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Bevezetés

A DNS molekula a sejtek életéhez sziikséges nélkiilozhetetlen
informaciokat tartalmaz. Annak érdekében, hogy egy utodsejt az eredeti
pontos masolata legyen, genetikai informéacioja nem valtozhat meg. A sejtek
szaméra létfontossdgll a genetikai informécid pontos és hibamentes
meglrzése, mivel az elakadt replikacios villak mutaciok, szaltorések, és
genom atrendez6dések kialakulasahoz vezethetnek, ami végs6 esetben rakos
sejtek kialakulasat vagy sejthalélt is okozhat. Az él61ények sejtjei azonban
allanddan kiils6 és belsé DNS karositd tényezéknek vannak kitéve, amelyek
DNS-hibdk, DNS-szaltorések és kiilonb6z6 keresztkotések kialakuldsahoz
vezethetnek.

A DNS-hez kovalensen és irreverzibilisen kapcsolddd fehérjéket
DNS-fehérje keresztkdtéseknek (DNA—Protein Crosslinks, DPC) nevezziik,
ezek a DNS hibdk egy specifikus csoportjat képezik. A DNS-fehérje
keresztkotések fizikai akadalyt képeznek a replikacié soran. A replikécidval
egyidében vald jelenlétiik kettGsszala DNS-torések kialakulasdhoz
vezethetnek, amely a legnagyobb veszélyt jelenti a genomintegritas
megorzésében.

Genetikai és biokémiai Kkisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a
DNS-fehérje keresztkotések eltavolitdsat két hibajavitd mechanizmus
végzi: a Nukleotid Kivagd Rendszer (NER) és a Homolog Rekombinacid
(HR). Stingele és mtsai. 2014-ben Saccharomyces cerevisiae-ben
azonositottak egy eddig ismeretlen DPC-t eltavolitdé mechanizmust,
amelyben az (gynevezett wssl (weak supressor of smt3 protein 1)

metalloproteaz  fehérjének van kulcsszerepe. A csoport  tovabbi



kisérletekben bizonyitotta, hogy a wssl metalloprotedz doménjének DNS-
fiiggd protedz aktivitdsa révén, valoban fontos szerepet jatszik a DNS—
fehérje keresztkotések eltavolitasaban.

A human Spartan (vagy DVC1, Clorfl24), egy multidomén fehérje,
amelyet 2012-ben csoportunkkal parhuzamosan tébb kutatécsoport is
jellemzett. Rendelkezik egy UBZ4 (Ubiquitin-Binding Zinc Finger), PIP
(PCNA Interacting Protein), SHP (p97-Binding Motif), DNS-k6t6 régioval
és egy Spr-T metalloproteaz domeénnel. A Spartan PIP doménje felelés a
modositasok nélkili PCNA felismeréséért, az UBZ domén pedig az
ubikvitinnel valé asszociicié helye. Az SHP domén a p97 (Valosin-
Containing Protein (VCP)) fehérje kotésében vesz részt. A nemrégiben
azonositott DNS-k6t6 domén pedig az egyesszali DNS kotésében jatszik
szerepet, az SprT domén szerepe eddig ismeretlen.

A DDT-ben (DNS-hibatolerancia, DNA damage tolerance) bet6ltott fontos
szerepére utal, hogy hianyaban DNS kérosité agensek hatasara a sejtek
megndvekedett érzékenységet mutatnak, illetve UV sugarzast kdvetden a
Spartan magi fokuszokba rendezédik, melyek helyzete egybeesik a PCNA,
az RPA és Radl8 éaltal létrehozott fokuszok helyével, vagyis a DNS
szintézissel és a DNS léziok miatt elakadt replikéacids villakkal. A Spartan
expresszidja sejtciklus fiiggd, a sejtek S fazisaban tetdzik, jelen van G2-ben
és a korai M fézishan is. A Spartan a genomintegritds megtartasaban
betoltétt fontos szerepét bizonyitja, hogy Spartan-hidanyos (knock out)
egerek korai embrionalis letalitast mutatnak. A Spartan hipomorf egerek
életképesek, viszont megfigyelhetdek a korai 6regedés jelei, a DNS-hibak

halmozott jelenléte, és a genominstabilitdés. Emberben a Spartan hidnya,



korai hepatocellularis karcinoma Kkialakulasahoz, genominstabilitashoz és
Ruijs-Aalfs progeroid szindréma megjelenéséhez vezet.

A Spartan doménszerkezete nagyon hasonld az élesztd wssl fehérje
felépitéséhez, amelyrdl leirtak, hogy DNS-fiiggd proteaz aktivitassal
rendelkezik, és ennek kdszonhetden részt vesz a replikacié soran jelen levé

DPC-k eltavolitasban.



Célkitiizések

Munkank soran a human Spartan SprT metalloprotedz doménjének

funkcidjat és a human Spartan DNS—fehérje keresztkotések hibajavitasaban

bet6lt6tt szerepét szerettlik volna jobban megérteni.

A kérdéseink megvalaszolasahoz az alabbi kisérletek elvégzését tiiztik ki

célul:

A Spartan fehérje DNS-fiiggé protedz aktivitasanak kimutatisa és
jellemzése in vitro biokémiai madszerekkel

A Spartan szerepének kimutatdsa és jellemzése a DNS—fehérje
keresztkotések eltavolitasaban SDS/KCI precipitacios modszerrel
DNS—fehérje keresztkdtések kimutatasara alkalmas BrdU comet
technika jellemzése

A Spartan UBZ, PIP, SprT és a DNS-kot6 doménjeinek jellemzése
a DNS—fehérje keresztkotések eltavolitdsaban

A Spartan szerepének jellemzése a DNS—fehérje keresztkotések
azonnali javitasaban

Az Spartan és a Radl8 egylittmtikddésének jellemzése a genomi

DNS—fehérje keresztkotések eltavolitasaban



Alkalmazott médszerek

e A humédn Spartan fehérjék  tisztitasdhoz  sziikséges
plazmidkonstrukciok létrehozésahoz restrikcios emésztést, LR reakciot,
ligalast, plazmidtisztitast, valamint baktérium és €lesztd transzformalast
hasznaltunk.

o A fehérjetisztitast ~ GST-affinitdskromatografia ~ modszerrel
végeztiikk, és a tisztitds eredményét gélelektroforézissel ellendriztiik,
amelyhez denatural6 poliakrilamid gélt hasznaltunk.

e  Spartan enzimatikus hasadasanak vizsgalatahoz in vitro biokémiai
modszereket hasznaltunk (denaturdlé poliakrilamid gél, Comassie kék
festés, Western blot analizis).

e A Spartan DNS—fehérje keresztkdtések eltavolitdsdban betoltott
szerepének in vivo vizsgalatira HEK293 humén sejtkultdrakat,
transzfektalassal végeztik, illetve stabilan csendesitett sejtvonalakat
hoztunk létre.

e A Spartan DNS-fehérje keresztkotéseket eltavolitasaban betdltott
szerepének kimutatasara SDS-KCI precipitacids modszert hasznaltunk.

e A Spartan a DNS-fehérje keresztkotéseket tartalmazé DNS
szakaszok replikacidjaban betoltott szerepének kimutatasara Proteindz-K
kezeléssel kiegészitett BrdU comet technikat alkalmaztunk.

e A Spartan szerepének jellemzésére a DNS—fehérje keresztkotések
azonnali javitdsaban DNS fiber modszert hasznaltunk.

e A formaldehid-kezelés hatdsat a Spartan stabilan csendesitett
sejtvonalak sejtciklusara aramlasi citométer alapu sejtciklus vizsgalattal

végeztik.



e A Spartan és a RAD18 DPC hibajavitashan bet6ltott kapcsolatanak
vizsgalatara sejtérzékenységi tesztet, DNS fiber technikat és Proteindz-K

kezeléssel kiegészitett BrdU comet technikat alkalmaztunk.



Eredmények

A human Spartan rendelkezik DNS-fiiggd proteaz aktivitassal

Tisztitott Spartan fehérje preparatumot hasznélva, in vitro biokémiai
mddszerekkel igazoltuk, hogy a Spartan DNS jelenlétében képes 6nmaga és
mas DNS-k6t6 fehérjék proteolitikus emésztésére. Tovabba, biokémiai
modszerekkel vizsgaltuk, a Spartan aktivitasat kiilonb6z6 DNS struktirak
jelenlétében, a leger6sebb aktivitast a ®X174 egyesszalt DNS-sel alakitotta
ki, amig a kettdsszala, illetve bevagott plazmid DNS, alig valtott ki
proteolitikus aktivitast. A Spartan kiilonb6z6 DNS strukturdk iranti
affinitasa, arra utal, hogy a Spartan az elakadt replikéciés villaban kialakuld
egyesszali DNS-hez kapcsolddva vesz részt a DNS-hez kotott fehérjék

proteolitikus eltavolitasaban.

A human Spartannak szerepe van a DNS-fehérje keresztkotések
eltavolitasaban

A Spartan DNS-fehérje keresztkdtések eltavolitasaban betoltdtt esetleges
szerepének kimutatasara in vivo SDS-KCI fehérje precipitacids technikat
hasznaltunk, kisérleteink eredményei azt bizonyitjdk, hogy a Spartan

jelent6s szerepet tolt be a DNS—fehérje keresztkdtések eltavolitasaban.

DNS—fehérje Kkeresztkotések kimutatdsdra alkalmas BrdU comet
technika jellemzése

Spartan a DNS-fehérje keresztkotéseket tartalmaz6 DNS szakaszok
replikaciojaban betoltott szerepének vizsgalatahoz sziikségiink volt egy

olyan mddszerre, amellyel el tudjuk kiiloniteni és lathatéva tudjuk tenni az



S fazisban 1évo sejteket, és ezekben az S fazisban 1évd sejtekben tudjuk
mérni a DNS-fehérje keresztkotések mennyiségét. Célunk eléréséhez a
BrdU comet modszert, amely a BrdU jelolés miatt S fazis specifikus,
Proteindz K kezeléssel egészitettikk ki, igy lehetévé valt a DNS—fehérje
keresztkotések mennyiségének kimutatdsa S fazisban. A Proteindz K
kezelésre azeért volt szilkség, hogy DNS—fehérje keresztkotéseket el tudjuk
kiloniteni a formaldehid kezelés Altal indukalt méas DNS 1ézioktol
(pl. kiilonb6z6 DNS-DNS keresztkotések). Az altalunk médositott mddszer
hatékonysagat, érzékenységét ¢és specificitasat novekvd mennyiségi
formaldehid alkalmazaséaval vizsgaltuk. A modszer alkalmasnak bizonyult
az S fazisban jelenlévé DNS—fehérje keresztkotések mennyiségének
kimutatésara és mérésere.

A mddszert alkalmazva, Spartan stabilan csendesitett sejtvonalakban
minden esetben DNS-fehérje keresztkotés felhalmozddast mutattunk ki,
ami arra utal, hogy Spartan hianyaban kevésbé hatékonyan megy végbe a

DNS-fehérje keresztkotéseket tartalmazo DNS régiok replikacioja.

Az SprT, a DNS-koté, az UBZ és a PIP domének sziikségesek a DNS—
fehérje keresztkotések eltavolitdsahoz

A Spartan kiilonbozé doménjeinek DNS-fehérje  keresztkotések
hibajavitasaban betdltott szerepének meghatarozéasara iranyuld kisérleteink
eredményei azt mutattdk, hogy kiemelt szerep jut a Spartan SprT és
DNS-k6t6 doménjeinek, de ugyanakkor a hatékony DPC hibajavitashoz

szilkséges a PIP és UBZ domének jelenléte is.



A human Spartannak szerepe van az azonnali DNS-fehérje
keresztkotések hibajavitasaban

A DNS-t érd kiilonboz6 stresszhatasok kovetkezményeként a replikacio
sebessége lelassulhat, ami a replikacios villak leallasdhoz  és
genominstabilitashoz vezethet. DNS fiber technikaval végzett kisérleteink
eredményei a Spartan azonnali hibajavitasban betdltétt fontos szerepére
utalnak a DNS-fehérje keresztkotéseket tartalmazd6 DNS szakaszok

replikacidja soran.

A Spartan és a RAD18 egyiittmiikodésének jellemzése a genomi DNS—
fehérje keresztkotések eltavolitdsdban

Proteindaz K kezeléssel kiegészitett BrdU comet technikaval, DNS fiber
technikaval és talélési kisérletekben vizsgaltuk, hogy az Ujonnan felfedezett
DPC-specifikus hibajavitasi mechanizmus, teljesen Gj és kilénall6 DNS-
hibajavitd Gtvonalat alkot, vagy a Spartan korabban ismert funkcidihoz
hasonléan a mar jol jellemzett DNS-hibatolerancia Utvonal részeként
miikddik. Ezen modszerek eredményei igazoltdk a proteolitikus DPC
hibajavitds soran a Spartan szoros egylittm(ikodését a Radl8 tutvonallal.
Mind a Rad18, mind pedig a Spartan jelenléte fontos a DPC-ket tartalmazo

DNS szakaszok replikéciéjahoz.

Osszefoglalva eredményeinket, munkank soran igazoltuk, hogy a human
Spartan rendelkezik protedz aktivitassal, amelyért a fehérje SprT
metalloprotedz-szerli doménje a felelés. Meghataroztuk, hogy a Spartan
ezen aktivitasa kizarolag DNS jelenlétében valdésul meg. Tovabba,

bemutattuk a Spartan létfontossdgl  szerepét a  DNS-fehérje



keresztkotéseket tartalmazd DNS szakaszok replikacija soran, és ezen
keresztkotések eltavolitasaban. Kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy
a Spartan DNS—fehérje keresztkotések eltavolitasaban betdltott aktivitasat a

Rad18 atvonallal kapcsoltan végzi.
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