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I. Bevezeto

A sejtek alapvet6 életfolyamata 6nmaguk reprodukalasa és a talélés, mely a genetikai
allomany stabilitasat feltételezi. A sejtek DNS-¢ét azonban szamos cellularis és kornyezeti hatas
karosithatja, csokkentve a tulélési esélyt. Példaul az aerob anyagcsere soran keletkez6 reaktiv
oxigéngyokok, a kdrnyezetbdl érkezd UV és ionizald sugarzas, valamint a kiillonb6z6 kémiai
agensek, melyek a nitrogén bazisokon, cukor-foszfat kotéseken fejtik ki karosito hatasukat.

A torzsfejlodés soran tobb, evolucidsan régziilt hibajavité ttvonal alakult ki a talélés
biztositasa érdekében. Attol fiiggben, hogy milyen tipust karosodas éri a DNS dupla helikalis
struktarajat, kiilonb6z6 hibajavitdé mechanizmusok - példaul a bazis kivagé (BER) vagy
nukleotid kivagé (NER), homoldg rekombinacion (HR) alapuld vagy éppen a nem homolog
végek Osszekapcsolasat (NHEJ) végzé reparacios utvonalak - lépnek életbe. Mig a BER,
oxidacid, alkilacio, hidrolizis vagy deaminacié tjan karosodott bazisok eltavolitasat végzi,
addig a NER a hélixet torzito sériilések pl. timin-dimerek kivagasaért felelés. A kettés szala
DNS torések reparacioja torténhet a nem homolog végek 6sszekapcsolasaval a NHE]J éltal, vagy
a homolog rekombinaciés (HR) masinériaval, amely a testvér kromatida vagy a homolog
kromoszéma megfeleld helyérol javitja az adott DNS szakaszt. Ha azonban a sejt olyan mérték
karosodast szenved, amit ezek a javitasi mechanizmusok nem képesek eltavolitani a genombol,
akkor a sejtciklus az S fazisban elakad, mert a replikativ polimeraz a hibas bazist nem képes
atirni, s végil a replikacios villa eltorhet. Ilyen esetben 1ép miikodésbe a DNS-hiba tolerancia
(DDT), ¢és a sejt a DNS-karosodas ellenére is képes lesz a tulélésre. Ezek a hibajavitd
folyamatok evoluciésan konzervaltak, az ¢élesztdgombak reparacios génjeinek human
homologjai is szinte kivétel nélkiil ismertek. Az élesztdben ezen a teriileten tett felfedezések
ezért j6 alapot szolgéltatnak a human sejtek DNS-hibajavité folyamatainak megértéséhez.

Mivel a Saccharomyces cerevisiae éleszté genomja ismert, gyors novekedésének, rovid
¢letciklusanak, haploid genomjénak, konnyt keresztezhetdségének, a homolog rekombinéacion
alapulo génkiiités lehetdségének €s az alacsony fenntartasi koltségeknek kdszonhetden valt a
DNS-hibajavitasi folyamatok kutatisinak eukaridta modelljévé. Igy nem meglepd, hogy
¢lesztOben azonositottak az elsé reparacios géneket. Ennek soran a telepeket UV sugarzasnak
tették ki, és az érzékeny torzseket RAD (radécio érzékeny) névvel illették. Késobb a felelds
gének térképezése €s azonositdsa utan a géneket genetikai vizsgalatoknak vetették ald, és
fenotipusuk alapjan genetikai csoportokba soroltak ket. A f6 reparacios genetikai csoportok a

Rad14, Rad52, és Rad6/Rad18 csoport. A Rad14 csoport a kivagoé javitasokért, a Rad52 csoport



- mely a DNS-hiba tolerancia egyik agat is képviseli - a kett0s szala DNS-torések javitasaért
felelds. A Rad6/Rad18 csoport mitkodése pedig lehet6vé teszi, a DNS-karosodasnal megakadt
replikacios gépezet tovabbhaladasat a DNS szalon akar ugy is, hogy a hiba nem kertil

Kijavitasra, és ebben az esetben mutaciot tartalmazo Gjonnan szintetizalt szal keletkezik.

.1. A Rad6-Rad18 altal iranvitott DNS-hiba tolerancia atvonal miikodése

A replikacio soran eléfordulhat, hogy a DNS-javitdé mechanizmusok nem tavolitjak el a
hibat a genombdl, a replikativ polimeraz nem képes a hibas bazison athaladni, ami végiil a
replikacios villa elakadasat eredményezi az S fazisban. Ha a villa megakad egy nem megfeleld
bazis jelenléte miatt, és szétesik, az nagyfoku genomi atrendezddéshez vagy a sejt haladldhoz
vezethet.

Léteznek azonban olyan mechanizmusok, melyek a karosodott szalon is tovabbsegitik a
replikacios gépezetet a karosodott bazisok eltavolitasa nélkiil. Ennek megfeleléen ezeket az
utvonalakat DNS-hiba tolerancia utvonalaknak vagy roviden DDT-nek nevezziik. Csoportunk
a Rad6/Rad18 fehérjekomplex altal iranyitott utvonal vizsgalataval foglalkozik, mely hdrom
alutvonalra oszthatd: a transzlézids polimerazokon keresztiil megvalosuld mutagén (REV1
REV3, REV7, DEF1) és hibamentes (RAD30) tolerancia alutvonalra, valamint a hibamentes
villa-visszaforditast/templatvaltast végzé (RAD5, MMS2-UBC13 géneket tartalmazo) agra (1.
abra). Ezek kozos jellemzdje, hogy a Rad18 fehérje jelenléte nélkiil nem Iéphetnének €letbe. A
Rad18 (E3 ubikvitin ligaz) a Rad6 (E2 ubikvitin konjugaz) fehérjével komplexet alkotva van
jelen a sejtekben és a Proliferating Cell Nuclear Antigene (PCNA) nevii fehérje
monoubikvitinalodasat eldsegitve iranyitja a megakadt replikacios villa mentését.

A PCNA gytirti alakt, homotrimer szerkezetli fehérje, mely a replikativ polimerazt a
DNS szalhoz rogziti. Amikor a replikécios gépezet a karosodott bazisnal megall, a Rad18 és a
Rad6 kozremiikodésével megtorténik a PCNA monoubikvitinacioja a 164-es lizin oldallancon.
Feltételezéseink szerint, ez a transzlézios polimerazok altal megvalosul6 transzlézios szintézis
miikodését aktivalja, és el6segiti a replikativ polimeraz levalasat a DNS szalrol melynek helyére
igy a transzlézios polimerdz tud csatlakozni. A monoubikvitindlt PCNA poliubikvitinacidja a
DDT masik agat, a replikacios villa visszaforditasaval megvaldosuld hibamentes templatvaltast
aktivalja. A Radl8 enzim a folyamat elsd 1épésénél jelen van, nélkiile nem johet 1étre az elsd

ubikvitin kapcsolodésa, hianyaban inaktiv marad a teljes hibatolerancia Gtvonal.
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1. abra: A DNS-hiba tolerancia utvonal miikodésének sematikus abrazolasa. Sarga téglalap a DNS-
karosodast, a lila DNS darab pedig a hibat tartalmazo6 szallal komplementer hibatlan testvérkromatidat
jeloli. (Ghosal és mtsai, 2013)

.2. PCNA

A PCNA a replikécié sordn aktiv DNS-hiba tolerancian tul (Torres-Ramos és mitsai,
1996) szamos mas folyamatban is nélkiilozhetetlen szereppel rendelkezik, gy, mint maga a
replikacio (Eissenberg és mtsai, 1997), sejtciklus szabalyozas (Koundrioukoff és mtsai, 2000)
DNS-hibajavitas (Bowers és mtsai, 2001, Clark és mtsai, 2000), és a homolog rekombinacio
gatlasa (Watts és mtsai, 2006). Az elmult évek kutatasai soran azonban vilagossa valt, hogy a
PCNA a DDT kulcsszabalyozoja. A replikacio soran a PCNA 164-es lizinjéhez egy SUMO
jelold molekula kapcsolodik, ami a homolog rekombindcios folyamatokat gatolja (2. 4bra).
DNS-karosodas hatasara ugyanehhez az aminosavhoz ubikvitin molekula kapcsolodik, és a
folyamatokat a replikacio iranyabol a DNS-hiba tolerancia mechanizmusok felé tereli (Hoege
¢és mtsai, 2002). Ismert az is, hogy a PCNA monoubikvitinalt formaja a transzlézids szintézis
folyamatat inditja be, mig tovabbi ubikvitin molekuldk kapcsoldédasaval a poliubikvitinalt
PCNA a Rad5 kozvetitette templatvaltason alapuld utvonalat aktivalja. A monoubikvitinalt

PCNA az, ami a megakadt replikacids villdhoz vonzza a TLS polimerazokat, méghozza
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ubikvitink6td motivumokon keresztiil, melyek mindegyik Y-csaladba tartozd polimeraz

felszinén megtalalhatok (Chang és mtsai, 2009).

Monoubiquitin Polyubiquitin (K&3) SUMO SUMO
at K164 at K164 at K164 at K127

2. abra: PCNA mdédositasok (Moldovan és mtsai, 2007)

A PCNA molekula ubikvitinalasa harom enzim meghatarozott sorrendben torténd
mikodését igényli. Az elsé 1épéshez nélkiilozhetetlen egy E1 ubikvitin aktivald enzim, (ez
estiinkben az Ubal) az E2 ubikvitin konjugald enzimek (Rad6, Ubcl3/Mms2) és az E3
ubikvitin ligazok, amelyek a Rad18 és a Rad5 a DDT folyamataiban. El6szor a Rad6/Rad18
komplex monoubikvitinnel latja el a 164-es lizinjén a PCNA-t, majd az Ubc13/Mms2 és Rad5
fehérjék komplexe az ubikvitin 63-as lizinjén épiti tovabb az ubikvitin lancot. A folyamat igen
dinamikus, a monoubikvitinalt PCNA-ro6l az Usp1 ubikvitin proteaz emészti le az ubikvitint (1.

abra).
1.3. A transzlézios szintézis

A transzlézids szintézis evoluciosan konzervalt folyamat, mely egy alacsony hiiségii
DNS-polimerazt hasznalva segiti el6 a replikacios gépezet tovabbhaladasat a hibas szakaszon.
Ezeknek az Y-csaladba tartozo alacsony hiiségli TLS polimerazoknak nincsen 5’ 3’ iranyt
exonukleaz aktivitasuk €s az aktiv centrumuk sokkal nagyobb, mint a B-csaladba tartozé magas
hiiségli DNS polimerazoknak, igy a karosodott bazisok is beleférnek. Ugyanakkor mindkét
polimeraz csalddban ugyanazok a specialis struktirdk figyelheték meg a fehérjék
szerkezetében: Un. ujjak, hiivelykujj és tenyér. A flexibilisebb aktiv centrum miatt a TLS

polimerazok ezeken feliill még egy extra kisujj régioval is kiegésziiltek (3. abra).
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3. abra A magas és alacsony hiiségli DNS-polimerazok struktaraja. (Chang és mtsai, 2009)

A TLS polimerazokat gyakran nevezik mutagénnek, hiszen nagyobb valdszinliséggel
épitenek be rossz nukleotidot a nem karosodott DNS templatba. Ha példaul a Rev1, Rev3 vagy
Rev7 mutagén TLS polimerdzok hidnyoznak a sejtekbdl, akkor a DNS-karosodas ellenére
csokken a mutagenezis, hiszen ebben az esetben a hiba nélkiil miikodé DDT utvonalak 1épnek
¢letbe. Léteznek azonban olyan TLS polimeradzok is, amelyek bizonyos hibdkat mutacid
generalasa nélkiil képesek atirni. Ilyen példaul éleszté esetében a Rad30/Poln, amely a
leggyakoribb UV fény okozta termékkel, a timin dimerrel szemben a helyes adenint épiti be. A
csak emberben el6forduld TLS polimerazok kozott is talalunk hasonldt, a Polk példaul képes a
benzopirén karositotta guaninokon hibamentesen atsegiteni a replikacios gépzetet (Jha és mtsai,
2016). A transzlézios szintézis élesztOben az aktivalodott polimerazoktol és a hiba tipusatol
fliggben tehat két alitvonalra kiilonithet6 el: lehet mutacié mentes (Rad30) és mutaciot rogzitd

(Revl, Rev3, Rev7, Defl).

1.3.1. Rad30, vagy masnéven polimeraz éta (Poln)

A transzlézids polimerazok koziil talan a Rad30, vagy mas néven polimeraz éta (Poln) a
legjobban ismert és kutatott, mivel a huméan homol6gjanak hidnya vagy mutacioja egy nagyon
stulyos betegség, a =xeroderma pigmentosum okozoja. Katalitikus doménje, mely
szekvenciahomologiat mutat az Y-csaladba tartozo polimerazokkal, a fehérje N-terminalis
részén talalhato (Ohmori és mtsai, 2001). Ezen kivil tartalmaz egy Polymerase Associated
Domain (PAD) nevezetii motivumot, mely a DNS-kotésért és mas fehérjékkel valo
interakcioért felelds (Jung és mtsai, 2010, Trincao és mtsai, 2001). A DNS-hez valo
kapcsolodasat a 100-200 aminosavnyi C-terminalis régio teszi lehet6vé, ahol nuklearis

lokalizacios szignal (NLS), PCNA-vel kolcsonhato régid (PIP) és ubikvitin koté cink ujj
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motivum kap helyet (UBZ) (Bienko és mtsai, 2005, Bienko és mtsai, 2010, Plosky és mtsai,
2006).

A Rad6/Rad18 altal vezérelt DNS-hiba tolerancia utvonal egy kiilonleges alagat
képviseli, mert a tobbi TLS polimerazzal ellentétben hibamentes atirasra képes az UV okozta
timin dimerek esetében. Aktiv centrumdban a kovalensen keresztkotott ciklobutan pirimidin
bazisparok szamara is van elég hely. A timin dimerekkel szemben tud a Watson-Crick szabalyt
kovetve két adenint beépiteni (Johnson és mtsai, 2000, Washington és mtsai, 2000). Mas UV
okozta karosodasokat azonban hibasan ir at, példaul a 6-4 fotoproduktum esetében a 3’
pirimidint6l fiiggetleniil mindig guanint helyez be, ez esetben a Poln sem hibamentes (Prakash
¢és mtsai, 2002).

1.3.2. Rev3 és Rev7

A Rev3 és Rev7 fehérjék alkotjak a PolC-ként ismert DNS polimeraz komplexet. Sokkal
kisebb a processzivitasa, mint a tobbi ismert B-csaladba tartozo polimeraznak, valamint a 3>
5’ iranyu exonukleaz aktivitas sincs meg a PoIC esetében. Habar a Rev3 fehérje egyediil is képes
polimerizacidra, a Rev7 fehérjével alkotott komplexe sokkal stabilabb és a polimeraz aktivitasat
is felerdsiti, mely miatt a Rev7 fehérjét a Rev3 processzivitdsi faktoranak is nevezik. A Pol(
magas hliségli enzim, nem képes a sériilt bazisokkal szemben bazist beilleszteni, de amennyiben
ezt egy masik enzim mar megtette, onnan folytatja a szintézist, akkor is, ha a behelyezett bazis
nem a templat komplementere. A Pol{ folytatja az atirast, igy rogzitve a hibat a genomban
(Sharma és mtsai, 2012).

1.3.3. Revl

Habar a Revl nélkiilozhetetlen a Poll-fiiggé TLS miikodéséhez, DNS szintetizalo
képessége elhanyagolhatd a hibak nagy részén vald tovabbjutds szempontjabol. A Revl egy
templat fliggd, citozin-specifikus polimeraz, mas néven deoxicitidil transzferaz, mely a
szintézis soran dCTP-t képes beépiteni a DNS abazikus helyeivel szemben. A fehérje N-
terminalis részén hordoz egy BRCT domént, amivel a PCNA molekulahoz tud kapcsolddni. C-
terminalisa ugyanakkor alkalmassa teszi a Poln-val és a Pol{ Rev7 alegységével valo
kolcsonhatas kialakitdsara. Bar pontos szerepe még nem tisztdzott, a mutagenezis

folyamataihoz nélkiilozhetetlen (Sharma és mtsai, 2012).



1.3.4. Defl

A Def1 fehérje az RNS-polimeraz I degradacios faktora, mely ubikvitinacioval jeloli ki
a megfeleld fehérjét a proteolitikus lebomlasra. A citpolazmaban lokalizalodik, stressz hatasara
szallitodik a sejtmagba a C-terminalisan talalhatd lokalizacids szignalnak kdszonhetben.
Nélkiilozhetetlen szereppel bir a mutagenezisben is, ahogy azt kutatocsoportunk korabban
bizonyitotta (Daraba és mtsai, 2014). DNS-karosodas hatasara eldsegiti a replikativ polimeraz
katalitikus alegységének proteolitikus lebomlasat, amelynek helyét a jelenlegi modellek szerint
egy transzlézios DNS-polimeraz veheti at, amely végiil képes bizonyos DNS-karosodasokat

mutaciok képzésével atirni.

1.4. Villa-visszaforditason/templatvaltason alapulé DDT aliitvonal

A transzlézidés szintézishez képest sokkal kevesebb az ismeretink a villa-
visszaforditason/templatvaltason alapulé hiba mentes atirast biztosito DDT alttrél. Elesztében
az utvonal felfedezéséhez episztazis-analizis vizsgalatok jarultak hozza.

Ennek soran az utvonal inaktivalasa esetében megndvekedett az indukalt mutaciok szama
a vizsgalt torzsekben, mely a TLS polimerdzok tulmiikodése miatt kovetkezett be.
Valoszintisitik, hogy ez az Gtvonal a nem kérosodott komplementer DNS-szélat hasznalja
templatul a hibas szalon vald tovabbhaladas biztositasahoz. Az erds genetikai bizonyitékok
ellenére, melyek a poliubikvitinalt PCNA-t a templatvaltas mechanizmusahoz kétik, az Gtvonal
aktivalasanak molekularis mechanizmusa még ma is csak igen kevéssé vilagos. Egy lehetséges
magyarazat szerint a poliubikvitin lanc blokkolja a TLS polimerazok hozzaférését a DNS-hez,
igy mas fehérjék szdmara valik elérhetdve. Masik lehetdség, hogy a poliubikvitin PCNA vonz
magahoz fontos fehérjéket, melyek a templatvaltas folyamatat iranyitjak (Chang és mtsai,
2009). Ha a hiba a vezetd szalon keletkezik, akkor a replikacios villa megakadasa utan a két
szal szintézise szétkapcsolodik (4. abra). A Rad5 az Ujonnan szintetizalt szalakat letekeri, S
ezzel lehetévé teszi, hogy hibridizaljanak egymassal, igy a hibaval szemben 1év6 szal
replikdcidja a mar Ujonnan megszintetizalt testvér kromatidarol torténik. Az atirds utdn a
folyamat eredményeként 1étrejovo ugynevezett csirkelab struktura feloldodik, az 0j szal a hibas

szakaszt lefedi, igy a replikacio folytatodhat tovabb (Blastyak és mtsai, 2007).
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4. abra: Templatvaltas mechanizmusa (Blastyak és mtsai, 2007)

Az eldbbiekben ismertetett mechanizmuson tul 1étezik egy masik is a Rad5 vezérelte it
mikodésére, mely rekombindcios folyamatok részvételét feltételezi.

Ebben az esetben is a két szal szintézise szétvalik, amikor a replikécios villa a hibanal
megall és a Rad5 rekombinacios fehérjékkel egyiitt koordinalja a templatvaltas folyamatat.
Ennek eredményeként Holliday-szerkezet jon 1étre a testvér kromatidak kozott, mely késébb

keriil feloldasra, valamint a hiba is késébbi 1épésben aktivalodo javitd mechanizmusok altal

tavolitodik el (5. abra) (Minca és mtsai, 2010).

Replikacios villa elakad a hiba kikertilése replikacio
Rad5
— \ [ \ \ [
» X I}_ —
—© > > )
:.‘/_ Rekombindcios = 3
faktorok
replikacios intermedierek Holliday szerkezet

5. 4bra: A rekombinacio segitette templatvaltas mechanizmusa (Minca és mtsai, 2010)

1.4.1. A Rad5 nem csak egy egyszerii E3 ubikvitin ligaz
A Rad5 a SWI/SNF ATPaz csaladhoz tartozik, a maga 1169 aminosavaval és 134 kDa-
nyi méretével a DDT utvonal egyik legnagyobb fehérjéje.

A Rad5 doménstrukturaja kiilonleges, a konzervalt helikdz doménjei kozé ékelédve

hordoz egy, az ubikvitin ligaz fehérjékre jellemzé RING domént, melyen keresztiil az Ubc13
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fehérjével képes kdlcsonhatasba 1épni (6.4bra). N-terminalis részén talalhat6 tovabba a HIRAN
domén, mely specialis DNS struktirak kotésére alkalmas. Rendelkezik ezen tal leucin zipzar
motivummal is, mely a homodimer képzéséhez, a Rad18-cal vald interakcidhoz sziikséges,

valamint ezen keresztiil is képes a DNS kotésére (Johnson és mtsai, 1992).

HIRAN Snf2 RING

Se. Rads (1-1169 0a) R - .

3L

6. abra: Az éleszté RadS doménszerkezete: Kékkel a HIRAN domént lathatjuk mogétte a 3L a leucin
zipzar motivumot jeloli. A sarga szin az Snf2 csaladra jellemz6 helikaz doméneket a rozsaszin pedig a
RING domént mutatja. (Unk és mtsai, 2010)

A Rad5 kettésszali DNS-transzlokaz aktivitasanak kdszonhetden képes a replikacios
villa megforditasara. Létezik olyan tanulmany, miszerint a Rad5 fehérjének szerepe van a TLS
alitvonalban is, hiszen az N-termindlis részén képes kolcsonhatni a Revl fehérjével,
fiiggetleniil az Mms2-Ubcl3 komplex funkcidjatél (Fan és mtsai, 2018). DNS-karosodas
hatasara S fazisban kozpontot formal a magban, melyhez szintén a HIRAN doménjére van

sziiksége.

1.4.2. Mms2-Ubc13

Az MMS2 gén termékeként képz6dd fehérje szekvenciahomoldgiat mutat az ubikvitin
konjugaldé enzimekkel, de hianyzik bel6le a konszenzus szekvencia, ami nélkiil nem tud
konjugazként funkcionalni. A fehérje polipeptid lanca 137 aminosavbdl épiil fel (15,2 kDa) és
globularis szerkezetet vesz fel a sejtben (Broomfield és mtsai, 1998, Hofmann és mtsai 1999).

7. abra: Mms2-Ubc13 komplex és az ubikvitinek interakcidjanak modellje. Az ubikvitint a lila szalag
jelképezi. (Tsui és mtsai, 2005)
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Az Mms2-nek az Ubc13 ubikvitin konjugazzal alkotott heterodimere a felel6s a K63-hoz
kapcsolt poliubikvitin lancok kialakitasaért, mely a hibamentes DDT alttvonal miikddésének
feltétele (Brusky és mtsai, 2000).

A komplex két ubikvitin molekula megkotésére képes, az Ubc13-hoz kapcsolddik a donor
ubikvitin, az Mms2 felszinéhez pedig az akceptor, amelynek 63-as lizinje szolgaltatja a
poliubikvitin lanc alapjat (7. abra). Az Mms2 57-es izoleucinja koti meg az ubikvitint, amely a
fehérjét alkotd harom B-redo elején helyezkedik el (Tsui és mtsai, 2005).

Mindkét fehérje alapvetéen a citoplazméaban talalhatd, csak karosodas hatasara
szallitdbdnak a magba. Az Ubcl3 képes interakcioba 1épni a Rad5 fehérjével (Ulrich és mtsai,
2000), mig az Mms2 nem. A DNS-hiba tolerancia utvonalban bet6ltott szerepiikhoz
nélkiilozhetetlen a Rad5-tel vald kolcsonhatds, hiszen a RadS az ubikvitin ligdz, mely
segitségével az Ubc13-Mms2 heterodimer poliubikvitinalni képes a PCNA fehérjét (Torres-

Ramos és mtsai, 2002).

I.5. Rad6

A RADG gén terméke egy igen konzervalt enzim, melyet ma ubikvitin konjugdzként (E2)
ismeriink (Jentsch és mtsai, 1987). Az ubikvitin jelold fehérjét tartalmazé molekulakrol
koztudott, hogy proteoszomalis lebontasra jelolik ki a fehérjéket. Valojaban azonban nem csak
ezt az informéciot hordozza magaban az ubikvitin jelenléte egy fehérjén. A Rad6 ubikvitin
konjugazként harom masik ubikvitin ligazzal képes interakcidba Iépni és ubikvitint csatolni a
célfehérjére ugy, hogy mind mas informacié tartalommal bir. Ubrl-gyel alkotott komplexe N-
terminalis degradaciora jeldl ki fehérjéket (Dohmen és mtsai. 1991), mig a Rad6-Brel dimer a
kromatin modositasaban jatszik szerepet azzal, hogy a H2B hiszton fehérjére helyez ubikvitint,
melynek a génexpresszio szabalyozasaban van szerepe (Khao és mtsai. 2004). A Rad6-Rad18
paros pedig a DNS-hiba tolerancia utvonal processzivitasi faktoranak, a PCNA molekulanak az
ubikvitinalasat végzi, igy inditva be a transzlézids szintézisen keresztil megvaldosulo
alatvonalat (Hoege és mtsai. 2002).

A Rad6 egy rendkiviil kicsi fehérje, mindossze 172 aminosav €piti fel, melyekbdl az els6
149 a globuléris domén kialakitasaban vesz részt, a maradék 23 pedig a savas farok régiot
alkotja (Bailly és mtsai, 1997). A Arad6 null mutans torzsek extrém érzékenységet mutattak
DNS-karosito agensek hatasara, ezen kiviil ndvekedési és sporulacids defektust is produkaltak
(Bailly és mtsai, 1994). Kimutattak, hogy a fehérje a Rad18-cal nagyon stabil, direkt

interakciora képes, és hogy ez a kapcsolat nélkiilozhetetlen a DDT miikodéséhez. A Rad6 C-
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terminalisanak 10-22 aminosavig terjed6 része, valamint az N-terminalison a 141 és 149 kozotti

8 aminosav az, ami kell a Rad6-Rad18 komplex kialakitasahoz.

|.6. Rad18, a DNS-hiba tolerancia xitvonal kézponti fehérjéje

ATPase

Rad6BD
278 312 L 371 410 487

8. abra: A Radl8 fehérje domén szerkezetének sematikus dbrazolasa (a szamok aminosavakat jeldlnek).

A Rad18, mely E3 ubikvitin ligaz aktivitasu fehérje, a Rad6 E2 ubikvitin konjugaz
fehérjével komplexet alkotva vesz részt a hibatolerancia utvonalban. A Radl8 fehérje ot
azonositott doménje kozott igy megtalaljuk a Rad6 fehérjével valo kolcsonhatasért felelds
domént és egy 40 aminosavat feloleld helix-loop-helix motivumot a fehérje C-terminalis
részén, mely a Rad6 fehérje két amfipatikus a-hélix strukturajaval hidrofob interakciod
kialakitasa altal eredményezi a Rad6-Rad18 komplex stabilitasat (8. abra) (Bailly és mtsai,
1997). Bizonyos szerz6k human fehérjékkel végzett kisérletek alapjan két Rad18 és egy Rad6
molekula alkotta komplex jelenlétét feltételezik in vivo a sejtekben (Mashuda és mtsai 2011).
Ez az eredmény még megerdsitésre var, de az biztos, hogy a Rad6 fehérje nélkiil nem tudja
ellatni feladatat a DNS-hiba tolerancia utvonalban, a kolcsonhatas Iétrejotte esszencialis az
utvonal miikodésehez.

A Rad18-at el6szor ATPaz-ként azonositottak a C-terminalis részén talalhato nukleotid
koté Walker-A tipusi motivuma alapjan (Bailly és mtsai, 1997). Kideriilt, hogy csak DNS
kofaktor jelenlétében képes az ATP hidrolizisére (kettds szali DNS is stimulalja a reakciot,
noha az egyszaluval sokkal nagyobb hatékonysagu), de a DNS kotéséhez nincs sziikség az
ATPaz aktivitasra. Azt feltételezik, hogy amikor a Rad18 felismeri a szubsztratjat a DNS hiba
kornyezetében - amit ubikvitinalnia kellene - akkor a fehérje-fehérje interakciod 1étrejottéhez
van sziikség az ATP hidrolizisre.

A Rad18 fehérje N-terminalis részén (28-65) azonositottak egy RING domént is, amely
E3 ligdzok korében gyakran megtalalhatd. A domén nem kozvetlentil az E2-vel, esetiinkben a
Rad6-tal valo interakcioért felelds (Mashuda és mtsai, 2011), hanem az ubikvitinnak a
célfehérjére valo athelyezésében van nélkiilozhetetlen szerepe. Ha a két Rad18 fehérje alkotta
komplexben az egyik RING domént elrontottdk, akkor létrejott a kolcsonhatds a Rad6
fehérjével, igy a PCNA molekuldra is rakeriilt az ubikvitin. Ha azonban mindkét RING
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funkcigjat vesztette, akkor a Rad6-ot ugyan megkototte a komplex, hiszen a C-terminalison
1évé Rad6-kotd domén érintetlen maradt, a PCNA azonban nem tudott ubikvitinalodni
(Mashuda ¢és mtsai, 2011). Masok szerint (Huang és mtsai, 2011) a Rad6 kotése egy RING
domén és egy Rad6-kotd domén egyiittes részvételével valosul meg a két Radl8 alkotta
dimerben, és akar kiilon monomeren is elhelyezkedhetnek a kélcsonhatd domének.

A fehérje N-terminalis részén a RING és cink-ujj domének kozott, a 136-142 aminosavig
terjedd régioban talalhaté a SIM motivum (8. abra), mely a SUMO poszttranszlacios modosito
fehérjével valod kolcsonhatasért felelés. A DNS-hibajavitas és genom stabilitas megdérzésében
szerepet jatszo fehérjék korében talalhatdak meg olyan ubiquitin ligdzok, amelyek sumoilalt
célfehérjéket ismernek fel és ubikvitindlnak (Prudden és mtsai, 2007). Igy torténik ez a Rad18
E3 ubikvitin ligaz esetében is. A SIM motivumon keresztiil felismeri a replikacio soran elakadt,
sumoilalt PCNA molekulat, mint szubsztratot, és ubikvitinalja azt (Parker és mtsai, 2012).

A Radl8 szekvenciajaban mas fehérjékkel valo szekvenciahomologia alapjan egy
ugynevezett ciszteinben gazdag C2HC cink-ujj domént (Jones és mtsai, 1988) (190-210) is
azonositottak, amelynek szerepe az ubikvitin kotése lehet, bar az eredmények
ellentmondasosak e tekintetben. A cink-ujj jelenléte elengedhetetlen a Radl8 megfeleld
miikodéséhez, hiszen mar az egyik cinkkotd cisztein fenilalaninra torténd modositdsa is a
Radl18 fehérje DNS-hiba koriili lokalizaciojat (Nakajima és mtsai, 2006), valamint autou-
bikvitinaciojat gatolja, ahogy azt egy human Radl8 fehérjével foglalkozd tanulmany emliti
(Miyase és mtsai, 2005). Ennek ellentmond Tateishi és munkatarsainak eredménye (Tateishi és
mtsai, 2000), amely szerint a kisérletekben alig érzékenyebb a mutans a vad tipusu fehérjénél,
valamint Notenboomék kovetkeztetése, akik nem lattak kiilonbséget az in vitro auto-
ubikvitinacioban és a PCNA ubikvitinaciojaban sem (Notenboom ¢és mtsai, 2007). Debbie J.
Chang (Chang és mtsai, 2009) cikkében arra a kovetkeztetésre jut, hogy a Rad18 ubikvitinalt
formdja az inaktiv, majd kérosodas indukalta deubikvitinacioval valik aktivva, és ezaltal képes
kolcsonhatni a DDT utvonal fehérjéivel. Erdekes, hogy élesztdben az endogén Radl8 nem
ubikvitinalt, ez csak a magasabbrendii eukariota szervezetekre érvényes (Ulrich és mtsai, 2000).
Az ellentmondésos eredmények miatt tovabbra is fontos és megvalaszolatlan kérdés marad,
hogy a Rad18 fehérje ubikvitinalt formaban miikodik-e a DDT folyamataiban, és ha igen, akkor
a cink-ujjnak van-e szerepe ebben.

A SAP domén a fehérje kdzépso részén helyezkedik el, két hélix motivumbol all, melyet
egy hosszu hurok valaszt ketté (Okubo és mtsai 2004). Nevét arrdl a harom fehérjérél kapta,
melyekben eldszor azonositottak ezt a domént, ezek pedig a SAF-A/B, Acinus és Pias voltak.

A human Rad18 fehérjével végzett kisérletek alapjan a SAP domén a hosszu, egyes szalit DNS-
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sel és a villa struktarat formalé DNS templattal vald kolcsonhatasban jatszik szerepet (Tsuji és
mtsai 2008). A SAP domén két hélix motivuma felelds a DNS-sel valo interakcidért, az ezek
kozott elhelyezkedd hurok régionak nincsen jelentds kihatasa a kolcsonhatas 1étrejottére. Egy
masik tanulmany azonban ennek pont az ellenkez6jét allitja. Notenboom és munkatarsai szerint
a hélixeket 6sszekoto régié az, amelyik kell ahhoz, hogy a Rad18 fehérje megkdosse az egyes
szalt DNS-t. Ok a kisérleteiket csak a SAP domént, illetve pontmutans SAP domént tartalmazo
fehérje részlettel végezték el, nem pedig a teljes hosszisagu Rad18-at tartalmazo rendszerrel,
¢€s ez magyarazatot adhat az ellentmondasra. A SAP doménnek a Poln DNS-karosodés kortili
lokalizaciojaban is szerepet tulajdonitanak a human fehérje esetében (Nakajima és mtsai, 2006).
Genotoxikus szerek hatasara a Rad18 és a Poln kozpontokat formal a sejtmagban, mig a teljes
SAP domén hidnyaban, vagy annak hélix mutans formaiban ez a kozpontforméalds elmarad. Ez
annak koszonhetd, hogy a SAP delécios torzsben a PCNA molekula monoubikvitinalasa nem
torténik meg, igy természetesen a replikativ polimeraz nem tud lecserélddni transzlézios
polimerazra. Human fehérjével végzett kisérletek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak japan
kutatok, hogy a SAP domén mintegy hidként jatszik szerepet a RING és a Rad6-koté domén
kozott, a ligaz funkcido mitkodéséhez pedig sziikség van erre a hidra (Masuda és mtsai, 2012).
pedig nem is vizsgaltak részletesen ennek a motivumnak a szerepét.

Az el6zbekben leirt eredmények ellenére Rad18 fehérjével kapcsolatban ma még sok a
megvalaszolatlan kérdés. Azt tudjuk ugyan, hogy példaul képes dimerizalodni a fehérje és a
Rad5 és a PCNA molekulédval is kolcsonhatasba tud 1épni, azt azonban nem ismerjiik, hogy
ezekhez a funkciokhoz a fehérje mely teriileteire van sziikség. Pontosan nem sikeriilt még
meghatarozni ezeket az interakcios felszineket, minddssze annyi ismert a human fehérjével
veégzett kisérletekbdl, hogy a dimer kialakuldsdhoz az N-termindlis régi6 nélkiilozhetetlen
(Notenboom és mtsai, 2007), mely élesztében a 83-248 aminosavig terjedé szekvencia
részletnek felel meg (Ulrich és mtsai, 2000).

Hasonlé modon az sem vilagos az élesztd fehérje esetében, hogy valoban dimerként van-
e jelen a Rad18 a DDT folyamatdban. Huméan Rad18-cal végzett dimerizacioval foglalkozo
kutatasbol tobbet ismeriink és egyetértenek abban, hogy dimerként vesz részt a folyamatokban,
ellentmondasosak viszont abban a tekintetben, hogy hany Rad6 molekula kapcsolodik a Rad18
alkotta dimerhez (9. abra) (Notenboom és mtsai, 2007, Huang és mtsai, 2011, Masuda és mtsai,
2012). Jelenleg tigy gondoljak, hogy a monomerek a citoplazmaban lokalizalodnak, majd DNS-

karosodas hatasara a sejtmagban mar dimerként miikodnek.
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citoplazma

sejtmag

9. abra: Modell a DNS-hiba tolerancia Gtvonalban résztvevd fehérjék komplexképzésérdl a folyamat
miikédése soran (Ulrich és mtsai, 2000).

Egy masik fontos interakcios felszine a Rad18-nak a PCNA kotéséért felelds régioja, de
majdnem 40 év kutatdbmunka nem volt elég ahhoz, hogy ezt meghatarozzak. Tudjuk, hogy
kolcsonhatas 1étrejon a Rad18 és a PCNA kozott mind éleszté, mind human sejtekben, sét
utobbi esetében az N-termindlis 16-366 aminosavig terjedd régiora helyezik a kolcsonhatd
felszint (Notenboom és mtsai, 2007). Még annyi ismert ebben a kérdésben, hogy a RING, cink-
ujj, SAP és cink-ujj+SAP domének egyediil nem tudjak kétni a PCNA molekulat, tehat vagy a
koztes szekvenciak, vagy pedig az altaluk kialakitott harmadlagos struktura teszi lehet6vé a
kolesonhatés 1étrejottét.

A PCNA-t koto felszinhez hasonloan a Rad5-tel kélesonhato felszin sincs behatarolva
pontosan, itt is egy nagyobb, N-terminalis régiorol, a 83-248 aminosavig terjedd részrél
feltételezik a kotést (Ulrich és mtsai, 2000). Mivel a dimerizaciohoz is erre a részre van sziikség,
ugy gondoljék, hogy a Rad5 kotése és a dimer kialakulasa nem mehet végbe egyszerre. E
modell szerint, amikor a mutagén altitvonal miikddésére van sziikség, akkor a Rad18 dimerként
van jelen, mig a hibamentes alatvonal életbe 1épéséhez a Rad18-Rad5 heterodimernek kell
létrejonnie.

Az eldzbéekben leirtak alapjan jol lathato, hogy a Radl8 fehérje ismert doménjeinek
funkcioit tekintve ellentmondasokba iitkoziink, nem beszélve arrdl, hogy meglepé6 modon
harom olyan, fontos kdlcsonhatasok 1étrejottéhez sziikséges régiod is van még, melyeket nem
sikeriilt annal pontosabban behatarolni, minthogy a fehérje N-terminalis része kell a
milkodésiikhoz. A Rad18 a DNS-hiba tolerancia utvonal kozponti fehérjéje, igy a pontos
szerepének, miikodési mechanizmusanak a megismerése elengedhetetlen ahhoz, hogy magat a
DDT-t megértsiik. Kutatasaink az éleszt6 Rad18 fehérje feltérképezetlen régioinak vizsgalatara,

a mar ismert domének pontos szerepének megismerésére iranyultak.
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1l. Célkituzések

Annak ellenére, hogy a DNS-hiba tolerancia utvonalban nélkiilozhetetlen és sokoldalu
szereppel biré Rad18 fehérjét 40 éve intenziven vizsgaljak, az eddig megismert doménjeinek
szerepe még ma sem tisztazott, igy a fehérje jelentds részeihez ma sem tudunk funkcidt
rendelni. Ezért célul tliztiik ki, hogy a Rad18 fehérje azon részeit, melyek funkcidja eddig még

nem ismert feltérképezziik, és a behatarolt domének pontos szerepét meghatarozzuk.
Ehhez a kovetkezo feladatok elvégzését terveztiik:

1. Delécios és pontmutans RAD18 gének elkészitése.

2. A mutansokat, mint egyediili Rad18 forrast tartalmaz6 élesztd torzsek eldallitasa.

3. A létrehozott mutansok koziil kiszlirni azokat, amelyek DNS-karositd hatasokra
mutatott fenotipus alapjan a DNS-hiba tolerancia utvonalaban betdltétt szerepében
befolyasoljak a Rad18 muikodését.

4. Genetikai analizissel az adott mutdciok hatasat valamelyik episztazis csoportba
besorolni, vagyis kideriteni, hogy a delécid/pontmutacié melyik alitvonal mitkodését
befolyasolja.

5. A mutans fehérjék interakcids viszonyait feltérképezni a jol ismert kolcsonhatod
partnerek tekintetében. Megvizsgalni, hogy az eltavolitott régioknak van e szerepe a
Rad18 fehérje altal kialakitott kolcsonhatasok 1étrejottében.

6. Megvizsgalni a kérdéses mutans fehérjék aktivitasat DNS kotés tekintetében.
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I11. Anyagok és Modszerek

I11.1. Torzsek és plazmidok

111.1.1. Baktérium torzsek
A klonozashoz és a konstruktok eldallitasahoz az E. coli DH5a kompetens baktérium

torzset hasznaltuk, mely ampicillinre és kanamicinre is érzékeny.

111.1.2. Eleszté torzsek

-EMY 747: MATa, his3-D1 leu2-3 leu2-112 trp1D ura3 genotipust vad tipusu éleszté torzs.
A Radl8 delécios torzseket ezen a genetikai hattéren Aallitottuk elé és a
tovabbiakban az érzékenységi vizsgalatokhoz, episztazis analizisekhez, spontan- és

indukalt mutagenezis kisérletekhez ezt a torzset hasznaltuk.

- PJ69-4A: MATa trpl1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4D gal80D GAL2-ADE2
LYS2::GAL1-HIS3 met2::GAL7-lacZ genotipust élesztd torzs. Az élesztd kettds

hibrid kisérleteket az emlitett torzsben végeztiik el.

- BJ5464: MATa, ura3-52 trpl leu2-1 his3-200 pep4::HIS3 prbl-D1.6R canl GAL
genotipusu, proteaz hidnyos torzset hasznaltuk a fehérjék tultermelésére, melybdl a

PEP1 ¢s PRB6 vakuolaris proteazok hianyoznak.

111.1.3. Felhasznalt plazmidok
- pUC19, pUC18 E. coli klénozé vektor: Magas kopiaszamu, kisméretli 2686 bp
hosszusagl plazmid. A klonozasi 1épésekhez és a deléciés konstruktok

eléallitasahoz ezt a vektort hasznaltuk.

- YCplac33 E. coli/S. cerevisiae éleszté centromeres inga vektor, melyben a szelekciot az
URAZ3 (Orotidine-5'-phosphate decarboxylase) gén biztositja. Kisérleteink soran
err6l a vektorrol fejeztettiik ki a klonozassal 1étrehozott delécios Rad18 fehérjéket,

azok sajat promoterével, a genomi Rad18-hoz hasonldé mennyiségben.

- pGAD424(+1) aktivacios domén vektor, éleszté kettés hibrid kisérletekhez. Inga
vektor, mely E. coliban és S. cerevisiaeben is képes autoném replikaciora, az
¢lesztében a szelekciot a LEU2 (Beta-isopropylmalate dehydrogenase) gén

biztositja. A vektor a GAL4 (DNS-kot6 transzkripeios faktor) fehérje aktivacios
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doménjének (AD) szekvencidjat kodolja a multiklonozo régioban (MCS) egyedi
restrikcids endonukledz felismerd helyekkel a gén 3’ végén. A hibrid fehérje
létrejottéhez a RAD18 gén delécids formait a MCS-re megfeleld orientdcioba és
leolvasasi keretbe klonoztuk. A Radl8-GAL4 flzios fehérje magas szinten
expresszalodik a gazda sejtben konstitutiv ADH1 promoterrdl, majd a sejtmagba
szallitodik egy nukledris lokalizacids szigndlnak koszonhetden, ami az AD

szekvenciaja mogott helyezkedik el.

- pGBT9(+1) GAL4 DNS-koté domén vektor, éleszté kettds hibrid kisérletekhez. Inga
vektor, mely E. coliban és S. cerevisiaeben is képes autoném replikaciora,
¢lesztOben a szelekciot a TRP1 gén biztositja. A vektor a GAL4 fehérje DNS-k6td
doménjének (BD) szekvencigjat kodolja az MCS-ben egyedi restrikcios
endonukledz felismerd helyekkel a gén 3’ végén. A hibrid fehérje 1étrejottéhez a
RAD18 gén delécios formait az MCS-be klonoztuk megfelelé orientacioban és
leolvasési keretben. A fizids fehérje magas szinten expresszalodik a gazda sejtben
konstitutiv. ADH1 prométerr6l, majd a sejtmagba iranyitodik egy NLS-nek

koszonhetden, ami a BD szekvencidjaban helyezkedik el.

- pBJ842 GST fuziés inga vektor, fehérje tultermeléshez, mely E. coliban és S.
cerevisiaeben is képes autonoém replikaciora, élesztOben a szelekciot a LEU2 gén
biztositja. A vad tipusu és delécidos Rad18 fehérjéket errdl a vektorrol termeltettiik

a glutation-S-transzferaz peptiddel N-terminalis fazidban (Johnson és mtsai, 2006).

I11.2. Tapoldatok, lemezek

111.2.1. YPD (teljes élesztd taptalaj/tapoldat) szelekciot nem igényld torzsek
novesztésére: 10 g élesztd extraktum (MERCK), 20 g pepton (MERCK), 20 g D-gliik6z (Molar
Chemicals Kft.), 1liter steril vizben feloldva, majd autoklavozva. Szilard talaj esetén +17 g agar

por/1 liter viz.

111.2.2. LB (Luria Bertani baktérium tapoldat/taptalaj): 10 g tripton, 5 g éleszt6
extraktum, 10 g NaCl/1liter viz. Szilard talaj esetén 17 g agar por/1 liter viz.

111.2.3. Szintetikus tapoldat és taptalaj: 2% D-gliikoz, 0.17% élesztd nitrogén bazis
(aminosav nélkiili, ammoénium szulfatot tartalmaz6, Difco) és aminosav keverék porban (Sigma

Aldrich). Az aminosavakat por forméjaban adagoltam egyenként bemérve autoklavozas elott.
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Az egyes aminosavak mennyisége: adenin 40 mg/liter, L-arginin 30 mg/liter, L-uracil 20
mg/liter, L-histidin 20 mg/liter, L-izoleucin 20 mg/liter, L-leucin 30 mg/liter, L-lizin 30
mg/liter, L-metionin 20 mg/liter, L-fenilalanin 50 mg/liter, L-triptofan 30 mg/liter, L-tirozin 30
mg/liter, L-valin 100 mg/liter (az 6sszes aminosavat a SIGMA gyartotta).

111.2.4. Szelektiv szintetikus tapoldat: Szintetikus tdpoldat 0sszetevoit tartalmazza a

szelekciot biztositdo aminosav kivételével.

111.25. MMS (metil-metanoszulfonat) lemezek: a taptalajhoz kozvetleniil
polimerizacidja el6tt kiilonbdz6 koncentracidkban (0.0025-0.03 %) adagolt 99 %-0s metil-

metanoszulfonat torzsoldat (SIGMA) felhasznalasaval késziiltek.

111.2.6. HU (hidroxy-urea) lemezek: a taptalajhoz polimerizacidja eldtt kiilonbozo
koncentraciokban (20 mM, 50 mM, 100 mM) adagolt 76 g/mol-os hidroxy-urea (SIGMA)

torzsoldat hozzaadasaval késziiltek.

111.2.7. Bleomycin lemezek: a taptalajhoz polimerizacidja el6tt kiilonb6zo
koncentraciokban (0.5 pg, 2 pg) adagolt 2 mg-os Bleomycin (SIGMA) torzsoldat

hozzaadasaval késziultek.

111.2.8. CAN (kanavanin) lemezek: a taptalaj fent felsorolt komponensét tartalmazza,
avval a kiilonbséggel, hogy ez a szelekcios taptalaj L-arginin helyett L-kanavanint tartalmaz 80

mg/1 liter taptalaj koncentracidban.

II1.3. Médszerek

111.3.1. Escherichia coli kompetens sejtek transzformalasa

Egy 100 pg/ml ampicilin  tartalmt, LB taptalajt tartalmazd Petri-Csészét
szobahémérsékletre tettiink melegedni kb. 30 percig. Ezzel egy idében 200 ul CaCl.-dal
kompetenssé tett Escherichia coli sejtet tartalmazo Eppendorf csovet jégen tartottunk kb. 5
percig. 50-200 ng plazmidot adtunk az inkubalt sejtekhez, és tovabbi 30 percig jégen tartottuk
Oket, majd 42 °C-on 1 percig hdsokkoltuk, ezutan 2 percig ismét jégen inkubaltuk dket. Ezutan
a felmelegitett taptalajra szélesztettiik a baktérium sejteket, majd a lemezeket egy éjszakan at

37 °C-on novesztettiik.
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111.3.2. Plazmid preparalas

3 ml 100 pg/ml ampicilin tartalmu LB tapoldatba leoltottunk egy baktérium telepet. A
kultarat egy ¢€jszakan at 37 °C-on inkubaltuk, majd mdasnap reggel a felnétt kultirakat
Eppendorf csében lecentrifugaltuk. A kitilepitett sejteket 100 ul SOLI (1 M Tris-t (pH8), 0,5 M
EDTA-t) oldatban szuszpendaltuk majd 200 pl SOLII (10 N NaOH-t, 10 % SDS-t) oldat
hozzdadasa utan 6sszekevertiik. Ezt kdvetden 150 ul (pH4,8-as 147 g K-acetatot) oldatot adtunk
az elegyhez és keverés utan 10 percig 13000 rpm-en centrifugaltuk. A feliiliszot 1)
Eppendorfba vittiik at, majd 400 pl fenol-kloroform elegyet mértiink ra. A 10 perces
centrifugalast kovetden a feliiliszobol a DNS-t 100 %-os izopropanollal csaptuk ki (400 ul) ezt
kovetden ismét centrifugaltuk. A csapadékot egy ujabb 1épésben 70 %-os etanollal (300 pl)
mostuk. Az etanol eltavolitasa és a DNS beszaradéasa utan a mintakat RNaz-zal kiegészitett TE
oldatban (10 mM Tris, 1 mM EDTA) szuszpendaltuk fel.

111.3.3. Genomi DNS izolalas éleszté sejtekbdl

Leoltottunk 1 ml szelektiv szintetikus tapoldatba éleszt6 sejteket az adott lemezrdl.
Masnap lecentrifugéltuk a sejteket, majd a feliilisz6 leszivasa utan a sejteket 100 pul 200 mM-
os LiAc és 1 %-os SDS tartalmt oldatban szuszpendaltuk fel. Ezt kdvetden 5 percig 70 °C-on
tartottuk 6ket, majd 300 pul 100 %-0s etanol hozzaadasaval csaptuk ki a DNS-t. A mintakat egy
tovabbi 1épésben 70 %-os etanollal mostuk, majd a beszaradas utdn 100 pl desztillalt vizben

oldottuk fel.

111.3.4. Polimeraz lancreakcié

Polimeraz lancreakci6 soran egy kivalasztott DNS szakasz amplifikalasa valik lehet6vé,
melyhez a DNS szakaszra komplementer 20-30 bazispar nagysagu oligonukleotidok tervezése
sziikséges elsé 1épésben.

Reakcioelegy tartalma: amplifikalni kivant szakasz, primerek, dezoxiribonukleotidok,
DNS-polimeraz, MgCly, viz/puffer.

A PCR reakci6 1épései: 1. rész: denaturacio (92-95 °C, 1-5 perc)

2. rész: harom ciklusbol all, mely ismétlddik a reakcid sordn 32-szer

denaturacio (95 °C), primerek bekotddése (52 °C), elongacio (72 °C)
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111.3.5. A RADI18 pontmutinsok létrehozasa PCR alapu helyspecifikus
mutagenezissel
A pontmutacidkat egy olyan vektoron hoztuk létre, amely 2400 bp hossziisagl genomi

RAD18 szekvenciat tartalmaz, mely 300 bazispar promoéter régiobdl, a gén kodolo
Olyan oligonukleotidokat terveztiink, amelyek a megvaltoztatni kivant bazisoknal mutaciokat
hordoznak, de egyébként komplementerek az adott szakasszal. Ezen primerek olvadési pontja
a PCR DNS-szintézisének homérséklete felett kell legyen 10 °C-kal, GC tartalmuk jo ha
nagyobb, mint 40 %, hosszuk pedig 25 és 45 bazispar kozott az idealis. Magas hiisége miatt a
PCR alapi mutagenezishez a HiFi polimerazt (PCRBIO) hasznaltuk, a program pedig a
kovetkezd volt:

- denaturacié hdmérséklete 95 °C, id6tartama 30 mésodperc

- renaturacié homérséklete 55 °C, iddtartama 1 perc,

- DNS szintézis hdmérséklete 68 °C, iddtartama 8 perc.
A PCR reakcio termékei kozott a kiinduldsi DNS is megtalalhatd, amely metilalt, igy egy
metilaciot felismerd specifikus endonukleazzal (Dpnl, Thermo Fischer) elemészthetd. Az igy
kapott terméket E. coli DH5a kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd a megjelend egyedi
baktérium telepekbdl tisztitott plazmidokon szekvendldssal ellendriztik a modositott
szekvencia részletet és a kornyezo régiot. Mivel az egész gént, illetve a hordozo plazmidot nem
ellendriztik végig, a pontmutaciot és az azt felleld hibatlannak bizonyult DNS darabot
restrikcios endonukledzokkal emésztve atklonoztuk egy genomi RAD18-at tartalmazo vektorba,
igy biztosak lehettiink benne, hogy csak az altalunk vizsgéalni kivant mutaciot tartalmazza a

plazmidunk.

111.3.6. Eleszté torzsek érzékenységének vizsgalata UV és mutagén agensek hatisara
Kvalitativan (spot assay)
Az élesztd sejteket leoltottuk 3 ml szelektiv szintetikus tapoldatba. Masnap Biirker-kamra

segitségével megszamoltuk a sejteket, és 4 1épcsds higitasi sort készitettiink. A legtoményebb

crer

crer

sejtkulturatdl a legtoményebb felé haladva 10-10 pl-t cseppentettiink ki sorban a kiilonb6z6
mutagén agenst tartalmazé taptalajokra. UV érzékenységi vizsgalatanal a torzseket szelektiv
szintetikus taptalajra csepegtettiilk, majd a beszaradds utan a vizsgalni kivant doézissal

sugaroztuk be 6ket. A lemezeket 3 napig 30 °C-on inkubaltuk. A kisérletnek kdszonhetéen
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Osszehasonlithatova valik a vizsgalt torzsek érzékenysége az adott agensre, hiszen az egymas
alatt elhelyezkedd cseppek ugyanannyi sejtet tartalmaznak minden Osszehasonlitott torzs
esetében.

Kvantitativan (killing curve)

Az éleszt6 sejteket leoltottuk 3 ml szelektiv szintetikus tdpoldatba. Masnap Biirker kamra
segitségével megszamoltuk a sejteket, és a szelekcios lemezekre meghatarozott szamu sejtet
lemezeltiink ki. A kiilonb6zdé dézisu UV sugarzasnak kitett lemezeken megjelend telepek

szamabol talélési gorbe szerkeszthetd. A kisérleteket legalabb haromszor ismételtiik.

111.3.7. Eleszt6 sejtek transzformalisa

Az élesztd sejteket a megfeleld taptalajba leoltottuk és egy éjszakan at néni hagytuk.
Masnap a starter kultarakat kihigitottuk, ugy, hogy az optikai denzitasuk Asoo~0.2 legyen és
addig hagytuk 6ket novekedni, amig elérték az Aeoo~0.8-as optikai denzitast. Ezt kovetden 5
perces centrifugalassal letilepitettiik a sejteket 3000 rpm-en. A sejteket 1 ml desztillalt vizben
szuszpendaltuk fel, majd asztali centrifugan 1 percig centrifugaltuk. A feliiliszo leszivasa utan
1 ml 100 mM-os LiAc-ban szuszpendaltuk fel a sejteket, majd ismét 1 percig Gjra centrifugaltuk
Oket. A sejteket ezutan 400 pl 100 mM-o0s LiAc-ban oldottuk fel. Ebbdl a szuszpenziobol 50
pl-nyi mennyiségeket mértiink ki egy-egy transzformaldshoz. A 400 pl-nyi szuszpenzi6 tehat 8
kiilonb6zé DNS-sel torténd transzformalashoz elegendd. Az 50 ul kultarat kitilepitettiik és a
sejtekre 240 pl 50 %-0s PEG-et mértiink, valamint 37 pl 1M-o0s LiAc-ot, 10 ul heringsperma
DNS-t, 1 ul plazmidot, 49 ul steril vizet adtunk hozza, végiil az alapos vortexelés utan 20 percig
42 °C-on inkubaltuk a sejteket. A hdsokkolas utan 1 percig centrifugaltuk az elegyet, majd a
kapott sejteket 150 pl steril ultratisztitott vizben vettiik fel és a megfeleld taptalajt tartalmazo

petri csészére szélesztettiik. 3 napig 30 °C-on inkubaltuk a lemezeket.

111.3.8. Spontian mutagenezis mérése

A kisérlet soran az ¢€leszté egy adott markergénjében spontan keletkezd mutaciok szama
valik mérhetévé, 107 sejtre vonatkoztatva. Az élesztd tdrzs 50-50 sejtjét tartalmazé kultarabol
kiindulva tiz parhuzamos 500 pl térfogatu kultirat 3 napig 30 °C-on ndvesztettiink. Osztddas
kozben folyamatosan képzddnek a spontan mutaciok. Az inkubdaci6 lejartaval a tiz kultarat tiz
kanavanin tartalmq, arginint nem tartalmazo lemezre szélesztettiik ki. A kanavanin aminosav
az arginin analdgja, igy a fehérjeszintézis enzimei arginin helyett beépitik a polipeptidlancba.
Az ily modon képzddo aberrans fehérjék nem képesek ellatni feladatukat és a sejt pusztulasahoz

vezetnek. Az arginin és kanavanin felvételéért a CAN1 gén altal kodolt arginin-permeédz a
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felelos. Ha a sejtben a CAN1 lokuszt inaktivald pontmutaciéd keletkezik a kanavanin nem tud
bejutni a sejtbe, igy az életképes marad. A kindtt telepek tehat egy-egy a kanavanin génben
1étrejott funkcidvesztéssel jard6 mutacios eseményt jeldlnek, igy a tiz parhuzamos kanavanin

lemez telepszamat atlagolva kiszamithatd a spontan mutacios rata (Lea és mtsai, 1949).

111.3.9. Indukalt mutagenezis mérése

A kisérlet soran az éleszté egy adott markergénjében UV karosodas altal indukalt
mutaciok szama valik mérhetové. A leoltott €lesztd starter kultarakbol higitast készitiink és
nagy mennyiségli sejtet (107-10% sejt/ lemez nagysagrendben) szélesztiink ki kanavanin
tartalmu arginint nem tartalmazé lemezekre. Ezeket a lemezeket egyenként kiilonb6z6 dozisu
UV fénnyel kezeljiik kozvetleniil a beszaradas utan. A dolgozatban targyalt kisérletekben a
kezeletlen kontroll mellett 20, 40, 50, 60 J/m?-t hasznaltunk. Az UV kérosité hatasat az adott
dozison ugy vettik figyelembe, hogy kanavanint nem tartalmazo kontroll lemezekre is
sz€lesztettiink a vizsgalt torzsekbdl €s ellendriztik a talélésiiket. A kanavanin lemezeken
kinovo telepszamokbol az adott dozison tapasztalhatd tulélés figyelembe vételével kiszamithatd
a dozisra jellemzd mutacids gyakorisag. Ezt a mutacids gyakorisagot egy torzs esetében 107

(UV-t) tulélo sejtre adjuk meg.

111.3.10. Irdnyitott génkiiités

A homolog rekombinécion alapuld génkiiités soran eldszor DNS primereket kell tervezni
a kiiitni kivant génre. A gént két oldalrdl kortilfogd szekvenciat restrikcids hasitd helyeket
tartalmazo primerekkel amplifikaljuk €s az igy kapott két fragment k6zé a PCR primerekkel
beépitett helyekre egy szelekcids markert klonozunk. Az igy elkésziilt génre specifikus
konstruktot klonozd vektorban tartjuk fenn. Génkiiitéshez a konstruktbol a génspecifikus
régiokat az altaluk kozrefogott szelekcids markerrel egyiitt kihasitjuk és ezt a linearizalt
fragmentet transzformaljuk az élesztd sejtekbe (10.abra), ahol a sejt sajat homolog

rekombindacids gépezete beépiti a marker gént a kititni kivant gén helyére.
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gén 5 homolég régidja gén 3 homolég régidja

_- HIS3 _— | PUC19

Restrikciés emésztés

Transzformalas élesztdbe

genkiutés

10. abra: Iranyitott génkiiités.

111.3.11. Fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutatasa éleszto kettos hibrid rendszerrel

A kolcsonhatas szempontjabdl vizsgalni kivant géneket beklonoztuk a transzaktivacios
domént illetve a DNS-koté6 domént kodolo kettds hibrid vektorokba gy, hogy a leolvasasi keret
ne sériiljon és fuzios fehérje képzddjon. Az elkészitett konstruktot betranszformaltuk az élesztd
kettds hibrid vizsgalatra hasznalt PJ69-4A éleszté torzsbe (James és mtsai. 1996), majd —
Leu/Trp lemezekre szélesztettiik ki. Ezt kovetéen a felnétt telepeket —Leu/Trp taptalajban
novesztettiik egy éjszakan at. Az igy kapott kultirat 1x107 sejt/ml legnagyobb tdménységiire
higitottuk majd —Leu/Trp, -Leu/Trp/His, -Leu/Trp/His/Ade tartalmt lemezekre cseppentettiik
ki, és 3-5 napot ndvesztettiik 30 °C-on.
A transzformaciot kovetden a két fuzids fehérje termelése megkezdddik az €lesztd sejtekben,
Oonmagaban azonban egyik sem képes a riporter gén expressziojanak aktivalasara, igy —Leu/-
Trp/-His tartalm® lemezeken csak azok a telepek képesek szaporodni, ahol a két vizsgalt fehérje
kolcsonhatasanak koszonhetéen aktivalodik a HIS3 (Histidinolphosphatase) gén és hisztidin

termelddik a sejtekben.

111.3.12. GST-fuzios fehérjék tisztitasa, GST pull-down

A vizsgélni kivant fehérjék génjei - esetiinkben ez a vad tipusu és delécidos mutans Rad18,
a PCNA- a pBJ842-¢es vektorba lettek klonozva ugy, hogy a leolvasasi keret sériilése nélkiil N-
terminalisan fuzionaljanak a GST-vel. Ezutan 2 % galaktozzal indukalhat6 a fehérjék termelése
az emlitett vektorrdl. A kisérletek soran éltalaban 2 liter élesztd kulturabol indulunk ki, melybdl
5-7 g sejtet lehet Osszegyljteni és -70 °C-on tarolni. A fehérjék tisztitasa szaraz jégben,
mechanikusan torténik, majd 5-10 ml 1xPBS (50 mM TrisHCI pH 7, 1 mM EDTA pH8, 3M
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KCI, szachar6z, 150 mM NaCl, 5-10 mM B-merkaptoetanol, 1 Roche proteaz inhibitor
tabletta/50 ml puffer) oldatban keriilnek feloldasra. Ezt kdvetéen 16000 rpm-mel 4 C°-on 20
perc, majd 35000 rpm-mel 4 C° -on 90 perc centrifugalast kdvetden a tiszta feliiluszot GST
gyongyot tartalmazo oszlopba toltjiikk. A lizatumot legalabb kétszer atfolyatjuk az oszlopon,
majd 5-5 ml magas (HSB) és alacsony (LSB) sétartalmu pufferrel mossuk (HSB: 50 mM
TrisHCI pH 7.5, 1M NaCl, 10 % glicerin; 0,01 % NP40, LSB: 50 mM TrisHCI pH 7.5, 150
mM NacCl, 10 % glicerin, 0,01 % NP40). Végiil 2 ml Precission proteaz pufferrel (PCB: 50 mM
Tris/HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 % glicerin, 0.01 % Nonidet P-
40) is atmossuk. A fehérjénket tartalmazo GST gyongyoket ezutan 100 ul PCB-ben vessziik fel
¢és egy ¢éjszakan at 4 °C-on 0.1 pg Precission protedzzal inkubaljuk. Ennek soran a protedz
lehasitja a fehérjénket ugy, hogy a GST tag a gyongyhoz kétve marad, igy a feliiliszoban csak
a keresett, tiszta fehérjénk talalhaté meg.

Fehérjék kozotti kolesonhatas in vitro kimutatasa soran (GST pull down) az egyik fehérjét a
gyongyhoz kotve hagyjuk (0.5 pg fehérje, kb. 5-10 ul gydngy) és a tisztitott fehérjét adjuk
hozza 0.5 ng mennyiségben. A fehérjéket a komplex kialakuldsdhoz egy éjszakan at 4 °C-on
inkubéljuk, majd a gyongyok alapos dtmoséasa utdn 20 mM-os redukalt glutationnal leszoritjuk
a komplexet a gyongyrdl. Az eltcids 1épés Precission protedzzal is elvégezhetd. Az interakcio
kimutatasa akrilamid gélen torténik, melyet Coomassie festékkel tesziink lathatova. A gélen
vizsgalt mintak koziil az un. bemeneti frakciot az interakceiot vizsgalo reakeiobol az elején, mig
a fellilusz6 mintat a reakcioidd letelte utan vessziik. Ezen kiviil, egy mosas frakciot és az
interakcios frakciot kell legytijteni.

A vizsgalt fehérjék esetleges nem specifikus kikotddésének vizsgalatara egy parhuzamos
negativ kontrollt is 6sszemériink, melyben GST fehérjét kotiink a gyongyre és ehhez adjuk a

feltételezett interakcids partnert.

111.3.13. A delécios és pontmutans fehérjék expresszios szintjének vizsgalata

A delécios/pontmutans Rad18 fehérjék expresszidos szintjének vizsgalatdhoz a
3xHemagglutinin (3HA) jel6l6 molekulat hasznaltuk. A 3HA-t plazmidrol, PCR-ral
sokszoroztuk fel tigy, hogy a hasznalt oligonukleotidok tartalmaznak egy 3HA taggel homolog
régiot és 40 bazispart, mely a RAD18 gén STOP kodonja el6tti és utani szekvenciaval egyezik
meg. A PCR terméket betranszformaltuk az egyes delécios RAD18 torzsekbe, ahol a homolog
rekombinacids folyamatoknak koszonhetéen a 3HA beépiil a RAD18 gén STOP kodonja elé.

A 3HA jeloléssel ellatott kiilonb6z6 Rad 18 molekuladkat tartalmazé térzsekbdl a jol ismert

triklor ecetsavas (TCA) modszerrel készitettiink fehérje extraktumot és vizsgaltuk meg a

27



fehérjék sejten beliili szintjét. Ehhez 1 ml Agoo: ~1 optikai denzitasu kulturabdl 6sszegytijtott
sejtekhez 1 ml hideg steril vizet és 150 ul lizis puffert (1.85 M NaOH, 7.5 % B-merkaptoetanol)
adtunk, majd alaposan felvortexeltiik a letilepedett sejteket. Ezutan 15 percig jégen tartottuk €s
minden 6todik percben ismét felkevertiik az eppendorf csé tartalmat. Ezt kovetden 200 pl 55 %-
os TCA oldatot adtunk a mintakhoz és 6vatosan Osszeforgattuk a mar lizalt sejteket tartalmazo
oldattal, majd 20 percet jégen tartottuk ket. 13 000 rpm-en 10 perc centrifugalas kovetkezett
melynek eredményeként az eppendorf csé aljadban megjelent a csapadék. A feliiluszo
eltavolitasa utan 200 ml 100 %-0s acetonnal mostuk a pelletet. A mintak 10 perces levegén
szaritasat kovetden ~ 20 ul 2 x Laemli pufferben szuszpendaltuk fel, 100 °C-on 5 perc forralés
utan egyenld mennyiségeket szeparaltunk el poliakrilamid gél segitségével. A fehérjéket
Western blot eljarassal tettiik 1athatova, amelyhez a kovetkezd ellenanyagokat hasznaltuk: anti-
HA 5000-szeres higitasban (GeneTex, GTX29110) és anti-PGK 10.000-szeres higitasban
(Invitrogen, A6457) elsédleges ellenanyagok, anti-nyal 10.000-szeres higitasban (Invitrogen,
A32734) ¢és anti-egér 10.000-szeres higitasban (Thermo Scientific, 31430) masodlagos

ellenanyagok.

111.3.14. DNS-fehérje kotési vizsgalatok (electrophoretic mobility shift assay,
EMSA)

A vizsgalni kivant fehérjénk DNS kotési képességének vizsgalatara kivald modszer az
EMSA, mely nem denaturaldo poliakrilamid gélen teszi lathatova a szabad DNS, és
valamennyivel magasabb tartomanyban a fehérje altal kotott DNS helyzetét.

A 3.11.-es pontban részletezett tisztitasi modszerrel kapott fehérjéket 0.7 pmol
Fluorescein jelolt DNS szubsztrattal inkubéltuk R pufferben (25 mM TRIS pH 7.5, 1 mM ATP,
5 mM MgClz, 1 mM DTT, 10% glycerol, 20 ng/ul BSA) 4 °C-on, 30 percen at. Ezutan a
mintakat 6 %-0s, nem denaturalé poliakrilamid gélen, 0.5 %-0s TB pufferben futtattuk meg,

majd a reakciokat a Typhoon Trio Imager késziilékkel tettiik lathatova.
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IV. Eredmények

1V. 1. A tervezett deléciok bemutatasa

A Radl8 fehérje 487 aminosavbol all, sematikus képe a 11. abran lathato. Eddig hat
domént azonositottak a szerkezetében, melyek koziil csak négynek ismerjilk pontosan a
jelentdségét a Rad18 szerepének kialakitasaban. Ide tartozik a RING domén (28-65), SIM (136-
142), ATPaz (365) és a Rad6-koté domén (371-410). A cink-ujj (190-210) és a SAP (278-312)

domén szerepe azonban nem tisztazott, az erre vonatkoz6 szakirodalomban ellentmondasokba

titkoziink.
ATPase
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11. abra: A delécios Rad18 fehérjék sematikus abrazolasa. A szamok aminosavakat jelentenek.

A sematikus abran jol latszik, hogy az ismert doméneken kiviil a Rad18 nagy részei
maradnak hozzarendelt funkcid nélkiil. Ha a fehérje C-terminalis részét megnézziik, lathatunk
egy 77 aminosavbol allo régiot (410-487), melynek szerepér6l nem rendelkeziink
informacioval. Az N-terminalis részén a RING és cink-ujj motivum kozott egy szembetiinben
nagy, 125 aminosavbol allo fehérje részletre lettiink figyelmesek, melynek jelentdségérol
semmilyen adat nem allt rendelkezésiinkre. Munkank tervezésekor a SIM motivum, mely ezt a

hatalmas régiot kettészeli még nem volt ismert, csak késébb keriilt azonositasra. A cink-ujj és
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a SAP domén kozott is egy nagyobb, 64 aminosavbol allo darabja marad karakterizalatlanul a
fehérjének.

Azért, hogy ennek a sokoldalu fehérjének az eddigieknél jobban megismerjik a
miikodését, célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk az emlitett részletek jelent6ségét a DNS-hiba
tolerancia mechanizmusaban, valamint fényt deritiink a SAP és a cink-ujj domén szerepére a
Rad18 miikodésében. Ezért a Rad18 C-terminalis részének vizsgalatahoz harom, egyre kisebb
C-terminalis darabot eltavolitdo konstrukciot terveztink meg. Az altalunk Cl-nek elnevezett
mutans Radl8 fehérjébdl az utolsé 67 aminosav hianyzik, a C2-b6l 37, a C3 pedig 17
aminosavval rovidebb, mint a vad tipusu fehérje (11. abra). Mind a harom mutans a Rad6-ko6té
domén utan hidnyos, hiszen ez esszencidlis a Rad18 mitkkddéséhez, igy nem lett volna értelme
elrontani.

A Rad18 karboxiterminalis véghez hasonléan az N-terminalis régiot is harom kiilonb6z6
méretli delécids konstrukcio segitségével vizsgaltuk meg. A legnagyobb delécios fehérje az N1,
melybdl 110 aminosav hianyzik, igy szinte egymas mellé keriil a RING és a cink-ujj motivum
(11.4bra). Az N2-b6l 75 aminosavat tavolitottunk el. Az N3-bol csak 35 aminosav hianyzik,
kozvetleniil a cink-ujj motivum el6tt, igy a kés6bb azonositott SIM-et még tartalmazza a
fehérje.

A cink-ujjat, mely kozvetleniil az N-terminalis deléciok utan talalhato, a C2HC motivum
két ciszteinjének glicinre cserélésével rontottuk el (CC190,193GG), nem toroltik ki az egész
domént (Zn*). A pontmutaciok miatt a doménre jellemzd struktira nem tud kialakulni, igy
vizsgalhatova valik a fehérje miikodésében betoltott szerepe.

A fehérje kozépso részén, a cink-ujj és a SAP kozott, egy 62 aminosavbol allo fehérje
szerettilk volna feltérképezni. A vizsgalatokhoz létrehoztunk egy olyan delécios fehérjét,
melyben a cink-ujj és a SAP domén kozvetleniil egymas mellé keriil a delécio altal és M-nek
neveztiik el (Middle).

A SAP domén szerepének pontosabb meghatarozasahoz eltavolitottuk a domént felépitd
hélix-loop-hélix motivum elsé hélixét, valamint az eldtte talalhatdo 32 aminosavat, igy ez a

delécio (SAP) részben atfed az M-bol hianyzo darabbal.
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IV.2. A Radl8 fehérje C-terminalis régiéjanak szerepe a DNS-hiba

tolerancia utvonal miikodésében

1V.2.1. C-terminalis deléciot hordozé mutansok elkészitése

A kiindulési konstrukcionk a 300 bazisparnyi promoter régiot, vad tipusu RAD18 gént és
a stop kodon utani 600 bazispar (12. A.) hosszisagu szakaszt tartalmazé, YCplac33 éleszté
centromeres vektor (plD466, 12. B. [1]). Ebb&l EcoRI+Pstl enzimekkel torténd kettés emésztés
utan a keletkez, a RAD18 gént kodold szekvencia masodik felét tartalmazd 820 bp-0s
fragmentet (12. B. [2.]) a pUC19 vektor azonos hasitasi helyeire klonoztuk. Az igy létrejott
konstruktot Xbal+Stul enzimekkel emésztettiik, ugyanis ezen helyek segitségével a
konstruktbol eltavolithatd volt a fehérje C-terminalis végét kodolo régio (12. B. [3]), és helyére
Xbal+Stul helyeket tartalmazo oligonukleotidokat hasznalva, PCR-rel eléallitott tetszéleges
hosszusagu RAD18 C-terminalis fragmentek voltak klonozhatok (12. B. [4]). Az Xbal helyet
hordozo szensz oligd az eredeti Xbal helyhez hibridizalt, ehhez haromféle stop kodont és Stul
helyet hordozo antiszensz olig6t terveztiink, melyek az Xbal helyhez egyre kozelebbi részhez
hibridizaltak és épitették be a STOP kodont. A harom delécios PCR fragmentet visszaklonoztuk
a RAD18 gént tartalmazo pUC19 konstruktba (12. B. [5]) majd az igy kapott szubklonokbol a
mar delécios RAD18 gént EcoRI+Pstl-gyel (12. B. [6]) az eredeti vad tipusi RAD18 gént
tartalmazo6 éleszté centromeres vektorba klonoztuk (12. B. [7]). A szekvenalast kovetden

meggy6zddtiink arrdl, hogy a leolvasasi keret nem csuszott el, igy a RAD18 delécios

crer

crer

Az igy létrehozott C-termindlis delécios konstruktok jeldlései:
pID479: Rad18A(420-487) C1
pID495: Rad18A(450-487) C2
pID501: Rad18A(470-487) C3
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12. abra: A RADI8 gén és genomi kornyezete (A.) C-termindlis delécidos mutansok elkészitésének

1épései (B).
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1V.2.2. C-terminalis deléciés mutansok vizsgalata

Egy fehérje DNS-hiba tolerancia utvonalban betdltott szerepének vizsgalatdhoz, az adott
delécios fehérjét kodold torzset DNS-karosité hatasoknak tessziik ki. Amennyiben a fehérje
részt vesz a hibatolerancia folyamatokban, a térzs megnovekedett érzékenységet mutat a DNS
karositd szerekre a vad tipust kontrollhoz képest. Az altalunk eldallitott RAD18 delécids
konstruktot - mint egyediili Rad18 forrast - tartalmazo6 torzset is ilyen vizsgalatoknak vetettiik
ala.

Elsoként UV kezelésnek tettiik ki a vizsgalni kivant torzseket, hogy kideriiljon a deléciok
érintik-e a Rad18 fehérje funkcidjat az UV okozta karosodasok kijavitasdban. UV hatasara a
szomszédos pirimidin bazisok kozott kovalens keresztkotések jonnek létre, igy pirimidin
dimerek keletkeznek, a legismertebb taldn a timin dimer. Elesztdben miikodik egy lathato fény
hatasara aktivalodo fotolidz nevii enzim, ami képes az UV okozta sériiléseket kijavitani,
elhasitja a timin dimernél 1évo kettds kotést, ezért az UV-val kezelt torzseket sotétben kell
tartani, hogy az altalunk vizsgalni kivant reparaciés utvonalak miikodését tudjuk megfigyelni.
Ugyancsak fény hatdsara a pirimidinek kozott keletkezik a 6-4 fotoproduktum, amely
mutagénebb a timin dimereknél. Ahogyan azt a 13. abra A. képe mutatja a delécids torzsek a
teljes RAD18 delécioval ellentétben - amelynél extrém érzékenységet figyelhettiink meg - nem
mutatnak fokozott érzékenységet az UV sugarzasra, a vad tipusi RAD18 gént hordozé
kontrollal azonos médon viselkednek.

A kovetkezd DNS-karositd agens, melynek alavetettiik a Rad1l8 fehérje C-terminalis
részén deléciot hordozd mutans torzseket a metil-metanoszulfat (MMS), mely a bazisok
metilaciojaval fejti ki karositd hatasat. A kisérlet eredményeként megallapithattuk, hogy a C-
terminalis RAD18 delécids konstruktot hordozo torzsek ugyanugy viselkednek MMS kezelésre,
mint a vad tipusit RAD18 gént hordoz6 kontroll torzs (13. abra B. képe).

A hydroxi-urea (HU) ribonukleotid-reduktaz inhibitor és a replikacios apparatust a dCTP
szint csokkentésével blokkolva fejti ki kérosito hatasat. Ezt a szert alkalmazva lehetdségilink
nyilik a csonkolt fehérjék replikdcidban betdltott szerepének vizsgélatara. A mutans torzseket
HU kezelésnek vetettiik ala és megvizsgaltuk, hogy a RAD18 gén kiilonbdzd delécioi hatdssal
vannak-e a torzsek talélésére. Kisérleteink azt mutattak, hogy az eldallitott deléciok nem
befolyasoljak a Rad18 fehérje replikacioban betoltott szerepét (13. abra C. képe).

Ugyanez a fenotipus figyelhetdé meg bleomycin — kemoterapis szer, mely a DNS szal
torését idézi el - kezelés hatdsara is, tehat a delécids fehérjék nem érzékenyitik a torzset kettds

szali DNS-torések hatasara (13. abra D. képe).
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13. abra: C-terminalis delécios torzsek érzékenységének vizsgalata. Erzékenységi vizsgalat UV
(A.), MMS (B.), hidroxy-urea (C.) és bleomycin (D.) kezelés hatasara. WT: vad tipust élesztd torzs.
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tartalmazo, vad tipust RAD18-at plazmidrol kifejezd torzs. Arad18 + C1: RAD18 gén genomi delécigjat
tartalmazo, C1 delécios RAD18-at plazmidrol kifejezd torzs. Aradl8 + C2: RAD18 gén genomi
deléciojat tartalmazo, C2 delécios RAD18-at plazmidrol kifejezé torzs. Aradl8 + C3: RAD18 gén

crcr

hasznalt Rad18 mutansok szerkezetét abrazolja.
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Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a Radl8 fehérje C-termindlis részének
eltavolitasa nem befolyasolja a Rad18 funkciojat a DNS-hiba tolerancia Gitvonalban. Lehetséges
az, hogy egy ilyen fontos szabalyoz6 fehérje, mint a Rad18, utolsé 67 aminosavanak ne legyen
jelentdsége a DNS-hiba tolerancia folyamataban? Hogy ebben biztosak lehessiink, spontin
mutagenezis kisérleteket is végeztiink. Ezek sordn mind a harom C-terminalis delécidt hordozo
torzs a vad tipusu kontroll torzzsel kdzel azonos spontdn mutdcids ratat mutatott, tehat
kijelenthetjiik, hogy a hianyz6 szakaszok nem okozzak a mutagén ttvonal talmiikodését (14.
abra).
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14. abra: Spontan mutagenezis kisérlet. Az oszlopok harom kisérlet atlagait és az ebb6l szamolt szoras
valamint szignifikancia értékeket (p) mutatjak. Ha a p-érték <0.05 akkor az eredmény szignifikansnak
tartalmazo torzs, Arad18+WT: vad tipusit RAD18-at plazmidroél kifejezé torzs. Arad18+C1: C1 delécids
RAD18-at plazmidrol kifejez6 torzs, Arad18+C2: C2 delécios RAD18-at plazmidrol kifejezd torzs,
Arad18+C3: C3 delécios RAD18-at plazmidrol kifejez6 torzs.

35



IV.3. A Radl8 fehérje N-terminalis régiojanak vizsgalata a DNS-hiba
tolerancia utvonal miikoédésében

1V.3.1. N-terminalis részen (RING és cink-ujj domén kozott) deléciot hordozé mutansok

elkészitése

A 300 bazisparnyi promoter régiot, vad tipusut RAD18 gént és a stop kodon utani 600
bazispar hosszusagu szakaszt tartalmazo, YCplac33 élesztd centromeres vektor (plD466)
(15.[1]) Narl+Pstl enzimekkel torténd emésztése utan a keletkezé 2700 bp-os fragmentumot
(15.[2]) a YCplac33 modositott — Ndel restrikcios enzim felismerd helyet nem tartalmazo
(15.[3]) - éleszté vektor ugyanezen hasitasi helyeire klonoztuk. Az igy 1étrejott konstrukeiot
Mscl+Ndel enzimekkel emésztettiik (15.[5]), ugyanis ezen helyek segitségével a konstruktbol
eltavolithato a fehérje RING ¢és cink-ujj domének kozé esd részt kodold régidja és helyére
Mscl+Ndel helyeket tartalmazd, a RAD18 gén N-termindlisan egyre rovidebb részt amplifikald
oligonukleotidokat hasznalva, PCR-rel el6allitott RAD18 fragmentumok klonozhatok (15.[4]).
Az Mscl helyet hordozo szensz oligd az eredeti Mscl helyhez hibridizalt, ezzel parban a masik
harom antiszensz oligé6 Ndel helyet hordozott az Mscl-tdl kiillonbozd tavolsagra. A harom
delécios PCR fragmentumot visszaklonoztuk a RAD18 gént tartalmaz6 pUC19 konstruktba,
majd az igy kapott szubklonbodl a mar delécios RAD18 gént Narl+Pstl-gyel éleszté centromeres
vektorba klonoztuk. A szekvenalas azt igazolta, hogy nem tortént eltolodas a leolvasasi

keretben igy a RAD18 delécios konstruktok felhasznalhatok transzformalashoz és a genomi

rrrrrrrr

Az igy létrehozott N-terminalis delécios konstruktok jelolései:
pID524: Rad18A(80-190) N1
pID523: Rad18A(115-190) N2
pID525: Rad18A(155-190) N3

Ezt kovetden érzékenységi vizsgalatot végeztiink a deléciés konstruktokat tartalmazo

torzsekkel.
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15. abra: Sematikus dbra a Rad18 fehérje N-terminalis részén delécidt hordozoé mutansok klénozasarol.

IV.3.2. A legnagyobb N-terminalis deléciét tartalmazo torzs vizsgalata

Az érzékenységi vizsgalatokhoz eltavolitottuk a genomi RAD18 szekvencidjat, igy az
altalunk 1étrehozott konstrukcid biztositja az egyediili RAD18 forrast a sejtnek.

Annak érdekében, hogy kideritsiik, az eltavolitott 110 aminosavnak van-e szerepe a
Rad18 miikodésében, itt is érzékenységi vizsgalatokat végeztiink el, akar csak a C-terminalis
mutansok esetében. A lemezre kicseppentett kiilonbozé toménységli sejteket eldszor

besugaroztuk egyre novekvo dozisu ultraibolya fénnyel, majd megvizsgaltuk 6ket HU, MMS
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¢és bleomycin tartalmu lemezeken is (16. abra). Ahogyan azt az abra mutatja az N1 torzs a teljes
RAD18 delécioval megegyezd, extrém érzékenységet mutat mar alacsony dozisi UV kezelésre
¢s az altalunk hasznalt karosito agensek hatasara is (16. abra).

Az érzékenységi vizsgalatok alapjan ugy tiinik, hogy az eltavolitott régio a Rad18 fehérje
miikédéséhez nélkiilozhetetlen. De hogyan befolyasolhatja ez a 110 aminosav az egész

hibatolerancia atvonalat?

wT
Aradl8
Aradl8+ WT

Aradl8 + N1

RING SIM Zn-finger SAP ATPas=Rad6BD
1 65 136 1492 150 210 8 ;365 371 410 487
| B B 2%
80 150
B 2 | W] |

16. abra: Az eldallitott N1 torzs érzékenysége kiillonbozé mutagén agensek hatdsara. WT: vad tipusu

s

RAD18-at plazmidrol kifejez6 torzs, Arad18+N1: N1 delécios RAD18-at plazmidrol kifejezé torzs. A
rajz az N1 mutans Rad18 szerkezetét abrazolja.

Mivel a Rad18 ubikvitin ligazként a Rad6 fehérjével komplexet alkotva az utvonal els6
1épéséért felelds, igy felmeriilt a kérdés, hogy vajon ez a kapcsolat l1étre tud-e jonni a mutans
fehérje és E2 ubikvitin konjugaz parja, a Rad6 kozott is vagy esetleg az interakcid hianya
okozhatnd az NI torzs mutagén kezelésre mutatott extrém érzékenységét. El16z6
tanulmanyokbdl tudjuk, hogy a fehérje C-terminalis részén talalhaté egy Rad6 kotésért felelds
domén (Bailly és mtsai, 1997), mely az N1 esetében érintetlen. El6fordulhat azonban, hogy a
fehérje kiilonbozo részei a megfeleld térszerkezet kialakitasa utan kozel keriilve egymashoz,
egyiitt vesznek részt bizonyos kolcsonhatasok kialakitasaban. Ahhoz, hogy megerdsitsiik vagy
kizarjuk, hogy a hianyzo6 régio sziikséges-e a Rad18-Rad6 komplex kialakulasahoz, élesztd
kettds hibrid kisérletet végeztiink. Amint azt a 17. abran lathatjuk, a kisérlet eredménye
egyértelmiien igazolta, hogy a Radl8 N1 delécios formaja ugyanugy képes kdlcsonhatasba

1épni a Rad6 fehérjével, akarcsak a vad tipusu fehérje.
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17. abra: Eleszt kett6s hibrid kisérlet Rad6-Rad18 kolesonhatas kimutatasara. (AD: activation domain,
BD: binding domain, -:iires vektorok) Kontroll —L-T (leucin és triptofan aminosavak nélkiili) lemezen
mindegyik torzs felné, mig a —L-T-H (leucin, triptofan és hisztidin aminosavak nélkiili) taptalajon csak
a pozitiv, kélcsonhatast mutato telepek tudnak.

Hasonl6 extrém érzékenységet okoz az is, ha a DNS-karosodas hatasara a PCNA
molekula nem tud ubikvitinalodni a Rad6/Rad18 komplex altal. Ismert, hogy a Radl8
kolcsonhat a PCNA-val, de hogy ez az interakcid a fehérjén beliil hol jon létre, még nem
tisztazott. Szerettiik volna megvizsgalni élesztd kéthibrid kisérletben, hogy az N1 kialakitja-e a
kolcsonhatast a PCNA-val. Sajnos az interakcids partnert nem tartalmazo torzs is felnott a
harmas szelekcids lemezen, mert a HIS3 gén terméke ki tudott fejezddni, vagyis az N1 mutans
Rad18 er6s onaktivalast mutatott az iires AD vektorral. Az 6naktivalast 3AT (3-Amino-1,2,4-
triazole) segitségével sem sikeriilt megsziintetni, pedig ez a drog a HIS3 riporter gén
termékének kompetitiv inhibitora. A szamos probalkozas, optimalizalas ellenére sem tudtuk
hasznalni végiil ezt a kisérleti rendszert a kdlcsonhatds vizsgalatara. Természetesen mas
kisérleti eljarasokkal is probalkoztunk (GST pull down és koimmunoprecipitacio), de ezekkel
sem sikeriilt tisztazni, hogy az N1-PCNA kolcsonhatas kialakul-e. fgy tovabbra is nyitott kérdés

marad tehat, hogy mi all az N1 esetében megfigyelt extrém érzékenység mogott.
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Rad18-N1

-L-T-H
200 mM 3AT

18. 4bra: Eleszt$ kettés hibrid kisérlet PCNA-N1-Rad18 kolcsonhatas kimutatasara. (AD: activation
domain, BD: binding domain, -:iires vektorok) Kontroll —L-T (leucin és triptofan aminosavak nélkiili)
lemezen mindegyik torzs felnd, mig a —L-T-H (leucin, triptofan és hisztidin aminosavak nélkiili)
taptalajon csak a pozitiv, kdlcsonhatast mutato telepek tudnak felndni.

Ismert, hogy a Rad18 fehérje képes onmagaval dimert alkotni, de a dimerképzés pontos
funkcidjat, valamint a kdlcsonhatés kialakitasaért felelds régiot még nem sikeriilt meghatarozni.
Vannak olyan elméletek, miszerint a DNS-hiba tolerancia atvonal elsé 1épésénél a fehérje még
dimert képez, majd amikor a villa-visszaforditason alapuld tutvonalnak kell miikédésbe
lendiilnie, akkor a Rad5 fehérjével 1ép interakcioba (Jentsch és mtsai, 2000). Kisérleteinkbdl
kidertilt (19. abra), hogy a Rad18-Rad18 dimer kialakulasaban nem okoz problémat az N1-b6l
hianyz6 110 aminosavnyi darab. A 19. abra A. és B. képén a vad tipust Rad18-cal, a C. és D.
abran pedig az N1 delécids fehérjével végzett kisérleteket lathatjuk. Az akrilamid gélek els6
oszlopaiban (input) lathatova valik a két vizsgalt fehérje mérete és mennyisége a reakcioban. A
kisérletben a GST-vel jelolt Radl18 fehérjék 30 kDa-nal feljebb jelennek meg eredeti
méretiiknél, mivel a GST képes a glutation szefar6z gyongyokhoz kotédni. A gyongyon atfolyd
frakcioban a GST nélkiili tisztitott fehérje jelenik meg, mely nem 1ép kolcsonhatasba a reakcid
kontrollként szolgal, ha itt nem jelennek meg a vizsgalt fehérjék, akkor biztosak lehetiink abban,
hogy az elucié soran a specifikus kolcsonhatasok valnak csak lathatova. A 19. A. abran jol
lathat6, hogy az eluciés frakcioban a GST-vel jelolt forma mellett megjelenik a vele
kolcsonhatasba 1épett fehérje is, ami maga a Rad18. A 19. B. kép a kontroll kisérletet foglalja
Ossze, amelyben a GST-Rad18 helyett csak GST-t kotottiink gyongyre, és ehhez adtuk hozza a
Rad18 fehérjét. Az abran az lathatd, hogy az elucidban a tisztitott Rad18 fehérje nem jelenik
meg a GST mellett, tehat az A. panelen tapasztalt kdlcsonhatas specifikusan a két Rad18 fehérje
kozott jon létre. A GST-N1 és N1 fehérjék reakciojat vizsgalva (19. C. abra) az elucios

frakcioban ismét megjelenik mindkét fehérje, tehat a dimer ki tud alakulni a két delécios fehérje
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kozott is. A D. abra ez utdbbi kisérlet kontrolljat abrazolja, ahol az elaciés frakcioban csak a

GST fehérjét lathatjuk, tehat nincsen aspecifikus kotddés a GST és az N1 fehérje kozott.

y D & R s & o
A S & & & o B S F & ¥
120 120
GST-Rad18 — Q5 95
D — —.
Radl8 72 Badi® | 2
55 55
42 42
GST_
s & & D & S\c &
€ & & & b&*’ & & & éé‘o
KDa kDa
120 -
= 72
95
) —_ 55
GST-RadI8-NI _ N, Radi8-N1 ' =
55 42
Radl8-N1
GST
5 D - 26

19. abra: A vad tipusu Rad18 és GST-Rad18 (A.), valamint N1 Rad18 és GST-N1 Rad18 (C.) fehérjek
kolcsonhatasanak kimutatasa GST pull-down kisérletben. Az N1 fehérje a hidnyzé 110 aminosavnak
koszonhetéen 50 kDa magassagban (C., D.), mig a vad tipusu fehérje 70 kDa-nal lathato a képen (A.,
B.). Az N1 GST-vel fuzionalt parja 80 kDa (C.) koriil, mig a vad tipusit Rad18+GST 100 kDa méretii

(A).

20. abra: Eleszté kettds hibrid kisérlet Rad5-Rad18 kolcsonhatas kimutatasara. (AD: activation domain,
BD: binding domain, -: iires vektorok) Kontroll —L-T (leucin és triptofan aminosavak nélkiili) lemezen
mindegyik torzs felnd, mig a —L-T-H (leucin, triptofan €s hisztidin aminosavak nélkiili) taptalajon csak
a pozitiv, kdlcsonhatast mutato telepek tudnak.
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A kovetkezékben megvizsgaltuk, hogy képes-e az N1 mutans Rad18 fehérje a Rad5-tel
kolcsonhatas kialakitasara. Bar az N1-Rad5 kdlcsonhatas hianya nem magyarazna az N1 torzs
extrém érzékenységét, melyet a kiilonboz6 drogokkal valo kezelésnél tapasztaltunk, de segitene
a kolcsonhatd feliilet részletesebb feltérképezésében. Ismert ugyanis, hogy ha a villa-
visszaforditason alapul6 utvonal nem miikodik, melynek a Rad5 nélkiilozhetetlen eleme, akkor
az csak egy mérsékelten érzékeny fenotipust okoz UV kezelés hatasara, az N1 esetében viszont
a Radl8 DDT-ben betoltott teljes funkcidjat gatoltuk. A Radl8 fehérjében korabban
azonositottak egy nagyobb régiot a 83.-t0l a 248. aminosavig, amely elegend6 a Rad5-tel vald
kolcsonhatas 1étrejottéhez (Ulrich és mtsai, 2000). Ez a szakasz fel6leli az N1-bol hianyzo
darabot és még az utana elhelyezkedd cink-ujj domént is. A 20. abran bemutatott élesztd kettds
hibrid kisérlet eredményébdl jol latszik, hogy az N1 mutans Rad18 nem tud interakcioba 1épni
a Rad5-tel, tehat a kolesonhatashoz sziikséges régiot le tudjuk sziikiteni a 80-190. aminosavig

terjedd darabra.

1V.3.3. A 115-190. és 155-190. aminosavig terjedd deléciot tartalmazo torzsek vizsgalata

Annak érdekében, hogy kideritsiik a Rad18 fehérje 115-190. és 155-190. aminosavig
terjedd régidinak érintettségét a DNS-hiba tolerancia ttvonalban, érzékenységi vizsgalatoknak
vetettiik ald a delécids fehérjéket kifejezd torzseket, ahogy eddig is tettilk a C-terminalis
muténsok és az N1 deléciés Rad18 esetében. A 100 J/m? dézisu UV sugarzasnak kitett lemezen
lathatjuk (21. abra B.), hogy az N2 és N3 mutans érzékenyebb fenotipust mutatott, mint a vad
tipusu kontroll torzs. Az UV okozta karosodasok kijavitasaban tehat hibasan ugyan, de
miikddnek a delécids fehérjék. Az UV-hoz hasonldban MMS kezelés hatasara is megfigyelhetd
volt a két mutans torzs vad tipustol eltérd, érzékenyebb fenotipusa, sot a két mutans kozotti Kis
kiilonbség is lathatova valt (21. abra C.): az N2 érzékenyebb, mint az N3. Kiilonbozo
elvégeztiik a kisérletet, azonban ezekben az esetekben nem tapasztaltunk kiilonbséget a
mutansok és a vad tipusu torzs kozott. Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy a hidnyzé fehérje
részletek nem befolyasoljadk a Radl8 fehérjének a replikdcioban és a DNS-szaltorések

javitasaban betoltott szerepét.
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21. abra: Erzékenységi Vizsgélatok UV (A), MMS (B.), bleomycin ) és hidroxy urea (D.) tartalmﬁ
Arad18+WT. Vad tipusi RAD18-at plazmldrol klfejezo torzs, Arad18+N2: N2 deléciés RAD18- at
plazmidrol kifejez6 torzs, Arad18+N3: N3 delécios RAD18-at plazmidrol kifejez6 torzs. A rajz az N2
¢és N3 Rad18 muténs fehérjék szerkezetét abrazolja.
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Az MMS és UV kezelés esetén tapasztalt érzékeny fenotipus az N2 és N3 delécios Rad18
torzsek esetében arra utal, hogy a hianyzo6 régidknak (115-190, 155-190) szerepe van a Rad18
fehérje DDT-n beliili miikodésében. Azonban ki kellett zarnunk annak a lehetéségét, hogy a
mutans fehérjék expresszios szintjében bekovetkezett valtozds okozza az érzékeny
fenotipusokat DNS kérositd agensek hatasara. Ennek érdekében az érzékenységi vizsgalat soran
hasznalt térzsekbe a hemagglutinin (HA) jel6lé fehérje szekvenciajat épitettilk be a vad és
mutans RAD18-at hordoz6 expresszids vektorokba a gén stop kodonja elé néhany bazisparral,
majd HA specifikus ellenanyaggal ellenériztiik a fehérjék termelédését. Amint azt a 22. abran
lathatjuk, nincsen 1ényeges kiilonbség a fehérjék mennyiségében, tehat a tapasztalt érzékenység

inkdbb valamilyen részleges funkcidvesztésre utal a DDT mitkddésében.

& e

HA-Rad18

12—
= PGK

22. abra: Western-blot kisérlet a delécios fehérjék expresszios szintjének ellenérzésére. A mutans
fehérjéket 10 %-os akrilamid gélen valasztottuk el. Az anti-HA elsédleges ellenanyagot 5000-szeres
higitasban, mig az anti-PGK ellenanyagot 10.000-szeres higitasban alkalmaztuk.

Mivel a DNS-hiba tolerancia utvonal kézponti fehérjéjér6l, a Rad18-rol van szo, a
megvaltozott érzékenység oka lehet valamelyik alitvonal nem megfeleld miikodése. Annak
érdekében, hogy kiderithessiik, hogy a hianyzo régié (115-190, 155-190) hogyan befolyasolja
a Rad18 funkciojanak kialakitasat, genetikai vizsgalatot, episztazis analizist végeztiink el.

Az episztazis analizis lényege, hogy a vizsgalni kivant gén delécidja mellett ismert
funkcioju DNS-hibajavitd géneket tavolitunk el a genombol, és a kettds delécios torzsek adott
karosito szerekre mutatott érzé¢kenységét 0sszevetjiik az egyes delécids torzsek érzékenyégével.
Amennyiben a kettds delécios torzs érzékenysége nem né az egyes deléciods torzzsel szemben,
akkor a két vizsgalt fehérje egy utvonalban miikddik, ellenkezd esetben két kiilonalld
utvonalban helyezkednek el. Az N2 és N3 mutdnsban el6allitottuk a DDT ttvonal harom
kiilonboz6 agat inaktivald gének (RAD30, REV1, MMS2) delécigjat és a fent ismertetett logikat

kovetve megvizsgaltuk a kettés delécios vonalak UV sugarzasra mutatott érzékenységét.
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A RAD30, mint azt mar az 1.3.1. fejezetben részleteztem, a Rad6/Rad18 fehérjekomplex
altal vezérelt DNS-hiba tolerancia kiilon tutvonalat alkotja. Erdekesnek tartottuk tehat
megvizsgalni, hogy az altalunk létrehozott N2 és N3 mutins a RAD30-cal egy episztazis
csoportba sorolhato-e. A 23. abra A. képén lathatjuk, hogy a Arad304rad18 + N2 torzs sokkal
érzékenyebb az UV kezelésre, mint a Arad18 + N2 vagy a Arad30 torzsek. A 23. B abran
bemutatott, a névekvé UV dozis hatasat vizsgalo talélési kisérletben lathatjuk, hogy az N2 és a
a legalacsonyabb tulélési szazalékot. Az episztazis analizis és a tuléléses kisérlet is arra enged
kovetkeztetni, hogy az N2-es mutansbol hianyzo 115-190 aminosavig, valamint az N3-bol
hianyz6 155-190-ig terjed6 régiéo nem a Rad30 fehérjét magaba foglalo alutvonal miikodését

befolyasolta.

A kontroll UV (60 Jim?)
Aradl8 + WT "
Mrad304radlS + N2

Aradl8 + N2
Arad30

—=—Arad18 + WT

53 ——Arad18 + N2

2 ——Arad18 + N3

@ ——Arad30Arad18 + WT

2 . \% —=— Arad30Arad18 + N2
& Arad30Arad18 + N3
I

0,1
0 20 40 60 80 100

UV dézis (J/im2)

23. abra: Episztazis analizis a RAD30 génnel (A.). UV kezeléses talélési kisérlet (B.). Arad18+WT: vad
tipusu RAD18-at plazmidrdl kifejezé torzs. Arad184rad30+N2: RAD18 és RAD30 gének genomi
delécidjat tartalmazo és az N2 delécios RAD18-at plazmidrol termeld torzs. Arad184rad30+N3: RAD18
torzs. Arad18Arad30+WT: RAD18 és RAD30 gének genomi delécidjat tartalmazo és a vad tipusu
RAD18-at plazmidrél termel6 torzs. Arad18+N2: N2 delécios RAD18-at plazmidrol kifejezd torzs,
Arad18+N3: N3 delécios RAD18-at plazmidrol kifejezo torzs.
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A DNS-hiba tolerancia utvonal transzlézios polimerazok altal miik6dé mutagén agahoz

tartozik a REV1 gén, mely a kovetkezO episztazis analizis szerepldje volt. A kisérlet

eredményeit bemutatd 24. dbran jol lathatd, hogy az altalunk eldallitott N2-es mutans a Revl

fehérjét tartalmazo alutvonal mitkodését nem befolyasolta, hiszen a ArevlAradl8 + N2 kettds

mutans sokkal jobban érzékenyitette az élesztd torzset UV kezelés hatasara, mint az egyes

mutansok onalléan. A 24. B. abran bemutatott tulélési kisérleti adatok pedig azt is jol

szemléltetik, ahogyan az N2 és N3 mutansok tovabb érzékenyitik a Arevl térzset novekvo

dozistt UV kezelés hatasara, ami tovabb erdsiti az episztazis vizsgalatban kapottakat.
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24. abra: Episztazis analizis a REV1 génnel (A.). Tulélési kisérlet UV kezelés hatasara (B.).
Arad18+WT: vad tipustt RAD18-at plazmidrol kifejez6 torzs. Arad18Arev1+N2: RAD18 és REV1 gének

crcr

ey

torzs. Arad18Arev1+WT: RAD18 és REV1 gének genomi delécidjat tartalmazo és a vad tipusu RAD18-
at plazmidrol expresszald torzs. Aradl8+N2: N2 delécios RAD18-at plazmidrol kifejezé torzs,
Arad18+N3: N3 delécios RAD18-at plazmidrol kifejez6 torzs.
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MMS2, mint azt az 1.4. fejezetben emlitettem, a Rad6/Rad18 fehérjekomplex altal vezérelt DDT
gépezetét a hiba mentes atiras felé iranyitja. Az Ubcl3-mal alkotott dimerjének ubikvitin
konjugal6 szerepe van, és egy poliubikvitin ldncot hoz 1étre a PCNA fehérjén, mely azutan a

hibamentes atirast eredményezi.

UV (80 J/m2)
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25. abra: Episztazis analizis az MMS2 génnel (A.). Tulélési kisérlet UV kezelés hatasara (B.)
Arad18+WT: vad tipusit RAD18-at plazmidrol kifejez6 torzs. Arad18Amms2+N2: RAD18 és MMS2

crcr

crer

a vad tipust RAD18-at plazmidrol kifejezé torzs. Aradl8+N2: N2 delécios RAD18-at plazmidrol
kifejez6 torzs, Arad18+N3: N3 deléciés RAD18-at plazmidrol kifejez6 torzs.

Ahogyan azta 25. A. abran lathatjuk, az N2 és MMS2 deléciot egyszerre hordoz6 mutans azonos
érzékenységet mutat az Amms2 torzzsel. Ezt olvashatjuk le a 25. B. abrarol is: az
Amms2Arad18+WT kozel azonos mértéki tulélést mutat, mint a Amms24rad18+N2 vagy a

Amms2Arad18+N3 torzs, tehat kijelenthetjiik, hogy az episztazis analizis logikaja alapjan
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ugyanazon hibajavitasi utvonalba sorolhatok. Ez szamunkra azt jelenti, hogy a kérdéses Rad18

régid szerepet jatszhat a DNS-hiba tolerancia utvonal hibamentes aganak miikodésében.

1V.3.3.1. Indukalt és spontdn mutagenezis vizsgalata

Mint azt az el6z6 fejezetekben lathattuk, a kiilonboz6 genetikai vizsgalatok szerint az
altalunk 1étrehozott N2 és N3 mutans Rad18 fehérje a DNS-hiba tolerancia atvonal - RADS és
MMS2-UBC13 alkotta - hibamentes javitast biztositd aganak miikodésében érintett. A kapott
eredmény megerésitésére ellendriztiik a Rad6/Rad18 Gtvonal mutagén aganak miikodését az
eléallitott N2 és N3 N-terminalis deléciot hordozé térzsekben, oly modon, hogy meghataroztuk
a delécids torzs spontan illetve indukalt mutacids ratajat (1d. 3.8. és 3.9. fejezet). Ha a delécio
a mutagén Utvonal miikodését érinti, akkor kisérleteinkben csokkent mutacios gyakorisagot
mutatna. Ha a deletalt régio a Rad6/Rad18 utvonal hibamentes 4gat inaktivalja, az noveli az
UV indukalt mutacios gyakorisagot a vad tipusu Rad18 torzshoz képest, hiszen az inaktiv
hibamentes reparaciod szerepét a tovabbra is jol mikodd mutagén ag veszi at (Minesinger €s
mtsai, 2005). A 26. abran jol lathato, ahogy a magasabb dozistt UV kezelés hatasara az N2 és
N3 delécids mutans Rad18 fehérjéket tartalmazo torzsekben megnd a mutacids rata a vad tipusa

torzshoz képest.
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26. abra: Indukalt mutagenezis kisérlet. Arad18+WT: vad tipust RAD18-at plazmidrél kifejez6 torzs.
Arad18+N2: N2 delécios RAD18-at plazmidrdl kifejezé torzs, Arad18+N3: N3 delécios RAD18-at
plazmidrol kifejezd torzs. Az oszlopok harom kisérlet atlagait és az ebbdl szamolt szoéras valamint
szignifikancia értékeket mutatjak. Ha a p-érték <0.05 akkor az eredmény szignifikansnak tekinthetd, ha
a p-értek> 0.05, akkor nem szignifikans (n.s.).
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A Rad18 delécios konstruktot hordoz6 torzsekben megemelkedett a spontan mutaciok szama is
torzzsel 0sszevetheté modon (27. abra). Ez az episztazis analizis eredményeivel 6sszhangban
tovabbi bizonyiték arra, hogy a kérdéses Rad18 régi6 nélkiilozhetetlen a hibamentes DNS-hiba

tolerancia atvonal mikodéséhez.

120

100 -

80 n.s.

60 p=0.03

40 -

Spontan mutdcids rata

20

O _
m Arad18 + WT m Arad18 + N2 mArad18 + N3
Amms2Arad18+ WT B Amms2Arad18+ N2 mAmms2Arad18+ N3

27. abra: Spontan mutagenezis kisérlet eredménye. Aradi8+WT: vad tipusi RAD18-at plazmidrol
kifejez0 torzs. Aradl8+N2: N2 deléciés RAD18-at plazmidrol kifejezo torzs, Aradl8+N3: N3 delécios
RAD18-at plazmidrol kifejezo torzs. Aradl8Amms2+WT. RAD18 és MMS2 gének genomi delécidjat
tartalmazo és az vad tipusit RAD18-at plazmidrdl termeld torzs. AradlSAmms2+N2: RAD18 és MMS2

s

Aradl84mms2+N3: RAD18 és MMS2 gének genomi delécigjat tartalmazo és az N3 delécios RAD18-at
plazmidrol expresszalo torzs. Az oszlopok harom kisérlet atlagait és az ebbdl szamolt szoras valamint
szignifikancia értékeket mutatjak. Ha a p-érték <0.05 akkor az eredmény szignifikansnak tekinthetd, ha
a p-érték> 0.05, akkor nem szignifikans (n.s.).

IV.33.2. Az N2 ¢és N3 mutans Radl8 fehérje altal kialakitott fehérje-fehérje

kolcsonhatasok vizsgalata €élesztd kettds hibrid modszerrel

Mint azt az elézéekben lathattuk, az N-termindlis mutansok mindegyike valamilyen
zavart idézett el6 a Rad18 fehérje hibatolerancia utvonalban bet6ltott szerepében. Kisérleteink
azt mutattak, hogy az N1 fehérje nem képes kotddni a Rad5-hoz (20. abra). Mivel az N1
fehérjében 1évo delécid atfed az N2-ben és az N3-ban létrehozott révidebb delécidkkal,
megvizsgaltuk, hogy az N2 és N3 delécios mutansok kdlcsonhatasba tudnak-e 1épni a Rad5

fehérjével. Ezekben a kisérletekben az éleszt6 kettds hibrid rendszert alkalmaztuk.
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28. abra: Elesztd kettés hibrid kisérlet Rad6-Rad18 kdlcsonhatas kimutatasara. A vad tipust fehérjével
(A.), az N2-vel (B.) és az N3 (C.). (AD: activation domain, BD: binding domain, -:iires vektorok)
Kontroll -L-T (leucin és triptofan aminosavak nélkiili) lemezen mindegyik torzs felnd, mig a -L-T-H
(leucin, triptofan és hisztidin aminosavak nélkiili) taptalajon csak a pozitiv, kolcsonhatast mutato telepek
tudnak felnoni.

Kontrollként hasznaltuk az élesztd kettds hibrid kisérletek soran a Rad6-tal, illetve a
PCNA-val valé kolcsonhatasokat (28., 29. 4bra). Ha ezek a kolcsonhatdsok nem tudnanak
létrejonni a két fehérje kozott, akkor az extrém érzékeny fenotipust okozna DNS-karosito
hatdsokra. Mivel a vizsgalt torzsek csak mérsékelt érzekenységet mutattak UV kezelés hatasara,
biztosak lehettiink benne, hogy ezek az interakciok létrejonnek. Ahogy azt a 28. abran is
a Rad18-Rad6 stabil komplex kialakulasat, a két fehérje kotdédott egymashoz, ezt a - L/-T/-H
tartalmu taptalajon n6vo telepek bizonyitjak. Hasonldan pozitiv eredményt kaptunk a PCNA-
Rad18 interakcio vizsgalatanal is, vagyis ez esetben is mind a vad, mind pedig az N2 és N3
deléciés mutans Radl8 fehérje is képes volt a kolcsonhatas kialakitasara. Mivel a Rad6
kotohely a Rad18 C-terminalis felén, a PCNA kotShely pedig valahol az N-termindlis részén
talalhatd, a kontrollokkal igazoltuk a kettds hibridhez haszndlt fuzidés fehérjek

miikodoképességét.
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Rad18

Rad18-N2

Rad18-N3

-L-T -L-T-H

29. abra: Elesztd ketts hibrid kisérlet PCNA-Radl8 kolcsonhatis kimutatasara. A vad tipusu
fehérjével, az N2 és az N3 mutanssal is egyarant kialakul az interakci6. (AD: activation domain, BD:
binding domain, -:iires vektorok) Kontroll -L-T (leucin és triptofan aminosavak nélkiili) lemezen
mindegyik torzs felnd, mig a -L-T-H (leucin, triptofan és hisztidin aminosavak nélkiili) taptalajon csak
a pozitiv, kélcsonhatast mutato telepek tudnak felndni.

LT

Rad18-N3

LT 1-TH

30. abra: Eleszté kettés hibrid kisérlet dimerizacié kimutatasara. A vad tipusu fehérje (A.), az N2 (B.)
és az N3 (C.). (AD: activation domain, BD: binding domain, -:iires vektorok) Kontroll -L-T (leucin és
triptofan aminosavak nélkiili) lemezen mindegyik torzs felnd, mig a -L-T-H (leucin, triptofan és
hisztidin aminosavak nélkiili) taptalajon csak a pozitiv, kélcsonhatast mutaté telepek tudnak néni.

A kovetkez6 1épésben azt vizsgaltuk meg, hogy az N2 és N3 mutans Rad18 fehérjék
képesek-e dimert alkotni. Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy ebben a képességben

nem karosodott sem az N2, sem az N3 delécids fehérje (30. abra), képesek a homondimer
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kialaktitasara hiszen a harmas szelekcios lemezen felndnek a kélcsonhaté fehérjéket tartalmazé
torzsek.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy az N2 és N3 fehérje képes-e komplexet alkotni a Rad5
fehérjével. Amint az a 31. abran lathato az ¢leszté két hibrid kisérletben, a vad tipust Rad18-
tol eltéréen, egyik N-terminalis mutans sem tudott kolcsénhatni a Rad5 fehérjével. Mig a
kontroll lemezen (- L/-T) a torzsek kivétel nélkiil felnének, addig a - L/-T/-H lemezen csak azok
képesek, ahol interakci6 van a két fehérje kozott, esetliinkben csak a vad tipusu Rad18 és Rad5
fehérje kozott detektalhatod kolcsonhatas (31. abra A kép). Ennek a kolcsonhatasnak a hianya
okozhatja a hibamentes ag inaktivalasat mutansainkban, miként azt a genetikai kisérleteink
mutattdk. Elesztd kettés hibrid kisérletekkel igy bebizonyitottuk, hogy a 155-190 aminosavig
terjedd szakaszra sziikség van a Rad18-Rad5 kdlcsonhatas kialakulasahoz (31. abra C kép),

hiszen a legkisebb N-terminalis deléciot tartalmazo fehérje is képtelen az interakciora.

«o; [

-L-T -L-T-H

31. abra: Elesztd kettés hibrid kisérlet Rad5-Rad18 kolcsonhatas kimutatésara. A vad tipust fehérjével
(A.) interakcioba 1ép a Rad5, mig az N2-vel (B.) és az N3 (C.) mutanssal nem képes erre. (AD: activation
domain, BD: binding domain, -:iires vektorok) Kontroll -L-T (leucin és triptofan aminosavak nélkiili)
lemezen mindegyik torzs felnd, mig a -L-T-H (leucin, triptofan és hisztidin aminosavak nélkiili)
taptalajon csak a pozitiv, kdlcsénhatast mutato telepek tudnak néni.
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1VV.4. A cink-ujj pontmutians Rad18 fehérje elkészitése és a domén szerepének
jellemzése

A Radl8 fehérje cink-ujj doménje kozvetleniil az N-terminalis delécidink utan
helyezkedik el, 190-t61 210 aminosavig tart. A cink-ujj szerepérdl éleszt6 Rad18 fehérje
esetében nem sok informacio all rendelkezésiinkre. Més fehérjék vizsgalata alapjan feltételezett
funkciodja az ubikvitin kotése, illetve éleszté Rad18 esetében szerepe lehet a RadS kotésében is,
de, utobbit nem kozvetleniil a cink-ujj, hanem egy nagyobb N-terminalis régioval végzett
kisérletekre alapozzak, melybe beleesik ez a domén is (Ulrich és mtsai, 2000). Szerettiink volna
fényt deriteni a domén funkciojara a DNS-hiba tolerancia utvonalban, ezért az ismert
szekvencia motivum két cisztein aminosavat rontottuk el, igy meggatolva a domén jellegzetes

harmadlagos strukturajanak kialakulasat.

IV.4.1. A cink-ujj pontmutans elkészitése

Helyspecifikus, PCR alapt mutagenezissel a 111.3.5. fejezetben leirt modon allitottuk el
a RAD18 gén pontmutans valtozatat, amely a 190-es és 193-as cisztein aminosav helyett glicint
eredményezé pontmutacidt hordoz. A glicin ugyanis a legegyszeriibb aminosav, bioldgiai

funkcidjat tekintve kevéssé hangsulyos. A pontmutansra a dolgozatban Zn*-ként fogok

hivatkozni.
uv Bleomycin
kontroll 80 J/m? 2ug
sl @ 0 ©
Aradl8 + WT
Aradl8

Aradl8 + Zn*

RING SIM Zn-finger SAP ATPase Rad6BD
136 142 190 210 278 312 365 371 410 487
H | % | W |
| 2 | W |
M@Q

32. abra: A Zn* mutan Rad18 torzs érzékenysége kiillonb6zo mutagén agensek hatasara. WT: vad tipusu
torzs, Aradl8: a RAD18 genomi delécidjat tartalmazo torzs, Aradl8 + WT: a vad tipusi RAD18-at
plazmidrél termeld torzs, Aradl8 + Zn*. az Zn* delécids fehérjét, mint egyediili Radl8 forrast
tartalmazo torzs. A rajz a Zn* mutans RAD18 fehérje szerkezetét abrazolja.
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IV.4.2. A Zn* pontmutacio szerepének vizsgalata a DNS-hiba tolerancia folyamataban

A 32. abra B. képén lathatjuk a Zn* pontmutanst, mint egyediili Rad18 forrast kifejez6
torzs érzékenységét kiilonbozo DNS-karositd agensek hatasara. Nagy dozisu UV sugarzasnak
kitett, valamint MMS-t tartalmazo lemezen (az N2 és N3-hoz hasonl6an) a vad tipushoz képest
érzékenyebb fenotipust mutat a Zn* pontmutdns Rad18 fehérjét kifejezd torzs, mig HU és
bleomycin hatasara nincs kiilonbség a vad és a pontmutans Rad18 fehérjét tartalmazo torzs
érzékenysége kozott. Ugy tinik, hogy a két aminosav cseréjével ismét a Radl8 egy fontos
funkcidjat érintettiilk, melynek kovetkeztében nem tud megfeleléen miikodni a DNS-hiba
tolerancia folyamataiban.

Ki kellett zarnunk azt az eshetdséget, hogy a mutans fehérjék expresszios szintjében
bekovetkezett valtozas okozza az érzékeny fenotipusokat. Ismét HA jelold fehérjét kodolo gént
kloénoztunk a vad és mutdns Rad18-at hordozo expresszios vektorokba, ahogy azt az N2 és N3
esetében is tettiik. Amint azt a 33. abran lathatjuk nincsen kiilonbség a fehérjék szintjében, tehat

a tapasztalt érzékenység valamilyen részleges funkciovesztésre utal az utvonal miikodésében.

72 .
—C — 1\ RS

42 PGK

33. abra: Western blot kisérlet a delécids fehérjék expresszids szintjének vizsgalatira. A mutans
fehérjéket 10 %-os akrilamid gélen valasztottuk el. Az anti-HA elsédeleges ellenanyagot 5000-szeres
higitasban, mig az anti-PGK ellenanyagot 10.000 x-es higitasban alkalmaztuk.

Annak érdekében, hogy kiderithessiik, a lecserélt aminosavak hol kapcsolédnak be a
Rad18 funkcidjanak kialakitasaba, episztdzis analizist végeztiink el az N2 és N3 delécids
mutans Rad18 esetében ismertetett logikat kovetve.

A Zn* mutansban eldallitottuk a DDT utvonal harom kiilonb6z6 agat inaktivald gének
MMS kezelésre mutatott érzékenységét. Elsdként megvizsgaltuk, hogy az altalunk létrehozott
Zn* pontmutans a RAD30-cal egy episztazis csoportba sorolhatd e. A 34./A. képen lathatjuk,
hogy a Arad30A4rad18 + Zn* torzs érzékenyebb UV és MMS kezelés hatasara, mint az Arad18

+ Zn* vagy a Arad30 torzs egyediil. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a két aminosav, amit
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lecseréltiink, nem a Rad30 utvonal miikodéséhez jarul hozza. A 34. dbra azt mutatja, hogy az
altalunk eldallitott Zn* mutans a REV1 utvonalat sem karositotta, hiszen a kettés mutans sokkal
jobban érzékenyitette az éleszté torzset UV és MMS kezelés hatasara is, mint az egyes
mutansok onalldan.

A kovetkezo 1épésben az MMS2 gént tavolitottuk el, hogy a RADS 1t inaktivalasat érjiik
el. Ahogyan azt a 34./C. abran lathatjuk, a Zn* és MMS2 deléciot egyszerre hordoz6é mutans
azonos érzékenységet mutat az Amms2 torzzsel. Tehat kijelenthetjiik, hogy az episztazis
analizis logikdja alapjan ugyanazon hibajavitasi utvonalba sorolhatok. Ez szamunkra azt jelenti,
hogy a két lecserélt aminosav altal a DNS-hiba tolerancia ttvonal hibamentes aganak

mukddését rontottuk el.

MMS (0.03%)

kontroll UV(120 jm?)

Aradl8 + WT
Aradl8 + Zn*

Arad30Aradl8+ WT
Arad30Aradl8+ Zn*

MMS (0.02%)
Aradl8+WT
Aradl8 +Zn*

Arevl Aradl8 + WT

Arevl Aradl8 + Zn*

C. kontroll

MMS (0.02%)
Aradl8 + WT ' |
Aradl8 + Zn*

Amms2 Aradl8 + WT
Amms2 Aradl8 + Zn*

34. abra: Episztazis analizis a Zn* és a DDT harom alutvonalanak képvisel6jével. RAD30 (A.), REV1
(B.), MMS2 (C.) és a Zn* kapcsolata. Arad18+WT: vad tipust RAD18-at plazmidrol kifejezé torzs.
Arad18+Zn*: Zn* delécios RAD18-at plazmidrol kifejezo torzs. Arad184rad30+WT: RAD18 és RAD30

crer
<y
crer

s

s

RAD18-at plazmidrdl kifejezo torzs.
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IVV.4.2.1. Spontan mutagenezis vizsgalata

Mint azt az el6z6ekben lathattuk, a kiilonb6z6 genetikai vizsgalatok szerint az altalunk
létrehozott Zn* kettés pontmutans Rad18 fehérje szintén a DNS-hiba tolerancia ttvonal RAD5
¢és MMS2-UBC13 alkotta hibamentes javitast biztositdé ag miikodésében érintett. A kapott
eredmény megerésitésére ellendriztiik a Rad6/Rad18 Gtvonal mutagén aganak miikodését az
eléallitott Zn* kettds pontmutans Rad18 fehérjét hordozd toérzsekben, oly modon, hogy
meghatdroztuk a delécios torzs spontdn mutacios ratajat. A Rad18 pontmutacios konstruktot
hordozd torzsben megemelkedett a spontan mutdciok szdma a vad tipusi RAD18 gént
modon (35. abra), hiszen a mutagén ag talmitkodik az inaktiv hibamentes reparacios alttvonal
miatt. Ez az episztazis analizis kisérleteivel Gsszhangban tovabbi bizonyiték arra, hogy a
lecserélt aminosavak nélkiilozhetetlenek a hibamentes DNS-hiba tolerancia alutvonal

mukodéséhez.

120 -

n.s.

100 -

80 -

60 -

40

Spontan mutdcios rata

20 -

0 _
mArad18 + WT mArad18 +Zn* mAmms2Arad18+ WT

35. abra: Spontan mutagenezis. Aradl18+WT: vad tipusu RADI18-at plazmidrél kifejezd torzs.
Arad18+Zn*: Zn* delécios RAD18-at plazmidrol kifejez6 torzs. Arad18Amms2+WT: RAD18 és MMS2
harom kisérlet atlagait és az ebbdl szamolt szoras valamint szignifikancia értékeket mutatjak. Ha a p-
érték <0.05 akkor az eredmény szignifikdnsnak tekinthetd, ha a p-érték> 0.05, akkor nem szignifikans

(n.s.).
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IV.4.2.2. A Zn* Rad18 fehérje altal kialakitott fehérje-fehérje kdlcsonhatdsok vizsgalata

¢lesztO kettds hibrid modszerrel

Megvizsgaltuk, hogy a genetikailag jol jellemzett Zn* Rad18 pontmutans kdlcsonhatasba
tud-¢ 1épni a Rad18 fehérje ismert kélcsonhato partnereivel. Fenti eredményeink, és az irodalmi
adatok alapjan elsdsorban a Rad5-tel val6 asszociéciot kivantuk vizsgalni.

A kolcsonhatasok vizsgalatanal a Rad6 és PCNA interakciot kontrollként alkalmaztuk,
csakugy, mint az N-terminalis mutansoknal tettiik (28., 29. abra). Lathatjuk a 36. abran, hogy
sem a Rad6, sem a PCNA kotés nem sériilt a Zn* pontmutans Rad18 fehérje esetében. A vad
tipust és Zn* fehérjét tartalmazo torzsek kivétel nélkiil felnének a harmas szelekcids lemezen,
ha a PCNA, illetve Rad6 molekulat is tartalmazza a kéthibrid rendszer. A kovetkez6 1épésben
azt vizsgaltuk meg, hogy a Zn* mutans fehérje képes e homodimert alkotni. Azt tapasztaltuk,
hogy ebben a képességben sem karosodott a Rad18 fehérje az aminosavcserék altal (36. abra
A. kép).

Azonban, amint az a 36. abran lathatd, a Zn* Rad18 mutans nem tudott kolcsOnhatni a
Rad5 fehérjével. Mig a kontroll lemezen (—L/-T) a torzsek kivétel nélkiil felnének, addig a —L/-
T/-H lemezen csak azok képesek, ahol interakcid van a két fehérje kozott, esetiinkben csak a
vad tipustt Rad18 és Rad5 fehérje kozott detektalhato kolesonhatas (36. abra A kép). Eleszté
kett6s hibrid kisérletekkel igy meghataroztuk, hogy a 190-es és 193-as ciszteinek, illetve a cink-

ujj motivum nélkiilozhetetlenek a Rad18-Rad5 heterodimer kialakuldsdhoz.

A B.

¥
v AD
AD &
BD & BD
Radl8 Rad18-Zn* oo Radl8
Rad6
Rad5s Rad5 LLAT L-T-H
Radl8 Radl8-Zn*
Rad6 o Rad6 LTH
Rad5s Rad5s

36. abra: Elesztd kettds hibrid kisérlet az Zn* mutans altal kialakitott kolcsonhatasok vizsgalatara.
Rad18-Rad6 interakcid, dimerképzés, Rad18-Rad5 interakcié (A.) Rad18-PCNA interakcio (B.),
vizsgalata. (AD: activation domain, BD: binding domain, -: iires vektorok) Kontroll —L-T (leucin és
triptofan aminosavak nélkiili) lemezen mindegyik torzs felnd, mig a —L-T-H (leucin, triptofan és
hisztidin aminosavak nélkiili) taptalajon csak a kolcsonhatast mutato telepek tudnak felnoni.
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1V.5. A SAP domén vizsgalata

A SAP domén feltételezett funkcioja az egyszali DNS kotése lehet. Munkank soran a
SAP-ot kialakitd két hélix egyikét tavolitottuk el a delécidval, és vizsgaltuk meg a csonkolt

fehérje mikodését a DDT folyamatéaban.

IV.5.1. A SAP domén delécidjanak eléallitasa

A SAP muténs fehérje eldallitasahoz eldszor a vad tipusu RAD18 gént tartalmazoé €élesztd
centromeres vektort (pID466) Narl+Pstl enzimekkel hasitottuk el, majd a keletkez6 2700 bp-
os fragmentumot a YCplac33 modositott éleszté vektor — Ndel restrikcios enzim felismerési
helyét nem tartalmaz6 - azonos hasitasi helyeire klonoztam. Az igy létrejott konstrukciot
Mscl+EcoRI enzimekkel emésztettem, ugyanis ezen helyek segitségével a konstruktbol
eltavolithatd volt a fehérje SAP domént kodold régidja. A kivagott régiéo helyére ezutan
Mscl+EcoRI helyeket tartalmaz6 oligonukleotidokat hasznalva tetszoleges Rad18 fragmentum
beépithetdveé valt. Az Mscl helyet hordozo szensz oligd az eredeti Mscl helyhez hibridizalt, mig
az antiszensz parja Sall helyet hordozott az eltavolitani kivant szakasz ATG-hez kozelebbi
végénél. A masik oligonukleotid parbdl a szensz tartalmazta a Sall enzim felismerési
szekvencidjat és az eltavolitandd szakasz STOP-hoz kozelebbi végénél hibridizalt, mig az
antiszensz parja a STOP kodon el6tt kotédott. A két PCR fragmentumot igy Sall emésztést
kovetden Osszeligalva a pUC19 vektor Smal helyére klonoztuk. A ligalasokat kovetd
szekvenalas azt mutatta, hogy a leolvasasi keret nem sériilt a delécio és a PCR altal. Az igy
kapott szubklonbol a mar deléciés RAD18 gént Mscl+ECORI enzimek segitségével a vad tipust
RAD18 gént tartalmazo élesztd centromeres vektorba klonoztuk at. Az igy elkészitett RAD18
delécidos konstrukt mar alkalmas volt az élesztébe transzformaldsara és a tervezett

komplementacios kisérletek elvégézésére (37. abra).

Az igy létrehozott SAP delécios konstrukt jele:

pID795: Rad18A(246-296) SAP
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37. abra: Sematikus abra a SAP delécios konstrukt klonozasanak 1épéseirdl.

IV.5.2. A SAP delécios torzs vizsgalata

A SAP delécios torzsnek a kiilonb6z6 DNS karositd szerekkel szemben mutatott
érzékenységi vizsgalatat a 38. kép foglalja 6ssze. Ezen megfigyelhetjiik, hogy a Arad18 + SAP
torzs olyan extrém érzékeny fenotipust mutat minden szer esetében, mint a Arad18 null mutans
torzs. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az eltavolitott szakasszal gyakorlatilag inaktivaltuk

a Rad18 fehérjét.
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uv HU MMS Bleomycin

kontroll 5 Jm? 20 mM 0.0025 % 2pg
W
Aradi8
Aradl8+WT
dradl8+SAP c
RING SIM Zn finger SAP ATPase Rad6BD
1 65 136 142 190 210 278 312 365 371 410 487
=

sap [ | %, | WEsses |

38. abra: A SAP delécios torzs érzékenységi vizsgalata kiilonb6z6 DNS karositd agensek
alkalmazasaval. Az egy sorban lathato pottyok ugyanazon torzs higitasi 1épcs6it mutatjak. WT: vad
tipusu torzs, Aradl8: a RAD18 genomi delécidjat tartalmazo torzs, Aradl8 + WT: a vad tipust RAD18-
at plazmidrdl kifejezd torzs, Aradl8 + SAP: a SAP deléciés fehérjét, mint egyediili Rad18 forrast
tartalmazo torzs.

A humén Rad18 fehérje SAP doménjérdl tudjuk, hogy hidnyaban a PCNA ubikvitinacidja
elmarad és a sejtek nagyon érzékenyek lesznek DNS-karositd drogokra. Kideriilt az is, hogy
humaén fehérje esetében ez a domén felelds az egyesszala DNS (ssDNS) kotésért. Ezért a
kovetkezOkben mi is megvizsgaltuk, hogy az altalunk SAP mutdnsnak nevezett fehérje képes-
e megkdtni az SSDNS-t.

A kérdés megvalaszolasahoz eldszor Sziikségiink volt a mutans és a vad tipusi Rad18
fehérjére tisztitott formaban. A 39. abra A. képén lathatjuk, ahogy a 111.3.12. fejezetben leirt
modszerrel tisztitott fehérjéket denaturald poliakrilamid gélen valo futtatassal lathatova tettiik.
A tisztitasi folyamat soran a két fehérjét kozel azonos aranyban sikeriilt kinyerni a sejtekbdl. A
gélképen halvanyan lathatéva valnak mas fehérjék is ezek jelenléte azonban nem befolyésolja
a preparatumok viselkedését a kisérletekben, igy a kovetkezdkben elvégeztiik a DNS kotési
kisérletet, melynek eredménye a 39. abra B. képén lathato. A fluoreszcensen jelolt 75 nukleotid
hosszusagu ssDNS a nativ gél aljan lathato, mig a fehérje-DNS komplexek magasabb
tartomanyban jelennek meg. Jol lathato, hogy a vad tipusu fehérjével ellentétben, ahol szinte az
Osszes szabad DNS eltiinik a reakci6 soran, a Zn* pontmutans Radl8 fehérje nem tudja a
SSDNS-t megkdtni. Ezek a kisérletek tehat meger6sitik, hogy a Rad18 SAP doménje felelds az
SSDNS kotéséért.
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Radl18 Rad18-SAP

Radl8
Rad18-SAP

39. abra: Tisztitott fehérjék (A.) poliakrilamid gélen, Coomassie brillant kék festékkel elohivva. Az
erésebb csikok azonos mennyiségii fehérjét jelolnek (~200 ng/ul). A Rad6 fehérje az erds interakcio
miatt egylitt tisztul a Rad18-cal. DNS-kotési kisérlet (B.) a vad tipust és a SAP mutans fehérjével.  *:
75 nukleotid hosszu fluorescein jelolt ssDNS (0.25 pmol). Az els6 oszlopok nem tartalmaznak fehérjét,
ezt egy alulvonas (__) jeldli, a tobbi pedig emelkedé koncentracioban tartalmaz 100, 500, 1000, 1500
ng-ot.

A molekula szerkezetében bekovetkezd valtozasok hatassal lehetnek a fehérje interakcios
képességére is. Ezért a kovetkezd kisérletekben megvizsgaltuk a SAP delécios fehérje altal
kialakitott interakciokat. El6szor azt ellendriztiik le, hogy a SAP delécios fehérje és a Rad6
kozotti kolesonhatas ki tud-e alakulni. Amint azt a 40. abran lathatjuk ebben a tekintetben nem

sériilt a Rad18 funkcioja, a hidnyz6 50 aminosav ellenére sem.
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40. abra: Eleszt6 ketts hibrid kisérlet a Rad6 és a SAP mutans fehérje kozotti interakcié kimutatasara.
(AD: activation domain, BD: binding domain, -:iires vektorok) Kontroll —L-T (leucin és triptofan
aminosavak nélkiili) lemezen mindegyik torzs felné, mig a —L-T-H (leucin, triptofan és hisztidin
aminosavak nélkiili) taptalajon csak a kolcsonhatast mutato telepek tudnak felnéni.



Az ¢lesztd kettds hibrid kisérlet eredményei ezen tal azt is megmutattak, hogy a vad
tipusu fehérjéhez hasonldan (41. abra A.) a SAP delécios fehérje is képes dimert alkotni
onmagaval (41. abra B. kép).

Rad18-SAP

-L-T-H -L-T-H

41. abra: Eleszt6 kett6s hibrid kisérlet amelyben a homodimer kialakulasat lathatjuk. (AD: activation
domain, BD: binding domain, -:iires vektorok) Kontroll —L-T (leucin és triptofan aminosavak nélkiili)
lemezen mindegyik torzs felnd, mig a —L-T-H (leucin, triptofan és hisztidin aminosavak nélkiili)
taptalajon csak a kolcsonhatast mutato telepek tudnak felnéni. Két vad tipust fehérje kozott kialakulo
kolcsonhatas (A.). SAP mutans fehérjék interakcioja (B.).

Az ismert interakcids partenerekkel valo kapcsolat vizsgalata azt bizonyitotta, hogy a vad
tipustt Rad18 molekuldhoz hasonléan a SAP mutans mind a PCNA-val (42. dbra), mind a Rad5-
tel (43. abra) képes kozvetlen molekularis interakcid kialakitasara. Mivel a SAP domén hidnya
nem befolyasolta az altalunk vizsgalt, f6 interakcios partnerekkel valé kolcsonhatas
kialakitasat, ezért ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fehérjének ez a része nem vesz részt

ezekben a molekularis kapcsolatokban.

AD e?’ \;?‘
BD Q (@)
Rad18

-L-T -L-T-H

42. abra: Eleszté kettés hibrid kisérlet a PCNA és a SAP mutans fehérje kozotti interakcié kimutatasara.
(AD: activation domain, BD: binding domain, -:iires vektorok) Kontroll —L-T (leucin és triptofan
aminosavak nélkiili) lemezen mindegyik torzs felné, mig a —L-T-H (leucin, triptofan és hisztidin
aminosavak nélkiili) taptalajon csak a kolcsonhatast mutato telepek tudnak felnoni.
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43. abra: Eleszt6 kettés hibrid kisérlet a Rad5 és a SAP mutans fehérje kozotti interakcid kimutatasara.
(AD: activation domain, BD: binding domain, -:iires vektorok) Kontroll —L-T (leucin és triptofan
aminosavak nélkiili) lemezen mindegyik torzs felné, mig a —L-T-H (leucin, triptofan és hisztidin
aminosavak nélkiili) taptalajon csak a kolcsonhatast mutato telepek tudnak felnéni.
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1V.6. A 211-273 aminosavig terjedd régio szerepének meghatarozasa

Az M mutansnak elnevezett fehérjében a cink-ujj és a SAP domén kozotti 62 aminosavat
feloleld szakaszt tavolitottuk el a Rad18 fehérjébdl. Ez egy viszonylag nagyobb darabjat jelenti
a fehérjének, amihez funkciot még senki nem tudott kapcsolni. A munka tovabbi részében ezért

célul thztiik ki, hogy fényt deritiink ennek a régionak a szerepére is.

1V.6.1. Az M delécios mutans elkészitése

A vad tipustt RAD18 gént tartalmazo élesztd centromeres vektor (44. abra [1]) (pID466)
Narl+Pstl enzimekkel torténé emésztése utan a keletkez6 2700 bp-o0s fragmentumot a
Y Cplac33 modositott €lesztd vektor ugyanezen hasitasi helyeire klonoztuk (44. abra [2]). Az
igy létrejott konstrukciot SexAl+Stul enzimekkel emésztettiik, és helyére SexAl+Stul helyeket
tartalmazd, a RAD18 gén egy rovidebb részét felamplifikaloé oligonukleotidokat hasznalva,
PCR-rel eldallitott tetszoleges RAD18 fragmentumok klonozhatok (44. abra). A SexAl helyet
hordozé szensz oligd az eredeti SexAl helyhez hibridizalt, mig az antiszensz parja Bsml helyet
hordozott a deletalni kivant szakasz (44. abra [3]) ATG-hez kozelebbi végénél. A masik
oligonukleotid parbol a szensz tartalmazta a Bsml enzim felismerési szekvenciajat és az
eltavolitando szakasz STOP-hoz kozelebbi végénél hibridizalt, mig az antiszensz parja a STOP
kodon eldtt kotddott. A két PCR fragmentumot igy Bsml, SexAl és Stul emésztést kovetden
Osszeligalva pUC19 SexAl+Stul helyére klonoztam (44. abra [4]). Szekvenalédssal
meggy6zddtiink arrdl, hogy a leolvasasi keret nem sériilt a delécid és a PCR altal. Az igy kapott
szubklonbdl a mar deléciés RAD18 gént SexAl+Stul-gyel az eredeti vad tipust RAD18 gént
tartalmazd élesztd centromeres vektorba klonoztuk. Ez a RAD18 delécidos konstrukt

felhasznalhato élesztébe transzformaldshoz és a genomi RADI18 gén delécidjanak

crer

Az igy létrehozott M delécios konstrukt jelolése:

pID804: Rad18A(209-273) M
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44, abra: Sematikus abra az M delécios konstrukt klonozasanak 1épéseirdl.

1V.6.2. Az M delécids torzs vizsgalata

Az M delécios fehérje esetében is érzékenységi vizsgalatokkal kezdtik a DNS-hiba
tolerancia utvonalban beto6ltott szerepének vizsgalatat. Az altalunk eléallitott Rad18 delécios
konstruktot - mint egyediili Rad18 forrast - tartalmazo torzset DNS-karositdé hatasoknak
vetettiik ala. A 45. képen, mely az M delécids torzs érzékenységi vizsgalatanak eredményét
abrazolja, megfigyelhetjiik, hogy a Arad18 + M torzs olyan extrém érzékeny fenotipust mutat,

mint a Arad18 torzs. Ez egyértelmiien arra utal, hogy az eltavolitott szakasszal a Rad18 fehérje

miikodésében esszencialis funkcidt sziintettiink meg.
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uv MMS Bleomycin
kontroll 5 Jim? 0.0025 % 2pg
wT : ; : "
Aradi8
Aradl8 + WT

Zn-finger ATPas= Rad6BD
1 28 65 13 S 141 180 210 278 312 36 371 410 487

.. N B |

l

M |

45. abra: Az M delécios torzs érzékenységi vizsgalata kiilonboz6 DNS karositd agensek
alkalmazasaval. Az egy sorban lathato pottyok ugyanazon torzs higitasi 1épcs6it mutatjak. WT: vad
tipusu torzs, Aradl8: a RAD18 genomi delécidjat tartalmazo torzs, Aradl8 + WT: a vad tipust RAD18-
at plazmidrol kifejez6 torzs, Arad18 + M: az M delécios fehérjét, mint egyediili Rad18 forrast tartalmazo
torzs.

A tovabbiakban itt is hasonloképpen jartunk el, mint a tobbi delécios fehérje esetében,
azaz megvizsgaltuk, hogy a jol ismert interakcios partnerekkel képes-e kdlesonhatni. Amint azt
a 46. abran lathatjuk, a hianyz6 62 aminosav ellenére sem sériilt a Rad18 funkcidja a Rad6-tal
(46. A. kép), onmagaval (46. B. kép) és a PCNA (46. C. kép) fehérjével vald kdlcsonhatas
kialakitasaban. Egyediil a Rad5-Rad18 heterodimer kialakulasat gatolja a hidnyzd régio, ez
viszont nem okozhatja az extrém érzékeny fenotipust (46. D. kép). Ezek alapjan gy tiinik, hogy
a Rad5 kotéséért felelds régio tovabbnyulik a cink-ujj doménen is, és az M mutansbdl hianyzo

szekvencia részlet egy darabja is sziikséges lehet hozza.
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46. abra: Eleszté ketts hibrid kisérlet az M mutans éltal kialakitott kolcsonhatasok vizsgalatara.
Rad18-Rad6 interakcio (A.), dimerképzés (B.), Rad18-PCNA interakci6 (C.), Rad18-Rad5 interakcio
(D.) vizsgalata. (AD: activation domain, BD: binding domain, -:iires vektorok) Kontroll —L-T (leucin és
triptofan aminosavak nélkiili) lemezen mindegyik torzs felnd, mig a —L-T-H (leucin, triptofan és
hisztidin aminosavak nélkiili) taptalajon csak a k6lcsonhatast mutaté telepek tudnak felnéni.

Az M mutansbol hianyzik a cink-ujj és a SAP domén kozotti szakasz, mely 62 aminosavat
foglal magéba. Erintetlen benne a SAP domén, mely az egyszala DNS kotéséért felelds, mégis
érdekesnek lattuk megvizsgalni DNS-kotési kisérletben a mutans fehérje viselkedését, hiszen a
Rad5 kotés hianya nem vezet a tapasztalt extrém érzékeny fenotipushoz. A 47. abra A. képén
lathatjuk a 111.3.12. fejezetben leirt modszerrel tisztitott fehérjéket denaturald poliakrilamid
geélen megfuttatva. A DNS kotési kisérlet eredménye a 47. abra B. képe foglalja 6ssze. A
fluoreszcensen jel6lt 75 nukleotid hosszusagt ssDNS a nativ gél aljan lathato, mig a fehérje-
DNS komplexek magasabb tartomanyban jelennek meg. Jol lathatd, hogy a vad tipust
fehérjével ellentétben ahol szinte az 6sszes szabad DNS eltiinik a reakci6 sordn, & mutans nem

tudja a SSDNS-t megkotni.
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47. abra: Tisztitott fehérjék (A.) poliakrilamid gélen, Coomassie brillant kék festékkel eléhivva. DNS-
kotési kisérlet (B.) a vad tipusu és az M mutans fehérjével.  *: 75 nukleotid hosszl fluorescein jeldlt
ssDNS (0.25 pmol). Az elsé oszlopok nem tartalmaznak fehérjét, ezt egy alulvonas (__) jeloli, a tobbi
pedig emelkedd koncentracidoban tartalmaz 100, 500, 1000 illetve 1500 ng-ot.
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V. Eredmények megvitatasa

Csoportunk a DNS-hiba tolerancia utvonal (DDT) részletes vizsgalataval foglalkozik,
célunk, hogy megértsiik a pontos mechanizmusokat az egyes 1épések mogott. Ez a munka a
DDT kozponti fehérjéjét a Rad18-at vette célba.

A Rad18 ubikvitin ligazként a Rad6 ubikvitin konjugazzal alkot dimert, és a PCNA
molekula ubikvitinalasan keresztiil inditja be a hiba tolerancia atvonalat. Mivel a hibatolerancia
elsd, kritikus 1épésénél nélkiilozhetetlen szereppel bir, mégis ismereteink meglep6en hianyosak
a Radl8 miikodésérol, ezért valt kutatasaink célpontjava. Ismerjik ugyan a fehérje
doménszerkezetét, de nem minden domén esetében tudjuk a pontos funkciot, illetve nagy régiok

maradnak jellemzetleniil a fehérje N- és C-terminalis részein.

ATPase
SIM Zn-finger SAP Rad6BD
1 136 142 190 210 278 312 365371 410 487
| L | _ |

155 190 -

| | 246 296
| B 273
MAQG*PIG*QQ

48. abra: Sematikus abra az elkészitett delécids fehérjék szerkezetérdl

Munkank soran 8 delécios és egy pontmutans Radl8 fehérje DNS-hiba tolerancia
folyamataban betoltott szerepét vizsgaltuk meg. A fehérje N-, és C-terminalisan is rendelkezik
két nagyobb régioval, melyhez funkcidt a munkank tervezésekor még senki nem tudott rendelni,
igy mi 3-3 delécioval fedtiik le ezeket a részeket. Id6 kozben az N-termindlison, a RING és

cink-ujj domének kozott, egy SUMO-val kolesonhatd motivumnak nevezett régiot (SIM,
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SUMO interacting motif) azonositottak. A SAP domén szerepérdl éleszté fehérje esetében
szinte semmi informacié nem allt rendelkezésiinkre, igy a SAP domén felének és az elbtte
elhelyezkedd 42 aminosavnak az eltdvolitasaval szerettiink volna fényt deriteni a domén
funkcidjara. A cink-ujj és a SAP kozotti 62 aminosavat is eltavolitottuk, hogy ennek a darabnak
a lehetséges szerepére is ratalaljunk. A cink-ujj, C2HC szekvencia motivumu régid, mely sok
fehérje esetében konzervalt. Ebben az esetben csak pontmutécidval rontottuk el, igy meggatolva
a domén jellegzetes harmadlagos strukturdjanak kialakulasat.

A C-terminalis mutansok mindegyike a Rad6-k6t6 domén utani szekvencia részletekben
hidnyos, hiszen a Rad6 kotése esszencidlis a fehérje miikodéséhez, igy nem lett volna értelme
elrontani ezt a nélkiilozhetetlen kolcsonhatast. Kisérleteinkbol egyértelmiien latszik, hogy a
Rad18 fehérje utols6 67 aminosavanak semmi funkcidja nincsen a fehérje megfeleld
miikodésében a DNS-hiba tolerancia Gtvonalban, hiszen kiilonbdzé DNS-karositd agensek
hatésara is ugy viselkednek a delécios fehérjét tartalmazo torzsek, mint a vad tipus.

Az N-terminalis mutansokkal val6 munka sokkal érdekesebb eredményeket hozott és 1j,
eddig még feltérképezetlen funkcid azonositasdhoz vezetett. A fehérje N-terminalisan talalhato
a RING domén, mely az ubikvitin ligdzok korében gyakran megtalalhaté szekvencia motivum,
¢és az ubikvitinnek a célfehérjére vald kapcsolasaban van szerepe, s mely esszencialisnak
bizonyult a Rad18 miikodéséhez. Ezt a régidt nem is érintettiik a deléciok tervezésekor, viszont
a mogotte talalhato - a fehérje szerepében ismeretlen funkciot betoltd - szekvencia részletet
harom, egyre nagyobb darab eltavolitasaval terveztilk megvizsgalni. A legnagyobb deléciot (N1
= 80-190 aminosav) hordoz6 torzs rendkiviil érzékeny fenotipust mutatott a kiilonb6z6 DNS-
karosito dgensek hatasara, ugy viselkedett, mint az a térzs melynek genomjabol eltavolitottuk
a RAD18 gént. Ez azt jelenti, hogy az eltavolitott régio nélkiilozhetetlen szerepet tolte be a
fehérje funkcidjaban. Ilyen szintii funkciovesztést tobbek kozott az okozhat, ha megsziinik a
kolcsonhatas a Rad6 és a Rad18 kozott, valamint ha a PCNA molekulara nem keriil ra az
ubikvitin. Kisérleteinkbdl szépen latszik, hogy a Rad6-Radl8 kolcsonhatas nem sériilt. A
PCNA-val sajnos semmilyen altalunk hasznalt modszerrel nem sikeriilt interakciot vagy akar
annak a hidnyat a megfelelé6 médon kimutatni, igy ezt az eshetdséget nem tudjuk kizarni vagy
megerdsiteni. E tekintetben tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség. Erdekes azonban, hogy a
Rad5 és a mutans fehérje kozotti interakcidé nem tudott megvaldsulni, ami ugyan nem vezethet
a tapasztalt extrém érzékeny fenotipushoz.

A két kisebb (N2 = 115-190 és N3 = 155-190 aminosav) deléciét hordozo torzs vizsgalata soran
érdekes eredményt kaptunk. A DNS-karosito hatdsokra mutatott kézepesen érzékeny fenotipus

ismét a hianyzo szakaszok DNS-hiba tolerancia utvonalban valo érintettségére utaltak. Feltiint
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azonban, hogy az N2 mutans, mely a nagyobb deléciot tartalmazza, egy kicsivel érzékenyebb
fenotipust mutatott, mint az N3. A 48. abran lathatjuk, hogy a két torzs kozott a kiilonbség 40
aminosav, amely a SIM motivumot is feldleli. A SIM-SUMO interakci6 segiti a PCNA, mint
szubsztrat hatékonyabb felismerését és ubikvitinalasat a DDT folyamataiban, mely az N2
esetében elmarad, valoszinlileg ennek koOszOnhetd a tapasztalt kismértékli érzékenység
novekedés az N3-hoz képest. A f6 kérdés azonban tovabbra is az, hogy mi okozza a tapasztalt
fenotipusokat a vad tipust torzshoz viszonyitva. Ugy gondoltuk, hogy valamelyik alGitvonal
miikédésében karosodhattak a torzsek, melyek ezeket a mutans fehérjéket hordozzak. Annak
érdekében, hogy kideritsiik, pontosan melyik altitvonal nem miikddik, a delécios RAD18 gént
tartalmazo torzsek genomjabol eltavolitottuk a kiilonb6zd utvonalakban érintett ismert
fehérjéket kodolo géneket. Azt az eredményt kaptuk, hogy mindkét delécioval a hibamentes,
Rad5 altal vezérelt, villa-visszaforditason alapul6 Gtvonal mitkédésében okoztunk fennakadast.
De hogyan befolyasolhatjdk ezek a hidnyzo szakaszok egy egész alitvonal miikddését? Az
¢lesztd kettds hibrid vizsgalatainkbdl kideriil, hogy egyediil a Rad5-tel valé kolcsonhatas
kialakitasaban sériiltek a mutans fehérjék. A kettds hibrid kisérletek eredményei d6sszhangban
vannak a genetikai eredményeinkkel. Ezek alapjan tehat sikeriilt azonositani a Radl8
kolcsonhatas kialakitasahoz sziikséges.

A cink-ujj domén (190-210) rendkiviil konzervalt C2ZHC motivuma altalaban az ubikvitin
kotésért felelds. Ezt az eredményt mi nem tudtuk megerdsiteni, az ez iranyban tett
probalkozasaink nem jartak sikerrel. A cink ujj domént a C2HC motivum két ciszteinjének
utalt. Ennek vizsgalata soran ellentmondasba iitkoztiink Nakajima és munkatarsainak
eredményeivel (Nakajima és mtsai, 2006), akik human fehérjén rontottak el az egyik ciszteint,
¢és ennek kovetkeztében a Rad18 nem tudott a DNS-hiba koriil lokalizalodni. Mi - hasonléan
Tateishi kisérleteihez (Tateishi és mtsai, 2000) - az érzékenységi vizsgalatok soran csak egy
mérsékelten érzékeny fenotipust figyeltiink meg, tehat a pontmutacionk nem okozott ilyen
dramai valtozast. Az eredményeink szerint a Zn* mutacid is a Rad5 Gtvonal mitkodését gatolta.
Kisérleteink alatamasztjak, s6t pontositjak egy élesztd Rad18 fehérjével foglalkozé kozlemény
allitasat (Ulrich és mtsai, 2000), mely szerint a 83-248 aminosavig terjedd fehérje darab, ami
tartalmazza a cink-ujj motivumot is felelds a Rad5-Rad18 kolcsonhatasért. Ez egy elég nagy
régid, ami feldleli ugyan a cink-ujj domént, de az altalunk meghatarozott Rad5 kdlcsonhatd

régiot is (155-190).
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A SAP doménrdl az é¢lesztd Radl8 fehérje esetében homalyosak az ismereteink, az
irodalmi adatok féleg a human fehérje esetében elemzik a domén szerepét, de ott is
ellentmonddasos eredményekre jutnak. Mi a delécidonkat ugy terveztiik meg, hogy a SAP domént
alkotd két hélix koziil az elsét és az eldtte talalhatd 32 aminosavat tavolitottuk el. Az
érzékenységi vizsgalatokbol kideriilt, hogy ezzel is esszencialis funkciot érintettiink, a SAP
delécios torzs a teljes genomi RAD18 deléciot hordozo torzzsel azonos érzékenységet mutatott
karosit6 anyagok hatdsara. Az ismert interakcios partnerekkel valo kolcsonhatasa nem sériilt a
mutans fehérjének, ezért rendkiviil kivancsiak voltunk, hogy valéban a DNS-k&tési funkeio
elrontasa okozza-e a SAP mutans torzs extrém érzékenységét. Azt tapasztaltuk, hogy a vad
tipusu fehérjével ellentétben a SAP delécios fehérjénk nem tudta megkotni az egyes szalu DNS-
t. Ez megmagyarazza a tapasztalt érzékenységet, hiszen a DNS kotése nélkiil nem tud a hibahoz
lokalizalodni a Radl8 fehérje, ezaltal az egész DNS-hiba tolerancia utvonal gatolva van.
Ezekkel az eredményeinkkel sikertilt tehat bebizonyitanunk, hogy a SAP domén hélix-loop-
hélix struktaraja teszi képessé a Rad18-at a DNS megkotésére.

Az altalunk M-nek hivott deléciés mutansbol a cink-ujj €és a SAP domén kozotti 62
aminosav hianyzik. Ez azokhoz a fehérje részletekhez tartozik, amelyekhez funkciot még senki
nem tarsitott. Mi ezt a régiot is megvizsgaltuk, a tobbi mutans esetében alkalmazott modon, és
meglepden érzékeny fenotipust tapasztaltunk. Meg tudtuk allapitani tovabba azt is, hogy a SAP
domén mutansunkhoz hasonldéan az M mutans is kdlcsonhatott a jol ismert partnerekkel, az
egyetlen Rad5 kivételével. Ez arra utal, hogy a cink-ujj utani régi6 is nélkiilozhetetlen a
kolcsonhatas kialakitasahoz, azonban a Rad18-Rad5 kolcsonhatas hianya nem okoz ilyen
mértéki érzékenységet DNS-karositd anyagok hatasara. Ebben az esetben is a DNS-kotést
vizsgaltuk meg a kovetkez6 1épésben, hiszen a delécio kozvetleniil a SAP domén el6tt ér véget,
igy befolyasolhatja a DNS kotését. Azt tapasztaltuk, hogy az M mutdns Rad18 sem volt képes
megkdtni a ssDNS-t, tehat a 211-t61 273. aminosavig terjedd szakasznak is szerepe van a Rad18
DNS-kot6 képességének kialakitasaban.

Eredményeink alapjan tigy tinik, hogy a Rad18-nak a Rad5-hoz kotodéséért a fehérjének
nem egyetlen jol behatarolt szekvencia részlete/doménje a felelds. Az N2 ¢s N3 mutans nem
koti a RadS fehérjét, holott a cink-ujj €s az utana talalhatod régio érintetlen benniik. A Zn*
mutans sem koti a Rad5-6t, pedig az a szekvencia részlet, ami az N2 és N3-bol hianyzik, ebben
a fehérjében jelen van. Az M mutans, ami rogton a cink-ujj utan kezdodik, szintén nem képes
a heterodimer kialakitasara a Rad5-tel, még tigy sem, hogy a cink-ujjat és az elétte talalhatod
régiot nem modositottuk. Ezek a részletek valoszintileg egyiitt jarulnak hozza a RadS kotéséhez.

Mivel elég nagy fehérje részletrél van szo (155-246), valosziniileg a térbeli szerkezetének
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kialakitasa soran a fehérje olyan konformaciot vesz fel, hogy kozel kertilve egymashoz ezek a
darabok képesek megkétni a Rad5 molekulat. Igy alakitjak ki a fehérje DNS-hiba tolerancia
utvonal  hibamentes alaganak  mikodéséhez — sziikséges  térbeli  konformaciojat.
Eredményeinkkel mi is ala tudjuk tAmasztani a cink-ujj részvételét a Rad5-Rad18 kolcsonhatas
kialakitasaban. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a Zn* pontmutansnal, valamint az N2
fenotipust mutatott a DNS-karosité drogokra. Ebben a torzsben a Rad5-Rad18 kolcsonhatas
1étre tud jonni, de a hibamentes alutvonal mégsem 1ép életbe, hiszen nincsen ott az Mms2, ami
nélkiilozhetetlen a poliubikvitin lanc kialakitasahoz. Feltételezziik, hogy az Mms2-nek van egy
Rad18-t0l fliggetlen funkciodja is, aminek hianyaban megnd az UV és MMS érzékenység, hiszen
a mutansokban a Rad5-Radl8 kolcsonhatas 1étre sem tud jonni, az alutvonal elsé 1épése
akadalyozott, mégis jobb tulélést tapasztalhattunk az érzékenységi vizsgalatok soran, mint a
Amms2 torzsben.

A kisérletek soran azt is megfigyeltiik, hogy mindegyik vizsgalt mutansunk képes volt
onmagaval dimert képezni. Helle Ulrich és munkatarsai Ggy gondoljak, hogy a Radl8
homodimerizacioja kompetal a Rad5-Rad18 heterodimer kialakulasaval. A mi eredményeink
azonban masra utalnak, igy ezzel a feltevéssel nem értiink egyet. Ulrich és munkatarsai
kisérleteik soran a Rad18 fehérje csonkolt darabjaival dolgozva azt az eredményt kaptak, hogy
a Rad18 fehérje 83-248. aminosavig terjed6 darabja kell a hetero- és homodimer kialakulasahoz
egyarant. Tehat az 6 logikajukat kovetve, azok a mutansaink amik Rad5-tel nem hatnak
koleson, onmagukkal sem szabadna, hogy dimert képezzenek. A mi eredményeinkb6l azonban
vildgosan latszik, hogy a két kolcsonhatas egymastdl fiiggetlen fehérje részekhez kothetd,
hiszen a Rad5-6t nem ko6td N-terminalis, Zn* és M mutansok kivétel nélkiil képesek a
homodimer kialakitasara.

Munkénkkal sikertilt azt is megerdsiteniink, hogy a SAP domén az éleszté Rad18 fehérje
esetében 1s a DNS koteséért felelds. A SAP domén két hélix doménjébdl mar az egyiknek a
hidnya is azt eredményezi, hogy a fehérje képtelen az egyszala DNS megkotésére.
Meglepetésiinkre a SAP és cink-ujj kozotti fehérje darab hianya is ugyan ezt idézte eld, holott
a SAP domén érintetlen maradt ebben a mutans fehérjében. Nem gondoljuk, hogy az egész
régio kellene a DNS kotéséhez, sokkal inkdbb a nem megfeleld térbeli szerkezet kialakitasa
allhat a hattérben. A SAP domén és a cink-ujj tul kdzel keriil egymashoz és lehetséges, hogy a
SAP mutans ezért nem tudja megfeleléen kialakitani a mitkddéséhez sziikséges térbeli

szerkezetet.
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Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy az élesztd Rad18 fehérje utolsd 67 aminosavanak
nincsen funkcidja a DNS-hiba tolerancia iranyitasaban. A cink-ujj domén ugyanakkor
nélkiilozhetetlen a Rad5-tel valo kolesonhatas kialakitasahoz, csakugy, mint az elbtte és utana
talalhato szekvencia részletek. A cink ujj és SAP domének kozotti régionak pedig intaktnak
kell lennie, hogy a DNS kotése megvalosuljon, €és végiil , hogy a SAP domén valdban az

egyszali DNS kotésért felel6s.
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V1. Roviditések jegyzéke

AD - Activation domain

ADH1 - Alcohol dehydrogenase 1

ATP - Adenosine triphosphate

BD - Binding domain

BER - Base excision repair

CAN - Canavanine

DDT - DNA damage tolerance

DNS - Dezoxi-ribonukleinsav

dNTP - Deoxyribonucleotide triphosphate -
El - Ubikvitin activating enzyme

E2 - Ubikvitin konjugase enzyme
E3 - Ubikvitin ligase enzyme

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid

EMSA - Electrophoretic mobility shift assay -
vizsgalat

GAL4 - DNA-binding transcription factor
GST - Glutathione Sepharose Transferase -
HA - Hemagglutinin

HIS3 - Histidinolphosphatase

HU - Hydroxy urea

HRR - Homologous recombination repair -
LEU2 - Beta-isopropylmalate dehydrogenase —
LIAC -Lithium-acetate

MCS - Multiple cloning site

MMR - Mismatch repair

hibajavitas

MMS - Methyl methanosulfonate
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- aktivacios domén

- alkohol dehidrogenaz 1
- adenozin trifoszfat

- DNS koté domén

- bazis kivago hibajavitas
- kanavanin

- DNS-hiba tolerancia

- deoxiribonukleotid trifoszfat
- ubikvitin aktivalo enzim

- ubikvitin konjugaz enzim

- ubikvitin ligaz enzim

- etilén-diamin-tetraecetsav

- elektroforetikus mobilitas eltolodas

-DNS kot6 transzkripcids faktor

- glutation szefardz transzferaz

- hisztidinol foszfataz

- hidroxy-urea

- homolog rekombinacios hibajavitas
- béta-izopropilmalat-dehidrogenaz

- litium acetat

-multiklénozo hely

- nem parosodod bazisokat eltavolito

-metil-metanoszulfat



MMS2 -Methyl methanosulfonate sensitive - metil-metanoszulfat érzékeny fehérje

2
NER - Nucleotide excision repair - nukleotid kivago hibajavitas
NHEJ - Non homologous end joining - nem homolog végek Osszekapcsolasa
NLS - Nuclear localization signal - nuklearis lokalizacios szignal
oD - Optical density - optikai denzitas
PAD - Polymerase associated domain
PCNA - Proliferating cell nuclear antigene
PCR - Polymerase chain reaction - polimeraz lancreakcio
PEG - Polyethylene glykol - polietilén-glikol
PGK - Phosphoglycerate kinase - foszfoglicerat kinaz
PIP - PCNA interacting protein - PCNA kot6 fehérje
Rad - Radiation sensitive protein - sugarzasra érzékeny fehérje
Rev - REVersionless protein
RING - Really interesting new domain
SAP - SAF-A/B, Acinus és Pias
SDS - Sodium dodecy!l sulfate - natrium dodecil szulfat
SIM - SUMO interacting motif - SUMO-val kdlcs6nhatdé motivum
SUMO - Small ubiquitin like modifier - ubikvitinszer(i modositod fehérje

SWI/SNF - SWitch/Sucrose Non-Fermentable
TLS - Translesion synthesis - transzlézios szintézis
TRP1 - Phosphoribosylanthranilate isomerase

Ubcl3 - Ubikvitin carrier protein 13

uBz - Ubiquitin binding zinc finger domain - - ubikvitin k6t6 cink ujj domén
URA3 - Orotidine-5'-phosphate decarboxylase
uv - ultraviolet light - ultraviola fény
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VII. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koOszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Unk Ildikénak, hogy mar B.Sc
hallgatoként szivesen fogadott a csoportjaban, ezzel is tamogatva a téma iranti elszantsagomat.
Sokat segitett nekem a kutatds megtervezésében, €és a felmeriilé6 problémak esetén egyiitt

gondolkodtunk a megoldéson.

Ko6szondom Dr. Vamsi Krishna Galinak a rengeteg id6t, amit arra forditott, hogy megtanitsa
nekem a labor munka minden részletét, kihivasat, igy készitve fel az 6nallé gondolkodasra és

kutaté munkara.

Koszonom Dr. Balint Evanak és Dr. Halmai Miklésnak, hogy barmikor fordulhattam

hozzajuk kérdéseimmel, mindig szivesen segitettek.

Minorits Szilvia, a DNS repair csoport asszisztense volt segitségemre a rengeteg taptalaj,

lemez készitésénél. Koszondm szépen.

Ko6szonom a barataimnak, Téth Agnesnek, Sagi-Zsigmond Eszternek és Dr. Balogh
Davidnak, hogy mindig tdmogattak és vidam kornyezetet biztositottak a dolgos hétkdznapokon

is.

Halaval tartozom a csalddomnak, akik mindig timogattak a tanulméanyaim soran, 6sztonoztek,
hogy magambol a legtobbet tudjam kihozni és kutatova valhassak.
Ko6szonom férjemnek a tdmogatast, a megértését tobbek kozott a sok hétvégi munka és késo

esti hazaérkezés miatt.

A munka elkésziiltét a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacids Hivatal GINOP-2.3.2-15-

2016-00001 és GINOP-1.3.2-15-2016-00024 palyazatai tamogattak.
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IX. Osszefoglalé

A sejtek 0rokitd anyagat szamos karosito hatéas éri, mely szarmazhat a kornyezetbdl, de a
sejtek alapvetd ¢€letfolyamataibol is. A hibak kijavitdsanak és a DNS informacié tartalmanak
hibatlan megdrzése érdekében szamos mechanizmus jott 1étre az evollcio soran. Mégis vannak
olyan karosodasok, amik nem keriilnek kijavitasra a sejtciklus S fazisaig €s ott a replikacios
villa megakadasat, kettds szala toréseket, kromoszoémalis atrendezédéseket okoznak. A genom
stabilitasdnak megorzésére olyan mechanizmusok jottek 1étre, melyek biztositjak a replikéacios
gépezet tovabbhaladasat a karosodott bazison. Ezeket a folyamatokat nevezziik 6sszefoglaloan
DNS-hiba tolerancia utvonalaknak (DDT).

A DDT sokféle utvonala koziil csoportunk a Rad6/Radl8 vezérelte DDT utvonal
mikodésének pontos megértésével foglalkozik. Az utvonal miikodése soran az elakadt
replikacios villdban a Rad6/Rad18 komplex ubikvitinalja a PCNA molekulat a 164-es lizinjén,
melynek hatasara a replikativ DNS-polimeraz helyét egy transzléziés polimeraz veszi at. A TLS
polimeraz flexibilis aktiv centrumanak koszonhet6en atsegiti a replikacios apparatust a hibas
DNS szakaszon, majd a replikativ polimeraz folytatja a DNS szintézisét. Ha a monoubikvitinalt
PCNA molekula az Mms2/Ubc13-Rad5 komplex altal poliubikvitinalodik, akkor a hibamentes
atirast biztosito villa-visszaforditason/templatvaltason alapul6 alttvonal 1ép életbe.

A Rad6/Rad18 komplex nélkiil a DDT utvonal nem 1ép mitkodésbe. Annak ellenére, hogy
a Rad18 fehérje jelenléte és hibatlan miikodése esszencidlis, S ezért intenziven kutatott, mégsem
ismerjik mikodésének és szerkezetének minden részletét ma még. A hosszi évek kutatd
munkajanak eredményeként hat domént azonositottak a Rad18 fehérjén. Az els6 Rad18-cal
foglalkoz6 kozleményekben még ATPaz-ként irtak le, a C-terminalis részén meg is talaljuk a
Walker-A tipusti nukleotid k6td motivumot. Szintén a C-terminalison talaljuk a Rad6 ubikvitin
konjugéazzal val6 interakcioért felelds régiot. Az N-terminalis részén az E3 ubikvitin ligdzokra
jellemzd RING domént és a SUMO molekulaval kdlesonhatdé motivumot (SIM) is tartalmazza
a fehérje. A kozépso részen helyezkedik el a cink-ujj motivum és a SAP domén is, melyek
pontos szerepe a mai napig nem tisztazott. Ezért célul tiiztiik ki, hogy a mar ismert domének
szerepeit tisztazzuk az élesztd Radl8 fehérje esetében, és a még funkcio nélkiili nagyobb
fehérjerészleteket megvizsgaljuk a DNS-hiba tolerancia mechanizmus tekintetében.

A C-terminalis rész vizsgalatat harom kiilonb6z6 méretti C-terminalis deléciot hordozo

konstrukci6 segitségével végeztiik el. Azonban azt tapasztaltuk, hogy a C-terminalis részéhez
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semmilyen funkcié nem kapcsolodik, a delécios Rad18 fehérjék hibatlanul miikodnek a DNS-
hiba tolerancia utvonal folyamataiban.

Az N-terminalis vég vizsgalatdhoz is harom, kiillonbozé méretli szakaszt eltavolitd
konstrukciot hoztunk létre. Az ezekkel végzett kisérletekben a legnagyobb deléciot hordozo
fehérjét tartalmazd torzs extrém érzékenységet mutatott DNS-karositd hatasokra, tehat a
hianyz6 régionak nélkiilozhetetlen szerepe van a DDT miikodésében. Elesztd kettés hibrid és
GST pull down kisérletekben ezutan megvizsgaltuk azt is, hogy képes-e a fehérje kdlesonhatni
az ismert interakcios partnerckkel. Azt talaltuk, hogy Rad6-tal képes a komplex kialakitasara,
onmagaval is tud dimert alkotni, viszont a Rad5 fehérjével nem képes kolcsonhatasba 1épni. Ez
azonban 6nmagaban nem magyarazza a tapasztalt nagymértékii érzékenységet. Ezért arra
gondoltunk, hogy a PCNA és a Radl8 kozott nem tud Iétrejonni a kapcsolat, és ez all a
megfigyelt nagy érzékenység mogott. Az altalunk elvégzett kisérletek azonban ezt nem
igazoltdk, igy tovabbra is nyitott kérdés marad, hogy mi 4ll a tapasztalt fenotipus hatterében.

A masik két N-terminalis deléciot hordozo torzs kozepes érzékenységet mutatott a
hasznalt DNS-karosito agensekre, tehat ezekben az esetekben a Rad18 funkciodja sériilt a DDT
folyamataban. Episztazis analizissel bebizonyitottuk azt is, hogy a hidnyzo részlet a villa-
visszaforditason/templatvaltason alapulé altitvonal miikodését érintette. Eleszté kettds hibrid
kisérletben pedig vilagossa valt, hogy a delécidés Rad18 fehérje nem tud a Rad5-tel interakcioba
lépni, ami az emlitett alttvonalnak nélkiilozhetetlen eseménye. A delécios konstruktokkal
sikeriilt a Rad5 kolcsonhatasért felelds régiot a 155-190. aminosavig terjedd fehérjerészletre
behatarolni. Lehetséges, hogy a legnagyobb delécios fehérje esetében a 80-115. aminosavig
terjedd részlet hidnya okozza az extrém érzékenységet, ide kotddik egy olyan alapvetd funkcid,
ami nélkiilozhetetlen a Rad18 mitkodéséhez.

Kozvetleniil az N-terminalis deléciok utan talaljuk a Radl8 fehérjében cink-ujj
motivumot, melyet pontmutacioval rontottunk el (CC190,193GG). A cink-ujj pontmutans
hasonldan viselkedett, mint a két N-termindlis delécids torzs: kozepesen érzékeny fenotipust
mutatott UV hatéséra és episztatikus kapcsolatban allt a Rad5 altitvonallal. Eleszt6 kett6s hibrid
kisérletben pedig a Rad5 kivételével az dsszes ismert interakcios partnerrel kdlcsonhatott. Ezek
alapjan gy tinik, hogy a cink-ujj is nélkilozhetetlen a Rad5-Radl8 kolcsonhatas
kialakitasahoz, tehat az interakcidhoz sziikséges fehérjerégiot kibdvithetjiik a 155-210
aminosavig terjedd szakaszra.

A fehérje kozépso részét a cink-ujj és SAP domén kozotti részt deletald (M) valamint a

fél SAP doménben hidnyos konstrukciokat tartalmazé torzsekkel vizsgaltuk meg. Mind az M

crer
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mutagén agensek hatisara. A SAP domén funkcidjaként az irodalom DNS kotést feltételez.
Ezzel 6sszhangban a DNS-kotési kisérletben azt tapasztaltuk, hogy a SAP doménjében hidnyos
fehérje nem tudta megkotni az egyszala DNS-t, ami pedig nyilvanvaldan vezethet a tapasztalt
fenotipushoz. Ezen tul leellenériztiik a SAP mutans fehérje kdlcsonhatasi mintazatat is, hiszen
a fehérje szerkezetében bekovetkezd valtozas hatdssal lehet a kialakitott interakcidkra is. A
mutans azonban kivétel nélkiil kdlcsonhatott a jol ismert interakcios partnerekkel.

Az M mutans vizsgalata ezzel szemben meglepé eredményt hozott. A delécios fehérje
nem tudott interakcioba 1épni a Rad5 molekulaval, valamint az egyszala DNS szubsztratot sem
volt képes megkotni. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a cink-ujj és a SAP domén kozotti
régid mintegy hidként funkcional, megfeleld tavolsagot tart a két domén kozott, hogy azok a

helyes térbeli konformaciot kialakitva el tudjak latni a feladatukat.
Eredmények:
1. A Rad18 C-terminalis része nem vesz részt a DNS-hiba tolerancia titvonal miikddésében.

2. A cink-ujj motivumot is tartalmazo, 155-246. aminosavig terjed6 régi6 a felelés a Rad5

fehérjével vald kolcsonhatas kialakitasaért.
3. A SAP domén hélix-loop-hélix motivuma sziikséges a DNS kotéséhez.

4. A cink-ujj és SAP domén kozotti rész a helyes konformacio kialakitasaval egyarant

hozzajarul a RadS5 ¢€s az egyszal DNS kdotésének megvalosuldsahoz.
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X. Summary

The DNA in the cells is continuously affected by several damaging agents which come
from the environment or from internal cellular processes. Therefore, several mechanisms
evolved to repair the damaged DNA and to keep the information encoded in the DNA safe. If
the damage is not corrected until the S phase of the cell cycle, it causes replication fork collapse,
double stranded DNA breaks, and chromosomal aberrations. A few mechanisms formed during
evolution which can preserve the genome stability and help the replication machinery to bypass
the damage even in mutagenic manner. The DNA damage tolerance pathway (DDT) is one of
these mechanisms.

Our study focuses on the better understanding of the Rad6/Rad18 guided DDT pathway.
When the replication fork stops at the damage site, the Rad6/Rad18 complex ubiquitinates the
PCNA molecule at the 164 lysine residue. This facilitates the switching of the replicative
polymerase to the translesion polymerase. The flexible active centre of the TLS polymerase
helps the replication machinery to bypass the damaged site, then the replicative polymerase
takes back its place and continues the synthesis. The Mms2/Ubc13-Rad5 complex activates the
error free template switch/fork regression subpathway by the polyubiquitination of the
monoubiquitinated PCNA.

The DNA damage tolerance pathway cannot function without the Rad6/Rad18 complex.
Rad18 is the key regulator in the DDT pathway however, our knowledge about the mechanism
underlying its activity and how the different surfaces regulate its role, is incomplete. In the last
40 years only six domains of the Radl8 polypeptide were characterized. In the first
publicationss on Rad18, it was considered an ATPase because of the Walker-A type nucleotide
binding motif which is located at the C-terminus of the protein. The Rad6 binding domain,
responsible for the interaction with the E2 conjugase Rad6, is also located at the carboxy-
terminal end. At the N-terminus, Rad18 contains a RING domain (that is common in the group
of E3 ligases) and it also contains a SUMO interacting motif (SIM). The SAP and Zn-finger
domains, whose function are not clear yet, are located at the middle part of the protein. Our
goal was to better understand the role of the previously characterized domains and analyse those
larger parts of the protein whose function have not been described in the DDT processes.

To investigate the C-terminal part of the protein we designed three different C-terminal

deletion constructs. Based on our results we think that there is no function which can be
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connected to the C-terminus because the Radl8 deletion proteins work properly in the
mechanisms of the DDT.

We designed three different deletion constructs to study the N-terminal part of Rad18.
The strain containing the biggest deletion shows an extreme sensitivity upon DNA damaging
agents so we can conclude that the missing part is essential in the DDT pathway. Next, we
asked whether the mutant protein is able to interact with its well-known partners to check this
we applied yeast two hybrid and GST pull down experiments. We found that it can interact with
the Rad6 and it can form a dimer with itself but the Rad18-Rad5 interaction is abolished
however it cannot be the explanation of the extreme sensitivity. We thought that maybe the
interaction between the PCNA and the Rad18 is inhibited by the deletion and this is the reason
behind the high sensitivity. Unfortunately, we were not able to prove our hypothesis so it
remains an open question. The two other deletion constructs show an intermediate sensitivity
upon DNA damaging agents which means that the function of the Radl18 in the DDT
mechanisms is affected. We proved with epistasis analysis that the Rad5 governed fork
regression/ template switching subpathway is inhibited by the deletions. We have found that
the Rad18-Rad5 heterodimer cannot be formed in this case which would be necessary for the
working of the Rad5 subpathway. With these deletion constructs we are able to determine the
region between 155-190 amino acid responsible for the Rad5 interaction. That the Rad5
interacting surface is between the 155-190 amino acid region. Upon these findings we suggest
that in the case of the biggest deletion construct the deletion of the 80-115 amino acid causes
the extreme sensitivity. In this region an essential function is located, which is necessary for the
Rad18 role in the DDT pathway.

Right after the N-terminal deletions we can find the Zn-finger domain what we modified
by point mutations (CC190,193GG). The Zn-finger point mutant shows an intermediate
sensitivity such as the N-terminal deletion strains. It is in epistatic relationship with the Rad5
subpathway. In yeast two hybrid experiments it can interact with the well-known partners
except the Rad5. It seems that the Zn-finger is essential for the formation of Rad5-Rad18
heterodimer which means that the region responsible for the interaction is between the 155-210
amino acid.

To investigate the middle part of the protein we designed an M deletion (which deletes
the part between the Zn-finger and the SAP) and a SAP domain deletion. Both the M and SAP
domain deletion containing strains show a similar sensitivity to the strain where the whole
RAD18 is deleted. Other papers suggest that the role of the SAP domain could be the DNA

binding. We investigated whether our mutant is capable of binding. Upon our results we
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conclude that the SAP mutant protein can not bind the sSDNA which can lead to the experienced
phenotype. Next we checked the interaction pattern of the mutant and our results showed that
the SAP mutant is able to interact with the well-known partners.

During the experiments with the M mutant we got interesting results. The mutant protein
cannot interact with the Rad5 molecule and bind the ssDNA. We can conclude that the region
between the Zn-finger and the SAP domain functions like a bridge. It keeps the distance

between the two domains which helps to build the desired conformation.
Main results:
1. The C-terminal part of the Rad18 protein has no role in the DNA damage tolerance pathway.

2. The region between amino acid positions 155-246, which contains the Zn-finger motif, is
responsible for the binding of the Rad5 protein.

3. The helix-loop-helix of SAP domain motif is essential for ssSDNA binding.

4. The region between the Zn-finger and the SAP domains is involved in the interaction with
both Rad5 and the DNA, most likely by facilitating the formation of the proper conformation
of Rad18.
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