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1 Bevezetés és célkitlizések

A sejt €lete soran 6rokité anyagaban folyamatos sériilések kovetkeztében hibak
halmozddnak fel, amelyek a sejtek rdkos elfajulasat illetve haldlat okozhatjak. A
karosodott DNS hatékony javitasa igy kulcsfontossagu feladat, mind az egysejtli, mind a
tobbsejtli é161ények tilélése szempontjabol.

A sériilt bazisok egy részét hatékony DNS hibajavité rendszerek mint pl. a NER
(Nucleotide Excision Repair), BER (Base Excision Repair) eltavolitjak miel6tt a sejt
belépne a sejtciklus szintetikus fazisaba. Ezen javité mechanizmusok azonban nem tudjak
az Osszes hibat javitani, igy a fennmarado6 1€zidk a sejtciklus S fazisaban a replikécios
villdk  elérehaladasat megakadalyozzdk. A  befejezetlen replikaci6 genomikus
instabilitashoz illetve a sejt haldldhoz vezet, amelynek elkeriilése érdekében az evolicio
soran kialakultak olyan DNS hibajavité rendszerek melyek segitségével a sériilt DNS
szakaszok is atirasra keriilhetnek.

Elesztdvel végzett kutatisok azonositottdk a DNS-hiba atirasban szerepet jatszo
legfébb géneket. Ezen kutatasok alapjan a karosodott DNS replikacidja elsdsorban egy
Rad5 fehérje fiiggd, a replikacios villa megforditasan alapuld ugynevezett copy choice
mechanizmus segitségével torténik. Emellett egyéb atirast biztositd rendszerek is
mitkddnek, amelyek soran specializalédott 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 ¢leszté TLS polimeraz 1 homologjanak hibaja egy rakos
betegséget, a Xeroderma Pigmentosum Varians (XP-V) formajat okozza. Feltételezheto,
hogy a Rad5 emberi megfeleldjének elvesztése is sulyos kovetkezményekkel,

daganatképzodéssel vagy apoptozissal jar, mivel élesztoben a replikacios villa blokkjat



okoz6 hibak javitasaban elsésorban a Rad5 fehérje vesz részt, mig a polimeraz n és a
tobbi TLS polimeraz szerepe 1ényegesen kisebb.

Munkéam célja az ¢leszté Rad5 fehérje human homoldgjanak azonositasa, annak
vizsgalata, hogy a Rad5-fiiggé DNS hiba atirdsi utvonal emberben is megtalalhato-e.
Illetve a Rad5 homologok segitségével a karosodott DNS replikacidjanak

tanulmanyozéasa emberben.

2 Anyagok és modszerek

Rekombinans DNS-technikék
-Polimeraz-lancreakcio (PCR), illetve PCR alapu mutagenezis
-Restrikcios emésztés
-DNS fragmentumok ligalésa

-Agaroz gélelektroforézis

Fehérje modszerek
-Fehérjék tisztitasa élesztobol
-GST pull down

-In vitro ubikvitilalas

Sejtbiologiai kisérletek
-koimmunoprecipitacid
-In vivo ubiqukvitilalasi kisérletek

- Replikaci6 vizsgéalata DNS fiber modszerrel

Elesztégenetika

-Komplementacios kiséretek

Szamitogépes modszerek
-Fehérje szekvenciak illesztése

-Fehérje adatbazisok sziirése



3 Eredmények és megvitatasuk

3.1 1. Az éleszté Rad5 fehérje strukturalis emberi megfeleldinek azonositisa

A Rad5 human homologjainak azonositdsat szekvencia adatbazisok szlirésével
kezdtiik, az ¢éleszté Rad5 fehérje aminosav szekvencidjat hasznalva a sziirés alapjaul. Két
emberi fehérjét a HLTF-et és az SHPRH-t azonositottuk, amelyek aminosav
szekvenciaja, domén szerkezete nagy hasonldosdgot mutatott Rad5-ével. Mindkettdben
megtalalhatd a RadS-re jellemzd, SWI/SNF csaladhoz tartozd, hét motivumbol allo
helikdz domén és a harmadik és negyedik helikdz domén kozé ¢kel6dott RING finger
domén. A HLTF ¢és a Rad5 N-terminalisan talalhaté egy szekvencia elem a HIRAN
domén, amely az SHPRH-ban nincs jelen, funkcioja jelenleg ismeretlen, predikciok DNS
hiba felismerd, DNS kotd aktivitast tarsitanak hozza. Az SHPRH N-terminalisat két
motivum, a hiszton linker fehérjékre jellemzé HI15 és egy PHD domén gazdagitja,
amelyek sem a Rad5-ben, sem a HLTF-ben nem talalhaték meg.

A HLTF mRNS-érdl két, az N-termindlis régioban kiillonb6z6 fehérje termék
keletkezik emberi sejtekben. A 123. pozicidban taldlhatd egy metionin, amely egy
alternativ transzlacids start kodonként funkcional, amely egy rovidebb 886 aminosavas
fehérjét eredményez a teljes hosszusagt, 1009 aminosavas fehérjével szemben. A révid
izoformabol a HIRAN domén hidnyzik. Bizonyitott, hogy ezen izoforma transzkripcios
faktorként specifikus promoter régiokhoz kotddve fehérjék transzkripciojat aktivalja.
Példa erre a plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAL-1) fehérje, amely promoéterének B
box eleméhez kotddve annak transzkripcidjat serkenti. Ezzel szemben a HLTF hosszu
izoformdjardl, mely a HIRAN domént tartalmazza, nem mutattak ki transzkripcios faktor

aktivitast.

3.2 A HLTF részlegesen menekiti az éleszté Rad5 DNS karosité hatasokra
mutatott érzékenységét
A funkcionalis homoldgia ellenérzésére iranyuld kisérletekben elészor megvizsgaltuk,
hogy a HLTF és az SHPRH képes-e menekiteni vagy enyhiteni az éleszté rad5 delécios
mutans UV érzékenységi fenotipusat. A HLTF és SHPRH cDNS-¢ét élesztd expresszids



vektorokba klonoztuk kiillonb6zd expresszids szintet biztositd promoterek mogé. Az
elkésziilt plazmidokat rad5 delécios mutansba transzformaltuk, a transzformansok UV
érzékenységét Osszehasonlitottuk a rad5 delécids és a vad tipusu éleszté térzsek UV
érzékenységével. A HLTF esetében nagyon enyhe komplementaciot 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 delécios mutans alkalmazasaval rad5 egyes
mutans helyett. Ezen az érzékenyitett hattéren a HLTF UV érzékenységet komplementalod
hatasa egyértelmlien detektalhatdé volt, feljavitva a rad30rad5 kettés mutans UV
érzékenységét rad30-éig. Az SHPRH-val nem figyeltink meg komplementaciot

rad30rad5 hattéren sem.

3.3 A HLTF és az SHPRH kolcsonhat a Rad5 kolesonhaté partnereinek

emberi megfeleldivel

Megvizsgaltuk, hogy a HLTF ¢és az SHPRH kolcsonhatasba 1épnek-e a Rad5 fehérje
ismert interakcids partnereinek humén homologjaival. A Rad5 kolcsonhatasba 1ép a
Rad6-Rad18, Mms2-Ubc13 ubikvitin ligdz komplexekkel, a PCNA-vel. Az interakciok
ellendrzését GST pull down-nal, koimmunoprecipitdciés kisérleti rendszerekkel
végeztik. Interakciot mutattunk ki a HLTF és a hPCNA, a HLTF ¢és a hRad18, a HLTF
¢s a hUbcl13-hMms2 kozott illetve az SHPRH ¢és a hUbcl13-hMms2 kozott. Ezen
interakciok megléte megerdsitik azon feltételezésiinket, hogy a HLTF, az SHPRH ¢és a

Rad5 funkcionalis homoldgok.

3.4 A HLTF és az SHPRH stimulalja a PCNA poliubikvitilaciéjat

Elesztében DNS-karosodas hatasara a Radl8 monoubiquitililia 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
stimuldlja-e a PCNA poliubiquitilalasat. Eredményeink szerint humdan sejtekben az
Mms2-Ubcl3 és a Radl8 overexpresszidja stimuldlja a PCNA poliubiquitilalasat,
amelyet a HLTF tovabb fokoz, arra utalva, hogy a HLTF Rad18-al és Ubc13/Mms2-vel
egylttmiikodve a Rad5-hoz hasonl6 ubikvitin ligdz aktivitassal rendelkezik. A HLTF-rol



¢s az SHPRH-rdl in vivo kisérletekben kimutattuk, hogy a Rad6-Rad18-al és Mms2-
Ubc13-mal egyiittmiikddve poliubiquitilalja a PCNA-t.

3.5 A HLTF részt vesz a kirosodott DNS replikaciéjaban

A HLTF-et eldszor transzkripcids faktorként azonositottadk, azonban csoportunk
eredményei szerint a HLTF részt vesz a karosodott DNS replikdciojaban is. Ennek
bizonyitasara a DNS fiber mddszert hasznaltuk, amely segitségével a replikacios villak
lathatova tehetéek. Megfigyeltik, hogy a HLTF siRNS-el valé csendesitése
kovetkeztében a DNS karosodas hatdsara megallt replikacios villak Gjraindulasa gatolt,
hosszabb 1d6t vesz igénybe, mint a HLTF megfeleld expresszidja esetén, a karosodas
ellenére tovabbhalad¢ villak atlagsebessége lecsokken, az eredeti sebesség helyreallasa

hosszabb 1ddt vesz igénybe.

A fent bemutatott kisérleteinkkel a HLTF (Helicase like transcription factor) és
az SHPRH (SNF2 histone linker PHD RING helicase) fehérjéket mint az éleszté Rad5
DNS karosodas tolerancia utvonalban szerepet jatszd fehérje strukturalis és funkcionalis
emberi megfeleldit azonositottuk. Bizonyitottuk, hogy a Rad5 képviselte DNS hiba 4tir6
utvonal erésen konzervalt, emberben is megtalalhatd. A munkank soran kapott
eredményeink ¢és a veliik parhuzamos, mas laboratoriumokbdl szarmazo, fiiggetlen
tanulméanyok egyértelmlien bizonyitjdk, hogy az SHPRH és a HLTF, potencialis
tumorszupresszor fehérjék az evolucid sordn er0sen konzervalt mechanizmuson, a PCNA
poliubikvitilalasan keresztiil védik a sejteket a mutaciok, illetve a rakos sejtekre jellemz6
genomikus instabilitas kialakulasatol.

A csoportunkban folyd jovObeni kutatasok e fehérjék karosodott DNS

replikacidjaban betoltott pontos szerepének tisztdzdsara iranyulnak majd.
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Nyilatkozat
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