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Bevezetés

A DNS-szélai kozott 1étrejovo, citotoxikus kovalens keresztkotéseket szamos vegyiilet okozhatja,
példaul olyan kemoterapids szerek, mint a cisplatin. Ezek a 1éziok akadalyt jelenthetnek a
replikaci6 szamara, a replikacids villa elakadéasat eredményezhetik, ami genomikus instabilitdshoz
vezethet. A Fanconi anemia utvonal az egyik legfontosabb mechanizmus a sejtben 1évé DNS-
szalak kozotti keresztkotések kovetkeztében elakadt replikacids villa menekitésében. Az Gtvonal
hib4s miikodése a Fanconi anemia nevii ritka genetikai rendellenességet okozza, melynek fobb
tiinetei az abnornalis csont- és borfejlodés, csontveld defektusok, endokrin zavarok és tulzott
érz¢kenység keresztkotd agensekkel szemben. A DNS-szélai kozott 1étrejott keresztkotések
replikacio-kapcsolt  javitdsa szigortan szabalyozott foszforilacios ¢és  ubiquitilaciods
szignaltrandukcioés utvonalak révén. Amikor a replikdcios villa egy DNS-szdlak kozotti
keresztkotés miatt megakad, az egyesszali DNS-régiohoz kapcsolodik az RPA fehérje
(Replication Protein A). Ez jelzésként szolgal az ATR fehérje (ataxia telangiectasia and Rad3-
related) autofoszforilacidjadhoz a 1989. treoninjan. Az aktivalt foszforilalt ATR, kinadz aktivitasa
révén, aktivdlja a 1045. szerinjén a FANCM (FAAP250) fehérjét. A foszforilalt FANCM
horgonyként szolgal az ugynevezett FANC kozponti fehérjekomplex 0Osszeszereléséhez, és
indukalja a FANCD2/FANCI (ID2) monoubiquitilaciéjat. A monoubiquitilalt ID2 komplex
interakcioba 1ép a FANI fehérjével (ID2-associated nuclease 1), annak UBZ doménjén keresztiil.
Az aktivalt FAN1, struktirspecifikus endonukledz aktivitdsa révén képes hasitani a DNS-szalak
kozott 1étrejott keresztkotést tartalmazd DNS-szakaszt a 1€zi6 kozelében, ezzel eldsegitve a hiba
athidalasat. A PCNA fehérje (Proliferating cell nuclear antigen) egy homotrimer gytriiszeri
fehérje, amely esszencidlis szerepet tolt be a DNS replikacoja soran. A PCNA fehérjét az RFC
(replication factor C) tolti fel a DNS vezetd szaljara. A Rad18-fliggd DNS-hibatolerancia utvonal
képes menekiteni az elakadt replikacios villat. DNS-hiba kovetkeztében a PCNA 164. lizinjén
monoubiquitilalédik az Ubal (E1), Rad6 (E2) és Rad18 (E3) fehérjék Osszehangolt miikodése
révén. A monoubiquitilalt PCNA a karosodés helyére toborozza UBZ doménnel rendelkezd
transzlézids polimerazokat. Korabbi tanulméanyok arra utlanak, hogy a FANI fehérje rendelkezik
egy még nem jellemzett PIP box doménnel, és feltehetéen funkcionalis kapcsolatban all az
ubiquitilalt PCNA-vel. Korabbi bizonyitékok szélnak amellett is, hogy a TLS polimerazok fontos

szerepet toltenek be a DNS-szdlak kozott létrejott keresztkotések processzaldsban. Emiatt



vizsgaltuk meg, hogy melyik TLS polimeraz képes a FANI1-el egyiittmiikodve athaladni a fent

emlitett 1¢zion az elakadt replikacié villa menekitése soran.
Célkituzés

Tanulmanyunk {6 célja annak vizsgalata, hogy a FANI egyiittmiikddik-e a RAD18-fliggé DNS-
hibatolerancia ttvonallal, és kdzremiikodik-e az ubiquitilalt PCNA-vel, valamint a transzlézios
polimerdzokkal a DNS-széalak kozott 1étrejott kereszkotések kovetkeztében elakadt replikacios
villa menekitésében.

A részletes kutatasi kérdéseink a kovetkezok:

-A FANI interakcidba lép-e az ubiquitilalt PCNA-vel a PIP box vagy az UBZ doménjein
keresztiil?

-A FANI1 ubiquitilalt PCNA-vel val6 interakcidja hatassal van-e a FAN1 nukleédz aktivitasara?
-A transzlézios polimerazok képesek egylittmiikodni a FAN1-el a DNS-szalak kozott 1étrejott
keresztkotések athidalasaban elakadt replikacios villa esetén?

-Végso soron, célunk az, hogy a FAN1 részletes molekularis szerepét a megértsiik. Terveim kozott
szerepel, hogy rekonstrudljam a DNS-szalak kozott 1étrejott keresztkotések kikertilésést in vitro,
tisztitott fehérjék segitségével, illetve olyan szubsztrat hasznalataval, amely utanoza a fent emlitett

1éz16t.

A fenti célok eléréséhez a kovetkezo kisérleteket terveztiik elvégezni:

e A FANI fehérje és annak mutdns valtozatai, illetve egyéb DNS-hibajavitasban szerepld
fehérjek (PCNA, transzlézios polimerdzok (n, x, 1) tisztitdsa affinitdskromatografia
segitségével.

e A FANI muténsainak 0Osszehasonlitisa annak éredkében, hogy meghatdrozzuk mely

I. Fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata pull down segitségével
II. A FANI nukledz aktivitasanak vizsgalata PCNA vagy ubiquitilalt PCNA
jelenlétében kiilonféle DNS szubsztratokon.

e Annak vizsgalata, hogy mely Y-csaladba tartozo transzlézios polimeraz miikodik egyiitt a

FAN1-el az elakadt replikacios villa menekitése soran in vitro



e A pol n transzlézids polimeraz funkcidjanak jellemzése a FAN1-el a TMP-indukalt DNS-

szalak kozotti keresztkotést tartamald szubsztraton.
Anyagok és modszerek

In vivo vizsgalatok:

e Sejtkultirak és transzfekcid

e Koimmunprecipitacio

e Immunfestés ¢s mikorszkdopos vizsgalazok

e Bimolekularis Fluoreszcens Komplementacié

e Resazurin-alapu sejttalélési vizsgalatok
In vitro vizsgalatok:

e Plazmidok klonozasa fehérje expresszidhoz

e Mutagén PCR

e Fehérjetisztitas affinitas kromatografia segitségével

e Pull down kisérlet

e Helyspecifikus szalak kozotti keresztkotést tartalmazo oligonukleotidok 1étrehozasa
e Nukleaz-aktivitas vizsgalatok

e Transzlézids polimeraz esszé

e Western blot



Eredmények:

FANTI részt vesz a RAD6/RAD18-fiiggé DNS-hibatolerancia utvonalban:

Munkénk soran szdmos in vivo kisérleti rendszert alkalmaztunk, mint koimmunprecipitacio és
kolokalizacios vizsgalatok. Az eredményeink alapjan az anti-FLAG gyongyokhoz kotott FLAG-
FAN1 kolcsonhatasba 1ép a RADI8 fehérjével. A FAN1 nem formal sejtmagi fokuszokat
kezeletlen sejtekben, de cisplatin kezelés hatasara igen, és kolokalizal az ubiquitilalt PCNA-vel.
A FANI1 kiilonféle mutansai teljesen elveszitik fokuszformald képességiiket, és nem

kolokalizalnak az ubiquitialt PCNA-vel.
Pull down Kkisérlet és a FAN1, illetve mutansai tisztitasa affinitas kromatografia segitségével:

Azért, hogy megvizsgaljunk direkt fehérje-fehérje interakciokat, affinitas kromatografia alapt pull
down kisérleteket alkalmaztunk. Kimutattuk, hogy a FAN1 erdsebben kot az ubiquitilalt PCNA-
hez, és az UBZ doménjében pontmutaciokat hordoz6 FANI erre nem volt képes. A FAN1 PIP
doménjében 1étrejott mutaciok hatasara PCNA-kotése sériilt, az ubiquitilalt PCNA-hez val6
kotddése részlegesen megmaradt. Ez arra utal, hogy a FAN1 képes kolcsonhatni a PCNA-vel a két

PIP doménjén, illetve az UBZ doménjén keresztiil.
A PCNA PIP box doménje stimulalja a FAN1 nukleaz aktivitasat:

Nukleaz essz¢é soran tisztitott fehérjéket alkalmaztunk, valamint RFC fehérje segitségével
feltoltottik a PCNA fehérjét az 5° talnyuld véget tartalmazo szubsztratra. Eredményeink arra
utalnak, hogy a vad tipusi FANI1 nukleaz aktivitdisa megnovekedett emelked6 PCNA
koncentraciogradiens alkalmazésa esetén, de a PIP mutans FANI esetében ezt nem figyelhettiik

meg.
Az ubiquitilalt PCNA szabailyozza a FAN1 PIP box és UBZ doménjait:

Amennyiben RFC segitségével feltoltott ubiquitilalt PCNA-t alkalmaztunk a kisérleinkben, a
FAN1 nukleaz aktivitasa szignifikdnssan megndvekedett a mddositatlan PCNA-hez viszonyitva.
Ennek megerdsitéseként PIP/UBZ mutans FAN1-et alkalmaztunk a nukledz esszében. Az UBZ

doménjében mutans FANT1 esetében az Ubiquitin-PCNA 4altal okozott erés stimulacio sértilt.



A PCNA a térben szabalyozza a FAN1 funkciojat:

A nukledz essz¢ soran, amikor a FANI1 nukledz aktivitdsat vizsgaltuk PCNA jelenlétében,
megfigyeltiik, hogy a PCNA megvaltoztatta a FAN1 hasitohelyének specificitasat, az 5° tulnyulo

végrdl a 3” elagazasi ponttol 4 nukleotidra.
TMP-indukalt szalak kozotti keresztkotést tartalmazo szubsztrat:

Azért, hogy utdnozzuk azt a sejtben zajlé folyamatot, amely soran a FAN1 processzalja a szalak
kozott kétrejott kovalens keresztkotéseket, 1étrehoztunk egy 5°-AT dinukleotidokon keresztktést
tartalmazd 73 nukleotid hossza 5’ talnyuld véget tartalmazé DNS szubsztratot 4,5'.8-

Trimethylpsoralen segitségével.

A FAN1 ¢és Pol n fehérjék athidaljak a DNS-szalak kozott létrejott keresztkotéseket
ubiquitilalt PCNA jelenlétében:

Tisztitott fehérjék segitségével in vitro rekonstrualtuk azt a folyamatott, amely soran a DNS-szalak
kozott 1étrejott  keresztkotés processzalasa zajlik.  Kiilonboz6é transzlézids polimerdzok
Osszehasonlitasa sorat azt talaltuk, hogy ez a folyamat csak a FAN1, az ubiquitilalt PCNA ¢és a Pol

n 0sszehangolt miikddése révén valosulhatott meg.

A FAN1 a DNS-szalak kozott 1étrejott kovalens kotéseken miikodik, és a karosodas helyére

lokalizalja a Pol n transzlézi6s polimerazt:

Cisplatin kezelés hatasara a FAN1 funkcionalis interakcioba Iép a Pol n-val, amelyet a YFP pozitiv
sejtek jelolnek BiFC esszé soran. Ez a funkciondlis interakcid igazolhatd talélési vizsgalatok
segitségével is. Az eredményeink arra utalnak, hogy mind FAN1, mind Pol n hidnyéaban a sejtek
megnovekedett érzékenységet mutattak cisplatin kezelése a kontroll sejtekhez viszonyitva. Ezzel
szemben a FAN1 és a Pol ) egyiittes csendesitése nem fokozta a sejtek érzékenységét, utalva a

FANT1 és a Pol ) episztatikus kapcsolatara.



Osszefoglalé

Tanulmanyaink soran bebizonyitottuk, hogy a FAN1 fehérjét a Rad18 DNS-hibatolerancia utvonal
szabalyozza in vivo, és koloklizdl az ubiquitildlt PCNA-vel. In vitro kisérleti rendszerekkel
bemutattuk, hogy a PCNA, illetve az ubiquitilalt PCNA fokozza a FAN1 endonukleaz aktivitasat.
Tovabba bebizonyitottuk, hogy a PIP-box, illetve az UBZ doménjai interkcioba Iéptnek az
ubiquitilalt PCNA-vel. Azt is kimutattuk, hogy a FANI endonukle4z aktivitasanak specificitasa
megvaltozott a PCNA hatasara. A PCNA ugyanis képes pozicionalni a FAN1-et, hogy egy adott
régioban hasitson (4 nukleotiddal a replikacios villa eldgazasi pontja utan) egy 5° tulnyulo véget
tartalmazo szubsztraton, igy eldsegitve a DNS-szalak kozott 1étrejott keresztktések javitasat.
Tovéabba dsszehasonlitottuk hdrom transzlézios polimeraz (pol 1, pol 1, and pol k) miikddését a
DNS-széalak kozotti keresztkotéseken. A pol n az egyetlen transzlézids polimerdz, amely képes
episztazisat, és azt, hogy a FANI és a pol n funkciondlis interakciot mutat cisplatin kezelést

kovetben.

Osszefoglalasként kijelenthetjiik, hogy a jelenlegi eredményeink arra utalnak, hogy a FAN1 nem
csak a Fanconi anemia utvonalban jatszik szerepet, de részt vesz a RADI18-fiiggé DNS-
hibatrolerancia utvonalakban is az elakadt replikacids villa menekitése soran. Ezaltal egy uj
modellt allitottunk fel a miikddésére: A DNS-szalak kozott 1étrejott keresztkotések soran az FANI
nukleaz ubiquitilalt PCNA-fiiggd moddon kihurkolja a DNS kettds spiralban 1étrejott kovalens
keresztkotést. Ez a kihurkolt szerkezet fog szubsztratként szolgalni Pol 1 szdmara a transzézids
szintézis soran, igy menekitve az elakadt replikacios villat. A FANI lehet az 6sszekdtOkapocs a
két utvonal kozott a sejtciklus kiilonbozd fazisaiban. Az altalunk felallitott modell jelentds
tudomanyos betekintést ad a DNS-szalak kozott 1étrejott kovalens keresztkotések javitasaba, és

részéleteiben vizsgalja azokat.
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