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2 Roviditések jegyzéke

ADH alkohol dehidrogenaz

BER bazis kivagd DNS hibajavitas

BJ5464 vakuolaris protedz hianyos éleszt6 térzs
BrdU Bromodeoxyuridine

CmvV citomegalovirus

DDT DNA Damage Tolerance (DNS hiba tolerancia)
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DNS dezoxiribonukleinsav

E.coli Escherichia coli

E1 ubiquitin aktivalé enzim

E2 ubiquitin konjugalé enzim

E3 ubiquitin ligaz enzim

EDTA ethylene-diamine-tetraacetic-acid

EPR enzymatic photoreactivation, eznimatikus fotoreaktivacié
Flag Flag epitép tag

GAL galaktéz

GST gluthathion-S-transferase

H15 hiszton fehérjék 1-es és 5-0s csaladjara jellemzé domén
HA hemagglutinin epitép tag

HIRAN HIP116, Rad5p N-terminal domain

HLTF helicase like transcription factor

HLTF

siRNS HLTF-et csendesité siRNS

hMms2 emberi Mms2

HNPCC Hereditary non-polyposis colon cancer, 6rokl6dé nem polipbzis vastagbél rdk
hPCNA emberi PCNA

hRad18 emberi Rad18

hUbc13 emberi Ubc13

ICL interdommain connecting loop

IdU lodo-deoxyuridine

IP immunprecipitacio, immunkicsapas

kDa kilodalton

KR kilo réntgen

MMR mismatch DNS hibajavitas

MMS metal-metan-szulfonat

Mms2 Methyl Methanesulfonate Sensitivity protein 2
NC siRNS | negativ kontroll siRNS

NEM N-Ethyl-Maleinid

NER nukleotid exciziés DNS hibajavitas

PBS Phosphate Buffered Saline

PCNA proliferating cell nuclear antigene

PGK phosphoglycerate kinase

PHD plan homeo domain




PMSF phenyl-methane-sulphonyl-fluoride
PRR posztreplikacios DNS hibajavitas
Rad18 Radiation sensitivity protein 18
Rad5 Radiation sensitivity protein 5
Rad6 Radiation sensitivity protein 6
recA recombinase A
RFC replication factor C
RING really interesting new gene, ubikvitin ligdz domén elnevezése
RNS ribonukleinsav
RTG rontgen
reverse polymerase chain reaction, reverz transzkripcion alapuld polimeraz
RT-PCR lancreakcio
Sc. Saccharomyces cerevisiae
SDS sodium dodecyl sulfate
S-fazis sejtciklus szintetikus fazisa
SHPRH SHPRH- SNF2, histone-linker, PHD and RING finger domain-containing helicase
siRNS small interfering RNS, kis interferencia RNS
Sp. Shizosaccharomyces pombe
SWI/SNF | SWItch/Sucrose NonFermentable
TCL transcription coupled repair, transzkripcié kapcsolt DNS hibajavitas
TLS translesion synthesis, transzlézios szintézis
TSL teljes sejtlizatum
Uba1 ubiquitin-activating enzyme E1, ubikvitin aktivalé enzim
Ubc13 Ubiquitin carrier protein 13
USP1 deubiquitindlé enzim
uv ultraibolya, ibolyantuli
\Yis replikacios rata, kilobazis/perc
WB western blott
XP-V Xeroderma pigmentosum variant




3 Irodalmi bevezetés

3.1 A DNS-hibajavitas

Az ¢l6lények a szervezetliik felépitéséhez és szabdlyozott miikddéséhez sziikséges
informdaciokat az €él6vilagban egyetemesen, a genetikai kod révén, a DNS (Dezoxiribonukleinsav)
molekulaban taroljak. Kivételt képeznek az RNS virusok', ahol a genetikai informacié RNS-ben
(Ribonukleinsav) kodolt. A DNS ¢és az RNS kémiai szerkezete nagyon hasonld, azonban egy
Iényeges eltérés kozottiik, hogy a DNS-t felépitdé nukleotid egységekbdl hianyzik egy hidroxil
csoport az RNS-t felépitdkhoz képest, igy a DNS stabilabb, mint a RNS. A DNS nagyobb
stabilitdsa lényegi szerepet jatszhatott abban, hogy az 6si RNS vildgot kovetden az él6lények
hosszabb tavu informacidtarolasra tudtak berendezkedni. Ez a stabilitds azonban csak
viszonylagos: A sejtekben az o6rokitd anyagot folyamatosan érik kiils6 és belsé forrasokbol
szarmazd karositd hatdsok, amelyek a DNS kémiai szerkezetét megvaltoztatjak, mutaciokat,
genomikus instabilitast, illetve ennek kovetkeztében a sejtek haldlat vagy rakos elfajuldsat
okozhatjak ***. Amennyiben az egészségiink meg6rzésérdl van sz, a DNS karosito hatasok
koziil altalaban nagy hangstlyt kapnak a kornyezeti artalmak koziil az ibolyantali (UV,
Ultraviolet) sugarzés, az RTG (Réontgen) sugarzas, az €élelmiszerekkel a szervezetiinkbe juttatott
vegyszerek, a dohanyfiist, vagy az autdk kipufogd gazabol a levegdbe jutd policiklusos aromas
vegyliletek. Azonban optimalis kornyezeti felétetlek, illetve optimalis életmdd mellett is naponta
tobb szaz DNS-moddosulas kovetkezik be egy atlagos sejt genomjaban. Hogyan ¢ljiik tal ezeket?
Miért nem okoznak ezen karosodéasok sejthalalt vagy rakos elfajulasokat?

A vaélaszt a DNS-hibajavitd rendszerek adjak meg. Tobb, kiemelkedd hatékonysagu
DNS-hibajavitdé mechanizmus miikodik még a legegyszeriibb baktériumban is. E rendszerek
szamos fehérje Osszehangolt mikodését igénylik, amelyek hidnya, vagy karosoddsa gyakran
okoz sejthalalt, korai 6regedést, vagy a sejt tumoros elvaltozasdhoz vezet. Nyilvanvalo tehat,
hogy a DNS-hibajavitoé rendszerek megértése alapvetd az uj gydgymodok kidolgozasahoz illetve

a meglévok finomabbra hangolasahoz a rakterapia valamint a gerontologia terén.



3.2 A DNS-hibajavitas kutatasanak rovid torténete

3.2.1 Az elso DNS-hibajavitéo mechanizmus felfedezése

Az elsd DNS-hibajavitd mechanizmus felfedezése Albert Kelner és Renato Dulbecco
nevéhez kothetd. Az 1940-es években, egymastol fliggetleniill megfigyelték az enzimatikus
fotoreaktivacid (enzymatic photoreactivation, EPR) jelenségét. Az EPR soran az UV fény
hatasara a DNS-ben kialakul6 ciklobutan-pirimidin-dimerek visszaalakulnak monomerekké egy
lathatd fény indukalta folyamatnak kdszonhetden. Albert Kelner olyan Streptomyces griseus
mutansokat szeretett volna izolalni UV sugérzas indukélta mutagenezissel, amelyek wjabb, - az
abban az id6ben egyetlen ismert antibiotikumnal - a penicillin-nél hatékonyabb antibiotikumot
képesek eldallitani. (Az UV sugarzast mar abban az idOben rutinszertien hasznaltdk mutaciok
izolalasara mikroorganizmusokban.) Kelner, a kisérleti rendszere kalibrdldsa sordn FE.coli
(Escherichia coli) és Streptomyces griseus torzseket sugarzott be UV fénnyel. Ismételt
kisérletekben, a besugarzast kovetden a sejtek tilélése nagyon valtozo volt. Ugy gondolta, hogy
a megismételhetetlen, nagy varianciat mutatd eredmények oka a lathato fény °. Kimutatta, hogy
ha az UV fénnyel valo besugarzas utan a lemezeket lathatdo fénynek teszi ki, joval nagyobb
mennyiségli sejt éli tul az UV kezelést. Ezzel parhuzamosan, Renato Dulbecco fag gének
funkciojanak vizsgalatahoz hasznalt ibolyantuli fényt. Ha azokat a lemezeit, amelyeken UV
kezelt fagokkal fert6zott baktériumok voltak egymas tetejére téve a laboratoriumi munkaasztalan
hagyta, a t(léld fagok szama nagymértékii varianciat mutatott. Eszrevette, hogy azokon a
lemezeken, amelyek feliil helyezkedtek el, a lathaté fénynek jobban kitéve, joval tobb fag élte thl
az UV kezelést, mint azokon, amelyek a sorban alul voltak. Dulbecco arra kovetkeztetett, hogy
1étezik egy olyan DNS hibajavito rendszer, amelyet a lathato fény indukal °. Késébb ezt a DNS-
hibajavito folyamatot fotoreaktivacionak nevezték el .

Kelner és Dulbecco megfigyelései els6ként bizonyitottdk a DNS-hibajavitas jelenségének 1étét.

3.2.2 A nukleotidkivagdé DNS-hibajavitasi folyamatok felfedezése

A sériilt nukleotid kivagasan alapulé DNS-hibajavitasi folyamatok (Nucleotide Excision
Repair, NER) lényege, hogy a karosodott bazisokat is tartalmazd, révidebb DNS szakaszt egy

endonukledz eltavolitja a DNS szalbdl, majd az eltavolitott nukleotidok helye feltdltésre kertil,



amely feltoltéshez a nem karosodott szl szolgél templatként. Ezt a DNS szintézist ,,DNS javito”
szintézisnek is nevezik.

Az 1950-es évek végén tobb, egymastodl fiiggetlen kutatocsoport is beszamolt arrol, hogy
ha baktérium sejteket UV sugarral kezeltek és a lemezelés el6tt hosszabb ideig tapoldatban
tartottdk, joval tobb sejt élte til a kezelést mintha kozvetleniil a kezelés utan keriiltek volna
lemezre. E hatéds a lathato fénytdl fiiggetlen, igy arra engedte kovetkeztetni a kor kutatoit, hogy
egy, az EPR-t6] fiiggetlen DNS-hibajavitds is miikddik baktériumokban ®. Az 1960-as évek
kozepén Paul Howard Flanders, Richard Boyce, Richard Setlow és Paul Swenson egymastol
fiiggetlentil megfigyelték, hogy UV besugarzas utan az E.coli rovid DNS darabokat, amelyek az
UV indukalta léziokat is tartalmazzak, eltavolitja a genomjabol *'°. Emellett Howard Flanders
izolalt harom olyan UV érzékeny E.coli torzset, amelyek ebben a folyamatban mutdnsok voltak
(uvrd, uvrB, uvrC) ''. E mutaciokat térképezve azt talaltak, hogy az UV érzékenységért felelés
hogy a nukleotid kivagd mechanizmusért tobb gén terméke felelds. Koriilbeliil ugyanebben az
id6szakban Philip Hanawalt az UV fény DNS replikaciojara gyakorolt hatdsat vizsgalva
megfigyelte, hogy a nukleotid kivagasaval parhuzamosan DNS szintézis is torténik. E szintézist
nevezték késébb a mar emlitett DNS javito szintézisnek '2. Ezen tanulmanyok eredményeként
kialakult a NER fentebb bemutatott modellje . Az UV indukalta DNS karosodasok nukleotid
kivagason alapulo javitdsanak megléte emlds sejtekben is leirdsra keriilt, koriilbeliil egy id6ben
az E.coli tanulmanyokkal "°.

A kovetkezd évtizedben egyre inkabb nyilvanvalova valt, hogy tobbféle nukleotid
kivagason alapuld DNS-hibajavitas létezik. Thomas Lindhal és munkatarsai a DNS-be hibasan
beépitett uracil javitasat vizsgalva megfigyelték, hogy a pirimidin dimerek javitasaval ellentétben
(ahol kisebb, a DNS hibat is tartalmazd DNS szakaszok keriilnek kivagasra), az uracil egyetlen
bazisként keriil eltavolitdsra a genombol egy specialis enzim, az uracil glitkozilaz segitségével '*.
Ezen felfedezés elvezetett a bazis kivagd DNS-hibajavitas (Base Excision Repair, BER) és a
nukleotid kivagd DNS-hibajavitas (Nucleotide Excision Repair, NER) megkiilonboztetéséhez.

Az 1970-es években tehat vilagossa valt, hogy a sejtekben toébb DNS hibajavito

mechanizmus miikodik egymassal parhuzamosan, akar ugyanazon DNS hiba eltavolitasara is.



3.2.3 A DNS-hibajavitasi folyamatok és a rakos elfajulasok kapcsolata

James Cleaver és Bob Painter, fokozott borrak kockazattal jellemzett, XP (Xeroderma
Pigmentosum) betegek borébol szarmazd sejteket tenyésztettek, majd a nukleotid kivagdé DNS-
hibajavitasra jellemzd, UV sugéarzas indukalta, DNS javitd szintézis meglétét vizsgaltak.
Megfigyelték, hogy a NER-re jellemzé DNS javito szintézis nem miikddik ezekben a sejtekben
1> Ez volt az elsé olyan eredmény, amely felhivta a figyelmet a DNS integritds megérzésének
fontossagara, illetve a DNS-hibajavitas szerepére a rak kialakulasaban.

A DNS-hibajavito folyamatok rakos elfajulasokban valo szerepét egy masik, a replikaciod
sordn rosszul parosodott bazisok javitdsdban szerepet betoltd hibajavitd folyamat megismerése is
megerodsitette. A DNS megkettézése folyaman eléfordul, hogy nem a bazisparosodas
szabalyainak megfelelé nukleotid keriil beépitésre. Amennyiben ezek a rosszul parosodott
bazisok (mismatch-ek) nem keriilnek javitdsra, mutdciok kialakuldsat eredményezhetik. Ezen
hibak javitadsa specialis, hiszen a javitd folyamat soran kulcsfontossdgu a régi (ami a rosszul
parosodott nukleotid parbdl a helyeset tartalmazza) és az ijonnan szintetizalodott DNS szal
megkiilonboztetése. Matthew Meselson felfedezése szerint E.coli-ban a szalmegkiilonboztetés
alapja, hogy a sziil6i szalban a GATC szekvencidk mentén az adenin metilalt formaban fordul
el '°. Paul Modrich és munkatarsai irtdk le késébb az ezen metilacion alapuld, a DNS szal-
megkiilonboztetést magaban foglald, hibas bazisparosodasok javitdsara specializalédott DNS-
hibajavitasi folyamatot, amelyet Mismatch Repair (MMR)-nek neveztek el '”. Kés6bb Richard
Kolodner, Modrich és Bert Vogelstein munkéssaga ramutatott, hogy az 6roklédd, tgynevezett
,hem polipdzis vastagbél rak”-ban (Hereditary non-polyposis colon cancer, HNPCC) szenved6
betegekben az MMR folyamatok nem miikddnek '*'*%.

E két, a rak kialakulaséval kapcsolatba hozhaté DNS-hibajavitd folyamat mellett Philip
Hanawalt ¢és munkatarsai leirtak egy ugyancsak a nukleotidok kivagasan alapuld javitasi
folyamatot, amely a transzkripcié kézben mitkddik. E mechanizmust transzkripcié kapcsolt
DNS-hibajavitasnak (Zranscription coupled repair, TCR) nevezték el *'*2. E hibajavito
utvonalrdl is néhany év mulva kidertilt, hogy a korai 6regedéssel, rakra val6 erés hajlammal jaro
betegséghez, a Cockayne szindromahoz kothetd. E betegekben a TCR valamely részvevo

fehérjéje nem miikodik 2.



3.2.4 A DNS karosodasokat toleralo utvonalak felfedezése

Az elézbek soran ismertetett, é16 rendszerekben megfigyelt hibajavitd utakat in vitro is
rekonstrualni lehetett rekombinans komponensek felhasznalasaval ***>*. Ezen folyamatok kozds
jellemzdje, hogy a hibajavitds eredményeként a hiba, ha azt a kémiai szerkezet és a DNS
informacio tartalmanak megvaltozasaként értelmezziik, megsziinik és az eredeti allapot helyreall.

A DNS hibék felismerése és javitasa azonban nem tokéletes, az elobbiekben ismertetett
DNS-hibajavitd rendszerek sokszor nem elég hatékonyak ahhoz, hogy az 0Osszes 1€ziot
eltavolitsak. Emellett, a DNS meghibasodasa egy véletlenszerli, iddben nem szabalyozott
esemény, igy fennall annak a lehetdsége, hogy a DNS metabolizmus folyamatai (transzkripcio,
rekombinacid, replikacid) karosodott DNS-en torténjenek. Amennyiben a replikacio karosodott
DNS-en zajlik, annak veszélyes kdvetkezményei lehetnek. Ha a replikacios apparatus rendkiviili
templat hiisége okdn nem képes a négy bazis egyikeként sem interpretalni a karosodast, akkor a
DNS szintézise a karosodasnal leall ***’. Egyetlen ilyen hiba leallithatja a replikaciot illetve a
sejtciklust és a sejt halaldhoz, vagy a genom nagymértékii atrendezddéséhez, instabilitdsdhoz
vezet. Ez utobbi eukariotakban kozvetlen kapcsolatba hozhaté a karcinogenezissel. A megallt
replikdci6 okozta genomikus instabilitds elkeriilése érdekében kialakultak olyan folyamatok,
amelyek atsegitik a replikacios apparatust a 1ézidkon, biztositjdk a replikacié folyamatossagat,
azonban a DNS hibat nem tavolitjak el. Ezen mechanizmusokat DNS kérosodas toleralo
folyamatoknak hivjuk (DNA damage tolerance, DDT) **.

A DNS hiba tolerancia Utvonalak felfedezéséhez majd késdbbi tanulmanyozasahoz illetve

megértéséhez elkeriilhetetlen két, egymadsra épiild, alapveto kisérleti rendszer ismerete.

3.2.4.1 Meselson-Stahl kisérlet:

A DNS megkettdzés mechanizmusanak vizsgalatara Meselson és Stahl kidolgozott egy
modszert, amellyel megkiilonboztetheté a sziildi molekula a replikacié utani molekulatdl. A
kisérlet alapja, hogy az a DNS molekula, amelyben az egyik nukleotid helyére egy nukleotid
analdogot (5-brom uracil-t) épitenek be, strliség alapjan megkiilonboztethetdé a nukleotid
analoggal nem jelolt molekulatol. A kisérletet késObb Meselson és Stahl az eredeti Gtlethez
képest még annyiban modositotta, hogy tekintve a 5-brom uracil toxicitasat, helyette a nitrogén

15-6s tomegszdmu izotopjat hasznaltdk jelolésre. A kisérlet sordn tobb generacion keresztiil
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tenyésztettek Escherichia coli-t olyan taptalajon, ami nitrogénforrasként kizarolag NH4Cl-t
tartalmazott. Az ilyen sejtekbdl szdrmazo DNS cézium-klorid gradiensen egy ,,nehéz” siiriségii
molekulaként iilepedik. Ez a sav j6l megkiilonboztethetd attol a savtol, amelyet a "“NH4Cl
(,,konnyli”) tartalmt taptalajon novesztett baktérium DNS-e foglal el a sfirliség gradiensen.
Meselson és Stahl az eldszor 15-0s tomegszamu nitrogénen tartott sejteket elkezdte 14-es
tomegszamu nitrogént tartalmazé tapfolyadékban ndveszteni. A kisérlet iddtartama alatt
folyamatosan mintdkat vettek a kultirabol és tesztelték a DNS stirtiségét. Kezdetben egyetlen
savot figyeltek meg, a ,,nehéz” pozicioban. A kisérlet elérehaladtaval egy masik sav is kezdett
megjelenni a konnytli és a nehéz sav kozott. Parhuzamosan a nehéz sav pontosan ugy kezdett el
eltlinni, ahogy a hibrid sav megjelent. Egy osztddas elteltével csak a hibrid, atmeneti striiségi
sav volt megfigyelhetd. Ezt kdvetden megjelent a konnyli DNS, és a masodik generaciora a
hibrid stirtiségli DNS mennyisége megegyezett a nem jelolt DNS mennyiségével. Meselson és
Stahl kovetkeztetése a fenti kisérlet alapjan az volt, hogy a DNS replikacioja szemikonzervativ
¢s nem pedig konzervativ, azaz a replikaci6 soran a kettds szala DNS szalai elvalnak egymastol
¢s a régi szal mentén 1) DNS szal szintetizalodik. Az igy keletkezett kettds szala DNS molekula
egyik lanca a régi, modellil vagy templatként szolgalé lanc, mig a madsik az Ujonnan

szintetizalddott lanc.

=77

Az UV sugarzas in vitro és in vivo egyarant gatolja a DNS szintézisét. A replikacios
blokk feloldasa utan Gjra ndvekvo DNS széalakat, méretiik alapjan el lehet valasztani. A cézium
klorid stirliség gradiens azonban erre nem alkalmas mddszer. Nem nytjt informacidt a vizsgalt
DNS méretérdl, csak a slrliségérdl, illetve nem szolgal informécioval a DNS folytonossagarol
sem. (A szintetizalodé szalon a folytonossagi hidny nem egyértelmii akkor, ha az a
komplementer szallal duplexet képez.) A replikacio vizsgélata alkalikus szukr6z gradiensen tette
lehetdvé ezen kisérleti korlatok atlépését. Alkalikus kondiciok kozott a DNS két széla
denaturdlodik, és amennyiben a centrifugdlds iddtartama kelléen rovid, akkor a molekulakat
stirliség és méret szerint is el lehet valasztani. Tovabblépés a korabbi kisérleti elrendezésekhez

képest, hogy ha a vizsgalni kivant sejteket a gradiens tetején lizaljak és in situ eltavolitjak a
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fehérjéket a DNS-rél, akkor a DNS nem torik el, igy hiteles informaci6 nyerhetd a replikalodo
DN hosszarol ».

A kérosodott DNS replikaciojanak ilyen felbontasti vizsgalatat végezte Rupp és Paul
Howard-Flanders az 1960-as évek végén. Olyan E. coli torzset hasznaltak, amelyekben nem
miikodott a NER *°. E torzs hasznalata megkonnyitheti az UV kérosodas kovetkezményeinek
vizsgalatat a replikaciora azzal, hogy a karosodas nem Kkeriil javitasra a vizsgalat soran,
pontosabban a replikdcio eldtt. Megfigyelték, hogy a NER hidnyaban a baktérium torzs
kromoszdmajanak mérete UV kezelés nélkiil, alkalikus szukréz gradiensen vizsgalva koriilbeliil
15-20 sz4zaléka a teljes kromoszoma méretének. Ez kromoszémanként 4-5 torésre utal, ami a
kiméletes DNS preparalas sordn is eléfordul. Az UV kezelés utan szintetizalodé6 DNS azonban
sokkal kisebb darabokként tilepedett, fragmentalodott. Ezen fragmentek koziil még a legkisebbek
mérete is majdnem tizszer nagyobb volt mint az Okazaki fragmentumoké, igy azokkal nem volt
Osszetéveszthetd *°. Tovabbi vizsgalatok tisztaztak a folytonossagi hiany fizikai természetét,
miszerint az Ujonnan szintetizaldddé DNS szalak kozott nem replikalodott hézagok, rések
talalhatok. Az ilyen rések mérete koriilbeliil 1000-1600 nukleotid, €s eléfordulasuk megegyezik
a pirimidin dimerek eloszlasaval *'. E kisérletek igazoltdk, hogy a DNS karosodas valoban
fizikai gatja a replikécio elérehaladasanak.

Bryn Bridges ¢és Evelyn Witkin késobb fevetették, hogy a Rupp és Howard-Flanders altal
javasolt ugynevezett posztreplikacios rések, hézagok az UV indukalta mutaciok kialakuldsanak a
helyei lehetnek *2. Kozben Miroslav Radman felallitott egy hipotézist, amelyben probalta
szintetizalni azokat a megfigyeléseket, amelyek az E.coli-ban azonositott, recA-tol és a lexA-tol
fiigg DNS-hibajavité wtvonalra vonatkoztak ®. Radman szerint az E.coli-ban a recA-t6l és a
lexA-t6l fliggd DNS-hibajavitasi utvonal fiziologids koriilmények kozott gatlas alatt van, de a
DNS karosodasok indukaljak. gy ezt az utvonalat ,,SOS DNS-hibajavitas”-nak nevezte.
Véleménye szerint, az a jel, amire az SOS valasz beindul, a megallt replikaci6. Az SOS DNS-
hibajavité rendszer mutagén DNS hibajavitast végez, igy feltételezte, hogy a mutagenezis csak
egy masodlagos kovetkezménye azoknak a kondicioknak, amelyekben SOS folyamatok
miikddnek *. Késébb Bridges és Witkin megfigyelte, hogy az UV indukalt mutaciok szdma
nagymértékben lecsokken, az SOS valaszban mutans E.coli torzsekben anélkiil, hogy a
posztreplikacios hézagok javitasa sériilne. Igy, tovabbgondolva az korabban emlitett felvetésiiket

arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a replikdcié soran két, kiilonb6z6 mechanizmus segiti a
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replikacio folytonossaganak fenntartast. Az egyik mutagén, mig a masik mutacidé mentes atirast

biztosit **.
3.2.4.3 A transzlézios polimerazok felfedezése

Harrison és Hatch az 1970-es évek végén olyan mutaciok keresése soran, amelyek mellett
a DNS karosodas indukalta mutagenezis nem miikddik, izolaltak két gént, az umuC-t és umuD-t.
E gének mutacios elrontdsa kovetkeztében megsziint a DNS karosodéas indukalta mutagenezis.
Ugy gondoltak, hogy a UmuC és UmuD fehérjék ugymond feloldjdk a replikativ polimeraz
szigora hiiségét, atsegitik a 1éziot tartalmazod szakaszon, igy segitve a karosodott DNS

353637 Kisérletileg megfigyelték, hogy in vitro, mindkét fehérje elésegiti a

replikaciojat
replikativ polimeraz 1ézion torténd athaladasat, a transzlézids szintézist (translesion synthesis,
TLS). Késobb, kifinomultabb kisérleti rendszerek segitségével megallapitottdk, hogy a TLS
megtorténik UmuC egyediili jelenlétében is, a replikativ polimeraz nélkiil. Ezt kovetden hamar
bebizonyosodott, hogy a UmuC énmaga is egy DNS polimeraz ***°. Ezzel parhuzamosan az is
felismerésre keriilt, hogy az E.coli dinB génje, amely a spontan mutagenezisben jatszik szerepet,
olyan fehérjét kodol, amely strukturalis homologja UmuC-nek és dnmaga is egy DNS polimeraz
40,

Az 1990-es évek végére kidertilt, hogy az E.coli UmuC és DinB fehérjék egy nagyobb
polimeraz csaldd, az Y csalad tagjai. Nyilvanvaléva valt, hogy a sejtekben Iétezik egy
kiilonleges, specializalt DNS polimeraz csaldd, a transzlézidos polimerazoké, amelyek f6

funkcioja a karosodott DNS replikaciojanak elSsegitése *'.

3.2.4.4 A templat valtassal jaroé folyamatokra utalé els6 megfigyelések

1976-ban két kutatdcsoport egymastdl fiiggetleniil megvizsgalta, hogy miként viselkedik
emlds sejtek karosodott DNS-e egyensulyi cézium-klorid siirliség gradiensen ***. A kisérleti
elrendezés lényegében a Meselson-Stahl kisérlethez hasonld, azzal a kiilonbséggel, hogy
radioaktivan jelolt halogenizalt nukleotidot hasznaltak a replikacié jelolésére. Alkilald szerrel
torténd kezelés utan azonosithatd volt a normalis replikaciora jellemz6 hibrid sav. Jol lathatéan
azonosithatd volt tovabba egy sav, amelynek a stirisége ,.konnyl” volt. Ez a sdv bizonyosan

nem annak a kovetkezménye volt, hogy a jelolés iddtartama alatt a sejtek két S-fazison is
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atmentek, ezért az egyértelmiien konzervativ DNS szintézisre utalt **** . A konzervativ DNS
szintézis jelenségének magyarazatara a replikacios villa megforditasanak a modelljét hivtak
¢letre. Eszerint, amennyiben a DNS szintézis vezetd szala (leading strand) DNS kérosodassal
taladlkozik, az a tovabbi szintézist megakadalyozza, de nincs hatassal a komplementer szal
szintézisére, igy az tovabb folytatodik. Ezt kovetden a lemaradd szal (lagging strand) elvalik a
szlldi szaltol, elvalik a blokkolt vezetd szal is, és egymassal parosodnak. Az igy kialakult
szerkezet leginkabb egy csirke labara emlékeztet, igy a “csirkelab-struktara” (chicken-foot
structure) (1.abra, E panel, legalso rajz) elnevezés meg is honosodott a szakirodalomban. Ezt
kovetden a blokkolt vezetd szal a lemarado szalat hasznalja templatként annak a szekvencianak a
szintézisére, amely szekvencia eredetileg a karosodas utan helyezkedett el. Itt a DNS szintézise
soran templatként az (jonnan szintetizalt lanc keriil felhasznalasra. Ha ez a szerkezet eltorik,
akkor a “csirkelab” kdzépso ujja megfigyelhetd lesz a stirliség gradiensen. Ez volt a magyaréazat
a ,.konnyll” sav megfigyelésére. A folyamat végén a “csirkelab” mozgatasaval a replikéacios villa
helyredll és a karosodas atirasra keriil. A “csirkelab” szerkezetet elektronmikroszkoppal is
azonositani lehetett, kozépsé ujja a mérések szerint akar 4000 bazispart is kitehet .

Erdemes megjegyezni, hogy a megfigyelt siirliségi sav létrejottét egy masik
mechanizmus is magyarazhatja. UV kezelés hatdsara az E.coli genom a mar emlitett Rupp és
Howard-Flanders megfigyelés szerint fragmentalodik, az Gjonnan szintetizalodd DNS széalak
kozott nem replikalodott hézagok, rések alakulnak ki *°. Ezen rések betdltése torténhet egy
rekombinaci6 szerti folyamattal, ahol a két ijonnan szintetizadlodott szal 6sszeolvad (1. ébra, F),
lehetdséget adva a rés betdltésére az Gjonnan szintetizalddott sértetlen szal felhasznalasaval. A

két, ijonnan szintetizalodott szal 6sszeolvaddsa magyarazhatja a megfigyelt stirliségli savot.

3.3 A DNS-karosodas okozta replikacios blokk feloldasanak mara

kialakult modellje és a kutatasi teriilet aktualis kérdései

A sejtciklus szintetikus fazisa alatt tehat az tgynevezett DNS-karosodas toleralé (DNA
Damage Tolerance, DDT) mechanizmusok biztositjadk a DNS-karosodas kovetkeztében megallt

replikacios villak mentését 254,
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| DNS hiba tolerancia ttvonalak (DDT) |

A. |Transzlézi()s szintézis (TLS)| B. | Templat valtas

Hibara hajlamosito atiras Hibamentes atiras
Replikacios villa mentése Posztreplikacios Replikacids villa mentése Posztreplikacios
hézagok kitdltése hézagok kitoltése

Replikativ polimeraz j:

TLS polimeraz

3
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% T/ TLS/poIimera’z
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csirkelab struktura

:
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1. abra: DNS-karosodas tolerancia folyamatok ismert utvonalai
7061d ovalis: replikativ polimeraz, sarga ovalis: transzlézids polimeraz, piros csillag: karosodott
bazis, z6ld vonal: Gjonnan szintetizalédott DNS szél, fekete vonal: eredeti templat szal

E folyamatok célja nem a DNS hibak eltavolitasa, hanem a replikaci6 folyamatossaganak
illetve befejezésének biztositdsa a sériilt bazisok jelenlétében is, védve a sejtet a befejezetlen
replikacio veszélyes kovetkezményeitdl.

Ha a ma elfogadott, a DNS karosodésok toleralasara felallitott hipotéziseket 0sszegezziik,
a kovetkezd modellt allithatjuk fel: A DDT utvonalak alapvetden két kiilonb6z6 DNS hiba atirasi
stratégiat jelentenek. A karosodott DNS szakaszon a replikdcid vagy egy templat vagy egy
polimeraz csere segitségével torténik *** (1. 4bra, A, B). A DNS karosodast toleralé utvonalak

az S fazis két, kiilonb6zé pontjan segithetik a DNS hibak okozta replikécids problémak
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feloldasat. Részt vehetnek a DNS szintézise folyamdn megakadt replikéacios villak azonnali
mentésében (1. abra, C, E), illetve az S fazis végére a DNS hibakkal szemben kialakult, a Rupp
¢és Howard-Flanders altal megfigyelt *° ugynevezett ,,posztreplikaciés hézagok™ betdltésében (1.
abra, D, F). Mind a replikacios villa kozvetlen mentése, mind a posztreplikacidos hézagok
betoltése vagy polimeraz, vagy templat csere segitségével torténhet.

Amennyiben a karosodott szakaszon polimeraz csere torténik (Polymerase Switch, PS)
(1. abra, A) ** a replikacio templatia a sériilt DNS szakasz marad. Egy specializalt, a

49

polimerazok Y csaladjdba tartozd ™, Ugynevezett transzlézids polimerdz, vagy a B csaladba

tartozo polimerdz C atveszi a replikativ polimeraztol a templatot és elvégzi a szintézist a 1éziot
. 1
tartalmaz6 szakaszon

Synthesis, TLS) ®.

. E mechanizmust transzlézids szintézisnek nevezziik (Translesion

Polimerdz zéta () és a transzlézids polimerazok tobbsége (Revl, polimeraz iota (1),
polimerdz kappa (x)) kis hiiséggel masolja az informaciot a templat szalrol, a sériilt bazissal
szemben nagyobb valdsziniiséggel nem a bazisparosodds szabalydnak megfeleld nukleotidot
épiti be ** gy a transzlézios szintézis a legtobb esetben mutaciok kialakulasahoz vezet.
Kivételt képez a polimerdz éta, (pol 1), amely az UV sugarzas kovetkeztében kialakuld T T
(timin-timin) dimerekkel szemben nagy pontossaggal képes a bazisparosodds szabalyanak
megfelel$ adenint beépiteni **".

A masik lehetséges DNS hiba atirasi stratégia folyaman nem polimerdz, hanem templat
valtas (Template Switch, TS) torténik (1. abra, B). Ekkor a DNS hibat tartalmazo régioban a
replikativ DNS polimerdz templatot valt, az informaciot az ép szalrdl Gjonnan szintetizalodott
leany kromatidardl masolja. A templat valtasnak két kiilonb6z6 mechanizmusat ismerjik. A
posztreplikacidés hézagok betdltése torténhet a vezetd szal leany kromatiddjanak hasznalataval
3058 ' Az Gjonnan szintetizalodott szal egy rovid szakaszon Ssszeolvad a hibat tartalmazo régidval,
a posztreplikacids hézag betdltése soran a szintézis templatjaul szolgal, mikdzben egy pszeudo-
Holliday junction alakul ki. A szintézis végeztével a struktura feloldasa utan a sériilt régid is
atirasra keriil. E folyamatot ,,recombinational gap repair’-nek vagy rekombinacids szalcserének
nevezziik (1. abra, F) %, A templat valtas masik lehetséges utja a replikacios villa megforditasa
(fork regression). Ebben az esetben a kovetd szal folyamatos szintézise mellett a vezetd szdlon
(leading strand) a DNS-karosodds kovetkeztében megallt replikacid egy asszimmetrikus

replikacios villat eredményez. Ekkor elvalik a vezetd és kovetd szal az eredeti templattol és
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sszeolvad egymassal egy ,csirkelab” szerii szerkezetet alkotva °'. Igy lehetévé valik, hogy a
vezetd szalon a DNS szintézis templatja az ujonnan szintetizalddott ép szal legyen. A szintézist
kovetden visszaall az eredeti allapot €s a replikacio zavartalanul halad tovabb. A templat valtas
fentickben bemutatott mechanizmusait ,,copy choice” szintézisnek is nevezik *.

Mindkét, a templat valtast alkalmazdé mechanizmus eredményeként a DNS hibat
tartalmazd szakaszon az atiras hibamentes modon zajlik, a 1ézidval szemben a bazisparosodasnak
megfelel nukleotid épiil be, mutacidk nem keletkeznek .

Az itt bemutatott modell azonban hidnyos, a DNS hibak toleralasara kialakult folyamatok
teljes megértése még sok kisérletes munkat igényel. Ezen utvonalak kutatisa még rengeteg
megvalaszolatlan kérdésre keresi a valaszt, amelyek koziil néhanyat emlitek: Vannak-e még a
DNS hibak toleralasat eldsegitd, eddig még fel nem fedezett folyamatok? Hogyan érzékeli a sejt
a karosodott bazisokat? A DNS hiba a felismerése utan hogyan kertil az azt érzékeld apparatustol
a kiilonb6zé DNS hibajavitd folyamatok iranyitasa ala? Mi hatarozza meg, hogy melyik DNS
hibajavitdo utvonal tavolitja el a hibat? Hogyan valaszt a sejt a DNS hibak kijavitidsa és az

apoptozis kozott?
3.4 A DNS hiba atirasban résztvevé fehérjék

3.4.1 Ubikvitin

Az ubikvitin egy 76 aminosavbol 4llo, kis molekulastlyG fehérje . A fehérjék
poszttranszlaciés modositasa soran azokhoz izopeptid kotéssel kapcsolodik. Az ubikvitilacio
folyamataban egy ubikvitin konjugal6 enzim (E2), az ubikvitin aktival6 enzim (E1) altal aktivalt
ubikvitin megkotése utan azt ubikvitin ligazzal (E3) egylitt azt a szubsztratra helyezi. A reakcio
eredményeként az ubikvitin kovalensen, izopeptid kotéssel a szubsztrat molekula egy lizinjére
keriil “%. A komplex szubszratspecificitasat az ubikvitin ligz hatdrozza meg, amely mind E2-
vel, mind a szubsztrattal képes kolcsonhatni .

Amennyiben a szubsztrat fehérjére egyetlen ubikvitin  molekula  keriil,
monoubikvitilaciorol  beszéliink. Els6sorban szabalyozd szerepe van, fehérje-fehérje
kolcsonhatasokat segit eld, jelként szolgdl kiilonbozd jel-atviteli folyamatokban, DNS

o : . ‘o e 63,66
hibajavitasi mechanizmusokban vagy a géncsendesités folyamataban >".
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Az ubikvitinbdl, a benne kitlintetett poziciokban 1évé lizin aminosavakon keresztiil
poliubikvitin lanc épiilhet. Ezek a kiilonbozd tipusu poliubikvitin lancok mas-mas funkciot
latnak el a célfehérjéken °
célfehérjét a proteoszomalis degradéciora jeloli meg, mig a 63-as lizin alapu lanc a proteolizistdl
fiiggetlen, feltételezhetéen szabalyozo szerepet tolt be %7,

A DNS hiba tolerancia utvonalak szabalyozasaban a résztvevd fehérjék mono- és

poliubiquitninnel torténd modositasainak kitiintetett szerepe van.

3.4.2 PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)

A PCNA a DNS replikacié soran a replikativ polimeraz (Polimerdz §) processzivitasi
faktoraként szolgal. Homotrimer gytrit alkotva, a DNS-t korbedleli, mintegy “cstisz6 kapocs”
elosegiti a vele kolcsonhato replikativ polimeraz kapcsolodéasat és elérehaladasat a DNS-en
L7213 Eoy PCNA molekulan harom domént taldlhatunk. Egy N-, egy C-terminalis domént és a
kozottiik elhelyezkedd “interdomain connecting loop-ot” (ICL). Az ép DNS replikacidjaban
betoltott szerepén feliil, poszttranszlacidos modositdsok révén részt vesz a DNS hibajavito

Gitvonalak szabalyozasaban **™*7°. A DNS-karosodas tolerancia utvonalakban a PCNA 164-es

2. abra: A PCNA trimer molekula szerkezete és a 164-es lizin aminosav helyzete

Az egyes szinek (kék, piros €és z0ld) a monomereket jelolik
Forras: http://en.wikipedia.org/wiki/File:1axc_tricolor.png
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3.4.3 Rad6-Rad18 (Radiation sensitivity protein 6-Radiation sensitivity protein 18)

A Rad6 a DNS hiba atiras soran ubikvitin konjugal6o enzimként funkcional (E2), szerepe,
hogy az E1 altal aktivalt ubikvitin megkotése utdn azt a Rad18 ubikvitin ligdzzal (E3) egyiitt a

szubsztratra helyezze '®"

. A Rad6-Radl8 heteromer komplex szubszratspecificitasat az
ubikvitin ligazként funkcionalé Rad18 hatdrozza meg, mely mind Rad6-tal, mind a szubsztrattal
kélesonhat 5770 A Rad18 fehérje N-terminalisan talaljuk az ubikvitin ligazokra jellemz6 RING
finger motivumot. Ezt koveti egy cink finger domén, amelynek feltételezhetden DNS kotésben
illetve fehérje-fehérje interakciok kialakitasaban van szerepe. A fehérje C-termindlis végén

helyezkedik el a Rad6 kotéséért felelds régio ™.

3.4.4 Transzlézios polimerazok

Szekvencia és szerkezeti hasonlosag alapjan a DNS polimerdzokat 6t kiilonbozo, A, B, C,
X és Y csaladokba lehet sorolni **®'. Az eukariota replikativ DNS polimerazok (Polimeraz 8, &,
a) illetve a polimeraz C a B csaladba tartoznak, mig a mitokondrialis polimeraz y az A csoportba.
A kiilonboz6 csalddokba tartozd polimerdzok szerkezetileg nagyon eltéréek. Az A, B, C és X
csoportokba tartozd, ugynevezett klasszikus polimerdzok a polimeraz { kivételével nagy
pontossaggal képesek a DNS-t szintetizalni *. Reakcié centrumuk azonban szigortan csak a
karosodastol mentes DNS-t képes templatként haszndlni. A kérosodott bazisok a DNS szélban
olyan torzidkat okoznak, amelyek megakadalyozzak, hogy a klasszikus polimerazok sziik,
nagyon specifikus reakciocentruma befogadja Gket. Igy a DNS hibék a replikacios apparétus
elérehaladdsat akadalyozzdk. Amint a replikdcids polimeraz elér egy 1ézidhoz, a normal
replikacio megall. Ekkor az Y csalddba tartozo, transzlézids polimerdzok vagy polimeraz
veszik at a templatot a replikativ polimeraztél. Ezen polimerazok képesek a sériilt DNS szakaszt
is templatként hasznalni a szintézis soran **. A replikacio a lézidkon keresztiilhalad, a
replikdcios villa integritdsa megmarad. Az Y csalddba tartozé transzlézids polimerdzok (Revl,
polimerdz m, polimerdz k, polimeraz 1) és polimerdz { a DNS-t sokkal kisebb pontossdggal
masoljak, mint a klasszikus polimerazok *. Karosodasmentes templaton polimeraz { és a TLS

polimerazok 10°-10° nukleotidonként hibaznak, mig a klasszikus polimerazok 10°
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nukleotidonként ®2. Karosodott templat esetében eddig egyetlen ismert TLS polimeraz, a
polimerdz n képes az UV indukalta timin-timin dimerek hibamentes atirdsara. Mas esetekben a
replikacios villa stabilitdsanak megdrzése transzlézids szintézis altal mutaciok kialakuldsahoz

vezet.

3.4.5 Mms2-Ubcl13 (Methyl methanesulfonate sensitivity protein 2- Ubikvitin
carrier protein 13)

A Rad6-Rad18 mellett az Mms2-Ubc13 alkotta heteromer ubikvitin konjugalé komplex
is részt vesz a DNS hiba atiras folyamataban *°. Az Mms2 fehérje a nem kanonikus E2 fehérjék
csalddjaba tartozik, amely csalddnak tagjai ubikvitin konjugédlé enzim varidnsként ismertek
(UEV) *’. UEV fehérjékbél jellemz6en hianyzik a kanonikus E2 enzimek reakcidcentrumaban
1évo cisztein aminosav, amely az ubikvitin konjugalds folyamatdban az aktivalt ubikvitin tiol-
észter kotésen keresztiili megkotéséért felelés ¥, Az Mms2, a kanonikus E2 fehérjékhez tartozo
Ubcl3-mal szorosan egylittmiikodve medidlja az ubikvitin K63-as lizinén keresztiili

poliubikvitin lanc felépiilését *>*°.

3.4.6 Rad5 (Radiation sensitivity protein 5)

A Rad5 fehérje egy, a SWI/SNF (SWitch/Sucrose NonFermentable) fehérje
szupercsaladba tartoz6 DNS-fiiggd helikaz ¢és ATP-az. Domén strukturdja kiilonleges, a
konzervalt helikdz domének koz¢ ékelédve hordoz egy, az ubikvitin ligdz fehérjékre jellemz6
RING finger domént is (6. abra) **”'. Ezen elrendez6dés nagyon ritkan fordul eld az eukariota
fehérjék kozott. A RadS in vitro, kettdsszali DNS transzlokdz aktivitasanak koszonhetden
replikacios villa-szerti struktarat képes megforditani °>. A DNS tolerancia Gtvonalakban ubikvitin
ligdzként Mms2-Ubc13 komplex-szel egyiitt poliubikvitilalasi folyamatokban, illetve kettds
szala DNS transzlokdzként a replikacios villa megforditdsan alapuld templat valto

folyamatokban van szerepe.
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3.5 A DNS hiba tolerancia utvonalak genetikaja és biokémiaja

Elesztdben (Saccharomyces cerevisiae) szamos olyan muticiot azonositottak, amelyek
kiilonbozé DNS karositdo hatasokra érzékennyé¢ teszik a hordozoé sejteket. A karosodott DNS
atirasanak analizise kiillonb6z6é mutans hattéren azt igazolta, hogy a Rad6 és Radl8 géneknek

75,92

kulcsfontossagli szerepe van e folyamatban . Deléciés mutansuk rendkiviil érzékeny UV

sugarzasra ¢s MMS (metil-metan-szulfonat, DNS-t alkilalassal karositja) kezelésre. Rad6-Rad18
szerepe a karosodott DNS replikacioja soran a DNS folytonossaganak a helyreallitasa *>%%,
Episztazis analizisek tobb, a Rad6-Rad18 ttvonalba tartozo, egyéb gént is azonositottak. Ezen
genetikai vizsgéalatok alapja, hogy két, DNS kérosodasra érzékeny mutacidét kombinalva két
lehetséges dolog torténhet. Az egyik, hogy a kettds mutans érzékenyebb lesz DNS karosodasra,
ami azt jelenti, hogy a két vizsgalt gén kiilonb6zd biokémiai folyamatban vesz részt. Delécidjuk
okozta érzékenységiik 0sszeadodik. A masik esetben a kettés mutans érzékenysége megegyezik a
csak az egyik mutaciét hordozo élesztd vonal érzékenységével, azaz a két mutacio episztatikus €s
ugyanazon biokémiai utban jatszanak szerepet. A Rad6-Radl8 irdnyitotta DNS hiba atirasi
folyamatok analizise feltarta, hogy ezen utvonal tbb episztazis csoportra tagolhato ®. A Radé6-
Rad18 episztazis csoportba tartozd gének mutacioi episztatikusak a Rad18 mutacioval, de nem
mindig episztatikusak egymassal. Az UV fény indukéalta DNS 1éziok javitasat vizsgalva az
azonositott gének harom episztazis csoportot alkotnak (3. dbra). Az episztazis csoport tetején a
hiba atirasi folyamatok szabdlyozdjaként a Rad6-Rad18 komplex all. Tekintve, hogy a Rad6-
Rad18 komplex mindhdrom utban résztvevd génekkel episztatikus, azokat szabalyozza, a DNS
hiba atiras génjeit egylittesen Rad6-Rad18 csoportnak is nevezik. A harom episztazis csoportbol
kettdben a résztvevd fehérjék a mar emlitett transzlézids polimerazok. E két, a TLS
polimerazokat (élesztOben Revl, polimeraz éta) és Pol { —t alkalmazd csoport kozott 1ényeges
kiilonbség a sériilt bazissal szemben az atirds soran beépitett nukleotid mindségében van. A Revl
¢s polimeraz zéta (Pol () alkotta elsé csoportban a karosodott bazissal szemben nem a
bazisparosodas szabalyainak megfelelé nukleotid keriil beépitésre. A hiba atirds ugyan
megtorténik, azonban mutéacio keletkezésével jar. Az UV sugarzas indukalta DNS léziokat a
polimerdz n hibamentes modon képes atirni, mutacidot nem okoz a templat szélon jelen 1évo

sériilés (3. abra).
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Az episztazis csoport harmadik tagjaban nem taldlunk TLS polimerazokat. Itt a
replikacios villa mentése a mar emlitett templat valtd mechanizmus segitségével torténik. E
csoportba tartozik az Mms2-Ubc13 ubikvitin konjugalé komplex, illetve a Rad5 fehérje.

Tobbé-kevésbé ismert, hogy milyen biokémiai folyamatokat vezényel a Rad6-Rad18 qt.
A Rad6-Radl18 fehérje komplex egy ubikvitin konjugald enzim és egy ubikvitin ligdz fehérje

komplexe ”°. DNS karosodas hatasara ez a komplex egyszeresen ubikvitilalja a PCNA molekulat
58,96

Saccharomyces cerevisiae

Rad6 + Radi18

Mms2 + chl3]

Pol

o @) (e

Mutagén  Hibamentes Hibamentes

3.abra:

Az UV karosodas okozta replikacios blokk feloldasat végzo fehérjék élesztoben

Elesztdben az UV fény indukalta DNS hibak atirdsat végz6 gének harom episztazis csoportot
alkotnak. Mindharom utvonal résztvevdivel a Rad6-Radl8 komplex episztatikus kapcsolatot
mutat.

A PCNA monoubikvitilalasa valahogy elOsegiti azt, hogy a replikativ DNS polimeraz
lecserélddjon a TLS polimerazok valamelyikére . A Rad6-Rad18 mellett a Rad5 fehérje is egy
ubikvitin ligdz, ami az Ubc13-Mms2 ubikvitin konjugal6 enzim komplex-szel egyiitt képes a mar
monoubikvitilalt PCNA poliubikvitilalasara °°. Az igy szintetizalédott poliubikvitin lanc nem a

proteolitikus degradéaciora kijelolt fehérjék esetén megszokott K48-as elagazdsu lanc, hanem az
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ubikvitin K63 aminosavan agazik el °. Ez az eldgazis nem a degradaciora jeloli meg a fehérjét,
de hogy mi is pontosan a szerepe azt nem tudjuk '*’®. Annyit biztosan tudunk, hogy a Rad5
ubikvitin ligaz funkciojaban hibas ¢€lesztd sejtekben ugyanannyira defektiv a DNS hiba atiras,
mint azokban a sejtekben, amelyekbél a teljes Rad5 fehérje hianyzik *. E poliubikvitilalas tehat
mindenképp sziikséges a templat valtdo folyamatok létrejottéhez. A Rad5 RING finger
doménjéhez kothetd aktivitassal szemben a Rad5 ATP-az doménjéhez kothetd aktivitasanak
szerepérol vannak ismereteink. A Rad5 fehérje, a benne taldlhato ATP-az ¢és helikdz domének
segitségével valamint, a kettds szala DNS transzlokaz aktivitdsdnak koszonhetéen képes a sériilt

bazist tartalmazd szakaszon visszaforditani a replikdcios villat a mar emlitett, igynevezett

" 1 92

"csirkelab" strukturat formalva abbdl “~. E struktura lehetové teszi, hogy a sériilést tartalmazo
szakaszon az ujonnan szintetizalodott komplementer szal szolgaljon templatul. A hibat
tartalmazd szakasz atirdsa utan a replikédcios villa visszadll, a replik4cido zavartalanul halad
tovabb. Ezen atirasi folyamat, hasonloan a polimerdz éta képviselte utvonalhoz, hibamentes DNS
hiba atirast eredményez, a templat szélon 1évé hibas bazissal szemben a folyamat

eredményeképpen megfeleld nukleotid épiil be, mutacié nem keletkezik.

3.6 A PCNA masodlagos modositasainak szerepe a DDT folyamatokban

A DNS tolerancia mechanizmusok aktivaldsdnak szabdlyozasa sokaig ismeretlen volt. Az
elmult néhany évben azonban egyre tobb ¢élesztobdl és emberi modell rendszerekbdl szarmazéd
tanulméany eredményei szerint kdzvetlen kapcsolat van a DDT tUtvonalak inicidlasa és a PCNA
ubikvitinnel torténd kovalens mddositasa kozott. A PCNA ubikvitilacidja eldsegiti a DNS hiba
atiro folyamatok létrejottét. Emellett szerepe van annak szabalyozasaban, hogy a megallt
replikacios villdban a hibas, mutaciokat eredményezd transzlézids szintézis, vagy a hibamentes
atirast eredményezd templat valté folyamat jatszodjon le.

DNS-karosodas hatasara a Rad6-Rad18 komplex monoubikvitilalja a PCNA-t a 164-es
poziciéja lizinjén *°. A Rad18 —a PCNA és a Rad6 kotése mellett- a DNS-hez is kapcsolodik ™,
igy képes arra, hogy az ubikvitilalé apparatust a kromatin kotott PCNA-hoz irdnyitsa. Biokémiai
kisérletek szerint, csak az RFC (Replication Factor C) segitségével a DNS-re helyezett PCNA

100

molekula képes ubikvitilalodni . Feltételezések szerint, in vivo a PCNA monoubikvitilalasa a

megallt replikacios villdkban kovetkezik be ™.
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Azt, hogy a PCNA Rad6-Rad18 fliggd monoubikvitilalasa pontosan hogyan szabéalyozza
a TLS-t, egyelére nem ismerjiik, azonban tudjuk, hogy a monoubikvitilalt PCNA el6ésegiti a
transzlézios szintézis létrejottét in vivo .

A transzlézios szintézis egy fontos folyamat a replikacid folyamatossaganak fenntartasara
DNS hibdk jelenlétében, azonban a mutdcidkat kialakité tulajdonsaga miatt szigortian
szabalyozni kell miikodését. A szabalyoz6é mechanizmusok megértése jelenleg a TLS kutatas
egyik legfontosabb kérdése.

Elesztében DNS-karosodas hatisira a Rad5, az Mms2-Ubcl3 enzimekkel heterolég
komplexet alkotva poliubikvitilalja a Rad6-Radl8 altal monoubikvitilalt PCNA-t '0%%7:13,
Fehérje interakcids vizsgalatokbdl tudjuk, hogy a Rad5 mind a Rad6-Rad18-, mind az Mms2-
Ubc13 komplexekkel kolcsonhat. A Rad6-Rad18-al valo kolcsonhatés kialakitdsaban a RadS N-
terminalis régidja vesz részt, mig az Mms2-Ubc13-mal a RING finger doménen keresztiil alakit
ki kapcsolatot. Ezen elrendezés kovetkeztében, a Rad5 egyidben is megkdtheti a Rad6-Rad18-
at és az Mms2-Ubc13-at, lehetévé téve a két kiillonbozd tipust ubikvitin konjugald aktivitas
egymashoz kapcsolasat, amely eredményeképp a PCNA molekuldra K63-as poliubikvitin lanc

¢épiilhet 104,103

. Tovabbi kérdés, hogy vajon eldszor a Rad6-Radl8 monoubikvitindlja-e a
szubsztrat molekulat, majd erre az Mms2-Ubc13 K63-as poliubikvitin ldncot épit, vagy elsd
lIépésként a K63-as poliubikvitin lanc épiil fel, amelyet aztdn a Rad6-Radl8 a szubsztratra

helyez.

DNS karosito hatas

Polimeraz csere,
transzlézids szintézis
MUTAGENEZIS

Templat valtas
MUTACIO MENTES
ATIRAS

4. abra: A PCNA ubiquitilalas szerepe a DDT ttvonalakban
Szines gytiri: PCNA trimer, sarga ovalis: ubikvitin molekula
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A Rad5-nek a folyamatban koordinalé szerepe lehet, amelyet a mar emlitett, az ubikvitin
konjugal6 komplexekkel valé egyideji kdlcsonhatassal segit eld.

A PCNA Rad5 fiiggd poliubikvitildlasa aktivalja a hibamentes atirast biztositd, templat
valtason alapuld mechanizmusokat. A Rad5 delécios élesztd DNS karosoddsra mutatott
érzékenységét a Rad5 RING muténsa csak részben menekiti. A Rad5 ubikvitin ligdz aktivitasa
tehat nem csak aktivalja, hanem elengedhetetlen feltétele a hibamentes atirast biztosito
folyamatoknak *°. A Rad5 fiiggd poliubikvitilalas hidnyaban, a monoubikvitilalt PCNA-t
igényld, mutaciok kialakulasat eredményezd TLS keriil eldtérbe. A Rad5 fiiggd PCNA

poliubikvitilalas igy védi a sejtet a mutaciok kialakulasatol (4. abra).

3.7 A DDT folyamatok konzervaltsaga eukariotakban

A DNS tolerancia folyamatokrol, illetve az abban résztvevd fehérjékrél kezdetben
Saccharomyces cerevisiae-n végzett kisérletekb6l szdrmaztak az ismereteink. A DDT
mechanizmusok illetve a benniik szerepet jatszo fehérjék nagy része az utobbi években azonban
magasabb rendi eukaridtdkban is leirasra keriilt. Emberi sejteken végzett kisérletek ramutattak

ezen folyamatok rendkiviili konzervaltsadgara.

Saccharomyces cerevisiae Homo sapiens

Rad6 + Rad18 Rad6A + Rad18
Rad6B + Rad18

Mms2 + Ubcl3| = Mms2 + Ubcl3
Pol

o @ o @6

Mutagén Hibamentes Hibamentes Mutagén Hibamentes Hibamentes

5. abra: Eleszt6bdl ismert, napjainkig emberben is azonositott fehérjék
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Az élesztébdl ismert Rad6, Radl8, Revl, polimerdz m, polimerdaz {, Mms2, Ubcl3
emberben is megtalalhatd. Az emberi rendszer azonban Osszetettebb. Az élesztd Rad6-nak két
ismert huméan homologja van (Rad6A, Rad6B), illetve a TLS polimerazokb6l a mar emlitettek
mellett tobb paralogot is ismeriink (polimerdz 1, polimerdz ). Az azonositott fehérjéken
tulmenden mind a PCNA DNS-karosodas indukélta Rad6-Rad18 fiiggd ubikvitilalasa, mind a
transzlézids szintézis folyamata erésen konzervalt '®. Munkank kezdetekor kivételt képezett a
Rad5 illetve a Rad5 fiiggd hibamentes atirast biztositd6 mechanizmus, amelynek emberi
megfeleléje még azonositasra vart.

Az éleszt6 polimeraz éta emberi megfeleldjének hibdja vagy hidnya egy rakos betegséget,
a Xeroderma Pigmentosum Varians (XP-V) formajat okozza. Az XP-V betegek rendkiviil
érzékenyek az UV sugarzasra, amely mar fiatal korban bérrakot okoz naluk '*'"7. Elesztében a
DNS hiba okozta replikacids blokk feloldasat elsdsorban a Rad5 fehérje fiiggd folyamatok
végzik, mig a polimerdz n és a tobbi TLS polimeradz szerepe 1ényegesen kisebb. Ha konzervalt a
Rad5 fiiggd DNS hiba atirds utvonala, feltételezhetd, hogy a Rad5 emberi homologjanak
(homolégjainak) hibaja vagy hianya is sulyos kovetkezményekkel, genomikus instabilitassal

illetve daganatképzddéssel jarhat.

3.8 Az emberi HLTF (Helicase Like Transcription Factor) és az SHPRH
(SNF2 Histone Linker PHD RING Helicase) fehérjék

A HLTF ¢és az SHPRH emberi fehérjék aminosav szekvencia és domén struktura alapjan
nagy hasonlésdgot mutatnak az éleszté Rad5-tel. A nagyfoku hasonlosag ellenére a koztiik
fennallo funkciondlis homolégidra napjainkig nem volt bizonyiték.

A HLTF-et kordbbi tanulmanyok transzkripcids faktorként irjak le. Kimutatjdk a
promoterekre jellemz0 szekvencidkhoz valo specifikus kotddését, illetve dupla szala DNS fiiggd
ATP-4z aktivitast tarsitanak hozza '*. Kiilonboz6 fehérjék expresszidjaban betdltdtt szerepére is
ravilagitanak (human plasminogen activator inhibitor-1, beta-globin) '*''°. Mas kézlemények a
HLTF potencialis tumor szupresszor szerepére hivjak fel a figyelmet. Megfigyelések szerint a
HLTF promotere a gasztro-intesztindlis eredetli rakos szovetek 30-70%-aban hipermetilalt, igy

ezekben a szovetekben nem detektalhato a HLTF fehérje expresszidja.
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SHPRH-r61 nem 4llt rendelekezésre funkcionalis adat. Egy 2003-ban megjelent
tanulmany irja le a klénozasat mind egér, mind emberi sejtekbSl '''. A 6q24, tumorszupresszor
régionak ismert kromoszomalis régioba térképezhetd. Petefészek rakok illetve melandémak 10%-
aban mutans formdja fordul eld.

E két fehérje szerkezeti hasonlosdga Rad5-hoz, illetve a fent emlitett feltételezett
tumorszupresszor szerepiik sugallja, hogy mind a HLTF, mind az SHPRH funkcionalis
homologjai lehetnek Rad5-nek, illetve, hogy az ¢élesztd Rad5 képviselte hibamentes DNS atirasi

utvonal human rendszerben is mukodik.
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4 Célkituzések

Az élesztOben azonositott DNS hiba tolerancia utvonalak, illetve a benniik szerepet jatszo
fehérjék nagymértékben konzervaltak az eukaridtdkban. Munkénk kezdetekor azonban nem
tudtuk, hogy az éleszté Rad5 fiiggd, PCNA poliubikvitildlason és templat valtdson alapuldo DNS
hiba atirasi utvonal megtalalhaté-e emberben is, ugyanis a Rad5 human homologjai nem voltak
ismertek.

Munkam elsddleges célja az €leszté Rad5 fehérje emberi megfeleldinek azonositasa volt.

A kisérletes munkat a kovetkezd 1épésekben végeztiik:

1) Az ¢leszt6 Rad5 fehérje ortologjanak (ortologjainak) azonositdsa fehérje szekvencia
adatbazisok és fehérje szekvencia 0sszehasonlitd programok segitségével
2) Az azonositott ortolog(ok) és a Rad5 fehérje kozott fennalld funkcionalis homologia

bizonyitasa a kdvetkezo6 kisérletekkel:

(a) Komplementacios kisérletek, melyek soran arra kerestilk a valaszt, hogy a
ortologok képesek-e menekiteni a Rad5 delécidos élesztd térzs DNS
karosodasokra mutatott érzékenységi fenotipusat.

(b) Rad5 ortologok kolcsonhatasainak vizsgalata a Rad6-Radl8, Mms2-Ubc13
homologokkal és az emberi PCNA-vel.

(c) Vizsgalni kivantuk, hogy a Rad5 ortologok stimulaljak-e a PCNA
poliubikvitilalasat in vivo és in vitro kisérleti rendszerekben.

(d) Rad5 ortologok karosodott DNS replikacidjaban betoltdtt  szerepének

vizsgalata emberi sejtekben.
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Plazmidok

A HLTF cDNS-t Alexandra Belayew (University of Leuven, Belgium) bocsétotta
rendelkezésiinkre '”. A teljes hosszusagi SHPRH ¢cDNS-t harom, az SHPRH kiilonb6z6 részeit
tartalmazo  klonokbol  épitettiik  fel, amelyek a kovetkezok: KIAA2023  klon,
(http://www kazusa.or.jp/huge/gfpage/KIAA2023/, Kazusa DNA Research Institute, Chiba,
Japan) ''>'"* DKFZp686L17246 és DKFZp686E02163 klonok (RZPD German Resource Center

”4, illetve az N-

for Genome Research, Berlin, Germany, http://www.imagenes-bio.de/gene)
terminalis régiot emberi HEK293FT sejtekbdl szarmazdé mRNS populaciobol RT-PCR
segitségével amplifikaltuk '"°. Az 6sszeépitett cDNS szekvenciajat ellenériztiik. Az Gsszeépitett
SHPRH cDNS-t tartalmaz6 vektort pIL1523-nak neveztiik el. Ebben a vektorban az SHPRH
cDNS BglII hasit6 helyek kozott helyezkedik el.

Az Alexandra Belayew-t6l kapott HLTF ¢cDNS-t hordozé plazmid a pIL1039 nevet kapta.
E vektorban, a HLTF stop kodon utan kozvetleniil talalhaté egy BglIl hasité hely. Emellett a
HLTF start kodonja el6tt taldlhaté egy Sall hely, amely segitségével, illetve a HLTF-ben
talalhato Ndel hely felhasznaldsaval a pIL1039-bdl készitettiink egy szubklont, ahol a HLTF
start kodonja el¢ beépitettiink egy Bglll helyet. A Bglll hely beépitéséhez a kovetkezd oligokat
hasznaltuk: 5’-GGCCGTCGACAGATCTTATGTCCTGGATGTTCAAGAGG- 3° ¢és 5’-
CCCCAAAAAGTCATATGCAGA- 3’. pIL1039-et és a HLTF ¢cDNS-en végzett PCR reakcio
termékét Ndel, Sall enzimekkel emésztettiik, majd a megfeleld fragmenteket Gsszeligaltuk. E
klonozas a pIL1001-es nevii plazmidot eredményezte.

Komplementacids kisérletekhez Saccharomyces cerevisiae esetében HLTF, SHPRH
cDNS-eket pIL1001-bdl ¢és pIL1523-bol Bglll fragmentként klonoztuk ADH promotert

tartalmazé éleszté expresszids vektor (p413ADH) ''°

BamHI helyére, mig Schizosaccaromyces

pombe esetében Sp. PEVP11 ' elnevezésii, ADH promoétert tartalmazé vektor BamHI helyére.
HLTF és SHPRH fehérjék tisztitasahoz azok cDNS-ét pIL1001-bdl és pIL1523-bol Bglll

fragmentként N-terminalis GST tag-et tartalmazé élesztd expresszids vektor (pBJ842) ''® Bglll

helyére klonoztuk, indukalhaté GAL-PGK promoéter moge.
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Emlds sejteken végzett koimmunoprecipitacios és in vivo ubikvitilacids vizsgalatokhoz
SHPRH, HLTF, PCNA, Ubc13, Mms2, Rad18, ubikvitin cDNS-eket CMV prométert tartalmazo
emlds expresszios vektorokba klonoztuk, ahol a fehérjék a megfeleld tag-ekkel N-terminalis
fazioba keriiltek Flag-el (pRK2F / Dr. Fatyol Kéroly ajandéka), HA-val (pRK2H / Dr. Fatyol
Karoly ajandéka), Myc-el (pCS2MT '), 5xHis-el (pRK5His/ Dr. Fatyol Karoly ajandéka).

K63 és K48 mutans ubikvitin-t Cecile Pickart (The Johns Hopkins University, Baltimore)
ajandékozta ®’, RFC-t Jerald Hurwitz-t61 kaptuk .

A K164R mutins PCNA korabban, PCR alapti mutagenezissel késziilt (Clontech), a

mutacidt szekvencia meghatarozassal ellendriztiik.

5.2 Komplementacios kisérletek

A komplementacios kisérletekhez a delécids mutans torzseket (rads54, rad304,
rad54rad304, mms2Arad304, rad84) Dr. Louise Prakash bocsatotta rendelkezéstinkre % Ezen
torzseket HLTF-et, SHPRH-t ADH vagy GAL-PGK promoterrdl kifejezé plazmidokkal, litium-
acetatos modszerrel transzformaltuk '*°. Az éleszté sejt auxotrof a leucinra és az elébb emlitett
expresszios plazmid tartalmazza a leu2 gént, amely a transzformansok szelekciojara szolgal
leucin hidnyos tédptalajon. Transzformans torzseket logaritmikus fazisig novesztettilk, majd
tizszeres higitasi sorozatot készitettiink beldliikk. Minden higitdsi pontbol azonos mennyiségii
sejtet lemezre csOppentettiink, majd az 4abrdkon Ilathatdé dozisi UV sugarral kezeltik
(hullamhossz: 254nm, késziilék: UVC 5000 Ultra violet crosslinker, 230 VAC, Hoefer). A
lemezeket sotétben, 30°C-on 2 napig inkubaltuk, majd a felndvekedett koloniakat lefotoztuk. A
komplementacids kisérletekhez felhasznalt leucin hidnyos taptalaj 0sszetétele a kovetkezo: 6,7 g
¢lesztd nitrogén bazis, 20 g glikéz, 850 ml H,O, 100 ml a 10x ,dropout” oldatbdl
(aminosavanként 0.2 mg/ml oldat, amely a szelekcidhoz felhasznalt leucin aminosavat nem

tartalmazza), pH 5,8, 20 g agar (lemezhez).

5.3 Fehérjék tisztitasa

A GST fiizios fehérjék expressziojara egy vakuoléris proteaz hianyos torzset, BJ5465 **-
et és egy élesztében fenntarthatd expresszios vektort (pBJ842 ''®) hasznalunk. Az expresszios

plazmid tartalmazza a leu2-d gént, ez szolgal a transzformansok szelekciojara —LEU taptalajon.
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koveti tigy, hogy a két szekvencia kozott a PreScission proteaz felismer6 helye helyezkedik el. A
fehérje expresszioja galaktozzal indukdlhato. Sejteket inkomplett szintetikus tapoldatban
stacioner fazisig ndvesztettiik, amelybdl hidnyzott a leucin (taptalaj dsszetételének leirasat Isd. a
komplementacios kisérleteknél), majd tizszeresére higitottuk ugyanezen, azonban gliikéz hianyos
tapoldattal. Ejszakan at valo novesztés utan 0.02% galaktozzal, hat 6ran at indukaltuk a kultarat.
Ezutan a sejteket centrifugalassal 6sszegytjtottiik (5000g, 4°C). 5 gramm ¢lesztot elkevertiink
kotd pufferben (20mM Tris-HCI pH 7.5, IM NaCl, 1mM dithiotreitol, 0.01% Triton X-100, 10%
glicerol, 5SmM EDTA, 1mM PMSF), liveggyonggyel feltortiik, centrifugaltuk, majd a lizatumot
100ul glutation szefar6z (Ammersham) oszlopra kotottik. A kotés utan a gyongyoket kétszer
mostuk 1 ml feltdr6 pufferrel, majd egyszer 1 ml mos6 pufferrel (20mM Tris-HCI pH 7.5,
100mM NaCl, ImM dithiotreitol, 0.01% Triton X-100, 10% glicerol, SmM EDTA). A fehérjéket
mosooldattal elualtuk, amely 20mM redukalt glutationt tartalmazott, vagy éjszakan at inkubaltuk
a gyongyoket PreScission proteazzal, amely a GST epitop és a fehérje kozotti specifikus
felismerd szekvenciandl levagta a GST-t a fehérjékrol igy ezek oldatba keriiltek. Végiil a
tisztitott fehérjéket 1pg/ul koncentracidora Microcon 30 (Millipore, Billerica, MA) oszloppal
koncentraltuk, -70°C-ra fagyasztottuk.

5.4 GST pull-down kisérletek

A tisztitott GST-SHPRH vagy GST-HLTF (3ug) fehérjéket az elébbiekben bemutatott
modon tisztitott Mms2-Ubc13 (2pug) és Rad6-Rad18 (6pg) komplexekkel inkubaltuk 40ul ,,A”
pufferben (75mM NaCl, 40mM Tris-HCl (pH 7.5), ImM DTT, 0.01% Nonidet P-40, 10%
glicerol), 60 percig, 4°C-on. Az elegyhez 20ul glutation szefar6z gyongyoket adtunk, tovabb
inkubaltuk folyamatos razas mellett 6 percig 4°C-on. Ezutdn a gyongyodket centrifugéalassal
Osszegyljtottiik, mostuk, a nem kotddott fehérjéket eltavolitottuk. A gydngydn maradt fehérjéket
10mM redukalt glutationt tartalmazo ,,A” pufferrel eludltuk. Frakciokat 12% SDS poliakrilamid
gél-en elvalasztottuk, majd Coomassie blue R-250-nel festettiik. Kontroll kisérletekben 1pg
GST-t hasznaltunk a GST fuzids fehérjék helyett.
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5.5 1In vitro ubikvitilacio

In vitro ubikvitilaciés reakciokat 10ul PO pufferben (40mM Tris-HCI, pH 7.5, 8mM
MgCl,, 100pg/ml BSA, 10% glicerol, 100mM ATP), illetve 100nM Ubal, SO0mM ubikvitin,
10nM RFC (Replication Factor C) és 50nM 75/31 nukleotidos részleges heteroduplex - ahol a
75nt-os oligo biotin-sztreptavidint hordozott - és 50nM PCNA jelenlétében végeztiik 30°C-on,
60 percig. A reakciokat 12%-os poliakrilamid gélen megfuttattuk, blottoltuk, majd a filtert 3000-
szeresre higitott, peroxidaz konjugalt, anti-PCNA ellenanyaggal hivtuk elé (PC10, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA). A 75/31 nukleotidos heteroduplex eldallitdsdhoz hasznalt
oligdk: 75 nukleotidos: 5’-AGC TAC CAT GCC TGC CTC AAG AAT TCC CAT TAT GCC
TAC ACT GGA GTA CCG GAG CAT CGT CGT GAC TGG GAA AAC-3’, amely mindkét
végén egy biotin molekulat tartalmazott és a 35 nukleotidos: 5’-CGA CGA TGC TCC GGT
ACT CCA GTG TAG GCA T-3’. Az ubikvitilacids reakcié el6tt 10pmol biotinilalt
heteroduplexet 20ug sztreptavidinnel eldinkubaltunk. Emellett, vagy egyes szald M13 DNS-t
vagy dupla szalu, BstNBI (New England Biolabs) enzimmel kezelt pUC19 plazmidot is

hasznaltuk a reakciokban.

5.6 Koimmunoprecipitacio

A HEK293FT sejteket tultermeld plazmidok kiilonb6z6 kombindcidival transzfektaltuk. 24
oraval késobb a tenyészetek felét 40J/m” UV-val kezeltitk. Hat 6ra mulva a sejteket feltartuk SA
pufferben (10mM Tris-HCL, pH 7.6, ImM EDTA, 400mM NaCl, 15%, glycerol, 0.5% Nonidet
P-40). Lizatumokat centrifugéltuk, majd kétszer higitottuk NaCl-ot nem tartalmazo SA
pufferben. Flag epitop-pal jelolt fehérjéket FLAG gyongyre (Sigma) kotottik, majd az
immobilizalt fehérjéket western blott-tal, 20000-szeres higitasu, peroxidaz konjugalt anti-HA

ellenanyag (Roche, cat. Numb: 11667475001) segitségével ellendriztiik.
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5.7 In vivo ubikvitilacio

A 13. dbranak megfeleléen transzfektalt HEK293FT sejteket a transzfekciot kovetd
napon kettéosztottuk. 48 oOrdval a transzfekcid utan a mintdk felét kezeltiik 0.02% MMS-el
(metil-metan-szulfonat) 2 o6ran at. Az MMS kezelés utan 4 ora elteltével a HEK293FT sejteket a
Osszegyljtottik QNTA pufferben (100mM NaH,PO4 (pH 8.0), 10% glycerol, 100mM NaCl,
0.2% Triton X-100, ImM PMSF, és 10mM NEM). Sejteket fél orara jégen hagytuk, majd 3-szor
10 méasodperces szonikalast kovetden centrifugaltuk. 500ul lizatumot 20ul Nikkel gyonggyel
(NINTA, Qiagen) 2 6ran at, 4°C-on inkubaltuk. A gyongyoket kétszer mostuk 1ml 1M NaCl-ot
tartalmazé QNTA pufferrel, majd egyszer 1ml 100mM-t tartalmazdval, megforraltuk, majd a
leforralt fehérjéket 12% poliakrilamid gélen elvalasztottuk. Mono-, poliubikvitilalt PCNA-t anti-
HA ellenanyaggal (Roche, cat. Numb: 11667475001, 200000-szeres higitas), tettiik lathatova.

5.8 Sejttenyésztés, transzfekcio

A kisérletek soran felhasznalt emberi sejtvonalak: HEK293FT (Invitrogen Life
Technologies), HeLa (ATCC). A sejteket 10% borju savoval (GIBCO) kiegészitett DMEM
(GIBCO) médiumban ndvesztettiik, 37°C hdmeérsekletli, 5%-os CO, €és magas paratartalmui
légkort biztositd termosztatban. Plazmid DNS-sel torténd transzfekciokhoz EXGENE
(Fermentas) transzfekcids reagenst, mig siRNS transzfekcidhoz Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
reagenst hasznaltunk a gyartok Gtmutatasa szerint. A kisérletekben hasznalt siRNS-ek (Ambion)
szekvenciaja:

HLTF siRNS: GGUGCUUUGGCCUAUAUCATT,
Negativ kontroll siRNS: UUCUCCGAACGUGUCACGUGTTT.

5.9 DNS fiber kisérletek

DNS fiber-eket Dean Alan Jackson és munkatarsai ltal leirt modszerrel preparaltuk'?'. A
sejteket pulzus jeloltik 25puM IdU-val 20 percig, majd 0.018% MMS-el kezeltik. MMS
eltavolitasa utdn 250uM BrdU-val Gjra pulzus jeldlést alkalmaztunk kiillonbozo ideig. A sejteket
Osszegyljtottik, PBS-el mostuk. 1000 sejt/pl-es szuszpenziot készitettiink beldlik. A
szuszpenziobol 2 pl-t targylemezre csoppentettiink, majd 8ul feltard oldattal (0.5% SDS, ImM
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EDTA, 50mM Tris-HCI pH 7.5) 6vatosan Osszekevertiik és 7 percig allni hagytuk. Ezutan a
targylemezt 25°-os szogben megbillentettiik, megvartuk mig a mar feltart sejtszuszpenziod
lefolyik a targylemez aljaig. A targylemezeket hideg metanol ecetsav 3:1 aranyu elegyével
fixaltuk, szaritottuk, immunfestés eldtt éjszakéan at 4°C-on taroltuk.

A beépiilt IdU-t egér anti-BrdU/IdU elsddleges, (1:1000 higitas, Invitrogen, MD5100)
majd Cy3 konjugalt masodlagos ellenanyagokkal (Sigma, C-2181), mig a BrdU-t patkany anti-
BrdU (1:1000 higitas, Oxford Biotechnology, OBT0030G BRDU [BU1/75(ICR1) elsddleges,
majd AlexaFluor-633 konjugalt masodlagos ellenanyagokkal tettiik lathatova. A megfestett DNS
fiber-eket Olympus FV1000 konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk (63x lencse).

DNS fiber-ek hosszat FV10-ASW 1.6 viewer program segitségével mértiik le. A fiber-ek
hosszat (um) 2.59-cel szorozva kiszamoltuk, hogy azok hany kilobazist jelentenek'?'. E szamot
elosztva a pulzus jelolés id6tartalmaval meghatiroztuk a replikdcios villak atlagsebességét
(replikacids rata, Vr). A kisérleteket haromszor elvégeztiik, egy-egy statisztikai analizishez 150

DNS fiber-t szamoltunk meg
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6 Eredmények

6.1 Az élesztdo RadS fehérje strukturalis emberi megfeleldinek azonositasa

A Rad5 élesztd fehérje emberi ortologjainak azonositasat a BLAST program segitségével

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), a program altal felajanlott szekvencia adatbazisok (Non
redundant protein sequences, Reference proteins, Swissprot protein sequences) sziirésével
kezdtiik. A szlirés alapjaul az ¢élesztdé Rad5 fehérje aminosav szekvencidjat hasznaltuk. A
,.blastp” algoritmussal két emberi fehérjét, a HLTF-et és az SHPRH-t talaltuk, amelyek aminosav
szekvenciaja és domén szerkezete nagy hasonl6sagot mutatott Rad5-tel (6.-7. dbra). A homologia
mértékének meghatarozdsahoz a Rad5, a HLTF ¢és az SHPRH aminosav szekvencidjat a
,Multalign” (http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html) programmal '**, illetve kézzel
egymashoz illesztettiikk. A kémiailag hasonl6 és azonos aminosavakat figyelembe véve a HLTF
46%-0s, az SHPRH 37%-0s hasonldosdgot mutat Rad5-tel (6.-7. é&bra). Mindkettoben
megtalalhatdo a Rad5-re is jellemzd, SWI/SNF csaladhoz tartoz6, hét motivumbol all6 helikaz
domén, illetve a harmadik és negyedik helikdz domén kozé ¢kelddott RING finger domén.
Szekvencidja, domén Gsszetétele alapjan az SHPRH tavolabbi Rad5 homolognak tekinthetd mint
a HLTF. A HLTF ¢és a Rad5 N-terminalisan taldlhaté egy szekvencia elem, a HIRAN domén,
(HIP116, Rad5p N-terminal) amely az SHPRH-ban nincs jelen, funkcidja jelenleg ismeretlen,
predikciok DNS hiba felismeré, DNS kotd aktivitast tarsitanak hozza '*. Az SHPRH N-
termindlisat két motivum, a hiszton linker fehérjékre jellemzé H15 és egy PHD domén
gazdagitja, amelyek sem a Rad5-ben, sem a HLTF-ben sem talalhatoak meg (6-7. abra).
Ezen feliil az SHPRH-ban a III. és IV. helikdz domén kozott elhelyezkedd inszercid hosszabb,
mint a Rad5-ben vagy a HLTF-ben. Tovabba a Rad5 és a HLTF ATP hidrolizisében szerepet
jatszo II. helikaz doménjében a nukleotid kotd motivum DEGH szekvencidju, mig ugyanez a
szekvencia elem az SHPRH-ban DEQH ''! (7. 4bra).

Irodalmi adatok szerint az SHPRH mutéans formaja fordul el6 melanoma és petefészekrak

111

sejtvonalak 10%-aban ~ ', mig a HLTF kifejezdése promoterének metilaltsaga kovetkeztében

gasztrointesztinalis rakok 30-70%-aban gatolt '**. Ezen megfigyelések alatamasztjak azon
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feltételezésilinket, hogy a Rad5 emberi megfeleldinek szerepe van a rdkos elfajulasi folyamatok
elleni védelemben.

A HLTF mRNS-¢érél két, az N-termindlis régioban kiillonb6zo fehérje termék keletkezik
emberi sejtekben. A 123. pozicidban taldlhatd egy metionin, amely egy alternativ transzlacids
start kodonként funkciondl, amely egy rovidebb 886 aminosavas fehérjét eredményez a teljes
hosszusagl, 1009 aminosavas fehérjével szemben '*. A rovid izoformabél a HIRAN domén
hianyzik. Irodalmi adatok szerint ezen izoforma transzkripcios faktorként specifikus promoter

régiokhoz kotédve fehérjék transzkripciojat aktivalja '

. Példa erre a plazminogén aktivator
inhibitor-1 (PAL-1) fehérje, amely promoterének B box eleméhez kotddve annak transzkripcidjat
serkenti ', Ezzel szemben a HLTF hossz(i izoformajarol, mely a HIRAN domént tartalmazza,
nem mutattak ki transzkripcios faktor aktivitast. Kisérleteinkben a HLTF hosszabb izoformajat
koédold cDNS-t hasznaltuk.

Bér az SHPRH tavolabbi Rad5 homolognak tlinik a benne 1évé H15 ¢és PHD domének
miatt, mégis a helikdz és a RING finger doménekben mutatott hasonlésag alapjan mind a HLTF-

et, mind az SHPRH-t a Rad5 strukturalis homologjanak tekintettiik és a kovetkezokben a

funkcionalis homologidra irdnyul6 vizsgalatokat mindkét fehérjével elvégeztiik.

HIRAN I fa T RING IV V VI
Hs. HLTF (1-1009 aa)[ /AT 1l [N 11 |
L /l R I
DEGH C3HG
HIRAN I B I RING IV VVI
Se. Rads (1-1169 aa.
c. Rad5 ( aa.)| | /I3I1_ IIII/IQI /-\IIIH] |
DEGH C3HG
[ HI5 PHDIa 1IN RING TV VVI
Hs. SHPRH (1-1683 aa.)] I- ll L
ﬁfl’-;k() C3HG

6. abra: A Rad5, a HLTF és az SHPRH domén szerkezete.

N- HIRAN domén, [ - konzervalt helikdaz domének, ll- RING domén, - H15 és PHD domének,
I, 3L- Harom, egymast 6 aminosavanként kovetd leucin ismétlédés, DEGH, DEAQ: ATP-az
domén szekvenciai, C3sHC4: RING finger domén roviditett szekvencidja
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Hs.HLTF 958  TNFNLOSYEENINY

Hs.HLTF 1 KRDI LQTNQYCYRENGELLE Y- PiEagRFEFEDV 1 PPREFL----- §EE 54
Hs.SHPRH 1 SR RAPEVRVIEEREOQL HWNMETENTINER 1 1 1 S SR BIIEECEG-SisSAHY[IESDS HRDKKRCSKIRSFSKP 1EKEETVG IESPLSVKEN PYHED-NEWKAFLEELY 120
Sc.Rad5 1 HIEQEERKRFFNBIDLESE TSLNERSEN KIS FHZANSHE- - - -l viliS VI E GEGD - -~ - - QNQF 1 TELLR[EIPEMPKDLVMELNEK(FGSQEEG HY - S - - - -8 125

HIRAN
Hs.HLTF 55 /DSVIEEESEREHIEL BY IR VUNNNEVYABQRD PRINP Y DKN-—————~ = ——~~-] JYTUNNEN-GNQUEHEKKEMAGABAYIID 124
Hs.SHPRH 121 [ EsL1ERF-SERS1 SERENQF - -~ L[RgYHSKGEDIEKQKKEPMS I 171
Sc.Rad5 126 [EKIESSPNQLYTL] N P-SSFHPKRRRINEFRNQTRMEDKY -~~~ -~ TWKRETSARQN TR TRPINRPEK Y GEQUKMKRS SER1 SATKVYDSRGRKKASMASIEIIFO[QY DRE[IERYSERIAQ 1 iYPHES 255
Hs.HLTF 125 NLAQEGVMPGAMNAETMPLHWTEWGKEl NRKAVSD- QKIS MG PAPK TEENL ESGESERNEPS YRIPEHAAGQM THEQEKTE LKEDEKTHEMERAEA 235
Hs.SHPRH 172 KG[ESSFSEEMEEDL GWLQKKRE 1KLYQKPEENH] 1 [TVl - - - - L E/NelAk L DFESDENSRKKENQLM KLHNS. ERPES----H5ECE 271
Sc.Rad5 256 SHElsEE\rr]!lcoKRsl]GDsﬁloLDcﬁ[Ts [#=ERNDEESIMKRRRTEGGNIREKDNGNHER TETE TDEE[ME SRSRIWAREK L ®LKP 1 LEOKALEK 1 EfINSBPE1 1 8DE 1 BEDNDE(] SNQVIl 386

Hs.HLTF 236 IETP- L HOTO YR ATIYEREN STE L ZP FWEQRND[E IW E-NRRPE - 288
Hs.SHPRH 271 BIIDELYJFVKQTHQEELQS1QV! PRLIPV- BLRPYQREAVNWMLQEECEREEPATERIIREIZ! WS 1 VIESIEGEY PYUGCHOR SG] P o-8_ 367
Sc.Rad5 387 [@YHNNLFZDTQHEEEIMNLNQLK AQSSESLKSLPETEPSRDVFK L E[MNN{o] O/ TIIINRRI=0E FAKNASIBGEASE TIGANEINP LK Q[FK L PNDMEWAAQN] QDHVNVEDGIFFYANLHE@LA@ILK 526

Helicase [ Linker histone H1 and H5

Hs.HLTF 289 |G IWNMLIERIqIN TAINIL RP-[EP) K KENVDDSIR [MGENN DEJESK 355
Hs.SHPRH 368 |ejel]W.\n=e]Nel QA [HTRQ-BKQD: LP[EGK] Y| HMFGGINLKKTE 1EFEPKEKVQCPPTRVMILTINKEMYG| SIH V¢ (YRORNRSLMERMLKCL I[FE[EL VKO I[SGHEIRSG 506
Sc.Rad5 527 |efe]fusi=TejRelqRYALN(S| ICPHD:! (VDKK[EFD I[ENTEWSDN [QDN[KPYASK]| 588
Hs.HLTF 356 DAS--ECSEQPS[E¥ IKE] ——-[AMSEL! PKREKIAVOIIJEES 1[ETSE@PQ—{IMEGKLKNYQSETKGR, SEK--Y 1€ SVPTRKKKYLKRGAAVEGSKK TRVEERERYT--------- 478
Hs.SHPRH 507 TFTLGUNYKEEDL[®RKTK| GSPRIK 1 QKERYSGNEDYDS PED DPYMYY’ (RNRSKERKKLVPSTK] KQPFHNP ISQEH DSG IIDVA-SKS [SEFNQEHZT(ENCIAERL NHADSDVPP 645
Sc.Rads
PHD-finger Helicase Ia

Hs.HLTF 479

Hs.SHPRH 646 SNTMSPFNTSDYRFECICGELDQIDRKPRVQCLKCHLWQHAKCVNYDEKNLKIKPFYCPHCLVAMEPVSTRA
Sc.Rad5 589

LT 1CPLSVLSNWIDSFE 8H | KSAmVHLFYVY YEaDiall REPAL L SKQDEE NORIHO- {8 540
L1 1SPES IFFQWVDE INRHVRSS} W20V KRGEL QgHENAE]Y - -] DYIRSEENQYID 783
(A Tl S NERAXANNEP DY HEYARKEEN S ST ITKEEQIPP CINENETKHE 655

Helicase IT Helicase 111
Hs.HLTF 541 PLHS[RVER-------=-=-==-=--- [VTLDEGRATRNPNASS ILEERR WYL TGTP I QNSLDLWSLLISFLIN P FIINEEWWEREN | QRPVELYEREeG LI [V IULRRTEKTEK IKRGKPVLEL Y]
Hs.SHPRH 784 I PERINSERERRMENQKRYMATIPEP] Wr @1 LDEASMVECPTVENEMARL SCIINRWE 1 SeTPV JRtel EDLFELVYFLE I EPYOE@wYRLLIRPYRKNPRGIL YEF 1 R 1 LRSAZKEIIEO 181 PgORiEE | EWCEE]
Sc.Rad5 656 [EMUDENIN----------| SsELFEVAF Ve 1 IDEGHTIRN ITR NCKWVLTGTP 1 JNELDDLYSLVSFLEL DPWSINIWSIFV STPFESKN Y OAF 32V LRRTEKQMKEKEGKPLVEL g2

Hs.HLTF 659 FERKYGEIQRLTMEDEER &Y FANECHY LIHYBVLGLLLRLRQI CCHYY NA-——-—=-] GPSENDP R e} B 759
Hs.SHPRH 924 [IHFSVERTIIEHRQH KSEKsSLDRE VAR INGERNONO=0AV RGEF L PIQKE TMTMEEL RIS QUKCGTE (CAYIN IKGEYALAARIYRENL RSSEEHKGKLK- 1062
Sc.Rad5 785 |gPRENNMINRIMEEEKSQDLI] DKAE] ARGEILLKKYSTILVI LRLRQVCCHPGEEEE |GEQDENREDEEKINNL YRIER TVEMDSLYRVIYSERFD KE-------| DAMHQRLKVKYPDNKS— 908

Hs.HLTF
Hs.SHPRH 1063 TDSLQRLHATHNLMELL IARHPGIPPTLRDGRLEEEAKQLREHYMSKCNTEVAEAQQALYPVQQT IHELQRKIHSNSPWWLNV IHRAIEFT IDEELVQRVRNE I TSNYKQQTGKLSMSEKFRDCRGLQFLLTTQMEELNK 1202
Sc.Rad5 909 FQSLE 913
Hs.HLTF

Hs. HPRH 1203 CQKLVREAVKNLEGPPSRNVIESATVCHLEYESKLFSNTVKGQTAIFEEMIEDEEGLVDDRAPTTTRGLWAISETERSMKAILSFAKSHRFDVEFVDEGSTSMDLFEAWKKEYKLLHEYWMALRNRVSAVDELAMATERL 1360
Sc.Rad5

RING-finger
Hs. HLTF 760 Sl TVPV I TRICRHYFCIREC 1 CO 1[oRaes NERFHAROERRND[JHEDNMEEC-EPERL ARDS 821
Hs.SHPRH 1361 RVRDPREPKPNPPVLHIIEPHEVEQNRIKLLNDKAFATSQLQKKLGQLLYLTNLEKSQDKTSGGVNPEHEP ISR -IGK O - oelii@zenE IS | (NIE0YSVGEERS SIINN [of- RO TSHRE[S] ANGE 1499
Sc.Rad5 914 S| RIEEMBL BINAL FTISCGHSFCENCLiZS IFQN--| €LKCPNCRNQ I[pJeRL NSNS 953
Helicase IV Helicase V Helicase VI
Hs.HLTF 822 (= SDWET SSKINALMHAL TIRL 'LVVSQFTTFLLIEPL it S G FYFURLDGEMAOKSR! IEAGSPTI‘VILLSLKAGGVGLNLS‘ASRVFLNDPAWNPAAEDQFD? RN OHN] 957
IS IR Tol o | ol (G SHS TKVEAVVRYLIR | QEREPGAK LVFSTWQEVLD 1 IEKAL S TN NviEF AR 1 SRYRT FEENL SAF b KEEPQINILLLPLHIGENGL T IIEATHVLLVEP I LNPATEMOAIERVHRIGQT] 1629
Sc.Rad5 915 (= AElHASKSSK I TALLKISLQN S‘GO\VIFSQFSTYLDILEL HTHSKDYA IYKFDGLSLKER-SVL‘ KDYSIROINI L L L SLKAGGVGLNLT@ASHAYMVDPWWSPEMEDQA I DRLHR I GQTNE VIV Eb#i

Hs.SHPRH 1630 Hz® ERM

1[SlKKRELAIGAZEIKIINADEMX INSJRgEIOL--- 1009
-QRMLISTAZRSHTNSSAHSEAS VT DEFYKETEELE 1683
Sc.Rad5 1123 Mgl SRR TIEEAY - - - - DTREMRERRKRJYIEFJOVEEE--- 1169

7. abra: A HLTF, az SHPRH és a Rad5 fehérjék szekvenciajanak dsszehasonlitasa.

Kémiailag hasonldé és megegyezd aminosavakat figyelembe véve a HLTF 46%-o0s, az SHPRH
37%-0s hasonlosdgot mutat a Rad5-tel. Mas, funkciondlisan homoldg élesztd és emberi
fehérjékhez képest, ezen homologia atlagosnak tekinthetd.

Sotétités: kémiailag azonos és hasonld aminosavak, Keretezés: egyes fehérje doméneket jeldli,
Négyzetbe foglalt L: leucin ismétlddések jeldlése
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6.2 A HLTF részlegesen menekiti az élesztéo RadS DNS karosito hatasokra

mutatott érzékenységét

A HLTF, az SHPRH ¢és a Rad5 kozott fenndlld funkciondlis homolédgia ellendrzésére
iranyuld kisérletekben el0szor megvizsgaltuk, hogy a HLTF és az SHPRH képes-e menekiteni
vagy enyhiteni az élesztd rad5 delécidos mutdns UV besugarzasra mutatott érzékenységét. A
HLTF ¢és az SHPRH cDNS-ét éleszté expresszidos vektorokba klonoztuk. Az elkésziilt
plazmidokat rad5 deléciés mutansba transzformaltuk, a transzformansok UV érzékenységét
Osszehasonlitottuk a rad5 delécids €s vad tipust élesztd torzsek UV érzékenységével. A
kisérletben pozitiv kontroll volt egy olyan rad5 delécios torzs, amelyeben a Rad5 fehérjét
expresszaltuk ugyan olyan pazmidrél mint amilyenrél HLTF és SHPRH termelése is tortént
(8. abra, A panel, als6 sor). A Rad5 expresszidos plazmidot Dr. Louise Prakash bocsatott
rendelkezésiinkre. Sem HLTF, sem az SHPRH nem enyhitett a rad5 delécidos torzs UV
érzékenységi fenotipusan (8. abra, A panel). Annak érdekében, hogy a HLTF, illetve az SHPRH
hatasat lathatova tegyiik, tovabb érzékenyitettiik a kisérletet rad30rad5 kettés delécidos mutans
alkalmazésaval a rad5 egyes mutans helyett. (rad30 gén kddolja élesztében a polimeraz éta
fehérjét.) Ezen az érzékenyitett hattéren a HLTF UV érzékenységet csokkentd hatésa
egyértelmiien megfigyelheté volt (8. dbra B panel). Az SHPRH-val nem figyeltiink meg
komplementaciot a rad30rad5 hattéren sem (8. dbra, B panel). Ismert, hogy a Rad5, a DNS hiba
atiras mellett szerepet jatszik a Rontgen sugarzas okozta dupla szalu torések javitasaban is '*°. A
menekitési kisérleteket Rontgen sugarzas alkalmazasaval is elvégeztik. Itt is hasonlo
eredményeket kaptunk, a rad30-al érzékenyitett rad5 delécids hattéren a HLTF jelenléte a sejtek
tulélését megnovelte, mig az SHPRH nem (8. dbra, C panel).

A komplementacios kisérleteinket Shizosaccharomyces pombe-ban is elvégeztiik. Hasado
élesztében rad8 delécios hattéren (Sp.Rad8 a Sc.Rad5 megfeleléje'®®) vizsgaltuk a
komplementacids hatast. A HLTF részlegesen komplementalta a rad8 egyes mutans UV
érzékenységi fenotipusat, mig az SHPRH itt sem mutatott menekitd hatést (8. abra, D panel).

A HLTF komplementaciés hatdsa a HLTF és a Rad5 kozott fenndllo funkcionalis
homoloégiat jelzi, illetve a Rad5 funkcidinak konzervaltsagat is mutatja. Azonban az SHPRH és a

Rad5 kozti funkcionalis homoldgia ellenérzésére mas kisérleti megkdzelités sziikséges.
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8. abra: A HLTF részlegesen menekiti a radSrad30 delécios torzs UV és Rontgen (RTG)
sugarzasra mutatott érzékenységét.

A kisérlet soran a jelzett torzseket logaritmikus fazisig novesztettik. Megszamoltuk, majd
egyenlé mennyiségli sejtekbsl (107/ml) tizszeres, négylépéses higitasi sorozatot készitettiink,
amelyekbdl 10-10ul-t lemezre raktunk. Ezutan a lemezeket a jelolt UV vagy RTG doézissal
kezeltiik, 2 napig 30°C-on inkubaltuk, majd értékeltiik.
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6.3 A HLTF és az SHPRH kolcsonhat a RadS kolesonhato partnereinek

emberi megfeleldivel

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a HLTF ¢és az SHPRH kolcsonhat-e a Rad5
interakcios partnereinek emberi megfeleldivel. A kolcsonhatasokat in vivo és in vitro kisérleti

rendszerekben is ellenoriztik.

6.3.1 Invivo koimmunoprecipitaciés kisérletek

HEK293FT emberi embriondlis vese eredetli sejteket kotranszfektaltunk Flag epitop tag-
el jelolt HLTF-el, illetve HA (haemagglutinin) epitop tag-el jeldlt hRadl8-al, hMms2-vel,
hUbc13-mal vagy hPCNA-val paronként. A sejteket lizaltuk, majd a lizdtumokat anti-Flag
gyongyokon precipitaltuk. A kisérlet eredményeként a Flag-HLTF ¢€s a hozza kotddott fehérjék
koprecipitaciojat vartuk. Az interakcios partnerek HLTF-en keresztiil tortént koprecipitaciojat

anti-HA (anti-haemagglutinin) ellenanyaggal ellendriztiik. A 9. dbran lathatd, hogy a hPCNA, a

HA-PCNA + + = = = = = = i ok om owm om o= m o

HA-UBCI13 - = + + = = = = . A i
HA-MMS2 = = = = + + = = e R i -

HA-RADIR = = = = = = + + - = = = = = + +
FLAG-HLTF
uv

HLTF =~ WB: anti-FLAG

P: anti-FLAG| FENA™

UBCI3 —
MMS2=*

RADIE ==

"Mintak 1 2 3 456 7 8 910 11 12 13 1415 16

WRB: anti-HA

sejtekben

A HA-hPCNA-t, HA-hUbcl13-at, HA-hMms2-t, HA-hRad18-at Flag-HLTF-el tranziensen
koexpresszaltuk. 36 Oraval a transzfekcio utin a sejtek felét 40J/m*> UV-val kezeltiik. 6 6ra
inkubacios id6 utdn a sejteket feltartuk, a teljes sejtlizdtumokat anti-Flag gyongyokon
precipitaltuk (jobb és bal oldali panelek, IP-immunoprecipitatum). A precipitatumokat western
blott-tal, a HA epitop tag-el jelolt fehérjék jelenlétére ellendriztiikk anti-HA ellenanyaggal (1-16
mintdk) (WB-western blott), Flag-HLTF jelenlétére pedig anti-Flag ellenanyaggal (1-16 mintak,
legfelsé panel). A precipitacios kisérletek specifikussagat Flag epitdp tag-et Onmagédban
expresszalo konstrukeid segitségével ellendriztiik (9-16 mintak).
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hRad18, a hUbc13 és a hMms2 koprecipitalhaté HLTF-el emlds sejtekbodl (9. abra, A
panel, 1-8 mintak). A koprecipitacido specifikussagat a csak Flag tag-et kifejez6 mintakkal
bizonyitottuk (9. dbra, A panel, 9-16 mintdk). A ko-immunopreciptacios kisérleteket UV kezelt
sejteken is elvégeztiik és kimutattuk, hogy az UV kezelés nem hat az interakciok kialakulasara
(9. ébra, A panel, 1-8 mintak)

Ugyanezen kisérleti koriilményeket hasznalva ellendriztiik, hogy az SHPRH-val egyiitt a
hPCNA, a hRadl8, az hUbcl3 valamint az hMms2 koprecipitdlhatd-e emlds sejtekbdl. A
koprecipitaciot hUbc13-mal figyeltik meg (10.4bra, B panel, 3-4 mintdk), amelynek
specifikussagat ebben az esetben is csak a Flag tag-et kifejezd mintakkal bizonyitottuk (10. abra,
B panel, 1-2 mintdk). Az UV sugarzés itt sem volt hatdssal az SHPRH és hUbc13 komplex
kialakulasara.

A koimmunoprecipitacios eredményeink alapjan a HLTF azonos komplexben taldlhato -
emberi sejtekben- a hPCNA-val, a hRad18-al, az hUbc13-mal és az hMms2-vel, mig SHPRH az
hUbc13-mal. E kisérletek nem adnak informaciot arrol, hogy a vizsgalt fehérjék kozott kozvetlen
interakcidé van-e, vagy egy koztes fehérjén keresztiil kapcsoldédnak-e egyméshoz. A fehérjék

kozotti kdzvetlen interakciot in vitro rendszerben, tisztitott fehérjékkel vizsgaltuk tovabb.

ettt ot f
SHPRH " = =
uv_ -+ -+

WB: 0-FLAG -—Shprh

IP: o~-FLAG
WEB: e-HA

P —ubci3

34

Mintak 1

[

10. abra: SHPRH in vivo asszociacioja hUbcl3-al HEK293FT sejtekben.

HA-Ubcl13-at, Flag-SHPRH-t tranziensen koexpresszaltuk HEK293FT sejtekben. 36 oraval a
transzfekcio utan a sejtek felét 40J/m”> UV-val kezeltiik. 6 ora inkubaciés idé utan a sejteket
feltartuk, a teljes sejtlizatumokat anti-Flag gyongyokon precipitaltuk. A precipitatumokat
western blott-tal (WB) a HA epitop tag-el jelolt fehérjék jelenlétére ellendriztiik anti-HA
ellenanyaggal (3-4 mintak), Flag-SHPRH jelenlététre pedig anti-Flag ellenanyaggal. A kisérletek
specifikussagat Flag epitop tag-et onmagaban expresszald konstrukcidval ellendriztiik (1-2
mintak).
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6.3.2 In vitro fehérje-fehérje kolcsonhatasi kisérletek

A HLTF és az SHPRH hPCNA-val, hRad6-hRad18-al, hMms2-hUbc13-mal kialakitott
fehérje-fehérje interakcioit GST (glutation S-transzferaz) pull down modszerrel vizsgaltuk >, A
kisérleteinkhez a HLTF, SHPRH, hRad6-hRad18, hMms2, hUbc13 ¢és a hPCNA fehérjéket N-
terminalis GST-tag-el fuzidban BJ5464 vakuolaris protedz hianyos é€lesztd torzsben termeltiik,
majd tisztitottuk. A Rad6 esetében hRad6A-t hasznaltuk. A tisztitds glutation-szefar6éz gyongyon
tortént, amelyrél a HLTF-et és az SHPRH-t glutationnal elualtuk, mig a hRad6-hRad18, hMms2,
hUbc13 és a hPCNA fehérjékrol a GST tag-et Pre-Scission proteazzal hasitottuk a GST tag és a
fehérje kozott 1€ve Pre-Scission proteaz hasitd hely segitségével. Az igy tisztitott fehérjéket
megfuttattuk, hogy a prepardtumok tisztasagat, illetve a Pre-Scission protedz hasités

hatékonysagat ellenérizzik (11. abra, A panel, 12. abra A panel).

oy
A = B T B
R = 2
2 2 ot GST-HLTF+ GST+
=g 2 Rad6-Rad 18+ Rad6-Rad18+
kDa 5 & = kDa  Mms2-Ubcl3 Mms2-Ubel3
- o ! 3
%ﬁ’g_: - ~GST-HLTF 200~ : - - ~GST-HLTF
7= - — Radl8 97= p— — —— ~— Radl8
66— . ' 66~
45- 1 45
3l- = 31— —-— - — GST
Mms2 Mms2
20- S i N-"gmam = M= :{Ebﬂ}
. 1 2 3 4 Rad6 . 1 2 3 4 5 6 7 8 9 agl
Mintak Mintak L F WE L FWE

11. abra: A HLTF in vitro asszocidacidja a hRad6-hRadl8 és hMms2-hUbcl3 komplexekkel.

A: Az in vitro interakcios kisérletekhez tisztitott fehérjék ellenérzése. A fehérje mintakbol 1pg-
ot 12%-o0s SDS poliakrilamid gél-en megfuttattunk, majd Comassie Blue festékkel megfestettiik.
1: Molekulasuly marker, 2:GST-HLTF, 3: Rad6-Rad18 komplex, 4: Mms2-Ubc13 komplex.

B: GST pull down kisérlet HLTF és Rad6-Rad18 illetve HLTF és Mms2-Ubc13 komplexekkel.
10ug GST-HLTF-et glutation szefaréz gyongyre kotottiink, majd Rad6-Radl8 (7.5 pg) és
Mms2-Ubcl13 (6 pg) komplexekkel inkubaltuk. Mosas utan a fehérje komplexeket glutationnal
eludltuk. L: fehérje minta GOsszetétele a gyongyhdz adas elétt. F: atfolyd frakcio, W: moséd
frakcio, E: elualt fehérjék. A 6-9 mintdk a kontroll kisérlet eredményét mutatjak, ahol GST-
HLTF helyett GST-t kotottiink a gyongyhoz.
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12. abra: Az SHPRH in vitro asszociacioja a hRad6-hRadl8 és hMms2-hUbcl3 komplexekkel
A: Az in vitro interakci6s kisérletekhez tisztitott fehérjék ellendrzése. A fehérjékbdl 1ug-ot 12%-
os SDS poliakrilamid gél-en megfuttattunk, majd Comassie Blue-val megfestettiik.

1: Molekulasuly marker, 2:GST-SHPRH, 3: Rad6-Rad18 komplex, 4: Mms2-Ubc13 komplex.

B: GST pull down kisérlet SHPRH ¢s Rad6-Radl8 illetve SHPRH ¢és Mms2-Ubcl3
komplexekkel. 10ng GST-SHPRH-t GST gyongyre kotottiink, majd Rad6-Radl8 (7.5 pg) és
Mms2-Ubc13 (6 pg) komplexekkel inkubaltuk. Mosas utan a fehérje komplexeket glutationnal
eludltuk. L: fehérje minta a gyongyhoz adas eldtt. F: atfoly6 frakcido, W: mosoé frakcid, E: elualt

fehérjék. A 6-9 mintdk a kontroll kisérlet eredményét mutatjak, ahol GST-SHPRH helyett GST-t
kotottiink a gyongyhoz.

Ezutan a HLTF és az SHPRH glutationnal eluélt fehérje oldatabol a glutationt dializissel
eltavolitottuk, majd a HLTF-et és az SHPRH-t ujra felkotottiik a glutation-szefardz gyongyre. Az
immobilizalt fehérjékhez hozzaadtuk a Pre-Scission protedzzal hasitott hRad6-hRad18, hMms2-
hUbc13 és hPCNA fehérjéket, majd inkubdlds utan a gyongyre kotdédott komplexeket
glutationnal eluéltuk. A 11. B illetve 12. B dbrakon megfigyelheté a hRad6-hRad18 és a hMms2-
hUbc13 komplexek egyiittes elucioja a GST-HLTF-fel és a GST-SHPRH-val, ami a koztiik 1évo
kozvetlen kolcsonhatasra utal. A hPCNA-val nem figyeltiink meg koeluciét. Ezen koeluciok
specifikussagat a kisérletekben kontrollként immobilizalt GST-t haszndlva bizonyitottuk (11. B
¢és 12 B. abrak).

Az in vivo és in vitro fehérje interakcios kisérleteink eredményei szerint a HLTF és az

SHPRH kozvetlen kolcsonhat a hRad6-hRad18 és az hMms2-hUbc13 komplexekkel, azokkal
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egy tobb alegységes, stabil fehérje komplexet alkotnak, utalva a HLTF, SHPRH ¢és a Rad5 kozott
fennallé funkcionalis homologiara.

A PCNA-val kapott pozitiv koimmunoprecipitacios és a direkt kolcsonhatast vizsgalo negativ in
vitro kisérleti eredmények ellentétesek, amely utalhat arra, hogy a PCNA-val in vivo e két fehérje
komplexet képez ugyan, de a koztiik 1évé kapcsolatot vagy egy harmadik fehérje vagy DNS
medialja. Masik lehetséges magyardzat, hogy ezen fehérjék emberi sejtekben a PCNA egy
poszttranszlaciés modositast hordoz6 formajaval 1épnek interakcidba, amely az élesztd sejtekbol

tisztitott PCNA-n nincs jelen. E kérdés tisztazasa jelenleg folyamatban van laboratoriumunkban.

6.4 A HLTF és az SHPRH stimulalja a PCNA poliubikvitilacigjat

Elesztében DNS-karosodas hatasara a Rad6-Rad18 monoubikvitinalja a PCNA-t a 164.
pozicioban 1évd lizinen, majd a Rad5 - az Mms2-Ubc13 ubiqitin ligdz komplex-szel egyiitt-
mitkddve - poliubikvitin lancot épit a monoubikvitilalt PCNA-re az ubikvitin 63-as pozicidoban
1év0 lizinjén keresztiil. Az elézdekben bemutatott interakcids kisérleti eredmények alapjan
feltételeztiik, hogy mind a HLTF, mind az SHPRH a Rad5-hoz hasonléan a Rad6-Rad18 és az
Mms2-Ubc13 ubikvitin ligdz komplexekkel tobb alegységes komplexet alkotva ubikvitin
ligdzként miikodik emberi sejtekben, amelyek egyik lehetséges szubsztratja a PCNA. Ezen

hipotézist in vivo és in vitro kisérleti rendszerekben is ellendriztiik.

6.4.1 A PCNA poliubikvitilacié stimulalasanak vizsgalata in vivo Kkisérleti
rendszerben

Az in vivo poliubikvitilalasi kisérletben 6Myc tag-el jelolt HLTF-et, HA-PCNA ¢és 5xHis-
ubikvitint termeld plazmid konstrukciokat transzfektaltunk HEK293FT sejtekbe, majd a
transzfekciot kdvetd napon a sejteket ketté osztottuk. A transzfekcid utan 48 ora elteltével a
mintdk felét DNS karosité szerrel, 0.02% MMS-el (Metil-metan-szulfonat) kezeltiik. A kezelés
utdn 4 oraval mind a kezeletlen, mind a kezelt sejteket feltartuk, majd az ubikvitilalt fehérjéket
az SxHis-ubikvitinen keresztiil nikkel gyongyokhoz kotottiik. A precipitdtumokban anti-HA
ellenanyaggal ellendriztik a HA-PCNA ubikvitilalt formainak jelenlétét. Megfigyeltiik, hogy

nemcsak a PCNA poliubikvitilacioja erdsdodik HLTF taltermelése esetén, hanem a
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monoubikvitilalt PCNA mennyisége is megnd (Rad18 overexpresszio hidnyédban is) (13 é&bra, 2.
minta). Ennek oka lehet, hogy a Rad6-Radl8 HLTF-el komplexet képezve aktivabb, mint

nélkiile. Esetleg, a HLTF és egy deubikvitinald enzim, USP1'%*

(Ubiquitin Specific Peptidase 1)
deubikvitildlé enzim kompetal a monoubikvitilalt PCNA-ért, e versengés soran a taltermelt
HLTF kertil elénybe, igy a deubikvitilacié mértéke kisebb.

A HLTF jelentdsen stimuldlta a PCNA poliubikvitilalasat is (13. dbra, 1-2. mintdk). Az

MMS kezelés mind a mono-, mind a poliubikvitilaciot erdsitette (13. abra, 3-4 mintak).

-MMS +MMS
HITF -+ -+
x His-Ubiquitin - + + + +
HA-PCNA + + + +
- "
. —150 —
. —100— Nikkel gyéngyés
poliub-HA-PCNA =75 — precipitatumok
dinb-HA PCNA —— —50 —| = WEB: a-HA
5xHis-monoub-HA-PCNA —— -
monoub-HA-PCNA — —37 —
HAPCNA —— | ol h.
Myc-HLTF —— - G WB: a-Myc

HA-PCNA —- - L we:a-HA
1 2 3 4

13 abra: A HLTF stimulalja a PCNA poliubikvitilalasat human sejtekben.

HEK293FT sejteket HA-PCNA-t, S5xHis-ubikvitin-t, Myc-HLTF-et kifejezé plazmidokkal
transzfektaltuk. A transzfekcio utan 48 6raval a sejtek felét MMS-el kezeltiik. 4 6raval az MMS
kezelés utan a sejteket feltartuk (TSL-teljes sejtlizatum), majd a lizdtumokbol az ubikvitilalt
fehérjéket nikkel gyongyre kotottiik. A kotodott fehérjék kozott az ubikvitildlt PCNA formak
jelenlétét anti-HA ellenanyaggal ellendriztiik western blott (WB) segitségével.

Megjegyzendd, hogy a precipititumokban az ubikvitildlt PCNA forméak mellett a nem
ubikvitilalt PCNA-t is megfigyeltiik feltehetden azért, mert a nem ubikvitilalt format is
precipitaltuk a PCNA trimer gylirli egy ubikvitilalt tagjan keresztiil. Ez azt jelenti, hogy egy

PCNA trimer egyszerre hordozhat ubikvitilalt és nem ubikvitilalt monomereket is.

- 46 -




Az SHPRH-16] kézben megjelent egy kozlemény, amely megerésiti eredményeinket ',

Akira Motegi és munkatarsai, hogy in vivo, emlds sejtekben az SHPRH a Rad6-Radl8 és az
Mms2-Ubcl13 komplexekkel egyiittmikodve poliubikvitinalja a PCNA-t ¢és, hogy a
poliubikvitilalt PCNA mennyisége MMS kezelés hatasara nd '>.

A HLTF ¢s az SHPRH ubikvitin ligdz aktivitasat in vitro, tisztitott fehérjéket hasznéalva tovabb

jellemeztiik.

6.4.2 A PCNA poliubikvitilacio stimulalasanak vizsgalata in vitro kisérleti
rendszerben

A PCNA-t eldinkubaltuk RFC-vel és DNS-el, lehetové téve, hogy a PCNA-t az RFC
felrakja a DNS-re. A DNS-re t6ltott PCNA-hoz ubikvitint, Ubal (ubikvitin aktivalé enzim),
hRad6-hRad18, hMms2-hUbcl3 HLTF és SHPRH kiilonb6z0 kombinacioit adtuk. Az
ubikvitilalas folyamatat anti-PCNA ellenanyaggal kovettiik nyomon. Kisérletiinkben a hRad6-
hRad18 monoubikvitilalta a PCNA-t (14. abra, A panel 6. sor, B panel 2. sor). A hMms2-
hUbc13 tovabbi hozzaadasa a reakcidhoz nem befolyésolta az ubikvitilaciot (14. dbra, A panel

5.sor, B panel 3. sor).

A B RG6-18 = + F + - ==
HLTF + + + + - - - Mms2-Ubcl3 - - + + =+ =+
R6-RI18 - - + + + + - SHPRH- - - + ++ + -

Mms2-Ubcl3 - + - + + - +
PolyUb-PCNA - PolyUb-PCNA
- |
Ub-PCNA =— - —ape Ub-PCNA —
PCNA —-..‘. PCNA =
Mintak 1 2 34 56 7 Mintak:1 2 34 56 73

14. abra. A HLTF és az SHPRH stimulaltia a PCNA poliubikvitilalasat in vitro.

PCNA-t inkubaltunk Rad6-Rad18, Mms2-Ubc13 HLTF és SHPRH kiilonbdzé kombinacioival.
Az ubikvitilalasi reakciokat megfuttattuk, majd blottoltuk. A PCNA-t és ubikvitilalt formait anti-
PCNA ellenanyaggal detektaltuk.
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Ha azonban a Rad6-Rad18 és az Mms2-Ubc13 mellett HLTF-et vagy SHPRH-t adtunk a
reakcidhoz, a PCNA-n poliubikvitin lanc alakult ki, ahol majdnem az &sszes monoubikvitilalt
PCNA forma poliubikvitilaltta alakult at (14. abra, A panel 4. sor, B panel 4. sor) A HLTF vagy
az SHPRH 6nmagukban (14. 4dbra, A panel, 1. sor, B panel 7. sor) vagy a hRad6-hRad18-al de
hMms2-hUbc13 nélkiil (14. abra, A panel, 3. sor, B panel 5. sor) nem stimulaltak a poliubikvitin
lanc kialakulasat, sem hMms2-hUbc13 jelenlétében de hRad6-hRad18 nélkiil (14. abra, A panel,
2. sor, B panel 6. sor).

Ezen eredmények szerint, in vitro rendszerben a HLTF és az SHPRH ubikvitin ligdzként
a Rad6-Radl8 ¢és Mms2-Ubcl13 komplexekkel egyiitt miikodve poliubiquitilalja a PCNA-t. A
HLTF és az SHPRH ezen aktivitasa a Rad5-tel valé funkcionalis homologidjukat mutatja.

6.5 A HLTF hatasa a karosodott DNS replikaciojara

Csoportunk eredményei szerint, in vitro rendszerben a HLTF a Rad5-hoz hasonlo
“replikaciés villa megfordité” aktivitdssal rendelkezik (nem publikalt eredmények). Ezen
kisérleti eredmények ismeretében kivancsiak voltunk arra, hogy in vivo a HLTF milyen hatassal
van a replikacids villa elérehaladasara.

A HLTF replikacids villara gyakorolt hatasat siRNS-el torténd csendesités eldidézésével
vizsgaltuk. Kisérletiinkben HLTF és negativ kontroll (NC) siRNS-el kezelt HelLa sejteket
hasznaltunk. A HLTF siRNS-el kezelt sejtekben a HLTF expresszidjat csendesitettiik. A
csendesités mértéket mutatja a 15. dbra. A kontroll kisérletben olyan siRNS-t alkalmaztunk (NC
siRNS), amely nem csendesiti specifikusan egyetlen fehérje expressziojat sem. A kisérletekben a

replikacids villakat a DNS fiber modszerrel tettiik lathatova '*'

. Kiilonb6z6 halogenizalt
nukleotid analdégokkal pulzus jeldljiik a sejteket, majd a beépiilés helyét izolalt, kinyajtott DNS
szalakon a nukleotid analogoknak megfeleld ellenanyagokkal tessziik lathatova. Ha a pulzus
jelolés sordn, két kiilonbozé nukleotid analégot egymas utan alkalmazunk, azok egymas utani

beépiilése egyértelmiien megjeldli az aktiv replikonokat. (16. dbra, A panel)
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siRNS NC  HLTF
kDa

116 — — — HLTF

anti-HLTF
b1 —

66 —

35 T —— anti-tubulin

15. abra. HLTF siRNS-sel valo csendesitésének hatékonysaga.
NC-negativ kontroll siRNS, HLTF-HLTF siRNS, *: aspecifikus jel

A HLTF siRNS-el és a NC siRNS-el kezelt sejteket pulzus jeloltiik IdU-val (iodo-deoxyuridine),
majd a nukleotid analog eltavolitdsa utdn 20 perces 0.018% MMS kezeléssel karositottuk a
sejtekben 1évé DNS-t. MMS kezelés utan az MMS-t alaposan lemostuk a sejtekrdl és az IdU-hoz
képest 10-szer nagyobb mennyiségli BrdU-val Gjra pulzus jel6lést végeztiink. (A 10-szeres BrdU
koncentracioval biztositjuk, hogy az elsd jelolés utan a sejtekben maradt IdU helyett nagyobb
valoszinliséggel a BrdU kertiljon beépitésre). Ezzel parhuzamosan MMS-sel nem kezelt mintat is
vizsgaltunk, ahol a sejteket 20 percig jeloltiik IdU-val, majd 30 percig BrdU-val (16. abra, B
panel). Az MMS-el kezelt sejtekbdl a kettds jelolés utan kiilonbdzd idépontokban mintat vettiink
¢s elvégeztiik a DNS fiber analizist. A IdU beépiilését mindkét nukleotid analogot felismerd,
egér anti-IdU/BrdU elsddleges ellenanyaggal, ¢s anti-egér Cy3 konjugalt masodlagos
ellenanyaggal (16. A és 17. abran piros), illetve a BrdU beépiilést, BrdU-ra specifikus patkany
anti-BrdU ¢és anti-patkdny Alexa633 konjugalt (16. A ¢és 17. abran fehér) ellenanyagok
kombinécidjaval tettiik lathatova. Megszamoltuk a kiilonb6zd idépontokban vett mintdkban a
megallt (csak piros festddést mutatd) illetve az aktiv, elére haladd (piros és fehér festddést

mutato) replikacios villakat, majd az eredményeket grafikonon abrazoltuk (18. abra, A).
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0.018% MMS
20 min.
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16. abra. A DNS fiber kisérleti rendszer bemutatdsa

A: A DNS fiber modszerrel megfigyelhetd replikacids strukturdk. 1: Mindkét jelolés alatt aktiv
replikacios villak, 2: Terminalis fuzidk, 3: Masodik jelolés alatti iniciacids esemény, 4: Az elsd
jelolés alatt befejezddott replikacio.

B: A kisérlet menete. 20 perces IdU jel6lés utan IdU-t eltavolitottuk, majd 30 percen keresztiil
MMS-el kezeltiik a sejteket. Az MMS eltavolitasa utan a sejteket kiilonb6z6 ideig BrdU-val
jeloltiik, majd a DNS-t targylemezen kinyujtottuk. Az els6 jeldlés (IdU), kijeloli a kdrosodas
elott aktiv replikacios villakat, mig a masodik jeldlés (BrdU) lehetdvé teszi ezen replikacios
villak viselkedésének vizsgalatat MMS kezelés hatasara.

MMS kezelés nélkiil nem kaptunk érdemi kiilonbséget a két minta kozott. Mind a HLTF-,
mind a NC siRNS-el kezelt mintdk esetében a replikacios villak ~90%-aban mindkét nukleotid
analog beépiilt, jelezve, hogy ezekben a replikacids villdkban a kettds jelolés ideje alatt
folyamatosan aktiv volt a DNS szintézis (18. abra, A -MMS oszlopai, illetve 17. dbra a, b képek).
A jelolt villak ~10%-aban csak az els6é pulzus jeldlés soran alkalmazott nukleotid analdg (IdU)
épiilt be. Ezen 10% azon replikacios villakat reprezentalja egylittesen, ahol az elsd jeldlés soran a
szintézis a végéhez ért és befejezddott, illetve azokat ahol az elsd jeldlés kdzben a replikaciods
villa DNS hibahoz érve megakadt €s a replikacié nem folytatdédott a masodik jelolés idétartalma

alatt sem.
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Negativ kontroll SiRNS HLTF siRNS

17. abra. A DNS fiber-ek mikroszkopos képe

a. Negativ kontroll siRNS-el kezelt minta, MMS kezelés nélkiil. b.HLTF siRNS-el kezelt minta
MMS kezelés nélkiil. c. Negativ kontroll siRNS-el kezelt minta, 45 percel az MMS kezelés utan.
d. HLTF siRNS-el kezelt minta, 45 percel az MMS kezelés utan.

Az MMS kezelés mindkét mintaban jelentdsen csokkentette a replikdcios aktivitast. A
negativ kontroll siRNS-el kezelt sejtekben, 30 perccel az MMS kezelést kdvetden szamos az
MMS kezelés eldtt aktiv replikacios villa megallt, BrdU beépiilést nem mutatott. A NC siRNS-
sel kezelt sejtek esetében az aktiv replikacios villdk szama kozel 50%-ra csokkent, mig a HLTF
siRNS-el kezelt mintakban 20%-ra. 40-60 perc elteltével HLTF hianydban a megakadt
replikacios villdknak csak néhany szézaléka nyerte vissza a replikacios aktivitast, mig a negativ
kontrollal kezelt mintdkban 60 perc elteltével a villak tobb mint 80%-a aktivnak mutatkozott. Az
MMS kezelést kovetd 75-90 perc soran mind a HLTF mind a negativ kontroll siRNS-sel kezelt

sejtekben helyredllt az aktiv replikacios villak szama a kiindulési allapotra (18. abra, A).
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18. abra: A HLTF részt vesz a DNS-karosodas okozta replikacios blokk feloldasaban, segiti a
villak elorehaladasat.

A: Az MMS kezelés hatasara blokkolt és az MMS kezelés ellenére tovabbhaladé replikacios
villak szamanak Osszehasonlitasa HLTF és NC siRNS-el kezelt sejtekben. A statisztikat
idépontonként 150 replikécios villa megszamolasa alapjan készitettiik.

B: MMS kezelés utan tovabbhalado replikacios villdk MMS kezelés elétti (Vr 1dU) és utani (Vr
BrdU) atlagsebességének (kb/min) 6sszehasonlitdisa HLTF- ¢s NC siRNS-el kezelt mintdkban.
150 replikécios villat mértiink meg minden jelzett idopontban.

A replikaciods villdk egy része az MMS kezelés utan is mindkét mintaban aktiv maradt, a
BrdU beépiilés detektalhatd volt. Meghataroztuk a replikaci6 MMS kezelés elotti (Vr 1dU,
kilobazis/perc) ¢és utani (Vr BrdU, kilobazis/perc) atlagsebességét ezen replikécids villakban.
Szembetlibd kiilonbséget figyeltiink meg a replikacio sebességében MMS kezelés eldtt és utan
NC ¢és HLTF siRNS-el kezelt mintdkban is. A replikdcios sebesség azonban drasztikusan
csokkent HLTF hidnydban. Mig a NC kontroll siRNS-sel kezelt sejtekben 45 perccel MMS
kezelés utan az atlagsebesség Otode volt a kezelés elottinek, addig a HLTF siRNS-el kezelt
mintadkban a replikdcios rata 16-szor kisebbnek mutatkozott mint a kezelés elétt. (18. B abra, 17.
abra c, d képek)

A DNS fiber kisérlet eredményei szerint HLTF-nek jelentés szerepe van a DNS-
karosodas hatasara megallt replikacios villak Ojrainduldsadban illetve a normal replikacios rata

fenntartasaban. A HLTF hianydban a DNS hiba okozta replikacids blokk felolddsa idében
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elhuzddik, a zavartalan allapotra jellemzd replikécios rata helyredllitdsa hosszabb id6t vesz

igénybe.
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7 Eredmények megvitatasa

A HLTF (Helicase like transcription factor) és az SHPRH (SNF2 histone linker PHD
RING helicase) fehérjéket mint az élesztd RadS DNS karosodas tolerancia Gtvonalban szerepet
Jatszo fehérje strukturalis és funkciondlis emberi megfeleldit azonositottuk.

A HLTF részlegesen menekiti - rad30 delécioval érzékenyitett genetikai hattéren - a rad5
delécios éleszté mutans UV érzékenységi fenotipusat, jelezve a funkcionalis homologiat e két
fehérje kozott. E megfigyelés a Rad5 altal képviselt DNS hiba atirdsi utvonal evolucios
konzervaltsagat is mutatja eukariotdkban. Az SHPRH esetében nem figyeltiink meg
komplementacids hatast. Mig a maig tanulmanyozott, élesztében és emberben talalhat6 ubikvitin
¢s El (ubikvitin aktivald) fehérjék tokéletes komplementaciét mutatnak, addig az E2 enzimek
esettben az emberi fehérjék részlegesen, az ubikvitin ligazok nagy része pedig nem
komplementalja az ¢lesztd megfeleldik mutansait. A DDT utvonalban résztvevd fehérjék koziil a
huméan Mms2 ubikvitin konjugal6 fehérje is csak részlegesen komplementalja az éleszté Mms2
deléciés mutans DNS-karosoddsra mutatott érzékenységét, mig az emberi Rad18 fehérje nem
komplementalja az éleszté Rad18 mutans UV érzékenységi fenotipusat **'"*'. Ennek oka lehet,
hogy az élesztd ubikvitin aktivald enzimek magas homologidt mutatnak az emberiekkel, az
ubikvitin konjugaléak kisebbet mig a legalacsonyabb mértékii homoldgiat az ubikvitin
ligdzoknal figyelhetjiilk meg. A RadS, a HLTF és az SHPRH RING finger doménnel rendelkez6
E3 ubikvitin ligdzok. A RING finger doménben mutans Rad5 expresszidja Rad5 delécids
hattéren csak részlegesen menekiti a Rad5 mutans UV érzékenységi fenotipusat, jelezve, hogy a
fehérje ubikvitin ligdz aktivitdsdnak fontos szerepe van az UV sugarzds indukélta DNS-
kéarosodas toleralasaban. Az érzékenyitett hattéren HLTF-el kapott részleges komplementacio igy
erds bizonyitéknak tekinthet6 a HLTF és a Rad5 kozott fenndlld funkcionalis homologia
tekintetében, az SHPRH-val kapott negativ eredmény pedig nem zarja ki a fehérjék kozott
feltételezhetd funkciondlis homoldgiat.

Elesztében a Rad5 fehérje stabil komplexet formal a Radl8-al és az Ubcl3-mal. A
Rad18-al a Rad5 N-terminalis része 1€p interakcioba, mig az Ubc13-mal a RING finger doménen
keresztiil alakit ki kolcsonhatast. A fehérje két kiilonb6zd részére térképezett interakcids régiok

lehetévé teszik, hogy a Rad5 egy idében a Rad18-hoz és az Ubc13-hoz is kapcsolodjon; ezaltal
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koordinalé hidként szolgalhat egy multimer ubikvitin ligdz komplex kialakitasiban '*'%,

Megfigyeltiik, hogy in vitro, tisztitott formaban a HLTF és az SHPRH is stabil komplexet alkot
Rad6-Rad18-al és Mms2-Ubc13-mal. Tovabba a HLTF koprecipitalhatdé Rad18-al, Ubc13-mal,
Mms2-vel és PCNA-val, az SHPRH pedig Ubc13-mal emberi sejtekbdl. Emellett Akira Motegi
¢s munkatarsai megfigyelték az SHPRH koprecipitacidjat emberi sejtekbdl Rad18-al, Mms2-vel
és PCNA-val'®. Az in vitro és in vivo fehérje-fehérje kolesonhatasi vizsgalatok szerint biztosan
mondhatjuk, hogy a Rad5 fehérjéhez hasonloan a HLTF komplexet formal a Rad6-Rad18-al és
az Mms2-Ubc13-mal mig az SHPRH Ubcl3-mal. Ezen interakciok térképezése, funkcidojuk
vizsgalata a késobbiekben mélyebb betekintést nyujthat a DNS-karosodas okozta PCNA mono-
¢s poliubikvitilalas folyamatéba.

A HLTF és az SHPRH a Rad6-Rad18 és az Mms2-Ubc13 komplexekkel egyiittmitkodve
poliubiquitilalja a PCNA-t mind in vivo, mind in vitro kisérleti rendszerekben. Csoportunkban az
SHPRH-val és a HLTF-el elvégzett, publikalt kisérleti eredményekbdl, illetve az eredményeinket
megerdsitd, parhuzamosan megjelent tanulmanybdl tudjuk, hogy a poliubikvitildlas a Rad5
fehérjére jellemz6 modon torténik. Az SHPRH és a HLTF mind in vitro, mind in vivo a PCNA
164-es lizinjére épitenek az ubikvitin K63-as lizinjén keresztiil kialakitott poliubikvitin lancot
129132

Ezenfeliil megfigyeltiik, hogy in vivo, a HLTF segiti a DNS-karosodas kovetkeztében
megallt replikdciés villdk tovabbhaladasat. A HLTF e hatdsa véd a DNS-karosodas
kovetkeztében megallt replikacios villa Gsszeomlasatol, kettds szalu torések kialakulasatol,
illetve a genomikus instabilitastol.

A DNS hiba atirés folyamatanak genetikai tanulmanyozasa els6sorban élesztdben tortént,
ahol a Rad5 delécios inaktivalasa rendkiviil érzékennyé teszi a sejteket a DNS karositd
hatasokra. Itt a Rad5 szerepe a hibamentes atirasban elengedhetetlen. A Rad5 ATP-az illetve
RING domén mutansai is hasonlé mértékii hibat mutatnak a DNS hiba atiras hatékonysagat mérd
kisérleti rendszerben, mint a Rad5 hidnyos muténs. Tehit mind az ATP-4z, mind az ubikvitin
ligaz aktivitds elengedhetetlen a Rad5 DNS hiba atirasban betdltott funkciojahoz *°. Csoportunk
eredményei szerint a Rad5 a replikdcid soran az ATP-az/helikaz doménje révén képes
szétvalasztani az 0j szdlat a templattol, majd a komplementer Gjonnan szintetizal6d6 szallal
Osszeolvasztani azt, igy lehetdséget biztosit arra, hogy a replikdcidés polimerdz az Ujonnan

szintetizalt szalat hasznalja egy atmeneti szakaszon a replikacid templatjdul. Amennyiben a
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replikativ polimerdz egy DNS hibanal megall, a szintézist tovabb folytathatja a Rad5 villa
megfordité aktivitasdnak koszonhetéen, amely soran a replikativ polimeraz a hibas DNS
szakaszon az informacidt az ép, Gjonnan szintetizalodott komplementer szalrél masolja’®. Ez a
Rad5 fiiggd DNS hiba atirdsi folyamat hibamentes atirast eredményez. Elesztdben a Rad5
SWI/SNF ATP-az aktivitdsa mellett az ubikvitin ligdz funkcidjara is sziikség van a DDT
folyamatokban. A PCNA Rad5 és Mms2-Ubc13 fiiggd poliubikvitildlasa elengedhetetlen a
templat valto folyamatok létrejottéhez. Sem rekombinacios hibajavitds, sem a replikacios villa
visszaforditasan alapuld folyamatok nem milkddnek a rad54, az mms2A és a PCNA K164R
mutaciét hordozo torzsekben. A Rad5 és az Mms2-Ubcl3 komplex a hibamentes atiras
biztositdsa mellett védi a sejteket a mutagenezist6l. Ha ¢éleszt6 sejtekben a Rad5-6t, az Mms2-t
vagy az Ubcl3-at inaktivaljuk, a DNS karosité hatdsokra a mutagenezis megné *. E sejtekben a
Rad5 fliggd hibajavitds inaktivaladsa kovetkeztében megndvekszik a TLS aktivitds, ahol a
mutaciok kialakitasaért felelés polimeraz  és Revl végzi a villa menekitését. gy tehat a PCNA
Rad5 fliggd poliubikvitilalasa védelmet biztosit a mutagenezissel szemben, gatolva a mutagén
atirast biztosito TLS polimerazokat, illetve utat engedve a Rad5 mutacié mentes atirast biztositd
replikacios villa megfordito aktivitadsanak. Emberben is megfigyelheté a PCNA UV karosodasra
bekovetkezd, Ubcl3 fiiggd poliubikvitildlasa *°. Emellett az Mms2 siRNS-el valo csendesitése
illetve a K63 ubikvitin lanc kialakulasanak gatlasa megnoveli a DNS-kéarosodas indukalta, TLS-

’ . 1
en alapulé mutagenezist *>'>>

, igy mind ¢élesztd, mind emberi sejtekben a Rad5 az Mms2-Ubc13-
mal egylitt fontos szerepet jatszik a mutagenezis elleni védelemben.

A DNS karositoé hatasokat kikiiszobold folyamatok rendkiviil konzervaltak. A DNS hiba
atiras élesztében tanulmanyozott génjeit emberben is azonositottdk. Emberben azonban a Rad6-
Rad18 csoport 0sszetettebb. Az e csoportba tartozd éleszté géneknek tobb emberi ortologja is
kialakult. Igy példaul emberben két Rad6 fehérjét (Rad6A, Rad6B) és tobb Rad30 holomdgot,
Poli-t, Polk-t, Poln-t azonositottak '**. Az élesztd Rad5 génnek is legalabb két emberi ortologja
van. A HLTF és az SHPRH fehérjéket mind nagyfokt aminosav szekvencia hasonldsdguk, mind
domén strukturajuk alapjan a Rad5 homoldgjainak tekinthetjiik. Mindkét fehérjében a konzervalt
helikdz motivumok koz¢ ¢kelddve talalhato a RING domén. Ez az elrendezddés kivételes az

eukaridta fehérjék kozott. Ezen feliil a HLTF és a Rad5 fehérjék N-termindlis részét egy
ugynevezett HIRAN domén gazdagitja, amely funkcidja jelenleg nem ismert; predikciok DNS
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hiba felismerd aktivitast tarsitanak hozza '*. A HIRAN domén hianyzik az SHPRH-bo, igy a
HLTF-et szerkezete alapjan a Rad5 kozelebbi homologjanak tekinthetjiik 2.
Szamos megeldzo tanulmany szo6l a HLTF transzkripcioban betoltott szerepérdl. A HLTF

108

kotddik a PAI-1 promoterhez és aktivalja azt . Emellett az SV40, illetve a miozin kénnyti lanc

promoterekhez, valamint a HIV hosszi terminélis ismétlddéseihez is specifikus kotést mutat ',
Ezen DNS kot6 tulajdonsagért a 125-220 aminosavig terjedd régio a felelds. Emberben a HLTF-
nek két transzkripcios varidnsa fordul eld. A rovidebb formabol hidnyzik az elsd 120 aminosav,
amely tartalmazza a HIRAN domén szekvencia elemeit. Ezen izoforma az, ami transzkripcids
faktor aktivitast, illetve specifikus DNS kotd tulajdonsagokat mutat ', igy a HIRAN domén
nem jatszik szerepet a HLTF-nek a génkifejezddést szabalyozd elemekhez vald specifikus
kotédésében. Erdekes kérdés, hogy vajon a HIRAN doménnek a Rad5 és a HLTF DNS
hibajavit6 funkcidjaban lehet-e szerepe.

A Rad5 hibamentes atirast tdmogato, replikacids villa megforditdo, mutagenezis ellen
védo és a PCNA poliubikvitinald aktivitasai egyiittesen eldrevetitik, hogy emberi paralogjai is a
mutaciok kialakuldsa elleni védelemben jatszanak szerepet. Kiilonb6zo rakos emberi
sejtvonalakban, melanémakban, mellrdk ¢és petefészekrak sejtvonalakban heterozigdcia
elvesztését figyelték meg a 6q24-q27 kromoszéma régioban, ahol az SHPRH gén talalhato '
Ezen felil egy tanulméany 44 melandéma és petefészekrak sejtvonalban négy olyan pontmutaciot
azonositott az SHPRH génben, amelyek egészséges sejtekben nem fordulnak elé '''. Ezek koziil
harmat hemizigdta és homozigota allapotban figyeltek meg, amely a funkcionalis SHPRH teljes
hianyat jelzi ezekben a sejtvonalakban. A HLTF tumorszupresszor szerepére szamos tanulmany
ramutat. Ezek szerint a HLTF expresszidja gyomor €s bél traktusbol szarmazoé rakos sejtvonalak
50%-ban gatolt, prométerének hipermetilaltsaga kovetkeztében 20124137138

Mi lehet a biologiai ¢és klinikai jelentésége a PCNA HLTF ¢és SHPRH fliggd
poliubikvitilalasnak?

A K63-as lizin kapcsolatokon keresztiil felépiil6 poliubikvitin lanc szubsztratja a K164-es
pozicidban monoubikvitilalt PCNA. Elképzelhetd, hogy a poliubikvitildlds egy molekularis
kapcsolé6 mechanizmus, amely vagy eltavolitia a TLS utvonalban miikddd fehérjéket a
replikacios villabol, és/vagy a templat valtd folyamatban résztvevd fehérjéket iranyitja oda. Egy
2008-ban megjelent tanulmany szerint a Rap80 (Receptor associated protein 80), egy ubikvitin

kotd domént tartalmazd fehérje, amely preferencialisan kapcsolddik a kettds szali torések
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kovetkeztében kialakuld K63-as poliubikvitin lanchoz, amellyel eldsegiti a dupla szalt toréseket
javito rendszer fehérjéinek kotddését . Feltételezhetd, hogy egy ehhez hasonld folyamat segiti
eld a templat valtdo folyamatok fehérjéinek a replikacios villanal valo taladlkozasat. A PCNA
poliubikvitilalas lehet egyszeriien egy jel, amely addig jeloli meg a megallt replikacids villdkat
amig a megfeleld DNS hiba atir6 mechanizmus atirja a 1éziokat.

A transzlézios szintézis tumor kialakitasaban betoltott szerepérdl vannak ismereteink
106107 viszont még keveset tudunk arrdl, hogy a templat valtd folyamatok hogyan jarulnak hozza
a karcinogenezis elleni védekezéshez. A munkénk sordn kapott eredményeink és a veliik
parhuzamos, mas laboratoriumokbdl szarmazo, fliggetlen tanulmanyok azonban egyértelmiien
bizonyitjak, hogy az SHPRH ¢és a HLTF tumorszupresszor fehérjék az evolicio soran erdsen
konzervalt mechanizmuson, a PCNA poliubikvitilalasan keresztiil védik a sejteket a mutéciok,
illetve a rakos sejtekre jellemzd genomikus instabilitds kialakulasatol. Mindkét fehérje
hozzajarulhat a rakos elfajulasok kialakulasanak megelézéséhez %132,

Azon megfigyeléseink, hogy a HLTF és az SHPRH részt vesznek a DNS karosodasokat
toleralo folyamatokban, kihasznalhatdé lehet a hagyomanyos rakgyogyszerek, vagyis a
kemoterapids szerek problémdjanak megoldasaban. A kemoterdpia célja ugyanis a tumor sejtek
DNS-ének karositasa, lehetdleg ugy, hogy a normalis sejtek ebbdl minél kevesebbet érezzenek.
Némiképp ellentmondasos mdodon tehat sok kemoterapias szer maga is erdteljes rakkeltd hatassal
bir. Ahogy arra a dolgozatban bemutatott kisérletek és a munkankkal parhuzamosan megjelent
tanulmanyok ramutatnak, azokban a sejtekben ahol a HLTF és az SHPRH miik6désképtelenek a
DNS karosodasokat tolerald rendszer hatékonysaga korlatozott. E hiba az ép sejtekre nem
jellemzd. A joviében a kemoterapia alkalmazhatoésaganak megitélésekor fel lehetne mérni, hogy
az adott beteg daganataban vajon miikodoképes-e a HLTF és az SHPRH. Barmely daganat,
amelyrdl kideriil, hogy benne ezek a fehérjék nem mikodnek, varhatéan rendkiviil jol fog
reagéalni a kemoterdpiara, mivel sejtjei - a szervezet €p szoveteivel ellentétben - kiilondsen
sebezhetéek lesznek bizonyos DNS karositd, rékellenes gyogyszerekkel szemben. Igy a
kemoterapids szereknél a dozis csokkenthetd lenne, amely a toxikus mellékhatasok

csokkentésével egyben a terapiat elviselhetobbé tehetné.
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8 Osszefoglalas

Munkank sordn szekvencia adatbazisok sziirésével két emberi fehérjét a HLTF-et és az
SHPRH-t azonositottuk az ¢lesztd Rad5, DNS hiba atirdsban résztvevd fehérje human
strukturalis homologjaiként.

Funkcionalis homolégia ellendrzésére iranyulo kisérletekben bemutattuk, hogy a HLTF
részlegesen menekiti az élesztd rad5 delécids mutans UV érzékenységi fenotipusat.

Kimutattuk, hogy a HLTF és az SHPRH kolcsonhatasba 1ép a Rad5 fehérje ismert
interakcios partnereinek huméan homologjaival, a Rad6-Rad18-al, az Mms2-Ubc13-mal és a
PCNA-val.

In vivo és in vitro kisérletekkel bemutattuk, hogy a HLTF ¢s az SHPRH stimulalja a
PCNA poliubikvitilalasat.

Megfigyeltiik, hogy a HLTF siRNS-el torténd csendesitése kovetkeztében a DNS-
karosodas hatdsara a megallt replikacios villak ujrainduldsa hosszabb iddt vesz igénybe mint
HLTF jelenlétében, illetve a karosodas ellenére tovabbhaladé villak atlagsebessége lelassul, az
eredeti sebesség visszaallasa hosszabb 1d6t vesz igénybe.

Osszegezve tehat a HLTF és az SHPRH potencidlis tumor szupresszor fehérjéket az
¢leszté Rad5 funkcionalis emberi megfeleldiként azonositottuk. Kimutattuk, hogy az éleszt6bol
ismert, Rad5-fliggd, templat valtason alapuldé DNS hiba atiras utvonala konzervalt, emberben is

megtalalhato.
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9 Magyar nyelvu osszefoglalo

A sejt élete soran Orokité anyagaban folyamatos sériilések kovetkeztében hibak
halmozodnak fel, amelyek a sejtek radkos elfajulasat illetve halalat okozhatjak. A kérosodott DNS
hatékony javitasa igy kulcsfontossagu feladat, mind az egysejtii, mind a tobbsejtii él6lények
tulélése szempontjabol.

A sériilt bazisok egy részét hatékony DNS hibajavitd rendszerek mint pl. a NER
(Nucleotide Excision Repair), a BER (Base Excision Repair) eltdvolitjak miel6tt a sejt belépne a
sejtciklus szintetikus fazisaba. Ezen javitdé mechanizmusok azonban nem tudjak az osszes hibat
javitani, igy a fennmarado 1ézidk a sejtciklus S fazisdban a replikacios villak elérehaladéasat
megakadalyozzak. A befejezetlen replikacidé genomikus instabilitdshoz illetve a sejt haladldhoz
vezet, amelynek elkeriilése érdekében az evolucid soran kialakultak olyan DNS hibajavito
rendszerek, amelyek segitségével a sériilt DNS szakaszok is atirasra keriilhetnek.

Elesztével végzett kutatasok azonositottdk a DNS-hiba atirdsban szerepet jatszo legfobb
géneket. Ezen kutatasok alapjan a karosodott DNS replikacidja els6sorban egy Rad5 fehérje
fliggd, a replikdcios villa megforditdsan alapuld ugynevezett copy choice mechanizmus
segitségével torténik. Emellett egyéb atirast biztositd rendszerek is mitkddnek, amelyek soran
specializalodott DNS polimerazok, a TLS (Translesion Synthesis) polimerazok (pl. RAD30,
REV1, pol() folytatjak a DNS szintézist a karosodott szakaszokon. Mindezen folyamatokban a
Rad6-Rad18 ubikvitin ligdz enzim komplexnek kulcsfontossagu szerepe van; mind a Rad5
fehérje fiiggd mind a TLS polimeraz fiiggd utvonalakat szabalyozza.

Az élesztében azonositott, DNS hiba atirdsban résztvevé fehérjék erdsen konzervaltak az
eukariotak kozott, szamosnak mar a human megfeleldjét is azonositottak. Kivételt képez a Rad5,
amelynek human homoldgja munkank kezdetekor még azonositasra vart. Emberben, az ¢élesztd
TLS polimeraz n homologjanak hibéja egy rakos betegséget, a Xeroderma Pigmentosum Varians
(XP-V) formajat okozza. Feltételezhetd, hogy a RadS emberi megfeleldjének elvesztése is sulyos
kovetkezményekkel, daganatképzddéssel vagy apoptdzissal jar, mivel €lesztében a replikacids
villa blokkjat okoz6 hibék javitdsaban elsdsorban a Rad5 fehérje vesz részt, mig a polimeraz n és

a tobbi TLS polimeraz szerepe lényegesen kisebb.

-60 -



Munkdm célja az élesztd6 RadS fehérje humédn homologjanak azonositdsa, annak
vizsgélata, hogy a Rad5-fiiggd DNS hiba atirasi Gtvonal emberben is megtalalhato-e. Illetve a
Rad5 homolégok segitségével a karosodott DNS replikaciojanak tanulmanyozéasa emberben.

A Rad5 humén homologjainak azonositasat szekvencia adatbazisok sziirésével kezdtiik,
az ¢lesztd Rad5 fehérje aminosav szekvencidjat hasznalva a sziirés alapjaul. Két emberi fehérjét
a HLTF-et és az SHPRH-t azonositottuk, amelyek aminosav szekvencidja, domén szerkezete
nagy hasonldsagot mutatott Rad5-ével. Mindkettdben megtaldlhatd a Rad5-re jellemzo,
SWI/SNF csaladhoz tartozo, hét motivumbol 4ll6 helikdz domén és a harmadik és negyedik
helikdz domén koz¢é ékel6dott RING finger domén. A HLTF és a Rad5 N-terminalisan talalhato
egy szekvencia elem a HIRAN domén, amely az SHPRH-ban nincs jelen, funkcidja jelenleg
ismeretlen, predikciok DNS hiba felismerd, DNS ko6to aktivitast tarsitanak hozza. Az SHPRH N-
termindlisat két motivum, a hiszton linker fehérjékre jellemzé H15 és egy PHD domén
gazdagitja, amelyek sem a Rad5-ben, sem a HLTF-ben nem talalhatok meg.

A HLTF mRNS-érdl két, az N-terminalis régidoban kiilonbozd fehérje termék keletkezik
emberi sejtekben. A 123. pozicioban talalhat6 egy metionin, amely egy alternativ transzlacios
start kodonként funkcional, amely egy rovidebb 886 aminosavas fehérjét eredményez a teljes
hosszsagu, 1009 aminosavas fehérjével szemben. A rovid izoformabol a HIRAN domén
hianyzik. Bizonyitott, hogy ezen izoforma transzkripcidés faktorként specifikus promoter
régiokhoz kotddve fehérjék transzkripcidjat aktivalja. Példa erre a plazminogén aktivator
inhibitor-1 (PAL-1) fehérje, amely promoterének B box eleméhez kdtddve annak transzkripceidjat
serkenti. Ezzel szemben a HLTF hosszl izoform4jardl, mely a HIRAN domént tartalmazza, nem
mutattak ki transzkripcids faktor aktivitast.

A funkcionalis homoldgia ellendrzésére iranyuld kisérletekben eldszor megvizsgaltuk,
hogy a HLTF és az SHPRH képes-e menekiteni vagy enyhiteni az élesztd rad5 delécids mutans
UV érzékenységi fenotipusat. A HLTF és az SHPRH cDNS-ét éleszté expresszids vektorokba
klénoztuk kiilonboz6é expresszids szintet biztositd promoéterek mogeé. Az elkésziilt plazmidokat
rad5 delécios mutansba transzformaltuk, a transzformansok UV  érzékenységét
Osszehasonlitottuk a rad5 delécids €s a vad tipusu €lesztd torzsek UV érzékenységével. A HLTF
esetében nagyon enyhe komplementéciot lattunk, mig az SHPRH nem enyhitett a rad5 delécios
torzs UV érzékenységi fenotipusan. Annak érdekében, hogy a HLTF, esetleg az SHPRH hatasat

jobban lathatova tegyiik tovabb érzékenyitettiik a kisérletet rad30rad5 deléciés mutans
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alkalmazéasaval rad5 egyes mutans helyett. Ezen az érzékenyitett hattéren a HLTF UV
érzékenységet komplementald hatasa egyértelmtien detektalhatd volt, feljavitva a rad30rad5
kettds mutans UV érzékenységét rad30-¢ig. Az SHPRH-val nem figyeltiink meg
komplementacidt rad30rad5 hattéren sem.

Megvizsgaltuk, hogy a HLTF ¢és az SHPRH kolcsonhatasba 1épnek-e a RadS fehérje
ismert interakcids partnereinek human homologjaival. A Rad5 kolcsonhatasba 1ép a Rad6-
Rad18, Mms2-Ubc13 ubikvitin ligdz komplexekkel, a PCNA-vel. Az interakciok ellendrzését
GST pull down-nal, koimmunoprecipitacids kisérleti rendszerekkel végeztiik. Interakciot
mutattunk ki a HLTF és a hPCNA, a HLTF ¢és a hRad18, a HLTF és a hUbc13-hMms2 kozott
illetve az SHPRH és a hUbc13-hMms2 kozott. Ezen interakciok megléte megerdsitik azon
feltételezésiinket, hogy a HLTF, az SHPRH ¢és a Rad5 funkciondlis homolégok.

Elesztében DNS-kirosodas hatasara a Radl8 monoubiquitilalja a PCNA-t, amely
monoubikvitinre a Rad5 az Mms2-Ubc13 komplex-szel egyiittmiikddve poliubikvitin lancot épit.
In vivo ¢és in vitro kisérletekben arra kerestiik a valaszt, hogy a HLTF stimulédlja-e a PCNA
poliubiquitilalasat. Eredményeink szerint human sejtekben az Mms2-Ubcl3 és a Radl8
overexpresszidja stimulalja a PCNA poliubiquitilalasat, amelyet a HLTF tovabb fokoz, arra
utalva, hogy a HLTF Radl8-al és Ubcl3/Mms2-vel egyiittmiikodve a Rad5-héz hasonlo
ubikvitin ligdz aktivitdssal rendelkezik. A HLTF-r6l és az SHPRH-rol in vivo kisérletekben
kimutattuk, hogy a Rad6-Rad18-al és Mms2-Ubcl3-mal egylittmiikddve poliubiquitilalja a
PCNA-t.

A HLTF-et eldszor transzkripcidés faktorként azonositottdk, azonban csoportunk
eredményei szerint a HLTF részt vesz a kdrosodott DNS replikéciojaban is. Ennek bizonyitasara
a DNS fiber modszert hasznaltuk, amely segitségével a replikacios villak lathatova tehetdek.
Megfigyeltiik, hogy a HLTF siRNS-el valo csendesitése kovetkeztében a DNS kérosodas
hatasara megallt replikacios villak Gjraindulasa gatolt, hosszabb 1d6t vesz igénybe, mint a HLTF
megfeleld expresszidja esetén, a karosodas ellenére tovabbhalado villdk atlagsebessége
lecsokken, az eredeti sebesség helyreallasa hosszabb id6t vesz igénybe.

Ezen eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a HLTF és az SHPRH strukturalis és
funkcionalis homoldgjai az élesztd Rad5 DNS hiba atird fehérjének illetve, hogy a Rad5

képviselte DNS hiba 4atir6 utvonal erdsen konzervalt, emberben is megtaldlhaté. A
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csoportunkban folyd jovobeni kutatdsok e fehérjék karosodott DNS replikacidjdban betoltott

pontos szerepének tisztazasara iranyulnak majd.
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10 Summary of the PhD thesis (Angol nyelvi 6sszefoglalo)

Genetic and biochemical studies in the yeast Saccharomyces cerevisiae have been
instrumental in yielding an understanding of the pathways and mechanisms that eukaryotic cells
employ to rescue the replication fork stalled at DNA lesion sites. Unless rescued in a timely and
orderly fashion, the stalling of replication can lead to DNA strand breaks and result in
chromosome rearrangements and enhanced rates of carcinogenesis. The Rad6—Rad18 ubikvitin-
conjugating complex of yeast governs at least three alternative pathways that promote replication
through DNA lesions: DNA polymerase Poln, Pol { and Revl dependent translesion synthesis
(TLS), and an Mms2-Ubc13—Rad5 dependent error-free postreplicational repair (PRR) pathway.
Poln, for example, promotes efficient and relatively error-free synthesis through UV-induced
cyclobutane pyrimidine dimers; consequently, inactivation of Poln in both yeast and humans
confers enhanced UV mutagenesis and in humans causes the variant form of Xeroderma
Pigmentosum (XP-V), a cancer-prone syndrome. The Mms2—-Ubc13—Rad5-dependent pathway
promotes the repair of discontinuities that form in the newly synthesized strand opposite from
DNA lesions. Although the mechanism by which the Rad5 pathway operates is not well known,
it likely utilizes a template switching mechanism, wherein the newly synthesized daughter strand
of the undamaged complementary sequence is used as the template for bypassing the lesion.
Rad5, a member of the SWI/SNF family of ATPases, exhibits a DNA-dependent ATPase
activity, and it also has a C3HC4 RING motif, characteristic of ubikvitin ligases. Ubikvitin
ligases promote the protein ubiquitylation reaction by binding the cognate ubikvitin-conjugating
(UBC) enzyme as well as the protein substrate and by positioning them optimally for efficient
ubikvitin conjugation to occur. Rad5 physically associates with the Mms2— Ubc13 complex via
Ubcl3, and it also interacts with the Rad18 subunit of the Rad6—Rad18 complex. Both the
ATPase and ubikvitin ligase activities of Rad5 are essential for PRR, as the repair of
discontinuities formed in the newly synthesized DNA in UV irradiated cells becomes as highly
impaired in the rad5 mutants defective in either of these functions as in the rad5 mutant. In DNA
damaged yeast cells, proliferating cell nuclear antigen (PCNA) becomes monoubiquitylated by
Rad6-Rad18; subsequently, this lysine residue is polyubiquitylated via in an Mms2—-Ubc13—

Rad5- dependent manner. Although the biochemical evidence is lacking, genetic evidence in
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yeast is consistent with a role of Rad5 acting as a ubikvitin ligase in Mms2—-Ubc13-dependent
polyubiquitylation of PCNA. All three Rad6—Rad18 dependent lesion bypass pathways are
rendered inactive in the absence of PCNA ubiquitylation. Monoubiquitylation of PCNA is
necessary for TLS by Poln, Pol { and Revl, and polyubiquitylated PCNA activates the Rad5-
dependent PRR pathway. PCNA polyubiquitylation is a necessary prerequisite for the activation
of this PRR pathway.

The various elements of the Rad6—Radl8 pathway have been conserved in higher
eukaryotes, including in humans. Also, similar to that in yeast, PCNA is monoubiquitylated and
then polyubiquitylated in response to treatment with DNA damaging agents. Although for
humans the various TLS polymerases that promote lesion bypass in a Rad6—Rad18-dependent
manner have been described and the Mms2—-Ubc13 complex has been identified, the evidence for
a Rad5 counterpart has been lacking thus far.

Our goals were to elucidate whether a homologue yeast Rad5-like damage-bypass system
operates in human cells, and to understand how human cells replicate damaged DNA with the
following experimental approaches:

1. Complementation studies

We tested whether HLTF and SHPRH could complement the UV and RTG sensitivity of

yeast strains devoid of Rad5 function.

2. Interaction studies

We examined whether HLTF and SHPRH could associate in vivo and in vitro with

Rad6-Rad18, Mms2-Ubc13, and PCNA.

3. Stimulation of the poliubiquitination of PCNA

We examined whether HLTF and SHPRH could stimulate the poliubiquitilation of PCNA

in vivo and in vitro.

4. DNA fiber studies

We investigated if HLTF has a role in the replication of damaged DNA

We have provided biochemical in vivo evidences, that two putative human tumor
suppressor proteins, HLTF and SHPRH are functional homologues of yeast Rad5 and that they
act as a ubiquitin ligase for promoting Mms2—-Ubc13-dependent polyubiquitylation of PCNA.
HLTF and Rad5 share the same unique structural features, including a RING domain embedded
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within a SWI/SNF helicase domain and an HIRAN domain, while SHPRH resembles the unique
structure of a RING domain embedded into a SWI/SNF helicase domain but it lacks the HIRAN
domain and bears two additional, the HI5 and PHD finger domains. We found that HLTF
complements the UV sensitivity of a rad5 deletion yeast strain. Also, similar to Rad5, both
HLTF and SHPRH physically interacts with the hRad6-hRad18 and hMms2-hUbc13 ubiquitin-
conjugating enzyme complexes and promotes polyubiquitination of proliferating cell nuclear
antigen in vivo and in vitro. Based on DNS fiber method we found that in vivo, in the absence of
HLTF, upon MMS treatment a significant amount of the replication forks are blocked and also
the recovery of the replication fork activity is impaired suggesting a role for HLTF in the
recovery from DNA damage stress.

Taken together, our observations that human HLTF and SHPRH functions together with
Rad6—Rad18 and Mms2-Ubc13 in PCNA polyubiquitination, and that HLTF can complement
the UV sensitivity of rad5 delta yeast cells, strongly support a role for HLTF and SHPRH in
promoting error-free DNA damage bypass. Hence, by preventing mutagenesis, HLTF and
SHPRH DNA repair function would contribute to minimizing the incidence of carcinogenesis in

humans.
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