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1. Bevezetés

1.1 DNS reparaci6 és DNS hiba tolerancia

A sejtek 0Orokitd anyagat folyamatos jelleggel szamos kiilsé és bels6é hatas karositja.
Tegyiink emlitést az UV sugarzasrol, a cigarettafiistrél, kipufogdgazokban talalhato
nitrogén és kén-oxidokrol, bizonyos munkahelyi kockazatokrol-mérgekrél, radioaktiv
sugarzasrol, vagy a metabolikus folyamatok soran keletkez6 reaktiv oxigén gyokok altal
képzo6dott karosodasokrol.

Ha a DNS karosodasok eredetét megis kategorizalni szeretnenk (1. abra), megallapithatjuk,
hogy azok keletkezhetnek a DNS bazisainak spontan hidrolizise, a kornyezeti hatasok
(példaul az UV sugarzas, ionizald sugarzas, valamint DNS karosité vegyiiletek), és belsd
metabolikus DNS kérositd agensek jelenlétének (reaktiv oxigén gyokok) eredményeképp.
Egyes becslések szerint egy sejt DNS-ét naponta 10°-10° karosodas éri. (Friedberg 1991,
Lindahl and Wood 1999).

A DNS karosodasok a replikacio, és a transzkripcié folyamatat egyarant gatolhatjak. Az
elakadt replikacio pedig programozott sejthaldloz vezethet. (Lindahl and Wood 1999).

‘ DNS karosodas és sejtvalasz }

_ Vegyi Replikacios
Sejt Virusfertézés sugarzas Sgensek hibak
metabolizmusa \ /
DNS karosodas /

Sejteiklus sllendrzépont Transzkripcids program

aktivacio Ktivacie DNS reparacio Apoptozis

1.abra: A DNS karosodéasok eredete és a rajuk adott sejtvalaszok soksziniisége

(forras: www.ncu.edu.tw)

A sejtszintli tulélés biztositasa érdekében valtozatos DNS reparacios Utvonalak alakultak

ki, melyek a DNS karosodast eltavolitjak, és rendelkezésre all6 ép templat esetén


http://www.ncu.edu.tw/

visszaallitjAk a DNS eredeti informécidtartalmat. A DNS hiba észlelésekor checkpoint
fehérjék aktivalédnak és megallitjdk a sejtciklust, amig a DNS reparacié vegbemegy.
(Hoeijmakers 2001) Ezen DNS reparacios utvonalak bemutatasara késébb (v6.1.2 fejezet)
bovebben is kitérek.

A reparacios mechanizmusok mitkodése ellenére elképzelhet6- €s egyben bizonyitott, hogy
maradnak olyan karosodasok is, amelyek javitdsa nem torténik meg a DNS replikacio
kezdetéig. A szerkezeti médosulasok a DNS replikacio folyamatossagat gatolhatjak, ami a
replikacios villa elakadasat majd szétesését, kettds szali DNS torések keletkezését, és
végsé soron apoptOzis létrejottét eredményezheti (Prakash and Prakash 2002). Azon
folyamatokat, melyek a replikacié folyamatossagat hivatottak biztositani, és nem a DNS
karosodas eltavolitasat végzik, DNS hiba tolerancia folyamatoknak nevezziikk. A DNS
hiba tolerancia miikodésének mechanisztikus részletei a mai napig csak részben ismertek,
noha a tudomanyterileten intenziv munka folyik.

A DNS hiba tolerancia utvonalak jellemz6je a talélés barmely aron elvének megvalositasa.
Tekinthetliink rajuk ,,vészreakciokként” is, amelyek nem nyujtanak moédot a DNS
karosodasanak helyreallitasara, viszont a ttlélés biztositasaval lehetdséget adhatnak a DNS
reparacids folyamatoknak a karosodas kijavitasara egy Ujabb osztodasi ciklusban.

A DNS hiba tolerancia Utvonal (DNA damage tolerance, avagy DDT) tehat képes
biztositani a DNS szintézist DNS karosodason keresztil is. Az elmult két évtizedben tébb
uj fehérjét, DNS polimerdz enzimet azonositottak, amelyek specialis tulajdonsagaiknak
koszonhetden képesek a sériilt bazisokkal szemben bazisokat beilleszteni, vagy éppen egy
DNS hibaval szemben beillesztett bazistol folytatni a DNS szintézist (v6.1.2.3 fejezet).

A DDT utvonal egyes DNS polimerazai a kdrosodott bazisokkal szemben nem a megfeleld
komplementer bazist helyezik be, mas enzimek pedig a hibas bazispartél kiindulva
folytatjak a szintézist (v6.1.2.3 fejezet). A DNS karosodasokon keresztili replikacié tehat
pontmutécio képzéshez vezethet. (Prakash and Prakash 2002)

Felmeriilhet a kérdés, hogy miért j6 a tobbsejti €l61ényeknek (ahol egy karosodott sejt
pusztulasa nem tul nagy koéltség) egy ilyen mutagén Gtvonal fenntartdsa? A feltételezések
szerint az evolUcioban, a DNS szintézis soran a DNS karosodasok atirasa kdzben keletkez6
mutaciok a természetes szelekcio valasztékat alkothattak. A gyors, és effektiv DNS hiba
tolerancia lehetdvé teszi a replikacids villa ujraindulasat, ami pedig mas, sokkal karosabb
folyamatokat el6zhet meg, mint példaul a kettés szala DNS toréseket a karosodasok
kornyékén, és az ezzel jar6 kromoszdéma instabilitast. Mivel a genom nagy részét nem

koédolé szekvenciak alkotjak, a képz6dd pontmutacidk nagy része amuigy is csendes lesz.



A DDT futvonalon beliil a mutagenezist végzé tolerancia mechanizmusok mellett a
karosodott DNS mutaciomentes &tirasat biztositd mechanizmus is mikodik (v6.1.2.3
fejezet). Ezen mechanizmus nem hasznal alternativ, alacsony templathiiségii DNS
polimerazokat, hanem a replikaciés villa atrendezésével biztositja a DNS karosodas
hibamentes replikacidjat (v6.1.2.3 fejezet). Ha a replikacios villaban elhelyezked6 PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) fehérje 164-es lizinje monoubiquitinalt, a mutagén
utvonal miikédik, ha ez a lizin poliubiquitinalt, akkor a mutaciomentes hiba atiras. Mint
latjuk, ez esetben az ubiquitin altali poszttranszlacios maddositas nem degradacios
szignalként, hanem funkciot szabalyoz6 jelként miikodik. (Hoege, Pfander et al. 2002)

A fent definialt DNS karosodas indukalta pontmutacio képzés, az ugynevezett mutagenezis
kutatasa, de a tobbi DNS tolerancia és reparacios Utvonal vizsgalata is egyarant nagy
lendilettel folyik. Ha sikertilne befolyésolni a szabalyozasat, annak terapids jelentsége
lehetne. Az utvonal 4gainak specifikus géatldisa a ma meglévd rakgyogyszerek
hatékonysagat ndvelheti.

A PCNA fehérje, amelynek vizsgélata jelen ertekezés targyat képezi, sok tekintetben
utvalasztd. Lathattuk, hogy a DNS karosodasokon Kkeresztul torténé DNS szintézis
mutagén illetve mutécidmentes voltat poszttranszlacios modosulasa szabalyozza. Azonban
a PCNA szerepe ennél joval altalanosabb. Ez egy esszencidlis fehérje, amely a hozza
kapcsolodo replikativ DNS polimerazok (Pold, Pole) processzivitasat biztositja. A DNS-t
koriilvevd, harom alegységbdl felépiild, gytriis szerezetli fehérje egyben a DNS hiba
tolerancia specifikus DNS polimerazainak, és tobb mas reparacids fehérjének is
dokkolo6helye (Paunesku, Mittal et al. 2001). Elképzelhet6 tehat, hogy a PCNA minden
olyan reparéacios folyamatban szerepet jatszik, amelyhez DNS szintézis szikségeltetik
(v6.1.3.2 fejezet). Miutan, mint latni fogjuk (v6.1.2 fejezet), a legtobb reparacios és DNS
hiba tolerancia folyamat ilyen, kézenfekvonek tiint, hogy iranyitott pontmutaciok sorozatat
hozzuk létre az éleszt6 (Saccharomyces cerevisiae) PCNA molekulan, olyan helyeket,
felszineket keresve, amelyek a PCNA fehérje reparacidban, vagy DNS hiba tolerancidban
betoltétt funkciojahoz elengedhetetlenek. Munkankat a DNS reparacios €s DNS hiba
tolerancia folyamatok eukariota alapmodelljén, Saccharomyces cerevisiae sejteken

vegeztik.



1.2 DNS reparacios és DNS hiba tolerancia utvonalak

Az értekezésem targyat képezé PCNA fehérje szamos reparacios Utvonalban részt vesz
(v6.1.3 fejezet). Az értekezes megértéséhez sziikségeltetik tehat a kérdéses DNS reparacios
és DNS hiba tolerancia utvonalak bévebb ismertetése. Az alabbi utvonalakban mukodo,
bemutatasra keriil6 fehérjék koziil egyesek mutansait genetikai munkamban felhasznaltam,
masok ismertetése az Utvonalakrodl alkotott atfogobb kép kialakitasa miatt sziikséges.

A bemutatott DNS reparacios és hiba tolerancia utvonalak a kovetkezok:

- B&zis excizios reparécié (BER)

- Nukleotid excizids reparéacié (NER)

- DNS hiba tolerancia (DDT, Rad6/Rad18 utvonal)

- Kettds szalu DNS toréseket (DSB) javitd mechanizmusok

- Mismatch reparacio (MMR, hibasan parosodott bazisok eltavolitasa)

1.2.1 Reparacids episztazis csoportok

Az éleszté (Saccharomyces cerevisiae) DNS reparacids génjeit az eukariota szervezetek
hasonld funkciot ellatdo génjei koziil els6ként azonositottak. A sejteket UV-sugarzasnak
Kitéve elkulonitettek a sugarzasra szenzitiv torzseket, amelyeket RAD névvel, és
sorszammal lattak el. A RAD radiacio érzékenyet jelent. Késébb az érzékenységért felelds
gének térképezése és azonositasa utdn a géneket egymashoz val6é viszonyuk alapjan
osztalyoztak, és az egyiittmiikodd, azonos reparacios Utvonalban szereplé géneket
csoportokba soroltak. Ezek az episztdzis csoportok. Ma tobb ilyen nagy episztatikus

csoportot kiilonitiink el, melyek a {6 reparacids utvonalaknak feleltethetok meg.

1.2.2 A bazis excizios reparacié (BER)

A genomban a rendelkezésre all6 adatok szerint naponta 10 000 korili az elvesztett
bazisok szdma (Lindahl and Nyberg 1972). Ezeket az abazikus helyeket (AP) meg kell
szlintetni, hiszen a transzkripciét, és a replikacios polimerazokat is gatoljak. Az abazikus
helyek kozvetlenil az N-glikozidos kotés hidrolitikus hasadasaval keletkezhetnek, de

kdzvetetten maga a bazis excizios reparacio is létrehozhatja a sériilt (metilalt, deaminalt,
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vagy oxidalt) bazisok kivagasaval. Az abazikus helyek megsziintetése a BER egyik
specialitasa, hiszen amint azt az aldbbiakban lathatjuk, a BER miikodése els6 1épésében

maga is egy abazikus helyet hoz létre, majd azt késébb eltavolitja.

Karosodott bazisok Nem megfeleld
bazis beépllése

metilacié oxidacié deaminacié  aq Ep purin

-

. I

Spontan ]
bazisvesztés Y

: DNS glikozilaz
Y aktivitas
O o

DNS Reparacio Hiba tolerancia Nincs reparacio

/ \ és tolerancia
Bézis excizios | [Mukleotid excizios rans 13?05 Rekombinacit Repllukaf:‘ids\
reparacio reparacio sanezs transzkripcios blokk

R A A Y

templathiiség templathliség mutacidk  templathiiség sejthalal

2. abra: Az abazikus helyek eredete és kovetkezményei élesztosejtekben. A lehetséges kdvetkezmények:
NER és BER altali javitas, rekombinécié altali javitas, transzléziés szintézis, vagy mindezek hidnyaban

a sejt haléla. (moédositva: Boiteux and Guillet 2004)

Az abazikus helyeken Kivil a bazis excizios reparacié nagy hatékonysaggal javitja a
kisméretli, egy bazist érintd, a DNS hélix térszerkezetét nagymértékben nem befolyasolo
baziskarosodasokat. Ilyenek példéul a 8-oxoguanin, 3-metiladenin, 7-meti|guanin, az
(Memisoglu and Samson 2000, Boiteux and Guillet 2004). A BER-ben az els6é 1épés a
sériilt bazis kivagasa, melyet N-glikozidaz enzimek végeznek (a legismertebb ilyen
enzimek az Ntgl, Ntg2, Oggl, és Magl). A keletkezett abazikus hely mellett ezutan
5’oldalrol egy specifikus endonukledz hasit (Apnl, ritkdbban az Apn2), majd az igy
keletkez6 egyes szalu DNS torés végérdl a Rad27 (elagazashoz kozeli 5’vég kornyékére
specifikus endonukleaz és 5°-3’exonukleaz aktivitasu fehérje) emészt le 1-10 nukleotidos

szakaszt. A Rad27 humén homoldgja a Fen 1 fehérje. Az exonukledz aktivitds utan
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keletkez6 néhany mukleotidnyi hidnyt a szabadon maradt 3’OH csoporttol kiindulva a
DNS polimeraz ¢ tolti fel, majd a folytonossag ligalas altal all helyre (Wang, Wu et al.
1993, Boiteux and Guillet 2004).

A BER-t a kivagott nukleotidok szama alapjan un. short patch, és long patch folyamatokra
oszthatjuk. A short patch BER-nél csupan egy nukleotid lecserélélése torténik, mig a long

patch BER folyaman 2-10 0j nukleotid szintetizalodik.

1.2.3 A nukleotid excizios reparacio (NER)

A nukleotid excizios reparacio tobbféle DNS karosodas felismerésében és eltavolitasaban
nélkiilozhetetlen. Legfontosabb feladata a DNS kettés hélix térszerkezetét megvaltoztatd
nagyobb 1ézidk (pl. az UV karosodas okozta pirimidin dimerek), és a DNS kettés szalon
bellili keresztkotések eltavolitasa. Kimutattak azonban, hogy a BER targyalasakor emlitett
egyetlen bazist érintd moddosulasokat (pl. abazikus helyeket), valamint oxidativ
karosodasokat, és alkilalt bazisokat is kepes felismerni és javitani (Torres-Ramos, Johnson
et al. 2000). A folyamat kivagja a sériilést és a koriilotte elhelyezked6 25-30 bazisparnyi
DNS szakaszt a kettds hélixbél. Az Utvonalnak az UV kérosodasok javitasaban betoltott
jelentéségét mutatja, hogy génjeinek hibija a Xeroderma pigmentosum nevii human
recessziven 0roklodé megbetegedést okozza, ami az UV sugarzas altal kivaltott borrak
kialakuldsanak kockazatat 2000-szer noveli. Az Gtvonal génjeinek emlés homologjait ezért
XP-nek nevezik (Prakash and Prakash 2000). Elesztében ezen titvonal génjeinek delécioja
er6s UV érzékenységet okoz.

A NER aktivalddasa két kiillonb6z6 modon kdvetkezhet be. A két Gtvonal a hibat érzékeld
szenzorban kilonbozik, és emiatt kulon nevet viselnek. A két utvonal neve TCR
(transcription coupled repair), illetve GGR (global genome repair, 3.4bra).

A TCR aktivalodasa aktivan atirddé gének karosodasakor torténik meg. A folyamat soran
a DNS hibanal elakadt RNS polimeraz 11, és a hozza lazan kapcsolddé Rad26 (emlés
homoldgja a CSB) fehérje észleli a DNS hibat. A Rad26 fehérje egy ATP-az és helikaz
aktivitassal rendelkezd fehérje, amely kromatin atrendezést is végez. A polimeraz
felszinéhez elakadads esetén szorosabban kotddik a Rad26, és egyes vizsgalatok szerint
kisse elmozditja, mintegy hatratolja az RNS polimerazt. Ezutan a Rad26 feherjén keresztil
megtorténik a reparaciohoz szikséges komplex felépulése, amely végleg elmozditja,

hatrébb tolja az RNS polimerazt a transzkripciés buborékbol. Amennyiben az RNS
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polimerdz 1l a Defl fehérje jelenlétében ubiquitilalodik, le is valhat a DNS-rél, és
proteaszomalis lebontasra kerll (Prakash and Prakash 2000, Woudstra, Gilbert et al. 2002,
Hanawalt and Spivak 2008). A TCR aktivalodasanak Gjabban egy maésodik, szintén az
elakadd transzkripcios apparatushoz kapcsolodé Rad26 fiiggetlen mechanizmusat is
emlitik. Ebben az RNS polimerdz 1l Rpb9 nevii alegysége nélkiilozhetetlen, a hiba
felismerésének pontos mechanizmusa pedig még nem teljesen tisztazott.

A TCR folyamatanak tovabbi Iépései innentdl kezdve megegyeznek a NER masik agéanak,
a GGR-nek mechanizmusaval.

A GGR mechanizmus aktivalodasara olyan esetekben kerll sor, amikor a karosodas
helyén nem zajlik transzkripcid. Az érzékel6 fehérjekomplex itt a Rad7-Rad16 komplex
(emlésokben a DDB-1, DDB2 fehérjék, azaz az XPE komplementacids csoport). Ez a
komplex toborozza a helyszinre a Rad4 (emldsdokben XPC) fehérjét, amely tovabbi
alegységeket (RPA, Rad23) kotve létrehozza a DNS kérosodas helyén a reparécids
komplex felépliléséhez sziikséges buborékot (Hanawalt and Spivak 2008).

A kezdeti kiilonbségektdl eltekintve a TCR és a GGR folyamatai a tovabbi [épésekben nem
kilonboznek egymastol. A létrejott buborékot a Rad14 (emlds homologja az XPA) fehérje
¢s az RPA (replication protein A) stabilizalja. A Radl4 fehérje DNS kot6 un. Cink Ujj
motivumot tartalmaz, mely a karosodas helyét nagyobb affinitassal koti, mint az ép
szerkezeti DNS-t. Az eldbbiekben leirt Gn. preinciziés komplexhez kotddik egy sok
alegységes TFIIH nevezetii transzkripcids faktor, amelynek részese a Rad3 (human
homoldgja az XPB) és a Rad25 (human homoldgja az XPD) fehérje. Utobbi két faktor
DNS helikaz, amelyek egyméssal szembe haladva tobb 10 bazisparnyi szakaszon
szétcsavarjdk a DNS két szalat a kéarosodas két oldalan. A nyitott DNS struktdra
keletkezése utan elészor a karosodastol 5 irdnyban torténik endonukleaz bemetszés a
Radl-Radl10 komplex (emlés homologja az XPF-ERCC) &ltal, majd a hasitas helyén
megindul a DNS szintézis. A replikacié PCNA jelenlétében Pold vagy Pole replikativ DNS
polimerazok segitségével torténik. A karosodas 3” végénél csak késObb torténik a
bemetszés, amelyet a Rad 2 (XPG) endonukledz katalizal. A DNS folytonossagat ligaz
reakcio allitja helyre, és ezzel eltavolitasra kertlt a hibat tartalmazé DNS szakasz (3. abra),
és helyét egy Ujonnan szintetizalt ép DNS szakasz foglalta el (Prakash and Prakash 2000,
Svejstrup 2007, Hanawalt and Spivak 2008).

Emlitésre méltd, hogy a NER késébbi folyamatait katalizdlo génekben mutans torzsek
(amelyek magat a bemetszést, a helikaz aktivitast, a ,,nyitott konforméaci¢” létrehozasat
katalizaljak, pl. rad14, radl, rad10, rad25 ) sokkal érzékenyebbek UV hatasra mint a hiba
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érzékelését végzo gének mutansai (rad23, rad7, radl6, rad26). Az eldbbiek ugyanis a
teljes NER-t mikodésképtelenné teszik, mig a hiba felismerésében némileg sériilt, de
effektoraiban hibatlan utobbi térzsekben a nukleotid excizid bizonyos szinten miikodhet

(Prakash and Prakash 2000).
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3. &bra: Nukleotid excizids reparacié emlés sejtekben. Bal oldalon a TCR &g, jobb oldalon a GGR &g

lathatd, amelyek a NER ko6zos ttvonalaba torkkollnak. Bévebb leiras a szovegtorzsben (Hanawalt and
Spivak 2008)

Emberi szervezetben a TCR génjeinek mutaciéi (CSB, illetve CSA) a Cockayne
szindromat okozzak, melynek tiinetei a korai oregedés, idegrendszeri fejlodési zavarok,
mikrocephalia, alacsony termet, osteoporosis és izomrangasok, viszont a Cockayne nem
okoz UV érzékenységet ¢s nem hajlamosit tumorképzdodésre. Ennek oka egyfeldl az, hogy
a GGR folyamata aktiv, a masik pedig, hogy amennyiben az elakadt RNS polimeraznal
nem torténik reparacio, apoptozis indukalodik. A fejlédési rendellenességek is ennek
tudhatok be, hiszen az egyedfejlodés korai szakaszaban intenziv anyagcsere €és oxidativ

folyamatok zajlanak az osztdodd idegrendszerben. A keletkezd oxidativ karosodasoknal



megakadt transzkripci6 a TCR javito folyamatok hidnyaban viszont fokozott
szovetelhalast, apoptozist hoz létre (Hanawalt and Spivak 2008).

A GGR és a NER génjeinek mutacioi (XPA-XPG) a Xeroderma pigmentosum beetegséget
valtjak ki. A betegek rendkivil érzékenyek az UV fenyre. Az allapot a test felszinén, a
boron és egyes nyalkahartydkon fokozott tumorképzdédési hajlammal jar, és néhany belso,
példaul a kdzponti idegrendszerben keletkez6 tumor gyakorisagat is noveli (Hanawalt and
Spivak 2008).

1.2.4 DNS hiba tolerancia (Rad6/Rad18 utvonal)

A reparéacios utvonalak miikddése ellenére sok DNS sériilés javitatlan marad. Annak
érdekében, hogy a sejtciklus zavartalanul haladjon, mindezen karosodasokat tal kell 1épnie
a replikéciés apparatusnak. A jelen fejezetben targyalt tolerancia folyamatok nem
tavolitjak el a kdrosodast, csupan lehetdveé teszik annak replikacios ,,atirasat”. A zavartalan
replikacio elénye, hogy a sejtciklus tovabbhaladasa a kés6bbiekben lehetéséget nyujt mas
reparacios rendszereknek a javitas elvégzesere. A megakado replikécids apparatus viszont
azonnali apoptozist valthat ki. Az aldbbiakban targyalt folyamatok miikodése sok esetben
pontmutaciot képez, mert un. ,nem klasszikus” DNS polimerdzokat hasznal, amelyek
magasabb hibarataval miikodnek a replikativ polimerazoknal.

A DNS karosodés tolerancia utvonal nem teljesen homogén. Legalabb négy kiilonb6zd
agat ismerjik (4. abra, (Chang and Cimprich 2009). A DNS kéarosodas tolerancia kozos
jellemzdje, hogy aktivalodasaban kulcsszerepet jatszik a PCNA fehérje DNS karosodas
fliggd ubiquitin &ltali poszttranszlaciés modosulasa. Az tUtvonalak koziil kettdé un.
transzléziés DNS szintézis, azaz a karosodason keresztiil torténd replikécio, amely ,,nem
klasszikus” DNS polimerazok altal valésul meg. A masik két utvonal templat valtasos
folyamat, amelyben az djonnan szintetizdlodo DNS szal a replikacids villa
atrendezddésének koszonhetden elkeriili a karosodott templétot, és 0j ép templatot keres
maganak (4. abra). Az ¢ép templat kézenfekvd modon a testvér kromatida djonnan
szintetizalodott DNS szala, melynek informaciotartalma megegyezik a karosodott DNS
széléval (Chang and Cimprich 2009).
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A replikacios villa elakadasa

lTranszlézlés szintézisl l Templat valtas l
(TLS)
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REV3-REV7 (Pol ) RAD30 (Pol 1)) visszaforditasa megvalosulo

Mutagén DDT Hibamentes DDT

4. abra: DNS hiba tolerancia Gtvonalak (DDT). A sarga haromszég a DNS karosodast jelképezi. A

transzlézios szintézis sajatos transzléziés DNS polimerdzokon keresztil valosul meg, enzimtél és
karosodastél fiiggben mutaciot képzo, illetve hibamentes végkimenetelii lehet. A templat valtas
valéjdban a DNS karosodasnak a replikativ polimeraz altali elkerilése (médositva: Chang and
Cimprich 2009).

1.2.4.1 PCNA ubiquitilacié és PCNA sumoilacio

Mint értekezésem 0 targyanak, a PCNA molekulanak egy teljes fejezetet szentelek a tézis
késébbi részében. A legismertebb funkcigja a DNS replikdcid processzivitdsanak
biztositasa, de a DNS polimerazokon kiviil a PCNA fehérjéhez replikacios, és kiilonb6z6
DNS reparacios fehérjék kapcsolddnak (vo. 1.3 fejezet). A PCNA molekula egyben a DNS
karosodas tolerancia folyamatok f6 szabalyozdja (v6. 1.3.2 fejezet). A PCNA altal
ellenérzott folyamatok sokfélesége miatt sziikség lehet olyan jelre, amely egy adott Gtvonal
aktivalasa és végrehajtasa mellett kotelezi el a sejtet. A DNS hiba tolerancia Gtvonal
kiilonb6z6 againak aktivalodasat a PCNA sajatos poszttranszlaciés modosulasai hatarozzak
meg (Chang and Cimprich 2009). A modosulasok formaja a sumoilacid, ubiquitilacio és
poliubiquitilacié (Hoege, Pfander et al. 2002). A poszttranszlaciés modositasok helye az
0sszes eukaridta sejtben konzervalt.

A PCNA monoubiquitilacidja mindig csak DNS kérosodast kovetéen mutathatd ki. A

monoubiquitilaciot a Rad6/Rad18 komplex végzi. A komplexben a Rad6 az ubiquitin
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konjugalo (E2) enzim, a Rad18 pedig a ligdz (E3), azaz a szubsztrat specificitast kijel61d
fehérje. Az ubiquitilacio a 164-es lizin aminosavon torténik. A monoubiquitilalt PCNA-t
nagyobb affinitassal kotik a ,,nem klasszikus” dn. transzlézios DNS polimerazok, mint a
nem modositott PCNA molekulat (Garg, Stith et al. 2005). A monoubiquitilaci6 DNS
polimeréaz cseréhez vezet, melynek soran a replikativ DNS polimeraz (Pold, Pola és Pole)
»hem klasszikus” transzlézids DNS polimerazokra cserélédik le (Prakash and Prakash
2002, Moldovan, Pfander et al. 2007). A transzlézios DNS polimerazok az alabbiakban
targyalt tulajdonsagaik miatt képesek atirni bizonyos DNS karosodasokat, megvalositvan a

transzlézios DNS szintézist (4. és 5. abra).

e
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K164
/ Lizin&3-
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l Pol d/e TLS polimeraz l ?
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5.4bra: A PCNA poszttranszlaciéos mddosuldsai, és az altaluk iranyitott folyamatok. A PCNA
monoubiquitilacié a transzlézios szintézist (1.2.4.2. fejezet) , a poliubiquitilacio a templat valtast
(1.2.4.3. fejezet) eredményezi. Az S fazisban jelen 1évé sumoilici6 a homolég rekombinaciot

gatolja(mdédositva: Chang and Cimprich 2009) .

A poliubiquitilaciét az Mms2/Ubc13 és a Rad5 fehérje komplexe végzi (Hoege, Pfander et
al. 2002). Az Mms2/Ubc13 az ubiquitin konjugalé enzim (E2), a Rad5 pedig az ubiquitin
ligaz (E3) (Hofmann and Pickart 1999). A szabalyozo poliubiquitin Ianc felépulése a 63-as
lizin aminosavon Kkeresztil torténik. Az ilyen kapcsolodas eltér a hagyomanyos,
proteolitikus szignalként szolgalé 48-as lizin aminosavon keresztul feléplld poliubiquitin
lanc szerkezetétél. A PCNA poliubiquitilacioja a hibamentes ¢és bizonyos Iépéseiben még
nem teljesen tisztazott templat valtas Gtvonalat aktivalja (v6.1.2.4.3 fejezet) (5. abra).

A harmadik mddosulasi forma a PCNA sumoilacié. A PCNA sumoilacié szerepével és
mechanizmusaval bévebben a PCNA fehérje funkcioit targyalo 1.3.2-es fejezetben
foglalkozok. A sumoilacio szintén a 164-es lizin aminosavon torténik, de egy alternativ
sumoilacios hely is eléfordul a 127-es lizinen (Hoege, Pfander et al. 2002). Elesztd
sejtekben a sumoilacio az S fazisban kifejezetten észlelhetd. A sumoilalt PCNA nagy

affinitassal koti az Srs2 fehérjét, amely egy DNS helikaz. Az Srs2 lebontja az egyes szalu
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rekombindacids intermediereken felépiild Rad51 alkotta nukleoprotein filamentumot, ezaltal
gatolva a homoldg rekombinécié bekovetkeztét (Papouli, Chen et al. 2005, Pfander,
Moldovan et al. 2005, Watts 2006) (5. abra). Ennek gyakorlati jelentdsége kiilonosen az S
fazisban nagy, hiszen a replikacios villakban gyakoriak az egyes szali DNS intermedierek,
és az éppen szintézis alatt all6 szalvégek, amelyek a rekombinacid szubsztratjava

valhatnanak.

1.2.4.2 Transzléziés DNS szintézis (TLS)

A kilencvenes években jelentésen béviilt az ismert DNS polimerazok szama. Felfedeztek
koztuk olyanokat is, amelyek fidelitdsukban, azaz az informaciotartalom mésolasanak
hiiségében elmaradtak az addig ismert replikativ DNS polimerazoktol. Mig a replikativ
DNS polimeréazok hibarataja 10” kériil mozog addig a ,,hibara hajlamos” ,,nem klasszikus”
DNS polimerazok akar minden szazadik nukleotid behelyezésénél hibazhatnak (Prakash
and Prakash 2002). Transzlézios DNS szintézis alatt a DNS kéarosodasok ,,nem klasszikus”
DNS polimerazok altali atirasat értjiik. Elesztsejtekben a transzlézios szintézis felelés a
DNS kérosodas indukélta pontmutacioképzes nagy részéeért.

A replikativ DNS polimerazok (Pold, Pola, Pole) a polimerazok ,,B” csaladjaba tartoznak.
Magas fidelitdsukat az 5’-3° exonukleaz (proofreading) aktivitasuknak koszonhetik.
Kristalyszerkezetiiket egy emberi 6kol haromdinemzids felépitéséhez hasonlitjak (6. abra).
Az aktiv kozpont kialakitasaban harom domen, a ,tenyér”, a ,,huvelykujj”, és az ,,ujjak”
vesznek részt. Ezek zart, és meglehetdsen rigid aktiv kozpontot képeznek, amelyikbe
csupan egyetlen nukleotidnyi DNS templat fer be (Chang and Cimprich 2009).

A transzléziés DNS polimerazok (élesztében a Poln, Revl, emlds sejtekben az elébbiek
mellett a Polk, Polt) az ,,Y” polimeraz csaladot alkotjak. K6zo6s jellemzéjiik egyike, hogy
nem birnak 5’-3” exonukledz aktivitassal, ezért magasabb a hibaratajuk. Osztoznak a ,,B”
csaladhoz tartozo tarsaikkal az 6kol formaju doménszerkezeten, azzal a kildonbséggel,
hogy egy jarulékos, Kisujjnak nevezett domént is tartalmaznak (6. &bra). A kisujj domén
noveli aktiv centrumuk flexibilitasat, igy hibasan parosodott, vagy dimert képz6 templatok

is beleférhetnek (Chang and Cimprich 2009).
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6.4bra: A DNS polimerdzok doménszerkezete. A B csaladba tartoz6 DNS polimerazok (replikativ DNS
polimerazok) aktiv centruma zart és rigid, mig a transzlézios polimerazok legtébbjét magaba foglalo Y
csaladba tartoz6 DNS polimerdzoké a ,kisujj” doménnek koszonhetéen (az dbran lila szinben)
nyitottabb, flexibilisebb (Chang and Cimprich 2009).

A transzlézids szintézis aktivaloja a PCNA molekula DNS kéarosodas fliggd
monoubiquitilacidja (v6.1.2.3.1 fejezet). A monoubiquitilacié hatdsa legaldbb két
kiilonboz6 modon segiti a ,,B” csaladba tartoz6 replikativ polimeraz ,,Y” csaladba tartozo
transzlézios polimerazra vald cseréjét.

Elészor is a Defl fehérje ubiquitilalt PCNA jelenlétében eldsegiti a replikativ DNS
polimeraz (Pold) katalitikus alegységének (Pol3) lebontasat, ami helyet szabadit fel a
PCNA fellletétn mas polimerazok kapcsolodasara. Csoportunk korabbi munkajaban
kimutattuk, hogy a Pold jarulékos alegységei in vitro éppugy képesek a Revl transzlézios
polimeraz, mint sajat katalitikus alegységik kotésére (Daraba, Gali et al. 2014).
Masodsorban, a transzlézids polimerdzok sajatossaga, hogy erdsebben kotdédnek az
ubiquitiladlt PCNA-hez mint a nem modosulthoz. A DNS polimerazokra altalanosan
jellemzé PCNA kot6 motivum mellett (v6.1.3.3 fejezet) rendelkeznek ugyanis ubiquitin
koté (UBZ) motivummal is, igy az ubiquitinnel modositott PCNA molekuldahoz egy helyett
két helyen képesek rogzilni (Bienko, Green et al. 2005)(7.abra). Az UBZ egy C2H2 tipusu
ubiquitin k6té Cink-ujj motivum, mely nélkilézhetetlen a transzlézids aktivitdshoz. Ennek
megfelelden tobb transzlézios DNS polimeraz fizikai kapcsolatat kimutattak az ubiquitilalt
PCNA-vel.

A transzlézios szintézis effektorai nemcsak a PCNA-hez, hanem egymashoz is

kapcsolodhatnak (7.4bra). A Rad18 ubiquitin ligaz példaul kapcsolodik a Poln transzlézios
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polimerazhoz (Watanabe, Tateishi et al. 2004), a Rev1 transzlézios polimeraz pedig képes
kotni a Poln és a Pol( transzlézios DNS polimerdzokat egyarant (Garg, Stith et al. 2005,
Plosky, Vidal et al. 2006, Guo, Tang et al. 2008). A polimerazok miikddésének egymas

kdzotti finomhangolasa ma még ismeretlen.

7.4bra: Az ubiquitilalt PCNA és a transzlézios polimerazok kapcsolodasa. Az ubiquitin jelenléte néveli
a PCNA affinitasat transzléziés DNS polimerazok kotésére. A transzléziés polimerazokon (pl. Poln) a
replikativ polimerazokkal (pl.Pole) szemben nem csak PCNA koté (lila csillaggal jelove), hanem
ubiquitin koté (UBZ) domén is talalhato (zold csillaggal jelolve) (Chang and Cimprich 2009).

Az alabbiakban néhany mondat erejéig jellemzem a harom élesztOben miikodo transzlézids
DNS polimerazt.

A Poln (éta) DNS polimeraz az ,,Y” csaladba tartozik. Elesztében a RAD30 gén terméke.
Képes a leggyakoribb UV fény altal okozott karosodas, a pirimidin dimer (CPD) mindkét
nukleotidjaval szemben a megfeleld6 Watson/Crick part beilleszteni (Johnson, Washington
et al. 2000, Washington, Johnson et al. 2000). Mas UV- karosodas esetén a Poln sem képes
a teljes atirasra (pl. kovalensen keresztkotott 6-4 fotoproduktum), csupan a sérulés 3’, azaz
a polimeraz altal eldszor észlelt bazisaval szemben képes nukleotid behelyezésére. Ez a
behelyezett bazis a 6-4 fotoproduktum esetében a 3’ pirimidin kvalitasatol fliggetlendl
mindig G bazis. Ebben az esetben a Poln is mutagénnek tekintheté (Prakash and Prakash
2002). A Poln-t altaldban hibamentes DNS polimerazként kezelik (4. abra), mivel a
leggyakrabban eléforduld UV karosodéas a pirimidin dimer, és ennek atirasa soran nem vét
hibat. A RAD30 gén inaktivacoja emlésokben a boérrak képzodésére hajlamosito XPV
betegseget okozza, mely a Xeroderma pigmentosum (v0. 1.2.3 fejezet) egy specialis
formaja. A betegség kialakulasa annak tudhat6 be, hogy funkcionalis Poln hianyaban a
pirimidin dimerek hibamentes replikacidja nem lehetséges, az aldbbiakban targyalt,
mutagénnek tekintett DNS polimerazok végzik a replikécios villa menekitését (Masutani,
Kusumoto et al. 1999).
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A mutagenezisért kozvetlentil felel6s enzim a Polg (zéta). A PolC két alegysegét a REV3 és
a REV7 gének kodoljék. A Polg a tobbi transzlézios polimeraztol eltéréen a ,,B” csaladba
tartozik (Chang and Cimprich 2009). Magas templathtiségii enzim. Nem képes a pirimidin
dimerek 3’ timinjével, vagy citozinjaval szemben bazist beilleszteni, de amennyiben oda
egy masik enzim (pl. a megakadé replikativ DNS polimeraz) méar behelyezett egy bazist,
akkor folytatja a szintézist, akkor is, ha a beillesztett bazis nem a templat komplementere.
Ebben az aktivitasdban hasonlit ra az emlds Pol k. A rosszul parosodott végekrol, vagy az
abazikus hellyekkel szembeni bazisokrél mas DNS polimeraz enzimek nem képesek DNS
szintézist kezdeni (Prakash and Prakash 2002). A timin dimerek mellett a Pol( képes a 6-4
fotoproduktum 3’ timinjével szemben behelyezett bazisrdl is szintézist kezdeni. A
replikacio folyaman hibasan beépitett béazisok esetében a Pol{ kompeticidban all a
replikativ polimerdzok 3’-5’ exonukledz aktivitasaval, amely azonnal visszaemésztené a
helytelen bazisparosodast. Ehelyett a PolC tovabb folytatja a szintézist a hibas bazispartdl,
ezéltal rogzitve a kialakult mutaciot (Prakash and Prakash 2002). Az abazikus helyek
atirasakor a bdzishianyos hellyel szembe taldlomra behelyezett bazistol (mely
leggyakrabban a Pold altal behelyezett adenin) a PolC szintén folytatja a polimerizaciot
(Prakash and Prakash 2002). A fenticknek megfeleléen a Pol { katalitikus alegységét
kodold6 REV3 génnek delécidja a spontdn bazis szubsztiticiok gyakorisagat 20%- al
(Roche, Gietz et al. 1994), az UV karosodas indukalta pontmutaciok képzodésének
gyakorisagat pedig 90%-al csokkenti (sajat mért adat).

A Revl polimeraz egy deoxicitidil transzferaz aktivitasu fehérje, amelynek polimeraz
aktivitasa mellett mai ismereteink szerint foként szervezd tevékenysége lehet a transzlézios
szintézisben. Ismert ugyanis, hogy a Revl deoxicitidil-nukleotid beillesztését végzi
abazikus helyekkel szemben. Ismert tovabba az is, hogy jelenléte €lesztében eldsegiti a
Pol katalitikus alegységének DNS szintézis aktivitasat (Acharya, Johnson et al. 2006). Azt
is megfigyelték, hogy a Revl in vivo szilkséges a 6-4 fotoproduktum atirasahoz, de 6 maga
nem képes citozin beillesztésére ezen karosodassal szemben (Lawrence and Maher 2001,
Gibbs, McDonald et al. 2005). A Revl transzlézids szintézisben betoltott szervezéd
funkcigjat thmasztja ala az a tény, hogy N-terminalisan 1évé BRCT doménjével a PCNA-
hez, mig C-terminalisaval a Poln-hoz, a Pol{ Rev7 alegységéhez, és az emlds Poli-hoz
képes kapcsolodni (Ohashi, Murakumo et al. 2004, Jansen, Tsaalbi-Shtylik et al. 2005,
Guo, Tang et al. 2006). Az emlitett kapcsolatok révén a Revl Ujabb hidat képezhet a

transzlézios szintézis effektorai és az ket iranyito PCNA molekula kozott.
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A fent elmondottakbdl lathatd, hogy a transzlézids szintézis bonyolult folyamat, amelyben
az UV éltal kovalensen keresztkétott dimerek javitasahoz sokszor két enzim egymas utani
0sszehangolt aktivitasa szikséges. A DNS karosodas tipusatol és az alkalmazott DNS
polimerazoktdl fligg, hogy az eredmény pontos masolas, avagy pontmutacioképzes lesz-e.
Az effektorok (DNS polimerazok) viszonylag jol ismertek, és a szabalyozasi folyamat
bizonyos lépései- ideértve a PCNA monoubiquitilacié bizonyos hatasait- is tisztazottak,
viszont a polimerdzok kozotti valasztas, a teljes folyamat ,,finomhangolasa” a jovébeni

kutatasok témaja marad.

1.4.2.3 DNS hiba tolerancia templat valtassal (Rad5 utvonal)

A Rad6/Rad18 DNS hiba tolerancia Gtvonal szabalyozéasa ald tartozik egy tovabbi
fuggetlen episztdzis csoport. A Rad5/Mms2/Ubcl3 episztazis csoport kettés mutansok
genetikai analizisével jol elkiilonithetd a transzlézids szintézis Utvonalaitol (4. dbra). Az
emlitett harom gén delécidjardl azt is megfigyelték, hogy a megndvekedett UV
érzékenyseg mellett megemeli a pontmutacioképzest is, azaz hianyuk a transzlézids
szintézis felé tolja el a DNS hiba tolerancia folyamatat (Unk, Hajdu et al. 2010). A
kérdéses gének hidnya ezenfelll (akarcsak az ubiquitin 63-as lizinjének mutacioja)
megsziinteti a monoubiquitilalt PCNA poliubiquitilacidjat. Ez azt bizonyitja, hogy a
kérdéses gének kodoljak a poliubiquitilaciot végzo fehérjéket (Hoege, Pfander et al. 2002).
Az Ubc 13 és az Mms2 fehérjék ismert ubiquitin konjugalé komplexet alkotnak, igy a
kérdéses harom fehérje kozul a legérdekesebb kétségteleniil a Rad5. Doménszerkezetét
tekintve (8. abra) egy az ubiquitin ligazokra (E3) jellemzé RING domént, és tobb az
SWI/SNF kromatin atrendez6 fehérjékre jellemz6 helikdz domént tartalmaz. Human
homoldgjait is azonositottdk (HLTF és SHPRH), és leirtak, hogy csendesitésiik a RAD5
gén delécidjanak fenotipusahoz hasonlé hatast okoz. (Unk, Hajdu et al. 2006, Unk, Hajdu
et al. 2008, Blastyak, Hajdu et al. 2010). A Rad5 konzervalt domének pontmutansainak
vizsgalataval kimutattak, hogy mind a helikdz domeénekre jellemz6 ATP-az aktivitasara,
mind az ubiquitin ligaz aktivitasara sziikség van az UV karosodasok okozta sejtelhalas

mértékének csokkentéséhez (Gangavarapu, Haracska et al. 2006).
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8. dbra: A Rad 5 fehérje és human homolégjainak (SHPRH és HLTF) doménszerkezete. A RING
domén megléte az ubiquitin ligaz aktivitasu fehérjék sajatossaga, a sargaval jeldlt helikaz domének a
SWI/SNF kromatin atrendezé komplexekre emlékeztetnek (Unk, Hajdu et al. 2010).

Az ubiquitin ligaz aktivitasra a mar emlitett PCNA poliubiquitilacio miatt van szikség, az
ATP-az aktivitds feladatat sokdig homaly fedte. A Rad5 ugyanis nem rendelkezik
klasszikus DNS helikdz aktivitassal, a részleges heteroduplexeket, és a heterolog
replikacios villa szeri struktarakat (9. abra) nem képes szétcsavarni. Oligonukleotid alapu
mesterséges replikacids villa modelleken azonban kimutattak, hogy ATP filiggd mddon a
homolog replikacios villdkat képes szétvalasztani kettds szala DNS darabokka, melyeknek
egyikét a parosodott hosszabb ,templat” DNS szalak, a masikat a révidebb Gjonnan
szintetizalddott DNS szalak alkotjak (9. dbra). Ez arra utal, hogy a Rad5 valdjaban képes
visszaforditani a replikacios villat, és lehetové tenni az elakadt DNS szalnak, hogy
templatként a kdrosodott DNS szal helyett a testvérkromatida ép, Ujonnan szintetizalodott
DNS szalat hasznalja (9. abra, (Blastyak, Pinter et al. 2007).
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9. dbra: A Rad5 fehérje in vitro aktivitdsa mesterséges oligonukleotid szubsztratokon (a, b), és

feltételezett in vivo (c) funkciéja. A) A Rad5 képes a homolog replikacios villakat idézé oligonukleotid

struktirak szétcsavarasara. B) Az dbrazolt, nem homoldg replikaciés villikat idézé struktirikat a

Rad5 nem képes processzalni. C) A Rad5 in vivo funkcidja az elakadt replikéciés villa (a DNS

karosodas X-el jeldlve) visszaforditasa es ezaltal a templatvaltas megvalésitdsa (Unk, Hajdu et al. 2010)
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Mai napig nem ismert, hogy a PCNA poliubiquitilacié miért szikséges, milyen mddon
stimulalja ezt a folyamatot. Feltételezik, hogy géatolja a transzlézids szintézist, térbeli
akadalyéat képezve a DNS polimerazok megkdtésének.

Az, hogy a poliubiquitilacié a monoubiquitilacio utan, azonos kiemelt helyen kapcsolodva
jon létre, azt sugallja, hogy a monoubiquitilaciot igényld TLS az elonyben részesitett
utvonal, a templatvaltas pedig csak egy masodik kisegit lehetéség (Chang and Cimprich
2009).

A DNS hiba tolerancia templatcserével megvalosuld hibamentes &ganak mechanizmusara a
fent ismertett modell a leginkabb elfogadott, viszont pusztan abbol a megfontolasbol
kiindulva, hogy a replikacios villaban elakadt DNS szal 3’ vége egy a rekombinécidhoz
szukséges koztestermék lehet, megsziletett egy masik modell is (4. &bra) (Chang and
Cimprich 2009). Ez az Gjonnan szintetizalodott DNS szalak atkeresztez6dését vallja, és
hamarosan kisérletes bizonyitékokra is talalt (Zhang and Lawrence 2005). A templat valtas
ezen modja Holliday hurok képzédéséhez vezet, és megvalosulasahoz a rekombinacidban
résztvevé fehérjékre (Rad52, Rad54, Rad51) van sziikség. A mechanizmust jelenleg

nagyrészt homaly fedi.

1.2.5 Kettds szala DNS toréseket javitd mechanizmusok

A Kkettés szala DNS torések (DSB) a sejtre nézve rendkiviil veszélyes DNS karosodasi
formak. A DNS mindket szalat érintik, ezért kdzvetlenil a torés utan nem all rendelkezésre
ép templat szal, amely alapjan a reparacio az eddig ismertetett Gtvonalakon végbemehetne.
Keletkezésiik okai kozul ki kell emelni az ionizal6 sugarzas szerepét (Thompson 2012). Az
ionizald sugarzas altal képzett ,radiolitikus gyokok™, reaktiv oxigén termékek eldszor
egyes szalu torést okoznak a DNS cukor-foszfat gerincén, majd amennyiben két egyes
szalu torés tal kozel (pl. egy helikalis fordulaton beliil) van egymashoz kettds szala DNS
torés alakul ki. A DSB-k 1étrehozasaban a DNS karosité drogok jelentdsége a gyogyaszati
felhasznalasuk miatt is régota ismert (Wyrobek, Schmid et al. 2005). Ilyenek pl. a DNS
szalakat keresztkoto €s ezaltal a replikacios villat tartésan blokkolo ciszplatin és mitomicin
C, vagy a DNS alkilalo szerek kozul az MMS (metil metan szulfonat). Léteznek un.
Lradiomimetikus”, azaz ionizal6 sugarzas hatasat utanzé szerek is, amelyek kozil
legismertebb a bleomicin. A radiomimetikus szerek az ionizald sugarzashoz hasonl6an

reaktiv oxigén gyok intermediereket hoznak létre (Chen and Stubbe 2005). Végul a DSB-k
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keletkezésének egy spontan ratdja is létezik, amely mai elképzelések szerint a belsd
metabolikus oxigén stressz, ¢és az altala keletkezd egyes szali DNS torések
kovetkezménye. Mérések szerint egy atlagos human sejtben 50 ,,spontan” kettés szal torés
keletkezik egy osztodasi ciklus alatt (Vilenchik and Knudson 2003).

A kettds szalu DNS torések keletkezése szempontjabol a replikacio kiemelten kockéazatos
folyamat. A replikécios villak bizonyos részei egyes szali DNS szakaszokat tartalmaznak.
Ha az egyes szali templaton mar jelen van egy cukor-foszfat torés, az a replikacio
végkimenetelét tekintve egy mindkét szalat tekinve torott és egy masik, teljesen ép
kromatidat eredményez (Mehta and Haber 2014). Hasonl6 kdvetkezményekkel jarhat, ha a
replikacios villa egyik 4ga DNS kéarosodas (pl. timin dimer, vagy metilalt bazis)
kovetkeztében elakad. Ekkor bekovetkezhet a replikacids villa Rad5 helikaz altali
visszaforditdsa, ami, amint azt az el6z0 fejezetben lattuk, egy dtmeneti csirkelab struktarat
alakit ki. Ha a kérdéses ,,csirkelab” struktura feloldasaban endonukleazok (pl. Mus1-Mms4
vagy Yenl) és nem helikdzok vesznek részt, akkor a replikacios villa eltorik, és egy torott
eleve 3° tulnyuld véggel rendelkez0 kromatida, valamint egy ¢ép testvér kromatida

keletkezik (10/A &bra, (Mehta and Haber 2014).
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10. &bra: A homolég rekombinéaciéo A) homoldg rekombinacié a replikacios villa DNS hibaval valé
talalkozasakor torténé aktivalédasa. Ha a villa visszaforditas soran keletkezé négyaga elagazast
endonukleazok hasitjak, egy mindkét szalan torott kromatida keletkezik, amely a rekombindcio
szubsztratjava valik .B) A homolég rekombinacié iniciaciojanak lépései és effektor fehérjéi (bévebb

magyarézat a szovegtorzsben, modositva: Mehta and Haber 2014).

Egy ép kromatida és egy torott, homoldg szekvenciat hordozo testvérkromatida megléte
pedig a homol6g rekombinacié szubsztratja (10/A abra).

A kettds szalit DNS torések javitasanak (annak alapjan, hogy a reparacidohoz sziikség van-e
homoldg DNS templat jelenlétére) két f6 mechanizmusa van (Jackson 2002).

Az NHEJ (non homologous end joining) nem homoldg végek 6sszekapcsolasat, ligalasat
képes megvaldsitani. Ezen Gtvonal miikodése soran kisebb deléciok gyakran eldfordulnak,
ugyanis a torott szalvégek gyakran un. ,,piszkos” végek, ami azt jelenti, hogy sériltek, nem
tartalmazzak a ligalashoz sziikséges 3’OH olletve 5’ foszfat csoportokkal. A Ku70/Ku80
fehérjekbol allo komplex kapcsolodik a tordtt szalvégekhez, majd exonukledz aktivitast
fehérjék (Mrell-Rad50-Xrs2 komplex) visszaemésztenek néhany bazispart a torott
végekrol, ami informaciovesztéshez vezet (Jackson 2002, Mehta and Haber 2014). A DNS
folytonossdga a DNS ligaz 1V altali ligaléssal &ll helyre. Bar az NHEJ aktivitasa a teljes

sejtciklus alatt jelen lehet, emlds sejtekben a G1 fazisban kiilonosen kifejezett, ilyenkor
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ugyanis gatolt a homolég rekombinaciéhoz sziikséges 5’-3” exonukleaz aktivitas. Haploid
¢lesztésejtekben G1 fazisban pedig kizarolag az NHEJ miikodhet, hiszen a replikacio elott
nem all rendelkezésre homolog DNS kopia (Mehta and Haber 2014).

A homoldg rekombinacié (HR) az NHEJ-vel ellentétben hibamentes kettés szala torés
reparacio. Feltételezi egy ép, homolog templdt DNS meglétét. Mechanizmusara tébb
részletes modellt is kidolgoztak, jelen tézisben az 6sszes modellben kdzds kezdeti 1épések
részletesebb ismertetésére koncentralok (10/B. abra). A HR effektorai az Un. Rad52
episztazis csoportot alkotjdk. A HR elsd 1épése egy hosszl, néhany szdz bazisparos 3’
tulnytld vég létrehozasa a torott DNS molekuldan. Az elsd néhany nukleotidot az Mrel 1-
Rad50-Xrs2 komplex tavolitja el, majd tovabbi 5’-3’ exonukleéaz aktivitasu fehérjék (Exol,
Sgs1-Top3-Dna2-Rmil) folytatjak a talnyuld vég létrehozésat (10/B abra, (Niu, Chung et
al. 2010). A szabadda valt 3’ talnyulo véghez teljes hosszaban RPA fehérje egységek
kotnek, amelyek stabilizaljak azt. Az RPA fehérje helyét késébb a Rad51 fehérjék
foglaljak el (10/B. abra). A Rad51 egyes szalu és kett6s szala DNS-t egyarant képes
megkdtni, és a szekvencia homologia keresésének, felismerésének fehérjéje. Az egyes
szali DNS szakaszbol és Rad51 egységekbdl felépiild nukleoprotein filamentum létrejottét
a Rad52 és Rad54 helikaz aktivitdsi mediator fehérjék segitik (10/B. abra, (Mehta and
Haber 2014). A Rad52 abszolat nélkuldzhetetlen az RPA Rad51-re torténd cseréjéhez. A
létrejott mukleoprotein filamentum a szal-invazionak nevezett folyamat soran bekot az ép
templat kromatida homolog szakaszaba. A szal-invazié eredménye egy rekombinéacios
,ouborék” (Holliday hurok) létrejotte, amelyben a bekotd 3° véget a Pold és Pole DNS
polimerdzok meghosszabbitjak (10/B.&bra, (Mehta and Haber 2014). A hurok felszamolési
Iépésének magyarazatara két kiilonbozé modell sziiletett (11. dbra). A DNS szintézis
termékeinek Osszeligalasa a DNS ligaz I altal kettés Holliday hurkot és heteroduplex DNS-
t hoz létre. A heteroduplex DNS feloldasa csak endonukleaz hasitas altal lehetséges, és a
hasitas helyétdl fiiggben a rekombinacios folyamat rekombinans, vagy sziil6i kromatidakat
ad. Ezt a modellt ma kettés Holliday-hurok modellnek nevezik (11. abra, (Szostak, Orr-
Weaver et al. 1983). Ha viszont a bekotd szal 3” végén kezd6dott DNS szintézis egy id6
utan megszakad, helikazok szamoljak fel a Holliday hurkot (11. abra). A meghosszabbitott
bekotd szalat visszacsatoljak sajat kromatiddjaban talalhato torott komplementeréhez, és a
DNS szintézis itt fejez6dik be. Ennek a modellnek lefutasa, melynek neve szintézisfiiggd
szal 6sszekapcsolas (synthesis dependent strand annealing-SDSA) nem vezet rekombinans
kromatidak keletkezéséhez (11. &bra, (Ira, Satory et al. 2006, Mehta and Haber 2014).
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11.4bra: A homolég rekombindcié Holliday-hurkanak feloldasara alkotott modellek. A kettés holliday
hurok modellben (bal oldali kép) az invaziot végzé 3’ vég nem helyezddik ki a hurokbél, hanem ligaz
aktivitas altal kettés hurok képzédik. A kettés hurkot endonukleiz aktivitas szamolja fel. Az SDSA
modellben (jobb oldali kép) az invaziot végzé 3’ szal bizonyos hosszisagl DNS szintézis utan helikdzok
altal visszahelyezodik a sajat kromatiddjanak komplementer szilahoz igy a hurok megsziinik, és a

DNS szintézis magan a torott szalon fejezédik be.

1.2.6 Tévesen parosodott bazisok javitasa (Mismatch reparacio, MMR)

A mismatch reparacié a tévesen parosodott bazisok, esetleg kisebb inszercidés avagy
delécios hurkok eltavolitasat végzi. Az emlitett replikacios ,,tévedések” a DNS polimeraz
hibainak eredményei, az inszercids/delécids szakaszok keletkezése pedig a templat
elcstszasanak kovetkezmeénye.

A mismatch reparaciorol tézisem eredmeényeinek targyaldsakor nem esik sz6, de mivel a
mismatch reparécié fehérjéi kapcsoldédnak a replikacios apparatushoz, ezen beliil a PCNA
fehérjéhez, (v0. 1.3.2c fejezet) egy rovid beszamolo erejéig kitérek ra.

Az MMR mechanizmusaban a Iépések sorozata hasonld a tobbi ismertetett reparacios
utvonalhoz. Az elsd 1épés itt is a hiba észlelése, és a hibas szakasz megkotése. Az észlelést
a MutSa komplex (Msh2-Msh6) végzi, majd az MutLa komplex tagjai (Pms2-MIh1)
bemetszést végeznek a sériilés két oldalan. A bemetszésre szoruld, azaz hibat tartalmazé
szal azonositasahoz szilkség van annak azonositasara, hogy melyik volt az eredeti templat.
Baktériumokban a tempét szal a ,,Dam metildz” &ltal a GATC szekvencidk kozelében
metilalt, mig az Gjonnan képz6dott nem modositott (lyer, Pluciennik et al. 2006). Eukaridta
sejtekben feltételezhetben a Mut S komplex fehérjéinek a replikacids apparatussal

(kuléndsen a PCNA fehérjével, vo. 1.3.2c fejezet) vald kapcsolata irdnyitja az Gjonnan
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szintetizalodott DNS szal felé a reparacios mechanizmust (Buermeyer, Deschenes et al.
1999, Clark, Valle et al. 2000, Maga and Hubscher 2003). A sériilések két oldalan létrejott
bemetszéseket kovetden a kivagott szakaszt DNS polimeraz tolti fel, a DNS szal
folytonossaga pedig ligalassal all helyre.

A mismatch reparacié genjeinek (pl. pms2, msh6) hibaja akar tobb szézszoroséra is
emelheti a spontadn pontmutéciok keletkezésének ratajat, un. spontan mutator fenotipust
okoz. Tébb mismatch reparacidés gén mutaciojat azonositottak ezenkivil a colorectalis
carcinoma orokletes formajaban szenvedé betegek mintaibol (Aaltonen, Peltomaki et al.
1993).
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1.3 A PCNA fehérje szerkezete és funkcioi

Ebben az attekintd fejezetben, sorra vessziik vizsgalataim targyarol, a PCNA molekulérél

rendelkezésre all6 legfontosabb ismereteket.

1.3.1 A Saccharomyces cerevisiae PCNA fehérje kémiai-szerkezeti
jellemzoéi

A PCNA (proliferating cell nuclear antigen) funkcionalis formaja egy gytriis strukturat
alkoto trimer. Az S. cerevisiae PCNA trimert alkotdé monomerek hossza 258 aminosav,
molekulastlyuk 28,916 kDa, 12 B-reddt és 6 a-hélixet tartalmaznak. Minden monomer két
doménbdl all (egy N terminalis és egy C terminalis doménbdl) melyeket egy interdomén
hurok (interdomain connecting loop- ICL) kapcsol dssze (4.4bra). Az N-terminalis domén-t
»A” doménnek, a C-terminalis domen-t pedig ,,B” doménnek is nevezik. A monomerek
kozotti kapcsolddas az egyik alegység A doménje és a szomszédos alegység B doménje
kozott torténik. Ily mddon a felvaltva ismétlodé A és és B domének hexagonalis
szerkezetet adnak a trimer gytriinek (12.4bra). A monomerek kdzvetlen kapcsolddasi
felszinét egy-egy B-lemez alkotja (12.c abra), melyek 8 H-kotést képeznek karbonil és
imino csoportjaik kozétt (Krishna, Kong et al. 1994). A kozvetlen kapcsolodasi felszint
mindkét oldalon egy-egy kiterjedt B-lemez régio veszi kordl.

A harom alegység gytrtje altal koriilvett bels¢ iireg atmérdje 34A, ami Osszemérhetd a
DNS helix 21 A-s atmérdjével. A gytri kiils6 felszinén jellemzéen a B-redok, a belsé tireg
felé pedig az a-hélixek helyezkednek el. Az a-hélixek merélegesek a gyliri belsejében
clhelyezkedd6 DNS molekulara. Az o-hélixek kodzponti Uregbe benyulé aminosav
oldallancainak koszonhetéen a PCNA, és az Uregben elhelyezkedé DNS molekula
kapcsolatban lehet egymassal (Krishna, Kong et al. 1994).

A gylri oldalnézetbdl polarizalt (12.b &bra). Egy eliilsd, és egy hatulsé felszinnel
rendelkezik. Az eliilsé felszin felé ,,néz” az interdomén hurok, amely a PCNA kotd
fehérjék nagy részének kotéseért felelés (Hishiki, Hashimoto et al. 2009, Zhuang and Ai
2010), az eliils6 felszin felél kapcsolddik az interakcids partnerek nagy része (vo. 1.3.3

fejezet).
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Eliilsd felszin

12. 4bra: A PCNA kristélyszerkezete. A) A PCNA harom azonos alegységbdl felépiilé gyiiriit alkot. Az
alegységek Kkiilonb6z6 szinben vannak feltiintetve. Az ,,A” és ,,B” domének felvaltva kovetik egymast.
Kozottluk lathat6é az interdomén hurok (ICL). B) A PCNA oldalnézeti képe. Az interdomén hurok az
eliils6 felszin felé néz. C) A monomerek kapcsolodasaért p-lemezek felelések, amelyek egymashoz H-

kotésekkel kotddnek. (Forras: RCSB Protein Database, Krishna, Kong et al. 1994, médositva)

1.3.2 A PCNA fehérje funkcioi

A PCNA molekula delécidja letalis. Szdmos kolcsonhatd partnere van. Az aldbbiakban
sorra vessziik kiilonb6z6 funkciodit, amelyek koziil egyesek jol tisztdzottak, némelyekbe
viszont csupan csekély mechanisztikus betekintésink van. A replikacids apparatus
(repliszoma) felépulésében, a sejtciklus szabalyozasaban, a DNS reparacios és a DNS hiba
tolerancia folyamatok iranyitasaban, a kromatidak kohézigjaban egyarant nélkilozhetetlen

szerepe van (Naryzhny 2008).

a.) DNS replikaciés funkcio

A PCNA legismertebb funkcidja a replikacidhoz kdthetd, ugyanis miutdn a primaz enzim
és a Polo DNS polimerdz megkezdték a szintézist a replikacios origonal, a PCNA-t egy
Replikacios faktor C nevii fehérje ATP felhasznalasaval feltolti a DNS-re. Ezutan a PCNA
molekulahoz kotédik a két f6 replikacios polimeraz a Pole, és a Pold. Ezen polimeraz
enzimek esszencidalis processzivitasi faktora a PCNA fehérje. A PCNA fehérjén célzottan
eléallitott pontmutaciok segitségével azonositottdk a Pold kotésében szerepet jatszo
aminosavakat is (Eissenberg, Ayyagari et al. 1997). A kérdéses aminosavak (1126 és az
L128) az ICL régioban talalhatoak (vo. 1.3.3 fejezet).

b.) A sejtciklus szabalyozdsaban betdltott funkcio
A PCNA tobb sejtciklus szabalyozo faktorral kapcsolatba hozhat6. A sejtciklus
elérehaladasat kivalto CDK-ciklin komplexekkel, és a CDK mikodést gatlo p2l
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inhibitorral egyarant kdlcsonhat. Az S fazis specifikus CDK2-ciklinA komplex a PCNA
monomer C-terminalis régi6jahoz kapcsolodik. Ugy tiinik, hogy a PCNA fehérje a CDK2-
ciklinA komplexet azon szubsztratok kozelébe poziciondlja, amelyek a PCNA gylirithoz
kapcsolodnak, ezaltal elésegitve a foszforilaciojukat (Koundrioukoff, Jonsson et al. 2000).
Emldsokben példaul a replikacié iniciacidjahoz nélkiilozhetetlen Pola-primaz komplex
csak akkor kolokalizal a replikécids apparatussal, ha a Pola p68 alegysége a CDK2-ciklinA
komplex altal foszforilalodott (Maga and Hubscher 2003).

A sejtciklus elérehaladasat gatlo fehérjék koziil a PCNA a p21-el kapcsolodik. A p21-hez
kapcsolodott PCNA molekula kevésbé képes stimulalni a Pold €s a Pola altali in vitro DNS
szintézist, azaz a replikacio processzivitasat (Podust, Podust et al. 1995). Terminalisan
differencialodott sejtekben kimutattdk azt is, hogy a bennlk észlelt magas p21 szint a
PCNA szintjének csokkenését (vélhetéen lebomlasat) valtja ki, ezaltal gatolva a sejtciklus
elérehaladasat (Engel, Hauck et al. 2003). A p21-el vald kapcsolat 1étrejotte gatolhatja mas
replikacios fehérjék, (pl. polimerazok, RFC, ligl) kotédését. A p2l tehat a PCNA

molekulan keresztil is kifejti sejtosztodast gatlo hatasat.

c.) DNS reparacios utvonalakban betoltott funkcio
A PCNA kozponti szereplé tobb DNS reparacios Gtvonalban is. Kdlcsonhat a mismatch
reparécio (vo. 1.2.6 fejezet) Mut S komplexével, pontosabban az Msh2, Msh3 és az Msh6
fehérjekkel. A Mut S komplex egy szenzor, amely a hibasan parosodott bazisparokat
felismeri, a DNS ,szkennelését” végzi. (Bowers, Tran et al. 2001) In vitro MMR
kisérletekben mutans Msh3, vagy Msh6 fehérjék adagolasa meggatolta az MMR folyamat
DNS szintézis 1épését. Ez arra utal, hogy az inaktiv Msh3 és Msh6 leszoritotta az aktiv
Msh3 illetve Msh6 fehérjéket a PCNA-rdl, és kozvetve arra is, hogy a fent emlitett
kolcsOnhatasnak szerepe van az MMR miikodésében (Clark, Valle et al. 2000, Paunesku,
Mittal et al. 2001). A Mut S mismach felismerdé komplex és a PCNA kozotti kdlesonhatas
in vivo a replik&cié utan jon létre, és stabilan fennal. A Mut S komplex a hibasan
parosodott bazisparok kozeleben ATP felhasznalasaval a keriil & a PCNA molekularol a
DNS-re. A bakterialis mismatch reparacio a bemetszésre szoruld hibas szalat a templat szal
metilalt &llapota miatt képes azonositani. Feltételezik, hogy az eukaridta mismatch
reparacios folyamatban a PCNA az, amely polaritasanak koszonhetéen az ujonnan
képz6dott szal azonositasat lehetévé teszi (vo.1.2.6 fejezet). A PCNA-nak tehat szerepe
lehet a mismatch reparacid fehérjéinek helyszinre toborozasadban és koordinalasaban

egyarant. (Maga and Hubscher 2003).
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A BER folyamatok fehérjéi kdzill a PCNA a Fenl (Flap Endonuclease 1) fehérjével, és a
DNS Ligéz I-el hat kdlcson. A Fenl fehérje a DNS karosodas egyik oldalan keletkez6
bemetszés utan aktivalddik az un. long patch BER folyaman. Endonukledz aktivitasaval
eltavolitja a keletkezett néhany nukleotidnyi, a karosodast tartalmazé egyes szali DNS
szakaszt. A DNS ligaz | a BER DNS szintézis lépése végén sziikséges ligalasi 1épést
katalizalja. Ha az emlitett fehérjék PCNA kot6 motivumait elrontjak, a BER hatéasfoka
jelentdsen romlik (Matsumoto, Kim et al. 1999). Feltételezik, hogy a PCNA a long patch
BER DNS polimerizéacios folyamataban processzivitasi faktorként is szerepet jatszik
(Paunesku, Mittal et al. 2001).

A NER az eukariota sejtek UV karosodasait javitd leghatékonyabb DNS reparéacios
folyamat (v0.1.2.3 fejezet). Horcsog sejteken végzett kisérletek igazoltak, hogy a sejtek
UV besugarzasat kovetden a PCNA oldhatatlan komplexet formal sejtmagi struktirakkal.
A GGR (inaktiv XPD vagy XPB génnel rendelkez6) vagy TCR (inaktiv CSB génnel
rendelkez6) folyamatokban inaktiv horcsog sejtekben nem volt megfigyelhet6 ezen sajatos
komplex kialakulasa (Balajee, May et al. 1998). Csakugyan bizonyitast nyert, hogy in
vitro Kisérletekben az UV dimerek javitdsdnak minimalis feltétele a jellegzetes NER
fehérjek (XPA, XPG, XPC, XPF, TFIIH, Pold, Pole, és DNS ligaz 1) mellett a PCNA
fehérje jelenléte is (Araujo, Tirode et al. 2000, Paunesku, Mittal et al. 2001, Maga and
Hubscher 2003). A PCNA kolcsonhat az XPG endonukleéz fehérjével, amely a NER DNS
szintézis 1épése elott aktiv, és feladata a sériiléshez viszonyitott 3’ helyzeti DNS hasitas
létrehozasa. A PCNA feltoltédése a DNS-re az XPG hasitasi helyénél torténik (Gary,
Ludwig et al. 1997). Immunfluoreszcencia kisérletekben megfigyelték, hogy az XPA
fehérje jelenlétében a PCNA fokuszokat képez a DNS karosodas helyén, mig XPA mutans
torzsekben ezen fokuszok nem jonnek létre (Aboussekhra and Wood 1995). Az XPA
fehérje a NER folyamatainak DNS karosodast felismerd szenzora. Az utobbi publikéaciobol
példaul arra kdvetkeztethetlink, hogy a PCNA a NER folyaman nem csak a DNS szintézis
jarulékos faktora, hanem a folyamat kezdeti Iépéseiben is részt vehet. Lehetséges példaul,
hogy az XPA és XPG fehérjék helyszinre toborozasahoz is szlikséges. (Maga and
Hubscher 2003)

Tobb jel utal arra is, hogy a PCNA, az ionizalo sugarzas hatasara 1étrejovo karosodasok
javitasaban is fontos szerepet jatszik. Mint mas Gtvonalak esetében, a pontos funkcid
meghatarozasat itt is neheziti, hogy a PCNA esszencidlis fehérje, delécidja nem életképes.
Az ionizélo6 sugarzas okozta DNS torések javitasat az NHEJ és a HR, a sugarzas nyoman

keletkez6 oxidalt bazisok eltavolitasat pedig a BER végzi (Maga and Hubscher 2003). A
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PCNA BER-ben betoltott szerepét jelen fejezetben mar targyaltuk. A PCNA
rekombinacioban betoltott szerepére vonatkozd hipotézisek az alabbi megfigyeléseken
alapulnak. A PCNA csokkent expresszidja figyelheté meg a ,,csupasz” egerekben, amelyek
fokozottan érzékenyek az ionizalé sugarzasra (Woloschak, Chang-Liu et al. 1996,
Woloschak, Paunesku et al. 1996). A PCNA tultermelése human sejtvonalakban néveli a
sejtek taléloképességét alacsony dozist ionizald sugarzassal szemben (Boothman, Meyers
et al. 1996). Végul kimutattak, hogy tumoros sejtekben gyakori a PCNA tultermelédése,
kilonosen akkor, ha azok ellendllobb fenotipust mutatnak az ionizald sugarzasra.
(Paunesku, Mittal et al. 2001) A felsorolt megfigyelések nem meglep6ek, hiszen a
rekombinacio folyamataban a szalinvazié utdn DNS szintézis is torténik, amihez a PCNA

mint processzivitasi faktor nélkilozhetetlen (vo. 1.2.5 fejezet illetve 10B. abra).

d.) DNS hiba toleranciaban betoltott funkcio
A PCNA fehérje DNS hiba tolerancia folyamatokban bet6ltott fontos szabalyozé szerepére
2002-ben deriilt fény. Ekkor fedezték fel a PCNA egy kitiintett helyén torténd
poszttranszlaciés modosulasokat. DNS karositdé kezelést (pl. UV besugarzas, MMS
behatas) kovetben PCNA 164-es lizinje a Rad6/Rad18 ubiquitin konjugald és ligaz
komplex altal monoubiquitilalédik. A monoubiquitilalt PCNA a Rad5 ubiquitin ligaz, és az
Mms2/Ubcl3 ubiquitin  konjugalé komplex &ltal a monoubiquitilacié helyén
poliubiquitilalédhat. Az ubiquitin alegységek ez esetben a 63-as lizinen keresztil
kapcsolodnak egymashoz. Egy masik lehetséges mddosulas az Ubc9 SUMO konjugald
enzim altal végzett sumoilacié, melynek helyszine szintugy a 164-es lizin, vagy a 127-es
lizin aminosavak. A SUMO mddositds nem DNS karositas fliggd, hanem az S fazis soran
allanddan kimutathato (Hoege, Pfander et al. 2002).

13. dbra: A PCNA poszttranszlaciés médositasai. Az Ubiquitin vagy a SUMO mddositas a 164-es lizin
aminosavon kovetkezik be (Krishna, Kong et al. 1994).

A PCNA kiilonbozé modosulasai a DNS hiba tolerancia tutvonalak kiilonb6zo agait

aktivaljak (14.abra). A teljesség kedvéért az aldbbiakban réviden gsszefoglalom a PCNA
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modosulasok szerepét az 1.2.4 fejezetben b6vebben ismertetett DNS hiba tolerancia
utvonalban.

A PCNA monoubiquitilaciéja a mutagén transzléziés DNS szintézist segiti eld. Ennek
folyaman a DNS kérosodasnal elakadt replikativ DNS polimerdz a PCNA felszinén egy
alacsony fidelitast un. transzlézids polimerazra cserélodik le (Hoege, Pfander et al. 2002).
A monoubiquitilalt PCNA felszinén lejatsz6dé DNS polimeraz csere pontos folyamata
csak részben tisztazott. Csoportunk kimutatta, hogy a PCNA monoubiquitilacidja utan a
Defl fehérje a Pol d katalitikus alegységének proteaszomalis lebontasat indukalja. A Pol3
nevezetii katalitikus alegység lebontasat nem kdveti a jarulékos alegységek lebomlasa.
Feltételezik, hogy a transzlézids polimerazok a katalitikus alegység helyére kacsol6dva
aktivak (Daraba, Gali et al. 2014).

A transzlézios DNS polimerazok képesek bizonyos karosodott DNS bazissal szemben
nukleotid beillesztésére (6. &bra). Aktiv centrumuk nyitottabb (v0. 1.2.4.2 fejezet), igy
képes a pirimidin dimereket is befogadni. A Pol{ DNS polimeraz az UV sugérzés hatasara
keletkezett pirimidin dimerek 3’ nukleotidjaval szemben mas enzimek &ltal hibasan
beépitett bazishoz képes egy Ujabb nukleotidot hozzaadni, ezéltal mutaciot rogzitve a
genomba (Prakash and Prakash 2002). A Poln DNS polimeraz, képes az UV sugarzés
hatasara keletkez6 timin dimereket hibamentesen atirni. A Pol{ és a Poln DNS polimeréz
minden eukaridta sejtben megtalalhaté (Prakash and Prakash 2002). Emlés sejtekben két
tovabbi DNS polimeraz, a Pol és Polxk is részt vesz a l1ézidkon keresztiili DNS szintézisben
(v6.1.2.4.2 fejezet) (Hubscher, Maga et al. 2002).

A PCNA fehérje 164-es lizinjének poliubiquitilacidja eddig nem teljesen tisztazott
médon a replikdcids villa Rad5 (kettds szala DNS transzlokaz) fehérje altali
megforditasahoz vezet (10C és 14.B é&bra). Ebben a folyamatban az d(jonnan
szintetizalodott ép komplementer DNS szal szolgal majd templatként az elakadt DNS
szintézis szamara (Blastyak, Pinter et al. 2007). Mivel az utvonal a replikaciohoz nem
alacsony fidelitasu DNS polimerazokat, hanem a replikativ DNS polimerazokat, a Pold-t €s

a Pole-t haszndlja, természetébdl adoddéan nem mutagén (14. abra).

e.) A PCNA SUMO mddosulasanak rekombinaciot gatlé szerepe
A PCNA sumoilalédéasanak szerepét sokaig homaly fedte (v6.1.2.4.1 fejezet). Mivel a
SUMO mddosulas az ubiquitilaciohoz hasonléan a 164-es lizin aminosavon tértenik,
kezdetben azt feltételezték, hogy az ubiquitilaciéval antagonista hatasa lehet. Ezt a

feltevést cafolja, hogy az ubiquitilacié csokkenése (pl. az ubiquitin ligaz Rad 18 génjének
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delécidja) nem okozza a sumoildcido erdsodését. A modosulasoknak a sejtciklus soran
torténd idobeli megjelenése is kiilonbozik. Amig az ubiquitilacié csupdn DNS karositas
utan jelentkezik, a sumoilacié az S fazisban 1évé élesztésejtekben allanddéan kimutathato,
valamint a DNS szintézist gatld6 HU (hidroxi-urea) adagolasaval valthatd ki. Az eltérd
szabalyozas ¢és az elkiiloniilo idébeli megjelenés nyoman arra kovetkeztettek, hogy a két
modosulas kiilonb6z6 folyamatok szabdlyozasaban vesz részt (Watts 2006).

Jogosan merlt fel tehat a kérdes, hogy mi a PCNA sumoilacio szerepe. A valaszt az a
megfigyelés adta meg, hogy a PCNA sumoilécidjara nem képes K164R PCNA mutans egy
bizonyos Srs2 fehérje deléciés mutansahoz hasonloan viselkedett, amikor a Rad6/Rad18
utvonal génjeinek delécidival kombinaltak 6ket. Az Srs 2 (supressor of Rad6) fehérje egy
helikdz, amelynek hianya a Rad6 és a Radl8 deléciok okozta megndvekedett UV
érzékenyseget részlegesen elnyomja. Ezt a szupressziot a Rad6/Radl18 utvonal egyéb
fehérjéinek delécidja esetén is (pl. Rad5, Ubcl3, Mms2) kivaltja az Srs2 deficiens torzs.
Kimutattak, hogy az Srs2 helikdz gatolja a rekombinaciét, mivel a Rad51 fehérjét
eltavolitja a rekombinaciot kezdeményez6 nukleoprotein filamentumbdl. A K164R PCNA
mutacié az Srs2 delécidhoz hasonl6an részlegesen elnyomta a Rad6/Rad18 utvonal
fehérjéinek hidnya okozta megndvekedett UV érzékenységet. A K164R PCNA mutécio
okozta megndvekedett UV érzékenységet az Srs 2 delécié viszont nem volt képes
elnyomni. Az Srs2 delécios és K164R PCNA mutéans torzsekben leirt UV érzékenység
csokkenés elofeltétele mindig az aktiv rekombinacios utvonal megléte volt (Watts 2006).
Ezen genetikai bizonyitékok birtokaban allitottak fel a modellt, miszerint az Srs2 fehérje a
nemkivanatos (pl. S fazisban eléforduld) rekombinaciot gatolja, és ezen aktivitdsat a
PCNA sumoilacitja szabdlyozza. Amennyiben a sumoilalt PCNA vagy az Srs2 fehérje
hianyzik, a rekombinacios apparatus felszabadul a gatlas alol. A tulmiik6d6 rekombinacio
csokkenti az észlelheté UV érzékenységet (Pfander, Moldovan et al. 2005)

A modellt biokémiai kisérletekkel is alatamasztottdk. Kimutattdk az Srs2 fehérje és a
PCNA kozotti kolcsonhatast, valamint a sumoilalt PCNA jelentésen megnovekedett
affinitasat az Srs2-vel valo kdlcsénhatasra in vitro kisérletekben és a replikécios villanal
(Chip kisérletekben) egyarant (Papouli, Chen et al. 2005).

A PCNA sumoilécié tehat a replikacios villahoz toborozza az Srs2 fehérjét (v6.1.2.4.1
fejezet), amely meggatolja a Rad51 fehérjék asszociaciojat és ezéltal a homoldg

rekombinacios folyamat beindulasat a karosodott replikacios villakban (14. abra).
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14.4bra: A PCNA iranyit6 szerepe a DNS hiba tolerancia Utvonalak felett. A nyilak melletti
feliratban megfigyelhet6é az adott mechanizmus miikodéséhez sziikséges PCNA modosulés. (A) A
mutagén ttvonal TLS polimerazok altal (Poll, Poln) téves bazis (m) beéplilését eredményezheti a
karosodassal (A) szemben. (B) A PCNA poliubiquitilaciéja egy olyan hibamentes tolerancia
Utvonalat aktival, amely templatvaltast eredményez a Rad51 fehérje rekombinogén aktivitasa
nélkil. (C) A PCNA sumoilécidja az Srs2 helikaz altal gatolja a rekombinaciofiiggé hiba tolerancia
Utvonalat, amelyben a Rad51 fehérje segitségével az elakadt szal atkeresztezéodik a mar
megszintetizalodott komplementer szallal és ezt hasznéalja fel templatként. (Forras: Watts 2006,
médositva)

1.3.3 Fehérjekoto régiok a PCNA molekulan

A PCNA fehérjén harom f6 fehérjekotd régio ismert. A legtobb fehérjét az interdomén
hurok (ICL) régioja képes kotni (Maga and Hubscher 2003). Ez a hurok jellemzéen a
monomerek doménjei kozott az eliilsé felszin felé kitolodva helyezkedik el, és igy kénnyen
hozzaférhet6 az interakcios partnerek szamara (15. abra). A hurkot az alegységek L121 és
E132 aminosavai kozotti régidja alkotja. A régidban talnyomorészt hidroféb aminosavak
vannak. Az ide kapcsolodd fehérjék kozott talaljuk a Pold replikativ polimerazt (V0.
1.3.2/a. fejezet), a BER folyamatai soran aktiv Fenl endonukleazt (v6. 1.3.2/c. fejezet), a
BER és a NER DNS szintézis lépésének végén a DNS ligalasi 1épést katalizal6 DNS ligaz
I.-et (vo. 1.3.2 c. fejezet) és a p21 ciklin dependens kinaz inhibitort (vo. 1.3.2 b. fejezet, 15.
abra).
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15. 4bra: Tobb kolcsonhaté partner osztozik a PCNA harom ismert fehérjekoté régidjan. Az
interdomén ossszekoté hurok és a hozza kapcsolodd fehérjék nevei pirossal, a belsé felszinen
elhelyezkedé N-termindlis vég és interakcids partnerei ibolya, az alegységek C-terminalis farka és a
hozza kothetd fehérjék kékkel van jeldlve. Az atldthatésag kedvéért monomerenként csak egy-egy

régi6 van kiemelve. (Forras: Maga and Hubscher 2003)

A monomerek N-terminalis részén elhelyezkedd, a gylri belsd felszine felé nézé a-hélix
régiok is fehérje kothelyet formalnak. Ide a ciklin D képes kotddni (15. abra).

A harmadik fehérjekoto felszint a C-termindlis farok képezi. Ide tobbek kozott a PCNA
fehérjét a DNS-re feltolté RFC fehérje (vo. 1.3.2 a. fejezet), a CDK2-ciklinA komplex (vo.
1.3.2 b. fejezet) és a Pole replikativ DNS polimeraz kapcsolodik (Maga and Hubscher
2003).

A PCNA kot6 fehérjék egy jellegzetes szekvencidval az an. PIP-box (PCNA interacting
peptide) motivummal rendelkeznek. Ezt a motivumot megtalalhatjuk az Y csaladba tartozé
DNS polimerazoknal is (pl. a Poln transzlézios DNS polimeraznal, vo. 1.2.3.2 fejezet). A
PIP-box konszenzus szekvenciaja a Q(S)-x-x-h-x-x-a-a, ahol az ,,x” barmely aminosav
lehet, a ,h” egy mérsékelten hidrofob oldallancot jelent (pl. M, I, L), az ,,a” pedig
kifejezetten hidrofob, aromatikus (pl. F,Y) oldallancot. A PIP-box hidrofob jellegének
koszonhetéen beleillik a PCNA interdomain hurok hidrofob aminosavai altal alkotott
kotohelybe. A PIP motivummal rendelkezé PCNA koto fehérjéket PIP fehérjéknek (PCNA
ineracting protein) is nevezik (Warbrick 2000). A PIP motivum gyakran a fehérjék C-

38



terminalisanak kozelében helyezkedik el, ami lehetdvé teszi a fehérje stabil kapcsolatat a
PCNA-val, de egyuttal egyfajta mozgékonysagot is lehetdvé tesz szamara feladata
ellatasahoz (Castrec, Rouillon et al. 2009).

A szamba vett fehérjekotési régiok, és peldaként felhozott kapcsoldédd partnerek ellenére
szamos fehérje pontos kapcsolodasi helye a PCNA gylirlin ismeretlen. A PCNA fehérje
altal szabalyozott 6sszes folyamat, és az Osszes kapcsolédd fehérjepartner ismertetése
meghaladja ezen értekezés terjedelmi és formai kereteit.

Az a tény, hogy tObb interakcios partner kotoédik azonos régiohoz, egyértelmiien
alatdmasztja a PCNA kiilonboz6 sejtélettani folyamatok felett gyakorolt kapcsold jelleg
szerepét. Mivel azonos felszinért versengenek, az interakciés partnerek nem
helyezkedhetnek el egyszerre a PCNA felszinén, az pedig, hogy kozulik éppen melyik
foglalja el az aktivitdsdhoz sziikséges pozicidt, javarészt ismeretlen szabalyozasi

folyamatok 0sszességének ereddje.

1.3.4 Uj fehérjekoté felszin a PCNA alegységek kapcsolédasi felszinén

A kozelmdltban két tanulmany az alegységek kozotti kapcsolddasi felszin kdzelében is
azonositott egy lehetséges fehérjekoté helyet (Northam, Garg et al. 2006, Sharma,
Kochenova et al. 2011). A szerz6k egy mutans PCNA fehérjét termel6, UV sugarzasra
érzékeny éleszt6 torzset vizsgaltak. Az E113G és L151S kettds aminosavcserét hordozo
PCNA fehérjérdl (16. abra) megallapitottak, hogy -szemben a vad tipust fehérjével- nem
képes kolcsonhatni az UV indukalt mutagenezis egyik effektordval, a Revl fehérjével
(Sharma, Kochenova et al. 2011). A kolcsénhatds vizsgalatdhoz GST pulldown
Kisérleteket, és gélfiltracids kromatogréfiat végeztek.
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16.4bra: Fehérjekotésben fontos aminosavak a PCNA monomerek kapcsolddasi felszinén. A harom

alegység kilon-kalon szinben van feltiintetve (Forras: RCSB Protein Database, Krishna, Kong et al.

1994, mddositva).

A kérdéses PCNA fehérje tovabba nem képes funkcionalis kapcsolatba 1épni a Pol(
mutagén DNS polimerazzal sem. Ez val6jaban azt jelenti, hogy a mutans PCNA in vitro
kisérletekben nem képes serkenteni a Pol{ DNS polimeraz aktivitadsat (Northam, Garg et al.
2006). A kérdéses mutans viszont a replikativ polimerdz (Pold) &ltali DNS szintézist
tovabbra is hatékonyan serkentette. A felsorolt biokémiai megfigyelésekkel dsszhangban
az UV indukélta pontmutacidképzés csaknem teljes hianyat tapasztaltdk pontmutaciok
Kimutatasara hasznalt rendszerekben (Northam, Garg et al. 2006). A pol30-E113G,L151S
pontmutaciok hatdsa, az élesztégenetikaban genetikai kapcsolatok valdsziniisitésére
sz¢leskoriien hasznalt episztazis analizis vizsgalatok alapjan is a DNS hiba tolerancia
utvonalba térképezhetd (Sharma, Kochenova et al. 2011).

Az alegységek kapcsolodasi felszinének kozelében elhelyezkedd uj fehérjekotd hely tehat a
Revl és PolC DNS polimerazok altal megvaldsuldé pontmutaciokat generald transzlézios
DNS szintézis miikodéséhez nélkiilozhetetlen.

Az 1.3.3 fejezetben ismertetett PIP-box PCNA koté motivumot tartalmazo fehérjék
képesek kotddni a szerzok altal vizsgalt pontmutans PCNA fehérjéhez. A PIP-box jelen
ismereteink szerint a PCNA interdomén hurkahoz, és C-terminalisdhoz val6
kapcsolddashoz sziikséges (vO. 1.3.3 fejezet). A Poll és a Revl nem hordozza a PIP-box

motivumot, helyette viszont egy masik PCNA ko6té motivum fordul el6 benniik. A szerz6k
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feltételezik, hogy ez az alternativ PCNA koté motivum az Gjonnan felfedezett, és DNS
hiba tolerancidhoz szilkséges PCNA felszin kotésére szolgal (Sharma, Kochenova et al.
2011).

Az eldbbieknél egy sokkal régebbi kozlemény is foglalkozik a PCNA alegységek
kapcsolodési felszinének kornyékével (Amin and Holm 1996). Ez a munka random
mutagenezissel generalt pontmutécidkat tobbek kdzott ezen a felszinen, és megfigyelte,
hogy az ide lokalizalodo mutansok tobbsége hémérséklet érzékeny novekedési fenotipust,
illetve MMS metilalé agensre megnovekedett érzékenységet mutatott. Behatdbb genetikai
analizisnek, az akkor el6allitott mutansokat nem vetették ala.

A jelen értekezés alapjat képez6 kozlemény kozlési folyamataval egyidében megjelent egy
kozlemeny, amely a PCNA alegysegek kapcsolddasi felszinének kozelében tébb
aminosavcserét vizsgal, és azt irja le, hogy bennuk kivétel nélkil csokkent az UV
karosodas altal indukalt pontmutaciok mennyisége. A  kozlemény azonban
megfigyelésének tisztazasara semmilyen genetikai analizist nem végez, tovabba biokémiali
magyarazatot sem ad (Kondratick, Boehm et al. 2016).

elképzelhetd, hogy az alegységek kapcsolodasi felszine koriil elhelyezkedd régié nemcsak
a transzlézios szintézist (Northam, Garg et al. 2006), hanem tovabbi folyamatokat is
szabalyozhat, mas interakcios partnerei is lehetnek.
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1.4 Célkitiizések

Az elébbiekben bemutattam a PCNA fehérje sokféle szerepét, és egyes, a kiilonbdzd
funkcidihoz nélkuldzhetetlen kapcsolddo partnereit. Azt is lathattuk, hogy bar az
interakcidkhoz szikséges PCNA felszinek egy része ismert, nemregiben egy Ujabb,
fehérjekapcsolddasban jelentds helyet irtak le.

Mivel a jol jellemzett bioldgiai funkcidval rendelkezé régiok a PCNA feliiletének csak kis
részét fedik le, kisérleteink tervezésénél azt tliztik ki célul, hogy az eddig ismeretlen
szerepli PCNA felszineknek a DNS reparacios és DNS hiba tolerancia folyamatokban vald
részvetelét vizsgaljuk, mélyebb betekintést nyerve ezéltal az emlitett folyamatok
szabalyozasaba.

Pontokba szedve a munka célkitiizéseit, a kovetkezd 1épések megvalositasat tiztiik ki:

1. Eléallitani altalunk tetszélegesen megvalasztott PCNA régidkban aminosavcseréket
okoz6 pontmutéaciokat hordoz6 éleszté (Saccharomyces cerevisiae) POL30
géneket.

2. Létrehozni olyan éleszt6 torzseket, amelyek egyedili PCNA forrasként a kérdéses
aminosavcseréket hordozd PCNA feheérjéket termelik.

3. Az eléallitott PCNA mutans ¢éleszto torzsek koziil DNS karositdé hatasra mutatott
érzékenység alapjan kisziirni azokat, amelyekben a pontmutacio a PCNA fehérje
DNS reparacios vagy DNS hiba tolerancia funkcidinak valamelyikét karositja.

4. Genetikai analizissel a kérdéses pontmutacid hatasat valamely ismert episztazis
csoportba (v0. 1.2 fejezet) sorolni, azaz meghatarozni, hogy melyik DNS reparacios
utvonal miikodése sériilt.

5. Funkcionalis esszék segitségével bemutatni, hogy a vizsgalt PCNA aminosavcserék
az adott DNS reparécios utvonalon belll bizonyos bioldgiai folyamatot (DNS
karosodas indukalta pontmutéacioképzés, spontan pontmutacioképzés, NER etc.)
befolyasolnak.

6. Biokémiai vizsgalatokkal magyarazni a PCNA mutécioknak a kérdéses DNS

reparacios utvonalakra gyakorolt mechanisztikus hatésat.
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2. Anyagok és kisérleti eljarasok

2.1 Eleszté (Saccharomyces cerevisiae) és Escherichia coli
torzsek

A PCNA pontmutans éleszt6 torzseket EMY 74.7 genetikai héattérben (MATa, his3-D1,
leu2-3, leu2-112,trp1D, ura3-52) allitottam el6. A DNS kérositd hatasra adott
érzékenysegek vizsgalata, a genetikai episztazis analizisek, a DNS karosodas indukalta
mutacios rata mérése, valamint a rekombinacids rata mérése plazmid alapu riporterekkel
ezen a genetikai héattéren zajlott. Egyes pontmutans PCNA gének (pol30-L154A, pol30-
1199,100AA) esetében a pontmutécidt hordozd plazmidot az EMY 74.7 tdrzsben eszlelt
fenotipusok ellendrzésére BY 4741 genetikai hattérbe (MATa, his3-D1, leu2, metl5, ura3) is
bejuttattuk. Mindkét esetben az EMY74.7 hattéren tapasztalt eredménnyekkel megegyez6
fenotipust kaptunk, igy ezeket a képeket a dolgozatban nem mutatom be.

Feherjék taltermeltetésére és tisztitasara a BJ 5464 genetikai hatterii torzset (Mata, ura3-52

trpl leu2-D1 his3-D200 pep4::HIS3 prb1-D1.6R canl GAL) hasznaltunk (Yeast Genetic
Stock Center, Berkeley, USA). A kérdéses torzs protedz deficiens, a PEP1 és PRB6
vakuolaris proteazok génjeinek delécidjat hordozza (Jones 1991). A deletalt gének altal
termelt enzimek feleldsek a feltart éleszt6 sejtek feliiliszdjaban, extraktumaban észlelhetd
proteolitikus aktivitasért.

Klonozashoz, konstruktok el6allitasahoz E.coli DH5e. kompetens baktérium torzset

hasznaltunk.

2.2 Plazmidok, DNS konstruktok

A homoldg rekombinacion alapuld génkiutéshez hasznalt Gn. gene blaster konstruktok (vo.
2.4 fejezet) pUC 19 vektorban lettek elkészitve. Kis mérete miatt ugyancsak ezt a klonozé
vektort hasznaltam pontmutaciok létrehozasara a PCR alapu helyspecifikus
mutagenezisben.

YCplaclll E.coli/S.cerevisiae ingdzo (shuttle) vektor LEU2 marker génnel. Ezt az éleszté
centromert tartalmazé vektort PCNA pontmutans gének élesztd torzsekbe torténd

bevitelére és a PCNA roluk vald termeltetésére hasznaltam. A centromer jelenléte és a
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PCNA sajat promodtere a genomi PCNA expressziohoz hasonld mennyiségli fehérje
termelddését eredményezi.

YCp50, illetve pRS314 E.coli/S.cerevisiae ingazo (shuttle) vektorok URA3, valamint
TRP1 marker génnel. Eleszt centromeres vektorok, amely a yCplac111-t3l a szelekcids
marker kvalitdsdban kilonboznek. Egyikik sem rendelkezik konstitutiv expressziot
biztosité promoterrel. Azonos célra, a pontmutans PCNA gének éleszté sejtekben torténd
kifejeztetésére hasznaltam, a yCplac111 konstrukttal kapott eredmények ellendrzésére.

A vad tipust, illetve megfeleld pontmutaciot hordozé PCNA fehérjéket glutation-S-
transzferaz peptiddel N-termindlis flzioban termeltettiik tal fehérje tisztitashoz pBJ842
konstruktokrol (Johnson, Prakash et al. 2006).

pRS426 alapu konstruktot hasznaltunk a transzkripcié hatasfokanak riportereként. A
plazmidba GAL1 prométer altal meghajtott LacZ gént helyeztiink (pID835). A konstruktot

a 2.13 fejezetben bévebben ismertetett mdédon hasznaltuk.

2.3 Tapoldatok, taplemezek

YPD tépoldat: 2% D-glik6z (Molar Chemicals Kft.), 2% bakto-pepton (MERCK), és 1%
éleszté kivonat (MERCK) desztillalt vizben feloldva, 110°C-on 20 percig autoklavozva.
YPD lemezek ontéséhez 1.7% agart adagoltam (bakteriologiai agar, Molar Chemicals
Kft.) autoklavozas el6tt. A YPD a prototrof élesztétorzsek novesztésének alap tapoldata.
Szintetikus teljes tapoldat (SC): 2% D-gliikoz, 0.17% éleszté nitrogén bazis (aminosav
nélkdli, ammonium szulfatot tartalmazd, Difco) és aminosav keverék porban (Sigma
Aldrich). Az aminosavakat por formajaban adagoltam egyenként bemérve autoklavozas
elétt. Az egyes aminosavak mennyisége: adenin 40 mg/liter, L-arginin 30 mg/liter, L-
hisztidin 20 mg/liter, L-izoleucin 20 mg/liter, L-leucin 30 mg/liter, L-lizin-HCI 30 mg/liter,
L-metionin 20 mg/liter, L-fenilalanin 50 mg/liter, L-triptofan 30 mg/liter, L-tirozin 30
mg/liter, uracil 20 mg/liter, L-valin 100 mg/liter.

Szintetikus tapanyaghianyos tapoldat: Bizonyos tapanyagforrast nélkiil6z6 szintetikus
tapoldat. Pl. a “triptofan hidnyos” tapoldatbol hianyzik a triptofan, mas eltérést a
szintetikus teljes tapoldathoz (lasd fent) képest nem mutat. Szintetikus tdpanyaghianyos
taplemezek ontéséhez autoklavozas elétt 1.7% agart adagoltam (Molar Chemicals Kft.).
SC-szacharoz tapoldat: szintetikus teljes tapoldat amelynek cukorforrdsa 1.7% gliikdz

helyett 3% szachar6z. Gének galaktdz altali indukcidja esetén hasznalatos.
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MMS tartalmi taplemez: Készitése a YPD taplemez készitéséhez hasonld, annyi
kilonbséggel, hogy autoklavozds utdn a még cseppfolyés de mar kézmeleg, agart
tartalmazé tapoldatba a megfelelé koncentraciokban (jellemz6éen 0.0005-0.05%) témény
MMS oldatot (Sigma) adagolok.

L-canavanin tartalmu téplemez: Szintetikus arginin hianyos taplemez, 40 mg/l L-
canavanin (Sigma) tartalommal.

5-FOA tartalmd téaplemez: Szintetikus teljes taplemezek (SC), amelyek 1g/l
koncentraacioban tartalmazzak az 5-FOA (5-fluoro orotét) port. A por autoklavozas utan

kerul adagolasra a kézmeleg, még cseppfolyds tapoldatba.

2.4 Homolbég rekombinacion alapulé génkiiités éleszté sejtekben

Az ¢élesztogenetika egyik legjelentdsebb fegyvere a célzott génkiiités jo hatasfoka. A
homoldg rekombinacion alapuld génkiltes valojaban a gén kodold szakaszanak (ORF) egy
szelekcios markerre valo lecserélése (Rothstein 1991). Ehhez minden kilitni kivant gén
esetében specidlis konstruktot kell késziteni. pUC19 alapu vektorba be kell kl6nozni az
eltavolitani kivant gén 5’ és 3’ végeihez kozel (a start kodontol proximalisan illetve a stop
kodontol disztalisan) talalhatd, PCR-el felamplifikalt 200-1000 bp hosszusagu szakaszat. A
felamplifikalt génszakaszok kdzé klénozhat6 a valasztott szelekcidés marker (URA3, HIS2,
TRP1 etc.). Geénkilitéshez az elkészilt konstruktot endonukledz hasitassal linearizaljuk, a
kapott két linearis fragmens egyike a ,,génkiiit6” kazetta, amely sorrendben a gén kodol6
szekvenciajat megel6zd génspecifikus 5’ szalaszt, majd a szelekcios markert, végiil a stop
kodon utan kovetkezé 3 génspecifikus szakaszt tartalmazza. A linearizalt génkiiité
konstruktot (1-4 ug mennyiségben) betranszformaljuk élesztd sejtekbe, a szelekcidos marker
genomba integralodasat a megfeleld szelekcios lemezeken ellendrizziik. A szelekcids
lemezeken kinové telepekben a beépiilés helyspecifikussagat, azaz a delécio létrejottét
génre specifikus PCR reakcioval ellendrizziik.

URA3 szelekciés marker alkalmazdsa esetén a marker gén spontan delécidjara
szelektalhatunk 5-fuoroorotéat (5-FOA) tartalmi lemezeken (Alani, Cao et al. 1987). Az
URA3 uracil bioszintézis marker gén terméeke dekarboxilacios reakcioban mérgezd 5-
fluorouracilt hoz létre az 5-FOA-bol. 5-FOA tartalmG lemezen igy csak azok a telepek
képesek kindni, amelyek spontan modon elvesztették az URA3 markert. A spontan deléciot

az URA3 marker mindkét végéhez ligalt direkt ismétlddések, az tin. HIS szekvenciak teszik
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lehetévé. Ezen negativ szelekcié hasznalata lehetdvé teszi tobb egymas utani célzott
génkilités végrehajtasat az URA3 marker felhasznaldséaval, ami a rendelkezésre allo
korlatozott mennyiségli szelekcids marker, és az ¢élesztégenetikaban nélkiilozhetetlen

tobbszords delécidt tartalmazo €lesztd torzsek eldallitdsa miatt rendkiviil elényos.

2.5 POL30 (PCNA) pontmutansok létrehozasa PCR alapu
helyspecifikus mutagenezissel

A helyspecifikus POL30 pontmutaciok PCR reakcioval torténd létrehozdsdhoz a
Stratagene vallalat ,,Quick Change Site-Directed Mutagenesis” protokolljat kdvettem.

Az éleszté6 POL30 (PCNA) gén 2040 bp hosszusagu genomi Mlu | fragmentjét pUC 19
vektorba klonoztam. A kérdéses regio 200 bazispar hosszUsagu promotert, és a stop kodon
utan tovabbi 1020 bazispar hosszlsagu szakaszt tartalmaz.

A megvéltoztatni kivant bazisok helyéhez hibridizalo, kivant mutaciokat hordozo
komplementer oligonukleotidokat terveztiink. Az oligonukleotidok tervezesenél
figyelembe kellett venni, hogy mindkét primernek tartalmaznia kell az eldallitani kivant
mutaciot, és ugyanarra a helyre kell hibridizalnia a templat két ellentétes DNS szalan. Az
eredményes mutagenezishez a primerek hosszanak 25 és 45 bazispar kozétt kell lennie, a
mutacioknak korulbelul kézépen kell elhelyezkedniiuk. Az oligonukleotidok GC tartalma
legalabb 40% kell legyen.

A primerek olvadasi pontjanak (Tm) ajanlatos 10 fokkal a PCR DNS szintézis
hémérséklete felett lennie. A primerek olvadasi hémérsékletének szamitdsa a kovetkezo
képlet alapjan torténik: Tm= 81.5 + 0.41(%GC)- 675/N (ahol N a megvaltoztatott bazisok
%- a) ;

A PCR alapu mutagenezishez magas fidelitasa miatt Pfu polimerazt hasznaltunk. 18
ciklusos PCR reakciot végeztiink, melyeken belill a denaturacié hémérséklete 95°,
idotartama 0.5 perc, a renaturacid hdmérséklete 55°, idétartama 1 perc, végiil pedig a DNS
szintézis hdmérséklete 68°, idétartama pedig 8 perc (kb. 2kb/perc) volt.

A PCR termékei a mutaciokat hordozo, nickeket tartalmazd Gjonnan szintetizalt szalbdl,
illetve a templat DNS szalbol all6 hibrid plazmidok (17. abra). A PCR termékek
hemimetilaltak, az eredeti templat szal metilalt, mig az Gjonnan szintetizalt szal a
sejtmentes rendszerben nem metilalt. Metilaciot felismerdé specifikus endonukledzzal

(Dpnl, felismerési helye az 5’- Gm6ATC- 3’) a reakcidtermékekrdl leemésztettiik a
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templatot, majd emésztés utan E. coli DH5a kompetens sejtekbe transzformaltuk, ahol a

gazdasejt a nickelt szalak javitasat elvégezte.

A médositani kivant bazis A Mutans primerek A nickek

17. abra: a PCR alapu helyspecifikus mutagenezis miikodési elve. (bdvebb magyarazat a

Leemésztésre vard
metiBl templat

Az dpnnan szintetizilt szalak

szbvegtorzsben)

A transzformalas eredményeként kapott egyedi baktériumtelepek pUC19 POL30
plazmidjaiban szekvenalassal ellenériztiik a POL30 gént a mutacio jelenlétének kimutatasa
érdekében. A mutéciokat hordozoé telepekbdl glicerines torzsoldatot készitettiink.

Bar a pUC19 plazmid kis méretének kdszonhetden idealis helyspecifikus mutagenezis,
bakteridlis klonozas végzéséhez, élesztdsejtekben nem tarthaté fenn. Elesztésejtekben
torténd termeltetéshez ezért a pontmutdciokat tartalmazd 2040 bazispar hosszisagu, sajat
genomi promoterrel rendelkezé POL30 fragmenteket Hindlll-BamHI hasitas utan éleszté
centromeres vektorok (YCplac 111) megfeleld helyeire kloénoztam at. A vad tipusu 2040
bazispar hosszusagu Mlul POL30 genomi fragmenst is beklonoztam a pUC19-be, majd
innen Hindll1-BamHI hasitas utan YCplac 111 vektorba. Ez a vad tipusu POL30 konstrukt
szolgalt a genetikai vizsgalatoknal a mutans PCNA fehérjéket expresszald konstruktok vad
tipust kontrolljaként. Eleszté centromerrel rendelkezé vektorok alkalmazasa azért fontos,
mert igy az alacsony kdpiaszamnak (1-5/sejt) és a hordozott sajat genomi prométernek
koszonhetden a termelt PCNA fehérje mennyisége 0sszemérhetd lesz a vad tipust torzsben
tapasztalhatd PCNA mennyiségével, nem kell a mutans fehérje taltermelésétodl tartani. A
késdbbiekben egyes pontmutans POL30 géneket- a genetikai analizishoz eléallitott dupla
delécids torzsek markerezettségének megfelelden- szintén a fent leirt kl6nozasi stratégiat
hasznalva- mas marker génnel ellatott éleszt6 centromeres vektorokba (pRS314, YCp50) is

athelyeztem.
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A fenti lépésekkel parhuzamosan EMY 74.7 élesztében elkészitettem a genomi POL30
géenkiltés elétt a torzsbe bejuttattam egy pRS314 alapu vad tipust PCNA fejhérjét termel6
konstruktot, amely a POL30 gén promdterét és kodolo szekvencidjat a genomi Mlul-Xbal
fragmenten (1128bp) hordozza. Az ily mddon elkészitett akceptor torzsbe juttattam be
egyenként a kiilonb6z6é pontmutaciokat hordozé6 PCNA konstruktokat. A komplementalo,
vad tipusu (TRP2 markeres) POL30 plazmidot ezutan replika lemezeléssel a
pontmutaciokat hordozd, vagy éppen a vad tipust kontroll (YCplaclll, LEU2 markeres)
POL30 plazmidokra cseréltem. Ezzel az eldallitott pontmutans POL30 gének maradtak
egyeduli PCNA forrasként a sejtekben. A POL30 gént hordoz6 plazmidra ezutdn mar
szelektalni sem Kell, hiszen esszencialis génr6l 1évén sz azt a torzs stabilan hordozza,

elvesziteni nem tudja.

2.6 POL30 pontmutans gének genomba integralasa

A fent ismetetett modon eléallitott POL30 pontmutans gének koziil kett6t (pol30-L154A és
pol30-1199,100AA) a genomi lokusz helyére is beintegraltuk. Ezaltal a plazmidrol kifejezett
pontmutans fehérjék altal okozott fenotipust szerettiilk volna ellendérizni. A genomi I6kusz
helyére integralt POL30 génvaltozatokat hordozo élesztd torzsek az éleszté centromeres
vektorokban 1év6é azonos POL30 génvéaltozatokat hordozd torzsekkel megegyezo
fenotipust mutattak. A dolgozatban bemutatott kisérletekben kizardlag az episzomalis
POL30 geneket hordozo torzseket hasznaltuk (vo. 2.5 fejezet). A genek integraciodja is a
homoldg génszakaszok hatékony rekombinacion alapul. Esetemben egy olyan pUC 19
alapl konstruktot készitettlink, amely a PCNA-t kodol6 POL30 gén promoterét és
szabalyozo régidjat a start kodontdl 5” irdnyban 1750 bazispar hosszan, valamint maganak
a génnek az N-terminalis felét tartlamazza (a 777bp-os kdédolo szakasz elsé 608
pUC19 Sacl-Sall helyeire klénoztuk. A mutans gének integralasahoz a fenti konstruktban a
vad tipusi POL30 gén EcoRV fragmentjét a mutaciokat tartalmazé EcoRV POL30
fragmenttel cseréltik le (lasd az alabbi sematikus rajzot).

-500 0 +607
-1750 Ecprv EcPrV

| ! POL30 promoter POL30 |
Sacl Stul ATG Sall

| AIS3 |
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A start kodon el6tti 500. bazisnal elhelyezked6 Stul hasitohelyre HIS2 szelekcios markert
klénoztunk. Az integracid az integraciés pUC19 alapu plazmid Sacl-Sall altali
linearizalasaval kezdddik. A linearizalt, integraciora keriil6 szakasz sorrendben tartalmazza
a szelekcios marker el6tti 1250 bazisparos genomi régiot, magat a HIS2 szelekcids
markert, a marker mogoétt a POL30 promotert, valamint a POL30 gén start kodon feléli 608
bazisparnyi szakaszat, benne az integralni kivant mutéacidval (lasd a fenti sematikus rajzot).
A hasitott plazmid transzformalasa utan kinové HIS+ éleszté telepeket a marker
helyspecifikus jelenlétére PCR-el, a teljes PCNA gén épségére DNS szekvenalassal

ellendriztik.

2.7 DNS karosito hatasra mutatott érzékenység kvalitativ
kimutatasa (spot assay)

A modszer célja kiilonbozd élesztd torzsek DNS karositd anyagokra és hatdsokra mutatott
érzékenységének egymassal valo Osszehasonlitisa. Megfeleld tapoldatban éjszakdn at
novesztett és 10’ sejt/ml-es koncentracidra beéllitott éleszté kultirakbol steril vizben négy
lépcsés 10-szeres higitasi sorozatokat keszitettem. A taplemezek feliiletére torzsenként
kilon-kulon sorban minden higitasi 1épésbol 5-5 pl-t cseppentek. UV kezelés esetén a
beszaradt cseppeket megfelelé dozisu 260 nm hullamhosszusaga UV kezelem. MMS
illetve bleomycin kezelés esetén a higitasi sorokat a feltiintetett koncentraciéja MMS-t
illetve bleomycint tartalmazd taplemezre csepegtetem. A lemezek 2-3 napos 30°C-o0s
novekedest igényelnek. UV kezelés utdn a ndvesztés (a fotolidz DNS kérosodast javitd
aktivitasat megel6zend6) sotétben torténik. Jelen munk&mban egy-egy a megfigyelt
fenotipust jol szemléltetd reprezentativ képet mutatok be, amelyet tobb megismételt

kisérlet kozll valogattam Ki.

2.8 DNS karosité hatasra mutatott érzékenység kvantitativ mérése

A moddszer célja az élesztd torzsek DNS karositd anyagokra és hatdsokra mutatott

érzékenységének szamszerlisitése. YPD lemezekre meghatarozott szamu élesztOsejtet
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lemezeliink. Kiilonb6zé dozisti karositd hatds alkalmazasanal a taléld telepek szamabol
tulélési szazalékot szamolunk. A kiilonbozd dozisokndl tapasztalt talélési szazalékok
adataibol talélégorbe szerkeszthetd. Munkamban kvantitativ DNS karositas érzekenység
mérést 254 nm-es UV forrds alkalmazasa esetén hasznaltam. A Kisérleteket legalabb
haromszor ismételtem, az eredményeket atlagoltam, és a szordst a megfeleld abrakon

feltintettem.

2.9 UV altal indukalt mutacios frekvencia mérése

Egy ¢jszakan at YPD tapoldatban novesztett élesztd kulturdkat megfelel koncentracioban
szintetikus teljes (SC) taplemezekre és L-canavanin tartalmu lemezekre szélesztettem (SC
taplemezekre 10%-10° sejtet, L-canavanin lemezekre 107 sejtet). A lemezeket killonbszs
id6tartamig 254 nm-es UV sugarzasnak tettem ki, az alkalmazni kivant UV dozis eléréséig.
A lemezeket 4 napig fényt6l védve 30°C-on taroltam, majd a telepeket megszamoltam.

A szintetikus taptalajon kiilonb6z6 UV dozisok utan szamolhato telepekbdl az adott torzsre
jellemzd talélés mértéke tulélogorbe formajaban megadhatdé. A canavanin tartalmu
lemezeken csak akkor néhetnek telepek, ha a CANL lokuszban egy inaktivalo forward
mutécid keletkezett, a CAN1 gén ugyanis arginin permeéaz enzimet kddol, amely a mérgez6
arginin analég L-canavanint is bejuttatja a sejtbe. A canavanin lemezeken kindvé canl®
mutans telepek szamat az adott UV dozisnal az SC lemezeken tapasztalt pusztulas
mértékével korrigaljuk. igy megadhatd az egy adott élesztd torzsre, adott UV dozison
jellemz6, 107 lemezelt sejtre szamitott indukalédott mutaciok szama. A gyakorlatban a
kiilonbozé genetikai hatterti élesztd torzsek indukdlt mutdcids ratdinak egymashoz
hasonlitdsa nem mas, mint a mutagén DNS hiba tolerancia funkciondlis vizsgalata. A
mutaciok minésége sziikség esetén genomi DNS izolalasa, és a CAN1 I0kuszra specikfikus
PCR reakcié utan szekvenalassal ellendrizhetd. A Kkisérleteket legalabb haromszor

ismételtem, az eredményeket atlagoltam, €s a szorast a megfeleld abrakon feltiintettem.

2.10 Spontan mutacios rata merése

Ejszakan at YPD tapoldatban novesztett élesztd torzseket 10° sejt/ml koncentracidra

higitottam, majd ezekbdl térzsenként 10 parhuzamos kultira ndvekedését inditottam el 0.5
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ml lyuktérfogatu titer lemezben. Minden egyes lyukba 450ul friss tapoldatba 50ul-nyi
(azaz kb. 50 sejtnyi) kulturat oltottam le. A lemezt 3 napig 30°C-on razatva inkubaltam,
térfogatnyi  kultirakbol parhuzamos mintanként 450ul-t L-canavanin lemezre
szélesztettem, a fennmaradd mennyiségekbdl pedig parhuzamos mintanként 10ul-t higitasi
sor készitesére hasznaltam fel. A higitasi sorokbdl parhuzamos mintanként lemezelési
kontrollkent 200-200 sejtet szintetikus teljes (SC) taplemezre szélesztettem. Az L-
canavanin lemezeken kiné6tt telepek szamabol, a lemezelési kontroll &ltal mutatott talélési
szédzalékkal korrigalva parhuzamos mintanként megadhaté az adott térzsre jellemz6, 10
lemezelést taléld sejtre jutd spontan canl revertdnsok szdma. A parhuzamos mintak
revertansainak szdma atlagolhat6. Az atlagos revertans szambdl, a Lea-Coulson fluktuacios
modell alapjan késziilt tablazatbdl (Lea and Coulson 1949) megadhatd a torzsre jellemzo,
10" lemezelést tuléld sejtre jutd spontdn muticiok szama. A kisérleteket legaldbb
haromszor ismételtem, az eredményeket atlagoltam, és a szorast a megfeleld abrakon

feltintettem.

2.11 GST-fuzios fehérjék tisztitasa, fehérje kdlcsénhatasok in
vitro vizsgalata (GST-pulldown)

A megfeleld fehérjék génjei (PCNA pontmutansok, Revl, Rad54) egyenkeént N-terminalis
GST cimke flziét tartalmazd pBJ842 vektorba lettek klénozva, a leolvasasi keret
megtartasaval. Az itt leirt protokoll kis valtozasokkal a szakirodalom hasonl6 eljarasait
koveti (Johnson, Prakash et al. 2006). A fehérjék taltermelése 2% galaktdz indukcidval
indithatd, az alkalmazott éleszt6 kultdra térfogat 1-2 liter k6zott mozog. A letermelt sejtek,
-70 fokon tarolhatoak. A fehérjetisztitas soran a feltards szaraz jégben torténd mechanikus
zUzas, majd a feltart sejtek 5-10 ml 1XBS pufferben lesznek feloldva (50mM TrisHCI pH
7, ImM EDTA pH8, 3MKCI, szachar6z, 150 mM NaCl, 5-10mM B-merkaptoetanol, 1
Roche protedz inhibitor tabletta/50 ml puffer). 20 perces 4°-on torténé 16000 rpm-es
centrifugalas, majd 90 perces 4°-on torténé 35 000 rpm-es ultracentrifugalast kovetéen a
tiszta felliliszot 50-100ul térfogata GST (glutation-szefar6z) gyongy toltetet tartalmazo
oszlopba toltjuk. A lizatumot az oszlopon legaldbb kétszer atfolyatjuk, majd 5ml magas
sotartalmu oldattal (HSB: 50mM TrisHCI pH 7.5, 1M NacCl, 10% glicerin; 0,01%NP40) és
5ml alacsony sotartalmu oldattal (LSB: 50mM TrisHCI pH 7.5, 150mM NaCl, 10%
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glicerin, 0,01%NP40) mossuk az oszlopot. Végil 2ml Prescission proteaz pufferrel (50
mM Tris/HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mMEDTA, 1 mM DTT, 10% glicerin, 0.01%
Nonidet P-40) t6rténé mosas kovetkezik.

A fehérjét tartalmazd GST gyongyoket Ossszegytijtjiik 100ul Prescission proteaz
pufferben, 0,1ug Prescission proteazt adunk hozza és egy éjszakan at 4°C-on inkubaljuk. A
Prescission protedz a GST-cimke és a fehérje kozott hasit, a reakcio feltliszojaban ily
maodon tiszta tag nélkili fehérjét eredményezve.

Fehérjék kozotti interakcié kimutatdsdhoz (GST pulldown) az egyik fehérjét nem
emésztjuk le a GST-gyongyrél, hanem a kérdéses fehérjét tartalmazé Prescission protedz
pufferben 1évé gyongyhoz (0,5 ng fehérje, ami kb. 5-10pul gyongy) hozzaadjuk a fent leirt
modon tisztitott feltételezett interakcids partner fehérjét (0,5ug mennyiségben). A komplex
képzOddéséhez a fehérjéket egy éjszakan keresztil 4°C-on egyutt inkubaljuk, majd méasnap
a gyongyok négyszeri, pufferben torténé atmosasa utan 20mM-0s redukalt glutation
oldattal leszoritjuk a komplexet a gyongyokrél. Az ellcios 1épés redukalt glutation
hasznalata helyett elvégezhetd Prescission-proteaz emesztéssel is. Az interakcid
ellenérzése akrilamid gélen torténik, az analizalt frakciok kozott megtalalhatdo az
interakciot vizsgalo reakciobol az elején vett bemeneti (load) frakcio, a reakcioid6 letelte
utén vett atfolyo (feluliszo) frakcio, a mosas frakcid, és végil maga az ellcios frakcid. Az
interakcios partnernek a GST gyongyhoz vagy a cimkéhez torténd aspecifikus kicspodasat
kisziirendé egy parhuzamos negativ interakcids kontroll is 6sszemérésre keriil, melyben
o6nmagaban, fuzids fehérje nélkil taltermeltetett GST cimke kertl gyongyre kotésre, és

ehhez adjuk hozz4 a feltételezett interakcids partnert.

2.12 Nativ (nem denaturalé kérilmények k6zott végzett) gradiens
akrilamid gélelektroforezis

Nativ, azaz SDS mentes akrilamid géleket a tisztitott PCNA fehérjék trimer
méretiiknek megfeleléen, hanem haromdimenzids szerkezetiiknek megfeleléen futnak, és
az alegysegek kozotti kapcsolatok is fennmaradnak. A gélekben akrilamid striiség
gradienst hoztunk létre 6% és 15%-os akrilamid gélekbdl, a ,,Pharmacia LKB” gradiens
keverd késziilék segitségével. A nativ akrilamid gél Osszetétele: gélslirliségnek megfeleld

mennyiségii 30% akrilamid/0.8% biszakrilamid keverék, 375mM végkoncentracioju TrisCl
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(SDS mentes) négyszeres higitasban, és a megfeleld térfogat elérésé¢hez sziikséges steril
viz.

A nativ akrilamid gélhez hasznalt mintapuffer dsszetétele: 310mM végkoncentracioban
6.8-as PH-val rendelkez6 TrisCl (SDS nélkiil), 50% glicerol, 0,05% bromfenolkék, és a
térfogat eléréséhez sziikséges steril viz. A nativ akrilamid gélhez hasznalt elektroforézis
puffer Osszetétele: 1,44 m/m% glicin, 0,3m/m% Tris-amino metén, steril viz. A

fehérjemintakat a mintapufferben torténd feloldas utdn nem forraltuk meg.

2.13 Az UV karositas génexpressziora gyakorolt hatasanak
vizsgélata LacZ riporter hasznalataval

A Kisérletek elvégzéséhez hasznalt éleszté torzseket a pRS426 alapu pID835 plazmiddal
transzformaltuk, amely a LacZ gént a GAL1 promoter altal vezérelve termeli. Harom
nappal a kisérlet eldtt egyedi élesztd telepeket oltottunk le szintetikus komplett tapoldatba,
amely nem tartalmazott gliikozt és uracilt, és 2% tejsavval és 3% glicerollal egészitettik ki.
Ezen starter kultirékat a kisérlet napjan egyenként atoltottuk 10 ml azonos tapoldatba
A600 OD. 0,1 optikai denzitasra, majd OD 0,7-ig novesztettiik 6ket. Ekkor a kultarakat két
5 ml-es egységre osztottuk, majd az egyik egységet 130J/m? UV ddzissal besugaroztuk, a
masikat nem kezeltik. Mind az UV kezelt mind a kezeletlen sejteket a fenti osszetételi
friss tapoldatban felszuszpendaltuk, és kiegészitettiik 2% galakt6zzal. A LacZ gén galakt6z
altali indukcioja utan a kultarakat sotétben ndvesztettiik, és 1-1 ml mintat vettiink bel6liik
kozvetlenil a kezelés utan, és a kezelés utan 3, illetve 5 oraval. A termelddott LacZ termek
B-galaktoziddz mennyisége volt a transzkripcidé mértékének indikatora. A begyljtott
sejteket Z-pufferben atmostuk (60 mM Na2HPO4, 39,8 mM NaH2PO4:H20, 10 mM KCl, 0,9
mM MgSO4, pH 7.0) majd 50mM B-merkaptoetanollal kiegészitett Z pufferben feltartuk a
sejteket 3 gyors egymasutani fagyasztasi- olvasztasi ciklussal. Standard ONPG folyékony
esszét alkalmaztunk a B-galaktoziddz aktivitdas meghatarozasara a CLONTECH Yeast
Protocols Handbook kézikdnyv (PT2024-1, VI. fejezet) leirésa szerint. A transzkripcio
helyreallasanak szazalékos aranyat az UV kezelt mintaban mérhet6 B-galaktozidaz enzim
aktivitas, ¢és a neki megfelel6 nem kezelt mintdban mérhetd enzim aktivitds aranyabol
fejeztik ki. A bemutatott eredményeket a vad tipusu toérzs transzkripciojanak
helyreallasahoz normalizéltuk, annak értékét véve 1-nek. Négy kisérlet eredményét
atlagoltuk, és a szoréast feltlintettik.
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2.14 Statisztikai kiértékelés

Ahol sziikségesnek tartottuk elvégeztik az eredmények statisztikai Kiértékelését a
Student’s t-proba fliggvény hasznélataval (Microsoft Excell szoftver segitségével). 0,05-
nél kisebb P értékeket szignifikans kilonbségnek vettink. *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001.
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3. Eredmények

3.1 Mutacidékat hordozé POL30 gének és PCNA fehérjék

Helyspecifikus, PCR alapu mutagenezissel a 2.5 fejezetben leirt médon 10 modositott
POL30 gént allitottunk el6é, amelyek mindegyike egy-egy altalunk megvélasztott helyen
aminosavcserét eredményezé pontmutaciot hordoz. A kivalasztott aminosavakat kodolo
tripleteket- a gyakori szakmai megkdzelitésnek megfeleléen- minden esetben alanint
kodold kodonra modositottuk. Az alanint ugyanis apolaros jellege és kis mérete biologiai
funkciojat tekintve kevesse hangsulyossa teszi. Mivel az éleszt6 PCNA fehérje génjének
neve POL30, egy PCNA muténs torzs genotipusat pl. az L154A aminosav cserét hordozdét
helyesen pol30-L154A -nak kell irni. Dolgozatom tovabbi részében a genotipusokat
igyekszem eszerint feltlintetni, a fenti genotipusnak megfelelé aminosaveserét hordozo
fehérjére pedig L154A PCNA valtozatként hivatkozok.

A mutéciok helyének megvélasztasakor tobb szempontot is figyelembe vettink.
Elsésorban a PCNA trimer alegységeinek kapcsolodasi felszinét vettiik célba, ugyanis jol
leirt fehérjekotod felszin ebben a régioban még nem ismeretes (vo. 1.3.3 fejezet), viszont két
nemrégiben megjelent kozlemény behat6éan foglalkozik egy kettés aminosavcserét hordozé
¢lesztd PCNA valtozattal, amely pont ezt a régiot érinti (vo. 1.3.4 fejezet). A leirt torzsben
nem miikodik a transzlézios DNS szintézis, ugyanis a kérdéses POL30 gén Pol{ DNS
polimerazzal val6 funkcionalis kapcsolata, illetve a Revl DNS polimerazzal val6 fizikai
kolcsonhatasa serult (Northam, Garg et al. 2006, Sharma, Kochenova et al. 2011).
Feltételeztiik, hogy hasonléan a PCNA egyéb ismert fehérjekoté régioihoz, (vo. 1.3.3
fejezet) ezen régidban is egy kiterjedtebb, tobb funkcidt szabalyozo felszin talalhatd. Az
alegységek kapcsolodasi felszine kiterjedt, egymashoz illeszkedé B-redékbél all. (18/a
abra) Az altalunk létrehozott tiz aminosavcserébdl hét ezeken helyezkedik el (18/a abra). A
mutaciok elhelyezkedésuket tekintve megoszlanak a kapcsolddasi felszin két oldalan, az
egyik alegység A, illetve a masik alegység B doménje kozott.

Tovabbi két elballiott aminosavcsere az alegységek C-terminalisan idéz el6 aminosav
valtozast (18/b abra, F245A és DE256,257AA). Ezen helyek kézelében egy mar jol ismert
és jellemzett fehérjekotési régid helyezkedik el (vo. 1.3.3 fejezet).

A fennmaradd egy mutécidt Ggy terveztink meg, hogy az a PCNA gyiirii bels6 felszinén
elhelyezked6 a-hélixek egyikén okoz aminosav cserét. (18/c dbra, L154A). Ez a mutacio
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mar el lett allitva és leirva egy kordbbi kdzleményben, de ott csupan a DNS karositasokra
adott érzékenysége (UV és MMS érzékenység) lett 6sszefoglalva, behatdbb vizsgalatnak
nem vetették ala (Lau, Flores-Rozas et al. 2002).

A mutéciok létrehozasdhoz felhasznalt PCR primerek szekvenciajat a genomi

szekvenciahoz viszonyitott eltérések kiemelésével a 19. abran tiintettem fel.
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18. abra: Az eléallitott aminosav cserék helye az éleszté6 PCNA fehérje trimer gyiiridjének
kristalyszerkezeti modelljén. A fehérje alegységei kiilonbozo sziniiek. A) Az alegységek kapcsolodéasi
felszinén elhelyezkedé mutaciok. Piros rombusszal jeldlve a szakirodalombdl ismeretes E113-as és
L151-es aminosav, amelyek egyuttes mutaciojardl kimutattdk, hogy inaktivalja a transzléziés DNS
szintézist. Piros korrel jeldlve a K164-es aminosav, amely a PCNA ubiquitilacié helye. B) A PCNA
monomer C-terminalisan elhelyezked6é mutaciok. Az F245 a fehérje C-terminalisdb6l kinyal6 kis kacs
eldtt elhelyezked6 utolso B-lemezen, mig a DE257,257AA magéan a kinyul6 kacson helyezkedik el. C) A
trimer belsé felszinén elhelyezked6 mutacié. Az L154A mutacio az alegységek kapcsolodasi felszineitol
nem messze, de a gyiirii belsé felszine felé fordulé a-hélixben helyezkedik el. (RCSB protein database,

Krishna, Kong et al. 1994, mddositva)
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genotipus A PCR alapu helyspecifikus mutagenezishez hasznalt oligonukleotidok

gACCgTATAGCCgAAGCCTCTCTgAAATTgATag

poI30-Y114A CCATCAATTTCAgAgAggCTTCygCTATACGYTC
CCATCATCTTAGCTgCggATACCAAGAAAGACCY
pol30-FET03,104AA CggTCTTTCTTggTATCCgCAGCTAATAAQATYATYY
gTTCgTgACTTgTCCCAAGCgAGTgATTCTATTAATATCATG
poI30-L154A CATgATATTAATAGAATCACTCYCTTgggACAAGTCACIAAC
CTTggCTCCTAAATTTAATgCCgCAgAATAAATGTAAATTATC
pol30-DE256,257TAA gATAATTTACATTTATTCTYCggCATTAAATTTAggAgCCAAY
gTCCCAATTgAgTgATTCTCTAATYCCATGATCACCAAAGAAAC
pof30-11158,160AA gTTTCTTTggTgATCATggCATTAQCAgAATCACTCAATTgggAC
CggATCAggTTCAGTCCAgCAAAACCATTCYTggATATgY
pol30-11181,182AA CCATATCCACgAATggTTTTgCTgCgACTgAACCTgATCC Y
gACAACACACCggATTCCYCCYCCTTATTATTTgAggATACC
poi30-1/199,100AA ggTATCCTCAAATAATAAgYCggCggAATCCggTgTgTTgTC
gATACCAAgAAAGCCCYTATAGCCOAATAC
pol30-D109A gTATTCggCTATACgggCTTTCTTggTATC
gATTTgAAgAgTggggCCCTACAGTTTTTCTTggC
POI30-F245A gCCAAQAAAAACTg TAgggC CCCACTCTTCAAATC

gATCACCAAAGAAACAGCAAAGTTTgTAGCTgACAg Ty
poI30-1167A,D109A CACCGTCAGCTACAAACTTTGCTGTTTCTTTggToATC

19. 4bra: A pontmutéacidokat hordozd POL30 gének el6allitaisahoz hasznalt oligonukleotid parok
szekvenciaja. A felsé sorokban az un. szensz, mig az alsé sorokban az antiszensz oligonukleotid lathatd

5’-3” irdnyban. A genomi szekvenciahoz viszonyitott eltérések félkdvéren vannak kiemelve.

A létrehozott POL30 pontmutans géneket (vO. 2.5 fejezet) hordoz6 centromeres
konstruktokat &ltalunk maodositott, genomi POL30 kopiat nélkiilozé éleszté tdrzsekbe
juttattam, ahol egyeduli PCNA forrasként fejeztettem ki 6ket, (v0. 2.5 fejezet) biztositva

ezaltal, hogy a vizsgalt ¢leszt6 torzsekben csupan a madositott PCNA fehérje legyen jelen.

3.2 A POL30 mutans éleszté torzsek fenotipus vizsgalata

A kiilonb6z6 PCNA valtozatokat termeld torzsekben els6ként a ndvekedési sebességet,
azaz az osztodas sebességét ellendriztik. A lassu novekedési torzsek replikacios
defektussal birnak, ezek tovabbi vizsgalataink szaméra targytalanok, hiszen mi DNS
reparacios vagy DNS hiba tolerancia folyamatok miikodésében karosodott, normal
sebességgel 0sztodo torzseket kerestink. A ndvekedési hibak egyik fajtaja a homérséklet
érzékeny novekedés. Egyes torzsek enyhe novekedési defektusa optimalis ndvekedési
homérsékleten (élesztdben 30°C) nem mutathatd ki, csupan az optimalistol eltérd
novesztési koriilmények esetén lathaté. Minden torzsbdl szamolhatd mennyiségii sejtet

lemezeltlink ki teljes taptalajt (YPD) tartalmazd taplemezre, majd a lemezeket 30°-on
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illetve 25°C-on inkubaltuk. A telepek atmérgjét vizualisan Osszehasonlitva kisziirhettiik
azokat a torzseket, amelyek észlelhetd eltérést mutattak azonos novekedési koriilmények
kozott a telepek atmérdjében. A kisérlet eredményeképpen azt lattuk, hogy optimalis
homérsékleten inkubalva egyetlen mutans PCNA fehérjét termeld torzs sem ndvekszik
lassabban a vad tipust fehérjét termelé kontroll térzsnél, 25°-on viszont két torzs is
jelentds novekedési defektust mutat (20. abra). A C-terminalison elhelyezkedé modositast
hordoz6 DE256,257AA PCNA-t termel6 torzs csak rendkivil lassan, mig az alegységek
kapcsolodési felszinén elhelyezkedd egyik moddositast hordozd torzs, az I1158,160AA
PCNA-t kifejezd szinte egyaltalan nem képes kindni ezen a restriktiv hdmérsékleten (20.

abra).
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pol30-Y114A  pol30-FE103,104AA  pol30-L154A

pol30-DE256,257AA pol30-11158, 160AA poi30-1[181,182AA pol30-1199,100AA

pol30-D109A pol30-F245A poi30-D109A, 1167A

pol30-Y114A . pol30-FE103,104AA

pol30-L154A . po 30-DE256,257AA pol30-11158, 160AA pol30-11181,182AA

J

pol30-1199,100AA  pol30-D109A poi30-F245A poi30-DT09A,1167A

20.4bra: POL30 mutans élesztd torzsek novekedési sebessége. A) 3 nap niovesztés utan 30 fokon. B) 3

nap noévesztés utan 25 fokon.
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A novekedési sebesség szlirése utan a torzseket DNS karositd hatasnak vetettiik alad. UV és
MMS Kérositast alkalmaztunk. A PCNA mutacié jelenléte miatt a vad tipusnal
érzékenyebbé valo torzsek igazan érdekesek szamunkra, hiszen ezek DNS kérosodésra
mutatott megndvekedett érzékenysegiket annak koszonhetik, hogy karosodott bennik a
DNS reparacio vagy DNS hiba tolerancia valamely utvonalanak miikodése.

A pontmutans PCNA fehérjéket kifejez6 kiilonbozé torzsek kiilonbozoé fenotipust mutattak
DNS Kkérositd hatdsokra, de egyazon torzs hasonldképp reagélt UV és MMS kezelésre
egyarant. A tiz eldallitott torzsbél 3 (pol30-F245A; pol30-Y114A PCNA; pol30-
DE256,257AA) egyaltalan nem mutatott a vad tipust torzshdz keépest megndvekedett
érzékenységet sem MMS, sem UV Karositasra (21., 22. és 23. abra). A pol30-Y114A torzs
ilyen viselkedése foként annak tudatiban meglepd, hogy csupan egy aminosavnyi
tavolsagra van a szakirodalomban UV érzékenyként leirt (1.3.4 fejezet) pol30-E113G
pontmutaciotdl. Ez ugyanis arra utal, hogy az alegységek kapcsolddasi felszinén
egymashoz térben legkozelebb es6 régiok maris teljesen méas szerepet képesek betdlteni. A
tobbi hét modositott PCNA fehérjét kifejez6 torzsbol 6t (FE103,104AA; 11158,160AA;
11181,182AA; D109A és D109A,1167A PCNA véltozat) enyhén, de egyértelmiien
megndvekedett érzékenységet okoz UV és MMS Karositasra (21., 22. és 23. abra), tovabbi
egy (1199,100AA PCNA véltozat) az el6z6 6tnél is kissé nagyobb érzékenységet idéz el
(21., 22. és 23. é&bra). A pol30-L154A torzs DNS kérositd hatdsokra messze a
legérzékenyebb az eldallitott mutans fehérjéket hordozo torzsek kozil (21., 22. es 23.

abra).
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21. &bra: Az eléallitott POL30 mutans tdérzsek UV érzékenysége: A pol30-Y114A, pol30-DE256,257AA
és a pol30-F245A PCNA torzsek nem érzékenyebbek a vad tipusu torzsnél, az pol30-FE103,104AA,
pol30-11158,160AA, pol30-11181,182AA, pol30-D109A és pol30-D109A,1167A és pol30-1199,100AA

torzsek megnovekedett érzékenységiliek, mig az pol30-L154A a legérzékenyebb mind kozil.
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0% MMS 0,04% MMS

l

22. abra: Az eléallitott POL30 mutans torzsek MMS érzékenysége: Az pol30-Y114A, pol30-
DE256,257AA és a pol30-F245A torzsek nem érzékenyebbek a vad tipusu torzsnél, a pol30-
FE103,104AA, pol30-11158,160AA, pol30-11181,182AA, pol30-D109A, pol30-D109A,1167A és pol30-
1199,100AA torzsek megnovekedett érzékenységiiek, mig a pol30-L154A a legérzékenyebb mind kozil.

wT

pol30-Y1144
pol30-FE103,10444
pol30-1,1544
pol30-DE256,25744

pol30-11158,16044

wT

pol30-11181,18244
pol30-1199,100AA4
pol30-D109A4
pol30-F2454

pol30-D1094,11674

A mutans PCNA fehérjéket termeld ¢€lesztd torzsek UV és MMS érzékenységét, valamint
novekedési sebességét sematikusan a 23. abraban foglaltam 0ssze. Tovabbi vizsgalataink
szamara azon mutansok érdekesek, amelyek megndvekedett UV vagy MMS érzékenységli
fenotipust mutatnak, és nem lassult benniik jelent6s mértékben a replikacio folyamata.
Megfigyelhet6, hogy az emlitett kritériumoknak megfeleld toérzsekben (a pol30-L154A
torzs kivételével) a PCNA fehérjében mindig az alegységek kapcsolodasi felszinen tortént
aminosavcsere.

A megndvekedett UV és MMS érzékenységii torzsek koziil tovabbi vizsgalatainkbol lassu
ndvekedés miatt csupan a pol30-11158,160AA torzset kellett Kizarnunk.
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genotipus Novekedési defektus | UV érzékenység MMS érzékenység
WT. 0 0 o]
0 0 0
pOI30-FE103,104AA 0 ++ ++
pol30-L154A 0 ++++ ++++
+ 1] 0
poI30-11158,160AA ++ -+ ++
poI30-11181,182AA 0 ++ ++
poi30-1199,100AA 0 +++ +++
Poi30-D109A 0 + -+
0 0 0
poI30-1167A,D109A 0 + -+

23.4bra: A mutins PCNA fehérjéket termelé torzsek UV és MMS érzékenysége (0-a vad tipushoz
hasonlo, + érzékenyebb), valamint ndvekedési defektusa (0-a vad tipushoz hasonld, + sériilt névekedési
sebességii). A zold betiikkel jel6lt torzsek nem mutattak megndvekedett érzékenységet DNS karosito
hatasokra, a pirossal jel6lt torzs ugyan érzékenyebb a vad tipusi térzsnél, de ndvekedési képességében

is korlatozott.

3.3 A POL30 mutans éleszto toérzsek genetikai, funkcionalis és
biokémiai jellemzése

Latva a DNS reparaciés és DNS hiba tolerancia folyamatok (v0. 2. fejezet)
sokszinliségét, a nagyszamu jellemzett DNS reparacios és DNS hiba tolerancia Utvonalat
(vO. 2. fejezet), felmeril a kérdés, hogyan tudnank Gjonnan vizsgéalt géneket, esetlinkben az
eléallitott  fehérjemddositdsok hatdsat egy ismert genetikai Gtvonalba sorolni.
Elesztdgenetikaban a DNS reparaciot kutato genetikai vizsgalatok f6 eszkoze az episztazis
analizis. Kettds delécios torzsek eléallitasan alapul, azaz egy ismert Utvonalba tartozo, és
DNS kaérositd hatasokra ismert érzékenységet mutatd gén delécidja mellé a vizsgalt, de a
DNS reparacioban még nem jellemzett gén delécidjat allitjuk el6. Amennyiben az
eloallitott kettds deléciot hordozod ¢Eleszté torzs DNS Kkarositd hatasra mutatott
érzékenysege nem novekszik meg az érzékenyebbik kiindulasi torzs érzékenységéhez
viszonyitva, a két gén viszonyat episztatikusnak nevezziik. Az ilyen viszony arra utal, hogy

a vizsgalt gének termékei az alkalmazott DNS Kkarositds &ltal kivaltott karosodas
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javitasaban egy Gtvonalon beliil mtikodnek. Episztazis vizsgélatokkal egy csoportba sorolt
gének az élesztégenetikai terminologiaban egy episztazis csoportot alkotnak.

Az episztazis analizisnek kétségtelen haszna, és megkerilhetetlen volta mellett korlatai is
vannak. Attdl még, hogy a kettés deléciot hordozo térzs DNS karositd hatasra
megnovekedett érzékenységet mutat, nem zarhato ki annak a lehetésége, hogy az Gjonnan
vizsgélt gen terméke az adott DNS kérosodast javitd tobbféle Gtvonalban is szerepet
jatszik, a vizsgalt Utvonalat beleértve. Sokféle utvonalban szerepet jatszd, pleiotrop gének
esetén tehat nagyon nehéz , tiszta” episztazist kapni.

Munkamban episztazis analizis vizsgalatokkal igyekeztem meghatarozott DNS reparacios
vagy DNS hiba tolerancia Utvonalakba sorolni a PCNA mddositasok hatasat. Az episztazis
vizsgalatok eredményeit a kérdéses Utvonalak funkciojat vizsgalo esszék segitségével
(spontdn és indukalt mutacidés rata mérése) erdsitettem meg. Végil biokémiai
vizsgalatokkal is probaltam magyarazni egyes PCNA pontmuténs torzsek fenotipusat.

Az aldbbiakban sorban ismertetem a PCNA fehérje médositasanak koszonhetéen DNS

karosito hatasra érzékennyé valt, de replikacids defektust nem mutato torzsek vizsgalatait.

3.3.1 A pol30-L154A éleszt6 torzs

A Kkérdéses PCNA mutdcio a PCNA gylrli belsé felszinén 1évé egyik a-hélixben
helyezkedik el (18/c &bra), és a valtozatot termeld torzs a legerésebb érzékenységet mutatja
DNS kérositasra az eldallitott élesztd torzsek koziil (vo.3.2 fejezet és 21, 22, 23 abra).

Eldallitottuk a mutaciot hordozo torzsben a fébb DNS reparacios és DNS hiba tolerancia
utvonalak kulcsfontossagu génjeinek delécidit (24. dbra). Az episztazis vizsgalatok alapjan
leszdgezthetjik, hogy az pol30-L154A pontmutans gén nem episztatikus a NER (v6.1.2.3
fejezet) kulcsszerepet jatsz6 RAD14 génjével (24/b &bra), sem a homoldg rekombinacio
utvonalaiban szerepet jatsz6 RAD52 (v0.1.2.5 fejezet) génnel (24/a abra). Viszont
rendkivil érdekes modon szupresszalja a RAD18 gén deléciojanak DNS karositd hatasokra

mutatott nagyon erés érzékenységét (24.c abra).
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24. abra: episztazis analizis az L154A mutdns PCNA-t termelé torzzsel. A) A pol30-L154A gén nem
episztatikus a RAD52 génnel. B) A pol30-L154A gén nem episztatikus a RAD14 génnel. C) Az pol30-
L154A gén szupresszalja a RAD18 deléciojanak UV és MMS érzékenységét. A pol30-L154A radl8

Kettds delécios torzsbdl két egymas utan eldallitott azonos valtozat all rendelkezésiinkre biologiai

replikatumként, az UV kezelt kisérletben mindkettd, az MMS Kisérletben csupan egyik szerepel. D) A

pol30-L154A allél szupresszalja a RAD6 delécidjanak UV érzékenységét.

Arrol, hogy az érzékenység szupressziojaert valoban a mutdns PCNA gén és nem egy

genomi hattérmutacio felelds, ugy gy6zdodtink meg, hogy a pontmutans PCNA-t hordozo
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plazmidot egy vad tipusu plazmidra cseréltik vissza (24.c abra). Ennek kovetkeztében a
vart érzékenység helyreéllt. Hasonlé fenotipust kaptunk a RADG6-tal végzett episztazis
vizsgalatok esetében (24.d abra). A pontmutacio képes volt szupresszalni a RAD6 gén
deléciojanak érzékenységét is. Noha a RAD6 és RAD18 génekkel (1.2.4 fejezet) itt nem
kifejezett episztazisrol, hanem szupressziorol beszélink, a fenotipus arra utal, hogy a
pol30-L154A jelenléte befolyasolja a Rad6/Rad18 utvonalat. Elképzelheté volt, hogy a
pontmutans valamilyen médon PCNA fehérje jelenléte a Rad6/Rad18 fels6bb ellendrzése
nélkil aktivalhatja a Rad6/Rad18 Utvonal egyes agait (v6.1.2.4 fejezet), ezaltal okozva a
rad18 delécids torzs DNS karositd szerekre mutatott érzékenységének szupressziojat.
Hogy atfogobb képet kapjunk errdl az érdekes fenotipusrol, ellendriziikk a Rad6/Rad18
utvonal kiilonbozd génjeinek mitkddését az L154A PCNA-t termeld pontmutans torzsben.
Az episztazis vizsgalatba bevont nagyszamu, a Rad6/Rad18 utvonal kiilonb6z6 again beliil
miikodé gén kozil egy sem tudta befolyasolni a pol30-L154A térzs UV és MMS
érzékenységét (25. abra). Ez arra utal, hogy a Rad6/Rad18 Utvonal ezen mutansban, teljes
egészében inaktiv (25.abra).

Ha nem a Rad6/Rad18 utvonal egyes againak miikodése, akkor mi okozhatja a radl8
delécio érzékenységének szupresszidjat? A szakirodalomban ismeretes egy PCNA
pontmutécio, amely az L15A mutans PCNA-hoz rendkivil hasonlé fenotipust okoz. Ez a
K164-es aminosav argininre val6 mutacidja (Hoege, Pfander et al. 2002). Mivel a K164
aminosav a PCNA ubiquitilacio és egyben sumoilécio helye, igy ez a PCNA mutans nem
képes sem ubiquitilalodni, sem sumoildlédni. A K164-es mutansban a rad6 és radl8
sumoilalt PCNA kéti az Srs2 helikazt, amely gatolja a homolog rekombinacié miikodését
(v6. 1.3.2/e fejezet). Ha nincs sumoilacio, a homolog rekombinacié talmukodik, és ez

okozza az rad6 és rad18 delécids torzsek UV és MMS érzékenységének csokkenését.
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25.4bra: A DDT (Rad6/Rad18) utvonal inaktiv az L154A PCNA valtozatot termelé torzsben. A) a
Rad6/Rad18 utvonal génjeinek delécioja nincs hatassal a pol30-L154A allélt hordozo torzs UV
érzékenységére. B) a Rad6/Rad18 Utvonal génjeinek delécidja nincs hatassal a pol30- L154A allélt

hordozo térzsek MMS érzékenységére.

Ha esetiinkben is hasonlé mechanizmus okozza a tapasztalt szupresszidt, akkor az L154A-
K164R kettds aminosavcserét hordoz6 PCNA fehérjének nem szabad erésebb UV

érzékenyseg szupresszidt okoznia az L154A aminosavcserét hordoz6 PCNA fehérjenél,
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hiszen ekkor a homoldg rekombinacié mar a pol30-L154A torzsben is felszabadult a gatlas
aldl, és tulmikodik. Kisérleteink azt mutattak, hogy mind az L154A, mind a K164R mind
pedig a K164R-L154A Kkettés aminosavcserét hordoz6 PCNA valtozat azonos UV
érzékenyseget okoz (26/a. abra). Ezek az eredmények (a Rad6/Radl8 utvonal teljes
inaktivitdsdnak tudataban, amely fenotipus a K164R mutdns PCNA valtozatra is jellemz6
az ubiquitil&cié hianya miatt) azt sugalljak, hogy az L154A mutdns PCNA fehérje a
K164R-hez hasonl6an nem képes sem ubiquitilalédni, sem sumoilalédni. Az ubiquitilacio
biokémiai mddszerrel torténd kimutatasanak menete a szakirodalombol ismeretes, viszont
a modositast élesztOben rendkiviil instabil volta miatt vad tipusi PCNA-n sem konnyt
kimutatni. Nem rendelkeztlink tovabba megbizhaté PCNA antitesttel, csupan nagy hétteret
ado szérummal. A PCNA fehérje ezenfelil nagyon érzékeny mind az N, mind a C-
terminalis cimkézésre akar kis cimkék esetén is. A cimkézett vad tipusid PCNA-t hordoz6
torzsek érzékennyé valtak UV sugarzasra, igy nem hasznalhatbak DNS reparacios
folyamatok vizsgélatéara, hiszen bennik a cimke jelenléte miatt sérilt a DNS reparacios
funkcio. Jelenleg az ubiquitilacio szintjének megemelésen dolgozunk. Ha Rad18 ubiquitin
ligzt taltermeld plazmidot juttatunk be a sejtekbe, emelhetd a DNS karosodéasra
bekovetkezd ubiquitilaciéo mértéke, és ez ily mdodon talan hatteret ado, rosszabb antitesttel
hasznalataval is kimutathatova valik.

A Rad6/Rad18 utvonal inaktivitasat tovabb bizonyitando, ellendriztik az indukalt és a
spontan mutacios ratat is a pol30-L154A torzsben. Az indukalt mutagenezis, azaz a DNS
karositd hatasra indukalodott pontmutaciok képzése a Rad6/Radl18 utvonal transzlézios
szintézis (TLS, vo. 1.2.4.2 fejezet) aganak koszonhetd. Ez az utvonal pedig a genetikali
analizis tanusaga szerint a pol30-L154A toérzsben nem aktiv. Azt vartuk tehat, hogy
novekvé UV dozis alkalmazasaval a vad tipusu torzzsel ellentétben, a pol30-L154A
torzsben nem emelkedik a képzett pontmutaciok szama. Ezt az eredményt meg is kaptuk
(26/c. abra), viszont a spontan mutacioés rata ellendrzésekor meglepd értékeket
tapasztaltunk. A pol30-L154A éleszt6 torzs spontan mutécios rataja 3-4-szeres emelkedést
mutatott a vad tipusu torzs spontan mutécios ratajahoz képest (26/b abra). Ezt a
megndvekedett spontdn  mutacioképzést (spontan mutator fenotipust) tdbb, a
mutgenezisben résztvevo, és a Rad6/Rad18 ttvonalba tartozo gén deléciojaval, és delécidik
kombinaciojaval probaltuk a vad tipusu torzs szintjére csokkenteni. A kivalasztott gének
deléciojaval ezt nem sikerlt elernink (26/b abra). A szakirodalombdl ismertek olyan, a
replikativ DNS polimerazt (Pole, Pold) érintd aminosavceserék, amelyek spontdn mutator

fenotipust okoznak (Northam, Garg et al. 2006). Ezeknél a spontdn mutacios réata
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emelkedésének mértéke megegyezik az L154A mutdns PCNA altal okozott spontén
mutator fenotipus mértékével. Miutan deléciok eléallitasaval nem sikerllt a pol30-L154A
torzs spontan mutator fenotipusat csokkenteni, kézenfekvOnek tlinik, hogy a PCNA
mutacio altal eldidézett szerkezeti valtozas befolydsolhatja a hozza kapcsolodo replikativ
polimerdz fidelitasat, ezaltal- a replikativ polimerdz mutans formaihoz hasonlé mértékii-

mutator fenotipust okozva.
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26.4bra: Pontmutaciok képzédése a pol30-L154A éleszté torzsbenA) A pol30-L154A gén episztatikus a
pol30-K164R génnel. B) Az pol30-L154A torzs spontan mutator fenotipusa. A pol30-K164R torzs nem

mutat spontan mutator fenotipust. C) Indukalt mutagenezis hidnya a pol30-L154A térzsben.
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Osszefoglalva az L154A mutans PCNA valtozatrél rendelkezésiinkre all6 adatokat,
leszogezhetjliik, hogy a PCNA ezen valtozata egyrészrdl inaktivalja a Rad6/Radl8
Utvonalat, és (bar erre vonatkozd biokémiai bizonyitékkal nem rendelkeziink) a genetikai
vizsgalatok tanusaga szerint nem képes sem ubiquitilaciora sem sumoilacidra, masrészrol
egy allandéan mikodo, kifejezett spontan mutator fenotipust okoz. A vad tipusu és a

muténs PCNA valtozatok ubiquitilacidjanak kimutatasan jelenleg is dolgozunk.
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3.3.2 A pol30-1199,100AA PCNA allél

Az 1199,100AA aminosavcserék a PCNA alegységeinek kapcsolodasi felszinén
elhelyezked6 B-lemez felszinét érintik. Az ezen valtozatot termeld torzs kifejezett, bar az
L154A PCNA fehérjét expresszalo torzsnél joval gyengébb érzékenységet mutat DNS
karositd agensekre (21, 22, 23 abra). Episztazis analizis vizsgalatokban a NER, a
rekombinacio és a Rad6/Rad18 utvonalak kozil egyértelmiien a Rad6/Rad18 tutvonalba
sorolhato (27. abra)
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27.4bra: Episztazis analizis vizsgélat az 1199,100AA PCNA-t termelé torzzsel. A) A pol30- 1199,100AA
gén nem episztatikus a RAD14 génnel. B) A pol30-1199,100AA gén nem episztatikus a RAD52 génnel.
C) A pol30-1199,100AA gén episztazist mutat a RAD18 génnel.
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Miutan igazolast nyert, hogy a pol30-1199,100AA allél a Rad6/Rad18 utvonalat érinti,
ellendriztiik, hogy az utvonalnak mely agat befolyasolja. A pol30-99,100AA nem volt
episztatikus a templatvaltassal megvalosuld DNS hiba tolerancia RADS (vo. 1.2.4.3 fejezet
valamint 4. és 5. abra) génjével (28/a abra), sem a RAD30 (v06.1.2.4.2 fejezet és 4. abra)
génnel, melynek terméke (Poln) a TLS soran a timin dimerek hibamentes atirasat végzi
(28/b &bra). Episztazist mutatott viszont a REV3 és REV1 génekkel(v0.1.2.4.2 fejezet és 4.
abra) , amelyek a TLS Pol( altal megvalosuldé mutagén agat képviselik (28/c, 28/d. abra).
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28.abra: A pol30-1199,100AA gén és a Rad6/Rad18 Gtvonal génjeinek viszonya. Az pol30-1199,100AA
gén episztazist mutat a Rad6/Rad18 TLS agahoz tartoz6 REV3 és REV1 génekkel. (Mivel a RAD30 gén
deléci6ja 6nmagaban nem okoz MMS érzékenységet, a RAD30 génnel nem végeztiink kisérletet MMS
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lemezeken.)
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A pol30-1199,100AA gén transzlézios szintézist befolyasold hatdsénak tudatiban

ellendriztik az UV altal indukalt mutacios ratat. Ismert, hogy a REV3 gén deléciojat

hordozé torzsekben a keletkezd mutacidk szdma allanddan alacsony, UV kezeléssel

keletkezésiik nem indukalhatd. A pol30-1199,100AA torzs ebben a tekintetben is teljes

mértékben megegyezett a rev3 torzzsel, benne sem miikodott az UV altal indukalt

mutagenezis mechanizmusa (29./a abra).
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29.abra: UV-indukalt és spontan mutacios rata mérése a pol30-1199,100AA éleszté torzsben. A) Az
1199,100AA PCNA valtozatot termelé térzs nem képes UV indukalt pontmutacidok képzésére. B) A

pol30-1199,100AA torzsben a spontan mutaciés rata a vad tipusi torzsben tapasztalhato rata 80%-a

korial mozog.
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A pol30-1199,100AA térzsben a spontan mutacios rata a rev3 delécios torzshdz hasonlban-
noha nem teljesen azonos mértékben- csokkent, a vad tipusu torzsben mérhetd érték 80%-a
koril mozog (29/b abra).

Mar ismertettem egy (v0. 1.3.4 fejezet), a szakirodalombdl ismeretes PCNA pontmutaciot
hordoz6 torzset (pol30-EL113,151GS, 18/A d&bra), amelyben az aminosavcserék akéarcsak
az 1199,100AA aminosavak, szintén az alegységek kapcsolddasi felszinének kozeleben
helyezkednek el, és amely torzs szintén képtelen a Poll-val valé funkcionalis
»interakciora” (Northam, Garg et al. 2006). Ez a munka forditotta figyelmiinket a PCNA
alegységeinek kapcsolodasi felszine felé. Az emlitett PCNA mutansrol késébb kimutattak,
hogy nem képes a TLS ben résztvevé Revl fehérje PAD (polimerase associated domain)
doménjével fizikai kapcsolatra (Sharma, Kochenova et al. 2011). A szerzok ezéltal egy
nem kanonikus fehérjekotési felszin meglétének lehetéségét vetették fel az alegysegek
kozotti felszin kbzelében.

A pol30-1199,100AA torzs szakirodalmi parjahoz valé hasonld fenotipusa, elhelyezkedése
és funkcionalis defektusa miatt, tisztitott fehérjékkel megvizsgaltuk az 1199,100AA PCNA
fehérje és a Revl PAD doménjének, valamint az 1199,100AA PCNA fehérje és a teljes
Revl in vitro kdlcsonhatéasat (30. abra). A fehérjék tisztitasat és a GST pulldown Kisérletet
a 2.11 fejezetben leirtak szerint végeztik. Az EL113,151GS fehérjevaltozattal ellentétben
az 1199,100AA PCNA megérizte a Revl PAD doménjével valo kolcsonhatdo képességét
(30/a. abra). Nem volt viszont képes kdlcsonhatni a teljes hosszlisagu Revl fehérjével,

amelyhez a vad tipust PCNA hatékonyan kapcsolodik (30/b abra).
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30.4bra: A vad tipusi PCNA, és az 1199,100AA PCNA fehérjék koélcsonhatasa GST gydngyon
immobilizalt Revl-PAD (A.), illetve Revl (B.) fehérjével. A.) Az ellcids frakcidban mindkét PCNA
valtozat esetében egyforma erdsen jelenik meg a tisztitott PCNA, az interakcié bizonyitékaként. B.) A

pontmuténs valtozat nem képes kapcsolddni a teljes Revl fehérjével.

A pol30-1199,100AA PCNA mutans torzsr6l osszefoglalhatjuk, hogy specifikusan
inaktivalja a Rad6/Radl8 utvonal mutagenezisért felelds TLS 4agat. A torzs a PCNA
mutacio miatt a rev3 delécios torzshoz hasonléan defektiv mind az indukalt, mind a
spontan mutaciok kepzeseében. Fenotipusanak hatterében az allhat, hogy nem képes
kolcsonhatni a Revl fehérjével. A Revl polimeraznak strukturalis szerepe van a
transzlézios DNS szintézisben, jelenléte nélkildzhetetlen a mutagén DNS hiba tolerancia
atvonal és a Poll miikodéséhez. Ha a Revl és a PCNA kilcstinhatdsa meggyengllt az

sziikségszerlien maga utdn vonja a mutagén utvonal csokkent miikodését.
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3.3.3 A pol30-D109A élesztd torzs

A D109A aminosavcsere az 1199,100AA aminosavcseréhez hasonléan az alegységek
kapcsolodasi felszinén 1év6 B-lemezek egyikét érinti (18/a abra). Episztazis analizis
vizsgalatokkal az el6z6 két ismertetett pontmutacioval ellentétben, amelyek a Rad6/Rad18
utvonal miikddését befolyasoltak, a pol30-D109A gén hatdsa a NER utvonalat érinti. Nem
mutat ugyanis episztazist a RAD18 és a RAD52 geénekkel, viszont episztatikus viszonyt
tapasztalhatunk a RAD14-el (31. 4bra).

a.

0J/m? 6 J/m? 0,0005% MMS

wT

pol30-D109A

rad18

pol30-D109A rad18

[

0 J/m? 70 J/m? 0,005% MMS

wT
pol30-D109A
rad52

pol30-D109A rad52

C. 0 J/m? 6 J/m? 0,0075% MMS

wr

pol30-D109A

radl4

pol30-D109A rad 14

3l.abra: A D109A aminosavcsere a NER miikodését érinti. A) A pol30-D109A gén nem mutat
episztazist a RAD18-al. B) A pol30-D109A gén nem episztatikus a RAD52 génnel. C) A pol30-D109A

gén, és a NER utvonalaba taroz6 RAD14 gén episztazisa.
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A fenti episztézis vizsgélatok azt sugalljak, hogy a pol30-D109A tdrzsben nem érintett a
Ra6/Rad18 DNS hiba tolerancia utvonal, tehat az ide tartoz6 transzléziés DNS szintézis
zavartalanul mukodik. Ezt alatamasztandd ellendriztiik ezen tdrzsben is az UV altal
indukalt és a spontdn mutacids ratat (32. abra). A torzsben az el6z6 fejezetben targyalt
pol30-1199,100AA tdrzzsel ellentétben (vo. 29. abra) valdban nem csdkkent a mutagenezis
mertéke (32. abra).
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32. bra: Mutaciés ratak a D109A PCNA valtozatot termeld éleszté torzsben. A) és B) A kérdéses
torzsben nem csokkent sem az UV Aaltal indukalt, sem a spontan pontmutacioképzés folyamata,

tovabbra is miikodik a Rad6/Rad18 iranyitasa ala tartozé transzléziés DNS szintézis.
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A nukleotid excizids reparacio az Gtvonal aktivalédasdnak mechanizmusa szerint két f6
csoportra oszthatd (vo. 1.2.3 fejezet). A GGR (global genome repair) a folyamatban 1évé
transzkripcidtol flggetlentl a genomban barhol képes érzekelni a hibat és aktivalodni. A
hiba érzékeléséhez a Rad7-Rad16 fehérjekomplex sziikségeltetik (vo. 1.2.3 fejezet). A
TCR (transcription coupled repair) Utvonal is két madon aktivalodhat. A kanonikus
aktivalodasnal a hibaba ,,iitk6z6” transzkripcios apparatus felszinéhez csatlakozd Rad26
fehérje toborozza a helyszinre a repardciot végzé komplexet, mig az Rpb9 alutvonal
esetében az Rpb9 fehérje-mely az RNS polimeraz Il alegysége- észleli a replikécio
elakadasat (v0. 1.2.3 fejezet). A hiba érzékelésén, azaz az aktivaldodas kiilonb6z6 voltan tal
a NER folyamatdnak késObbi Iépései és az azokban résztvevd fehérjék mindkét
alttvonalban megegyeznek (vo. 1.2.3 fejezet).

A fent bemutatott episztatikus viszonyok ismeretében felmerilt a kérdés, hogy a NER
bonyolult mechanizmusanak mely 1épését befolyasolhatja a PCNA felszinén bekovetkezd
D109A aminosavcsere. Miutan a pol30-D109A térzs DNS kérositd szerekre mutatott
érzékenysege o©Onmagaban sokkal kisebb mint a NER késobbi ko6zos lépéseiben
nélkildzhetetlen gének delécidja, amelyek hianya a NER teljes folyamatat inaktivalja (pl.
rad14 delécio érzékenysége, 31. abra), Gigy tlint, hogy a mutacié a NER valamely kezdeti
Iépését érinti. A kérdés tehat az, hogy a NER iniciacidjanak mely agat, a GGR-t, avagy a
TCRegyik mechaniznusat zavarja-e a mutécio jelenléte. Eléallitottuk a PCNA mutans
¢leszt6 torzsben a GGR és a TCR iniciacidjahoz sziikséges gének delécidit, és a torzseket
genetikai analizisnek vetettiik ala. Rendkiviil meglepé modon a vizsgalat tandsaga szerint
habar a PCNA felszinén 1évé D109A aminosavcsere a NER uatvonal mitkodését érinti,
megsem sorolhatd be az utvonal egyik ma ismert 4gaba sem. A pol30-D109A gén ugyanis
nem episztatikus sem a RAD7 és RAD16 genekkel, melyek a GGR (tvonalat aktivaljak
(33/a. &bra), sem a RAD26 illetve RPB9 génekkel, amelyek a TCR két agaban miikodnek
(33/b. abra). Hogy funkcionalisan is kizarhassuk, hogy a kérdéses mutaci6 a TCR
utvonalat inaktivalja, megfigyeltik a transzkripci6 DNS karosodas utani helyreallasanak
sebességét (33/c. abra). Ismert, hogy UV kezelés utan a rad26 deléciét hordozd torzsben a
génexpresszio mértéke csak lassan all helyre, mig a vad tipusu térzsben ez a helyreallas
gyorsabb. A transzkripcios rata mérését a 2.13 fejezetben leirt mddon LacZ riporter gén
segitségéevel végeztik el. Azt tapasztaltuk, hogy mig a transzkripcié a rad26 delécids
torzsben rendkivil lassan all helyre, addig a pol30-D109A térzsben a vad tipusu térzsben
mérhet6 értékkel megegyez6 mértéki a génexpresszio helyreallasa mind 3, mind 5 draval

az UV kezelés utan.
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Miutan képtelenek voltunk a NER meglévo utvonalainak egyikébe térképezni a pol30-
D109A allélt, elballitottuk a pol30-D109A térzsben a NER 0sszes ismert agat inaktivalo
pbr9 rad16 rad26 harmas deléciot. A pol30-D109A pbr9 rad16 rad26 negyes mutans torzs
érzékenyebbnek bizonyult UV hatasra a pbr9 rad16 rad26 harmas delécios torzsnél arra
utalva, hogy a PCNA aminosavcsere a kérdéses harom U(tvonal mikodésén Kkiviili
folyamatokat gatol. Mitdbb ez a pol30-D109A pbr9 rad16 rad26 torzs pont a radl mutans
torzs UV érzekenységét mutatta (33/d. abra). A radl delécios torzsben a teljes NER
inaktiv, hiszen a Radl fehérje nem a hiba felismeréseben vesz részt, hanem egy késdbbi
Iépésben megkerilhetetlen, ugyanis az endonukledz komplex része, amely a karosodast
eltavolitja a DNS-b6l.

Erdekes modon a NER harom ismert aganak inaktivalasa (pbr9 rad16 rad26) nem okoz
akkora UV érzékenységet mint a RAD1 vagy RAD14 gének delécidja. Erre a
szakirodalomban nincs magyardzat, noha a legkézenfekvobb megoldas az, hogy a NER
aktivalodasanak egy tovabbi, ma még ismeretlen negyedik &ga is létezik. Ezt tdmasztjak
ala a pol30-D109A torzzsel végzett genetikai vizsgalataink. A D109A aminosavcsere altal
érintett felszin éppen ennek az 10j, eddig ismeretlen aktivalodasi agnak a miikodéséhez
lehet sziikséges, ugyanis az aminosavcsere jelenléte a radl delécio érzékenységi szintjére
csokkenti a pbr9 rad16 rad26 harmas delécios torzs UV érzékenységét (33/d. abra).
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33. dbra: A pol30-D109A és a NER gének genetikai kapcsolatanak vizsgalata. A) A pol30-D109A nem

episztatikus a GGR Utvonal génjeivel (RAD7, RAD16). B) A pol30-D109A nem episztatikus a TCR
Utvonalak génjeivel (RAD26, RPB9). C) A pol30-D109A térzsben nem karosodott a transzkripcié UV

kezelés utani Ujraindulasa. D) A D109A PCNA aminosavcserével érintett felszin a NER egy Uj 4ganak

miikodését befolyasolja, ugyanis a NER ismert harom agaban defektiv torzs (pbr9 rad16 rad26) UV

érzékenységét a teljes NER inaktivalasanak megfelelé UV érzékenységre noveli

A D109A PCNA aminosavcsere tehat, amely az 1199,100AA aminosavcseréhez hasonldan
a PCNA alegységek kapcsolodasi felszinén helyezkedik el, az elézéekben ismetetett
PCNA mutacioktdl eltéréen nem gatolja a Rad6/Rad18 utvonal miikddését. A D109A

aminosavcsere jelenléte specifikusan a NER egy Uj agat, egy eddig még nem jellemzett
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mechanizmusat inaktivalja, ugyanis a pol30-D109A rpb9 rad16 rad26 négyes mutans UV
érzékenysége megegyezik a teljes NER folyamatot inaktivalo radl deléci6 UV
érzékenysegével (v0.1.2.3 fejezet). Az hogy ez az Uj fajta rezidualis NER aktivitas a
sejtciklus mely szakaszahoz, illetve milyen sejtélettani folyamathoz kothetd egyelére nem
ismeretes. Miutdn a PCNA-nek a replikacioban betoltott szerepe hangsulyos, elképzelhetd,
hogy létezik a transzkripcid kapcsolt DNS repardciohoz hasonléan a NER-nek egy
replikaci6 kapcsolt DNS reparacié aga is. Ennek a lehetdségnek a vizsgélata a jovo
feladata.

A pol30-D109A torzs mellett egy D109A,I1167A kettés aminosavcserét hordozo torzset is
eléallitottunk (21, 22, 23 abrak). A kettés aminosavcsere az eldallitani szandékozott 1167A
aminosavcsere helyett technikai hiba miatt jott létre. A kettés aminosavcserét hordozo
PCNA mutans torzs (a D109A valtozathoz hasonld mértékben) szintén érzékenynek
bizonyult DNS karositdé hatasokra (21, 22, 23 &brak). A pol30-D109A,1167A torzzsel is
elvégeztik az episztazis analizist. A két aminosavcserét hordoz6 PCNA valtozat a
kisérletekben a D109A PCNA valtozat fenotipusaval megegyez6 fenotipust mutatta (jelen
dolgozatban nem mellékelt eredmények). Ezen eredmények birtokdban megallapithato,
hogy az 1167A aminosavcsere dnmagéban nem okoz a DNS reparacidhoz kothetd

fenotipust.

3.3.4 A pol30-11181,182AA élesztd torzs

Az el6zéekben targyalt PCNA mutins valtozatokhoz hasonléan az I1181,182AA
aminosavcsere is az alegységek kapcsolodasanak felszinén helyezkedik el. A mutans
PCNA valtozatot termeld térzs UV és MMS hatasra a D109A mutaciot hordozo torzsnél
egy kissé érzékenyebb. A DNS reparécios és DNS hiba tolerancia gének 6 csoportjaival
vegzett episztazis vizsgalatok alapjan a pol30-11181,182AA gént a RAD52 episztazis
csoportba, azaz a rekombinacios utvonalba sorolhatjuk (34. abra).

A pol30-11181,182AA allél UV és MMS kezelés esetén episztatikus a homolég
rekombinaci6 RAD52 génjével, UV kezelés esetén a homoldg rekombindcié RAD54
génjével is. (34. abra, v0.1.2.5 fejezet). A PCNA-nek mint a replikacids folyamatok egyik
fo szabalyozdjanak szerepe lehet a rekombinacio mehanizmusénak szabalyozasaban is,

hiszen a replikacios villa (mely struktdra amdgy is hosszu egyes szali DNS szakaszokat
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tartalmaz) sériilései esetén gyakran keletkeznek kettds szalu DNS torések, és templatként

szolgalé ép testvérkromatidak (vo. 1.2.5 fejezet).

a.

0 J/m? 6 J/m* 0,0005% MMS
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pol30-11181,182AA rad 18

0J/m? 7 Jim? 0,005% MMS
wT
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34. &bra: A pol30-11181,182AA a rekombinacios utvonal miikodését befolyasolja. A és B) A pol30-
11181, 182AA gén UV és MMS hatasra a RAD52 génnel episztatikus. C) A pol30-11181,182AA a RAD54
génnel is episztatikus

Miutdn a Rad6/Radl8 utvonal miikodése az episztazis analizis vizsgalatok alapjan
¢érintetlennek tlinik, funkciondlis esszével, az UV indukdlt és spontan mutagenezis
mértékének ellendrzésével is megvizsgaltuk a transzlézios DNS szintézis mitkodésenek
hatékonysagat (35/a. abra). Noha az UV Aaltal indukalt pontmutacioképzés nemileg
alacsonyabb mértéki{i mint a vad tipusu torzs esetében, a TLS deficiens torzsekhez képest
(rev3d) még mindig jéval magasabb. Valdjaban ez a mutans PCNA valtozat is képes a TLS
altali mutacioképzésre (35/a. abra).
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35. dbra: Az UV indukalt mutécios rata, és a spontdn mutagenezis mértéke a pol30-11181,182AA

wTt
pol30-11181,182AA
rad52

pol30-11181,182AA rad52

éleszté torzsben. A) Noha a mutans PCNA valtozatot termelé torzsben némi csékkenést mutat az UV
kezelés hatdsara keletkezett pontmutéciok szdma, a TLS deficiens térzshdz képest hatékonyan
miikodik a mutagenezis folyamata. A spontan pontmutaciék képzddésében jelentds csokkenés nem
tapasztalhat6. B) A pol30-11181,182AA allél néveli a homoldg rekombinacidban deficiens genetikai
hattérrel rendelkezé éleszté (rad52) tbrzs rontgen sugarzds érzékenységét, viszont szupresszalja

(csokkenti) annak bleomycin érzékenységét.

A homolog rekombinacio a kettés szali DNS torések javitasat végzi. A kettOs szaltorések
javitasanak vizsgalatdhoz olyan DNS karositast hatast is ajanlott tesztelni, amely az UV és
MMS kezelessel ellentétben direkt médon (és nem csak masodlagosan) is képes kettds
szaltorések létrehozasara. Meglep6 modon azt tapasztaltuk, hogy a pol30-11181,182AA

allél sem rontgensugarzas, sem egy radiomimetikus &gens, a bleomycin hatdsara nem
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mutat episztazist a RAD52 génnel 36/b abra). A mutdns allél jelenléte érzékenyiti
rontgensugérzdsra a rad52 genetikai hatterti torzset, mig ugyanazon torzs bleomycin
érzékenysegét elnyomja (szupresszalja). Noha a szakirodalom szerint mindkét elébb
emlitett karositd hatds kettds szali DNS torést okoz, ugy tlinik, hogy a
hatdsmechanizmusuk mégsem egyezik meg (35/b abra).

Tisztitott feherjék segitségével korabban kimutattdk a PCNA fizikai kapcsolatat a
rekombinacioban résztvevé Rad54 (vo. 1.2.5 fejezet) fehérjével (Burgess, Sebesta et al.
2013). Mitdbb ismereteink szerint a rekombinacié folyamataban szerepet jatszé gének
episztazis csoportjabol csupan a Rad54 lép kapcsolatba a PCNA fehérjével. Miutan
genetikai vizsgalatok szerint az 11181,182AA PCNA valtozat a rekombinécids Gtvonal
miikodését érinti, ellendriztiik, hogy a mutans PCNA fehérje képes-e a vad tipusi PCNA-
hoz hasonléan tovabbra is kdlcsénhatasba Iépni a Rad54 fehérjével. Tisztitott fehérjékkel
elvégzett in vitro kisérleteink eredményei szerint a mutdns PCNA véltozat tovéabbra is

képes volt a Rad54 fehérje hatékony kotésére (36. abra).

.. & 3 ® .. & 3 o
2 & B3 = 2 g & =
E 5 & 8 s S & o (Da
GST-Rad54 « " — =116
= 66
- 45
— -1
PCNA ki
WT PCNA 11181,182AAPCNA 36.4b

ra: A vad tipusi PCNA, és az 11181,182AA PCNA fehérjék kolcsdnhatasa GST gyéngyon immobilizalt
Rad54 fehérjével. Az ellcios frakciéban mind a vad tipusi PCNA valtozat, mind a mutans PCNA
valtozat esetében megjelenik a tisztitott PCNA. A mutans PCNA fehérje Rad54 koté képessége tehat

nem sérult.

A szakirodalomban talalhatunk arra vonatkozd adatokat, hogy a PCNA alegységeinek
kapcsolodasi felszinén létrehozott aminosavceserék (pl. a mar emlitett, és a 18/a abran piros
rombusszal jelolt E113G és egy masik, a G148S) a PCNA trimer szerkezetének stabilitasat
befolyasolja (Dieckman, Boehm et al. 2013). Mi is megvizsgaltuk tehat az eldallitott

PCNA fehérje valtozatok trimer szerkezetének stabilitasat. A trimer szerkezet stabilitasat
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nativ, gradiens akrilamid gélelektroforézissel ellendriztik. A nativ gélen és SDS mentes
pufferben szuszpendalva az Osszetett fehérjék képesek megdrizni eldzdleg felvett polimer
formaikat (v6. 2.12 fejezet). Az 6sszehasonlitott fehérjéket a kisérlethez GST gydngydn
tisztitottuk. A monomer forméak a gélen gyorsabban, mig a trimer formak lassabban futnak.
Trimer formaju kontrollként a tisztitott vad tipusi PCNA fehérjét hasznaltuk. A Kisérlet
eredményeképpen azt kaptuk, hogy az alegységek kapcsolodasi felszinén eldallitott
aminosavcserék mind az 1199,100AA PCNA véltozat esetében, mind az 11181,182AA
PCNA véltozat esetében gyengitik a trimer gytr(i stabilitasat. Az 11181,182AA mutans
tisztitott PCNA fehérje oldatban tllnyomoérészt monomer format vesz fel, mig az
1199,100AA tisztitott PCNA fehérje allapota megoszlik a monomer és a trimer formak
kozott (37. abra).

A trimer képzés hibaja azonban nem befolyasolja az altalunk eléallitott térzsek ndvekedési
sebességét, és a replikaciot gatlo HU (hidroxi-urea) szerre mutatott érzékenységiket sem
(vO. 20. &bra, ill. (Halmai, Frittmann et al. 2016). Ezért bar az 11181,182AA oldatban
tulnyomdreszt monomer formacidt vesz fel, ennek in vivo hatasa feltételezhetéen nem

érz6dik, és a mutagenezis is hatékonyan miikodik benne (35/a abra).
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37. dbra: A mutans PCNA valtozatok trimer stabilitasa. Az 1199,100AA PCNA fehérje egy része a
vad tipusu fehérjével megegyez6 magassagban, mig egy masik frakcidja gyorsabban fut, jelezve ezzel,
hogy a trimer képzodésének erdssége nem tokéletes. Az 11181,182AA PCNA szinte teljes frakcidja

gyorsabban migral, azaz oldatban f6ként monomer formaban talalhato.
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A pol30-11181,182 torzshen tapasztalhaté miikodoképes TLS szintézis bizonyitja, hogy a
néla joval enyhébb PCNA trimerizacios hibat mutatd pol30-1199,100AA térzsben tapasztalt
transzlézios DNS szintézis (TLS) hiany nem a trimerizacio hibajabdl, hanem egy a TLS-
hez szlikséges interakcios partnerrel (Revl fehérje, vo. 3.3.2 fejezet) valo kapcsolat
megszlinésébol ered.

Osszefoglalasképp elmondhatjuk, hogy az 11181,182AA PCNA valtozatot termeld torzs a
rekombinaciés ttvonalban miikddésében érintett, ugyanis UV sugarzas és MMS kezelés
hatasara a pol30-11181,182AA allél episztatikus a homoldg rekombinacio RAD52 génjével.
A pol30-1181,182AA allél jelenléte szupresszélja a homoldg rekombinéacio hianyaban
jelentkezé bleomycin érzékenységet, viszont noveli ugyanezen genetikai hattér
rontgensugarzas hatasara mutatott erzékenységet.

In vitro kisérletek tansaga szerint a mutans PCNA tovabbra is képes a vad tipusu PCNA
hatékonysagaval kapcsolddni a Rad54 fehérjéhez.

A pol30-11181,182AA allél rekombinacidra gyakorolt hatasat érdemes lenne a
rekombinacios rata mérésére alkalmas esszékben is megvizsgalni. Az erre iranyuld
elokésziileteket csoportunkban jelenleg végezziik. A spontdn illetve kettds szalo DNS
torések altal indukalt rekombinacids rétékat mér6 rendszerek beszerzése, tesztelése
folyamatban van.

A mutans PCNA véltozatok monomerjeinek (11181,182AA és az 1199,100AA mutans
PCNA fehérjék) trimerképz6 képessége is gyengiilt, kilondsen az 11181,182AA PCNA
mutanse, ugyanakkor ez a tény ugy tiinik a fenotipust, azaz sem a Rad6/Rad18 Utvonalhoz

tartozo transzlézios DNS szintézist, sem a sejtek replikacios sebességét nem befolyasolja.

3.3.5 A pol30-FE103,104AA allél

Az FE103,104AA aminosavcsere az eldzéekben targyalt mutaciokhoz hasonléan a PCNA
monomerek kapcsolodasi felszineihez kozeli régiot érinti (vo. 18/a abra). A vizsgalt torzs a
mar targyalt pol30-11181,182AA toérzshtz muténs torzshéz hasonlé mértéki UV és MMS
érzékenységet mutat (21. és 22. abra). Episztatikus viszonyainak meghatarozasakor
némiképp akadalyokba uUtkoztink. A kérdéses mutaciot hordozd gén ugyanis nem
episztatikus a harom nagy reparacios és DNS hiba tolerancia (NER, DDT, rekombinacio)
utvonalat iranyito, és aktivald génnekkel (38. &bra), kdvetkezésképp DNS kérosito szerekre
mutatott megndvekedett érzékenysége ellenére nem sorolhaté be ezen Gtvonalakba.
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Egy torzs ilyedtén viselkedésének tobb oka is lehet. El9szor is a kérdéses harom Utvonalon
Kivil miikodnek még mas repardcidés utvonalak (lasd 1.2 fejezet), amelyek kozil
elsésorban a BER folyamatainak és az pol30-FE103,104AA tdérzsnek a kapcsolatat lenne
érdemes vizsgalat ala vetni. Az UV kezelés mellékterméke ugyanis lehet oxidalt bazis
keletkezése is, az MMS karositas eredménye pedig gyakorlatilag bazis alkilacio, amelyeket
a BER is képes javitani. A targyalt pontmuténs torzsben tapasztalhaté DNS karositasra
megnovekedett érzékenység tehat lehet a BER defektusabol ered. A BER mellett mint
egy masik nagy reparacios utvonal, a MMR génjeinek a pol30-FE103,104AA génhez valo
viszonyat is ajanlatos ellendrizni.
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38. abra: Episztazis vizsgalatok a pol30-FE103,104AA génnel. A pol30-FE103,104AA gén nem mutat
episztazist a DNS reparécids és hiba tolerancia Utvonalak (NER, DDT, rekombinécid) egyik vizsgalt

génjével sem.

Masodsorban nem téveszthetGek szem el6l az episztazis analizis korlatai és durva
felbontoképessege sem. A tiszta élesztogenetikai episztazis hidnya ugyanis (v0. 3.3 fejezet)

nem feltétlendl jelenti funkcionalis kapcsolat hianyat. Ha példaul a pol30-FE103,104AA
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pontmutéacioé a harom megvizsgalt (NER, DDT, rekombinécid) utvonal kozil tobbnek a
mikodését csokkenti, akkor a pontmutans gén egyikkel sem lesz episztatikus. Ilyenkor
barmelyik utvonal kulcsgénjének delécioja mellé juttatjuk be a pontmutans POL30 gént, a
torzs DNS karositd szerekre mutatott érzékenysége ndvekedni fog. Latvan a PCNA
monomerek kapcsolodasi felszinén eldidézett aminosaveserék daltal okozott szines
fenotipuskavalkadot erre meglehetdésen jO elméleti esély adodik. Mégis ezen utdbbi
lehetéség valdszinisége rendkivil alacsony, hiszen ahhoz, hogy egyszerre egynél tobb
repardciés Utvonalat befolyasolhasson az pol30-FE103,104AA mutacid, DNS karositd
hatasra onmaga meglehetdsen kevéssé érzékeny.

A PCNA monomerek kapcsolddasi felszinén aminosavcserét el6idéz6 elhelyezkedé pol30-
FE103,104AA mutaciorol elmondhatjuk, hogy habar megnovekedett érzékenyseget mutat
UV és MMS Kkezelésre, latszolag nem befolyasolja a NER, és a DDT folyamatokat,
valamint a kettds szala DNS torések javitasait. DNS karositd hatasra mutatott
érzékenységének novekedését egy, a vizsgalatainkba nem foglalt DNS reparacios Gtvonal

hibaja okozhatja.
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4. Megvitatas és 0sszegzes

A PCNA fehérje a replikacio és a replikaciéhoz kapcsolodd folyamatok egyik nagy
szabalyozoja (vo. 1.3 fejezet). A DNS reparacioban illetve DNS hiba toleranciaban
bet6ltott szerepére elészor a PCNA ubiquitilacié felfedezésekor deriilt fény. Ezutan a DNS
reparaciés folyamatok széles skaldjaban irtdk le a PCNA részvételét (vo 1.3.2 fejezet),
ugyanis a replikacié kofaktoraként minden olyan DNS folyamatban szlikséges lehet
részvétele, amely DNS replikaciét igényel.

A PCNA fehérje a fentieknek megfelelden sok interakcids partnerrel tart fenn kapcsolatot,
és a felszinén tobb jellemzett interakcids felszin talalhat6 (vo. 1.3.3 és 1.3.4 fejezetek). Az
ismert, jelentds bioldgiai funkcidval rendelkezd régiok mégis a PCNA felszinének csak
egy kicsiny részét fedik le, és kisérleteink tervezésénél azt tiiztiik ki célul, hogy az eddig
ismeretlen szerepli PCNA felszineknek a DNS reparacios folyamatokban valo részvételét
vizsgaljuk.

A POL30 génben célzottan 10 helyen aminosavcseréket létrehozé pontmutaciokat
allitottunk el6, kozuluk —a lefedettség novelése végett- némelyiknél a mutacidkkal két
egymas utan kovetkez6 aminosav cseréjét okoztuk (vo. 3.1 fejezet). Az elballitott mutans
POL30 géneket plazmid konstruktokon ¢éleszt6 torzsekbe juttattuk, és ott egyediili PCNA
forrasként fejeztettiik ki. Az Osszes eldallitott aminosaveserét el6idézé6 PCNA valtozat
életképes PCNA fehérjének bizonyult, hdmérsékletfiiggd lasst novekedést csupan két torzs
(a pol30-11158,160AA, illetve a pol30-DE256,257AA) okozott kézuluk.

Szamunkra azon torzsek véaltak érdekesse, amelyek megndvekedett érzékenységet mutattak
DNS Kkarositd szerekre, de a vad tipusu torzzsel megegyez6 novekedési sebességgel
rendelkeztek, azaz nem karosodott bennik a replikacié folyamata. Ezekben ugyanis a
PCNA muticié kdvetkeztében sériilt a DNS reparacié miikddése. Osszesen hat ilyen
torzset talaltunk, kozilik egyben az aminosavcsere (pol30-L154A) a PCNA trimer gy(r(
belsé felszinén 1évé a-hélixek egyiken helyezkedik el (18/c abra), a tobbi 6t térzsben pedig
(pol30-1199,100AA; pol30-D109A; pol30-11181,182AA; pol30-DI1109,167AA és pol30-
FE103,104AA) az alegységek kapcsolodasi felszinének kornyezetében elhelyezkedd
kiterjedt B-lemez régiét érinti a valtoztatas (18/a és 18/b &bra).

Megvizsgaltuk a fenti kritériumnak megfeleld hat mutans gen viszonyat a jelentésebb DNS
reparacios Utvonalakkal, és azt talaltuk, hogy koziiliik ketté (pol30-L154A, és pol30-
1199,100AA véltozatok) befolyasolja a Rad6/Rad18 irdnyitotta DNS hiba tolerancia
mikodését. Az L154A PCNA fehérje valtozat (az ubiquitilaciora képtelen K164R PCNA
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valtozathoz hasonldsan) teljesen inaktivalja a Rad6/Rad18 tutvonalat, és egy erés spontan
mutator fenotipust hoz létre. Az 1199,100AA PCNA véltozat szelektiven gatolja a
Rad6/Rad18 utvonal pontmutaciokat okozd transzlézios szintézis agat, megsziinteti a
transzlézios polimerazok és a PCNA kozotti funkcionalis kapcsolatot, és az UV karosodas
altal indukalhatdé mutagenezis folyamatat. A tapasztalt fenotipus hatterében az allhat, hogy
az aminosaccserét hordoz6 fehérje fizikai kapcsolata a Revl transzlézios polimerazzal
jelentdsen meggyengllt. Egy tovabbi mutans POL30 gén genetikai analizissel (pol30-
D109A PCNA) a NER utvonalaba térképezhetd, viszont nem sorolhatd be a NER egyik ma
ismert 4gaba sem. Episztazis analizis vizsgélataink alapjan feltételezzik, hogy a NER egy
Uj, eddig ismeretlen aktivalddasi mechanizmusahoz fontos az aminosavcsere altal érintett
felszin. Az hogy ez az Uj fajta NER aktivitas a sejtciklus mely szakaszahoz, illetve milyen
sejtélettani folyamathoz kothetd egyelore nem ismeretes. Miutin a PCNA-nek a
replikacioban betoltott szerepe hangsulyos, elképzelhetd, hogy létezik a transzkripcio
kapcsolt DNS reparaciohoz hasonldéan a NER-nek egy replikécié kapcsolt DNS reparacio
aga is. A pol30-11181,182 gén véltozat a rekombinacio folyamatat befolyasolja. UV
kezelés hatasara episztazist mutat a RAD52 és RADS54 génekkel. Végezetlil az
FE103,104AA PCNA valtozatot hordozo torzs DNS karositd hatasokra mutatott
érzékenysége ellenére nem volt besorolhatd az altalunk vizsgalt egyik DNS reparacios és
DNS hiba tolerancia utvonalba sem. Az FE103,104AA PCNA mutéacionak jelenleg a
BER-re gyakorolt lehetséges hatasat vizsgaljuk.

Erdemes a PCNA monomerek kapcsolddasi felszinére koncentralnunk. Ebben a régidban a
DNS reparaciora eddig csupan egy aminosavcsere hatasat vizsgaltak (pol30-E113G,L151S,
Northam, Garg et al. 2006) . A kérdéses aminosav megvaltoztatasa az altalunk edallitott
I199,100AA aminosavcseréhez hasonléan megsziintette a TLS fliggd indukalt
mutagenezist, és a Pol(-val valo funkcionalis kapcsolatot. A szerzdk azt is kimutattak,
hogy az altaluk hasznalt PCNA véltozat nem képes fizikai kapcsolatot létesiteni a Revl
fehérje PAD doménjével. Az altalunk eldallitott valtozat nem képes kdlcsonhatni a teljes
hosszUsagu Revl polimeraz fehérjével.

A TLS folyamatot inaktivalo mutanssal nem ér véget az alegységek kapcsolddasi felszinén
elhelyezkedd, és a reparacios folyamatokat befolyasolé mutansok sora. Talalhatunk ebben
a rédidban a NER egyik &ganak aktivalddasat gatldo (pol30-D109A), és a homoldg
rekombinaciét érint6 (pol30-11181,182AA) aminosavcseréket is. DNS karositasra mutatott

megnovekedett érzékenysége miatt a szintén itt elhelyezked6 FE103,104AA
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aminosavcsere is feltételezhetéen érinti a DNS reparécids folyamatok egyikét, vagy akar
egyszerre tobb utvonal mikddését is (v0.3.3.5 fejezet).

Vizsgalataink eredményeképp 6sszefoglalhatjuk, hogy a PCNA alegységek kapcsolodasi
régioja, az itt elhelyezked6 B-lemez struktirak jelent6s szabalyozasi és fehérjekotési régiot
formalnak, amelyrdl immar batran allithatjuk, hogy tébbféle DNS reparécids és DNS hiba
tolerancia folyamatot befolyasol.

Azt is megfigyelhetjiik, hogy ugyan tobb, az alegységek kapcsolodasi felszinét érintd
aminosavcsere okozott DNS reparacios fenotipust, ez mégsem az 6sszes ezen régioban
eléallitott mutansra volt jellemz6. Kildnodsen érdekes a pol30-Y114A mutacio esete, amely
csupan egyetlen aminosavnyi tavolsdgra okoz cserét az irodalombdl ismeretes
E113G,L151S PCNA (Northam, Garg et al. 2006) kett6s aminosavcsere helyét6l, mégsem
zavarja meg a DNS reparacios és DNS hiba tolerancia folyamatokat. Eszerint nem a teljes
emlitett felszin, hanem annak kiemelt helyei fontosak. Ezek a kiemelt helyek, amint arrdl
az éaltalunk elvégzett genetikai analizis is tantskodik, specifikus, és egymastol eltérd
folyamatokat szabalyoznak.

Eredményeink kozlési folyamataval egyiddben, illetve kicsit késdbb két olyan munka is
megjelent, amely az éleszté POL30 gén felszinén eldallitott pontmutaciokkal igyekszik
tisztdzni a PCNA szerepét a DNS reparacioban. Az egyik munka kifejezetten a monomerek
kapcsolddasi felszinére koncentral, és tobb olyan itt elhelyezkedé aminosavcserét is leir,
amelyek a mutagén transzlézids szintézist inaktivaljak, akarcsak az altalunk eldallitott
1199,100AA PCNA vaéltozat (Kondratick, Boehm et al. 2016). Ezen munka viszont
kovetkeztetéseinek levonasanal csupan az indukalt mutacios rata mérésére tdmaszkodik,
részletes genetikai analizist, biokémiai vizsgélatokat nem végez. A masodik kdzlemény
szintén t6bb aminosavcserét vizsgal, de részletesen a 196-os pozicidban 1év6 lizin szerepét
targyalja, amely ugyan nem a monomerek kapcsolddasi felszinén helyezkedik el, de
amelyrél megallapitjak, hogy cseréje megszunteti a PCNA fehérjének a Rad18 ubiquitin
ligazzal val6 fizikai kapcsolatat (Fan and Xiao 2016).

A fentiekb6l lathatd, hogy a PCNA felszinek, kozte kulondsen a monomerek
kapcsolodasanak felszine tovabbi behat6, a DNS reparacio és a mutagenezis folyamatéat
mélyebben tisztdzé vizsgalatra hivatott.

A jovOben érdemes nagyobb hangsulyt fektetni az itt ismertetett mutans PCNA fehérjék
biokémiai vizsgéalatara, hogy hatasuknak pontosabb mechanisztikus leirasat adhassuk. A
fehérje interakcios folyamatok in vitro vizsgalata azonban rendkiviil idéigényes, az egyes

fehérjék tisztitdsa azok génjeinek egyenkénti klénozasat és tltermeléset igényli. Ez a vad
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tipusi PCNA nagyszdmu ismert interakcids partnere miatt nem mas mint tiikkeresés a
szalmakazalban. Modernebb és nagyobb ateresztéképességii, Un. ,high through put”
modszerek a probléema megoldasara alkalmasabbak lennének. Ilyen lehetne példaul a
mutans PCNA valtozatok fehérjekomplexeinek tisztitdsa, és a tapasztalt fehérjekotési
mintdzatoknak a vad tipusiu PCNA fehérjekotési mintazataval val6 dsszevetése. Ennek a jo
mindéségii komplex tisztitdsdhoz sziikséges jelentés gyakorlat hidnyan, és az anyagi
forrasok sziikds voltan tul hatart szab az az akadaly, hogy az éleszté PCNA fehérje nagyon
érzékeny, nehezen cimkézheté. Laboratériumunkban megprébalkoztunk mind N-
terminalis, mind C-terminalis, mind pedig a leolvasasi keretbe épitett kiilonb6z6 méretii és
fajtaju cimkézéssel (3HA, 2HA, 6HIS-STREP, TAP sth.), de mig a terminalis cimkék
kozil a legkisebb jelenléte is érzekenyebbé tette a térzset UV sugarzasra, a leolvasasi
keretbe épitettek egyenesen letalisnak bizonyultak.

S ha most- eltekintve a tényt6l, hogy holmi szépirodalmi szajizii poénkodas szetfesziti egy
tudomanyos értekezés szigorl formai kereteit- visszafogottan kifejezhetem érzéseimet,
nem marad mas szamomra, mint a genetika szépségei és nehézségei elbtt fejet hajtva
magamenak vallani az elcsépelt, de megkerulhetetlen Madach-i igazsagot: ,,Ember kiizdj,

és bizva bizzal.”
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7. Osszefoglalas

A DNS-t gyakran ¢érik kiilonb6z0 karositd hatdsok, amelyek az 0Orokitd6 anyag
szerkezetének megvaltozasat, azaz DNS karosodéast idéznek eld. A karosodasok
gatolhatjdk mind a replikacid, mind a transzkripci6 folyamatat, a sejtciklus leallasat
eredményezve. A sejtciklus elakadasa programozott sejthalalt indukalhat. Az apoptézis
elkerilése érdekében eukariota sejtekben tobb evollcidsan konzervalt DNS reparécios és
DNS hiba tolerancia utvonal alakult ki. A DNS reparaciés folyamatok eltavolitjak a
karosodott DNS szakaszt a kettds hélixbdl, visszaallitvan az eredeti DNS szekvenciat. A
DNS hiba tolerancia mechanizmusok az elakadd replikacids apparatus tovabbhaladasat
biztositjadk a DNS karosodason keresztiil, a DNS karosodas kijavitasa nélkdl.

Mind a DNS reparacios, mind a DNS hiba tolerancia folyamatokban kulcsszerepet jatszik a
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) molekula. A PCNA homotrimer forméaban gytirii
alakban veszi koril a DNS-t, és a DNS polimerazok kotéhelyéiil szolgal, ezaltal biztositva
a processziv (hatékony) DNS szintézist. A legtébb DNS reparacios és DNS hiba tolerancia
folyamat bizonyos 1épéseiben sziikség van DNS szintézisre is. Ennek megfeleléen a PCNA
tobb DNS javitd mechanizmusban vesz részt. Kulonosen jol jellemzett a DNS hiba
toleranciaban, azaz a Rad6/Rad18 Utvonalban bet6ltott szerepe. A PCNA DNS karosodas
hatasara bekdvetkez6 monoubiquitin altali poszttranszlacidos modosulasa a PCNA felszinén
DNS polimeraz cserét indukal. A DNS polimeraz csere soran egy lazabb aktiv centrummal
rendelkez6, bizonyos DNS hibakkal szemben bazist beilleszteni képes Un. transzl€zids
DNS polimeraz nyer hozzaférést a replikaciés villahoz. A monoubiquitilalt PCNA
poliubiquitilacioja a replikécios villa megforditdsadt és a DNS kéarosodasnak a DNS
polimeraz altali elker(ilését eredmenyezi.

A PCNA esszencidlis, rendkivil konzervalt fehérje. Monomerje két doménbdl, és az
azokat 0Osszekapcsol6 interdomén hurokbol all. Nagyfok( konzervaltsaga ellenére
nagyszamu valtozatos fehérjével hat kdlcson. Harom jellemzett fehérjekoté régidja van.
Fehérjekoté régionként tobb interakcids partner kapcsolddik. Az interdomén hurok
terliletéhez csatlakozik a feherjék legnagyobb része, mig néhany kdlcsonhatd partner a
PCNA kiéll6 C-terminalis végéhez, masok a molekula belsé felszinén elhelyezkedd N-
terminalis a-hélixekhez kapcsolodnak.

A jellemzett fehérjekdtési régiok a PCNA molekula felszinének csupén kis részét fedik le,

a tovabbi funkcionalis szereppel bird régiok feltérkepezese még varat magara. Az effele
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kutatas jellegét neheziti, hogy deléciés mutansok vizsgélatara nincs lehetdség, hiszen
viszonylag kis PCNA deléciok vagy inszerciok is életképtelenné teszik a sejteket.
Munkamban PCR alapu helyspecifikus mutagenezissel az ¢leszté (S. cerevisiae) PCNA-t
kodol6 POL30 génben aminosavcseréket okozo pontmutaciokat hoztam létre. Olyan
helyeket, felszineket kerestem, amelyek a PCNA molekula DNS reparacios és DNS hiba
tolerancia folyamatokban betdltott szerepéhez nélkildzhetetlenek.

A létrehozott 10 mddositott PCNA valtozatot termel6 éleszt6 torzs koziil ketté hémérséklet
érzékeny novekedést mutatott. Ezeket a replikacio hatékonysagaban karosodott térzseknek
tekintettlik, és tovabbi vizsgdlatainkbol kizartuk. A normal novekedési sebességii torzsek
kozll tovabbi kisérleteinkhez azokat valogattuk ki, amelyek megnovekedett érzékenységet
mutattak DNS karositdé szerek (UV, MMS) hatasara. A fennmaradd nyolc torzsbol
kettében nem tapasztaltunk megndvekedett érzékenységet DNS karositasra, hat
pontmutans PCNA valtozat viszont érzékenyebbé tette a sejteket arra utalva, hogy a benne
1év6 pontmutacié valamely DNS reparacios, illetve DNS hiba tolerancia Utvonal
miuikodését csokkentette.

A kérdéses hat aminosavcsere kozul o6t (1199,100AA; DI109A; 11181,182AA;
FE103,104AA ¢és DI109,167AA) az alegységek kozotti kapcsolddasi felszint alkotd B-
lemezeken helyezkedik el, egy tovabbi pedig (L154A) a trimer gytir belsé felszine felé
néz6 a-hélixek egyikén.

A hat mutdns POL30 gent genetikai kolcsonhatasokat vizsgald episztazis analizisnek
vetettilk ald a DNS reparacids és DNS hiba tolerancia Gtvonalak génjeivel.

Az alegységek kapcsolodasi felszinén elhelyezkedé PCNA mutaciok koziil az 1199,100AA
az indukdlt pontmutaciok képzéséért felelds Rev3/Rev7 (Poll) DNS hiba tolerancia
utvonalat inaktivalja. A genetikai vizsgalatokon tul, az indukalt és spontan mutécios ratak
mérésevel funkciondlisan is igazoltuk az UV indukalta mutacidképzés csokkenését. A
kérdéses Utvonal inaktivalodasaért az lehet a felelds, hogy a mutdns PCNA fehérje nem
képes kapcsolddni a Revl transzlézios DNS polimerdzzal, amely a mutagenezis
nélkildzhetetlen adapter fehérjéje.

A pol30-D109A allél a NER utvonalaba térképezhetd, és a NER egy 0j aktivalodasi
mechanizmuséat befolydsolhatja. A pol30-11181,182AA gén UV kérosodas hatasara a
homoldg rekomindcié RAD5S2, illetve RAD54 génjével episztatikus. Az FE103,104AA
PCNA valtozat, bar noveli a sejtek erzékenységét DNS karositdé szerekre, genetikai
analizissel nem sorolhat6 be egyértelmiien az altalunk vizsgalt DNS reparacios vagy DNS

hiba tolerancia utvonalakba, ami arra utal, hogy a mutacio jelenléte egy tovabbi DNS
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reparaciés Utvonalat inaktivalhat. Végul a monomerek kapcsolddasi felszinén, a szdmba
vett aminosavcserék kozelében olyan aminosavcserét is eldallitottunk, amely egyaltalan
nem befolyasolta a DNS reparaciot es a DNS hiba toleranicat (Y114A PCNA).

A trimer gylr(i belsd felszinén elhelyezkedd L154A PCNA mutécio a teljes Rad6/Rad18
DNS hiba tolerancia (DDT) utvonalat inaktivalja, és kdzben szupresszalja a rad18 és rad6
deléciok DNS kérosodas érzékenységét. Ezen fenotipusaiban megegyezik az irodalombol
ismeretes K164R PCNA mutanssal, amely az ubiquitilacios helyet érinti, és keptelen a
PCNA ubiquitilaciora. Az L154A PCNA muténs jellemzdje tovabba egy erds spontin
mutator fenotipus, amely a mutagenezis effektorainak (DNS polimerdzok, DNS reparacios
szerint a mutans PCNA és a replikativ DNS polimeraz megvaltozott kdlcsénhatasanak
eredménye lehet, amely befolyasolja a polimeraz proofreading képességét.

A fenti eredmények tanlsaga szerint a PCNA alegységek kapcsolodasi felszine a DNS
reparacio és DNS hiba tolerancia szempontjabdl kiemelten fontos terliletnek bizonyult,
hiszen egymashoz térbeli kozelségben 1évd aminosavak egymastol kiilonbozo folyamatok
miitkodését befolyasoljak. Az alegységek kapcsolodasi felszine tehat valosziniileg a harom
mar korabban jellemzett PCNA fehérjekotd régiohoz hasonléan egy fontos szabalyozo

régiot alkot.
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8. Summary

The DNA of the cells is continuously being damaged by various sources, creating lesions
and alterations in its structure, called DNA lesions. Such lesions, depending on their nature
could cause stalling of the replication machinery or pose an obstacle to transcription.
Stalled replication, and distorted protein synthesis could in turn induce apoptosis, a highly
undesirable outcome from a viewpoint of a cell. To avoid this scenario, highly conserved
DNA repair and DNA damage tolerance pathways have evolved. DNA repair processes
remove the damaged stretch of DNA from the double helix, and by doing so they restore
the original DNA sequence. DNA damage tolerance mechanisms on the other hand help
the replication bypass the damage, without removing the lesion itself.

PCNA (proliferatin cell nuclear antigen) plays a central role in both DNA repair and DNA
damage tolerance pathways. It encircles DNA in a homotrimer form and serves as a
processivity factor for DNA polimerases attached to it’s surface. Since DNA synthesis is
involved in most DNA repair or DNA damage tolerance processes, PCNA also becomes
indispensable for many of these pathways. Especially well characterized is it’s governing
function in DNA damage tolerance (DDT). It’s post translational modification,
monoubiquitilation upon DNA damage induces polimerase switch, during which a high
fidelity replicative DNA polimerase is replaced with a translesion DNA polimerase.
Translesion DNA polimerases have a more open active centre, so they are capable of
bypassing certain lesions. If at the site of primary modification PCNA becomes a subject
of poliubiquitilation, regression and reversal of the replication fork is triggered which
esencially enables the avoidance of the DNA damage by the replicative DNA polimerase.
PCNA is an essential, extremely conserved protein. One subunit consists of two domains,
and an interdomain connecting loop (ICL). Despite the conserved structure, it binds a large
number of diverse interacting partners. It has three characterized protein binding regions,
each of them having multiple interacting proteins. Most of the partners attach to the
inerdomain connecting loop (ICL), some of them to the C-terminal PCNA tail hanging out
from the coiled sturcure, and few to an a-helix faced toward the inner surface of the trimer
ring.

The above mentioned protein binding regions still cover only a fraction of the whole
PCNA surface, and mapping further regions that bear functional importance is still ahead.
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However there is a great difficulty in studying PCNA function, because introduction of
even the smallest deletions (or insertions for that matter) renders the cells unviable.

In this study we created a set of yeast (S. cerevisiae) mutant PCNA versions, by
introducing point mutations into the POL30 gene using PCR based site directed
mutagenesis. We were searching for sites, and sufaces on the PCNA protein which are
indispensable for DNA repair, or DNA damage tolerance. The mutations represent as
single or tandem amino acid replacements on protein level. All of the chosen amino acids
were mutated to alanine.

All of the strains which express the various PCNA point mutant proteins as sole PCNA
source prooved to be viable, and only two out of ten showed temperature sensitive slow
growth. We considered these two to be strains defective in the processivity of replication,
thus excluded them from further evaluation. Out of remaining eight strains two did not
show any increase in sensitivity to DNA damaging agents (UV and MMS) compared to
wild type control. Those six strains in turn, which as a result of the point mutation became
more sensitive to DNA damage were selected for genetic analysis, as they apparently carry
defect to some of the DNA repair or DNA damage tolearnce pathways.

Five of the latter six amino acid replacements (1199,100AA; D109A; 11181,182AA,
FE103,104AA and DI109,167AA) are located on the B-sheets forming the monomer-
monomer interface, while another one sits on one of the a-helices facing toward the inner
cavity of the trimer ring.

Genetic analysis was performed to clear the epistatic relations of these relevant PCNA
mutant genes to the genes of the main DNA repair pathways.

Out of five mutations located on the subunit-subunit interface, the pol30-1199,100AA
mutation completely inactivates the mutagneic branch of the DDT, the Rev3/Rev7 (Pol{)
pathway. Besides epistasis analysis, that showed epistatic relation to REV3 and REV1, by
measuring the induced and spontaneous mutation rates, in this strain we could show a
sharp decrease in the number of created mutations, similar to the one observed in the rev3
deletion strain. The mutant PCNA variant also loses it’s ability to interact with Revl in
GST pulldown assays, which seems to be the underlying molecular mechanism of the
strain’s observed phenotype. The pol30-D109A allele could be mapped into the NER
pathway, showing epistasis to RAD26. However it was not epistatic to any of the genes
belonging to the known subpathways of NER. Results of our genetic analysis suggests, that
the surface affected by this amino acid replacement is important for a new branch, a new

mechanism of activation of NER processes. The pol30-11181,182AA gene shows epistasis
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with RAD52 and RAD54, both major regulators of homologous recombination upon UV
treatment, however the mutant PCNA still retains it’s ability to interact with RAD54
protein. Although the presence of the FE103,104AA PCNA version does increase the
sensitivity to DNA damaging agents, in contrast to the above discussed strains, it could not
be matched to any of the studied DNA repair or DNA damage tolerance pathways. This
indicates that it could affect some pathway outside the screening scope of this study (eg.
BER, MMR etc.). Finally, still on the monomer-monomer interface we created an amino
acid replacement, which despite being in spatial vicinity of the above discussed mutations,
didn’t affect any DNA repair or DNA damage tolerance mechanisms (Y114A PCNA).

The L154A PCNA point mutation, which unlike the above pesented mutations targets the
inner surface of the PCNA trimer ring, causes the inactivation of the whole DDT
(Rad6/Rad18) pathway, and supresses DNA damage sensitivity of the radl8 and rad6
deletions. In doing so, it displays the same phenotype as the iconic K164R PCNA mutant,
defective in ubiquitilation. In fact, it’s a very intriguing question, how a replacement of an
amino acid burried deep on the inner side of the PCNA clamp can trigger the same
phenotype as mutation of one of the most exposed and attractive lysines on the outer
surface. The L154A PCNA mutant is further characterized by a unique spontaneous
mutator phenotype, that cannot be supressed by the deletion of the known DNA damage
tolerance genes. At this point we are prone to think that this spontaneous mutator
phenotype is a result of an altered interaction between the repicative DNA polimerase and
PCNA, causing the decrease of it’s proofreading activity.

As a summary we can conclude that the subunit-subunit interface of the PCNA proved to
be a region of high importance for DNA repair and DNA damage tolerance, since amino
acid residues close to each other influence the activity of different pathways. We can state
with high probability that the subunit-subunit interface forms a new regulatory region on
the surface of the PCNA similar to other already characterized protein binding surfaces of
the protein.
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