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2. Roviditesek jegyzéke

BaP — Benzoapirén
BER — Base Excision Repair (bazis kivagé hibajavitas)

BiFC assay — Bimolecular Fluorescence Complementation assay (Bimolekularis Fluoreszcens
Komplementacios esszé)

BRCT domén — BRCAL C-Terminalis Domén

BSA — Bovine Serum Albumin

DAPI — 4°,6’-diamidino-2-phenylindole

DDR — DNA Damage Response (DNS karosodasra adott valasz)
DDT — DNA Damage Tolerance (DNS-hibatolerancia)

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO — Dimethyl Sulfoxide (dimetil-szulfoxid)

DNS — Dezoxiribonukleinsav

DSB — Double-Strand Break (kettds szalu torés)

E1 — Ubikvitinaktivalo enzim

E2 — Ubikvitinkonjugal6 enzim

E3 — Ubikvitin ligaz enzim

FBS — Fetal Bovine Serum

FRET — Fluorescence Resonance Energy Transfer (Forster-féle rezonans energiadtadas)
GFP — Green Fluorescent Protein (z6ld fluoreszcens fehérje)
HLTF — Helicase Like Transcription Factor

HR — Homologous Recombination (homolég rekombinacio)

ICL — Interstrand Crosslink (szalkdzotti keresztkotés)

MLH1 — MutL Homolog 1

Mms2 — Methyl Methanesulfonate Sensitivity Protein 2

MSH2 — MutS Homolog 2

NER — Nucleotide Excision Repair (nukleotid kivago hibajavitas)
NLD — Nuclear Localization Domain (Nukleéris lokalizaciés domén)

PBS — Phosphate Buffered Saline (foszfat pufferelt sdoldat)



PCA - Protein Complementation Assay (fehérje komplementacios esszé)
PCNA — Proliferating Cell Nuclear Antigen (replikativ polimeraz processzivitasi faktora)
PFA — Paraformaldehid

PIP — PCNA Interacting Protein Domain (PCNA interakcids domén)
Pol{ — DNS Polimeraz Zéta

Poln — Polimeraz Eta

Poli — Polimeraz lota

Polk — Polimeraz Kappa

PPI - Protein-Protein Interaction (fehérje-fehérje interakcid)

Rad6 — Radiation Sensitivity Protein 6

Rad18 — Radiation Sensitivity Protein 18

Revl — Reversionless 1

Rev3 — Reversionless 3

Rev7 — Reversionless 7

RIR — Revl Interaction Region (Revl interakcids régio)

ROS — Reactive Oxigen Species (reaktiv oxigén gyokok)

SHPRH — SNF2 Histone Linker PHD RING Helicase

SNP — Single Nucleotid Polimorphism

SSB - Single-Strand Break(egyes szala toreés)

TLS — Translesion Synthesis (transzlézids szintézis)

Ub — Ubikvitin

Ubal — Ubiquitin-Like Modifier Activating Enzyme 1

Ubcl13 — Ubiquitin Carrier Protein 13

UBM — Ubiquitin-Binding Motif (ubikvitink6t6 motivum)

UBZ — Ubiquitin-Binding Zinc Finger (ubikvitink6t6 cink ujj)

XPV — Xeroderma Pigmentosum V

YFP — Yellow Fluorescent Protein (sarga fluoreszcens fehérje)



3. Bevezetés

3.1. A genomstabilités fenntartasa
Az informacié a genomban dezoxiribonukleinsav (DNS) forméjaban tarolddik minden é16

organizmusban; a DNS-t a genom integritdsanak megérzése érdekében sziikséges fenntartani
és védeni (Knobel and Marti, 2011). Genomunk épsegét folyamatosan érik karosité hatasok,
amelyek rendkivil sokfelék lehetnek. Ennek kovetkeztében a DNS serilése elkertlhetetlen,
egyetlen egy sejtben akér tobb tizezer hiba johet Iétre naponta. Ezeket a hibakat okozhatjak
endogén, a sejt metabolizmusabdl, mint példaul lipid peroxidaciobol szarmazo vegyiletek,
valamint kulonfele reaktiv oxigén gyokok (ROS), illetve exogén, a kornyezetbdl szarmazo
hatasok és anyagok, mint peldaul az UV és ionizald sugarzasok, karcinogen vegyiletek
(Shaheen et al., 2010). Ezek hataséra kulonféle DNS-hibak johetnek létre, mint példaul
abazikus helyek, rosszul parosodott bazisok, egyes (SSB) és kettds szalu torések (DSB),
valamint szalon belili és szalak kozti keresztkotések (ICL). Ezek kijavitasara szamos,
konzervalt hibajavitdo utvonal fejlédott ki, mint a nukleotid- (NER), illetve baziskivago
javitbmechanizmus (BER), vagy a homoldg rekombinacios hibajavitds (HR). Ezekkel a
folyamatokkal ker(ilik el a sejtek a folyamatos bazisvesztést vagy modositast, illetve a kulénféle
mutaciok létrejottét. Vannak olyan esetek, mikor a DNS-hiba nem kerl kijavitasra eés a DNS-
szintézis soran a replikacios villa elakad a serulés helyénél (Shaheen et al., 2010). A megakadt
replikacios villak kénnyen 6ssze is omolhatnak, melynek eredményeképp SSB-k és DSB-k
johetnek létre, melyek kromoszomaatrendez6désekhez, ezaltal genomi instabilitdshoz
vezethetnek. Megfigyelték, hogy ezek a hibak nem mindig javitddnak ki, igy a kovetkezo
sejtgeneracioban mar mutacioként fognak 6roklodni. Ez azt jelenti, hogy bizonyos esetekben
az organizmusoknak fontosabb, hogy toleraljak a DNS-hibakat és folytassak a replikaciot, mint
hogy engedjék a replikacios villak 6sszeomlasat. Ezért a DNS hibamentes javitasara szolgalo
mechanizmusok mellett kialakultak olyanok is, melyek biztositjak a DNS-szintézis
folyamatossagat DNS-hibak mellett is, ezzel fenntartva a genom stabilitasat. Ennek egyik
legismertebb példaja a transzlézids szintézis (TLS), mely a sejtciklus S fazisadban aktivalodik,
mikor a replikativ polimeraz elakad a DNS-szintézis soran egy DNS-hiba okozta torzié miatt.
Ezt a jelenséget DNS hiba tolerancianak (DDT) nevezik (Andersen et al., 2008).

3.2. A TLS polimeréazok
A DNS polimerazokat az 1900-as évek masodik felében fedezték fel, elsdként az Escherichia

coli DNS Polimeraz | (Poll) enzimét. A 70-es években, amikor mar ismerték az E. coli
mindharom replikativ polimerazat (Poll, Polll és Pollll), publikdltdk az SOS DNS-hibajavito

modellt, ami egy mutaciéhagyd mechanizmust javasol. Ennek nyoman sikerilt szintén a 70-es
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években felfedezni élesztében az elsd, transzlézios szintézisben részt vevd polimerazokat.
Napjainkban mar szamos replikativ és TLS polimerazt ismerlink. Habar a DNS polimerazok
altalanos harmadlagos szerkezete er6sen konzervalt, a két tipus kdzott vannak jellegzetes
eltérések. A TLS polimeréazok aktiv régioja sokkal nyitottabb, mint a replikativ polimerazoké,
igy azok kdnnyebben haladnak & a DNS-hibakon, ugyanakkor nagyobb valdsziniiséggel
épithetnek be rosszul parosodott bazisokat is. Ez magyarazatként szolgal a két polimeraz tipus
pontossaga kozti eltérésre is, hiszen mig a replikativ polimerazok hibarataja 10°-108, melyet a
replikaciot segité fehérjék és a posztreplikativ, hibas bazisparosodast javitd mechanizmusok
lecsokkentenek 108-10"%-re, addig a TLS polimerazok hibarataja 102-102 kozt van. Ez a
kiilonbség azonban nem csak az aktiv centrum nyitottsaganak koszonhetd, mivel a replikativ
polimerazokkal ellentétben a TLS polimerazok nem rendelkeznek onjavité 3°-5 exonukledz
(proofreading) aktivitassal.

A polimerazok szerkezetiik és miikodésiik alapjan négy csaladba sorolhatok: A, B, X és Y.
Mivel dolgozatom szempontjabol a transzlézids szintézishez kapcsolt polimerdazok a
legfontosabbak, igy alabb ezek kertilnek részletes bemutatésra.

Az ,,A” csaladba tartozik a replikativ DNS polimeraz gamma (Poly), valamint a TLS polimeraz
théta (PolB) és nii (Polv) (Knobel and Marti, 2011).

A polimerazok ,,B” csaladjaba tartozo nagy pontossagu polimerazok a DNS polimeraz delta
(Pold), alfa (Pola) és epszilon (Pole), valamint a TLS polimeraz zéta (Pol().

A csalad tobbi tagjatdl eltéréen a Poll nem rendelkezik proofreading aktivitassal. Két
alegységbOl allo heterodimer fehérje, katalitikus alegysége a REV3, melynek génje a 6-0s
kromoszoma g karjan, strukturalis alegysége a REV7, melynek génje az 1-es kromoszoma p
karjan helyezkedik el. A DNS-sérilések hibahagyd athidalasanak egyik legfontosabb
résztvevdje, emellett szerepe van az IgG izotipusvaltasban is.

A polimerazok ,,X” csaladja csak TLS polimerdzokat tartalmaz, melynek tagjai a polimeraz
béta (PolP), lambda (PolL), mii (Polu) és a terminalis dezoxinukleotidil-transzferdz (TdT)
(Knobel and Marti, 2011; Yamanaka et al., 2017).

A DNS polimerazok ,,Y” csaladja kizarolag TLS polimerdazokbdl all: Revl, Polimerdz éta
(Poln), kappa (Polk) és iota (Polt). A csalad minden tagjara jellemz6 a konzervalt N-terminalis
polimeraz domén, mig a C-terminalis fellik variabilis. A csalad egyetlen tagja sem rendelkezik
proofreading aktivitassal.

A Revl génje a 2. kromoszoman talalhat6. A fehérje a tipikus, ,,Y” csaladra jellemz6 konzervalt
doméneket leszamitva tartalmaz még egy N-terminalis BRCT domént, valamint C-terminalis

felén rendelkezik két ubikvitink6té motivummal (UBM), melyeket egy polimeraz interakcios
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régio kovet. A Revl fehérje polimeréz aktivitasa csak az abazikus helyeken val6 athaladasra
korlatozddik, ez alapjan a f6 funkcidja nem a nukleotidok beépitése, hanem a monoubikvitinalt
PCNA jelére torténéd polimerazvaltas koordinacidja és eldsegitése. C-terminalis régidja képes
interakcidba Iépni szdmos TLS polimerdzzal, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a Revl
allvanyfehérjeként miikodik szamos TLS polimeraz szamara. Tovabba kimutattak, hogy a Revl
csendesitése rontja a G-kvadruplex (G4) strukturdk replikaciojat, ezaltal egyrészt limitalva a
hisztonok Ujrafelhasznalasat, masrészt kedvezve a frissen szintetizaltak beépulésének, ezzel
valtozésokat okozva az epigenetikai mintazatban (Knobel and Marti, 2011; Ohashi et al., 2004).
A Polimeréaz éta (Poln) aktivitasanak elvesztése egy rakra er6sen hajlamosité szindromat,
Xeroderma pigmentosum V-t (XPV) okoz, mely gyakran jar egyutt fokozott napfény-
érzékenységgel és a bérrak kialakulasanak megndvekedett kockazataval. UV sugarzas hatasara
a Poln nagymértéki kolokalizaciot mutat a PCNA-val a replikéacids fokuszokban. A fehérjét a
POLH gén kodolja, mely a 6-0s kromoszoman talalhatd. A konzervalt N-terminalis doménje
mellett rendelkezik egy Revl interakcios regidval (RIR), egy ubikvitinkoté cink ujj (UBZ), egy
nuklearis lokalizacios (NLD) és két PCNA interakcios (PIP) doménnel is (Knobel and Marti,
2011). Az XPV sejtek erzékenyek az UV sugarzasra és emelkedett mutacios ratat mutatnak
annak ellenére, hogy a NER miik6dik ezekben a sejtekben. Ebbd] arra kdvetkeztethetlink, hogy
a Poln ugy képes athaladni az UV okozta DNS-hibakon, hogy nem hagy mutaciokat. Hianyaban
a Polu veszi at a feladatat, ez azonban csak hibahagyd mechanizmussal képes athidalni az UV
okozta serlléseket (Kannouche and Stary, 2003) (Masutani et al., 1999). A Poln PIP és UBZ
doménjei fontosak a monoubikvitinalt PCNA-hoz vald kétésben, mely indukalja a transzlézios
szintézist. Amennyiben mutaciok jonnek létre ebben a két doménben, a sejtek UV sugéarzassal
szembeni érzékenysége megné (Knobel and Marti, 2011).

Az 5-6s kromoszoéman elhelyezkedd POLK gén kédolja a TLS polimeraz kappat. A fehérje N-
terminalis felén helyezkedik el a konzervalt polimeraz domén, mig C-terminalisan rendelkezik
egy RIR, két UBZ és egy PIP doménnel. Aktivitasa a Rad18-tdl és a monoubikvitinalt PCNA-
tol fugg. UV sugarzas hatasara kisebb mértékben kolokalizal a PCNA-val a replikacios
fokuszokban, mint a polimeraz éta. Kimutattak, hogy Polk deficiens ssejtek érzékenyebbek
benzoapirén (BaP) kezelésre, ami egy erdsen karcinogén vegyiilet, valamint kezelés utan a
sejtek nagységrendekkel tébb mutéciét halmoznak fel, jelezve, hogy Pol kappa hibamentesen
képes athidalni a BaP okozta DNS-modositasokat. Emellett a Polk képes athaladni UV indukalt
DNS-karosodasokon is, bar hibahagyé médon (Ogi et al., 2005)(Knobel and Marti, 2011).



A polimeraz iota-t a 18-as kromoszoman talalhato POLI gén kodolja. A fehérje a tobbi ,,Y”
csaladba tartozd polimerazhoz hasonloan rendelkezik egy N-terminalis konzervalt polimeréz
doménnel, C-terminalisan pedig egy RIR, két UBM és egy PIP doménnel. A PIP és UBM
domének fontosak a replikécios villahoz valé lokalizacioban és a monoubikvitinalt PCNA
hianyaban csokken a BER aktivitdsa, ¢s megnd a sejtek érzékenysége oxidaldo agensekkel

szemben (Petta et al., 2008)(Knobel and Marti, 2011).

3.3. A DNS-hibatolerancia utvonalak
Ha egy hiba a DNS-ben nem keriil javitasra a sejtciklus S-fazisaig, akkor az meg fogja akasztani

a replikéacids villat a DNS szintézis soran, mivel a replikativ polimerazok nem képesek tovabb
haladni a DNS szerkezetének torzulasa miatt. Ilyenkor aktivalodnak a DNS hibatolerancia
(DDT) utvonalak, melyek feladata, hogy a replikacioé folytatodjon (Liet al., 2021). A kiilonbdz6
DDT mechanizmusok egyik f6 mediatora a replikativ polimeraz processzivitasi faktora
(PCNA). A PCNA egy homotrimer fehérje, amely gytirlit formal a DNS koriil. Normal
replikacio esetén a replikacios komplex processzivitasi faktoraként segiti annak elérehaladasat,
azonban ha megakad a replikéciés villa, poszttranszlacios modositdsokon eshet at, ezzel

aktivalva a DNS hibatolerancia Utvonalakat (Andersen et al., 2008).

‘ N
— ./

Megakadt replikacios villa

A N

. \ AN AN
N\ iR :
o e \— /_\

P - ‘ A
Transzlézios szintézis  Replikacios villa megforduldsa Templat valtas
(Mutagenezis) (Hibamentes) (Hibamentes)

1. dbra: DNS hibatolerancia Gtvonalak (Andersen et al., 2008)
Ennek egyik lehetséges mechanizmusa a polimerdzvaltds. A replikacios komplex

megakadasakor a PCNA monoubikvitinalodik. Az ubikvitinacio egy konzervalt, széles kdrben
elterjedt folyamat, melynek soran az ubikvitin (Ub) - egy konzervalt, 76 aminosavbdl all6

fehérje - a célfehérje lizin aminosavdhoz képes kovalensen kapcsolodni. Els6 1épésben az
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ubikvitinaktival6 enzim (E1) megkoti az ubikvitint, majd atadja egy ubikvitinkonjugal6 (E2)
enzimnek. Az E2 ezutén kdlcsonhat egy ubikvitin ligaz (E3) enzimmel, ami ¢sszekapcsolja az
ubikvitint hordoz6 E2 enzimet a célfehérjével. Ezutan az ubikvitin az E3 ligaz tipusatol (HECT
vagy RING) fliggéen vagy kozvetleniil az E2 enzimrdl, vagy az E3 enzimen keresztil a
celfehérjére kerll. Polimerdzvaltas esetén az ubikvitinacios kaszkad enzimjei az Ubal (E1), a
Rad6 (E2) és a Rad18 (E3). A Rad18 a PCNA 164. lizin aminosavat (K164) ubikvitinalja. Ez a
maddositas nagyban megnoveli a TLS polimerdzok affinitdsat a PCNA-hoz azok UBM és UBZ
doménjei miatt, elésegitve toborzasukat a DNS-hibdhoz (Shaheen et al., 2010). Ezutan a
megakadt replikativ polimerdz egy TLS polimerazra cserélédik ki, amely képes nukleotidokat
beépiteni a hibaval szemben. A DNS-hiba tipusatol fliggben ezutan vagy ugyanaz, vagy egy
masik TLS polimeraz egy rovid szakasszal meghosszabbitja a szintetizdl6dé6 DNS-szalat, majd
Ujabb csere torténik és az eredeti replikativ polimeraz folytatja a DNS-szintézist. Attol fliggéen,
hogy ugyanaz a TLS polimeraz vegzi-e el az extenzios Iépést, mint a bazisinszerciot vagy egy

masik, beszéliink egy polimeraz, illetve két polimeraz mechanizmusrél (Knobel and Marti,

2011).
' —>  Replikativ DNS szintézis
DNS hiba

o

Rad6-Rad18
Transzlézids szintézis

(hibamentes/hibahagyd)
.‘

Sgs1-Top3 . L,
» Hibamentes javitas

Mms2-Ubc13-Rad5

2. abra: A PCNA-ubikvitinaci6 formdi (Zhang et al., 2011)
A PCNA monoubikvitin jele mddosulhat poliubikvitin lancca, a MMS2-UBC13 (E2) és a

HLTF vagy a SHPRH (E3) fehérjék segitségével (Li et al., 2021). Ez a poliubikvitin lanc

kilonbozik attél, ami a fehérjéket a proteoszomalis lebontasra jeldli ki, mivel ezesetben az
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ubikvitinek nem a 48. lizin aminosavukon, hanem a K63-on keresztiil kapcsolodnak
egymashoz. Ez a jeldlés egy hibamentes DDT mechanizmust indukal, a templat valtast. A
folyamat soran megfordul a replikécios villa, az Gjonnan szintetizalodott szalak hibridizalnak
egymassal és a hibamentes Uj szal fog templatként szolgalni a replik&ciéban (Andersen et al.,
2008).

3.4. A TLS szerepe a rakban és a kemoterapiaban
Vannak olyan tipusai a rdkos megbetegedéseknek, melyek rezisztensek bizonyos kemoterapias

szerekre, de a terdpia soran is szerezhetnek rezisztenciat. A két rezisztencia kozos pontjaa TLS.
Mivel a genomi instabilitds a daganatos megbetegedések egyik 6 jellemzéje, fontos kérdés,
hogy a TLS polimerazok expresszidjanak és aktivitdsanak valtozdsa milyen hatdssal van a
karcinogenezis mértékére. Egyre tobb kutatds mutatja ki, hogy a TLS polimerazok csdkkent
aktivitasa gyorsabb tumorgenezissel parosul (Yamanaka et al., 2017). Példaul Poln hianyaban
(XPV betegek) a pirimidin dimereket egy masik TLS polimeraz, a Pol hidalja 4t hibahagyo
modon. Tovabba megfigyelték, hogy bizonyos Polt mutaciok megnovelik a tiidérak kockazatat
ugyanugy, mint specifikus SNP-k jelenléte Revl-ben, valamint a Pol6 mutacioi gyakran
fordulnak elé mellrakos eseteknél. Ezek alapjan a TLS aktivitds hossza tava gatlasa szdmos
negativ hatassal jar, ugyanakkor tranziens inhibicidja elonyos lehet a daganat kezelésében. Erre
példa a szintetikus letalitds jelensége, ahol két Utvonal defektusa kilén-kalon nem, viszont
egyuttesen letalis hatasu a tumor sejtekre (Knobel and Marti, 2011). A Polp inhibicioja
szintetikus letalitast mutat MSH2 és MLH1 deficiens rakos sejtekben is. Emellett a TLS
polimerazok kitind célpontjai lehetnek adjuvans terapiaknak is, mert a TLS egylttes gatlasa
érzékennyeé teheti a tumorokat a kemoterapias kezelésre, ennek kovetkezményeként a 6 kezelés
effektiv dozisa is csokkenthetd (Yamanaka et al., 2017). Osszegezve, a TLS polimerazok
expressziojanak és aktivitasanak gatlasa emelheti a rakos sejtek genotoxikus kezelésekre val6
érzékenységet és jobb klinikai kimenetelt biztosithat a betegek szaméara. Az azonban még nem
ismert, hogy a TLS gatlasa a kezelés soran hogyan hat a normal, nem rakos sejtekre. Ahhoz,
hogy a kezelés folyaman a normal sejtekben eclkeriilhetéek legyenek a magas genomi
instabilitas miatt kialakulé malignus transzformaciok , a TLS polimerazokat csak tranziensen
célszerti gatolni, példaul lentivirdlis alapi megkdzelités helyett specifikus kismolekulak
hasznalataval (Knobel and Marti, 2011).

3.5. In vivo fehérje-fehérje interakciot vizsgalo rendszerek
A fehérje-fehérje interakciok (PPI-k) fontos szerepet toltenek be szamos bioldgiai folyamatban,

példaul egyesithetik kiilonboz6 jelatviteli Utvonalak szignéljait ezaltal koordindlva a sejt

szabalyoz6 mechanizmusait. A kilonfele kolcsonhatasok lathatova tétele lehetévé teszi az
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eltéresek megfigyelését kulonféle korilmények kozott (mint példaul: eltéré sejttipusok,
kiilonboz6 kornyezeti hatasok) (Kerppola, 2008). A PPI-k vizsgélatdra szamos maddszert
fejlesztettek ki, amelyek mind més-mas oldalrol vizsgéljak ezeket a kdlcsonhatasokat, példaul
segitenek 0] interakciés partnereket felfedezni, vagy leirdst adnak az adott kdlcsdnhatas
Kinetikdjarol. Ezen technikdk kozt taldlunk in vitro (protein microarray, réntgen
krisztallogréfia) és in vivo (éleszt6 két-hibrid, fehérje komplementécios assay) modszereket is
(Stynen et al., 2012a). Az in vivo mddszerek elénye, hogy az é16, intakt sejteken végzett
kisérletezés segit elkertilni azokat a lehetséges valtozasokat a kdlcsdnhatasokban, melyeket
példaul a sejtlizis okozhat, tovabbd a fehérje komplexek direkt vizualizacidja nativ
kdrnyezetiikben értékes Kiegészitése lehet mas vizsgalati médszereknek is. Napjainkban a két
legelterjedtebb in vivo fehérje-fehérje interakciot vizsgald modszer az éleszté két-hibrid
rendszer, illetve ennek tovabbfejlesztett valtozatai, valamint a fehérje komplementacion alapuld
technikak (PCA-k). A protein komplementacios modszerek egyik nagy elénye a két hibriddel
szemben, hogy viszonylag konnyen atviheték mas organizmusokba, példaul prokariotakba,
novényi, illetve emlds sejtekbe, s6t akar €16 allatokba is (Kerppola, 2008). A feheérje
komplementacié jelenségét mar vagy fél évszazada kutatjadk. Az enzim fragmentek kozti
komplementaciot elészor Richards fedezte fel, mikor a szubtilizinhasitott Ribonukledz A-t
vizsgalta. A hasitas eredményeképp egy S-fehérje és egy S-peptid jott létre. Megfigyelte, hogy
a hasitds utan is megmaradt a fehérje enzimatikus aktivitasa, ami azonban elveszik, ha
valamelyik fragmentet eltavolitja az oldatbol. Napjainkban mar tudjuk, hogy szdmos fehérje
hasithaté két olyan darabra, melyek késébb képesek Osszeallni spontan, kovalens kotés
kialakitasa nélkiil egy mikodoképes fehérjévé. Ez a hasitasi hely altalaban két jol definialt
masodlagos struktura kozti hurokban talalhatd. A komplementacios tesztekhez felhasznalhatd
fehérjefragmenteknek harom f6 jellemzdje van: a kiilonallo daraboknak ellenallonak kell
lennilik a proteolitikus lebontassal szemben, emellett a fragmentek kalon-kilon nem
mutathatnak aktivitast, ha azonban mindkét fél jelen van és megtdrténik a komplementacio,
visszadll az eredeti fehérje funkcidja, aktivitdsa. Kiilondsen jelentds I€pés volt a
fehérjeinterakciok vizsgalatanak fejlédésében, amikor felfedezték, hogy bizonyos protein
fragmentek asszociacidja eldsegithetd, ha a két, N- és C-terminalis felet specifikus interakcios
partnerekhez fluzionaltatjak. Ez az alapja a ma is hasznalt hasitott-fehérje komplementacios
esszéknek (Romei and Boxer, 2019). Az els6 rendszert élesztdben hoztdk létre. A kisérletben
szereplé ubikvitin fragmentek csak akkor alkottak aktiv protedz tag-et, ha azokat egymassal
kolcsonhatasba 1ép6 fehérje parhoz (leucin-cipz&r homodimer két tagjahoz) kapcsoltak

(Johnsson and Varshavsky, 1994). Ezt a kisérleti elrendezést tovabb gondolva hoztak létre
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késébb a split-luciferdz rendszert, amely in vitro és in vivo is alkalmazhaté. Ezt a
biolumineszcencian alapulé moédszert emlés sejtekben fejlesztették ki, humén fehérje-fehérje
interakciok vizsgalatdhoz. Fénykibocsatas akkor jon létre, amikor a luciferdz enzim a luciferin
nevil szubsztratjat oxidalja. A luciferaz fragmentek asszociacioja reverzibilis, ami kdzel valos
idejii interakcids vizsgalatokat tesz lehetévé. Tovabbi elénye, hogy természetes allapotukban
az emlds, példaul human sejteknek minimalis a lumineszcens hatteriik, magas jel/zaj aranyt
eredményez, ami kedvezo a kisérlet kiértékelése tekintetében. Az ubikvitinen és luciferazon
kivul a leggyakrabban hasznlt riporter fehérjék koze tartozik még a béta-galaktozidaz, a torma
peroxidaz, valamint kulénféle fluoreszcens fehérjék (Stynen et al., 2012b).

3.6. Bimolekularis Fluoreszcencia komplementacios assay
Napjainkra az egyik legelterjedtebb ¢és talan leggyorsabban fejloédé tipusa a fehérje

komplementéacids assay-knek a split-fluoreszcens protein rendszer. Ez a tipus annyira elterjedtté
valt, hogy egyedi nevet is kapott: bimolekularis fluoreszcencia komplementacios assay (BiFC
assay). Ezen megkdzelités alapja hasonlo a korabbi verziokhoz, egy fluoreszcens fehérje N- és
C-terminalis fele van 6sszekapcsolva egy egymassal kélcsonhato fehérje par egy-egy tagjaval.
Kulon-kulon egyik fragment sem mutat fluoreszcenciat, azonban ha interakcio jon létre a
vizsgalt fehérjek kozt, és a két fel eléeg kozel kerul egymashoz, képesek dOsszeallni és
visszanyerni fluoreszcencidjukat. A fluoreszcens fehérjét alkoté fragmentek maguktél is
kapcsolodhatnak kis gyakorisdggal, azonban ha egymaéssal kdlcsénhatd fehérjékhez

fuzionaltatjuk azokat, az asszociacio mértéke nagysagrendekkel megné (Kodama, 2010).

Venus fragmentek

N

Venus 1 . Venus 2 Venus 1 , Venus 2
5 S —_— % 5 Fluoreszcens jel
Fehérje Fehérie Fehérie Fehérje
N B AT B

Vizsgalt fehérjék

3. abra: A Split-Venus rendszer sematikus dbraja
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Az elso felfedezett fluoreszcens fehérje a zold fluoreszcens fehérje (GFP) volt, fragmentjeinek
szamos elénye van, példaul a kiértékeléséhez elegendd egy fluoreszcens mikroszkop, és nem
kell a mintakat jeloIni exogén fluoroférokkal vagy festékekkel. A mddszer szamos proteintipus
kozti interakcid kimutatasara képes, lehetové teszi specifikus fehérjekomplexek sejten belili
lokaliz&cidjanak vizsgalatat természetes kortlmények kozott, emellett mindehhez nem
szlikséges mélyebb informéaciokkal rendelkezniink a vizsgalt fehérjék struktdrajardl. A BiFC
assay tovabbi eldnyei: segitségével direkt modon vizsgalhatjuk a fehérjék kozti
kolesonhatasokat, emellett mivel €16 sejtekben miitkodik a rendszer, elkeriilhetjiik a miihibakat,
melyeket a sejtlizis, illetve a fixalas okoz, tovabbd a vizsgalt fehérjek természetes
kornyezetiikben termelddnek és oszlanak el a sejtkompartmentek kozott. Emellett ahhoz, hogy
a fluoreszcens jelet lassuk, nem sziikséges a fehérjék nagy részének kolcsdnhatnia, s6t nem
szUkségszerli a fragmenteknek sem pontos helyzetben lenniiik egymdshoz képest, csak elég
kozel kell kerilnilik egymashoz (Kerppola, 2008). Tovabbi elonye, hogy a fluoreszcens protein
fragmentek kis méretiieck, kevésbé zavarnak be a vizsgalt fehérjek szerkezetébe és
ezert a rendszerrel képesek vagyunk gyenge, illetve tranziens PPI-k vizualizacidjara is. Az
eml6s sejtek tobbsége minimdlis fluoreszcens hattérrel rendelkezik, ami magas jel/zaj aranyt
jelent, igy konnyli megkiilonboztetni a valodi jeleket a hattértél (Romei and Boxer, 2019). A
negativ oldala, hogy nem ad lehetdséget valos ideji vizsgalatokra, mert stabilizalja a kialakult
interakciokat, ezaltal nem szolgéltat informaciot azok kinetikajarol. Emellett a fluoreszcens
fehérje kromofdrja sem alakul ki azonnal a kélcsonhatas kdvetkeztében, a lassabb érés is a
fluoreszcens jel felhalmozddasahoz vezet. Tovabbi probléma, hogy két fehérje esetén nyolc
fuzios kombinacio lehetséges, amelyeknél nem josolhatd meg elére, hogy melyik fogja a
leger6sebb fluoreszcens jelet adni, igy ezt empirikus tGton kell meghatarozni (Kerppola, 2008).
Emellett a rendszer szintén szenved azoktél a nehézségektél, amiktdl a tradicionalis
fluoreszcens kisérletek is, mint a jel kifakulasa, a fototoxicitas, illetve az autofluoreszcencia
jelensége (Romei and Boxer, 2019). J6 hir azonban, hogy a felmeriild nehézségek tobbségére
mar talaltak megoldast. A legelsonek felfedezett fluoreszcens fehérje a GFP volt, igy a BiFC
technikaban is ez terjedt el. A protein extrém tolerans a mutaciokkal szemben, napjainkra mar
rengetegféleképp maodositottak, szamos aminosavcserét hajtottak létre, ezaltal szamos
problémat megoldva, hisz sikerilt megvaltoztatniuk az expresszio szintjét, a fehérje stabilitasat,

szinét, érzékenységét a fakulasra, illetve a kromofor maturacios ratajat. Human sejtekben a
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sérga fluoreszcens fehérje (YFP) hasznalata a legelterjedtebb, valamint a bel6le szarmaztatott
Venus proteiné, melynek intenzitasa megkozelitden tizszerese elodjének, valamint gyorsabb a
kromoféor érése és kevéshé érzékeny a kornyezet valtozasaira, azonban a hattere is
szamottevOen magasabb (Kodama, 2010).

Napjainban a rendelkezésre allo fluoreszcens fehérjék lefedik a lathatd spektrum nagy részét,
ez lehetévé teszi, hogy tobb fehérjepar interakcidjat vizsgalhassuk egyszerre (Miller et al.,
2015). Emellett lehetéségiink van kombindlni a BiFC rendszert a Forster-féle rezonans
energiaatadassal (FRET) is, igy tobb fehérjébdl allo komplexek, esetleg jelatviteli utak nagyobb
szakaszai is konnyedén vizsgalhatok egy kisérleti elrendezésen belul (Wang et al., 2018).
Manapsdg a modszert mar nem csak interakcios partnerek keresésére hasznaljak, egyre
elterjedtebb, hogy adott interakciot katalizald, illetve gatldé gydgyszerjeldltek utan kutatnak.
Eme kutatasokban kilénféle molekulakdnyvtarakat tesztelnek vegig, két kdlcsonhato fehérjére
mar optimalizalt rendszerben (Dai et al., 2013); (Shekhawat and Ghosh, 2011).
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4. Célkitiizések

Bizonyos tumorok rezisztensek, vagy rezisztensse valhatnak az alkalmazott kemoterapias
szerrel szemben. Ezen rezisztencidk egy kozds pontja a transzlézios szintézis, mely id6leges
inhibiciojaval novelheté a tumorok érzékenysége a genotoxikus agensekkel vald kezelésre,
azonban a TLS folyamatos, hosszan tartd géatlasa megndvelheti a genomi instabilitast az
egészséges sejtekben.
Csoportunkban olyan kismolekulakat kerestlink és vizsgaltunk in vitro biokémiai reakcidkban,
melyek képesek a PCNA fehérje ubikvitinaciojat gatolni, ami a TLS aktivalasanak egyik 6
elofeltétele. Korabbi Kisérleteink alapjan az NSC 623095-0s és az NSC 338106-0s
kismolekuldk képesek gatolni ezt az interakciot, a Rad6 és a Rad18 fehérjék kdlcsonhatasanak
inhibiciojan keresztll. Ugyanakkor az NSC 338107-es kismolekula, amely az NSC 338106-0s
izomere, egyik interakcidra sem mutatott gatld hatast. Munkank kovetkezd Iépéseként ezen
kismolekula inhibitorok hatasat human sejtekben is vizsgalni kivantuk, mely megvalositasahoz
a kovetkezo Kkisérleteket terveztiik:
e Split-Venus protein-protein interakcidt vizsgald rendszer optimalizalasa a Rad6-Rad18

interakciora és a PCNA ubikvitinéciora

o megfelel6 kombinaciok kivalasztasa

o mikroszkdpos szkennelés és analizis optimalizalasa
e Az NSC 623095-6s kismolekula hatasanak vizsgalata Split-Venus rendszerrel:

o Rad6-Rad18 fehérjék kozti interakciora

= Rad6-Rad18 fokuszok kolokalizaciojanak vizsgalata PCNA-val

o PCNA ubikvitinaciora
e Az NSC 338106-0s és NSC 338107-es kodu kismolekulak hatasanak vizsgalata Split-Venus

rendszerrel:

o Rad6-Rad18 fehérjék kozti interakcidra

o PCNA ubikvitinaciora
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Oldatok
e 10xPBS puffer (foszfat pufferelt sdoldat): 80 g/l NaCl; 2 g/l KCI; 6,1 g/l Na,HPO4; a

kisérletekhez 10x higitott oldat (1xPBS puffer)

e Fixalo6 oldat: 40 g/l paraformaldehid (PFA), 1xPBS-ben oldva, pH=6,9

e Tripszin oldat: 0,25% Tripsin-EDTA (1X), Gibco, katalogusszdm: 25200-072

e DAPI oldat: 4 pl 4°,6-diamidino-2-fenilindol (gyartd: Sigma-Aldrich, katalogusszam:
28718-90-3), 100 pul penicillin-streptomycin oldat (100x, Corning, katalégusszam: 30-
002-Cl), 2,5 ml glicerol, 7,5 ml 1xPBS; kisérletekhez 1000x higitva 1xPBS oldatban

e Blokkol6 oldat immunfestéshez: (50 ml) 5 ml FBS; 45 ml 0,1%-0s TritonX oldat
1xPBS-ben oldva

e Preextrakciés oldat: 0,5% TritonX-100; 20 MM HEPES (pH 7,4); 3 mM MgCl; 50 mM
NaCL; 300 mM szukrodz;

5.2. Antibiotikumok, szelekcios reagensek
e penicillin-streptomycin oldat (1 g streptomycin, 10° NE penicillin/100 ml oldatban,

100x, Corning, katalogusszam: 30-002-Cl)

5.3. Tapoldatok
e komplett/szelekciomentes tapoldat: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,

Sigma-Aldrich, katalogusszdm: D6429), 10% FBS (Fetal bovine serum, Gibco,
kataldgusszam: 10270-106), 1% penicillin-streptomycin oldat (1 g streptomycin, 10°
NE penicillin/100 ml oldatban, 100x, Corning, katalégusszam: 30-002-Cl)

e Lipofectamin 2000 transzfekcibhoz hasznélt téapoldat: OptiMEM (Gibco,
katalogusszam: 31985062)

5.4. Transzfekcios reagensek
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, kataldgusszam: 11668019)

5.5. Ellenanyagok
e nyul anti-hPCNA (Santa Cruz Biotechnologies, Kkatalogusszam: sc7907),

immunfestéshez: 200x-o0s higitasban hasznalva

e kecske anti-nyul IgG Alexa Fluor 568 konjugalt (Invitrogen, katalogusszam: A11011),

immunfestéshez 200x-es higitasban hasznalva
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5.6. Sejtkulturak
e HelLa: ATCC, Cat#CCL-2

A HelLa sejteket inkubatorban 37 °C-on, 5% CO; tartalom mellett, komplett meédiumban

ndvesztettiink.

5.7. Plazmidok
e pcDNA3-V1-GW::hRad18: A Venusl-Radl8 fuzios fehérje folyamatos termelddését
biztositd emlds expresszids vektor (4. abra).

attB2
TOPO® binding site|

BGH pA
SKIE-2749
hRAD18 X
SKIE-2748 o
directional TOPO® overhang pEM7
TOPO® binding site
attB1 ZeoR
pcDNA3-V1-GW::hRA D18-S<I1i
vi 6881 bp
pT?7
pCMV
ol
_ < 0

pBle

ApR

4. dbra: A pcDNA3-V1-GW::hRad18 plazmid térképe
e pcDNA3-V2-GW::hRad6: A Venus2-Rad6 fuzidés fehérje folyamatos termel6dését

biztositdo emlbs expresszios vektor (5. abra).

attB2

SKIE-2955
hrad6B

BGH pA
cutl
attB1
SKIE-2954
V2 pEM7
pT7 t w ki
ZeoR
pcDNA3-V2-GW::hRAD6 v\
oMy 6264 bp
p

pBle
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5. abra: A pcDNA3-V2-GW::hRad6 plazmid térképe
pcDNA3-V2-GW::GUS: Venus2-GUS fuzios fehérje folyamatos termelédését biztosito

eml6s expresszios vektor, melyet kisérleteinkben kontrollként hasznaltunk (6. abra).

attB2 BGH pA

SKIE-2540

PEM7
- ZeoR
\\\
attB1 Y
pcDNA3-V2-GW::GUS
SKIE-2539 742700
V2 ,
pT7 % [/ T ColEL

pCMV

pBle ApR
6. abra: A pcDNA3-V2-GW::GUS plazmid térképe
pcDNA3-V1-GW::PCNA: A Venusl-PCNA fuzios fehérje folyamatos termelodését

biztositdo emlbs expresszios vektor (7. abra).

attB2
SKIE-2506
hPCNA BGH pA
cutl
attB1
»
SKIE-2505
Vi pEM7
PTT_4 1
ZeoR
pcDNA3-V1-GW::hPCNA ||
4
6272 bp
pCMV

ColE1l

pBle

ApR

7. abra: A pcDNA3-V1-GW::PCNA plazmid térképe
pcDNA3-V2-GW::Ubikvitin: A Venus2-Ubikvitin  faziés fehérje folyamatos

termel6dését biztosité emlds expresszios vektor (8. abra).
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attB2

BGH pA

SKIE-2867

pEM7
pCMV \ ZeoR
pcDNA3-V2-GW::UBB T:
5880 bp N7

pBle

ColEl
8. abra: A pcDNA3-V2-GW::Ubikvitin plazmid térképe

5.7.1. A Kkiserletekhez hasznalt tovabbi plazmidok
e pcDNA3-GW-V1:mMEK-1

e pcDNA3-GW-V2::hTRB-1
e pCDNA3-V1-GW::GUS

e pcDNA3-V1-GW::hRad6
e pcDNAS3-V2-GW::hRad18
e pcDNA3-GW-V1::hRad18
e pcDNA3-GW-V2::hRad6
e pcDNA3-GW-V1::hRad6
e pcDNA3-GW-V2::hRad18
e pcDNA3-V1-GW::UBB

e pcDNA3-V2-GW::hPCNA
e pcDNA3-GW-V1::hPCNA
e pcDNA3-GW-V2::hPCNA

5.8. Mddszerek

5.8.1. Hel a sejtek transzfekcidja
A HelLa sejteket 6 lyuku lemezen elhelyezett feddlemezeken ndvesztettilk, megkozelitéen 70%-

os sejtsiiriiségig. A transzfekciot Lipofectamine 2000 reagenssel végeztik a gyarto ajanlasa
alapjan. A plazmid DNS-t (34 ug), valamint a Lipofectamin 2000 reagenst (10 ul) két kilon
1,5 ml-es mikrocentrifuga csében mértiik 6ssze OptiMEM-mel, 250-250 pl végtérfogatban.
Vortexelést és 5 perc szobahdmérsékleten torténd inkubéciot kovetden egy csébe mértiik dssze
a DNS-OptiMem és a transzfekcids reagens-OptiMem elegyet, majd egy Ujabb vortexelést

kovetden 20 percig inkubaltuk szobahdn. Ezalatt leszivtuk a sejtekrél a tapoldatot, helyére 2 ml
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OPTIMEM-et mértiink. Az inkubacio letelte utan a transzfekcids elegyet a sejtekre
csepegtettlik, lyukanként eltéré plazmidkombinécidkat alkalmazva, majd 4 &érén keresztil
inkubaltuk 37 °C-on, végil a transzfekcios tapoldatot friss, komplett tapoldatra cseréltik.

5.8.2. A sejtek kezelése kismolekulakkal
24 oraval a transzfekciot kovetden a fed6lemezeket athelyeztik 24 Iyuka lemezre Ugy, hogy

minden fedblemez kiilon lyukba keriilt. A sejtekre kismolekulaval kiegészitett komplett
tapoldat kerilt. A Rad6-Rad18 interakcio vizsgalatanal minden kismolekula esetén 4 kiilonb6z6
koncentraciot (100-400 uM) és egy kismolekula nélkiili, a molekulak olddszerét (DMSO)
tartalmazo kontrollt hasznéltunk parhuzamosan. A PCNA ubikvitinacié vizsgalatndl a DMSO
kontroll mellett csak egy koncentracioban (300 uM) alkalmaztuk az adott kismolekulat. A
kismolekula tartalm0 tapoldatokban 6 6rat inkubaltuk a sejteket, majd az inkubéacid lejartakor
a tapoldatot friss, komplettre csereltik.

5.8.3. Sejtek UV kezelése

A sejtek UV kezelését a transzfekciot kovetd napon végeztiikk el (kismolekulaval is kezelt
mintak esetén 3 oOra kismolekuldval valé inkubacié utan végeztiik az UV kezelést, majd a
besugarzas utan a sejtekre visszamértiik a kismolekula tartalmu tapoldatot Gjabb 3 érara). Ehhez
eldszor eltavolitottuk roluk a tapoldatot, majd 1xPBS-sel torténd mosast kovetden a sejteket 20
JIm? intenzitasu UV fénnyel sugaroztuk be. A kezelés utan a sejtekre friss, komplett tapoldatot
mértiink, majd a sejttenyészt6 termosztatban inkubaltuk azokat 3 6ran keresztul. A mintakat az

inkubéacid lejarta utan fixaltuk mikroszkdépos analizishez.

5.8.4. Sejtek immunfestése
A kismolekula kezelést kovetéen 1x PBS-sel mostuk, majd 1-1 ml preextrakcios pufferben

permeabilizaltuk a sejteket 4 °C-on 5 percig. A puffer leszivasa utan 4%-os PFA oldatban
inkubaltuk a mintakat 4 °C-on 20 percig, amit egy 1x PBS-el valé mosas kovetett. Ezutan
metanolos fixalas kovetkezett 20 percig -20°C-on, majd a sejteket hdromszor mostuk 1xPBS-
sel. Ezt kovet6en lyukanként 2-2 ml blokkol6 oldatot mértiink a mintakra. Masfél 6ra blokkolast
kovetden leszivtuk a sejtekrdl az oldatot. Ezutin helyeztilk a mintdinkra az elsddleges
ellenanyagot (anti-PCNA) 200x-os higitasban, blokkold oldatban, feddlemezenként 100 pl-t.
45 perc szobahdn torténd inkubéciot kdvetden eltdvolitottuk az ellenanyagot a sejtekrdl, majd
5-sz6r mostuk 6ket 0,1%-0s TritonX oldattal. A mosés utan helyeztik a sejtekre a méasodlagos
ellenanyagot (Alexa Fluor 568 konjugalt anti-nyal) szintén 200x-os higitasban,
fedélemezenként 100 pl-t, majd 45 percet inkubaltuk a sejteket szobahdémérsékleten. Az

ellenanyag eltavolitasat kovetden a mintakat 5-sz0r mostuk 0,1%-0s TritonX oldatban. Ezutan
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a sejteket DAPI-val festettik, végil kdoromlakk segitsegével rogzitettiik a fedélemezeket a

targylemezekre.

5.8.5. A sejtek fixalasa és festése mikroszkopos analizishez
A tapoldat leszivasa utan 1x PBS-sel mostuk a sejteket, majd 4%-os fixalé oldatban (4%-0s

parafolmaldehid oldat) inkubaltuk 10 percet. A fixalé oldat leszivasa utdn kétszer alaposan
atmostuk a sejteket 1xPBS-sel, majd DAPI oldatot mértiink rajuk a sejtmagok festéséhez. 5
perc inkubacidt kdvetden eltavolitottuk a DAPI oldatot a sejtekrdl, majd egy 1xPBS-sel torténd

mosast koveten a feddlemezeket koromlakk segitségével targylemezeken rogzitettik.

5.8.6. A mintdk mikroszkdpos analizise
A mintak vizsgalatat az ImageXpress Micro Confocal mikroszkop (Molecular Devices)

segitségével végeztikk. Minden fedélemezr6l 100 képet készitettlink, melyeken 2-4000 sejt volt
atlagosan. A lemezeket két hullamhosszon szkenneltiik: DAPI: 447 nm és FITC: 536 nm.
Excitacios/gerjesztési idék: DAPI: 100 ms, FITC: 100 ms. A PCNA immunfestett mintakat
harmadik hulldmhosszon (Texas Red: 624 nm) is szkenneltiik, a gerjesztési id6 100 ms volt. A
szkenneléshez Plan Apo A 40X-es objektivet hasznaltunk. A szkennelés soran készitett fotokat
az Egyedi modul szerkeszt6 segitségével altalunk Iétrehozott ,,.BiFC with transfluor” nevii
programmal analizaltuk, mellyel a Venus+ fokuszok szamat vizsgaltuk a sejtmagok tertleten.
PCNA immunfestett mintak esetén a ,,BiFC with Transfluor+immunostaining” nevii programot
hasznaltuk. A programokban hasznalt paraméterek az alabbiak:
Név: ,,BiFC with transfluor”

e Minimum sejtmagmeret (DAPI): 5 um (= 30 pixel)

e Maximum sejtmagméret (DAPI): 25 um (= 150 pixel)

e Minimum fokuszméret (FITC): 0,5 um (= 3 pixel)

e Maximum fokuszméret (FITC): 2 um (= 12 pixel)

e Minimum intenzitds a kornyezd hattérhez képest (DAPI): 1000 graylevel

(pixelintenzitas)
e Minimum intenzitds a kornyezd hattérhez képest (FITC): 3000 graylevel

(pixelintenzitas)

Név: ,,BiFC with transfluor+immunostaining”
e Minimum sejtmagméret (DAPI): 5 um (= 30 pixel)
e Maximum sejtmagméret (DAPI): 25 um (= 150 pixel)
e  Minimum fékuszméret (FITC): 0,5 um (= 3 pixel)
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e Maximum fékuszméret (FITC): 2 um (= 12 pixel)

e Minimum fokuszméret (Texas Red): 0,5 um (= 3 pixel)

e Maximum fokuszméret (Texas Red): 2 um (= 12 pixel)

e Minimum intenzitds a kornyezé hattérhez képest (DAPI): 1000 graylevel
(pixelintenzitas)

e Minimum intenzitdas a koOrnyez6 hattérhez képest (FITC): 3000 graylevel
(pixelintenzitas)

e Minimum intenzitdis a kornyez6 hattérhez képest (Texas Red): 300 graylevel

(pixelintenzitas)

A Kkapott értékeken varianciaanalizist (ANOVA) végeztink a GraphPad Prism 7.0
programcsomag segitségevel.

(nem szignifikans: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001)

A grafikonokon a hibasavok az atlag standard hibajat (SEM: Standard Error of Mean) jel6lik.
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6. Eredmények

6.1. Megfelel6 kombinaciok kivalasztasa
Annak érdekében, hogy human sejtekben is vizsgalhassuk az in vitro biokémiai elékisérletek

alapjan kivalasztott igeretes kismolekuldk hatasat, létrehoztunk egy rendszert, amely a
bimolekularis fluoreszcencia komplementéacié (BiFC) jelenségén alapszik. Els6 1épésként a
Rad6 és Rad18 cDNS szekvenciékat olyan emlés expresszios vektorokba klénoztuk, amelyek
a Venus gén N- és C-terminalis darabjaval hoznak létre N- illetve C-termindlis flzidkat, majd
meghataroztuk azt a kombinaciot a lehetséges nyolchol (9. abra), mellyel a Rad6-Rad18
interakciot legjobban vizsgalhattuk. Erre a Iépésre azért volt szikség, mert a Venus fragmentek
befolyasolhatjak a vizsgalt fehérjék interakciojat, attdl fliggden, hogy a fehérjék N- vagy C-
terminalisdhoz vannak fuzionaltatva. Az eltérd kombindciok kiillonbozd erdsségli jelet
adhatnak, tovabba a Venus fragment elhelyezkedése a mintak fluoreszcens hatterének mértékeét
is befolyasolhatja. Kisérleteinkben HeL a sejteket transzfektaltunk Lipofectamine 2000 reagens
segitségével, a mar emlitett nyolcfele kombinacidéban. Mellettiik pozitiv kontrollkent a MEK1-
TRIB1 fehérjepart hasznaltuk, melyek bizonyitott interakcios partnerek, az altalunk hasznalt
rendszerben homogén jelet adnak a sejtmag teriileten (Yokoyama and Nakamura, 2011).
Negativ kontrollként a GUS fehérje szolgalt, mindig a vizsgalt fehérjék egyikével kombinalva.
Mivel a GUS egyik altalunk vizsgalt fehérjével sem 1ép kdlcsonhatasba, ezért nem lathato
Venus pozitiv jel a GUS-t tartalmazo kontrollban. 24 oraval a transzfekciot kovetden 4%-0S
PFA oldattal fixaltuk és DAPI oldattal festettiik a mintakat, elékészitve azokat mikroszkopos
analizishez. A sejtmagokban UV kezelés nélkil is lathatéak voltak a Venus+ fokuszok. A
vizsgalt kombinacidk kozil a Venusl-Rad18 + Venus2-Rad6 parositas adta a legerésebb jelet,

minimalis hattérrel, ezért a tovabbi kisérletekben ezt a kombinaciét hasznaltuk.
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9. dbra: A Rad6-Rad18 és PCNA-Ubikvitin fehérjeparok lehetséges kombinaciéi a BiFC rendszerben
A PCNA és az ubikvitin fehérjepar esetében is hasonloan jartunk el. E két fehérje esetén

feleannyi kiilonb6z6 kombinacio lehetséges, mint a Rad6-Rad18 esetén, mert az ubikvitin nem
tud a célfehérjéhez kotédni, ha a C-termindlis feléhez kapcsolunk egy masik fehérjét (Haas et
al., 1983). A lehetséges kombinacidk a korabban is emlitett 9. abran lathatoak. Tovabba mind
a pozitiv, mind a negativ kontroll megegyezett a korabban hasznaltakkal. A megfeleld
kombinaciot hasonléan hataroztuk meg, mint a Rad6-Rad18 fehérjepar eseten, a PCNA-
ubikvitin par esetén azonban az egyedi fokuszok csak UV kezelés utan voltak lathatéak. A
mintakat ugyanazzal a programmal analizaltuk, mint a Rad6-Rad18 kombinacidkat. A legjobb
parositasnak a Venus1l-PCNA + Venus2-Ubikvitin bizonyult, ezért a tovabbi kisérletekben ezt
a kombinéciot hasznaltuk.

6.2. NSC 623095-6s kodu kismolekula hatasanak vizsgalata a Rad6-Rad18

interakciora
Hela sejteket 1 cm atmérgji kis feddlemezeken ndvesztettink, melyeket 6 lyukd lemezben

helyeztiink el, lyukanként 5-5 darabot, majd 70%-os konfluencianal a sejteket kotranszfektaltuk
Venusl-Rad18-at és Venus2-Rad6-ot kodolo plazmidokkal 1:1 ardnyban, Lipofectamine 2000
reagenst haszndlva. A transzfekciot kovetd napon a fedélemezeket 24 lyuku lemezre helyeztiik
at, minden fed6lemezt kiilon-kilon lyukba. Ezzel biztositottuk, hogy a kés6bbiekben a
szarmazzanak, igy a kvantitalas soran nem okoznak gondot a transzfekcids hatékonysag
esetleges eltérései. A fedGlemezek athelyezése utan a sejtekre a kismolekulat tartalmazé

tapoldatot mértiink, melyek koncentracidja rendre 100, 200, 300 és 400 uM-0s volt, emellett
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kontrollnak az 6todik fed6lemezen levé sejtekre DMSO-val Kiegészitett tapoldat kertlt, ami
azért volt megfelelé kontroll a kisérletben, mert a kismolekulakat hatasuk vizsgalatahoz
DMSO-ban oldva hasznaltuk. Hat 6ra inkubéciét kovetden a sejteket 1xPBS-sel mostuk, majd
fixaltuk, és DAPI-val festettik mikroszképos analizishez. A mintdkat ImageXpress Micro
Confocal mikroszkdppal szkenneltiik. A fotdkat az ImageXpress programcsomag segitségével
dolgoztuk fel. A programba beépitett Custom Modul Editor segitségével létrehoztuk a feladatra
optimalizalt ,,BiFC with transfluor” nevii modult, aminek a segitségével analizaltuk a képeket.
Az eredmények Kkiértékelése soran azokat a sejtmagokat szamoltuk Venus pozitivnak,
melyekben 15 vagy tobb fokusz volt jelen, ezzel kizarva a hattér és az esetleges mithiba okozta
jeleket a statisztikdbol. A 10. abrén lathatéak a mikroszkdpos analizis eredményei, ahol a

kiilonboz6 kismolekul- koncentracidk hatasat a DMSO kontrollhoz viszonyitva abrazoltuk.
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10. &bra: Az NSC 623095-0s kismolekula hatasa a Rad6-Rad18 interakciéra kiilonboz6 koncentraciékban
Az eredményekbél arra kovetkeztethetiink, hogy az NSC 623095-0s kismolekula human

sejtekben is képes gatolni a Rad6-Rad18 interakciot, valamint hatasa dozisfliggd. A legnagyobb
mértéki inhibiciot 300 uM-0s koncentracional tapasztaltuk, 400 uM esetén a molekula enyhén,
felette mar erdsen toxikus volt a sejtekre nézve. A kismolekula hatdsara mind a Venus pozitiv

sejtek aranya, mind az egyedi sejtekben 1év6 Venus fokuszok szama csokkent (11. abra).
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11. &bra: Az NSC 623095-6s kismolekula gatlé hatasa a Rad6-Rad18 interakciéra human sejtekben

6.3. A Rad6-Rad18 fokuszok kolokalizaciéja PCNA-val
A szakirodalom szerint a Rad6 és Rad18 fehérjék heterotrimert formalnak (Huang et al., 2011).

Ez a fehérjekomplex kapcsolja az ubikvitint a PCNA-ra. Ez alapjan azt feltételeztiik, hogy a
Kisérleteinkben latott Rad6-Radl8 komplexeket jelz6 Venus+ fokuszok kolokalizalnak a
PCNA fehérjével. Hogy errél megbizonyosodjunk, a mintainkat immunfestettiik anti-PCNA
ellenanyaggal. A mikroszkopos szkennelést kovetden az analizist a korabban emlitett Custom
Module Editor segitségével erre a célra létrehozott ,,BiFC with transfluor+immunostaining”
nevii programmodullal végeztik. Az eredmények alapjan a Venus+ fokuszok majdnem 100%-
a kolokalizalt PCNA fékuszokkal. Ez az arany akkor sem valtozott, amikor a sejteket az NSC

623095-0s kismolekulaval kezeltiik, mely gatolta a Rad6 és Rad18 kozti interakcidt (12. abra).
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12. abra: PCNA-val kolokalizalé Venus+ fokuszok aranya NSC 623095 kezeléssel és anélkiil
Az inhibitor hozzaadasa utan, mint korabbi kiserleteinkben is, mind a Venus+ sejtek, mind a

fokuszok szama lecsokkent (13. abra).
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13. dbra: Venus+ fokuszok kolokalizacioja PCNA-vel human sejtekben NSC 623095 kezelés mellett, illetve
anélkul

6.4. Az NSC 623095-6s kddu kismolekula hatdsanak vizsgalata a PCNA-

ubikvitin interakciora
Miutan kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a vizsgalt kismolekula €16 sejtekben is képes gatolni a

Rad6-Rad18 interakciot, kovetkezé 1épésként azt bizonyitottuk, hogy az elébb emlitett
inhibicié eredményeképp a PCNA ubikvitinacio is gatolt. A kisérleti elrendezés a Rad6-Rad18

interakciot vizsgald munkamenethez hasonld volt. A sejteket elészor kotranszfektaltuk
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Lipofectamine 2000-rel a Venusl-PCNA-t és Venus2-Ubikvitint kodold plazmidokkal, a
kor&bbiakban ismertetett protokoll alapjan, viszont ebben az esetben a plazmidokat 1:7
(PCNA:ubikvitin) ardnyban alkalmaztuk. 24 oraval a transzfekciot kovetéen a sejteket a kis
feddlemezekkel athelyeztiik 24 lyuku lemezre. A fedélemezek felére DMSO, masik felére 300
uM-os kismolekula koncentracioju tapoldatot mértiink. Harom ora inkubécié utan leszivtuk a
sejtekrél a tapoldatot, 1xPBS-sel mostuk azokat, majd mind a kontroll, mind pedig a
kismolekulaval kezelt mintak felét UV sugarzasnak tettiik ki (20 J/m?). Az UV kezelés utan a
sejtekre visszahelyeztiik a kordbban leszivott tdpoldatot, majd tovabbi 3 drat inkubaltuk azokat.
Az inkubécio lejarta utan fixaltuk és festettik a sejteket mikroszkdpos analizishez. A mintak
szkennelését és analizisét a 6.2. fejezetben leirt modon végeztik. Venus+ sejtnek csak azokat
szamoltuk, melyek 15, vagy tobb PCNA-ubikvitin fokuszt tartalmaztak. A kisérletek alapjan
kijelenthetjiik, hogy varakozasainknak megfelelden a kismolekula gatolta a PCNA
ubikvitinaciot, megkozelitden 40%-kal csokkentve a Venus+ sejtek aranyét (14. abra), tovabba
csokkentette az egy sejtmagban kialakulo fokuszok mennyisegét is. Emellett az NSC 623095-
tel kezelt mintakban lathaté fokuszok joval kisebb méretiiek és alacsonyabb intenzitasuak
voltak, mint a DMSO kontrollban lathatéak. Osszesitve az eredményeink alapjan, az NSC
623095-0s kddu kismolekula az in vitro biokémiai kisérletekhez hasonldan €16 sejtekben is

effektiven képes gatolni a PCNA és az ubikvitin fehérjék kodzti klcsdnhatast.
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6.5. Az NSC 338106 és 338107-es kodu kismolekuldk hatasvizsgalata a

Rad6-Rad18 interakciora
Az NSC 338106-0s és 338107-es kismolekulak egymas izomerei, in vitro azonban eltér6 hatast

mutattak, ezért a Rad6-Rad18 interakcidra kifejtett hatdsukat human sejtekben egyszerre
vizsgaltuk, a 623095-6s koduval megegyez6 moédon. El6szor HeLa sejteket kotranszfektaltunk
70%-o0s konfluencianal, Lipofectamine 2000 reagens segitségével. A transzfekciot kovetd
napon 24 lyuku lemezre helyeztiik at, majd kismolekulat tartalmazé (100, 200, 300 és 400 pM
inkubaltuk a mintdkat. A sejteket az inkubaciot kovetden elOkészitettiik mikroszkopos
analizishez, el6szor fixaltuk, majd DAPI-val festettik azokat. A mintékat a 6.2. fejezetben leirt
mddon szkenneltik és analizaltuk. Ez esetben is csak azokat a sejteket szamoltuk Venus
pozitivnak, melyek sejtmagjaban 15 vagy tébb fokusz volt lathatd. Ezekben a kiserletekben is
a DMSO kontrollhoz viszonyitottuk a kiilonb6z6 koncentracioji kismolekuldk hatasat. Az
eredmények alapjan az NSC338106-0s kddu kismolekula human sejtekben is képes volt a
Rad6-Rad18 interakciot gatolni. Az NSC 623095-0s kismolekuldhoz hasonléan a hatasa
dozisfiiggd, attol eltéréen azonban a legnagyobb inhibiciét 400 pM-os koncentracio esetén
lattuk, efelett a molekula mar toxikus volt a sejtekre nézve. Ugyanakkor az NSC 338107-es
kodu kismolekula ahogy a korabbi, in vitro biokémiai kisérleteinkben sem, ¢él6 sejtekben sem
volt képes gatolni a Rad6 és Radl8 fehérjék kozotti interakciot, mivel még 400 uM-os

koncentracional sem tapasztaltunk szignifikans valtozast (15. abra).
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15. dbra: Az NSC 338106-0s és az NSC 338107-es kismolekuldk hatasa a Rad6-Rad18 interakciéra

Kiilonb6z6 koncentraciokban

El6bbi kismolekula esetén mind a Venus fokuszokat tartalmazd sejtek, mind a sejtmagi

fokuszok szama lecsdkkent, mig utdbbinal egyik hatds sem volt detektalhatd, még a
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legmagasabb, 400 pM-o0s koncentracid esetén sem, tovabba a fokuszok mérete és intenzitasa

sem mutatott valtozast a kismolekula hatasara (16. abra).
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16. dbra: Az NSC 338106-0s és az NSC 338107-es kismolekuladk hatasa a Rad6-Rad18 interakciéra human
sejtekben
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7. Osszegzés
Sejtjeink 6rokité anyagat folyamatosan érik kiils6 és belsé hatasok, hibdkat okozva a DNS-ben

és torzitva annak szerkezetét, melyek kijavitasara tobbféle, specifikus utvonal alakult ki. Ezen
mechanizmusok folyamatosan monitorozzék a genomot hibakat keresve, de ha ezek a sejtciklus
S fazisaig nem javitdédnak ki, a replikacios villa elakad a DNS-hibdk okozta torzié miatt. Az
elakadt replikacios villak 6sszeomolhatnak, kettds szalu toréseket okozva, melyek genomi
atrendezddésekhez, genomi instabilitdshoz, karcinogenezishez is vezethetnek. Ennek
elkerlilése végett tobbféle mechanizmus alakult ki az é161ényekben, melyek f6 feladata a genom
integritasanak és stabilitdsanak fenntartasa. Az egyik legismertebb ilyen hibajavité Gtvonal a
transzlézids szintézis, mely soran az elakadt replikativ polimerdz id6legesen lecserélédik egy
alacsony fidelitasu transzlézios polimerazra, mely képes athaladni a hiban, majd az eredeti
polimeraz visszakeriil a DNS szalra és folytatja a szintézist. A TLS polimerazok
pontatlansaguk  miatt azonban pontmutaciokat hagyhatnak a DNS-ben, amik genomi
instabilitashoz, tumorheterogenitashoz, masodlagos tumorok kialakulasdhoz, valamint
kemorezisztenciahoz vezethetnek. Ezert a TLS folyamatanak gatlasa igéretes gydgymaod lehet
akar 6nmagaban is, avagy adjuvans terapiaként DNS-karositd agensek mellett, csékkentve a
kemorezisztenciat és apoptézist indukalva. Tobb kutatds is kimutatta azonban, hogy a
transzlézids szintézis gatlasa gyorsabb, nagyobb fok( tumorgenezissel parosul. Ennek okan
hosszabb tavu géatlasa nem javasolt, hiszen, ha az egészséges sejtekben is gatolt a TLS
folyamata, az nagyban megnoveli a genomi instabilitdas mértékét. Ezért kezelésként tranziens
inhibicidja ajanlott.

Napjainkra mar szamos fehérje-fehérje interakciot célzé kismolekula inhibitort talaltak, és a
vizsgalatukra és felfedezésiikre hasznalt modszerek és technikék is folyamatosan fejlédnek. a
A klinikumban azonban csak kevés inhibitorjeldlt hasznalhato, mivel a gyogyszerként hasznalt
anyagoknak nemcsak in vitro, hanem in vivo is hatdsosaknak kell lennitk, méghozza alacsony
koncentracioban, tovabba fontos, hogy a lehet6 legnagyobb szelektivitasuak legyenek, ezzel is
csokkentve a lehetseges mellékhatasokat (Villafafiez et al., 2019).

Csoportunk olyan kismolekulakat keresett, melyek képesek a transzlézids szintézist gatolni a
TLS aktivalasanak f6 1épésén, a PCNA ubikvitinacié folyamatanak inhibicidjan keresztul.
Kiilonb6z6 kismolekula konyvtarak in vitro vizsgalata soran tobb olyan jel6ltet is talaltunk,
melyek képesek voltak a két fehérje interakcidjat gatolni. A két legigéretesebb gatldszer az NSC
623095-0s, valamint az NSC 338106-o0s kodtak voltak, melyek az elzetes in vitro eredmények
alapjan képesek megakadalyozni a Rad6-Rad18 fehérjék egyuttmiikodését. El6bbi a Radl8,

utobbi a Rad6 fehérjéhez kot6dik. Ezen kKismolekuldk hatdsat human sejtekben is vizsgalni
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Kivantuk, tovabba az NSC 338106-0s molekula mellett az NSC 338107-eset is elemeztiik, mely
az elobbi izomere, in vitro azonban nem mutatott gatloé hatast. Ahhoz, hogy ezen kismolekulak
hatasat human sejtekben is kimutassuk, el6szor optimalizaltuk a laboratériumunkban hasznalt
Split-Venus protein-protein interakciot vizsgalé rendszert a Rad6-Rad18 és PCNA-ubikvitin
fehérje parokra. Ennek keretében meghataroztuk mindkét fehérjepar esetén a megfeleld
kombinécidkat (Venus N- és C-terminalis fragment flGzidk), a transzfekciok, UV- és
kismolekula kezelések paramétereit, valamint optimalizaltuk a mintdk szkennelését és
analizisét ImageXpress mikroszképpal. Ezutan mind az NSC 623095-0s, mind az NSC 338106
és 338107-es kismolekulak hatasat megvizsgaltuk human HeLa sejtekben mind a Rad6-Rad18
interakciora, mind a PCNA ubikvitindciojara. Ahogy az in vitro kisérletekben, az utobbin kivil
a masik két molekula human sejtekben is képes volt mind a Rad6-Rad18, mind a PCNA-
ubikvitin interakciok gatlasara, tovabba hatasuk dozisfiiggének bizonyult. Eredmenyeink
alapjan Hela sejtekben az NSC 623095-0s kismolekula hatasdnak maximuma 300 pM-0s
koncentracional talalhato, mig az NSC 338106-0s inhibitorjeldlt hatdsa 400 pM-nal volt a
legmagasabb, ahol megkdzelitden 50%-kal csokkentették a vizsgalt fehérje-fehérje interakciok
miatt Kialakuld Venus fokuszok szamat. Magasabb koncentraciéban mar mindkét molekula
toxikusnak mutatkozott.

Eredményeink alapjan a két legigeretesebb kismolekula in vitro és human sejtekben is
képes gatolni a PCNA ubikvitinaciojat a Rad6 és Rad18 fehérjék kdlcsonhatasanak inhibicidjan
keresztul. Azon kismolekula inhibitorok, melyek gatoljak a transzlézios szintézist, hasznosak
lehetnek kemorezisztens tumorok (példaul PARP-rezisztens, BRCA1 mutans tumorok)
kezeléseben is, apoptdzist indukalva a rakos sejtekben (Taglialatela et al., 2021). Tehat az NSC
623095-0s, valamint az NSC 338106-0s kismolekulak lehetseges gyogyszerjeldltek lehetnek

daganatellenes terapia soran, ehhez azonban még szamos tovabbi vizsgalat sziikséges.
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