\I TUDOMANYOS MUHELYEK Haracska Lajos

AZ EVOLUCIO MOTORJANAK VIZSGALATA; BETEKINTES
AZ SZBK GENETIKAI INTEZET MUTAGENEZIS ES
KARCINOGENEZIS CSOPORT KUTATASAIBA

A Mutagenezis és Karcinogenezis Kutatécsoport 2003-ban alakult Haracska Lajos
vezetésével, a Szegedi Biologiai Kutatokézpont Genetikai Intézetében. Az akkori
viszonylag szerény lehet6ségek ellenére az intézet, kiilénésen a Genetikai Intézet
akkoriigazgatoja, Rasko Istvan jelentds erdfeszitéseket tett, hogy olyan, kilféldon
mar elismerést szerzett kutatékat vonzzon haza, akik Uj csoportok alapitasaval
képesek kompetitiv, atudomany élvonalaba tartozo teriileteken kutatast folytatni.
Ennek az elképzelésnek a Mutagenezis és Karcinogenezis Kutatocsoport és az
érdeklédésének kozéppontjaban allo DNS-hibajavitas tokéletesen megfelelt. Fo
tudomanyos célként a mutaciok kialakulasanak sebességét és a karcinogenezist
befolyasold Uj gének és mechanizmusok felfedezése fogalmazodott meg.

A laboratorium megalakuldsa o6ta harom megkozelitéssel dolgozik. Az els6
megkozelités a hangsulyt a DNS-hibajavitas komplex rendszerének viszonylag
egyszerli modellorganizmusban, az éleszt6ben (Saccharomyces cerevisae)
torténo megismereésére helyezi. E modellrendszer dsszetett genetikai eszkdztarat
biztosit, mely lehetdvé teszi a kiillénb6zo6 DNS- hibajavitasi utak tanulmanyozasat.
A DNS-hibajavitas nagyfoku hasonlosagot mutat, legyen sz6 egy- vagy tobbseijtd
élolényrodl, hiszen a hibas régidk eltavolitasa vagy tolerdlasa l|étfontossagu
minden él6lény tuléléséhez. Az élesztbben feltérképezett utvonalak tehat jo
iranymutatast jelentenek az emberben zajlo folyamatok tanulmanyozasahoz; az
egyes éleszt6 fehérjék homoldgjai fellelhetok emberi sejtekben is.

A laboratériumban alkalmazott masodik megkozelités célja az élesztoben
azonositott DNS hibajavitd szereplok emberi megfeleléinek meghatarozasa,
mukodésik human sejtekben tortén6 megismerése elsGsorban sejtbiolégiai
modszerekkel vizsgalva. Ennek kapcsan a laboratorium rutinszerien vizsgalja
a DNS karosité agensek (pl. szamos tumorterapias szer) human sejtekre
kifejtett hatasat sejttulélés, kromoszéma atrendezddés és mikroszkopos fehérje
lokalizacios vizsgalatokkal, ugyanis a DNS-hibajavitasban szerepet jatszo
fehérjék gyakran formalnak sejtmagi fokuszokat a DNS-karosité anyagokkal
torténo kezelés hatasara. A kutatocsoport azonban joval specifikusabb teszteket
is végez, mint pl. a ,Comet”-esszé, amely a sejtmagbdl gélelektroforézis
hatasara kivandorld6 DNS mérésével képes a DNS szaltoréseket nyomon koévetni.
Hasonloéan érdekes, és nagyon kevés laboratériumban alkalmazott modszer az
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un. ,,DNS-fiber” technika, amellyel az egyedi replikacios villak haladasi sebessége
vizsgalhato; kimutathato, ha egy adott DNS karosodas blokkolja a villa haladasat,
és uj replikaciés origok aktivalédasa is pontosan vizsgalhato.

A laboratériumban folyd munka harmadik agat az el6z6 két megkdzelitésbdl
szarmaz0 informaciok tovabbi vizsgalata, az Ujonnan azonositott fehérjék
tisztitasa és biokémiai aktivitasuk meghatarozasa jelenti. A laboratériumban a
technikai eszkodzok jelentds tarhaza all rendelkezésre, kezdve az egyszer(iibb,
fehérje-fehérje kolcsbnhatasokat vizsgald in vitro interakcids esszékt6l a DNS
polimerdzok aktivitasi vizsgalatan és a valtozatos helikaz aktivitast vizsgalo
modszereken keresztiil az in vitro ubikvitilacidos esszékig.

Ezt a haromlabd megkozelitést alkalmazva sziilettek a csoport jelentGsebb
felfedezései, amelyek soran els6ként irt le egy-egy uj a DNS hibatoleranciaban és
karcinogenezisben szerepet jatszo résztvevot. Ezekre az alabbiakban kiragadunk
néhany példat.

A csoport 2006-ban és 2008-ban elsoként publikalta az éleszté Rad5 fehérje két
human megfelel6jének azonositasat az SHPRH és a HLTF fehérje leirasaval. Ezek
kozll a HLTF fehérje az, amelyik azéta is sziintelen kutatasi témat biztosit.A
felfedezéshez a kiindulépontot az adta, hogy az éleszt6ben azonositott DNS-
hibatolerancia Utvonalak, illetve a benniik szerepet jatszo fehérjék eukariotakban
nagymeértékben konzervaltak. A HLTF (Helicase like transcription factor) fehérje
aminosav szekvencia szinten csak kismérték(i homologiat mutat az éleszt6 Rad5
fehérjével. Felfedezéséhez inkabb az vezetett, hogy az éleszt6 Rad5 fehérjéhez
hasonléan, a HLTF is rendelkezik SWI/SNF helikaz doménnel, RING finger
doménnel és N-terminalisan talalhaté benne egy szekvenciaelem, a HIRAN
domén, raadasul ezek a motivumok egy igen sajatos elrendezddést kdvetnek.
Irodalmi adatokbdl ismert volt, hogy a HLTF gén promotere metilalodik és
igy a fehérje nem fejez6dik ki bizonyos tumorokban, ami arra utalt, hogy a
fehérjének szerepe van a rakos elfajulasok kialakulasanak gatlasaban, amely a
DNS hibajavito fehérjék altalanos jellemzdgje.

A funkciondlis homoldgia bizonyitdsanak egyik modja annak kimutatdsa
volt, hogya HLTF fehérje képes menekiteni a Rad5 delécios élesztotorzs UV
érzékenységét, azaz képes ellatni a Rad5 fehérje funkcidjat a sejtekben.
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Kozvetlenebb bizonyitékként szolgalt az, hogy a HLTF fehérje kolcsdnhatasba
tud Iépni a Rad5 fehérje interakcios partnereivel, ui. bizonyitottuk, hogy a HLTF
fehérje a DNS-hibajavitas és hibatolerancia mar régota ismert szereplGivel, a
human PCNA, Rad18, Mms2 és Ubc13 fehérjékkel miikodik egy komplexben.

A funkcionalis homoldgia bizonyitasahoz in vitro rekonstrualtuk azt a nyolc
fehérjébdl allé rendszert, melynek keretein beliil a HLTF fehérje ubikvitin
ligazként mikodve, az éleszt6 Rad5 fehérjéhez hasonlé mddon, képes volt a DNS
polimerazok processzivitasi faktoraként ismert PCNA fehérje poliubikvitilalasara.

Azt, hogy a HLTF hogyan hat a replikaciés villa stabilitasara, a ,DNS-fiber”
maodszerrel vizsgaltuk. A moédszer lényege, hogy az éppen aktiv replikacios
villdkat nukleotid analégok segitségével (IdU, CdU vagy BrdU) vizualizalhatjuk.
A nukleotid analégok a szintézis soran beépiilnek a DNS-be, és megfeleld
fluoreszcens ellenanyag segitségével kimutathatok. A modszer segitségével
bizonyitottuk, hogy a HLTF fehérje hidanya a replikacios villa elakadasahoz, annak
toréseéhez és genomikus atrendezodésekhez vezethet (1. abra).

L 1. 3bra. A HLTF fehérje hidanya a replikaciés
s | villa elakaddsahoz vezethet. ,DNS-fiber”
modszer segitségével megjelélhetbek az éppen
aktiv replikacios villdk nukleotid analégok
Ve bt 56 HIF 58 segitségével. Az IdU (joddeoxiuridin) és a BrdU
(brémdeoxiuridin) a megkettéz6dés sordn

a b
beépll az ujonnan szintetizdlédé DNS-szélba,
- amely fluoreszcens ellenanyag segitségével
vizualizalhato. Ennek a technikanak
kbszonhetben mutattuk ki, hogy HLTF hidnyaban
és MMS (metilmetan szulfonat) DNS-karosito

s

agenssel torténd kezelés utan a replikacios villa

c d
elakad, mert a replikaciés apparatus nem képes
S tuljutni a hibas szakaszon.

A Mutagenezis és Karcinogenezis kutatécsoport masik jelentdsebb felfedezése
2007-ben szintén az éleszté Rad5 fehérjéhez kapcsolddott. A Rad5 fehérjében
talalhaté SWI/SNF2 csaladra jellemz6 helikaz motivumok arra utaltak, hogy
szerepet jatszhat az elakadt replikacios villa egy korabban csak elméleti
lehetoségként felvetett, ,csirkelab” jellegl strukturan keresztiili mentéséhez,
igy biztositva a karosodott bazisok hibamentes, mutaciét nem okozé atirasat.
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Ahhoz, hogy ezt az aktvitast ki tudjuk mutatni, sziikség volt a replikaciés villa
modellezésére és in vitro rekonstrualasara, amelyet oligonukleotidokbol allod,
illetve egy plazmid méreti villa Iétrehozasaval oldottunk meg.

A kisérletek nemcsak azt bizonyitottak, hogy a Rad5 fehérje képes a replikacios
villa visszaforditasara, hanem azt is, hogy az altalanos helikazoktol eltéré6 madon
ezt nem az egyszalli DNS-en kodzlekedve, a szdlak szétvalasztasaval éri el, hanem
a kettos szalad DNS-en haladva, a replikaciosvilla vezet6- és lemarado szalanak
egyidejl szétvalasztasaval és ezzel szinkronban torténd 6sszehibridizalasaval
teszi, egyszalu koztes termék létrejotte nélkiil. Ugyanezt az aktivitast késobb, a
kutatocsoport munkafolyamatanak megfeleloen, a HLTF fehérjérdl is bizonyitottuk
(2. &bra).
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2. abra. A Rad5 fehérje replikdcio villa-visszafordito aktivitassal rendelkezik. Biokémiai
mddszerekkel kimutathatd, hogy a Rad5b fehéjre képes visszaforditani a replikacios villat, azaz
szerepet jatszik a DNS-hibatolerancia utvonalban. A DNS-kadrosodds kbvetkeztében megalit
replikacié folytatasat ugy segiti el6, hogy helikdz aktivitdsa révén visszaforditja a replikacios
villat, elGsegiti a templatvaltas folyamatat, melynek készénhetben replikativ polimerdz szamara
az djonnan szintetizalt hibamentes DNS-szal szolgal mintaként a masolashoz.

Természetesen a fentebb vazolt megkdzelitéseken kivil gyakran hasznaljuk Gj
szerepl6k azonositasara az elérhetd bioinformatikai modszereket is. igy fedeztiik
fel, hogy a laboratérium altal mélyrehatobban vizsgalt DNS-hibatolerancia
utvonalban jelent6s szamban vesznek részt olyan fehérjék, melyek az ubikvitin-
kot6 domeének egy specialis valtozatat, a C2HC motivummal rendelkezé
UBZ domént tartalmazzak. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a folyamat
szabalyozdasaban jelentos szerepet jatszo ubikvitinnek egy olyan felszine exponalt
a DNS-hibatolerancia soran, amely azonositdasara ez a domén kifejezetten
alkalmas lehet.
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Ennek felismerése utan sikeriilt tovabbi C2HC-tipusu potencialis ubikvitin-
kotofehérjéket azonositanunk, amelyekr6l még nem voltak publikaciok. Ezek
egyike volt a laboratériumunk altal nemrég leirt és jellemzett Spartan fehérje,
amely evollciosan konzervalt PIP- (PCNA Interacting Protein), UBZ- (Ubiquitin
Bindig Zinc-finger) és SprT-proteaz-doménnekkel rendelkezik (3. abra).
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3. abra. A Spartan fehérje doménszerkezete. A Spartan harom funkcionalis doménnel
rendelkezik: egy SprT metalloprotedz doménnel, melynek funkciéja még ismeretlen, egy PIP
PCNA interekciés motivummal, illetve egy UBZ ubikvitinkétd cink ujj-doménnel. Ez utébbi igen
gyakran el6fordul a DNS-hibajavitasban szerepet jatszo fehérjékben.

Kimutattuk, hogy a Spartan DNS karosodas esetén (pl. UV sugarzas) az ubikvitilalt
PCNA-hoz kot6dik (4. abra) és ezzel a genom stabilitdsanak a meg6rzésében vesz
részt, feltételezhetden a replikacios- és transzlézios polimerazok kicserélodéseét
szabalyozva. A polimeraz csere megvalosulasakor a replikacié tovabb tud
folytatodni és nem alakulnak ki szaltdrések, ui. atranszlézids polimerazok, amelyek
flexibilisebb aktiv centrummal rendelkeznek, képesek a DNS karosodasokkal
szemben is nukleotid beépitésre. Ilyen transzléziés enzim példaul a polimeraz
n, amely az UV-sugarzas hatasara keletkez6 T-T dimerekkel szemben képes
a megfelelé nukleotidokat beépiteni. A folyamat fontossagat mutatja, hogy a
polimeraz n génjének mutaciéja egy borrakra erdsen hajlamositdé genetikai
betegséget, a Xeroderma pigmentosum varians formajat okozza és a Spartan-
rol nemrégiben derilt ki, hogy mutaciéja majrak kialakulasara hajlamosit.

A Mutagenezis és Karcinogenezis Kutatocsoport az MTA SzBK legnagyobb
kutatocsoportjai kozé tartozik. Az egyetemi- és Ph.D. hallgatdk részérdl
megnyilvanulo allandé érdeklédés, valamint a kompetitiv terilet folyamatosan
biztositja a megfeleld bazist és az (j kisérleti iranyokat a csoport miikodéséhez.
A heti rendszerességgel torténé munkamegbeszélések és oOtletb6rzék pedig
kifogyhatatlan tarhazat jelentik a tobb évtizedre elegendd Uj kisérletnek (5.
abra).
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4. dbra. A Spartan fehérje lokalizdciéja a sejtekben. A Spartan UV-sugdrzds hataséra a
kdrosodas helyére, az elakadt replikacios villahoz lokalizalédik a sejtmagban sejtmagi fékuszokat
formalva. A lokalizaciéjahoz nélki-l6zhetetlen az UBZ és a PIP doménje, mellyekkel az ubikvitilalt
PCNA fehérjéhez kapcsolddik.

5. dbra. A Mutagenezis és Karcinogenezis Kutatécsoport.
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