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Bevezetés

A sejtjeinkben taldlhatdo Orokitdanyagot folyamatosan kiilonbozé karositd
hatasok érik. Ide tartozik az UV sugarzas, a dohanyfiist, az alkohol, a kemikaliak
¢s az anyagcsere-folyamatok sordn keletkezett reaktiv oxigén gyokok, amelyek
megvaltoztatjdk a DNS szerkezetét. Ennek kivédése érdekében szdmos DNS-
hibajavit6 atvonal alakult ki. Ezek a mechanizmusok folyamatosan helyreallitjak a
DNS lanc eredeti struktirajat, mégis akadnak olyan hibak, amelyek nem keriilnek
kijavitasra a sejtciklus S fazisaig. Ekkor a replikacios villa leédllasat, ennek
kovetkeztében kettosszald DNS-toréseket, kromoszomalis atrendezddéseket,
végsO esetben a sejt halalat okozhatjak. Ennek elkeriilésére alakult ki a DNS-
hibatolerancia utvonal, amely kiilonb6z0 mechanizmusok révén képes a
replikacios villa mentésére.

Az utvonal elsd 1épése a polimerazok processzivitasi faktoraként azonositott
PCNA molekula 164-es lizinjének monoubikvitildldsa a Rad6/Radl8 komplex
altal. Ennek kovetkeztében a replikativ polimerdz lecserélddhet egy, a hiba
atirdsara képes alternativ polimerdzra. Egy masik, hibamentes atirast biztosito
mechanizmus sordn a monoubikvitilalt PCNA molekulat az Mms2/Ubc13/HLTF
komplex az wubikvitin 63-as lizinjén keresztiil poliubikvitildlja, aminek
kovetkeztében a HLTF fehérje a replikacios villat képes visszaforditani. Az igy

1étrejott DNS szerkezeten a hibaval szemben 1évd szal a mar Gjonnan szintetizalt



utod szalrol irddhat at. Harmadik lehetdségként a hiba alternativ templatvaltas
révén is athidalésra keriilhet.

Kutatdsaink soran a DNS-hibatolerancia ttvonal funkcidjanak ¢és
szabalyozasanak pontos megértésére toreksziink. Ezen belill is a HLTF fehérje
aktivitdsainak, szabalyoz6 mechanizmusanak minél pontosabb feltdrdsa a célunk.
A HLTF fehérjét transzkripcids faktorként és tumorszupresszorként azonositottak.
Vastagbél-tumorok jelentds szazalékdban promdtere hipermetilalt, vagy a fehérje
csonkolt formaja expresszalodik. A HLTF fehérje jelenleg ismert aktivitdsainak
dontd tobbségét kutatocsoportunk tarta fel. A fehérje rendkiviil fontos szerepet
jatszik a genom stabilitdsdnak megdrzésében. Csokkent expresszidoja DNS
mutaciok felhalmozodasahoz €s genomi instabilitishoz vezet. Doménszerkezete
jol ismert, rendelkezik egy RING tipusti ubikvitin ligaiz doménnel, valamint a
kettdsszall DNS-transzlokdz funkcioért felelds helikdz doménekkel. HIRAN

doménjének szerepe azonban maig nem tisztazott.



Célkituzések

Kisérleteink soran a kovetkezo célokat tiiztuk ki:

1.) HIRAN domén mutans HLTF fehérjéket hozunk létre, majd megvizsgaljuk a

mutaciok hatasat.

2.) Teszteljik a tisztitott fehérjék ligaz illetve helikdz aktivitasat, hogy

kizarhassuk az esetleges strukturalis mutaciokat.

3.) Megvizsgaljuk, hogy a HIRAN domén szerepet jatszhat-e a HLTF replikéacids

villa-visszafordito aktivitasaban.

4.) Erzékenységi kisérlettel illetve comet esszével megvizsgiljuk a mutans

fehérjék in vivo funkcidjat kiilonb6zé DNS karositd agensekkel szemben.

5.) HIRAN domént tisztitunk €s megvizsgaljuk, tud-e DNS-t kotni, és ha igen,

milyen DNS szerkezetre specifikus a kotés.



Alkalmazott modszerek

1. Restrikcios emésztés, ligalas

2. PCR reakci6

3. LR reakcid

4. Plazmidok klonozas

5. Baktérium transzformalas

6. Plazmidtisztitads baktériumbol

7. Eleszt6 transzformélas

8. Fehérjék tisztitasa

9. Poliakrilamid gél elektroforézis

10. Western blot analizis

11. DNS szubsztrat hibridizalas

12. Replikacios villa-visszafordito esszé

13. Gél shift, és DNS kompeticids kisérletek
14. PCNA ubikvitilacios kisérlet

15. ATPaz esszé

16. Sejten beliili fehérje lokalizacid vizsgalata
17. BrdU comet essz¢

18. UV érzékenységi kisérlet



Az eredmények osszefoglalasa

1. HIRAN domén mutans HLTF fehérjék létrehozasa és in vitro aktivitas

tesztelése

A HIRAN domén in vitro vizsgélatahoz els6ként kolaboratoraink segitségével
meghataroztuk a HIRAN domén haromdimenzios szerkezetét. A szerkezetbdl
kidertilt, hogy a HLTF HIRAN doménje nagy valosziniiseéggel képes DNS kotésre.
Sikeriilt meghatdroznunk azokat a legfontosabb aminosavakat is, amik ezért a
kotésért feleldsek lehetnek. Ezek ismeretében létrehoztunk egy HIRAN domén
delécidés mutans, valamint egy kettds pontmutans HLTF fehérjét. A fehérjéket
¢lesztében tultermeltettiik, majd affinitds kromatografia révén tisztitottuk. Ezutan
megvizsgaltuk a tisztitott fehérjék in vitro aktivitasait.

A mar ismert aktivitasokat vizsgalva megallapitottuk, hogy a HIRAN mutans
fehérjéink rendelkeznek ATP4z aktivitassal, és képesek kettdsszala DNS-fliggd
helikazként mikoédni. Ezen kivil a vad tipusi fehérjéhez hasonléan
poliubikvitildljak a PCNA fehérjét az MMS2-UBCI13  fehérjekomplex
jelenlétében. Ezekbdl az eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy az altalunk
l1étrehozott HIRAN mutans HLTF fehérjék szerkezetileg épek maradtak, a mutacio
csak a HIRAN doménre volt hatdssal. Kimutattuk azonban, hogy a mutdns

fehérjéink nem rendelkeznek replikacios villa-visszaforditd aktivitassal. gy in



vitro kisérleteinkbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a HLTF fehérje HIRAN

doménje a replikacios villa-visszaforditd aktivitasért felelds.

2. HIRAN domén mutans HLTF fehérjék in vivo aktivitas tesztelése

Megvizsgaltuk, hogy a HIRAN domén mutécidja, vagy hianya milyen hatassal
van a HLTF fehérje sejten beliili aktivitdsara. A HLTF mutans human sejtkultarak
érzékenyek kiilonbozd DNS-karositdo agensekre. Megéallapitottuk, hogy a HIRAN
domén mutdns HLTF fehérjék UV sugarzéas hatasara a sejtmagba jutnak, mégis a
HIRAN domén mutdns fehérjéket expresszaldo human sejtek érzékenysége
megegyezik a HLTF-et shRNS segitségével csendesitett forméaban tartalmazé
sejtek érzékenységével.

BrdU comet esszé segitségével kimutattuk, hogy a HLTF-et shRNS-el
csendesitett formaban tartalmazé sejtekben UV sugéarzds hatasara a replikéacid
lassabban megy végbe, mint a vad tipust sejtekben. A HIRAN domén mutans
fehérjéket expresszald sejtekben a replikdcio szintén lassabban megy végbe, mint
a vad tipusu sejtekben.

Eredményeinkbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a HLTF fehérje HIRAN doménje

1étfontossagn a fehérje barmelyik aktivitasdhoz in vivo.



3. HIRAN domén DNS-kot6 tulajdonsagai

Vad tipusu ¢és kettdés pontmutans HIRAN domént é€lesztOben taltermeltettiink,
majd tisztitottunk. A tisztitott HIRAN doménekkel gél shift kisérletben
kimutattuk, hogy a pontmutins domén nem képes DNS-t kotni. A vad tipust
domén esetében kimutattuk a kdlcsonhatast egyesszalt DNS-el €s replikacios villa
szubsztrattal. A HIRAN domén kettésszala DNS-el nem hatott kolcson.
Kompeticios kisérlettel megallapitottuk, hogy a HIRAN domén a replikacios villat
koti erdsebben.

A HIRAN domén delécios HLTF fehérjének nincs replikcids villa-visszaforditd
aktivitdsa. Azonban vad tipust HIRAN doménnel 6sszekeverve tjra megfigyeltiik
a vad tipust HLTF-re jellemz0 aktivitast.

Ebbdl, és az eddigi kisérletekbdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a HIRAN
domén felelds a HLTF replikacios villa-visszaforditd aktivitasaért, valamint, hogy
a HIRAN domén megléte nélkiilozhetetlen a HLTF normal funkcidjanak
betdltéseben in vivo. A HIRAN domén egyrészt azért lehet felelds, hogy a HLTF
fehérjét az elakadt replikacios villdhoz irdnyitsa, ott a villahoz kosse, és képessé
tegye a villa visszaforditdsdra, masrészt lehetdvé tegye egyéb funkcidinak

betoltésére.
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