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1 Bevezetés és célkitlizések

A sejtek orokitdanyagat folyamatosan érik kiilsé és belsd forrasbol szarmazo karositod
hatasok, amelyek javitasa létfontossagl a sejtek életének szempontjabol. A DNS karosodasok
kovetkeztében megallt replikacidos villa akar DNS kettdsszali torések kialakuldsédhoz,
genomikus instabilitdshoz, végeredményben a sejt haldldhoz vezethet. Ennek elkeriilése

érdekében alakult ki az evolucio soran a Rad6-Rad18 DNS-hiba tolerancia utvonal.

A Rad6-Rad18 ubikvitin konjugald ¢€s ligdz enzim komplex képes monoubikvitilalni a
PCNA-t. Monoubikvitilacid esetén a replikativ polimeraz lecserélédik egy ugynevezett
alternativ polimerdzra, amelynek aktiv centruma képes befogadni a beépiilt hibas bazist. A
DNS-hiban talhaladva ismét visszacserélddik a replikativ polimeraz, és helyreéll a sejt normal
replikdcidja. Ez a folyamat a transzlézids szintézis (TLS Translesion synthesis). A TLS
folyamata DNS hibatol fliggden tobb alutvonalra tagolodik, amelyek lehetnek hibamentesek
vagy hibat generalok. Az UV-karositott DNS esetében példaul az egyik ut a polimeraz éta
(Pol n) aktivalasaval a hiba mentes, mig mas utak, a polimeraz kappa (Pol k), polimeradz iota
(Pol v) vagy a polimerdz zéta (Pol () és Revl szerepjatszasaval mutacid aran torténd atirast
biztositanak. A Rad6-Rad18 mellett a HLTF fehérje is egy ubikvitin ligaz, amely az Ubc13-
Mms?2 ubikvitin konjugald enzim komplex-szel egyiitt képes a mar monoubikvitilalt PCNA-re
tovabbi ubikvitin molekuldkat kapcsolni. A poliubikvitilalt PCNA aktivalja a templat cserével
torténd javitast, tobbek kozott a replikacidos villa megforditasaval. A replikacios villa
mentésének masik utvonala a rekombinacié fliggd folyamat, azonban ennek talmiikodése
genomikus instabilitdishoz vezethet. Ezért a szigoru szabalyozas elengedhetetlen a sejt

genomikus stabilitasdnak megdrzése érdekében.

Az ubikvitilalt PCNA féléletidejét képes szabalyozni az USP1 fehérje ( Ubiquitin-
specific protease 1) egyiittmiikddve az UAF1 fehérjével (USP1-associated factor 1). Az USP1
az UAFI1 fehérjével komplexet alkotva képes deubikvitildlni a PCNA molekulat, ezzel
akadalyozni a DNS-hiba tolerancia utvonal miitkodését, utat engedve a rekombindcio fliggd

villamentésnek.

Munkank soran célul tiiztilkk ki, hogy megvizsgaljuk az ubikvitin kotd domének
szabalyozo szerepét az emberi DNS-hiba javité folyamatokban. Megfigyeltiik, hogy a

kiilonleges C2HC tipusu cinkujj-szeri struktiraval rendelkezd ubikvitin k6t domén csak a



DNS-hiba javité folyamatokban szerepet jatszo fehérjékben taldlhaté meg. Annak érdekében,
hogy meghatdrozzuk a C2HC domén szabdlyozd szerepét, szekvencia adatbazisokban olyan
fehérjék utan kutattunk, amelyek rendelkeznek ilyen ubikvitin k6t6 doménnel. fgy fedeztiik
fel a Clorfl24 gént, amely a Spartan fehérjét kodolja.

F6 célunk volt, hogy megvizsgaljuk a Clorfl24/Spartan esetleges szerepét a DNS-

hiba javité folyamatokban.

2 Alkalmazott médszerek

Rekombinans DNS-technikak

e Polimerédz-lancreakcio (PCR), illetve PCR alapi mutagenezis
e Restrikcios emésztés
e DNS fragmentum ligalas

e Agaroz gélelektroforézis

Fehérje modszerek

e Fehérjék tisztitasa €lesztobol
e GST pull down kisérlet

e [n vitro ubikvitilalas

Sejtbioldgiai kisérletek

e Koimmunoprecipitalas

e [n vivo ubikvitilalasi kisérletek

e Aramlési citométer alapt sejtérzékenységi kisérletek
e siRNS interferencia €s stabil sejtvonalak izolalasa

e [mmunfestés



Szamitogépes modszerek

e Fehérje szekvencidk illesztése

e Fehérje adatbazisok szlirése



3 Eredmények és megvitatasuk

3.1 A Clorfl124 azonositasa és a szerkezete

Az ismert C2HC (UBZ) domént tartalmazé DNS-hiba javitdé fehérjék génjei mellett az
adatbazisban egy 1j gént taldltunk, Clorfl24/Spartan jelzéssel, amely szintén rendelkezik
ezzel a doménnel. A szekvencia adatbazis adatai alapjan feltételezett homoldgjai csak a
gerincesekben taldlhatok meg. Az rendelkezésre 4all6 informacidok alapjan a Spartan N-
terminalisan hordoz egy SprT domént, amelyben egy jellegzetes HExxH aminosav szekvencia
talalhatd. Baktériumokban végzett kisérletek alapjan ennek a HexxH motivumnak feltehetéen
metalloprotedz funkcidja lehet, azonban emlds sejtekben funkcidja nem ismert. A fehérje C-
terminalis végén helyezkedik el az UBZ domén, amelyrdl feltételeztiik, hogy az ubikvitin
kotésben van szerepe. A Spartan egy lehetséges PIP motivumot is tartalmaz. A PIP egy
PCNA interakcids motivum, amely szamos DNS-hiba javitdsban részt vevd fehérjében is
megtalalhat6. A Tumorscape Adatbazis adatai szerint Spartan génkozeli kromoszoma régio
delécidja esetén a rak kiilonbozd fajtai alakulhatnak ki magas szdmban, amelyet 3131

kiilonb6zd tumor vizsgalataval hataroztak meg
3.2. A Spartan a DNS karosodas helyéhez lokalizal

A DNS-hiba javito fehérjékre jellemzd, hogy a DNS karosodas helyéhez lokalizalnak. Ezért
megvizsgaltuk, hogy lézersugarral (laser microirradiation) kezelt sejtekben a Spartan a
karosodas helyéhez lokalizal-e. A vad tipust (WT) Spartan kolokalizaciét mutatott a
lézersugar helyével, amelyet y-H2AX ellenanyaggal jeloltiink, tehdt a Spartan a DNS
karosodas hely¢hez lokalizal. A BrdU (brém-deoxiuridin), mint timin analdég képes beépiilni a
DNS-be szintézis sordn. A BrdU jelolt, anti-BrdU ellenanyaggal immunfestett sejtekben a
replikdcios villak aprd sejtmagi fokuszokként lathatok. A polimerazok processzivitasi
faktoraként azonositott PCNA fehérje immunfestése esetében is lathatdak az aktiv replikacios
villak. Ezeknek a modszereknek a segitségével kimutattuk, hogy a Spartan kolokalizaciot

mutat a BrdU beépiilés helyével, valamint a PCNA fehérjével.
3.3. A Spartan lokalizacdja fiigg a PIP és UBZ doménjétol

Lokalizacios kisérletekben megvizsgaltuk az egyes domének szerepét a Spartan
lokalizacidjaban. Azt figyeltik meg, hogy az SprT domén mutdns hasonld lokalizaciot

mutatott, mint a vad tipust Spartan, mig a PIP és az UBZ mutansok nem képesek sejtmagi



fokuszokat alkotni. Megvizsgaltuk, hogy a Spartan kolokalizdciot mutat-e a Rad18-al illetve,
a Radl8 hogyan befolyasolja lokalizacidjat. A Spartan a Radl8 -/- sejtekben nem képes
sejtmagi  fokuszokat alkotni, azonban azokban a mintdkban, ahol a Radl8-at
komplementaltuk, azaz DsRed Radl8-at expresszaltattunk, ott helyredllt a Spartan
lokalizacidja és kolokalizaciot mutatott a Rad18-al. A kisérleti eredmény tiikkrében azt a

kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan lokalizaci6jahoz sziikséges a Rad18.
3.4. A Spartan kolcsonhat az ubikvitin-PCNA-vel

In vivo koimmunoprecipitacios kisérletekben kimutattuk, hogy a Spartan egy komplexben
miikodik az ubikvitin-PCNA-vel. Megerdsitésként megvizsgaltuk in vitro koriilmények kozott
is a Spartan és az ubikvitin-PCNA kozotti kdlcsonhatast. Ezzel parhuzamosan azt is
teszteltiik, hogy melyik domén felelds az ubikvitin-PCNA kotéseért. Ezért vad tipusu (WT),
UBZ, PIP, ¢s UBZ-PIP kettds mutans ¢s PCNA illetve ubikvitin-PCNA tisztitott fehérjékkel
GST pull-down kisérleteket készitettiink. E16szor azt teszteltiik, hogy a Spartan kdlcsonhat-e a
PCNA-vel. Azt figyeltiik meg, hogy a vad tipusu ¢s az UBZ pontmuténs Spartan képes kotni a
PCNA-t, ellentétben a PIP pontmutanssal. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a
Spartan a modositatlan PCNA-t a PIP doménjén keresztiil képes kotni. Hasonld kisérleti
elrendezésben megvizsgaltuk a Spartan és a monoubikvitin-PCNA k6zotti kolcsonhatast. A
vad tipusu (WT) Spartan Iépett kolcsonhatasba a monoubikvitin-PCNA-vel (150 mM NaCl).
Poliubikvitin-PCNA kotést megvizsgalva azt figyeltik meg, hogy a vad tipusu Spartan
megorizte kdlecsonhato képességét, a PIP mutans kot képességének erdssége csokkent, mig
az UBZ és UBZ-PIP nem volt képes a poliubikvitin-PCNA kotésére. Az in vitro kisérletek
eredméyeibdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan PIP doménjén keresztiil képes
kotni a PCNA-t, UBZ doménjén keresztiil az ubikvitin lancot a PCNA-n és preferencialisan

az ubikvitin-PCNA-vel hat kdcson.

3.5. A Spartan csendesitett emberi sejtek érzékenységet mutatnak DNS Kkarosito

agensekkel szemben

A Spartan lokalizacioja fligg a Radl8-tol, azzal fehérjekomplexet képez. A Radl8
csendesitése, illetve a PCNA ubikvitilacio hidnya a sejtek megnovekedett érzékenységét
okozzdk DNS karosité agensekkel szemben. A nem specifikus géncsendesités elkeriilése
érdekében harom kiilonb6z0 target szekvenciaji siRNS-sel csendesitettiik a Spartant. Ezeket
az siRNS-sel transzfektalt sejteket kevertik GFP-t stabilan expresszaldo sejtekkel 3:1
aranyban, majd kezeltiik kiilonb6z6 DNS kérosité agensekkel, mint UV sugéarzassal (20J/m2)
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¢s MMS-sel (0,02%). A kisérlet soran azt figyeltiik meg, hogy a Spartan csendesitett sejtek
nagyfoku érzékenységet mutattak, mind UV, mind MMS kezelés hatasara.

3.6. A Spartan csendesitése fokozza a testvér kromatidak kozotti atkeresztezodések

szamat

A Radl8 fiiggd DNS-hiba tolerancia utvonal és a homolog rekombinaci6 alternativ modon
képes a megallt replikacios villa mentésére. Kimutattdk, hogy a Radl8 csendesitése a
sejtekben megnoveli a testvér kromatidak kozotti atkeresztezddések szamat. Kisérletiinkben
kimutattuk, hogy a Spartan csendesitése hasonldoan a Rad18 csendesitéséhez fokozott testvér
kromatidak kozotti kicserélddést okoz. Ezzel a kisérlettel is megerdsitettiik, hogy a Spartan a

Rad18 utvonalban jatszik szerepet.
3.7. A Spartan stimulalja a poln replikacios villahoz torténé lokalizacigjat

Az ubikvitin-PCNA szabalyozza a megakadt replikacios villanal a polimeraz valtast, ezzel a
TLS szintézis elindulasat. Mivel a Spartan koti az ubikvitin-PCNA-t, feltételeztiik, hogy
stimuldlja a TLS-t. Ennek vizsgalatdra a Poln TLS polimerazt valasztottuk markerként. A
poln homogén eloszlast mutat a sejtmagban. UV (20J/m2) kezelés utan harom ora elteltével
pedig sejtmagi fokuszokat alkot A kisérletiinkben a poln mar UV kezelés nélkiil is képes volt
fokuszformaldsra a Spartan tulexpresszaltatasa mellett. Az USP1 deubikvitildz enzim
szabalyozza az ubikvitin-PCNA féléletidejét. Ezért az USP1 fokozott expresszidja a sejtekben
az ubikvitin-PCNA deubikvitilalasat eredményezi, amelynek kovetkeztében gatolja a TLS-t,
esetiinkben a poln fokuszformald képességét. Megfigyeltiik, hogy a kezeletlen és kezelt
sejtekben az el6zd kisérletekhez hasonloan a Spartan fokozott expresszaltatdsa a poln
fokuszokat tartalmazo sejtek szamat novelte, mig az USP1 csokkentette. Azonban abban a
mintaban, ahol mindkettd, vagyis az USP1-t és a Spartant is fokozottan expresszaltattuk, ott
az USP1 nem volt képes csokkenteni a poln fokuszokat tartalmazo sejtek szamat. A kisérletek
eredményeibdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan az USP1 deubikvitilalo
hatasatol képes védeni az ubikvitin-PCNA-t, amelynek eredményeként stimuldlja a poln

fokuszformalo képességét.



3.8. Osszefoglalas

Eredményeinket 6sszefoglalva bizonyitottuk, hogy az eddig ismeretlen Clorfl24/Spartan egy
1) Rad6-Rad18 csoportba tartozd DNS-hiba javitd fehérje. Kisérleti eredményeink alapjan a
Spartan funkcidjara a kovetkezé modellt allitottuk fel:

A DNS karosodas kovetkeztében megallt replikacios villa helyénél a Rad6-Radl8 4altal
szabalyozott PCNA ubikvitilacié valamint az USP1 PCNA deubikvitilaci6 dinamikus
folyamat. Mindkét folyamat szabalyozza az ubikvitin-PCNA féléletidejét €s a replikéacios villa
mentésének lehetdségét. Az ubikvitin-PCNA aktivalja a TLS-t és a templat valtas fliggd
villamentést. Az ubikvitin-PCNA deubikvitilalasdval azonban lehetdség nyilik a replikéacios
villa mentésére a rekombinacid fliggd folyamat miikddésével, amely talmikodése azonban
genomikus instabilitashoz vezethet. A Spartan szabalyozé szerepet tolt be az ubikvitin-PCNA
feleletidejének szabalyozasaban azaltal, hogy képes kotni az ubikvitin-PCNA-t, megvédve azt
az USP1 deubikvitilalé hatasatol. Igy a Spartan kozvetett modon stimulalja a TLS-t, illetve a

templatvaltas fliggd mechanizmust.

Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a Spartan fontos szerepet jatszik a DNS-hiba tolerancia

utvonalban, valamint a genom stabilitasdnak megdrzésében.
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