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I. Roviditések jegyzéke
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transcription coupled repair (transzkripcidhoz kapcsolt reparacio)
posztreplikacids reparacio

non-homologous end-joining (nem homolog vég kapcsolas)
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dezoxi-riboz-foszfat

proliferating cell nuclear antigen
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PCNA interacting protein box
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glutation-S metil-transzferaz
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transzl€ézids szintézis



I1. Bevezetés

A sejteket folyamatosan érik kiilsd és belsd hatdsok, amelyek karositjak a DNS-t, illetve a
sejtmagban taldlhatd szabad nukleotidokat. DNS sériilést okoz példdul a nap 4ltal kibocsatott UV
sugarzas, radioaktiv sugarzas, kiilonb6zd kémiai anyagok vagy a sejt normalis metabolikus mikddése
soran keletkez0d reaktiv oxigén gyokok. A keletkezd DNS hibakat folyamatosan javitani kell, ennek
hianyéaban a felhalmozddé mutacidk karcinogenezist indukalhatnak, vagy a sejt halalat okozhatjak.
Ezért a DNS reparacios rendszerek hibaja szamos stulyos genetikai betegség forrasa lehet, amelyek
egy-egy reparacios fehérje hibajanak kovetkezményei (1;2). Ilyen betegségek példaul a Xeroderma
pigmentosum, Cockayne szindroma, Trichotiodistréfia, Bloom szidroma, Werner szindroma, Ataxia
talengiectasia, Fanconi anémia, orokletes nempolipdzus vastagbél karcinoma. A daganatos

megbetegedések kialakuldsanak jobb megértéséhez meg kell ismerniink a DNS reparacios folyamatok

mechanizmusait.
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1. Abra: A kiilonb6zo endogén és exogén hatasokra kialakulé DNS hibak és az azokat javitani képes reparacios

rendszerek.



11.1 A DNS reparacio fo utjai

A DNS reparacionak szamos utjat ismerjiik (1. abra). Bar a reparacios utak nagymértékben
atfednek, mégsem képesek teljes mértékben kompenzalni egyetlen ut kiesését sem. A bazis excizios
reparaci6 (BER) elsdsorban a kettdsszali DNS-en talalhato hibés bazisok (oxidalt, alkilalt, dezaminalt
bazisok), abazikus helyek és az egyesszalu lanctorések javitasat végzi. Ennek az tnak a pontos
mechanizmusat a késobbiekben részletezni fogom. A felsorolt karosodasok koziil kiilsd karosito
hatas nélkiil a legnagyobb szdmban az oxidalt bazisok keletkeznek. A leggyakoribb oxidalt bazisok
az 5-hidroxi-citozin, a timin-glikol, a 8-0x0A (8-oxo0-adenin) és a 8-0x0G (8-0xo0-guanin) (abra 2).
Kialakulasukat in vivo elsdsorban az OH gyokok indukaljak (3). Ha a BER sordn a G1 fazisban nem
javitott, valamint a replikacio ideje alatt keletkezo oxidalt bazisok megjelennek a replikacios villaban,
akkor komoly mutacios forrassa valhatnak, aminek oka a replikativ polimeraz mutagén mikodése,

amelyet a késobbiek sordn részletesen ismertetek.
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2. Abra: Néhany gyakori oxidalt bazis szerkezete.

A nukleotid excizios reparacid (NER) vesz részt szamos gyakori DNS hiba, mint példaul az
UV altal indukalt timin dimerek javitasdban. A NER soran az elsd 1€pés a hiba felismerése (4).
Ezutan helikazok (XPB, XPD) ,felnyitjak™ a sériilt részt, amit a cukor-foszfat lanc bemetszése
kovet, lehetové téve, hogy a sériilt rész egy atlagosan 25 nt hosszu szakasszal egyiitt kihasitédjon. A
keletkezd rés feltoltését a DNS polimeraz-0/a végzi, a PCNA fehérjéhez kapcsoltan. Az Gijonnan
szintetizalt szalat az eredetivel a DNS ligdz I kapcsolja 6ssze (5;6). Ha a sériilt DNS javitasa
transzkripcidsan aktiv helyen jatszodik le, akkor a NER egy altipusa, a transzkripcidohoz kapcsolt

reparacio (TCR) végzi a hibajavitast, amely fobb 1épéseiben megegyezik a NER-rel (5;7;8).



A DNS reparacio végbemehet rekombinacidval is. Ez a mechanizmus elsdsorban kettdsszalu
lanctorések javitasaért felelos (9). Két utja a homoldg rekombinécioé €s a nem homolog végek
kapcsolasa (NHEJ: non-homologous end-joining). A homoldg rekombinacid tobb uton is végbemehet
(10), amelyekben elsdsorban helikdzok és exonukledzok vesznek részt. A NHEJ ut mikodésében
elsdsorban a szabad DNS véget kotd fehérjék (Ku70, Ku80), DNS polimeraz, ligaz (DNS ligaz I'V)
¢s DNS fiiggd protein kinazok vesznek részt (11). A szdmos rekombindcios repardcios Ut azonos
DNS szubsztratért versenyez, igy ennek az utnak a szabalyozasa meglehetdsen bonyolult és eddig
csak kis részében feltart. A rekombinacios reparacio képes szubsztratként kezelni a NER soran
keletkezett intermediereket is, ezért ez egy kapcsolodasi pont lehet a két reparacids rendszer kozott.

DN replikacio soran folyamatosan ellendrzésre kertilnek a beépitett nukleotidok. A replikacid
pontossaga kb. 10! (1 hiba/10!° beépitett nukleotidonként). Ezzel szemben a replikativ DNS
polimeraz 10°-107 beépitett nukleotidonként (1 hiba/10°-107 beépitett nukleotid) hibazik. A két érték
kozotti négy nagysagrendi kiilonbség oka, a replikativ DNS polimerazok sajat proofreader aktivitasa
¢s a mismatch reparacio (MMR) mikodése. A mismatch repardcid hatékonysdga igen nagy
(megkozeliti a 100%-ot). A bakterialis MutS és MutL fehérjék homologjai végzik eukaridtakban a
hiba felismerését, a sériilt rész eltdvolitasat és a hibajavitast. AMMR szédmara esszencialis a ,,szlil61”

szal felismerése. Ennek a mechanizmusa a templat szal metilaltsaganak felismerésén alapul (12;13).
II. 2 A DNS szintezis és hibajavitas a replikacios villaban

A genetikai informaci6 pontos masolasa €s az utdédoknak vald atadasa minden €161ény 1été¢hez
alapvetden sziikséges. A genetikai informacid, azaz a DNS masoldsa, a replikacid. A szintézis
szemikonzervativ, a keletkezd két DNS lanc egy-egy széla szdrmozik az eredeti (,,sziil61”") DNS-
bol, a masik szal pedig a replikacid soran szintetizalédott ij DNS. A replikéacié soran a DNS
kettdsspiral a replikacids origonal szétnyilik és az igy szabadda valé két polinukleotid lanc szolgal
templatul a DNS szintézishez. Itt alakul ki a replikécios komplex. A replikacios komplex kialakulésa
utan egy DNS polimerdz, a DNS polimerdz-4 egy rovid primert szintetizal a replikécios origonal
(primaz) (14;15), amelyet aztan a DNS replikaciot végzd DNS polimerazok: a DNS polimeraz-o
holoenzim (DNS polimeraz-4, 4, RFC, PCNA) folytatnak (16-21). A PCNA (proliferating nuclear
cell antigene) egy homotrimer, gyilrt alaki molekula, amely az RFC (replikacios faktor C)
segitségével szétnyilik, majd 6sszezarddik, mikdzben a DNS bekertiil a homotrimer gytiri belsejébe.
Ez a struktura biztositja a késdbbiekben a DNS szintézist végzd enzimek nagy processzivitasat. A
DN szintézis mindig 5°-3’ iranyabn torténik. A replikacié egy pontbol kiindulva mindig egy irdnyba
halad, amely haladas soran mindkét templatszallal szemben torténik DNS szintézist. Mivel a templat

DNS szalak ellentétes polaritasuak, csak az egyik szallal szemben haladhat folyamatosan a DNS
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3. Abra: A posztreplikacios reparacié és a Transzlézios szintézis. A transzlézios szintézis (TLS) 1épései: a DNS
sériilés blokkolja a replikacios villat, mert a sériiléssel szemben a replikativ polimeraz nem képes nukleotidot beépiteni,
areplikativ DNS polimeraz TLS polimerazra cserélddik, a TLS polimeraz elvégzi a sériilt bazissal szemben a nukleotidok
beépitését a szintetizalodo szalba, a TLS polimeraz disszocial, helyét tjra a replikativ DNS polimeraz foglalja el, ami
tovabb végzi a replikaciot. PRR ut a replikacids villa fordulasaval jaro ut. Fobb 1épései: a DNS sériilés blokkolja a
replikacids villat, mert a sériiléssel szemben a replikativ polimeraz nem képes nukleotidot beépiteni, de a masik szalon
tovabb halad a szintézis, a blokkolt szal templatot valt, és az ép szalrdl szintetizalodott 1j szalat hasznalja templatnak,
ezen a templaton folytatodik a DNS szintézis, amig athalad a sériilt részen, majd a villa visszafordul és a replikacid

tovabb halad. Fekete téglalappal jeloltiik a sériilt bazist.

szintézis (vezetd szal). A masik szdlon (késlekedd szal) a DNS szintézis szakaszosan megy
végbe,mivel a replikacié haladasi iranya miatt itt 3°-5’ irdnyban kellene DNS-t szintetizalni, ami
nem lehetséges. Ezért a késlekedo szalon szakaszosan 5°-3’ irdnyban torténik DNS szintézis, minden

szakaszt (Okazaki fragmentum) kiilon inicial a DNS polimeraz-4, majd a replikaciés komplex



tovabbhaladasa utan a szakaszok kozotti esetleges hézagokat DNS polimerazok kitoltik, majd a
szakaszokat a DNS ligazok kapcsoljak dssze.

A folyamatos DNS karosodas miatt azonban a replikéacio soran templatként hasznalt DNS-
en is eldfordulnak hibak. Altalaban a replikaciés villiban a templat szalon taldlhaté DNS karosodasok
(modositott bazis, TT dimer, AP hely) miatt a DNS polimeraz-d holoenzim megakadhat, mivel a
szlik aktiv centrumaba nem képesek bekdtni a karosodds miatt megvaltozott - altalaban
megndvekedett méretl - bazisok. Az inkomplett replikacié miatt a sejtciklus megreked az S fazisban,
amely ha hosszabb ideig tart a sejt haldldhoz vezet. Ennek megakadalyozasara tobb reparacios ut
alakult ki: a posztreplikacios reparacié (PRR) mechanizmusa és a transzlézios szintézis (TLS).
Mindkét reparacids ut célja, hogy a replikacié mindenképpen befejezddjon €s a sejt akar mutacidk
aran is, de taléljen (22;23).

A PRR-t és a TLS-t is reparacids utnak tekintik, habar a sz szoros értelmében itt nem
torténik DNS hibajavitas (3. abra). A PRR mechanizmusa kevéssé ismert. Az eddigi ismereteink
alapjan olyan modell valt elfogadotta, amelyben a replikacios villaban templat szal valtas torténik,
amely soran a villa visszafordul, amig a sériilt részt atirja, az ép szalrdl mar megszintetizalt DNS
lancot hasznalva templatnak (23). Ez a mechanizmus hibamentes atirdst tesz lehetdvé ugy, hogy a
normalis replikdcios komplex végzi a DNS szintézisét. A TLS Iényegesen jobban feltart reparacios
ut. Ebben a folyamatban transzlézidés (TLS) DNS polimerdzok vesznek részt. Ezek a DNS
polimerazok (az Y csalad és B csalad egyes tagjai) nem rendelkeznek a ,klasszikus” DNS
polimerazokra jellemz0 szekvenciamotivummal, ugyanakkor a térszerkezetiik nagy hasonldsagot
mutat. A lényegi kiilonbség a szerkezetben az, hogy a TLS polimerazok aktiv centruma nagyobb ¢€s
flexibilisebb, igy a sériilt nukleotidok kotésére is alkalmas. A TLS polimerdzok biokémiai
jellemzoiben nagymérték eltérést mutatnak a replikativ DNS polimerazoktol. Kis processzivitasu
¢s kis pontossagii DNS polimerazok (22;24-26), ami azt jelenti, hogy bar sok hibat vétenek, de
mikddésiik csak egy rovid DNS szakaszra korlatozodik. A TLS és a replikativ polimerazok kozos
tulajdonsaga, hogy in vivo a PCNA-hez (a replikacidos komplex kdzponti fehérjéje) kapcsolva
mikddnek (27-31). Ugyanakkor a TLS polimerazok altal atirt DN'S szakasz hosszat (a TLS polimeraz
processzivitasat) ellentétben a replikativ polimerazokkal nem ndveli meg a PCNA-vel val6 interakcio.
Eppen ezért valoszinileg a PCNA lehet az a feliilet, amelyen keresztiil szabalyozodik a replikativ és
TLS DNS polimerazok cseréje a replikacidos komplexben (32;33). A TLS polimerazok lehetnek
hibamentes (error-free) és mutagén (error-prone) mikddéstiek (22;34), amely tulajdonsag elsdsorban
az éppen atirt DNS hiba €s az atirast végzd TLS polimerdz mindségétol fliigg. In vitro kisérletek azt

mutattak, hogy a TLS polimerazok mikdédése nem korlatozodik csak a DNS hibara, hanem ép



templat szallal szemben is nukleotidokat épitenek be. A mikodésiik soran fellépd nagy hibaszazalék
miatt a sejt szamara karos, ha a TLS polimerazok a DNS hiban athaladva az ép templatszallal
szemben tovabbi nukleotidokat épitenének be. Ennek egyik gatja a TLS polimerazok alacsony
processzivitasa. Ugyanakkor a TLS polimerazok nem rendelkeznek sajat 3’-5° exonukledz
(proofreader) aktivitassal, ami az alacsony pontossaguk egyik oka a tag és flexibilis aktiv centrum
mellet. Ezért feltételezhetd, hogy in vivo létezik egy eddig azonositatlan proofreader alegység,
amelynek funkcioja kettds lehet: egyrészt, mint egy proofreader, a helyteleniil beépitett nukleotidok
eltavolitasaban €s igy a TLS polimerazok pontossaganak in vivo novelésében lehet szerepe, masrészt
elképzelhetd, hogy 3’-5° exonukledz aktivitdsa az a mechanizmus, amely csak a hiba atirasara

korlatozza a TLS polimerazt, meggatolva, hogy az ép templattal szemben is mikddjon.

1.3 A PCNA

A PCNA (proliferating cell nuclear antigen) fehérje egy gytrt alaki homotrimer molekula,
amelyet a replikativ DNS polimeraz, a DNS polimeraz-d és DNS polimeraz-a4 processzivitasi
faktoraként irtak le (35). A PCNA homotrimer korbedleli a DNS-t, és mint egy cstuisz6 kapocs halad
rajta. Az RFC (replikacios faktor C) fehérje képes a PCNA-t a DNS-re juttatni (kinyitni, majd Gjra
Osszezarni) az RPA (replikacids protein A) jelenlétében. Az utdbbi évek eredményei azt mutatjak,
hogy a PCNA szamos, a sejtciklusban (ciklin D, p21) és a DNS reparacioban (XPG, UNG, transzlézios
polimerazok) szerepet jatszd fehérjével is kolcsonhatasba 1ép. Ezek alapjan egyértelminek tlnik,
hogy a PCNA kozponti szerepet jatszik a DNS szintetizalds €s javitas folyamataiban, valamint a
sejtciklus szabalyozasanak is az egyik célpontja lehet (36).

A PCNA-vel kdlcsonhat6 fehérjék egy un. PIP motivumon (PCNA interaction protein box)
keresztiil képesek kotni a PCNA-t (37). A PIP motivum konszenzus szekvencidja: Q-x-x-(h)-x-x-
(a)-(a), ahol a (h) valamilyen hidroféb aminosav (L, I vagy M), mig az (a) aromas aminosavat jelol
(F, Y). Az x helyén barmilyen aminosav lehet. Azonban ismeriink szamos PCNA-vel kdlcsonhato
fehérjét (DNS polimerdz-4, ciklin D) amelyek nem tartalmaznak PIP motivumot. Ezek a fehérjék
egy un. KA motivumot tartalmaznak, ami kevéssé konzervalt és ezért szekvencia analizissel nehezen

azonosithat6 (38).
11.4 A bazis excizios reparacio

A bazis excizios reparacio egy igen fontos, altalanos és nagy kapacitdsu reparacios ut,
amelynek hibas mikodése esetén a sejt mutacios ratdja jelentdsen megnd. Ezen az uton keriilnek

kijavitasra a sejt nyugvé szakaszaiban (G1, G2) a kdrosodott bazisok (alkilalt, oxidalt, dezaminalt



bazis), valamint az abazikus helyek (AP hely), amelyek az egyik leggyakrabban kialakul6 spontan
DNS hibak, amelyekbdl kiilsd karositd hatasok nélkiil is naponta tobb mint 10000 keletkezik minden
egyes sejtiinkben (39-41). A bazis excizids reparacid 6t egymas utani 1épésbol all (4. dbra).

1: A kéarosodott bazis felismerése, majd a DNS-gliikozildzok altal a cukor-foszfat lancrél
torténo eltavolitasa az N-glikozil k6tés hasitasaval. A DNS-gliikozilazok mikddésének eredménye
egy szabad sériilt bazis és egy abazikus hely. A legtobb DNS-gliikozilaz kis molekulatomegi (20 -
40 kDa) fehérje, mikodésiikhoz altalaban nem sziikséges kofaktor. Ezek a fehérjék biztositjak a
BER szubsztratspecificitasat (42-44).
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l AP endonukleaz ,l, AP endonukleaz

[T I T I,  TITTTIT1 [T TP TP TT

5*-dezoxi-riboz foszfataz DNS polimerkz 3/
l’ - l‘:J’I\l."i|)U]1inlc:1'1/.—[ij l% pl({l:?l{,\
%,

HEEEEES NN HEEEEEEEEENE
& DNS polimeraz-p %-‘J * Flap endonukledz

HEEEEEEEEEEE HEEEEEEEEEEE
,L DNS ligéz | L DNS ligaz |

4. Abra: A Bazis exciziés reparicié. (A) A ,,short-patch” BER 1épései. 1. A sériilt bazis lehasitasa, 2. A DNS szél
bemetszése az AP hely 5 végénél. 3. A keletkezd vég tovabbalakitasa, 4. A keletkezd rés feltoltése, 5. A lancvégek
egyesitése. (B) A ,,long-patch” BER 1épései. 1. A sériilt bazis eltavolitasa 2. A DNS szal bemetszése, 3. A szabad 3° OH
végen megindul a DNS szintézis, 4. Az igy keletkezd 5’ ,,Flap” struktura eltavolitasa, 5. A lancvégek ujraegyesitése.

Fekete négyzettel jeloltiik a sériilt bazist.

10



2: Az igy keletkezett abazikus (AP) helyeknél torténd bemetszés, amit a II. tipusu AP
endonukleazok katalizalnak. Az AP helyek 5 végénél torténd behasitas, ami Mg?* altal katalizalt
folyamat eredménye: egy 3’ OH és egy 5’dezoxiribdz-foszfat (ARP) vég (45).

3: Abemetszéssel keletkezd 1ancvégek atalakitdsa. Jelenlegi ismereteink alapjan itt kettéagazik
a BER ut. Az egyik lehetdség az un.: ,,short-patch” BER. Ebben az esetben az AP endonukledzok
altal 1étrehozott 5°-dezoxiribdz-foszfat véget a DNS polimerdz-a tavolitja el a sajat 5* dezoxiribdz-
foszfat lidz aktivitasa révén, amiért a polimeraz-a N-termindlis 8 kDa-os alegysége felelds (46). A
keletkezett dRP vég eltavolitasanak masik lehetdsége az un.: ,,long-patch” BER. Ebben az esetben
a DNS szintézis 1épése (ami a szabad 3’ vég néhany nukleotid hosszan térténd extenzidja) megelodzi
a dRP vég eltavolitasat. A FEN1 endonukledz végzi a dRP vég és a végtdl 5’ iranyba 1évo tovabbi
ne¢hany nukleotid eltavolitasat. AFEN1 5°-3’ struktara specifikus exonukleaz aktivitassal rendelkezik.
Kettds szalu, 5’ tulnyuld véget tartalmazo (,,flap”) szubsztratra €s bemetszést (nick-et) tartalmazd
szubsztratra specifikus. A rést (gap-et) tartalmazo szubsztraton mar csak csokkent aktivitast mutat
(47;48). Képes kolcsonhatni a PCNA-vel (37;49), ami valdszinGsiti, hogy a replikativ DNS
polimerazokkal (4/a) egytitt mikodik.

Ezen a ponton kapcsolddik a BER-hez egy mellékut is, amelyben a karosito hatasok (példaul
aradioaktiv sugarzas, reaktiv oxigéngyokdok) altal 1étrehozott egyesszala lanctorések soran keletkezd
3’-foszfat, 3°-foszfoglikolat végek javitdsa megy végbe. Ezek a 3° végek blokkoljak az eltért DNS
lanc végeinek Gjraegyesitését és ezzel a sériilés javitasat. Az AP endonukleazok 3’°-foszfodiészteraz
aktivitasuk révén el tudjak tavolitani ezeket a 3° blokkold csoportokat, lehetdséget teremtve a
lancvégek ujraegyesitésére (50;51).

4: A keletkezett folytonossagi hiany (gap) feltoltése. A ,,short-patch” BER esetében ezt a
DNS polimeraz-a végzi (52-55). A C-termindlis 31 kDa-os domén felel a DNS polimeraz aktivitasaért
(46). A polimeraz-a alacsony processzivitasu és alacsony pontossagu enzim, hianyzik a sajat 3°-5’
exonukleaz aktivitdsa. A ,,Jong-patch” BER-ben a hosszabb rés (2-4 nt) feltoltését a polimeraz-a/a
végzi, a PCNA-hez kapcsoltan (56-59).

5: A ligalas, amit elsdsorban a DNS ligaz I végez. A DNS ligaz [ mind a replikacidban (az
Okazaki fragmentek 6sszekapcsolasaban), mind a BER-ben szerepet jatszik. N-terminalis doménje
képes kolcsonhatasba 1épni mind a polimeraz-a-val, mind a PCNA-vel egymastol fliggetlentil (60-
63). A ligdz mikodése noveli a BER pontossaganak novelését. Kimutattak, hogy a DNS ligdz I
azokat a lancvégeket, ahol a 3’ végen hibas bazispar talalhato, kisebb hatékonysaggal képes csak az
eredeti DNS lanccal 6sszekapcsolni, mint a helyes bazispart tartalmazot. Ez a mechanizmus segit

abban, hogy a BER-ben mik6dd alacsony pontossdgu polimeraz-a mikodése sordn nagy
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gyakorisaggal beépiilt hibas nukleotidokat valamilyen proofreader mechanizmussal eltavolitsa a
rendszer a lancvégek ujraegyesitése elott (64).

A bazis excizios reparacié nagy kapacitasa miatt sziikséges a hibajavitds soran torténd
nukleotidok beépitésének nagy pontossaga. A bazis excizids reparacio pontossaga a folyamatban
elsdsorban részt vevo DNS polimeraz, a DNS polimeraz-a pontossagatol fiigg. Meglepd modon a
DNS polimeraz-a pontossaga nagyon alacsony (5 — 10 ezer nukleotidonként épit be hibas nukleotidot)
(54;65). Ez az in vitro mért adat éles ellentétben all a bazis excizids reparacid in vivo megfigyelt
alacsony hibaszazalékaval. Mi lehet ennek az eltérésnek az oka? Mivel a DNS polimeraz-a in vitro
mért pontossaga ilyen alacsony, sziikségszert, hogy kell lennie in vivo valamilyen mechanizmusnak,
ami ezt jelentdsen meg tudja ndvelni. Feltételezésiink szerint a bazis excizids reparacioban részt

vevo II. tipusit AP endonukleazok kindlnak egy lehetséges megoldast erre a problémara.
11.5 A 1I. tipusu AP endonukledzok

A II. tipusi AP endonukledzoknak két csalddja ismert (1. tablazat). Az egyik csaladd az
Endonukledz IV csalad, amelybe az Escherichia coli Endonukleaz IV és az élesztd Apnl fehérje
tartozik. A masik csaladd az Exonukledz III csalad, ahova az E. coli Exonukleaz I11, az élesztd Apn2,
¢s a human Apel és Ape2 fehérjék tartoznak (66;67). Ezek koziil a fehérjék koziil az élesztdben az
Apnl, emberben az Apel a fo AP endonukleaz. Ezekre a fehérjékre jellemzd, hogy AP endonukledz
aktivitdsuk a dominans. Ezzel ellentétben az ¢lesztdo Apn2 AP endonukledz aktivitasa gyenge, viszont
erds 3’-5’ exonukleaz aktivitasa figyelhetd meg, amelynek az in vivo szerepe ismeretlen (67-69). Az
Apnl és Apn2 szerepét a bazis excizids reparacidban mar vizsgaltdk. Az apn2A élesztd sejtek
ndvekedésében és tiilélésében nem talaltak kiilonbséget a vad tipushoz viszonyitva. Az apn2 A sejtek
MMS (alkilalé szer, amely hatasara a kezelt sejt abazikus helyeket general a DNS-en) kezelésre
csak gyengén érzékenyek. Ugyanakkor az apnlA kozepes MMS érzékenysége az apnlA apn2A

kettds mutans térzsben extrém modon megemelkedik. A kettds mutans torzsben a mutacios rata is
[I. tipusu AP endonukleazok

Endonukleaz IV csalad; Exonukleaz 11 csalad:;

Organizmus:

Endonukleaz IV Escherichia coli Exonukleaz I1I
Apnl Saccharomyces cerevisiae Apn2
Homo sapiens Apel Ape2

1. Tablazat: A II. tipusi AP endonukleazok csoportositasa.
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dramaian megugrik az apn1A t6rzshdz képest (70-73). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az
Apnl a fo AP endonukleaz az élesztoben és az Apn2 csak, mintegy tartalékutként vesz részt az
abazikus helyek javitasaban, vagyis az Apnl kiesése esetén az Apn2 feltételezhetden képes részlegesen
atvenni annak funkciojat. Ezzel szemben a 3’ végen talalhato blokkol6 csoportok eltdvolitasaban,
vagyis az egyesszalu lanctorések BER-en keresztiili javitdsaban, hasonld aranyban vesznek részt
(68;74). Ugyanakkor az Apn2 erds 3’-5’exonukleaz aktivitasa miatt feltételezhetd, hogy mas DNS

reparacios folyamatokban jatszik elsdsorban szerepet.
11.6 Az Apel és Ape?2 fehérje

Az Apel régota ismert (40;75) jol jellemzett human II tipusi AP endonukledz. Kimutattak,
hogy mind a harom, a csaladra jellemz0 enzimaktivitds: az AP endonukleaz, a 3’ foszfodiészteraz s
a 3’-5’ exonukledz aktivitds megfigyelhetd (50;51;76;77). Meghataroztak az enzimaktivitdshoz
nélkiilozhetetlen kétértékh kationok kotéséért felelos aminosavakat (78). A kutatasok eredményeként
az a sok ponton bizonyitott elképzelés terjedt el, hogy az Apel kozponti szerepet jatszik a BER
mikddésében. Mind élesztdben, mind humén sejtekben az Apel (és élesztd homologja az Apnl)
adja a sejtekben talalhatd AP endonukledz aktivitas 90 %-at (68). A BER-nek mindkét utjaban részt
vesz, bizonyitottdk, hogy noveli a DNS polimeraz-a pontossagat (64), és kolcsonhatasba 1€p szamos
a” BER utban részt vevo fehérjével (79-81). Az Apel jelentdségét jelzi, hogy az Apel knock-out
egér embrionalis letalitast mutat (82;83), valamint szamos tumorban az Apel kiszorul a sejtmagbol
¢s csak citoplazmatikus lokalizacioja figyelhetd meg (84-86).

A human Ape2 egy ujonnan felfedezett és kevéssé ismert tagja a II. tipusu AP
endonukléazoknak. Az Ape2 az élesztd Apn2 fehérjével kiilon alcsaladot képez a II. tipusi AP
endonukledzokon beliil. Erre a csoportra jellemzd, hogy az N-terminalis katalitikus domén mellett
tartalmaznak egy hosszl, C-terminalis extenziot. Ez az extenzio az Apnl és Apel fehérjékbol
hianyzik. Ez a C-terminalis rész tartalmazza az Apn2 fehérje PCNA kotd motivumat, amely a PCNA
stimulalja az élesztd Apn2 3°-5’ exonukleaz aktivitasat, amibol feltételezhetd, hogy a két fehérje in
vivo egyiitt mikodik. Az Apn2 PIP motivumadnak mutacidja a kdlcsonhatdst megsziinteti.

A human Ape?2 fehérje a legtijabban felfedezett és még nagyon kevéssé ismert tagja a II.
tipusi AP endonukleazoknak (87;88). Bakterialis expresszios rendszerben probaltak tisztitani, ezidaig
sikertelentiil. Egy részlegesen tisztitott Ape2 preparatumrol leirtak, hogy gyenge AP endonukleaz
aktivitassal rendelkezik (87). Ugyanakkor nem bizonyitottak, hogy ez az aktivitas az Ape2 sajatja,
valamint nem jellemezték egyéb aktivitasait sem. Az Ape2 N- termindlisan egy mitokondrialis

lokalizacios szignal talalhato, valamint kimutattdk, hogy a sejtmag mellett nagy mennyiségben
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talalhat6 a mitokondriumokban is (89). Mivel a mitokondrium sajat genommal (mtDNS) rendelkezik,
feltételezhetd, hogy az Ape2-nek a mitokondridlis genom integritasanak megdrzésében is szerepe
lehet. A mitokondriumokban a DNS oxidativ kdrosodasa a leggyakoribb, a normalis metabolikus
mikodés soran folyamatosan keletkezd, nagy mennyiségl reaktiv oxigéngydk miatt, amik
folyamatosan karositjak a mtDNS-t a bazisok oxidalasaval (pl. 8-0x0G) és egyesszala lanctorések
generalasaval. Ezért joggal feltételezhetd, hogy az Ape2 fehérjének az oxidativ DNS karosodasok
javitasaban kiemelt szerepe lehet. A mitokondridlis lokaliz4cio jelenlétének ellenére az Ape2 foleg
nuklearis lokalizaciot mutat, amelyet a fehérje C-terminalisa hataroz meg (87). Az Ape2 tartalmaz
PCNA ko6td motivumot, valamint kimutattdk, hogy in vivo bizonyos esetekben egy komplexben
talalhatok (89). Kimutattak, hogy az Ape2 hidnyos egerek érésben levo T limfocitainak sejtciklusaban
G2/M blokk figyelhetd meg, valamint az Ape2 mRNS-ének expresszids maximuma az S fazisban
talalhato (90). Ezekbol az adatokbol egyértelmiien az kovetkeztethetd, hogy az Ape?2 jelentds sejtmagi
szerepet 14t el a sejtciklus S fazisdban, aminek az egyik lehetséges mddja az j DNS szintézissel
jar6 folyamatokban valo részvétel. Az Ape2 in vivo jelentdségét tovabb erdsiti az Ape2 knock-out
egéren megfigyelhetd tulajdonsagok: a ndvekedési rendellenességek, az érésben 1évd limfocitak
sejtciklusaban bekdvetkezd G2/M blokk, a vérképzés hibai. (91). Annak a kérdésnek a
megvalaszolasahoz, hogy vajon ezeknek a hibdknak a hatterében milyen folyamatok huzédnak meg,

sziikség van az Ape2 fehérje enzimatikus aktivitasainak jellemzésére.
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II1. Célkitiuizések

Célul thztiik ki, hogy biokémiailag jellemezziik a human Ape2 fehérjét, és ezen keresztiil
vizsgaljuk a DNS reparacioban betoltott szerepét.

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

Célunk volt az in vitro vizsgalatok soran meghatarozott {6 enzimatikus aktivitas, a 3°-5’
exonukleaz aktivitas tovabbi jellemzése és vizsgalata, amely megadhatja a valaszt arra a kérdésre,
hogy mi az Ape2 in vivo funkcidja.

Vizsgaltuk:
e a3’-5 exonukleaz aktivitas szubsztratspecificitasat
e az Ape2 és a PCNA fehérje kolcsonhatasa hogyan befolyasolja az Ape2 3°-5’ exonukledz
aktivitasat
e az Ape2 fehérje 3°-5’ exonukledz aktivitdsanak mikodését mismatch-et és helyes bazispart
tartalmaz6 3’ végen
e azApe23’-5’ exonukleaz aktivitasa hogyan viselkedik azokban az esetekben, ha a szubsztrat

DNS-en in vivo gyakran eldforduldo DNS sériilések talalhatoak.

o Vizsgaltuk az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitasat olyan DNS szubsztraton, amelynek
3’ visszahuzodo 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 mikodését modellezi. Ebben
a kisérleti elrendezésben olyan szubsztrat DNS-t terveztiink hasznélni, amely a 3’

végén a templat szalon egy 8-oxoG-t tartalmazott, vele szemben pedig egy adenint
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IV. Anyagok és modszerek

V.1 A vad tipusu Ape?2 klonozasa

A klénozashoz egy mar meglévo, pontmutaciot nem tartalmazé human Ape2 cDNS-t
tartalmazo6 plazmid konstrukciot hasznaltunk. Ebbol a vektorbol az Ape2 cDNS-t klonoztuk

pENTR3C vektorba (Invitrogene) Kpnl Nofl restrikcids enzimeket (Fermentas) hasznalva.
1V.2 Az Ape2 pontmutansok eloallitasa

Az Ape2 pontmutansokat (8. abra A) a QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kittel (Stratagene)
készitettiik. A D277A pontmutanshoz az 01026 (5’-CTC CCG GCT TGC CTA TGT GCT GGG-
37) 01027 (5’-CCC AGC ACA TAG GCA AGC CGG GAG-3’), a Y396A F397A pontmutanshoz
az 01052 (5’-GAAAAA CCT GAA GAG CGC CGC TCA GTC CTC CCCTAG CTG-3") 01053
(5’-CAG CTA GGG GAG GACTGA GCG GCG CTCTTCAGG TTTTTC-3’),a Y492A F493A
pontmutanshoz az 01077 (5’-CAA CTT GGG CCG CCG CGC CGC CAT GTG TGC CAG GCC
CC-3’) ésaz 01078 (5’-GGG GCC TGG CAC ACA TGG CGG CGC GGC GGC CCA AGT TG-
3’) ésaz F511AF512A pontmutdnshoz az 01079 (5°- CTC CTC CCG GTG CAACGC CGC CCT
CTG GAG CAG GCC C-3’) ¢és 01080 (5’-GGG CCT GCT CCA GAG GGC GGC GTT GCA
CCG GGA GGA G-3’) mutagén primereket hasznaltuk, amelyekben a vastagon szedett beti jelzi a
megvaltoztatott nukleotidokat. A PCR reakcidban a templat az Ape2 pENTR3C klén volt. A hdrmas
PCNA koto hely mutans Ape2-t az egyes pontmutansok készitésénél hasznalt primerekkel végeztiik
harom egymads utdni mutagenezissel, ahol mindig a mar elkésziilt egyes, illetve kettds mutanst
hasznaltuk templatnak. A PCR reakci6 a kovetkezd komponenseket tartalmazta: (30 ng templat
DNS, 5il 10X Pfu DNS polimeraz puffer (Fermentas) ImM MgSO,, 125 ng 01026 primer, 125 ng
01027 primer, 2 il 2,5 mM dNTP, 2,5 U Pfu DNS polimeraz (Fermentas)). Amutagén PCR reakcio
a kovetkezd cilusokbdl allt: 30 mésodperc 95°C-on (denaturacio), 30 masodperc 55°C-on (primer
kapcsolés), 8 perc 68°C-on (atiras). A fenti harom 1épés 16 cikluson keresztiil ismétlodott. Ezutan a
mintdkat 60 percig emésztettiik Dpnl restrikcids enzimmel, majd transzformaltunk a reakciobdl 1
il-t E. coli DH54-ba. A kapott plazmidbol kivagtuk az Ape2 mutaciot tartalmazo szakaszat Ehel és
Xbal restrikcios enzimekkel és klénoztuk az Ehel, Xbal enzimekkel hasitott Ape2 pENTR3C-be.

Az igy kapott plazmid klonozott részét szekvenaltattuk.
1V.3 A PCNA, a vad tipusu és a mutdns Ape?2 tultermeltetése és tisztitasa

A vad tipusu és a kiilonb6zo mutans Ape2 cDNS-eket tovabb klonoztuk pBJ842d élesztd

protein expresszios vektorba, a gateway klonozo rendszer alkalmazasaval (Invitrogen). A pBJ842d
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a glutation-S metil-transzferaz (GST) gént tartalmazza egy galakt6z indukalhato promoter kontrollja
alatt. A meglévdo human PCNA c¢DNS-t klonoztuk pBJ842 élesztd protein expresszios vektorba
Bglll enzimmel (Fermentas) A fehérjéket protedz hianyos BJ5464 élesztd torzsben termeltettiik. A
sejteket stacioner fazisig ndvesztettiik inkomplett szintetikus tdpoldatban 30°C-on, amelybdl hidnyzott
a leucin. A kultarat tizszeresére higitottuk leucin hidnyos inkomplett tdpoldattal, amely nem
tartalmazott gliikdzt. A sejteket egész éjjel novesztettiik ilyen koriilmények kozott 30°C-on, majd
indukaltuk 0,2% galaktézzal. Harom 6ra indukci6 utan a sejteket 0sszegyiijtottiik centrifugalassal
(5000 g 5 perc 4°C). A sejteket felvettiik a kotd pufferban (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 M NacCl, 1
mM dithiotreitol, 0.01% Nonidet P-40, 10% glicerol, 5 mM EDTA ¢és porteaz inhibitor koktél
(Complete PI mix with EDTA (Roche)). A sejteket liveggyonggyel razatva tartuk fel, centrifugaltuk,
majd glutation Sepharose (Ammersham) oszlopra kotottiik. A kotés utdn mostuk 10 oszloptérfogat
feltaro6 pufterral, majd 10 oszloptérfogat moso pufferrel (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 1
mM dithiotreitol, 0.01% Nonidet P-40, 10% glicerol). A fehérjét mosdoldattal elualtuk, amely 20

mM redukalt glutationt tartalmazott.
1V.4 DNS szubsztratok

A DNS szubsztratokat és az elkészitésiikhoz hasznalt oligonukleotidok szekvencigjat a 5.
abra mutatja. Az AP endonukleaz kisérlethez (S1) egy 75 nt hosszd templat DNS-hez (O 01)
hibridizaltunk egy 5’ végen *P-vel jelolt 75 nt hossza oligonukleotidot (O 02), amely szekvencidjaban
az X egy tetrahidrofurant jelez, ami egy abazikus hely analdg. A 3’-foszfodiészteraz kisérlethez
olyan szubsztratot hasznaltunk (S2), ahol egy 70 nt hosszu templat DNS-hez (O 03) hibridizaltunk
egy 5’ végen *?P-vel jelolt 35 nt hosszu oligonukleotidot (O 04), amely a 3’ végén egy foszfo-
glikolat véget tartalmazott. A 3°-5° exonukleaz aktivitas vizsgalatdhoz hasznalt szubsztrat (S3)
készitésekor az 52 nt hosszu templat DNS-hez (O 05) hibridizaltunk egy 5’ végen *?P-vel jelolt 33
nt hosszu oligonukleotidot (O 06). Hogy létrehozzuk azokat a szubsztratokat (S4), amelyek 3° végén
mind a 16 lehetséges bazisparosodast tartalmaztak, az 52nt-os templatokhoz (O 05) hibridizaltuk a
32P-vel jel6lt 33 nt hosszu oligonukleotidokat (O 07). A szekvenciakban az X jeloli azt a helyet, ahol
a kiilonb6z0 bazisok talalhatéak. A 3’ végi sériilt nukleotidok exonukleotikus javitdsanak
vizsgalatdhoz az S5, S6 szubsztratot hasznaltuk. Ebben az esetben az 52 nt hosszt templat DNS-
hez (O 05), amely az X helyén adenint tartalmazott, hibridizaltuk a **P-vel jel6lt 33 nt hossza
oligonukleotidot (O 06), amely a 3’ végén dezoxi-uracilt, vagy timint tartalmazott az X helyén. A 8-
oxoG-nal szemben beépitett hibas bazis eltavolitdsanak vizsgdlatdhoz hasznaltuk az S7, S8
szubsztratot. Ezek eldallitdsa soran a 75 nt hosszu templat DNS-hez (O 02), ahol az X jeloli a 8-

0x0G-t, hibridizaltuk a radioaktivan jeldlt 32 nt hosszi komplementer oligonukleotidot (O 07),
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(S1) * AP (S2) * PG
(3)* a (S4) * &
(85)* i (86) * A
SO 506 (%)~ 306
(59 * & (S10 A
(S (S12f

B

o0

5"-GTTTTC CCA GTC ACG ACG ATG CTC CGG TAC TCC AGT GTA GGC ATC TTA CGA ATT CTT GAG GCA GGC ATG GTA GCT-3°
00z

5~ AGC TAC CAT GCC TGC CTC AAG AAT TCG TAA XAT GCC TAC ACT AGA GTA CCG GAG CAT CGT CGT GAC TGG GAA AAC-3’
003

3-AGC TGG ATT CGT GTC AGC CGC TAG CCA TTA GCT GGC GCA TTC CTC GAG AGA GTC CCG AGC ATC GTG ACT G-3°
004

5"-CAG TCA CGA TGC TCG GGA CTC TCT CGA GGA ATG CG-PG-3°
005

57-TTC GTA TAA TGC CTA CAC TXG AGT ACC GGA GCA TCG TCG TGA CTG GGA AAA C-3’
006

57-GTT TTC CCA GTC ACG ACG ATG CTC CGG TAC TCX-3"
007

57-CGA CGA TGC TCC GGT ACT CCA GTG TAG GCA TX-3"

008

5°-AGC AAG TCA CCA ATG TCT AAG AGT TCG TAT TAT GCC TAC ACT GGA GTA CCG GAG CAT CGT CGT GAC-3°
009

5°-ATA GCA ACT CTT AGA CAT TGG TGA CTT GCT -37
o010

5'-TAG CAA CTC TTA GAC ATT GGT GAC TTG CT -3”
on

5°-AGC AAC TCT TAG ACATTG GTG ACTTGC T -3°

o012

5°-GCA ACT CTT AGA CAT TGG TGA CTT GCT -3’

013

5'-CAA CTC TTA GAC ATT GGT GAC TTG CT -3’

5. Abra: A felhasznalt DNS szubsztratok. (A) A kisérletek soran felhasznalt DNS szubsztratok szerkezete. (B) A

DNS szubsztratok készitéséhez felhasznalt oligonukleotidok és szekvenciaik.
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amely az X helyén adenint vagy citozint tartalmazott. Az Ape2 3’-5’ exonukledz aktivitas
szubsztratspecificitasanak meghatarozasahoz tobb szubsztratot hasznaltunk. A bemetszést tartalmazo
szubsztrat (S9) eldallitasahoz a 66 nt hosszusagu templatot (O 08) hibridizaltuk **P-vel jelolt 32 nt
hosszu oligonukleotidohoz (O 07), valamint az O 09 oliginokleotidhoz. A kiilonb6zd méreth rés
eldallitasahoz (S10) az S9-nél hasznalt oligonukleotidokat hibridizaltuk 6ssze, csak az O 09-et
helyettesitettiik kiilonb6zd hosszusagu oligonukleotidokkal (O 10 — O 13). Az egyesszalu DNS
szubsztrat vizsgalatahoz **P-vel jel6lt 52 nt hossza oligonukleotidot hasznaltunk (O 05). A 3’ tilnyulo
vég eloallitasahoz (S11) ezt a jelolt oligonukleotidot hibridizaltuk egy 32 nt hosszu oligonukleotidhoz
(O 07), a tompa vég eloallitasahoz (S12) a jelzett oligonukleotidot (O 05) egy 33 nt hosszu
oligonukleotidhoz hibridizaltuk (O 06).

1V.5 A DNS szubsztratok radioaktiv jelolése

A radioaktiv jelolés soran a reakcid a kovetkezd komponenseket tartalmazta: 5 pmol
oligonukleotid, 1 il 10X T4 polinukleotid kinaz reakciopuffer (Fermentas), 2 il **P-aATP (~ 0,8
MBq), 3U T4 polinukleotid kindz (Fermentas). A reakciot 37°C-on inkubaltuk 60 percig. Ezutan az
enzimet inaktivaltuk 65°C-on 20 percig. A reakciobol ezutan tisztitottuk a jelolt oligonukleotidot
i l-re allitottuk be. A szubsztrat DNS elkészitéséhez a jeldlt oligonukleotidot és megfeleld hideg
komplementerét sszemértiik 1:1,3 aranyban. A keveréket 100°C-ra melegitettiik, majd hagytuk
lassan lehiilni. A hibridizalas utan az oldatban a jel6lt oligonukleotidok 100%-a kettdsszala formaban

volt jelen, amit a DNS szubsztratok nativ gélelektorforézisével ellenoriztiink.
1V.6 Az AP endonukleaz, 3 -foszfodiészterdz és 3°-5 exonukledz aktivitds vizsgadlata

Egy standard reakci6 a kovetkezd komponenseket tartalmazta: 40 mM Tris-HCI (pH 7.5),
0,5 mM MnCl,, 1 mM dithiotreitol, 100 ig/ml BSA, 10 nM DNS szubsztrat €¢s 5 nM Ape2 fehérje.
A reakcidkat jégen mértiik Ossze, majd inkubdltuk 37°C-on 5 percig. Az Ape2 exonukledz
aktivitasanak jellemzésénél a 0,5 mM MnCl -ot 5 mM MgCl_-vel helyettesitettiik, ahol ezt kiilon
megjeloltiik. A pH fliggés vizsgalatanal HEPES-t hasznaltunk pH 5,0; 5,5 és 6,0 esetében, mig Tris-
HCI-t pH 7,0; 7,5; 8,0; 8,8 és 10,0 esetében. A reakcio soérzékenységének meghatarozasakor a
pufferral allitottuk le (20 mM EDTA 95% formamid 0,25 % bromofenol kék, 0,25 % xylene cianol).
A reakcidkat 10%-os denaturald poliakrilamid gélen futtattuk 1X TBE pufferban. A denaturald
poliakrilamid gél a kovetkezoket tartalmazta: 1 X TBE puffer (89 mM Tris- HCI, 89 mM Borsav, 4
mM EDTA), 10% akrilamid (40 akrilamid : 2 bisakrilamnid), 8 M urea. A futtatas eldtt a géleket a
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futtatassal megegyezd kondiciok kézott minimum 20 percig elofutattuk. A futtatds paraméterei:
2000V, 60 mA, 65 W voltak. A futtatast 120 percig végeztiik.

A PCNA-nek az Ape2 aktivitasra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatdhoz a 3°-5’ exonukledz
reakciot 1 nM PCNA jelenlétében végeztiik el, valamint a standard reakcid puffert kiegészitettiik
10% glicerollal. A mutans és a vad tipusu Ape2 fehérjékbdl mindig azonos mennyiséget hasznaltunk

reakcionként. A kontroll Apel fehérjébdl (7revigen) 1U-t hasznaltunk reakcidonként.
1V.7 Enzimkinetikai analizis

A kinetikai analizishez a standard reakciot hasznaltuk, amely azonos mennyiségii P jelzett
szubsztrat DNS-t (3 nM) és valtozo koncentracidju (3 nM, 15 nM, 33 nM, 51 nM, 105 nM, 159 nM)
hideg szubsztrat DNS-t tartalmazott. A reakcidkat 37°C-on inkubaltuk, majd mértiik az egy perc
alatt elhasadt DNS szubsztrat mennyiségét. Az igy kapott értékek alapjan a Sigmaplot 2001
programmal hataroztuk meg az enzimreakcid paramétereit. A kinetikai kisérlet eredményei 5 kisérlet

atlagat tiikkrozik.
1V.8 Az enzimreakciok kiértékelése

Az eredmények kvantitdlasdhoz a Molecular Dynamics STORM Phosphorimagert és az
ImageQuant 5.0 programot hasznaltuk. Az eredményekben szerepld adatok 3 — 5 fliggetlen kisérlet
atlagai. Az Ape?2 aktivitasanak vizsgalatanal a hasitott szubsztrat mennyiségét a jel denzitdsanak

mérésével allapitottuk meg.
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V. Eredmények

V.1 A vad tipusu és a D277A pontmutans Ape? tisztitdsa

Ahhoz, hogy az Ape2 aktivitasat biokémiailag jellemezziik klénoznunk, tultermeltetniink,
majd tisztitanunk kellett a fehérjét. Mind az Apel mind az Ape2 fehérje katalitikus doménje a
fehérje N-terminalisan talalhat6 (6. abra A). Az Ape2 fehérje a katalitikus doménen kiviil tartalmaz
még egy C-termindlis extenzidt is, amely csak az Apn2 alcsalddra jellemzd. Az Apel katalitikus
doménjében mar korabban meghataroztak azokat az aminosavakat, amelyek a katalitikus aktivitasért
felelosek. Az egyik ilyen aminosav az Apel-ben a 283. Asp, amelynek az Ape2 homologja a 277.
Asp (67;88). Ezért ezen a ponton hoztunk 1étre mutaciot, hogy funkcidképtelen Ape2 fehérjét tudjunk
tisztitani. Bakteridlis expresszios rendszerben probalkozva nem tudtunk Ape2 fehérjét tiszitani.
Ezért élesztd expresszids rendszerben probaltuk tultermeltetni, majd tisztitani az Ape2 fehérjét.

Elesztd sejtekben sikeriilt expresszalnunk és homogenitésig tisztitanunk mind a vad tipust, mind a

277
A YGSRLDYVIGD
Ape 2 —
Exo 11 C-terminalis
domén extenzio
X
B §
Q
8"‘ 2/
L [
O i o
kDa "\k \:‘;" (3‘?
97— i -
Oy — — *
45 —
Oszlop 1 2 3

6. Abra: Az Ape2 fehérje tisztitasa. (A) Az Ape2 fehérje sematikus szerkezete. Sziirke téglalappal jeloltik az N
terminalis katalitikus domént, amely konzervalt a csaladban. Fekete vonal jelzi az Apn2 alcsaladra jellemzd C-terminalis
extenziét. Nyillal jeloltiik a 277. aszparaginsavat, amelyet alaninra mutaltunk. (B) A vadtipusu és a D277A mutans
Ape2 fehérje tisztitasa. Az elsd oszlopban lathaté a molekulasuly marker. A 2. oszlopban a vadtipusiu GST-Ape2 a
harmadikban a D277A Ape?2 tisztitasanak elucids frakcioja lathato. A két tisztitast egymassal parhuzamosan végeztiik,

azonos koriilmények kozott. Nyillal jeloltiik a teljes hosszusagii GST-Ape fehérjét, csillagal a degradalt GST-Ape2-t.
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D277A mutans Ape2 fehérjét (6. abra B). A fehérjéket parhuzamosan, az N-termidlis GST fuzios
partneren keresztiil tisztitottuk. Mind a vad tipus, mind a pontmutans esetében megfigyelhetd volt

egy kis mértéki degradacio.
V.2 Az Ape2 gyenge AP endonukledz aktivitdssal rendelkezik

A II. tipusi AP endonukledzok elsddleges funkcioja, hogy az abazikus hely 5’ végénél
bemetszi a DNS-t. EzEért megvizsgaltuk, hogy az Ape2 fehérje rendelkezik-e ezzel, a csaladra jellemzd
aktivitassal. A kisérletben az S1 szubsztrat DNS-t hasznaltuk (5. dbra), amely a jelzett szalan a 31.
pozicioban egy tetrahidrofurant tartalmazott, ami az abazikus hely analdgja. Az AP endonukleaz
aktivitas miikodéseként a jelzett oligonukleotid az AP hely 5° végénél hasad el €s egy 30 nt hosszusagu
terméket ad ebben a kisérleti elrendezésben. Kisérleteink soran az Ape2 fehérje csak nagyon gyenge
AP endonukleaz aktivitassal rendelkezett (7. abra A 2. 3. oszlop). A D277 A pontmutanst hasznalva
megallapitottuk, hogy ez az AP endonukleaz aktivitas az Ape2 sajatja (7. abra A. 4. 5. oszlop).
Kontrollként Apel fehérjét hasznaltunk ugyanezen a szubsztraton, amelyrdl mar korabban
bizonyitottak, hogy AP endonukleaz, ezért a két fehérje mikodéseként kapott termékek
Osszehasonlitdsa egyértelmiien bizonyitja, hogy az Ape2 fehérje pontosan ugyanott hasit, ahol az
Apel, vagyis AP endonukledzként mikodik (7. abra B 2-5 oszlop). Az optimalis reakcio
korlilményeket keresve megallapitottuk, hogy az Ape2 150 mM NacCl jelenlétében sokkal aktivabb,

A — B C
NaCl (150mM)
Ape2 toe
Ape2 (nM) - 5 25 - - Apel - + - + -
far PO PP
Ape2 D277A (nM) - - - 5 25 *'"-?511! NaCl(mM) R0 & F A
75 nt
e "eeRCee-
- 30 nt
® &--3n
Oszlop 1 2 3 4 5 Oszlop 1234567
-— (0 it Hasitott DNS({nM) 0 7 0.1 4 0.7 Hasitott DNS (nM) 001020407050
Oszlop 1 2 3 45
Hasitott DNS (nM) 0 0307 0 0

7. Abra: Az Ape2 AP endonukleaz aktivitasa. (A) A vadtipusu (2. 3. oszlop) és a D277A mutans (4. 5. oszlop) Ape2
AP endonukleaz aktivitasa. (B) Az Apel (2. 4. oszlop) és az Ape2 (3. 5. oszlop) hasitasi helyének 6sszehasonlitisa az

AP helyet tartalmaz6 DNS szubsztraton. (C) Az Ape2 fehérje AP endonukleaz aktivitasanak sofiiggése. A standard

e
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mint sdmentes oldatban (7. abra C). A fehérjét két és félszeres molaris feleslegben adva a szubsztrat
DNS-hez optimalis koriilmények kozott, annak minddssze 7%-at (0,7 nM) hasitotta el. Ez alapjan

feltételezhetjiik, hogy az Ape2 gyenge AP endonukleazként mikdodik.
V.3 Az Ape?2 3’-foszfodiészteraz aktivitassal rendelkezik

A BER-ben a II. tipusu AP endonukledzok fontos feladata az egyesszalu lanctorések soran
keletkezd 3’ blokkolo csoportok eltavolitasa. Ennek az aktivitasnak a vizsgalatara az S2 szubsztrat
DNS-t hasznaltuk (5. abra), ahol az 5° végen jelzett, 35 nt hosszu szal 3’ végén egy foszfo-glikolat
(PG) vég helyezkedett el. A 3’-foszfodiészteraz aktivitds mikodéseként a 3° PG végbol 3’ szabad
OH (hidroxi) vég keletkezik. Az OH véget tartalmazo oligonukleotid kisebb mobilitassal rendelkezik
a 10%-os szekvenalo gélen, mint a PG véget tartalmazo, igy elvalaszthat6 egymastdl a két kiilonbozo
3> végli DNS. Az Ape2-t két és félszeres molaris feleslegben adva a szubsztrat DNS-hez, annak
40%-at (4 nM) hasitotta el (8. abra A. 3. oszlop). Mivel a D277A mutans nem mutatta ezt az aktivitast,
igy bizonyitottuk, hogy ez is az Ape2 fehérje endogén aktivitasa (8. abra A. 4. 5. oszlop). Ezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az Ape2 valdban jelentds szerepet jatszhat a BER 3’

blokkold végek eltavolitasat végzd mechanizmusaban.

A B —
e —
Ape2 (nM) - 525 - -
Ape2 D277TA(nM) - - - 525
Ape2 (nM) - 525 - - . - —in
Ape2 D27T7TA(nM) - - - 5 25 &= —32nt
- —3-0H - . —3lnt
.. S — G o
— 20t
Oszlop 1 23 4 5 —28nt
FT L y A A
Hasitott DNS(nM) 0 2 4 0 0 Oszlop 123 45
Hasitott DNS (nM) 0 8 9 0 0

8. Abra: Az Ape2 3°-5’ exonukleaz és 3’-foszfodiészteraz aktivitasa. (A) A vadtipust (2 — 3 oszlop) és a D277A
mutans (4 — 5 oszlop) Ape2 3’-foszfodiészteraz aktivitasa. (B) A vadtipust (2 — 3 oszlop) és a D277A mutans (4 — 5

oszlop) Ape2 3’-5’ exonukleaz aktivitasa.

V.4 Az Ape2 3°-5° exonukledz aktivitassal rendelkezik

Mivel a II. tipust AP endonukledzok rendelkeznek 3’-5° exonukledz aktivitdssal,
megvizsgaltuk az Ape2 fehérje exonukledz aktivitasat is. Az Ape2 3°-5° exonukleaz aktivitasanak

kimutatasat az S3 szubsztrat DNS-en végeztiik (5. dbra), amely egy 3’ visszahuizodé véget tartalmazd
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radioaktivan jeldlt dupla szala DNS. Az 5’ végen jelolt oligonukleotid rovidebb formainak
sorozatanak a megjelenése jelezte, hogy az Ape2 3°-5” iranybol hasitotta a DNS-t (8. Abra B. 2. 3.
oszlop). A D277A mutans Ape2 fehérjével nem tudtuk kimutatni ezt az erds exonukledz aktivitast
(8. abra B. 4. 5. oszlop). Mivel parhuzamosan vizsgaltuk a vad tipusu és a D277A mutans Ape2
fehérjét, igy bizonyitottuk, hogy a kapott és a tovabbiakban vizsgalt exonukledz aktivitas az Ape2
fehérje sajatja. Amikor a DNS szubsztrat kétszeres molaris feleslegben volt az Ape2 fehérjéhez
képest, akkor a hasitas kozel 100%-o0s volt (8. dbra A. 2. oszlop). Mivel azonos mennyiségii Ape2-
tazonos ideig inkubalva a 3’-5” exonukledz aktivitas (tobb mint 10 nM-t hasitott) a 3’ foszfodiészteraz
aktivitasnal mintegy egy, az AP endonukledz aktivitasnal pedig mintegy két nagysagrenddel volt

nagyobb, ezért ehhez az aktivitashoz kapcsolodhat az Ape2 fo funkcidja.
V.5 Az Ape2 3°-5° exonukledz aktivitasanak jellemzése

Meghataroztuk az optimalis reakciokoriilményeit a 3’-5’exonukledz aktivitasnak az S3
szubsztrat (5. abra) segitségével. Az Ape2 exonukledz aktivitasa erdsen fiigg a kétértéki kationok
jelenlététol (9. abra A. B.). Mn?" jelenlétében sokkal aktivabb a fehérje (9. abra A. 5 - 7 oszlop),
mint Mg?* jelenlétében (9. abra A. 2 - 4 oszlop). Kétértéki kation hianyaban nincs megfigyelhetd
exonukledz aktivitds (9. dbra A. 1. oszlop). Az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitasa érzékeny a
sokoncentraciora (9. abra C. D.). 100 mM NaCl mar erdteljesen lecsokkenti az aktivitast (9. abra C.
4. oszlop), mig 200 mM-os koncentracidoban az Ape2-nek nincs detektalhato 3°-5’exonukleadz
aktivitasa (9. abra C. 6. oszlop). A reakcio pH-ra kevéssé érzékeny (9. abra E. F.), bar a pH optimuma
7,5-nél van (9. abra E. 5. oszlop), de az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitdsa pH 6,0 és 8,8 kozt kozel
azonos intenzitasu (9. abra E 3 — 6 oszlop).

Megvizsgaltuk, hogy az Ape2 fehérje 3’-5 exonukleaz aktivitasa hogyan valtozik kiilonb6zd
DNS szubsztratokon (10. dbra A). Egyesszalu és 3’ tilnyul6 végli DNS szubsztraton (5. abra S11)
az exonukledz aktivitds nem figyelhetd meg (10. dbra A. 2. 4. oszlop). Kettdsszalu tompa végh
DNS szubsztraton (5. abra S12) gyenge 3°-5’ exonukleaz aktivitas figyelhetd meg (10. dbra A. 6.
oszlop). Az Ape2 exonukleaz aktivitdsa preferenciat mutat a 3’ visszahiz6do végi (recessed end)
szubsztratra (5. abra S3, S10; 10. dbra A. 8. 10. oszlop). Ez a preferencia megfigyelhetd mind a
szabad 3’ visszahuzdddé végén, mind olyan 3’ visszahuzodo végnél, amely 3’ iranyba egy rést
tartalmaz.

Mivel a Il. tipusu AP endonukledzok a bazis excizios reparacidban (BER) részt vevo fehérjék,
megvizsgaltuk, hogy a bazis excizios reparacio jellegzetes 3°-5 exonukleaz szubsztratjara, amelyen
a szabad 3’ vég mellett kdzvetlen egy bemetszés talalhato (5. dbra S9), mutat-e specificitast (10.

abra B. C.) az Ape2 3’-5’ exonukledz aktivitasa. Kisérleteink azt az eredményt mutattak, hogy a
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9. Abra: AzApe2 3°-5’ exonukleaz aktivitasanak jellemzése. (A) Az Ape2 exonukledz aktivitisanak fémion fiiggése.
A standard exonukleaz reakci6 oldatbél kihagytuk a fémiont (1 oszlop), a 0,5 mM MnCl,-ot 5 mM MgCl,-dal
helyettesitettiik (2 — 4 oszlop) illetve a standard reakcio6 puffert hasznaltuk (5 — 7 oszlop). (B) Az A pontban kapott
aktivitast grafikusan abrazoltuk. (C) Az Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitasanak fliggése a sokoncentraciotol. A standard
rekaciopufferban inkubaltuk az Ape2-t (2. oszlop), illetve a standard puffert ndvekvd sdkoncentracioval egészitettiik
ki (3 — 6). Kontrollként Ape2 mentes puffert hasznaltunk (1. oszlop). (D) A C. pontban kapott enzimaktivitas grafikus
abrazolasa. (E) Az Ape2 3°-5° exonukleaz aktivitdsanak pH fiiggése. A pH 5,0; 5,5; 6,0 reakciok esetében a standard
reakciopufferben a 40 mM Tris-HCl helyett 40 mM HEPES-t hasznaltunk. A pH 7,0; 7,5; 8,0; 8,8; 10,0 reakcidokban

40 mM Trist hasznaltunk. (F) Az E. pontban kapott adatok grafikus abrazolasa.

bemetszést tartalmazo szubsztraton lényegesen kisebb (kb. 50%-a) az Ape2 3’-5° exonukledz
aktivitasa (10. abra B 2. oszlop), mint a rést vagy szabad 3’ véget tartalmazd DNS szubsztraton (10.
abra B 3 - 7 oszlop). Ugyanakkor a rés hossza nem befolyasolja az Ape2 3’-5’ exonukleaz aktivitasat
(10. abra B 3 - 7 oszlop). Mivel a bemetszést tartalmazd szubsztraton csokkent aktivitast tapasztaltunk,
feltételezhetd, hogy az Ape2 fehérje 3’-5’ exonukledz aktivitisa nem a BER-ben vesz részt.
Ugyanakkor a 3’ visszahtz6d6 véget tartalmaz6 DNS szubsztraton tapasztalt erds aktivitas alapjan
azt feltétezziik, hogy az Ape2-nek mas, DNS szintézissel kapcsolt hibajavitd folyamatban lehet
meghatdroz6 szerepe, amelyekben szabadon vagy rés részeként 3’ visszahuzédé DNS szubsztrat

vég all rendelkezésre.
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10. Abra: Az Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitasanak szubsztratspecificitisa. (A) Az Ape2 3’-5” exonukledz aktivitasa
egyesszalu (1 -2 oszlop), 3’ talnyuld végh (3 — 4 oszlop), tompa végi (5 — 6 oszlop), 3° visszahuzddd végh (7 — 8
oszlop) és egy nukleotidos rést tartalmaz6 (9 — 10 oszlop) DNS szubsztraton. (B) Az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitdsanak
hatékonysaga bemetszést (nick) (2. oszlop) és kiilonb6zd hosszisagu rést (3 — 6) tartalmazé DNS szubsztraton.
Kontrollként (7. oszlop) 3’ visszahuzodo végh DNS szubsztratot hasznaltunk. (C) A B. pontban kapott aktivitasok

grafikus abrazolasa.

V.6 A PCNA kolcsonhat az Ape2 fehérjével és stimuldlja annak 3°-5" exonukleaz
aktivitasat

Szamos DNS hibajavitasi mechanizmus kdzponti szerepet jatszo fehérjéje a PCNA. ADNS
hibajavitasban résztvevo fehérjék nagy részében azonositottak mar a PCNA-vel valo kolcsonhatasért
felelds szekvenciamotivumot (PIP motivum), amely az Ape2-ben is megtalalhatd. Ezért
megvizsgaltuk, hogy a PCNA képes-e megvaltoztatni az Ape2 altalunk vizsgalt 3°-5” exonukleaz
aktivitasat. A standard exonukleaz reakcidhoz 1 nM PCNA hozzdadasa dramaian megndveli az
Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitasat (11. abra 4. oszlop). A kisérletben olyan kontrolt is hasznaltunk,
amely a PCNA preparatumban talalhato esetleges 3°-5° exonukledz szennyezddés kimutatasara volt
alkalmas (11. abra 2. oszlop). Mivel ebben az esetben semmilyen 3°-5° exonukledz aktivitast nem
tapasztaltunk, ezért csak az Ape2 PCNA kolcsonhatés az, ami ezt az aktivitdsndvekedést eldidézhette.
A PCNA kulcsszerepet jatszik a DNS hibajavitas soran az uj DNS szintézissel jaro folyamatokban,

ezért feltételezhetjiik, hogy az Ape2-nek is ezekben a folyamatokban lehet szerepe.
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11. Abra: A PCNA stimulalja az Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitasat. A reakciot standard reakciopufferben végeztiik,
amely 10 % glicerolt és 1 nM PCNA-t tartalmazott (2. 4. oszlop). Minden reakcidt 37°C-on inkubaltunk 5 percig.

Negativ kontrollként (1 - 2 oszlop) Ape2-mentes reakciopuffert hasznaltunk.

V.7 Az Ape2-ben két PCNA kéto hely kooperativ miikodése sziikséges a PCNA fehérje

37-5" exonukledz aktivitast stimulalo hatasanak kifejtéséhez

Korabban Tsuchimoto és munkatarsai kozolték, hogy az Ape2 PIP motivuma a 390 és 397
aminosav kozott talalhaté QKNLKSYF szekvencia (89). Ennek és a PCNA aktivald hatasanak
bizonyitasara elmutaltuk a motivumban talalhato két konzervalt aromas aminosavat. Ezt a kettds
pontmutans Ape2-t (Y396A F397A) a varakozasainkkal ellentétben a vad tipussal megegyezd
mértékben volt képes stimulalni PCNA (12. abra E 3—6 oszlop). Részletesen megvizsgalva az Ape2
szekvencigjat sikertilt tovabbi két lehetséges PCNA ko6td motivumot meghatarozni. Ez a két motivum
a 486 ¢s 493 aminosav kozott talalhato PNLGRRFY és az 505 és 512 aminosav kozott talalhato
PSSRCNFF szekvencia, amelyek az Ape2 C terminalisan talalhatoak. Mindkét motivumban ko6zos,
hogy részben konzervalt, eltér a konszenzus PCNA k6td motivumtdl (Q-x-x-(h)-x-x-(a)-(a)), de
tartalmazza a két konzervalt aromas aminosavat (12. dbra A), valamint Xu és munkatarsai kimutattak,
hogy ehhez a szekvencidhoz hasonld polipeptid képes kotni a PCNA-t (38). Ezért elkészitettiik a
két i) motivumban pontmutans Ape2 fehérjét is (F492A Y493 A ¢és F511A F512A). Ezen kiviil
elkészitettiink egy olyan tobbszordsen pontmutans Ape2-t (12. abra B), amely mind a hirom
lehetséges PCNA k6td helyben tartalmazott mutaciot (Y396A F397AF492AY493AF511AF512A).
Ezeket a PCNA kotohelyben mutans Ape2-ket a vad tipustival megegyezo modon tisztitottuk (12.
abra C), majd azonos mennyisé¢geket hasznalva elvégeztiik az exonukledz kisérletet onmagaban és
a PCNA-vel egyiitt. Onmagaban a standard reakciokoriilményeket hasznalva minden Ape2 mutans
aktiv volt (12 abra D). Ezzel szemben, amennyiben PCNA-vel egyiitt vizsgaltuk a pontmtutansok

3’-5’ exonukleaz aktivitdsat, azt az eredményt kaptuk, hogy a két ujonnan talalt PCNA kot szekvencia
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kiilon-kiilon 1s képes a PCNA stimulalé hatasat megsziintetni (12. abra E), ami azt feltétlelzi, hogy

a két motivum kooperativan vesz rész a PCNA megkotésében.
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12. Abra: Az Ape2 PCNA kotd helyei. (A) A feltételezett PCNA kotd helyek konzervaltsaga. Osszehasonlitottuk az
¢lesztd Apn2 és az ember Ape2 fehérjéinek szekvencidit. A megegyezd aminosavak feketével a hasonl6 karaktert
aminosavak sziirkével feliilfestve jeloltek. A feltételezett PCNA kotd helyeket bekereteztiik. (B) Az Ape2 sematikus
szerkezete. Ures téglalappal jeldltiik a katalitikus domént, sziirke téglalappal a Zn finger domént. A fekete téglalapok
a feltételezett PCNA kotd motivumokat jeldlik. A PCNA ko6td motivumok szekvenciaja f6lott, ponttal jeloltiik az
elmutalt aminosavakat. (C) A kisérletek soran hasznalt tisztitott PCNA és Ape2 fehérjék. (D) A vad tipusu és a mutans
Ape2 fehérjék 3°-5° exonukledz aktivitasa (2 — 6. oszlop). (E) APCNA 3°-5’ exonukledz aktivitas stimulal6 hatdsa a
mutans Ape2 fehérjéken. A vad tipust és a Y396A F397A mutanst azonos mértékben stimulalja a PCNA (2 -6 oszlop),
az F492A Y493A ¢és FS11A F512A mutansokat ellenben nem képes stimulalni a PCNA (7 — 10 oszlop), ahogy a

harmas mutans Ape2 se (11, 12 oszlop).
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V.8 Az Ape2 3 -5 exonukledz aktivitasa specifikus a 3 'végi hibdsan beépiilt bazisokra

Ha igaz a feltételezésiink, hogy az Ape2 az uj DNS szintézishez kapcsolt folyamatokban
veszt rész, érdekes kérdés, hogy a hibasan beépiilt nukleotidokra mutat-e valamilyen preferenciat a
3’-5’ exonukleaz aktivitasa. Ezért megvizsgéltuk az Ape2 3°-5° exonukledz aktivitdsat olyan DNS
szubsztratokon, amelyek 3’ végén mind a 16 lehetséges bazis par megtalalhatd (13. abra). A kisérlet
soran egyenld mennyiségli GST-Ape2-vel inkubaltuk a kiilonb6zd duplaszala szubsztratokat. Az
Ape2 minden esetben nagyobb preferencidval hasitotta a 3’ végen hibas parosodast tartalmazo
szubsztratot (13. dbra 2.4 -5;8-10; 12 -14; 17. 18. 20. oszlop), mint a helyes bazisparral rendelkezot
(13. &bra 3. 7. 15. 19. oszlop). A hasitas hatékonysagat kvantitativan is meghataroztuk, ennek
eredményét a 13. abran talalhato oszlopdiagram mutatja. Az Ape2 eltérd hatékonysaggal tavolitja el
a kiilonb6zo nukleotidokat a 3° végrol. Legnagyobb hatékonysaggal a 3° végi adenint tavolitja el,
ezért ezen a példan keresztiil mutatom be az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitdsanak a helyes bazisparon
illetve mismatchen valo mikodését. Ha a templat szal timinjével szemben taldlhaté meg az adenin
(13. abra 3. oszlop), akkor mintegy négy — hatszor gyengébb aktivitast kapunk, mintha az adenin
valamelyik masik bazissal szemben épiilne be, amellyel nem képes a megfeleld bazisparosodasra
(13. &bra 2. 4. 5. oszlop). Kisérleteink eredménye azt bizonyitja, hogy az Ape2 3’-5’ exonukledz

aktivitasa specifikus a 3’ végen talalhatdo mismatchekre.
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13. Abra: Az Ape2 3°-5° exonukleaz aktivitasa kiilonb6zd 3’ véggel rendelkezé DNS szubsztratokon. Az osszes
lehetséges 3’ végi bazisparosodast eldallitottuk. fgy minden egyes jeldlt primer szubsztrat végéhez harom hibas (2. 4
-5,8-10, 1214, 17— 18 és 20. oszlop) és egy helyes bazisparosodast biztosité komplementer oligonukleotid (3. 7.
15. 19. oszlop) tartozik. Az oszlopdiagrammok az Ape2 adott szubsztratra vonatkozé 3°-5° exonukledz aktivitdsanak

kvantitativ értékeit mutatjak (3 kisérlet atlaga).
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V.9 Az Ape? specifikusan eltavolitja a 3’ végre beépiilt dezoxi-uracilt

Egy korabbi publikacidobdl ismerjiik, hogy HeLa sejteket dezoxi-uridinnel kezelve, megnd
az Ape2 fehérje mennyisége az iy DNS-t szintetizal6 helyeken (89). Ebbol az eredménybdl kiindulva
feltételeztiik, hogy az Ape2 fehérje 3°-5° exonukledz aktivitasa talan a 3’ végre beépiilt dezoxi-
uracilok eltavolitasat végzi. Ezért megvizsgaltuk in vitro, hogy az Ape2 fehérje 3°-5” exonukledz
aktivitdsa hogyan mikodik olyan DNS szubsztraton (5. dbra S5, S6), ahol a 3’ végen az adeninnal
szemben dezoxi-uracil taldlhato (14. dbra). Meghataroztuk az Ape2 fehérje 3’-5° exonukleaz
aktivitasanak enzimatikus paramétereit mind az uracilt, mind a kontrollként hasznalt, timint
tartalmazo DNS szubsztratra (2. tablazat 1. 2. sor). A reakcio sebességét meghatarozo paraméterben
(V(max)) a két szubsztrat kozott jelentds (mintegy tizszeres) kiilonbséget figyeltiink meg. A masik
jellemzd parameterben (K, a f€l telitési szubsztrat koncentracid), amely az enzim szubsztrat
asszociacidjanak és disszocidciojanak a jellemzdje, nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. A két
paraméter hanyadosa (V(max)/KM) az enzimaktivitas hatékonysaganak a jelzésére hasznalhato. Minél
nagyobb ez a hanyados, az adott enzim annal hatékonyabban mikddik. Ebben az 6sszehasonlitasban

az Ape2 a dezoxi-uracilt tizszer jobban tavolitja el a 3* végrdl, mint a kontrollként hasznalt timint

(2. tablazat 1. 2. sor).
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14. Abra: Az Ape2 3’-5° exonukleaz aktivitisinak mikodése olyan DNS szubsztraton, amelynek 3’ végén az
adeninnel szemben dezoxi-uracil vagy timin talalhaté. (A) Azonos mennyiségii Ape2-vel inkubaltuk a DNS

szubsztratokat 0,5; 1; 3; 5; 10; 20 percig (2—7, 9 — 14 oszlop). (B) Az A pontban végzett kisérlet kvantitativ eredménye.
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V.10 Az Ape?2 specifikusan eltavolitia a 3’ végre a templat szal §-oxo-guaninjaval

szemben beépiilt adenint

A mitokondriumok normalis metabolikus miikkddése sordn felszabadul6 reaktiv oxigén
gyokok folyamatosan indukaljak az oxidalt bazisok keletkezését, amelyek a leggyakoribb DNS
hibak k6z¢ tartoznak. Az oxidalt bazisok egyik nagy mennyiségben eloforduld tipusa a 8-oxo-guanin
(8-0x0G). A 8-0x0G blokkolja a replikacios villat, mivel a DNS polimeraz-i csak kis gyakorisdggal
képes nukleotidot beépiteni ezzel a sériilt bazissal szemben (92). In vitro vizsgélatokkal azt a meglepd
eredményt mutattak ki, hogy azokban az esetekben, amikor a polimeraz-a athalad a sériiléssel
szembeni részen, az esetek 90%-ban adenint, vagyis hibas nukleotidot €pit be a helyes citozin helyett
(92). Ez a hiba, amennyiben nem javitédik azonnal, a késobbiekben mutaciot okoz. Ennek az az
oka, hogy a replikacid befejezddése utan a kettdsszalu DNS-en mas javitd mechanizmusok
(elsdsorban a BER) eltavolitjak a 8-oxoG-t. Ez a nukleotid azonban eredetileg templat DNS szalon
volt, ami miatt a hibasan beépiilt adeninnel szemben egy timin épiil be, €s nem az eredeti guanin.
fgy a GC bazisparbol TA bazispar alakul ki (transzverzio). Mivel ez a folyamat erdsen mutagén,
megvizsgaltuk, hogy az Ape2 képes-e preferencidlisan eltavolitani a 8-oxoG-nal szembeni adenint
a DNS szubsztrat 3° végérol (15. dbra), amely eseteket specidlis DNS szubsztratokkal modelleztiink
(5. abra S7, S8). Megvizsgalvaaz Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitasanak kinetikai paramétereit ezeknek
a DNS szubsztratoknak, azt az eredményt kaptuk, hogy a Vi értékben jelentds (mintegy 6tszoros)
kiilonbség figyelhetd meg a ket szubsztrat eseteben (2. tablazat 3. 4 sor). Ugyanakkor a K, értekek
kismértéka eltérése megfigyelhetd meg. Az eredményként kapott kinetikai paraméterek

Osszehasonlitasa alapjan (V /K )), azt a kovetkeztetést vonhattuk le, hogy az Ape2 nyolcszor

(max)

jobban tavolitja el a 8-0xoG-nal szembeni adenint a 3’ végrdl, mint a citozint, tehat egyértelma

preferenciat mutat a mutagén parosodasra (2. tablazat 3. 4. sora).
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15. Abra: Az Ape2 3°-5’ exonuklesz aktivitasainak mikodése olyan DNS szubsztraton, amelynek 3’ végén a 8-

oxo-guaninnal szemben adenin vagy citozin talilhaté. (A) Azonos mennyiségii Ape2-vel inkubéltuk a DNS

szubsztratokat 0,5; 1; 3; 5; 10; 20 percig (2 —7, 9 — 14 oszlop). (B) Az A pontban végzett kisérlet kvantitativ eredménye.

DNS SZUbSZtrat V{max] I<m V[max}erm
---GGTACTCU
5.3 + 56 2 + 12 il
- - CCATGAGATCA 53+09159 20,19+ 4,132 0,262
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- - - CCATGAGATCA 0,5147 +0,1269 20,45 + 6,767 0,0
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- 5 7+ 5 bl
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? 4+ 343 & 1 .
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2. Tablazat: Az Ape2 3’-5’ exonukleaz aktivitasanak kinetikai paraméterei az adenninal szembeni timin és dezoxi-

uracil, valamint a 8-oxo-guaninnal szembeni adenin és citozin eltavolitiasara.
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VI. Megbeszélés

VI.1 Az Ape? fehérje enzimatikus aktivitdsai

Az Ape2 biokémiai jellemzéséhez klonoztuk, expresszaltuk majd tisztitottuk az Ape2 fehérjét.
Osszhangban az eddigi irodalmi adatokkal bakterialis expresszios rendszerben nem tudtuk tisztitani
az Ape2 fehérjét (87), ezért az élesztd expresszios rendszer alkalmazasa mellett dontottiink. Az
¢lesztd rendszerben sikertilt expresszalni a fehérjét. A vad tipussal parhuzamosan tisztitottuk a D277A
pontmutanst is. A 277 aszparaginsav egyike azoknak a konzervalt kétértéka kationt kotd
aminosavaknak, amelyek sziikségesek az II. tipusi AP endonukleazok (Apel, Exolll) mikodéséhez
(88;93). Ez a katalitikusan inaktiv fehérje szolgalt a késdbbiekben kontrollként, hogy bizonyitsuk,
hogy az altalunk megfigyelt enzimaktivitas az Ape2 fehérjétdl szamazik és nem valamilyen a tisztitas
soran a preparatumban maradt szennyezd €lesztd fehérjétdl. A kisérleteink sordn az Ape2 fehérjének
gyenge AP endonukleaz aktivitasa volt. Ezzel szemben, mivel a D277A pontmutans Ape2 fehérjével
végzett kisérletekben az AP endonukledz aktivitds nem volt megfigyelhetd, egyértelmien
bizonyithatd, hogy ez az aktivitas az Ape2 sajatja. Tovabbi kisérleteink soran kimutattuk, hogy az
Ape?2 3’-foszfodiészteraz és 3°-5° exonukleaz aktivitdsokkal is rendelkezik. Ezeket az aktivitasokat
szintén nem tudtuk kimutatni a parhuzamosan tisztitott D277A pontmutans Ape2 preparatumban.
Osszehasonlitva az egységnyi Ape2 altal egységnyi idd alatt elhasitott szubsztrat DNS-ek mennyiségét
megallapitottuk, hogy a 3’-foszfodiészterdz aktivitds egy, a 3’-5’exonukleaz aktivitas két
nagysagrenddel volt erdsebb, mint az AP endonukleaz aktivitas. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a human Apel és Ape2 hasonl6 funkcidémegosztast mutathat, mint az élesztd Apnl és Apn2.
Elesztdben az Apn1 hidnya miatt a sejt sokkal nagyobb érzékenységet mutat az AP helyek szaméanak
novekedésére, mint az Apn2 hidnya miatt, ugyanakkor az oxidativ kdrosodas utani egyesszalu
lanctorés javitdsaban mar megkozelitdleg egyenld mértékben vesznek részt (68;93). Az Ape2 o
enzimatikus aktivitasanak, a 3’-5” exonukledz aktivitasnak in vivo jelentdségérol eddig nem alltak
rendelkezésre ismeretek. Munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogy ennek az aktivitdsnak mi

lehet az in vivo szerepe.

VL2 Az Ape2 a PCNA-vel egyiitt miikodik, ami stimulalja az Ape2 3°-5° exonukleaz
aktivitasat
Mivel az Ape2 PCNA ko6td motivumot tartalmaz (89), megvizsgaltuk, hogy a PCNA milyen

hatast gyakorol a human Ape2 fehérjére. Eredményeink azt mutattdk, a PCNA erdsen stimulalja a

3’-5’ exonukledz aktivitast. Vizsgalataink igazoltdk, hogy a PCNA kotés az ami stimulalja az Ape2
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3’-5” exonukledz aktivitasat, azaltal, hogy képesek voltunk olyan Ape2 pontmutanst eldallitani,
amely aktiv volt, de a PCNA nem volt képes kifejteni rajta stimulalo hatasat. Meglepd mddon az
Ape2 két funkcionalis PIP motivumot tartalmaz, amelyek erdteljesen eltérnek a konszenzus
szekvenciatdl. Ezek a szekvencidk kooperativan mikddhetnek, mivel a két motivum egyikének
inaktivva tétele mar gatolja a PCNA stimulalé hatasadnak kifejtését. Hogy nem az Ape2 teljes
hogy a pontmutaciétdl nem valtozik meg az Ape2 enzimaktivitdsa. A masik bizonyiték lehet erre,
hogy Xu és munkatarsai hasonlo6 peptidszekvenciarél kimutattak, hogy hatékonyan képes a PCNA-
tkotni (38). Az irodalmi adatok (89) és az altalunk kapott stimulacio arra utal, hogy az Ape2 fehérje
in vivo a PCNA-vel egyiitt, egy komplexben mikodik. Mivel a DNS polimerazok aktivitasat is
stimulalja a PCNA-vel val6 kolcsonhatas (22;27-31;94), igy nagyon valoszin(, hogy az Ape2 fehérje
a PCNA-n keresztiil kapcsolddva egy komplexben talalhato a DNS polimerazokkal. Ez az eredmény
azt sugallja, hogy az Ape2 DNS szintézissel kapcsolt folyamatokban vesz részt, hiszen a PCNA-n
keresztiil valosul meg szinte az dsszes DNS szintetizald folyamat mind a replikdcidban, mind a

reparacioban.

VI.3 Az Ape?2 specificitast mutat a 3’ végen talalhato sériilt vagy rosszul parosodott
nukleotidokra

Mivel az Ape2 erds, és a PCNA altal stimulalt 3°-5” exonukleaz aktivitassal rendelkezik,
felmertil a kérdés, hogy vajon mutat-e ez az exonukledz aktivitas valamilyen specificitast a 3’ végen
talalhat6 rosszul parosodott bazisokra. Megvizsgaltuk, hogy az Ape2 fehérje milyen preferenciaval
hasitja a 3’ végen talalhat6 nukleotidot annak a fiiggvényében, hogy ez a nukleotid 1étrehoz-e korrekt
bazispart a vele szemben 1évd templat szalon taldlhatd nukleotiddal, vagy nem. Eredményeink
egyértelmiien azt mutattak, hogy az Ape2 fehérje 3°-5° exonukledz aktivitasa specifikus a 3’ végi
mismatchekre, vagyis a korrekt bazisparok eltdvolitasat sokkal kisebb hatékonysaggal végzi, mint a
hibasan beépiiltekét. Ez a hasitasi preferencia és az a tény, hogy az Ape2 in vivo a PCNA-vel egyiitt
mikdodik, arra enged kovetkeztetni, hogy az Ape2 in vivo valamilyen proofreader funkcidt lathat el.
Szamos olyan kis pontossagu DNS polimeraz ismert (TLS polimerazok, polimeraz-a), amelyek
elvesztették sajat 3°-5° exonukledz aktivitasukat (22;24-26), ezért sziikségiik lehet egy proofreader
alegységre. Ezért a tovabbiakban érdemes megvizsgalni, melyek lehetnek azok a DNS polimerazok,
amelyeknek az Ape2 potencialisan a proofreadere lehet. A BER mechanizmuséanak keretein beliil
maradva kézenfekvd megoldast kinalhat a polimeraz-a, hiszen ez az a DNS polimerdz, amely a

short-patch BER-ben a DNS szintézist végzi, és elvesztette sajat 3’-5’ exonukleaz aktivitasat. A
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DNS polimeraz-a mikodése soran egy egynukleotidos rés feltoltése zajlik. igy a DNS polimeraz-a
feltételezett proofreader alegységnek egy olyan DNS szubsztraton kell dolgoznia, amely az
eltavolitandd nukleotidtél 3’ irdnyba egy bemetszést (nick-et) tartalmaz. Megvizsgalva az Ape2
szubsztrat specificitdsat azt az eredményt kaptuk, hogy a 3’ végen bemetszést tartalmazé DNS
szubsztraton az aktivitas a felére csokken a rést (gap-et) tartalmazo szubsztrathoz képest. Ezzel
szemben az Apel-rdl korabban kimutattdk, hogy gyenge 3’-5° exonukleaz aktivitisa specificitast
mutat a bemetszést tartalmazo DNS szubsztratra, ezért feltételezhetd, hogy az Apel-nek és nem az
Ape2-nek van szerepe a polimeraz-a pontossaganak novelésében (64). Ezért azt feltételezziik, hogy
az Ape2 3’-5’ exonukleaz aktivitasa nemcsak a BER-ben, hanem valdsziniileg mas, DNS polimeraz
muikdodésével kapcsolatos DNS hibajavitasban is szerepet jatszhat.

ATLS polimerazok szintén elvesztették 6nallo 3°-5° exonukleaz aktivitasukat, igy lehetséges,
hogy az Ape2-nek a TLS polimerazok proofreadereként mikodik. Ennek a feltétlelezésnek az
alatamasztasara vagy céafoldsara nem all rendelkezésre irodalmi adat. Ugyanakkor mivel mind az
Ape2, mind a TLS polimerazok a PCNA-vel egy komplexben miikodnek, megvan a lehetdség arra,
hogy az Ape2 3’-5’ exonukleaz aktivitasa befolydsolja a TLS polimerdzok mkodését.

Gyakori hiba a DNS szintézis soran, hogy a szabad nukleotid készletbdl karosodott nukleotid
éptil be a frissen szintetizal6do lanc 3’ végére. A 3° végi sériilt nukleotid gatolja a BER-ban a lancvégek
ligdlasat (64), illetve csdkkentheti a replikacid hatékonysagat, ezért sziikség lehet egy mechanizmusra,
amely a 3’ végi sérilt nukleotidok hatékony eltavolitasat végzi. Erre a mikodésre jo jelolt lehet az
Ape2 fehérje, mivel Hela sejteket dezoxi-uridinnel kezelve megnd a PCNA-vel egyiitt mikodd
Ape2 fehérje mennyisége (89). Ez arra utal, hogy az Ape2-nek lehet szerepe a 3’ végi sériilt
nukleotidok eltavolitasaban. Eredményiink, miszerint a 3* végre beépiilt dezoxi-uracilt sokkal
nagyobb affinitassal tavolitja el az Ape2, mint a kontrollként hasznalt timint, bizonyitja ezt a
feltételezést. Ugyanakkor mégis meglepd az, hogy az Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitdsa a dUA és TA
bazisparok kozott is kiilonbséget tud tenni, hiszen ezekben az esetekben a szabad 3’ végeken mind
a helyes, mind a hibasan beépiilt nukleotid tokéletes bazisparosodasra képes, vagyis ebben az esetben
nem all fenn olyan jelentds strukturalis kiilonbség a két szubsztrat 3’ vég kozott, mint a mismatchek
esetén.

A 8-0x0G az egyik leggyakoribb kiilso karosito hatas nélkiil is nagy mennyiségben kialakuld
DN hiba. Javitasaért elsosorban a BER felelds, amelynek a 8-oxoG-ra valo specificitasat egy DNS
glikkozilaz, az OGG1 (oxo-guanin-gliikozilaz 1) fehérje biztositja. Az utdbbi idoben kezdték el
intenziven tanulméanyozni, hogy a BER-en kiviil milyen reparacidos mechanizmusok javithatjak még

a 8-o0xoG-t. Ezek a vizsgalatok mind arra az esetre vonatkoztak, amely soran a szabad nukleotid
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készletben keletkezd 8-0x0G épiil be a frissen szintetizalodo DNS szélba. A kisérletek soran az
Apel és Apnl fehérjéket vizsgalva sikeriilt kimutatni, hogy az Apel és Apnl fehérjék képesek
eltavolitani a 8-0x0G-t és 8-0x0A-t a 3’ végrdl (95). Ugyanakkor ezen vizsgalatok nem érintették
azt a nagyon fontos kérdést, hogy a mutagén €s nem mutagén bazisparosodas (a 8-oxo-guaninnal
szembeni adenin és citozin eltdvolitasa) kozott megfigyelhetd-e aktivitaskiilonbség. Munkajuk azt
bizonyitja, hogy a 8-0x0G-t jobban eltavolitjak az altaluk vizsgalt fehérjék, mint a sériillésmentes
guanint a szintetizal6dé DNS 3” végérdl. Ugyanakkor az oggl A muténs és ogg1 A apnl A kettdsmuténs
¢lesztok vizsgalataval kimutattak, hogy a Il. tipusi AP endonukledzoknak, jelen esetben az Apnl-
nek szerepe van a 8-0xoG OGG] fiiggetlen javitasaban (95).

Ha a templat DNS szalon 8-0x0G sériilést talalunk, akkor a replikacidés komplex altalaban
mutagén modon épit be nukleotidot a sériiléssel szemben. Ennek bizonyitéka, hogy a replikativ
DNS polimeraz in vitro rendszerben csak kis hatékonysaggal képes a 8-oxoG-nal szemben nukleotidot
beépiteni €s folytatni a DNS szintézist. Amennyiben nukleotidot épit be a sériiléssel szemben, az
esetek 90%-aban adenint, vagyis rossz nukleotidot épit be (96). Ennek a jelenségnek in vivo sokkal
nagyobb jelentdsége lehet, mint annak a jelenségnek, amit az Apel és Apnl fehérjék kapcsan
vizsgaltak, vagyis amikor a 8-0x0G sériilést a frissen szintetizal6dd lancba épiti be a DNS polimeraz.
A két folyamat ugyan latszolag hasonld, de a kétféle hibas 3’ végi bazispar javitasa kozott hatalmas
jelentdségbeli kiilonbség van, amit a 8-oxoG OGG1 fliggd, azaz a BER-en keresztiili javitdsa okoz.
Ha a replikacio komplett, akkor a 8-0xoG mintegy 100%-ban a BER mechanizmusan keresztiil
javitodik. Ennek soran a 8-0xoG kivagodik a kettdsszala hélixbol, majd a keletkezd rést helyére
egy €p guanin épiil be, igy a hiba mutaciomentesen tlinik el a DNS-bol, csak a BER mechanizmusanak
terhelését noveli. Ezzel szemben, ha a sériilt nukleotiddal szemben épiil be adenin, a BER akkor is
a 8-0x0G-t ismeri fel, mint DNS hibat, javitja azt, aminek kdvetkeztében egy transzverzid jatszodik
le, a GC bazisparbol TA lesz. Ez a folyamat egy mutécio6 rogziiléséhez vezet. A 8-0xoG folyamatosan
és nagy mennyiségben keletkezik mind a szabad nukleotid készletben mind a genomban. Eppen
ezért ennek a hibanak a replikéacio soran térténd hatékony javitdsa (pontosabban a helyes nukleotid
beépiilésének biztositasa) a sejt genetikai stabilitasanak megdrzése szempontjabol sziikséges. Eppen
ezért valoszind, hogy elsdsorban a TLS polimerdzok végzik a 8-oxoG-nal szembeni DNS szintézist
in vivo (a polimeraz-¢ hibamentesen irja at ezt a sériilést is) (96), ugyanakkor val6szinii, hogy a
polimeraz-a in vivo szintén épit be nukleotidot a 8-oxoG-nal szemben. Az igy keletkezd mutagén
bazisparok azonnali javitasa elengedhetetlen a sejt szamara.

Munkank soran egyértelmiien bizonyitottuk, hogy az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitasa

preferncialisan (mintegy nyolcszor jobban) hasitja a 8-oxoG-nal szemben beépiilt adenint, a
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kontrollként hasznalt citozinnal szemben. Ez a mikodés nagy jelentdséggel birhat, mivel a replikativ
polimeraz 8-oxoG-nal szembeni mutagén mikodésének gatlasara, és igy egy komoly mutécio forras

nagymértékl csokkentésére lehet ezaltal képes.
V1.4 Az Ape? fehérje lehetséges szerepe a DNS repardcioban

Az altalunk felallitott modellben az Ape2 fehérje szabalyozza a DNS polimeraz-i 8-o0xoG-
nal szembeni mikddésének hatékonysagat. A DNS polimeraz-d miikddésének eredménye, hogy az
esetek 90%-aban hibas nukleotidot (adenint) épit be a 8-0xoG-nal szemben. Ekkor kap szerepet az
Ape2 fehérje (16. abra A), amelyik a PCNA-n keresztiil kapcsolodik a replikacios komplexhez,
aktivizalodik, majd visszahasitja a sériiléssel szemben beépitett adenint. Ezutan a polimeraz-4-nak
lehetdsége nyilik uj nukleotidot beépiteni. Ha egy bizonyos idon beliil a replikacios villa nem képes
a sériilésen tuljutni, akkor a sejtben miikodésbe 1ép egy mechanizmus, amely a replikativ polimerazt
TLS polimerazra cseréli, igy a transzlézios szintézis vagy a posztreplikacios reparacié mechanizmusan

keresztiil torténik meg a hiba atirdsa.

16 Abra: Az Ape2 in vivo miikodésének modelljei. (A) A DNS polimeraz-i a PCNA-hez kétve végzi a replikaciot.
Ha a sériilt nukleotiddal szemben (8-OG) hibas bazist épit be (adenint), az Ape2 3°-5° exonukleaz aktivitasa révén
eltavolitja a hibasan beépiilt nukleotidot. (B) A DNS polimeraz sériilt nukleotidot épit be a frissen szintetizal6do lanc
3’ végére. Az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitasa eltavolitja a sériilt nukleotidot, majd a DNS szintézis tovabb folytatodik.
(C) Az Ape2 a PCNA fehérjén keresztiil egy komplexben talalhaté a TLS DNS polimerazokkal, és azok proofreader

alegysége mikodik.
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A genomikus DNS mellett a szabad nukleotid készlet is folyamatosan karosodik. Ezen
karosodott nukleotidok koziil szamos képes a frissen szintetizalodé DNS lanc 3’ végére beépiilni.
Az Ape2 szerepe lehet az, hogy ezeket a 3’ végre beépiild sériilt nukleotidokat eltavolitja (15. dbra
B), igy csokkentve a kettdsszali DNS-ben talalhat6 sériilt nukleotidok szamat. Ennek a funkcidénak
a bizonyitdsara 4ll a legtobb adat rendelkezésiinkre, hiszen in vivo bemutattdk, hogy ha a 3’ végre
sériilt nukleotid épiil be, megnd az Ape2 mennyisége a replikacids komplexben, valamint
eredményeink is azt mutatjak, hogy erre a sériilésre az Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitdsa specifikus.

Feltételezésiink szerint az Ape2 TLS polimerazok proofreader alegységeként is mikodhet
(15. abra C). Az Ape?2 fehérje mindenképpen jo jelolt erre a funkciora, hiszen az egyetlen ismert 3°-
5’ exonukledz, amely a PCNA-hez kapcsolva miikddik, valamint a TLS polimerazoknak nincs
endogén 3°-5’ exonukledz aktivitasuk, ennek megfelelden in vitro a pontossaguk nagyon alacsony.
Ennek a modellnek az alatamasztasara csak néhany elozetes eredmény all eddig rendelkezésiinkre,
de ezek alapjan valoszind, hogy az Ape2-nek a TLS-ben is szerepe lehet. Ha az Ape2 valoban a TLS
DNS polimerazok proofreader alegységeként mikddhet, akkor feladata valoszinileg kettds. Egyrészt,
mint proofreader kompenzalja a TLS polimerdzok alacsony pontossagat, masrészt, bar a sériiléssel
szemben a mutagén miikddés hasznos, mert meggatolja a replikacids villa hosszan tart6 blokkjat,
de a sériilés koriili ép nukleotidok atirdsaban mar hatranyos lehet a sejt szamara, igy sziikség lehet
egy olyan mechanizmusra, ami meggatolja, hogy a TLS DNS polimerazok az ép nukleotidokkal

szemben mutagén DNS szintézist folytassanak.
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VII. Osszefoglalas

Munkank sordn klonoztuk, tultermeltettiik és homogenitasig tisztitottuk az Ape2 fehérjét.
Bizonyitottuk, hogy 3’-foszfodiészteraz aktivitdsa mellett gyenge AP endonukledz aktivitassal és
nagyon erds 3°-5’ exonukledaz aktivitassal rendelkezik. Mivel az Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitdsanak
in vivo szerepe nem ismert ezért annak a kérdésnek a megvalaszoldsat tiztiik ki célul, hogy in vivo
milyen reparacids utakban jatszaht szerepet az Ape2 3°-5’ exonukleazként, amellett hogy a BER-
ben mint gyenge AP endonukleaz és mint 3’-foszfodiészteraz mikodik. Az Ape2 kdlcsonhat a PCNA-
vel, és ez a kdlcsonhatas stimulalja a 3°-5° exonukleaz aktivitast. Ezért joggal feltételezhetd, hogy
az Ape2 az 1j DNS szintézisével kapcsolatos folyamatokban jatszhat szerepet. Az Ape2 3°-5’
exonukleaz aktivitasa specifikus a 3’ végen taldlhato mismatch-ekre. Azonban nem csak a 3’ végi
mismatch-et, hanem a 3’ végre beépiilt sériilt bazisok eltavolitasara is specificitdst mutat, ami in
vivo egyik fo funkcidja lehet. A DNS polimeraz-i 8-oxoG-nal szemben erdsen mutagénen mikodik.
Az Ape2 specificitast mutat a 8-oxoG-nal szembeni adenin eltavolitdsara, ami feltételezi, hogy in
vivo is szerepet jatszhat a polimerdz-i 8-oxoG-nal szembeni mutagén mikodésének

megakadalyozasaban.
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VIII. A PhD értekezés osszefoglaloja

Bevezetés

A sejteket folyamatosan érik kiilsd és belsd hatdsok, amelyek karositjak a DNS-t, illetve a
sejtmagban taldlhaté szabad nukleotidokat. DNS sériilést okoz példdul a nap 4ltal kibocsatott UV
sugarzas, radioaktiv sugarzas, kiilonbozd kémiai anyagok vagy a sejt normalis metabolikus mikddése
soran keletkezo reaktiv oxigén gyokok. A keletkezd DNS hibakat folyamatosan javitani kell, ennek
hidnyaban a felhalmozd6d6 mutaciok karcinogenezist indukalhatnak, vagy a sejt halalat okozhatjak.
Ezért a DNS reparacios rendszerek hibdja szamos sulyos genetikai betegség forrasa lehet, amelyek
egy-egy reparacios fehérje hibdjanak kovetkezményei. Ilyen betegségek példaul a Xeroderma
pigmentosum, Cockayne szindroma, Trichotiodistrofia, Bloom szidroma, Werner szindroma, Ataxia
talengiectasia, Fanconi anémia, ordkletes nempolipozus vastagbél karcinoma. A daganatos
megbetegedések hatékony gyogyitasdhoz meg kell ismerniink a DNS reparacids folyamatok
mechanizmusat, amelyek megfeleld mikodése képes megakadalyozni a karcinogenezist.

A DNS reparécionak szamos utjat ismerjiik. Bar a reparacios utak nagymértékben atfednek,
mégsem képesek teljes mértékben kompenzélni egyetlen t kiesését sem. Osszefoglaldmban két
reparacios utrol irok részletesen. A bazis excizios reparacio (BER) elsdsorban a kettdsszala DNS-
en talalhat6 hibas bazisok (oxidalt, alkilalt, dezaminalt bazisok), abazikus helyek és az egyesszalu
lanctorések javitasat végzi. Ennek az utnak a pontos mechanizmusat a késdbbiekben részletezni
fogom. A felsorolt karosodasok koziil kiilso karosito hatas nélkiil a legnagyobb szdmban az oxidalt
bazisok keletkeznek. A leggyakoribb oxidalt bazisok az 5-hidroxi-citozin, a timin-glikol, a 8-oxo-
adenin és a 8-oxo-guanin. Kialakuldsukat in vivo elsdsorban az OH gy6kok indukaljak. Ha a BER
soran a Gl fazisban nem javitott, valamint a replikacid ideje alatt keletkezd oxidalt bazisok
megjelennek a replikdcios villaban, akkor komoly mutécios forrassa valhatnak, aminek oka a
replikativ polimeraz 8-oxoG-nal szembeni mutagén miikodése, amelyet a késdbbiek soran részletesen
kifejtek.

A replikacios villaben a DNS hibajavitasért a posztreplikdcids reparacio (PRR) és a
transzlézios szintézis (TLS) felelds. A PRR mechanizmusa kevéssé ismert. Az eddigi ismereteink
alapjan olyan modell valt elfogadotta, amelyben a replikacios villaban tempat szal valtas torténik,
amely soran a villa visszafordul, amig a sériilt részt atirja, az ép szalrol mar megszintetizalt DNS
lancot hasznalva templatnak. Ez a mechanizmus hibamentes atirast tesz lehetové ugy, hogy a normalis

replikacios komplex végzi a DNS szintézist. A TLS mechanizmusa lényegesen jobban feltart. Ebben
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a folyamatban transzlézids (TLS) DNS polimerazok vesznek részt. Ezek a DNS polimerazok (az'Y
csalad és B csalad egyes tagjai) nem rendelkeznek a ,,klasszikus” DNS polimerazokra jellemzo
szekvenciamotivummal, ugyanakkor a térszerkezetiik nagy hasonlésagot 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 jellemzdiben nagymértéki eltérést
mutatnak a replikativ DNS polimerazoktdél. Ezeknek kis processzivitasu €s kis pontossagi DNS
polimerazok, ami azt jelenti, hogy bar sok hibat vétenek, de mikodésiik csak egy rovid DNS szakaszra
korlatozodik. A TLS és a replikativ polimerazok kozos tulajdonsaga, hogy in vivo a PCNA-hez (a
replikacios komplex kozponti fehérjéje) kapcsolva mikddnek. Ugyanakkor a TLS polimerazok
altal atirt DNS szakasz hosszat (a TLS polimeraz processzivitasat) nem noveli meg a PCNA-vel
valo interakcio, ellentétben a replikativ polimerazokkal. Eppen ezért valoszintileg a PCNA lehet az
a feliilet, amelyen keresztiil szabalyozodik a replikativ €s TLS DNS polimerazok cseréje a replikacios
komplexben. A TLS polimerazok lehetnek hibamentes (error-free) és mutagén (error-prone)
mikddéstiek, amely tulajdonsag elsdsorban az éppen atirt DNS hiba és az atirast végzo TLS polimeraz
mindségétdl fligg. Az in vitro kisérletek azt mutattdk, hogy a TLS polimerazok mikddése nem
korlatozdédik csak a DNS hibara, hanem €p templat szallal szemben is nukleotidokat épitenek be. A
mikddésiik soran fellépd nagy hibaszazalék miatt a sejt szamara karos, ha a TLS polimerazok a
DNS hiban athaladva az ép templatszallal szemben tovabbi nukleotidokat épitenének be. Ennek
egyik gatja a TLS polimerazok alacsony processzivitasa. Ugyanakkor a TLS polimerdzok nem
rendelkeznek sajat 3°-5° exonukleaz (proofreader) aktivitassal, ami az alacsony pontossaguk egyik
oka a tag ¢és flexibilis aktiv centrum mellet, ezért feltételezhetd, hogy in vivo 1étezik egy eddig
azonositatlan proofreader alegység, amely funkcidja kettds lehet. Ennek egyrészt, mint egy
proofreader, a helyteleniil beépitett nukleotidok eltdvolitasaban és igy a TLS polimerazok
pontossaganak in vivo ndvelésében lehet szerepe, masrészt elképzelhetd, hogy 3°-5° exonukleaz
aktivitdsa az a mechanizmus, amely csak a hiba atirasara korlatozza a TLS polimerazt, meggatolva,
hogy az ép templattal szemben is mikodjon.

A PCNA (proliferating cell nuclear antigen) fehérje egy gyliri alaki homotrimer molekula,
amelyet a replikativ DNS polimeraz, a DNS polimerdz-d és DNS polimeraz-a processzivitasi
faktoraként irtak le. A PCNA homotrimer korbedleli a DNS-t, és mint egy cstsz6 kapocs halad
rajta. Az RFC (replikacios faktor C) fehérje képes a PCNA-t a DNS-re juttatni (kinyitni, majd ujra
0sszezarni) az RPA (replikacios protein A) jelenlétében. Az utdbbi évek eredményei azt mutatjak,
hogy a PCNA szamos, a sejtciklusban (ciklin D, p21) és a DNS reparacioban (XPG, UNG, transzlézios

polimerazok) szerepet jatszo fehérjével is kolcsonhatasba 1ép. Ezek alapjan egyértelminek tlnik,
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hogy a PCNA kozponti szerepet jatszik a DNS szintetizalas €s javitas folyamataiban, valamint a
sejtciklus szabalyozasanak is az egyik célpontja lehet.

A PCNA-vel kolcsonhat6 fehérjék egy un. PIP motivumon (PCNA interaction protein box)
keresztiil képesek kdtni 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 szamos PCNA-vel kdlcsonhato fehérjét
(DNS polimeraz-4, ciklin D) amelyek nem tartalmaznak PIP motivumot. Ezek a fehérjék egy un.
KA motivumot tartalmaznak, ami kevéssé konzervalt, és ezért szekvencia analizissel nehezen
azonosithato.

AL tipusu AP endonukleazoknak két csaladja ismert. Az egyik csaldd az Endonukleaz IV
csalad, amelybe az Escherichia coli Endonukledz IV és az €lesztd Apnl fehérje tartozik. A masik
csalad az Exonukleaz Il csalad, ahova az E. coli Exonukleaz I11, az élesztd Apn2, és a human Apel
¢és Ape2 fehérjék tartoznak. Ezek koziil a fehérjék koziil az élesztdben az Apnl, emberben az Apel
a fo AP endonukleaz. Ezekre a fehérjékre jellemzd, hogy AP endonukledz aktivitasuk a dominéns.
Ezzel ellentétben az ¢élesztd Apn2 AP endonukledz aktivitasa gyenge, viszont erds 3’-5’ exonukledz
aktivitasa figyelhetd meg, amelynek az in vivo szerepe ismeretlen.

A humén Ape2 egy ujonnan felfedezett és kevéssé ismert tagja a II. tipusu AP
endonukléazoknak. Az Ape2 az ¢élesztd Apn2 fehérjével kiilon alcsaladot képez a II. tipusu AP
endonukleazokon beliil. Erre a csoportra jellemzd, hogy az N-terminalis katalitikus domén mellett
tartalmaznak egy hosszu, C-terminalis extenzidt. Ez az extenzidé az Apnl és Apel fehérjékbdl
hianyzik. Ez a C-terminalis rész tartalmazza az Apn2 fehérje PCNA ko6td motivumat, amely a PCNA
¢lesztd Apn2 3°-5’ exonukledz aktivitasat, amibdl feltételezhetd, hogy a két fehérje in vivo egyiitt
mikodik. Az Apn2 PIP motivumanak mutacidja a kdlcsonhatast megsziinteti.

A humén Ape2 fehérje a legiijabban felfedezett és még nagyon kevéssé ismert tagja a II.
tipusi AP endonukledzoknak. Bakteridlis expresszios rendszerben probaltak tisztitani, ezidaig
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 egyeb aktivitasait sem. Az Ape2 N- terminalisan egy mitokondrialis lokalizacios
szignal talalhato, valamint kimutattdk, hogy a sejtmag mellett nagy mennyiségben talalhatd a
mitokondriumokban is. Mivel a mitokondrium sajat genommal (mtDNS) rendelkezik, feltételezheto,
hogy az Ape2-nek a mitokondridlis genom integritdsanak megodrzésében is szerepe lehet. A

mitokondriumokban a DNS oxidativ kdrosodasa a leggyakoribb, a norméalis metabolikus miik6dés
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soran folyamatosan keletkezd, nagy mennyiségl reaktiv oxigéngydkok miatt, amik folyamatosan
karositjak a mtDNS-t a bazisok oxidalasaval (pl. 8-oxo-guanin) és egyesszali lanctorések
generalasaval. Ezért joggal feltételezhetd, hogy az Ape2 fehérjének az oxidativ DNS karosodasok
javitasaban kiemelt szerepe lehet. A mitokondrialis lokalizacid jelenlétének ellenére az Ape2 foleg
nuklearis lokalizaciot mutat, amelyet a fehérje C-terminalisa hatdroz meg. Az Ape?2 tartalmaz PCNA
k6td motivumot, valamint kimutattak, hogy in vivo bizonyos esetekben egy komplexben talalhatok.
Kimutattak, hogy az Ape2 hianyos egerek érésben levd T limfocitdinak sejtciklusaban G2/M blokk
figyelhetd meg, valamint az Ape2 mRNS-ének expresszios maximuma az S fazisban talalhato.
Ezekbol az adatokbol egyértelmiien az kovetkeztethetd, hogy az Ape?2 jelentds sejtmagi szerepet lat
el a sejtciklus S fazisaban, aminek az egyik lehetséges mddja az uj DNS szintézissel jaro
folyamatokban valo részvétel. Az Ape2 in vivo jelentoségét tovabb erdsiti az Ape2 knock-out egéren
megfigyelhetd tulajdonsagok: a novekedési rendellenességek, az érésben 1évo limfocitak
sejtciklusaban bekodvetkezd G2/M blokk, a vérképzés hibai . Annak a kérdésnek a megvalaszolasahoz,
hogy vajon ezeknek a hibdknak a hatterében milyen folyamatok huzdédnak meg, sziikség van az

Ape2 fehérje enzimatikus aktivitasainak jellemzésére.

Célkitazések

Célul taztiik ki, hogy biokémiailag jellemezziik a huméan Ape2 fehérjét, és ezen keresztiil
vizsgaljuk a DNS reparacidban betoltott szerepét.

Ennek soran megvizsgaltuk, hogy az Ape2 rendelkezik-e a II. tipusi AP endonukleazokra
jellemzd enzimaktivitdsokkal, igymint az AP endonukledz, a 3’°-foszfodiaszteraz és 3°-5’ exonukleaz
aktivitas.

Célunk volt az in vitro vizsgalatok soran meghatarozott f0 enzimatikus aktivitas, a 3’-5’
exonukleaz aktivitas tovabbi jellemzése és vizsgalata, amely megadhatja a valaszt arra a kérdésre,
hogy mi az Ape2 in vivo funkcioja.

Vizsgaltuk:
e a3’-5 exonukledz aktivitas szubsztratspecificitasat
e az Ape2 és a PCNA fehérje kdlcsonhatasa hogyan befolyasolja az Ape2 3°-5’ exonukledz
aktivitasat
e az Ape?2 fehérje 3°-5’ exonukledz aktivitasainak mikodését mismatch-et és helyes bazispart
tartalmazo 3’ végen
e az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitasa hogyan viselkedik azokban az esetekben, ha a szubsztrat

DNS-en in vivo gyakran eloforduldo DNS sériilések talalhatéak.
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o Vizsgaltuk az Ape2 3°-5 exonukleaz aktivitasat olyan DNS szubsztraton, amelynek
3’ visszahuz6dd végén egy dezoxi-uracilt helyeztiink el. Ebben a kisérleti
elrendezésben a frissen szintetizdlodo 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 mikodését modellezi. Ebben
a kisérleti elrendezésben olyan szubsztrat DNS-t terveztiink hasznalni, amely a 3’
végén a templat szalon egy 8-oxo-guanint tartalmazott, vele szemben pedig egy

adenint
Eredmények és dsszefoglalas

Klénoztuk, expresszaltuk €s homogenitasig tisztitottuk a human Ape2 fehérjét. Ezaltal
lehetdségiink nyilt vizsgalni a fehérje enzimatikus aktivitdsait, és annak in vivo funkcioit.
Megallapitottuk, hogy az Ape2 mind a hdrom, a II. tipusu AP endonukledzok csaladjara jellemzd
enzimaktivitassal: az AP endonukleaz, a 3’ foszfodiészteraz és 3’-5’ exonukleaz aktivitassal
rendelkezik. Hogy bizonyitsuk, hogy ez az aktivitas 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 tipusu Ape2-nél megfigyelt
enzimaktivitasokat, ezért a vad tipussal kapott aktivitasok az Ape2 fehérjétdl szarmoztak. Ezek
koziil az aktivitasok koziil a 3°-5° exonukleaz aktivitast talaltuk domindnsnak. Azért ezt az aktivitast
vizsgaltuk tovabb, mivel ennek lehet a legnagyobb jelentdsége a sejtek szamara. Megvizsgaltuk
hogy hogyan valtozik az Ape2 3’-5° exonukledz aktivitasa kiilonb6zo DNS szubsztratokon.
Megallapitottuk, hogy egyesszalu és 3’ tulnyuld végii DNS szubsztraton nem mikodik az Ape2 3’-
5’ exonukledz aktivitasa, csak tompa véget és 3’ visszahuzddé véget tartalmazo DNS szubsztraton.
Az Ape2 a II. tipusu AP endonukle4zok csaladjdba 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’ visszahtizodo végli DNS szubsztrat talalhato, amely mellett 3’
iranyban egy bemetszés (nick) helyezkedik el. Megvizsgaltuk, hogy az Ape2 3°-5’ exonukledz
aktivitasat befolyasolja-e a 3’ iranyban taldlhatdo bemetszés vagy rés (gap) és a rés mérete.
Eredményeink szerint az Ape2 aktivitasa a bemetszést tartalmazo DNS szubsztraton felére csokken
a szabad 3’ visszahuzodo véget tartalmazdéhoz képest. Ugyanakkor a rés, €s a rés hossza nincs
hatassal az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitdsara. Ennek a kisérletnek az alapjan negallapithatjuk,

hogy az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitasa, nem mutat preferenciat a BER-ra, ezért elképzelhetd,
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hogy az Ape2 3°-5’ exonukleaz aktivitdsa nem a BER-hoz kapcsolt, hanem mas DNS reparacios
uthoz.

3’ visszahuzddo véget talalunk minden olyan helyen, ahol Gj DNS szintézise folyik. Ezeknek
a szintézisének a kozponti szabalyozé fehérjéje a PCNA. Ez a homotrimer gytrG alakti molekula,
mint egy kapocs cstuszik a DNS-en, és biztositja a DNS szintézisben ¢és javitasban részt vevd
fehérjéknek a feliiletet, hogy a DNS kozelébe keriilhessenek. Ismert, hogy az Ape2 és a PCNA
kolesonhatasba 1ép egymadssal, ezért megvizsgaltuk, hogy ez a kdlcsonhatds megvaltoztatja-e az
Ape2 enzimatikus aktivitasat. Kisérleteink eredménye szerint az PCNA dramai modon megndveli
az Ape2 3’-5° exonukleaz aktivitasat. Tsuchimoto és munkatarsainak kdzleménye tartalmazta az
Ape2 szekvenciajaban talalhaté potencialis PCNA ko6to helyet. Ezért pontmutanst készitettiink erre
a PCNA koto helyre (Y396A F397A) azért, hogy bizonyitsuk, hogy az aktivitasndvekedést a PCNA-
vel valo kdlcsonhatas okozta, valamint, hogy ez a PCNA ko6to hely funkcionalis, vagyis ténylegesen
ez a szekvenciamotivum feleldos az Ape2 és a PCNA kolesonhatasaért. Kisérletiink azt a meglepo
eredményt adta, hogy ezzel a pontmutaciéval nem voltunk képesek megsziintetni az Ape2 és a
PCNA kozotti kolesonhatast. Az Ape2-t részletes szekvenciaanalizisnek vetettiik ala, amely soran
sikertilt két tovabbi lehetséges PCNA kotd motivumot izolalni. Elkészitettiik a lehetséges PCNA
kotd motivumokban a helyekben pontmutans Ape2 fehérjéket (F492A Y493A és FS11A F512A).
Ezek a pontmutansok mindegyike képes volt a PCNA aktivitast stimulald hatasat megsziintetni,
ellentétben a korabban publikalt motivummal. A fenti kisérleteknek az alapjan bizonyitast nyert,
hogy az Ape2 és a PCNA fehérje kozotti kolcsonhatas felelds az Ape2 3°-5’ exonukledz aktivitasanak
megnovekedéséért, valamint feltételezhetd, hogy az Ape2 C-termindlisan azonositott két PCNA
kotd motivum felelos a PCNA megkotéséért, valamint ezek a motivumok feltehetden egymassal
kooperativ médon miikddnek.

Megvizsgaltuk, hogy a szabad 3’ végen talalhaté mismatch-ek milyen hatést gyakorolnak az
Ape2 3°-5° exonukleaz aktivitasara. Elkészitettiik mind a 16 lehetséges DNS szubsztratot, amelyek
a 3’ végen mind a 16 lehetséges bazisparosodast tartalmazzdk. Ezeknek a szubsztratoknak a
vizsgalataval sikeriilt kimutatni, hogy az Ape2 fehérjének egy proofreader szer(i 3°-5° exonukledz
aktivitasa van, amely tulajdonsag alapjan feltételezhetd, hogy az Ape2 in vivo valamilyen DNS
szintézis soran, egy DNS polimeraz proofreader alegysége lehet. Szamos DNS polimeraz ismert,
amelynek nincs sajat 3’-5’ exonukleaz aktivitasa.

Ezek koziil az egyik legkézenfekvobb lehetne a DNS polimeraz-a4, a BER DNS polimeraza.
Korabbi vizsgalataink azonban arra engednek kovetkeztetni, hogy az Ape2 nem a BER-ban mikddik

mint 3°-5’ exonukledz, ezért valoszinlileg nem a DNS polimeraz-a proofreadere. A TLS DNS
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polimerazok sem rendelkeznek 6nall6 3°-5° exonukledz aktivitassal, viszont alacsony pontossaguk
miatt kdnnyen elképzelhetd, hogy in vivo olyan fehérjekomplexek részei, amelyben proofreader is
talalhat6. Hogy az Ape2 fehérje ez a feltételezett proofreader vagy nem, arra a kdzeljovoben tovabbi
kisérleteket terveziink végezni.

A DNS szintézis soran azonban nem csak mismatchek jelenhetnek meg a szabad 3’ végen,
hanem olyan 3’ végi bazisparok is, amelyeken ugyan a bazisparosodas tokéletes, de az egyik bazis
kéarosodott. 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 eldfordul, valamint szdmos kemoterapias szer
hatasmechanizmusa alapul azon, hogy a gyorsan 0szt6do sejtek DNS-ébe minél nagyobb mennyiségii
dezoxi-uracilt épitsenek be. Az Ape2 specificitast mutatott a dezoxi-uracilt tartalmazé DNS
szubsztratra, mivel nyolcszor hatékonyabban hasitotta le a 3’ végrol a dezoxi-uracilt, mint a
kontrollként hasznalt timint. Ezért elképzelhetd, hogy az uracil beépiilésen alapulé kemoterapias
szerek esetében az Ape2, a mutagén hatds szupresszalasaban €s igy a kemoterapia hatékonysaganak
csokkentésében vehet részt.

A masik modell szubsztratunk egy in vivo nagy gyakorisaggal elofordulo, erdsen mutagén
DNS karosodassal foglalkozik. A 8-0x0G az egyik leggyakoribb spontan eldfordulo DNS hiba. A
replikacids villaban is gyakran megtalalhato, ahol a replikativ DNS polimeraz csak kis hatékonysaggal
képes atirni. Azonban amikor ez az atirds megtorténik, a replikativ DNS polimeraz a 8-oxoG-nal
szemben az esetek 90%-aban adenint €pit, nem a helyes citozint. A kettdsszalu DNS-ben ezutan a
8-0x0G keriil kijavitasra, igy a GC bazisparbdl egy TA bazispar keletkezik (traszverzid). Ennek a
mikddésnek a megakadalyozasa nagymértékben csdkkentheti a replikacié soran keletkezd
transzverziokat, igy segit a genom stabilitdsdinak megdrzésében. A modell DNS szubsztratunk
esetében az Ape2 3’-5’ exonukledz aktivitdsa révén a 8-oxoG-nal szembeni adenint tizszer
hatékonyabban tavolitja el, mint a kontrollként hasznalt citozint. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy
az Ape2 in vivo erdsen antimutagén hatasu.

Munkank soran klénoztuk expresszaltattuk és homogenitasig tisztitottuk az Ape2 fehérjét.
Kimutattuk, hogy AP endonukledz, 3’ foszfodiészteraz és 3’-5’ exonukleaz aktivitassal rendelkezik.
Ezek koziil a 3°-5” exonukleaz aktivitds a domindns. Kisérleteink alapjan azt feltételezziik, hogy az
Ape2 fehérje in vivo egy proofreader 3°-5 exonukledz, amely a PCNA-hez kapcsolddva antimutagén

muikddése révén Orzi a genomban talalhatd informacid épségét.
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IX. Summary of the Ph.D thesis (angol nyalvii 6sszefoglalo)

Introduction

Cellular DNA is subject to attack by a variety of agents of exogenous and endogenous origins.
Oxidative attack on DNA by free radical species happens continuously during normal cellular
metabolism, generating abasic sites and DNA strand breaks with modified 3’-termini, such as 3’-
phosphate or 3’-phosphoglycolate (3’-PG). Abasic (AP) site, which is one of the most common
lesions that arise in cellular DNA, can also be formed due to the action of DNA glycosylases on
modified bases or by spontaneous base hydrolysis. It has been estimated that as many as 10000
bases are lost spontaneously in a mammalian cell per day. DNA strand breaks with blocking 3’-
termini can also arise due to the -lyase activity of some DNA glycosylases. The non-coding AP-sites
as well as modified 3’-DNA ends are inhibitory to synthesis by DNA polymerases (Pols), or if
bypassed, are highly mutagenic; consequently, their repair is essential for retaining the stability of
the genome.

AP sites and single strand DNA breaks with 3 modified termini are repaired mainly by the
base excision repair (BER) system. In BER, class Il AP endonucleases play a central role by incising
the DNA 5’ to AP sites to generate accessible 3’-OH termini prior to repair synthesis. In addition,
several class II AP endonucleases are able to function in the removal of 3’-blocking termini thereby
generating accessible 3’ DNA ends for repair synthesis by DNA polymerases.

Class I AP endonucleases have been classified into two families, the exonuclease 11 (ExollI)
and endonuclease IV (EndolV) families, based on their homology to the two Escherichia coli
enzymes. In E. coli the main AP endonuclease is Exolll representing 90% of the cellular AP
endonuclease activity, while Endo IV accounts for 10% of the total activity (97). In Saccharomyces
cerevisiae, the Apnl and Apn2 proteins represent the EndolV and the Exolll family, respectively.
Apnl exhibits a strong AP-endonuclease activity and accounts for more than 90% of the total AP
endonuclease activity in yeast cells. In contrast, the Apn2 protein has only a weak AP endonuclease
activity but exhibits a strong 3’-exonuclease and 3’-phosphodiesterase activities. The functional
consequences of the enzymatic activities of Apnl and Apn2 is indicated by that the apnlA strain
displays a much higher level of sensitivity to the alkylating agent methyl-methanesulfonate (MMS)
than the apn2 A strain; in contrast, neither of the single mutant strains, only the apnl Aapn2A double
mutant showed sensitivity to the oxidative agent H,O, (98). These observations indicate that in S.

cerevisiae Apnl has a more prominent role in the repair of AP sites than the Apn2, whereas for the
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processing of 3’ oxidatively damaged DNA termini Apnl and Apn2 contribute equally. Contrary to
these findings, in Schizosaccharomyces pombe, which is generally believed to be phylogenetically
closer to mammalian cells than S. cerevisiae, Apn2 provides the major AP-endonuclease activity
while the Apnl serves only as a back-up activity.

In humans, EndolV homologues are not known, but two Exolll family proteins, Apel and
Ape2, have been identified. Apel exhibits robust AP endonuclease activity, which accounts for
more than 95% of the total cellular activity, and Apel is considered to be the major AP endonuclease
in human cells. It also possesses 3’-phosphodiesterase and 3’ exonuclease activities that are about
two orders of magnitude less efficient than its AP endonuclease activity.

The role and the biochemical properties of Ape2 have not been ascertained yet. This is
largely due to the difficulty in the purification of human Ape?2 as its overexpression causes extreme
cytotoxicity in E. coli. A partially purified sample of human Ape2 has been shown to exhibit a weak
AP endonuclease activity. Its limited AP-endonuclease activity taken together with the fact that in
human cells Apel accounts for more than 95% of the total AP endonuclease activity indicates that
human Ape2, similarly to its S. cerevisiae homologue may play only a limited role as an AP
endonuclease. Also, a novel role of Ape2 is suggested by recent studies that showed that APE2-null
mice have a growth retardation phenotype which is accompanied by a G2/M arrest of proliferating
lymphocytes, indicating that Ape2 is required for proper cell cycle progression. In addition, Ape2
has been shown to localize not only to the nucleus but to some extent to the mitochondria, in which
it may help to maintain the function and integrity of mitochondrial DNA, even if threatened by the
attack of reactive oxygen species produced during oxidative phosphorylation. These observations
strongly suggest that the function of Apel and Ape?2 proteins differs considerably in human cells.

To shed more light on the role of human Ape2, we have purified recombinant Ape2 from
yeast, and characterized it biochemically. Here, we report novel enzymatic activities for human
Ape2. We find that recombinant Ape2 exhibits only a weak AP-endonuclease activity; however, it
shows strong 3’-5’ exonuclease and 3’-phosphodiesterase activities. Also, we show that human
Ape2 is able to remove preferentially mismatched and mutagenic paired 3’-nucleotides from DNA.
Additionally, we demonstrate that PCNA stimulate the Ape2 3’-5” exonuclease activity. Based on
these findings, we discuss a possible role for Ape2 in processing 3’-damaged termini or 3’-mismatched

nucleotides.
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Aims

In our study, our goal was the purification and in vitro characterization of the human Ape2
protein. In particular, our aim was to determine the enzymatic activities of the Ape2, and through

these activities to gain insight into the biological functions of the Ape2 in DNA repair.
Results

The Ape2 cDNA was PCR amplified from a human cDNA library followed by cloning it in
frame downstream of the GST gene in a yeast expression vector. We also made a similar construct
expressing the Ape2D277A protein containing a point mutation at the D277 residue, which
corresponds to a conserved metal binding site in the active centre of class II AP endonucleases. We
expected this mutation to render Ape2 catalytically inactive. The resulting GST-Ape2 fusion proteins
were purified from a protease-deficient S. cerevisiae strain on Glutathione-Sepharose beads.

To examine whether the purified recombinant Ape2 has an intrinsic AP-endonuclease activity,
we assayed Ape2 using a 75-nt duplex DNA substrate, in which the 5’-**P-end labelled strand
contained a single abasic site at position 31 from the 5’-end. Incubation of Ape2 with the 75-nt
DNA substrate generated a 30-nt labeled oligomer indicating that Ape2 like other class II AP-
endonucleases incised the DNA 5’ to the AP site. Using the Ape2 D277 A mutant protein in the same
assay we could not detect any incision of the DNA substrate confirming that the D277A mutation
indeed rendered Ape2 catalytically inactive and, that the observed AP endonuclease activity is intrinsic
to Ape2. However, Ape2 is a weak AP-endonuclease indicated by that even at optimal NaCl
concentration Ape2 incised only seven percent of the DNA substrate despite its two and half fold
molar excess over DNA substrate.

When we examined the AP endonuclease activity of Ape2 in a buffer containing no NaCl,
we noticed the gradual shortening of the 75-mer template that indicated an exonucleolytic digestion
of the DNA from the 3’ end. To determine whether the observed 3°-5’ exonuclease activity was
intrinsic to Ape2, or due to an exonuclease contamination of our protein sample, we assayed the
wild type and active centre mutant Ape2 D277A proteins on a double-stranded DNA substrate
containing a 5’-**P-labeled strand with recessed 3’ terminus. Incubation of increasing amount of
Ape2 with this DNA substrate generated a series of smaller products, indicating that Ape2
exonucleotically digested the DNA from the 3’ terminus. In contrast, the D277A active centre mutant
Ape2 did not show any 3’-5’ exonuclease activity demonstrating that the observed robust 3’-5’
exonuclease activity was intrinsic to the Ape2 protein. Importantly, when the DNA substrate was in

two-fold molar excess over Ape2, under optimal reaction conditions Ape2 hydrolyzed nearly hundred
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per cent of the exonuclease substrate and only seven per cent of the AP endonuclease substrate.
Therefore Ape2 is dominantly a 3’-5” exonuclease.

Next we tested whether Ape2 is also able to remove 3’-blocking termini. For this we
constructed a DNA substrate by annealing a 70-nt long oligonucleotide to a 35-nt oligomer containing
a 3’-PG terminus. Enzymatic removal of the 3’-PG results in a 3’-hydroxyl terminus (3’-OH), and
3’-PG s released in the form of phosphoglycolic acid. The 3’-OH group confers lower electrophoretic
mobility to the 35-nt oligomer on a denaturing polyacrylamide gel. Incubation of Ape2 with the PG-
containing DNA substrate resulted in the appearance of a lower mobility band on the gel, which
indicated that Ape2 had a 3’-phosphodiesterase activity. Unlike the wild type protein, the Ape2
D277A mutant did not exhibit such an activity. These results indicate that the Ape2 protein hasa 3’-
phosphodiesterase activity.

To characterize further Ape2 exonuclease, first we examined for its optimal reaction
conditions. The exonuclease activity of Ape2 was strongly dependent upon metal ion. Ape2 was
about five fold more active in the presence of manganese than of magnesium ion. Addition of salt
inhibited the exonuclease activity, and at 100 mM NaCl concentration Ape2 exhibited only twenty
percent of its exonuclease activity measured in buffer containing no salt, and in the presence of 200
mM salt almost no exonuclease activity could be detected. The Ape2 showed optimal activity in the
pH range of 6.0 to 8.0.

To determine the DNA substrate requirement for the exonuclease activity, we compared the
exonuclease activity of Ape2 for its ability to hydrolyze single-stranded DNA, blunt-ended duplex
DNA, partial DNA duplexes with either a protruding or a recessed 3’-terminus, or a single nucleotide
gap containing heteroduplex DNA. Ape2 exhibited the strongest exonuclease activity on a recessed
3’-end containing partial DNA duplex and fairly strong activity on a single nucleotide gap containing
heteroduplex DNA. In addition, Ape2 also exhibited exonuclease activity on blunt-ended substrate.
However, Ape2 showed only residual activity on single stranded DNA and protruding 3’-terminus.

Short-patch base excision repair proceeds via a nick and a single nucleotide gap containing
heteroduplex DNA. To examine whether Ape2 has any preferences for these DNA substrates, we
compared the exonuclease activity of Ape2 on a nick and 1, 2, 3, or 4-nt long gap containing DNA
duplexes. Our results revealed that Ape2 exonuclease had two-fold stronger activity on a single
nucleotide gap containing substrate than on a nicked DNA, and increasing the gap size from 1-4
nucleotides did not make significant difference.

To examine the effect of base-base hydrogen bounding at the primer-template junction on

the exonuclease activity of Ape2, we assayed Ape2 on various combinations of recessed DNA with
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3’-mispairs as substrates. Quantitation revealed that Ape2 removed 3’ mismatched nucleotides two
to forty-fold more efficiently than those matched correctly. For example, Ape2 had a very limited
activity on a 3’ recessed DNA duplex containing a matched 3’ A opposite from a template T, however
it exhibited a strong nuclease activity on a DNA containing unmatched 3’ A opposite from G, A, or
C. From these experiments we conclude that Ape2 exonuclease has a significant preference for
mispaired nucleotides at the recessed 3’-end of DNA.

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) is a highly conserved eukaryotic homotrimeric
protein that assembles around the DNA to form a sliding clamp and acts as a processivity factor for
the replicative DNA polymerase. PCNA interacts with a large variety of proteins involved in DNA
replication, DNA repair, and cell cycle control. More recently, it has been shown that PCNA interacts
with the TLS polymerases and yeast Apn2, and that Ape2 and PCNA are in the same protein complex
in human cells. Based on these observation, we hypothesized, that Ape2 and PCNA directly interact,
and PCNA modifies the enzymatic activities of Ape2. We focused mainly how the PCNA modifies
the 3°-5’ exonuclease activity of the Ape2. Addition of the PCNA in our standard Ape2 exonuclease
assay increased dramatically the 3’-5’ exonuclease activity of the Ape2. To verify this result, we
decided to determine the PCNA binding site of the Ape2. We found three putative PCNA binding
motifs in the Ape2 sequence, which can be responsible for the Ape2 PCNA interaction. We have
made point mutations in these PCNA binding motifs (Y396A F397A, F492A Y493, F511AF512A).
In the standard exonuclease assay all mutant proteins showed the same activity as the wild type
Ape2. After the addition of the PCNA to the exonuclease reaction only one mutant (Y396A F397A
mutant) showed the same increased 3’-5’ exonuclease activity as the wild type Ape2. The other two
mutants (F492A Y493, F511A F512A) were defective in this stimulation. This result supports that
the PCNA binding increases the 3’-5’ exonuclease activity of the Ape2, and it suggests that the
Ape2 has two PCNA binding motifs which work cooperatively.

Tutshimoto at all described that the amount of Ape2 increased in the replication fork after
desoxy-uridine treatment. Therefore, we examined the 3’-5’ degradation of recessed end heteroduplex
DNA containing either thymine or desoxy-uracil on the 3’ end. Ape2 had a very weak activity on the
thymine containing substrate DNA, but it had a robust activity on the desoxy-uracil containing
substrate DNA. To characterize this difference we determined the kinetic parameters of the 3°-5’
exonuclease activity on the thymine and desoxy-uracil containing DNA substrate. The comparison
ofthe V_ /Km values showed that the desoxy-uracil substrate is prefered to thymine substrate.

Endogenous oxidative DNA lesions are most abundant and inevitable as cells generate reactive

oxygen species trough aerobic respiration. The occurrence of oxidized bases in DNA can result
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from either direct oxidation or misincorporation of oxidized deoxyribonucleosid monophosphate
by DNA polymerases from the nucleotide pool. These oxidized bases are mutagenic and therefore
must be removed by an efficient DNA repair processes. During the replication pola bypasses the 8-
oxo0G lesion inefficiently and an adenine is preferentially incorporated opposite 8-0x0G. To achieve
a lower mutation rate, the mispaired adenine must be eliminated. One possible way is that the Ape2
exonuclease removes this mutagen adenine. Therefore we tested how the Ape2 acts on the DNA
substrates which contain on the 3’ end an A:8-0x0G and C:8-0x0G base pair. To see the difference
between them we determined the kinetic parameters and the V__ /Km values. In our experiment the
Ape2 cleaved the adenine 8.5 times better than it cleaved the cytosine opposite the 8-0xoG. This
result indicates that the 3’-5 exonuclease activity of Ape2 can provide an efficient way to decrease

the mutation rate during the replication of 8-0x0G lesion containing DNA.
Conclusions

In this study, we have clarified the enzymatic activities of human Ape2 and give some
suggestion for its functional importance. Ape2 is a multifunctional enzyme, which has only a weak
AP endonuclease, a fairly strong 3’-phosphodiesterase, but a robust 3’-5’exonuclease activity.
Importantly, we reveal that the Ape2 exonuclease is most active on 3’-recessed heteroduplex DNA
and is able to remove mismatched nucleotides preferentially.

Previously, Ape2 has been purified only partially due to its insolubility and its cytotoxicity
on the E. coli and it has been shown to possess a very weak AP-endonuclease activity. In agreement
with that study, our attempt to purify active recombinant Ape2 from E.coli was not successful.
However, we managed to overcome the problem by overexpressing Ape2 in fusion with GST in the
yeast S. cerevisiae. To confirm that the observed 3°-5’ exonuclease, 3’-phosphodiesterase, and the
extremely weak AP-endonuclease activities are intrinsic to Ape2, we also purified a mutant Ape2
protein, in which we altered the conserved Asp277 residue to Ala. This amino acid in Ape2 is
equivalent to residues Asp328 in S. cerevisiae Apn2, and Asp283 in human Apel, which have been
shown to be involved in metal binding. As expected, the Ape2 D277A protein did not show activity
in any of the enzymatic assays thereby confirming that the detected AP-endonuclease, 3’-
phosphodiesterase, and 3’-exonuclease activities are intrinsic to Ape2.

Interaction with PCNA increases the 3°-5’ exonuclease activity, but not the AP endonuclease
activity of Ape2. We determined the PCNA binding motifs of Ape2 by examining the effect of
PCNA on the exonucleotic activity of pont mutant Ape2. We showed that Ape2 has two PCNA

binding motifs, which work cooperatively. The strong dependence of the Ape2 3’-5’ exonuclease
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activity on the PCNA suggests, that the main function of the Ape2 in the cell is attached tightly to
the PCNA.

It has recently been published that APE2-null mice show abnormalities in proliferating
haemopoietic organs, such as dyshaematopoiesis, defect in lymphopoiesis, and delayed S-phase
and G2/M-phase arrest. It has been suggested that the increased accumulation of AP sites in the
absence of the AP endonuclease activity of Ape2 is the underlying cause of these phenotypes.
However, our biochemical data show a very inefficient AP endonuclease activity of Ape2 arguing
that this activity can not play a major role in vivo. In contrast, due to its significant 3°-
phosphodiesterase activity, Ape2 might have a major function in the removal of 3’-PG termini
formed in DNA by oxidative agents. This theory is also supported by our previous study, in which
we provided genetic evidence for the involvement of S cerevisiae Apn2 in the repair of 3’-PG
residues.

Another clue for the main function of Ape2 can be found in its strong 3°-5 exonuclease
activity, in the functional dependence on the PCNA, and in its preference for removing mismatched
nucleotides from the 3’ primer end. These results indicate that Ape2 might have a role as a proofreader
in processes where new DNA synthesis occurs such as DNA repair synthesis.

It has been recently described, that the amount of Ape2 protein in the replication foci increased
after desoxy-uridin treatment. We analyzed the 3’-5° exonuclease activity of the Ape2 on uracil
containing DNA substrate. The 3’-5’ exonuclease activity of the Ape2 was 10 times more active on
desoxy-uracil, than on the thymine containing DNA substrate. The desoxy-uracil incorporation is a
base of an anticancer drug (5-fluorouracil). Because of the fact that Ape2 has a strong desoxy-uracil
removing 3’-5’ exonucleas activity, it can act as a suppressor of this anticancer drug. Based on our
observation, we predict that the inhibition of Ape2 might increase the efficiency of this type of
anticancer drugs.

Recently it has been demonstrated, that several class II AP endonucleases such as yeast
Apnl and human Apel are able to remove 3’ end incorporated 8-oxoG. Above this, the DNA
polymerase-a (pold) has a highly mutagenic activity on 8-0xoG containing DNA substrate, because
polé incorporates adenine opposite the 8-0xoG more than 90% frequency. Considering these studies,
we examined how Ape2 removes the adenine or cytosine opposite the 8-0xoG from the 3’ end. We
showed that the 3’-5’ exonuclease activity of the Ape2 was 8.5 times better on the A:8-0xoG DNA
substrate than on the C:8-0x0G. In summary, our result is the first demonstration, that Ape2 has an
antimutagenic 3°-5° exonuclease activity, which can provide a higher fidelity for the replication of

damaged DNA.
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