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1 Roviditések jegyzéke
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GST
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MMR
NER
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Ammonium-perszulfat (Ammonium persulfate)

Adenozin-5'-trifoszfat (Adenosine triphosphate)

Baziskivago hibajavitds (Base excision repair)

Brémdezoxiuridin (Bromodeoxyuridin)

Marha szérumalbumin (Bovine Serum Albumin)

4’ 6—diamidino—2—fenilindol (4',6-diamidino-2-phenylindole)

DNS-Fehérje keresztkotések (DNA-Protein Crosslinks)
DNS-hibatolerancia (DNA damage tolerance)

Dulbecco altal mdédositott Eagle-médium (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium)

Dimetil-szulfoxid (Dimethyl sulfoxide)

Dezoxiribonukleinsav (Deoxyribonucleic acid)

Ubikvitin aktivalé enzim (Ubiquitin-activating enzyme)

Ubikvitin konjugalé enzim (Ubiquitin-conjugating enzyme)

Ubikvitin ligaz enzim (Ubiquitin-ligase enzyme)

Formaldehid (Formaldehyde)

Fluoreszcencia &ltal aktivalt sejtvalogatas (Fluorescence-Activated Cell
Sorting)

Magzati borju szérumalbumin (Fetal Calf Serum)

8 aminosavbal allo jelolépeptid (FLAG octapeptide, DYKDDDDK)

Zold fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein)

Teljes genomot érintd nukleotidkivago hibajavitast (Global Genomic Repair)
Glutation S-transzferaz (Glutathione S-transferase)

Human embrionalis vesesejtek (Human embryonic kidney 293 cells)
Homolbg rekombinacié (Homologous Recombination)

Torma peroxidaz enzim (Horseradish Peroxidase)

Jbod-dezoxiuridin (lododeoxyuridine)

Mismatch hibajavitas (Mismatch repair)

Nukleotidkivagd hibajavitas (Nucleotide excision repair)

Nem-homoldg végek 6sszekapcsolasa (Non-Homologous End-Joining)
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2 Bevezeto

2.1 DNS-karosodéasok tipusai

A DNS-hib4k kialakulasuk szerint tobbfélék lehetnek, melyeket kilonb6z6 exogén vagy
endogén hatasok hoznak létre. Az egyik leggyakrabban el6forduld6 DNS-madosito
tényez6 a reaktiv oxigén gyokok jelenléte (szuperoxid, peroxid, hidroxil gyokok), amelyek
a sejtekben szaltbréseket és bazismodosulasokat okoznak. A reaktiv oxigén gyokok,
kilénbdzd mechanizmusok eredményeként keletkezhetnek, mint példaul a sejtek
metabolizmusa, fertézések vagy kilsé behatasok (UV sugérzas, ionizalé sugarzas,
dohanyfust). Ezek mutaciokat és szaltbéréseket okozhatnak, példaul egy emléssejtben
naponta tdbb ezerszer eléfordul a bazisok és a dezoxirib6z kozoétti glikozidos kétések
serilése kovetkeztében kialakulé purin vagy pirimidin bazisok elvesztése, melynek
kovetkeztében abazikus régidk jonnek létre.

Tovabba DNS-karosodast indukalhatnak intenziv mutagén hatassal rendelkezé exogén
agensek, amelyek képesek alkilalni, deaminalni, oxidalni, keresztkotni vagy interkalalni a
DNS szalakat. Példaul az adenin hipoxantinna, a guanin xantinna, és az 5-metil-citozin
timinné valé atalakulasa soran deaminacié megy végbe, amely révén keto csoportta
alakul a bazisok instabil amino csoportja. A leggyakoribb kilsé DNS-karositd tényez6, a
napbol szarmazdé UV sugarzds. Az igy kialakult DNS-kdrosodasok legnagyobb
meértékben ciklobutan-pirimidin és pirimidin-pirimidin dimerek kialakulasahoz vezetnek.
Ezek kilonb6zd kovalens kapcsolédasokat jelentenek a két szomszédos béazis 6-0s
illetve 4-es poziciéjdban elhelyezkedé szénatomjai kozott, altalaban T-T, kisebb
gyakorisaggal C-C vagy T-Cl. Emellett UV sugarzas hatasara kisebb mennyiségben
kialakulhatnak még a DNS szalak kozotti keresztkotések és DNS-fehérje keresztkttések

is.
2.2  DNS-hibajavitd6 mechanizmusok

2.2.1 Bazis- és nukleotidkivag6 hibajavitas

A baziskivagd hibajavité utvonal (Basis Excision Repair, BER), felismeri és kijavitja az
olyan bazishibakat, amelyek nem okoznak nagyobb DNS-hélix torzulast, mint példaul az
oxidacio, deaminacio, metilacio és alkilacio. A folyamat hatékonysagat behatarolja, hogy
minden kilénbdz6 DNS-karosodés felismeréséhez sziikség van egy kilon arra a hibara
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specifikus glikoziddz enzimre. A glikozidazok a DNS-hélixen haladva, annak kis arka
mentén keresik a lehetséges hibakat. E hibajavitd utvonalnak az évek soran szamos
altipusat azonositottak, viszont minden formajara jellemzd a négylépéses javitd
mechanizmus, amely a hiba feltérképezésével és kivagasaval kezd6dik, melyet a fentebb
emlitett specifikus glikozidazok hajtanak végre az N-glikozidos kotést hidrolizélva a
glukéz és a modosult bazis kozott. A folyamat révén abézikus helyek jénnek létre,
amelyeket, egy AP endonukleaz hasit, ennek eredményeképpen 3" OH és 5” dezoxiribdz-
foszfat veégek keletkeznek. Ezt kdvetbéen, az igy keletkez6 rést a templatszalnak
megfeleléen egy DNS polimeraz tolti fel, majd a kijavitott szalat DNS ligaz kapcsolja
0ssze?. A baziskivagd hibajavité mechanizmus korilbeltl 30.000 hiba/nap mennyiség
hibat tavolit el minden human sejtben3.

A karosodasok sokfélesége miatt szilkségesé valt egy masik rendszer kifejlédése is, a
nukleotidkivagé hibajavité rendszeré, amely a hibdkat a kialakult rendellenes
struktarakon, az a DNS-hélix torzuldsan keresztil ismeri fel.

Két tipusat kulonboztetjuk meg, a transzkripcioval kapcsolt (Transcription-Coupled
Repair, TCR) és a teljes genomot érinté (Global Genomic Repair, GGR) nukleotidkivago
hibajavitast. A TCR eltavolitia a hibdkat a transzkripciosan aktiv gének &tirandd
szakaszair6l, mig a GGR a genomban Iév6 hibak eltavolitasaért felelés. TCR hibajavitas
folyaman, el6szor az RNS polimeraz elongéaciés complex (RNA polymerase elongation
complex (EC)) talalkozik a hibaval, az atirand6 szakaszokon. Az elakadt RNS polimerazt
a TRCF (Transcription Repair Coupling Factor) komplex eltavolitja, és elésegiti az UvrA
és UvrB fehérjék hibadhoz valé toborzasét, igy el6segitve a hibajavitast.

A GGR jelentés szerepet tolt be az UV sugéarzas altal okozott DNS-karosodasok
eltavolitAsaban. A GGR fontossagat jelzi, hogy ez az utvonal az evollcié soran erésen
konzervalt, és minden organizmusban hasonléképpen mikdodik. A hiba felismerését egy
fehérjekomplex, az XPE komplementacios csoport végzi, majd a komplexhez kotédnek
az XPD és XPB helikazok, amelyek szétcsavarjak a DNS két szalat a karosodas két
oldalan. Ezt kovetbéen torténik a bemetszés az XPF-ERCC endonukledz éltal a
karosodastol 5’ iranyba, az XPG endonukleaz altal a karosodastol 3’ iranyba. A hasitas

utan elkezdédik a DNS szintézis, majd a DNS folytonossagat egy 5’ ligaz allitja helyre.



lly médon a NER folyaman a hiba eltavolitdsra kerul, prokariotakban egy 12-13 nukleotid
hosszU szakasszal egyutt, mig eukariotdkban 24-32 nukleotid hossz( oligomer
formajdban. Ez a mechanizmus felelés a a ciklobutan pirimidin dimérek, a 6-4
photoproduktok, a benzo[a]pyreneguanine adduktok, a DNS-fehérje keresztkotések
eltavolitasaért.

E. coli-ban a nukleotid hibajavitast az UvrABC endonukleaz enzim komplex végzi, amely
az UvrA, UvrB, UvrC és UvrD fehérjékbdl éplil fel (1. abra). A hiba felismeréséhez két
UvrA és egy UvrB kapcsolédik 6ssze, amely a kettés DNS szalon képes elmozdulni a
hibas szakaszig. A DNS szakaszon az UvrA fehérje ismeri fel a hiba altal okozott torziot.
A hiba lokalizalasa utan, az UvrA dimer elvalik a komplextél, a UvrB monomerhez az
UvrC fehérje kotédik, Iétrehozva az UvrBC komplexet, mely feladata a DNS szalak
mindkét iranyban (upstream, downstream) valé bemetszése. Az UvrD fehérje egy helikaz,
amely eltavolitja az UvrBC komplex altal kivagott szakaszt. A helikaz altal Iétre hozott rést
a polimeraz | illetve a polimeraz |l tolti fel, majd egy DNS ligaz kapcsolja 6ssze a szalakat.
Eukariétdkban sokkal nagyobbak a fehérjekomplexek és ez altal tébb fehérje vesz részt
a hibajavitasi mechanizmusban, az UvrA dimer helyett a XPC/HR23B ismeri fel a DNS
szélon bekdvetkezett torzidkat, majd a 9 fehérje alegységbdl allo TFIIH kapcsolodik be,
amelyet az XPG stabilizal. A fehérjekomplex részét képezik az XPB és XPD fehérjék,
amelyek DNS-fuggé ATP-az és helikaz tulajdonsagaiknak koészonhetéen, ATP
felhasznalasa mellett (XPB 3'— 5', mig az XPD 5'— 3' iranyban) a hiba kéril képesek
letekerni a DNS-t 20-30 nukleotid hosszan. Az XPG és az XPF-ERCC1 fehérjék kivagjak
a hibas régiét. A DNS szal feltoltését a DNS polimerazok végzik*>.

A nukleotid hibajavitd utvonal szerepének fontossagat jelzi az is, hogy meghibasodasa
esetén szamos betegség alakul ki. A NER hibas mikodése esetén kialakulé betegségek
kozil a legismertebb az autoszomalis recessziv Xeroderma pigmentosum, amelyet az
XP fehérjek hibas mikodése idéz eld. 8, ugynevezett XP komplementacids csoport van,
(XPA-XPG és XPV) barmely mutéacidja el6idézheti a betegség kialakulasat. A Xeroderma
pigmentosumban szenved§ betegek bére szaraz és rendkivil érzékeny UV sugarzasra,
a bériket nem érheti napsutés, és 10 000-szer nagyobb valdszinliséggel alakul ki naluk

bérrak®, valamint sok esetben fejl6dési és szellemi rendellenességek is kialakulnak.



A Cockayne-szindroméat az ERCC6 és ERCCS8 fehérjék funkcidvesztése idézi els, a
betegekre jellemzé a fizikalis és a mentdlis retardacié’, és annak ellenére hogy a
betegekre nem jellemzé a bdrrak kialakulasa, mégis érzékenyek a napfényre.

Az XPB és XPD gének mutacioja okozta betegség az ugynevezett trichothiodystrophia
(TTD). A  keéntartalmi  fehérjek  elGallitasaban  bekdvetkezd  valtozasok
kovetkezményeként a betegekre jellemzd a pikkelyes, halszerl bér, a térékeny haj és
kérmok. Ezek mellett még megjelennek a Cockayne-szindromara is jellemzé tunetek, a
fejlédési és neuroldgiai elvaltozasok is.
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1. &bra: Nukleotidkivagéhibajavitas fobb Iépési H. sapiensben (bal oldalt) és E. coliban
(jobb oldalt) ®° Forras: Nucleotide excision repair in humans, Graciela Spivak



2.2.2 Kettésszalu DNS-szaltoréseket javitd utvonalak

A sejtek szdméra a kettésszalu DNS-szaltérések jelentik a legnagyobb veszélyforrast.
Ezért az evolucio folyaman javitdsukra két mechanizmus alakult ki, az Uugynevezett
homoldg rekombinacio (HR, Homologous Recombination), amely soran a hibak a torés
kornyezetével homoldg szekvenciju szakaszok bevonésaval, azaz a testvérkromatidak
segitségével javitédnak ki. A masodik lehetéség a nem homoldg végek véletlenszeri
0sszekapcsolédasa (NHEJ, Non Homologus End Joining) révén torténhet, melynek
kovetkeztében deléciok, inszercidk és transzlokacidk johetnek létre. A sejt tulélése
szempontjabdl fontos a homoldg rekombinacié és a nem homoldg végek véletlenszeri
0sszekapcsolodasa kozotti Gtvonal valasztdsanak szabalyozédsa, ugyanis a NHEJ
tulsulya nagyobb hibakat is el6idézhet, amelyek sulyos betegségek kialakulasaval
jarhatnak 89,

A homoldog rekombinacié, amely egy hibamentes DNS kettésszalu torést javitd
mechanizmus, feltételezi egy ép homoldg templat-szal jelenlétét. Els6é lépéseként az
MRN komplexben talalhatd Mrell nukleaz 5'— 3' iranyba visszaemészti a DNS szalat,
az igy keletkezett tulnyuld 3' egyesszali DNS szakaszt az RPA fehérje stabilizalja és
védi, majd BRCA1, BRCA2 fehérjék koétédnek be (2. abra). Az egyesszali DNS-t erésen
koté RPA helyét, a Rad52 segitségével a Rad51 fehérje veszik at, a Rad51 képes
egyesszalu és kettésszalu DNS szakaszok megkdtésére is. Ezt koveti a Rad51-DNS
komplex kialakulasa, a komplementer régiéo megtalalasa és kihurkolddasa. A szalinvazié
sorén a Rad51 fehérjékbél és DNS szakaszbdl Iétrejott nukleoprotein filamentum bekdét a
templat kromatida megegyez6 szakaszaba, ennek eredményeként Iétrejon egy
ugynevezett rekombinaciés ,buborék” vagy D-hurok (Holliday-hurok, Holliday junction).
Majd egy polimeraz feltolti a hianyzé nukleotidokat®.

A D-hurok feloldasara két kilonb6z6é modell ismert, a kettés Holiday-hurok modell szerint
a szintézis utan, a termékeket a DNS ligaz | ligaja 6ssze, létrehozva egy heteroduplex
DNS-t és egy kettés Holiday-hurkot. A létrejétt struktura feloldasdhoz és a rekombinans
vagy szuléi kromatidak kialakuladsahoz sziikség van egy exonukleazra, amely képes a
DNS szélak bemetszésére®.

A szintézisflggb szal 6sszekapcsolddas (Synthesis Dependent Strand Annealing, SDSA)

modell szerint nem keletkeznek rekombinans kromatidak. A Holiday-hurkot helikazok
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oldjak fel, mivel megszakad a bekotd szal 3’ végén elkezdddott DNS szintézis. A
polimerazok altal meghosszabbitott bekotd szal visszacsatolodik a sajat kromatidajan
elhelyezkedd komplementeréhez.

Egyesszalu DNS szaltsszekapcsolodas, (Single Strand Annealing, SSA) akkor jon létre
amikor a kettésszalu DNS torés repetitiv DNS szekvenciakon alakul ki. Tobbnyire
eukariotakra jellemz® hibajavitdsi mechanizmus. A DNS szalak nukledzok &ltal itt is
visszaemésztéddnek, majd a tualnyualé 30 nukleotid hosszl szalakat az RPA és Rad52
fehérje boritja be. Szalinvazio és szalkicserélédési folyamatok itt nem jatszédnak le, ezért
a talnyuld DNS szélakat ligazok kotik dssze.

A masodik lehetéség a nem homolog végek Osszekapcsolodasa, ez a folyamat a
legkockazatosabb a sejtek szamara. A folyamat soran véletlenszeriien kapcsolédnak
O0ssze a DNS szalak, de ennek ellenére sokszor a megfeleld végeket koti 6ssze. A NHEJ
soran a homolog rekombinaciohoz hasonléan itt is elészér az MRN komplex kotédik a
végekhez. Ezt koveti a Ku70 és Ku80 altal létrehozott heterodimer bekotddése, amely
védelmet biztosit a nukleazokkal szemben és el6segiti a DNS-fuggd protein-kinaz
katalitikus alegységének, a DNAPKcs-nak bekotédését. A DNAPKcs foszforilalja az ott
lévé fehérjéket, mint példaul az Artemist, a WRN-t és az RPA-t. Utolso Iépésként a DNS
ligz IV és partnerei (XRCC4 és XLF) 6sszekapcsoljak a szalakat'o1.

A NHEJ utvonalban talalhaté fehérjék az eukaridta sejtekben nagy fokd homolégiat
mutatnak, viszont az XRCC7 és az Artemis csak gerincesekben talalhatéak meg. Ez a
két fehérje rendkivil fontos szerepet tolt be az immunoglobulinok érési folyamataiban is,
az ugy nevezett V(D)J rekombinaciéban, ami szintén csak a gerincesekben jatszodik le!2.
A NHEJ-ban betdltétt szerepik fontossagat jelzi, hogy hianyukban vagy funkciévesztesik

esetén a sejtek fokozott érzékenységet mutatnak ionizalé sugarzasra 1314,
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2. &bra: A HR és a NHEJ sematikus abréazoléasa
Kettésszali DNS-szaltoréseket javitd alternativ mechanizmusok. Nem homolég végek (NHEJ)

Osszekapcsol6dasa hibakat generald javitb mechanizmus, térténhet a DNS szalak kdzvetlen
vagy minimalis modositasok utani ligalasaval. A repetitiv szekvenciakban bekodvetkezd torések
javitodhatnak egyesszali DNS szal 6sszekapcsoldédassal (Single-Strand Annealing, SSA),
amely a repetitiv szekvenciak elvesztéséhez vezethet a kdzvetlen reszekcid, 6sszekapcsoldédas
és ligalas kovetkeztében. SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing, SDSA)
kovetkeztében nem rekombinans kromatidak keletkeznek. A D-hurok Iétrejotte és a DNS
szintézis utan a D-hurok hasitdsanak helye szerint eredményezhet rekombinans vagy nem
rekombinans kromatidakat °. Forras: Homologous Recombination in Eukaryotes Ravindra Amunugama,

Richard Fishel
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2.2.3 DNS szélak kdzotti keresztkotéseket eltavolitdo mechanizmusok

A DNS szélak kozotti kovalens kotések (ICLs, Interstrand Crosslinks) kialakulasa
emldssejtekben a replikacids villa elakadasat, szétesését, és ezaltal kettdsszalu DNS-
torést okozhat. Tébb hibajavité mechanizmus egyuttmikodésére van szikség az ilyen
tipusu hibak javitdsdhoz. Fontos szerepet toltenek be az ugynevezett Fanconi (FA)
atvonal fehérjéi. A hiba felismerését a FANCM fehérje végzi, majd az FA kdzponti
komplex (core complex) kialakitasaban tovabbi fehérjék vesznek részt: FANCA, FANCB,
FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL, FANCM, FANCT, FAAP100, MHF1, MHF2,
FAAP20 és FAAP24'5. A DNS-hiba helyére toborzott Fanconi kbzponti komplex fehérjéi
a sejtciklus S és G2 fazisaiban sejtmagi fokuszokat képeznek a FANCM-FAAP24, ATR
és BRCA1 (FANCS) fehérjék jelenlétében'®. A FA komplex ezek utan aktivalja a FANCD2
és FANCI monoubikvitilaciéjat, amelyet a FANCL ubikvitin ligaz és az UBE2T (FANCT)
E2-ubikvitin konjugalé enzimek katalizalnak. Az Ub-FANCD2hez kétédik UBZ4 doménjén
(Ubiquitin-Binding Zinc-finger 4) keresztiil a nukleaz platformként mikddé SLX4 (FANCP)
fehérjel”18. Ezt kdveti az ERCC4 (XPF vagy FANCQ) -ERCC1 heterodimer, MUS81-
EME1 és az SLX1 szerkezetspecifikus endonukleazok kotédése és aktivalodasa. Egy
masik nukledz, a FAN1 (Fanconi-Associated Nuclease 1), UBZ doménjének
kdszonhetéen képes direkt a monoubikvitinalt FAND2-hez kapcsolodnit®20, A hianyz6
DNS szekvenciak kiegészitddhetnek a NHEJ, a Rad51 figgé HR vagy a TLS

(Transzléziés DNS szintézis) Gtvonalak aktivalédasaval 2122,

2.2.4 DNS-fehérje keresztkotések javitasat végzé mechanizmusok

A DNS-hez kovalensen és irreverzibilisen kapcsolodd fehérjéket DNS—fehérje
keresztkdtéseknek (DNA—-Protein Crosslinks, DPC) nevezzik, ezek egy specifikus
csoportjat képezik a DNS-hibaknak. Ezek fizikai akadalyt képeznek a replikacié soran. A
replikacioval egyidében valo jelenlétik, a genom integritasara nézve legnagyobb veszélyt
jelentd kettésszalu DNS-torések kialakulasahoz vezethetnek. Kilénb6z6é endogén vagy
exogén DNS-karositd agensek hatasara barmelyik, a DNS kézelében 1évd fehérje részt
vehet a DPC-ket létrehoz6 kovalens koétés kialakitasdban. Tomegspektrométeres
vizsgalatokkal azonositottak szamos DNS—fehérje keresztkotésekben el6forduldé DNS-
koté fehériét (mint példaul a hisztonok, transzkripcios faktorok, DNS-hibajavito és

replikacios fehérjék), illetve DNS-hez nem kotddo fehérjéket is 23-25,
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A leggyakoribb DPC-ket indukalé endogén tényez6k koze tartoznak az aldehidek, ROS,
€s a reaktiv nitrogén gyokok. Aldehidek keletkeznek a sejtek normél metabolizmusa
soran is, példaul a hisztonok demetilacioja, aminosavak metabolizmusa, és a lipidek
peroxidacidja soran?6-2°, Becslések szerint a human plazma endogén formaldehid
koncentracidja 100 uM, de egyes szovetekben elérheti akar a 400 uM értéket is3032,
Exogén DPC-indukélo tényezd a sejteket ér6 ionizald sugérzas, és a tumorellenes szerek
(mitomycin C, platina-szarmazékok, DNS metiltranszferaz inhibitorok, topoizomeraz
mérgek stb.) 3236, Egy emlésgenomban naponta korilbellil 6000 endogén tényezé altal
okozott DPC keletkezik, ezzel ez az egyik leggyakrabban el6forduld DNS karosodas 37.
Ennek ellenére a javit6 mechanizmusaikrél keveset tudunk és rengeteg ellentmondast
tartalmaz a szakirodalom.

Genetikai és biokémiai kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a DPC-k eltavolitasaban
két kanonikus hibajavit6 mechanizmusnak van kulcsszerepe. Baktériumokban
kimutattdk, hogy a NER a 16 kDa-nél kisebb keresztkotott fehérjéket, mig a HR a
nagyobb szférikus gatat képezd akadalyokat tavolitia el és javitja ki®®4. Elesztében
végzett kisérletek azt bizonyitjak, hogy magas formaldehid koncentracié és rovid
idétartamu kezelés esetén a NER, mig alacsonyabb formaldehid d6zis és hosszan tart6
kezelés esetén a HR felelés a genomstabilitas fenntartasaért*?. EmlGssejtekben viszont
in vitro és in vivo a NER képes eltavolitani a 16 kDa-nal kisebb keresztkotott
fehérjéket32404344 A DPC-k eltavolitdsaban a HR pontos szerepét nehéz meghatarozni,
ArecA és ArecB Escherichia coli sejtek megndvekedett érzékenységet mutatnak
formaldehid és azacitidin kezelésre*%45, hasonldan viselkedtek a HR fehérjékben hianyos
éleszté sejtek is (Asgs1, Axrs2, Amre11, Arad50, Arad52)*?46. Formaldehid-kezelés
hatasara a sejtekben megndvekedett szamu kettésszali DNS-térést, Rad51 fokuszt és
testvérkromatidak kozotti keresztezédést figyeltek meg?’. Ezért a HR-nek valdszin(lileg a
DPC-k altal okozott nagyszamu kettésszali DNS-torések eltavolitasaban van szerepe,
nem kozvetlentl az elsédleges 1ézidk javitadsaban484°.

A DPC-k eltavolitasaban felmerult a fehérjék lebontasat végz6 proteoszOmak esetleges
szerepe is. A baktériumok ATP-fuggd proteazanak gatlasa nem befolyasolta a sejtek
tulélését DPC indukcié utan®®. Néhany kutatds eredménye azt mutatja, hogy human

sejtek esetében a proteoszéma inhibitorok meggatoljak a hisztonok, Topl- és Top2-ccs
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(Topoisomerase 1 and 2 Cleavage Complexes) altal képzett DPC eltavolitasat, és a
sejtek érzékenyek alacsony koncentraciéju formaldehid-kezelésre®0-52, Késébb Xenopus
peték extrakciojabdl kimutattak, hogy valéjaban nem a proteoszOmak gatlasa
befolyasolja negativan a DPC-k eltavolitasat a replikacié folyaman, hanem a hasznalt
proteoszoma inhibitorok parhuzamosan gatoljak a sejtekben lévé szabad ubikvitin
molekuldkat is, és ez az ubikvitin-hiany okozza a DPC-k felhalmozddésat, nem pedig a
proteoszémak gatlasara adott valasz®3. Tehat a DPC-k eltavolitAsdhoz a sejteknek
szlukséguk van ubikvitinre, de a proteoszomak pontos szerepének tisztazasa még tovabbi
kisérleteket igényel.

Stingele és mtsai. 2014-ben Saccharomyces cerevisiae-ben azonositottak egy eddig
ismeretlen DPC-eltavolit6 mechanizmust, amelyben az ugynevezett wssl (weak
supressor of smt3 protein 1) metalloproteaz fehérjének van kulcsszerepe. Szintetikus
letalitast el6idézve azt talaltak, hogy a Awss1 Atdp1 kettés mutans élesztd sejtek nagyon
lassu névekedést mutatnak. Ismert, hogy a tdpl legfontosabb szerepe a Toplccs-ek
(topo-I cleavable complex) eltavolitasa, ezért felmerilt, hogy a wssl-nek is szerepe lehet
a folyamatban. Kamptotecin-kezelés utan a Awss? Atdp1 kettds csendesitett sejtek
magas érzékenységet mutattak a vad tipushoz képest, ezt a negativ hatast kompenzalta
a Atopl egyidejli csendesitése (Awss?1 Atdp1 Atop1), ezen eredményekbdl arra
kovetkeztettek, hogy a felgyulemlett Toplccs-ek felelések az észlelt fenotipusért. A
csoport tovabbi kisérletekben bizonyitotta, hogy a wssl metalloproteaz doménjének
DNS-fiuggd proteaz aktivitasa révén val6ban fontos szerepet jatszik a DNS-fehérje
keresztkotések eltavolitAsaban. Nem csak a Toplccs-sek hasitasaban tolt be rendkivdil
fontos szerepet, hanem képes enzimatikusan bontani a DNS-hez kovalensen kapcsolt
H1 hisztont és a Hmgl-t (High mobility protein) is. Viszont a DNS-hez nem kotott
fehérjéket, mint példaul a GST, BSA még DNS jelenlétében sem bontja?.

2.2.5 DNS-hibatolerancia utvonal

A DNS-hibajavit6 mechanizmusok folyamatosan javitjak a kialakult DNS-hibakat, viszont
ezek a rendszerek is meghibasodhatnak, vagy intenzivebb karosodasok esetében
telitbdhetnek, aminek kdvetkeztében nem képesek minden DNS karosodast eltavolitani
a sejtciklus S fazisaig. A replikativ polimerazok nagyon szik aktiv centrummal

rendelkeznek, ezért csak a hibatlan DNS-széalat képesek befogadni, és ezzel szemben
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megfeleld nukleotidot beépiteni. Amennyiben a replikativ polimerazok karosodott DNS
szakasszal talalkoznak, a replikacio leall, aminek eredményeként kettésszalu DNS-
torések, nagyobb kromoszomalis atrendezddések keletkezhetnek és végsd esetben a
sejtek halalat is okozhatjak. Ezen folyamatok elkerilésére alakultak ki az Uugy nevezett
DNS-hibatolerancia (DDT, DNA Damage Tolerance) Utvonalak, amelyek képesek az
elakadt replik4cids villdk mentésére. A hiba ugyan megmarad, de a replikacié tovabb
folytatddik, a sejt tovabb él és osztddik. Ez a mechanizmus kilondsen fontos az egysejti
élélényeknek, igy mar az egysejti eukaridtakban is megtalalhaté. El6szor a
pékélesztoben tanulmanyoztak, de emberben is nagyon hasonléan mikdodik a folyamat,
a magasfoku konzervaltsagnak készénhetéen.

A hibatolerancia Utvonalakban fontos szerep jut az ubikvitin molekulanak. Az ubikvitin egy
kizarolag eukariétakban jelenlévé, 76 aminosavbdél felépilé rendkivil konzervalt fehérje.
Egy enzimkaszkad segitségével kapcsolddik mas fehérjékhez, és szabélyozza példaul a
proteolizist vagy a DDT-t. Az El-aktivalé enzim ATP jelenlétében aktivalja az ubikvitin
molekulat, az E2 az ubikvitin konjugalé enzim, az E3 pedig az ubikvitin ligaz, amely
parhuzamosan tudja kotni a cél fehérjét és az E2-t ezzel is ndvelve a folyamat
specificitasattP.

Ebben az utvonalban az Ugynevezett Rad6-Rad18 episztazis csoportba tartozé fehérjék
vesznek részt. A Rad6, eukariétakban er6sen konzervalt E2 Ubc, és kulonb6zé E3
ligazokkal alkothat komplexeket, specifikusan koétédik a DNS-karosodas kodvetkeztében
létrejové RPA-val boritott egyesszali DNS-hez>*>°. A homodimer Rad18 egy E3 ubikvitin
ligaz, mely dimerizacidja az N-terminalis RING doménjén keresztul valésul meg. A C-
termindlis végén helyezkedik el a Rad6-tal interakciot létesitd régid, ez a RING doménnel
egyiuttesen hoz létre egy stabil Rad6-Rad18 komplexet. A Radl8 aszimmetrikus
homodimerizaciojanak készénhetéen, a homodimer csak egy aktiv Rad6 koté felllettel
rendelkezik, azaz két Rad18 fehérje kot egyetlen egy Rad6 molekulat. A Rad18 tovabba
SAP doménje altal koti a DNS-t, N-termindlis régioja altal kélcsénhatasba Iép a PCNA-
vel, és az RPA-val is%65°,

A DDT soran kulcsfontossagu lépés a PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) molekula
ubikvitinalodasa. A PCNA egy er6sen konzervalt molekula, amely harom egyforma

alegységbdl épul fel, és minden alegység két kilonb6zé doménbdl és egy domének
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kozotti (IDCL - Interdomain Connecting Loop) részbél all. A PCNA C-terminalis részéhez
és az IDCL felszinéhez kotédnek a replikativ polimerazok (Pold, Polg). Miutdn a CMG
helikaz kitekerte a dupla hélixet, az igy keletkezett egyesszaldt DNS RPA fehérjével
boritodik be. Ezt kdvetéen az RFC enzim (Replication Factor C), ATP jelenlétében a
primer 3’ végére felhelyezi a PCNA molekulat gy, hogy a C-terminalis oldala a primer 3’
vége felé nézzen, majd a replikativ polimerdzok 5°—3" irdnyba elkezdik az elongaciot. A
PCNA a replikacio soran a polimerazok processzivitasi faktoraként szolgal, mivel
megnoveli a polimerazok és a DNS kozotti kblcsonhatas stabilitasat.

A PCNA monoubikvitindlasat a Rad6-Radl8 fehérjecsoport tagjai veégzik, éleszt6
kisérletek eredményei rAmutattak a folyamat fontos szabalyozo szerepére. A PCNA 164-
es lizinjgnek monoubikvitinaldsahoz az ubikvitin aktivalasat az Ubal enzim végzi, a
konjugalé enzim a Rad6, mig a reakciéban résztvevé ubikvitin ligaz a Rad18. S fazisban
a jelenlévé DNS-karosodasok altal kivaltott K164 monoubikvitinalodasa aktivélja a
transzléziés szintézist, melynek soran a sziik aktiv centrummal rendelkezdé replikativ
polimerazok lecserélédnek flexibilisebb aktiv centrummal rendelkezd traszlézios
polimerazokra, amelyek képesek befogadni a hibas, torzult DNS szalat is. A folyamatban
résztvevd transzlézids polimeraztdl fliggéen a hibas nukleotid atirasa két médon mehet
végbe: hiba mentesen (error-free) vagy hibasan (error-prone). A transzléziés polimerazok
aktivitasa csak a hibat tartalmazé DNS szakaszra korlatozodik, mivel pont a flexibilis aktiv
centrumnak készénhetéen nagyon magas hibaszézalékkal rendelkeznek. A replikativ
polimerazokkal ellentétben a transzléziés polimerazokra jellemzd az alacsony
processzivitas, alacsony pontossag, és a 3'—5’ exonukleaz aktivitas hianya. Emi&sdkben
megtalalhaté transzlézids polimerazok kozul a polimeraz éta (Poln), polimeraz iota (Pol),
polimeraz kappa (Polk), és a Revl a polimerazok Y-csaladjaba tartoznak, mig a
polimeraz zéta (Poll) a polimerazok B-csaladjanak tagja. Replikacios polimerazok
transzlézids polimerazokra valé lecserélédésének mechanizmusa maig vitatott tertlet. A
replikacios villa leallasa utan a transzléziés polimerazok kozvetlenidl a
monoubikvitinalodott PCNA-hez csatlakoznak ubikvitin-koté cinkujj doméneken keresztl
(UBZ; Pol n, Pol k), vagy helikalis-ubikvitin-k6t6 motivumok (UBM; Pol 1, Rev1) altal,
tovabbi kolcsonhatasok alakulhatnak ki a PIP (PCNA Interacting Peptide) domeén

jelenlétének kdszonhetéen a Pol n, Pol 1, és Pol k-val 616,
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A PCNA poszttranszlaciés modositasai fontos szerepet jatszanak a DDT
szabdalyozdsaban. Az S fazisban jelenlévé DNS-karosodasok altal kivaltott PCNA K164
monoubikvitinalodasa és ezaltal a transzlézios szintézis aktivalodasa mellett, a PCNA
K164 monoubikvitinjere a Ubcl3-Mms2/Rad5 fehérje komplex Ujabb ubikvitineket
kapcsolhat létrehozva egy poliubikvitin lancot. Ez a poliubikvitinacio a feltétele a DDT egy
masik utvonaldnak, a templat valtasnak (template switching), és az Ugynevezett
,Csirkelab” struktura kialakulasanak, amely a replikacios villa visszaforditasat jelenti, azaz
az Ujonnan szintetizalt szal szolgal a replikacié templatjaként ©.

Az ubikvitinalas mellett fontos szerepe van a PCNA SUMO-val (Small Ubiquitin-like
Modifier) valé modositasanak is, amit el6szor élesztében tanulmanyoztak. S fazisban a
sumoilacio eléfeltétele a PCNA RFC altali DNS-re valé feltoltése®. A PCNA SUMO E2-
E3 komplex, Ubc9-Sizl Altali K164, ritkabban K127 pozicidjan térténéd SUMOilaladsa
szupresszalja a spontan homoldg rekombinaciét, az Srs2 anti-rekombinaciés helikaz
toborzasan keresztil 7:%-1, Tovabba a PCNA-n jelenlévé SUMO csoport, pozitivan
befolyasolja a Rad18 ubikvitin-ligaz aktivitasat is’2.

S fazisban a PCNA ubikvitinacioja a replikdciés mechanizmus DNS-hibadkon vald
athaladasanak elengedhetetlen I|épése, és fontos feltétele a genomintegritas
megbrzésének. A sejtekben az Ub-PCNA mennyisége szigorl szabalyozas alatt all. A
sejtek ezzel a szabalyozassal kerulik el az alacsony hibarataval rendelkezé transzlézids
polimérazok szikségtelen mikodésbe |épését, és az igy létrejové mutagenezist. A
deubikvitindlé enzim (DUB, De-Ubiquitinating Enzyme ), és az USP1 (Ubiquitin-Specific
Peptidase 1) negativan befolydsolja a PCNA ubikvitiniciojat’®. DNS-karosodas
hianyaban, az USP1 egy katalitikusan aktiv fehérjekomplexet képez az UAF1-gyel
(USP1-associatedfactor 1), amely szabalyozza az USP1 aktivitasat és a stabilitasat’.
Tovabba az RFC fehérjekomplex egyik alternativ alegysége, a hELG1 (Enhanced Level
of Genomic Instability 1), a PCNA-hez iranyitja az USP1-UAF1 dimert, igy el6segitve a
PCNA deubikvitindlasat 7°. UV sugarzas hatadsara az USP1 sajat magat hasitva
inaktivalodik, ez a PCNA deubikvitindlasdnak megsziinéséhez vezet, tehat a
monoubikvitinalt PCNA mennyisége megnd a sejtekben, ami TLS aktivalédasanak

eléfeltétele’s 76 |
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2.3 A human Spartan fehérje

A human Spartan (vagy DVC1, Clorfl124) egy multidomén fehérje, amelyet 2012-ben
csoportunkkal parhuzamosan tobb kutatécsoport is jellemzett. Rendelkezik egy UBZ4
(Ubiquitin-Binding Zinc Finger), PIP (PCNA Interacting Protein), SHP (p97-Binding Motif),

DNS-kot6 régioval és egy Spr-T metalloprotedz doménnel (3. abra).

NLS1 NLS2 NLS3
s p RTN 96 220 253 325 405 453 476
1 45 106 212230 261 332 415 489
SprT SHP PIP UBZ

3. &bra: A human SPRTN doménszerkezete. UBZ4 (Ubiquitin-Binding Zinc Finger), PIP
(PCNA Interacting Protein), SHP (p97-Binding Motif), DNS ko6t régidval és egy Spr-T
metalloprotedz doménnel ° Forras: SPRTN is a mammalian DNA-binding metalloprotease that
resolves DNA-protein crosslinks, Jaime Lopez-Mosqueda

A Spartan PIP doménje felelds a mdodositasok nélkili PCNA felismeréséért, az UBZ
domén pedig az ubikvitinnel valé asszociacié helye. Az SHP domén a p97 (Valosin-
Containing Protein (VCP)) fehérje kdtésében vesz részt. A nemrégiben azonositott DNS-
koté domén pedig az egyesszali DNS kotésében jatszik szerepet’’, az SprT domén
szerepe eddig ismeretlen.

A DDT uatvonlaban betdltott fontos szerepére utal, hogy hidnydban a human sejtek
megnovekedett érzékenységet mutatnak DNS-karosité agensekre, illetve UV sugéarzast
kovetéen a Spartan sejtmagi fokuszokba rendezddik, melyek helyzete egybeesik a
PCNA, az RPA és Rad18 Altal Iétrehozott fokuszokkal, vagyis a DNS szintézissel és a
DNS léziok miatt elakadt replikaciés villdkkal. A Spartan ezen aktivitdsa nagyban fligg a
PIP és UBZ domének miikodésétdl, illetve specifikus azokra a DNS-hibakra, amelyek a
replikacios villak elakadasat és ezaltal a PCNA monoubikvitilalasat okozzak. A Spartan
expresszidja sejtciklus fuggd, az S fazisban tetdzik, jelen van G2-ben és a korai M
fazisban is.

Spartan DDT-ben betoltdtt szerepe szamos ellentmondast tartalmaz és két csoportra
osztja a kutatokat. Az egyik elmélet szerint UV sugarzast kdvetéen a Spartan az elakadt

replikacios villakhoz kotddik, ezt kovetéen a PIP és UBZ doménjének kdszdnhetben
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képes kozvetlenul az ubikvitilalt PCNA-hez kapcsolddni. Spartan hianyaban cstkken
mind a monoubikvitildlt PCNA mennyisége, mind pedig a DNS-karosodasok helyére
lokalizal6 Pol n fokuszok szama. A Spartan hianyaban bekdvetkez6 elvaltozasokat csak
a vad tipusi Spartan expresszidja képes menekiteni’®®. Hasonldéan, UV sugarzas
hianydban a Spartan tranziens tultermeltetése megnévekedett szamu Pol n fokusz
kialakuldsadhoz vezetett. Sem az UBZ doménben mutéciét hordozé Spartan expresszidja,
sem a mutans PIP domént tartalmazo6 Spartan jelenléte nem volt hatassal a Pol n altal
képzett fokuszok szamara. Kovetkezésképpen a Spartan ubikvitin-kété és PCNA
felismer6 doménje is szerepet jatszik a Pol n DNS-hibahoz val6 lokalizaciéjaban®, és a
Spartan a DNS lézidknal el6segiti a transzléziés polimeraz n mikodését. Tovabba
Spartan stabilan csendesitett sejtekben UV sugarzast kdvetéen a Rad18 fokuszok szama
szignifikAnsan csokkent a vad tipusu sejtekhez viszonyitva. Spartan és Rad18 kettds
stabilan csendesitett sejtvonalak UV hatasara megegyezd érzékenységet mutattak a
Rad18 stabilan csendesitett sejtvonalakkal, tehat a Rad18 és a Spartan ugyanabban az
Utvonalban mikddnek’®80. Ugyanakkor a Spartan gatolja a PCNA deubikvitilaciojat és
ezdltal fontos szerepet jatszik az ubikvitilalt PCNA életidejének szabalyozasaban is. PIP
és UBZ doménijeinek koszonhetéen a Spartan felismeri a kromatinhoz kapcsolt PCNA-t,
€s gatolja az USP1 aktivitasat, amely DDT-t kovetéen eltavolitja az ubikvitin molekulat a
PCNA-r6180:81,

Ezzel ellentmondasban allnak azok az eredmények, amelyek nem talaltak kapcsolatot a
Rad18 altal végzett PCNA ubikvtilacié és a Spartan TLS-ben betoltétt szerepe kodzott.
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a Spartan PCNA-hez val6 kétédését kdvetden,
részt vesz az ubikvitin szelektiv chaperon p97 toborzasaban, amely késébb el6segit a
monoubikvitilalt PCNA-rél valé transzléziés polimeraz n p97-fligg eltavolitasat’®82,
Tovabba egyes kutatasok eredményei azt bizonyitjak hogy a Spartan kozvetlen
kapcsolatban all a replikativ polimeraz & POLD3 alegységével és ezaltal elbsegiti a
replikativ polimerazok cseréjét, a hibak atirasara képes transzléziés polimerazokra, igy
lehetévé téve a DNS-hibakon val6 athaladast’®82,

A Spartan a genomintegritasanak megtartasaban betoltott fontos szerepét bizonyitja,
hogy Spartan-hianyos (knock out) egerek korai embrionalis letalitdst mutatnak. A Spartan

hipomorf egerek életképesek, viszont ezeknél az éallatoknal megfigyelhetéek a korai
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oregedés jelei, a DNS-hibak halmozott jelenléte, és a genominstabililtads®. Emberben a
Spartan hianya korai hepatocelluléris karcinoma kialakulasahoz, genominstabilitdshoz és
Ruijs-Aalfs progeroid szindréma megjelenéséhez vezet®*, tehat a Spartan jelenléte és
zavartalan mikodése nélkilozhetetlen a genom integritasanak megérzéséhez.

A Spartan doménszerkezete nagyon hasonlé az éleszt§ wssl fehérje felépitéséhez,
amelyrél leirtak, hogy DNS-fliggé proteaz aktivitassal rendelkezik, és ennek

koszbnhetben részt vesz a replikacioval kapcsolt DPC eltavolitasban.
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3 Célkitlizések

A DNS-fehérje keresztkdtések gyakran el6forduld DNS 1éziok, pl. endogén tényez6k miatt
naponta akar 6000 DPC/emidsseijt is kialakulhat®’. Nagy méretik miatt erételjesen
blokkoljdk a transzkripciét és a replikacidt, ezaltal nagyban veszélyeztetik a
genomintegritas megérzését. Annak ellenére, hogy gyakran eléfordulé DNS-hibakrél van
sz0, az eltavolitasi mechanizmusukrol keveset tudunk. Az altalanosan elfogadott nézett
szerint a DPC-k javitdsat a NER és HR utvonalak végzik, és a kutatdsunk kezdetekor
nem volt tudomasunk sajatos mechanizmusokrol, utvonalakrol, amelyek a DPC-k
eltavolitasaban jatszanak elsédleges szerepet. A Wss1-DNS fliggd metalloproteaz DPC-
k eltavolitasaban betdltott szerepe felvetette a lehetéségét egy Uj eddig ismeretlen DNS-
hibajavitd Utvonal 1étezésének. A human Spartan és az éleszté Wssl fehérjék kozotti
szerkezeti hasonlésagok felvetették a két fehérje kozotti homoldgia lehetdségét.
A human Spartan rendelkezik egy SprT metalloproteaz doménnel, melynek funkcidja
ezidaig ismeretlen volt. F6 célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, mi a pontos szerepe a
Spartan SprT metalloproteaz doménjének é€s hogy részt vesz-e a DPC-k eltavolitasaban.
F6 célunk eléréséhez a kovetkez6 specifikus célokat fogalmaztuk meg:
1. A Spartan fehérje DNS-fliggd proteazaktivitasanak jellemzése
2. A Spartan szerepének jellemzése a DNS-fehérje keresztkotések
eltavolitasaban
3. A DNS-fehérje keresztkdtések kimutatasara alkalmas BrdU comet technika
jellemzése
4. Vad tipusu Spartan jelenlétében, Spartan stabilan csendesitett sejtvonalakban
felhalmoz6d6 DNS-fehérje keresztkétések mennyiségi valtozasanak
jellemzése
5. A Spartan UBZ és PIP domének jellemzése a DNS-fehérje keresztkétések
eltavolitasaban
6. A Spartan SprT és a DNS-kétd domének jellemzése a DNS-fehérje
keresztkotések eltavolitasaban
7. A Spartan szerepének jellemzése a DNS—fehérje keresztkotések azonnali

javitdsaban
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8. A formaldehid-kezelés Spartan stabilan csendesitett sejtvonalak sejtciklusara
gyakorolt hatasanak jellemzése

9. A Spartan és a Rad18 egyuttmikoddésének jellemzése a genomi DNS-fehérje
keresztkotések eltavolitasaban
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4 Anyagok és moédszerek

4.1 Human sejtkultdrak és transzfektalas

Az embriondlis vesesejtekbll szarmazo immortalizalt HEK293 sejteket DMEM
(Dulbeccos’s Eagle Medium, (Sigma)) tapoldatban 37 C-on ndvesztettilk, a médium még
tartalmazott 10% FBS-t (Foetal Bovine Serum, (Gibco)) és 1% antibiotikum mixet
(100 pg/ml sztreptomicin szulfat és 100 U/ml penicillin). A sejtek transzfektalasat
Lipofectamine 2000-t (Invitrogen) reagenssel végeztiik, a gyarto altal ajanlott protokoll

szerint.

4.2  Western blot
A fehérjék expresszios szintjéet HEK293 sejtekben, western blot analizissel vizsgaltuk. A
kisérlet tipuséatol fuggben a transzfekciot kdvetben 24 vagy 48 oéra elteltével 2xSDS
oldatban lizaltuk a sejteket, majd denaturalé poliakrilamid gélen 200 mA futtattuk. A
poliakrilamid gélbdl a fehérjéket éjszakan at, 4 °C-on és 300 mA-on transzfer puffert
(0,242% Tris, 1,117% glicin, 20% metanol) tartalmazo blottoldban nitrocelluléz filterre
kotottuk. Masnap reggel 1 6ran at, 4°C-on, 5% tejport, és 1% BSA-t tartalmazé TBS
Tween pufferben (150 mM NacCl, 20 mM Tris HCI pH 7,5, 0,05% Tween20) blokkoltuk a
nitrocelluloz filtert. A filtert 4 °C-on elsédleges ellenanyaggal 1,5 6rat inkubaltuk, majd
3x5 percig mostuk TBS-Tween pufferrel, amennyiben szikség volt méasodlagos
ellenanyagra a TBS-Tween mosast kdvetben, a filtert masodlagos ellenanyaggal 1,5 orét
inkubdltuk 4 °C-on. Ezt kdvetéen mostuk TBS-Tween pufferrel 2x10 percet, majd TBS-el
(150 mM NacCl, 20 mM Tris HCI pH: 7,5,) ismét 10 percet. A HRP-konjugéalt ellenanyag
detektalasahoz a Western Bright ECL (Advansta, DVK12045-D50) terméket hasznaltuk,
a gyarto altal ajanlott protokoll szerint. A kemilumineszcencia detektalasat Kodak Imager
4000MM mdszerrel végeztuk.
A kisérletek soran a kovetkezd ellenanyagokat hasznaltuk:

e Egér HR- konjugalt anti-FLAG (Sigma, M2 A8592,1:3000)

e Egér HRP-konjugalt anti-PCNA (Santa Cruz Biotechnology, sc-56 HRP, 1:3000)

e Nyul anti-B-actin (Abcam, 1:300 )

e Kecske, anti-nyul IgG (DAKO, P 0448, 1:3000)
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4.3 Stabilan csendesitett sejtvonalak |étrehozasa

Spartan, illetve Spartan/Rad18 stabilan csendesitett HEK293 sejtvonalak lIétrehozasahoz
a sejteket specifikus, shDNS-t tartalmazé plazmidokkal transzfektaltuk. A SPARTAN
shDNS a (pil2322) 02689, illetve a SPARTAN/RAD18 (pil2321) 02702. Az shDNS-t
tartalmazo6 egyedi klénokat G418 antibiotikummal szelektaltuk.

4.4  SDS/KCI precipitacios assay a DPC eltavolitas in vivo kdvetésére

SDS/KCI precipitaciés kisérleteket Costa és mtsai.?®> szabadalma szerint végeztik. Az
exponencialisan osztoddé HEK293 sejtkultirakat 2 6ran at 500 uM-os formaldehid
tartalmu szérummentes tapoldatban inkubaltuk. Ezt kvetéen PBS oldatot hasznaltunk a
formaldehid eltavolitdsara, majd a kisérletnek megfeleléen vagy Osszegydjtottik a
sejteket, ez volt a nulla idépont, vagy 3, illetve 6 érat inkubaltuk szérummal kiegészitett
DMEM tapoldatban (3, illetve 6 6ras mintadk). Az Osszegylijtott sejteket leszamoltuk,
mintankként 1x108 sejt mennyiséggel és harom parhuzamossal dolgoztunk. A sejtfeltaré
oldat 2% SDS-t, 20 MM Tris-HCI-t (pH 7,5) és proteaz inhibitort (1 mM PMSF)
tartalmazott. A feltart sejteket egy €jszakan keresztil folyékony nitrogénben taroltuk. Az
olvasztast kovetéen 10 masodperc erbteljes vortexelést kdvetkezett, majd 10 perc
65 °C-on melegités. Ezt kovetéen 0,5 ml 200 mM KCI 20 mM Tris-HCI (pH 7,5) oldatot
adtunk a mintakhoz, majd 1 ml-a A csapadéekképzédés elbsegitésére 5 percig jégen
inkubaltuk a mintdkat, majd 5 percig 4 °C-on és 3000xg sebességen centrifugaltuk. A
feliluszét 1,5 ml-s ependorfokban taroltuk a szabad DNS mennyiségének
meghatarozasa céljabol. A csapadékot, amely a DNS-fehérje keresztkotéseket
tartalmazta feloldottuk 1 ml 100 mM KCI-t és 20 mM Tris-HCI-t (pH 7,5) tartalmazo
oldatban, majd 10 percig 65 °C-on inkubaltuk, ezt kévetéen a mintdkat a fentiekhez
hasonléan jégen hitéttik, majd 4 °C-on 3000x g sebességen centrifugaltuk, ezt
megismételtik dsszesen kétszer. A mosasi lépésekbdl nyert felliliszOkat megtartottuk,
amelyek a szabad DNS frakciokat tartalmaztak. Az igy maradt SDS-KCI csapadékot 1 ml
100 mM KCI, 10 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl-ben (pH 7,5) oldottuk fel, ehhez adtunk
hozza Proteindz K-t 0,2 mg/ml végkoncentracidéban, ezt kévetéen 3 oran at 50 °C-on
inkubaltuk. A mintakat jégen hitottik, majd a kicsapddott csapadékhoz 10 pl 50 mg/mi
koncentracioju BSA-t adtunk, centrifugaltuk. Az igy kinyert felliliszobol a kdévetkezd

modon hataroztuk meg a fehérjével keresztkotott DNS mennyiségét: a mintakat 0,7%-0s
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toménységi etidium-bromiddal festett agar6zgélen valasztottuk el, majd a géleket
Typhoon Trio Imager (GE Healthcare) miiszer segitségével kvantitaltuk. A DNS-fehérje
keresztkdtések mennyiségét az 6sszes szabad DNS-hez viszonyitva, szazalékosan

szamoltuk.

4.5 BrdU comet technika Proteindz K alkalmazasaval

Exponencialis ndvekedési fazisban levé HEK293 sejteket ndveltiink 6 lyukd lemezen,
DMEM tapoldatba, amelyet kiegészitettiink: 10% FBS-sel (Fetal Bovine Serum) (Sigma),
100 pg/ml sztreptomicin szulfattal, és 100 U/ml penicillinnel. A sejteket 24 éra mulva,
kilonb6zd, mar leirt 778 shRNS rezisztens N-termindlis FLAG-taggel ellatott plazmid
konstrukciokkal transzfektéltuk: SPARTAN(4A) plL2854, SPARTAN(HEAA) plL2337,
SPARTAN(PIP) plL2338, SPARTAN(UBZ) pIL2336, és SPARTAN(PIP/UBZ) plL2339;
transzfekcids reagensként Lipofectamine 2000-t (Invitrogen) hasznaltunk, a gyarto altal
javasolt protokoll szerint. Masnap a sejteket szétosztottuk, és 48 éraval a transzfekciét
kdvetden a tapoldatot 37 °C-0s 20 uM BrdU-t tartalmazo friss DMEM tapoldatra cseréltik,
amelyet 20 perc elteltével kétszer 37 °C-os 1xPBS oldattal mostunk ki. Ezt kdvetben a
kezelt mintdk esetében a szérummentes DMEM tépoldathoz kilénb6z6 mennyiségl
formaldehidet adtunk (250 uM, 500 uM, 750 uM). A formaldehid-kezelés hossza 2 6ra
volt, ez utdn ismét haromszor mostuk a sejteket 37 °C-os 1xPBS oldattal, majd vagy
O0sszegydjtottik vagy, amely mintadk esetében indokolt volt 3 érat friss DMEM tapoldatban
inkubaltuk, majd ezutan gyUjtottik csak 0©ssze, és jéghideg 1xPBS oldatban
szuszpendaltuk. A sejteket 5 percig 1500 rpm-n centrifugéltuk, majd 1xPBS-ben higitott
150 uM jéghideg H202-ben szuszpendaltuk, 5 percig jégen inkubaltuk, majd tbébbszor
centrifugaltuk és mostuk jéghideg 1xPBS oldattal. A menekitési kisérletnél a fentiekhez
hasonléan 500 uM formaldehidet hasznaltunk 2 6ran at, ezt kovette egy 3
orasregeneraciés idészak szérummal kiegészitett DMEM tapoldatban. Az eddigiektdl
eltéréen a sejteket 100 uM jéghideg H202-ban szuszpendaltuk. A PBS mosasokat
kovetéen a sejteket PBS-ben oldott és el6melegitett 37 °C-os 0,75%-0s alacsony
olvadaspontl agardzban szuszpendaltuk. A sejteket éjszakan at 4 °C-os oldatban
lizaltuk, a frissen elkészitett lizis oldat tartalmazott: 2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris
[pH 10], 1% Triton-X-100 és 0,5% szarkozint, ehhez adtunk hozza 1,5 ora elteltével
0,8% w/v Proteindz K-t. Masnap a lemezeket jéghideg alkalikus puffert (0,3 M NaOH,
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1 mM EDTA, pH 13) tartalmazd jégbe agyazott elektroforézis tankba helyeztuk, és
40 percig allni hagytuk, hogy a DNS letekeredjen, majd 20 percig futtattuk: 1 V/cm
sebességgel (25V, 300 mA). Kovetkezb lépésként a lemezeket neutralizalé pufferrel
(0,4 M Tris-HCI, pH 7,4), majd 1xPBS-el mostuk. Az immunfestés el6tt blokkoltuk a
mintakat (1xPBS-ben 0,1% BSA, 0,1% Tween20), majd patkany anti-BrdU elsédleges
ellenanyaggal (BioRad, OBT0030G, 1:300) dobozban éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk.
Masodlagos ellenanyagként kecske anti-patkany AlexaFluor488-t (Molecular Probes Inc,
A11006, 1:400) hasznaltunk. A képek készitését Zeiss Axioscope fluoreszcens
mikroszkopon végeztik, majd a mérésekhez Komet 5.0 (Kinetic Imaging Ltd., Liverpool,
UK) programot alkalmaztuk.

4.6 DNS fiber moédszer

Exponencialis ndvekedési fazisban levé HEK293 sejteket Ultettlink ki 6 lyuku csészébe,
majd shRNS rezisztens N-terminalisan FLAG-taggel ellatott plazmid konstrukciokkal
transzfektaltuk (SPARTAN(WT) plL2335, SPARTAN(HEAA) plL2337, Ures vektor
(pIL1440), Turbofect (Thermo Scientific) transzfekcidés reagens hasznalataval, a gyartod
altal ajanlott protokoll szerint. Az exponencialis névekedési fazisban levé HEK293
sejteket transzfekcidé utan 48 oraval 20 uM jéddezoxiuridin (IdU), 37 °C-on kisérlettél
flggben 20 vagy 30 percig jeldltink majd kétszer mostuk elémelegitett 1xPBS-el. Ismét
kisérlettél figgéen 40 vagy 60 percig inkubaltuk, kezeletlen kontroll esetében 200 uM
BrdU, a kezelt mintdk esetében 200 uM BrdU és 500 uM formaldehid tartalmu
tapoldatban. A sejteket PBS oldatban szuszpendaljuk (10° sejt/ml), ebbdl 2 pl-t
1:2 arédnyban higitunk jeldletlen sejt szuszpenzidval, majd a 15°-0s szogben elhelyezett
targylemezre cseppentjik, és lizaljuk (0,5% SDS 200 mM Tris-HCl-ban (pH 5,5), 50 mM
EDTA). A lemezeket a szaritas és metanol-ecetsavval (3:1) valo fixalas utan, vizzel Ujra
hidrataljuk majd 2,5 M HCI oldatban 1 orat denaturaljuk. Ezt kdvetéen a BrdU és I1dU
jelolés lathatova tétele érdekében elsédleges ellenanyagként patkany anti-BrdU (BioRad,
OBTO0030G, 1:300) és egér anti-ldU (BD Biosciences, 347580, 1:400) ellenanyagot,
masodlagos fluoreszcens ellenanyagként pedig kecske anti-patkany AlexaFluor488-t
(Molecular Probes Inc, A11006, 1:400) és barany anti-egér Cy3-t (Sigma Aldrich,
C2181,1:400) hasznaltunk. DAPI festést kovetben a képek készitését Olympus

konfokalis lézer szkennel6 mikroszképpal végeztik. A fiberek hosszat az Olympus
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Fluoroview 2.0 szoftverrel hataroztuk meg. Minden kisérletben minimum 100 flggetlen
fibert mértink le.

4.7  Aramlési citométer-alapl sejtérzékenységi teszt

Exponencialis ndvekedési fazisban levé HEK293 sejteket Ultettlink ki 6 lyuku csészébe,
majd 24 ora elteltével shRNS rezisztens N-termindlisan FLAG-taggel ellatott plazmid
konstrukciokkal transzfektaltuk SPARTAN(WT) pIL2335, RAD18 plL2615, ures vektor
(pIL1440). A transzfekci6hoz Lipofectamine 2000-t (Invitrogen) hasznaltuk a gyarto altal
javasolt el6irasokat kdvetve. A transzfekcio utan 24 oraval a sejteket szétosztottuk majd,
Ujabb 24 6ra elteltével 2 6ran keresztll formaldehiddel (Sigma) kezeltik, majd a
formaldehid eltavolitasa céljabol haromszor mostuk 1xPBS-el. 7 nap ndvesztés utan a
3:1 aranyban kevert GFP pozitiv és negativ sejtek aranyat aramlasi citométer
segitségével hataroztuk meg (FACSCalibur, BD Biosciences). Az érzékenyseégi
sz&zalékot ugy szamoltuk, hogy minden esetben a megfeleld kezeletlen kontrollt vettiik
100%-nak.

4.8 Resazurin-alapu sejtérzékenységi teszt

A fentiekhez hasonldan itt is, exponencialis névekedési fazisban levé HEK293 sejteket
Ultettink ki 6 lyukd csészébe, majd 24 6ra elteltével sShRNS rezisztens N-termindlisan
FLAG-taggel ellatott plazmid konstrukciokkal transzfektaltuk SPARTAN(WT) plL2335,
SPARTAN(4A) plL2854, SPARTAN(HEAA) plL2337, (res vektor (plL1440), a
transzfekcidhoz szintén az Invitrogen altal forgalmazott Lipofectamine 2000-t hasznaltuk,
a hozza ajanlott protokollal. Egy nappal a transzfekci6é utan, a sejteket 2 6ran keresztl
DMEM-ben inkubaltuk, majd haromszor mostuk elémelegitett 1xPBS oldattal. A
formaldehid eltavolitAsa utan, a sejteket feltripszineztik majd 96 lyukd csészébe
koncentracionkként harom parhuzamost ultettiink ki, 10000 sejt/lyuk striségben, 100 pl
10% FBS-sel (Fetal Bovine Serum) (Sigma), 100 pg/ml sztreptomicin szulfattal, és
100 U/ml penicillinnel kiegészitett DMEM t4poldatban. Két nap novesztés utan,
0,15 mg/ml resazurint (Sigma, R7017-1G) 1xPBS oldatban kevertiink 20:100 aranyban
DMEM téapoldathoz, ebbdl 100 pl-t pipettaztunk a 96 lyukl csészében 1évé sejtekre. 5 6ra
37 °C-on valo inkubalas utan a sejtek érzékenységét 565 nm excitacios €s 580 nm
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emissziés hullamhosszon Fluoroscan Ascent FL (Thermo Scientific) fluorométer
segitségével mértik. A fluoreszcens jel er6ssége egyenesen aranyos az él6 sejtek
szamaval, a sejtek érzékenységét szazalékosan fejeztik ki, az egyes sejtvonalak

kalibraciés gorbéinek megfeleléen 26,

4.9 Aramlasi citométer alapu sejtciklus vizsgalat

HEK293 sejteket Ultettiink ki 100 mm nagysagu csészébe, 10% FBS-sel (Fetal Bovine
Serum) (Sigma), 100 pg/ml sztreptomicin szulfattal és 100 U/ml penicillinnel kiegészitett
DMEM tapoldatban. 24 6ra mulva a sejteket 2 orat kezeltik 500 uM formaldehiddel majd
a formaldehid eltavolitdsa céljabdl haromszor mostuk 1xPBS oldattal. A sejteket 70%-0s
alkoholba 6sszegyiijtottik, éjszakan at —20 °C-on fixaltuk. Masnap az alkoholt 1xPBS
mosas soran eltavolitottuk, a sejteket szuszpendaltuk és 30 percig szobahédmérsékleten
inkubaltuk 10 pg/ml RNaz A és 20 pug/ml propidium-jodid (Sigma) tartalmu foszfat
pufferben. Ezt kdvetéen BD FACSCalibur (BD Biosciences) aramlasi citométeren

mértlnk, és CellQuestTM (BD Biosciences) segitségével kvantitaltuk.

4.10 Spartan mutansok létrehozasa

A Spartan (Clorfl24) cDNS-t ImaGenes cégtél szarmazik (kat. szam: DKFZp54N043Q).
A Spartan mutansokat mutagén PCR alkalmazasaval hoztuk Iétre. Az ehhez sziikséges
oligbkat az 1. tablazat és a 2. tdblazat tartalmazza.
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1. tablazat: A hasznalt plazmidok és plazmidokon lévé mutaciok

Konstrukt neve Mutacié Plazmid szama
Spartan(WT) - pIL2325
Spartan(UBZ2) C459S plL2026
Spartan(PIP) YF331,F332AA plL2115
SPARTAN(HEAA) HE111,112AA plL2234
Spartan(UBZ-PIP) C459S, YF331,332AA plL 2210
Spartan(WT) siRNS rezisztens - pIL2235,
Spartan(HEAA) siRNS rezisztens [HE111,112AA plL2236
Spartan(PIP) siRNS rezisztens Y331A/F332A piL2238
Spartan(4A) K220A K221A G222A K223A |plL2768
Flag-Spartan(4A) K220A K221A G222A K223A plL2854
FLAG-Spartan(HEAA) HE111,112AA plL2337
FLAG-Spartan(PIP) YF331,F332AA plL2338
FLAG-Spartan(UBZ2) C459S pIL2336
FLAG-Spartan(PIP/UBZ2) C459S, YF331,332AA plL2339
FLAG-Spartan(WT) - pIL2336
FLAG-Rad18 siRNS rezisztens pIL2615

2. tdblazat: A Spartan mutansok létrehozasahoz hasznalt oligdk

Konstrukt neve

Felhasznalt oligok

Spartan(WT)

Spartan(UBZ)

5'-GCC CAG TTT CTC AGA ATG AAG TTC TGG AGT CTC-3'

5'-GAG ACT CCA GAA CTT CAT TCT GAG AAA CTG GGC-3'

Spartan(PIP)

5'-GGC AAA TGA TAC TCT AGG AGC GGC GTT GCT TAG AAC ATT TTG G-3'

5'-GGC AAA TGA TAC TCT AGG AGC GGC GTT GCT TAG AAC ATT TTG G-3'

SPARTAN(HEAA)

: 5-GTA GAG ACC CTC CTG GCT GCA-3'

5'-GGC AAA TGA TAC TCT AGG AGC GGC GTT GCT TAG AAC ATT TTG G-3'

Spartan(UBZ-PIP)

5'-GGC ATG TAT CAT TGC AGC CAG GAG GGT CTC TAC-3'

Spartan(WT) siRNS rezisztens

(5-CTA AGC AAC TAC TTT CCG CGA GTA TCA TTT GCC AAC C-3'

Spartan(HEAA) siRNS rezisztens

5'GGT TGG CAA ATG ATA CTC GCG GAA AGT AGT TGC TTA G-3'

5'-GGC ATG TAT CAT TGC AGC CAG GAG GGT CTC TAC-3'

Spartan(PIP) siRNS rezisztens

5'-CCA AAA TGT TCT AAG CAA CGC CGC TCC GCG AGT ATC ATT TGC C3'

5'-CCA AAA TGT TCT AAG CAA CGC CGC TCC GCG AGT ATC ATT TGC C3'

A vad tipusu és mutans Spartan fehérjék tisztitasdhoz, a Spartan cDNS-t galakt6zzal
indukalhaté N-terminalisan faziés glutation S-transzferaz (GST) vagy Flag-taghez
kapcsoltuk. Az shRNS konstrukciok létrehozasahoz a kovetkezé oligokat hasznaltuk:
Spartan (5’- CUA CUU UCC UAG AGU AUC A-3, 5- GGA UGU GAG UGG GUC
UGA A-3’, 5’-CAA GGA UAA GUG UAA CAG U-3’), Rad18 (5’GUU CAG ACA UCA UAA
GAG A-3)

4.11 Fehérjék tisztitasa

A Spartan és az Mgsl TAP (Tandem Affinity Purification) illetve a Fanl, HLTF, yRad5,
Ub-PCNA, PCNA, RFC és RPA fehérjék tisztitasanak bdvebb leirasa a kdvetkezé
cikkekben talalhaté meg 878 A GST-flzios fehérjék expresszidjara egy proteadzhianyos

élesztétorzset, a BJ5465-et és egy élesztében fenntarthaté expresszios vektort (pBJ842
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118) hasznélunk. Az expresszids plazmid tartalmazza a leu2-d gént, ez szolgal a
transzformansok szelekcidjara —LEU taptalajon. A plazmidban a fehérjék cONS-e a GST
kodolo régidjat koveti ugy, hogy a két szekvencia kézott a PreScission proteaz felismerd
helye helyezkedik el. A fehérje expresszidja €jszakan at valé novesztés utan 0,02%
galaktdézzal indukalhaté. 6 6ra galaktéz indukcié utdn a sejteket centrifugélassal
O0sszegydujtottak (5000g, 4°C). Az élesztét elkevertink pufferben (20 mM Tris-HCI pH 7,5,
1M NaCl, 1mM dithiotreitol, 0,01% Triton X-100, 10% glicerol, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF),
Uveggyonggyel feltortiik, centrifugaltuk, majd a lizatumot 100 ul glutation szefardz
(Ammersham) oszlopra kotottik. A kotés utdn a gyongyoket kétszer mostuk 1 ml feltaro
pufferrel, majd egyszer 1 ml mosé pufferrel (20mM Tris-HCI pH 7,5, 100mM NacCl, 1mM
dithiotreitol, 0,01% Triton X-100, 10% glicerol, 5 mM EDTA). A fehérjéket mosooldattal
eludltuk, amely 20 mM redukalt glutationt tartalmazott, vagy éjszakan at inkubaltuk a
gybngyoket PreScission proteazzal, amely a GST epitdp és a fehérje kozotti specifikus
felismerd szekvencianal levagta a a tisztitani kivant fehérjét a GST-rél igy ezek oldatba
kerlltek, majd —80 °C-on taroltuk 6ket.

A hPCNA termelése és tisztitasa a GST-fuzios fehérjéknél leirtakhoz hasonldan tortént,
de a glutation gyongyot T puffer (40 mM Tris HCI pH 7,5, 10% glicerin, 0,01% NP40,
valalmint hasznalat elétt: 1,5 mM EDTA, 7,15 mM béta-merkaptoetanol.) + 500 mM NacCl
mosas utan T puffer + 150 mM NacCl oldattal mostuk. Az eltcié T puffer + 150 mM NacCl-

ban, Prescission protedzzal egy éjszakan at 4 °C-on tortént.

4.12 Spartan enzimatikus hasadasénak vizsgalata

A vad tipusu és a mutans Spartan fehérjét élesztében expresszaltuk, majd Glutation
gyongyokon tisztitottuk, az eludlast vagy glutationnal vagy a PreScission proteaz GST-
és FLAG-tag kozotti hasitasaval végeztik 8. A protedz reakciot 10 pl 20 mM Tris/HCI,
pH:7,5, 50 mM NacCl pufferben és 0,5 g tisztitott Spartan, illetve 1 uyg ®X174 egyszalu
DNS jelenlétében vagy hianyaban végeztik. A reakciot 37 °C-on 2 oraig inkubaltuk, ezt
kovette az SDS-PAGE és a Coomasie festés, vagy Western Blot analizis anti-FLAG
ellenanyaggal. A Spartan DNS-fiUggd proteaz aktivitdsanak vizsgalatahoz 1 pg
mennyiségi és kilonbdzd tipusi DNS-t hasznaltunk: ®X174, kétszalu nikkelt Bluescript
plazmid, egyszald 75 nukleotid hosszu oligonukleotid, parcidlis heteroduplex
75/45nukleotid hosszu oligonukleotid.
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5 Erdemények

5.1 A Spartan rendelkezik DNS-fligg6 proteaz aktivitassal

A Spartan 6t kiilénb6z6, jol elkilonitheté doménnel rendelkezik: az N-terminalis végén
elhelyezkedd Ugynevezett metalloprotedz-szerli domén vagy SprT, az Gjonnan jellemzett
DNS-k6t6 domén (KKGK), az SHP domén, a PCNA-vel kapcsolatba I1épé PIP domén, és
a C-terminalisan elhelyezkedd ubikvitin-k6té domén (UBZ). Ezek kézil a PIP és az UBZ
domének funkcidja nagyrészt ismert, viszont keveset tudunk az SprT és a DNS-kotésben

résztvevd domének szerepérél (4.abra).

H. sapiens Spartan

SprT SHP PIP UBZ
— I I —
1 * * * % 489
HE KKGK YF C
(111-112) (220-223) (331-332) (459)

4.4bra: A human Spartan doménszerkezete és a domeénekben létrehozott mutacidk helye.
A csillaggal jeldlt aminosavakat alaninokra cseréltik. SprT-metalloproteaz-szerii doménben
eredeti: HE, modositott: AA, tovabbiakban Spartan(HEAA), SHP domén, DNS koétésben
résztvevé doménben eredeti: KKGK, modositott: AAAA, tovabbiakban Spartan(4A), PIP-PCNA-
vel kapcsolatba [ép6 doménben eredeti: YF, modositott: AA, tovabbiakban Spartan(PIP), UBZ-
Ubikvitin- k6t6 doménben eredeti: C moédositott: S, tovabbiakban Spartan(UBZ) mutans.

El6z6 munkaink soran®® a Spartan csendesitett sejteken kiilonb6z6 Spartan mutansokkal
végzett menekitési kisérletekben megfigyeltik, hogy az UV altal okozott kdrokat az SprT
doménben pontmutécidkat hordozd, Spartan(HEAA) fehérje nem képes menekiteni. A

domén pontos funkciojanak meghatarozasa azonban eddig nem sikerdlt.
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Spartan Mgs1

Id6(h) 0 16 20 0 16 20
TAP-Mgs1— % e — - kDa
TAP- Spartan-—— M sl ~==100
@ —= 70
m -q
— 50

1 2 3 4 5 6
5.abra: A Spartan human sejtextraktumban val6é gyors bomlasanak bemutatasa anti-
FLAG ellenanyaggal végzett Western Blot analizisen. Az 1. és 4. oszlopokban megjelend
teljes sejtextraktumok, amelyek tandem affinity epitoppal elatott Spartant vagy kontrollként

Mgs1-t stabilan expresszalnak. A 16 (2,5) és 20 (3,6) 6ra eltelte utan gyéngyodkon tisztitott
mintakon anti-Flag ellenanyaggal megfigyelheté a Spartan bomlasa.

Célunk az volt, hogy in vitro biokémiai moddszerekkel kimutassuk a Spartan proteaz
aktivitasat. Elsé alkalommal a Spartannal kapcsolatba 1épd fehérjék azonositasa soran
figyeltik meg, hogy a stabilan expresszal6 human sejtekbdl tisztitott TAP-epitoppal
ellatott Spartan a tisztitds folyaman a TAP-Mgsl-el ellentétben a sejtextraktumban
nagyon gyorsan lebomlik (5. abra)

Az in vitro kisérletek elvégzéséhez szikségunk volt nagy mennyiségi és nagy tisztasagu
fehérje preparatumokra, amelyet éleszt6bél tisztitottunk. Ezek tisztitAsa soran is
megfigyeltiik a Spartan gyors bomlasat, viszont a fehérje stabilitasa jelentésen megnétt,
ha a lizatumhoz DNazt adtunk. A Spartan(4A) mutans, amelyben a DNS kotésért felelés
KKGK aminosavakat AAAA-ra cseréltik, és ezaltal a DNS kotésében jelentés
funkciovesztést mutatott, a tisztitas soran lathatéan stabilabb, mint a vad tipusu Spartan
(6. 4bra).

A fenti eredmények alapjan a tovabbi kisérletek elvégzéséhez sziikséges tisztitott vad
tipusi Spartan és Spartan(4A) mutans fehérjek mennyiségének és tisztasaganak
megdrzése érdekében DNaz-t adtunk a fehérjepreparatumokhoz és igy 4 °C-on hiitében
taroltuk. Késébbiekben a 7. dbran lathato fehérje preparatumokkal dolgoztunk, tisztitott
GST-FLAG-Spartan és GST-FLAG-Spartan(4A) fehérjéket (GST: 26 kDa, FLAG: 1kDa,
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Spartan: 55 kDa; = 82 kDa) gélelektroforézissel 8%-o0s denaturald poliakrilamid gélen
valasztottuk el és comassie kékkel festettuk.

+DNAse
Spartan Spartan Spartan(4A)

[d6(h) O 1 2 12 0 1 2 12 0 1 2 12

Q= - DO e .+« wp - —= GST-FLAG-Spartan

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

6. 4bra Spartan proteaz aktivitasa DNS-fiiggé médon megy végbe. Elesztében expresszalt
GST-FLAG-Spartan (oszlop 1-8), illetve Spartan(4A) (oszlop 9-12) sejtlizatumokat kilonb6zé
ideig 20 °C-on inkubaltuk. Az 5-8 oszlopokban bemutatott mintdkhoz DNaz-t adtunk. A Spartan
stabilitAsat Western Blot analizisben anti-FLAG ellenanyag hasznalataval kovettik.

A SprT doménben pontmutaciokat hordozo, és ezaltal csokkent protedz aktivitassal
rendelkez6 Spartan(HEAA) fehérjébél nem sikerult megfeleld mennyiségi és tisztasagu
fehérjét tisztitani, ezért ezzel a fehérjével nem tudtuk elvégezni az in vitro kisérleteket.

A fenti eredményekbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a Spartan stabilitdsa er6sen fugg a DNS
jelenlététél. Ennek megerdésitésére az el6z6leg DNaz kezelésen atesett, DNS hidnyaban
stabil fehérjékhez egyesszalid DNS-t adtunk, majd poliakrilamid gélelektroforézis
segitségével méretik szerint elvalasztottuk a fehérjéket. A kisérlet eredménye azt
mutatta, hogy a vad tipusu, GST-taggel ellatott Spartan ugyanugy, mint a Flag-Spartan
(sem a GST sem a FLAG nem befolyasolja a Spartan viselkedését) DNS mentes
koérnyezetben nem mutat proteaz aktivitast, de ha a reakciéhoz hosszu egyesszali DNS-
t adtunk, a fehérje teljesen lebomlott. A parhuzamosan vizsgalt Spartan(4A) mutéans a
vad tipust Spartan fehérjénél DNS jelenlétében is gyengébb protedz aktivitassal

rendelkezett (8 .abra).
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7. abra: A tisztitott fehérje preparatumok tisztasagat bemutaté SDS-PAGE gél
elektroforézis Coomassie brillantkékkel megjelenitve
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8. &bra: A Spartan DNS fiigg6 proteaz aktivitasanak kinetikaja. 2 6ran keresztil 37 °C-on
torténd inkubalast kovetéen DNS jelenlétében és hidanyaban (®X174 ssDNS) a GST-FLAG-
Spartan, FLAG-Spartan és FLAG-Spartan(4A) tisztitott fehérjék proteédz aktivitdsat bemutato
Coomassie brillantkékkel megjelenitett SDS-PAGE elektroforézis.
*Egy ismeretlen, Spartannal egyutt tisztul6 fehérje

Kbévetkezd |épésként DNS jelenlétében megvizsgéltuk a két fehérje aktivitasanak

sebességét. A fehérjék proteaz aktivitasanak kinetikajat, 0, 0,4, 1, 3, és 12 éra elteltével
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mértik. Eredményeink azt mutatjak, hogy amig a vad tipusu Spartan 1 éra elteltével 77%-
os aktivitdst mutatott, addig a Spartan(4A) esetében csak 43%-0s aktivitdst mértiink
(9. 4bra).

A két fehérje aktivitasat DNS jelenlétében 6sszehasonlitva azt kaptuk, hogy a vad tipusu
fehérje sokkal erételjesebb aktivitassal rendelkezik, mint a DNS-k6t6 régidban mutéciot
hordozé Spartan(4A) (9. abra). In vitro biokémiai kisérleteink eredményei alapjan
kijelenthetjuk, hogy a Spartan rendelkezik egy DNS-figgd proteaz aktivitassal, és ezaltal
képes enzimatikusan emészteni 6nmagat.

Megvizsgaltuk a Spartan képes-e mas fehérjék DNS-fiiggé enzimatikus emeésztésére is,
vagy csak Onmagat képes proteolitikusan emészteni. A kérdés megvalaszolasara
biokémiai eszktzokkel, DNS jelenlétében és hianyaban egyarant vizsgaltunk Spartannal

interakciéba |ép6 tobb fehérjét is.

Spartan Spartan(4A)

1d6 (h) 0041312 0041 3 12

100 = E——— ——— *—-GST-FLAG-Spartan

9. abra: A Spartan (2-6. minta) és a Spartan(4A) (7-11. minta) fehérjék proteaz
aktivitdsanak idébeli kinetikaja ®X174 egyesszall DNS jelenlétében. A tisztitott fehérjéket
®X174 egyesszalu DNS jelenlétében és hianyaban kilénb6z6 ideig inkubaltuk, majd Western

Blot analizist végeztliink. A fehérjék aktivitdsat Imager J segitségével hataroztuk meg. A szamok
a Spartan aktivitasat jelentik szazalékban kifejezve.
*Egy ismeretlen Spartannal egyiitt tisztul6 fehérje
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10. abra: Spartan DNS-fiiggdé médon emészti a DNS koto fehérjéket. Fanl, HLTF, Rad5,
BSA, PCNA, ubikvitin-PCNA, és RFC tisztitott fehérjéket inkubaltunk 2 éraig 37 °C-fokon
Spartan és ®X174 egyesszalu DNS jelenlétében és hidnyaban. A kontroll reakcié az also keét
panel utolso, 4. oszlopaban lathatd, a reakcid elegy a reakcié minden dsszetevéjét tartalmazza,
és elkészitése utan azonnal forralva volt. *Egy ismeretlen Spartannal kapcsoltan tisztul6 fehérje

A kisérlet eredményét a 10. abra foglalja 6ssze, amelyen lathatd, a Spartan nem csak
onmaga DNS-fliggd proteolitikus emésztésére képes, hanem szamos mas DNS-ko6tdé
fehérjét is emészt, mint példaul a Fanl, HLTF és yRad5 mig a BSA, PCNA és RFC
fehérjéket nem hasitotta. Ugyanakkor a kisérletbél az is kiderll, hogy a DNS-hez nagy
affinitassal kot6dé fehérjék, mint példaul az RPA és RFC koncentraciéfliggé modon
gatoljak az Spartan aktivitasat.

In vitro eszkdzokkel azt is megvizsgaltuk, hogy a Spartan milyen tipust DNS struktdrat
kot nagyobb affinitassal. A kisérlet eredményeit a 11. 4bra foglalja 6ssze, amelyen
lathatd, hogy kilénbdzd tipusu DNS jelenléte kilonbdzé hatassal van a fehérje proteaz
aktivitasara. A legnagyobb hatast a ®X174 egyesszali DNS valtotta ki, ugyanakkor
hasonlo effektiv hatast mutatott az egyesszalu 75 bazispar hosszusagu oligonukleotid
szakasz, mig a kettésszalu, illetve bevagott plazmid DNS, és a 75/45 bazispar

hosszUsagu parcialis heteroduplex alig valtott ki hatast.
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Ezen eredményeket 6sszefoglalva valoszinUsithetd egy olyan modell, ahol a Spartan az
elakadt replikacios villa soran kialakulé egyesszali DNS-t koti, majd a proteaz aktivitdsa

réven képes eltavolitani néhany DNS-hez kotott fehérjét.

ds nikkelt plazmid
ds plazmid
ss 75-mer
75/45-mer

—=Fan1

— —= Spartan
- e e el e . L%

1 234 5686
Aktivitas(%) 0 96 52 49 73 38

11. 4bra: A Spartan kiilonb6zd DNS strukturak altal kivaltott aktivitasa. Tisztitott Spartan
és Fanl fehérje keverékét inkubdltuk 2 6ran &t 37 °C-on kulénb6zd struktaraju DNS (©X174
egyesszali DNS, bevagott plazmid DNS, plazmid DNS, 75 bazispar hosszusagu oligonukleotid,
75145 bazispar hosszUsagu partcialis heteroduplex oligonukleotid, 100 ng/ul koncentraciéban)
jelenlétében vagy hianyaban. A hasitds mértéke szazalékban a Fanl és Spartan DNS nélkdli
mintaban mért aranyahoz viszonyitva van kifejezve.

*Egy ismeretlen Spartannal egyditt tisztul6 fehérje

5.2 A Spartan fehérjének szerepe van a DNS-fehérje Kkeresztkotések
eltavolitadsaban

Biokémiai kisérletekkel sikerilt kimutatnunk, hogy a Spartan rendelkezik egy DNS-fliggé
proteaz aktivitassal, €s nem csak dnmagat, hanem mas DNS-koté fehérjéket is képes
emeészteni. Tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy a Spartan Gjonnan felfedezett
aktivitasa, milyen hatassal van a DPC-k eltavolitasara.

A Spartan DPC eltavolitasaban beto6ltott esetleges szerepének kimutatasara in vivo SDS-
KCI fehérjeprecipitacios technikat hasznaltunk, melynek lényege a genomi DNS
elvalasztdsa, szabad DNS, illetve DNS-fehérje keresztkotéseket tartalmazo frakciokra. A
DNS-fehérje keresztkdtések létrehozasara 2 6ras formaldehid kezelést alkalmaztunk,
majd a sejteket keresztkot6 agens eltavolitasa utan 3, illetve 6 orat szérummal
kiegészitett DMEM tapoldatban novesztettik. Ezt kdvetben hataroztuk meg a sejtek DPC
tartalmat, amely a formaldehid kezelés kovetkezmeényeként a kezeletlen mintakhoz

hasonlitva jelentés novekedést mutatott.

38



90
80
70
60
50
40
30
20
10

0
kezeletlen 0O 3 6

FA kezelés utan eltelt id6 (h)

m shCTRL
® ShSPARTAN

DNS-fehérje keresztkotések (%)

12. abra: A Spartan in vivo szerepe a DNS-fehérje keresztkdtések eltavolitasadban. A
felhalmoz6dd DNS-fehérje keresztkotések mennyiségét 2 Gra 500 uM formaldehid (FA) kezelés
utan 0, 3, és 6 6raval SDS/KCI precipitaciés modszerrel Spartan stabilan csendesitett
(shSPARTAN) és kontroll (shCTRL) sejtvonalakban vizsgaltuk. A kildnb6zé DNS frakciokat
Image J szoftver segitségével mértik, majd a DNS-fehérje keresztkdtések mennyiségét a teljes
DNS frakci6, szazalékaként fejeztik ki. Harom fliggetlen kisérlet eredményét abrazoltuk.
Hibasavok a + standard hibat jelolik

Valamint a kezelés utdn 3, illetve 6 éra elteltével a Spartan stabilan csendesitett
sejtvonalakban jelentés DPC felhalmozddas figyelheté meg a kontroll, illetve a Spartant
expresszalé mintakhoz viszonyitva (12. abra). Ezen eredmények alapjan, kimondhaté,

hogy a Spartan in vivo szerepet jatszik a DNS—fehérje keresztkotések eltavolitasaban.

5.3 DNS-fehérje keresztkdtések kimutatdséra alkalmas BrdU comet technika
jellemzése

Az 5.1 és 5.2 fejezetekben ismertettet kisérleti elrendezések eredményeibdl lattuk, hogy
a Spartan a wssl-hez hasonldéan rendelkezik egy DNS-fligg6 proteaz aktivitassal, és a
Spartan hianyaban, formaldehid kezelést kdvetéen, a sejtekben lévé DNS—fehérje
keresztkotések mennyisége megnodvekedett a kontrollhoz képest. Ugyanakkor tobb
kutatocsoport eredményei is bizonyitottak, hogy UV kezelést kdvetéen a Spartan fontos
szerepet jatszik az elakadt replikacios villdk menekitésében, és ezdaltal a genom
integritasanak megd6rzésében 7780, Ezen eredmények alapjan valdszinUsitettik, hogy a
Spartan fontos szerepet tblthet be a DNS—fehérje keresztkotéseket tartalmazé DNS

szakaszok replikacidjaban.
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Hipotézisink in vivo vizsgalatahoz, szukségunk volt egy olyan modszere, amellyel
eltudjuk kuloniteni és lathatéva tudjuk tenni az S fazisban Iévé sejteket, és ezekben az S
fazisban lévé sejtekben tudjuk mérni a DNS-fehérje keresztkttések mennyiségét. Célunk
elérésének érdekében a BrdU comet modszert, amely a BrdU jelolés miatt S fazis
specifikus, Proteinaz K kezeléssel egészitettik ki, igy lehetévé valt a DNS-fehérje
keresztkdtések mennyiségének kimutatdsa S fazisban.

A comet modszer egy olyan, széleskdrben hasznalt egysejt elektroforézis, ami lehetévé
teszi a DNS-torések, a DNS-fehérje keresztkotések és a DNS-DNS keresztkdtések
kimutatasat és mennyiségi meghatarozasat. Comet technika eltéré valtozatai, kilénb6z6
DNS-torések és -keresztkdtések meghatarozasara és mérésére alkalmasak.

Példaul az alkalikus comet modszer alkalmazasaval kimutathatdéak, mind az egyesszalu
és kettdsszalid DNS-torések, mind pedig az alkali labilis helyek (ALS). Neutrélis
koralmények kozott a kettésszali DNS-térések mennyiségének mérésére alkalmas a
technika. A mddszer sorén a tapoldathoz rovid ideig BrdU timinanaldgot adva, a timin
helyett a sejtek a BrdU-t épitik be a genomba és ennek kdszdnhetbéen lehetévé valik az
Ujonnan szintetizalt DNS szal elkllonitése, azaz az S fazisban torténé DNS szintézis®.
Standard alkalikus kortlmények kozott, gélelektroforézist kdvetéen a keresztkotések, az
intakt DNS-hez hasonl6an alacsony mobilitast mutatnak. Ez a kisérleti elrendezés nem
teszilehetdvé a DNS-DNS és a DNS-fehérje keresztkotések megkilonbodztetését, hanem
a két tipusu keresztkotés egyuttes kimutatasara alkalmas.

A csoportunk altal kidolgozott és publikalt 8 bromodeoxyuridin (BrdU) comet médszert,
Proteindz K emésztéssel egészitettiik ki, igy névelve a mddszer specificitasat a DNS-
fehérje keresztkotések iranyaba. Mivel az irodalomban nem ismert olyan DNS-karositd
agens, ami csak kizarélag DNS-fehérje keresztkotéseket indukal, hanem ezek az
agensek a DNS-fehérje keresztkdtések mellett még mas DNS-karosodasokat is
létrehoznak, ezért formaldehid-kezelés utdn egyszeri BrdU comet modszer
alkalmazasaval nem lehet elklloniteni a DNS-fehérje keresztkdtések okozta hatast a
tobbi karosodastdl. Erre a problémara jelentett megoldast a Proteinaz K, amely
enzimatikus utdn eltavolitja a keresztkotott fehérjét a DNS-rél. A Proteinaz K-t el6zdleg
az irodalomban mar hasznaltdk formaldehid-indukalt keresztkdotések mennyiségi

meghatarozasara °0-92,
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13.abra: Proteindz K kezeléssel kiegészitett BrdU comet technika sematikus 4brazolasa.
2 ora formaldehid kezelést megel6zéen, 20 percig BrdU-val jel6ltik az exponencidlis
novekedési fazisban lévé HEK 293 sejteket. Ezt kbvetben a sejteket sszegylijtottik, majd H20-
hasznalataval DNS szaltéréseket indukaltunk. Az elektroforézis és immunfestés elétt a
parhuzamos mintakat kettévalasztottuk, az egyik mintat Proteindz K-t tartalmazo lizis pufferbe,
a masikat Proteindz K mentes lizis oldatban kezeltiik. Ezt kovette az egy sejt elektroférézis
majd az immunfestés.

Tehét BrdU jel6lést hasznéltunk az Ujonnan szintetizalt DNS szakaszok elkilénitéséhez.
A formaldehid indukalt DNS—fehérje keresztkdtések mennyiségét az elektroforézis ideje
alatt kisebb mobilitassal rendelkezd, ugynevezett csova DNS méretének valtozasa
mutatja. A keresztkotott és a nem karositott intakt DNS megkulonboztetésére H20:2
kezelést alkalmaztunk, amely egyesszali DNS toréseket indukal, és ez &ltal a nem
keresztkotott szabad DNS az elektroforézis sordn nagyobb mobilitast mutat, igy jobban
elkilondl a keresztkotott DNS-t6.

Hogy a comet moddszer specificitasat és érzékenységét noveljuk a DNS-fehérje
keresztkotések irdnyaba, és elkllonitsiik a DNS-fehérje keresztkttéseket és a DNS-DNS
keresztkotéseket, a formaldehiddel és H202-vel kezelt mintadkat két részre osztottuk: az
egyik lemezt Proteinaz K-t tartalmazd, a masik lemezt Proteinaz K-t nem tartalmazo lizis
pufferbe helyeztik. A lizis pufferben |évd Proteinaz K eltavolitia a DNS-hez keresztkotott
fehérjéket. Miutan a Proteinaz K peptidaz aktivitasanak készonhetéen a keresztkotott
fehérjék eltavolitasra kerlltek, a fehérjementessé valt DNS szakasz, nagyobb
mobilitassal rendelkezik gélelektroforézis soran. igy lehetévé valik a DNS-fehérje
keresztkotések elkulonitéese a DNS-DNS keresztkotésektél. Tehat a Proteindz K-val
kezelt vagy kezeletlen, de formaldehiddel és H202-vel egyarant kezelt mintak kozotti
kulonbség mutatja a DNS-fehérje keresztkotések mennyiségét. Azaz, egy adott mintaban

lévé DNS—fehérje keresztkdtések mennyiségét ugy kapjuk meg, hogy a Proteindz K-val
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kezelt (Prot K+) mintak comet csGva szazalékos DNS tartalma és a Proteinaz K-val nem
kezelt (Prot K-) mintdk comet cséva szazalékos DNS tartalma kozotti kilonbség
kiszamoljuk.

A modszer lépéseit részletesen a 13. abra foglalja 6ssze. Roviden, az S fazisban lévé
sejtek elkulonitése érdekében BrdU-jeldlést végeztink, majd formaldehid kezeléssel
DNS-fehérje keresztkotéseket hoztunk Iétre. Mivel mind a keresztkotott, mind pedig az
intakt DNS alacsony mobilitasi értéket mutat és ennek kbévetkeztében nem kilénithetdk
el. H202 kezelést alkalmaztunk, amely egyesszalu DNS torések létrehozasaval noveli a
DNS mobilizaciojat, és ezéltal lehetévé teszi az intakt és a keresztkotott DNS
megkllonboztetését. A kezelés utan a sejteket alacsony olvadaspontl agarézba
agyaztuk majd azonnal lizaltuk, hogy megakadalyozzunk a H20: é&ltal okozott DNS

karosodasok kijavitasat.
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14. abra: Kiilonb6z6 formaldehid koncentraciokkal végzett, Proteinaz K kezeléssel
kiegészitett BrdU comet kisérlet eredményének bemutatasa. A kontroll sejtvonalat bemutato
képeken (shCTRL) 2 h formaldehid kezelés utan, megfigyelhetd a Proteinaz K-val kezelt
(Prot K+) mintak esetében a cséva DNS mennyisége sokkal nagyobb, mint a Proteinaz K-val
nem kezelt mintdké (Prot K-), ugyan is a Proteinaz K peptidaz aktivitdsa révén eltavolitodnak a
DNS-hez keresztkotott fehérjék, és az igy szabadda valt DNS szakaszok nagyobb mobilitassal
rendelkeznek elektroforézis soran.

Az altalunk médositott médszer hatékonysagat, érzékenységét és specificitasat ndvekvd
formaldehid koncentracié alkalmazasaval vizsgaltuk. A 14. abran megfigyelhetd, hogy a
kontroll HEK293 sejtvonal a ndvekvd formaldehid koncentracidénak megfeleléen a
Proteniaz K-val nem kezelt mintak esetében cstkken a cséva DNS mennyisége. 250 uM

formaldehid kezelést kovetben Komet szoftvert hasznalva 25% cséva DNS-t mértink,
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375 uM formaldehid-kezelés utan mar 20% alatt van a cséva DNS mennyisége. Tehat, a
novekv formaldehid koncentracioval a comet csova DNS mennyisége csokken.
Tovabba a mddszer érzékenységét bizonyitja az is, hogy a DNS-fehérje keresztkdtések
mennyiségét mutaté Proteindz K-val kezelt (Prot K+) mintdk comet csova szazalékos
DNS tartalma és a Proteinaz K-val nem kezelt (Prot K-) mintdk comet cséva szazalékos
DNS tartalma kozotti kulonbség jol korrelal a novekvd alkalmazott formaldehid
koncentracioval (15. abra) A kontroll sejtvonalon végzett és a 14-15. abrakon bemutatott
kisérletek eredményei azt bizonyitjak, hogy a BrdU comet moddszer Proteindaz K
kezeléssel kiegészitve alkalmas a replikacio soran jelenlévé DNS-fehérje keresztkotések
tartalmanak kimutatasara €s mennyiségi mérésére.

Kovetkez6 Iépésként, DPC specifikus BrdU comet technika és stabilan Spartan specifikus
shRNS-t expresszaldé HEK293 Spartan csendesitett sejtvonalat hasznalva,
megvizsgaltuk a human Spartan replikaldéd6 DNS szakaszokon lévé DNS-fehérje
keresztkotések eltavolitasaban betoltott szerepét.

A kontroll sejtvonalhoz hasonldéan, a Spartan csendesitett sejtvonalban is a ndvekvd
formaldehid koncentracié csdkkendé comet cséva DNS mennyiséget okoz (16. abra).
Tovabba, ugyanazon formaldehid koncentracid6 a Spartan csendesitett sejtvonal
esetében kisebb cs6va DNS mennyiséget mutat, mint a kontroll minta esetében. Spartan
hianyaban 250 uM formaldehid kezelést kdvetéen 20%-0s csoéva DNS mennyiséget
kapunk, mig hasonlé formaldehid koncentracional a kontroll sejtvonal esetében 25% volt,
375 uM alkalmazott formaldehid koncentracionél Spartan csendesités esetén 15% cséva
DNS mennyiséget mértink, mig a kontrol sejtvonal esetében ez az értek 20% volt.
(17. 4bra).
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15. dbra: A 14. abran bemutatott comet kisérlet eredménye grafikusan abrazolva. A
grafikonon harom flggetlen kisérlet eredménye lathatd, a hibasavok a + standard hibat
jelolik. Statisztikai analiziseket Student t-probaval végeztik, illetve a statisztikailag
szignifikans kilonbséget *** jeldltik. (P<0,001)
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16.4bra: Kiilonb6z6 formaldehid koncentracidkkal elvégzett Proteinaz K kezeléssel
kiegészittet BrdU comet kisérlet. Spartan stabilan shRNS-t expresszal6 sejtvonalon
(shSpartan) 2 éra formaldehid-kezelés utan végzett comet kisérlet. A képeken lathatd a
Proteinaz K kezeletlen (Prot K-) mintak esetében a ndvekvd formaldehid koncentracio altal
okozott csdkkend csdéva DNS mennyiség, valamint az a mintakon alkalmazott Proteinaz K
kezelés hatasara megnovekedett csbva DNS mérete
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17. dbra: Stabilan Spartan shRNS-t expresszald sejtvonalon végzett és a 16. abran
bemutatott Proteindz K kezeléssel kiegészitett BrdU comet kisérlet kvantitativ
eredménye. A grafikonon harom fliggetlen kisérlet eredménye lathatd, a hibasavok a +
standard hibat jeldlik. Statisztikai analiziseket Student t-probaval végeztik, valamint a
statisztikailag szignifikans kilonbséget *** jeldltik. (P<0,001)

A stabilan csendesitett kontroll és stabilan csendesitett Spartan sejtvonal kdz6tt, sokkal
szembet(in6bb a kildnbség a Proteinaz K-val kezelt mintadk esetében. A jobb atlathatésag
érdekében kiszamoltam a Proteindz K-val kezelt és kezeletlen mintak cséva DNS
mennyiségének kulonbségét, amit a tovdbbiakban Acséva DNS-nek nevezek és
szazalékban fejezek ki. Ez az érték mutatja a DNS-fehérje keresztkotések mennyiségét
az egyes mintakra vonatkoztatva.

A 18. abran megfigyelhetd, hogy az alkalmazott 250 uM és 750 uM kozo6tti formaldehid
koncentraciok minden esetben a kontroll sejtvonalhoz képest szignifikAnsan magasabb
Acsova DNS mennyiségeket eredményeztek a Spartan stabilan csendesitett
sejtvonalban. 250 uM formaldehid alkalmazasa utan a Acséva DNS mennyisége
duplazédik Spartan hianyaban, ez a kilénbség még szembetiinébb lesz 375 uM és
500 pM formaldehid esetében. Ez azzal magyarazhato, hogy Spartan hianyaban a DPC-k

felhalmozd6dnak mivel eltavolitdsuk kevésbé hatékonyan torténik.
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18. dbra: Stabilan Spartan vagy kontroll shRNS-t expresszal6 sejtvonalon végzett
Proteinaz K kezeléssel kiegészitett BrdU comet kisérlet kvantitativ eredményeibél
szamolt és szazalékban kifejezett Acsova DNS mennyiségek. A hibasavok a + standard
hibat jelolik, melyek oszloponként legkevesebb 300 kilonb6zé mérési adatbdl lettek szamolva.
Statisztikai analiziseket Student t-probaval végeztiik, valamint a statisztikailag szignifikans
kildnbséget *** jeldltik. (P<0,001), NS-nem szignifikans. A grafikonon a 15-17. 4bran lathaté
kisérletek eredményét dsszesitettik.

5.4 A vad tipusu Spartan jelenlétében Spartan stabilan csendesitett HEK293
sejtvonalakban felhalmoz6dé DNS-fehérje keresztk6tések mennyiségi valtozasa
Annak igazolasara, hogy a Spartan csendesitett HEK293 sejtvonalban kimutatott, kontroll
sejtvonalhoz viszonyitott DPC akkumulécio, valéban a Spartan fehérje hidnyanak
tulajdonithatd, és nem mas, Spartantdl fuggetlen hatasnak, Proteinaz K kezeléssel
kiegészitett BrdU Comet kisérletet végeztink. A kisérletet két fliggetlen Spartan shRNS-t
stabilan expresszald6 HEK293 kl6non is elvégeztuk (shSpartan#7, shSpartan#12). A
sejtvonalakban N-terminalisan FLAG-taggel ellatott vad tipust Spartant expresszaltunk
majd 2 éras formaldehid kezelést kdvetéen 100 uM H202-t alkalmaztunk, illetve 0 és 3 ora
elteltével is vizsgaltuk a DNS-fehérje keresztkotések mennyiségének valtozasat az
emlitett sejtvonalakban.

Kisérleteink azt mutatjak, hogy a Spartan fehérje jelenléte megsziintette a DNS-fehérje
keresztkotéseket felhalmozédasat mindkét Spartan csendesitett sejtvonalban, tehat az
el6z6ekben kimutatott elvaltozasok a Spartan hianyanak tulajdonithatok. Tovabba azt is
megfigyeltiik, hogy a kontrollhoz viszonyitva az ektopikusan expresszalt Spartan tovabb
csokkenti a DNS-fehérje keresztkdtések szamat, (Acséva DNS mennyisége csokken)
ami azzal magyarazhatdé, hogy keresztkotések eltavolitasdnak hatékonysaga

valoszinlileg 6sszefiigg a jelenlévd fehérje mennyiségével (19. abra).
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19. 4bra: shSPARTAN-t stabilan expresszalé HEK 293 sejtekben végzett comet kisérlet.
shSPARTAN-t stabilan expresszalé HEK 293 sejteket transzfektaltunk csendesitésre rezisztens
Spartan fehérje konstruktokkal, majd comet kisérletet végeztiink. A Spartan-hianyos sejtekben
az ektopikusan termelt csendesitésre rezisztens Spartan fehérje megsziintette a DNS-fehérje
keresztkotések eltavolitasaban jelentkezd hibakat. A hibasavok a * standard hibat jeldlik,
melyek harom fliggetlen kisérlet eredményeibdl szamoltunk, kisérleteként 100 mérési adatbal.
Statisztikai analiziseket Student t-prébaval végeztik, valamint a statisztikailag szignifikans
kulénbséget *** jel6ltik (P<0,001), * nem szignifikans.

5,5 Az UBZ és PIP doméneknek szerepe van a DNS-fehérje keresztkotések
eltavolitdséban

A Spartan ubikvitin (UBZ) illetve PCNA-ké6té (PIP) doménjének DPC eltavolitdsdban
betdltott szerepének vizsgalatdhoz shRNS rezisztens PIP, UBZ és PIP/UBZ mutans
Spartan fehérjét expresszaltunk a HEK293 Spartan stabilan csendesitett sejtvonalban,
majd Proteindz K kezeléssel kiegészittet BrdU comet technikat alkalmaztunk a kdvetkezd
maédon: a két oraig tartd 500 pM-os formaldehid kezelést kdvetben, O illetve 3 és 6 éraval
késObb mintat vettink.

A 20. abran bemutatott eredmények elemzése soran kiderult, hogy a vad tipusu Spartan
expresszalasa a Spartan stabilan csendesitett sejtvonalban csokkenti a Spartan
hianyaban jelentkez6 DNS-fehérje keresztkdotések mennyiségének nodvekedését.
Tovabba a 20. abran az is medgfigyelhet6, hogy sem 3, sem 6 6raval a formaldehid
kezelés utan a Spartan stabilan csendesitett sejtvonalban valamennyi fenn emlitett (PIP,

UBZ, PIP/UBZ) doménben mutéciét hordozé huméan Spartan expresszaldsa nem volt
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képes komplementalni a Spartan hianyaban bekdvetkez6 DPC felhalmozodéast. Ezen
eredmények azt mutatjdk, hogy a replikdcié sordn a Spartan UBZ és PIP doménjei
szerepet jatszanak a DNS—fehérje keresztkotések eltavolitasaban.

B Kezeletlen

mFA + 0Oh % % %
W FA + 3h ' e 3 '
* K X
35 1 f *J(_\E J % % % % % %
— — ~—
30' *'i'*
* ¥ ¥
St 25 -
Z 20 -
* % ¥
(;515- * % ¥ I
O ~—
2 10 -
<
5_
0_
X QO A P P
& S &8 o o
S Wb K8 v@ & BN
K\ 694 chbe éer,} %Q@, %QQ\
N N P SR e
R

20. &bra: A Spartan UBZ és PIP doménje szerepet jatszik a DNS—fehérje keresztkttések
eltavolitasaban. Stabilan kontroll vagy Spartan shRNS-t expresszal6 sejteket transzfektaltunk
shRNS rezisztens: FLAG-ires (vektor), FLAG-Spartan(PIP), FLAG-Spartan(UBZ), FLAG-
Spartan(PIP/UBZ), FLAG-Spartan(WT) plazmidokkal. A sejteket 2 6ra 500 uM formaldehiddel
kezeltlik, majd 0 és 3 draval a kezelés utan mintat vettiink és Proteinaz K kezeléssel
kiegészitett BrdU comet médszert alkalmaztunk. Statisztikai analiziseket Student t-prébaval
végeztik, valamint a statisztikailag szignifikans kilonbséget *** jeloltiik. (P<0,001), NS-nem
szignifikans.

5.6 SprT és a DNS koté domének szilkségesek a DNS—fehérje keresztkotések

eltavolitdsahoz

A PIP és UBZ doménekkel végzett kisérletek utan megvizsgaltuk, az SprT metalloproteaz
€s a DNS-koté domeének funkcidjanak hianya milyen hatassal van a DNS-fehérje
keresztkotések eltavolitasara.

Az SprT metalloproteaz és a DNS-ko6t6 domének szerepét a DNS-fehérje keresztkotések
eltavolitasaban elészor formaldehid kezelést kdvetéen tulélési kisérletben vizsgéltuk.

Spartan stabilan csendesitett HEK293 sejtvonalban expresszaltunk N-terminalisan

48



FLAG-taggel ellatott shRNS rezisztens SprT metalloprotedz mutaciot hordozo
Spartan(HEAA), DNS-kété doménben mutéciét hordozé Spartan(4A) és Spartan vad
tipusi  Spartan(WT) fehérjéket. Formaldehid-kezelés utan 48 6ra elteltével

0sszehasonlitottuk a kilénbdzé mintak formaldehidre mutatott érzékenységét.
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21. 4bra: A kisérletben hasznalt Spartan(HEAA), Spartan(4A) és Spartan(WT) fehérjék
mennyiségét bemutatd anti-FLAG és anti-PCNA ellenanyaggal elvégzett Western Blot
analizis

Annak ellenére, hogy a harom kiilénb6z6 fehérje mennyisége azonos volt (21. abra), csak
a vad tipusu fehérje jelenléte menekitette a Spartan hianyaban bekdvetkezé
formaldehiddel szembeni megnévekedett érzékenységet; sem a Spartan (HEAA) sem a
Spartan(4A) expresszalasa nem csokkentette a sejtek formaldehidre mutatott
érzékenységét (22. abra).

A metalloproteaz és DNS-koét6 domeének szerepét tovabb vizsgaltuk Proteindz K
kezeléssel kiegészitett S fazis és DNS—fehérje keresztkotésekre specifikus BrdU Comet
mobdszerrel. A kisérlethez 500 pM  formaldehiddel indukaltunk DNS-fehérje
keresztkotéseket. A 23. 4bran lathato, a Proteinaz K-val nem kezelt mintdk esetében a
formaldehid altal okozott comet cséva DNS mennyiségének hianya, illetve a Proteinaz K-
val emésztett és formaldehiddel kezelt mintak esetében a csva DNS ndvekedése (DNS-
rél a keresztkotott fehérje frakcio eltvolitasra kertll a Proteinaz K hatasara és ezaltal

eletkroforézis alatt a DNS mobilitasa megnd).
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22. abra: HEK293 Sejtek érzékenysége formaldehid kezelést kovetéen. Stabilan kontroll
vagy Spartan shRNS-t expresszalé sejteket transzfektaltunk shRNS rezisztens: vektor (FLAG-
Ures), FLAG-Spartan(HEAA), FLAG-Spartan(4A), FLAG-Spartan(WT), plazmidokkal. A sejteket

2 6ra 500 yM formaldehiddel kezeltik, majd 2 nappal a kezelést kdvetéen elvégeztik a
resazurin alapu sejt tulélési kisérletet. Az érzékenységet szazalékban a megfeleld kezeletlen
shRNS-t expresszald sejtvonalhoz viszonyitva fejeztilk ki. A hiba savok az + atlagtél valé
eltérést (standard error of the mean) mutatjak, és 3 fliggetlen kisérlet eredményeibdl szamoltuk.

A Spartan-hianyos sejtekben a csendesitésre rezisztens Spartan fehérje expresszalasa
csokkentette DNS-fehérje keresztkotések mennyiségét a kontroll plazmiddal transzfektalt
mintdkhoz viszonyitva. (A Spartan jelenléte ndvelte a comet fejirészének DNS tartalmat,
€s csOkkentette a csdva Proteinaz K kezelés utani mennyiségét, 23. abra masodik és
0todik oszlopa). Sem a Spartan(HEAA) sem pedig a Spartan(4A) jelenléte nem volt képes
csokkenteni a Spartan hianydban felhalmoz6ddé DNS-fehérje keresztkotések
mennyiségét, azaz a comet fejirészének DNS tartalma nem ndvekedett és a comet cséva
Proteindz K kezelés utani mennyisége nem cstkkent a Spartan(HEAA) és a Spartan(4A)

expresszalasaval.
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23. abra: A DNS-fehérje keresztkdtések eltavolitasaban fontos szerepe van a Spartan
DNS-koto, illetve SprT doménjanak. A stabilan kontroll vagy Spartan shRNS-t expresszalé
sejteket transzfektaltunk shRNS rezisztens: vektor (FLAG-Ures), FLAG-Spartan(HEAA), FLAG-
Spartan(4A), FLAG-Spartan(WT) plazmidokkal. A sejteket 2 éran at 500 uM formaldehiddel
kezeltlik, majd Proteinaz K kezeléssel kiegészitett BrdU comet technikat alkalmaztunk. A
képeken a comet modszer eredményeit mutatjuk be.

A BrdU comet technikaval kapott eredmények ugyanazt a mintdzatot mutatjak mint, amit
a tulélési kisérletek esetében is latunk, hogy sem a Spartan(HEAA) sem a Spartan(4A)
expresszalasa nem allitia helyre a formaldehid-kezelés altal kivaltott és Spartan

hianyaban felhalmozodott DNS-fehérje keresztkotések mennyiségeét.
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24. abra: A 23. abran bemutatott Comet kisérlet kvantitativ eredménye, illetve a
kisérletben hasznélt fehérjék mennyiségét bemutat6 anti-FLAG ellenanyaggal elvégzett
Western Blot analizis. A hibasavok az + atlagtél valé eltérést (standard error of the mean)
mutatjak, és 3 fliggetlen kisérlet eredményeibél szamoltuk. Statisztikai analiziseket Student t-
probaval végeztik, valamint a statisztikailag szignifikans kilonbséget *** jeldltik. (P<0,001),
* nem szignifikans.

A kvantitativ adatok is azt mutatjak, hogy a stabilan csendesittet Spartan sejtvonalban
sem a Spartan(4A), sem pedig a Spartan(HEAA) jelenléte nem képes lecsdkkenteni a
felhalmozodott DNS-fehérje keresztkotések mennyiségét. A Spartan(4A) és a
Spartan(HEAA) is a Spartan hianyahoz hasonlé nagy mennyiségii DNS-fehérje
keresztkotést mutatott. Amint azt a 24. dbran bemutatott Western Blot mutatja, a kisérlet
sordn a fehérjegk mennyisége kozel azonos volt. A fenti eredmények alapjan
kijelenthetjik, hogy a Spartan DNS-fehérje keresztkotések eltavolitasaban betdltott

szerepében, az Sprt metalloproteaz és a DNS-koté domének kiemelten fontosak.

5.7 A Spartannak szerepe van az azonnali DNS-fehérje keresztkdtések
hibajavitasaban

A replikacios stressz egyik legjellemzdbb kovetkezménye a replikacio sebességének
abnormalis lelassulasa, amely a replikacios villa elakadasahoz vezethet. A DNS-fehérje
keresztkotések méretiik miatt, nem csak a replikativ polimerazoknak jelentenek akadalyt,
hanem az 6ket helyettesitd, sokkal flexibilisebb aktiv centrummal rendelkez6 transzlézids
polimerazoknak is. A Spartan funkciojat a DNS-fehérje keresztkdtések hibajavitasaban
mar megvizsgaltuk, a kdvetkez6kben arra voltunk kivancsiak, hogy a Spartanak van-e

szerepe a DNS-fehérje keresztkdtések azonnali eltavolitasaban?
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25. 4bra: A DNS fiber technika sematikus 4brazoldsa. A DNS fiber kisérlet soran
exponencialis ndvekedési fazisban levé HEK 293 sejteket jeldltiink 20 percig 37 °C fokon 20 uM
IdU-val, majd 40 percig kezeltiik 6ket 500 uM formaldehiddel és 200 uM BrdU tartalmu
szérummentes tapoldattal, vagy csak 200 uM BrdU tartalmi szérummentes tapoldattal. A DNS
fibereket immunfestést kdvetéen konfokalis mikroszkdp segitségével fotoztuk majd lemértik.

A kérdés megvalaszolasara DNS fiber technikat valasztottuk, amely lehetévé teszi, a
replikaci6 sebességének meérését nukleotidanaloggal (IdU, BrdU) jel6lt, Gjonnan
szintetizal6d6 DNS szal ndvekedésének kovetése altal. A replikacidé soran a sejtek a
tapoldatban jelenlévé Idu-t és BrdU-t épitik be timin helyett a DNS-be. Immunfestést
alkalmazva mikroszkép alatt, a DNS szalba beépitett Idu és BrdU molekulak lathatéva
tehet6k. Ezeknek az ujonnan szintetizalt Idu-t, BrdU-t tartalmazé DNS szakaszoknak a
kdvetésével lehetbve valik a replikacié sebességének mérése.

Elsé lépésként HEK293 sejteket jeldltink IdU-val (piros), majd kezeletlenul hagytuk
(kontroll), vagy formaldehiddel kezeltik, ezzel egyidében végeztik a masodik jelolést
BrdU-val (z6ld). Ezt kdvetden immunfestést végeztiink, majd mikroszkop segitségével
képeket készitettlink az Ujonnan replikalédétt DNS szakaszokrél, amelyeket az Olympus
szoftver segitségével egyenként kvantifikaltuk. A kisérleti elrendezést a 25. abra foglalja
0ssze.

A mikroszkopos képekbdl kivalasztottunk néhany képet (26. abra), amelyen jél lathat6 a
formaldehid-kezelés altal kivaltott replikacios stressz hatasa (vagyis BrdU-vel jelélt (zold

szinl) szakaszok hosszanak rovidulése).
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26. abra: Reprezentativ képek a DNS fiber kisérlet eredményeibdl. A képeken
megfigyelhetd a formaldehid kezelés altal kivaltott, zold szinli szakaszok rovidilése a kezeletlen
piros szinl szakaszokhoz viszonyitva.
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27. abra: Spartan hianyaban a formaldehid altal indukalt DNS-fehérje keresztkotések
erdteljesebben lassitjak a replikacids villak sebességét. A DNS fiber kisérlet eredményeit
eloszlasi gorbéken lathatjuk. Statisztikai analiziseket Student t-prébaval végeztik, (pa-2<0,001,
P-3<0,001, p2-4<0,001)

Az adatokbol jol lathatd, hogy a kontrollhoz viszonyitva a BrdU-val jelolt DNS szakaszok
révidebbek a Spartan csendesitett sejtvonal esetében (27. abra), tehat a Spartan fehérje

hianyaban a formaldehid altal kivaltott DNS-fehérje keresztkotések gatld hatdsa sokkal
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kifejezettebb. A masodlagosan BrdU-val jelolt DNS szakaszok hosszénak eloszlasét
abrdzol6 grafikont (27. 4bra) megtekintve lathatd, hogy a Spartan csendesités
formaldehid kezelés nélkll is lassitjia a replikacid sebességét. Spartan hianyaban
formaldehid-kezelést kdvetéen a BrdU-val jeldlt, Ujonnan szintetizalt DNS szakaszok

tovabb rovidilnek.

I
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28. abra: A 29. abran bemutatott DNS fiber kisérlethez tartozé IdU és BrdU jeldlés
sematikus abrazolasa. A DNS fiber kisérlet soran exponencialis ndvekedési fazisban levé
HEK 293 sejteket transzfektaltunk shRNS rezisztens plazmid konstruktokkal majd jel6ltiink

30 percig 37 °C fokon 20 uM IdU-val. Ez utan 60 percig kezeltiik ket 500 uM formaldehiddel és
200 uM BrdU tartalma szérummentes tapoldattal, vagy csak 200 uM BrdU tartalmu
szérummentes tapoldattal. A DNS fibereket immunfestést kdvetéen konfokalis mikroszkép
segitségével fotdztuk majd lemértik.

Formaldehid-kezelést kdvetéen az SprT domén a DNS-fehérje keresztkdtések azonnali
hibajavitasaban betoltdtt szerepének vizsgalatara stabilan kontroll vagy Spartan shRNS-
t expresszalo sejteket transzfektaltunk shRNS rezisztens: vektor (FLAG-Ures), FLAG-
Spartan(HEAA), FLAG-Spartan(WT) plazmidokkal. Ezt kévetéen 30 perc IdU-jel6lést,
majd 60 perc BrdU-jel6lést és formaldehid-kezelést végeztiink (28. abra). A vad tipusu
fehérjével ellentétben az SprT doménben mutaciot hordozo fehérje expresszalasa nem
javitotta a formaldehid okozta, Spartan hianyaban erételjesebben kifejez6dd replikaciora
gyakorolt gatléhatast. (29. abra)

Ezen eredmények megerésitik az altalunk felallitott modellt, amely szerint a Spartan
DNS-fligg6 proteaz aktivitasa réveén eltavolitja a replikaciés villa elakadasat okoz6 DNS-
fehérje keresztkttésekben lévé fehérje egy részét, azonban nem képes a teljes fehérje
eltavolitdsara, ezeért egy rovidebb peptidlanc marad a DNS-hez kapcsoltan. Ezt a
peptidlancot tartalmazé DNS szakaszt a késObbiekben a transzléziés polimerazok

képesek atirni.
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29. abra: Formaldehid altal kivaltott replikacios ledllast az SprT mutans Spartan nem
menekitette. A DNS fiber kisérlet soran exponencialis névekedési fazisban levé HEK 293
sejteket transzfektaltunk shRNS rezisztens plazmid konstruktokkal majd jel6ltiink 30 percig
37 °C fokon 20 uM IdU-val, és 60 percig kezeltik 6ket 500 uM formaldehiddel és 200 uM BrdU
tartalmu szérummentes tapoldattal, vagy csak 200 uM BrdU tartalmd szérummentes tapoldattal.
A grafikonon a méasodik szakasz (BrdU-val jel6lt) hosszat eloszlasi gérbéken abrazoltuk.
Statisztikai analiziseket Student t-prébaval végeztiik (p(-2<0,001, p-4<0,001,
P-2<0,001, pu-6<0,05 (nem szignifikans), ps-5<0,05 (nem szignifikans), pe-6<0,001,
P-8<0,001, pu-6<0,001)

5.8 A formaldehid-kezelésnek hatasa van a Spartan stabilan csendesitett
sejtvonalak sejtciklusara

Az irodalombdl ismert, hogy formaldehid-kezelés hatasara a sejtek felhalmozédnak G2/M
fazisban 92°3, tovabba a Spartan potencidlis homologja az éleszt6 wssl delécid
(knockdown), formaldehid-kezelést kdvetéen a sejtek G2 fazisban valé felhalmozédasat
eredményezte*s. Spartan hianyaban a nem megfeleléen miikodé DPC hibajavitas, illetve
a DNS-fehérje keresztkotéseket tartalmazé DNS szakaszok replikaciéjanak lelassulasa
hatassal lehet sejtek sejtcikluséara.

Annak vizsgalatahoz, hogy formaldehid kezelést kdvetéen a kontroll sejtvonalhoz képest
a Spartan hianya hatassal van-e a sejtciklus kildonb6z6 fazisaiban 1€vé sejtek eloszlasara,
sejtcitometrias vizsgalatokat végeztink. A kontroll és Spartan stabilan csendesitett

sejteket 500 uM formaldehiddel kezeltik 2 6rat, majd propidium-jodidos festést
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végeztink rajtuk. Gyenge G2/M felhalmozdédds a Spartan csendesitett sejtekben
formaldehid-kezelés hianyaban is megdfigyelhetd volt. Ez a felhalmozédas formaldehid-
kezelést kdvetben még szembetlinébb: 3 éraval a kezelést kdvetben késdi S/G2
felhalmozddas figyelheté meg.

A Spartan-csendesitett sejtvonalban feltiin6ek a tobb mint 2C (C is defined as the mass
of DNA present in a haploid chromosome set, C-.egy haploid sejt DNS mennyisége) DNS-
tartalommal rendelkezé sejtek (30. abra). Ezek valdészinlleg mikronukleuszokat
tartalmaznak, illetve tovabbi fel nem oldott mitotikus struktdrakat, mint példaul a
kromoszomahidakat, melyeket a Comet kisérletek fotbzasa kézben is megfigyeltiink.
Tovabba, 24 6raval a formaldehid-kezelést kdvetéen a kontroll sejtek felhalmozodtak
S fazisban, ami arra utal, hogy a hibds DNS-sel rendelkezd sejtek nem |épnek tovabb a
sejtciklus kdvetkez6 fazisaba; ezzel ellentétben a Spartan stabilan csendesitett sejtvonal
a kontrollhoz képest gyorsabban elhagyja az S fazist. Feltételezhetéen ezekben a
Spartan stabilan csendesitett sejtekben formaldehid-kezelést kévetéen létrejott DPC-k
atjutnak a sejtciklus kdvetkez6 szakaszaba, ez magyarazatul szolgalhat a formaldehid-
kezelést  kovetben  Spartan  stabilan  csendesitett  sejtekben  megfigyelt

genominstabilitdsnak.
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30. abra: Spartan stabilan csendesitett sejtek formaldehid kezelést kovetéen G2/M
felhalmoz6dast mutatnak. Exponencialis névekedési fazisban 1évé HEK293 sejteket 2 6ra
500 uM formaldehid kezelésnek vetettiink ala, majd 0—48 6ra eltelte utan 70%-0s jéghideg
etanolban éjszakan at fixaltuk majd propidium-jodiddal (Propidium iodide) festettiik. FACS-on
mértlk a sejtek DNS tartalmat.

5.9 A Spartan és a RAD18 egyiittmiikodésének jellemzése a genomi DNS-fehérje
keresztkotések eltavolitasdban

Eddig a szakirodalomban a DNS-fehérje keresztkotések hibajavitisanak nem
tulajdonitottak kuldon DNS-hibajavité Utvonalat. A Spartan proteazaktivitasanak DNS-
fehérje keresztkdtéseket tartalmaz6 DNS-szakaszok replikaciéjaban beto6ltott szerepének
felfedezése, felveti a kérdést, hogy a Spartan funkci6ja egy 6nallé fluggetlen DPC-
specifikus hibajavitd utvonalként mikodik vagy egyuttmikodik mas, mar jol ismert

replikacios villat menekitd fehérjekkel.
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Az elakadt replikécios villa leggyakrabban elforduld6 menekitési médja a legtobb fajban a
Rad6-Rad18-fliggé PCNA-monoubikvitilalasi Gtvonalon keresztil torténik.2°. Az
irodalomban tébben leirtak a Rad18 és Spartan egyuttmikoédését UV karosodas esetén,
azonban a Spartan szabalyozdsa a Rad18 altal még mindig ellentmondasos. A Rad18 és
Spartan kapcsolatat a DNS-fehérje keresztkdtések eltavolitAisaban még senki nem
vizsgélta. Felmerill a kérdés, hogy az UV sugérzas altal okozott karosodas javitasahoz
hasonloan, a DNS-fehérje keresztkotések eltavolitasaban is egyuttmikodik-e a két
fehérje. Ezt Spartan stabilan csendesitett, Rad18 stabilan csendesitett és Spartan/Rad18

kettOs stabilan csendesitett HEK293 sejtvonalon harom kulonb6z6 modszerrel vizsgaltuk.
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31. &bra: Spartan/Rad18 kettés stabilan csendesitett sejtvonalban a fehérjék
csendesitésének mértékét bemutatd anti-FLAG ellenanyaggal végzett Western Blot
analizis.

Elséként, stabilan shRNS termeld sejtvonalak csendesitésének mértekét vizsgaltuk meg,
N-termindlisan FLAG-taggel ellatott fehérje konstrukciok expresszaldsaval, ennek
eredményét a 31. abran Iévé Western Bloton lathatjuk. Mind a Spartan, mind pedig a
Rad18 csendesitésének mértéke megfeleld.
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32. abra: A Spartan és a Rad18 episztazis analizise tulélési kisérletben és a fehérjék
mennyiségét abrazolé anti-FLAG és anti-PCNA ellenanyaggal elvégzett Western Blot
analizis. A stabilan kontroll, Spartan, Rad18, vagy Spartan+Rad18 shRNS-t expresszalo
sejteket transzfektaltunk shRNS rezisztens: vektor (FLAG-ures), FLAG-Spartan, FLAG-Rad18,
FLAG-Spartan+FLAG-Rad18 plazmidokkal. A sejteket 2 6éra 500 uM formaldehiddel kezeltik,
majd 7 nap elteltével megmeértiik a sejtek tulélését FACS-on. A hibasavok az + atlagtoél valé
eltérést (standard error of the mean) mutatjak, és 3 fliggetlen kisérlet eredményeibél szamoltuk.
Statisztikai analiziseket Student t-prébaval végeztik, valamint a statisztikailag szignifikans
kdlonbséget * jeldltik. (P<0,001), NS-nem szignifikans.
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Ezt kdvetéen annak megvalaszoldsara, hogy az UV sugérzés altal okozott karosodas
javitdsahoz hasonléan a DNS-fehérje keresztkotések eltavolitasaban is egyuttmikodik-e
a Spartan a Rad18 fehérjével, talélési kisérletet vegeztink. A kisérletben hasznalt sShRNS
rezisztens N-terminalisan FLAG-taggel ellatott Spartan, illetve Radl8 mennyiségét a
32. abréan lathatjuk. A Rad18 és a Spartan stabilan csendesitett és a a Spartan/Rad18
kettds stabilan csendesitett sejtvonalak formaldehid-kezelést kdvetd tulélési szazalékat
O0sszevetve lathatjuk, hogy a Spartan/Rad18 kettds stabilan csendesitett sejtvonal nem
mutat tovabbi érzékenységet a Spartan stabilan csendesittet és Radl8 stabilan
csendesittet sejtvonalakhoz viszonyitva. Tehat elmondhatjuk, hogy a Rad18 és Spartan
egyutt nydjtanak védelmet a formaldehid altal okozott DNS-karosodasok ellen.

Ezen hipotézis megerésitéséhez megvizsgaltuk, hogy a Spartan/Rad18 kettdés stabilan
csendesitett sejtvonalban az shRNS rezisztens Rad18, illetve shRNS rezisztens Spartan
expresszalasa helyreallitja-e a formaldehid-érzékenységet. A Spartan jelenléte a Spartan
stabilan csendesitett sejtvonalban, valamint a Rad18 expresszidja a Radl18 stabilan
csendesitett sejtvonalban teljesen megsziintette a formaldehid-sejtérzékenyéget. Ezzel
ellentétben viszont a Rad18/Spartan stabilan csendesitett sejtvonalban csak a Rad18 és
a Spartan egyidejl jelenléte csdkkentette a sejtek érzékenységét, a fehérjék expresszidja
kilon-kulén nem. Tehat ezen eredmények is erdsitik a feltételezést, miszerint a hatékony
hibajavitas érdekében mindkét fehérjére sziikség van.

A formaldehid-kezelést kdvetéen Proteinaz K kezeléssel kiegészitett S fazis és DPC
specifikus comet mddszerrel is megvizsgaltuk a Radl8 és Spartan fehérjék kozotti
kapcsolatot. A talélési kisérlet eredményéhez hasonldéan a Rad18/Spartan kettds stabilan
csendesitett sejtvonal itt sem mutatott nagyobb mennyiségli DPC-felhalmozddast a
Radl8 stabilan csendesitett, illetve Spartan stabilan csendesitett sejtvonalakhoz
viszonyitva (33. abra). Ezen eredmények is megerdsitik a kovetkeztetésiinket, miszerint
mindkét fehérje egytittes jelenléte szilkséges a DNS-fehérje keresztkotések hatékony

javitasdhoz, és a genomintegritds meg6rzéséhez.
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33. abra: A Spartan és a Rad18 episztazis analizise Proteindz K kezeléssel kiegészitett
Comet kisérletben. A stabilan kontroll, Spartan, Rad18, vagy Spartan+Rad18 shRNS-t
expresszald sejteket transzfektaltunk shRNS rezisztens: FLAG-lres, FLAG-Spartan, FLAG-
Rad18, FLAG-Spartan+FLAG-Rad18 plazmidokkal. A sejteket 2 6ra 250 uM formaldehiddel
kezeltik, majd Proteinaz K kezeléssel kiegészitett Comet technikat alkalmaztunk
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34. abra: A 33. 4bran bemutatott, Spartan és a Rad18 Proteinaz K kezeléssel kiegészitett
BrdU comet kisérletben végzett episztazis analizisének kvantitativ eredménye. A stabilan
kontroll, Spartan, Rad18, vagy Spartan+Rad18 shRNS-t expresszal6 sejteket transzfektaltunk
ShRNS rezisztens: FLAG-Ures, FLAG-Spartan, FLAG-Rad18, FLAG-Spartan+FLAG-Rad18
plazmidokkal. A sejteket 2 6ra 250 uM formaldehiddel kezeltiik, majd Proteindz K kezeléssel
kiegészitett BrdU comet technikat alkalmaztunk A hiba savok az + atlagtél val6 eltérést
(standard error of the mean) mutatjak, és 3 fliggetlen kisérlet eredményeibdl szamoltuk.
Statisztikai analiziseket Student t-prébaval végeztik, valamint a statisztikailag szignifikans
kilonbséget *** jeldltik. (P<0,001), NS-nem szignifikans.
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A comet technikaval végzett kisérletek sordn a Rad18 stabilan csendesitett sejtvonal,
nagyobb érzékenységet mutatott, mint a Spartan stabilan csendesitett (34. abra), ami
annak tulajdonithatd, hogy a Rad6-Rad18 utvonal kikapcsolasa nem csak a Spartanhoz
kapcsolt DPC javitast befolyasolja, hanem valamilyen jelenleg ismeretlen DPC-k

eltavolitasaban szerepet jatszo6 ,utvonal” kikapcsolasat is.

ShSPARTAN/
shCTRL ShSPARTAN shRAD18 shRAD18

35. abra: A Spartan és a Rad18 episztazis analizise DNS fiber kisérletben. Képek a DNS
fiber kisérlet eredményeibdl. A képeken megfigyelhetd a formaldehid kezelés altal kivaltott, z6ld
szin(, szakaszok rovidulése a kezeletlen piros szinli szakaszokhoz viszonyitva.

Utolsoként egy DNS fiber kisérletben vizsgaltuk a Rad1l8 és Spartan kapcsolatat az
azonnali hibajavitadsban (35. abra) A DNS fiber kisérlet soran exponencialis ndvekedési
fazisban levé HEK 293 sejteket jeloltiink 37 °C fokon 20 uM IdU-val, és kezeltik 500 uM
formaldehiddel és 200 uM BrdU tartalmu szérummentes tapoldattal, vagy csak 200 uM
BrdU tartalmi szérummentes tapoldattal. A 36. abran lathaté dot-blot abran minden
egyes pont megfelel egy egyedi DNS fibernek, a kék horizontalis vonalak a DNS fiber
szakaszok hosszanak atlagat jelolik. Mivel a kilonb6z6 csendesittet HEK293 sejtvonalak
replikacios sebessége formaldehid kezelés nélkiil is eltérd (36. abra, formaldehiddel nem
kezelt mintak esetében a DNS fiber szakaszok hosszanak atlaga eltéré), az értékeket a

stabilan csendesittet kontroll sejtvonalra normalizaltuk (9. abra).
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36. &bra: A Spartan és a Rad18 DNS fiber kisérletben végzett episztazis analizisének
kvantitativ eredménye. 3 figgetlen kisérlet eredményeit abrazoltuk. A hibasavok az + atlagtol
valo eltérést (standard error of the mean) mutatjak. Statisztikai analiziseket Student t-prébaval
végeztik, valamint a statisztikailag szignifikans kilénbséget *** jeloltik. (P<0,001), ** (P<0,01),

* (P<0,1) NS-nem szignifikans.
igy lathatéva valt a formaldehid altal okozott replikacids stressz mértéke a stabilan
csendesitett kontroll, Spartan, Rad18 és Spartan/Rad18 sejtvonalak kozt. Formaldehid-
kezelést kovetben a kontroll sejtvonalnal lassabb replikaciés sebességet mértunk a
Radl8, Spartan, és Rad18/Spartan stabilan csendesitett sejtvonalhoz képest. A fenti
eredményekhez hasonl6éan ebben a kisérleti elrendezésben sem mutatott nagyobb
erzékenységet a Spartan/Radl18 kettés stabilan csendesitett sejtvonal, mint a Rad18

vagy Spartan stabilan csendesitett sejtvonalak.
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9 A replikéacid relativ sebessége. A kontroll sejtvonalra normalizalt replikacios kilonbségek
abrazolasa. A 36.abran bemutatott DNS fiber kisérlet adataibol szamoltuk ki a relativ
sebességet. Statisztikai analiziseket Student t-probaval végeztik, valamint a statisztikailag
szignifikans kulénbséget *** jeloltuk. (P<0,001)** (P<0,01), NS-nem szignifikans.

Mindharom vizsgéalati médszer eredménye megegyezd mintazatot mutat és egységesen
arra utalnak, hogy a Spartan és a Rad18 fehérjék egyuttmikodve védik a sejteket a DNS-
fehérje keresztkotések okozta karos hatasoktol.
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6 Eredmények megvitatasa

Csoportunk fé kutatasi terllete a human DNS-hibatolerancia utvonal fehérjéinek
vizsgélata és szabdlyozésainak feltdrasa. Célunk a szabdlyozasi mechanizmusok
feltdrasa mellett a fehérjék pontos funkcidinak felderitése, amelyet a fehérjét alkoto
domének alapos vizsgalataval végzunk.

Csoportunk 2012-ben azonositotta a human Spartant (DVC1, Clorfl24). Leirtuk, hogy a
fehérje a Rad6-Radl18 ubikvitin lighz komplex &ltal monoubikvitildlt PCNA-hez
kapcsolodik. PIP és UBZ doménjei altal megvédi a monoubikvitilalt PCNA-t a
deubikvitilalastol, tovabba stimulalja a polimeraz n, egy hibamentes transzlézios
polimeraz fékuszformalasat, és igy el6segiti a hibatolerancia utvonal aktivalasanak
fenntartasat és ezaltal a genomintegritdis mego6rzését®®. Ezen tilmenéen a Spartan
fehérje mutacioit megtalaltak harom korai hepatocellularis karcindbméat hordozo és
progeroid szindromat mutaté betegben is. Lessel és munkatarsai igazoltak, hogy a
Spartan teljes hianya egerekben korai embriondlis letalitast okoz®.

Nemrégiben jellemezték a fehérje DNS-kot6 régidjat is. Emellett a Spartan rendelkezik
egy SprT doménnel, amelynek a funkcidja eddig ismeretlen volt’’. Tovabba a human
fehérje doménszerkezete nagyfoku homoldgiat mutat az élesztében (S. cerevisiae)
talalhatdé wssl-gyel, amelyrél kimutattak, hogy a DNS-fehérje keresztkdtések
eltavolitdsdban van szerepe?®.

A DNS-fehérje keresztkotések méretiket, kialakuldsukat tekintve nagyon valtozatos és
toxikus DNS léziok, amelyek akadalyozhatjak a DNS-en végbemend enzimatikus
reakciokat, mint példaul a replikacié és a transzkripcié. Mindeddig az altalanos nézet a
DNS-fehérje keresztkdtések javitasarél az volt, hogy a kanonikus hibajavité Utvonalak
végzik, mint példaul a Fanconi-anémia Utvonal, vagy a homolég rekombinaci6®. Ez az
altalanosan elfogadott tény megddlt, amikor élesztében felfedezték az eddig ismeretlen
DNS-fehérje keresztkdtésekre specifikus hibajavité Utvonalat, valamint kimutattak, hogy
az éleszt6 wssl proteaz aktivitasanak kdszonhetben kozvetlenil eltavolitia a DNS-
fehérje keresztkotések fehérje komponensét*®, Xenopus petékbdl készitett
sejtkivonatokban leirtak replikacio-fuggd proteolitikus mechanizmusokat, amelyek részt
vettek a DNS-fehérje keresztkotések eltavolitasaban®3. Munkank célja az volt, hogy

megvizsgaljuk a fent emlitett DNS-fehérje keresztkdtésekre specifikus mechanizmusok
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jelenlétét a human sejtekben. A Spartan SprT metalloprotedz doménje hasonld
doménstruktaraval rendelkezik, mint a wssl protedz doménje. A Spartan és a wssl
doménjei kozotti jelenlévé hasonldésagok a kdvetkezd kérdéseket vetik fel: A Spartan
rendelkezik-e proteadz aktivitdssal? Van-e szerepe a DNS-fehérje keresztkttések
hibajavitdasdban? A humén sejtek rendelkeznek-e specifikus DNS-fehérje
keresztkotéseket javitd mechanizmussal?

Human sejtekbdl torténd Spartan fehérje tisztitAsa soran megfigyeltik a Spartan
degradaciojat, amely specifikusan két méretre elkilonulé mintazatot mutatott akrilamid
gélen. A sejt extrakthoz val6 DNaz hozzdadéasa nagyban stabilizlta a vad tipusu Spartan
fehérje szerkezetét. llletve a DNaz-al kiegészitett vad tipust Spartan extraktumhoz
hasonld stabilitast mutatott a DNS kodtésben mutéciét hordozé Spartan(4A) fehérje is.
Tovabbé a sejtextraktumban Iévé DNS jelenlétében a Spartan(4A) mutans proteolitikus
aktivitasa sokkal kisebb, mint a vad tipusu Spartan fehérjéé. Az 5.1 fejezetben bemutatott
eredményeink alapjan Kkijelenthetjik, hogy a Spartan rendelkezik egy DNS-fliggé
proteazaktivitassal, és ezaltal képes 6nmaga emésztésére.

In vitro eredményeink azt mutattak, hogy a Spartan énmaga proteolitikus emésztésén
kivil mas DNS-hez kapcsol6do fehérjék emésztésére is képes. Emészti példaul: a Fanl,
HLTF és Rad5 fehérjéket, ellenben a BSA, PCNA és RFC emésztésére mar nem képes.
Ugyanakkor a DNS-hez nagy affinitassal kotédé fehérjék, mint példaul az RPA és RFC
koncentraciofuggd modon gatoljak az Spartan aktivitasat. Ez arra utalhat, hogy a Spartan
proteazaktivitasanak szabalyozasaban fontos szerepe lehet a DNS-hez nagy affinitassal
kot6do fehérjéknek. A Spartan ily médon térténd szabalyozasanak nagy jelentésége lehet
az elakadt replikacios villanal, ahol a keletkezd egyesszalid DNS-t hamar beburkolja a
DNS-t nagy affinitassal koté RPA.

A Spartan kilénb6zé DNS struktuarak iranti affinitasa tovabb erésiti a feltételezést mely
szerint az elakadt replikacios villaban kialakuldé egyesszali DNS-hez kapcsolodva vesz
részt a DNS-hez kotott fehérjék proteolitikus eltdvolitasdban. Ugyanis a legerésebb kotést
a ®X174 egyesszalu DNS-sel alakitotta ki, amig a kettésszald, illetve bevagott plazmid
DNS, és a 75/45 bazispar hosszusagu parcialis heteroduplex alig valtott ki proteolitikus
aktivitast.

67



A Spartan DNS-fehérje keresztkttések eltavolitasdban betdltott esetleges szerepének
kimutatdsara in vivo SDS-KCI fehérjeprecipitacios technikat hasznaltunk, melynek
lényege a genomi DNS elvalasztasa, szabad DNS, illetve DNS-fehérje keresztkotéseket
tartalmazo frakciokra. Az SDS-KCI fehérjeprecipitacidés kisérleteink eredményei azt
bizonyitjak, hogy a Spartan jelentés szerepet tolt be a DNS-fehérje keresztkotések
eltavolitasaban. A huméan Spartan DPC-ket tartalmaz6 DNS-szakaszok replikaciojaban
betoltott szerepének pontosabb és specifikusabb vizsgalatahoz a csoportunk altal
korabban kidolgozott BrdU comet technikat kiegészitettilk egy Proteinaz K kezeléssel. A
Proteindz K kezelésre azért volt sziikség, hogy DNS-fehérje keresztkdtések altal okozott
DNS-hibakat el tudjuk kuloniteni a formaldehid kezelés éaltal indukalt mas DNS |ézioktol
(pl: kulbnb6zé DNS-DNS keresztkotések). Ugyanis nincs tudomasunk olyan kémiai
agensrél vagy fizikai médszerrél, ami csak kizarélag DNS-fehérje keresztkotéseket hoz
létre. Az irodalomban a DNS-fehérje keresztkotések indukalasahoz altalaban
formaldehidet hasznalnak, de koéztudott, hogy a formaldehid nem csak DNS-fehérje
keresztkotéseket, hanem mas DNS-DNS keresztkotéseket is okoz. Az fentiekben leirt
valtoztatasokkal a Proteinaz K kezeléssel kiegészitett BrdU comet modszer az S fazisban
jelenlévé DNS-fehérje keresztkotések kimutatdsara egy megbizhatd, érzékeny, és
specifikus médszer. Az azonos mintak Proteindz K-val kezelt és kezeletlen (Prot K+ és
Prot K-) csova DNS mennyisége kozti kilonbség (Acséva) mutatja a jelenlévé DNS-
fehérje keresztkotések mennyiségét. Spartan stabilan csendesitett sejtvonalakban
minden esetben DNS-—fehérje keresztkotés felhalmozodast mutattunk ki, ami arra utal,
hogy Spartan hianydban kevésbé hatékonyan megy végbe a DNS-fehérje
keresztkotéseket tartalmazo DNS régiok replikacioja. Tovabba a Spartan DNS-fehérje
keresztkotések javitasaban betoltott fontos szerepét bizonyitiak a BrdU comet
technikaval elvégzett menekitési kisérletek eredményei, mely szerint az ektopikusan
termeltetett Spartan nem csak menekitette a Spartan hianyaban mutatkoz6 DPC
akkumulaciét, hanem a kontroll sejtvonalhoz képest csokkentette a DPC-k jelenlétét.

A kulénbdz6 domének DNS-fehérje keresztkotések javitdsaban betoltdtt szerepének
meghatarozasara iranyulo kisérleteink eredményei azt mutattak, hogy kiemelt szerep jut
a Spartan SprT és DNS-k6té doménjeinek, de ugyanakkor nem elhanyagolhaték a PIP

€s UBZ domének jelenléte sem.
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A DNS-t ér6 kiulonbozé stresszhatasok kovetkezményeként a replikacio sebessége
lelassulhat, ami a replikacids villak ledllasdhoz és genominstabilitashoz vezethet. A DNS
fiber technikaval végzett kisérleteink eredményeibdl kidertl, hogy a kontroll stabilan
csendesitett sejtvonalhoz hasonlitva a Spartan hianya mar dnmagaban a replikacio
lelassuldsdhoz vezet. Ehhez képest Spartan stabilan csendesitett sejtvonalban
formaldehid kezelést kdvetéen a replikacio sebessége tovabb lassul, ennek jeleként a
DNS fiber szakaszok még intenzivebb révidulést mutatnak, mint a formaldehiddel kezelt
kontroll stabilan csendesitett sejtvonal esetében. DNS fiber technikaval végzett
kisérleteink eredményei a Spartan azonnali hibajavitdsban betoltott fontos szerepére
utalnak, a DPC-ket tartalmazé DNS szakaszok replikacioja soran. Tovabba a DNS fiber
technikaval végzett kisérleteink eredményei alatamasztjak a kdvetkez6kben bemutatasra
kerl6 modellinket, miszerint a Spartan a replikdcid6 folyaman DNS-fehérje
keresztkdtésekhez érve proteolitikusan emészti azokat. Azonban a Spartan nem képes
a teljes fehérje eltavolitdsara, ezért egy rovidebb peptidlAnc marad a DNS-hez
kapcsoltan. Ezt a hibds DNS szakaszt a kés6bbiekben a transzlézios polimerazok
képesek atirni.

Megvizsgaltuk, hogy az Ujonnan felfedezett DNS-fehérje keresztkotésekre specifikus
javitdmechanizmus teljesen Uj és kulénalld6 DNS hibajavité utvonalat alkot-e, vagy a
Spartan korabban ismert funkcidihoz képest a mar jol jellemzett DNS-hibatolerancia
utvonal részeként muikodik. A kérdés megvéalaszolasahoz tobb kisérleti modszert is
alkalmaztunk, mint példaul a Proteindz K-val kiegészitett BrdU comet technika, a DNS
fiber technika és a tulélési kisérlet. Ezen modszerek eredményei igazoltak a proteolitikus
DPC hibajavitds sordn a Spartan szoros egyuttmikoédését a Rad18 utvonallal. Mind a
Rad18, mind pedig a Spartan jelenléte fontos a DNS-fehérje keresztkttéseket tartalmazo
DNS szakaszok replikaciéjahoz.

A bemutatott BrdU comet és DNS fiber technikak eredményeivel igazoltuk, hogy a human
Spartan el6segiti a DNS-fehérje keresztkotések eltavolitasat, illetve a DNS-fehérje
keresztkotéseket tartalmazé DNS szakaszok replikaciéjat. Azt is kimutattuk, hogy a
Spartan ezen funkci6jat a Rad6-Rad18 DNS-hibatolerancia utvonallal kapcsoltan végzi.
Elséként igazoltuk, hogy a tisztitott human Spartan fehérje rendelkezik proteaz

aktivitassal, amely proteolitikusan emészti a DNS-hez kovalensen kotott fehérjéket. In
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vivo Proteindz K-val kiegészitett BrdU comet kisérlet eredménye igazolta, hogy Spartan
hianydban a DNS-fehérje keresztkotések javitasa kevésbé hatékonyan mikodik, illetve
az SprT metalloproteaz vagy a DNS-kété domének funkcidvesztéses mutacioi nagyban
megnehezitik a DNS-fehérje keresztkotéseket tartalmazd DNS szakaszok replikaciéjat.
Tovabba formaldehid altal indukalt replik&cids stressz jelenléte utan a DNS fiber technika
eredményei rémutattak a Spartan hianyaban bekdvetkezé replikacios villdk
sebességének drasztikus lelassulasara.

Munkank soran kimutattuk, hogy a human Spartan rendelkezik proteaz aktivitassal,
amelyért a fehérje SprT metalloproteazszerli doménje a felelés. Meghataroztuk, hogy a
Spartan ezen aktivitdsa kizarélag DNS jelenlétében valésul meg. Tovabba, bemutattuk a
Spartan létfontossagu szerepét a DNS-fehérje keresztkotéseket tartalmazé DNS
szakaszok replikacioja soran, és ezen keresztkotések eltavolitAsaban. Kisérleteink
eredményei azt mutatjak, hogy a Spartan DNS-fehérje keresztkotések eltavolitdsaban
bet6ltott aktivitasat a Rad18 utvonallal kapcsoltan végzi.

Az eredményeink 6sszhangban vannak a publikacidnk utolsé lépései alatt Spartan
proteaz aktivitasarol és DNS-fehérje keresztkotések hibajavitasdban betdltott szerepérdl
megjelent tudomanyos cikkekkel. Tovdbba eredményeink bemutatjak a Spartan és a
DNS-hibatolerancia utvonal egyuttmikodésének szikségeségét a hatékony DPC
hibajavitas érdekében.

Az Altalunk felallitott modellben (38.abra) a Spartan fehérje a DNS-fehérje
keresztkdtések miatt elakadt replikacids villahoz lokalizal. Az ott kialakult egyesszalu
DNS-hez val6 kotédése konformacidvaltozast okoz, aminek kdvetkeztében az ujonnan
felfedezett proteazaktivitasanak kdszénhetéen emészti a DNS-hez keresztk6tott fehérjét,
ezdltal biztositva a replikacio tovabbhaladasat. Abban az esetben, ha a DNS-hez a
fehérje kovalensen kapcsolddik, a Spartan nem képes a teljes fehérje eltavolitasara,
hanem egy rovid peptidlanc marad a fehérje helyén, amelyen keresztil a replikacio

késébb transzlézids polimerazok vagy templatvaltas segitségével mehet végbe.
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38.4bra: A Spartan szerepe a DNS-fehérje keresztkdtéseket tartalmazd DNS szakaszok
replikacidjaban. A DNS-fehérje keresztkotések altal okozott DNS helikaz elakadasa a
vezetdszalon és DNS polimeraz (pol) elakadasa (1) a vezet6 és a kdvetbszalon (2) a Rad6-
Rad18 (R18-R6) fehérje komplex aktivalédasahoz és ez altal a PCNA monoubikvitindlasahoz
(Ub) vezet. Mindkét esetben replikacios rések keletkeznek, a vezetdszal esetében az 6sszeérd
ellenkezdbiranyu replikacios villaknal, a kovetészalon pedig a DPC-vel szemben nem
replikalodott szakaszok maradnak az Okazaki-fragmentek kdzott. A DPC-ken gyakran a TLS
DNS polimerazok sem képesek athaladni nagy méretiik és DNS-hez valé kapcsoltsaguk miatt.
llyen esetekben a monoubikvitilalt PCNA és a szabad egyesszali DNS jelenléte a DNS hibahoz
toborozza a Spartant. A Spartan egyszerre kéti az Ub-PCNA-t UBZ és PIP doménijein, és az
egyesszall DNS-t, a DNS-k6té doménjén keresztiil. Az egyesszali DNS kétése a Spartan
fehérje konformacié véaltozasat okozza és ezzel a Spartan proteinazaktivitasanak aktivalsat idézi
el6. Az igy aktivalt Spartan proteazaktivitasanak koszonhetéen emészti a DNS-fehérje
keresztkotéseket. Abban az esetben, ha a fehérje kovalens kétéssel kapcsolédott a DNS-hez,
rovid peptid gyokok maradhatnak a DPC helyén. A Spartan proteaz-aktivitasa révén pozitiv
hatassal lehet a polimerazcserére is, példaul a replikaciés komplex egyes alegységeinek
eltavolitdsa révén, el6segitve a TLS polimerazok miikbdését, amelyek aztan képesek a
peptidlancot tartalmazé DNS- szakaszok atirasara. Ezek az események térténhetnek azonnal a
replikacios villa elakadasa utan, vagy a posztreplikativ reparaciés szakaszban is.

71



7 Magyar nyelvii 6sszefoglald

Sejtjeink folyamatosan kilénbdz6 DNS karositd hatasoknak vannak kitéve, mint példaul
az UV sugarzas vagy kilonb6zé vegyliletek. De nem csak kilsé tényez6k karosithatjak
DNS-uinket hanem a sejtek metabolizmusa soran is keletkeznek DNS karosodast kivalto
koztes termékek, mint példaul a reaktiv oxigén gyokok, vagy a hisztonok demetilalasa
soran keletkez6 formaldehid és az etanol bontasabdl szarmazo acetaldehid. Egy sejtben
naponta tobb ezer DNS-hiba keletkezik. A sejtek mégis tulélnek, mert az evollcié sorén
létrejottek DNS-hibajavitd6 mechanizmusok, amelyek képesek felismerni és kijavitani
DNS-hibakat. Ezek a mechanizmusok folyamatosan helyreallitiak a DNS-hibakat, mégis
akadnak olyanok, amelyek nem javitédnak ki a sejtciklus S fazisanak megkezdédése
el6tt, vagy a sejtciklus S fazisaban keletkeznek. Ebben az esetben a replikacio alatt
jelenlévé hibak a replikacidés apparatus elakadasat okozhatjdk, ez kettésszali DNS
torések kialakulasahoz vezethet, amelyek a legnagyobb veszélyt jelentik a genom
stabilitasara nézve. A kettésszalu DNS torések nagyobb kromoszémaatrendez6déseket
is okozhatnak, ezzel egyutt karcinogenezist és végs6 soron akar sejthalélt is okozhatnak.
A kettésszalu DNS torések kialakulasanak elkerulése érdekében jott létre a DNS-
hibatolerancia utvonal, amely kulonb6zd mechanizmusok révén képes a replikacios villa
menekitésére.

A DNS-hibatolerancia utvonal els6 Iépése a polimerazok processzivitasi faktoraként
mikdédé PCNA molekula 164-es lizinjének monoubikvitilalasa a Rad6-Radl18 fehérje
komplex altal. Kovetkezé 1épésként a replikativ polimerazok, amelyek egy merev aktiv
centrummal rendelkeznek és ennek kdvetkeztében nem képesek a hibak atiraséra,
lecserélédhetnek ugynevezett transzléziés polimerdzokra, amelyek aktiv centruma
rugalmasabb és ezaltal képesek hibamentesen vagy hibasan atirni a DNS lézidkat. Ha a
PCNA K164-es aminosavon |évé monoubikvitinjere az Ubcl3-Mms2/Rad5 fehérje
komplex Ujabb ubikvitineket kapcsol, akkor az a DDT egy masik alutvonalanak
aktivadlodasdhoz, a templat valtdshoz vezet, amely replikaciés villa visszaforditasat
jelenti, ahol az Ujonnan szintetizalt szal szolgal a replikacio templatjaként.

Kutatdsaim célja a DNS-hibatolerancia uUtvonal mikddésének és szabalyozasanak
feltardsa, azon belll is a human Spartan fehérje funkcidinak és betdltott szerepének

jellemzése. A Spartant el6szor 2012-ben irtak le és jellemezték, a kdzétett informaciok
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jelent6s részét kutatdcsoportunk tette kozé. A Spartan sejtekben valo jelenléte sejtciklus
fliggd, mennyisége a sejtek S fazisdban a legnagyobb, de jelen van G2-ben és a korai M
fazisban is. A Spartan fehérje expresszioja specifikus azokra a DNS-hibakra, amelyek a
replikacios villak leallaséat és ezaltal a PCNA monoubikvitilalasat okozzak.

A Spartan rendelkezik egy PCNA-kotd PIP doménnel, egy ubikvitint felismer6 UBZ
doménnel, a DNS-kotésben résztvevd motivummal, és egy SprT-szerl metalloproteaz
doménnel melynek funkcidja eddig ismeretlen. Spartan hianyaban UV sugéarzas hataséara
a sejtek megnodvekedett UV érzékenységet mutatnak, illetve csokken mind a
monoubikvitinalt PCNA mennyisége, mind pedig a DNS-karosodasok helyére lokalizalo
Pol n fokuszok szama. A Spartan fehérje nélkil6zhetetlen szerepére utal az is, hogy
emberben hidnya korai hepatocellularis karcinoma kialakulasahoz, genominstabilitashoz
és Ruijs-Aalfs progeroid szindroma megjelenéséhez vezet. Ugyanakkor egerekben a
Spartan leitése embriondlis letalitast okoz.

Elesztében nemrégiben kimutattak, hogy a Spartannal homolégiat mutaté wssl
fehériének proteaz aktivitasa révén, szerepe van a DNS-fehérje keresztkotések
elthvolitAsaban és ez &ltal a genomstabilitds fenntartdsaban. A Spartan SprT-szerU
metalloprotedz doménjének funkcidja eddig ismeretlen volt, ezért célul tiztik ki a domén
funkcidjanak jellemzését, illetve a Spartan esetleges szerepének vizsgalatat a DNS-
fehérje keresztkotések eltavolitasaban.

El6szor tisztitott Spartan fehérjét hasznalva in vitro biokémiai mddszerekkel igazoltuk,
hogy a Spartan DNS jelenlétében képes 6nmaga és mas DNS-kot6 fehérjék proteolitikus
emeésztésére. Biokémiai mddszerekkel megvizsgaltuk a Spartan proteindz aktivitasat
kilonb6z& DNS strukturak jelenlétében, a legersebb kotést a X174 egyesszalu DNS-
sel alakitotta ki, amig a kettésszalu, illetve bevagott plazmid DNS, és a 75/45 bazispar
hosszlUsagu parcidlis heteroduplex alig valtott ki proteolitikus aktivitast. A Spartan
kuldnb6zé DNS strukturak iranti affinitasa, arra utal, hogy a Spartan az elakadt replikacios
villaban kialakul6 egyesszali DNS-hez kapcsolddva vesz részt a DNS-hez kétott fehérjék
proteolitikus eltavolitasaban.

A Spartan DNS-fehérje keresztkotések eltavolitasaban betdltott esetleges szerepének
kimutatasara in vivo SDS-KCI fehérjeprecipitacios technikat hasznaltunk, kisérleteink

eredményei azt bizonyitjak, hogy a Spartan jelentés szerepet tolt be a DNS-fehérje
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keresztkotések eltdvolitasdban. A humén Spartan DNS-fehérje keresztkotéseket
tartalmazé DNS szakaszok replikaci6jaban bet6ltott szerepének pontosabb és
specifikusabb vizsgalatara a csoportunk altal korabban kidolgozott BrdU comet technikat
kiegészitettik Proteinaz K kezeléssel. A Proteinaz K kezelésre azért volt sziikség, hogy
DNS-fehérje keresztkotések altal okozott DNS-hibakat el tudjuk kuldniteni a formaldehid
kezelés &ltal indukélt mas DNS lézidktol (pl: kilonbdzé6 DNS-DNS keresztkotések). A
Proteinaz K kezeléssel kiegészitett BrdU comet modszer, az S fazisban jelenlévd
DNS-fehérje keresztkotések kimutatdsara egy megbizhatd, érzékeny és specifikus
mobdszernek bizonyult. Spartan stabilan csendesitett sejtvonalakban minden esetben
DPC felhalmozodast mutattunk ki, ami arra utal, hogy a Spartan hianydban kevéshé
hatékonyan megy végbe a DPC-t tartalmaz6 DNS régiok replikacioja. Tovabba a Spartan
DPC-k javitdsaban betoltott fontos szerepét bizonyitjdk a BrdU comet technikaval
elvégzett menekitési kisérletek eredményei, mely szerint az ektopikusan termeltetett
Spartan nem csak menekitette a Spartan hianyaban mutatkozé DPC akkumulaciot,
hanem a kontroll sejtvonalhoz képest csokkentette a DPC-k jelenlétét.

A Spartan kulénb6zé doménjeinek DPC hibajavitasban betoltott szerepének
meghatéarozaséara iranyulo kisérleteink eredményei azt mutattak, hogy kiemelt szerep jut
a Spartan SprT és DNS-koté doménjeinek, de ugyanakkor a DPC hibak hatékony
javitdshoz sziikséges a PIP és UBZ domének jelenléte is.

A DNS-t éré kulonboz stresszhatasok kovetkezményeként a replikacié sebessége
lelassulhat, ami a replikécios villa leéllasahoz és genominstabilitashoz vezethet. DNS
fiber technikdval végzett kisérleteink eredményei a Spartan azonnali hibajavitasban
betoltott fontos szerepére utalnak a DPC-ket tartalmazé DNS szakaszok replikacioja
soran.

Proteindz K kezeléssel kiegészitett BrdU comet technikaval, DNS fiber technikaval és
tulélési kisérletekben vizsgaltuk, hogy az ujonnan felfedezett DPC specifikus hibajavitasi
mechanizmus, teljesen Uj és kilonall6 DNS-hibajavitd Utvonalat alkot, vagy a Spartan
korabban ismert funkciéihoz képest a mar j6l a jellemzett DNS-hibatolerancia utvonal
részeként mikodik. Ezen mddszerek eredményei igazoltak a DPC-hibak proteolitikus
javitas soran a Spartan szoros egyuttmikodését a Rad18 utvonallal. Mind a Rad18, mind

pedig a Spartan jelenléte fontos a DPC-ket tartalmazé DNS szakaszok replikaciéjahoz.
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Osszefoglalva eredményeinket, munkank soran igazoltuk, hogy a human Spartan
rendelkezik proteaz aktivitassal, amelyért a fehérje SprT metalloproteazszerii doménje a
felel6s. Meghataroztuk, hogy a Spartan ezen aktivitasa kizarélag DNS jelenlétében
valdésul meg. Tovabba, bemutattuk a Spartan létfontossagu szerepét a DNS-fehérje
keresztkotéseket tartalmazé DNS szakaszok replikaciéja soran, és ezen keresztkotések
eltavolitasaban. Kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy a Spartan DNS-fehérje

keresztkotések eltavolitasaban betoltott aktivitdsat a Rad18 utvonallal kapcsoltan végzi.
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8 Summary of the PhD thesis

DNA is constantly exposed to different exogenous and endogenous factors that may
cause DNA damage, which can lead to the stalling of the replication fork. Understanding
DNA repair mechanisms, discovering and characterizing the members of these pathways
could provide key elements for the prevention of carcinogenesis, mutagenesis, and
progeroid syndromes.

DNA-protein crosslinks (DPCs) are formed when proteins covalently and irreversibly bind
to the DNA. Any protein (histones, transcription factors, DNA repair and replication
proteins) that is in the vicinity of the DNA can be covalently bound to the DNA. DPCs can
be induced exogenously by different reactive aldehydes, ionizing irradiation, UV light, etc.,
or endogenously during the metabolism of ethanol, which leads to acetaldehyde
formation, or histone demethylation, which generates formaldehyde. The primary
genotoxic effect of formaldehyde is the formation of DNA-protein crosslinks, which, due
to their bulky size, inhibit transcription and DNA replication. Although DPCs are one of
the most frequent and harmful DNA alterations because they interfere with replication and
transcription, their repair mechanism and elimination is barely known. Until recently, DPC
repair was thought to be performed only by canonical DNA repair pathways such as NER
(Nucleic Excision Repair), homologous recombination, and the Fanconi anaemia
pathway*°4648 A recent discovery in yeast revealed that during replication a newly
identified protein, wss1, exhibits a DNA-dependent activity in removing DPCs. The yeast
wssl protein is suggested to be the human homologue of Spartan because the two
proteins have similar domain structures containing a metalloprotease domain in the form
of an SprT domain in Spartan and a WLM domain in Wss1 4546,

Spartan, a new protein of the DNA Damage Tolerance (DDT) pathway, was discovered
and characterized in 2012 by our and other laboratories 788% 82, We described that
Spartan promotes genome stability by regulating the choice of rescue of the stalled
replication fork and that the silencing of the protein results in a 2.5-fold increase in sister
chromatid exchange®. Spartan’s essential role in the maintenance of chromosomal and
genome integrity is supported by the facts that Spartan mutations were found in three

patients from two unrelated families with early onset of hepatocellular carcinoma and
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progeroid features and complete loss of Spartan leads to early embryonic lethality in mice
83,84_

Our in vitro experiments revealed that in the presence of DNA Spartan has a DNA-
dependent protease activity, and it can also degrade other DNA-binding proteins such as
Fanl, HLTF, and yRad5. Furthermore, we found that some proteins that have high affinity
to DNA, such as RFC and RPA, exhibit a concentration-dependent inhibitory effect on
Spartan’s DNA-dependent protease activity.

The previously published BrdU comet assay (Single Cell Electrophoresis) protocol was
modified in a way that the assay became highly specific for replication and DNA-protein
crosslinks in order to reveal Spartan’s role in the replication of DPC-containing DNA®.
Although formaldehyde exposure generates DNA-protein crosslinks, DNA-DNA
crosslinks are also induced to a lesser extent. To distinguish between these types of
damage, Proteinase K treatment was introduced to eliminate the proteins crosslinked to
DNA. Due to the removal of crosslinks, the free DNA can migrate in electrophoresis
resulting in a higher percentage of comet tail DNA. The difference between the comet
tails of Proteinase K-treated and untreated samples reveals the percentage of DNA-
protein crosslinks. This modification enables the monitoring and measurement of DPCs
at the single-cell level. Our result revealed that this method is reliable and highly DPC-
and S-phase specific. Moreover, every formaldehyde concentration used caused higher
DPC accumulation in the Spartan-silenced HEK293 cell lines compared to control cells.
From these results, we concluded that Spartan is required for the replication of DPC-
containing DNA fragments; the lack of the protein leads to slower DPC removal; and
Spartan’s protease or DNA-binding deficiency impairs highly the DPC-repair of replicating
cells.

To demonstrate that the protease activity of Spartan is indeed required for DPC removal
and to further confirm that the observed phenotype is Spartan-dependent,
complementation assays were carried out. First, to rescue the effect of Spartan silencing
on formaldehyde-induced DPC accumulation, we ectopically expressed silencing-
resistant FLAG-Spartan in two independently generated stably Spartan-depleted cell
lines and carried out the DPC-specific comet assay applying 2 hours of formaldehyde

treatment and 3 hours of recovery. We found that ectopic expression of silencing-resistant
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FLAG-Spartan resulted in the restoration of DPC repair, indicating that the impairment in
the silenced cell lines was indeed caused by the absence of Spartan.

Furthermore, we tested the effect of the inactivation of the protease and DNA-binding
activities of Spartan by a cell viability assay employing formaldehyde treatment. We
ectopically expressed the siRNA-resistant forms of wild-type, DNA-binding mutant
Spartan(4A) and SprT-mutant Spartan(HEAA) in Spartan-silenced cells and compared
their formaldehyde sensitivity. We found that while wild-type Spartan compensated the
negative effects of Spartan depletion in the cell survival assay quite well, neither
Spartan(4A) nor Spartan(HEAA) was able to significantly rescue the deleterious effect of
Spartan silencing, though their ectopic expression levels were similar. To further
investigate the role of the protease and DNA-binding activities of Spartan in DPC-
removal, BrdU comet assay was carried out. Quantitative comparison of the differences
in the tail DNA percentage of Prot K-treated and untreated samples revealed that in
contrast to wild-type Spartan, expression of Spartan(4A) and Spartan(HEAA) was not
able to rescue the DPC repair deficiency caused by Spartan knockdown. From these
results, we conclude that the DNA-binding domain- and protease domain-mediated
activities of Spartan are important determinants of the function Spartan has in the
protection against the genotoxic effects of FA-induced DPCs.

One of the main hallmarks of replication stress is the abnormal slowing of replication fork
movement, which can eventually lead to the stalling of the replication fork. Having
established the requirement of Spartan for DPC repair in replicating cells, our next
guestion was whether Spartan has a role in the immediate bypass of DPCs, which can
pose strong barriers to the movement of not only the replicative polymerases but the
translesion synthesis polymerases as well. To monitor the speed of replication, we used
the DNA fiber assay with which we can follow the elongation of the nucleotide analogue-
labelled nascent DNA track at the single molecule level. The replicating DNA was
visualized first by pulse labelling of the cells with iododeoxyuridine (IdU, red label)
followed by mock or formaldehyde treatment, performed simultaneously with BrdU pulse
labelling before immunodetection of the nucleotide analogues via microscopy of the
individual, newly replicated DNA tracks. We found that formaldehyde treatment

significantly decreased replication fork speed as revealed by the shorter second tracks.
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To unravel whether Spartan can facilitate the bypass of formaldehyde-induced DNA
damage, we compared Spartan-depleted and control cells and noticed that the lengths of
the second tracks in Spartan-silenced cells are significantly shorter compared to control
cells after formaldehyde treatment, reflecting a significantly stronger inhibitory effect of
formaldehyde-induced damage on immediate bypass in the absence of Spartan.

No particularly defined pathway has been assigned to DPC repair yet, and the discovery
of the requirement of the Spartan protease for the replication of DPC-containing DNA
raised the question whether it constitutes an independent DPC repair pathway or acts
together with other fork rescue pathways. In a wide variety of species, Rad6-Rad18-
dependent PCNA-monoubiquitylation constitutes a predominant pathway for the rescue
of stalled replication forks, and similarly, human Rad18 is required for the PRR (Post
Replication Repair) of UV-damaged DNA?®°. Independent laboratories have also reported
that RAD18 and SPARTAN cooperate in the protection against UV-irradiation, though the
role of Rad18 in regulating Spartan’s function is still contradictory’®%% 82, To address
whether Spartan cooperates with Rad18 in DPC repair, we carried out epistasis analysis
comparing the phenotypes of single Spartan- and Rad18- and double Spartan/Rad18-
silenced cell lines employing three different assays; namely, cell survival assay, DPC-
specific BrdU comet assay, and DNA fiber analysis.

When comparing the formaldehyde sensitivity of the single- and double-silenced cell
lines, we observed that the Spartan/Radl18-silenced cells did not exhibit higher FA
sensitivity than the Spartan-silenced or the Rad18-silenced cells, indicating that Spartan
and Rad18 act together in protecting cells from formaldehyde-induced damage. To further
confirm the epistatic relationship between SPARTAN and RAD18, we tested whether
ectopic expression of the siRNA-resistant Spartan or Radl18 proteins can rescue the
observed phenotype. While the expression of Spartan in Spartan-silenced cells and the
expression of Rad18 in Rad18-silenced cells could fully rescue formaldehyde sensitivity,
the expression of either Spartan or Rad18 alone could not rescue the sensitivity of the
Spartan/Rad18 double-silenced cells. However, expression of Spartan and Radl8
together rescued the sensitivity of Spartan/Rad18-silenced cells, supporting further that
their cooperation is required to achieve DPC resistance.
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The results of the DPC-specific BrdU comet assay and the DNA fiber analysis showed
the same results as the cell survival assay. In sum, all three independent methods
confirmed an epistatic relationship between SPARTAN and RAD18 in providing cellular
resistance against DPC.

In my thesis | showed that human Spartan is required for facilitating DPC repair and
replication of DPC-containing DNA and that it acts together with the RAD6-RAD18 DDT
pathway.

80



9 Kbdszbnetnyilvanitas

Szeretnék kdszdnetet mondani témavezetémnek, Dr. Haracska Lajosnak, hogy
lehet6séget biztositott a kutatasaim elvégzéséhez, valamint a tamogatast és a
nélkilozhetetlen szakmai segitséguket.

Szeretnék kdszonetet mondani Morocz Moénikanak, Toth Robertnek, Pintér Lajosnak és
Tick Gabriellanak a kisérletekben és a cikk megirasaban nyujtott segitséget!

Kdszénbm tovabba Kovéacs Katalinnak és NOtari Péterné Icunak a technikai segitséget,
amivel kdnnyebbé tették a labormunkat.

Kulondsen koszoném Frittmann Orsolyanak, Toth Agnesnek és a Deltabio 2000 Kit
minden tagjanak, hogy mindig szamithattam rajuk mind szakmai, mind baréti tekintetben.
Szeretnék kdszonetet mondani tovdbba az SZBK Genetikai Intézetének vezetdinek, és
minden tagjanak, akik valamilyen modon hozzajarultak dolgozatom megirdséhoz,
valamint szakmai segitséget nyujtottak.

Végezetul szeretném megkodszonni csalddomnak, férjemnek, és barataimnak, hogy

mindig mellettem alltak, és mindenben szamithattam rajuk. Készéném!

81



10 Sajat kdzlemények jegyzéke.
A dolgozat alapjat képez6 kozlemények:

Ménika Mérocz*, Eszter Zsigmond*, Robert Téth, Marton Zs. Enyedi, Lajos Pintér, Lajos

Haracska DNA-dependent protease activity of human Spartan facilitates replication of
DNA-—protein crosslink-containing DNA NUCLEIC ACIDS RESEARCH. 2017 Apr 7,
45(6): 3172—-3188. doi: 10.1093/nar/gkw1315 IF: 11,14

* Megosztott elsé szerz6

Tovabbi k6zlemények:

Caitlin A.L. Riddick, Peter D. Hunter, José Antonio Dominguez Gémez, Victor Martinez-
Vicente, Matyas Présing, Hajnalka Horvath, Attila W. Kovécs, Lajos Voros, Eszter
Zsigmond, Andrew N. Tyler Optimal Cyanobacterial Pigment Retrieval from Ocean
Colour Sensors in a Highly Turbid, Optically Complex Lake; REMOTE SENSING. 2019,
11(13), 1613; https://doi.org/10.3390/rs11131613 IF:4,7

Sarolta Szentes, Nikolett Zsibrita, Mihdly Koncz, Eszter Zsigmond, Pal Salamon, Zita

Pletl and Antal Kiss I-Block: a simple E. coli based assay for studying sequence-specific
DNA binding of Proteins NUCLEIC ACIDS RESEARCH 2020 March 18; 48(5): doi:
10.1093/nar/gkaa014 IF:11,4

82


https://doi.org/10.3390/rs11131613

11

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Referenciak

Thiagarajan, V., Byrdin, M., Eker, A. P. M., Muller, P. & Brettel, K. Kinetics of
cyclobutane thymine dimer splitting by DNA photolyase directly monitored in the
UV. Proc. Natl. Acad. Sci. (2011). doi:10.1073/pnas.1101026108

Wallace, S. S., Murphy, D. L. & Sweasy, J. B. Base excision repair and cancer.
Cancer Letters (2012). doi:10.1016/j.canlet.2011.12.038

uchicago_qrb81 273 ber 30 000 mut_day.

Spivak, G. HHS Public Access. 13-18 (2016).
doi:10.1016/j.dnarep.2015.09.003.Nucleotide

Laat, W. L. De, Jaspers, N. G. J. & Hoeijmakers, J. H. J. Molecular mechanism of
nucleotide excision repair Molecular mechanism of nucleotide excision repair.
Genes Dev. 768-785 (1999). doi:10.1101/gad.13.7.768

Black, J. O. Xeroderma Pigmentosum. Head Neck Pathol. 10, 139-144 (2016).
De Boer, J. & Hoeijmakers, J. H. J. Nucleotide excision repair and human
syndromes. Carcinogenesis 21, 453—-460 (2000).

Chapman, J. R., Taylor, M. R. G. & Boulton, S. J. Playing the End Game: DNA
Double-Strand Break Repair Pathway Choice. Mol. Cell 47, 497-510 (2012).
Shrivastav, M., De Haro, L. P. & Nickoloff, J. A. Regulation of DNA double-strand
break repair pathway choice. Cell Res. 18, 134-147 (2008).

Pandey, M. & Raghavan, S. C. Editorial: Public sociology, trust and informal
practices. Stud. Transit. States Soc. 7, 1-3 (2015).

Featherstone, C. & Jackson, S. P. DNA double-strand break repair. Curr. Biol. 9,
759-761 (1999).

Gerodimos, C. A., Chang, H. H. Y., Watanabe, G. & Lieber, M. R. Effects of DNA
end configuration on XRCC4-DNA ligase IV and its stimulation of Artemis activity.
J. Biol. Chem. 292, 13914-13924 (2017).

Weterings, E. & Chen, D. J. The endless tale of non-homologous end-joining. Cell
Res. 18, 114-124 (2008).

Lieber, M. R., Ma, Y., Pannicke, U. & Schwarz, K. Mechanism and regulation of
human non-homologous DNA end-joining. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 4, 712 (2003).
Ceccaldi, R., Sarangi, P. & D’Andrea, A. D. The Fanconi anaemia pathway: New
players and new functions. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 17, 337-349 (2016).

Castella, M. et al. FANCI Regulates Recruitment of the FA Core Complex at Sites
of DNA Damage Independently of FANCD2. PLoS Genet. 11, 1-27 (2015).
Crossan, G. P. et al. Disruption of mouse SIx4, a regulator of structure-specific
nucleases, phenocopies Fanconi anemia. Nat. Genet. 43, 147-152 (2011).
Yamamoto, K. N. et al. Involvement of SLX4 in interstrand cross-link repair is
regulated by the Fanconi anemia pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. 108, 6492-6496
(2011).

Smogorzewska, A. et al. A Genetic Screen Identifies FAN1, a Fanconi Anemia-
Associated Nuclease Necessary for DNA Interstrand Crosslink Repair. Mol. Cell
39, 36—47 (2010).

Liu, T., Ghosal, G., Yuan, J., Chen, J. & Huang, J. FAN1 acts with FANCI-FANCD2
to promote DNA interstrand cross-link repair. Science (80-.). 329, 693-696 (2010).
Walden, H. & Deans, A. J. The Fanconi Anemia DNA Repair Pathway: Structural

83



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

and Functional Insights into a Complex Disorder. Annu. Rev. Biophys. 43, 257-278
(2014).

Rodriguez, A. & D’Andrea, A. Fanconi anemia pathway. Curr. Biol. 27, R986—R988
(2017).

Loeber, R. L. et al. Proteomic Aanalysis of DNA-protein cross-linking by antitumor
nitrogen mustards. Chem. Res. Toxicol. 22, 1151-1162 (2009).
Michaelson-Richie, E. D. et al. DNA-protein cross-linking by 1,2,3,4-diepoxybutane.
J. Proteome Res. 9, 43564367 (2010).

Lai, Y. et al. Measurement of Endogenous versus Exogenous Formaldehyde-
Induced DNA-Protein Crosslinks in Animal Tissues by Stable Isotope Labeling and
Ultrasensitive Mass Spectrometry. Cancer Res. 76, 2652—2661 (2016).

Kooistra, S. M. & Helin, K. Molecular mechanisms and potential functions of histone
demethylases. Nat. Publ. Gr. 13, 297-311 (2012).

Trewick, S. C., Henshaw, T. F., Hausinger, R. P., Lindahl, T. & Sedgwick, B.
Oxidative demethylation by Escherichia coli AlkB directly reverts DNA base
damage. Nature 419, 174-178 (2002).

Swenberg, J. A. et al. Endogenous versus exogenous DNA adducts: Their role in
carcinogenesis, epidemiology, and risk assessment. Toxicol. Sci. 120, 130-145
(2011).

O’Brien, P. J., Siraki, A. G. & Shangari, N. Aldehyde sources, metabolism,
molecular toxicity mechanisms, and possible effects on human health. Crit. Rev.
Toxicol. 35, 609-662 (2005).

Heck, H. D. A. & Casanova, M. The implausibility of leukemia induction by
formaldehyde: A critical review of the biological evidence on distant-site toxicity.
Regul. Toxicol. Pharmacol. 40, 92-106 (2004).

Tong, Z. et al. Accumulated hippocampal formaldehyde induces age-dependent
memory decline. Age (Dordr). 35, 583-596 (2013).

Coulombe, R. A. J., Drew, G. L. & Stermitz, F. R. Pyrrolizidine alkaloids crosslink
DNA with actin. Toxicol. Appl. Pharmacol. 154, 198-202 (1999).

Chvalova, K., Brabec, V. & Kasparkova, J. Mechanism of the formation of DNA-
protein cross-links by antitumor cisplatin. Nucleic Acids Res. 35, 1812-1821 (2007).
Tretyakova, N. Y., Groehler, A. 4th & Ji, S. DNA-Protein Cross-Links: Formation,
Structural ldentities, and Biological Outcomes. Acc. Chem. Res. 48, 1631-1644
(2015).

Pommier, Y. DNA topoisomerase | inhibitors: chemistry, biology, and interfacial
inhibition. Chem. Rev. 109, 28942902 (2009).

Nitiss, J. L. & Nitiss, K. C. Tdp2: a means to fixing the ends. PLoS Genet. 9,
1003370 (2013).

Oleinick, N. L., Chiu, S. M., Ramakrishnan, N. & Xue, L. Y. The formation,
identification, and significance of DNA-protein cross-links in mammalian cells. Br.
J. Cancer. Suppl. 8, 135-140 (1987).

Ide, H., Shoulkamy, M. I., Nakano, T., Miyamoto-Matsubara, M. & Salem, A. M. H.
Repair and biochemical effects of DNA-protein crosslinks. Mutat. Res. - Fundam.
Mol. Mech. Mutagen. 711, 113-122 (2011).

Minko, I. G., Zou, Y. & Lloyd, R. S. Incision of DNA-protein crosslinks by UvrABC
nuclease suggests a potential repair pathway involving nucleotide excision repair.

84



40.

4].

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99, 1905-1909 (2002).

Nakano, T. et al. Nucleotide Excision Repair and Homologous Recombination
Systems Commit Differentially to the Repair of DNA-Protein Crosslinks. Mol. Cell
28, 147-158 (2007).

Ide, H., Nakano, T., Shoulkamy, M. I. & Salem, A. M. H. Formation , Repair , and
Biological Effects of DNA — Protein Cross-Link Damage.

de Graaf, B., Clore, A. & McCullough, A. K. Cellular pathways for DNA repair and
damage tolerance of formaldehyde-induced DNA-protein crosslinks. DNA Repair
(Amst). 8, 1207-1214 (2009).

Baker, D. J. et al. Nucleotide excision repair eliminates unique DNA-protein cross-
links from mammalian cells. J. Biol. Chem. 282, 22592-22604 (2007).

Nakano, T. et al. Homologous recombination but not nucleotide excision repair
plays a pivotal role in tolerance of DNA-protein cross-links in mammalian cells. J.
Biol. Chem. 284, 27065-27076 (2009).

Krasich, R., Wu, S. Y., Kuo, H. K. & Kreuzer, K. N. Functions that protect
Escherichia coli from DNA-protein crosslinks. DNA Repair (Amst). 28, 48-59
(2015).

Stingele, J., Schwarz, M. S., Bloemeke, N., Wolf, P. G. & Jentsch, S. A DNA-
dependent protease involved in DNA-protein crosslink repair. Cell 158, 327-338
(2014).

Shaham, J., Bomstein, Y., Melzer, A. & Ribak, J. DNA-Protein Crosslinks and
Sister Chromatid Exchanges as Biomarkers of Exposure to Formaldehyde. Int. J.
Occup. Environ. Health 3, 95-104 (1997).

Vaz, B. et al. Metalloprotease SPRTN/DVC1 Orchestrates Replication-Coupled
DNA-Protein Crosslink Repair. Mol. Cell 0, 137-151 (2016).

Nakano, T., Xu, X., Salem, A. M. H., Shoulkamy, M. I. & Ide, H. Radiation-induced
DNA-protein cross-links: Mechanisms and biological significance. Free Radic. Biol.
Med. 107, 136-145 (2017).

Quievryn, G. & Zhitkovich, a. Loss of DNA-protein crosslinks from formaldehyde-
exposed cells occurs through spontaneous hydrolysis and an active repair process
linked to proteosome function. Carcinogenesis 21, 1573-1580 (2000).

Lin, C.-P., Ban, Y., Lyu, Y. L., Desai, S. D. & Liu, L. F. A ubiquitin-proteasome
pathway for the repair of topoisomerase I-DNA covalent complexes. J. Biol. Chem.
283, 21074-21083 (2008).

Ortega-Atienza, S., Green, S. E. & Zhitkovich, A. Proteasome activity is important
for replication recovery, CHK1 phosphorylation and prevention of G2 arrest after
low-dose formaldehyde. Toxicol. Appl. Pharmacol. 286, 135-141 (2015).

Duxin, J. P., Dewar, J. M., Yardimci, H. & Walter, J. C. Repair of a DNA-protein
crosslink by replication-coupled proteolysis. Cell 159, 349-357 (2014).

Bailly, V., Lamb, J., Sung, P., Prakash, S. & Prakash, L. Specific complex formation
between yeast RAD6 and RAD18 proteins: A potential mechanism for targeting
RADG ubiquitin-conjugating activity to DNA damage sites. Genes Dev. 8, 811-820
(1994).

Prakash, L. Domains Required for Dimerization of Yeast Rad6 Ubiquitin-
Conjugating Enzyme and Rad18 DNA Binding Protein. 17, 4536-4543 (1997).
Davies, A. A., Huttner, D., Daigaku, Y., Chen, S. & Ulrich, H. D. Activation of

85



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Ubiquitin-Dependent DNA Damage Bypass Is Mediated by Replication Protein A.
Mol. Cell 29, 625-636 (2008).

Masuda, Y., Suzuki, M., Kawai, H., Suzuki, F. & Kamiya, K. Asymmetric nature of
two subunits of RAD18 , a RING-type ubiquitin ligase E3 , in the human RAD6A —
RAD18 ternary complex. 40, 1065-1076 (2012).

Notenboom, V. et al. Functional characterization of Rad18 domains for Rad6 ,
ubiquitin , DNA binding and PCNA modification. 35, 5819-5830 (2007).

Hedglin, M. & Benkovic, S. J. Regulation of Rad6 / Rad18 Activity During DNA
Damage Tolerance. 207-230 (2015). doi:10.1146/annurev-biophys-060414-
033841

Finley, D., Ulrich, H. D., Sommer, T. & Kaiser, P. The Ubiquitin — Proteasome
System of. 192, 319-360 (2012).

Guo, C. et al. Ubiquitin-Binding Motifs in REV1 Protein Are Required for Its Role in
the Tolerance of DNA Damage [ 1. 26, 8892—-8900 (2006).

Wood, A., Garg, P. & Burgers, P. M. J. A Ubiquitin-binding Motif in the Translesion
DNA Polymerase Revl Mediates Its Essential Functional Interaction with
Ubiquitinated Proliferating Cell Nuclear Antigen in Response to DNA Damage *.
282, 20256-20263 (2007).

Plosky, B. S. et al. Controlling the subcellular localization of DNA polymerases i and
g via interactions with ubiquitin. 25, 2847-2855 (2006).

Bienko, M. et al. American Association for the Advancement of Science. 310, 1821—
1824 (2016).

Watanabe, K. et al. Rad18 guides pol g to replication stalling sites through physical
interaction and PCNA monoubiquitination. 23, 3886—-3896 (2004).

Kannouche, P. L., Wing, J., Lehmann, A. R. & Bn, B. Interaction of Human DNA
Polymerase [ with Monoubiquitinated PCNA: A Possible Mechanism for the
Polymerase Switch in Response to DNA Damage. 14, 491-500 (2004).

Hoege, C., Pfander, B., Moldovan, G.-L., Pyrowolakis, G. & Jentsch, S. RADG6-
dependent DNA repair is linked to modification of PCNA by ubiquitin and SUMO.
Nature 419, 135-141 (2002).

Parker, J. L. et al. SUMO modification of PCNA is controlled by DNA. 27, 2422—
2431 (2008).

Stelter, P. & Ulrich, H. D. Control of spontaneous and damage- induced
mutagenesis by SUMO and ubiquitin conjugation. 425, (2003).

Papouli, E. et al. Crosstalk between SUMO and Ubiquitin on PCNA Is Mediated by
Recruitment of the Helicase Srs2p. 19, 123-133 (2005).

Pfander, B., Moldovan, G., Sacher, M., Hoege, C. & Jentsch, S. SUMO-modified
PCNA recruits Srs2 to prevent recombination during S phase. 436, 17-22 (2005).

Pcna, S., Parker, J. L. & Ulrich, H. D. A SUMO-interacting motif activates budding
yeast ubiquitin ligase Rad18 towards. 40, 11380-11388 (2012).

Huang, T. T. et al. Regulation of monoubiquitinated PCNA by DUB autocleavage.
8, (2006).

Cohn, M. A. et al. Article A UAF1-Containing Multisubunit Protein Complex
Regulates the Fanconi Anemia Pathway. 1, 786—797 (2007).

Lee, K., Yang, K., Cohn, M. A., Sikdar, N. & Myung, K. Human ELG1 Regulates the
Level of Ubiquitinated Proliferating Cell Nuclear Antigen ( PCNA ) through Its

86



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Interactions with PCNA and USP1 *. 285, 10362-10369 (2010).

Niimi, A. et al. Regulation of proliferating cell nuclear antigen ubiquitination in
mammalian cells. 1-6 (2008).

Toth, A., Hegedus, L., Juhasz, S., Haracska, L. & Burkovics, P. The DNA-binding
box of human SPARTAN contributes to the targeting of Poln to DNA damage sites.
DNA Repair (Amst). (2016). doi:10.1016/j.dnarep.2016.10.007

Centore, R. C., Yazinski, S. A., Tse, A. & Zou, L. Spartan/Clorfl24, a Reader of
PCNA Ubiquitylation and a Regulator of UV-Induced DNA Damage Response. Mol.
Cell 46, 625-635 (2012).

Ghosal, G., Leung, J. W. C., Nair, B. C., Fong, K. W. & Chen, J. Proliferating Cell
Nuclear Antigen (PCNA)-binding protein Clorfl24 is a regulator of translesion
synthesis. J. Biol. Chem. 287, 34225-34233 (2012).

Juhasz, S. et al. Characterization of human Spartan/Clorfl24, an ubiquitin-PCNA
interacting regulator of DNA damage tolerance. Nucleic Acids Res. 40, 10795—
10808 (2012).

Villamil, M. A., Chen, J., Liang, Q. & Zhuang, Z. A Noncanonical Cysteine Protease
USP1 Is Activated through Active Site Modulation by USP1-Associated Factor 1.
(2012).

Kim, M. S. et al. Regulation of error-prone translesion synthesis by
Spartan/Clorf124. Nucleic Acids Res. 41, 1661-1668 (2013).

Maskey, R. S. et al. Spartan deficiency causes genomic instability and progeroid
phenotypes. Nat. Commun. 5, 5744 (2014).

Lessel, D. et al. Mutations in SPRTN cause early onset hepatocellular carcinoma,
genomic instability and progeroid features. Nat. Genet. 46, 1239-44 (2014).
US5545529.

Kanagaraj, R. et al. RECQ5 helicase associates with the C-terminal repeat domain
of RNA polymerase Il during productive elongation phase of transcription. Nucleic
Acids Res. 38, 8131-8140 (2010).

Unk, I. et al. Human HLTF functions as a ubiquitin ligase for proliferating cell nuclear
antigen polyubiquitination. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105, 3768-73 (2008).
Han, J. et al. SIVAl directs the E3 ubiquitin ligase RAD18 for PCNA
monoubiquitination. J. Cell Biol. 205, 811-827 (2014).

M??rocz, M., Gali, H., Rask??, |., Downes, C. S. & Haracska, L. Single Cell Analysis
of Human RAD18-Dependent DNA Post-Replication Repair by Alkaline
Bromodeoxyuridine Comet Assay. PLoS One 8, (2013).

Merk, O. & Speit, G. Detection of crosslinks with the comet assay in relationship to
genotoxicity and cytotoxicity. Environ. Mol. Mutagen. 33, 167-172 (1999).

Merk, O. & Speit, G. Significance of formaldehyde-induced DNA-protein crosslinks
for mutagenesis. Environ. Mol. Mutagen. 32, 260-268 (1998).

Kumari, A., Lim, Y. X., Newell, A. H., Olson, S. B. & McCullough, A. K.
Formaldehyde-induced genome instability is suppressed by an XPF-dependent
pathway. DNA Repair (Amst). 11, 236-246 (2012).

Kumari, A., Owen, N., Juarez, E. & McCullough, A. K. BLM protein mitigates
formaldehyde-induced genomic instability. DNA Repair (Amst). 28, 73-82 (2015).
Gangavarapu, V. et al. Mms2-Ubcl13-dependent and -independent roles of Rad5
ubiquitin ligase in postreplication repair and translesion DNA synthesis in

87



95.

96.

97.

Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 26, 7783—-90 (2006).

Spivak, G. et al. Nucleotide excision repair in humans. DNA Repair (Amst).36 13-
18 (2015)

Ravindra, A et al. Homologous Recombination in Eukaryotes. Prog. in Mol. Biol.
and Translat. Sci., 110, 1877-1173, (2012)

Jaime Lopez-Mosqueda, et al. SPRTN is a mammalian DNA-binding
metalloprotease that resolves DNA-protein crosslinks. Elife. 5:21491, (2016)

88



