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1. Roviditések jegyzéke
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Ammonium-perszulfat (Ammonium persulfate)

Adenozin-5'-trifoszfat (Adenosine triphosphate)

Baziskivago hibajavitas (Base excision repair)

Marha szérumalbumin (Bovine Serum Albumin)

Fluoreszcens DNS festék (4',6-diamidino-2-phenylindole)
Deoxi-citozin-monofoszfat (Deoxycytidine monophosphate)
DNS-hibatolerancia (DNA damage tolerance)

Dulbecco altal modositott Eagle-médium (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium)

Dimetil-szulfoxid (Dimethyl sulfoxide)

Dezoxiribonukleinsav (Deoxyribonucleic acid)

Ubikvitin aktivalé enzim (Ubiquitin-activating enzyme)

Ubikvitin konjugald enzim (Ubiquitin-conjugating enzyme)

Ubikvitin ligdz enzim (Ubiquitin-ligase enzyme)

Fluoreszcencia altal aktivalt sejtelvalasztas (Fluorescence-Activated Cell
Sorting)

Magzati borju szérum albumin (Fetal Calf Serum)

8 aminosavas jelold peptid (FLAG octapeptide, DYKDDDDK)

7061d fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein)

Glutation S-transzferdz (Glutathione S-transferase)

Ubikvitin ligdz domén (Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus)
Homolog rekombinacié (Homologous Recombination)
Torma-peroxiddz enzim (HorseRadish Peroxidase)

Hidroxiurea (Hydroxyurea)

Mismatch hibajavitas (Mismatch repair)

Nukleotidkivag6 hibajavitds (Nucleotide excision repair)

Nem-homolog végek dsszekapcsolasa (Non-Homologous End-Joining)
Polimerazok processzivitési faktora (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
Polietilén-glikol (Polyethylene glycol)

Paraformaldehid (Paraformaldehyde)



PCNA kolcsonhato régié (PCNA-Interacting Protein motif)
Replikacios faktor fehérje (Replication factor C)

Ubikvitin ligdz domén (Really Interesting New Gene)
Ribonukleinsav (Ribonucleic acid)

DNS-ko6t6 fehérje (Replication Protein A)
Natrium-dodecil-szulfat (Sodium dodecyl sulfate)

Rovid hajtti RNS (Small hairpin RNA)

Kis médosito fehérje (Small Ubiquitin-like Modifier)
Transzkripcio-kapcesolt hibajavitas (Transcription-Coupled Repair)
Tetrametil-etilén-diamin (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)
Transzlézios szintézis (Translesion synthesis)

Ubikvitink6té motivum (Ubiquitin-Binding Motif)

Ubikvitink6td cink-finger domén (Ubiquitin-Binding Zinc finger)
Ultraibolya sugérzas (Ultraviolet light)

Xeroderma pigmentosum varians (Xeroderma Pigmentosum Variant)



2. Bevezetés

A DNS molekula a sejtek életéhez sziikséges nélkiilozhetetlen informacidkat
tartalmaz. Annak érdekében, hogy egy utddsejt az eredeti pontos masolata legyen,
genetikai informacidja nem valtozhat meg. Az él6lények sejtjei azonban allanddan
kiils6 és bels6 DNS- karosito tényezdknek vannak kitéve: UV és egyéb sugarzasoknak,
kiilonb6zo vegyszereknek, a taplalékban eldforduld kéaros adalékanyagoknak, reaktiv
oxigéngyokoknek, dohanyzas altal a szervezetbe jutott kemikélidknak stb., amelyek
kovalensen modosithatjadk a bazisokat, megvaltoztathatjdk az 0rokité anyagot, és
replikaciot blokkolé DNS hibakat okozhatnak.

A DNS hibék sok tipusa ismert, ezek koziil az egyik leggyakoribbak az oxidacios
hibak, melyek bazisvesztést okozhatnak. Egy atlagos emlds sejt DNS-€bdl néhany ezer
purin és néhany szaz pirimidin bazis vész el spontdn egy nap alatt. Egy purin vagy
pirimidin bazis elvesztése abdzikus régiok kialakuldsahoz vezet. Egy lehetséges
oxidacidés hiba a bazisok kiss¢ instabil amino-csoportjanak keto-csoporttd alakulasa,
mas néven a deaminacio. Ide tartozik az adenin hypoxantinnd, a guanin xantinnd és az

5-metil-citozin timinné alakulasa.

1. abra: a. Ciklobutil gylri szerkezete, b. T-T pirimidin dimer kialakulasa UV sugarzas
hatasara.



A nukleinsav bazisok altal elnyelt UV sugérzas leggyakrabban ciklobutan-
pirimidin és pirimidin-pirimidin dimerek kialakulasat okozza, ami a legtobb esetben T-
T, kisebb szamban T-C, illetve C-C kovalens kapcsolatokat jelent, melyek az egyik
bazis 6-os és a szomszédos bazis 4-es poziciojaban taldlhatd szén atomjai kozott
alakulnak ki' (1. 4bra). A szalon belili keresztkdtések mellet kialakulhatnak
szomszédos szalak kozotti keresztkotések, illetve DNS és fehérjek kozotti
keresztkotések is.

A DNS-szekvencia megvaltozdsanak masik fo forrasat a ,,mismatch”-ek jelentik,
amelyek a replikacid soran kialakuld kisméretli inszerciok vagy deléciok. Végiil meg
kell emliteniink az egyes-, illetve kettdsszalu toréseket, amelyek a topoizomerazok,
nukleazok és rontgensugarzas hatdsara alakulhatnak ki, és rendkiviil nagy kockézatot
jelentenek a sejt szamara. Sziikség van tehat olyan mechanizmusokra, amelyekkel a
sejtek képesek megdrizni integritasukat.

A DNS hibékat felismerd ¢€s javitd mechanizmusok szamos fajtaja alakult ki az
evolicid6 soran, amelyek mind prokaridta, mind eukaridta sejtekben képesek
megsziintetni a karosodasokat. E javitd utakat négy nagy csoportra lehet osztani: 1. a
hiba direkt kijavitasa; 2. a hibas régioé kivagasa, majd helyes szakaszra kicserélése; 3. a

kettdsszalu toréseket javito mechanizmus; 4. az tgynevezett hibatolerancia ttvonal.

2.1. A DNS-hiba azonnali kijavitasa

A hiba visszaforditdsa, azonnali javitdsa a legegyszeriibb ut, legtobbszor mégsem
milkodik termodinamikai vagy kinetikai okokbol. A legtdbbet tanulmanyozott
mechanizmus a pirimidin dimerek fotolidz altali megsziintetése’. A fénybegyijté
rendszerek altal befogott energidt a FADH veszi at, a fotoliaz a FADH-t6l vett energiat
haszndlja a dimerek hasitasara. A fotoliazok megtaldlhatok baktériumokban,
gombdkban, novényekben és a gerincesekben is, kivéve a méhlepényeseket, igy az
embert is. Egy masik példa a hiba visszaforditasara a 6-oxo-guanin alkiltranszferaz
altali javitas®. Ez a fehérje minden organizmusban megtaldlhato. A harmadik példa az
AlkB fehérje altal végzett reakcid, amely vas-oxo intermedieren keresztiil, az alfa-

ketoglutarsav oxidativ dekarboxilacidja soran a metil csoport hidroxilaciojat jelenti’.



Végiil meg kell emliteniink a nickek DNS ligaz altali megsziintetését. Ez a reakci6 5’

fosztat és 3 hidroxil csoportok kdzott jatszodhat le.

V4

2.2. Baziskivago és nukleotidkivago hibajavitas

A baziskivagd ¢s a nukleotidkivagd javitd mechanizmus a DNS molekula
kettdsszalu tulajdonsagat hasznalja fel. Ha a hiba csak az egyik szalon van jelen, képes
javitodni kivagodassal, majd a helyes szakasz beépiilésével, a komplementer szalat
hasznalva templatként. Minden organizmus négy kivagd mechanizmussal rendelkezik:
az ugynevezett ,mismatch” repairrel (MMR), a baziskivagd repairrel (BER), a
nukleotidkivago repairrel (NER) €s a transzkripcio-kapcesolt repairrel (TCR).

A mismatch repair a nem megfeleléen parosodd nukleotidok korrekciojat végzo
konzervalt folyamat. Legtobbet Escherichia coliban tanulmanyoztdk, legfontosabb
résztvevol a MutS, a MutL és a MutH fehérjék. A replikacios hiba okozta helytelen
bazisparosodast a MutS ismeri fel, és kotddik az adott régioban. A komplexet a MutL
stabilizalja. A MutS-MutL komplex aktivalja MutH-t, amely a sziil61 szal egy kozeli
metil csoportjahoz kotddik és bevagast végez a DNS molekulan. Innen az UvrD fehérje
egyesszal-specifikus exonukleaz aktivitasaval leemészti a hibas szalat, amit késébb a

Polimeraz 111 Gjraszintetizal. A két szalat a DNS ligaz kapcsolja 6ssze’.
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2. abra: A BER folyamata: a.) Citozin deaminaci6, b.) Uracil kivagas, c.) Abazikus régio
kivagasa, d.) Réskitoltés, e.) Ligalas, f.) Hibas résfeltoltés, g.) Visszaemésztés, h.) Helyes
réskitoltés



A baziskivago hibajavitas a kovalensen modosult vagy sériilt bazisok — mint az
uracil, vagy 3-metiladenin — eltavolitdsat végzi (2. é&bra). Az tutvonalnak szdmos
variansa létezik, de mindegyikre jellemzd az a négylépéses mechanizmus, amelynek
elején a DNS hibat egy specifikus DNS glikozilaz azonositja. Ezt kdvetden a nem
megfeleld nukleotid bazisanak kivagddasa kovetkezik, igy abazikus régid alakul ki,
majd az igy kialakult hely elott a DNS egyesszéalat endonukleaz hasitja (igy 3’-OH
vég jon létre). Végiil a DNS feltoltédik DNS polimerdz segitségével. A javitott szalat
a DNS ligaz kapcsolja 6ssze®.

Annak ellenére, hogy a baziskivagd hibajavitds nagyon fontos, mégsem képes
megkiizdeni az 6sszes hibaval. Minden egyes adott hibahoz, amelyet a baziskivago
mechanizmus tavolit el, sziikséges egy DNS glikozilaz, amely felismeri a specifikus
hibdkat. Mivel a DNS-t karosité tényezok rendkiviil széles spektrumuak, szinte
lehetetlen, hogy minden specifikus hibédra kiilon glikozildz alakuljon ki, ezért egy
masik, sokkal rugalmasabb rendszer is Iétrejott a problémak megoldasara. Ez a
nukleotidkivagd repair (NER), amely a hibas régidkat ismeri fel, azok abnormalis
strukturajan keresztiil. A NER minden organizmusban hasonl6 folyamat révén jatszodik
le. Az els6 lépés a hiba felismerése, amit a hibds régidhoz koétddé multi-protein
komplex kapcsolodasa kovet. Ezutan kettds bevagas torténik a hibas szélon, néhany
nukleotidnyira a sériilt bazistol mindkét iranyban. A kivagott oligonukleotid
eltavolitasa utdn a rés feltoltddik egy DNS polimeraz altal, végiil a két szal
osszeligadlodik. E. coliban az UvrA, UvrB és UvrC fehérjék vesznek részt a
felismerésben és a vagasban. Két UvrA és egy UvrB komplexe kotédik a DNS
kettosszalhoz, majd elcstiszik a hibas régioig. Ezutdn az UvrA komplex levalik az
UvrB-16l, amelyhez igy az UvrC képes kotddni. Az igy kialakult komplex vagja be
két oldalt a sériilt szalat. Ekkor az UvrD helikdz eltavolitja a kivagott régiot,
amelyet a polimeraz I, illetve II tolt fel. A nukleotidkivagd repair eukariotdkban is
hasonlo elv szerint miikodik, azzal a kiilonbséggel, hogy sokkal tobb fehérje vesz részt
a javitasban. A hiba hatasara bekovetkezd DNS torzulast az XPC/HR23B komplex
ismeri fel, amely még nagyobb torzulast idéz elé. Ennek kovetkeztében a kilenc
alegységes TFIIH kapcsolodni képes a hibat tartalmazd szalhoz ¢és ATP
felhasznalasaval letekeri azt 20-30 nukleotid hosszan. Ekkor az XPG nukledz is
kotédik a DNS-hez és elvagja a hibas szdlat, majd a polimerdz delta feltdlti a

keletkezett egyesszali régiot, a helyes szalat hasznalva templatként’.



A nukleotidkivagd repairben részt vevd szamos fehérje génjében létrejovo
mutacidk kiilonb6zo betegségek kialakulasahoz vezethetnek. Az egyik leggyakoribb a
Xeroderma pigmentosum, amelyet az XP fehérjék funkciovesztése idézhet eld. Ez a
betegség a megndvekedett UV érzékenység révén bérrakot okoz'. A Cockayne-
szindroma ¢és a Trichothiodystrophia kialakuldsa is a nukleotidkivagd repair
meghibasodasanak koszonhetd. Tiineteik a korai oregedés, a kiilonb6z0 daganatos

betegségek kialakulasa, valamint testi és/vagy szellemi fogyatékossag’.

2.3. A homolog rekombinacio és a nem homolog végek dsszekotése

A DNS kettdsszalu torések javitdsanak 2 f0 mechanizmusa ismert. Az els6
elényben részesiti a homolog rekombinaciot (HR) végzd fehérjéket, amelyek az
informaciot a testvér kromatidarol veszik és a hibat helyesen javitjak. A masik
megengedi a nem homoldég végek random Gsszekapcsolasat, ezt nem homolog végek
csatlakoztatasanak (NHEJ) nevezziik, amely nem megfeleld ,,javitast” eredményez.

A homolog rekombinacidoval torténd kettdsszali torések javitasdnak pontos
mechanizmusa intenziven kutatott teriilet. Ismert, hogy a részt vevd fehérjék
pékélesztdben (Saccharomyces cerevisiae) a Rad52 episztdzis csoportba tartoznak. A
folyamat szempontjabol kulcsfontossagi fehérje a Rad51. A Rad51 fehérje kdzponti

crer

komplexet képez az egyesszali DNS-el. A komplex a homolog kettdsszali DNS-sel
kapcsolatba 1ép, és a RecA altal kotott szal bazisparosodik a komplementer szallal'™.
Az eukariota RadS51 in vitro hasonldo folyamatot katalizal. Miutan a Rad51-DNS
komplex kialakul, megkeresik a komplementer szalat, amely kihurkolassal szabadda
valik. Az extenzidt kovetden az elkésziilt szdl a Rad54 altal szabadda valik. A

testvérszalak a Rad5?2 segitségével dsszeolvadnak'' (3. abra).
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3. abra: A homolog rekombinaci6 folyamata: A DNS visszaemésztése utan az egyesszal
Rad51 segitségével bekotddik a homolog régidba, majd a szal meghosszabbodik, végiil
Rad54 segitségével levalik a homolog szalrol. Végiil a két komplementer szal Rad52
jelenlétében hibridizalodik és ligalodik.

A kettdsszalt DNS-torés a komplementer szalak hibridizaciojaval is javitodhat.
Miutan a megfeleld fehérjék felismerik a tordtt régiot, az 5° végek felol
visszaemésztodik, a 3’ szdlon igy I[étrejove esetleges, néhany nukleotid hossza
komplementer régiok parosodhatnak. Emlds sejtek esetén a genomban talalhato
nagyszamu, viszonylag hosszi ismétlddések miatt ez a folyamat nagy valdsziniiséggel
lejatszodik. A parosodas kovetkeztében kihurkolodd DNS szakaszokat endonukledzok
hasitjak, végiil a szalak ligadlodnak. A torés igy megszlinik, viszont delécio
keletkezik. Minden homolog rekombinacidval torténd javitds viszonylag bonyolult,
labilis DNS struktirédk kialakulasdn keresztiil megy végbe, és a genomban hibakat
halmozhat fel.

A harmadik folyamat, amely a legnagyobb karokat okozhatja, a nem homolog
végek random Osszekapcsolasa. Szabad DNS végek random kapcsolodasat teszi
lehetové, de a legtobb esetben a megfeleld végeket koti 6ssze. Az, hogy a rendszer
hogyan taldlja meg az 0sszeill6 darabokat, még nem ismert. Az NHEJ kozponti
szerepet jatszO fehérjéi minden eukaridta sejtben konzervaltak, két masik fehérje
(XRCC7, ARTEMIS) csak a gerincesekre jellemz6. Ez a két fehérje az
immunglobulinok érésénél, V(D)J rekombinacioban is fontos szerepet jatszik, amely

folyamat csak gerincesekben zajlik le. Ezenfeliil a kettdsszala torések kijavitasaban is
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nélkiilozhetetlenek, hiszen hidnyukban a sejt érzé¢kenyebbé valik ionizald sugérzassal

12
szemben °.

2.4. A posztreplikacios hibajavitas és a hibat toleralé DNS szintézis

A kordbban emlitett DNS reparacios mechanizmusok folyamatosan javitjak a
hibdkat, mégis el6fordul, hogy a nagyfoku karosodas kovetkeztében telitddo, esetleg
meghibasodott, igy nem is miikodd rendszerek egy hibat mar nem képesek kijavitani a
sejtciklus replikacios fazisaig. A replikativ polimeraz - feladatabol adodoan - nagyon
szlik aktiv centrummal rendelkezik és csak hibatlan szalat képes magaba fogadni, azzal
szemben megfeleld nukleotidot beépiteni. Ha karosodott szakaszhoz érkezik, a
replikdcid leall, aminek kovetkeztében kettdsszali DNS-torések, kromoszomalis
atrendezddések alakulhatnak ki, igy a sejt egy 1id0 utan elpusztul. Ez foként egysejtii
organizmusok esetén jelent nagyobb gondot, ezért az evolicid soran mar egysejtii
eukariotdkban kialakult egy mechanizmus, amely képes az elakadt replikacios villa
mentésére, igy a sejt ¢életben marad ¢és osztodni is képes. Ez a folyamat az
ugynevezett DNS-hibatolerancia (DDT) ftutvonal, amelynek sordn a hiba ugyan
megmarad, de a replikacid tovabbhaladhat. A megmarad6 hibas régiot késdbb a BER és
a NER javitja ki.

Az eukaridta hibatolerancia Utvonalat leginkdbb pékélesztében tanulmanyoztak.
Az utvonalban a Rad6-Radl18 episztazis csoportba tartozd fehérjék vesznek részt. A
DDT fontossagat jelzi, hogy az élesztdé Rad6 homologjait megtalaltdk az 0Osszes

7 1214 1
eukariota él61ényben”.

2.5. Az ubikvitin szerepe a DNS-hibajavitasban

A Radé6 csoportba tartozd gének klonozéasa €s szekvencia-analizise, valamint az
in vivo €s biokémiai interakcio-vizsgalatok soran vildgossd valt, hogy az ubikvitilacio
meghataroz6 szerepet jatszik a Rad6 tutvonal szabalyozésaban. A Rad6 a Radl8
fehérjével egylittmiikodve képes mas fehérjéket ubikvitilalni. Az ubikvitin egy 76

aminosavbol allé, rendkiviil konzervalt fehérje, amely az Osszes eukariota
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organizmusban megtalalhaté'®. Az ubikvitin mas fehérjékhez kotédve szamos biologia
folyamatot szabalyoz, igy a proteolizist vagy a DNS-hibatolerancia utvonalat. Az El
aktivald enzim ATP jelenlétében aktivalja az ubikvitint, igy az ubikvitin C-
terminalis karboxil csoportja kovalensen kapcsolodik az E1 aktiv ciszteinjéhez,
tiolészter kotést 1étrehozva. Innen transzészterifikacioval az E2 konjugdld enzim aktiv
centrumaban talalhato ciszteinre keriil, végiil a szubsztratra, izopeptid kotéssel, E3 ligaz
jelenlétében, ahol az E3 enzim a szubsztrat felismerésben jatszik szerepet'”

Az ubikvitilalasi reakciokhoz a sejtekben egy-két E1 enzim van jelen, mig
konjugélé enzimbdl tobb tucat, ligdzbol tobb szaz all rendelkezésre. Az E3 ligazok
katalitikus doménjiik alapjan harom csoportba sorolhatdék, ezek a HECT domént
tartalmazo'®, a RING-finger'’ és az U-box E3 ligazok'®. A HECT doménben taldlhatd
katalitikus cisztein rendszerint atveszi az ubikvitint az adott E2-r6l, mielott a
szubsztratra kotné azt. Ezzel szemben a RING és U-box E3-ak nem létesitenek

kovalens kapcsolatot az ubikvitinnel (4. dbra).

= ()
e E"@ \HECT E3
[ E1 |-SH -SH 7\
Tez7-SH 0
NH, -0

@ @%'fb

NH,

4. abra: RING ¢és HECT tipust ubikvitilacio sémdja. A RING tipust ligdz nem veszi at
az ubikvitint az E2 enzimt6l, mig a HECT tipust ligdz el6szor atveszi az ubikvitint az E2

enzimt6l, majd ezutan kapcsolja a célfehérjére.

Bizonyos koriilmények kozott az E3 enzim ubikvitin elongacios faktorként is
részt vehet a reakcioban'’. Ilyenkor az ubikvitin nem monomer, hanem polimer
formajaban kotddik a szubsztratra. A soron kovetkezd ubikvitin az el6z6 ubikvitin 7
kiilonboz6 lizinjéhez kotédhet, ami meghatdrozza a tovabbi bioldgiai funkciot®. A
leggyakoribb az ubikvitin 48-as pozicidban taldlhatéd lizinjén keresztiil kialakul6 lanc,
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amely proteoszomalis lebontasra itéli az adott szubsztratot. Ezzel szemben a 63-as
lizinen keresztiili kapcsolat nem lebontdshoz vezet, hanem négy kiilonb6zo
folyamatban jatszhat szerepet, ezek a DNS-hibajavitas, a szignalizacids utvonalak, az
intracellularis szallitas és a riboszomalis biogenezis.

A DNS-hibatolerancia utvonalban szamos fehérje ubikvitilalodik, de genetikai
bizonyitékok alapjdn a kulcslépés a PCNA molekula 164-es pozicidjaban 1évo
lizinjének ubikvitildlasa, amely elinditja és — még nem teljesen tisztazott
mechanizmusok révén — szabalyozza a tovabbi lépéseket’’. A PCNA fehérie egy
rendkiviil konzervalt molekula, 3 alegységbdl felépiild homotrimer, mely szerepet
jatszik a replikacioban. A replikdcid kezdetén, a primer-templat kapcsolathoz kotédo
Replikacios faktor C (RFC) ATP jelenlétében a PCNA trimert C-terminalisaval a DNS
3’ vége felé forditva helyezi fel a DNS-re. A folyamat a replikativ polimerazok (Polo,
Pole) bekotddésével folytatddik, amelyek a PCNA C-terminalisahoz kapcsolodnak. Az

interakcid megndveli a polimeraz-DNS kozti kapcsolat stabilitasat.

monoubikvitin poliubikvitin SUMO a K164-en SUMO a K127-en

5. abra: A PCNA fehérje poszttranszlacios modositasai: mono-, illetve poliubikvitilacio,
valamint kétféle sumoilacio.

2.6. A DNS-hibatolerancia utvonal szabalyozasa

Hossz ideig ismeretlen volt a DNS-hiban athalado replikacido szabalyozasa.
Elesztén végzett tanulmanyok arra utalnak, hogy a PCNA ubikvitilaciéjanak fontos
szabélyoz6 szerepe van a mechanizmusban®. A PCNA ubikvitilacidjat a Rad6 csoport
egyes fehérjéi végzik, amelyek az ugynevezett posztreplikacios DNS-hibajavitasban

jatszanak fontos szerepet. A hibajavitas itt helytelen kifejezés, hiszen a Rad6 episztazis
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csoport fehérjéi csak stabil replikacidt tesznek lehetdvé a hiba eltavolitasa nélkiil. A
PCNA 164-es lizinjén keresztiili ubikvitilalasahoz sziikséges az aktivalo enzim (Ubal),
a Rad6 konjugald enzim, valamint a Rad18 ubikvitin ligdz fehérje. A PCNA ezenkiviil
SUMO (Small Ubiquitin-Related Modifier) moédositast is kaphat, ami a homolog
rekombinécios folyamatokat gatolja® (5. abra).

A Radl18 nemcsak a Rad6-hoz és a PCNA-hez, de a DNS-hez is képes kotddni.
Ezenkiviil interakcioba Iép az egyesszali DNS-koté fehérjével (RPA), amely szintén
elésegiti a PCNA DNS-hiba altal indukalt ubikvitilalasat®. Ha a modositds megtortént,
tobb  kiillonb6zé alitvonal indulhat el, amelyek segithetnek a replikdcio
tovabbhaladasaban. Ezek koziil kettdben transzlézios DNS polimerazok vesznek részt,
amelyek lazabb aktiv centrumuknak kdszonhetéen képesek befogadni a hibds, torzult
DNS szalat és a hibatol, valamint az aktivaléddo polimeraztél fliggéen vagy
komplementer (error-free) vagy nem komplementer (error-prone) nukleotidot
épithetnek be”. Magasabbrend(i eukariotdkban 6t specidlis polimerazt azonositottak,
amelyek képesek a hiban athaladva a DNS szintézisére®. Ezek koziil négy, a Poln,
Poli, Polk és a REV1 a DNS polimerazok Y-csaladjaba tartozik, amelyre jellemzd az
alacsony hiiség ¢és az exonukleaz aktivitas hianya™?°. Az 6tddik polimerdz a Poll,
katalitikus alegysége a REV3 fehérje, amely a DNS polimerazok B-csaladjaba
tartozik, és jarulékos faktora a REV7 protein®’.

2.6.1. Alternativ DNS polimerazok

A Poln, amely minden eukari6tdban megtalalhato, az UV sugérzas kdvetkeztében
kialakul6o ciklobutan-pirimidin dimerekkel szemben képes nukleotidot beilleszteni,
legnagyobb részt hibamentesen®®. A T-T dimerekkel szemben 25-b81 1 alkalommal épit
csak be guanint, a tobbi esetben adenin épiil be?””. A Poln muticidja emberben a
Xeroderma  pigmentosum variant (XP-V) nevli betegséget okozza, amely
megnovekedett kockézattal jar a napfény indukalta borrakkal szemben. Az XP-V sejtek
érzékenyebbek UV sugarzas okozta mutaciokra®. A Poln volt az elsd polimerdz,
amelyet tumorszupresszorként azonositottak.

A REVI, amely szintén megtalalhatdé az Osszes eukariotdban, egy dCMP
transzferaz, amely citozint épit be minden kéarosodott nukleotiddal és abazikus régioval

szemben, Ugy in vivo, mint in vitro>'**. A REV1 a REV7 mellet kdlcsénhat a masik
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harom Y-csaladbeli polimerazzal is, ezért mintegy vazként szolgdlhat mas TLS
(Trans Lesion Synthesis) polimerdzok szamara a transzlézios szintézis soran®=***>°,

A Polv csak gerincesekben megtaldlhatd polimerdz, hatékonysaga rendkiviil
alacsony, nem képes tovabbhaladni, miutan beépitett egy nukleotidot a DNS sériiléssel
szemben’’. Hibaaranya nagyon magas, foként a timinekre nézve, amelyekkel szemben
a legtobb esetben guanint épit be adenin helyett®®. Habar kolesonhat Poln-val, UV Altal
okozott hibak javitasaban betoltott szerepe nem tisztazott® .

A Polx jelen van a Schizosaccharomyces pombe-ban €s minden gerincesben. A
polimeraz doménjén kiviil két UBZ doménnel (Ubiquitin-Binding Zinc Finger) is
rendelkezik®'. A Polk in vitro rendszerekben nem tud athaladni az UV altal okozott
hibakon, de a Polk mutans egerek mégis érzékenyek az UV sugarzasra®. A Polk az S
fazisban 1évo sejteknek csak kis szazalékdban lokalizalodik a replikacios fokuszokba,
ellentétben a TLS-ben részt vevd tobbi Y-csaladba tartozé polimerazzal®.

A Pol, amely minden eukariotiban jelen van, nem rendelkezik a B-csalad mas
polimerazaira — mint a Pold, Pole — jellemzd exonukledz aktivitassal. Ezzel szemben,
az Y-csalad tagjaira jellemzénél magasabb atirasi pontossagot mutat**. Jellemz ra,
hogy a B csalad tobbi tagjanal konnyebben képes primer-templat mismatch-ek
folytatasara. Elesztében a Pol{ nem létfontossagn a sejtek szamara, mig egérben
delécidja embrionalis letalitast eredményez, arra utalva, hogy a Pol{ funkcioja sokkal
komplexebb a magasabbrendii organizmusokban®,*’*®.

A Poln, 1 és x a PCNA kot6 peptid (PIP) motivuman keresztiil képes interakcioba
Iépni a PCNA-vel. Szamos tanulmany kimutatta, hogy ez a domén sziikséges a
polimeraz TLS-ben betoltott szerepének ellatasahoz is. Ezenkiviil minden Y-csaladbeli
TLS polimeraz a monoubikvitilalt PCNA-hez is tud kapcsolodni ubikvitin kotd
motivuman keresztiil. Ez a Poln és a Polk esetében UBZ, mig a Poh és a REV1 esetén
az UBM motivum. Az UBZ ¢és az UBM fontosak a TLS polimerdazok funkcidjanak
szempontjabol is***!"*3 Mig egyes tedridk szerint a polimeraz — monoubikvitin-
PCNA kapcsolat fontos a TLS polimerdzok aktivacidojadhoz, szamos tanulmany cafolt ra
erre a feltevésre. A PCNA ubikvitilaciéja nem zavarja Pold és a PCNA kapcsolatat
¢s nem hat a TLS polimeraz — PCNA kapcsolat erésségére™. A PCNA ubikvitilacio
nem stimulalja a Poln in vitro aktivitasat™*>. gy a PCNA monoubikvitilalsanak igazi
szerepe abban allhat, hogy befolyasolja a replikativ polimerdz és/vagy egyéb
jarulékos fehérjék kotodéset, amivel eldsegitheti a Poln és mas TLS polimerazok

kotodését a PIP motivumon keresztiil.
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2.6.2. A RadS utvonal szerepe a hibajavitasban

Eleszt6ben az elakadt replikacios villa a PCNA poliubikvitilaciojat is indukalja.
A folyamat soran a PCNA 164-es lizinjére kotott ubikvitinen keresztiil poliubikvitin
lanc alakul ki. Az egyes ubikvitin molekulak a 63-as lizinjiikon keresztiil kapcsolodnak
a kovetkezo ubikvitinhez. A reakciot a heterodimer E2 enzim, az Ubcl3-Mms2
komplex, és egy E3 ligdz, a Rad5 katalizilja®. A Rad5 rendelkezik egy HIRAN
doménnel, valamint az SWI/SNF2 csalddra jellemz6 helikdz (ATPaz) doménekkel,
melyek kozé €kelédve helyezkedik el egy RING-finger domén. Kimutattak, hogy a
Rad5 RING doménje révén képes poliubikvitilalni a PCNA fehérjét, mig helikdz
doménjei segitségével képes a kettdsszala DNS-en haladva kettdsszala DNS-fliggd
helikazként miikodni, valamint visszaforditani a replikécios villat. HIRAN doménjének
funkcidja eddig ismeretlen. Eleszt$ sejtekben UV sugdarzas hatasara az ATPaz és a
RING-finger mutans Rad5 sejtek genomja hasonloan toredezetté valik, ami azt
sugallja, hogy mind a két aktivitas elengedhetetlen a RadS5 posztreplikacios
hibajavitasban (PRR) betdltott funkcidjahoz. Ezenkiviil a Rad5 ubikvitin ligdz domén
mutans ¢élesztd sejtek érzékenyebbek az UV sugérzasra, mint a Rad5 ATPaz domén
mutans sejtek vagy az mms2, illetve ubcl3 defektiv éleszté sejtek’’. Ez a megfigyelés
arra utal, hogy a Rad5-nek, mint ubikvitin ligdznak nemcsak a PCNA
poliubikvitildlasaban van szerepe, hanem a TLS polimerdzok ¢és egyéb fehérjek
ubikvitilacidjaban is részt vehet.

Emlds sejtekben is megfigyeltétk a PCNA poliubikvitilacidjat UV sugarzas
hatasara®®. Az ubikvitilacio gatlasa megnoveli a TLS altal okozott mutaciok kialakulasat,
vagyis a PCNA poliubikvitilalasa képes szuppresszalni a TLS utvonaldt. Az SHPRH
fehérjét az éleszté6 Rad5 human homologjaként azonositottak™ . Hasonléan az éleszté
Rad5-hoz, a human SHPRH is az ATPazok SWI/SNF2 csaladjaba tartozik, C3HC4
tipusi RING-finger motivumot tartalmaz a SWI/SNF2 helikdz domének kozott®',
valamint kolcsonhatdsba 1ép a RAD6-RADIS, UBC13-MMS2 komplexekkel és

59

indukalja a hPCNA 164-es lizinjén keresztiili poliubikvitilacidt mind in vivo™, mind in

.. 60
vitro .
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2.6.3. A human HLTF fehérje

A Rad5 egy masik human homoldgjat is azonositottak, ez a HLTF (Helicase-like
transcription factor) fehérje, amely az SHPRH-nal nagyobb homologiat mutat a Rad5-
tel’>®. A HLTF fehérjét transzkripcios faktorként és tumorszupresszorként
azonositottak. Kimutattdk, hogy a vastagbél-tumorok 30-70 %-&dban a HLTF promoter
hipermetilacidja kovetkeztében a fehérje nem fejezédik ki, mig mas tumorokban a
HLTF pontmutans, illetve csonkolt formaban van jelen®. A HLTF fehérje csokkent
expresszidjanak kovetkeztében humdan ¢és egér sejtekben a DNS-karosodasok
mennyisége megnd, €s a genom instabilld valik. A HLTF kdlcsonhat a RAD6-RADIS,
valamint az UBC13-MMS2 komplexekkel®. Az SHPRH-hoz hasonléan a HLTF is
tartalmaz egy RING domént ¢és SWI/SNF helikdz doméneket. Az MMS2-UBC13
komplex-szel egyiittmiikddve poliubikvitilalja a mar monoubikvitilalt PCNA fehérjét,
63-as lizineken kapcsolt lancolt 1étrehozva. Az SHPRH-val szemben a Rad5-hoz
hasonléan egy HIRAN doménnel is rendelkezik (6. abra), mely domén funkcidja
eddig ismeretlen volt. Predikciok alapjan olyan DNS-ko6té domén lehet, amely képes

felismerni, majd késébb kapcsolodni a karosodott DNS-hez vagy az elakadt replikacids

villahoz®.
HIRAN I la 11N RING IV V VI
Hs. HLTF (1-1009 aa.) [ TZ7AL__1I [T 10 /!llll]] ]
3L
C3HG
HIRAN I la 1T RING 1V VVI
Sc. Rad5 (1-1169 aa.)[ | T 1 R T ]
3L
C3HG
I HI15 PHD la I RING IV VVI
Hs. SHPRH (1-1683 aa.)] T | ||| ! [T

C3HGy

6. abra: A Rad5 és human homolégjai, a HLTF és az SHPRH doménszerkezete.

Laborunkban kimutattuk, hogy mind a Rad5, mind human homologja, a HLTF

fehérje, olyan kettdsszala DNS transzlokazok, amelyek képesek visszaforditani az
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elakadt replikaciés villa-szerii strukturakat®®®’. Azt is kimutattuk, hogy a HLTF a
replikacids villa-visszaforditassal egy idoben képes a DNS-hez kotddott egyéb fehérjek
~ PCNA, RFC, RPA - eltavolitasra is*®.A visszatekert replikdcios villara — Gn.
csirkeldb struktira — elektronmikroszképos felvételek is utalnak®’®. Hipotézisiink
szerint a vezetd szdlon 1évd hiba esetén a replikacio lealldsa utdn a vezetd és a
lemarad6 szal szintézise szétkapcsolodik, majd a Rad5/HLTF az ujonnan keletkezett
széalakat letekeri, egymassal hibridizaltatja. A hibaval szemben 1év0 szal replikacioja a
mar Ujonnan megszintetizalt testvér kromatidarol torténik. Az atiras utan a Holliday
junction jellegii struktura feloldodik, az 0j szal a karosodott régiot athidalja, igy a hiba
utan folytatédhat a replikacid (7. abra). A HLTF ezenkiviil képes dimerizaldodni, és

el6segiti a RAD51-t61 fiiggetlen templatvaltast is’'.

TLS
szintézis
PCNA P
—
monoubikvitilacid A replikécio
Rad6-Rad18 altal folytatasa
—_—, "

—

R
®, %
U O —
4 N —p
2, \ oy e BN 0 X —

Y= / Villa / DNS

DNS szintézis visszaforditas szintézis
leallasa RADS altal

7. abra: A TLS és a Rad5 Otvonal mechanizmusanak vazlata.

A HLTF altali replikacios villa-visszaforditds csak akkor valosul meg, ha a
hiba a vezeto szalon talalhato, mivel a karosodott koveto szal athidalhaté a mellette
fekvé Okazaki fragment segitségével. Fontos megemliteni, hogy mig a TLS
polimerazok altal végzett hibaatiras a legtobb esetben ijabb hibat general a DNS-ben,

addig a HLTF fehérje révén végbemend folyamat eredménye hibamentes atiras.
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Viszonylag sok helikdz képes a replikacidos villa-visszaforditasra. Ezek kozé
tartozik a FANCM helikdz, vagy a RecQ helikdzok csaladjaba tartoz6 BLM és WRN
fehérjek’>"®, és a SWI/SNF csaladba tartozd helikdzok néhany tagja, a HLTF,
SMARCAL1 és ZRANB3'*>. Az elébbi, kanonikus helikdzok egyesszali DNS
koztiterméket hoznak létre a villa visszaforditdsa soran, amiket kés6bb nem képesek
Osszekapcsolni. Ezzel szemben a SWI/SNF helikazok koordinalt médon végzik a
folyamatot, koztitermék nélkiil, egyidében zajlik az eredeti szélak szétvalasztasa, és az
ujonnan keletkezett szalak Osszeflizése. Ennek koszonhetéen a replikacios villa
viszonylag stabil marad, mivel nem keletkeznek sebezhetdbb egyesszali régiok. A
SMARCALI1 fehérjérdl kimutattak, hogy rendelkezik egy HARP doménnel, mely
specifikus DNS szerkezethez képes kotddni, és ezzel elosegiti a replikdcios villa
koordinalt visszaforditasat. A HLTF fehérjében a HARP domén funkcionalis homoldgja
a HIRAN domén lehet, igy sikeriilhet azonositani egy domén csaladot, ami véalaszt

adhat a kanonikus é¢s SWI/SNF csalad helikdzai kozti funkcionalis kiilonbségre.
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3. Célkituzések

Az elakadt replikacios villa mentését végz0 mechanizmusok €s azok szabalyozasa
még ma sem teljes mértékben tisztazott. Az egyes fehérjék pontos miikodési
mechanizmusai Gsszetettségiikbél adoddan csak részlegesen ismertek. A DNS-
hibatolerancia utvonal egyik legfontosabb komponense a HLTF fehérje, melyrdl tudjuk,
hogy ubikvitin ligdz aktivitasa révén képes poliubikvitildlni a mar monoubikvitilalt
PCNA molekulat, valamint képes visszaforditani a replikacios villat. Az viszont még
mindig kérdés, hogy hogyan taldlja meg a fehérje az elakadt replikacios villat és mi a
visszaforditds pontos mechanizmusa.

A HLTF rendelkezik egy HIRAN doménnel, melyet DNS-k6td doménnek
prediktalnak, de funkcidja ezidaig ismeretlen volt. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk,
mi a pontos szerepe a HLTF HIRAN doménjének. Kérdésiink megvalaszolasara a
kovetkezo kisérletek elvégzését tuiztiik ki célul:

1. Létrehozunk egy HIRAN domén delécidos és pontmutans HLTF fehérjét,
majd megvizsgaljuk a mutaciok hatésat.

2. Teszteljik a tisztitott fehérjék ligdz, illetve helikdz aktivitasait, melyek
valoszinlileg nem kothetdk a HIRAN doménhez, hogy kizarhassuk az esetleges
strukturalis mutaciokat.

3. Megvizsgaljuk, hogy a HIRAN domén szerepet jatszhat-e a DNS
remodeling aktivitasban.

4.  FErzékenységi kisérlettel, valamint comet esszével megvizsgaljuk a muténs
fehérjéink in vivo funkcidjat kiilonbdzé DNS-karositd dgensekkel szemben.

5. HIRAN domén fragmentet tisztitunk, hogy megvizsgaljuk a DNS-kotést,
illetve a preferalt DNS strukttrakat.

20



4. Anyagok és modszerek

4.1. Antibiotikumok
Ampicillin: 100 pg / ml végkoncentraciod

Kanamicin: 50 pg / ml végkoncenracio

4.2. Tapfolyadékok

LB: 1 % tripton, 0,5 % ¢lesztokivonat, 1 % NaCl. Taptalajhoz: + 1,5 % bacto-agar
YPD: 1 % élesztOkivonat, 2 % pepton, 2 % D-glikoéz. Téptalajhoz: + 16,7 g bacto-agar /
1000 ml

OMISSION MEDIA (OMM): 0,72 % omission media mix (100 g ¢élesztd nitrogén alap,
300 g (NH4)2S04, 1,8 g adenin, 1,2 g arginin, 1,2 g hisztidin, 1,8 g izoleucin, 1,8 g

leucin, 1,8 g lizin, 1,2 g metionin, 3 g fenilalanin, 1,2 g triptofan, 1,8 g tirozin, 1,2 g

uracil, 9 g valin), 2 % D-gliikoz. Taptalajhoz: 1,67 % bacto-agar

+12: mindegyik aminosavat tartalmazza

- LEU: OMM - leucin

- URA: OMM - uracil

Exp.- LEU: - LEU, 2 % tejsav, 3 % glicerin.

4.3. Enzimek

Fermentas cég altal forgalmazott enzimek, a gyart6 altal ajanlott pufferekkel.

4.4. Restrikcios emésztés, ligalas

Plazmidok restrikciés emésztése (10 pl): 10 pg DNS, 1 ul 10X puffer, 2 u
restrikcids endonukledaz, viz. Az emésztés 37 °C-on 2 oOran keresztil tartott. Az
emésztett DNS-t agaroz gélen futtattuk, majd Qiagen Gel Extraction kittel tisztitottuk a
gyarto altal adott protokoll szerint. A ligalas (10 pl) az aldbbiakat tartalmazta: 0,5 pg
vektor, 1 pg fragment, 1 pl 10X ligdz puffer, 5 u T4 DNS ligdz, viz.

4.5. PCR reakcio
Standard PCR reakci6 20 pl-re: 5 pmol primerl, 5 pmol primer2, 4 mM MgClI2, 2

ul puffer Taq 10X, 0,185 mM dNTP mix, 10 pmol templat DNS, 0,5 u Taq polimeraz.
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PCR reakci6 1épései: 1: 92°C — 2 perc, (2: 92°C — 30 mp, 3: 55°C — 30 mp, 4: 72°C — 50
mp) 30X, 5: 72°C — 3 perc, 6: 4°C a kivételig.

Mutagén PCR reakcio 25 pl-re: 10 pmol primerl, 10 pmol primer2, 2,5 pl puffer
Pfu + MgSO,4 10X, 0,1 mM dNTP mix, 50 ng templat DNS, 1,25 u Pfu polimeréz, 18,5
ul MQ viz. Kondiciok: 1: 94°C — 3 perc, (2: 94°C — 30 mp, 3: 55°C — 30 mp, 4: 68°C —
15 perc) 20X, 5: 68°C — 5 perc, 6: 4°C a kivételig.

4.6. LR reakcio

Standard LR reakcié: 0,6 ul (20-100 ng) ,,entry” vektor, 0,6 ul (20-100 ng)
, destination” vektor, 0,4 pl LR klonaz puffer, 0,4 ul puffer TE pH: 8,0 (10 mM Tris
HCl pH: 8,0; 1 mM EDTA), 0,2 ul LR klonaz, inkubalas 25°C-on 8 o6raig.

4.7. Plazmidok létrehozasa

A HIRAN domén delécios HLTF fehérjéhez (HLTF HIRAN del) a HLTF fehérje
156 — 589 aminosavas darabjat kodoldo cDNS régiot PCR segitségével amplifikaltuk a
pIL1867 (HLTF pENTR2B) plazmidrol, a kdvetkez6 oligonukleotidokkal: 02515, mely
EcoRlI restrikcids hasitohelyet tartalmazott €s 02522 mely Sall hasitohelyet tartalmazott.
A fragmentet a pIL1867 plazmid EcoRI — Sall helyére klonoztuk, igy megkaptuk a
pIL2106 plazmidot. Ezutdn a HLTF C-termindlis részét EcoRI — EcoRI hasitassal
klonoztuk a pIL1867 vektorbol a pIL2106 EcoRI — EcoRI helyére, igy megkaptuk a
pIL2108 (HLTF HIRAN del pENTR2B) plazmidot. Az NN90,91AA dupla pontmutanst
PCR alapti mutagenezissel hoztuk létre a pIL1867 plazmidrol, a kovetkezd
oligonukleotidok segitségével: 02732 ¢és 02733, igy kaptuk meg a plL2349 (HLTF
90/91 pENTR2B) plazmidot. A HIRAN domén klonozasat PCR segitségevel végeztiik.
A vad tipusi HIRAN domént pIL1867 plazmidrol amplifikaltuk 02603, Ncol helyet
tartalmazo és 02604, Xhol hasitohelyet tartalmazo oligonukleotidok segitségével. A
fragmentet a plL1163 (pENTR4) plazmid Ncol — Xhol helyére klonoztuk, igy
megkaptuk a pIL2174 (HIRAN domain pENTR4) plazmidot. A dupla pontmutans
HIRAN domént wugyanezekkel az oligonukleotidokkal amplifikaltuk pIL2349
plazmidrol és klonoztuk a pIL1163 plazmid Ncol — Xhol helyére, igy megkaptuk a
plL2734 (HIRAN domén 90/91 pENTR4) plazmidot. Az ¢lesztd expresszios
plazmidokat a kovetkez0 ENTRY vektorokbol hoztuk létre: plL1867, pIL2108,
pIL2349, pIL2174, pIL2734 LR rekombinacid segitségével, a pIL1844 (pBJ842 GST-
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FLAG-Destination) vektort hasznalva akceptorként, igy kaptuk meg a pIL1520,
pIL2111, pIL2736, pIL2177, pIL2735 élesztd expresszios plazmidokat.

4.8. Baktérium transzformalas

A kompetens baktériumsejteket jégen felolvasztjuk, hozzamérjiik a plazmid DNS-
t (20-100 ng), majd jégen inkubaljuk 20 percig. Ezutan a sejteket hdsokkoljuk 1 percig
42 °C-on, majd tovabbi 2 percig jégen tartjuk. Kanamicin rezisztencia esetén a sejtekhez
hozzamériink 1 ml LB tapoldatot, és 1 éran at 37 °C-on inkubaljuk. Inkubalas utan a
sejteket centrifugaljuk 3 percig 4000 rpm-en. A feliiluszot eltavolitjuk, majd a
baktérumokat szélesztjiik antibiotikummal kiegészitett LB taplemezre és éjszakéan at 37

°C-on novesztjiik.

4.9. Plazmidtisztitas baktériumbdl
A baktériumbdl (DHSa) torténd plazmidtisztitashoz a Qiagen miniprep kitjét

hasznaltuk, a gyart6 altal javasolt protokoll szerint.

4.10. Eleszt6 transzformalas

50 ul kompetens ¢élesztdsejtet felolvasztunk, majd hozzamérjiik a plazmid DNS-t (0,5-1
ug) és 300 pl 40% PEG litium-acetatot. Ezutan a sejteket 30 °C-on 30 percen keresztiil
inkubaljuk, majd hozzamériink a sejtekhez 38,8 ul DMSO-t, ¢és hdsokkoljuk 15 percig
42 °C-on. Az elegyet centrifugaljuk 3 percig 4000 rpm-en, a feliiliszot Ovatosan
eltavolitjuk, majd a pelletet felvessziik 1 ml +12 médiumban és ujra centrifugaljuk 3
percig 4000 rpm-en. Ezutan a feliiliszot ismét eltavolitjuk, és a sejteket felvessziik 1,5
ml +12 médiumban, kémcs6be mérjiik és éjszakan at 30 °C-on inkubaljuk. Masnap a
sejteket 3 percig 4000 rpm-en centrifugaljuk, szélesztjilk —LEU taptalajra és 3 napig

novesztjiik 30 °C-on.

4.11. Fehérjék tisztitasa

HLTF, HIRAN domén: GST-FLAG-HLTF-et, valamint a GST-HIRAN domént
BJ5464 Del proteazhidnyos ¢élesztdsejtbol, galaktozzal indukalhatdé plazmidrol
termeltiik. —LEU taplemezrél egy egyedi élesztOkolonidt 5 ml —LEU tapoldatba
oltottunk, majd éjszakan at 30 °C-on novesztettiik. Ezt oltottuk masnap 100 ml —LEU
tapoldatba, majd 30 °C-on, 12 Oradn at ndvesztettiik. Tovabboltottuk 500 ml —LEU
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tapoldatba, és ismét 12 oran keresztiil novesztettiik a sejteket 30 °C-on. Ezutan 200-
200 ml-t oltottunk 2-2 liter Exp.-LEU tapoldatba. 16 6ran at, 30 °C-on torténd razatas
utan, 8 oran at 0,2% galaktozzal indukaltunk. A sejteket centrifugaltuk 15 percig 4500
rpm-en, majd felvettiik a sejtek térfogatahoz viszonyitott 1/2 mennyiségli 3X YBB
pufferben: 150 mM Tris HCI pH: 7,5, 150 mM KCIl, 1,8 M NaCl, 30 % szukroz, 4,5
mM EDTA, 21,5 mM béta-merkaptoetanol. A szuszpenziot folyékony nitrogénbe
csepegtettiik, majd a fagyott cseppeket leszlrtiik és kavédaraloval 15 mp-ig daraltuk. A
részleges felolvadas utan a folyamatot megismételtiik. Az Gjra felolvadt szuszpenziot
1 6raig 35000 rpm-en centrifugaltuk. A feliilaszot Sephadex G25 gydngyon folyattuk
at, majd glutation-sepharose gyongyre csepegtettiik. A gyongyot mostuk 1X T puffer
+ 500 mM NaCl, 1X T puffer + 300 mM NaCl pufferrel. A T puffer tartalma: 40
mM Tris HCI pH.7,5, 10% glicerin, 0,01% NP40, + hasznalat el6tt: 1,5 mM EDTA,
7,15 mM béta-merkaptoetanol. 20 percig 4°C-on a kovetkezd pufferben eludltuk a
fehérjéket (E puffer): 40 mM Tris HCl, pH:7,3, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 10%
glicerin, 20 mM glutation. Dializaltuk éjszakan 4t 4 °C-on T puffer + 100 mM NaCl,
majd Gjabb 2 orat T puffer + 100 mM NaCl-dal.

RAD6 - RADI18: A GST-RADIS8-at ¢s a RAD6-ot taltermeltiik BJ5464 Del
¢lesztd sejtekben, a HLTF termelésével azonos koriilmények kozott. Centrifugalas utan a
sejteket felvettiik 1/3 mennyiségli, 500 mM NaCl-dal kiegészitett 3X YBB pufferben,
majd foly¢kony nitrogénben lefagyasztottuk. A fagyott sejteket kavédaraloval
megtortiik és jégen felolvasztottuk. Ultracentrifugaltuk 1 6rén at 35500 rpm-en, majd a
feliiluszot ammonium-szulfattal (34,5 %) kicsaptuk, 1,5 ora alatt jégen kevertetve. Az
elegyet 1 oOran at 15000 rpm-en centrifugaltuk, majd a csapadékot feloldottuk a
kovetkezd pufterben (A puffer): 100 mM Tris HCI pH:7,5, 100 mM NaCl, 1 mM béta-
merkaptoetanol. Ezutan 2 liter A pufferrel szemben ¢jszakan at 4°C-on dializaltuk.
Masnap 30 perc 15000 rpm-nyi centrifugalds utan a mintat Sephadex G25 gyongyon
engedtiik at, végiil glutation-sepharose gélre vittiikk fel. Kotddés utdn 2X mostuk 1X
YBB pufterrel, és E pufferrel elualtuk a fehérjeket.

UBAIL: A hUBAIl-et alland6 kifejezddést biztositdé alkohol dehidrogenaz
promoteres vektorrdl, BJ5464Del élesztosejtekbdl tisztitottuk. A 100 ml startert -URA
tapban novesztettilkk, ezt tovabb oltottuk 500 ml YPD-be, 16 O6ra razatds utan,
tovabboltottuk 3X 2 1 YPD-be ¢és ¢jszakdn at razattuk 30 °C-on. A sejteket
centrifugalds utan azonos mennyiségi 40 mM Tris HCI pH: 7,5-ben vettiik fel és a

HLTF tisztitasnal leirt médon tartuk fel. Majd ultracentrifugaltuk 1 6ran at 35500 rpm-
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en, ¢és a feliilaszot 2 oran keresztiil 4 °C-on T puffer + 50 mM KCl-al szemben
dializaltuk. Az oldatot DEAE oszlopra vittiik, az elicio T puffer + 500 mM KCl-dal
tortént, 10 ml-es frakciokat szedve. A fehérjét tartalmazé frakciokat ammonium-
szulfattal kicsaptuk (65 g ammonium szulfatot haszndltunk 100 ml oldathoz),
folyamatos keverés mellet, jégen 1,5 oOra alatt. 15 perc 15000 rpm-en torténd
centrifugalds utan a csapadékot visszaoldottuk a kovetkezd pufferben (B puffer): 50
mM Tris HCI pH: 7,5, 5% glicerin, 0,2 mM DTT, 1 mM EDTA, éjszakan at ugyan
ebben a pufferben dializaltuk 4 °C-on. A dializdlt fehérjeoldatban az ATP
koncentracidjat 2 mM-ra, a MgClI2-¢ét 5 mM-ra noveltik. B puffer + 2 mM ATP, 5
mM MgCI2-vel mosott ubikvitin oszlopra vittiik fel az oldatot, 25 °C-on. Az oszlopot
mostuk T puffer + 1 M KCl-al, T puffer + 50 mM KCIl + 20 mM DTT-vel eludltunk, 1
ml-es frakcidokat szedve. A hUBAL1 fehérjét tartalmazé frakciokat Q-Sepharose oszlopra
vittiik, az elacido NaCl gradienssel tortént: T puffer + 50 mM-t6l 600 mM NaCl-ig. Az
UBAl-et tartalmazo frakciokat Osszekevertik és 50 pg/ml BSA-val folyékony
nitrogénben fagyasztottuk le.

hPCNA: A hPCNA termelése ¢és tisztitdisa a HLTF-nél leirtakhoz hasonléan
tortént, de a glutation gyongyot T puffer + 500 mM NaCl mosas utan T puffer + 150
mM NaCl-dal mostuk. Az elucidé T pufter + 150 mM NaCl-ban, Prescission proteazzal,

¢jszakan at 4 °C-on tortént.

4.12. Poliakrilamid gél

A denaturdld poliakrilamid gélhez el6szor egy elvalasztdo gélt ontiink: 12%-0s
gélhez: 6 ml 30% akrilamid / 0,8% biszakrilamid keverék, 3,75 ml 1,5 M Tris pH: 8,8,
150 pl 10% natrum-dodecil szulfat (SDS), 5,25 ml steril desztillalt viz, 50 ul 10%
ammonium-perszulfat (APS), 20 pl tetrametil-etilén-diamin (TEMED). A gél tetejére
vizzel telitett butanolt mériink. Ha megszilardult, gyiijté gélt Ontliink rd, amibe a
mintakat fogjuk mérni: 0,65 ml 30% akrilamid / 0,8% biszakrilamid keverék, 1,25 ml
1,5 M Tris pH: 8,8, 50 ul 10% SDS, 3,05 ml steril desztillalt viz, 25 pl 10% APS, 10 pl
TEMED. A nativ poliakrilamid gélhez: 10%-os gélhez: 5 ml 30% akrilamid / 0,8%
biszakrilamid keverék, 375 ul 10X TBE puffer, 187,5 ul glicerin, steril desztillalt viz
7,5 ml-ig, 50 ul 10% APS, 20 ul TEMED.
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4.13. Western blot analizis

A denaturalé poliakrilamid gélt nedves blottoloban ¢jszakan at 300 mA-en
nitrocelluloz filterre blottoltuk. Transzfer puffer: 0,242 % Tris, 1,117 % glicin, 20 %
metanol. A filtert szobah6mérsékleten (18-28 °C) telitettiik 5% tejpor, 1% BSA-t
tartalmaz6 TBS Tween pufferben 1 6ran at. (TBS Tween puffer: 150 mM NaCl, 20 mM
Tris HCI pH: 7,5, 0,05 % Tween20) Els6dleges ellenanyaggal 1 orat inkubaltuk,
mostuk 5X5 percig TBS Tween pufferrel, a masodlagos ellenanyaggal 30 percig
inkubaltuk. Ezt kdvetden mostuk: 5X5 percig TBS Tween-el, végiil 1X5 percig TBS
pufferrel. A HRP-vel konjugalt ellenanyagot Millipore kemilumineszcens HRP
szubsztrattal tettiik lathatova, 5 perc inkubélassal. A jelet Kodak Imager 4000MM
késziilékkel detektaltuk. Az ellenanyagokat 5 % tejport, 1 % BSA-t tartalmaz6 TBS
Tweenben oldottuk fel.

Hasznalt ellenanyag: V068: anti-hPCNA Ig (egér) HRP konjugalt, /Santa cruz,
cat. numb.: sc-56, PC-10/ 5000x higitasban.

4.14. DNS szubsztratok

A DNS szubsztratokat oligonukleotidokbol hibridizaltuk 6ssze, 1X TE pufferben,
95 °C-r6l lassan 4 °C-ra hiitve. Az Osszehibridizalt szubsztratot futtattuk 10% nativ
poliakrilamid gélen, majd a megfeleld méreti fragmentet kivagtuk és MQ:TE, 1:1
aranyu keverékben oldottuk vissza. A radioaktiv szubsztratok esetében a hibridizalast
jelolés elozte meg T4 polinukleotid kindz puffer segitségével, gamma-ATP-vel. A
szubsztratokhoz hasznalt oligonukleotidok a kovetkezdk voltak: 01358 (ssDNS 42 nt.),
01058/01118 (dsDNS 75 nt.), 01054/01118 (részleges duplex), 01054/01056/
01058/01118 (villa), az 5° **P-jeldlt oligonukleotidok aldhtzva, és 03063 (ssDNS 75
nt.), 03063/01054 (dsDNS 75 nt.), 01054/01056/01058/03063 (villa), ahol 03063 5’

fluoreszcein-jelolt oligonukleotid, az o1118-cal megegyezd szekvenciaval.

A plazmid alapt szubsztratot a kovetkezOképpen hoztuk Iétre: restrikcidsan
emésztettiik a pG46 plazmidot Nt.BbvCl, valamint a pG68 plazmidot Nb.BbvClI-gyel,
igy kaptuk meg a pG46B ¢és pG48A emésztett plazmidokat. Ezutdn a pG46B plazmidot
kezeltiikk Shrimp Alkaline Phosphatase enzimmel, majd radioaktivan jeloltilk gamma-
ATP-vel, T4 polinukleotid kinaz segitségével, igy kaptuk meg a pG46B’ plazmidot. A
pG48A plazmidot Xhol emésztéssel linearizaltuk, igy kaptuk meg a pG48A Xh

plazmidot. Végiil a komplementer egyesszali régiokat tartalmazo két plazmidot

26



osszehibridizaltuk 53 °C-rol lehiitve a kovetkezd pufferben: 50 mM Tris HCI pH.: 7,5,
10 mM MgCl,, 5 mM DTT.

4.15. Replikacios villa-visszafordito esszé

A replikacios villa-visszaforditd esszét oligonukleotid alapu szubsztraton a
kovetkezd pufterben végeztiik: 20 mM Tris-HCI (pH 7,0), 0,1 mg/ml BSA, 1 mM DTT
¢s 10% glicerin, kiegészitve 5 mM MgCl-dal és 5 mM ATP-vel. 15 perc 37 °C-on
torténd inkubalas utan azonos mennyiségii helikaz STOP puffert adtunk hozzéa: 20 mM
EDTA, 2 mg/ml Proteindz K, 1% SDS, 10% glicerin, és 0,02% bromfenolkék, majd 5
perc inkubalds utdn a mintdkat 10% nativ poliakrilamid gélen futtattuk elektroforézis
segitségével EDTA mentes, 1X Tris-borat pufferben. A plazmid alapti szubsztrat
esetében a kisérleti elrendezés azonos volt az oligonukleotid alapt szubsztraton végzett
kisérlettel, azonban itt az inkubacid utan a mintakat AfIIII, EcoRI, illetve BamHI
restrikcios enzimekkel hasitottuk 1 oran keresztiil 37 °C-on. A termékeket 6% nativ

poliakrilamid gélen torténd elektroforézissel, 1X Tris-borat pufferben futtattuk.

4.16. Gél shift, és DNS kompeticios kisérletek

A gél shift kisérleteket a kdvetkezd pufferben végeztiikk: 20 mM Tris HCI pH.:
7,0, 0,2 mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA, 1 mM DTT, 10% glicerin. A reakciokat jégen
meértiik 6ssze, majd 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezutan futtattuk 6%-os
nativ poliakrilamid gélen, mely akrilamid ¢és N,N biszakrilamid 30:0,8 aranyt
keverékét, 0,5X Tris-borat puffert és 2,5% glicerint tartalmazott. Az elektroforézist 4
°C-on, EDTA-mentes, 0,5X Tris-borat pufferben végeztik. DNS kompeticios
kisérletben els6ként GST-FLAG-HIRAN domént kotottiink Cy5 fluoreszcens festékkel
jelolt oligonukleotid alapu replikéacios villa-szeri szubsztrathoz szobahOmérsékleten,
15 percig gy, hogy a szubsztrat 95%-a meg legyen kétve HIRAN doménnel. A
kovetkezd pufferben dolgoztunk: 20 mM HEPES 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT,
0.1 pg/ml BSA, 0,2% NP40 és 10% glicerin. Ezutan a fehérjével kotott DNS
szubsztratot azonnal hasznaltuk a kompeticids kisérlethez, amibe ndvekvo
koncentracidban adtuk a kompetitor, fluoreszceinnel jelolt DNS-t (0-1 pM), majd az
elegyet inkubaltuk 15 percig szobahdmérsékleten. A mintakat 0,5X Tris-borat pufterrel,
¢€s 2.5% glicerinnel kevertiik 6ssze, €s igy mértiik a 6% nativ poliakrilamid gélre, ami a

kovetkezOket tartalmazta: akrilamid €s N,N biszakrilamid, 30:0.8 aranyban, majd
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futtattuk 4 °C-on, 0,5X Tris-borat pufferben, EDTA nélkiil. A mintdkat Typhoon Trio

Image segitségével tettiik lathatova.

4.17. PCNA ubikvitilacios kisérlet

Az in vitro ubikvitilacios reakcio (10 pl) PCNA ubikvitilacids pufferben (40 mM
Tris HCI, pH 7,5, 8 mM MgCl,, 100 mg/ml BSA, 10% glicerin, 500 uM ATP), a
kovetkezd fehérjek jelenlétében tortént: 100 nM Ubal, 50 uM ubikvitin, 10 nM RFC és
0,5 nM kettdsszala pUC19 plazmid DNS, BstNBI enzimmel (New England BioLabs)
30 °C-on, 60 percig hasitva. A reakcioba mértiink tovabba: PCNA-t (50 nM), Rad6—
Rad18-at (100 nM), Mms2—-Ubc13-at (100 nM) ¢s HLTF-et (20 nM) és inkubaltuk 37
°C-on, 60 percig. Az ubikvitilalt PCNA-t tartalmazd mintdkat 12%-0s denaturdlo
poliakrilamid gélen futtattuk és Western blot utan anti-PCNA ellenanyagot (Santa Cruz
Biotechnology) hasznalva tettiik lathatova.

4.18. ATPaz esszé

Az ATPaz esszé (10 pl) ATPaz reakciopufterben (20 mM Tris-HCI pH 7,0, 1 mM
MgCl,, 10 mM KCI, 60 pg/ml BSA, 1 mM DTT és 10% glicerin), a kdvetkezd
komponensek jelenlétében tortént: 5-20 nM HLTF fehérje, 1 mM [y-32P]ATP és 1 uM
dsDNS, a kovetkez6 oligonukleotidokbol hibridizalva: 01249 és 01250. 37°C, 30 perc
inkubalas utdn minden mintdbol 2 pl-t cseppentettiink PEI celluléoz F vékonyréteg
kromatografids lemezre (Merck), amelyet a kovetkezd oldoszerbe helyeztiink
futtatashoz: 1 M hangyasav és 0,25 M LiCl. A termékeket Typhoon Trio imager
segitségével detektaltuk.

4.19. Human sejtkulturak, stabil human sejtvonalak

A human HCTI116 sejteket DMEM-ben (Sigma) novesztettik 10 % FCS-el
(Sigma) kiegészitve, 3 °C-on. A sejtek transzfekcidjat Lipofektamin 2000 transzfekcids
reagens (Invitrogen) segitségével végeztiik, a gyarto altal ajanlott protokoll szerint. A
HLTF-specifikus shRNS-t expresszald stabil sejtvonalat a kovetkezoképpen hoztuk
létre. HLTF-specifikus oligonukleotidokat: 02611 és 02612 Osszehibridizaltuk és az
shRNS-Neo plazmid HindIII helyére klonoztuk, létrehozva igy a pIL2394 plazmidot. A
kovetkezd lépésben ezt a plazmidot transzfektaltuk HCT116 sejtekbe, majd a stabilan
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expresszald vonalakat G-418 SULPHATE (Gibco, Cat. No.: 11811064) segitségével
szelektaltuk.

4.20. Sejten beliili fehérjelokalizacio vizsgalata

A vad tipust és HIRAN domén delécios mutans HLTF fehérjék lokalizaciojanak
vizsgalatat immunfestéssel végeztik, anti-FLAG ellenanyaggal (Sigma), 1:300
higitasban, valamint Cy3 fluoreszcens molekulaval konjugalt anti-egér ellenanyaggal
(Sigma, cat. numb.: C2181), 1:1000 higitasban. A sejtek ezutan lettek felvéve 25%
glicerint tartalmaz6 PBS pufferben: (10 mM K2HPO4/KH2PO4, pH 7,4; 140 mM
NaCl), majd 1 mg/ml DAPI festés utan tortént meg a mikroszkdpos elemzés, Olympus
FV1000 konfokalis 1ézer szkennelé mikroszkop és Leica LSM konfokalis mikroszkop

segitségével.

4.21. A hasznalt oligonukleotidok

01054 | AGCTACCATGCCTGCCTCAAGAATTCGTAA

01056 | TTACGAATTCTTGAGGCAGGCATGGTAGCT
AGCTACCATGCCTGCCTCAAGAATTCGTAATATGCCTACACTGGAGTACC
GGAGCATCGTCGTGACTGGGAAAAC
GTTTTCCCAGTCACGACGATGCTCCGGTACTCCAGTGTAGGCATATTACG
AATTCTTGAGGCAGGCATGGTAGCT

01249 | ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
01250 | GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
01358 | GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

02515 | AAGAATTCTGGATTGGAGTAC

02522 | ACGCGTCGACGCAATAGAAAAGCGGTTTCAGATCAG

02603 | TTTCCATGGATTCCGTTTTATTTGGAAGTTTGAG

02604 | TTTCTCGAGTCCATGTTTCTTCAACTGATCTG
GATCCCCGGTGCTTTGGCCTATATCATTCAAGAGATGATATAGGCCAAAG
CACCTTTTTGGAAA
AGCTTTTCCAAAAAGGTGCTTTGGCCTATATCATCTCTTGAATGATATAG
GCCAAAGCACCGGG

02732 | CAACGAGATCCTGCTGCCCCTTATGATAAG

02733 | CTTATCATAAGGGGCAGCAGGATCTCGTTG

03730 | GTACCGGAGCATCGTCGTGACTGGGAAAAC
AGCTACCATGCCTGCCTCAAGAATTCGTAATATGCCTACACTGGACCGTA
CTTCGCCTAGTAGACTGCCTTCCCG

03753 | CGGGAAGGCAGTCTACTAGGCGAAGTACGG

01058

oll18

02611

02612

03752
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4.22. BrdU comet esszé

A HLTF shRNS-t stabilan expresszalo HCT116 sejteket transzformaltuk shRNS-
rezisztens HLTF fehérjéket expresszalo plazmidokkal, Lipofectamine 2000 reagens
segitségével a gyartod altal eldirt protokoll szerint. A szinkronizdlatlan sejteket 24 ora
mulva kezeltiik 25 uM BrdU-val 20 percen keresztiil. A sejtek egy részét ezutan UV-val
kezeltiikk, majd 6 oran keresztiill ANTP-vel kiegészitett tdpfolyadékben ndvesztettiik.
Ezutdn a sejteket Osszegytijtottiik, PBS-sel mostuk, majd mikroszkép targylemez
feliiletére agar6z gélbe agyaztuk. A fehérjéket lizaltuk a kovetkezd pufferben: 2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris pH.:10, 1%Triton X-100 ¢és 0,5% natrium-lauril-
szulfat. A mintat a kovetkez6 jéghideg pufferben futtattuk: 0,3 M NaOH, 1 mM EDTA,
pH 13, 25 mA-en 25 percig. A lemezeket neutralizaltuk 0,4 M Tris-HCL, pH 7,4-¢l,
majd 30 percig blokkoltuk 0,1% BSA-t és 0,1% Tween 20-at tartalmaz6é PBS pufferben.
Majd immunfestést végeztiink 30 pl anti-BrdU ellenanyaggal (1:750, Ab-Direct
Serotech) 90 percig, ¢s Alexa Fluor 488-el jelolt anti-patkany ellenanyaggal (1:750,
Molecular Probes, Inc.) 2 oran keresztil. A mintat Zeiss Axioscope fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk, és Komet 5.0 (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, UK)

programmal elemeztiik.

4.23. UV érzékenységi kisérlet

HLTF-csendesitett HCT116 sejteket transzfektaltunk shRNS-rezisztens HLTF
fehérjéket termeld plazmidokkal, 6 lyuku lemezben. 24 o6ra mulva a sejteket
osszekevertiik GFP-t stabilan expresszald Hela sejtekkel 1:1 ardnyban. Ezt a
sejtkeveréket 16 ora elteltével kezeltik UV fénnyel. Ezutan 7 napig ndvesztettiik a
sejteket. Végiil FACS analizis segitségével (Guava Easy site System) hataroztuk meg a

GFP-t expresszalo €s nem expresszalo sejtek aranyat.
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5. Eredmények

5.1. A HLTF fehérje HIRAN doménjének szerkezete

A HLTF fehérje hdrom jol koriilhatarolhatd doménnel rendelkezik. A HIRAN
doménnel, a SWI/SNF2 helikdz doménnel ¢és a RING-finger doménnel. Munkéank
kezdetén ezek koziil a helikdaz és a RING domén szerepe mar ismert volt, a HIRAN
doménrél azonban irodalmi adat nem 4&llt rendelkezésiinkre. A HLTF fehérje
funkcidjahoz tartozd strukturdlis alapok pontosabb megismeréséhez elsdként
szekvencian alapuld szamitogépes struktira-analizist végeztiink. Ebbdl kideriilt, hogy a
HIRAN domén eldtti, nagyjabol 50 aminosavnyi szakasz egy strukturalatlan régid,
hasonloan a HIRAN ¢és a SWI/SNF2 domének kozotti régidhoz. Ezenkiviil, a
SWI/SNF2 doménbe ékelddve talalhato egy lizin/szerin gazdag inszercio, amely
fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasaért lehet felelds. A HIRAN domén szamos
fehérjében megtalalhatd, és az aminosav-szekvencia analizise alapjan nagyfoka
konzervaltsagot mutat (8. &bra). A struktira-analizis alapjdn a HIRAN domén egy
hatszalli béta-hordd struktiraval rendelkezik, melyet az egyik végen egy alfa hélix, a
masik végen egy rovid hélix hatarol. Ez a struktura hasonlosdgot mutat a Small protein
B fehérjével, amely egy tmRNS-k6t6 molekula. Ezenkiviil hasonlosdgot mutat szamos
[I-es tipust restrikcios endonukleaz DNS-felismerd helyével. Ezek alapjan, a HIRAN
domén feltételezhetden DNS-k6td funkcioval rendelkezik.

*%

HLTF Hs FGSLRGHVVGLRYYTG--VVNNNEMVALQRDPNNPYDKNATKVNNVNG ALAYIMDNKLAQIEGVV
RUSH - 1a Os LGFIVANAVGLQYYQGGRAZE

SMARCA3-1 At IGFVIANINGLKYYSG--RI

RRESVGLVRE PHNPHDANATRVDNARGEKIGHIGRRAAARA LAPLLDAGHVAAAHGI

GREMVGLVREPLNVYDNNATRVL ASIQVGHIERTV“ LAPMIDSHTIVVEGIV

Hitf Mm  FGTMRGQVMGLRYYTG-— HNNEMVALQREPNNPYDKNAIKVN ‘Rf ARAVAY IMDNKLAQVEGVV
Hitf Rn  FGTMRGQVNGIRYYTG-- NNEMVALERE PNNPYDKNATKVN|

SNF2heliAn YGNLRTKINGVRYYNG--YATIGEHVLLHREPNNPYDRNATRVL,

‘HFIQVGHLKRDL‘R‘LAYIMDNKLAQVEGVV
u‘WDQIGHVPRDV‘EFLAKYMDSKSLFIEGML

8. abra: A HIRAN domén konzervalt régidja. A csillaggal jelolt két aszparagin
aminosavat cseréltiik ki alaninra a kettds pontmutans fehérjéhez.

A HIRAN domén még pontosabb megismerése érdekében, kolaboratorunk

segitségével meghataroztuk a HIRAN domén kristalyszerkezetét (hHLTF.56-175,
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PDBID deposition SBNH). A szerkezet alapjan a HIRAN domén egy hatszali béta-

hordobdl és az azt koriilvevo két alfa-hélixbdl épiil fel (9. abra).

9. abra: A HIRAN domén haromdimenzios szerkezete, a DNS-ko6tésben, illetve a funkcid
betdltésében fontos aminosavak megjeldlésével.

A HIRAN domén DNS-koté régidja két hurok és egy béta lemez altal alkotott
arokban helyezkedik el. Ez az arok, melyet az Y72-es €s az Y93-as aminosavak
hatarolnak, egy dinukleotid befogaddsara képes. A két aminosav erds kolcsonhatést
1étesit a fehérjével egyiitt tisztuld dinukleotiddal, amely a mérések alapjan egy timin €s
egy guanin. Az emlitett két aminosavon kiviil a 90-es és 9l-es pozicioban 1évd

aszparagin aminosavak is fontos szerepet jatszhatnak a DNS megkotésében (9. abra).

5.2. A HIRAN domén mutans HLTF fehérjék létrehozasa és tisztitasa

Célunk az volt, hogy meghatarozzuk, vajon a HLTF fehérje eddig ismert
aktivitdsai sériilnek-e a HIRAN domén hianyaban. Hogy ezt vizsgilni tudjuk,
kiilonb6z6 mutans fehérjéket hoztunk Iétre. Eldzetes kisérleteink, valamint a
kristalystruktura €s a szamitogépes modell alapjan PCR alapi mutagenezis segitségével

egy dupla pontmutaciot hoztunk létre a HLTF HIRAN doménjében, ahol is a 90-es €s a
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91-es pozicidju aszparagint alaninra cseréltiik (8. abra), 1étrehozva a HLTF NN90,91AA
fehérjét. Ezenkiviil egy HIRAN delécios HLTF fehérjét is létrehoztunk, amelyben a
HIRAN doménnel egyiitt a HLTF fehérje N-terminalisdnak 155 aminosavat deletaltuk,
létrehozva a HLTF 156-1009 fehérjét (10. abra).

NN9O0,91AA DE557,558AA C759S
I I I
e 222011 10 | I —
T HIRAN | la I RING IV V VI L
HLTF 156-1009 1 1 WO 1
156 1009 aa

10. abra: A vad tipust (HLTF) és a HIRAN domén delécios (HLTF 156-1009) fehérjék

doménszerkezete.

A fehérjéink génjét tartalmazo taltermeld plazmidokat élesztObe transzformaltuk,
ott a fehérjéket tultermeltettiik, majd affinitds kromatografids moédszerrel tisztitottuk. A
vad tipusu és mutans fehérjéink egyarant GST (Glutation S-transzferdz), illetve FLAG

taget tartalmaztak a fehérje N-termindlisahoz fizionalva.

o o

Q ")
N O
¢ D
& NS
LT &K
W Ry
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11. abra: A tisztitott vad tipust (HLTF wt), a HIRAN domén delécios (HLTF 156-1009)
¢s a HIRAN domén pontmutans (HLTF NN90,91AA) HLTF fehérjék poliakrilamid
gélképe Coomassie brillantkékkel festve.
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A fehérjéket tartalmazd élesztd extraktumot glutationnal kapcsolt gyongyokon
engedtiik keresztiill, majd a gyongyre nem kotddé komponenseket tobb 1épésben
lemostuk az oszloprol, végiil egy protedz segitségével a GST és a FLAG tag kozott
elhasitottuk a fizids fehérjéinket, igy eredményként kozel 100%-os tisztasaga, FLAG
taggel jelolt HLTF fehérjéket kaptunk. Ezeket a prepardtumokat hasznaltuk tovabbi
kisérleteinkben. Elsé 1épésben azonos koncentraciojura higitottuk a fehérjeoldatainkat,

amit Coomassie brillantkék festéssel ellendriztiink (11. abra).

5.3. A HIRAN mutans aktiv ubikvitin ligaz

A tisztitott fehérjékkel megvizsgaltuk, hogy a HIRAN doménben létrehozott
delécid milyen hatassal van a HLTF fehérje kiilonb6z6 funkcidira in vitro. Ehhez
megvizsgaltuk a poliubikvitin ligdz és a helikdz aktivitast kiilonb6z0 kisérleti

elrendezésben.

- . =a
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12. abra: A HIRAN domén mutans HLTF fehérjék rendelkeznek ubikvitin ligaz
funkcioval. Western blot abra a vad tipusi (HLTF wt), a HIRAN domén delécios (HLTF
156-1009) és a HIRAN domén pontmutans (HLTF NN90,91AA) HLTF fehérjék altali
PCNA poliubikvitilalasrol. A szamok a poliubikvitilalt PCNA mennyiségét jelolik a
kiindulasi PCNA ¢s az ubikvitilalt PCNA szazalékaban.
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A ligdz aktivitdas mérésehez eldszor monoubikvitilaltuk a PCNA-t a
RAD6/RADI18 komplex segitségével, majd a reakciohoz mértiik az MMS2/UBC13
komplexet, illetve a vad tipusu és a HIRAN domén mutans HLTF fehérjéket. A reakcio
utan a poliubikvitilalt PCNA jelenlétét Western blot segitségével tettiik lathatova.
Kimutattuk, hogy a deléciés mutans HLTF a vad tipushoz hasonlé mértékli ubikvitin
ligaz aktivitassal rendelkezik (12. abra). Az eredménybdl arra kdvetkeztettiink, hogy a

HIRAN doménben létrehozott mutacié az ubikvitin ligaz funkcidra nem volt hatassal.

5.4. A HIRAN mutans HLTF rendelkezik ATPaz aktivitassal

Hogy megbizonyosodjunk arr6l, hogy a tisztitott fehérjéink az ATPaz, illetve
helikdz aktivitasukat sem veszitették el, megvizsgaltuk a fehérjék ATP hidrolizalo
képességét és kettdsszala DNS-fliggd helikaz aktivitasat. Az ATPaz aktivitas méréséhez
radioaktivan jelolt gamma foszfattal rendelkez6 ATP molekulat hasznaltunk. A HLTF-
et kettdsszala DNS-sel stimuldltuk, majd a mintakat vékonyrétegen futtattuk meg.
Szaradas utan a hidrolizalt gamma foszfatot detektaltuk. Kimutattuk, hogy a HIRAN
delécios HLTF fehérje a vad tipussal megegyezd mértékli ATPaz aktivitdssal

rendelkezik (13. abra).

HLTF HLTF HLTF
wit 156-1009 NN90,91AA

g | ] e

...‘...O.Pi*

boo0ooo00bd b

5 15 16 36 14 15 37 15 16 33

13. abra: A HIRAN domén mutans HLTF fehérjék rendelkeznek ATPaz aktivitassal.
Vékonyréteg kromatografias kép a vad tipusa (HLTF wt), a HIRAN domén delécios
(HLTF 156-1009) és a HIRAN domén pontmutans (HLTF NN90,91AA) fehérjék altal
hidrolizalt radioaktiv ATP-rél. A szamok a hidrolizalt ATP mennyiségét jelolik a
kiindulasi ATP mennyiség szazalékaban.
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5.5. A HIRAN mutans HLTF aktiv kettésszalu DNS-fiiggé helikaz

Miutan lattuk, hogy a mutdns fehérjénk rendelkezik ATP4az aktivitassal,
valdszintsitettiik, hogy a kettdsszala DNS-fliggd helikaz aktivitdsa is sértetlen maradt.
Az ellendrzd kisérletet egy harmasszali DNS szubsztraton végeztiik el. A szubsztratban
a Watson — Crick parosodas mellett a harmadik szal Hoogsteen bazisparosodassal
kapcsolddik. Ezt a harmadik szalat jeloltiik radioaktivan, igy nyomon tudtuk kdvetni a
reakci6 soran. Ha a HLTF megkoti a kettdsszala DNS-t, €s ép a kettdsszala DNS-fiiggd
helikaz funkcioja, képes eltavolitani a harmadik szalat a szubsztratrol. A reakciot nativ
poliakrilamid gélen futtatva pozitiv reakcid6 esetén megjelenik a gyorsabban futod
egyszala DNS. Kisérletiinkben a vad tipust, illetve a HIRAN mutdns HLTF
molekuldkat hasznéltuk azonos szubsztrat mennyiséggel, ndvekvd fehérjemennyiséget
hasznalva, azonos ideig. Azt tapasztaltuk, hogy a mutans fehérjék is képesek voltak a
harmadik szal eltavolitasara a vad tipust fehérjéhez hasonld mértékben (14. abra). gy a
kisérleteinkkel is bizonyitottuk, hogy nemcsak a kettdés pontmutacio, de a teljes HIRAN
delécio sem befolydsolja a HLTF fehérje megfeleld térszerkezetének kialakulasat, igy

ubikvitin ligdz és ATP hidrolizis-fiiggd dsDNS helikaz aktivitasat.

HLTF HLTF HLTF
wt 156-1009 NN90,91AA
el | IR cocccal| Tl

Bonk BOHLY GO0 —

u“ '.“ “0ee —

22 59 65 72 16 42 54 56 19 40 45 46

14. abra: A HIRAN domén mutans HLTF fehérjék rendelkeznek kettdsszalit DNS-fliggd
helikaz aktivitassal. Vad tipusa (HLTF wt), HIRAN domén delécios (HLTF 156-1009) és
HIRAN domén pontmutans (HLTF NN90,91AA) fehérjékkel végzett, nativ poliakrilamid
gélen futtatott reakciok, a radioaktiv jel segitségével torténd detekcié a harmadik szal
eltavolitasarol. A szamok a révid egyes szal levalasztasanak mértékét jelolik a kiindulasi,
harmasszali szubsztrat mennyiségének szazalékaban.
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5.6. A HIRAN mutans HLTF nem képes visszaforditani a replikacios villat

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a mutans fehérjék HIRAN domén nélkiil,
illetve mutdns HIRAN doménnel is rendelkeznek-e replikacios villa-visszaforditd
aktivitassal.  Kétféle kisérleti rendszert alkalmaztunk. Az els6 esetben
oligonukleotidokb6l 6sszehibridizalt modell homolog replikéacios villa szubsztratot
hasznaltunk. Ebben az esetben a sziildi szalat jelentd kettdsszali DNS szakasz 40
nukleotid hosszisagu, mig a villa két szarat alkoto, szintén kettdsszalu szakaszok 35
nukleotid hosszisaguak voltak. A HLTF fehérje helikdaz aktivitasa révén képes a
homolég replikacios villat visszaforditani. A modell szubsztrat esetén egy 35, illetve
egy 75 nukleotid hosszisagu kettdsszali DNS fragmentet kapunk termékként. A reakcio
végén a reakciodelegyet nativ poliakrilamid gélen megfuttatva, ezek a DNS darabok
nyomonkovethetok. Esetiinkben a szubsztrat egyik rovid és egyik hossza karja volt
radioaktivan jelolve, igy a terméket radioaktivitds utjan tudtuk detektalni. A reakcid
soran azt tapasztaltuk, hogy mig a vad tipusut HLTF fehérje rendelkezett helikaz
aktivitassal és képes volt a modell replikacios villa visszaforditdsara, addig sem a
HIRAN delécidés mutans, sem a HIRAN pontmuténs fehérje nem mutatott aktivitast (15.
abra). EbbOl arra kovetkeztettiink, hogy a HLTF fehérje altali replikacios villa-
visszaforditdshoz nem elég a kettdsszalt DNS-fliggd helikdz aktivitas, a HIRAN domén

jelenléte is elengedhetetlen.

HLTF  HLTF HLTF
wt  156-1009 NN90,91AA

R st MRS e |

75175 \ -
T DT e e

75/75 nt ¥ LT

30/30 nt pm— .

15. abra: Vad tipusa (HLTF wt), HIRAN domén delécios (HLTF 156-1009) és HIRAN
domén pontmutans (HLTF NN90,91AA) fehérjékkel, nativ poliakrilamid gélen futtatott
mintak, radioaktiv oligonukleotidok segitségével torténd kimutatasa a replikacios villa-
visszaforditd aktivitdsnak. A vad tipusi HTLF esetén megjelennek a 30/30 és 75/75
nukleotid hosszu kettdsszalu termékek, mig a mutans fehérjék esetén nem.
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Hogy megerdsitsiik az el6zd kisérletben kapott eredményt, a masodik esetben a
replikacids villa-visszaforditast az in vivo koriilményeket jobban imitalo, plazmid alapa
szubsztraton is megvizsgaltuk. Az ebben a kisérleti elrendezésben hasznalt plazmid
DNS tartalmazott egy behasitast, amelytél 5’ irdnyban egy talnytld, a nick-t61 3’
iranyban talalhat6 DNS szakasszal komplementer kettdsszala DNS taldlhat6. A 3’
iranyban 1évé plazmid szakasz 5° vége radioaktivan volt jelolve. A hasitastol 5’
iranyban talalhato talnyuld szakasz restrikcids enzim hasitohelyeket tartalmaz, mely
szakaszokon a HLTF a replikacios villa-visszaforditdo aktivitdsa révén elmozgatott
radioaktiv szallal torténd hibridizalodas utan, restrikcidos endonukleazokkal hasitva

kiilonb6zd hossziisaga radioaktiv kettdsszalu termékeket kapunk (16. dbra).

16. abra: A kiindulasi és a replikacios villa-visszaforditd aktivitds révén létrejovo
struktira szerkezeti képe a plazmid alapa replikacios villa szubsztrat esetében. A
nagybetiikkel jeldlt restrikcios endonukleaz hasitohelyek a kdvetkezok: Xh—Xhol, A—
AflIII, E-EcoRI, B-BamHI.

HLTF HLTF HLTF
Kontroll wit 156-1009 NN90,91AA

-BEA -BEA -BEA -BEA

- — Afllll

- — EcoRI
W — BamHI

17. abra: A HIRAN domén mutans HLTF fehérjék nem képesek a replikacios villa-szer(i
plazmid alapii DNS szubsztratot visszaforditani. Vad tipusa (HLTF wt), HIRAN domén
delécios (HLTF 156-1009) és HIRAN domén pontmutans (HLTF NN90,91AA) HLTF
fehérjékkel végzett, nativ poliakrilamid gélen futtatott replikacios villa-visszafordito
reakciok, radioaktiv oligonukleotidok segitségével detektalva. A vad tipusa HLTF esetén
megjelennek a gélben gyorsabban halado, kisméretii hasitasi termékek.
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A reakcid soran létrejott DNS strukturat hasitva 1étrejové termékeket nativ
poliakrilamid gélen a radioaktivitasuk révén tettiik 1athatova. A hasitott termékek az
eredeti szubsztratnal gyorsabban haladnak a gélben. Azt tapasztaltuk, hogy a modell
replikdcios villdhoz hasonloan, ebben az esetben is a vad tipusi HLTF mutatott
aktivitast, mig a HIRAN domén delécios, illetve pontmutans HLTF fehérjék nem voltak

képesek a struktura feloldasara (17. abra).

5.7. A vad tipusit HIRAN domén hozzaadasa komplementalja a HIRAN

delécios HLTF villa-visszafordito aktivitasat in vitro

Hogy megerdsitsiik a feltételezéseinket, miszerint a replikacios villa-visszafordito
aktivitas elvesztése valdban a funkcidképtelen HIRAN doménnek kdszonhetd, egy 1j
kisérleti elrendezést alkalmaztunk. Az elképzelés szerint, ha a tisztitott HIRAN delécios
HLTF fehérjét osszekeverjiik tisztitott HIRAN doménnel, a két fehérje Osszeallhat, a
vad tipust fehérjéhez hasonld struktarat vehet fel és helyreallhat a villa-visszafordito
aktivitdsa. Ehhez HIRAN domént kellett tisztitanunk. PCR segitségével amplifikaltunk
a HLTF fehérjékrdl vad tipusu és kettdés pontmutans HIRAN doméneket, melyek a
fehérje 56-168 aminosavig terjedd szakaszat tartalmaztak. Ezeket a doméneket ¢élesztd
expresszids plazmidokba klonoztuk, amelyek GST és FLAG taget tartalmaztak. Az igy
létrehozott plazmidokat élesztdbe transzformaltuk, a fehérjéket tultermeltettiik, majd a

HLTF-hez hasonl6 mddon tisztitottuk (18. abra).
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O
>’
3
HRAN B2 & @e
56 “ 168 aa \&’b& qu‘ @Q"
HIRAN " v/ /// 169 50 —
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NN90,91AA 1
NN90,91AA 40 —
kDa

18. abra: A HIRAN domén konstrukciok szerkezeti abraja. Vad tipus (HIRAN) és
pontmutans (HIRAN NN90,91AA) domének. A GST-FLAG tag fizios, tisztitott HIRAN
domének képe, poliakrilamid gélen futtatva, Coomassie kékkel festve.
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A tisztitds végén azonos koncentracioban kaptuk a GST-FLAG fuzios vad tipusa
(HIRAN) és dupla pontmutans (HIRAN NN90,91AA) HIRAN doméneket. A tisztitott
doménekkel és a HIRAN delécios mutans HLTF-fel elvégeztiik a replikacios villa-
visszaforditdo esszét oligonukleotid alapu, egyik szdlan fluoreszceinnel jelolt, modell
replikacios villa szubsztraton. Mig a HIRAN delécios HLTF fehérje 6nmagéban, illetve
mutans HIRAN doménnel 6sszekeverve tovabbra sem volt aktiv a modell szubsztraton,
addig a delécios HLTF-et vad tipusi HIRAN doménnel Osszekeverve kismértékii
aktivitast tapasztaltunk (19. dbra). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a két fehérjedarab a
reakcidelegyben Osszedllt, 1étrehozva egy, a vad tipusi HLTF-hez hasonl6é strukturat,
amely mar rendelkezett replikdcios villa-visszafordito  aktivitassal. Ezzel
bebizonyitottuk, hogy a HIRAN domén megléte a HLTF fehérjében nélkiilozhetetlen a

replikacios villa visszaforditdsahoz.

HLTFwt - + - - - - -
HLTF 156-1009 - - + - - + +
HRAN - - - + - + -

HIRAN NN90,91AA - - - - + - +

75175 a\\— (- (SR S W iy Wy -
om0 p—

75175 nt *———= P v

19. abra: Egy szalon fluoreszcensen jeldlt, oligonukleotid alapti, modell replikacids villa
szubsztrat esetében, villa-visszafordito aktivitas révén 75/75 nukleotid hosszu,
kettésszalu, fluoreszcens terméket kapunk, melyet nativ poliakrilamid gélen valo futtatas
utan, fluoreszcencia révén tettiink lathatova. Vad tipusit HLTF (HLTF wt), HIRAN
domén delécios HLTF (HLTF 156-1009), vad tipusi HIRAN domén (HIRAN) és
pontmutans HIRAN domén (HIRAN NN90,91AA).

5.8. A HIRAN domén megléte esszencialis a HLTF miikodéséhez in vivo

Az in vitro kisérletek utdn megvizsgaltuk, vajon a HIRAN domén hidnya milyen
hatassal van a HLTF in vivo aktivitdsara. Ehhez létrehoztunk egy olyan human
sejtvonalat (HCT116), melyben shRNS segitségével stabilan csendesitettiik a HLTF
fehérjét (20. abra). Ezutan plazmidon létrehoztunk olyan vad tipust, valamint HIRAN
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domén mutans HLTF konstruktokat, melyek shRNS-rezisztensek, igy képesek
termelédni a csendesitett sejtekben. Azt vizsgaltuk, képesek-e a mutans fehérjéink
visszaallitani a vad tipusu allapotot, vagy sem. Az elsd kisérletben a vad tipusu, illetve a
HIRAN delécios fehérjékkel komplementalt sejtvonalakat UV sugarzassal kezeltiik, és

kompeticios kisérletben vizsgaltuk az érzékenységiiket.

Kontroll
HLTF
shRNA

HLTF » e WB: anti-HLTF
Tubulin  » e @ \VB: anti-Tubulin

20. abra: A HLTF csendesitésének vizsgalata. Az shRNS segitségével nagymértékil
endogén HLTF mennyiségcsokkenést sikeriilt elérniink. A kisérletben kontrollként
tubulint hasznaltunk.

A kompeticidos kisérlet sordn, a HLTF-csendesitett sejtvonalban egyesével
taltermeltiik az shRNS-rezistens fehérje konstruktokat, majd ezeknek a sejteknek az UV
sugarzasra adott ¢érzékenységét hasonlitottuk Ossze vad tipusu €s HLTF-csendesitett
sejtek érzékenységével. A HIRAN mutansok mellett a mar ismert doménekben (ATP4z,
RING) mutans HLTF konstruktokat is bevontunk a kisérletbe, melyekrdl tudjuk, hogy
érzékenyebbek a vad tipusnal. A kisérlet soran a HLTF-csendesitett sejtek nagymértéki
érzékenységet mutattak UV sugérzas altali DNS-karosito hatasra. Azt tapasztaltuk, hogy
mig a vad tipusi fehérje képes volt kozel teljes mértékben visszaallitani a sejtek
érzékenységét a vad tipusu sejtek érzékenységének szintjére, addig a HIRAN mutans
fehérjeket expresszalod sejtek érzékenysége a HLTF-et stabilan csendesitett sejtekéhez
hasonlé mértékii volt. Az ATPaz és RING mutans fehérjéket termeld sejtek koztes
érzékenységet mutattak. Az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a HIRAN
domén jelenléte, annak megfelelé mitkddése, esszencialis a HLTF fehérje funkcidjanak

betoltéséhez in vivo (21. abra).
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21. abra: A HLTF csendesitésének, illetve a sejtekben taltermelt shRNS-rezisztens (rez)
HLTF fehérjék hatasanak vizsgalata UV hatasara 1étrejott DNS-karosodasok esetén. A
HIRAN domén delécios (FLAG-HLTF 156-1009 rez) és pontmutans (Myc-HLTF
NN90,91AA rez) HLTF fehérjéket expresszald sejtvonal a HLTF-csendesitett (HLTF
shRNA) sejtvonalhoz hasonld mértékii érzékenységet mutatott.

Western blot segitségével kovettiikk nyomon az egyes shRNS-rezisztens fehérjék
sejten beliili expresszios szintjét. Mivel FLAG-, illetve Myc-jelolt fehérjéket is
hasznaltunk, ezekhez FLAG-, illetve Myc-jelolt vad tipust fehérjéket hasznaltunk
kontrollként; ezek expresszios szintje, illetve komplementaciojuk mértéke megegyezett,

illetve 6sszemérhetd volt a mutans fehérjék expresszios szintjével (22. abra).
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HLTF shRNA + FLAG-HLTF 156-1009 rez.
HLTF shRNA + Myc-HLTF WT resz

HLTF shRNA + Myc-HLTF ATPaz rez.
HLTF shRNA + Myc-HLTF NN90,91AA rez.

HLTF shRNA + FLAG-HLTF WT rez.
HLTF shRNA + Myc-HLTF Ring rez.

HLTF shRNA

HLTF - WB: anti-FLAG HLTF | e o |[#%=| WB: anti-Myc

Tubulin |eese s -“ WB: anti-Tubulin Tubulin |y ‘s == \VB: anti-Tubulin

100 87 100 115 103 83

22. abra: A taltermelt shRNS-rezisztens vad tipusu, illetve mutans HLTF fehérjék
expresszids szintje Western blot kisérlet segitségével. ShRNS rezisztens fehérjék: vad
tipus (FLAG/Myc-HLTF WT rez), HIRAN deléciés mutans (FLAG-HLTF 156-1009
rez), ATP4z mutins (Myc-HLTF ATP4z rez), RING mutans (Myc-HLTF Ring rez), és
HIRAN domén pontmutans (Myc-HLTF NN90,91AA rez). Kontrollként tubulint
hasznaltunk.

5.9. A HIRAN domén mutans HLTF fehérjék a sejtmagba lokalizalodnak

Mivel ugy tiint, hogy a HIRAN domén funkcidjanak elvesztésével a fehérje
elveszti teljes sejten beliili funkciojat in vivo, fenndllt az a lehetdség, hogy a HIRAN
delécios, illetve pontmutans HLTF azért funkcioképtelen, mert nem képes arra a
konkrét helyre eljutni, ahol sziikség lenne ra, vagyis nem képes bejutni a sejtmagba.
Elképzelhetd, hogy a delécioval és a pontmutacioval elronthattuk vagy levaghattuk a
nukleéris lokalizacids szignalt a fehérjérdél, amelyre sziikség van a sejtmagba valo
bejutashoz. Hogy ezt a lehetdséget kizarjuk, immunfestéssel megvizsgaltuk, hogy a
HIRAN mutans HLTF hol talalhat6 a sejteken beliil. A FLAG taggel, illetve Myc taggel
fuzionalt fehérjéinket kifejeztettiik a sejtben, majd a lokalizacidjukat anti-FLAG, illetve
anti-Myc ellenanyaggal torténé immunfestéssel detektaltuk. A kisérletben kontrollként a

sejtmagot DAPI-val jeloltiik. Azt tapasztaltuk, hogy a HIRAN mutans HLTF fehérjék,
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hasonléan a vad tipust fehérj¢hez, a sejtmagban talalhatoak (23. abra). igy kizartuk
annak a lehet6ségét, hogy a mutans fehérjék azért nem képesek a funkciojukat ellatni,

mert nem jutnak be a sejtmagba.

FLAG-
HLTF WT res

FLAG-
HLTF 156-1009 res

anti-FLAG

Myc-
HLTF NN90,91AA res

23. abra: A HIRAN mutans HLTF fehérjék bejutnak a sejtmagba. Vad tipusu (HLTF wt),
HIRAN domén delécios (HLTF 156-1009) és HIRAN domén pontmutans (HLTF
NN90,91AA) HLTF fehérjék sejtmagi lokalizacioja. A lokalizaciot FLAG és Myc elleni
ellenanyaggal mutattuk ki immunofluoreszcencia segitségével, a sejtmagot DAPI
festéssel jeloltiik meg.

5.10. A HLTF fehérjék posztreplikacios hibajavitisban betoltott szerepe
fiigg a HIRAN doméntol

A HLTF-csendesitett sejtek UV érzékenységét egy masik kisérleti rendszer
segitségével, egy modositott comet esszével i1s megvizsgaltuk, ahol bromodeoxiuridin
(BrdU) jelolést alkalmazunk. A kisérlet soran az osztodo sejteket a BrdU bazisanaldoggal
jeloljiik, majd a felesleges BrdU-t kimossuk a tépoldatb6l. Ezutan a sejteket UV
sugarzassal kezeljiik. A besugérzas utan 6 oréaval a sejteket agar6z gélben fixaljuk, majd
elektroforézis segitségével futtatjuk meg a benniik 1évé DNS-t, melyet ezutan

immunfestéssel tesziink lathatova. A kisérlet végén csak azokat a sejteket latjuk,
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amelyek éppen a replikacid fazisaban voltak és képesek voltak beépiteni a BrdU-t (24.
abra).

+/- UV
BrdU l Alkalikus BrdU egy BrdU
> sejt elektroforézis ~  Immunfestés

20 perc 6 ora

24, abra: A comet esszé (egysejt elektroforézis) folyamatanak sematikus abraja.

Ha a sejt DNS-e teljesen megkettdz6dott, az elektroforézis soran a nagy
kromoszomak nem tudnak kifutni a sejtmagbol, igy egy csoportban maradnak. Ha a sejt
replikacidja az UV sugarzas hatasara lelassul €s 6 ora alatt nem fejezddik be, ugy az
elektroforézis soran a befejezetlen replikdciobdl szarmazd DNS darabok kifutnak a
sejtmagbol, igy egy tistokdsszerli képet kapunk. Az listokds magja/feje a replikalodott
DNS-bdl 4ll, mig a csovaja a befejezetlen replikaciobol szarmazik. Minél nagyobb a
csova mérete a fejhez viszonyitva, a sejt annal érzékenyebb az adott karositd agenssel
szemben. A kisérlet soran kontrollként vad tipusa HCT116 sejteket hasznaltunk.
Ezenkiviil HLTF-csendesitett vonalakat is vizsgaltunk, amelyekben tultermeltiik az
shRNS-rezisztens vad tipust, illetve HIRAN domén mutdns HLTF fehérjéket. Azt
tapasztaltuk, hogy UV kezelés utan 6 6réval a vad tipust sejtek replikacidja szinte teljes
volt, csdva DNS alig volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a HLTF-csendesitett vonalban
a replikacio lelassult UV sugarzas hatdsara, ¢s megnovekedett csdva DNS-t mutattunk
ki, ami arra utal, hogy az UV Aaltal okozott DNS hibédk javitasaban szerepet jatszik a
HLTF fehérje. A vad tipust shRNS-rezisztens HLTF-et tultermelve a csendesitett
vonalban, a csova DNS mennyisége lecsokkent, a vad tipust HCT116 sejtekben mért
érték kozelébe. Ezzel szemben, a HIRAN domén mutins HLTF fehérjek egyike sem
volt képes visszaallitani vad tipusra jellemz0d fenotipust (25. dbra). Ez az eredmény arra
utal, hogy a HLTF HIRAN doménje elengedhetetleniil sziikséges az UV sugarzas

hatasara leallt replikacios villak Gjrainditasahoz.
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HCT116 HLTF shRNA + UV + HLTF shRNA+ UV + HLTF shRNA+UV+ HLTF shRNA + UV +
+ UV ures vektor HLTF WT rez. HLTF 156-1009 rez. HLTF NN90,91AA rez.

25. abra: Comet kisérlet HLTF-csendesitett sejtvonalon. shRNS-rezisztens (rez) vad
tipust (HLTF wt), HIRAN domén delécios (HLTF 156-1009) és HIRAN domén
pontmutans (HLTF NNO90,91AA) HLTF fehérjékkel végzett kisérlet. A vad tipust
shRNS-rezisztens HLTF képes volt visszaallitani a vad tipusu HCT116 sejtekre jellemz6
fenotipust, mig a HIRAN domén mutans fehérjék nem.

A kisérlet eredményét grafikonon is abrazoltuk, 6sszehasonlitva a kezeletlen és az

UV-val kezelt sejtek érzékenységét is (26. abra).
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shRNA + shRNA + shRNA + shRNA +
ares HLTF WT  HLTF HLTF
vektor rez. 156-1009 NN90,91AA
rez. rez.

26. abra: A comet kisérlet HLTF-csendesitett sejtvonalon, grafikonon dbrazolva.
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5.11. A HIRAN domén specifikusan koti a replikacios villat

A kristalystruktira alapjan a HIRAN domén nagy valosziniiséggel egy DNS-
kotd domén. Ezt erdsitik a kisérleti eredményeink is, melyek szerint a HIRAN domén
hianya a HLTF fehérjének csak a replikacios villa-visszafordito aktivitdsara volt hatasa
in vitro. Ehhez az aktivitdishoz a HLTF-nek DNS-t kell kotnie. Ezért megvizsgaltuk,
vajon a HIRAN domén valoban képes-e DNS-t kotni, és ha igen, milyen DNS
struktirdhoz kapcsoldédik. Ehhez gél shift kisérletet alkalmaztunk. A felhasznalt
szubsztrat DNS-ek a kdvetkezOk voltak:

e 52 nukleotid hosszu, GA ismétlédéseket tartalmazo egyesszalt DNS (ssDNS)

e 75 nukleotid hosszu kettdsszala DNS (dsDNS)

o részleges duplex, melynek kettdsszali szakasza 30 nukleotid, egyesszala tulnyuld
vége 45 nukleotid hosszusagi

e homoldg replikacios villat imitdlo DNS szubsztrat, melynek a sziiléi szalat

formald szakasza 45, az elagazas utani szakasz 30 nukleotid hosszisagu volt.

ssDNS (GA) 52 nt dsDNS 75/75 nt

GST-HIRAN GST-HIRAN GST-HIRAN GST-HIRAN
wt 90/91 wt 90/91

e i ] [ —] . —]

L

27. abra: A HIRAN domén koéti az egyesszalu DNS-t, de nem kapcsolodik duplaszalu
DNS-hez. Vad tipusi (HIRAN) és pontmutans (HIRAN NN90,91AA) doménekkel

crer

mennyisége is no.

A reakcid soran a HIRAN fragmentekhez adtuk a szubsztrat molekulat, majd

szobahdmérsékleten (18 - 24 °C) inkubaltuk az elegyet, hogy kialakulhasson a
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kolcsonhatds. A reakcidokat ezutdn nativ poliakrilamid gélen futtattuk, hogy a
komplexek ne essenek szét. Ha volt kolcsonhatas a fehérje és a DNS kozott, a jel
magasabb molsulytartomanyba tolédott el. A termékeket a radioaktivan jelolt
szubsztratok segitségével detektaltuk. Kimutattuk, hogy a HIRAN domén képes DNS-t
kotni (27. abra).

A vad tipusit HLTF az egyesszadli DNS-hez kapcsolodott, ezzel szemben a
kettdsszala DNS-t nem kototte. A pontmutans fehérje egyik esetben sem kapcsolodott a
DNS-hez. A tovabbiakban megvizsgaltuk, vajon bonyolultabb DNS szerkezetekhez
kapcsolddik-e a HIRAN domén. Mivel tudjuk, hogy a HLTF fehérje az elakadt
replikacids villanal miikodik, illetve annak visszaforditdsaban vesz részt, valamint a
HIRAN domén mutdns HLTF nem képes a replikacios villat visszaforditani, ezért
replikacids villa-szerli szubsztratot, valamint részleges duplex DNS-t is hasznaltunk. A
részleges duplex DNS-sel ki tudtunk mutatni kdlcsonhatast. Ez nem meglepd, hiszen
tudjuk, hogy a HIRAN koti az egyesszali DNS, amit tartalmaz a részleges duplex.
Ezzel szemben, érdekes modon azt tapasztaltuk, hogy bar a HIRAN domén nem kot
kettdsszala DNS-t, mégis képes volt kdlcsonhatni a replikacids villat imitald6 DNS

szubsztrattal is, amely viszont tisztan kettdsszalu DNS szakaszokbol épiil fel (28. abra).

N\ _
= =

replikacioés villa 35/75 nt heteroduplex

GST-HIRAN GST-HIRAN GST-HIRAN GST-HIRAN
wit 90/91 wt 90/91

il
bl Nl
one. winy

onen

28. abra: A HIRAN domén koéti a részleges duplexet és a replikacios villat. Gél shift
kisérlet a vad tipusu (HIRAN) és pontmutans (HIRAN NN90,91AA) doménekkel. A vad

crer
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Mivel mar tudtuk, hogy a HLTF HIRAN doménje egyesszali DNS-t é&s
replikacids villat kot, kivancsiak voltunk, vajon ezek koziil melyik szubsztrathoz képes
er6sebben kapcsolédni. Ezt a kérdést egy kompeticios kisérlettel probaltuk
megvalaszolni. A kisérlet sordn Cy5 fluoreszcens festékkel jelolt replikacios villa
szubsztrathoz kotottiik elsé korben a HIRAN domént, majd ezutan a reakcioelegyekbe
mértiik a fluoreszceinnel jelolt kompetitor replikdcidos villa DNS-t, valamint a 75
nukleotid hosszu egyesszala DNS-t, ndvekvd koncentracioban. A kétféle jeloléssel az
eredeti szubsztrat replikacids villat, valamint a kompetitorokat is egy idében tudtuk
nyomon kovetni. Arra szdmitottunk, hogy az erdsebb kompetitor mar kisebb
koncentracioban is képes a HIRAN domént leszoritani az eredeti szubsztratrol, mig az a
DNS, amelyikhez kisebb az affinitasa, igy gyengébb kompetitor, csak magasabb
koncentracidoban képes a HIRAN domént leszoritani. Azt tapasztaltuk, hogy a
replikacios villa bizonyult er6sebb kompetitornak, mivel alacsonyabb koncentracioban

is képes volt a HIRAN domént leszoritani, mint az egyesszali DNS (29. dbra).

\_

V4
ssDNS 75 nt Villa 75/30/75/30 nt
kompetitor kompetitor

—] 1]
UUHHHH -uuuu[ir"-‘rm _ VillaDNSC¥5

HIRAN doménnel
kotve

. L‘u i bJ‘Jd __ Szabad villa

DNS Cy5

- e

Kompetitor DNS
Fluorescein

29. abra: A HIRAN domén specifikusan koti a replikacids villat. Kompeticids kisérlet
fluoreszcensen jelolt szubsztratokkal. A felsd sorban a Cy5-jeldlt, HIRAN doménnel
kotott replikacios villa lathato. Ahogy novekvé koncentracioban adjuk a kompetitor
szubsztratot (als6 sor), a HIRAN domén elengedi az eredeti szubsztratot és atkot a
kompetitorra. igy megjelenik a kotetlen Cy5-jeldlt replikacios villa, amely kisebb méreti,
igy a nativ gélen gyorsabban fut. A villa kompetitor esetén a HIRAN domén hamarabb
engedi el az eredeti szubsztratot.
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Kisérletiinkbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy bar a HIRAN domén az
egyesszalu DNS-t is jol koti, mégis a 0 szubsztratja valoszinilileg a replikacios villa. A
kisérleti eredményiinket szamszerlsitettiik is, és grafikonon abrazoltuk a HIRAN

domén kotési er0sségét az egyes szubsztratokhoz viszonyitva (30. abra).
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¢s a kompeticio hatékonysaganak abrazolasaval.
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6. Eredmények megvitatasa

Munkank eredményeként meghatdroztuk a human HLTF fehérje HIRAN
doménjének funkcidjat. Kisérleteinkkel karakterizaltuk a HIRAN domén DNS-
hibatolerancia tutvonalban, illetve a HLTF altali replikacids villa-visszaforditasban
betoltott szerepét.

Csoportunk f0 kutatasi terlilete a human DNS-hibatolerancia utvonal
szabalyozasanak vizsgalata. Munkdnk sordan célunk a folyamat szabalyozési
mechanizmusénak, illetve az utvonalban részt vevd egyes kulcsfehérjék aktivitasanak
pontos meghatarozdsa. Ennek érdekében, az egyes fehérjékben talalhatdé domének
funkcidjanak részletes analizisét végezzik. A human HLTF fehérje kulcsszerepet
jatszik az elakadt replikdcios villa mentésében. FO funkcidja a PCNA molekula
poliubikvitildldsa, valamint a templat valtashoz sziikséges replikacidos villa-
visszaforditds, illetve RADS1-t6l fliggetlen templatvaltds. Ezekhez a funkcidkhoz
tartoz6 domének jol jellemzettek, igy a RING domén, amely a ligaz funkcioért felelds
¢s hét helikdz/ATPaz domén, melyek kettdsszala DNS helikdz funkciot adnak a
fehérjének. A HLTF fehérjében talalhaté emellett egy HIRAN domén is, amelynek a
funkcidja eddig ismeretlen volt.

A HIRAN domén egy nagyon specifikus feladatot lathat el, amire abbol lehet
kovetkeztetni, hogy emberi fehérjék koziil egyediil a HLTF-ben fordul eld. Eppen ez
okbol valasztotta ki Sirano Dhe-Paganon csoportja, hogy kolcsonhatd kismolekulakat
teszteljenek a HIRAN doménnel a HLTF specifikus gatlasahoz. A csoporttal
egylttmiikodve meghataroztuk a HIRAN domén NMR struktargjat, valamint Dante
Neculai csoportjaval egyiittmiikodve a kristalyszerkezetét is. Sikeriilt kimutatnunk,
hogy a HIRAN domén képes DNS-t kotni, és meghatdroztuk az ehhez sziikséges
aminosavakat. Kutatdsainkkal parhuzamosan, rajtunk kiviil tobb kutatdécsoport is
foglalkozott a HIRAN domén funkcidjanak vizsgdlataval. Mindharom csoport
meghatarozta a HIRAN domén kristadlyszerkezetét. Az eredmények szinte teljes
mértékben egybevagoak, sajat eredményeinket is igazoljak’®’”’®. Annak érdekében,
hogy a HIRAN domén funkciojat tudjuk vizsgéalni a HLTF fehérjén beliil, 1étrehoztunk
egy HIRAN delécios mutanst, melyrdl levagtuk a HLTF fehérje N-terminalis végét a
teljes HIRAN doménnel egyiitt, valamint a kristalyszerkezet alapjan egy dupla
pontmutdns HLTF fehérjét. Az aktiv, vad tipust fehérje az MMS2-UBC13 ubikvitin
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konjugalé komplex-szel egylittmitkodve képes a mar monoubikvitildlt PCNA fehérjét
poliubikvitilalni. Ezenkiviil képes ATP-t kotni és hidrolizalni, valamint kettésszala
DNS-fiiggd helikazként is miikodik és képes a replikacios villa visszaforditasara. A
HIRAN domén delécios és pontmutans HLTF a varakozasainknak megfeleléen képes
volt a PCNA-t poliubikvitildlni, valamint ATP-t hidrolizalni. Emellett megmaradt a
kettOsszala DNS-fiiggd helikdz aktivitidsa ¢€s le tudta valasztani a Hoogsteen
bazisparosodott harmadik DNS szalat a harmasszali DNS szubsztratrol. Ezek az
eredmények mind arra utalnak, hogy a delécidos mutans fehérjénk térszerkezete rendben
van, €és a mar korabban jellemzett, egyéb doménjei megfeleléen miikodnek. A
replikacids villa-visszaforditd aktivitast kétféle szubsztraton is megvizsgaltuk, €és a
HIRAN domén mutans HLTF fehérjéket haszndlva egyik esetben sem kaptunk
terméket, a mutansok nem voltak képesek a replikdcios villa-visszaforditasra. Ez a
megfigyelés azért meglepd, mivel a delécios fehérje képes helikazként miikddni, és
aktiv a harmasszalai DNS-en, viszont egybevag Andrew C. ¢és munkatarsai
eredményével. E kisérleti eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy a HIRAN domén
fontos szerepet jatszik a HLTF replikdcios villa-visszafordito aktivitdsdban. Ezt
erOsitette az a megfigyelés is, miszerint a vad tipusi HIRAN doménnel &sszekevert
mutans HLTF fehérje visszanyerte az eredeti aktivitasat. Ez valoszinilileg azzal
magyarazhatod, hogy a két fehérje rész képes volt osszeallni egy funkciondlis egésszé.
Ez indirekt bizonyiték lehet arra, hogy a HIRAN domén lehet felelds a replikécios villa-
visszafordito aktivitasért.

A DNS-hibatolerancia utvonalban részt vevdé fehérjék delécidja, illetve egyes
doménjeik mutéacidja érzé¢kennyé teszi a human sejteket UV sugarzasra. A helikaz
domén mutans és RING domén mutans HLTF fehérjéket tartalmazé human sejtek is
érzékenyek UV sugarzasra. Megvizsgaltuk, hogy a HIRAN delécios mutans HLTF
fehérjét expresszalo human sejtek érzékenyek-e UV sugarzasra. Létrehoztunk egy olyan
HCT116 human sejtvonalat, amely stabilan expresszal egy, a HLTF-re specifikus
shRNS-t, igy ebben a sejtvonalban a HLTF fehérje stabilan csendesitve van. Ebben a
sejtvonalban expresszaltuk az shRNS-rezisztens vad tipust és HIRAN mutdns HLTF
konstruktokat, €s vizsgaltuk érzékenységiiket UV sugarzas hatdsara. A vad tipusu
fehérje képes volt visszaallitani az érzékenységet a vad tipust HCT116 sejtekhez
hasonld mértékre, mig a HIRAN domén mutans fehérjét expresszald sejtvonalak
hasonldan érzékenyek voltak, mint a HLTF-csendesitett HCT116 sejtek. Mivel in vitro
eredményekbdl tudjuk, hogy a delécios HLTF ligdz ¢és helikaz aktivitassal is
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rendelkezik, meglepd volt a teljes érzékenység. Hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy a
fehérje valdban bejut a sejtmagba és nem azért defektiv, mert a citoplazmaban marad,
immunfestést végeztliink vad tipusu és HIRAN delécios HLTF fehérjét tartalmazo
sejtekben. Azt tapasztaltuk, hogy a HIRAN domén mutans fehérjék a sejtmagba
lokalizalédnak a vad tipushoz hasonléan. Az in vivo eredményliinket egy masik kisérleti
rendszer segitségével is meg akartuk erdsiteni. Ennek érdekében BrdU comet esszét
végeztiink. A kisérlet soran az el6zdekben emlitett sejtvonalakat UV sugarzéssal
kezeltiikk, majd az S fazisos sejteket nyomon kdvetve megmértiik, milyen gyorsan
fejezddik be a replikacid. Azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusa HLTF expresszidja teljes
mértékben képes volt komplementdlni a HLTF hidnyat, mig a HIRAN domén mutdns
fehérjékben végbemend replikacid a HLTF-csendesitett sejtekéhez hasonldan lassabban
fejez6dott be.

A tovabbiakban a HIRAN domén konkrét funkciojat, aktivitasat vizsgaltuk meg.
Ehhez klonoztuk, élesztében taltermeltikk, majd kitisztitottuk a HLTF HIRAN
doménjét. Negativ kontrollként a kettés pontmutdns HIRAN domént hasznaltuk. Ezutan
megvizsgaltuk, hogy a tisztitott fragmentek milyen tipusit DNS szubsztrathoz tudnak
kotddni, in vitro gél shift esszében. Kisérleteinkben a negativ kontrollként hasznalt
pontmutdns HIRAN domén nem volt képes DNS-t kotni. Ez az eredmény szintén
megegyezik mas csoportok eredményeivel. A vad tipusa domén képes volt egyesszalu
DNS-hez, illetve ss-dsDNS heteroduplexhez kapcsolodni, de kettdsszali DNS-hez nem.
Mivel a HLTF az elakadt replikdcios villanal dolgozik, képes visszaforditani azt,
megvizsgaltuk a HIRAN domén kotését replikacios villa-szerli szubsztrathoz. A vad
tipustt domén meg tudta kotni az oligonukleotid alapt replikacids villa-szerti struktirat
annak ellenére, hogy dsDNS-t nem kot. EbbOl arra kdvetkeztettiink, hogy a domén a
replikacidés villa centrumaban talalhatdo részt képes megkotni, valdszintileg igy
lokalizalva a HLTF fehérjét az elakadt replikacids villdhoz. Ez a kotédés specifikus,
méréseink alapjan erdsebb, mint az ssDNS-sel 1étrehozott kapcsolat.

Kisérleteink arra utalnak, hogy a HLTF fehérje HIRAN doménje képes megkotni
az egyesszalu DNS-t, valamint a replikacids villat, nagy valosziniiséggel tehat ez a
domén felelds a HLTF fehérje replikacios villdhoz torténd kapcsolodasaért. A HIRAN
delécios fehérjével végzett kisérletek alapjan a HIRAN domén nemcsak a fehérje
lokalizacidjaban, hanem replikacios villa-visszafordito aktivitasaban is elengedhetetlen.
Az in vivo kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a HIRAN domén megléte

elengedhetetlen a HLTF fehérje barmely aktivitasa szempontjabol, mivel tudjuk, hogy
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bar a delécios fehérje aktiv ubikvitin ligdz és aktiv helikaz, mégis in vivo teljes
funkcidovesztést mutat. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a HIRAN domén azért lehet
felelds, hogy a HLTF fehérjét odaviszi és odahorgonyozza az elakadt replikacios
villdhoz, ahol igy mar képes lesz a PCNA-vel kolcsonhatni és poliubikvitildlni azt,
valamint el tudja végezni a villa visszaforditasat, illetve a szalcserét. Modelliink alapjan
a HLTF fehérje HIRAN domén nélkiil egyrészt nem képes bekdtni a replikacios villa
kozepébe, csak kettdsszali DNS-t kot helikaz doménjeivel. Masrészt, bar dsDNS-fiiggd
helikazként miikodik, ez az aktivitds mégsem elég ahhoz, hogy a replikacios villat
visszaforditsa. A HIRAN domén tehat nemcsak a lokalizaciot adja meg, hanem az
iranyultsagot is a fehérjének, amit a mar visszafordulo villdban az ssDNS kotése
stabilizal (31. &bra). Az eredményeink alapjan Iétrehozott modellt erdsitik a
SMARCALI1, SNF2 helikaz csaladba tartozd fehérjén végzett kutatdsok eredményei,
melyek a HIRAN doménhez hasonld funkciot feltételeznek a SMARCALI fehérje
HARP2 doménjének. Ez a fehérje szintén a SWI/SNF helikazok csalddjaba tartozik,
HARP doménje két alegységbdl all, melyek DNS-t kotnek, és nélkiilik a SMARCALI1
nem képes visszaforditani a replikacios villat’*. Bar a HARP domén az egyes- és
kettdsszala DNS talalkozasanal kotddik, a HIRAN domén pedig a talnyuld 3 véghez
kapcsolddik, ugy tlnik sikeriilt azonositani egy domén csalddot, mely a replikacios villa

koordinalt visszaforditasaért lehet felelos.

1 A
N 3 “'Wm@r\l
Helikaz

-

31. abra: A HIRAN domén funkcidjanak modellje. HIRAN domén nélkiill a HLTF fehérje
képes DNS-hez kotddni és azon mozogni, de a replikacios villa visszaforditasara nem képes. A
HIRAN domén az elakadt replikacios villdhoz lokalizalja a HLTF fehérjét, megerésiti a
kapcsolatot a DNS-sel, valamint iranyultsagot és specificitast ad a villa-visszaforditashoz.
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8. Magyar nyelvii osszefoglalo

A sejtjeinkben talalhato orokitéanyagot folyamatosan kiilonboz6 karositd hatdsok
¢rik. Ide tartozik az UV sugarzds, a dohanyfiist, az alkohol, a kemikalidk és az
anyagcsere-folyamatok soran keletkezett reaktiv oxigén gyokok, amelyek
megvaltoztatjadk a DNS szerkezetét. Ennek kivédése érdekében szamos DNS-hibajavitd
utvonal alakult ki. Ezek a mechanizmusok folyamatosan helyreallitjdk a DNS lanc
eredeti strukturdjat, mégis akadnak olyan hibak, amelyek nem keriilnek kijavitasra a
sejtciklus S fazisaig. Ekkor a replikacios villa leallasat, ennek kovetkeztében kettdsszala
DNS-toréseket, kromoszomalis atrendezddéseket, végsd esetben a sejt halalat
okozhatjak. Ennek elkeriilésére alakult ki a DNS-hibatolerancia Utvonal, amely
kiilonb6z6 mechanizmusok révén képes a replikacios villa mentésére.

Az utvonal elsé 1épése a polimerdzok processzivitasi faktoraként azonositott
PCNA molekula 164-es lizinjének monoubikvitilalasa a Rad6/Radl18 komplex altal.
Ennek kovetkeztében a replikativ polimerdz lecserélddhet egy, a hiba atirasara képes
alternativ polimerdzra. Egy masik, hibamentes atirast biztosit6 mechanizmus soran a
monoubikvitilalt PCNA molekulat az Mms2/Ubc13/HLTF komplex az ubikvitin 63-as
lizinjén keresztiil poliubikvitilalja, aminek kdvetkeztében a HLTF fehérje a replikacios
villat képes visszaforditani. Az igy létrejott DNS szerkezeten a hibaval szemben 1évo
szal a mar Gjonnan szintetizalt utdd szalrdl irodhat at. Harmadik lehet8ségként a hiba
alternativ templatvaltas révén is athidalasra keriilhet.

Kutatasaink soran a DNS-hibatolerancia ttvonal funkcidjanak és szabalyozasanak
pontos megértésére toreksziink. Ezen beliil is a HLTF fehérje aktivitasainak, szabalyozo
mechanizmusanak minél pontosabb feltardsa a célunk. A HLTF fehérjét transzkripcids
faktorként ¢€s tumorszupresszorként azonositottdk. Vastagbél-tumorok jelentds
szézalékaban promotere hipermetilalt, vagy a fehérje csonkolt formaja expresszalodik.
A HLTF fehérje jelenleg ismert aktivitasainak dontd tobbségét kutatdcsoportunk tarta
fel. A fehérje rendkiviil fontos szerepet jatszik a genom stabilitdsanak megdrzésében.
Csokkent expresszidja DNS mutacidk felhalmozdodasdhoz és genomi instabilitdshoz
vezet. Doménszerkezete jol ismert, rendelkezik egy RING tipust ubikvitin ligaz
doménnel, valamint a kettosszali DNS-transzlokaz funkcioért feleldos helikaz

doménekkel. HIRAN doménjének szerepe azonban maig nem tisztazott.
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Célul tiztiik ki, hogy meghatarozzuk a HIRAN domén funkciojat. Ehhez:

HIRAN domén delécios és pontmutans HLTF fehérjét tisztitunk, majd megvizsgaljuk a
mutaciok hatasat.

Teszteljiik a tisztitott fehérjék ligaz, illetve helikdz aktivitdsait, melyek valdsziniileg
nem kothetdk a HIRAN doménhez, hogy kizarhassuk az esetleges strukturalis
mutaciokat.

Megvizsgaljuk, hogy a HIRAN domén szerepet jatszhat-e a HLTF replikacios villa-
visszafordito aktivitasaban.

Erzékenységi kisérlettel, valamint comet esszével megvizsgaljuk a mutans fehérjénk in
vivo funkcigjat kiilonboz6 DNS-karositod dgensekkel szemben.

HIRAN domént tisztitunk, hogy megvizsgéaljuk a DNS kotést, illetve a preferalt DNS

strukturakat.

Munkank soran a kovetkezé eredményeket értiik el:

Létrehoztunk egy HIRAN delécios és egy pontmutans HLTF fehérjét, ¢élesztdben
expresszaltuk és a vad tipusi fehérjével parhuzamosan homogenitésig tisztitottuk
affinitas-kromatografia révén.

A HIRAN muténs fehérjékrél bebizonyitottuk, hogy aktiv ubikvitin ligazok, képesek a
PCNA-t poliubikvitilalni, emellett aktiv ATPazok és dsDNS-fiiggd helikazok.
Kimutattuk, hogy a HIRAN mutans HLTF nem képes visszaforditani a replikacios
villat, oligonukleotid és plazmid alapu replikacios villa-szerli szubsztratok esetén sem.
In vivo kisérletekbdl megallapitottuk, hogy UV sugarzas hatdsara a HIRAN mutans
HLTF fehérje expresszioja nem képes komplementdlni a HLTF stabilan csendesitett
sejtek érzékenységét, a HIRAN mutans HLTF fehérjét kifejez6, HLTF-csendesitett
sejtek érzékenysége megegyezik a HLTF-csendesitett sejtekével.

Comet essz¢ segitségével kimutattuk, hogy UV sugérzas hatdsara a HLTF-csendesitett
sejtekben a replikacid hosszabb i1d6 alatt megy végbe, amit a mutans HLTF fehérje
expresszidja nem képes komplementédlni. /n vivo kisérleteinkben a HIRAN mutdns
fehérjék null mutansnak bizonyultak.

Létrehoztunk egy vad tipust és egy kettds pontmutans HIRAN domén fragmentet
expresszald plazmidot, a fehérjeket ¢lesztében taltermeltiik, majd affinitas-

kromatografias modszerrel tisztitottuk.
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o (¢l shift kisérletekkel kimutattuk, hogy a pontmutans HIRAN domén nem képes DNS-t
kotni.

e A vad tipust HIRAN doménrdl megallapitottuk, hogy koti az ssDNS-t, valamint a
replikdcios villa-szerli szubsztratot.

o Kompeticios kisérletben a replikacios villa erdsebb szubsztratnak bizonyult.
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9. Summary of the PhD thesis

DNA in our cells is continuously under assault from different damaging agents
such as UV irradiation, reactive oxygen species, metabolites, and chemicals. These
agents change the structure of the DNA molecule. To avoid these mutations, many
DNA repair mechanisms have evolved. These mechanisms are able to restore the
original structure of the DNA double helix. Some damages reach the S-phase of the cell
cycle where they can cause stalling of the replication fork leading to double-strand
breaks, chromosomal rearrangements, and cell death. To avoid these consequences, a
DNA damage bypass pathway has evolved which protects the stalled replication fork in
different ways.

The main step of the pathway is the monoubiquitylation of the PCNA protein, the
processivity factor of polymerases, by the Rad6/Radl8 complex at the lysine 164
position. Following this modification, the replicative polymerase can be switched to an
alternative polymerase, which is able to synthesize through the lesion. In another error
free mechanism, the monoubiquitylated PCNA becomes polyubiquitylated by the
Mms2/Ubcl13/HLTF complex through the lysine 63 residue, therefore, HLTF can
reverse the replication fork. On this newly emerged so-called chicken foot structure, the
stalled strand can be completed using the newly synthesized sister strand as a template.
The third possibility is an alternative template switching mechanism.

Our study focuses on the better understanding of the function and regulation of
the DNA damage bypass pathway. Our goal is to shed light on the activities and
regulatory role of the HLTF protein. HLTF was identified as a transcription factor and
tumour suppressor. In a high percentage of colon cancers, the promoter of HLTF is
hypermethylated, or a truncated form of the protein is expressed. The known main
activities of the HLTF protein were discovered in our research group. The protein plays
a highly significant role in the maintenance of genome stability. Reduced expression of
the protein leads to the accumulation of DNA mutations and genome instability. The
domain structure of HLTF is well known. It has a RING-type ubiquitin ligase domain
and helicase domains responsible for dsDNA-dependent translocase activity. However,

the function of the HIRAN domain is unknown.
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Our goal was to identify the function of the HIRAN domain. To achieve this, we proposed:

To generate HIRAN domain deletion and point mutant HLTF proteins, and to examine
the effect of the mutations.

To test the ligase and helicase activities of the purified proteins, which are probably not
affected by the HIRAN mutation, to exclude the possibility of structural mutations.

To investigate whether the HIRAN domain has any effect on replication fork reversal
activity.

To investigate the in vivo function of the mutant HLTF proteins via sensitivity assay
and comet assay using DNA-damaging agents.

To purify the HIRAN domain to examine its DNA-binding ability and to specify the
preferred DNA structures.

In the course of our work, we gained the following results:

We generated a HIRAN domain deletion and a double point mutant HLTF protein,
overexpressed in yeast, and purified parallelly with the wild-type protein to
homogeneity by affinity chromatography.

We showed that the HIRAN mutant proteins retain their ubiquitin ligase, ATPase and
dsDNA-dependent helicase activities.

We demonstrated that the HIRAN mutant HLTF proteins are not able to reverse the
replication fork, either on an oligonucleotide or on a plasmid-based replication fork-like
substrate.

Using in vivo experiments, we revealed that under UV treatment the expression of
HIRAN domain mutant HLTF protein cannot complement the sensitivity of the stable
silenced cell line.

Using comet assay, we showed that under UV treatment HLTF-silent cells need longer
time to fully replicate. The expression of HIRAN mutant HLTF proteins did not
complement this effect. In in vivo experiments, HLTF mutants seemed to be null
mutants.

We generated wild-type and double point mutant HIRAN domain-expressing plasmids.
We overexpressed the proteins in yeast, and purified them wusing affinity
chromatography.

We showed in gel-shift experiments that the point mutant HIRAN domain is not able to
bind DNA.

59



e We demonstrated that the wild-type HIRAN domain is able to bind ssDNA and the
replication fork-like structure.
e In a competition assay, the replication fork-like structure proved to be a better substrate

than ssDNA.
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10. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koOszonetet mondani Dr. Haracska Lajosnak, hogy 2006-ban
csatlakozhattam a csoportjdhoz. Koszondm a lehetdséget, a sok ram forditott energiat,

tiirelmet, €s a rengeteg segitséget.

Koszonettel tartozom Pintér Lajosnak, aki bevezetett a kutatds sokszor nehéz, de
csodas vilagaba. Koszondm a rengeteg atadott szellemi és technikai tudast, a sok jo
tandcsot, a szakmai ¢és barati beszélgetéseket, ¢s hogy megmutatta azt a szemléletet,

amivel igazan jo kutatova valhat az ember.

Ko6szonom tovabba Fekete Ildikonak, Kovacs Katalinnak, és Notari Péterné Icunak

a technikai segitséget, amivel konnyebbé¢ tették a labormunkat.

Ko6szonom Yathish Jagadheesh Acharnak a szakmai segitségét és hasznos tanacsait!

Szeretném megkodszonni Juhasz Szilvianak, Mérocz Monikanak, Tick Gabriellanak

és Burkovics Péternek a kisérletekben és a cikkek megirasdban nyujtott segitséget!

Koszonettel tartozom tovabba laborunk egykori és jelenlegi tagjainak, hogy

mindenben segitettek, amiben tudtak.

Kiilonosen készonom Dome Lilinek, Frittmann Orsolyanak ¢és Toth Robertnek,
hogy mindig szamithattam rajuk, mind szakmai, mind egyéb tekintetben, €s amiért

mindig oromtelivé tették a néha nehéz pillanataimat.

Ko6szonom kiilfoldi  partnereinknek, Ceslovas Venclovasnak, Dante Neculainak,

Sirano Dhe-Paganonnak ¢s Shunichi Takedanak a segitséget.
Szeretnék koszonetet mondani egykori tanaraimnak, akik erdsitették bennem a

természettudomanyos palya iranti szeretetemet. Kiemelném gimnédziumi tandraimat,

Lampert Zoltan biologia, Smiger Andras kémia ¢és fizika tanaromat, valamint Dr.
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Boros Imre Miklés, Dr. Mardy Péter és Dr. Torok Tibor egyetemi tandraimat,
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