A RadsS fehérje szerepe a blokkolt replikacios villa menekitésében
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El6zmények

Valamennyi makromolekula, beleértve valamennyi ¢16lény orokitéanyagat folyamatosan olyan
cellularis és kornyezeti hatasoknak van kitéve amelyek megvaltoztatjak annak kémiai szerkezetét.
Az o6rokitd anyag a “tervrajza” a sejtek miikodésének, barmilyen, kémiailag akar apronak tiind
megvaltozasa is alapvetden érintheti a sejt mitkkodésének egészét. A sejt dsszes fehérjéje koziil
minimalisan szaz az, ami kozvetlen szerepet jatszik a DNS kérosodasok javitasaban, ezeknek a
fehérjéknek a feladata a lehetséges végtelen valtozatossigt DNS kéarosodasok kijavitasa.
Belathato, hogy a DNS karosodasok keletkezése és javitasa dinamikus folyamatok, bizonyos
karosodasok akar hosszabb ideig is meguszhatjak a reparaciot, példanak okaért, ha olyan
kromatin kornyezetben helyezkednek el, ami a hibajavitas szamara a hibas szerkezetet nem teszi
hozzaférhetdvé. Ha a DNS replikéciojat végzd enzimatikus apparatus rendkiviili templathtisége
okan nem képes a négy bazis egyikeként sem interpretalni a kdrosodast, akkor a DNS szintézise
ezen a ponton leall, ami leallithatja a sejtciklust és a sejt haldlahoz, vagy legalabbis a genom
nagymértékl atrendezddéséhez vezet; ez utobbi eukaridtakban kozvetlen kapcsolatba hozhato a
karcinoganezissel. A probléma megoldasa ezekben az esetekben nem a hiba javitdsa, hanem
annak toleralasa, azaz egy olyan megoldas ami lehetdvé teszi a replikécio folytatasat a karosodott
bazison keresztiil. Mivel a hiba reparacidja a valodi hibajavitdé mechanizmusok feladata lesz a
késobbiekben, ezért a folyamatra poszt-replikacids reparacioként (PRR) szokds hivatkozni.
Tekintve, hogy a blokk kozvetett oka a replikacids apparatus nagy pontossaga, ezért az egyik
lehetdség a sejt szdmara az, hogy atengedje, legalabbis néhdny nukleotid beillesztése erejéig, a
szintézist olyan DNS polimerazoknak, amelyek akar nem megfeleld bazis beépitése aran is, de
képesek atirni a karosodott bazist (Trans-Lesion Synthesis; TLS). A karosodas kémiai természete
alapvetéen meghatdrozza azt, hogy az atirhato-e, és azt is, hogy az atiras hibaval jar-e, avagy
sem. A TLS ut, tekintve a lehetséges karosodasok végtelen szamat, bizonyosan nem

univerzalisan hasznalhato tolerancia mechanizmus €s bizonyosan nem hibatlan.



1976-ban egymastol fiiggetleniil két kutatdcsoport is arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a blokkolt
replikacios villa atrendezése bizonyos feltételek teljesiilése esetén lehetové teheti a hiba atirasat
egy olyan mddon, ami esszencialisan hibamentes és nem, vagy csak kevéssé fligg a karosodas
kémiai természetétdl. A model szerint a blokkolt szintetizalodé szal az €p szdlon szintetizal6do
masik szalat templatként haszndlva képes lehet a hiba atirasara, hangstlyozni kell: egy olyan
triikkkot hasznalva, ahol a hibas DNS szakasz immdaron nem templatja a szintézisnek, éppen ezért
blokkja sem lehet. A modellre a leggyakrabban a replikacids villa megforduldsaként szokéas
hivatkozni. Ehhez a replikdcios villa olyan atrendez6dése sziikséges, amely genetikai
kontrolljaért élesztoben a Rad6-Rad18 fehérjékkel megjelolt ut felelés, még pontosabban annak
az ugynevezett Rad5 dga. A Rad5 fehérje egy ubikvitin ligdz és egy DNS fiiggé ATPéaz, mind a
kettd aktivitasa nélkiilozhetetlen a PRR-ben. A Rad5 DNS fiiggé ATPaz funkcioja arra utal, hogy
ez a fehérje lehet az a helikdz, ami a replikacids villdban a szalak kozotti kapcsolatok
atrendezésével létrehozza a villa megforditasat. Eppen csak bizonyosan nincs helikaz aktivitasa
¢s ez ugy tinik kizarja annak a lehet6ségét, hogy direkt szerepe lenne a “csirkelab”

létrehozasaban.



Célkitiizések

Jelen munka célja annak a lehetdségnek a kritikus ujravizsgélata, hogy a Rad5 fehérjének nem
indirekt, hanem direkt szerepe van a replikdcios villa megforditdsdban. Kissé¢ masképpen
megfogalmazva, a szandékunk szerint a Rad5 genetikdja és biokémidja kozotti szakadékot
kivantuk betdmni, azzal a motivacioval, hogy amennyiben ez lehetséges, akkor biokémiai
magyarazatat adjuk a villa megforditisa soran torténd eseményeknek. A kisérletes munka
tervezése soran probaltunk arra a tényre tamaszkodni, amit biztosnak tarthatunk, azaz: a Rad5
ATPaz aktivitdsanak szerepe van a replikacios villa megforditasaban; ugyanakkor prébaltunk
megfeledkezni arrdl, amit a villa megforditasanak mechanizmusarol csak sejthetiink, azaz arrol,

hogy azt feltétleniil egy DNS helikaznak kell végrehajtania.

I. Ehhez feladatunk volt egy olyan kisérlet rendszer 1étrehozasa, amely a replikacios villa in vitro
modellje, és lehetdséget ad a villa megfordulasanak észlelésére. Szandékaink szerint ezen
rendszer az elképzelhet6 legegyszeriibb modellje kell legyen az in vivo szituacionak, ezért ezeket

a szubsztratokat oligonukleotidokbdl allitjuk eld.

II. Amennyiben a kisérleti rendszer adott, akkor nyilik lehetdség annak a tesztelésére, hogy in
vitro a homogenitasig tisztitott Rad5 fehérje sziikséges, és elégséges-e a modellrendszerben a
villa megforditdsara. Ha igen, akkor részletesen vizsgéljuk a reakcid biokémiai tulajdonsagait,

ideértve a szubsztrat kotésének a specifitasat, a kofaktor sziikségességét, és a reakcid kinetikajat.

III. Ha az elézdéekben megfogalmazott célok alapjan a Rad5 olyan biokémiai aktivitasa
azonosithato, amely Osszefliggésbe hozhatd az in vivo szerepével, akkor megkiséreljiik a kisérleti
rendszeriink olyan &talakitasat, mely a korabbi minimalista rendszerhez képest jobban kozeliti a
replikacios villa in vivo szerkezetét. Ehhez olyan méretii replikacids villa modell szubsztratot
hozunk 1étre, ahol a villa megforduldsa akar tobb sz4dz bazisparnyi is lehet. Ebben az

esszencialisan fiiggetlen kisérleti rendszerben szintén megvizsgaljuk a Rad5 aktivitasat.

IV. Végiil pedig, amennyiben a Rad5 biokémia szerepe a villa megforditasdban igazolhat6, abban
az esetben megvizsgaljuk, hogy mi a mechanisztikus alapja ezen aktivitdsanak. Ennek sordn

tisztdzzuk, hogy a fehérje egyszala, avagy kétszalu transzlokézként mitkodik-e.



Alkalmazott modszerek

Rekombinans fehérje termelése eukaridta expresszids rendszerben
Fehérjetisztitas

DNS-fehérje interakcid vizsgalata

Enzimaktivitas vizsgélata

Eredmények

A poszt-replikacids reparacid, €és azon beliil a replikacids villa megforditdsdnak modellje t6bb
mint 30 éves multra tekint vissza. Ez alatt a 30 év alatt sikeriilt tisztdzni azt, hogy mi a genetikai
alapja a PRR-nek, melyek azok a gének amelyek fehérjetermékei nélkiilozhetetlenek a blokkolt
replikacios villa menekitéséhez, és szdmos esetben sikeriilt biokémiai funkciét is ezekhez
hozzarendelni. Erdekes modon pont a villa megforditdsanak effektorat nem lehetett azonositani
biokémiailag; ehhez, mint a dolgozatban bemutatjuk, sziikséges volt annak a hipotézisnek az

elvetése, hogy a villa megforditasat végz6 enzim helikaz kell legyen.

A dolgozat aldbbiakban részletezett, tudomanyos szempontb6l lényegesebb 1) eredményei a

kovetkezok:

I. Létrehoztunk egy olyan kisérleti rendszert, amely segitségével vilagosan megkiilonbdztethetd a
replikdcios villa modell szubsztratok processzaldsdnak helikaz-szer(i, és villamegfordité moédja.
Ezt a kisérleti rendszert kihasznalva els6ként sikeriilt igazolnunk, hogy a Rad5 fehérje képes in
vitro a replikacios villa modell szubsztrat megforditasanak katalizisére, mely reakciohoz ATP

hidrolizise sziikséges.



II. Bemutattuk, hogy a Rad5 képes plazmid méretii replikacios villa modell szubsztrat
megforditasara oly modon, hogy a reakcido mértéke 6sszemérhet6 az in vivo eseményekre adhato

becsléssel. Ezen a szubsztraton igazoltuk, hogy a Rad5 altal katalizalt reakcid progressziv.

II1. Bemutattuk, hogy a Rad5 egy kétszala DNS transzlokdz, és a hatékony transzlokaciohoz
mind a két szal integritasa sziikséges, habar nem egyenlé mértékben. Az eredményeink alapjan a
replikdcios villa megforduldsdnak olyan modelljét javasoljuk, mely megmagyarazhatja azt, hogy

a Rad5 kétszalu DNS transzlokézként miként katalizalhatja ezt a reakciot.
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