Az Ape2 fehérje szerepe a DNS reparacioban

Burkovics Péter

Ph.D. értekezés

Témavezetd: Dr. Haracska Lajos

Az értekezés a Szegedi Tudoméanyegyetem Molekularis Biologiai Ph.D. programjanak
keretében, az MTA Szegedi Bioldgiai Kozpont Genetika Intézetének Mutacio és

Karcinogenezis Munkacsoportjaban késziilt



2006

Szeged



Bevezetés

A sejteket folyamatosan érik kiilsé €s belsd hatasok, amelyek karositjak a
DNS-t, illetve a sejtmagban taldlhatdo szabad nukleotidokat. DNS sériilést okoz
példaul a nap altal kibocsatott UV sugarzas, radioaktiv sugarzas, kiilonb6z6é kémiai
anyagok vagy a sejt normalis metabolikus mikddése soran keletkez6 reaktiv oxigén
gyokok. A keletkez6 DNS hibakat folyamatosan javitani kell, ennek hianydban a
felhalmoz6do mutéciok karcinogenezist indukdlhatnak, vagy a sejt halalat okozhatjak.
Ezért a DNS reparacios rendszerek hibdja szamos sulyos genetikai betegség forrasa
lehet, amelyek egy-egy reparaciés fehérje hibdjanak kovetkezményei. Ilyen
betegségek példaul a Xeroderma pigmentosum, Cockayne szindroma,
Trichotiodistrofia, Bloom szidroma, Werner szindroma, Ataxia talengiectasia,
Fanconi anémia, Ordkletes nempolipoézus vastagbél karcindma. A daganatos
megbetegedések hatékony gyodgyitdsdhoz meg kell ismerniink a DNS reparacios
folyamatok mechanizmusat, amelyek megfelelé mukodése képes megakadalyozni a
karcinogenezist.

A DNS reparacionak szamos utjat ismerjilk. Bar a reparacidos utak
nagymértékben atfednek, mégsem képesek teljes mértékben kompenzalni egyetlen Ut
kiesését sem. Osszefoglaldémban két reparacios itrdl irok részletesen. A bazis excizios
reparaci6 (BER) elsdsorban a kettdsszala DNS-en taldlhatd hibas bazisok (oxidalt,
alkilalt, dezaminalt bazisok), abazikus helyek és az egyesszalu lanctorések javitasat
végzi. Ennek az utnak a pontos mechanizmusat a késébbiekben részletezni fogom. A
felsorolt karosodasok koziil kiilsé karosité hatds nélkiil a legnagyobb szamban az
oxidalt bazisok keletkeznek. A leggyakoribb oxidalt bazisok az 5-hidroxi-citozin, a
timin-glikol, a 8-oxo-adenin és a 8-oxo-guanin. Kialakulasukat in vivo els6sorban az
OH gyokok indukaljak. Ha a BER sordn a Gl fazisban nem javitott, valamint a
replikacio ideje alatt keletkez oxidalt bazisok megjelennek a replikacios villdban,
akkor komoly mutacios forrassa valhatnak, aminek oka a replikativ polimeraz 8-
oxoG-nal szembeni mutagén miikodése, amelyet a késObbiek sordn részletesen
kifejtek.

A replikacids villaben a DNS hibajavitasért posztreplikacios reparacidé (PRR)

¢s a transzlézids szintézis (TLS) felelds. A PRR mechanizmusa kevéssé ismert. Az



eddigi ismereteink alapjan olyan modell valt elfogadottd, amelyben a replikdcios
villdban tempat szal valtas torténik, amely sordn a villa visszafordul, amig a sériilt
részt atirja, az ép szalrol mar megszintetizalt DNS lancot hasznalva templatnak. Ez a
mechanizmus hibamentes atirdst tesz lehetdvé ugy, hogy a normadlis replikacids
komplex végzi a DNS szintézist. A TLS mechanizmusa lényegesen jobban feltart.
Ebben a folyamatban transzlézios (TLS) DNS polimerazok vesznek részt. Ezek a
DNS polimerazok (az Y csalad és B csalad egyes tagjai) nem rendelkeznek a
»klasszikus” DNS polimerazokra jellemzd szekvenciamotivummal, ugyanakkor a
térszerkezetiik nagy hasonldsdgot mutat. A 1ényegi kiilonbség a szerkezetben az, hogy
a TLS polimerazok aktiv centruma nagyobb és flexibilisebb, igy a sériilt nukleotidok
kotésére is alkalmas. A TLS polimerazok biokémiai jellemzéiben nagymértékii
eltérést mutatnak a replikativ . DNS polimerazoktdl. Kis processzivitast és Kkis
pontossagi DNS polimerazok, ami azt jelenti, hogy bar sok hibat vétenek, de
miikodésiik csak egy rovid DNS szakaszra korlatozodik. A TLS ¢és a replikativ
polimerazok kozos tulajdonsaga, hogy in vivo a PCNA-hez (a replikacioés komplex
kozponti fehérjéje) kapcsolva miikodnek. Ugyanakkor a TLS polimerazok altal atirt
DNS szakasz hosszat (a TLS polimeradz processzivitasat) nem noveli meg a PCNA-vel
valo interakcio, ellentétben a replikativ polimerazokkal. Eppen ezért valosziniileg a
PCNA lehet az a feliilet, amelyen keresztiil szabalyozddik a replikativ és TLS DNS
polimerazok cseréje a replikdcios komplexben. A TLS polimerdzok lehetnek
hibamentes (error-free) és mutagén (error-prone) mitkodéstiek, amely tulajdonsag
els@sorban az éppen atirt DNS hiba és az atirast végzé TLS polimerdz mindségétdl
fligg. In vitro kisérletek azt mutattak, hogy a TLS polimerazok mikddése nem
korlatozodik csak a DNS hibara, hanem ¢ép templat széllal szemben is nukleotidokat
¢épitenek be. A miikodésiik sordn fellépd nagy hibaszdzalék miatt a sejt szamdra kéros,
ha a TLS polimerazok a DNS hiban athaladva az ép templatszallal szemben tovabbi
nukleotidokat épitenének be. Ennek egyik gatja a TLS polimerdzok alacsony
processzivitasa. Ugyanakkor a TLS polimerazok nem rendelkeznek sajat 3°-5°
exonukleaz (proofreader) aktivitdssal, ami az alacsony pontossaguk egyik oka a tag és
flexibilis aktiv centrum mellet, ezért feltételezhetd, hogy in vivo létezik egy eddig
azonositatlan proofreader alegység, amely funkcidja kettés lehet. Egyrészt, mint egy
proofreader, a helyteleniil beépitett nukleotidok eltavolitasdban ¢és igy a TLS
polimerazok pontossaganak in vivo novelésében lehet szerepe, masrészt elképzelhetd,

hogy 3°-5’ exonukledz aktivitdsa az a mechanizmus, amely csak a hiba atirdsara



korlatozza a TLS polimerdzt, meggatolva, hogy az ¢ép templattal szemben is
miikodjon.

A PCNA (proliferating cell nuclear antigen) fehérje egy gytliri alaku
homotrimer molekula, amelyet a replikativ DNS polimeraz, a DNS polimeraz-o és
DNS polimeraz-¢ processzivitasi faktoraként irtak le. A PCNA homotrimer korbedleli
a DNS-t, és mint egy cstisz6 kapocs halad rajta. Az RFC (replikacids faktor C) fehérje
képes a PCNA-t a DNS-re juttatni (kinyitni, majd wjra 0Osszezarni) az RPA
(replikéacids protein A) jelenlétében. Az utdbbi évek eredményei azt mutatjak, hogy a
PCNA szamos, a sejtciklusban (ciklin D, p21) és a DNS reparaciéban (XPG, UNG,
transzlézidés polimerazok) szerepet jatszo fehérjével is kolcsonhatasba 1ép. Ezek
alapjan egyértelmiinek tlinik, hogy a PCNA kozponti szerepet jatszik a DNS
szintetizalds és javitds folyamataiban, valamint a sejtciklus szabdlyozdsanak is az
egyik célpontja lehet.

A PCNA-vel kdlcsonhato fehérjék egy un. PIP motivumon (PCNA interaction
protein box) keresztiill képesek kotni a PCNA-t. A PIP motivum konszenzus
szekvenciaja: Q-x-x-(h)-x-x-(a)-(a), ahol a (h) valamilyen hidroféb aminosav (L, I
vagy M), mig az (a) aromds aminosavat jelol (F, Y). Az x helyén barmilyen aminosav
lehet. Azonban ismeriink szdmos PCNA-vel kdlcsonhato fehérjét (DNS polimeraz-e,
ciklin D) amelyek nem tartalmaznak PIP motivumot. Ezek a fehérjék egy tn. KA
motivumot tartalmaznak, ami kevéssé konzervalt és ezért szekvencia analizissel
nehezen azonosithato.

A II. tipust AP endonukledzoknak két csalddja ismert. Az egyik csaldd az
Endonukledz IV csaladd, amelybe az Escherichia coli Endonukleaz IV és az élesztd
Apnl fehérje tartozik. A masik csalad az Exonukleaz III csalad, ahova az E. coli
Exonukleaz III, az élesztd Apn2, és a human Apel és Ape2 fehérjék tartoznak. Ezek
kozil a fehérjék kozil az élesztbben az Apnl, emberben az Apel a {6 AP
endonukledz. Ezekre a fehérjékre jellemzO, hogy AP endonukledz aktivitdsuk a
dominans. Ezzel ellentétben az élesztd Apn2 AP endonukledz aktivitdsa gyenge,
viszont erés 3°-5” exonukleaz aktivitasa figyelheté meg, amelynek az in vivo szerepe
ismeretlen.

A human Ape2 egy Gjonnan felfedezett és kevéssé ismert tagja a II. tipusu AP
endonuklédzoknak. Az Ape2 az ¢lesztd Apn2 fehérjével kiilon alcsaladot képez a II.
tipusi AP endonukleazokon beliil. Erre a csoportra jellemzd, hogy az N-termindlis

katalitikus domén mellett tartalmaznak egy hosszt, C-termindlis extenzidt. Ez az



extenzio az Apnl és Apel fehérjékbdl hidnyzik. Ez a C-terminalis rész tartalmazza az
Apn2 fehérje PCNA kotd motivumat, amely a PCNA IDCL (interdomain connector
5’ exonukleaz aktivitasat, amibdl feltételezhetd, hogy a két fehérje in vivo egyiitt
mitkddik. Az Apn2 PIP motivumanak mutacidja a kdlcsonhatast megsziinteti.

A humén Ape2 fehérje a legijabban felfedezett és még nagyon kevéssé ismert
tagja a II. tipusu AP endonukle4dzoknak. Bakteridlis expresszios rendszerben probaltak
tisztitani, eziddig sikerteleniil. Egy részlegesen tisztitott Ape2 preparatumrol leirtak,
hogy gyenge AP endonukledz aktivitassal rendelkezik. Ugyanakkor nem
bizonyitottak, hogy ez az aktivitas az Ape2 sajatja, valamint nem jellemezték egyéb
aktivitasait sem. Az Ape2 N- terminalisan egy mitokondridlis lokalizacios szignal
talalhat6, valamint kimutattak, hogy a sejtmag mellett nagy mennyiségben taldlhat6 a
mitokondriumokban is. Mivel a mitokondrium sajat genommal (mtDNS) rendelkezik,
feltételezhetd, hogy az Ape2-nek a mitokondridlis genom integritdsanak
megorzésében is szerepe lehet. A mitokondriumokban a DNS oxidativ kdrosodéasa a
leggyakoribb, a normdlis metabolikus miikodés sordn folyamatosan keletkezd, nagy
mennyiségli reaktiv oxigéngyokok miatt, amik folyamatosan karositjdk a mtDNS-t a
bazisok oxidalasaval (pl. 8-oxo-guanin) és egyesszalll lanctorések generalasaval.
Ezért joggal feltételezhetd, hogy az Ape2 fehérjének az oxidativ DNS karosodasok
javitasaban kiemelt szerepe lehet. A mitokondridlis lokalizacid jelenlétének ellenére
az Ape2 f6leg nukledris lokalizaciét mutat, amelyet a fehérje C-terminalisa hataroz
meg. Az Ape2 tartalmaz PCNA ko6té motivumot, valamint kimutattak, hogy in vivo
bizonyos esetekben egy komplexben taldlhatok. Kimutattdk, hogy az Ape2 hianyos
egerek érésben levé T limfocitainak sejtciklusaban G2/M blokk figyelheté meg,
valamint az Ape2 mRNS-ének expresszids maximuma az S fazisban taldlhato.
Ezekbdl az adatokbol egyértelmiien az kovetkeztethetd, hogy az Ape2 jelentds
sejtmagi szerepet lat el a sejtciklus S fazisaban, aminek az egyik lehetséges modja az
uj DNS szintézissel jaré folyamatokban valo részvétel. Az Ape2 in vivo jelentoségét
tovabb erdsiti az Ape2 knock-out egéren megfigyelhetd tulajdonsagok: a novekedési
rendellenességek, az érésben 1évo limfocitdk sejtciklusaban bekovetkezd G2/M blokk,
a vérképzés hibai . Annak a kérdésnek a megvalaszoldsdhoz, hogy vajon ezeknek a
hibaknak a hatterében milyen folyamatok huzodnak meg, sziikség van az Ape2

fehérje enzimatikus aktivitasainak jellemzésére.



Célkitiizések

Célul thztik ki, hogy biokémiailag jellemezziilk a human Ape2 fehérjét, és
ezen keresztiil vizsgaljuk a DNS reparacidoban betoltott szerepét.

Ennek sordn megvizsgaltuk, hogy az Ape2 rendelkezik-e a II. tipusa AP
endonukledzokra jellemzd enzimaktivitdsokkal, ugymint az AP endonukleaz, a 3’-
foszfodiaszteraz és 3°-5” exonukleaz aktivitas.

Célunk volt az in vitro vizsgalatok soran meghatarozott f& enzimatikus
aktivitds, a 3’-5’ exonukledz aktivitds tovabbi jellemzése és vizsgélata, amely
megadhatja a valaszt arra a kérdésre, hogy mi az Ape?2 in vivo funkcidja.

Vizsgaltuk:

e a3’-5 exonukleaz aktivitas szubsztratspecificitasat

e az Ape2 és a PCNA fehérje kolesonhatasa hogyan befolyésolja az Ape2 3°-5°
exonukleaz aktivitasat

e az Ape2 fehérje 3°-5° exonukledz aktivitdsanak milkddését mismatch-et és
helyes bazispart tartalmazé 3’ végen

e az Ape2 3’-5° exonukledz aktivitasa hogyan viselkedik azokban az esetekben,
ha a szubsztrat DNS-en in vivo gyakran eléforduld DNS sériilések talalhatoak.

O Vizsgéltuk az Ape2 3’-5 exonukledz aktivitdsdit olyan DNS
szubsztraton, amelynek 3’ visszahtzodd végén egy dezoxi-uracilt
helyeztiink el. Ebben a kisérleti elrendezésben a frissen szintetizal6do
DNS lanc 3° végére beépiilt sériilt nukleotid eltavolitasanak
hatékonysagat vizsgaltuk.

O Vizsgaltuk az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitasat olyan DNS
szubsztraton, amely a replikativ DNS polimeraz hibaval szembeni
mutagén miikodését modellezi. Ebben a kisérleti elrendezésben olyan
szubsztrat DNS-t terveztiink haszndlni, amely a 3° végén a templat
szadlon egy 8-oxo-guanint tartalmazott, vele szemben pedig egy

adenint.
Eredmények és osszefoglalas

Klonoztuk, expresszaltuk és homogenitasig tisztitottuk a human Ape2 fehérjét.
Ezaltal lehetdséglink nyilt vizsgalni a fehérje enzimatikus aktivitasait, és annak in vivo

funkcioit. Megallapitottuk, hogy az Ape2 mind a hérom, a II. tipusi AP



endonukledzok csaladjara jellemzé enzimaktivitassal: az AP endonukledz, a 3’
foszfodiészteraz és 3°-5° exonukledz aktivitassal rendelkezik. Hogy bizonyitsuk, hogy
ez az aktivitds az Ape2 fehérjétdl szarmazik készitettiink egy Ape2 pontmutanst
(D277A), amely szekvenciahomoldgiak alapjan feltételezhetden katalitikusan inaktiv.
Mivel ez a pontmutans Ape2 fehérje nem mutatta a vad tipusi Ape2-nél megfigyelt
enzimaktivitasokat, ezért a vad tipussal kapott aktivitisok az Ape2 fehérjétdl
szamoztak. Ezek koziil az aktivitdsok koziil a 3°-5° exonukledz aktivitast talaltuk
domindnsnak. Azért ezt az aktivitast vizsgéltuk tovabb, mivel ennek lehet a
legnagyobb jelentdsége a sejtek szdmara. Megvizsgaltuk hogy hogyan valtozik az
Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitasa kiilonb6zé DNS szubsztratokon. Megallapitottuk,
hogy egyesszalu és 3’ talnyuld végli DNS szubsztraton nem miikédik az Ape2 3°-5°
exonukleaz aktivitdsa, csak tompa véget és 3’ visszahizodo véget tartalmazdé DNS
szubsztraton. Az Ape2 a II. tipust AP endonukledzok csalddjaba tartozik, amely
fehérjék a BER folyamataiban vesznek részt. Ezért megvizsgaltuk, hogy az Ape2-nek
lehet-e szerepe a BER-ben, mint 3°-5” exonukleaz. A BER-ban olyan 3’ visszahtiz6do
végli DNS szubsztrat taldlhatd, amely mellett 3’ irdnyban egy bemetszés (nick)
helyezkedik el. Megvizsgaltuk, hogy az Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitasat
befolyasolja-e a 3’ irdanyban taldlhatd bemetszés vagy rés (gap) és a rés mérete.
Eredményeink szerint az Ape2 aktivitasa a bemetszést tartalmazd DNS szubsztraton
felére csokken a szabad 3’ visszahtiz6do véget tartalmazohoz képest. Ugyanakkor a
rés, és a rés hossza nincs hatdssal az Ape2 3’-5’ exonukleaz aktivitisara. Ennek a
kisérletnek az alapjan negallapithatjuk, hogy az Ape2 3’-5’ exonukleaz aktivitésa,
nem mutat preferenciat a BER-ra, ezért elképzelhetd, hogy az Ape2 3°-5° exonukleaz
aktivitdsa nem a BER-hoz kapcsolt, handm mas DNS reparacios uthoz.

3’ visszahiz6d6 véget talalunk minden olyan helyen, ahol uj DNS szintézise
folyik. Ezeknek a szintézisének a kozponti szabdlyoz6 fehérjéje a PCNA. Ez a
homotrimer gytiri alaki molekula, mint egy kapocs cstiszik a DNS-en és biztositja a
DNS szintézisben és javitasban részt vevO fehérjéknek a feliiletet, hogy a DNS
kozelébe keriilhessenek. Ismert, hogy az Ape2 és a PCNA kolcsonhatasba Iép
egymassal, ezért megvizsgaltuk, hogy ez a kolcsonhatds megvaltoztatja-e az Ape2
enzimatikus aktivitasat. Kisérleteink eredménye szerint az PCNA dramai modon
megnoveli az Ape2 3°-5° exonukledz aktivitasat. Tsuchimoto és munkatarsainak
kozleménye tartalmazta az Ape2 szekvencidjaban talalhatd potencialis PCNA kotd

helyet. Ezért pontmutdnst készitettiink erre a PCNA kot6 helyre (Y396A F397A)



azért, hogy bizonyitsuk, hogy az aktivitasndovekedést a PCNA-vel val6 kolcsonhatés
okozta, valamint, hogy ez a PCNA kot6 hely funkciondlis, vagyis ténylegesen ez a
szekvenciamotivum felelds az Ape2 és a PCNA kolcsonhatasaért. Kisérletliink azt a
meglepd eredményt adta, hogy ezzel a pontmuticioval nem voltunk képesek
megsziintetni az Ape2 és a PCNA kozotti kolcsonhatast. Az Ape2-t részletes
szekvenciaanalizisnek vetettiikk ald, amely sordn sikeriilt két tovabbi, lehetséges
PCNA koté motivumot izolalni. Elkészitettiik a lehetséges PCNA koté motivumokban
a helyekben pontmutans Ape2 fehérjéket (F492A Y493A ¢és FS11A F512A). Ezek a
pontmutdnsok mindegyike képes volt a PCNA aktivitast stimulalé hatasat
megsziintetni, ellentétben a kordbban publikalt motivummal. A fenti kisérleteknek az
alapjan bizonyitast nyert, hogy az Ape2 és a PCNA fehérje kozotti kolcsonhatés
felelés az Ape2 3°-5° exonukledz aktivitdsdnak megnovekedéséért, valamint
feltételezhetd, hogy az Ape2 C-termindlisan azonositott két PCNA ko6td motivum
felelés a PCNA megkdtéséért, valamint ezek a motivumok feltehetéen egymassal
kooperativ modon mitkddnek.

Megvizsgaltuk, hogy a szabad 3’ végen talalhato mismatch-ek milyen hatast
gyakorolnak az Ape2 3’-5° exonukleaz aktivitdsara. Elkészitettik mind a 16
lehetséges DNS szubsztratot, amelyek a 3’ végen mind a 16 Ilehetséges
bazisparosodast tartalmazzak. Ezeknek a szubsztratoknak a vizsgalataval sikeriilt
kimutatni, hogy az Ape2 fehérjének egy proofreader szerli 3°-5” exonukleaz aktivitasa
van, amely tulajdonsag alapjan feltételezhetd, hogy az Ape2 in vivo valamilyen DNS
szintézis soran, egy DNS polimerdz proofreader alegysége lehet. Szdmos DNS
polimerdz ismert, amelynek nincs sajat 3’-5” exonukleaz aktivitasa.

Ezek koziil az egyik legkézenfekvobb lehetne a DNS polimerdz-B, a BER
DNS polimeraza. Korabbi vizsgalataink azonban arra engednek kovetkeztetni, hogy
az Ape2 nem a BER-ban miikodik, mint 3°-5° exonukledz, ezért valdsziniileg nem a
DNS polimeraz-f proofreadere. A TLS DNS polimerdazok sem rendelkeznek 6nallo
3°-5" exonukledz aktivitassal, viszont alacsony pontossaguk miatt konnyen
elképzelhetd, hogy in vivo olyan fehérjekomplexek részei, amelyben proofreader is
talalhatdo. Hogy az Ape2 fehérje ez a feltételezett proofreader vagy nem, arra a
kozeljovében tovabbi kisérleteket terveziink végezni.

A DNS szintézis soran azonban nem csak mismatchek jelenhetnek, meg a
szabad 3’ végen, hanem olyan 3’ végi bdazisparok is, amelyeken ugyan a

bazisparosodas tokéletes, de az egyik bazis karosodott. Ezért megvizsgaltunk néhany



modell DNS szubsztratot, amelyeken a 3’ végen valamilyen DNS sériilés helyezkedett
el.

Az egyik esetben a 3’ végen a templat adeninnel szemben nem egy timint,
hanem egy dezoxi-uracilt épitettiink be. Ez a hiba in vivo is el6fordul, valamint
szdmos kemoterdpias szer hatdsmechanizmusa alapul azon, hogy a gyorsan 0szt6do
sejtek DNS-ébe minél nagyobb mennyiségli dezoxi-uracilt €pitsenek be. Az Ape2
specificitast mutatott a dezoxi-uracilt tartalmazdo DNS szubsztratra, mivel nyolcszor
hatékonyabban hasitotta le a 3 végrdl a dezoxi-uracilt, mint a kontrollként hasznalt
timint. Ezért elképzelhetd, hogy az uracil beépiilésen alapuld kemoterapias szerek
esetében az Ape2, a mutagén hatds szupresszaldsaban és igy a kemoterapia
hatékonysaganak csokkentésében vehet részt.

A masik modell szubsztratunk egy in vivo nagy gyakorisdggal eléfordulo,
erésen mutagén DNS karosodassal foglalkozik. A 8-0x0G az egyik leggyakoribb
spontan eléfordulé6 DNS hiba. A replikacios villaban is gyakran megtalalhatd, ahol a
replikativ DNS polimeraz csak kis hatékonysaggal képes atirni. Azonban amikor ez az
atiras megtorténik, a replikativ DNS polimeraz a 8-oxoG-nal szemben az esetek 90%-
aban adenint épit, nem a helyes citozint. A kettdsszalt DNS-ben ezutan a 8-0xoG
keriil kijavitasra igy a GC bazisparbol egy TA bazispar keletkezik (traszverzio).
Ennek a mitkkddésnek a megakadalyozasa nagymértékben csokkentheti a replikacio
soran keletkezd transzverzidkat igy segit a genom stabilitdsanak megdrzésében. A
modell DNS szubsztratunk esetében az Ape2 3°-5° exonukledz aktivitasa révén a 8-
oxoG-nal szembeni adenint tizszer hatékonyabban tévolitja el, mint a kontrollként
hasznalt citozint. Ezek alapjan feltételezheté, hogy az Ape2 in vivo erésen
antimutagén hatasu.

Munkank soran kloénoztuk expresszaltattuk ¢és homogenitasig tisztitottuk az
Ape2 fehérjét. Kimutattuk, hogy AP endonukledz, 3’ foszfodiészteraz és 3°-5°
exonukledz aktivitdssal rendelkezik. Ezek kozil a 3°-5° exonukledz aktivitas a
dominans. Kisérleteink alapjan azt feltételezziik, hogy az Ape2 fehérje in vivo egy
proofreader 3’-5’ exonukledz, amely a PCNA-hez kapcsolodva antimutagén

miikddése révén Orzi a genomban taldlhat6 informacié épségét.
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