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Bevezetés

A sejtek orokitdanyagat szdmos karositd hatés éri, mely szarmazhat a kdrnyezetbdl, de a
sejtek alapvetd életfolyamataibol is. A hibdk kijavitdsdnak €s a DNS informacidtartalmanak
hibatlan megdrzése érdekében szamos mechanizmus jott 1étre az evolucio soran. Mégis vannak
olyan karosodasok, amelyek nem kertilnek kijavitasra a sejtciklus S fazisaig és ott a replikacios
villa megakadasat, kettOs szalu toréseket, kromoszomalis atrendezddéseket okoznak. A genom
stabilitdsanak megdrzésére olyan mechanizmusok jottek 1étre, melyek biztositjak a replikéacios
gépezet tovabbhaladasat a karosodott bazison. Ezeket a folyamatokat nevezziik 6sszefoglaléan
DNS-hiba tolerancia utvonalaknak (DDT).

A DDT szamos utvonala koziil csoportunk a Rad6/Radl8 vezérelte DDT utvonal
miikodésének pontos megértésével foglalkozik. Az ttvonal mikddése soran az elakadt
replikacios villaban a Rad6/Rad18 komplex ubikvitinalja a PCNA molekulat a 164-es lizinjén,
melynek hatasara a replikativ DNS-polimeraz helyét egy transzlézios (TLS) polimeraz veszi at.
A TLS polimeraz flexibilis aktiv centrumanak koszonhetden atsegiti a replikacios apparatust a
hibas DNS szakaszon, majd a replikativ polimeraz folytatja a DNS szintézisét. Ha a
monoubikvitinalt PCNA molekula az Mms2/Ubc13-Rad5 komplex 4ltal poliubikvitinalodik,
akkor a hibamentes atirast biztosito villa-visszaforditason/templatvaltason alapul6 altvonal 1ép
életbe.

A Rad6/Rad18 komplex nélkiil a DDT utvonal nem 1ép miitkodésbe. Annak ellenére, hogy
a Rad18 fehérje jelenléte és hibatlan miikodése esszencidlis, s ezért intenziven kutatott, mégsem
ismerjiik miikddésének és szerkezetének minden részletét ma még. A hosszi évek
kutatdmunkéjanak eredményeként hat domént azonositottak a Rad18 fehérjén. Az elsé Rad18-
cal foglalkozo6 kozleményekben még ATP-azként irtak le, a C-terminalis részén meg is talaljuk
a Walker-A tipust nukleotid koté motivumot. Szintén a C-terminalis végén talaljuk a Rad6
ubikvitin konjugazzal vald interakcioért felelds régiot. Az N-terminalis részén az E3 ubikvitin
ligazokra jellemz6 RING domént és a SUMO molekulaval kdlesonhaté motivumot (SIM) is
tartalmazza a fehérje. A kozépso részen helyezkedik el a cink-ujj motivum és a SAP domén is,
melyek pontos szerepe a mai napig nem tisztazott. Ezért célul tiiztiik ki, hogy a mar ismert
domének szerepeit tisztazzuk az éleszté Radl8 fehérje esetében, és a még funkcid nélkiili

nagyobb fehérjerészleteket megvizsgaljuk a DNS-hiba tolerancia mechanizmus tekintetében.



Célkitizések

Célul tiztik ki, hogy a Rad18 fehérje azon részeit, melyek funkcidja eddig még nem

ismert feltérképezziik, és a behatarolt domének pontos szerepét meghatarozzuk.
Ehhez a kovetkezo feladatok elvégzését terveztiik:

1. Delécios és pontmutans RAD18 gének elkészitése.

2. A mutansokat, mint egyediili Rad18 forrast tartalmazo éleszttorzsek eldallitasa.

3. A létrehozott mutansok koziil kisziirni azokat, amelyek DNS-karositd hatdsokra
mutatott fenotipus alapjan a DNS-hiba tolerancia ttvonaldban betdltott szerepében
befolyasoljak a Rad18 miikodését.

4. Genetikai analizissel besorolni az adott mutaciok hatasat valamelyik episztazis
csoportba, vagyis kideriteni, hogy a delécid/pontmutacié melyik alutvonal miikodését
befolyasolja.

5. A mutans fehérjék interakcids viszonyait feltérképezni a jol ismert kolcsonhatd
partnerek tekintetében. Megvizsgélni, hogy az eltavolitott régidknak van-e szerepe a
Rad18 fehérje altal kialakitott kolcsonhatasok 1étrejottében.

6. Megvizsgalni a kérdéses mutans fehérjék DNS kotési aktivitasat.



Kisérleti megkozelités

Génkitités helyspecifikus mutagenezissel
DNS manipulalas, klonozas

Elesztd genetika, mutagenezis mérése
Fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutatasa
Rekombinans fehérje tisztitas

DNS-kotés vizsgalata



Eredmények és megvitatasuk

Munkank soran 8 delécidos és egy pontmutans Radl8 fehérje DNS-hiba tolerancia
folyamatéban betoltott szerepét vizsgaltuk meg. A fehérje N-, és C-termindlisan is rendelkezik
két nagyobb régioval, melyhez funkcidt a munkank tervezésekor még senki nem tudott rendelni,
igy mi 3-3 delécioval fedtiik le ezeket a részeket. 1d6 kdzben az N-termindlison, a RING és
cink-ujj domének kozott, egy SUMO-val kolcsonhaté motivumnak nevezett régiot (SIM,
SUMO interacting motif) azonositottak. A SAP domén szerepérdl élesztd fehérje esetében
szinte semmi informacié nem allt rendelkezésilinkre, igy a SAP domén felének €s az eldtte
elhelyezkedd 42 aminosavnak az eltdvolitasaval szerettiink volna fényt deriteni a domén
funkcidjara. A cink-ujj és a SAP kozotti 62 aminosavat is eltavolitottuk, hogy ennek a darabnak
a lehetséges szerepére is ratalaljunk. A cink-ujj, C2HC szekvencia motivumu régid, mely sok
fehérje esetében konzervalt. Ebben az esetben csak pontmutacidval rontottuk el, igy meggatolva
a domén jellegzetes harmadlagos struktirdjanak kialakulasat.

A C-termindlis rész vizsgalatat harom kiilonb6zé méretli C-termindlis deléciot hordozo
konstrukcio segitségével végeztiik el. Azonban azt tapasztaltuk, hogy a C-termindlis részéhez
semmilyen funkcié nem kapcsolddik, a delécidos Rad18 fehérjék hibatlanul mitkodnek a DNS-
hiba tolerancia utvonal folyamataiban.

Az N-termindlis vég vizsgalatdhoz is harom, kiilonb6zd méretli szakaszt eltavolito
konstrukciot hoztunk létre. Az ezekkel veégzett kisérletekben a legnagyobb deléciot hordozo
fehérjét tartalmazo torzs extrém érzékenységet mutatott DNS-karosité hatasokra, tehat a
hianyz6 régionak nélkiilozhetetlen szerepe van a DDT miikodésében. Elesztd kettds hibrid és
GST pull-down kisérletekben ezutan megvizsgaltuk azt is, hogy képes-e a fehérje kolcsonhatni
az ismert interakcios partnerekkel. Azt talaltuk, hogy Rad6-tal képes a komplex kialakitasara,
onmagaval is tud dimert alkotni, viszont a Rad5 fehérjével nem képes kdlcsonhatasba 1épni. Ez
azonban Onmagaban nem magyardzza a tapasztalt nagymértékii érzékenységet. Ezért arra
gondoltunk, hogy a PCNA ¢és a Radl8 kozott nem tud létrejonni a kapcesolat, és ez all a
megfigyelt nagy érzékenység mogott. Az altalunk elvégzett kisérletek azonban ezt nem
igazoltak, igy tovabbra is nyitott kérdés marad, hogy mi 4ll a tapasztalt fenotipus hatterében.

A masik két N-terminalis deléciot hordozd torzs kozepes érzékenységet mutatott a
hasznalt DNS-karositd dgensekre, tehat ezekben az esetekben a Rad18 funkcioja sériilt a DDT
folyamataban. Episztazis analizissel bebizonyitottuk azt is, hogy a hianyzo6 részlet a villa-

visszaforditason/templatvéltason alaptlo alatvonal miikodését érintette. Eleszté kettds hibrid



kisérletben pedig vilagossa valt, hogy a delécios Rad18 fehérje nem tud a Rad5-tel interakcioba
Iépni, ami az emlitett alutvonalnak nélkiilozhetetlen eseménye. A delécids konstruktokkal
sikeriilt a Rad5 kdlcsonhatasért felelds régiot a 155-190. aminosavig terjedd fehérjerészletre
behatarolni. Lehetséges, hogy a legnagyobb deléciot tartalmazd fehérje esetében a 80-115.
aminosavig terjedd részlet hianya okozza az extrém érzékenységet, ide kotodik egy olyan
alapvetd funkcio, ami nélkiilozhetetlen a Rad18 mitkddéséhez.

Kozvetleniil az N-terminalis deléciok utan talaljuk a Radl8 fehérjében a cink-ujj
motivumot, melyet pontmutacioval rontottunk el (CC190,193GG). A cink-ujj pontmutans
hasonldan viselkedett, mint a két N-terminalis delécids torzs: kdzepesen érzékeny fenotipust
mutatott UV-kezelés hatasara és episztatikus kapcsolatban allt a Rad5 altGtvonallal. Eleszt6
kettés hibrid kisérletben pedig a Rad5 kivételével az Osszes ismert interakcids partnerrel
kolcsonhatott. Ezek alapjan gy tlnik, hogy a cink-ujj is nélkiilozhetetlen a Rad5-Rad18
kolesonhatés kialakitasahoz, tehat az interakcidohoz sziikséges fehérjerégiot kibdvithetjiik a
155-210 aminosavig terjedd szakaszra.

A fehérje kozépso részét a cink-ujj és SAP domén kozotti részt deletaldo (M) valamint a
fél SAP doménben hidnyos konstrukciokat tartalmazo torzsekkel vizsgaltuk meg. Mind az M,
a mutagén agensek hatasara. A SAP domén funkciojaként az irodalom DNS kotést feltételez.
Ezzel 6sszhangban a DNS-kotési kisérletben azt tapasztaltuk, hogy a SAP doménjében hianyos
fehérje nem tudta megkdtni az egyszalo DNS-t, ami pedig nyilvanvaléan a tapasztalt
fenotipushoz vezethet. Ezen tul leellendriztilk a SAP mutans fehérje kdlcsonhatasi mintazatat
1s, hiszen a fehérje szerkezetében bekovetkezo valtozas hatassal lehet a kialakitott interakciokra
is. A mutans azonban kivétel nélkiil kdlcsonhatott a jol ismert interakcios partnerekkel.

Az M mutans vizsgalata ezzel szemben meglepd eredményt hozott. A delécids fehérje
nem tudott interakcidba 1épni a RadS molekulaval, valamint az egyszaltt DNS szubsztratot sem
volt képes megkotni. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a cink-ujj és a SAP domén kozotti
régidé mintegy hidként funkcional, megfeleld tavolsagot tart a két domén kozott, hogy azok a

helyes térbeli konformaciodt kialakitva el tudjak latni a feladatukat.
Eredmények:
1. A Rad18 C-terminalis része nem vesz részt a DNS-hiba tolerancia Gitvonal miikodésében.

2. A cink-ujj motivumot is tartalmazo, 155-246. aminosavig terjed6 régio a felelés a Rad5

fehérjével valo kolcsonhatas kialakitasaért.



3. A SAP domén hélix-loop-hélix motivuma sziikséges a DNS ko6téséhez.

4. A cink-ujj és SAP domén kozotti rész a helyes konformacio kialakitasaval egyarant

hozzajarul a Rad5 ¢és az egyszala DNS kotésének megvalosulasédhoz.
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