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BEVEZETES

A DNS kérosodas kovetkeztében elakadt replikdcios villa mentése nagy
kihivast jelent a sejtek szdméra, mivel az elakadt replikaci6 kromoszoma
instabilitdshoz, végsd esetben pedig a sejtek haldldhoz vezethet. A sejtek tulélésiik
érdekében kiilonb6z6 mechanizmusokat fejlesztettek ki, amelyekkel képesek a
replikacios villa mentésére. Ezek az Ugynevezett DNS-hiba tolerancia Gtvonalak
teszik lehet6vé, hogy a DNS-hibdk tényleges eltavolitasa nélkil a replikécio
folytatodhasson. A DNS-hiba tolerancia Gtvonalnak két f6 tipusa van: a templatvaltas
és a transzléziés DNS szintézis (TLS). A templatvaltads hibamentes atirast biztosit,
mivel templatként az Gjonnan szintetizalt komplementer DNS szélat hasznalja. Ezzel
szemben a transzlézids szintézis sor&n specidlis polimerazok veszik &t a replikativ
polimeraz helyét, és a DNS-hibaval szemben az eredeti templatnak megfelelé vagy
egy hibas bazist épit be.

A Rad6-Radl8 fehérje komplex kulcsfontossagi szerepléje a DNS-hiba
tolerancia Utvonalnak Saccharomyces cerevisiae élesztdben. Ezek a fehérjék harom
alttvonalon keresztill szabalyozzak az UV-karosodast szenvedett DNS replikaciojat:
1. a Rad5-fiiggd hibamentes atirds, 2. a Rad30-fiiggd hibamentes atiras, 3. a Rev3-
fiiggd pontmutéciot generald atirds. Ismert, hogy UV kezelés hatasara a Rad6-Rad18
ubikvitin konjugald és ligalé enzim komplex monoubikvitinalja a PCNA-t a 164-es
lizinén. A monoubikvitinalt PCNA aktivalja a Rev3 illetve a Rad30 fiiggd transzlézids
DNS szintézist. Mas esetekben azonban tovabbi faktorok, mint az Mms2/Ubcl3
ubikvitin konjugdz és Rad5 ubikvitin ligaz enzimek poliubikvitindljak a PCNA-t és
aktivaljak a Rad5 aldtvonalat.

Jelen tanulmanyban a Defl fehérjét, mint a Rad6-Rad18 DNS-hiba tolerancia
utvonal Rev3-figgd aganak tagjat, és az élesztd mutagenezis egyik szabalyozojat
azonositottuk. Kimutattuk, hogy DNS-karosodas kovetkeztében a Defl fehérje
el6segiti a replikativ. DNS-polimerdz katalitikus alegységének a proteoszomalis
leboml&sat. Bebizonyitottuk, hogy az UV altal indukalt-degradacio nem befolyasolja a
replikativ. DNS polimeraz nem-katalitikus alegységeit, és hogy azok komplexet
alkotnak a Revl TLS polimerazal. Eredményeink alapjan az elakadt replikacios

villaknal bekovetkez6 polimerdz cserének egy Uj modelljét alkottuk meg.



CELKITUZESEK

A disszertacio {6 célkitiizése olyan faktorok azonositésa, amelyek a DNS-hiba
tolerancia Utvonalat befolyasoljak. Kisérleteink soran megvizsgaltuk a DEF1 gént,
mivel a DEF1 delécidja érzékenyiti a sejteket az UV-sugarzasra, és a defl rad18
kett6s delécios torzs a rad18 egyszeres delécidos UV-érzékenységét mutatja, ami egy

A kovetkez6 1épéseket terveztik, hogy bebizonyitsuk a Defl szerepét a RAD6-
RAD18 utvonalban:

1. Elemezni a DEF1 genetikai kapcsolatait a RAD6 utvonal mindharom

agéanak tagjaival DNS-karosodés hatasara.

2. Ellendrizni a DEF1 és a RADG utvonal fehérjei kdzotti kdlcsonhatast.

3. Kisérletsorozatunk végs6 célkitlizése a Defl fehérje DNS- hiba

toleranciaban betdltott szerepének meghatérozésa



ANYAGOK és MODSZEREK

1. DNS manipuléaciés technikdk

Molekularis kldnozas: Plazmidok készitése éleszté két hibrid
vizsgalathoz, génkiutéshez hasznalt konstruktokhoz és epitop
jeloléshez

Delécios torzsek létrehozasa Saccharomyces cerevisiae-ben homoldg

rekombin&cion alapul6 génhelyettesités modszerrel

2. Elesztd genetikai médszerek

Elesztd két hibrid vizsgalat
UV-és MMS-érzékenység vizsgalat kvalitativ és szamszertisithet6
madszerei

UV-indukalt mutagenezis merése

3. Biokémiai eljarasok

Sejt szinkronizalas
Fehérje extraktum készitése élesztisejtekbdl és Western blot
GST fuziods fehérjék expresszidja és fehérje kdlcsdnhatas vizsgélata

vizsgalatok



EREDMENYEK

Kisérleteink célja, hogy hozzajaruljunk a pontmutéciok képzésében
kulcsfontossagu DNS-hiba tolerancia utvonal mélyebb megismeréséhez. Ezért olyan
uj feherjéket kivantunk azonositani, amelyek részt vesznek a DNS-hiba tolerancia
folyamataban.

Az irodalombdl ismert volt, hogy a DEF1 gén delécidja érzékenyiti a sejteket
az UV sugérzasra, tovabba a defl-rad18 kettds deléciot hordozo torzs ugyanazt az UV
érzékenységet mutatja, mint a rad18 delécids torzs. Ez arra utalhat, hogy a DEF1
részt vesz a DNS karosodasok javitasdban, és hogy a RAD18 gennel episztatikus ezen

A DNS tolerancia utvonal, amelyet a Rad6-Rad18 fehérje komplex iranyit,
harom tovabbi Utvonalra bonthatd. Az altalunk vizsgélt DEF1 gént Ugynevezett
episztazis analizisnek vetettiik ald. Ez a genetikai elemzés lehetévé teszi, hogy a
vizsgalt gén és a RAD6-RAD18 tutvonal ismert szereplinek kettds delécios torzsei
altal mutatott UV érzékenység alapjan a vizsgalt gént besoroljuk az ismert Utvonalak
egyikébe. Eredményeink szerint a DEF1 gén episztatikus a RAD6 és a RAD18
genekkel. Nem mutat episztazist a hibamentes utakba taroz6 RAD5, MMS2 és RAD30
fehérjékkel, ami arra utal, hogy a DEF1 nem a hibamentes DNS hiba tolerancia
Utvonalakban fejti ki hatasat. A defl-rev3 kettds mutans a defl delécids torzzsel
azonos erzékenységet mutat UV és MMS kezelésre is. A genetikai anlizis tehat azt
igazolja, hogy a DEF1 a RAD6-RAD18 DNS-hiba tolerancia Gtvonal mutacidkat
generald transzlézios polimerazok altal mikodo dgaban fejti ki hatasat.

A REV3 tutvonal transzlézids polimerazai felelések a DNS karosodas altal
indukalt pontmutaciok jelentés részéért. Hogy bizonyitsuk a DEF1 szerepét a REV3
utvonal mikddésében, megmértiik az UV karosodas altal indukalt mutacios ratat a
defl delécios torzsben. Mig egyre nagyobb UV dozis hataséra a vad tipusu torzsben a
mutécios rata enyhe ndvekedést mutat, a defl delécids torzsben az UV indukalt
mutaciok teljes hianyat figyelhetjuk meg. A DEF1 hidnya még az ©nmagaban
emelkedett mutécios ratdt mutaté mms2 delécié jelenlétében is megszintette a

pontmutaciok képzodését.



A DEF1 plazmidrol torténd ektopikus expresszidja a defl delécids térzsben
helyreéllitotta a mutagenezis mértékét, bizonyitva, hogy a mutagenezishen tapasztalt
defektus a DEF1 hianyanak kdszonhetd.

A DEF1 szakirodalombol ismert egyik funkcidja, hogy a DNS karosodas altal
blokkolt transzkripcid esetén elésegiti az RNS-polimerdz eltavolitisat proteolitikus
degradécio Aaltal. Feltételeztiik, hogy ehhez hasonld szerepet tolthet be a replikacio
soran is, és az elakadt replikacios villanal eldsegiti a replikativ DNS polimeraz
eltavolitasat, ezaltal lehetové téve a replikativ polimeraz TLS polimerazra cserélését.

E lehetoség vizsgalatanak érdekében UV karosodas kivaltasa utdn nyomon
kovettik a replikativ polimerdz katalitikus alegysége (Pol3 fehérje) szintjének
alakulasat a sejtciklus sorén.

A nem kezelt sejtekkel szemben UV-besugarzas altal kivaltott atmeneti Pol3
szint csokkeneést tapasztaltunk vad tipust sejtekben a sejtciklus S fazisban. Ezt a Pol3
szint csokkenést az mms2 és rad30 delecids sejtekben is lattuk. Fontos, megjegyezni,
hogy defl delécids torzsben nem tudtuk kimutatni a Pol3 szintjének csokkenesét. A
Pol3 szintjének csokkenése nem volt megfigyelheté a rad6é delécids torzsben, ami
aldtdmasztja a genetikai analizisben kapott adatokat, miszerint a DEF1 a DNS hiba
tolerancidban betdltott szerepét a RADG felsdbb ellenérzése alatt végzi.

A Pol3 szint csokkenésének legvalosziniibb magyarazata, hogy a Pol3
szabalyozott UV A&ltal kivaltott fehérje degradacion megy keresztil. Amikor a
tapoldatot kiegészitettik az MG132 proteaszéma inhibitorral, a Pol3 UV- indukalt
degradécioja valdban teljesen megsziint.

A Pold egy heterotrimer, a Pol3 Katalitikus alegyseg mellett két nem
katalitikus alegysége van: a Pol31 és a Pol32. Célul tiztiik ki, annak tisztdz&sat, hogy
az egész Pold enzim célpontja-e az UV- indukalt proteolizisnek, vagy az csak a
katalitikus alegységet érinti. Kisérleteink szerint a Pol3-al ellentétben a Pol31-et és a
Pol32-t nem érintette az UV- indukdlt proteolizis. Mivel a Pol31 és a Pol32 nem
bomlik le UV kezelést kdvetben és jelen marad a replikacios villanal, azt feltételeztiik,
hogy egy TLS polimeraz, példaul a Revl foglalhatja el a Pol3 helyét a Pol31 és a
Pol32 mellett és végzi el a hiba atirdsat. Ellendriztiik, hogy a Pol31 és a Pol32 képes-e
komplexet képezni a Revl fehérjével. In vitro vizsgalatokban tisztitott fehérjéket
hasznélva detektalni tudtuk mindhdrom fehérje jelenlétét az eltcids frakcidban, ami a
GST- Pol32, Pol31 és Revl komplex képz6désének bizonyitéka.



KOVETKEZTETESEK

Laborunkban azonositottuk a DEF1-et, mint a RAD6-RAD18 DNS-hiba
tolerancia Utvonal Rev3-fiiggé aganak tagjat és az élesztd mutagenezis egyik
szabalyozojat. Munkank sordn bizonysagot nyert, hogy a Defl kulcsfontossagu
szerepl6 a polimerazok cseréjében. lgazoltuk, hogy a Pol3, a replikativ polimeraz Pol5
katalitikus alegysége lebomlik UV kezelés hatasdra. Kimutattuk, hogy a Pol3
lebomlésa poliubikvitinacié fiiggé proteoszomalis degradaciéo eredménye, amely a
Defl szabalyozésa alatt all. Ezzel szemben a Pol31 és a Pol32, a Pold masik két
alegysége nem degradalodik. Azt is kimutattuk, hogy Pol31 és Pol32 egyittesen stabil
komplexet képezhetnek a Revl TLS polimerazzal.

Kutatasi eredményeink alapjan Gj modellt allitottunk fel. A DNS karosodas
kovetkeztében elakadt replikacios villanal a Rad6-Rad18 fehérjék monoubiquitinaljak
a PCNA-t. A monoubikvitindlt PCNA aktivalja a mutagén Utvonalat, ahol a Defl
kozremtkodésével a Pold replikativ polimeraz komplexb6l a Pol3 polibukvitin
szignalnak koszonhetden proteoszomalis degradaciot szenved. igy a Pol3 helyét egy
mutagen TLS polimerdz veszi at, amely a Pol31 és Pol32 alegységekkel komplexet
képezve irja & a hibas szakaszt. Miutdn a sérllt szakasz atirasra kerllt, a TLS
polimeraz ledisszocial, a Pol3 ismét kotodik a replikativ polimeraz alegységeként, igy
a replikécio folytatddhat tovabb.

Tovabbi kérdés maradt azonban: Hogyan miikodhet DEF1-t61 fliggetlenul a
RAD30 altal kodolt Poln TLS polimerdz? Kisérleteink azt mutatjak, hogy a Pol3-t
ebben az esetben nem kell eltavolitani az elakadt villar6l. A Poln elsésorban az UV-
karosodas kovetkeztében kialakuld ciklobutan pirimidin dimerek hibamentes
javitasara specializalodott. Mivel az UV az egyik leggyakoribb DNS kérosito hatés az
¢l61ényekre nézve, ezért Gigy gondoljuk, hogy a Poln el6nyt kell, hogy élvezzen a TLS
polimerazok kivélasztdsanal DNS hiba 4tirés sorréan.

A Pol n a polimerdzok Y csaladjanak egy tagja, amely a Revl és Pol { TLS
polimerazoktol eltéréen kotddik a PCNA molekuldhoz. Mig a Revl és a Pol{ a PCNA
gylrtt kiils6 feliiletéhez kotnek, addig a Poln hasonléan a Pold-hoz, a PCNA
intermolekuléaris hurok doménjéhez kotodik. Ez lehetévé teszi, hogy a PCNA
trimerhez egyszerre mind a két polimerdz kapcsolddjon. Feltételezziik, hogy az

elakadt replikacios villandl a PCNA monoubikvitinaldsanak hatasara olyan



konformacids valtozas zajlik le, aminek sordn a PCNA-hez kot6dott Pol n atveszi a
szintézist a Pol 3-t6l. Elvégezve az atirast, a PCNA deubikvitindlasa visszaallitja a
korabbi &llapotot, a Pold pedig folytathatja a szintézist.

Bizonyossagot nyert, hogy a DNS-hiba tolerancia titvonal t6bb eleme erds
konzervaltsagot mutat éleszté és az ember kozott. Ezért gy gondoljuk, hogy kutatasi

eredményiink hozzajarul az emberi mutagenezis folyamatanak megértéséhez is.
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