A DNS szerkezetében bekovetkezo hibak gyakran a replikacié elakadasat okozzak és
ezzel mutaciok kialakuldsat és karcinogenezist indukalnak. A sejtekben kiilonféle
mechanizmusok miikodnek az elakadt replikacids villa menekitésére, az azonban nem ismert,
hogy milyen dontés alapjan torténik egy adott menekitési Gitvonal kivalasztasa. A kdzelmultban
- részben sajat kutatasinknak kdszonhetden -, kiilondsen a PCNA replikécios fehérje mono- €s
poliubikvitindlasa és e poszttranszkripcidos modifikacid szerepe keriilt a replikdcid mentési
folyamatainak megértését célzo kutatasok kozéppontjaba. A palyazatban megfogalmazott
kozponti kérdés azon fehérjék vizsgdlatdra iranyult, amelyek a mono- és poliubikvitinalt
allapotu PCNA-t felismerik, és hatdsat tovabbitjak a replikdcios villa menekitését szolgald
utvonalakhoz.

A palyéazat megirasa elott egy 0j, konzervalt ubikvitink6té domént (UBZ) azonositottak
az ubikvitinalt PCNA-hez kapcsoldodni képes polimeraz n (Poln) és a polimeraz x (Polk)
transzlézios polimerazokban. Az UBZ egy specidlis zinc finger C2ZHC fehérje domén, melynél
az ubikvitin kotéshez nem sziikséges a cink kotése. Elozetes vizsgalatok feltartak szamos 1j,
addig még nem jellemzett, UBZ csaladba tartozo fehérjét is, melyek bioinformatikai analizise
alapjan allitottuk fel azt a hipotézist, hogy a C2HC motivumot tartalmaz6 fehérjek koziil szamos
szerepet jatszik az elakadt replikacios villa menekitésében azaltal, hogy hozzako6tédik a mono-
, illetve poliubikvitindlt PCNA-hez és kozvetiti az ubikvitindcio hatasat a kiilonb6zd
hibajavitasi utvonalakhoz. Hipotézisiink igazolasa érdekében a palyazatban az aldbbi célokat
tiztik ki:

I. Jellemezziik az uj, UBZ domént tartalmazo6 fehérjéket, és meghatarozzuk, hogy szerepet
jatszanak-e a karosodott DNS replikéaciojaban.

I1. Meghatarozzuk az UBZ fehérjék funkciojat a PCNA ubikvitinacid hatasdnak kézvetitésében.
Eredmények:

I. Az uj, UBZ domént tartalmazo fehérjék jellemzése, a karosodott DNS replikaciéjaban
betoltott szerepiik meghatarozasa
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A C2HC domént tartalmazé fehérjecsalddnak hat olyan tagjat vizsgaltuk, melyekrél még nem
volt ismert, hogy rendelkeznek-e DNS hibajavitasi funkcioval. Ezek a Znrfl, a Znrf2, a ZBTBI,
a FAM164a, a Faml64b és a Faml64c, melyek cDNS-ét human cDNS konyvtarbol
felsokszoroztuk, és melyeket szekvencia-ellendrzést kovetden Gateway vektorba klonoztunk.
Szadmos expresszids €s tisztitdsi rendszert teszteltiink homogenitasig tisztitott fehérjék
létrehozasa érdekében. A tisztitott fehérjék jellemzéséhez vizsgaltuk:

a, interakciojukat ubikvitinnel, poliubikvitin ldnccal, monoubikvitin-PCNA-vel és poliubikvitin
PCNA-vel pull-down kisérleteket végezve;

b, a PCNA monoubikvitinicidjara ¢és poliubikvitinaciojara, valamint a PCNA USP1
deubikvitilaz altali deubikvitinicidjara gyakorolt hatasukat;

c, hatasukat a PCNA ¢és az ubikvitin-PCNA altal medialt DNS hibajavitas atirasra, mely TLS
polimerazok és HLTF altal kozvetitett templat csere révén torténik.



Ezekkel a kisérletekkel meghataroztuk, hogy az uj fehérjék koziil melyek képesek in vitro
specifikusan k6tdédni az ubikvitindlt PCNA-hez és kozvetiteni a PCNA modifikacid hatasat a
hibaatiras folyamatdhoz.

1/2

Meghataroztuk a Znrfl, a Znrf2, a ZBTB1, a FAM164a, és a Faml64c fehérjék sejtmagi
lokalizaci6jat kiilonos tekintettel a DNS-karosodas kovetkeztében bekovetkezett lokalizacios
valtozasokra.

FLAG taggel jelolt fehérjék lokalizacioja révén:

a, konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk a DNS-karosodas indukalta magi fokuszképzodést,
mely a DNS hibajavitas jele;

A ZnRF1, a ZnRF2 és a FAM164C homogén sejtmagi lokalizaciot mutat, amely nem valtozik
akkor sem, ha a sejteket DNS-karosito agenssel kezeljiik.

A FAMI164A perinuklearis lokalizaciot mutat, és a lokalizacidjat nem befolyasoljak DNS-
karosito agensek.

A ZBTBI fehérje sejtmagi fokuszokat formal DNS-karosito dgens nélkiil is.

Az UBZ doménnel rendelkezé fehérjék sejtmagi lokalizacidja

b, teszteltiik a fehérjék kolokalizaciojat PCNA-vel és egyéb DNS repair fehérjékkel, melyek a
replikacios villa menekitésében vesznek részt;



c, vizsgaltuk a fehérjék lokalizaciojat Rad18-kiiitott sejtekben, melyekben a PCNA
monoubikvitinacidja karosodott ¢és HLTF leiitott sejtvonalban, melyben a PCNA
poliubikvitinacidja hibas.

A ZnRF1, a ZnRF2, a ZBTB1, a FAM164A ¢s a FAM164 fehérjék lokalizacioja nem valtozik
RADI18 kiiitott sejtvonalban.
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Megvizsgaltuk a Znrfl, a Znrf2, a ZBTB1, a FAM164a, a Fam164b és a Fam164c gének shRNS
altali csendesitésének hatasat a sejtek kiilonb6z6 DNS-kérositdé éagensekkel (UV fény,
ciszplatin, metilalo agensek) szembeni érzékenységére. Bizonyos esetekben teszteltiik a DNS-
karosodas altal indukalt mutagenezist is Gjonnan kidolgozott riporter rendszeriinkkel, mely a
mutaciok gyakorisagat méri a GFP génben FACS mddszerrel.

Az altalunk vizsgalt UBZ doménnel rendelkez6 fehérjék hidnyaban a sejtek megndvekedett
érzékenységet mutattak DNS-karosité agensekkel valo kezelésre. Legnagyobb hatast UV-
sugarzas, illetve metilald agensek (MMS) kdvetkeztében tapasztaltunk.
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100
90
% 80 H Kontrol
= 70 ® RAD18 shRNS
o
E W FAM164A shRNS
(1]
50
Kezetlen 0,01% SmMHU 1ug/ml 201/m2
MMS CP uv
A sejtek tulélése
100 -
£
% m Kontrol
£ 70 B RAD18 shRNS
)
= m FAM164C shRNS
Kezetlen 0,01% 5mM HU 1ug/ml 20J/m2
MMS cp uv
100
o0
80
m Kontrol

MEZBTB1shRNS

Tulélt sejtek %

m F-ZBTB1 Res

50
Kezeletlen 20 J/m2 30 J/m2

Il. Meghataroztuk a Fanl, az Mgsl1 és a Zizi (Spartan/Clorf124) fehérjék in vivo szerepét,
valamint az ujonnan azonositott C2HC hibajavité fehérjék funkciojat a PCNA
ubikvitinacié hatasanak kozvetitésében

Kimutattuk, hogy a Zizi (Spartan/Clorfl24) fehérje magasabb ubikvitinalt PCNA szintet
biztosit a sejtben, mellyel a DNS hibajavitasi utvonalak kozotti dontést szabalyozza. Azt
tapasztaltuk, hogy a Spartan fehérje a replikacios stressz helyén jelenik meg. A folyamat a
PCNA- ¢és ubikvitinkdté doménektdl, valamint a RAD18 PCNA ubikvitin ligaztol fiigg. A
Spartan asszociacioja az ubikvitilalt PCNA-vel véd az ubikvitin specifikus protedz 1 altali
deubikvitilacié ellen és eldsegiti a TLS polimeraz hozzaférését a replikacios villahoz. Ezzel



Osszhangban a Spartan hidnya ndveli a sejtek érzékenységét DNS-karosité agensekkel szemben
és a testvérkromatida-kicserélddések szamat. A Spartan a genom stabilitas fenntartasat segiti
el6 azaltal, hogy szabalyozza, milyen uton torténjen az elakadt replikacios villa menekitése.
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Bizonyos esetekben megvizsgaltuk egyes C2HC fehérje hatasat a homolog rekombinaciora és
a nem homolog végek Osszekapcsolasara. Kidolgoztunk egy riporter rendszert a homolog
rekombinacio és a nem homolog vég dsszekapcsolas aranyanak meghatarozasara. siRNS altal
csendesitett C2HC fehérjéket hasznalva meghataroztuk, hogy az adott C2HC fehérje szerepet
jatszik-e a homolég rekombindcidban vagy a nem homolog végek Osszekapcsolasaban.
Megvizsgaltuk a fehérjék overexpressziojanak hatasat, kifejeztettiink SIRNS rezisztens C2HC
pontmutédns fehérjéket is, és adatokat nyertiink DNS-karosité anyagokkal kezelt riporter sejtek
révén is.
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Alkalikus egy-sejt elektroforézist (comet assay) végeztiink annak vizsgalatara, hogy a C2HC
fehérjek milyet szerepet toltenek be a DNS-karosodast kovetd, ujonnan szintetizdlodott DNS
éréseben.

A HEK293/shSpartan stabilan csendesitett sejtvonalban vizsgaltuk kiilonb6z6 karositd agensek
(UV, hidroxiurea, formaldehid) hatasat a posztreplikacids repair folyamatok iddbeli
lefolyasara. A Spartan fehérje hidnyéaban a replikéacios villa instabilitdsa miatt kdrosité agensek
nélkiil is fokozodik a DNS kettds szali torések mennyisége. Mindharom fent emlitett karosito
agens a Spartan-csendesitett sejtekben késlelteti az ijonnan szintetizalodott DNS érését, azaz a
replikacio befejeztével folytonossé valo hibamentes i) DNS képzddését. Az Gjonnan képzddo
DNS-ben a Spartan fehérje hidnyaban nagy mennyiségben maradnak fenn egyesszalu DNS
szakaszok, tin gap-ek, melyek az S-fazis végére sem javitodnak ki, igy az alulreplikalt régiok
atkeriilve a G2/M fazisba megndvelik a genomi instabilitast.
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Megvizsgaltuk a C2HC fehérjék szerepét a replikacios villa karosodott DNS-en torténd
tovabbhaladasaban, kromoszomalis DNS fiber assay-t alkalmazva.

A mar korabban altalunk megvizsgalt és publikalt Revl, Rev3 és HLTF hibajavité fehérjék
mellett most ezzel a technikaval felderitettik a Fanl, a Radl8, az Mgsl, a Zizi
(Spartan/Clorf124), valamint az 0j, C2HC motivumot tartalmaz6 fehérjék szerepét a DNS
karosodas kozvetlen atirdsaban, valamint a replikacios villak karosodott DNS-en torténd
athaladasaban.

Az UV-karosodas hatasara kialakuld nagyméretii, erés szaltorziot okozé UV-fototermékek és
a formaldehid hatasara létrejovd DNS-fehérje keresztkotések is gatoljak a replikacios villa
tovabbhaladasat és az 1) DNS szintézisének sebessége lecsokken, melyet a DNS fiber assay-
vel kovettiink nyomon. A Spartan fehérje hidnyaban a replikacids villaban menet kozben, azaz
»on fly” torténd replikdcid menekités is gatolt. Ez a specialis, transzlézios szintézissel jaro
folyamat, mely a hibas nukleotidokat is atirni képes tn. TLS polimerazokkal torténik, lelassul
a Spartan fehérje hianyadban. A Spartan fehérje az élesztében a DNS-fehérje keresztkotések
eltavolitasaban kulcsszerepet jatszo wssl fehérje szerkezeti homologja. Emberi sejtekben a
Spartan fehérje hidnyaban szintén gatolt a DNS-fehérje keresztkotések eltavolitdsa, mivel
Spartan hidnydban a DNS—fehérje keresztkotéseket indukald formaldehid jelenlétében a
replikacio sebessége jelent6sen lassul.



