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|. Bevezet®

A sejtek alapvet6 életfolyamata dnmaguk reprodukéldsa és a talélés, mely hibatlan
genetikai allomany jelenlétét feltételezi. A sejtek DNS-ét azonban szamos cellularis és
kdrnyezeti hatas karosithatja, csokkentve a tulélési esélyt. Példaul a reaktiv oxigengyokok
keletkezése az aerob anyagcsere soran, a kornyezetb6l érkez6 UV és ionizal6 sugarzas,
valamint a kilénbdzd kémiai dgensek, melyek a nitrogén bazisokon, cukor-foszfat kitéseken
fejtik ki karosito hatasukat. A torzsfejlédés soran tobb, evoliciosan rogzult reparacios dtvonal
alakult ki a tulélés biztositasa érdekében. Ha azonban a sejt olyan mérték{ karosodast
szenved, amit ezek a javitdsi mechanizmusok nem képesek eltavolitani a genombdl, a
sejtciklus az S fazisban elakad, mert a replikativ polimeraz a hibas bazist nem képes atirni, a
replikaciods villa eltorhet. llyen esetben 1ép életben a DNS hiba tolerancia (DDT), és a sejt a
DNS kéarosodas mellet is képes lesz a talélésre. A reparaciés folyamatok konzervaltak, az
éleszt6 reparécids géneknek szinte kivétel nélkil huméan homoldgja is ismert. Az élesztében
ezen a teriileten tett felfedezések ezért jo alapot szolgaltatnak a human sejtek DNS hibajavito
folyamatainak megértésehez.

Mivel az éleszt6 Saccharomyces cerevisiae genomja ismert, gyors novekedésének, rovid
életciklusanak, haploid genomjanak, keresztezhet6ségének, a homoldg rekombinécion alapulo
génkilités lehet6ségének és az alacsony fenntartasi koltségeknek kdszonhetéen valt a DNS
hibajavitasi folyamatok kutatdsanak eukaridta modelljévé.

Eleszt6ben azonositottak az elsd reparacios géneket. A telepeket UV sugéarzéasnak tették ki, és
az érzékeny torzseket RAD (radacid érzekeny) névvel illették. Kesébb a felel6s gének
térképezése és azonositdsa utdn a géneket genetikai vizsgalatoknak vetették ala, és
mkddésik alapjan genetikai csoportokba soroltak 6ket. A f6 reparacids genetikai csoportok a
Rad14, Rad52, és Rad6/Rad18 csoport. A Radl4 csoport az excizids javitasokért, a Rad52
csoport a kettds szald DNS torések javitasaért felel6s. A Rad6/Radl8 csoport a DDT
folyamatat teszi lehet6vé, mely soran a DNS karosodasnal megakadt replikacios apparatus
tovabb tud haladni a DNS szalon agy, hogy a hiba nem ker(l javitasra és mutaciot tartalmazo

Ujonnan szintetizalt szal keletkezik.

1.1. DNS karosodasok

Nézzik meg kicsit részletesebben a kiulonb6z6 reparécids dtvonalak aktivalodasat

kivalto karosodasokat. A DNS-t szamos hatas karosithatja. Az egyik jelent6s és talan a



leggyakoribb ezek kozil az UV sugarzas, amelyet a kisérleteim soran is alkalmaztam. UV
hatasara a szomszedos pirimidin bazisok kdzott kovalens keresztkotések jonnek létre, igy
pirimidin dimerek keletkeznek, a legismertebb talan a timin dimer (1.4bra). Eleszt6ben
mukaodik egy lathatd fény hatasara aktivalédd fotoliaz nevi enzim, ami képes az UV okozta
séruléseket kijavitani, elhasitja a timin dimernél 1év6 kett6s kotést, ezért az UV-val kezelt
torzseket sotétben kell tartani, hogy az altalunk vizsgéalni kivant reparacios utvonalak
mukaodését tudjuk megfigyelni. Ugyancsak fény hatasara a pirimidinek kozott keletkezik a 6-4
fotoproduktum, amely mutagénebb a timin dimereknél. Ezek a dimerek a DNS merevségét
idézik el6. A replikécid el6tti eltavolitdsukrol a nukleotid kivagd hibajavitds (NER)
gondoskodik.
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1.4bra: UV sugarzés hatasara keletkezd timin dimer

Bizonyos vegyuletek kémiai csoportok addicidjaval valtoztatjak meg a DNS-t. A metil-
metanoszulfonat (MMS) a bazisok metilacidjat okozza (2.4bra), amit a bazis excizios
reparacié (BER) javit ki. M(kodése soran abazikus helyek keletkeznek, melyeket ezen
utvonal enzimei processzalnak tovabb, de ha ez nem torténik meg, a késébbiekben, a
replikécio sorén itt is a DNS hibatolerancia aktivalodik. A genomban spontan is létrejonnek

abazikus helyek az N-glikozidos kotés feloomlasa altal (4).
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2.4bra: A citozin és az 5-metil citozin szerkezete

Az aerob anyagcsere soran felszabadulé reaktiv oxigéngyokok a bazisok oxidacidjat
idézik eld, pl. a 7,8-dihidro-8-oxo0-guanozin ami szintén a bazis kivago reparacio



aktivalodasat valtja ki. Ha az oxoguanin nem vagodik ki a replikacid el6tt, a DNS polimeraz
timinnek értelmezi, ezaltal mutécié keletkezik.
A rontgensugarzas ketts szali DNS torést idéz eld, mely a homoldg rekombinacion

alapulé an. DSBR altal javitodik.

1.2. DNS reparécio

A DNS karosodasok javitasara szamos mechanizmust ismerlink, mint példaul a bazis
kivago reparacio (base excision repair - BER), nukleotid kivagd reparacid (nucleotid excision
repair - NER), nem parosodd bazisok kivagasa (mismatch repair - MMR), homoldg
rekombinacios reparacié (homologous recombination repair - HRR), nem homoldg végek
0sszekapcsolasa (non homologous end joining - NHEJ).

A bazis kivago reparacio féleg a metilalt, oxidalt bazisok eltavolitasat, és a spontan
keletkez6 abazikus helyek megszintetését teszi lehetéve. Az abazikus helyek, enzimatikus
mikodés hatdsara keletkeznek, és ezek mellett torténik a hasitas. Az elsé 1épés, hogy az N-
glukozidaz kivagja a sérult bazist. Az igy keletkez6 abazikus hely mellett az 5’ oldalrol egy
specifikus endonukleaz hasit, majd az igy keletkezé egyes szalu DNS torés végérdl egy 5°-3’
exonuklaz aktivitasu fehérje emészt le 1-5 nukleotidos szakaszt. Ezt a DNS polimeraz tolti
fel, majd a folytonossag ligazok altal all helyre. (20)

Nukleotid kivago reparacional a BER-rel ellentétben egy oligonukleotid forméajaban
vagodik ki a karosodott DNS. A sérilt bazisok vagy dimerek két oldalan 5’ és 3’ irdnyban is
egyszerre torténik meg a bemetszés, majd a hibas szakasz 25-30 nukleotidnyi hosszusagban
kivalik, mig a helye a replikativ polimeraz altal feltolt6dik.(20)

Homoldg rekombinéacios hibajavitas a kettGsszali DNS torések javitasat teszi
lehetévé. A kett6s szala DNS torések mindkét oldalan az 5’ vég visszaemésztddik, a
keletkezd 3 talnyuld vég hibridizal a homoldg ép duplex komplementer szalaival, ez vezet a
Holliday szerkezet kialakulaséhoz. Ebben a struktirdban a torott DNS molekula 5’
leemésztett végei Ujraszintetzalédnak az ép DNS molekulat hasznéalva templatul, majd a
hurkot kett6s hasitas szlinteti meg.(20)

Nem homolog végek 6sszekapcsolasa nem hibamentes. A torétt végekhez fehérjék
kapcsolddnak, majd tompa végeket hoznak létre és &sszekapcsoljak azokat. Ez a
mechanizmus természetéb6l adéddéan kromoszdéma atrendezddéseket okoz.(20)

Nem parosodd bazisok reparacioja sordn a polimerdz altal beillesztett nem

komplementer de ép nukleotidot a MMR enzimei hasitjak ki. (20)



1.3. A DNS hibatolerancia Gtvonal:

El6fordulhat, hogy az evolicidsan rogzilt DNS javitd mechanizmusok nem tavolitjak el a
hibat a genombdl, a replikativ polimerdz nem képes a hibas bézison athaladni, igy ezek az S
fazisban a replikacios villa elakadasat eredményezik. Ha a villa megakad egy nem megfeleld
bazis jelenléte miatt és szétesik, az nagyfokd genomi atrendez6déshez vagy a sejt halalahoz
vezet. Létezik olyan mechanizmus, mely a karosodott szalon is tovabbsegiti a replikacios
apparatust a karosodott bazisok eltavolitasa nélkil. Ennek megfelel6en ezt az utvonalat DNS
hibatolerancia Utvonalnak (DDT) nevezziik és a Rad6/Rad18 fehérjekomplex iranyitasa alatt
mikodik. A DDT harom al-Utvonalra oszthatd; a transzléziés polimerdzokon keresztil
megvaldsulé mutagén (REV3, REV7, DEF1, REV1) és hibamentes (RAD30) tolerancia al-
utvonalra, valamint a hibamentes villa visszaforditast végz6 (RAD5, MMS2-UBC13 géneket
tartalmazd) agra; melyek a Rad18 fehérje jelenléte nélkiil nem léphetnének életbe. (3.abra) A
Rad18 (E3 ubikvitin ligaz) a Rad6 (E2 ubikvitin konjugéz) fehérjével komplexet alkotva van
jelen a sejtekben és a proliferating cell nuclear antigene (PCNA) fehérje
monoubikvitinalddasat elGsegitve iranyitja a megakadt replikacios villa mentését (3).

A PCNA egy gydiri alaka, homotrimer szerkezet(i fehérje, mely a replikativ polimerazt
a DNS széalhoz rogziti. A PCNA ubikvitinalodésa aktivalja a DNS hibatolerancia Utvonalakat.
A PCNA monoubikvitinacidja a 164-es lizin oldallancon torténik, a Radl8 és a Rad6
kdzrem(kodésével és a transzlézids polimerazok altal megvalosuld transzlézios szintézist
segiti eld azéltal, hogy segiti a replikativ polimeraz levéalasat a DNS sz&lrdl és a helyére a
transzlézios polimeréz tud csatlakozni. A monoubikvitindlt PCNA poliubikvitindcidja a DDT
masik agat, a hibamentes, replikacios villa visszaforditast aktivalja. A Radl8 enzim a
folyamat els6 lépésénél jelen van, nélkile nem jéhet létre az els6 ubikvitin kapcsolodéasa, és
inaktiv marad a teljes hiba tolerancia Gtvonal.
A DDT tehat hdrom atra oszthat6 (7). A TLS utvonalat a PCNA monoubikvitinialodasa
aktivalja. A hibatolerancia transzIézids polimerazokon altal valosul meg. Eleszt6ben az
aktivalddott polimerazoktdl és a hiba tipusatdl figgéen ez az Gtvonal lehet mutacio mentes és
mutécidt rogzitd is.
TLS (transzlézids szintézis) hibamentes utvonal:
3.1. Rad30

A TLS polimerazok altal megvaldsuld hibamentes tolerancia utvonal egyeduli kepvisel6je a

Poln (Rad30), mely a timin dimerek mutacié mentes atirasara képes. (21) Aktiv centrumaban

a replikativ polimerazzal ellentétben a kovalensen keresztkotott ciklobutan pirimidin



bazisparok szamara is van elég hely. A timin dimerekkel szemben tud a Watson-Crick
szabalyt kdvetve két adenint beépiteni. Mas UV okozta karosodasokat azonban hibasan ir at,
példaul a 6.4 fotoproduktum esetében a 3’ pirimidintdl fliggetlenil mindig G-t helyez be, ez

esetben a Poln sem hibamentes.

Rad6-Rad18

Uk Ub Ub
REV1
REV3 RAD30 RADS
rev7 (FolD) (Poln) MMS2
UBC13
POL32
DEF1
MUTAGEN HIBA HIBA
MENTES MENTES
Transzlézios szintézis Villa visszaforditas

3. abra: DDT két 4ga a PCNA ubikvitinaltsagatol fuggben

TLS mutagén Utvonal:

A DDT TLS polimerazokon keresztiil megvaldsulé mutaciot rogzité dtvonalénak résztvevoi a
Revl, Defl, Rev3 és Rev7.

3.2. Revl

Revl egy templat fuggé citozin specifikus polimerdz, a szintézis soran dCTP-t képes
beépiteni a DNS-be. Bar pontos szerepe még nem tisztazott, a mutagenezis folyamataihoz
nélkilozhetetlen.

3.3. Rev3 és Rev7

A PolZ a Rev3 és Rev7 fehérjék komplexe, magas fidelitasu enzim, nem képes a sérult
bazisokkal szemben bazist beilleszteni, de amennyiben ezt egy mésik enzim mar megtette,
onnan folytatja a szintézist, akkor is, ha a behelyezett bazis nem a templat komplementere. A
PolZ folytatja az atirast, igy rogzitve a hibat a genomban.

3.4. Defl

A Defl fehérje nélkilozhetetlen a mutagenezishez. DNS kéarosodas hatéséara el6segiti a

replikativ polimeraz katalitikus alegysegének proteolitikus lebomlasat, amelynek helyét a



jelenlegi modellek szerint egy transzlézios DNS polimerdz veheti at, amely képes bizonyos
DNS kéarosodasokat, mutaciok képzésevel atirni.

Villa visszaforditason alapul6 Gtvonal:

A TLS polimerazoktdl eltér6 mechanizmussal muakoddik a villa visszaforditdson alapulo
hibamentes javitast végzd atvonal, melynek résztvevéi a Rad5, Mms2 és Ubcl13.

3.5. Rad5, Mms2-Ubc13

A DDT harmadik, hibamentes atirast biztositd agat a replikacios villa visszaforditasat
indukdlo Mms2-Ubcl3 E2 ubikvitin konjugaz fehérje komplex és a Rad5 egy tdbb
aktivitassal rendelkez6 fehérje. Egyreszt egy E3 ubikvitin ligaz, amely az Mms2 — Ubc13
fehérjék ubikvitin konjugald dimerével egyutt egy poliubikvitin lancot hoz létre a PCNA
fehérjen, igy mutacidé mentes atirast aktivalja (12). Masrészrol a Rad5 egy transzlokaz, ATP-
az aktivitassal, és DNS kotd aktivitassal. Domén strukturaja kulonleges, a konzervalt helikaz
domének kozé ékelédve hordoz egy, az ubikvitin ligaz fehérjékre jellemzd RING domént is.
A Rad5 kett6sszali DNS transzlokédz aktivitdsanak kdszonhetben képes a replikécids villa
megforditasara. (16)

3.6. Ubikvitinacio

A Rad6/Rad18 fehérjekomplexnek egyiittesen DNS kotd, ATP hidrolitikus és ubikvitin
konjugald/ligald aktivitasa van. Az ubikvitin egy minden eukariota szervezetben jelen 1év6 76
aminosavbol all6 fehérje. (15) A fehérjék egy enzimkaszkad kozrem(kodésével
ubikvitindlodnak. Az ubikvitin aktivacié egy ATP-fliggd folyamattal kezdddik, amikor az
ubikvitin tioészter kotéssel kotddik egy El-ubikvitin aktivalé enzimhez. Ezutan az ubikvitin
E2 ubikvitin konjugald enzimre keril (esetlinkben ez a Rad6), ahonnan az ubikvitin ligaz-E3
(Rad18) juttatja at a szubsztrat fehérje lizinjére. Az ubikvitinacié elsddlegesen felfedett
szerepe a proteoszomalis fehérjelebontashoz kapcsolddik. Ujabban az ubikvitin bioldgiai
utvonalakat szabalyozd szerepére is fény derllt, mint példaul az endocitézis, gyulladasos
folyamatok, transzlacio és DNS repair.

1.4. A Rad18 fehérje:

A Rad18 Ub ligaz fehérje a Rad6 Ub konjugaz fehérjével komplexet alkotva vesz részt
a hibatolerancia Utvonalban. A Rad18 fehérje 6t azonositott doménnel rendelkezik, melyek
kdzil csak harom funkcioja ismert biztosan éleszt6ben (RING, ATPaz, Rad6BD) a tobbi

domeén vizsgalatat eddig elesztében nem végezték el.



A Rad18-at el6sz0r ATPaz-ként azonositottak az C-termindlis részén lokalizalédé ATP

koté domén nukleotid kot Walker tipust A motivuma alapjan. (14)

RING Zn-finger SAP ATF  RadéBD
28 65 190 210 278 312 365 371 410 490

4.4bra: Rad18 gén doménjei: A szamok az aminosavakat jelolik.

A Rad18 fehérje N-terminalis részén azonositottak egy RING domént (28-65), amely
E3 ligazok korében gyakran megtalalhatd, hiszen az E2 konjugézzal, esetemben a Rad6-tal és
az Ubcl13-Mms2 komplexszel vald interakcioert felelés (2). Ett6l fuggetlendl, szintén a Rad6
fehérjevel valo interakcioért felel6s 40 aminosavat fel6leld helix-loop-helix motivum jelenléte
is szlikséges a Rad18 fehérje C-termindlis részén, mely a Rad6 fehérje két amfipatikus a-hélix
struktarajaval hidrofob interakcio kialakitasa révén eredményezi a Rad6-Rad18 komplex
stabilitasat (6).

Azonositottak a Rad18 szekvencidban mas fehérjékkel vald szekvencia homoldgia
alapjan, egy ugynevezett ciszteinben gazdag C2HC Zn-finger doment (190-210) is, amely
szerepe a DNS, valamint az ubikvitin kotése lehet. Huméanban a Zn-finger jelenléte
elengedhetetlen a Rad18 megfelel6 miikodéséhez, hiszen mér az egyik Zn kotd cisztein
fenilalaninra tértén6 modositasa is a Rad18 fehérje DNS hiba korili lokalizaciojat gatolja,
ahogy azt egy human Rad18 fehérjével foglalkozo cikk emliti.(1)

A SAP domén a fehérje kozéps6é részén helyezkedik el, ahogy azt a szekvencia
homoldgia vizsgalatok alapjan feltérképezték. Nevét arrél a harom fehérjérél kapta,
melyekben elGszor azonositottak ezt a domént, ezek pedig a SAF-A/B, Acinus és Pias
voltak.(1) A SAP domén a ssDNS-sel val6 kdlcsdnhatasban jatszhat szerepet és a Poln DNS
karosodas korili lokalizacidjdban meghatarozo a jelenléte huméan Rad18-cal végzett kisérletek
alapjan.(1)

Mivel az ismert domének a Radl18 fehérjének csak kis részét fedik le és az adatok
tobbsége humén Radl8 fehérjével végzett kutatasokbdl szarmazik, kutatasaim a
feltérképezetlen régidk vizsgélatara és a mar azonositott, de nem vizsgalt domének

szerepének élesztében vald megismerésére iranyulnak.
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1. Célkit(izések

Célom a Rad18 fehérje még nem Kkarakterizalt régidinak analizise, a mar azonositott
domének szerepének megismerése éleszt6ben, valamint ezen terliletek DNS hibatolerancia

folyamatokban bet6ltott szerepének vizsgalata volt.
Ehhez a kovetkez6 feladatok elvégzését terveztem:
1. A Rad18 fehérje C-termindlis részén deléciot hordoz6 mutansok elkészitése
2. A Rad18 fehérje N-terminalis részén deléciét hordozé mutansok elkészitése

3. A Radl8 fehérje kozéps6 részén, a Zn-finger és SAP domén kdrnyékén deléciot

hordozé mutansok elkészitése
4. A delécios mutansokat hordoz6 torzsek fenotipus vizsgalata

5. Az érdekes fenotipust mutatd torzsek részletes vizsgalata, a deletalt régid

funkciojanak meghatarozasa
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I11. Anyagok és Madszerek

1.1, Torzsek és plazmidok:

1.1. Baktériumtorzsek:

E. coli DH5a kompetens baktérium sejt, mely ampicillinre és kanamicinre is szenzitiv.

1.2. Eleszt6 torzsek:
EMY 747: MATa, his3-D1 leu2-3 leu2-112 trplD ura3 genotipusu vad tipusu éleszt6

torzs. Ebben a tdrzsben készitettem el minden tovabbi mutaciot.

PJ69-4A: MATa trpl-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4D gal80D GAL2-ADE2
LYS2::GAL1-HIS3 met2::GAL7-lacZ genotipusu éleszt6 torzs. Az eleszt6 kettds

hibrid kisérleteket ebben a térzsben végeztem.

1.3. Felhasznélt plazmidok:

pUC19, pUC18 E.coli kl6noz6 plazmid: (17) Magas kdpiaszamu, kisméretli 2686 bp
hosszUsagu plazmid. pMB1 replikacids origot tartalmaz, a bla gén az ampicillin
rezisztenciaért felelés, az MCS (klonozo régid) a lacZ gén 5’ szakaszan belil helyezkedik el.
A lacZ gén beépitett szakaszat a sajat promotere hajtja, a gén el6tt a CAP feherje kotési
helyét, és a represszor kotési helyét is tartalmazza. A lac Z gén altal szelekcid végezhetd a

klonozo régioba beépiilt DNS-t hordozo telepekre.

YCplac33 E.coli/Saccharomyces cerevisiae éleszt6 centromeres inga vektor, (18) a
szelekciot az URA3 gén biztositja. Kisérleteim soran, err6l a vektorrol expresszaltattam a

klonozassal létrehozott delécids Rad18 fehérjeket.

pGADA424(+1) aktivaciés domen vektor, éleszt6 kettds hibrid kisérletekhez: (19) inga
vektor, mely E.coliban és S.cerevisiaeban is képes autondom replikaciora, az éleszt6ben a
szelekciot a LEU2 gén biztositia. A vektor a GAL4 fehérje aktivacios doménjének
szekvencigjat tartalmazza a multiklénozo régidban (MCS) egyedi restrikcios helyekkel a gen
3’ végen. A hibrid fehérje létrejottéhez a vizsgalni kivant gent a MCS-re megfeleld
orientacioba és leolvaséasi keretbe kell klénozni. A faziés fehérje magas szinten
expresszalddik a gazda sejtben konstitutiv ADH1 prométerrdl, majd a sejtmagba szallitodik
egy nuklearis lokalizacios szignalnak koszonhetéen, ami az AD szekvencidja mogott

helyezkedik el.
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pGBTI9(+1) GAL4 DNS kotd domén vektor, éleszté kettds hibrid kisérletekhez: (19)
inga vektor, mely E.coliban és S.cerevisiaeban is képes autondm replikéciora, élesztében a
szelekciot a TRP1 gén biztositja. A vektor a GAL4 fehérje DNS kot6 doménjének
szekvencigjat tartalmazza a multiklonozé régioban (MCS) egyedi restrikcios helyekkel a gén
3" végén. A hibrid fehérje létrejéttéhez a vizsgalni kivant gént a MCS-re megfelelé
orientacioba és leolvaséasi keretbe kell klénozni. A faziés fehérje magas szinten
expresszalddik a gazda sejtben konstitutiv ADH1 promoterr6l, majd a sejtmagba iranyitddik
egy nukleéris lokalizacids szignalnak kdszonhetGen, ami az BD szekvenciajaban helyezkedik

el.

111.2. Tapoldatok, lemezek:

2.1. YPD (teljes éleszt6 taptalaj/tapoldat) szelekciot nem igényl6 torzsek
novesztésére: 10 g élesztd extraktum, 20 g pepton, 20 g D-glikoz, 1liter steril vizben feloldva.

Szilard talaj esetén +17 g agar por/1 liter viz.

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

2.3. Szintetikus tapoldat és taptalaj: 2% D-glukéz, 0.17% éleszt6 nitrogén bazis
(NH,;)2SO,-tal, 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. Szilard taptalaj esetén 17g agar por/ 1 liter viz.

2.4. Szelektiv szintetikus tapoldat: Szintetikus tapoldat 6sszetevéit tartalmazza a

szelekciot biztositd aminosav kivételével.

2.5. MMS (metil-metanoszulfonat) lemezek: a taptalajhoz kdzvetlenil dermedése
el6tt kiilonb6zd koncentraciokban adagolt 99%-os metil-metanoszulfonat térzsoldat (SIGMA)

felhasznalasaval készulnek.

2.6. HU (hidroxy-urea) lemezek: a taptalajhoz dermedés el6tt kilonbdz6
koncentraciokban adagolt 76 g/mol-os hidroxy-urea torzsoldat hozzaadasaval készilnek.
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2.7. CAN (kanavanin) lemezek: a taptalaj fent felsorolt komponensét tartalmazza,
avval a kilénbséggel, hogy ez a szelekcios taptalaj L-arginin helyett L-kanavanint tartalmaz

80mg/1 liter taptalaj koncentracioban

111.3. Modszerek:

3.1. Escherichia coli kompetens sejtek transzformalasa:

Egy 100 pg/ml ampicilin tartalmd, LB taptalajt tartalmazé Petri-csészét
szobahémérsékletre tettem melegedni kb. 30 percig. Ezzel egy id6ben 200 pl CaCl-dal
kompetensé tett Escherichia coli sejtet tartalmazd Eppendorf csovet jégen tartottam kb. 5
percig. 50-200 ng plazmidot adtam az inkubalt sejtekhez, és tovabbi 30 percig jégen tartottam
Oket, majd 42°C-on 1 percig hdsokkoltam, ezutan 2 percig ismét jégen inkubaltam &ket.
Ezutan a felmelegitett taptalajra szélesztettem a baktérium sejteket, majd a lemezeket egy
éjszakan at 37°C-on ndvesztettem.

3.2. Plazmid preparalas:

3 ml 100 pg/ml ampicilin tartalmd LB tapoldatba leoltottam egy baktérium telepet. A
kultarat egy ejszakan at 37°C-on inkubaltam, majd masnap reggel a feln6tt kulturakat
Eppendorf csében lecentrifugéltam. A Killepitett sejteket 100 pl SOLI (1 M Tris-t (pH8), 0,5
M EDTA-t) oldatban szuszpendaltam majd 200 pl SOLII (10 N NaOH-t, 10% SDS-t) oldat
hozzéadasa utan 0sszekevertem. Ezt kdvetGen 150 pl (pH4,8-as 147 g K-acetatot) oldatot
adtam az elegyhez és keverés utan 10 percig 13000 rpm-en centrifugaltam. A feliildszot (j
Eppendorfba vittem at, majd 400 pl fenol-kloroform elegyet mértem rd. A 10 perces
centrifugalést kovetéen a feliliszobol a DNS-t 100%-os izopropanollal csaptam ki (400 pl)
ezt kovetben ismet centrifugaltam. A csapadékot egy ujabb lépésben 70%-os etanollal (300
ul) mostam. Az etanol eltdvolitdsa és a DNS beszaraddsa utan a mintakat RNaz-zal
Kiegészitett TE oldatban (10 mM Tris, 1 mM EDTA) szuszpendaltam fel.

3.3. Genomi DNS izolalas elesztd sejtekbdl:

Leoltottam 1 ml szelektiv szintetikus tapoldatba éleszt6 sejteket az adott lemezrol.
Masnap lecentrifugaltam a sejteket, majd a fellilisz6 leszivasa utan a sejteket 100 ul 200 mM-
0s LiAc és 1%-os SDS tartalmud oldatban szuszpendaltam fel. Ezt kdvet6en 5 percig 70°C-on
tartottam Gket, majd 300 pl 100%-os etanol hozzaadasaval csaptam ki a DNS-t. A mintakat
egy tovabbi lépésben 70%-0s etanollal mostam, majd a beszaradas utan 100 pl desztillalt
vizben oldottam fel.
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3.4. Polimeréaz lancreakcio:

Polimeraz lancreakcié soran egy Kkivalasztott DNS szakasz felamplifikédlasa valik
lehet6vé, melyhez a DNS szakaszra komplementer 20-30 bazispar nagysagu oligonukleotidok
tervezése szukseges elsd 1épésben.

Reakcidelegy tartalma: amplifikalni kivant szakasz, primerek, dezoxiribonukleotidok,
DNS polimeraz, MgCl,, viz/puffer.

PCR reakcio lépései: 1. rész: denaturacio (92-95°C, 1-5 perc)

2. rész: harom ciklusbol all, mely ismetlédik a reakcié soran 32x
denaturacio (95 °C), primerek bekotddése (52 °C), elongacio (72 °C)

3.5. Elesztd torzsek érzékenységének vizsgalata UV és mutagén agensek hatésara:

Az eleszt6 sejteket leoltottam 3 ml szelektiv szintetikus tapoldatba. Méasnap Burker-
kamra segitségével megszamoltam a sejteket, és 4 1épcsOs higitasi sort készitettem. A
legtdményebb 1épcsé koncentracidjat 107 sejt/ml-re allitottam be, minden tovéabbi lépcsé egy-
Iépcs6tol a legtomenyebb felé haladva 10-10 pl-t cseppentettem ki sorban a kilonbdz6
mutagén agenst tartalmazé taptalajokra. UV érzékenység vizsgalatanal a torzseket szelektiv
szintetikus téptalajra csepegtettem, majd a beszaradds utan a vizsgalni kivant doézissal
sugaroztam be Oket. A lemezeket 3 napig 30°C-on inkubaltam. A Kisérletnek készonhet6en
0sszehasonlithatdva valik a vizsgalt torzsek érzékenysége az adott agensre, hiszen az egymas
alatt elhelyezked6 cseppek ugyanannyi sejtet tartalmaznak minden @sszehasonlitott torzs
esetében.

3.6. Eleszt6 sejtek transzformalasa:

Az adott élesztd sejteket a megfelelé taptalajba leoltottam és egy éjszakdn at néni
hagytam. Masnap OD=0.2-re oltottam at ezeket a starter kulturakat és OD=0.8-ig hagytam
Oket ndvekedni. Ezt kovet6en 5 perces centrifugalassal lellepitettem a sejteket 3000 rpm-en.
A kapott sejteket 1 ml desztillalt vizben szuszpendaltam fel, majd asztali centrifugan 1 percig
centrifugaltam. A felliliszé leszivasa utan 1 ml 100 mM-os LiAc-ban szuszpendaltam fel a
sejteket, majd ismét 1 percig centrifugaltam Gket. A sejteket ezutan 400 pl 100 mM-os LiAc-
ban oldottam fel. EbbGl a szuszpenzidébdl 50 pl-nyi mennyiségeket meértem ki egy-egy
transzformaldshoz. A 400 pl-nyi szuszpenzié tehdt 8 kiloénbdzd DNS-sel torténd
transzformalashoz elegendd. Az 50 pl kulturat kiulepitettem és a sejtekre 240 pl 50%-0s PEG-
et mértem, valamint 37 yl 1M-os LiAc-ot, 10 pl heringsperma DNS-t, 1 ul plazmidot, 49 pl
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steril vizet adtam hozz4, az alapos vortexelés utan 20 percig 42°C-on inkubaltam a sejteket. A
hésokkolas utan 1 percig centrifugaltam az elegyet, majd a kapott sejteket 150 pl steril
ultratisztitott vizben vettem fel és a megfelel6 taptalajt tartalmazo petri csészére szélesztem. 3

napig 30°C-on inkubaltam a lemezeket.

3.7. Spontan mutagenezis mérése:

A Kisérlet soran az éleszt6 egy adott markergénjében spontan keletkezd mutaciok szama
vélik mérhet6vé, 107 sejtre vonatkoztatva. Az élesztd torzs 50-50 sejtjét tartalmazoé kultGrabol
kiindulva tiz parhuzamos 500 pl térfogatu kultdrat 3 napig 30°C-on ndvesztettem. Osztodas
kdzben folyamatosan képz6dnek a spontan mutaciok. Az inkubacio lejartaval a tiz kultdrat tiz
kanavanin tartalmu arginint nem tartalmazé lemezre szélesztem ki. A kanavanin aminosav az
arginin analdgja, igy a fehérjeszintézis enzimei arginin helyett beépitik a polipeptidlancba. Az
ily médon képz6do6 aberrans fehérjék nem képesek ellatni feladatukat es a sejt pusztulasahoz
vezetnek. Az arginin és kanavanin felvételéért a CAN1 gén altal kddolt arginin-permeaz a
felel6s. Ha a sejtben a CAN1 lokuszt inaktivalo pontmutécio keletkezik a kanavanin nem tud
bejutni a sejtbe, igy az életképes marad [13]. A Kin6tt telepek tehat egy-egy a kanavanin
génben létrejott funkcidvesztéssel jar6 mutacios eseményt jeldlnek, igy a tiz parhuzamos

kanavanin lemez telepszamat atlagolva kiszamithato a spontan mutacios rata.

3.8. Indukalt mutagenezis mérese:

A Kkisérlet soran az éleszt6é egy adott markergénjében UV karosodas altal indukalt
mutaciok szama valik mérhet6vé. A leoltott élesztd starter kultirakbol higitast készitek és
nagy mennyiségli sejtet (107-10° sejt/ lemez nagysagrendben) lemezelek ki kanavanin
tartalma arginint nem tartalmazo lemezekre. Ezeket a lemezeket egyenként killonb6z6 dézisu
UV fennyel kezelem kdzvetlenil a beszaradas utan. Esetemben a kezeletlen kontroll mellett
20, 40, 50, 60 J/m?-t hasznaltam. Az UV pusztit hatasat az adott ddzison (gy vettem
figyelembe, hogy kanavanint nem tartalmaz6 kontroll lemezekre is lemezeltem a vizsgéalt
torzsekbOl és ellendriztem a talelésuket. A kanavanin lemezeken kindvo telepszamokbdl az
adott dozison tapasztalhato tuléles figyelembe vételével kiszdmithatd a dozisra jellemz6
mutacids gyakorisag. Ezt a mutacids gyakorisagot egy torzs esetében 107 (UV-t) taléls sejtre
adjuk meg.

3.9. Irényitott génkilteés:
A homoldg rekombinacién alapul6é génkilités soran el6szor primereket kell tervezni a

kiltni kivant génre. A gént két oldalrol korilfogo szekvenciat restrikcids hasitd helyeket
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tartalmazo primerekkel amplifikaljuk és az igy kapott két fragment k6zé a PCR primerekkel
beépitett helyekre egy szelekciés markert klonozunk. Az igy elkészilt génre specifikus
konstruktot klonozd vektorban tartjuk fenn. Génkiltéshez a konstruktbol a génspecifikus
régiokat az altaluk kozrefogott szelekcios markerrel egyiitt kihasitjuk és ezt a linearizalt
fragmentet transzformaljuk az élesztd sejtekbe. (5.4bra) A sejt sajat homolog rekombinacios
gépezete beépiti a marker gent a kiltni kivant gén helyére.

gén 5 homoloég régidja gén 3’ homoloég régidja

—El +ss El— o

Restrikcios emésztés

Transzformalas élesztobe

— W s R esad genor

geénkiltites

5.4bra: Iranyitott genkiltés

3.10. Fehérje-fehérje kdlcsdnhatas kimutatasa éleszt6 kettés hibrid rendszerrel:

A kolcsonhatas szempontjabol vizsgalni kivant géneket beklonoztuk a transzaktivacios

domeént illetve a DNS kot6 domeént tartalmazo kett6s hibrid vektorokba gy, hogy a leolvasasi
keret ne séruljon és fazids fehérje képzOdjon. Az elkészitett konstruktot betranszformaltuk az
éleszt6 kett6s hibrid vizsgalatra hasznalt PJ69-4A éleszt6 torzsbe (22), majd —Leu/Trp
lemezekre kentik ki. Ezt kovetGen a felndtt telepeket —Leu/Trp taptalajban névesztettik egy
éjszakén at, az igy kapott kultGrat 1X107 sejt/ml legnagyobb téménység(ire higitottuk majd —
Leu/Trp, -Leu/Trp/His, -Leu/Trp/His/Ade tartalml lemezekre cseppentettiik ki. 3-5 napot
novesztettiik 30°C-on.
A transzformaciot kovet6en a két fuzios fehérje termelése megkezdddik az éleszt6 sejtekben,
6nmagaban azonban egyik sem képes a riporter gén expressziojanak aktivalasara, igy —Leu/-
Trp/-His tartalmi lemezeken csak azok a telepek nének fel, ahol a két fehérje
kolcsonhatasanak kdszonhetben aktivalodik a HIS2 gén és hisztidin termel6dik a sejtekben.
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V. Eredmeények

1V.1. A delécios RAD18 szarmazékok létrehozasa

A RAD18 gen 6t azonositott domennel rendelkezik, ezek sorban a RING, Zn-finger,
SAP, ATP és Rad6 kotd domének. Mivel az emlitett domének a fehérje kodold régidjanak
csak kicsiny részét fedik le, a még nem vizsgalt régiok analizisét végeztik el. A domének
kozul csak a RING, ATPaz és Rad6 kdté domén funkcidja ismert pontosan élesztben, a Zn-
finger és SAP doménhez még nem rendeltek funkciot igy ezek karakterizalasa is céljaink
kozé tartozik. Ennek érdekében tiz részleges delécids mutanst terveztiink.(6.abra)

RING In-finger SAP ATP  RadRED
28 B5 190 210 78 312 }/E 410 490
[ I | I | I | €Rad18 fehérje
[ B | I 7] 000 )
[ | I | I T 1 | 9
[ N | | 00 | o= | §
O
[ N | — | | I o0 | =
[ D | B | I 115190\ '§
I B | I | 155-130 ’%‘
[ | | I T |278-312 §
[ T | ] | | I | l195-256 | @
=
[ I | I T | 196-315
[ B [ ] | I | 200247

6.4bra: Rad18 fehérje mar azonositott doménjei és az el6allitott delécios mutansok szerkezete ( a

szdmok aminosavakat jel6lnek)

Az eleszt6 torzsek genomjabdl eltavolitottam a RAD18 gent es a delécios fehérjeket
éleszt6 centromeres plazmid konstruktokrol expresszéltattam.

Az elkészitett Rad18 delécids konstruktok 3 csoportra oszthatok.

1.1. C-terminalis deléciot hordozd mutansok:

Vad tipusi RAD18 gént tartalmaz6 YCplac33 élesztd centromeres vektor (plD466)
Ecorl-Pstl enzimekkel torténd emésztése utan a keletkezd, csaknem a RAD18 gén teljes
szekvencigjat tartalmazo 1600bp-os fragmentet a pUC19 vektor azonos hasitasi helyeire

klonoztam. Az igy létrejott konstruktot Xbal-Stul enzimekkel emésztettem, ugyanis ezen

18



helyek segitségével a konstruktbol eltavolithatd a fehérje C-terminalis végét kddold régio, és
helyére Xbal-Stul helyeket tartalmaz6, a RAD18 gén altalunk megvéalasztott régidjahoz
hibridizald oligonukleotidokat hasznalva, PCR-rel elGallitott tetsz6leges RAD18 fragmentek
klonozhatdk. Esetemben az Xbal helyet hordoz6 szensz oligé az eredeti Xbal helyhez
hibridizalt, mig hdromféle STOP kodont és Stul helyet hordoz6 antiszensz oligét terveztiink,
melyek az Xbal helyhez egyre kozelebbi részhez hibridizaltak és épitették be a STOP kodont.
A harom delécios PCR fragmentet visszaklonoztam a RAD18 gént tartalmazé pUC19
konstruktba majd az igy kapott szubklonokbdl a méar delécios RAD18 gént EcoRI-Pstl-el az
eredeti vad tipusi RAD18 gént tartalmazd éleszté centromeres vektorba kl6noztam. A
szekvenalést kovetbéen meggy6zOdtem arrdl, hogy nem tortént frameshift, igy a RAD18
delécios konstruktok felhasznalhatok élesztébe transzforméalashoz és a genomi RAD18 gén

pID479: Rad18A(420-490)

pID495: Rad18A(450-490)

pID501: Rad18A(470-490)

RING Zn-finger SAP ATP  Rad6BD
28 65 190 210 278 312 365 371 410 490
. . [ [0 & Rad18 fehérie
Stul
EcoRl l
< RAD18 gén
IR A A
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7.4bra: Rad18 C-terminalis deléciék

1.2. N-terminélis részen (RING és Zn-finger domén kdzott) deléciét hordozé mutansok:

Vad tipusi RAD18 gént tartalmazd élesztd centromeres vektor (pID466) Narl-Pstl

enzimekkel térténd emésztése utan a keletkezé 2700bp-os fragmentet a Y Cplac33 modositott
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éleszt6 vektor ugyanezen hasitasi helyeire klénoztam. Az igy létrejott konstruktot Mscl-Ndel
enzimekkel emésztettem, ugyanis ezen helyek segitségével a konstruktbol eltavolithatd a
fehérje RING és Zn-finger domének kdzé es6 részt kodold régidja és helyere Mscl-Ndel
helyeket tartalmazo, a RAD18 gen N-terminalisdn egyre rovidebb részt felamplifikalo
oligonukleotidokat hasznélva, PCR-rel elGallitott tetsz6leges RAD18 fragmentek klonozhatok.
Esetemben az Mscl helyet hordoz6 szensz oligo az eredeti Mscl helyhez hibridizalt, mig a
masik harom antiszensz oligd Ndel helyet hordozott az Mscl-t6l kiilénbdz6 tavolsagra. A
harom delécios PCR fragmentet visszaklonoztuk a RAD18 gént tartalmazd6 pUC19
konstruktba, majd az igy kapott szubklonbdl a mar deléciés RAD18 gent Narl-Pstl-gyel az
eredeti vad tipusi RAD18 gént tartalmazd éleszté centromeres vektorba kl6noztam. A
szekvenalas utdn meggy6zodtem arrdl, hogy nem tortént frameshift igy a RAD18 delécids
konstruktok felhasznalhatok éleszt6be transzformalashoz és a genomi RADI18 gen
delécidjanak komplementécidjahoz.(8.4bra)
A létrehozott N-termindlis delécios konstruktok:

pID523: Rad18A(115-190)

pID524: Rad18A(80-190)

pID525: Rad18A(155-190)

i Zn finger SAPdomain  ATPED poocon
i i %0 18 e n 33T i 430
- | | . || ] < Rad18 fehérje
Narl Mscl Ndel pstl
l l l & RAD18 gén
Rad18
&
YR T = 3
115-190 aa = 2 | 3
) Hl

B [ I T | =
eided [ N | B [ I | 5
T
o

8.abra: Rad18 N-terminalis deléciok

1.3. A Zn-finger és SAP domén koérnyékén delécidét hordozé mutansok elkészitése:

1. Zn-finger és SAP domén, valamint csak Zn-finger delécios torzsek elkeszitese
Vad tipusi RAD18 gént tartalmazd élesztd centromeres vektor (plD466) Bsabl-Pstl
enzimekkel torténé emésztése utan a RAD18 gén teljes szekvencigjat, valamint upstream és

downstream egyarant 600bp-os szekvenciarészletet tartalmazd 2700bp-os fragmentet a

20



pUC19 vektor Smal-Pstl hasitasi helyeire klénoztam. Az igy létrejott konstrukt Mscl hasitési
helyére egy 900 bazispar nagysagu szekvencia darabot klonoztam abbdl a célbdl, hogy a
fehérje leolvasasi keretét eltoljam, ezzel megakadalyozva a Rad18 termel6dését a baktérium
sejtben, ugyanis a képz6do fehérje toxikus a baktérium sejtnek. Ugyan rendelkezik méar egy
ilyen szekvencia darabbal a Rad18 konstruktom, de ez a klénozasi 1épések soran eltavolitodik.
Ezt a segédkonstruktot Ndel-EcoRI enzimekkel emésztettem, hogy a 195aa-316aa-ig terjedd
szakaszt deletaljam, Ndel-Afllll enzimekkel, hogy a 195aa-256aa-ig terjed6 szakaszt
kivagtam, majd T4 polimerazzal feltéltottem, ugy hogy a leolvasasi keret nem tolddott el. A
deléciokat tartalmazd szubkldnokat Adel-Pstl enzimekkel emésztettem és a teljes Radl8
szekvencidt tartalmazé pUC19 klénozd vektor Adel-Pstl helyére ligaltam. Ezt kdvet6en
élesztd vektorba Narl-Pstl enzimekkel vald emésztés utan kapott 2700+900 béazispar
nagysagu fragmentet klonoztam ugyanezen hasitasi helyekre.(9.4bra)
A létrehozott Zn-finger és SAP domén, valamint csak Zn-finger delécids konstruktok:

pID753: Rad18A(192-315)

pID754: Rad18A(192-256)

RING Zn-finger SAF ATP  Rad€ED
28 65 190 210 278 312 385 371 410 490 .
[ [ | | | & Rad18 fehérie
Adel
Bsabl \ Pstl
Ascl ¢ Y J'
T } i & RAD18 gén
Narl Ndel Afllll EcoRI 8
Mscl & “Mscl 8
S00bp stuffer 8\
[ R ] | 105256 | T
D~
[ | [ |l | 195-316 | 5
o

9.abra: Zn-finger valamint Zn-finger és SAP domeén deléciot hordozé Rad18 konstrukciok

2. Zn-finger és SAP domén kodzott deléciot hordozé mutans elkészitése
A teljes vad tipusi RAD18 gént tartalmaz6 vektor Narl-EcoRI fragmentjét pUC18 klénozé
vektor ugyanezen hasitasi helyeire klonoztam. A konstruktot ezutdn Bsml-Accl enzimekkel
emésztettem, T4 polimerazzal feltoltdttem. Szekvenalast kovetéen; amellyel meggy6z6dtem
arrol, hogy nem tortént frameshift; a plazmid Mscl helyére beklonoztam a 900 bazisparnyi
»Stuffert”, majd Narl-EcoRI hasitadssal a teljes RAD18 gént tartalmazé klonoz6 vektor
ugyanezen hasitasi helyeire ligaltam. Narl-Pstl enzimekkel tortén6 hasitds utan kapott

2700+900 bazispar fragmentet vittem tovabb éleszté vektorba.(10.abra)
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A létrehozott Zn-finger és SAP domén kdzott delécidt hordozo delécids konstrukt:
pID804: Rad18A(208-246)

RING Zn-finger SAP ATP  Rad&BD
28 85 190 210 278 312 365 371 410 490 )
| | T I _ € Rad18 fehérje
Nfrl Mfc| EcoRl PT‘
l < RAD18gen
Bsrrl  Accl
Mscl $Mscl Sy o2

9C0bp stuffer

1 =] ] I 209-247 < Delécios fehérje

10.4bra: Zn-finger és SAP domén kozott elhelyezkedd delécid

3. SAP domén- deléciét tartalmazd mutans elkészitése:

RING Zn-finger SAP ATP  Rad6BD
20 65 190 210 278 312 5 31 4w 490 e
[ = I < Rad18 fehérje
Mscl Og1 i Qg3
) i
—r— < RAD18 gén
; 3 g2 Qg4
7x Bsml EcoRlI
Mscl’:ﬁl\/scl
900bp suffer
_—— | N 5= Bekaios Rhes

11.4bra: SAP domén deléci6

A RAD18 gén megfeleld régidihoz hibridizal6 oligonukleotidokat terveztem, melyek

megfeleld végeire a Sall enzim hasitd helyét vittem be (11.4bra 0g2,0g3). A felamplifikalt

fragmenteket Sall enzimmel torténd emeésztés utan osszeligaltam. A ligalasbdl ismet PCR

reakciot mértem 0Ossze a ket kilonbdz6 fragment szélsd oligonuklotidjaval (11.4bra Og1l,

Og4), igy a mar Sall helynél dsszekapcsolddott szakaszt amplifikaltam fel. Ezt a fragmentet

maodositott pUC19 kldnoz6 vektor Smal helyére ligaltam, majd a Bsml-EcoRI enzimekkel

valé emésztés utan kapott fragmentet a teljes RAD18 gént tartalmazdé pUC19 konstrukt

ugyanezen helyeire klonoztam. Szekvenalast kdvetéen a konstrukt Mscl helyére ,stuffert”

illesztettem be, majd Narl-Pstl emésztéssel kapott 2700+900 bazisparnyi fragmentet élesztd

vektor ugyanezen hasitasi helyeire klénoztam.(11.4bra)
A létrehozott SAP domén delécios konstrukt:
pID798: Rad18A(246-296)
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1V.2. A delécios Rad18 fehérjéket hordoz6 torzsek fenotipus vizsgalata

Egy fehérje DNS hibatolerancia Gtvonalban bet6ltétt szerepének vizsgélatahoz, az adott
delécios feherjét kodold torzset DNS karositd hatdsoknak tesszik ki. Amennyiben a fehérje
részt vesz a hibatolerancia folyamatokban a térzs megndvekedett érzékenyseget mutat a
hasznlt szerekre a vad tipust kontrollhoz képest. Az &ltalam el6allitott Rad18 delécids
fehérjét hordozo torzset is ilyen vizsgalatoknak vetettiik ala.

2.1. C-terminalis delécids mutansok fenotipus vizsgalata:

| | 420-490

| | 450-490

| | 470-480

UV (J/m2)

WT

Lrad18

Arad18 Rad18

Arad18 Rad18A(450-490aa)
Arad18 Rad18A(420-490aa)
Arad18 Rad18A(470-490aa)

12.4bra: A Rad18 fehérje C-terminalis részén deléciét hordozé muténs térzsek UV érzékenysége

A 12. dbran a C-terminalis RAD18 deléciét tartalmazo térzsek lathatok, és ahogyan azt
az abra mutatja a teljes RAD18 delécioval ellentétben nem érzékenyebbek az UVsugarzasra a
vad tipusu RAD18 gént hordoz6 kontrollndl. Ugyanezen eredményeket kaptuk metil-
metanoszulfonat (MMS) metilald agenssel és hidroxy-urea (HU) replikaciét blokkold
vegyllettel valo kezelés hatdsara is, ezért a dolgozatban csak az UV sugarzassal végzett
kisérleteket mutatom be. Amint a képen is lathatjuk a C-terminalis RAD18 deléciok nem
érzékenyitették a torzset UV sugarzasra a vad tipusit RAD18 gent hordozo kontroll térzshoz
képest. (12. abra)

A hydroxi-urea ribonukleotid reduktaz inhibitor és a replikéacios apparatust a dCTP szint
csokkentésével blokkolva fejti ki karositd hatasat. A mutans torzseket HU kezelésnek vetettlik
ala és megvizsgaltuk, hogy a RAD18 gén kiillonb6z6 delécidi hogyan reagalnak a hydroxi-urea
kezelésre. Az el6allitott deléciok nem befolyasoljak a Rad18 fehérje replikdcidban betoltott
szerepét.

A kovetkez6 DNS karosito agens, melynek alavetettilk a Rad18 fehérje C-terminalis

részén deléciot hordozdé mutéans torzseket az MMS, mely a bazisok metilaciojaval fejti ki
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karositd hatasat. A C-terminalis RAD18 deléciok ugyanugy viselkednek MMS kezelésre, mint
a vad tipusi RAD18 gént hordoz6 kontroll torzs. Tehat a Rad18 fehérje C-terminalis részének

delécioja nem befolyasolja a Rad18 fehérje funkciojat a DNS hibatolerancia Gtvonalban.

2.2. Radl18 fehérje N-terminalis részén (RING és Zn-finger domén kozétt) deléciot

hordoz6 muténsok vizsgélata:

Il B N | | I ] | | 80-190 aa
[ I B [ I 7 | 115-190 aa
[ B [ | I | 155-190 aa
0 20 100 UV (J/m?)
wr

Arad1g

Arad18 Rad18

Arad18 Rad18 A{115-190)
Arad18 Rad18 4{155-190)

Arad18 Rad18A(80-190)

0.03 MMS (%)

WT

Arad1g

Arad18 Rad18

Arad18 Rad184(115-190)
Arad18 Rad18 &(155-190)

Arad18 Rad184(80-190)

13.4bra: a Rad18 fehérje N-terminalis részen a RING és Zn-finger domének kozott deléciot
hordoz6 mutéans toérzsek UV és MMS érzékenysége

Az N-terminalis deléciok kozil mindharom kuldnb6zd mértékben érzékenyiti a
torzseket UV sugarzasra a vad tipusu RAD18 gént hordozo kontrollhoz képest. Ugyanezen
fenotipusok megfigyelhetéek MMS tartalm0 lemezen is. Ez azt sugallja, hogy a RING és a
Zn-finger domének kozott talalhaté Rad18 régio szerepet jatszik az UV és MMS okozta DNS
karosodasok toleranciajaban (13. abra)

Az N-termindlis Rad18 deléciot tartalmazo torzsek a teljes RAD18 delécioval
ellentétben nem érzékenyebbek a HU tartalm( lemezeken a vad tipusu RAD18 gent hordozo
kontrollnal. Az elGallitott deléciok tehat nem befolyasoljak a Radl18 fehérje replikacidban
betoltott szerepét. A Rad18 N-termindlis 80-190as-ig terjed6 deléciot hordoz6 mutans torzs a

110 aminosavnyi hianyzd résznek kdszonhetéen minden altalam hasznalt DNS karosito
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kezelésre ugy viselkedik, mint a teljes RAD18 delécids torzs, valoszindileg egy esszencialis

funkcié kieséséhez vezetett a delécio.

2.3. Zn-finger és SAP domén, valamint csak Zn-finger delécids mutansok vizsgalata

RING Zn-finger SAP ATP  Rad6BD
i 28 65 190 210 278 312 365 371 410 490
[ I | | | I 1
[ | [T | I | 192-256
[ | | I 1 | 192-315

UV (J/m2)

WT

Arad18
Arad18RAD18A(115-190)
Arad18RAD18A(192-256)
Arad18RAD18A(192-315)

14.4bra: Zn-finger és SAP domén, valamint csak Zn-finger deléciés mutansok UV érzekenysége

A Zn-finger és SAP domén, valamint a csak Zn-finger delécié a teljes RAD18 gén
delécioval egyenl6 érzékenységli fenotipust mutatott. Ezek a fenotipusok voltak
megfigyelhetéek MMS tartalmu lemezen is. Ez azt jelenti, hogy a RAD18 geén esszencialis

funkciojat rontottuk el a Zn-finger domén deletalasaval.

1V.3. Rad18A(115-190) tdrzs genetikai vizsgalata:

Az MMS és UV érzékenyseg vizsgalata a Rad18A(115-190), Rad18A(155-190) delécios
torzsek esetében arra utal, hogy a deletalt régioknak szerepe van a Radl8 fehérje
funkcidjaban. Annak érdekében, hogy kiderithessilk a deletalt régié hol kapcsolodik be a
Rad18 funkcidjanak kialakitasédba, genetikai vizsgalatot, episztdzis analizist végeztiink a
Rad18A(115-190) torzset hasznalva.

Az episztazis analizis lényege, hogy a vizsgalni kivant gén delécidja mellett ismert
funkcidjua DNS reparacios géneket tavolitunk el a genombdl és a kettds delécios torzsek adott
karositd szerekre mutatott érzékenységét osszevetjik az egyes delécios torzsek
érzékenyégevel. Amennyiben a kett6s delécids torzs erzékenysége nem né az egyes delécios

torzzsel szemben, akkor a két vizsgalt gén egy utvonalban mdkddik, ellenkez6 esetben két
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kilonall6 utvonalban kilon helyezkednek el. A Rad18A(115-190) deléciét hordozo
muténsban el6allitottam a DDT utvonal harom kuloénbdz6 agat inaktivalo gének (MMS2,
REV1, RAD30) delécidjat és a fent ismertetett logikat kovetve megvizsgaltam a kettds
deléciosok UV sugarzasra és MMS karositasra mutatott érzékenységét.

A RAD30, mint azt mar az 1.3. fejezetben részleteztem, a Rad6/Rad18 fehérjekomplex
altal vezérelt DNS hibatolerancia kulon Gtvonalat alkotja. Erdekesnek tartottuk tehat
megvizsgalni, hogy az altalam létrehozott Rad18A(115-190) delécidt hordozdé mutans a
RAD30-cal egy episztazis csoportba sorolhatd e. A 15. abran jol lathatd, hogy a Rad18A(115-
190) és a RAD30 gen delécigjat tartalmazd kettGs delécids tdrzs nagyobb mértében
érzékenyiti az élesztd torzset, mint az egyes mutansok onalléan UV fény és MMS kezelés
hatasara egyarant. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a 115-190 aminosavig terjedd régié nem

a RAD30 utvonalat karositotta, nem tartoznak egy episztazis csoportba.

RING Zn-finger SAP ATP  Rad6BD
28 65 190 210 278 312 365 371 410 490
[ . | | 1 | |

[ I N I == e

10 80 UV (J/m?)

WT

Arad18

Arad18 Rad184(115-190)
Arad30

Arad30Arad18

Arad30 Rad184(115-190)

15.4bra: Rad18A(115-190) és Arad30 kett6s delécios torzsek UV érzékenysege

A DNS hibatolerancia utvonal transzlézios polimerazok altal mikéd6é mutagén agahoz
tartozik a REV1 gen, mely a kdvetkezd episztazis analizis vizsgalat szerepl6jévé valt. A 16.
abra azt mutatja, hogy az altalam elGallitott 115-190 aminosavig terjedd delécié a REV1
Gtvonalat nem karositotta, hiszen a kettés mutans sokkal jobban érzékenyitette az élesztd
torzset, mint az egyes mutansok énalloan.

A RADS 0t inaktivalasat az MMS2 gén deléciojaval hajtottuk végre. Az MMS2, mint az
1.3. fejezetben emlitettem, a Rad6/Rad18 fehérjekomplex altal vezérelt DDT masindjat a hiba
mentes atiras felé iranyitja. Az Ubc13-mal alkotott dimernek ubikvitin konjugalé szerepe van
és egy poliubikvitin lancot hoz létre a PCNA fehérjén, mely aztan a hibamentes atirast

eredményezi.
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RING Zn-finger SAP ATP  RadsBD

28 65 190 210 278 312 365 371 410 490
[ T B |l |
Il N B | I | 118120
0 20 60 UV (J/m?)
WT
Arad18

Arad18 Rad18

Arad18 Rad18A(115-190)
Arevl

Arevl Rad18A(115-190)

16. dbra: Rad18A(115-190) és Arevl kettds delécios torzsek UV érzékenysége

RING Zn-finger SAP ATP  RadéBD
28 65 190 210 278 312 365 371 410 490
Il B | I I |
I . B [ ] 115-190
0 20 80 UV (J/m2)

Rad18
Arad18 Rad18A(115-190)
Amms2

Amms2 Rad18A(115-190)

17.4bra: Rad18A(115-190) és Amms2 kett6s delécids torzsek UV érzékenysége

Ahogyan azt a 17. abran lathatjuk, a létrehozott Rad18A(115-190) deléciét és MMS2

deléciot egyszerre hordozd mutans azonos érzékenységet mutat az Amms2 mutanssal, tehat

Kijelenthetjuk, hogy az episztazis analizis logikaja alapjan ugyanazon hibajavitéasi Utvonalba

sorolhatdak. Ez szamunkra azt jelenti, hogy a kérdéses Rad18 régidnak szerepe van a DNS

hibatolerancia Utvonal hibamentes aganak miikodésében.

Tudjuk, hogy az MMS2 Gtvonal mikddéséhez a PCNA molekula poliubikvitilacidja

szlikséges, ezért kivancsiak voltunk, hogy a Rad18A(115-190) térzsben a PCNA molekula

poliubikvitilacioja hibatlanul végbe megy-e, vagy éppen ezt a folyamatot rontottuk el a

delécidval. Olyan éleszt6 torzseket hasznaltunk, amelyekben a vad tipust és K63R mutans

ubikvitin plazmidrol fejezédik ki, a genomi ubikvitin kdpiakat kideletaltuk.
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80 UV (Jim2)

0 5 50
WT Ub
K63R Ub
Arad18 WT Ub
Arad18 KB3R Ub
Arad18 Rad18 WT Ub
Arad18 Rad18 K63R Ub
Arad18 Rad18A(115-180) WT Ub
Arad1€ Rad18A(115-130) K63R Ub

18.abra: Rad18A(115-190) tdrzs ubiquitilacios képességének vizsgalata

Amint azt a 18. dbran lathatjuk a K63R mutans ubikvitint tartalmaz6 térzsben mind a vad
tipust, mind az altalam létrehozott N-terminalis mutdns Rad18-at kifejezd torzs hasonld
érzékenyseget mutat, a delécio nem novelte a torzs érzekenységét UV kezelés hatasara, tehat a
Rad18A(115-190) toérzsben a poliubikvitilacio alapbol gatolt.

1V.4. Indukalt és spontdan mutagenezis a Rad18A(115-190) delécids torzsekben

Mint azt az el6z6 fejezetekben lathatjuk, a kilonb6zé genetikai vizsgalatok szerint az
altalam létrehozott Rad18A(115-190) mutéans a DNS hibatolerancia utvonal RAD5 és MMS2-
UBC13 alkotta hibamentes javitast biztositdé agaba sorolhatd. A kapott eredmény
megerdsitésere ellendriztem a Rad6/Rad18 dtvonal mutagén aganak mikodését az altalam
eldallitott Rad18 N-terminalis deléciot hordoz6 térzsben, oly médon, hogy meghataroztam a
delécids torzs spontan illetve indukalt muticids ratajat. Ha a delécié a mutagén utvonal
mukaodését erinti, akkor kisérleteimben csékkent mutacios gyakorisdgot mutatna. Ha a deletalt
régié a Rad6/Rad18 utvonal hibamentes agéat inaktivalja, az néveli az UV indukalt mutacids
gyakorisagot a vad tipusi Rad18 tdrzshoz képest, hiszen az elvesztett hibamentes reparacid
szerepét a tovabbra is jol m(ikodd mutagen &g veszi at.

A Radl8 delécids konstruktot hordoz6 térzsben megemelkedett az UV karosodas
indukélta mutaciok szama a vad tipusi RAD18 gént tartalmazo kontrollhoz képest a teljes
MMS2 gén deléciojat hordozd torzzsel 6sszevethetd mddon. (19.4bra) Ez az episztazis analizis
vizsgalataival 0sszhangban tovabbi bizonyiték arra, hogy a kérdéses Radl8 régid

nélkiilézhetetlen a hibamentes DNS hibatolerancia ttvonal mikodéséhez.
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Indukalt mutagenezis dN(115-190)RAD18 Spontan mutagenezis
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19.abra: UV indukalt mutagenezisD Rad18,- Rad18A(115-190) deléciés mutans (A abra)

Spontan mutagenezis (B abra)

1V.5. A Rad18 fehérje altal kialakitott fehérje-fehérije kdlcsonhatasok vizsgalata éleszt6
kett6s hibrid modszerrel

Mint azt az el6z6ekben lathattuk, a C-termindlis delécidés mutansok kivételével mindegyik
deléci6 valamilyen defektet idézett el6 a Rad18 fehérje hibatolerancia Utvonalban betdltott
szerepében. Megvizsgéaltuk, hogy a genetikailag jol jellemzett N-terminalis Rad18 delécios
mutansok kolcsonhatasba tudnak e 1épni a Rad18 fehérje ismert kblcsonhatd partnereivel,

mint a Rad5 és Rad6. Erre alkalmas médszer az éleszt6 kettds hibrid rendszer.

1VV.5.1. N-terminalis delécios mutansok fehérje kdlcsdnhatasainak vizsgalata élesztd

kett6s hibrid rendszerben

A) Rad18-Rad6 interakcid vizsgalata:

A Rad18 legfontosabb interakcios partnere az ubikvitin konjugaz Rad6 fehérje, mellyel egyditt
a DNS hibatolerancia utvonal masinériajat vezeti. A legkézenfekvébb volt tehat, hogy
megnézzilk az N-terminalis deléciés mutansok kdlcsdn tudnak-e hatni a Rad6-tal. Ahogy azt a
sem befolyasolta a Rad18-Rad6 stabil komplex kialakulasat, a két fehérje kdlcson tudott
hatni, ezt a —L/-T/-H és -L/-T/-H/-A tartalmu lemezen névé koldnidk mutatjak, hiszen itt
csak azok képesek felndni, ahol a feherjék kozott kdlcsdnhatas 1ép fel.

B) Rad18-Rad5 interakcid vizsgalata:

Tudjuk, hogy a Rad18 fehérje a Rad5-tel is kdlcsdnhatasba kell Iépjen, hiszen a hibamentes
villa-visszaforditd Gtvonal m(kddése soran a Rad5-Mmms2-Ubcl3 fehérjék a mar Rad6-
Rad18 altal monoubikvitinalt PCNA molekulat poliubikvitinaljak. Amint az a 20.abran
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lathato, egyik N-terminalis Rad18 mutans sem tudott kdlcsonhatni a Rad5 fehérjével. Mig a
kontrol lemezen (-L/-T) a torzsek kivétel nélkil feln6nek, addig a —L/-T/-H lemezen csak
azok képesek, ahol interakcio van a két fehérje kozott, esetlinkben csak a vad tipust Rad18 és
Rad5 fehérje kozott detektalhato kdlcsonhatas. Ennek a kdlcsonhatasnak a hianya okozhatja a
hibamentes &g inaktivalasat a mi mutansunkban. Eleszt6 kettds hibrid kisérletekkel igy
meghataroztuk a Rad18 fehérje Rad5-tel kdlcsonhatd doménjét, mely a 155-190 aminosavig

terjedd szakaszra terkepezhetd.

[ | 80-190 aa
=] 115-190 aa

155-190 aa

AD:
BD:

RAD18{155-190)
RAD18(115-190) " ™ [
RAD18(80-190)

RAD18

pGAD424

BD:

RAD18(115-190)

RAD18(80-190)

pGBT9
RADS
RAD18

pGBT9
RADS

RAD18

L-TH-H-A g pGBTY
RADS
RAD18

20.4bra: Elesztd kettés hibrid kisérletek (AD: activation domain, BD: binding domain, L:
leucin, H: hisztidin, T: triptofan, A: adenin)
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IV.6. A Rad5 fehérje Rad18 fiiggetlen funkcidjdnak vizsgélata a Rad18A(115-190) tdrzs
0 5
0 &
21.abra: Rad18A(115-190) és Rad5 L538A (A. kép ATPaz mutans) és Rad5 1916A (B kép
RING mutans) térzsek UV érzékenysege

alkalmazasaval

A. 30 UV (I/Im?)

Arad18
Arad18 Rad18A(115-190)

Aradb
Rad5L538A
Arad5Arad18

Arad5 Rad18A(115-190)

Arad5 Arad18 Rad5 L538A
Arad5 Rad18A(115-190) Rad5L538A
B.

30 UV (Jm?)
Arad18

Arad18 Rad18A(115-190)
Arad5

Arad5 Rad51916A

Arad5 Arad18

Arad5 Rad18A(115-190)
Arad5 Arad13 Rad5 [916A

Arad5 Rad18A(115-190) Rad51916A

A teljes RADS5 deléciot tartalmazé torzs érzékenyebb fenotipust mutat, mint a Rad18A(115-
190) torzs, melyben a poliubikvitilacio folyamata gatolt. Ez nem meglepd, hiszen az
irodalombol ismert, hogy a Rad5-nek mas feladata is van a DNS hibatolerancia Gtvonalban,
mint a PCNA poliubikvitinalasa. A mi mutansunk igy alkalmas lehet a Rad5 egyéb
funkcioinak vizsgalatara. Annak kideritésére, hogy az egyéb funkcidhoz a Rad5-nek mely
domeénjei sziikségesek, az ATPaz és RING doménben mutans Rad5 fehérjét fejeztettiink ki
éleszt6ben. Ehhez a genomi RAD5 gént eltavolitottuk és kilénb6z6 RADS5 mutans
konstruktokat juttattunk vissza a sejtbe, mint az ATP&z funkcidéban mutans L538A és a RING
domén funkcidban mutans 1916A. Amint az a 21. &bran is lathatjuk a kett6s mutansok
(Rad18A(115-190) Rad5 1916A és Rad18A(115-190) Rad5 L538A) ugyanolyan érzékeny
fenotipust mutattak, mint az egyedili Rad18A(115-190) delécid, tehat a Rad5 egyéb

szerepéhez sem a RING sem az ATP4&z aktivitas nem sziikséges.
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V. Konkldzid

A Rad6/Rad18 fehérjekomplex altal vezérelt DNS hibatolerancia utvonal egyike a
szamos evoldcidsan rogzilt mechanizmusnak, mely a sejtek talélését biztositja a kilénb6z6
karosodasokkal szemben. Ez egy olyan Utvonal, mely a karosodott szélon is tovabbjuttatja a
replikacids villat a karosodott bazisok eltavolitasa nélkul. Harom al-Gtvonalra kalénul el, a
transzlézios polimerazokon keresztil megvalosulé mutagen (REV1, REV3, DEF1 és REV7) és
hibamentes (RAD30) al-Gtvonalra, valamint részét képezi még egy a replikaciés villa
visszaforditasat végz6 al-utvonal is, melyben a RAD5, MMS2, UBC13 gének m(ikddnek.

Kutatasaim ezen datvonal fontos feherjéjéhez, a Radl18-hoz kapcsolddnak, mely
rendelkezik 6t, mar azonositott régidval, ezek a RING, Zn-finger, SAP, ATP és Rad6 koto
domének. Marad azonban a fehérjén két szakasz is, amelyhez funkciét még nem tarsitottak A
feladatom a Radl18 fehérje még nem Kkarakterizalt régidinak analizise volt, azaz annak
vizsgalata, hogy a helyes térszerkezet kialakitasan tul van e specifikus funkciojuk. Ehhez a
Rad18 feheérje kiilonbdz6 delécids mutansait hoztam létre, melyeket plazmidokrdl fejeztettlink
Ki, mint egyedili Rad18 forrast a sejtekben. Harom C-terminalis, harom az N-terminalis
régioban a RING és Zn-finger domének kozott elhelyezkedd, valamint négy a Zn-finger és
SAP domén korul talalhatd delécios mutanst vizsgaltam meg.

1. A C-terminalis delécidt hordoz6 mutansok vizsgalatabdl megallapitottuk, hogy a Rad6 kotd
domén mogott taldlhatd C-termindlis véghez funkcidé nem rendelhet6. UV és MMS kezelés
hataséra is a vad tipusi RAD18 gént hordozo6 kontrollal megegyezé érzékenységet mutattak,
valamint a Rad18 fehérje replikdcidban betoltott szerepére sincsenek hatdssal a deléciok,
amint azt a HU kezelés mutatja.

2. Az N-termindlis delécidt hordoz6 Rad18 mutansok gatoljak a Rad6/Rad18 Utvonal DNS
hibatolerancidban betdltott szerepét, UV és MMS kezelés hatasara. Az érzékeny N-terminalis
delécios torzsek kozil a 115-190 aminosav deléciot hordozot episztazis vizsgalatnak vetettlik
ala és bizonyitottuk, hogy az altalam létrehozott kérdéses delécio az MMS2 génnel egy
episztdzis csoportba tartozik, igy a Rad6/Radl8 utvonal hibamentes aganak miikodését
csokkenti.

3. Eleszt6 kett6s hibrid kisérletekkel bebizonyitottuk, hogy a Rad18 155-190 aminosavig
terjedd szakasza a Rad5 fehérjével valo interakcioeért felel6s.

4. A Zn-finger és SAP domén korul elhelyezkedd delécidk vizsgalata még folyamatban van,
de annyit siker(lt kideriteniink, hogy a Zn-finger domen jelenléte esszenciélis a Rad18 fehérje

hibatolerancia Utvonalban bet6ltott szerepében.

32



V1. Roviditések

BER — bazis kivagd hibajavitas

DDT — DNS hibatolerancia

DNS — dezoxi-ribonukleinsav

dNTP — deoxiribonukleotid trifoszfat

El — ubikvitin aktivalo enzim

E2 — ubikvitin konjugéaz enzim

E3 — ubikvitin ligz enzim

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

HU — hidroxy urea

HRR —homoldg rekombinacios hibajavitas
LiAC — litium acetat

MMR — nem parosodo bazisokat eltavolito hibajavitas
MMS — metil-metanoszulfat

MMS2 — metil-metanoszulfat érzékeny fehérje 2
NER - nukleotid kivago hibajavitas

NHEJ — nem homolog végek 6sszekapcsolasa
oD - optikai denzitas

PEG — polietilén-glikol

Rad — radacio érzékeny fehérje

Rev - REVersionless protein

SDS — Sodium dodecyl sulfate - natrium dodecil szulfat
TLS - transzlézios szintézis

Ubcl3 - Ubikvitin carrier protein 13

uv — ultraviolet light - ultraviola fény
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VIII. Kbdszonetnyilvanitas

Kdszondém Dr. Unk lldikonak, témavezetémnek, hogy csoportjaban dolgozhattam és
munkam sorén szakértelmével, hasznos magyarazataival segitette a dolgozat elkésziilését.
Kdszonettel tartozom Vamsi Krishna Galinak, hogy tirelemmel és odafigyeléssel tanitott.
Halaval tartozom Halmai Miklosnak és Dr. Balint Evanak, akik a dolgozat megirasahoz

tanacsaikkal, odafigyeléstikkel jarultak hozza.

Tiszta szivvel kdszonom csaladomnak a sok gondoskodast, ami elkisért a tanulmanyaim

soran.
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IX. Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott Frittmann Orsolya kijelentem, hogy a dolgozatban leirt 6sszes munkafolyamatot én
végeztem el:

o élesztd sejtek transzformalasat

o lesztd torzsek érzékenységének vizsgalatat UV és mutagén agensek hatasara
e genomi DNS izolalasat €leszt6 sejtekbol

e plazmid DNS preparalast

e polimeraz lancreakciot

e [scherichia coli kompetens sejtek transzformalasat

e spontan mutagenezis meréseét

¢ indukalt mutagenezis mérését

e iranyitott génkiiitést

e fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutatasat élesztd kettés hibrid rendszerrel

Szeged, 2014. majus 12.

A ey

|
Frittmann Orsolya
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