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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

UV  Ultraviola (Ultraviolet)

MMS Metil-metan-szulfonat (Methyl methanesulfonate)

BER bazis kivagé hibajavitas (Base Excision Repair)

NER nukleotid kivagod hibajavitas (Nucleotid Excision Repair)

PCNA a replikativ polimeraz processzivitasi faktora (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
DSBR DNS kettdsszala toréseket javitd mechanizmus (DNA Double Strand Break Repair)
HR  homolog rekombinacié (Homologous Recombination)

NHEJ a nem homolog végeket 6sszekapcsold mechanizmus (Non Homologous End Joining)
HJ Holliday junction strukttra

TLS transzlézios DNS-szintézis (Translesion DNA Synthesis)

E2 ubikvitin konjugalé enzim

E3 ubikvitin ligdz enzim

RFC replikacios faktor (Replication Factor C)

USP1 ubikvitin specifikus proteaz enzim (Ubiquitin Specific Proteasel)

UAF1 USP1 ko6t6 fehérje (USP1-associated factorl)

UBZ ubikvitin k6t6 domén (Ubiquitin Binding Zinc Finger)

C2HC C2HC konszenzus szenkvenciaval rendelkez6 UBZ domén

PIP  PCNA k&t6 motivum (PCNA Interacting Motif)

BrdU Bromodoexyuridine (5-bromo-2'-deoxyuridine)

DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindole

SCE Testvér kromatidak kozotti kicserélddés (Sister Chromatid Exchange)



II. IRODALMI BEVEZETO

I1/1. A DNS karosodasok kovetkezményei

A biologiai informdcid atadasat generaciorol generacidra az orokitdanyag teszi lehetdove. A
sejtek Orokitdanyagat azonban folyamatosan érik kiilsd és belsdé forrasokbol szarmazo
karositd hatasok, amelyek meg tudjak valtoztatni annak kémiai szerkezetét. Ezek a karositod
tényezOk mutacidkat, genomikus instabilitast, €s végsd soron a sejtek rakos elfajuldsat vagy
akar halédlat is okozhatjak. Az ¢€l6 sejtek szdmara ezért Iétfontossagti a DNS karosodasok
felismerése €s javitasa. Az evolucio soran a DNS hibék javitasara sokféle folyamat alakult ki
(1-4). Mind a prokariotak, mind az eukariotak rendelkeznek hibajavitd apparatussal a talélés
érdekében. A DNS-hiba javitd rendszerek pontos mikodéséhez szamos fehérje
Osszehangolédsa sziikséges szabalyoz6 folyamatokon keresztiil. Hidnyos miukodésiik stulyos
megbetegedések kialakuldsahoz vezethet, ilyen példaul a Xeroderma Pigmentosum (5) vagy a
Werner-szindroma (6). Ezek a genetikai rendellenességek napjainkban még gydgyithatatlan
betegségnek szamitanak, amely szdmos kutatd laboratoriumot sarkal a DNS-hiba javito

folyamatok molekularis hatterének vizsgalatara.
1I/2. A DNS-hiba javito mechanizmusok felfedezése

A sejteknek azt a képességét, hogy a nagy dozisu UV sugarzés utan is képesek felépiilni,
eloszor az 1930-as évek kozepén figyelték meg. A DNS-hiba javitd mechanizmusok
felfedezésére viszont az 1940-es évek végéig varni kellett. Ezt egymastol fiiggetleniil két
kutato tette meg: Cold Spring Harbor-ban, Milislav Demerec csoportjaban dolgozé Albert
Kelner, valamint a University of India-ban Salvador Luria csoportjaban dolgozd Renato
Dulbecco. Mindketten UV sugarzast hasznaltak és rendellenes talélési aranyokat figyeltek
meg, amikor sejteket vagy bakteriofagokat hossza hulldmt sugarzassal, napsugarzassal, vagy
fluoreszcens fénnyel vilagitottak meg. Ezek a megfigyelések vezettek ahhoz a felfedezéshez,
hogy UV fény hatdsara a DNS-ben kialakul6é ciklobutan-pirimidin dimerek visszaalakulnak
monomerekké egy lathatd fény indukalta folyamatnak k&szonhetden, amelyet enzimatikus

fotoreaktivacionak neveznek (7).

Richard Setlow azonositotta a timin dimereket, amelyek a DNS struktiridjdban nagy
valtozasokat eredményeznek, €s akkor keletkeznek, ha a sejtet UV fény éri. Ezen DNS-hibak

javitasat mutatta be kisérletesen Setlow az 1960-as évek kozepén, amely a DNS-hiba kivago



mechanizmus segitségével megy végbe (8). Tomas Lindahl mutatta ki, hogy mig a pirimidin
dimerek nukleotid kivagd folyamattal kerlilnek javitasra, addig az uracilt a bazis kivago
mechanizmus javitja (9). igy az 1970-es években valt a tudésok szamara egyértelmiivé, hogy
nagyon sokféle DNS karosodas létezik, és nem csak egy javitdo folyamatottal kell szamolni,

hanem feltehetden szamos ) mechanizmus var még felfedezésre.

Dick Setlow és munkatarsai kisérletesen bizonyitottdk a kivagd folyamatok masik tipusat, a
mismatch mechanizmust. Ehhez a javitashoz sziikséges, hogy a sejt kiilonbséget tudjon tenni
az anyai €s Ujonnan szintetizalt szalak kozott. Matthew Meselson kisérletesen kimutatta, hogy
a sziilé1 szdlon GATC szekvencian az adenin metilalva van. Paul Modrich és kollégai irtak le,
hogy a mismatch repair valoban GATC metilacié fiiggd baktériumban (10). Az 1970-es
években Philip Hanawalt és munkatarsai irtdk le, hogy létezik egy transzkripcid kapcsolt

javitas, amelyik az (jjonnan szintetizalt szalon miikddik a transzkripcidsan aktiv géneken (11).

Annak ellenére, hogy ezek a mechanizmusok folyamatosan javitjdk a hibakat, mégis
maradhatnak karosodott DNS-régidk a sejtben. Ezen hibak blokkolhatjak a replikaciot, amely
a sejt pusztuldsat okozhatjak. Ennek elkeriilésére alakult ki a DNS-hiba tolerancia, amely
segit a sejteknek tulélni a replikdci6 megalldsanak haldlos kimenetelét ameddig a hiba
sikeresen eltavolitdsra nem keriil. A DNS-hiba tolerancia megértésének uttoré elmélete volt
az SOS-hipotézis, amelyet Miroslav Radman alkotott meg az 1970-es évek kozepén. Az
elmélet azt mondja ki, hogy az E. coliban léteznek olyan javitd mechanizmusok, amelyek
normal koriilmények kozott represszalva vannak, viszont DNS karosodds hatasara a
javitasban szerepet jatsz6 gének transzkripcidja aktivalodik. Egyik ilyen lehetséges indukciot
kivalté tényezd a normal DNS replikacio leallasa lehet. Megfigyelte azt is, hogy az SOS
reparacid mikodése sordn a mutacios rata megndvekszik. Harrison Echols E.coliban egy
modellt allitott fel, miszerint ha a DNS replikaci6 megall, akkor az SOS szabdlyozta gének
altal kodolt fehérjék kolcsonhatnak a megallt replikacids villanal, elésegitve annak tovabb
haladéasat. Az 1980-es évek végén, valamint az 1990-es évek elején valt nyilvanvalova, hogy
az Echols-hipotézisében szerepld fehérjék valojaban alacsony pontossaggal mikodé DNS
polimerazok, az altaluk végzett folyamatot transzlézios DNS-szintézisnek nevezték el. Ezek
alacsony atirasi hiisége engedi meg a replikacié hiban torténd athaladasat, a helytelen bazisok
beépiilésének nagy valdsziniiségével. Az elmult évtizedben fedezték fel, hogy eukaridtakban

¢s magasabb rendii organizmusokban tobb ilyen specializalt DNS polimeraz létezik (1,12).



I1/3. A DNS karosodasok tipusai

A DNS-ben a legérzé¢kenyebb kémiai kotés a bazisok és a dezoxiribdéz kozotti
gliikozidos kotés, amely megsziinése esetén, a purin vagy pirimidin bazisok elvesztésekor
abazikus hely keletkezik (13). Az abazikus helyeken a replikativ polimeraz megall ¢s nem
képes folytatni a DNS szintézisét. Human szdvettenyészetbdl kimutattak, hogy naponta akar

10000 abazikus hely is képzddhet.

A DNS szerkezetében kiilonb6zd sulyos sériiléseket képesek kivaltani a kiilonféle
mutagén hatasu vegyliletek, mint a bazisokat alkildlo, deamindlo, oxidalé és interkalald
vegyliletek. Deaminaciod esetén a bazisok viszonylag instabil amino-csoportja keto-csoportta
alakul at. Ilyen mdédosulas az adenin hypoxantinna, a guanin xantinnd, és az 5-metil-citozin
timinné alakulasa(14). Az oxidativ metabolikus folyamatok soran képz6dd melléktermékek
keépesek reaktiv oxigéngyokok, mint a peroxid, szuperoxid és hidroxil gyokok kialakulasat
eredményezni. A reaktiv oxigéngyokok jelenlétének kovetkeztében szaltorések vagy
bazismodosulasok alakulhatnak ki. Utobbiak hatdsara GC-TA transzverzid johet Iétre a
replikaciot kovetden, amely a Watson Crick szabalyoktol eltérd parosodast okoz, ezaltal
novelve a genomikus instabilitas kialakulasanak esélyét(15). A normal metabolizmus esetén is
bekdvetkezhet naponta akar 1000 bazis alkilacid, ilyen médosuldsok koz¢ soroljuk a bazisok

metilaciojat, mint az adenin 3-metil-adeninné torténd alakulasat(16).

A nukleinsav bazisok altal elnyelt UV sugarzas leggyakrabban ciklobutan-pirimidin,
¢és pirimidin-pirimidin dimerek kialakulasat okozza, amely a legtobb esetben T-T, kisebb
szamban T-C illetve C-C kovalens kapcsolatokat jelent, amely az egyik bazis 6-os, és a
szomszédos bazis 4-es pozicidjaban taldlhatd szén atomjai kozott alakul ki (17). Az ilyen

tipust kdrosodasok is képesek meggatolni a replikacids apparatus haladasat a DNS-szalon.

A DNS-hibak forrasa lehet akar maga a replikacids apparatus is. A mechanizmusban
részt vevo enzimek olykor nem megfeleld hatékonysaggal miikodnek. Ilyenkor tgynevezett

,mismatch” szekvencidk johetnek 1étre.(18)

Kiilonboz6 keresztkotések johetnek létre a DNS szalak kozott vagy akar a DNS és
fehérje kozott, UV €s mas ionizdldo sugarzas hatasara (19). Ezen kiviil a DNS-ben akar
egyesszalu illetve kettdsszalu torések is létrejohetnek ionizald sugarzasok vagy akar normal

metabolizmus kovetkeztében is.



A DNS kérosodasok kiilonboz6 fajtainak javitasara a DNS-hiba javitdo folyamatok

valtozatos tipusai specializalodtak (1. dbra).

IR

UV light

Alkylating agents X-rays UV light X-rays
Oxygen radicals Polycyclic aromatic  Replication Hydroxyurea(Hu)
Spontaneous reaction hydrocarboms (PAHS) errors Anti-tumor agents

/— / \ o ~ ¢ \ Y

-
Og4 - methyl - Uracil 6-4 photoproducts A-G mismatch Interstrand crosslink
guanine Abasic site Bulky adducts T-C mismatch Double strand breaks (DSB)
8 - Oxoguanine Cyclobutane pyramidine  Small insertion
Single strand breaks dimers Small deletion
Direct Single Nuclectide Excision Repair Mismatch DSB8 Repair (DSBR) Checkpoint
Reversal — Strand  Excision (NER) Repair rd 4 Signaling
Break Repalr / \ (MMR) Non-homologous  Homologous
Repair (BER) Global Transcription- End-joining Recombination Cell
(SSBR) Genomic coupled (NHEJ) (HR) Cycle
Repair Repair Arrest
(GG-NER) (TC-NER)

1. abra: A DNS Kkarosodasok tipusai (GeneTex)

I1/4 A DNS-hiba javité folyamatok csoportositasa

11/4.1. A DNS-hiba kivagd mechanizmusok

A DNS-hiba kivagd rendszerek miitkodésekor a karosodast tartalmazd rovid DNS
szakaszt egy endonukleaz eltavolitja. Ha a hiba csak az egyik szilon van jelen, a templat
szalrol lehetdség nyilik a hiinyz6 komplementer szekvencia pontos szintézisére.

A bazis kivago hibajavitas (Basis Excision Repair, BER) specifikus glikozildzokat
igényel a bazisok kovalensen modosult vagy sériilt formainak felismeréséhez ¢és
eltavolitasdhoz. A DNS szalon cstszva a kis drok mentén keresik a hibat. Az N-glikozidos
kotést hidrolizaljak a gliikoz és a modosult bazis kozott. Igy egy apurin vagy apirimidin hely
keletkezik. Ezutan a hibas bazis eltavolitdsa kovetkezik egy AP endonukledz altal. A kialakult
egy nukleotid hosszisagu rést a templat szal alapjan DNS polimeraz tolti fel és ligaz allitja

vissza a DNS folytonossagat (20).



A nukleotid kivago hibajavitas (Nucleotid Excision Repair, NER) bazis kivago
rendszerrel ellentétben nem a bazisok specifikus kémiai mdédositasat, hanem a kettdsszala
hélixben 16v6 torzulast ismeri fel. fgy a BER a&ltal nem észlelt hibak sem maradnak
észrevétleniil a DNS szdlban. A nukleotid kivagd hibajavitas minden organizmusban hasonlo
folyamat révén jatszodik le. A hiba felismerése utan egy multi-protein komplex kot a DNS
szalhoz. A komplexben 1€vé nukledzok a hibatdl meghatarozott tavolsagra két irdnyban a
hibat tartalmazd DNS szdlat atvagjak, a koztes egyszala DNS-t egy helikaz pedig eltavolitja.
A bemetszések kozott kialakult egyszala régiot egy DNS polimeraz tolti fel és ligaz allitja
vissza a DNS folytonossagat (21).

11/4.2. A mismatch javitd mechanizmus

A mismatch javitbmechanizmus a nem megfelelden parosodott nukleotidok

(mismatch) javitasat végzi. A replikacid soran eldéfordulhat, hogy a replikativ polimeraz
proofreading aktivitdsa nem tokéletes €s egy inkorrekt bazispar keletkezik. Ilyen esetben egy
rovid ideig még lehetdség van a hiba javitdsdra. A mismatch repair akdr két vagy harom
nagysagrenddel noveli a replikdcio pontossagat, azaz minden szdzadik vagy ezredik hiba
marad csak meg.
A sejtnek azonban fel kell ismernie melyik az Gjjonnan keletkezett hibas és melyik az eredeti
szal, ami a hemimetilalt régidk felismerésével lehetséges. Replikdcid soran nem metilalt
helyek keletkeznek, ahol az 0j szdlon a szekvencia még néhdny percig nincs metildlva.
E.coliban intenziven tanulméanyoztdk ezt a rendszert. Intenziv kutatdsok utan az E. coliban
felfedezték a MutS, MutL és MutH fehérjéket. Leirtak, hogy a MutS ismeri fel €s koti a hibas
bazis parosodas miatt torzult DNS szakaszt.

Az eukariota sejtekben szintén miikédik a mismatch javitds. A MutS fehérje
homologja az MLH. Tébb human MLH fehérjét is azonositottak. Ezek mutéacioja daganatos
megbetegedések oka lehet. (pLMSH2 és MLS) Erdekes médon az eukariotakbol hianyzik a
Dam metilaz és a MutH homologja. Az 0j szal felismerését tehat nem a specifikus metilalt
szekvencidk teszik lehetdvé, hanem az Okazaki fragmentek kozott elhelyezkedd nickek.
Ebbdl kovetkezik, hogy csak addig tud miikodni a rendszer, amig a ligalas be nem kovetkezik

(22).



11/4. 3. A DNS kett0sszala toréseket javitd mechanizmusok

Az osztddo sejtekre nézve kiillonosen veszélyes az olyan DNS-kérosodas, amikor a
kettds hélix mindkét szdla eltdrik. A DNS kettdsszala toréseket javitd mechanizmusokat
Osszefoglald néven DNS kettdsszal toréseket javitd mechanizmusoknak (DSBR, DNA
Double Strand Break Repair) nevezziik. Ezen beliil két f0 utvonalat kiilonithetiink el. A
homolog rekombinacios javitd mechanizmust (HR Homologous Recombination), amely a
javitéast a torés kornyezetével homolog régiorol végzi, azaz a testvér kromatid segitségével. A
masik a nem homolog végek random 0Osszekapcsolasaval (NHEJ Non Homologus End
Joining) tavolitja el a DNS kettdsszali torést, amelynek kovetkeztében deléciok és
transzlokaciok johetnek létre. A homoldég rekombinacids hibajavitds ¢s a NHEJ aranya
meghatarozo lehet, hiszen a NHEJ tulsulya a sejtben tovabbi hibadkat generalhat, aminek
kovetkeztében sulyos betegségek alakulhatnak ki (23).

A DNS kettdsszal torésekor a szabad DNS végeket az MRN (Mrell, Rad50, Nbsl)
komplex stabilizalja. Innen elindulhat a HR folyamata, illetve a sejt valaszthatja a NHEJ utat
is.

A HR esetén az 5° véget az MRXN komplexben 1évé Mrell nukledz visszaemészti(24). A
keletkezd 3’ talnyuldé DNS szalhoz RPA ssDNS véddfehérjek kotddnek, és a Rad51 és a
kotddnek a DNS szdlhoz. A dinamikus strukturdhoz tovabbi fehérjék kapcsolodnak, mint
példaul BRCAI1, amelynek hibas miikddése rdkos elfajuldshoz vezethet (24,25). A torés
helyénél kialakult fehérje komplex hozza létre a preszinaptikus filamentet, amely a
szalinvaziot indukalja, aminek kovetkeztében kialakul a D loop struktara. A DNS torésnél a
hianyzo szekvenciat egy DNS polimeraz potolja. A DNS szintézis utan a filament fehérjéi
feleslegessé valnak, ezeket a RecQ és BLM helikazok tavolitjak el. A D-loop kiterjedése altal
két Holliday junction struktara (HJ) keletkezik a DNS-en. A RecQ és BLM helikdzok a
keresztszalvandorlast is serkenti. A HJ feloldasa tobb tton térténhet. Az egyik utvonal nem
eredményez rekombinacidt, a masik folyamatban torténhet atkeresztezodés (26,27).

A NHEJ esetén az MRN komplex altal stabilizalt kettdsszala DNS végekhez a Ku70/Ku80
heterodimer kapcsolodik. A kialakult komplex védelmet nytjt a nukledzokkal szemben és
stimuldlja a DNS PKcs kotddését. A kopmlex tovabbi fehérjékkel 1€p kapcsolatba, mint az
Artemis kinadz, amely foszforilalodik, majd a LigazIV és kofaktorai a Lifl és XRCC4. Ez a
komplex valamint a NHEJ processzivitasi faktor random 6sszekapcsol két véget, amelynek

kovetkeztében akar genomikus atrendezddések is 1étrejohetnek (28,29).



11/4.4. A DNS szalak kozotti keresztkotéseket javitd mechanizmusok

Emlds sejtekben a bazisok kozotti kovalens keresztkotések (ICLs, interstrand crcrosslinks)
képesek a replikacios apparatust megallitani, és akdr DNS kettOsszalu torést okozni. A DNS
keresztkotések feloldasat tobb javitd mechanizmus egyiittmikodése eredményezi. Eldszor a
nukleotid kivagd mechanizmus aktivalodik a sériilt szakasz felismerésével, majd nukledz
aktivitassal rendelkezd fehérjék eltavolitjak a sériilt DNS szakaszt, mint a Mus8§1-EMEI,
XPF-ERCCI1, SLX1-SLX4 ¢s FANI. (30) A folyamat szabalyozasa a résztvevd fehérjék
ubikvitilacidjaval torténik. A folyamat kovetkeztében kialakulo DNS ,rések™ feltoltését
alternativ polimerdzok végzik (TLS) homolog rekombinacio vagy NHEJ. A javito
mechanizmus eredményeként a replikacio folytatodhat.

A Fanconi anémia (FA) Gtvonalba tartozo gének koziil a FANCA/B/C/E/F/G/L/M vesz részt a
FA core complex kialakitdsaban, és aktivaljak a FANCD2 ¢s FANCI monoubikvitilaciojat,
amelyet a FANCL ubikvitin ligdz és az UBE2T ubikvitin konjugalé enzimek katalizdlnak. A
folyamat tovabbi fehérjék kotését eredményezi az FA komplexhez, mint a FANCD/J/N/O/P.
Ennek kovetkeztében a FAAP24 (FA-associated protein 24 kDa) fehérje kapcsolodik a
komplexhez, majd a struktira specifikus endonukleazok (példdul XPF-ERCC1) is kotddnek.
Kimutattak, hogy ebben az Utvonalban a FANCM-FAAP24 komplex tovabbi funkciokkal
rendelkezik, ilyen a DNS keresztkotés felismerése a mismatch fehérjékkel egyiitt, a megallt
replikacids villa stabilizadlasa és az ATR (Ataxia-talengiectasia and Rad3-related) fliggd
ellendrz6 szignal aktivalasa. A FANCM stabilitasaért az MHF1 és MHF2 fehérjék feleldsek
(31).

Az endonukleazok miikodésének kovetkeztében kialakult szabad DNS végek aktivaljak vagy
a Rad51 fiiggé HR-t, vagy a NHEJ-t vagy a TLS-t (Transzlézi6s DNS-szintézis) . Miikodésiik

eredményeként potoljak a hianyz6 DNS szekvenciat.

11/4.5 A DNS-hiba tolerancia utvonal

11/4.5.1. Az ubikvitilacio folyamata

A DNS karosodasok folyamatos javitasa mellett mégis eldfordulnak olyan esetek, amikor a
DNS karosodasok a DNS szalon maradnak és a sejt belép a sejtciklus replikacié faziséba.
Ebben az esetben a javitatlan hibak a replikacids villa megallasat okozhatjak. A replikativ

polimeraz aktiv centruma csak a hibatlan DNS szalat képes befogadni. Amennyiben ez nem
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lehetséges a DNS polimerizacio leall, DNS kettdsszali torés alakulhat ki, amely a DSB javito
mechanizmust aktivalhatja, amelyek talmiikodése azonban genomikus instabilitdshoz
vezethet. A DNS kettdsszalu torések illetve a genom instabilitasdnak elkeriilésére,
Osszefoglalva az elakadt replikdcios villa mentésére alakultak ki a DNS-hiba tolerancia
utvonalak (DNA damage bypass repair DDR) (32). Ennek a rendszernek koszonhetden a
replikacid tovabb halad, a DNS-hiba toleralasa vagy javitdsa mellett. Az eukariota hiba
tolerancia utvonalakat elsOként pékélesztOben tanulméanyoztak (33-35), ¢és kideriilt, hogy
konzervalt mechanizmus révén az emberben is hasonldoan miikkddik. A genetikai vizsgélatok
kimutattdk, hogy az utvonal szabalyozdsaban meghatarozo szerepe van az ubikvitilacionak.
Az ubikvitin egy 76 aminosavbol allo konzervalt jelmolekula. Az ubikvitilacids folyamatban
résztvevd enzimek az E1, amely az ubikvitin aktivalasaért felelds, az E2 ubikvitin konjugalo
enzim, az E3 ubikvitin ligdz, amelyek egyiittmiikodve az adott szubsztratra helyezik az
ubikvitin molekulat. Az E1 enzimbdl jelenleg emberi sejtekben kettdt, az E2 enzimbdl tizet,

E3 enzimbdl tobb szazat ismeriink (2. dbra).

o @ A ) K
o S

o

S a 2
3 - L -8 L4

2. abra: Az ubikvitilacié6 mechanizmusa (WIREsRNA)
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11/4.5.2. A PCNA szerepe a DNS-hiba tolerancia utvonalban

A DNS-hiba tolerancia utvonalban kézponti szerepe van a PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) molekelula ubikvitilaciojdnak. A PCNA molekula harom alegységbdl épiil fel,
funkcionalisan homotrimer gytriit alkot a DNS-en (3. dbra).

3. abra: A PCNA 3 dimenziés modellje

A PCNA-t a replikativ polimerdz processzivitasi faktoraként irtdk le, de ma mar tudjuk, hogy
DNS karosodas hatdsara az ugynevezett transzl€ézids polimerazok mitkodését is segiti. A sejt
normal replikacidja soran az RFC (replikéacios faktor C) ATP segitségével a PCNA-t a DNS
szalra helyezi. A replikativ polimerdazok (polimerdz delta, polimerdz epszilon) képesek
kotédni a DNS szalat koriiloleld6 PCNA molekula C-termindlis részéhez. Az igy létrejott
interakcid megndveli a polimerazok stabilitasat, a PCNA a DNS szdlon cstszva fejti ki a

polimeraz haladasat segitd aktivitasat (4. abra).

Replikativ polimeraz

DNS szintézis

PCNA trimer

4. abra: A PCNA szerepe normal replikacio esetén(36)

( A replikativ polimeraz alaegységei: p50, p125)
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A PCNA ubikvitildciojat a Rad6-Rad18 csoport tagjai végzik. A Rad6 fehérje ubikvitin
konjugéld enzimként (E2) funkcional, az aktivalt ubikvitint megkoti, és a Rad18 ubikvitin
ligazzal (E3) a szubsztratra, jelen esetben a PCNA 164-es pozicidban 1évd lizinjére
helyezi(37-40). A PCNA molekula ubikvitilacioja aktivalja a DNS-hiba tolerancia ttvonal

egyes alutvonalait.

11/4.5.3. Az emberi RadlS8 fehérje

A Radl18 ubikvitin ligaz (E3) fehérje, a Rad6 ubikvitin konjugald (E2) enzimmel egyiitt
fontos szerepet tolt be a DNS-hiba tolerancia utvonalban. A Radl8 fehérje a kovetkezd
doméneket hordozza, mint a RING (ligaz aktivitas), UBZ (ubikvitin kités), SAP (DNS kotés)
¢s a Rad6-koté (Rad6-binding domain, R6BD) (41). A RING domén sziikséges az E2 enzim
megkdtéséhez, és az R6BD segitségével olyan harmas komplex alakul ki, amelyben két
Rad18 kotédik egy Rad6 molekuldhoz. Ez a komplex végzi a PCNA monoubikvitilacidjat.
Kisérletekben azt mutattak ki, hogy a DNS kdétéséért a SAP domén felelds, de nem sziikséges
a Radl8 DNS karosodas hely¢hez torténd lokalizacidjadhoz. Az N-terminalis kozelében
talalhato a C2HC Zn finger domén (UBZ domén), amely az ubikvitin kotéséért felelds (5.
abra), ha mutaciodt szenved, akkor elmarad a Rad18 replikacios villdhoz torténd lokalizacioja.
A Rad18 C-terminalisan egy Poln k6td domént hordoz, amelynek szerepe a replikacios villa

megallitdsaban €s a Rad18-Poln sejtmagi lokalizaciojaban lehet.
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5. abra: Az ember Rad18 fehérje domén szerkezete(42)

Kimutattak, hogy a Rad18 kolcsonhat az RPA (Replication protein A) fehérjével, amely a
kialakult fehérje komplexet a sériilt DNS régidhoz iranyitja. Ezzel is eldsegiti a PCNA DNS
karosodas indukalta ubikvitilacidjat. Kisérleti adatok azt mutatjak, hogy a PCNA molekula
csak a DNS szdlon képes ubikvitilalodni. Igazoltdk, hogy Rad18 altal K164-es pozicidban
monoubikvitilalt PCNA molekuldval szdmos olyan fehérje kolcsonhat, amely a DNS-hiba
javito utvonalakban aktivak. Interakcios partnereként irtak le az SNM1A , WRNIPI, a poln ¢és

polt molekuldkat is.

11/4.5.4. A PCNA mono- illetve poliubikvitilacidjanak szerepe

A DNS-karosodas kovetkeztében megallt replikacios villa helyénél a Rad6-Rad18 ubikvitin
konjugald és ligaz enzim komplex képes monoubikvitilalni a PCNA-t. Monoubikvitilacio
esetén a replikativ polimeraz lecserélddik egy tigynevezett alternativ polimerazra, amelynek

aktiv centruma képes befogadni a beépiilt hibas bazist. A DNS-hiban talhaladva par ismét
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visszacserélddik a replikativ polimeraz, és helyreall a sejt normal replikacidja. Ez a folyamat a
transzI€zios szintézis (TLS Translesion synthesis). A TLS folyamata a DNS hiba tipusatol is
figgden kiilonbozd alttvonalra tagolddik (13,43,44). Az egyik Ut a polimerdz éta (Poln)
aktivalasaval az UV-kdrosodott DNS hiba mentes atirdsat biztositja, mig mas utvonalakban, a
polimeraz kappa (Polk), polimeraz iota (Poli), polimerdz zéta (Poll) és Revl jatszik
fészerepet. A Poln, 1 ¢s k PCNA ko6té (PIP, PCNA Interacting Motif) motivuman keresztiil
képes interakcioba lépni a PCNA-vel. Szamos tanulmany kimutatta, hogy a PIP domén
sziikséges a polimeraz TLS-ben betoltott szerepének ellatdsdhoz is. Az Y csaladbeli TLS
polimerazok a monoubikvitildlt PCNA-hez ubikvitin kot6 motivumain keresztiil
kapcsolddnak. Ez a Poln és a Pol « esetében az UBZ (Ubiquitin Binding Zinc Finger), mig a
Pol1és REV1 esetén UBM (Ubiquitin Binding Motif) motivum (45-48) (49).

A Rad6-Rad18 mellett az emberi HLTF (Helicase like transcription factor) fehérje is
rendelkezik ubikvitin ligdz aktivitassal, amely az Ubc13-Mms2 ubikvitin konjugalé enzim
komplexel egyiitt képes a mar monoubikvitilalt PCNA-re tovabbi ubikvitin molekuldkat
kapcsolni. Az igy létrejott poliubikvitin lanc nem a proteolitikus degradaciora kijeldlt fehérjek
esetén megszokott K48-as eldgazasu lanc, hanem az ubikvitin K63 aminosavan helyezkedik
el. Laboratoriumunkban kimutattak, hogy HLTF (€lesztében Rad5) fehérje ATP-4z és helikéaz
domének segitségével, valamint a kettdsszala DNS transzlokaz aktivitdsanak koszonhetden
képes a sériilt bazist tartalmazd szakaszon visszaforditani a replikdcios villat, ugynevezett
"csirkelab" struktirat formalva abbol. A modell szerint a vezetd szalon 1év0 hiba esetén a
replikdcid ledllasa utan a vezetd ¢s a lemaradod szal szintézise szétkapcsolodik, majd a
Rad5/HLTF az ujonnan keletkezett szalakat letekeri, egymassal hibridizaltatja. A hibaval
szemben 1év0 szal replikacidoja a mar ujonnan megszintetizalt testvér kromatidarol torténik.
Az atiras utan a Holliday junction jellegi struktira feloldodik, a replikécios villa visszaall, és

a replikaci6 zavartalanul haladhat tovabb (6. abra).(50,51)
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A DNS-hiba tolerancia tutvonal
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6. abra: A DNS karosodas kovetkeztében megallt replikacios villa mentése a Rad6-rad18 csoport
tagjainak kozre miikodésével

11/4.5.5. A DNS-hiba tolerancia utvonal szabalyozdsa

A PCNA ubikivitilacidjanak szabalyozasa azt is meghatarozza, hogy a DNS kérosodas
kovetkeztében elakadt replikacids villa mentése rekombinacio fiiggd mdédon vagy a Radl8
csoport tagjainak miikodésével kovetkezik be. Az ubikvitilalt (mono-€s poliubikvitin) PCNA
feleletidejét képes szabalyozni az USP1 fehérje ( Ubiquitin-specific protease 1) egyiitt
mitkodve az UAF1 fehérjével (USPl-associated factor 1). Az USP1 az UAF1 fehérjével
alkotott komplex katalitikus alegysége, amely eredményeként képesek deubikvitilalni a
PCNA molekulat, ezzel akadalyozni a DNS-hiba tolerancia utvonal miikodését, utat engedve
a rekombinacio fliggd replikacios mentésnek. Az ELG1 PCNA-vel kdlcsonhatd fehérje
sziikséges az USP1-UAF1 replikécios villahoz torténd toborzasahoz(52). Az USP1 fliggd
PCNA deubikvitilaci6 a sejtciklus szabalyozasa alatt all. Az APC/CCdhl (anaphase-
promoting complex/cyclosome(Cdhl)) komplex ubikvitin ligdz aktivitasa altal képes
ubikvitin ldncot kapcsolni az USP1 fehérjére UV karosodas hatasara, amelynek kdvetkeztében
az USP1 proteolitikus hasitisa kovetkezik be. Igy utat enged a DNS-hiba javito
folyamatoknak (7. dbra)(53-57).
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7. abra: Az USP1 miikodésének modellje(58)

DNA damage

I1/5. Az ubikvitin koté6 domén szerepe a DNS-hiba javito fehérjékben

A DNS-hiba javitdé folyamatok tobbségének a szabalyozasdhoz elengedhetetlen
bizonyos fehérjék ubikvitin moddositasa, amelyek aktivaljadk vagy inaktivaljadk ezeket a
mechanizmusokat (59-61). Az ubikvitin szigndl felismerésére tobbféle fehérje domén is
kialakult az evolucid sordn, amelyek a kovetkezd csoportokba oszthatok az ubikvitin kotd
doménszerkezetek alapjan. Ilyen ubikvitin k6t6 domén az UBM (Ubiquitin Binding Motif) €s
az UBZ (Ubiquitin Binding Zinc Finger) (62), amelyek targetként ismerik fel az ubikvitilalt
komplexeket. Az ubikvitin koté motivum (UBM) példaul a polimeraz iota-ban és a Rev 1
polimerazokban taldlhatdé meg. Az ubikvitin k6t6 cink finger (UBZ) domén a nevét jellegzetes
cinkujj-szerli strukturajardl kapta. Az UBZ doménnek két altipusa van. Az egyik konszenzus
szekvencidja a C2H2, amely megtalalhatd az alternativ (transzlézios TLS) polimerazok Y
csaladjaba tartozo poln fehérjében. A C2H2 alfa helikalis motivumokat alkot, amelyek kozott
elhelyezkedd hidrofob aminosavakhoz ko6tddik az ubikvitin molekula. A polimerdz éta UBZ
doménje klasszikus cinkujj szerkezetet mutat, fBa format vesz fel. Az ubikvitin kotd cink
finger domén masik csoportjara a C2HC konzervalt szekvencia jellemzd. Ilyen jellegli
cinkujj-szerli domén talalhatd példaul a Rad18 ¢s SNM1A fehérjékben, valamint az altalunk
vizsgalt fehérjében is (63).

17



11/5. 1. Az emberi SNM1A fehérije

AZ SNMIA fehérje az SNM1 nukledzok csaladjaba tartozik. A kiilonb6zd DNS szalak
kozotti keresztkotések feloldasaban jatszik O szerepet. A keresztkotés a DNS-ben az egyes
szélakon beliil, a szalak kozott, valamint a DNS ¢és fehérjék kozott is 1étrejohet. Ezeket
kiilonboz6 karositd agensek okozzdk. A DNS szalak kozotti keresztkotéseket (interstrand
crosslinks, ICLs) emlds sejtekben a mar ismertetett mechanizmusok egyiittmiikodve javitjak.

(NER, HR, TLS). A 8. dbra az SNMI1A szerkezetét mutatja be(64,65).

A unz PIP

I | B [ame][ecase]] nssnmia

8. abra:Az SNM1A fehérje doménszerkezete(65)

Az SNMI1A molekula DNS karosodds hatasara sejtmagi fokuszokat alkot, kijelolve a
karosodas helyét, amely lokalizdciot a Radl8 szabalyoz. Kimutattdk, hogy in vitro
koriilmények kozott DNS exonukledz aktivitasa 4ltal képes feloldani a 1étrejott
keresztkotéseket. A legijabb modell szerint a Radl8 molekula altal ubikvitilalt PCNA
kolcsonhat az SNM1A fehérjével. Az interakcioban azonban nemcsak az SNMIA N-
terminalisan elhelyezkedd UBZ doménje vesz részt, hanem azonositottak egy masik
ubikvitilalt PCNA kotd régiot is, a PIP motivumot. Ezen keresztil a PCNA-t koti
kozvetleniil(9. abra). Az UBZ domént tartalmazd fehérjék koziil a poln és polk is tartalmaz

hasonl6é PIP motivumot.
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9.abra: Az SNM1A miikddésének modellje(65)

Kisérletesen kimutattak, hogy az egér SNMI1A knockout mutansok rendkiviil érzékennyé
valnak DNS karositdo dgensek hatdsara. Az SNM1A fehérje tehat miikodésével hozzajarul a
sejt UV és DNS keresztkotd agensekkel szembeni védelméhez. A pontos mechanizmus

megismerése meg tovabbi kutatdsok targya.
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III. CELKITUZES

A sejtek miikodését egymasra épiilé szabalyozd folyamatok koordinaljak. Ilyen folyamatok
kozé tartozik az ubikvitilacid fiiggd génexpresszid szabalyozas, fehérjék proteaszoémahoz
kotott lebontasa, illetve a DNS-hiba javitd mechanizmusok. A DNS-hiba javito
folyamatokban az ubikvitin szigndl felismerésére az evolicid soran az ubikvitin kotd
domének kiilonboz6 valtozatai alakultak ki. Az ubikvitin k6td doméneken keresztiil, hogyan

torténik a DNS-hiba javité folyamatok szabalyozasa, még nem ismert részleteiben.

Munkank soran célul tliztik ki, hogy megvizsgaljuk az ubikvitin kotd domének
szabalyozo szerepét az emberi DNS-hiba javité folyamatokban. Megfigyeltilk, hogy a
kiilonleges C2HC tipusu cinkujj-szerii struktiraval rendelkezd ubikvitin kotd domén csak a
DNS-hiba javité folyamatokban szerepet jatszo fehérjékben taldlhaté meg. Annak érdekében,
hogy meghatarozzuk a C2HC domén szabalyozo szerepét, szekvencia adatbazisokban olyan
fehérjék utan kutattunk, amelyek rendelkeznek ilyen ubikvitin koté6 doménnel. igy fedeztiik
fel a Clorfl24 gént, amely a Spartan fehérjét kodolja.

F6 célunk volt, hogy megvizsgaljuk a Clorfl24/Spartan esetleges szerepét a DNS-hiba
javito folyamatokban. A kérdés megvalaszolasahoz a kovetkezo kisérletek elkészitését tiiztiik

ki célul:

1) Szekvencia  adatbazisok segitségével  elemezzik a  Clorfl24/Spartan
doménszerkezetét.

2) A feltételezett Spartan fehérje-domének szerepét meghatarozzuk, azaltal hogy Spartan
domén pontmutansokat allitunk eld €s vizsgaljuk kisérletesen.

3) Megvizsgéljuk a Spartan lokaliz4ciojat a sejtekben mas DNS-hiba javitd fehérjékhez
viszonyitva.

4) In vitro ¢és In vivo kisérletekben megnézziik a Spartan kolcsonhatasat mas DNS-hiba
javitd fehérjékkel.

5) Sejtérzékenységi tesztekben elemezziik a vad tipust €s a mutans Spartant kifejez6
human sejtek fenotipusat.

6) Meghatarozzuk a Spartan funkcidjat a DNS-hiba javité folyamatokban.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV/1. Oldatok és pufferek

e LB tapfolyadéek: Tripton (10g/1), NaCl (10 g/l), €élesztdkivonat (5g/1), pH 7.5

e LB taptalaj: LB tapoldat, Bacto agar (1,5%)

e Az emberi sejtek tapoldata: 1XDMEM (89%,(Gibco)), 10% Foetal Bovine serum
(Gibco), 1% antibiotikum mix: 1g streptomicin, 10° NE penicillin /100 ml oldatban.

o A kisérletek soran a kovetkezd antibiotikumokat hasznaltuk: Ampicilin: 1000%
(100mg/ml), Hygromicin: 300pug/ml, Puromicin:1 pg/ml és Neomicin: Ipg/ml
koncentracidban.

e TBE puffer (10x): Tris base (108g/1), borsav (55g/1), EDTA (0,5M —bol 40 ml/l)

e PBS oldat (10x): 80g NaCl, 2g KCl, 6,1g Na2HPO4, 2g KH2PO4 / 1 literben

e TBS puffer (10x): 1500mM NaCl, 200mM Tris HCI (pH 7,5)

e TBS TWEEN oldat (10x): TBS puffer, 0,05% TWEEN20

e Transzfer puffer (10%): 24,1g Tris, 111,6g glicin/ 1 literben

e SDS puffer (10x): 30,2g Tris, 144g glicin, 10g SDS / 1 literben

IV/2. A kisérlet soran hasznalt plazmid konstrukciok

Spartan (Clorfl24) cDNS-t (cat. szam: DKFZp54N043Q) ImaGenes cégtol vasaroltuk. Ezt a
konstruktot pIL1767-nek neveztiik el. A vasarolt cDNS szekvenciat klonoztuk pENTRY?2B
vektorba, amely a pIL1783 nevet kapta. A Spartan pontmutdns plazmid konstrukcidkat a
Quick Change site-directed mutagenesis kit (Stratagene) segitségével készitettiik el. Ennek
eredményeként UBZ pontmutans C459S (pIL2026) , PIP pontmutans YF331,332AA
(pIL2115), SprT pontmutans HE111,112AA (pIL2234), UBZ-PIP kettds pontmutans C459S,
YF331,332AA (pIL 2210) Spartan plazmid konstrukciokat készitettiink el. A hasznalt
oligonucleotidok: C459S (UBZ) mutans Spartan O1638 (5’-GCC CAG TTT CTC AGA ATG
AAG TTC TGG AGT CTC-3’), 01639: (5’-GAG ACT CCA GAA CTT CAT TCT GAG
AAA CTG GGC-3’) -pIL2026; Y331A/F332A (PIP) mutédns Spartan 02538 (5’-CCA AAA
TGT TCT AAG CAA CGC CGC TCC TAG AGT ATC ATT TGC C-37), 02539: (5’-GGC
AAA TGA TAC TCT AGG AGC GGC GTT GCT TAG AAC ATT TTG G-3°) - pIL2115;
HI11A/E112A (SPRT) muténs Spartan 02683: (5’-GTA GAG ACC CTC CTG GCT GCA
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ATG ATA CAT GCC-3’), 02684: (5°-GGC ATG TAT CAT TGC AGC CAG GAG GGT
CTC TAC-3’) -plL2234. C459S Y331A/F332A (UBZ PIP) a kettds pontmutans készitése
soran a mutans fragmentet a pIL2115-b6l klonoztuk a pIL.2026-ba, amely a pIL2210 nevet
kapta. A vad tipusi (WT), C459S, és a HI1A/E112A siRNS rezisztens Spartant a pIL1783,
2026 és 2234 segitségével készitettiik el a kovetkezd oligonucleotidok segitségével 02662:
(5’-CTA AGC AAC TAC TTT CCG CGA GTA TCA TTT GCC AAC C-3°), 02663 (5’-
GGT TGG CAA ATG ATA CTC GCG GAA AGT AGT TGC TTA G-3’), amelyek a
plL2235, plL2236, pIL2237 neveket kaptdk. A Y331A/F332A mutans siRNS rezisztens
Spartant a pIL2115 segitségével készitettiik el a kdvetkezd oligonucleotidok segitségével
02685: (5’-CCA AAA TGT TCT AAG CAA CGC CGC TCC GCG AGT ATC ATT TGC C-
3”) and 02686: (5’-GGC AAA TGA TAC TCG CGG AGC GGC GTT GCT TAG AAC ATT
TTG G-3°) , amely a pIL2238 nevet kapta. A C459S Y331A/F332A kettds mutans, siRNS
rezisztens konstrukcidkat a pIL2236 segitségével, abbol a mutdns fragment klonozasa a

pIL2238 klonba, amely a pIL2239 nevet kapta.

IV/3.A fehérjék tisztitasa in vitro kisérletekhez

IV/3.1. A His-ubikvitin tisztitasa
A pET17c¢c vektorba klonozott His-ubikvitint BL21 (DE3) baktérium (Stratagene) tapoldatban

novesztettiik. A sejteket 37°C-on novesztettik LB médiumban, amely 100 pg/ml ampicillint
tartalmazott. A sejtek novekedésének logaritmikus fazisaban a sejtekhez 0.1 mM IPTG-t
adtunk, amely indukalta a fehérje termelést. Az indukcié utdn harom ora elteltével a sejteket
Osszegyujtottiik, majd feltdrtuk szonikalassal pufferA-ban (20 mM HEPES pH 7.5, 0.01%
Nonidet P-40, 10% glycerol 0.5 mM B mercapto-etanol). Ezt a puffert kiegészitettiik 500 mM
NaCl és proteaz inhibitor koktéllal (Mini-Complete, Roche). A sejtlizatumot felvittiik Ni-
NTA agar6z oszlopra (Quiagen). Az oszlopot mostuk puffer A-val, melyet kiegészitettiink
egyrészt 500 mM NacCl, az utolsé6 mos6 puffert pedig 100 mM NaCl és 20 mM imidazollal. A
His-ubikvitin fehérjét 100 mM NaCl and 200 mM imidazollal kiegészitett pufferA-val
elualtuk az oszloprdol. Végezetiil az imidazolt dializis segitségével tavolitottuk el 50 mM

NaCl-al kiegészitett pufferA oldattal.

1V/3.2. Az emberi Rad6-Rad18. Mms2-Ubc13, RFC, UBA1 és HLT fehérjék tisztitasa
Az emberi Rad6-Rad18, Mms2-Ubc13, RFC, UBA1 ¢és HLTF fehérjék tisztitasat €s az in

vitro PCNA ubikvitilacios esszét irodalomban leirt protokoll alapjan készitettiik el(50). A
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monoub-, és poli-ub-PCNA tisztitasahoz sziikséges DNS-t DNasel hasitottuk 1mM MgCl,
tartalmu oldatban, és Q-sepharose (Amersham) oszlopra kotottiik, a puffert kiegészitettiik 10
mM DTT, 100 mM NaCl oldatokkal. Az oszlop mosésa puffer B-vel (20 mM HEPES, 100
mM NaCl, 10% glycerol), majd a mono-ub- és poli-ub-PCNA-t elualtuk 600 mM NaCl-al
kiegészitett pufferB-vel. Ezt kdvetden a mintat Ni-NTA agar6z oszlopra kotottiik (Qiagen).
Az oszlopot mostuk 500 mM NaCl-al kiegészitett puffer B-vel, majd az utolsé mosast 20 mM
imidazollal kiegészitett puffer B-vel végeztiik. A fehérjéket az oszloprol 500 mM imidazol és
40 mM EDT, 400 mM NaCl tartalmu pufferB-vel elualtuk. Végezetiil az imidazolt dializissel
tavolitottuk puffer C segitségével (20 mM HEPES, 1 mM DTT,10% glycerol, ] mM EDTA),
amelyet 500mM NaCl, valamint 50 mM NaCl-al egészitettiink ki. A tisztitott mono-ub-, €s
poli-ub-PCNA-t szétosztottuk tobb csébe, majd —80°C-on taroltuk.

IV/3.3. A Spartan tisztitdsa
A Spartan fehérje tisztitdsdhoz klonoztuk a vad tipust (WT), UBZ, PIP, és az UBZ PIP

domén pontmutansok ¢cDNS-t glutathione S-transferase (GST) és Flag-tag hordozé plazmid
konstrukcioba, amely S. cerevisiae galaktdz-indukalt promotert tartalmaz (pBJ842). Ennek
eredményeként a pIL2116, pIL2117, pIL2119, és pIL2218 plazmid konstrukciokat készitettiik
el.

A vad tipustt (WT) és a mutans GST-Flag-Spartan fehérjéket parhuzamosan expresszaltattuk
protedz defektes BJ5464 ¢lesztd torzsben. A kulturat tizszeresére higitottuk, friss médiumba
helyeztiik, amely dextr6z mentes volt, de tartalmazott 2% tejsavat és 3% glycerolt, majd egy
¢jszakds inkubaci6 utan 0,2 % galaktdzt adtunk a tapoldathoz. 5 6réds inkubacidt kovetden
Osszegyujtottiik a sejteket és pufferD-ben (40 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM DTT, 0.01%
Nonidet P-40, 10% glycerol), amelyet 500 mM NaCl ¢és protedz inhibitor koktéllal
egeészitettlink ki (Mini-Complete, Roche) -feltartuk sejttord segitségével. A sejtlizatumot
felvittiik glutathione-Sepharose oszlopra (Amersham Pharmacia Biotech, USA). Elészor az
oszlopot mostuk 500 mM NaCl-al kiegészitett puffer A-val, majd 200 mM NaCl-al
kiegészitett pufferD-vel. A GST-Flag-Spartan fehérjéket 20 mM glutathione €¢s 200 mM NaCl
tartalmu puffer A-val. A Spartan fehérjét tartalmazoé frakciokat szétosztottuk tobb csObe, majd

—80 °C-on taroltuk.
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IV/4. GST pull-down kisérlet

A tisztitott GST vagy GST-Flag-Spartan fehérjéket (3pug) négy oOran keresztiil, 4 °C-on
Glutathion-Sepharose gyongyon inkubaltuk (Amersham) tisztitott PCNA-vel, monoubikvitin-
vagy poliubikvitin-PCNA-vel (1pg) 25 V/V% puffer D-ben (40 mM Tris HCI pH 7.5, 200
mM NaCl, 0.1 mM DTT, 10 % glycerol, 0.01 % NP40) és 75 V/V% pufter E-ben (40 mM
Tris HCI pH 7.5, 50 mM NaCl ¢s 1 mM EDTA, 0.1 mM DTT, 10 % glycerol, 0.01 % NP40).
A gyongyoket haromszor mostuk a puffer E-vel, majd 20 mM glutathion tartalmua E pufferrel
elualtuk. A kisérlet reakcioelegyét 10 % SDS/PAGE gélen elvélasztottuk, majd Western blot

analizissel vizsgaltuk.

IV/5. In vitro deubikvitilacids kisérlet

A tisztitott monoubikvitin vagy poliubikvitin-PCNA-t (1 uM) inkubaltuk USP1/UAF1 fehérje
komplexel puffer F-ben (50 mM HEPES pH:7.5, 5 mM MgCI2, 0.1 mg/ml BSA, 1 mM
DTT). A reakcidelegyet 45 percig, 37 °C-on inkubaltuk 150 nM Spartannal. A reakcidt 2X
loading puffer hozzaadéasaval allitottuk meg. A reakciot 10 % SDS/PAGE gélen
elektroforézissel ellendriztiik. Az Uspl hatasat Western blot analizissel, anti-PCNA 1:200

ellenanyaggal mutattuk ki (Santa Cruz, sc-56).

IV/6. A sejtek immunfestése

A kisérletet megel6z6 este 6 lyuku lemezre helyezett fedélemezekre sejteket iiltettiink ki.
Masnap a sejteket 1xPBS-sel mostuk, és egyes esetekben 4% paraformaldehid/1xPBS (pH7,5)
oldattal fixaltunk a feddlemezre 10 percig, szobahOmérsé€kleten. A fixaléo oldat eltavolitdsa
utan 0,5% Triton X-100/1xPBS oldattal 5 percig mostuk. A lemezeket ezutan blokkoltuk 1%
BSA 0,1% Triton X-100 oldattal 1 oran keresztiil. Az ellenanyagot a feddlemezre
csepegtettiik, az elsddleges ellenanyaggal 1 6ran at inkubaltunk, majd a lemezeket 2x5 percig
mostuk 1% Triton X-100 oldattal. A masodlagos ellenanyaggal szintén 1 Ordn keresztiil
inkubaltunk. Az id6 elteltével a mintdkat 3x5 percig mostuk 0,1% Triton X-100 oldattal. Ezt
kovetden a sejtmagokat DAPI-val festettiik (DAPI 1000x oldva 25% glycerolos oldatban), és
a fed6lemezt a rajta 1€v0 sejtekkel egyiitt a targylemezen rogzitettiik. A mintakat konfokalis

mikroszkoppal vizsgaltuk.
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IV/7. A hasznalt sejtkulturak, lokalizacios vizsgalatok

HeLa, HEK293FT ¢és HCT116 sejteket 10% FCS (Sigma) tartalmu, Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma) 37°C inkubatorban ndvesztettiik.

A lokalizacios kisérletekhez a vad tipusa (WT), SPRT domén, UBZ domén, PIP box, és az
UBZ-PIP box mutans Spartan cDNS-eket N-terminalison Flag tag-et hordozdé pRK2F
vektorba klonoztuk, amelyek plL2240, pIL2241, plL2242, plL2243, és plL2244 neveket
kaptak. A vad tipusa (WT) Spartant hasonléan az el6zéekhez EGFP tag-et hordoz6 pEGFP
vektorba klonoztuk (pIL1785). A transzfekciot Lipofectamine 2000 reagensel végeztik a
megadott protokoll szerint. A mintakat Olympus confocal LSM vagy Leica confocal LSM
mikroszkopokkal vizsgaltuk.

FLAG-Spartant expresszald sejteket anti-FLAG ellenanyaggal (Sigma,cat. numb,:
F7425) 1:200 higitasban, és FITC-konjugalt anti-nyul ellenanyagokkal (DAKO) 1:1000
higitassal immunfestettiik. Az endogén PCNA immunfestés¢hez anti-PCNA ellenanyagot
(Santa Cruz, sc-56) 1:200 higitassal és Cy3-konjugalt anti-egér ellenananyagot (Sigma, cat.
numb.: C2181) 1:1000 higitassal hasznaltunk. A mintdkat 1 pg/ml DAPI és 25% glycerol
tartalmi PBS-ben helyeztiik a tdrgylemezre. A mintdkat Olympus confocal LSM vagy Leica
confocal LSM mikroszkopokkal vizsgaltuk.

A replikacids villa megjelenitéséhez 25uM BrdU bazis analogot tartalmaz6 DMEM-
ben novesztettik a sejteket. A sejteket mostuk 1xPBS oldattal, majd fixaltuk 3%
paraformaldehid oldattal, 10 percig. A sejteket denaturaltuk 2.5 M HCI, 30 percig. A sejteket
kezeltiik 0.5% Triton X-100 PBS oldattal 5 percig, majd blokkoltuk 3% BSA tartalmt 0.1%
Triton X-100 PBS oldattal. A BrdU jel6lést anti-BrdU ellenanyaggal (4b-direct serotec, cat.
numb.: 170107) 1:300 higitassal, és anti-patkany Alexa Fluor 488 ellenanyaggal (/nvitrogen,
Lot: 421559) 1:1000 higitassal immunfestettiik. FLAG-Spartant anti-FLAG ellenanyaggal
(Sigma, M2 clone) 1:200 higitassal, illetve Cy3 konjugélt anti-egér ellenanyaggal (Sigma, cat.
numb.: C2181) 1:1000 higitdssal immunfestettiik. A mintdkat Olympus confocal LSM vagy
Leica confocal LSM mikroszkopokkal vizsgéltuk.

1V/8 Felhaszndlt siRNS-k

A gének csendesitéséhez siRNS duplexeket (Ambion) hasznaltunk. Hela sejteket
transzfektaltunk kiilonb6z6 siRNA duplexekkel (100 pmol/minta) Lipofectamine 2000

(Invitrogen) reagens segitségével, 6 lyukt lemezeken. A sejteket 37 °C-on, 48 oran keresztiil
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inkubaltuk. A kisérletekhez a kovetkezd RNS target szekvencidkat hasznaltuk (sense strand)
Spartan 1.(5’- CUA CUU UCC UAG AGU AUC A-3’), Spartan 2. (5’- GGA UGU GAG
UGG GUC UGA A-3’), Spartan 3. (5’-CAA GGA UAA GUG UAA CAG U-3’), Radl8 (5’-
GUU CAG ACA UCA UAA GAG A-3’) HLTF (5’-GAA AAG CGG UUU CAG AUC A-
3%), Mms2 (5’-AGG ACA AAU UAU GAA AAC A-3°), és Ubcl3 (5-GGA AGA AUA
UGU UUA GAU A-3°).

Az Uspl specifikus shRNS eldallitasdhoz sziikséges oligonukleotidokat hibridizaltuk 02793
(5’- GAT CTT CGG CAA TAC TTG CTA TCT TAC AAG AGA TAA GAT AGC AAG
TAT TGC CGA TTT TTA -3°) és Bglll - HindlIIl restrikcios hasitohelyekre klonoztuk
hDNA-Neo vektorba, amely a pIL.2409 nevet kapta.(66)

A Spartan specifikus shRNS eldallitasdhoz sziikséges oligonukleotidokat hibridizaltuk 02689
(5’- AGC TTC TAC TTT CCT AGA GTA TCA TTC AAG AGA TGA TAC TCT AGG
AAA GTA GTT TTT TG-3") és Bglll - HindlIII restrikcios hasitohelyekre klonoztuk hDNA-
Neo vektorba, amely a pIL2245 nevet kapta.(66)

IV/9. A stabil sejtvonalak készitése

HeLa illetve HEK293 FT sejteket a géncsendesitéshez sziikséges plazmid konstrukciot
transzfektaltunk Lipofectamine 2000 (/nvitrogen) reagensel 6 lyuku lemezen. A transzfektalas
utan 48 ora elteltével a sejteket 10% FCS (Sigma), 1 mg/ml G-418 SULPHATE (Gibco, cat.
numb.: 11811064) DMEM-re helyeztiik. A sejteket 10 napig novesztettiik, mikor a sejtek
kolonidkat képeztek a lemezen, izoldltuk az egyes koldnikat, majd felndvesztve egyedi

sejtvonalat hoztunk Iétre.

A FLAG-Spartant stabilan expresszalé HelLa sejtvonal készitéséhez a Spartan cDNS-t
a pIL1783 vektorbdl atklonoztuk egy FLAG-Hygro plazmid konstrukcioba, amely a pIL.2240
nevet kapta. A sejtek transzfekciojat és a kolonidk ndvesztését hasonldan végeztik az
el6zéekhez, azonban 300 pg/ml hygromicin (/nvitrogen A9277) DMEM-ben novesztettiik a
sejteket. A FLAG-Spartan-Hygro stabil sejtvonalat egyes kisérletekben UV (20J/m?), illetve
MMS (0,01%)-el kezeltiik.

A FLAG-Poln-t stabilan expresszaldo HelLa sejtvonal készités¢hez a Poln DNS
szekvenciajat a pIL1399-bol klonoztuk Flag-Hygro vektorba, amely a pIL1967 nevet kapta. A

stabil sejtvonalat az el6z6hoz hasonloan készitettiik.
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GFP-Spartant transzfektaltunk Rad18 -/- HCT116 sejtekbe (34). A Rad18-at DsRed-

Rad18 plazmid konstrukcioval komplementaltuk vissza.

IV/10. Aramlasi citométer alapii sejtérzékenységi teszt

HelLa sejteket transzfektaltunk kiilonb6z6 plazmid konstrukcioval illetve siRNS-ekkel
Lipofectamine 2000 (/nvitrogen) reagens segitségével 6 lyuku lemezen. A transzfektalt
sejteket 24 ora elteltével kevertiikk GFP-t stabilan expresszalo HeLa sejtekkel kb. 3:1 aranyban
(transzfektalt: GFP sejtek). A kovetkezd nap kezeltiik a sejteket kiilonboz6 DNS karosito
agensel, majd hét napig novesztettiik a sejteket. Ezutdn FACS (Guava Easy site System)
segitségével meghataroztuk a GFP pozitiv illetve negativ sejtek aranyat, amelynek
segitségével meghataroztuk a sejtek érzékenységét a kiillonbozé DNS karositd agensekkel

szemben, és grafikonon abrazoltuk.

IV/11. Komplementacios analizis sejt érzékenységi tesztben

Komplementécios analizishez sziikséges plazmid konstrukcidkat készitettiink. A vad tipusa
(WT), SPRT domén, UBZ domén, PIP box ¢és az UBZ PIP box mutansok siRNS rezisztens
Spartan cDNS-eket Flag tag-et N-terminalison hordozd, pRK2F vektorba klonoztuk, amelyek
plL2246, plL2247, plL2248, plL2249, és plL2250 neveket kaptdk. A komplementacios
analizist hasonldéan végeztiik, mint az eldz6 fejezetben. A Spartan csendesitését stabilan
biztositd sejtvonalat transzfektaltuk a kiilonboz6 mutdnsok expressziojat biztositd plazmid
konstrukcidkkal Lipofectamine 2000 (/nvitrogen) reagens segitségével 6 lyuku lemezen, mint
Flag-lires, siRNS rezisztens vad tipusu (wild type), SPRT, UBZ, PIP és az UBZ, PIP
mutansok Flag-Spartan expresszidjat biztositd plazmid konstrukcid vagy a Radl8 siRNS
(Ambion). A transzfekcio utdn 24 ora elteltével a sejteket kevertiik GFP-t stabilan expresszalo
sejtekkel 3:1 ardnyban. A kovetkezd nap kezeltiik a sejteket kiilonb6zé DNS karositd agensel,
majd hét napig novesztettiik a sejteket. Ezutan FACS (Guava Easy site System) segitségével
meghataroztuk a GFP pozitiv illetve negativ sejtek aranyat, amelynek segitségével
meghataroztuk a sejtek érzékenységét a kiilonb6z6 DNS kérositdo agensekkel szemben, €s

grafikonon abrazoltuk.
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IV/12. Immunoprecipitacio

2,5%10° sejtet lizaltunk 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,1% NP-40,
ImM PMSF, Protease inhibitor koktél (Sigma P8340) pufferben. A sejteket szonikaltuk, majd
jégen inkubaltuk 20 percig. A FLAG tag-el ellatott fehérjeket egér M2 Flag gyongyre (Sigma)
kotottiik, majd a gyongyot mostuk haromszor 1 ml lizis pufferrel. A precipitalt fehérjéket és a
sejtlizatumot Western blot analizissel vizsgaltuk, egér anti-PCNA HRP ( Santa cruz cat.
numb. sc-56), egér anti-FLAG HRP (Sigma M2 A8592), patkany anti-HA HRP (Roche,
cat.numb. 12013819001 clone 3F10), nyal anti-Tubulin (Santa cruz cat. numb. sc-9104) ¢és
kecske anti-nyul HRP (Millipore AP132P) ellenanyagokkal.

IV/13. Testvér kromatidak kozotti Kicserélodés vizsgalata (SCE analysis)

A sejteket sotétben, két sejtciklus elteltéig 30uM bromodeoxyuridine (BrdU) tartalmu
tapoldatban inkubaltuk. A sejteket colcemid (Sigma, cat. numb. D1925) oldattal kezeltiik két
oran keresztiil. A sejteket Osszegyljtottiik és kezeltik 75 mM KCI oldattal, 5 percig. A
sejteket  fixaltuk metanollal két percig, majd metanol-ecetsav (3:1) elegyben
felszuszpendaltuk. A sejtszuszpenzidt iiveg feddlemezekre cseppentettilk, majd levegdn
megszaritottuk. A lemezeket acridine orange (0,1pg/ml) (Sigma, cat. numb. A8097) oldattal
festettiik, majd a mintdkat Leica konfokalis LSM mikroszkoppal vizsgaltuk(67).

28



V. EREDMENYEK

V/1. A Clorfl24 azonositasa és a szerkezete

A DNS-hiba javitasban résztvevo fehérjék szamos tagja rendelkezik ubikvitin kté doménnel.
Munkank soran a DNS-hiba javité folymatok szabdlyozasaban szerepet jatszo fehérjék kozotti
kapcsolatokat keressiik. Megfigyeltiik, hogy a C2HC konszenzus szekvencidju ubikvitin koto
cinkujj-szerli domén csak a DNS-hiba javitdsaért felelos fehérjékben talalhatd meg, mint
példaul a Radl8 fehérjében. Ezért megvizsgaltuk, hogy valdjaban mas, még nem azonositott
fehérjében is megtalalhaté-e ez a domén. Az ismert C2HC domént tartalmaz6 DNS-hiba
javito fehérjék génjei mellett az adatbazisban egy 0j gént taldltunk, Clorfl24/Spartan
jelzéssel, amely szintén rendelkezik ezzel a doménnel. A tovdbbiakban a C2ZHC domént UBZ
doménnek fogjuk nevezni. Ezek alapjan felvetddott a kérdés, hogy ez az ismeretlen fehérje
lehet-e egy ujabb szerepléje a DNS-hiba javitd mechanizmusoknak. Célul tiiztiik ki ennek a

kérdésnek a megvalaszolasat.

A Clorfl24/Spartan, amelyet a tovabbiakban Spartannak hivunk, génje az 1. kromoszéma
q42.12— 43 régidjaban talalhatd, és egy 489 aminosavbol allo 55,134 kDa tomegl fehérjét
kodol. A szekvencia adatbazis adatai alapjan feltételezett homoldgjai csak a gerincesekben
talalhatok meg. Az rendelkezésre allo informacidk alapjan a Spartan N-termindlisan hordoz
egy SprT domént, amelyben egy jellegzetes HExxH aminosav szekvencia talalhato.
Baktériumokban végzett kisérletek alapjan ennek a HexxH motivumnak feltehetden
metalloproteaz funkcioja lehet, azonban emlds sejtekben funkcidja nem ismert (68). A fehérje
C-terminalis végén helyezkedik el az UBZ domén, amelyrdl feltételeztiik, hogy az ubikvitin
kotésben van szerepe. A Tumorscape Adatbazis adatai szerint Spartan génkozeli kromoszéma
régid delécioja esetén a rak kiilonbozé fajtai alakulhatnak ki magas szamban, amelyet 3131

kiilonb6zd tumor vizsgalataval hataroztak meg (69).

Megvizsgaltuk, hogy amennyiben a Spartan aktiv UBZ doménnel rendelkezik, vajon
tartalmaz-e mas olyan domént, amely az ismert hibajavito fehérjékben is jelen van. igy
fedeztiik fel, hogy egy lehetséges PIP motivumot is tartalmaz. A PIP egy PCNA interakcios
motivum, amely szamos DNS-hiba javitisban részt vevd fehérjében is megtalalhato.
Konszenzus szekvencidja Qxxhxxaa ahol ’h’ valamely hidrofob aminosavat, az ’a’ aromas

aminosavat jelent.
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A fehérje-doménszerkezet alapjan azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a Spartan egy lehetséges
uj DNS-hiba javitdo fehérje, amelyet szdmos kisérleti rendszerben terveztiink kdrbejarni.
Els6ként a Spartan egyes doménjeinek konszenzus szekvencidiban pontmutaciokat hoztunk
1étre. Igy az SprT doménben a 111 és 112-es, a PIP motivumban a 331 és 332-es, az UBZ

doménban 459-es aminosavakat alakitottunk at mutagenizal6 PCR segitségével (10.abra).
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10. abra: A Clorf124/Spartan domén szerkezete

A sziikséges plazmid konstrukciok elkészitése utdn a Spartan expresszidjat a sejtekben illetve
az siRNS-sel torténd géncsendesitéseket Western blot analizissel ellendriztiik. Az ellendrzd
kisérletek eredményét a /7. abra mutatja be.

A Spartan csendesitését haromfé€le target szekvenciat hordozo siRNS-sel végeztiik. A
Spartan csendesitését biztositd siRNS-eket ¢s a FLAG tag-et hordozd Spartan expressziojat
biztositd plazmid konstrukciot kotranszfektaltuk a sejtekben. 48h elteltével anti-FLAG
Western blot analizissel ellendriztiik a csendesités hatékonysagat (/1. dbra A panel).

A Spartant stabilan csendesitd sejtvonalat ellendrzésének érdekében transzfektaltuk a
FLAG tag-et hordozd, shRNS rezisztens Spartan expressziojat biztositd plazmid
konstrukcioval. A csendesités mértékét Western blot analizissel hatdroztuk meg (11. abra, B
panel).

A Spartan domén mutansok expresszidjat is vizsgaltuk a sejtekben. A sejteket

transzfektaltuk FLAG tag-et hordozo kiilonb6z0 pontmutdnsok expresszidjat biztositd
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plazmid konstrukcioval, majd Western blot analizissel vizsgaltuk expresszidjukat a sejtekben
(11. abra, C panel).

A lokalizéacios kisérletekben hasznalt gének siRNS-sel torténd csendesitésének hatasat
is vizsgaltuk. A sejteket kotranszfektiltuk az siRNS-sel illetve a csendesitendd gén
expresszidjat biztositd plazmid konstrukcioval, majd Western blot analizissel vizsgaltuk a
csendesités mértékét (11. abra, D panel).

A Spartan domén mutansok expressziojat vizsgaltuk a sejtekben. A sejteket
transzfektaltuk HA tag-et hordozo kiilonb6z0é pontmutansok expresszidjat biztositd plazmid

konstrukcidval, majd Western blot analizissel vizsgaltuk expressziojukat a sejtekben (71.
dbra, E panel).
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11. abra: Az alkalmazott konstruktok ellendrzése.
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V/2. A Spartan a DNS karosodas helyéhez lokalizal

Eloszor lokalizéacios kisérletek segitségével kerestiink bizonyitékot arra, hogy a Spartan DNS-
hiba javit6 fehérje-e. A DNS-hiba javito fehérjékre jellemzd, hogy a DNS kéarosodas hely¢hez
lokalizalnak. Ezért megvizsgaltuk, hogy lézersugarral (laser microirradiation) kezelt sejtekben
a Spartan a karosodas hely€hez lokalizal-e. A kisérlet soran GFP tag-et hordoz6 Spartan
expresszidjat biztositd plazmid konstrukcioval transzfektaltunk HCT116 sejteket, majd
lézersugarral DNS kérosodast idéztiink eld. A sejtek kezelése utan 20 perc elteltével a vad
tipusi (WT) Spartan kolokalizdcidot mutatott a lézersugar helyével, amelyet y-H2AX
ellenanyaggal jeloltiink. A kisérlet eredményébdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a

Spartan a DNS kérosodas helyé¢hez lokalizal (12. dbra).

GFP-Spartan DAPI

12. 4bra: A Spartan a DNS karosodas helyéhez lokalizal.

A képen GFP tag-et hordozé vad tipusa (WT) Spartan expresszidja lathato HCT116 sejtekben. A sejteket
lézersugarral kezeltik. A kezelés utan 20 perccel a sejteket imunfestettiik anti-GFP (zold), illetve y-H2AX
(piros) ellenanyagokkal. A képen a harmadik oszlop jeloli az elsé és masodik egymasra vetitését (Merge). A
sejtmag DAPI festéssel (kék)lathato.

A kovetkez6 kérdés az volt, hogy a Spartan képes-e az aktiv replikacios villdhoz lokalizalni.
A BrdU (brém-deoxiuridin), mint timin analég képes beépiilni a DNS-be szintézis soran. A
BrdU jelolt, anti-BrdU ellenanyaggal immunfestett sejtekben a replikdcios villak apro
sejtmagi fokuszokként lathatok. A polimerazok processzivitasi faktoraként azonositott PCNA
fehérje immunfestése esetében is lathatoak az aktiv replikacios villak. Ezeknek a
modszereknek a segitségével megvizsgaltuk a Spartan lokalizaciojat a replikacids villahoz

viszonyitva.

A kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a Spartan kolokalizaciot mutat a BrdU beépiilés
helyével, valamint a PCNA fehérjével. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a Spartan a

replikacids villahoz lokalizal (13. abra).
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GFP-Spartan

13. abra: A Spartan a replikacios villahoz lokalizal.

A képen a FLAG illetve a GFP tag-et hordozoé vad tipusu (WT) Spartan lathato. A sejteket BrdU bazis analoggal
jeloltiik (fels6 sor), majd immunfestettiik anti-BrdU (z6ld) ellenanyaggal a traszfekciot kovetd 24 ora elteltével.
Masik esetben (also sor) a sejteket immunfestettiik anti-PCNA-vel (piros) , illetve anti-FLAG ellenanyaggokkal.
Az els6 és masodik oszlop képeinek egymasra vetitését a harmadik oszlop (Merge) mutatja be. A sejtmagok
festése DAPI (kék) festéssel lathato.

JON 24

Tovabbi bizonyitékot is kerestiink, hogy a Spartan replikdcios villdhoz torténd lokalizacioja
DNS karosodas fliggd. Ezért megvizsgaltuk, hogy alacsonyabb szintli expresszdja mellett,
ahol nem formal sejtmagi fokuszokat, ott hogyan valtozik lokalizacidja. A kisérlethez FLAG-
tag-et hordoz6 Spartan expresszdjat biztositdé stabil HelLa sejtvonalat hoztunk létre. Az
elkésziilt stabil sejtvonalban vizsgaltuk a Spartan lokalizacidjanak valtozasat UV-besugarzas

hatésara, valamint lokalizaciojat a PCNA altal kijelolt replikacios villahoz (14. dbra).
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14. abra: A Spartan lokalizacidja stabilan expresszalé HeLa sejtekben UV kezelés hatasara.

A képen FLAG tag-et hordozé Spartant stabilan expresszalé Hela sejtek lathatok. A sejteket UV fénnyel
(20J/m2) kezeltiik, majd immunfestettiik kiilonbdzé idépontokban anti-FLAG (zold) illetve anti-PCNA (piros)
ellenanyagokkal. A harmadik oszlop abrazolja az elsé és a masodik oszlop egymasra vetitését (Merge). A
sejtmagok DAPI (kék) festéssel lathatok.

A kezeletlen sejtekben azt figyeltiik meg, hogy a Spartan homogén eloszlast mutat a
sejtmagban, mig UV kezelés hatasara sejtmagi fokuszokat alkot a kezelést kdvetden 1 ora
elteltével. A kezelést kovetden 5 oOra elteltével volt a legmagasabb a sejtmagi fokuszokat
tartalmazo sejtek szama, mig a Spartan 12 ora elteltével ismét homogén eloszlast mutatott. A
kisérlet eredményét grafikonon abrazoltuk, ahol meghataroztuk a Spartan sejtmagi fokuszokat

tartalmazo ¢€s a transzfektalt sejtek szazalékos aranyat (/5. dbra).
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15. abra: A Spartant stabilan expresszalo HeLa sejtvonalban a Spartan lokalizacidjanak idébeli valtozasa
UV kezelés hatasara.

Az abran a 14. képen lathato kisérlet eredményének szamszertisitett valtozatat mutatjuk be, ahol meghataroztuk a
Spartan sejtmagi fokuszokat tartalmazo és a transzfektalt sejtek szazalékos aranyat. A képen harom kisérlet
eredménye lathato.

Az elobbi kisérlet eredményét mas DNS kérosité agens alkalmazasaval is megerdsitettiik.

MMS (Methyl Methanesulfonate 0,01 V/V %), DNS metildl6 dgens hatasara a Spartan szintén
sejtmagi fokuszokat alkotott (16. dbra) 5 ora elteltével.

kezeletlen
FLAG-Spartan PCNA DAPI
MMS Rt
FLAG-Spartan PCNA DAPI

)
>

16. abra: A Spartan lokalizaciéja Spartant stabilan expresszalo HeLa sejtekben MMS kezelés hatasara.

A képen FLAG tag-et hordozd Spartant stabilan expresszaldo Hela sejtek lathatok. A sejteket 0,01% MMS-el
kezeltiik. A sejteket anti-Flag (zold) illetve anti-PCNA (piros) ellenanyagokkal immunfestettiik a kezelés utan 5
ora elteltével. A harmadik oszlop abrazolja az els6 és a masodik oszlop egymasra vetitését (Merge). A sejtmagok
DAPI (kék) festéssel lathatok.
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A lokalizacios kisérletek eredményei alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan

hasonl6an mas DNS-hiba javito fehérjéhez, a DNS karosodas helyéhez képes lokalizalni.

V/3. A Spartan lokalizacodja fiigg a PIP és UBZ doménjétol

Tovabbi lokalizacids kisérletekben megvizsgaltuk az egyes domének szerepét a Spartan
lokalizacidjaban. Ezért HeLa sejtekben vad tipustt (WT), SprT (metalloproteaz), PIP (PCNA
koté motivum) és UBZ (Ubikvitin kotd domén) pontmutans Spartant expresszaltattunk, majd
kovettiik lokalizacidjukat a PCNA fehérjéhez viszonyitva. Azt figyeltiik meg, hogy az SprT
domén mutéans hasonl6 lokalizaciét mutatott, mint a vad tipust Spartan, mig a PIP és az UBZ
mutansok nem képesek sejtmagi fokuszokat alkotni (17. dbra). Azt a kovetkeztetést vontuk le,

hogy az UBZ ¢és a PIP domének elengedhetetlenek a Spartan lokalizacidjahoz.

FLAG-Spartan

PCNA

PCNA

PCNA

PCNA

PIP-UBZ

PCNA
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17. abra: A vad tipusi (WT), az SprT, PIP és az UBZ pontmutans Spartan lokalizacidja.

A képen FLAG tag-et hordoz6 vad tipusu kezeletlen (WT), PIP, UBZ, PIP-UBZ és SprT pontmutaciét hordozo
Spartant expresszald Hela sejtek lathatok. A sejteket anti-FLAG (z6ld) illetve anti-PCNA (piros)
ellenanyagokkal immunfestettiik a transzfekciot kovetd 24 ora elteltével. A harmadik oszlop az els6 két oszlop
képeinek egymasra vetitését mutatja be (Merge). A sejtmagok (kék) DAPI festéssel lathatok.

V/4. A Spartan lokalizacioja fiigg a Rad18-tol

Radl8 ubikvitin ligdz a Rad6 ubikvitin konjugalé enzimmel képes monoubikvitilalni a
PCNA-t DNS karosodas hatasara. A korabbi lokalizacios kisérletekben azt figyeltilk meg,
hogy a Spartan a replikacios villdhoz lokalizal a Rad18 DNS-hiba javité fehérjéhez hasonldéan
(70). Ezért a kovetkezd kisérletben megvizsgaltuk, hogy a Spartan kolokalizaciot mutat-e a

Rad18-al illetve, a Rad18 hogyan befolyasolja lokalizacidjat.

A Spartan lokalizacidjat elészor Rad18 -/-HCT116 sejtekben vizsgaltuk. Megfigyeltiik, hogy
a Spartan a Rad18 -/- sejtekben nem képes sejtmagi fokuszokat alkotni, azonban azokban a
mintakban, ahol a Rad18-at komplementaltuk, azaz DsRed Radl8-at expresszaltattunk, ott
helyredllt a Spartan lokalizacioja és kolokalizdciot mutatott a Rad18-al (8. abra). A kisérleti
eredmény tiikrében azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan lokalizacidjahoz sziikséges

a Rad18.

Radl8 -/- HCT116

Rad18 +/+ HCT116

DAPI

GFP-Spartan DAPI

GFP-Spartan

- HCTI116

+DsRed Rad18

Radl8 -

GFP-Spartan DsRed-Rad 18 wt

18. abra: A Spartan lokalizacioja Rad18 -/- HCT116 sejtekben.

A képen kezeletlen HCT116 WT (vad tipusti) és HCT116 Rad18-/- sejtekben GFP tag-et hordozo Spartan illetve
DsRed tag-et hordozo Rad18 expresszidja lathato. Az alsd sorban az elsé és a masodik kép egymasra vetitését a
harmadik kép (Merge) mutatja be. A sejtmagok DAPI (kék) festéssel lathatok.
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A Kkisérlet eredményét grafikonon abrazoltuk, ahol meghataroztuk a Spartan sejtmagi

fokuszokat tartalmazo sejtek szazalékos aranyat (19. abra).
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19. abra: A Spartan lokalizacioja HCT116 Rad18 -/- sejtekben.

Az abran a 18. képen lathato kisérlet szamszerisitett valtozatat mutatjuk be, ahol meghataroztuk a Spartan
sejtmagi fokuszokat tartalmazé és a transzfektalt sejtek szazalékos aranyat. A grafikonon négy kisérlet
eredményét mutatjuk be.

Tovabbi kisérletekben vizsgaltuk, hogy a Spartan lokalizacioja hogyan fligg kiilonb6z6 Rad18
domén mutansoktol. Megvizsgaltuk a Spartan lokalizacijat a vad tipusa (WT), RING
(C258), ¢és kétfele UBZ mutans (C207S, D221A) Rad18 mellett. A RING mutans Rad18 nem
képes ubikvitin ligdz funkcidjat betblteni, az UBZ mutans pedig nem képes ubikvitint kotni
(41). A kisérletben a Rad18-/- HCT116 sejtekben kotranszfektaltuk a Spartant és a kiilonbdz6
Rad18 mutansokat. Azt figyeltiikk meg, hogy a Spartan kolokalizdciot mutatott a vad tipusu
Rad18-al, azonban a Rad18 RING, illetve az UBZ mutansok mellett elveszitette lokalizacios

keépességét a replikacios villahoz, hasonléan a Rad18-hoz (20. dbra).
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20. abra: A kiilonb6zo Rad18 domének szerepe a Spartan lokalizaciéjaban.

A képen DsRed tag-et hordozé kiilonbdzé Radl8 pontmutinsok illetve a GFP tag-et hordoz6 Spartant
expresszalo kezeletlen Rad18-/- HCT116 sejtek lathatok. Az elsé oszlop és a masodik oszlop egymasra vetitését
mutatja be a harmadik oszlop (Merge). A sejtmagok DAPI (kék) festéssel lathatok.

Az alabbi kisérlet eredményét grafikonon dbrazoltuk, ahol meghataroztuk a Spartan sejtmagi

fokuszokat tartalmazd sejtek szazalékos aranyat a transzfektalt sejtekhez viszonyitva
(21.dbra).
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21. abra: A kiilonb6zo Rad18 domének szerepe a Spartan lokalizaciéjaban.

A fenti kisérlet szamszertsitett valtozata lathato a grafikonon, ahol meghataroztuk a Spartan sejtmagi fokuszokat
tartalmazo sejtek szazalékos aranyat a transzfektalt sejtekhez viszonyitva. A kisérletben HCT116 és Rad18 -/-
HCT116 sejteket transzfektaltunk. A képen harom kisérlet eredményét mutatjuk be.

A kisérlet eredmény€bdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan lokalizacioja fliigg a

Rad18 jelenlététdl illetve annak lokalizacidjatol.

V/5. A Spartan egy fehérje komplexben miikodik a Rad18-al

oo

Az el6zd kisérletekben azt lattuk, hogy a Spartan lokalizdcidja fiigg a Rad18-t6l. Ennek
alapjan felmeriil a kérdés, hogy a Spartan egy fehérje komplexben mitkodik-e a Rad18-al. gy
in vivo koriilmények kozott koimmunoprecipitacids kisérletben vizsgaltuk komplexformalo
képességiiket. A kisérletben FLAG-Spartant stabilan expresszalo sejteket transzfektaltunk HA
tag-et hordozo Radl8 expressziojat biztositd plazmid konstrukcioval. FLAG gyongyre
kotottiik a fehérjeket, és anti-HA Western blot analizissel ellendriztiik a Rad18 jelenlétét.
Eredményként azt figyeltiik meg, hogy a Spartan in vivo koriilmények kozott egy fehérje
komplexben miikodik a Rad18-al a sejtekben (22. dbra).
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22. abra: A Spartan és a Rad18 egy fehérje komplexben miikodik a sejtekben.

A kisérletben FLAG-Spartant stabilan expresszalo sejteket transzfektaltunk HA tag-et hordozé Radl18
expresszidjat biztositd plazmid konstrukcioval. A sejteken koimmunoprecipitaciot végeztink FLAG gydngyon,
majd Western blot analizist anti-HA illetve anti-Tubulin ellenanyagokkal.

V/6. A Spartan lokalizacidja fiigg az ubikvitin-PCNA-t6l

Az eddigi kisérletekben azt figyeltiik meg, hogy a Spartan lokaliz4cidja fligg a PIP és az UBZ
doménektdl, amelyek feltehetden az ubikvitilalt PCNA kotésért felelosek, valamint fligg a
Rad18 ubikvitin ligdz enzimt6l. Szdmos DNS-hiba tolerancia utvonalban szerepet jatszo
fehérje, mint a poln lokalizacidja fiigg az ubikvitin-PCNA-t6l, Rad18 fliggé mddon (70).
Ezért megvizsgaltuk, hogy a Spartan lokalizacioja fiigg-e az ubikvitilalt PCNA-t6l.

A Spartan lokalizaciojat vizsgaltuk olyan gének csendesitése mellett, amelyek szerepet
jatszanak a PCNA ubikvitilaciojdban. A Rad6-Rad18 4altal monoubikvitilalt PCNA-t az
Mms2-Ubcl3 és HLTF fehérjék poliubikvitilaljak. Ezért MMS2, UBC13 és HLTF gének
csendesitése mellett megvizsgaltuk a Spartan lokalizaciojat HelLa sejtekben. A kisérletben a
Rad18 csendesitését is vizsgaltuk, hogy megerdsitsik ezzel a modszerrel is azt az
eredményiinket, hogy a Spartan lokalizacioja fiigg a Radl18-t6l. Ebben a kisérletben azt
figyeltiik meg, hogy a Spartan elveszitette kolokalizacios képességét a PCNA-vel mind
Mms2, Ubc13, Rad18 és HLTF csendesitésének hatasara. (23. dbra).
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23. abra: A Spartan lokalizaciéja a PCNA ubikvitilacidjaban szerepet jatszo gének csendesitése mellett.

A képen GFP tag-et hordozd Spartant expresszald kezeletlen HelLa sejtek lathatok (zold), amelyekben
mintanként  kiilonb6z6 géneket csendesitettiink siRNS-sel, majd anti-PCNA (piros) ellenanyaggal
immunfestettiink. A harmadik oszlop (Merge) az elsé és a masodik oszlop képeinek egymasra vetitését mutatja
be. A sejtmagok festése DAPI-val (kék) lathatok.

A Kkisérlet eredményét grafikonon abrazoltuk, ahol meghataroztuk a Spartan sejtmagi

fokuszokat tartalmazo sejtek €s a Spartant expresszalo sejtek szdzalékos aranyat (24. dbra).
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24. abra: A Spartan lokalizaciéja PCNA ubikvitilaciéjaban szerepet jatszo gének csendesitése mellett.

A képen a 23. abran lathato kisérlet szamszerlsitett valtozatdt mutatjuk be, ahol meghataroztuk a Spartan
sejtmagi fokuszokat tartalmazé és a transzfektalt sejtek szazalékos aranyat. A képen harom kisérlet eredményét
mutatjuk be.

V/7. A Spartan egy fehérje komplexben miikodik az ubikvitin-PCNA-vel

A lokalizacios kisérlet eredményei alapjan, ahol azt lattuk, hogy a Spartan lokalizacioja fiigg
az ubikvitin-PCNA-t0l, ezért megvizsgaltuk, hogy a Spartan egy fehérje komplexben
milkddik-e a mono-illetve a poliubikvitin-PCNA-vel. Kisérletiinkben HEK293FT sejteket
transzfektaltunk FLAG tag-et hordoz6 Spartan és HA tag-et hordozd PCNA expresszidjat
biztosité plazmid konstrukcioval, majd immunoprecipitaciot végeztiink FLAG gyongyon. A
kisérletben USP1 csendesitést alkalmaztunk, mert az USP1 deubikvitildlja a PCNA-t (71), igy
az USPI1 gatlasa mellett jobban vizsgdlhato a PCNA ubikvitilacidja in vivo koriilmények
kozott. A kisérletben anti-PCNA Western blot analizis segitségével kdlcsonhatast mutattunk

ki a Spartan és a mono- illetve a poliubikvitin-PCNA ko6zott (25.dbra).
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25. abra: A Spartan és a poliubikvitin-PCNA egy fehérje komplexben miikodik a sejtekben.

A Kkisérletben HA tag-et hordozd PCNA-t és FLAG tag-et hordozé Spartant expresszaltattunk HEK293FT
sejtekben. A kisérletben alkalamaztunk USP1 csendesitést, mivel az USP1 gatolja a poliubikvitin lanc
kialakulasait a PCNA-n. A sejteket UV-val (20J/m2) kezeltiikk, majd immunoprecipitaciot végeztink FLAG
gyongyon, végiil Western blot analizist végeztiink anti-HA, anti-FLAG illetve anti-tubulin ellenanyagokkal.

Kontroll kisérletként megvizsgaltuk, hogy a Spartan expresszidja ¢s az USP1 csendesitése
mellett, hogyan valtozik a poliubikvitin-PCNA mennyisége a sejtekben. Ezért egyes
mintakban az USP1 csendesitése mellett transzfektaltunk FLAG tag-et hordoz6 PCNA, illetve
GFP tag-et hordoz6 Spartan expresszidjat biztositd plazmid konstrukciokat is. A transzfekciot
kovetd 24 ora elteltével immunoprecipitaltunk FLAG gydongyon, és anti-PCNA Western blot
analizis segitségével mutattuk ki az ubikvitin-PCNA mennyiségét a sejtekben. A kisérletben
az USPI csendesitése mellett tobb ubikvitin-PCNA-t detektaltunk, azonban a Spartan

taltermelés nem novelte tovabb ezt az ubikvitin-PCNA mennyiségét (26. dbra).

44



Flag-PCNA + + + +
GFP-Spartan - - + +
USP1shRNS + - - +
i |[Mem=
£ ' IP: a-Flag
-
monoub. e ‘- WB: a-PCNA
-PCNA | > - ‘

Flag-PCNA k
PCNA

Spartan B [ RGN o-GFP
Flag-PCNA g
ag- .
“FENA b (B | § o oren
—

26. abra: Az USP1 csendesitésének hatasa a PCNA poliubikvitilacidjara.

A kisérletben FLAG tag-et hordozo PCNA-t és GFP tag-et hordoz6 Spartant expresszaltattunk HEK293FT
sejtekben. Bizonyos mintakban USP1 csendesitést alkalmaztunk. A sejteket UV-val (20J/m2) kezeltiik, majd
immunoprecipitaciot végeztink FLAG gyongyon, és Western blot analizissel, anti-PCNA, anti-GFP illetve anti-
tubulin ellenanyagokkal vizsgaltuk az ubikvitin-PCNA szintet.

Osszességében az in vivo koimmunoprecipiticios kisérletekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le,

hogy a Spartan egy komplexben miikodik mind a Rad18-al mind az ubikvitin-PCNA-vel.

V/8. A Spartan kozvetlen koti az ubikvitin-PCNA-t in vitro koriilmények kozott

Az in vivo kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy a Spartan komplexet képez az ubikvitin-
PCNA-vel. Megerdsitésként megvizsgaltuk in vitro koriilmények kozott is a Spartan €s az
ubikvitin-PCNA kozotti kolesonhatast. Ezzel parhuzamosan azt is teszteltiikk, hogy melyik
domén felelds az ubikvitin-PCNA kotéséért. Ezért vad tipustt (WT), UBZ, PIP, és UBZ-PIP
kettds mutans €s PCNA illetve ubikvitin-PCNA tisztitott fehérjékkel GST pull-down
kisérleteket készitettiink.

El6szor azt teszteltiik, hogy a Spartan kdlesonhat-e a PCNA-vel. Azt figyeltiik meg, hogy a
vad tipusu €és az UBZ pontmutans Spartan képes kotni a PCNA-t, ellentétben a PIP
pontmutédnssal (27. abra). Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan a modositatlan

PCNA-t a PIP doménjén keresztiil képes kotni.
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27. abra: A Spartan kolocsonhat a PCNA-vel in vitro korillmények kozott.
A Kkisérletben éleszt6bdl tisztitott fehérjéket, GST, PCNA, vad tipusu (WT), UBZ, PIP és UBZ-PIP kettds
mutans Spartant hasznaltunk. A fehérjékkel in vitro GST pull-down kisérletet végeztiink, majd Western blot
analizist készitettiink anti-PCNA és anti-FLAG ellenanyaggal.

Hasonl6 kisérleti elrendezésben megvizsgaltuk a Spartan és a monoubikvitin-PCNA kozotti
kolcsonhatast. A kolesonhatas erdsségét kiilonbozd sdkoncentracid mellett vizsgaltuk. Azt
tapasztaltuk, hogy alacsonyabb sokoncentracional, 85mM NaCl mellett a vad tipust (WT), az
UBZ, a PIP pontmutans Spartan koti a monoubikvitin-PCNA-t, ellentétben a PIP-UBZ kett0s
mutanssal. Azonban magasabb, 150 mM NaCl mellett csak a vad tipust (WT) Spartan lépett
kolcsonhatasba a monoubikvitin-PCNA-vel (28. abra).

Elacié ElGcid

GST-FLAG-Spartan GST-FLAG-Spartan

10% = y
Input & &
monoUb- £ o Mo B B Boe B
PCNA O 2 D & D CE B R 2
mono-Ub- .
peNp P (o] | e | | - | WB: anti-PCNA
Spanan B> I ---.—I I -: ”-I WB: anti-FLAG
85 mM NaCl 150 mM NaCl

28. abra: A Spartan kolcsonhat a monoubikvitin-PCNA-vel in vitro koriilmények kozott.
A Kkisérletben tisztitott fehérjéket, GST, monoubikvitin-PCNA, vad tipust (WT), UBZ, PIP és UBZ-PIP kettds
mutans Spartant hasznaltunk. GST in vitro pull-down kisérletet készitettiink, majd Western blot analizist
végeztiink anti-PCNA ¢és anti-Flag ellenanyaggal.
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A kovetkezo kisérletben megvizsgaltuk, hogy a Spartan kolcsénhat-e a poliubikvitin-PCNA-
vel in vitro korilmények kozott. Ezért hasonldan az el6zé kisérlethez, GST pull-down
kisérletet végeztiink, ugyanakkor ebben az esetben tisztitott poliubikvitin-PCNA-t
hasznaltunk. A kisérletben azt tapasztaltuk, hogy alacsonyabb, 85 mM NaCl mellett a vad
tipustt (WT) Spartan képes kotni a poliubikvitin-PCNA-t, azonban az UBZ ¢és PIP pontmutans
gyengébben, mig az UBZ-PIP kettds pontmutans nem koti. Magasabb, 150 mM NaCl mellett
pedig azt tapasztaltuk, hogy a vad tipust Spartan megdrizte kolcsonhatod képességét. A PIP
mutans kotd képességének erdssége csokkent, mig az UBZ és UBZ-PIP nem volt képes a

poliubikvitin-PCNA kotésére (29. dbra).
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29. abra: A Spartan kolcsonhat a poliubikvitin-PCNA-vel in vitro koriilmények kozott.
A kisérletben tisztitott fehérjéket, GST, poliubikvitin-PCNA, vad tipusu (WT), UBZ, PIP és UBZ-PIP kettds
mutans Spartant hasznaltunk. GST pull down kisérletet végeztiink, majd Western blot analizist készitettiink anti-
PCNA és anti-FLAG ellenanyaggal.

Az in vitro kisérletek eredméyeibdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan PIP
doménjén keresztiil képes kotni a PCNA-t, UBZ doménjén keresztiil az ubikvitin lancot a

PCNA-n és preferencialisan az ubikvitin-PCNA-vel hat kdcson.
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V/9. A Spartan csendesitett emberi sejtek érzékenységet mutatnak DNS Kkarosité

agensekkel szemben

Korabban kimutattuk, hogy a Spartan a Radl8 4ltal kijelolt, megallt replikacids villdhoz
lokalizal, valamint képes kotni az ubikvitin-PCNA-t. A Spartan lokalizacidja fiigg a Rad18-
tol, azzal fehérjekomplexet képez. A Rad18 csendesitése, illetve a PCNA ubikvitilacidé hianya
a sejtek megndvekedett érzékenységét okozzak DNS karositdé dgensekkel szemben, mint UV
¢s MMS (72,73). Mivel eddigi kisérletek azt sugalltdk, hogy a Spartan a Radl8 csoportba
tartozik, megvizsgaltuk, hogy a Spartan csendesitése az emberi sejteket érzékenyiti-e DNS
karosito agensekre, valamint hogy mi az egyes doménjeinek szerepe ebben.

A nem specifikus géncsendesités elkeriilése érdekében harom kiilonbozo target szekvencidju
siRNS-sel csendesitettiik a Spartant. Ezeket az siRNS-sel transzfektalt sejteket kevertiik GFP-
t stabilan expresszalo sejtekkel 3:1 aranyban, majd kezeltik kiilonb6z6 DNS karositd
agensekkel, mint UV sugarzassal (20J/m2) és MMS-sel (0,02%). A sejtek hét napos
novesztése utan meghataroztuk a GFP-t expresszald €s nem expresszald sejtek aranyat,
amelybdl kovetkeztethettiink a sejtek tulélésére. A kezeletlen mintakban mért értéket vettiik
100%-nak, €és ehhez viszonyitottuk az adott DNS karositd agens mellett mért értéket. A
kisérlet soran azt figyeltiik meg, hogy a Spartan csendesitett sejtek nagyfoka érzékenységet

mutattak, mind UV, mind MMS kezelés hatasara (30. abra).
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30. abra: A Spartan csendesitett emberi sejtek érzékenysége DNS karosito agensekkel szemben.
A kisérletben harom kiilonbozé siRNS-sel (1,2,3) transzfektaltunk Hela sejteket. A sejteket kevertiik GFP-t
stabilan expresszalo és nem expresszald sejtekkel, majd kezeltiik DNS karosito agensekkel. A sejteket hét napon
keresztiil novesztettiik, majd meghataroztuk a GFP-t expresszald és nem expresszalo sejtek aranyat aramlasi
citométer segitségével. Az adatokbol kovetkeztettiink a sejtek talélésére. A képen harom kisérlet eredményét
mutatjuk be.

A kovetkezdkben megvizsgaltuk, hogy melyik domén mutacidja okozhatja a DNS karosito
agensekkel szembeni érzékenységét. Ezért shRNS segitségével Spartant stabilan csendesitett

sejtvonalat hoztunk létre. Ebben a sejtvonalba tranziensen transzfektaltunk FLAG tag-et
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hordozo, kiilonboz6 Spartan domén pontmutans €s shRNS rezisztens valtozatok expressziojat
biztosité plazmid konstrukciokat. A transzfekciot kovetden a sejteket kevertiikk GFP-t stabilan
expresszald sejtekkel, majd DNS karosité agensekkel kezeltiink. Azt tapasztaltuk, hogy a vad
tipusa (WT) Spartan képes volt nagy mértékben komplementdlni a Spartan csendesitése
okozta érzékenységet, mig az egyes doménekben pontmutans konstruktok, igy az UBZ, SprT,

PIP, UBZ-PIP csak részlegesen (31. dbra).
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31. abra: A Spartan csendesitett emberi sejtek érzékenysége DNS karosito agensekkel szemben.
A Kkisérletben FLAG tag-et hordoz6 shRNS rezisztens, valamint kiilonbdz6 doménekben pontmutans Spartan
expresszidjat biztositottuk. A transzfektalt sejteket kevertiik GFP-t stabilan expresszald és nem expresszalod
sejtekkel, majd kezeltik DNS karositd agensekkel. A sejteket hét napon keresztiil noévesztettilk, majd
meghataroztuk a GFP-t expresszald és nem expresszald sejtek aranyat aramlasi citométer segitségével. Az
adatokbol kovetkeztettiink a sejtek talélésére. A képen négy kisérlet eredményét mutatjuk be.

Ezutdn megvizsgaltuk, hogy a Spartan valoban a Radl8-al egy utvonalban jatszik-e szerepet.
Ennek bizonyitasara a Spartant és a Rad18-at kiilon-kiilon, illetve egyszerre csendesitettiik a
sejtekben, majd meghataroztuk a sejtek talélési aranyat DNS karosité agensekkel szemben. A
kisérletben azt figyeltiik meg, hogy a kettds csendesitett sejtek a Spartan csendesitett
sejtekhez hasonld érzékenységet mutattak DNS kérosito agensekkel szemben. igy arra
kovetkeztettiink, hogy a Radl8 ¢és a Spartan egy DNS-hiba javitdé Utvonalban jatszanak
szerepet. (32. abra).
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32. abra: A Spartan és a Rad18 csendesitésének hatasa HeLa sejtekben
A kisérletben HeLa sejtekben Spartan, Rad18 és Spartan-Rad18 siRNS-ket transzfektaltunk. A sejteket kevertiik
GFP-t stabilan expresszalo és nem expresszalo sejtekkel, majd kezeltiik DNS karosité agensekkel. A sejteket hét
napon keresztiil novesztettilk, majd meghataroztuk a GFP-t expresszaldo és nem expresszalo sejtek aranyat
aramlasi citométer segitségével. Az adatokbol kovetkeztettink a sejtek tilélésére. A képen négy kisérlet
eredményét mutatjuk be.

Az eredményt masik kisérleti elrendezésben is terveztilk megerdsiteni. Ezért érzékenységi
kisérletben vizsgaltuk a Radl8 csendesitésének hatasat a Spartan csendesitett sejtvonalban.
Kontrollként a Spartant menekitettiik a Spartan expresszaltatdsaval. Ebben a kisérleti
elrendezésben, hasonldan az el6z6 kisérlethez, azt figyeltilk meg, hogy a Spartan csendesitett
sejtek hasonld érzékenységet mutattak DNS karositdé agensekkel szemben, mint a Spartan-

Rad18 kettds csendesitett sejtek (33.dbra).
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33. abra: A Spartan csendesitett emberi sejtek érzékenysége DNS karosito agensekkel szemben.
A Spartant stabilan csendesitd sejtvonalat transzfektaltuk Rad18 siRNS-sel illetve FLAG tag-et hordozo shRNS
rezisztens Spartan plazmid konstrukcioval. A sejteket kevertilk GFP-t stabilan expresszalo és nem expresszalo
sejtekkel, majd kezeltik DNS karositdo agensekkel. A sejteket hét napon keresztiil novesztettiik, majd
meghataroztuk a GFP-t expresszalo €s nem expresszalo sejtek aranyat aramlasi citométer segitségével. Az
adatokbol kovetkeztettiink a sejtek tulélésére. A képen négy kisérlet eredményét mutatjuk be.
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A sejttalélési kisérletek eredményeként azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan
csendesitése fokozott érzékenységét okozta a sejteknek DNS kérosité dgensekkel szemben.
Azt i1s megallapitottuk, hogy a Radl8 és a Spartan azonos DNS-hiba javitasi utvonalban

jatszik szerepet.

V/10. A Spartan csendesitése fokozza a testvér kromatidak kozotti atkeresztezédések

szamat

A Radl8 fiiggd DNS-hiba tolerancia utvonal és a homolog rekombinacio alternativ modon
képes a megallt replikacids villa mentésére (74). Kimutattdk, hogy a Rad18 csendesitése a
sejtekben megnoveli a testvér kromatidak kozotti atkeresztezddések szamat (75).

Az el6z0 kisérletek eredményeként azt allapitottuk meg, hogy a Spartan a Rad18 csoport egy
tagja. A megallapitas megerdsitése érdekében megvizsgaltuk, hogy a Spartan csendesitése
hasonldéan a Rad18 csendesitéséhez fokozott testvér kromatidak kozotti kicserélédést okoz-e.
Kisérletlinkben a Spartan csendesitett stabil sejtekben a testvér kormatidak kozotti
kicserélddések szama megnovekedett. Abban a mintaban, amelyben menekitettiik a Spartant,
kevesebb volt az atcserélodések szama (36. és 37. abrdk). Ezzel a kisérlettel is megerdsitettiik,

hogy a Spartan a Rad18 utvonalban jatszik szerepet.

Spartan shRNS+
FLAG-Spartan

Kontroll shRNS Spartan shRNS

36. abra: Testvér kromatidak kozotti Kicserélédések a Spartan csendesitett sejtekben.
A kép a Spartant stabilan csendesitetd Hela sejteken végzett SCE (Sister Chromatid Exchange) kisérlet
eredményét mutatja be. A kromoszoémakat akridin narancs festékkel festettiik. A nyilak mutatjdk az
atkeresztezddések helyét.
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37. abra: A testvér kromatidak kozotti kicserélodés atlagos szama kromoszomanként.
A képen a 36. abra grafikus abrazolasa lathatd, ahol meghataroztuk a testvér kromatidak kozotti kicserélédések
(SCE) egy kromoszémara es6 atlagos szamat. A képen 6t kisérlet eredményét mutatjuk be.

V/11. A Spartan stimulalja a poln replikacios villahoz torténdé lokalizaciojat.

Az el6zd kisérletek eredményeibdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan a Rad6-
Rad18 csoportba tartozik, valamint kdlcsonhat az ubikvitin-PCNA-vel. Az ubikvitin-PCNA
szabalyozza a megakadt replikdcios villanal a polimeraz valtast, ezzel a TLS szintézis
elinduldsat (13,44,76,77). Mivel a Spartan koti az ubikvitin-PCNA-t, feltételeztiik, hogy
stimuldlja a TLS-t. Ennek vizsgalatara a Poln TLS polimerazt valasztottuk markerként.

A poln-t stabilan expresszald sejtvonalban a poln homogén eloszlast mutat a sejtmagban,
azonban UV kezelést kdvetden harom ora elteltével a replikacios villdhoz lokalizal(78,79).

A kisérlethez FLAG tag-et hordozd poln stabil expressziojat biztositd6 Hela sejtvonalat
készitettiink. Ezt a stabil sejtvonalat ellendriztiikk, amelynek eredményeként az irodalmi
adatoknak megfeleléen azt tapasztaltuk, hogy a kezeletlen sejtvonalban a pol homogén
eloszlast mutat a sejtmagban. UV (20J/m2) kezelés utan harom ora elteltével pedig sejtmagi
fokuszokat alkot, amelyek kijelolik az elakadt replikécios villat. A kisérlet sordn ezt a
sejtvonalat transzfektaltuk GFP tag-et hordozé Spartan expressziojat biztositd plazmid
konstrukciéval, majd UV (20J/m2) kezelés utan hiarom ora elteltével anti-FLAG
immunfestéssel ellendriztiik a poln lokalizaciojat a sejtmagban. A Spartan expressziojat anti-
GFP Western blot analizissel mutattuk ki. A kisérletiinkben a poln mar UV kezelés nélkiil is

képes volt fokuszformalasra a Spartan tulexpresszaltatasa mellett (38. abra).
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38. abra: A poln lokalizacidjanak valtozasa Spartan hatasara.
A képen FLAG tag-et hordozo poln-t stabilan expresszald HeLa sejtvonal lathato. A sejteket GFP tag-et hordozo
Spartan expresszidjat biztosité plazmid konstrukcidval illetve GFP-iires vektorral transzfektaltuk. A sejteket UV
(20J/m2) sugarzassal kezeltiik, majd a kezelés utan harom ora elteltével a sejteket immunfestettiik anti-FLAG
ellenanyaggal. Ezzel parhuzamosan a sejtek egy részével Western blot analizist végeztink anti-GFP
ellenanyaggal, amellyel a Spartan expressziojat kovettiik nyomon.

A kisérlet eredményét grafikonon abrazoltuk, ahol a poln fokuszokat tartalmazd sejtek

szézalékos aranyat mutatjuk be (39. dbra).
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39. abra: A poln lokalizacidjanak valtozasa Spartan hatasara.
A képen a 38. abra szamszerUsitett valtozata lathato, ahol meghataroztuk a poln fokuszokat tartalmazé sejtek
szazalékos aranyat kezeletlen illetve kezelt sejtekben. A képen harom kisérlet eredményét mutatjuk be.

A kovetkezd kérdés az volt, hogy a Spartan doménjei szerepet jatszanak-e a poln
lokalizacidjanak stimuldcidjaban. Ezért megvizsgaltuk az UBZ, a PIP és az UBZ-PIP kettds
pontmutdnsok hatdsat a poln fokuszformald képességére. Az el6zd kisérlethez hasonldoan a
FLAG-poln-t stabilan expresszalo Hela sejtvonalat transzfektaltuk HA tag-et hordozo
kiilonb6zd pontmutans Spartan expresszidjat biztositd plazmid konstrukcidoval. Azt figyeltiik
meg, hogy a kezeletlen sejtekben az UBZ, a PIP illetve az UBZ-PIP Spartan pontmutansok

egyike sem volt képes stimuldlni a poln fokuszformald képességét a vad tipushoz hasonlod
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mértékben. A kisérlet eredményét a 38. dbra mutatja be. Az el6z6hoz hasonldan

meghataroztuk a poln fokuszokat tartalmazo sejtek szazalékos aranyat.
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38. abra: A poln lokalizaciéjanak valtozasa Spartan UBZ, PIP illetve UBZ-PIP pontmutansok hatasara.
A kisérletben FLAG tag-et hordozé poln stabil expresszidjat biztosité HeLa sejtvonalat transzfektaltunk HA tag-
et hordozé vad tipustt (WT), UBZ, PIP, UBZ-PIP Spartan expresszidjat biztosité plazmid konstrukcioval illetve
HA-iires vektorral. A sejteket immunfestettiik anti-FLAG ellenanyaggal. A kisérlet eredményét mutatja be az
alabbi grafikon, ahol meghataroztuk a poln fokuszokat tartalmazo sejtek szazalékos aranyat. A képen harom
kisérlet eredményét mutatjuk be.

A kisérlet eredményeinek tiikrében azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan stimulélja a
poln replikécios villahoz torténd lokalizaciojat, és az UBZ és PIP domének elengedhetetlenek

a Spartan ezen funkcidjanak betdltésében.

V/12. A Spartan gatolja az USP1 TLS gatlé hatasat

Az USP1 deubikvitilaz enzim szabalyozza az ubikvitin-PCNA féléletidejét. Ezért az USP1
fokozott expresszidja a sejtekben az ubikvitin-PCNA deubikvitilalasat eredményezi,
amelynek kovetkeztében gatolja a TLS-t, esetiinkben a poln fokuszformald képességét. Az
eddigi kisérleteink alapjan azt feltételezziik, hogy mivel a Spartan kdlcsonhat az ubikvitin-
PCNA-vel, és stimuldlja a poln fokuszformalasat, ezért képes lehet megvédeni az ubikvitin-
PCNA-t az USP1 deubikvitilalo hatasatol. Ezért kisérletiinkben megvizsgaltuk, hogy az USP1
deubikvitilald hatasat képes-e akadalyozni a Spartan fokozott expresszidja a sejtekben. A
kisérlet soran a poln-t stabilan expresszaldo HeLa sejtvonalat transzfektaltuk az USP1 valamint

a Spartan expressziojat biztosité plazmid konstrukciokkal. UV (20J/m2) kezelés utan harom
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oraval a sejteket immunfestettiik anti-FLAG ellenanyaggal, €s meghataroztuk a poln
fokuszokat tartalmazé sejtek szazalékos aranyat. A kisérlet eredményét a (41. abra) mutatja
be. Megfigyeltiik, hogy a kezeletlen és kezelt sejtekben az el6zd kisérletekhez hasonloan a
Spartan fokozott expresszaltatasa a poln fokuszokat tartalmazé sejtek szamat novelte, mig az
USP1 csokkentette. Azonban abban a mintdban, ahol mindkettd, vagyis az USP1-t és a
Spartant is fokozottan expresszaltattuk, ott az USP1 nem volt képes csokkenteni a poln

fokuszokat tartalmazo sejtek szamat.
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41. abra: A poln lokalizaciéjanak valtozasa Spartan és USP1 fokozott expresszaltatisanak hatasara.
A kisérletben FLAG tag-et hordozo poln stabil expressziojat biztosito HeLa sejtvonalat transzfektaltuk GFP tag-
et hordozo vad tipusu Spartan, valamint az USP1 expressziojat biztosité plazmid konstrukciokkal. A sejteket UV
(20J/m2) sugarzassal kezeltiik, majd a kezelés utan harom ora elteltével immunfestettiik anti-FLAG
ellenanyaggal. A kisérlet eredményét mutatja be az alabbi grafikon, ahol meghataroztuk a poln fokuszokat
tartalmazo sejtek szazalékos aranyat. A képen harom kisérlet eredményét mutatjuk be.

A kovetkezd kontroll kisérletben megvizsgaltuk az USP1 csendesitének hatasat a Spartan
fokozott expresszaltatasa mellett a poln fokuszformald képességére. Ebben a kisérletben az
eléz6ekhez hasonldan a poln-t stabilan expresszald HeLa sejtvonalban shRNS segitségével
csendesitettiik az USP1-et, és parhuzamosan transzfektaltuk a sejteket a Spartan expresszidjat
biztosité plazmid konstrukcioval, majd meghataroztuk a poln fokuszokat tartalmazo sejtek
szdzalékos aranyat. Ebben az esetben azt tapasztaltuk, hogy az USP1 csendesitése
kovetkeztében megnovekedett a poln fokuszokat tartalmazé sejtek szdma, a Spartan fokozott

expresszidjanak viszont nem volt tovabbi hatasa (42. dbra).

55



[E GFP, kontroll shRNS

[l GFP, USPI shRNS

[[] GFp- Spartan, Kontroll shRNS
[] GFP- Spartan, USP1 ShRNS

Pol n fokuszokat tartalmazo sejtek (%)

UV - Uv+

42. abra: A poln lokalizaciéjanak valtozasa Spartan fokozott expresszaltatasa és USP1 csendesitésének
hatasara.
A kisérletben FLAG tag-et hordozo poln stabil expressziojat biztosito HeLa sejtvonalat transzfektaltuk GFP tag-
et hordoz6 vad tipusu Spartan, valamint USP1 csendesitését biztosité plazmid konstrukcidval. A sejteket UV
(20J/m2) sugarzassal kezeltiik, majd a kezelés utan harom ora elteltével a sejteket immunfestettiik anti-FLAG
ellenanyaggal. A kisérlet eredményét mutatja be az alabbi grafikon, ahol meghataroztuk a poln fokuszokat
tartalmazo sejtek szazalékos aranyat. A képen harom kisérlet eredményét mutatjuk be.

A kisérletek eredményeibdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan az ubikvitin-PCNA
kotésével képes védeni az USP1 deubikvitilalo hatdsatol, ezaltal stimulalja a poln

fokuszformalo képességét.

V/13. A Spartan gatolja az ubikvitin-PCNA-n az USP1 fiiggo deubikvitilacidjat in vivo
koriilmények kozott

Az in vivo lokalizacios kisérletek utan, ahol kimutattuk, hogy a Spartan stimuldlja a poln
fokuszformald képességét, azt feltételeztiik, hogy a Spartan védi az ubikvitin-PCNA-t az
USP1 hatasatol. A hipotézis tesztelésére megvizsgaltuk, hogy in vivo koriilmények kozott
hogyan valtozik az ubikvitin-PCNA mennyisége a sejtekben a Spartan expresszids szintjének
valtozasa mellett.

Kisérleteinkben shRNS segitségével csendesitettiik a Spartant, az USP1-et illetve a kettot
egyszerre. Minden mintdban transzfektaltuk a FLAG tag-et hordozd6 PCNA expresszidjat
biztositdé plazmid konstrukciot. A kisérlet sordn FLAG gydngyon immunoprecipitaciot
végeztiink, ahol a PCNA-t és annak ubikvitilalt formajat kotottiik fel a gyongyre, €s anti-
PCNA Western blot analizis segitségével hataroztuk meg az ubikvitin-PCNA mennyiségét. A
sejtek UV kezelése stimuldlja a PCNA ubikvitilacidjat, ezért a transzfektalt sejteket UV

fénnyel (20J/m2) kezeltiikk. A sejteket a kezelés utdn harom ora elteltével tartuk fel lizis
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pufferben. A kisérleben megfigyeltiik, hogy az USP1 csendesitése hatdsdra ndovekedett, mig a
Spartan csendesités hatasara csokkent az ubikvitin-PCNA mennyisége a sejtekben a kontroll

mintahoz képest (43. abra).

Spartan shRNS - + + -
USP1 shRNS -+ -+
FLAG-mono-Ub-PCNA
mono-Ub-PCNA . = . IP: FLAG
FLAG-PCNA WB:
PCNA anti-PCNA
g WB:
FLAGENA B L

43. abra: A Spartan és az USP1 csendesitésének hatasa az ubikvitin- PCNA mennyiségére.
A Kkisérletben USP1 illetve Spartan csendesitését, illetve FLAG tag-et hordozé6 PCNA expresszidjat biztositd
plazmid konstrukciokkal transzfektaltuk a sejteket. A sejteket UV (20J/m2) sugarzassal kezeltiik, majd a kezelés
utan harom ora elteltével, immunoprecipitaciot végeztiink FLAG gyongyon. A kisérlet eredményét Western blot
analizissel, anti-PCNA ellenyanyaggal ellendriztiik, amely feltarta az ubikvitin-PCNA mennyiségét a sejtekben.
A sejtlizatum mennyiségét anti-tubulin ellenanyaggal kovettiikk nyomon.

A kovetkezd kisérletben azt vizsgaltuk meg, hogy a Spartan ¢s az USP1 fokozott
expresszidjanak hatasara hogyan valtozik az ubikvitin-PCNA mennyisége a sejtekben. Ezért
HEK293FT sejteket kotranszfektaltunk Spartan, USP1 illetve PCNA expresszidjat biztosito
plazmid konstrukciokkal. A sejteket az el6zd kisérlethez hasonldoan kezeltik UV (20J/m2)
sugarzassal, majd anti-PCNA Western blot segitségével hatadroztuk meg az ubikvitin-PCNA
mennyiségét a sejtekben. Kisérletben azt lattuk, hogy az USP1 csokkentette az ubikvitin-
PCNA mennyiségét, azonban a Spartan jelenléte megveédte az ubikvitin-PCNA-t az USP1
deubikvitilald hatasatol (44. abra).
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44. abra: A Spartan és az USP1 fokozott expresszidjanak hatasa az ubikvitin- PCNA mennyiségére.
A kisérletben USP1, Spartan illetve FLAG tag-et hordozé PCNA expresszidjat biztositd plazmid konstrukcidval
transzfektaltuk a sejteket. A sejteket UV (20J/m2) sugarzassal kezeltiik, majd a kezelés utan harom oéra elteltével
SDS pufferben tartuk fel. A kisérlet eredményét Western blot analizissel ellendriztiik, anti-PCNA
ellenyanyaggal. Igy hatéroztuk meg az ubikvitin-PCNA mennyiségét a sejtekben. A sejtlizatum mennyiségét
anti-tubulin ellenanyaggal kovettiik nyomon.

A kisérletek eredményeibdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan védi az ubikvitin-

PCNA-t az USP1 deubikvitildlo hatasatol, igy utat enged a TLS-nek.

V/14. A Spartan gatolja az USP1/UAF1 fiiggdé PCNA deubikvitilaciot in vitro

koriilmények kozott.

Az in vivo kisérleti eredmények azt mutattak, hogy a Spartan védi az ubikvitilalt PCNA-t. Ezt
az eredményt in vitro kisérletekkel is megprobaltuk aldtamasztani.

Az USP1 aktivitasat az UAF1 fokozza, ezért az in vitro kisérletekben tisztitott USP1/UAF1
komplexeket hasznaltunk.

El6szor megvizsgaltuk az USP1/UAF1 komplex deubikvitilalod aktivitdsat a monoubikvitin-
illetve poliubikvitin-PCNA-n. A kisérlet eredményét a 45.dbra mutatja be. Az USP1/UAFI
fehérjekomplex ndvekvd koncentracidja mellett ndtt a deubikvitilalo hatas, mind a
monoubikvitin- mind a poliubikvitin-PCNA-n. A Spartan a koncentracio ndvekedésének

fliggvényében novekedd mértékben gatolta az USP1 deubikvitilaldé hatasat.
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45.abra: A Spartan gatolja az USP1/UAF1 deubikvitilalo funkcigjat.
A kisérletben tisztitott USP1/UAF1 komplexet, Spartant és mono-ubikvitin-illetve poli-ubikvitin-PCNA
fehérjéket inkubaltunk. A kisérlet eredményét Western blot analizissel, anti-PCNA ellenanyaggal ellen6riztiik.

A kovetkezo kisérletben megvizsgaltuk, hogy a Spartan doménjei milyen szerepet toltenek be
az USP1 hatasa elleni védelemben. Igy a kisérletben tisztitott UBZ, PIP és UBZ-PIP muténs
Spartan fehérjéket inkubaltunk USP1/UAF1 komplex-el és ubikvitin-PCNA-vel. Azt figyeltiik

meg, hogy a vad tipustt (WT) és a PIP pontmutans Spartan gatolta a deubikvitildcidt mind a
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mono-ubikvitin-illetve poli-ubikvitin-PCNA-n, mig az UBZ illetve UBZ-PIP mutansok nem
gatoltak (46. dbra).

USPI/UAFI - + + + + + USPI/UAFI - + + + + +
Spartanwt - - + - - - Spartanwt - - + - - -
SpartanUBZ - - - + - - SpartanUBZ - - - + - -
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46. abra: A Spartan gatolja az USP1/UAF1 deubikvitilalo funkcidjat az ubikvitin-PCNA-n.
A kisérletben tisztitott USP1/UAF1 komplexet, UBZ, PIP illetve UBZ-PIP Spartant és mono-ubikvitin-illetve
poliubikvitin-PCNA-t inkubaltunk. A kisérlet eredményét anti-PCNA Western blot analizissel ellendriztiik.

Az in vitro kisérletek eredményeibdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan az

ubikvitin-PCNA megkotésével akadalyozza az USP1-fiiggé PCNA deubikvitilaciot.
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VI. EREDMENYEK MEGVITATASA

Munkank eredményeként azonositottunk egy iy DNS-hiba javitasban szerepet jatszd fehérjét,
a Clorfl24/Spartant. Kisérleteink sordn kimutattuk illetve karakaterizaltuk a Radl8 fiiggd
DNS-hiba tolerancia utvonalban betdltott szerepét.

A munkacsoportunkban az ubikvitin k6té domének szerepét vizsgaljuk a DNS-hiba
javitasban, abbdl a célbdl, hogy részletesebben megismerjiilk ezeknek a folyamatoknak a
szabalyozasat. Ezért olyan fehérjék utan kutatunk, amelyek rendelkeznek ubikvitin kot
doménnel. Az ismert DNS-hiba javitasban szerepet jatszd fehérjék doménszerkezetét
megvizsgalva azt allapitottuk meg, hogy a Spartan hasonl6 C2HC tipusi UBZ (Ubiquitin
Binding Zinc Finger Domain) doménnal rendelkezik, mint a Rad18, Polk, Rap80 (FAAP20)
vagy WRNIP1 emberi fehérjék (41,65,80,81). A fehérje C-terminalis végén helyezkedik el a
C2HC domén, amelyet a kisérletekben UBZ doménnak hivtunk. Errdl feltételeztiik, hogy az
ubikvitin kotésben van szerepe. Az adatbazisok adatain feliil azt talaltuk, hogy a Spartan
hordoz egy feltételezhetd PIP, PCNA kotd motivumot is, amely megtalalhatd szamos DNS-
hiba javito fehérjében is (65,82). N-terminalis fel6l tartalmaz egy SprT domént, amelybe egy
jellegzetes HexxH motivum agyazodik. Baktériumokban végzett kisérletek alapjan ennek
feltehetden metalloproteaz funkcioja lehet, azonban emlds sejtekben funkcidja nem ismert
(68).

A domének funkcionalis vizsgalatdnak céljabol a rendelkezésre allo adatok alapjan
domén pontmutansokat allitottunk eld konzervalt aminosavak cseréjével. Igy az SprT
doménben a 111 és 112-es, a PIP motivumban a 331 és 332-es, az UBZ doménban 459-¢s
aminosavakat mutaltuk el.

A Spartan DNS-hiba javitasban betoltott szerepébdl kovetkezhet egy potencialis tumor
szupresszor funkcid is, hogy a Tumorscape Adatbazis adatai szerint a Clorfl24 gén kozeli
kromoszoma régid delécidja esetén a rak kiilonbozo fajtai alakulhatnak ki magas szamban.
Ezt a megéllapitas 3131 kiilonb6z6 tumor vizsgalatanak eredményeként irtak le (83).

Kisérleteinkkel parhuzamosan tanulmany jelent meg az SNM1A fehérjérdl, amely az
altalunk vizsgalt fehérjéhez hasonlo C2HC tipusti ubikvitin kotd domént és PIP domént
tartalmaz. Kimutattdk, hogy az SNMI1A DNS szalak kozotti keresztkotések feloldasaban
jatszik szerepet nukleaz aktivitdsanak koszonhetden. Kimutattdk, hogy PIP doménjével képes
kotni a PCNA-t, UBZ doménnel pedig az ubikvitint, és lokalizacioja fligg ezektdl a
doménektdl (65).
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A DNS-hiba javité fehérjékre jellemzd, hogy a DNS kérosodas helyéhez lokalizalnak.
A Spartan lézersugarral kezelt sejtekeben a DNS kéarosodas helyéhez mutat lokalizaciot. A
Spartan tovabba az aktiv replikacids villdhoz lokalizal, és kolokalizaciét mutat a PCNA-vel.
Kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a Spartan a DNS karosodas kovetkeztében megallt
replikaciods villdhoz is képes lokalizalni hasonloan a DNS-hiba javito fehérjekhez.

Tovabbi lokalizacios kisérletekben azt figyeltiik meg, hogy az UBZ és PIP Spartan
mutansok elveszitették lokalizacids képességiiket a replikacios villdhoz, ellentétben az SprT
mutanssal. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan lokalizacidjahoz sziikségesek
az UBZ és a PIP domének.

A Spartan a Rad18-hoz hasonl6 UBZ doménnel rendelkezik €s a replikacios villdhoz

lokalizal. Ezért megvizsgaltuk kolokalizacios képességét a Rad18-al. A Spartan a Rad18 -/-
HCT116 sejtekben elveszitette lokalizacids képességét, azonban a Rad18 menekitett sejtekben
helyreallt fokuszformalo képessége. A Spartan abban az esetben is elveszitette fokuszformalo
képességét, amikor mellette ligdz funkcidval nem rendelkezd Radl8 RING mutans és
ubikvitin k6té képességgel nem rendelkezé Rad18 UBZ mutans volt jelen.
Ezzel parhuzamosan in vivo koimmunoprecipitacids kisérletekben azt figyeltilk meg, hogy a
Spartan egy fehérje komplexben mikodik a Radl8-al. Ezeknek a kisérleteknek az
eredményeibdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan a Rad18 fehérjével szorosan
egylttmikodve fejti ki hatasat.

A Rad6-Radl8 ubikvitin konjugdld és ligaz enzim komplex monoubikvitilalja a
PCNA-t DNS karosodas hatasara. A monoubikvitin-PCNA-t tovabbi enzimek, mint Mms2-
Ubc13 ubikvitin konjugélo, és HLTF ubikvitin ligaz enzimek poliubikvitilaljak (50). Mivel
Spartan feltételezhetéen funkcionalis PCNA (PIP) és ubikvitin (UBZ) koté doméneket
tartalmaz és Rad18-al komplexet képez, megvizsgaltuk, hogy lokalizacidja hogyan valtozik a
PCNA ubikvitilacidjanak gatlasaval. Ennek soran az MMS2, UBC13, HLTF ¢s RAD18 gének
csendesitésének hatdsat vizsgaltuk a Spartan lokalizacios képességére. A géncsendesitések
mindegyikénél azt tapasztaltuk, hogy a Spartan elveszitette fokuszformald képességét. A
kisérletek eredményeibdl igy azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan lokalizacioja az
ubikvitin-PCNA-t41 fiigg.

In vivo és in vitro kisérletekben a Spartan kdlcsonhatast mutatott a mono- illetve a
poliubikvitin-PCNA-vel, amely arra utal, hogy a Spartan az ubikvitin-PCNA kotésen
keresztiil fejti ki hatasat.

A Radl8 csendesitése, illetve a PCNA ubikvitilacié hidnya a sejtek megndvekedett
érzékenységét okozza DNS karositd agensekkel szemben(72,73). Kisérletiinkben a Spartan
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hasonld érzékenységet mutatott, amely jabb bizonyiték, hogy a Spartan DNS-hiba javito
fehérje.

Megvizsgalva a Spartan mutansok érzékenységét, azt lattuk, hogy az UBZ, SprT ¢és a
PIP pontmutaciodja is fokozott érzékenységet mutatott. Ezzel parhuzamosan kimutattuk, hogy
a Radl8 és a Spartan kettds csendesitése nem okozott nagyobb érzékenységet a sejtekben,
mint a gének kiilon-kiilon csendesitése, tehat a Spartan €s a Rad18 azonos DNS-hiba javito
folyamatokban jatszanak szerepet.

A Radl8 fiiggd DNS-hiba tolerancia utvonal a megéllt replikicios villa mentése
érdekében gatolja a rekombinacid tulmikodését (74). Kimutattak, hogy a Rad18 csendesitése
a sejtekben megnoveli a testvér kromatidak kozotti atkeresztezddések szamat (75).

A Spartan csendesitése hasonloan a Radl8 csendesités¢hez fokozott testvér kromatidak
kozotti kicserélodést okozott a sejtekben. Ez a kisérlet megerdsitette, hogy a Spartan a Rad18
csoport egy tagja €s szerepet jatszik a genom stabilitdsanak megdrzésében.

Az ubikvitin-PCNA szabalyozza a megakadt replikacids villanal a polimeraz valtast,
ezzel a TLS szintézis elindulasat (13,44,76,77). Mivel a Spartan koti az ubikvitin-PCNA-t,
feltételeztiik, hogy stimulalja a TLS-t. Ennek vizsgélatara a Poln TLS polimerazt valasztottuk
markerként, amely stabil expresszid esetén homogén eloszlast mutat a sejtmagban, UV
kezelés hatdsara viszont a replikacios villahoz lokalizal(78,79). Az ubikvitilalt PCNA félélet
idejét képes szabalyozni az USP1 fehérje (Ubiquitin-specific protease 1) egyiitt miikddve az
UAF1 fehérjével (USP1-associated factor 1). Az USP1 az UAF1 fehérjével alkotott komplex
katalitikus alegysége, amely képes deubikvitilalni a PCNA molekulat, ezaltal akadalyozni a
TLS-t(71). Kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy a Spartan kdlcsonhatasa az ubikvitin-PCNA-
vel stimulalja a poln lokalizaciojat a replikacids villdhoz azaltal, hogy gatolja az USP1 PCNA
deubikvitilald hatasat.

In vitro kisérletben megerdsitettiik a Spartan hatasat az USP1 deubikvitildlo
képességére. Kisérletiinkben az USP1/UAF1 fehérje komplex mennyiségének novelésével
noétt a deubikvitilacid6 mértéke az ubikvitin-PCNA-n. A Spartan fehérje mennyiségének
novelésével azonban csdkkent a PCNA deubikvitilacidja. Ennek oka, hogy egyre tobb Spartan
volt képes kotni az adott mennyiségli ubikvitin-PCNA-hez, amelynek kovetkeztében egyre
kevesebb ubikvitin-PCNA-t volt képes deubikvitilalni az USP1. A kisérletekbdl azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan mivel képes kotni az ubikvitin-PCNA-t, igy nem
engedi, hogy az USP1 deubikvitilija a PCNA-t, kdvetkezésképp indirekt moédon képes

stimulalni a poln lokalizaciojat DNS karosodas hatasara.
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Eredményeink publikalasa kozben olyan tanulmdnyok jelentek meg, ahol
megfigyeléseinket alatdmasztva a Spartan DNS-hiba javitasban betoltott szerepét bizonyitjak
(84,85). Ezekben a cikkekben bar leirjak a Spartan ubikvitin-PCNA szabalyozo szerepét, nem
mutatjak be kisérletesen, hogy ez az USP1 gatldsan keresztiil megy végbe. Ennek
kovetkeztében nem hataroztadk meg a Spartan DNS-hiba javitasban betolttt pontos funkciojat.
Sajat kisérleteink bizonyitjdk, hogy a Spartan csendesitésének kovetkeztében csokkent az
ubikvitin-PCNA mennyisége a sejtekben, mig az USP1 csendesitésének kovetkeztében
novekedett. Emellett azt is megtigyeltiik, hogy az USP1 fokozott expresszidja a sejtekben az
ubikvitin-PCNA mennyiségének csokkenését okozta, ellentétben a Spartan expresszidjanak
fokozasaval. Az eredményt megerdsitettiik in vitro kisérletekkel is, ahol kimutattuk, hogy a
Spartan kozvetlen gatolja az USP1 deubikvitilald hatasat a PCNA-n. Ezen feliil kimutattuk,
hogy a Spartan csendesitése a Rad18-hoz hasonléan fokozott testvér kromatidok kozotti
kicserdlédést okozott, amelybdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a Spartan a genom
stabilitdsdnak megdrzésében fontos szerepet tolt be. Emellett részleteiben vizsgaltuk a Spartan
hatasat a Poln fokuszformalo képességére.

A kisérleti eredményeink Osszefoglalasaként a Spartan DNS-hiba javitdsban betoltott
szerepére a kovetkezé modellt allitottuk fel.

A DNS karosodas kovetkeztében megallt replikacidos villa helyénél a Rad6-Radl8 4altal
szabalyozott PCNA ubikvitilacid valamint az USP1 PCNA deubikvitilacid dinamikus
folyamat. Mindkét folyamat szabalyozza az ubikvitin-PCNA féléletidejét €s a replikéacios villa
mentésének lehetdségét. Az ubikvitin-PCNA aktivalja a TLS-t és a templat valtas fliggd
villamentést. Az ubikvitin-PCNA deubikvitilalasdval azonban lehetdség nyilik a replikéacios
villa mentésére a rekombinacid fliggd folyamat miikodésével, amely tulmikodése azonban
genomikus instabilitdshoz vezethet. A Spartan szabalyoz6 szerepet tolt be az ubikvitin-PCNA
feleletidejének szabalyozasdban, azaltal, hogy képes kotni az ubikvitin-PCNA-t, megvédve
azt az USP1 deubikvitilalo hatasatol. Igy a Spartan kozvetett modon stimulalja a TLS-t, illetve

a templatvaltas fiiggd mechanizmust (47. dbra).
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47. abra: A Spartan funkcidjanak modellje a DNS-hiba tolerancia atvonalban.
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VII. OSSZEFOGLALAS

Munkank sordn szekvencia adatbazisokban végzett doménszerkezet vizsgalat segitségével

talaltunk egy lehetséges 1j, DNS-hiba javitasban szerepet jatszo fehérjét, a Clorfl24/Spartant,

amely feltételezett C2HC tipusu ubikvitin kotd doménnel rendelkezik. Kisérleteink soran

vizsgaltuk, hogy szerepet jatszhat-e ez a gén a DNS-hiba javitdsban. A kovetkez6

eredményeket értiik el:

Kimutattuk, hogy a Spartan a DNS karosodas kovetkeztében megéllt replikacios
villdhoz lokalizal Rad18 fiiggd mddon.

Megallapitottuk, hogy a Spartan lokalizaciéja a Rad18 fiiggd PCNA ubikvitilaciotol
fligg.

Bizonyitottuk, hogy a Spartan funkcioja illetve lokalizacidja fiigg UBZ ¢és PIP
doménjeitdl.

A Spartan csendesitett sejtekben megndvekedett érzékenységet mutattunk ki DNS
karositd agensek alkalmazéisa mellett. Az UBZ, SprT és PIP pontmutansok esetében is
fokozott érzékenységet mutattunk ki.

Ezzel parhuzamosan kimutattuk, hogy a Radl8 és a Spartan kettds csendesitése nem
okozott nagyobb érzékenységet a sejtekben, mint a gének kiilon-kiilon csendesitése,
tehat a Spartan és a Rad18 egy utvonalban jatszanak szerepet.

In vitro kisérletekben kimutattuk, hogy a Spartan a Rad18 fehérjével kolcsdonhatasba
1ép.

Megallapitottuk, hogy a Spartan kdlcsonhat az ubikvitin konjugalt PCNA-vel in vivo €s
in vitro koriilmények kozott.

Kimutattuk, hogy a Spartan PIP doménjén keresztiil a PCNA-vel, UBZ doménjén
keresztiil kdlcsonhat az ubikvitinnel.

Feltartuk, hogy a PIP és UBZ domének sziikségesek ahhoz, hogy az ubikvitin-PCNA
megkdtésével védje a Spartan az USP1 PCNA deubikvitilald ezaltal TLS szintézist
gatlo hatasat.

Kimutattuk, hogy a Spartan szabalyozza a poln megallt replikacids villdhoz torténd
lokalizaciojat.

Spartant csendesitett emberi sejtvonalakat létrehozva megallapitottuk, hogy a Spartan

kontroll alatt tartja a testvér kormatidak kozotti kicserélodést.
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Osszefoglalasként megallapithatd, hogy sikeriilt azonositanunk egy j DNS-hiba javito
gént, a Clorfl24/Spartant. Kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy a Rad6-Rad18 DNS-hiba
tolerancia Utvonalban jatszik szerepet. Feltartuk, hogy a Spartan az ubikvitin-PCNA ko&tési
keépességével gatolja az USP1 deubikvitilald enzim hatdsat, ami eredményeként képes
stimuldlni a transzlézios DNS-szintézist, és szerepet jatszik a genom stabilitdsanak

megOrzéseében.
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VIII. MAGYAR NYELVU OSSZEFOGLALO

A sejtek orokitdanyagat folyamatosan érik kiilsd és bels6 forrasbol szdrmazo karosito hatasok,
amelyek javitdsa Iétfontossagli a sejtek ¢életének szempontjabol. A DNS karosodasok
kovetkeztében megallt replikacidos villa akar DNS kettdsszala torések kialakulasdhoz,
genomikus instabilitashoz, végeredményben a sejt haldldhoz vezethet. Ennek elkeriilése
érdekében alakult ki az evolucid sordn a Rad6-Rad18 DNS-hiba tolerancia utvonal.

A Rad6-Rad18 ubikvitin konjugald ¢€s ligdz enzim komplex képes monoubikvitilalni a
PCNA-t. Monoubikvitilacid esetén a replikativ polimeraz lecserélddik egy ugynevezett
alternativ polimerdzra, amelynek aktiv centruma képes befogadni a beépiilt hibas bazist. A
DNS-hiban talhaladva ismét visszacserélddik a replikativ polimeraz, és helyreall a sejt normal
replikdcidja. Ez a folyamat a transzlézios szintézis (TLS Translesion synthesis). A TLS
folyamata DNS hibatol fliggden tobb alutvonalra tagolodik, amelyek lehetnek hibamentesek
vagy hibat generalok. Az UV-karositott DNS esetében példaul az egyik at a polimeraz éta
(Pol 1) aktivaldsaval hiba mentes, mig mas utak, a polimeraz kappa (Pol ), polimeraz iota
(Pol v) vagy a polimerdz zéta (Pol () és Revl szerepjatszasaval mutacio aran torténd atirast
biztositanak. A Rad6-Rad18 mellett a HLTF fehérje is egy ubikvitin ligaz, amely az Ubc13-
Mms?2 ubikvitin konjugald enzim komplex-szel egyiitt képes a mar monoubikvitilalt PCNA-re
tovabbi ubikvitin molekuldkat kapcsolni. A poliubikvitilalt PCNA aktivalja a templat cserével
torténd javitast, tobbek kozott a replikacidos villa megforditasaval. A replikacios villa
mentésének masik utvonala a rekombinacid fliggd folyamat, azonban ennek tulmikodése
genomikus instabilitdishoz vezethet. Ezért a szigor szabalyozéds elengedhetetlen a sejt
genomikus stabilitasdnak megdrzése érdekében.

Az ubikvitilalt PCNA féléletidejét képes szabalyozni az USP1 fehérje ( Ubiquitin-
specific protease 1) egyiitt miikodve az UAF1 fehérjével (USP1-associated factor 1). Az
USP1 az UAFI fehérjével komplexet alkotva képes deubikvitildlni a PCNA molekulat, ezzel
akadalyozni a DNS-hiba tolerancia utvonal mitkodését, utat engedve a rekombinaciod fliggd
villamentésnek.

Munkank soran szekvencia adatbazisokban végzett doménszerkezet vizsgélat
segitségével talaltunk egy lehetséges 1) DNS-hiba javitasban szerepet jatszd emberi fehérjét, a
Clorfl24/Spartant, amely feltételezett C2HC tipusu ubikvitin kété doménnel (UBZ)
rendelkezik. Kisérleteink soran vizsgéltuk, hogy szerepet jatszhat-e ez a gén a DNS-hiba

javitasban.
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Az adatbazisban taldlhaté informacidk alapjan a Spartan N-terminalis feldl hordoz egy
SprT domént, amelybe jellegzetes HexxH motivum &agyazodik. Baktériumokban végzett
kisérletek alapjan ennek feltehetden metalloproteaz funkcidja lehet, azonban emlds sejtekben
funkcidja nem ismert. A fehérje C-terminalis végén helyezkedik el az UBZ domén, amelyrdl
feltételeztiik, hogy az ubikvitin kdtésben van szerepe. A Tumorscape Adatbazis adatai szerint
Clorfl24/Spartan gén kozeli kromoszoma régido delécidja esetén a rak kiillonbozo fajtai
alakulhatnak ki magas szamban, amelyet 3131 kiilonb6z0 tumor vizsgalataval hataroztak
meg. Ezeken kiviil felfedeztiink egy PIP motivumot is, amely PCNA interakciés motivum,

szamos DNS-hiba javitasban részt jatszo fehérjében is megtalalhato.

Celul tiztiik ki, hogy megvizsgaljuk a Spartan fehérjét, hogy lehetséges uj szereploje-e

a DNS-hiba tolerancia utvonalnak, illetve meghatarozzuk pontos szerepét.

A kisérleteink soran a kovetkezo eredményeket értiik el:

e Kimutattuk, hogy a Spartan a DNS karosodas kovetkeztében megallt replikacids
villdhoz lokalizal Rad18 fiiggd modon.

e Megallapitottuk, hogy a Spartan lokalizacioja a Rad18 fiiggd PCNA ubikvitilaciotol
fligg.

e Bizonyitottuk, hogy a Spartan funkcidja illetve lokalizacioja fiigg UBZ és PIP
doménjeitdl.

e A Spartan csendesitett sejtekben megnovekedett érzékenységet mutattunk ki DNS
karositd agensek alkalmazéasa mellett. Az UBZ, SprT és PIP pontmutansok esetében is
fokozott érzékenységet mutattunk ki.

e FEzzel parhuzamosan kimutattuk, hogy a Radl8 ¢és a Spartan kettds csendesitése nem
okozott nagyobb érzékenységet a sejtekben, mint a gének kiilon-kiilon csendesitése,
tehat a Spartan és a Rad18 egy utvonalban jatszanak szerepet.

e [n vitro kisérletekben kimutattuk, hogy a Spartan a Rad18 fehérjével kdlcsonhatasba
1ép.

e Megallapitottuk, hogy a Spartan kolcsonhat az ubikvitin konjugalt PCNA-vel in vivo €s
in vitro koriilmények kozott.

e Kimutattuk, hogy a Spartan PIP doménjén keresztiil a PCNA-vel, UBZ doménjén

keresztiil kolcsonhat az ubikvitinnel.
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e Feltartuk, hogy a PIP és UBZ domének sziikségesek ahhoz, hogy az ubikvitin-PCNA
megkotésével védje a Spartan az USP1 PCNA deubikvitilalé ezaltal TLS szintézist
gatlo hatasat.

e Kimutattuk, hogy a Spartan szabdlyozza a poln megallt replikacids villahoz torténd
lokalizaciojat.

e A Spartan csendesitett emberi sejtvonalakat létrehozva megallapitottuk, hogy a Spartan

kontroll alatt tartja a testvér kormatidak kozotti kicserélodést.

Eredményeinket 6sszefoglalva bizonyitottuk, hogy az eddig ismeretlen Clor124/Spartan
gén egy ) Rad6-Radl8 csoportba tartozo DNS-hiba javitd fehérje. Kisérleti eredményeink
alapjan a Spartan funkcidjara a kovetkez6 modellt allitottuk fel:

A DNS karosodas kovetkeztében megallt replikacios villa helyénél a Rad6-Radl8 4altal
szabalyozott PCNA ubikvitilacié valamint az USP1 PCNA deubikvitilaci6 dinamikus
folyamat. Mindkét folyamat szabalyozza az ubikvitin-PCNA féléletidejét €s a replikacios villa
mentésének lehetdségét. Az ubikvitin-PCNA aktivalja a TLS-t és a templat valtas fliggd
villamentést. Az ubikvitin-PCNA deubikvitilalasdval azonban lehetdség nyilik a replikéacios
villa mentésére a rekombinacid fliggd folyamat miikddésével, amely tulmikodése azonban
genomikus instabilitdshoz vezethet. A Spartan szabalyoz6 szerepet tolt be az ubikvitin-PCNA
feleletidejének szabalyozasaban, azaltal, hogy képes kotni az ubikvitin-PCNA-t, megvédve
azt az USP1 deubikvitilalo hatasatol. Igy a Spartan kdzvetett modon stimulalja a TLS-t, illetve
a templatvaltas figgd mechanizmust.

Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a Spartan fontos szerepet jatszik a DNS-hiba tolerancia

utvonalban, valamint a genom stabilitasdnak megdrzésében.
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IX. SUMMARY OF THE PHD THESIS (ANGOL NYELVU
OSSZEFOGLALO)

The genome is constantly under assault from chemical agents and radiation, which is
especially deleterious in S-phase, when replication forks may stall upon encountering
unrepaired DNA lesions leading to double-strand break formation and DNA rearrangements.
The rescue of stalled replication forks is governed by the Rad6—Radl8 ubiquitin ligase
complex-dependent monoubiquitylation of proliferating cell nuclear antigen (PCNA), the
DNA polymerase processivity factor, that facilitates DNA polymerase Poln, Pol  and Revl
dependent translesion synthesis (TLS) providing direct nucleotide incorporation opposite
DNA lesions. In addition, monoubiquitylated PCNA can be polyubiquitylated by Mms2-
Ubcl3 ubiquitin conjugating and HLTF ligase leading to template switching, in which
copying from the undamaged newly synthesized sister strand can lead to error-free DNA
damage bypass. In the absence of PCNA ubiquitylation, recombination using the sister
chromatid can facilitate an alternative means for fork rescue. However, it has been suggested
that reviving replication forks by recombination is disadvantageous for cells, probably
because it can lead to gross chromosomal rearrangements.

Although the operation of the Rad6—Rad18-dependent damage bypass pathway is
considered sufficient to suppress gross chromosomal rearrangements, untimely DNA
synthesis by low-fidelity TLS polymerases could also lead to genome instability by increasing
the rate of point mutations. Although PCNA ubiquitylation promotes the access of a TLS
polymerase to the replication fork, PCNA deubiquitylation can initiate the displacement of a
TLS polymerase and provide the restoration of the normal DNA synthesis by the high-fidelity
polymerase after replication through the lesion. Moreover, PCNA deubiquitylation can inhibit
the untimely access of low-fidelity TLS polymerases and other players to the replication fork.
One level of the control of the lifetime of ubiquitylated- PCNA is provided by ubiquitin-
specific protease 1 (USP1) existing in complex with the USP1-associated factorl (UAF1)
stimulatory subunit, which can deubiquitylate PCNA. USPl-dependent PCNA
deubiquitylation is regulated, on one hand, by UV irradiation-dependent inactivation of USP1
through an autocleavage event and, on the other hand, by the PCNA-interacting ELG1 protein
that is essential for recruiting USP1-UAF1 to the stalled fork. However, understanding the
regulation of the dynamism of PCNA ubiquitylation and deubiquitylation and its
consequences on protein recruitments to the stalled replication fork and on the choice of DNA

damage tolerance (DDT) pathways are still in a rudimentary stage.
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We now report the further characterization of human Spartan/Clorfl24 and provide
evidence for its regulatory role in DDT.

In sequence database we found that Spartan has a SprT domain which includes a
HexxH motif and a C2HC UBZ (Ubiquitin Binding Zinc Finger) domain. In addition, we
have also discovered a PIP-(PCNA Interacting Protein motif) motif which we characterised.

Our goals were to characterize Spartan, a previously unknown protein, and unraveled

its role in the RAD18-dependent pathway of replication of damaged DNA.

In our studies we showed that

e Spartan localizes to sites of replication stress in a Rad18-dependent manner and also
interacts with Rad18.

e Spartan also forms complex with ubiquitin modified PCNA in vivo.

e The siRNA silencing of Spartan sensitizes the cells against DNA dameging agents.

e The purified Spartan preferentially interacts with ubiquitin conjugated PCNA, which
is facilitated by the PIP- and UBZ domains of Spartan.

e Spartan can stimulate the localization of poln to stalled replication fork.

e The depletion of Spartan cause increased Sister Chromatide Exchange.

e C(olocalization of Spartan with PCNA requires the UBZ and the PIP domains of
Spartan.

e Binding of purified Spartan by its PIP- and UBZ domains to ubiquitin-conjugated
PCNA provides protection against PCNA deubiquitylation by USP1.

e The reduction of monoubiquitin-PCNA level caused by Spartan knockdown could be
reversed by simultaneous USP1 knockdown.

e Spartan overexpression can reverse the USP1 overexpression-dependent reduction of

monoubiquitin-PCNA level.

Based on our findings we have built a model for the role of Spartan in DNA damage
tolerance. We suggest that at the stalled replication fork, the Rad6-Rad18-dependent PCNA
ubiquitylation and the USP1- dependent PCNA deubiquitylation are dynamic processes, of
which balance determines the life-time of ubiquitin-PCNA and the choice of fork rescue
mechanism. In the absence of ubiquitin-PCNA, replication fork can be rescued by
recombination dependent mechanisms, which, however, have a potential for DNA
rearrangements. In the presence of ubiquitin conjugated-PCNA, damage bypass or template

switching can provide replication through the lesion without the formation of a DSB
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intermediate. Spartan can provide one regulatory level by binding to ubiquitin-modified
PCNA, which protects against PCNA deubiquitylation by USP1. Thus, Spartan can channel
the reviving of stalled replication from a recombination-dependent pathway that does not
require PCNA ubiquitylation to PCNA ubiquitylation-dependent translesion synthesis or
PCNA polyubiquitylation-dependent template switching pathways.

We propose that by channeling fork rescue to damage bypass Spartan functions as a guardian
during replication of damaged DNA. In fact, Spartan gene is significantly deleted in different
tumors, implicating that Spartan might be paramount for cancer prevention in human cells.
Undoubtedly, gaining more insight into the Spartan-dependent mechanisms will have
important implications in understanding how deregulation of the DDT pathways can lead to

chromosomal instability and cancer.
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