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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonet illeti mindazokat, akik hozzajarultak ahhoz, hogy kutaté lettem. Nagyon
sokan vannak és elnézést kérek, de nem sorolhatok fel mindenkit.

Tatai gimnazista korombdl kiemelem kémiatanaromat, Maknics Gyulat, és
fizikatanaromat, Mészaros Andrast, akiknek elhittem, hogy van keresnivalom a
természettudomanyos palyan.

Mar elsé éves szegedi biologus hallgatokén megérintett az MTA Szegedi
Biologiai Kozpontjanak tudomanyos légkore, ahol érz6dott a levegdben, hogy a tekintély
alapja a tudas és nem a beosztas vagy a kor — ebbdl a szempontbdl az SZBK akkoriban
unikum volt Magyarorszagon. Szerencsésnek gondolom magam, hogy Udvardy Andor
laboratoriumaba jelentkeztem szakdolgozonak az SZBK Biokémiai Intézetébe.
Fantasztikus ¢élmény volt az egyetemi éveim elején rogton nemzetkdzi szinvonala
kutatdsba csoppenni és érezni, hogy lehetéségem van felfedezni valamit. Koszonom
Udvardy Andornak, hogy személyesen tanitott meg pipettazni, klonozni, fehérjét
tisztitani, és hogy mindig szant id6t kisérleteim megvitatasara. Itt tanultam meg igazan
kitartoan kisérletezni, hinni abban, hogy ha mindent beleadunk akkor elébb utdbb
mitkddni fognak a kisérletek, hiszen mint mondta “a természetben nincsenek csodak csak
rosszul elvégzett kisérletek™.

A masik életre sz0l6 hatas Satya Prakash laboratoriumban ért posztdoktorként
Amerikéban az University of Texas Medical Branch kutatoéintézetben. Azon feliil, hogy
mindent biztositott a produktiv kutatashoz, kiilonosen halds vagyok Satya Prakash-nak,
mert engedett betekinteni abba is, hogy nemzetk6zi szintéren hogyan lehet sikeres egy
kutato.

Ko6szondm Raské Istvannak, hogy most itt az SZBK Genetikai Intézetében
dolgozom. Az intézet igazgatdjaként hivott haza az USA-bol csoportvezetdonek és szavat
allva, folyamatosan egyengette kutatocsoportom fejlodését. Hatarozott vezetdi stilusabol
is sokat tanultam. A Genetikai Intézet szdmos munkatarsdnak is megkdszondom, hogy
segitettek a mai szintre fejleszteni csoportom kutatésait.

Koszonet illeti a Mutagenezis és Karcinogenezis kutatocsoportom jelenlegi és

volt tagjait. Mar harminc koriil jar azoknak a szama, akik megfordultak a laborban ezért
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inkabb kiemelés nélkiil emlitem meg, hogy rengeteget tanultam t6liikk és szamos
tudomanyos otlet, hipotézis, és eredmény nem sziiletett volna meg nélkiiliik.

Végiil, de nem utolsoésorban, megkiilonboztetett koszonet jar csaladomnak.
Edesanyamnak, édesapamnak, és hugomnak, akik barmit is akartam, mindig tiszta
szivbdl tamogattak. Ez a hattérbdl sugarzé belém vetett hit soha nem engedte, hogy akar
csak megforduljon a fejemben, hogy befejezetleniil hagyjak valamit. Feleségemnek, aki
kutat6i palyam indulédsatol kezdve mellettem allt és szakmabeliként rengeteg kritikaval és
tanaccsal latott el. Gyermekeimnek, akiktdl sok boldogsagot és erét kaptam, és akiktdl
bocsanatot is kérek, hogy oly sok iddt toltottem a laborban; — remélem hasonld

szenvedélyben egyszer nekik is lesz résziik.
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BEVEZETES

1. A karositott DNS replikdciojaban szerepet jatszo DNS hibatoleralo mechanizmusok

Genetikai 06rokitd anyagunkat folyamatosan érik kérositd hatasok, amelyek
tobbek kozott a DNS bazisainak modosuldsat €s lanctoréseket eredményezhetnek. A
karositd hatasok eredhetnek a kiilsé kornyezetb6l, mint példaul a nap ultraibolya
sugarzasa, amely elsésorban a szomszédos citozin ¢és timin bazisok kovalens
keresztkotését eredményezheti, illetve belsd metabolikus folyamatokbol, melyek soran
keletkezO reaktiv molekulak leggyakrabban oxidativan illetve hidrolizis utjan
karositanak. A genetikai informacio épségének megdrzése érdekében a sejtekben
tobbféle, alternativ. DNS hibajavitdé folyamat fejlédott ki. Ezen rendszerek
meghibasodasa, illetve nagymértéki DNS karosodaskor, telitddése esetén a sériilt DNS
javitdsa nem torténik meg maradéktalanul. A ki nem javitott DNS karosodasok
leginkdbb a DNS replikacidja soran okoznak problémat, mivel a replikacios DNS
polimeraz gyakran nem képes a karosodott bazisokon keresztiil torténd atirasra és ezért
a replikacios villa megakad. Nagymértekit DNS kérosodés és az ennek kovetkeztében
fellépd befejezetlen DNS szintézis a sejt haldldhoz vezethet. Ennek elkeriilésére
fejlodtek ki az tin. DNS hibatolerald mechanizmusok, amelyek nem vesznek részt a
DNS hibdk kozvetlen javitdsaban (tehat nem DNS hibajavitdo folyamatok), viszont
valamilyen modon biztositani képesek a replikacios villa athaladasat a sériilt DNS
szakaszon (azaz a sejt toleralja a DNS hibat).

A kérositott DNS replikacidja lehet hibamentes, azaz a mintaszal eredeti
(kérosodas elotti) bazisanak komplementer bazisa épiil be (pl. oxidativan karositott G-
vel szemben C épiil be), illetve torténhet mutaciot generdlva, azaz a mintaszal eredeti
bazisanak nem a komplementer bazisa épiil be (pl. oxidativan kérositott G-vel szemben
A ¢épiil be). Hibamentes atiras a genom stabilitdsahoz jarul hozza, mig fokozott mutaciot
generald atirds a genom instabilitdsdhoz vezet és magasabb rendi eukariotdkban a
karcinogenezis mozgatorugdjava valhat.

Kutatdsaim kezdetén a karositott DNS replikacidjanak mechanizmusai és az

ebben részt vevo fehérjék nagy része még ismeretlen volt.
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1I. Az élesztd RAD6-RADI18-POL30 DNS hibatolerdlé uitvonal

A DNS hibatoleralasban szerepet jatszo eukariota gének jelentds része genetikai
modszerekkel a siitéélesztében “Saccharomyces cerevisiae’-ban (tovabbiakban:
¢lesztd) keriilt azonositasra. Kiilonb6z6 DNS karosité agensekre érzékeny élesztd
mutansok episztazis analizise jol elkiilonitette a gének egy csoportjat, az in. RADG6-
RADI18-POL30 episztazis csoportot, azoktdl a génektdl, amelyek kozvetlen szerepet
jatszanak a DNS hibdk javitasaban, mint pl. a nukleotid kivagd hibajavitast végzd
RADI-RADI0 episztazis csoport. Vilagossa valt, hogy a rad6 ¢és radl8 élesztd
mutansokban jelentds zavar tdmad a karositott DNS replikacidjaban, €s a sejtciklus S-
fazisanak végén az tijjonnan szintetizalodott DNS szalon a DNS hibakkal szemben rések
maradnak.

Késdbbi, a RAD6-RADI18-POL30 csoporton beliil végzett episztazis analizis,
harom egymastol nagymértékben fiiggetlen csoportot azonositott, a REVI-REV3-REV7,
a RAD30, és a RAD5S-MMS2-UBC13 géneket (Fig.1). Kutatasaink soran fel kivantuk
tarni mindharom csoport fehérjéinek szerepét a karosodott DNS replikacigjaban.
Megemlitem, hogy ez a lista mar nem tekinthetd teljesnek, ui. tobbek kozott
kutatocsoportom is sikerrel azonositott illetve azonosit a RAD6-RADIS-POL30
csoporthoz rendelhet6 0j géneket.

A gének fehérjetermékeinek részletes biokémiai vizsgalata kimutatta, hogy a
Rad6 fehérje egy ubikvitin-konjugdld enzim, amely komplexben taldlhaté a Radl8
ubikvitin ligazzal. A Rad6-Radl8 komplex ubikvitindlja a POL30 gén altal kodolt
PCNA molekulat, amely a replikacios villa tagjaként gytiriit alkot a DNS koriil és a
replikacios DNS polimerazzal kapcsolatot tartva azt a primer kozelében tartja. A REV3-
REV7 gének egy két alegységes DNS polimerdzt a Poll-t, kodoljak; a Revl is
rendelkezik egy specidlis DNS polimerdz aktivitassal; és a RAD30 gén is kodol egy
sajatos DNS polimerazt, a Poln-t. Tovabba, az Mms2-Ubc13 komplex egy specialis
ubikvitin konjugalé enzim, amely K63-kapcsolt poliubikvitin lancot képes felépiteni. A
Rad5-rdl ismert volt ATP4z aktivitasa, de funkciodjat sejtetd biokémiai adat sokaig nem

allt rendelkezésre.
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Komoly kihivast jelentett a fenti ismeretek bdvitése és az, hogy betekintést

nyerjiink a karositott DNS replikdciojanak a mechanizmusaiba.

RADG6-RADI8

A 4
POL30 (PCNA)
/v\
REV3-REV7 (PO]Q, REV] RAD30 (POII]) RADS, MMS2-UBC13
mutaciot generalo hibamentes hibamentes
(masolas a karositott szalrol) (masolas a karositott szalrél) (mintaszal valtas, masolas a testvérszalrol)

Fig. 1 A Kkarositott DNS replikaciéjaban szerepet jatszo élesztd gének episztazis

csoportjai

III. Kutatdsi stratégia: konzervdltsag az éleszto és human DNS hibatolerdlasban

Korabbi megfigyelések azt mutattak, hogy a DNS hibajavitasban szerepet jatszo
gének és mechanizmusok nagymértékben konzervalodtak az eukariota sejtek evolucioja
sordn; igy az ¢élesztd és az emberi sejtek DNS hibajavitasa kozott is nagyfoka
hasonlésag taldlhat6. Ennek fényében nem meglepd, hogy az emberi sejtek DNS
hibajavitasi utvonalainak feltarasahoz az élesztében megismert folyamatok mar
korabban is rendkiviil j6 modellt szolgaltattak. A DNS hibajavitashoz képest azonban a
DNS hibatolerdldé mechanizmusok feltardsa nagyban késett és errél kutatdsaink

kezdetén még az ¢lesztd esetében is csak korlatozott ismeretek alltak rendelkezéstinkre.
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Az emberi sejtek esetében még az alapvetd DNS hibatolerdldé mechanizmusok sem
voltak ismertek.

Mar kutatasaink elején feléllitottuk azt a munkahipotézist, hogy a karositott
DNS replikéacidjanak alapvetdé mechanizmusai és a folyamatban részvevd enzimek
nagyfokl hasonldsdgot mutathatnak élesztd és emberi sejtekben. Erre a DNS hibajavitas
ismert konzervaltsagan feliil az is alapot adott, hogy a DNS hibatoleralas
feltételezhetden egy Osi folyamat, amely a szintén nagy fokban konzervalodott DNS
replikacioval egy iddben jelent meg és szoros Osszefliggésben fejlodott. Ezek alapjan
feltételeztiik, hogy az éleszté RADG6-RADI8-POL30 hibatoleralasi utvonal szamos
eleme szintén konzervalodhatott emberi sejtekben, melyre kezdetben csak néhany mar
azonositott homolog gén, mint a human RAD6, RADI1S, és REV1 jelenléte utalt. Az
emberi hibatoleraldé utvonal alapvetd elemeinek €s mechanizmusainak azonositisara
késébb, tobbek kozott kutatasainknak is kdszonhetden, keriilt csak sor. Hipotézisiinket
szem elott tartva egy adott kérdés megvalaszoldsadhoz gyakran valtottunk az élesztd és
human kisérleti rendszerek kozott. Igy lehetéségiink volt kihasznalni az élesztd
szofisztikalt genetika hatterét, a human sejtekre kidolgozott és kifinomult sejtbiologiai
modszereket, és biokémiai modszerekkel Ossze is hasonlitani az éleszté és human
homolog fehérjéket. Ez a stratégia, mint latni fogjuk, nem csak a karositott DNS
replikaciojanak jobb megértéséhez vezetett, hanem szdmos uj, ebben a folyamatban
szerepet jatszd human gén azonositdsahoz is segitséget nyuajtott.  Nem ért
meglepetésként, hogy a leirt gének tobbségérdl az is kideriilt, hogy szerepet jatszanak a
mutagenezisben és karcinogenezisben illetve tumor szuppresszorok, mivel ez varhato a
kéarositott DNS hibamentes ¢és/vagy mutaciét eredményezd replikaciojanak

résztvevoitol.
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CELKITUZESEK

Munkdm f6 célja az eukaridta sejtek DNS hibatolerancia mechanizmusainak
felderitése volt. Elsésorban az éleszté tn. RAD6-RAD18-POL30 episztazis csoporthoz
tartoz6 géneknek illetve ezek human ortologjainak szerepét kivantam tisztazni a
karositott DNS replikaciojaban. Ennek érdekében a kovetkezd konkrét kérdésekre

kerestem a valaszt:

I, Hibadatiro DNS polimerdazok jellemzése

Egy-egy specialis hibaatir6 DNS polimeraz, mint a Poln, Polk, Poli, Revl és
Polg, milyen DNS hibdk atirdsaban jatszik szerepet és ennek milyen kovetkezménye

lehet a mutagenezisre ¢és karcinogenezisre?

II, DNS hibaadtirds szabdlyozdsa

Hogyan torténik a karositott DNS replikacidjanak szabdlyozasa; mi donti el,
hogy hibamentes vagy mutaciot generald hibaatirds torténik; hogyan kerililnek
kapcsolatba az egyes hibaatiro fehérjék a karosodasnal megakadt replikécios villaval;
mi ebben a szerepe a PCNA poszttranszlaciés modositdsanak (PCNA ubikvitinalasa és

sumoilalasa)?

III, Az éleszto DNS hibadtiro gének human ortologjainak azonositasa
Az élesztd RADG6-RADI8-POL30 gének szabalyozédsa alatt allo6 harom DNS

ror * o

RADS génnek; konzervéltak-e a PCNA poszttranszlacios modositasa révén megvalosulo

DNS hibaatiras szabalyozasi folyamatai?

1V, DNS mintaszal valtdas utjan megvalosulo DNS hibadtirds

Milyen mechanizmus révén biztositja az élesztd Rad5 és a human HLTF fehérje,
a karositott DNS specialis hibaatir6 DNS polimeraz segitsége nélkiill megvaldosuld

replikaciojat?
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FELHASZNALT MODSZEREK

1. Biokémiai és enzimologiai modszerek

- Elesztd és human fehérjék tultermelése E. coli, human, illetve élesztd sejtekben, majd
affinitds és hagyomanyos kromatografias modszerekkel homogenitasig torténd
tisztitasuk

- DNS hibék atirdsadban szerepet jatszo DNS polimerazok, DNS helikazok, és ubikvitin
ligdzok biokémiai jellemzése; ’steady-state” enzim-kinetikai jellemzések

- Fehérje-fehérje illetve fehérje-DNS interakcidk tesztelése “pull down”, gélfiltracids

kromatografia, és gél retardacids technikakkal

II. Elesztd genetikai modszerek

- Homoldég rekombinédcion alapuld génkiiitéssel ill. géncserével élesztd mutansok
generalasa

- Eleszté mutansok DNS karositd agensekre mutatott érzékenységi és mutacids
gyakorisag tesztje; mutans génekkel végzett komplementécios kisérletek

- Mutédnsok episztazis analizise

- Eleszté két-hibrid sziirések és direkt interakcios tesztek

III. Human szovettenyészetek, sejtbiologiai modszerek

- siRNS ¢és shRNS géncsillapitasok, vad és mutans fehérjéket expresszald illetve
géncsillapitott stabil human sejtvonalak eldallitasa

- Humén sejtek DNS karositdé dgensekre mutatott érzékenysége, mutacios rataja, és az
egyedi replikéacios villak sebességének mérése konfokalis mikroszkopidn alapuld un.
DNS fiber technikaval

- Konfokalis pasztazoé mikroszkdpos technikan alapuld fehérje lokalizaciés vizsgalatok
- Fehérje-fehérje interakciok tesztelése un. GFP fluoresszencia helyreallassal illetve

,»pull-down” médszerekkel

10
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elakadt replikacios villa mentése

™
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Fig. 2 A DNS hibdnal elakadt replikaciés villa mentésének lehetséges
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mechanizmusai

EREDMENYEK és ERTELMEZESUK

1, Hibadtiro DNS polimerazok jellemzése

A kérosodott bazisokon keresztiil torténd DNS szintézisre képes DNS hibaatiro
polimerazok ( Poln, Polk, és Polt ) Satya Prakash laboratoriumaban (University of
Texas Medical Branch, Galveston, TX, USA) keriiltek felfedezésre. A téma indulasatol
kezdve részt vettem ezekben a kutatasokban. Elsdsorban arra kerestiik a valaszt, hogy

milyen DNS karosodasokat képesek ezek a specialis DNS polimerdzok atirni, illetve,

11
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milyen kovetkezménye van annak a sejtben, ha egy adott DNS polimeraz nem
megfeleléen mitkddik. Munkank eredményeként megduplazddott a leirt és jellemzett

eukariota DNS polimerazok szama.

1, Human és éleszté DNS polimeraz éta (Poln) szerepe

A Poln-rol sikertilt kimutatnunk, hogy egyediilalloan, szdmos karositott bazissal
szemben képes a megfeleld, az eredeti bazissal komplementer bazis beépitésére, és igy
hibamentes atirast biztosit. Feltartuk, hogy a metabolikus folyamatok soran spontdn és
nagy gyakorisaggal keletkez6 8-oxoguaninon keresztiil is képes DNS szintézisre.
Kinetikai vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a Pol n els6ésorban C-t épit be 8-
oxoguaninnal szemben mig maés polimerazok elsdsorban A-t. Elesztd genetikai
vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a Poln ezen tulajdonsaganal fogva nagymértékben
hozzajarul a spontan mutacidk elleni védelemhez (24). Hasonld vizsgalatokkal
bizonyitottuk a Poln szerepét az O(6)-metilguanin hibamentes atirasaban (22) viszont
kizartuk szerepét az abazikus helyek atirasaban (21).

Ezek a kisérletek bizonyitottak els6ként, hogy a Poln szamos spontan kialakult
DNS hiba esetén is hibamentes atirast biztosit, és igy jelentdsen hozzajarul a genom

stabilitasahoz.

2, DNS polimeraz iota (Poli) és Revl, a Watson-Crick bdzisparosodast nem teljes
meértékben kéveté DNS polimerdzok jellemzése

A Revl enzimrdl steady-state kinetikai elemzéssel kimutattuk, hogy valdjaban
egy specifikus DNS polimeraz, amely nagy hatékonysaggal épit be C-t G-vel szemben,
viszont mas bazisok beépitésében tobb nagysagrenddel kisebb hatékonysagu. Szamos
karosodott bazissal szemben ugyan képes C-t beépiteni, ennck ellenére szerepe
elsdsorban strukturalis ui. kimutattuk, hogy a reviA élesztd torzs DNS karositd agensre
mutatott érzékenységét a polimeraz aktiv centrum pontmutans Revl képes
komplementalni (15).

A Polu fehérjérdl elséként sikeriilt megallapitanunk, hogy DNS polimerdz
aktivitassal rendelkezik. Leirtuk, hogy a Polt ugyan G, A, C bazisokkal szembeni

12
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beépitések soran koveti a Watson-Crick bazisparosodasokat, azonban T-vel szemben
rendkiviil sajatosan nem az A hanem a G bazis beépitését részesiti elonyben.
Kideritettiik azt is, hogy a karosodott bazisokon, pl. (6-4) T-T fototermék vagy abazikus
hely, torténd replikdciot mutdciot generalva segiti (23). Magyarézattal szolgéltunk arra
is, hogy az in. bazis kivagd hibajavité folyamat DNS szintézis 1épésénél a sejt milyen
mechanizmussal gatolja a gyakran nem megfeleld bazist beépitd hibajavité DNS
polimerazok miikodését (12).

Vizsgalataink a DNS polimerazok leirdsan til megmutattak, hogy vannak olyan
DNS polimerazok, melyek ugyan eldsegitik a karositott DNS replikacigjat, és igy a sejt

tulélését biztositjak, ezt azonban a mutaciok ndvekedésének az aran teszik.

3, DNS polimerdz zéta (Pol() és DNS polimeraz kappa (Polk): a DNS hibakkal szemben
elhelyezkedé 3° DNS végek tovabbirasara kifejlodétt DNS polimerazok

Mig a fent részletezett DNS polimerdzok a karositott bazisokkal szemben
torténd beépitésre képesek, vizsgalataink kozben arra lettiink figyelmesek, hogy a Poll
¢s Polk méas mechanizmussal segiti a karositott DNS replikaciojat. Enzim-kinetikai
vizsgalataink fényt deritettek arra, hogy ezek a polimerazok kis hatékonysagtiak a
karositott bazisokkal szemben torténd beépitésben, de rendkiviil eredményesek a
karositott bazisokkal szemben elhelyezkedé 3° DNS végek tovabbirasaban. igy pl. a
Pol{ hatékonyan képes tovabbirni az abazikus hellyel szemben illetve a (6-4) T-T
fototermékkel szemben elhelyezkedé nem parosodd 3’ DNS végeket (13, 20, 23). In
vitro DNS szintézis rendszeriinkben arra is fényt deritettiink, hogy a Polxk is els6sorban
tovabbirasra kifejlodott polimeraz (14)

Ezek a vizsgélatok jelentették az elsé bizonyitékait annak, hogy Iléteznek
kimondottan nem bazisparosodott 3° DNS végek tovabbirasara kifejlodott DNS

polimerazok.

4, Egy beépité és egy tovabbiro DNS polimeraz dsszjatéka hatékony hibaatirdst
eredményezhet
Miutan kimutattuk, hogy a karositott bazisokkal szemben a DNS hibaatiro

polimerazok nagy része vagy beépit vagy tovabbir, felallitottuk azt a hipotézist, hogy
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két polimerdaz, melyek kozil az egyik beépitd a masik tovabbiro, Osszjatéka
hatékonyabb hibaatirast eredményezhet. Valoban, in vitro DNS szintézis rendszerben,
kinetikai kisérletekkel is megtdmogatva bebizonyitottuk hipotézisiink helyességét. Pl. a
Polv és PolC kiilon-kiilon nem, egyiittmiikddve azonban hatékonyan irja 4t az abazikus
helyeket vagy a (6-4) T-T fototerméket (20, 23).

Ezek a kisérletek alapoztdk meg a ma mar széles korben elfogadott két

polimeraz-fiiggd DNS hibadtirasi modellt.

II, DNS hibadtiras szabdlyozdsa

A karositott DNS replikdciojaban szerepet jatszo polimerazok felfedezése és
biokémiai jellemzése utdn szamos izgalmas kérdés vetddott fel. Mivel egyidejiileg
mindegyik DNS hibaatird polimeraz megtalalhatd a sejtben, mi donti el, hogy végiil
melyikiik fér hozzd a DNS hibanal megakadt replikaciés villahoz? Hogyan keriilnek
kapcsolatba az egyes hibaatird fehérjék a replikacids villanal talalhatd fehérjékkel és
milyen mechanizmusok dontenek arrdl, hogy torténjen-e hibadtirds egyaltalan és az
hibamentes vagy mutaciot generald legyen; vagy, kiillondsen sulyos DNS karosodas

esetén, a sejt inkabb a szabalyozott sejthalalt valassza?

1, Poln és a PCNA fehérjék interakciojanak felfedezése

A replikécios villdban az Gjonnan szintetizalodd DNS szdlak 3’ végei nem
szabadon hozzaférhetéek, mivel ezeket koti aktiv centrumaban a replikaciot végzé DNS
polimeraz. Szamos replikacios fehérje koziil kozponti szerepet tolt be a harom azonos
alegységbdl felépiilo gytlirtiszeri PCNA molekula, amely a DNS-t koriilolelve azon
cstiszva szolgal kapocsként a vele fizikai kapcsolatban taldlhatd replikdcios DNS
polimerdz szamara. A Poln 3° DNS véghez torténd hozzaférésének vizsgalata soran
megfigyeltik, hogy a PCNA nagymértékben fokozza a Poln DNS szintetizald
aktivitasat, melyet kinetikai vizsgalataink is megerdsitettek (18, 19). Tisztitott
fehérjékkel végzett lecsapasi és gélfiltracios kisérletekkel, és ¢€lesztd két hibrid
madszerrel is bizonyitottuk a PCNA és a Poln fehérjék fizikai interakcigjat. A PCNA
interakcioért felelds régiot delécios és pontmutans Poln fehérjék felhasznalasaval

sikertilt térképezniink. PCNA-koté helyben mutans Poln-t hordozd élesztd torzsek
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segitségével bizonyitottuk, hogy a Poln-PCNA interakcié elengedhetetlen ahhoz, hogy
a Poln részt vegyen a karositott DNS replikaciojaban (19).

Ezek az eredményeink jelentették az elsd betekintést abba az irdnyba, hogy
milyen modon keriilhetnek a DNS hibaétird polimerazok kapcsolatba a DNS hibanal

elakadt replikacids apparatussal.

2, Hibaatiro DNS polimerdzok-PCNA interakcio dltalanos jelentosége

Miutan realizdltuk a Poln és a PCNA kapcsolodasanak jelentdségét,
megvizsgaltuk azt a lehetdséget, hogy mas hibaatird polimerazok is a PCNA fehérjén
keresztiil keriilnek-e kapcsolatba az elakadt replikdcios villaval. Meglepetésiinkre azt
talaltuk, hogy ez altalanos érvényli és mind a Polk (16) mind a Polt (17) képes
fizikailag interakcioba lépni a PCNA-val, amely DNS szintetizald aktivitasukat is
fokozza. Ezen feliil mas DNS hibajavitasban szerepet jatszo fehérjék esetében is
bizonyitottuk a PCNA interakci6 jelentdségét (4, 8). A PCNA kapcsolodasért felelds
fehérje motivum térképezése utan kimutattuk, hogy a PCNA interakci6 elengedhetetlen

a polimerazok replikaciés fokuszokba torténd lokalizacidjahoz.

DNS kiirositis POLIMERAZ VALTAS
hibamentes vagy muticiot
PCNA monoubiky ilinzild/ generalo dtiras
g de K 164 DS/ i
< p‘%\f Rad6/Radl8 [ S
: - —_— = T
S
'“ﬁﬁ“‘
¥

PCNA

MINTASZAL VALTAS

replikicios villa megforditiasan
alapulé hibamentes replikiacio

PCNA poliubikvitinalas

Fig. 3 PCNA mono- és poli-ubikvitinilas szabalyozé szerepe a hibaatirasban
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3, A PCNA poszttranszilacios modosuldsainak (ubikvitin és SUMO) szerepe a DNS
hibaatirasban

Idékozben  kimutatasra  keriilt, hogy az ¢leszt6 PCNA molekula
poszttranszlacidosan modosulhat ubikvitin fehérjével, mely DNS karositdé hatasra
kovetkezik be, és SUMO fehérjével is, amely a sejtciklus S fazisdban megy végbe. Ezek
jelentéségének a vizsgalatdhoz ¢élesztd mutansokat készitettiink, melyekben
pontmutaciokkal inaktivaltuk a PCNA ubikvitin (K164) illetve a SUMO (K164 ¢és
K127) mddosulési pontjait. A mutansok episztazis analizisével megvilagitottuk, hogy a
PCNA ubikvitindlodasa kulcsfontossdgi a DNS hibaatird polimerazok miikddéséhez,
mig a PCNA SUMOilélasa a rekombinaciés folyamatok gatlasat eredményezi (11).
Megallapitottuk, hogy a PCNA ubikvitindloddas nem eredményez fokozott DNS
polimeraz aktivitast, viszont fontos a polimerdazok replikécios villahoz torténd
hozzéaférésé¢hez (9). Sikeriilt kidolgoznunk a PCNA kémiai uton torténé SUMO és
ubikvitin modositasat (1) és igy nagy mennyiségben torténd tisztitdsat, amely
megnyitotta az utat tovabbi, elsésorban strukturalis vizsgélatok iranyaba is.

Ezek a kisérleteink mélyebb betekintést adtak a PCNA ubikvitin médositas
funkcidjaba ¢és elsdként szolgaltattak bizonyitékot az ¢éleszt6 PCNA SUMO

modositdsanak a rekombinacié gatlasdban betoltott szerepére.

Snf2 H15 PHD RING

. SHPRH (1-1683 ) [ T ] T T

HIRAN Snf2 RING

Hs, HLTF (1-1009 00 [N 5 o I |

3L

HIRAN Snf2 RING

Se.Rads (1-11692a) o T

3L

H15: histon H1 és H5 domén
HIRAN: DNS koté domén

PHD: PHD-finger domén
RING: RING finger domeén

Snf2: SNF2 helikaz domén

OROEO

Fig. 4 Az éleszt6é Rad5 fehérje és ortolégjai, a human SHPRH és HLTF, domén

szerkezete
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I, Az éleszto DNS hibadtiro gének human ortologjainak azonositdasa

Elesztében a RADG-RADI8-POL30 gének szabalyozasa alatt harom hibaatiré

utvonal mitkodik. Miutdn masok és sajat eredményeink alapjan bizonyossa valt, hogy a
Poln- és a PolC-fiiggd két utvonal nagymértékben konzervalddott az éleszt6tdl egészen
a human sejtekig, figyelmiink a harmadik RADS5-fiiggd hibadtirasi utvonal iranyaba
fordult. Ismert volt, hogy élesztében a Rad5 ubikvitin-ligdzként miikodve a PCNA K63-
tipusu poliubikvitinalasaért felelds, amely eléfeltétele a hibamentes atirasnak. Kérdéses
volt, hogy ez az itvonal élesztd specifikus vagy human sejtekben is fellelhetd, mivel az

¢leszté Rad5 human ortologja el6z6leg még nem keriilt azonositasra.

1, A human SHPRH fehérje az éleszté Rad5-héz hasonloan a PCNA poliubikvitin
ligazakent miikédhet

Az ¢lesztd Rad5 humén homologja utan kutatva fehérje motivum analizissel
azonositottuk a human SHPRH fehérjét majd funkcionalis vizsgélatokkal bizonyitottuk,
hogy az SHPRH az ¢leszté Rad5 egy funkciondlis homolédgja (7). Tisztitott SHPRH
fehérjét biokémiai vizsgalatnak aldvetve kimutattuk, hogy a Rad5-hoz hasonldan a
PCNA poliubikvitin ligazaként funkcional, melyet aztan human sejtekben az SHPRH
tultermelésével in vivo is sikeriilt kimutatnunk. Mind in vitro mind in vivo fehérje-
fehérje interakcios vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy az SHPRH komplexet formal a
PCNA, Rad6-Radl18, és Mms2-Ubcl3 fehérjékkel, melyek a RAD6-RADI8-POL30

Ezen kisérletek els6ként jelezték az élesztd RadS hibaatiro tvonal és az ezzel
Osszefiiggd PCNA poliubikvitinalas konzervaltsagdt humdan sejtekben. Ezen feliil
megfigyeléseink, hogy az SHPRH a karositott DNS hibamentes replikaciojaban vesz
részt, molekularis betekintéssel szolgaltak az SHPRH mar korabban jelzett potencialis

tumor szuppresszor funkciojaba is.

2, A human HLTF fehérje az éleszto Rad5 ortologja

Aminosav-szekvencia ¢s domén-struktura konzervaltsagon alapuld analizislink
azt mutatta, hogy human fehérjék koziil a HLTF fehérje mutatja a legnagyobb fokua
homolodgiat az élesztd Rad5S fehérjével (5). Funkcidjanak feltardsa érdekében a HLTF
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gént ¢s az altala kodolt fehérjét szamos igen szertedgazo kisérleti rendszerben részletes
vizsgalatnak vetettiik ald, melyek soran a kovetkezé megfigyeléseket tettiik: a human
HLTF komplementalni képes az élesztd rad5A mutans DNS kérositdé hatdsra mutatott
érzékenységét; a HLTF ubikvitin ligdz aktivitassal bir, mely a PCNA-t képes K63
tipusu lanccal poliubikvitindlni; a HLTF fehérjekomplexet formal a Rad6-Radl8 és
Mms2-Ubc13 fehérjékkel.

Fenti kisérleti eredményeink elsdként jelezték, hogy a HLTF fehérje az élesztd
Rad5-h6z hasonldé mddon részt vesz a karositott DNS hibamentes replikacidjaban és igy
hozzajarul a genom stabilitdsanak a biztositasahoz. Mindez j6 6sszhangban van azzal,
hogy a HLTF-et potencidlis tumor szuppresszorként tartjdk szdmon, amely pl.
bélrendszeri tumorok mintegy 40 szazalékaban promoter hipermetilacio kovetkeztében

inaktivalédik (2).

1V, DNS mintaszal valtdas utjan megvalosulo DNS hibadtirds

Eleszté genetikai bizonyitékok azt mutattak, hogy a RADS ut hibamentesen jarul
specialis DNS polimeraz és ezért adodott a kérdés, hogy milyen mechanizmus révén
biztositja az élesztd Rad5 fehérje a karositott DNS replikacidjat. Hasonlod kérdés
vetodott fel a human HLTF esetében is, miutan a fentickben részletezett mddon

bizonyitottuk, hogy a human HLTF az éleszté Rad5 ortologja.

1, Az éleszté Rad) replikacios villa visszafordito aktivitasa

Eleszté genetikai bizonyitékok azt mutattak, hogy a Rad5 mintaszal-véltas ttjan
jarul hozza a replikacios villa mentéséhez, azaz az eredeti karositott mintaszalrol
valamilyen moédon valtva a testvérszal Ujonnan szintetizalodott szalardl torténik a
masolas. Célunk a Rad5 miikodési mechanizmuséanak a felderitése volt, melyet in vitro
kisérleti rendszerben, tisztitott Rad5 fehérje és DNS hibanal elakadt replikacios villat
modellez6 DNS struktira felhasznalasaval kivantunk véghezvinni. Azt talaltuk, hogy a
Rad5 ATPaz aktivitasa kettdos szald DNS-sel aktivalhatd, és az ATP hidrolizis
energiajanak felhaszndldsaval a Rad5 képes a replikacios villa visszaforditasara (6). A

villa-visszaforditds sordn 0j primer-mintaszal par alakul ki, melyben a mintaszal a
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testvérszalrol ered. Tehat a Rad5 Ujonnan felfedezett villa visszaforditd aktivitasa
magyarazatot nyujt a mintaszal-valtas utjan megvaldsulé DNS hibadtirasra.

A Rad5 fehérjével végzett biokémiai kisérleteink €s a genetikai eredmények
egyiittesen az elsd koherens bizonyitékot szolgéltattdk a specidlis DNS polimeraz

segitsége nélkiil megvaldsuldo DNS hibaatirasra (2).

2, A human HLTF kettos szalu DNS transzlokaz aktivitdasa és in vivo szerepe a karositott
DNS replikaciojaban.

Az élesztd Rad5-hoz hasonldan bizonyitottuk, hogy a human HLTF rendelkezik
replikacios villa visszaforditdo aktivitassal (3). Részletes biokémiai vizsgalatokkal
betekintést nyertiink a folyamat részleteibe is és kimutattuk, hogy a villa-visszafordito
aktivitas a HLTF kettds szali DNS transzlokaz aktivitasanak kovetkezménye.

Célunk volt in vivo megfigyelésekkel is aldtimasztani a HLTF a karositott DNS
replikaciojaban betoltott szerepét. Ehhez HLTF siRNS csillapitott humén sejtvonalakon
konfokalis mikroszképian alapuld un. DNS fiber kisérleteket végeztiink, melyekkel
nyomon kovethetd egyedi replikacios villdk sebessége és elakadadsa is. Megfigyeltiik,
hogy DNS karositas utan a HLTF csillapitott sejtekben a replikécios villak lassabban
haladnak eldre és nagy gyakorisdggal meg is akadnak a kontrol sejtekhez viszonyitva.
Ezt a fenotipust az siRNS rezisztens vad tipust HLTF-vel ellentétben az ATP4az mutans
HLTF nem komplementalta, amely aldtamasztja a HLTF ATPéz aktivitasan alapulo
villamegforditas jelentéségét a DNS hibak atirasaban.

Osszefoglalva, eredményeink nemcsak betekintést adtak a mintaszal-valtas itjan
megvalosuld hibaatirdas molekularis mechanizmusaba, de az elsd bizonyitékot is

jelentették ennek konzervaltsagara éleszté €s human sejtekben (2)

19



dc_68 10

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA
Bar az itt bemutatott eredményeket alatamasztd 24 publikacidban egy kivételével vagy
utols6 vagy elsd szerzd voltam, hangstlyozom, hogy ezekhez munkatarsaim is

nagymértékben hozzdjarultak. A karositott DNS replikacidjanak vizsgalata sordn négy,

egymassal szorosan dsszefiiggo teriileten értiink el 0j eredményeket.

1, Hibadtiro DNS polimerazok jellemzése

1, Kimutattuk, hogy a Poln részt vesz szamos indukalt és spontan kialakult DNS hiba

atirasaban, és igy jelentdsen hozzajarul a genom stabilitasahoz.

2, Ramutattunk, hogy egyes DNS polimerazok pl. a Polt és Rev1, mutéciokat generalva
irjak at a DNS hibakat ¢és igy csak a pontmutacios események novekedésének aran

tudnak hozzdjérulni a sejt tiléléséhez.

3, A Polf és Polk jellemzése soran feltartuk, hogy Iéteznek kimondottan nem

bazisparosodott 3° DNS végek tovabbirasara kifejlodott DNS polimerazok.

4, Bizonyitékot szolgéltattunk arra, hogy bizonyos DNS hibdk atirdsa esetén két
polimeraz, melyek koziil az egyik beépitd a masik tovabbird, dsszjatéka hatékonyabb
hibaatirast eredményez. Ezek a megfigyelések alapoztdk meg a ma mar széles korben

elfogadott két polimeraz-fiiggd DNS hibaatiras modellt.

II, DNS hibaadtirds szabdlyozdsa

1, Els6ként mutattuk ki a Poln ¢és PCNA interakcidjat és bizonyitottuk ennek

fontossagat a Poln DNS hibanal elakadt replikacios villdhoz torténd kotéséhez.
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2, Leirtuk a Polk-PCNA ¢és Poli-PCNA interakciokat és kimutattuk ezek jelentdségét a
hibaatirasban. Ennek fényében valt altalanosan elfogadottd az a modell, hogy a PCNA

interakcio szabalyozza egy adott polimeraz karosodott DNS-hez torténd hozzaférését.
3. Els6ként mutattunk rd az ¢élesztd6 PCNA SUMO modositdsanak a rekombinacid

gatlasaban betoltott szerepére. Tovabbd, genetikai bizonyitékokkal tamasztottuk alad a

PCNA ubikvitinnel torténd modosulasanak jelentdségét a DNS hibaatirasban.

111, Az éleszto DNS hibadtiro gének humadn ortologjainak azonositdsa

1, Azonositottuk és jellemeztiik az SHPRH fehérjét és ramutattunk, hogy szamos

tekintetben az éleszté RadS egy funkcionalis humén homolégjanak tekinthetd.

2, A humén HLTF fehérjérl megallapitottuk, hogy az éleszté Rad5 ortoldogjanak
tekinthetd. Ezek az eredmények elsoként jelezték, hogy az ¢leszt6 Rad5S-fiiggd

rrrrr

1V, DNS mintaszal valtas utjian megvalosulo DNS hibaatiras

1, Az ¢lesztd Rad5 fehérje replikacios villa-visszaforditd aktivitasanak a felfedezésével
biokémiai bizonyitékot szolgéltattunk a mintaszal valtds utjan megvalosulo DNS

hibaatirasra.

2, In vivo ¢és in vitro kisérleti rendszerekben is bizonyitottuk, hogy a human HLTF
meghataroz6 szerepld a kdrosodott DNS replikdciojaban.  Eredményeink nemcsak
betekintést adnak a mintaszal-valtds Utjan megvalosuld hibaatirds molekularis
mechanizmuséba, de az elsd bizonyitékot is jelentik ennek konzervaltsagara az élesztd

¢s human sejtekben.
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