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Zarojelentés (OTKA 61921)

Kutatasi projekt: A karododott DNS replikdciojanak mechanizmusa és szabalyozasa:

a mutagenezis és karcinogenezis hdttere

Témavezeto: Haracska Lajos

A karositott DNS replikacidja komoly kihivast jelent a sejt szdmara mivel a replikacios
polimerdaz gyakran nem képes a karosodott bazissal szemben nukleotid beépitésre. Ennek
kovetkeztében a karositott bazishoz érve a DNS szintézis megakadhat, amely a sejt halalahoz
vezethet. Ennek elkeriilésére az evolucié soran un. DNS hibatoleral6 mechanizmusok fejlédtek
ki. Ennek egyik formdja a transzlézios DNS szintézis, melynek soran a megakadt replikécios
polimerazt hibadtirdsra specializalodott transzléziés DNS polimerdzok valtjak le. Ezek a
specializalédott DNS polimerdazok flexibilis aktiv centrumuknak koszonhetéen képesek a
karosodassal szemben is szintézisre. Egy alternativ lehetéség a DNS hibak atirdsara az un.
posztreplikacios reparacid, amely a sejtek S-fazisanak végén a DNS hibdkkal szemben kialakult
réseket foltozza be. A posztreplikacids repardcid valoszinlisithetden nem specidlis DNS
polimeraz kozremiikdodésével torténd direkt hibaatirds hanem mintaszal-valtds eredménye. A
mintaszal-valtas sordan az Gjonnan szintetizalodott testvér szalra torténd valtassal azt mintaként
hasznalva feltételezhetd a DNS szintézis. Ezt a modellt mar tobb mint harom évtizede
felallitottak, de kisérletes bizonyitékokkal még nem sikeriilt megerdsiteni.

Kutatasi projektiink f6 célja az volt, hogy (i) kisérletes bizonyitékokkal tdmasszuk
ald vagy cafoljuk a posztreplikacids reparaciora felallitott templatvaltason alapuld modellt; (i1)
fehérjét; (ii1) azonositsuk és jellemezziik az ¢lesztd Rad5 fehérje human homologjat és
bizonyitsuk annak szerepét a posztreplikacids reparacioban.

Eredményeink alapjan sikeriilt (i) biokémiai bizonyitékokkal aldtdmasztani, hogy a
posztreplikacids reparacid templatvaltason keresztiil az Un. “csirkelab” DNS-intermedier
struktiran 4t valosul meg; (i1) a Rad5 fehérje egy uj tipusit DNS helikaz-szer(i enzimaktivitasat

felfedezni, mely DNS struktura-specifikusan megforditja a replikacios villat; (iii) azonositani a
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human HLTF ¢és SHPRH fehérjéket és bizonyitani réluk, hogy az élesztd Rad5-nek a
funkcionalis homologjai.

Befejezett kutatasi projektiink eredményei alapot jelentenek tovabbi kutatasi
vonalak inditdsara is. A jovoben a projekt sordn azonositott a Rad5 fehérjével fizikai
interakcidba 1épd Defl fehérje tovabbi részletes jellemzésére és a posztreplikécids reparacidban
betoltott potencialis szerepére kivanunk koncentralni. Tervezziik az €leszté RadS homoldgjaként
azonositott emberi HLTF fehérje részletes biokémia és sejtbiologiai jellemzését is.
Eredményeink kozelebb visznek a sejt DNS hibatolerdldé mechanizmusainak megértéséhez és

tovabbi betekintést adnak a mutagenezis molekularis szerepldinek miikodésébe.

Kutatasi eredményeink részletes kifejtése az OTKA pdlyazatban megjelolt fobb kutatasi célok

alapjan:

L Az éleszté Rad5 fehérjével fizikailag kolcsonhato fehérjék azonositasa és jellemzése.

Homolog rekombindci6 segitségével 1étrehoztunk egy olyan élesztd torzset, mely sajat
prométerrdl tandem affinitas jelolt RadS fehérjét expresszal. Ebbol az élesztd torzsbdl kiindulva
végeztilk a Rad5 fehérjekomplex tisztitasat kettds affinitds kromatografiaval. Sikeriilt egy, a
Rad5 fehérjével stabil fizikai interakcidba 1épd 10 fehérjét azonositanunk, amely csak DNS
karositd hatas kovetkeztében Iépett kolcsonhatdsba a RadS-vel. A kolcsonhatd fehérjét
tomegspektroszkopids modszerrel a Defl fehérjeként azonositottuk. A Defl fehérje kapcsolatat a
Rad5-vel korabban még nem feltételeztek. A DEFI jellemzéséhez létrehoztunk egy deflA
¢élesztd torzset, melyet genetikai analizisnek vetettiink ald. A defl génkititott élesztd nem letalis,
de jelentds novekedési rendellenességet mutat. A defl A-t kombinaltuk méas mutacidkkal mint pl.
rad5A, ¢és a kiilonb6z6 DNS hibajavité utak egy-egy reprezentativ képviseldjével. A kettds
mutansokkal végzett episztazis analizisiink a DEFI gén regulator szerepére enged kovetkeztetni
¢s kapcsolo funkcidjat vetiti fel a kiilonb6zé DNS hibajavitasi utak kozotti valaszutakon.

Eleszté genetikai eredményeink szilard alapot jelentenek egy Gj projekthez, amely a
Defl fehérje funkcidjanak pontosabb megértéséhez biokémiai elemzéssel kivan eljutni. Ehhez
mar klonoztuk a DEFI cDNS-t, majd elkészitettiink egy Defl fehérjét a GST fehérjével fizioban

termeld ¢élesztd vektort. A GST-Defl fehérjét sikeriilt tltermelniink élesztében és homogenitasig



crer

amely szamos ubiquitin-kotd fehérjében megtalalhatd ubiquitin-koté motivum. A Defl fehérje
biokémiai analizisét mar elkezdtiik. El6zetes vizsgalataink szerint a Defl a DNS reparaciéban

szerepet jatszo enzimek ubiquitin-mddositasokkal torténd szabalyozasaban vehet részt.

11 A Rad5-fiiggo reakciout in vitro rekonstrudldsa tisztitott feheérjék segitségével

Egyik f6 célunk az ¢leszté RadS5-nek a karosodott DNS replikacidjdban betdltott
szerepének a molekularis jellemzése volt. Kimutattuk, hogy a Rad5 fehérje egy specifikus DNS
helikaz aktivitassal rendelkezik, amely képes a replikacios villa megforditasara. Ennek sordn a
Rad5 elvalasztja a két Gjonnan szintetizalodott szalat a minta szalaktél majd egymashoz zarja a
minta szalakat, és egymashoz hibridizalja a két Gjonnan szintetitalodott szalat is. Az igy kialakult
csirkelab-szerli visszaforditott replikdcios villdban az Ujonnan szintetizalodott szal szolgalhat
mintaként a DNS szintézishez, amely igy biztosithatja a replikacios villa DNS kérosodason
torténd hibamentes athaladasat. Kisérleteink soran tultermeltiik élesztOben és homogenitasig
tisztitottuk az éleszté Rad5 vad tipus és Rad5ATPaz mutins fehérjéket. Ezt kovetden
kiilonbozd replikacids-villa szerli DNS szubsztratokat készitettiink, amelyeken a Rad5 DNS-
koto-, ATPaz, és DNS helikdz aktivitasait teszteltilk. Megéallapitottuk, hogy a Rad5 kétszalu
DNS-fliggd ATPaz, amely ATP-hidrolizis kiséretében transzlokalodik a kétszala DNS-en és
eddig példa nélkiili DNS helikéz aktivitassal is rendelkezik, amely csirkeldb-szerli struktirava
alakitja a homolog replikacios villat.

Osszegezve, a fenti kisérleti eredményeink jelentik az elsd biokémiai betekintést a Rad5

fehérje szerepére a DNS-karosoddsok hibamentes atirdsaban és a mutagenezis csokkentésében.

IIl. Az éleszté Rad5 human homoldgjanak azonositasa és jellemzése

Az emberi HLTF ¢és SHPRH fehérjék kordbban tumor szuppresszorként keriiltek
leirdsa. A HLTF fehérje a vastagbélrakok mintegy negyven szazalékaban nem fejezdédik ki a
HLTF gén promoterének hipermetilaltsagdbol adodoan. Az SHPRH gén a melandémak mintegy

tiz szdzalékaban hordoz pontmuticiot. Aminosav sorrend szinten a HLTF és az SHPRH is mutat



bizonyos fokt homologiat az €leszté RADS5 génnel, de funkcionalis homologidjukat korabban
még nem vizsgaltak. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk vajon az emberi HLTF ¢s SHPRH
géneknek van-e szerepe az élesztdé RADS5-h6z hasonldan a posztreplikacios hibajavitasban. Azt
talaltuk, hogy az SHPRH nem, de a HLTF képes komplementalni rad5A mutins UV-
érzékenységét. In vivo €s in vitro is sikerilt kimutatnunk, hogy az éleszté Rad5-hoz hasonldéan
mind a HLTF mind az SHPRH fizikailag képes az Mms2-Ubc13 fehérjekomplexhez kapcsolodni
¢és egy tobb alegységes ubikvitin ligdz komplexet formalni, amely a PCNA replikacios fehérjét
poliubikvitinalja. Ezek az eredmények bizonyitokot szolgalnak a Rad5 és a HLTF illetve

Osszegezve, eredményeink azt mutatjik, hogy mind a HLTF mind az SHPRH gén a
karosodott DNS hibamentes replikacigjaban vesz részt és igy gatolja a mutagenezist. Ez a

felfedezés magyarazatot szolgalhat a HLTF ¢s az SHPRH tumor szuppresszor funkcidjara.



