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Bevezetés

Korunk rettegett betegsége a rak. Ennek, a sok esetben gydgyithatatlan betegségnek a
kialakulasa szoros kapcsolatban all a DNS karosodasaval és a megvaltozott 6rokité anyag miatti
elszabadult sejtosztddassal. Daganatok kialakulasahoz koztudottan a sejtek korlatlan osztodasa
vezet, amiért altaldban az érintett sejtekben szomatikusan indukalodott mutéaciok a feleldsek. A
kornyezetben 1évo ¢€s a taplalékkal felvett mutagén vegyliletek és a DNS karositd sugarzasok
hatasara gyakran sejtmagi DNS-karosodas 1ép fel. Amennyiben az 6rokité anyag karosodasa
nem javitddik ki idében, az osztédasok soran fixalodd mutaciok felhalmozdodasa
daganatképzddéshez vezet. Ezért 1étfontossdgu a tobbsejtl éldlények szamara, hogy valamilyen
modon el tudjak tavolitani ezeket a karosodasokat. Erre tobb hibajavité mechanizmus és fehérje
is kialakult a sejtekben, melyek rendkiviil konzervaltak, a legtobbjiik élesztében és emberben
egyarant megtalalhato. Soksejtli él6lényekben a DNS kérosodasa és a klonalisan megjelend
mutaciok csak nehezen vizsgalhatok. A DNS hibajavitasi folyamatok tanulmanyozésara és az
egyes szereplok és protein-komplexek feladatdnak és aktivitdsdnak megismerésére a kis
mérettel, rovid életciklussal, jo keresztezhetoséggel ¢és konnyl transzformalhatosaggal
rendelkez6 pékélesztd, Saccharomyces cerevisiae, remek modell-organizmusnak bizonyult.

A DNS-hibajavité folyamatok egy része - példaul a nukleotidkivagd hibajavitas
(Nucleotide Excision Repair - NER), a baziskivago hibajavitas (Base Excision Repair - BER)
vagy a nem parosod6 bazisok eltavolitasat végzo hibajavitas (Mismatch Repair - MMR) - a
kérosodasok eltavolitasat végzi. A RAD6 DNS-hibatolerancia utvonalba tartozoé fehérjék
azonban a karosodasokat nem tavolitjak el, hanem csak az elakadt replikaciot menekitik, mert
a replikacio végleges leallasa a sejt halaldhoz vezet. A RAD6 DNS hibatolerancia utvonal
nyoman menekitett replikacid utdn megmaradd DNS-karosodasokat a fentebb emlitett
folyamatok (NER, BER) tudjak késébb eltavolitani. Ha a DNS szintézise leall, akkor a Rad6
E2 ubikvitin konjugdz és a Radl8 E3 ubikvitin ligdz fehérjék komplexe ubikvitindlja a
replikativ polimeraz processzivitasi faktorat, a PCNA-t a 164-es lizinen. A keletkez6
monoubikvitin-PCNA aktivalja a polimeraz-valtas folyamatat, a replikativ polimeraz helyett
egy transzlézids polimeraz folytatja a DNS szintézisét a hibaval szemben. Elesztdben harom
TLS polimeraz ismert: a Poln (Rad30), a Poll (Rev3-Rev7) és a Revl. A Poln specifikusan az
UV sugarzas altal kialakitott ciklobutan pirimidin (TT) dimerek hibamentes atirasaban jatszik
szerepet. A PolC azonban tobbféle karosodéassal szemben is képes folytatni a DNS szintézisét,
nagy valdszinliséggel hibas nukleotidot épitve be a hibdkkal szembe a DNS-lancba, ezért

hibajavitasi folyamata gyakran mutagén. Ebben a mutagén utvonalban vesz részt a Revl



polimeraz is, amely csak citozint képes beépiteni a DNS szintézise soran, de jelenlegi
ismereteink szerint aktivitdsa rendkiviil alacsony, valdszintileg csak szabalyoz6 szereppel bir a
folyamatban.

A transzléziés DNS-szintézis azonban nem képes atirni minden karosodott DNS-
szakaszt. Néhany esetben teljesen eltér6 mechanizmusra van sziikség. A DNS-hibatolerancia
utvonalba tartozd Rad5 - amely a human HLTF ¢s SHPRH fehérjék éleszté homoldgja -
templatvaltas utjan menekitheti az elakadt replikécios villat. A templatvaltas soran az elakadt,
ujonnan szintetizalodott DNS-szal a masik, 0 szalat hasznalja templatként, igy a hibaval
szemben mindig a helyes nukleotid épiil be. Ennek a folyamatnak az egyik ismert modellje a
villa-visszaforditas, amikor is a SWI/SNF tipust helikaz/ATPaz doménnel rendelkezé Rad5
visszaforditja a replikacios villat, és igy atmenetileg egy csirkelab-szertt DNS-szerkezetet hoz
létre. A karosodassal szembeni DNS-szakasz szintézise utan pedig a villaszerkezet helyreall és
folytatodik a replikacio.

A Rad5 fehérjében a helikaz/ATPaz doménen kiviil egy HIRAN ¢és egy RING domén is
talalhat6. A HIRAN domén a szubsztrat felismerésben jatszik szerepet, mig a RING domén E3
ubikvitin ligaz aktivitassal rendelkezik. Ez az aktivitds az Mms2-Ubc13 E2 ubikvitin konjugaz
fehérjék komplexével képes poliubikvitinalni a monoubikvitin-PCNA-t az ubikvitin fehérjék
63-as lizinjein keresztiil. A poliubikvitin-PCNA pontos szerepe ma még ismeretlen.

Ezeken az aktivitasokon kiviil, a Rad5 mas funkciokkal is rendelkezik, kdlcsonhat a
Revl fehérjével, illetve szerepe van a Pol{ fiiggé TLS folyamataban is. Nem ismert, hogy a
Rad5 ubikvitin ligaz vagy helikaz/ATPaz aktivitasa részt vesz-e ezekben a folyamatokban. Az
irodalmi adatok ellentmondéasosak azzal kapcsolatban is, hogy a Rad5 ubikvitin ligdz és

helikaz/ATP4z aktivitasa milyen moédon miikodik egyiitt a hibajavitas folyamataban.



Célkituzések

Kisérleteinkben célul tiztiik ki, hogy eldontstik:

- a Rad5 helikaz/ATPaz aktivitasa €s ubikvitin ligdz aktivitdsa egymastol fliggetlen
funkcid-e, vagy pedig ezek az aktivitdsok minden esetben egyiitt miikddnek. Ebbdl a célbol
olyan mutdnsokat kerestiink, amelyek specifikusan a Rad5 egyik, vagy masik aktivitasat rontjak
el. Ezért az irodalomban ismert Rad5 mutans fehérjéket taltermeltiik és kitisztitottuk, majd in
vitro megvizsgaltuk helikaz és ubikvitin ligaz aktivitasukat. A legmegfelel6bb Rad5 mutansok

kivalasztasa utan megvizsgaltuk, hogy a két ismert aktivitds egymastol fliggetleniil mikodik-e.

- a Rad5 ezeken az aktivitasokon kiviil rendelkezik-e valamilyen tovabbi szereppel a
DNS-hibatolerancia folyamatdban. Ehhez a helikdz/ATPaz és ubikvitin ligdz kettds mutans
rad5 torzsiink érzékenyégi fenotipusat a rad54 deléciés mutans torzzsel hasonlitottuk Gssze

talélési kisérletekben.

- a Rad5 aktivitasainak elvesztése hogyan befolyasolja a spontdn mutaciok kialakulasat.
Valamint ezen funkciok hidnya milyen aranyban moddositja az UV kezelés hatasara 1étrejott

mutaciok osszetételét.

- a Rad5 valamelyik aktivitasa egyiittmiikodik-e a TLS polimerazok (Revl, Pol{)
barmelyikével. Eddig még senki sem bizonyitotta, hogy a Rad5 barmely aktivitasa
egylittmiikodne a TLS polimerazokkal.

- a Rad5 HIRAN doménje szerepet jatszik-€ a fehérje aktivitasanak meghatarozasaban.



Alkalmazott modszerek

Spot assay: kiilonb6z6 élesztd torzsek mutagén kezelésre mutatott érzékenységének az
Osszehasonlitdsara.

Talélési gorbe: a kiilonbozé ¢élesztd  torzsek mutagén kezelésre mutatott
érzékenységének a kvantitativ 6sszehasonlitdsara és statisztikai vizsgalatara.
Novekedési gorbék: a rad5 mutans torzsek novekedési kinetikajanak megvaltozasat
vizsgaltuk MMS mutagén agens jelenlétében.

Kanavanin rezisztencia alapu spontan mutagenezis kisérlet: a rad5 mutans térzsekben
spontéan kialakulé canl mutaciok keletkezésének a gyakorisaganak vizsgélatara.

Teljes genom szekvenalas: az UV-indukalt mutaciok tipusainak az aranyat mértiik ezzel
a modszerrel a rad5 mutans torzsekben.

A Rad5 expresszidjanak a vizsgalata: a Rad5 mutans fehérjék expresszidjanak a szintjét
ellendriztiik.

Fehérjetisztitas: a Rad5 mutans fehérjéket tisztitottuk tovabbi biokémiai kisérletekhez.
Helikdz assay: a Rad5 mutans fehérjék helikaz aktivitasat vizsgaltuk, in vitro
oligonukleotid alapt replikdciosvilla-szerti DNS szubsztraton.

In vitro ubikvitin ligdz assay: a tisztitott Rad5 mutans fehérjék ubikvitin ligaz
aktivitasanak mérése (PCNA szubsztraton).

In vivo PCNA poliubikvitinalas vizsgalat: a rad5 mutans térzsekben vizsgaltuk a PCNA
poliubikvitindlasanak a szintjét MMS kezelést kdvetden, hogy igazoljuk a Rad5 mutans

fehérjék ubikvitin ligdz aktivitasat.



Eredmények

A rad5 mutansok in vitro és in vivo vizsgalata

Ahhoz, hogy a Rad5 aktivitasainak egymashoz valé viszonyat behatdéan vizsgalni
tudjuk, olyan mutdnsokra volt sziikségiink, amelyek a fehérjének csak egy meghatarozott
funkcidjat rontjak el, mig mas aktivitasok érintetlenek maradnak. Ezért az irodalomban ismert
rad5 mutans torzsek mutagénkezelésre (UV, MMS) adott érzékenységének igazolasa utan
ezeket a mutans fehérjéket taltermeltiik, tisztitottuk és biokémiai vizsgalatokat - in vitro helikaz
¢s ubikvitin ligaz kisérleteket - végeztiink veliik. A nagyobb érzékenységet mutato
helikdz/ATP4z mutans (DE681,682AA) torzsben expresszalt Rad5-DEAA fehérje képes volt
in vitro és in vivo poliubikvitinalni a monoubikvitin-PCNA fehérjét, mig az alacsonyabb
érzékenységli mutins (K538A) torzsben expresszalt Rad5-KA fehérjét nem sikeriilt
tultermelniink és nagyobb mennyiségben tisztitanunk, ezért az elsé mutinst valasztottuk
tovabbi kisérleteinkhez.

Az ubikvitin ligaiz mutdnsok koziil a nagyobb érzékenységet mutatd mutans
(CC914,917AA) torzsben expresszalt Rad5-CCAA fehérje tisztitva sem ubikvitin ligdz, sem
helikaz aktivitast nem mutatott. A CC914,917AA mutacidt hordozo élesztd térzs viszont
nagyobb érzékenységet mutatott UV és MMS kezelésre, mint az mms24. Ez az ubikvitin ligaz
mutacié tehat nem specifikus, valoszintlileg a Rad5 fehérje teljes térszerkezetét elrontja. Az
alacsonyabb érzékenységet mutatd ubikvitin ligaz mutans (I916A) toérzsben expresszalt Rads-
IA fehérje alacsonyabb helikdz aktivitadst mutatott, mint a vad tipust, de ez a cs6kkent aktivitas
in vivo elegenddnek bizonyult, ugyanis ez az ubikvitin ligaz mutaciéo nem ndvelte az mms24
torzs érzékenyseégét UV és MMS kezelésre. Ezért ezt az alacsonyabb érzékenységet mutato
ubikvitin ligdz mutanst valasztottuk a tovabbi kisérletekhez.

A rad5 helikaz/ATPaz és ubikvitin ligaz mutansok genetikai kapcsolata

Miutdn a biokémiai jellemzés utdn kivalasztottuk a legalkalmasabb mutansokat,
ubikvitin ligdz ¢s helikaz/ATPaz kettés mutans ¢€leszté vonalat hoztunk Ilétre, hogy
megvizsgaljuk az in vivo érzékenységét mutagénkezelésre (UV, MMS). Az ubikvitin ligdz és
helikaz/ATPéaz kettés mutans torzs nagyobb érzékenységet mutatott, mint az egyszeres
mutansok barmelyike, mivel ez a két aktivitds egymastol fiiggetlen szereppel rendelkezik a
DNS-hibatolerancia folyamatdban. Eredményiinket megerdsitette, hogy a helikaz/ATPaz és
mms24 kettds mutans torzs is nagyobb érzékenységet mutatott, mint az egyszeres mutansok

MMS ¢és UV kezelésre. Mivel kisérleteinkben az ubikvitin ligdz és helikdz/ATPaz kettds



mutans torzs kevésbé volt érzékeny, mint a rad54 MMS és UV kezelésre, kimutattuk, hogy a
Rad5 fehérje az emlitett két aktivitdson kiviil még mas aktivitassal is rendelkezik.

A spontan és az UV-indukalt mutaciok vizsgalata a rad5 mutans torzsekben

A kovetkezO 1épésben a Rad5 harmadik aktivitdsanak a mutagenezisben betdltott
szerepét vizsgaltuk. Mivel a helikaz/ATPaz és ubikvitin ligdz kettés mutanshoz képest a rad54
mutans torzsben jelentdsen lecsokken a spontan mutacios események gyakorisaga feltételeztiik,
hogy a Rad5 harmadik aktivitasa a mutaciokat generaldo TLS polimerazokkal - a Revl1 és Pol(
fehérjékkel - mikodhet egylitt. Teljes genom szekvenalas alapjan az UV-indukalt mutacids
spektrum jelentOs kiilonbséget mutatott a helikaz/ATPaz és ubikvitin ligdz kettds mutans és a
rad54 torzs kozott a C>G és a T>C mutéaciok szempontjabol. Ezeknek a mutacidknak az ardnya
a kettds mutansban nagyobb, mig a rad54 torzsben kisebb, mint a vad tipusban. A C>G ¢és a
T>C mutéciok kialakitdsa a Revl és Poll TLS polimerdazokhoz kothetd, emiatt feltételeztiik,
hogy a Rad5 harmadik funkcidja a Revl és Poll fehérjékkel egyiitt vesz részt a DNS-
hibatolerancia folyamatéaban.

A rad5 mutansok és a TLS polimerazok genetikai kapcsolata

Ezutén azt vizsgéltuk, hogy a Rad5 harmadik aktivitasa egyiittmiikodik-e a mutagén
TLS polimerazokkal, ezért kettés mutansokat hoztunk 1étre a TLS polimeraz gének delécidival
(revid, rev3A, rev7A) és a rad5 mutansokkal. Kisérleteinkben rev34 hattéren az ubikvitin ligaz
¢s helikaz/ATP4az kettds mutans torzs ugyanolyan érzékenységet mutatott, mint a rad54 MMS
¢és UV kezelésre egyarant. Ugyanezt az eredményt kaptuk reviA és rev7A hattéren is. Ez utobbi
eredményiink azzal magyardzhatd, hogy a Rad5 harmadik aktivitdsa — ami fiiggetlen az
ubikvitin ligaz és helikaz/ATPaz aktivitasaitol — minden esetben egylittmiikodik a Rev1 €s Pol(
TLS polimerazokkal, és a Rad5 ezen a harom aktivitasan kiviil nem rendelkezik mas
funkcioval.

A HIRAN domén mutans rad5 torzsek in vivo és in vitro vizsgalata

Kisérleteinkben a HIRAN domén szerepére is kivancsiak voltunk. Szerettiik volna
megallapitani, hogy a HIRAN domén a Rad5 harom aktivitasa koziil melyekkel miikodhet
egylitt. In vitro és in vivo kisérleteink alapjan a Rad5 HIRAN doménje nem csak a helikaz
aktivitashoz sziikséges, hanem az ubikvitin ligdz aktivitashoz is, ellentétben a human
homologban, a HLTF fehérjében tapasztaltakkal. A HLTF HIRAN doménben mutéaciot
hordozé sejtvonal UV érzékenysége kisebb, mint a HLTF csendesitett sejtvonalé. Ehhez
hasonloan a Rad5-GARR HIRAN muténs fehérje szintén képes részlegesen menekiteni a rad54
UV érzékenységét. Ezért feltételezziik, hogy a mutécio6 ellenére a Rad5-GARR a Rev1-Poll
fehérjékkel tovabbra is képes lehet kdlcsonhatasba 1épni.
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Ertékelés

A tobb specifikus aktivitassal rendelkezd fehérjék, mint amilyen a Rad5 is, kiilonb6z6
katalitikus aktivitasaikat gyakran ugyanabban a folyamatban hasznaljak fel. Kisérleteinkben
megvizsgaltuk azt is, hogy vajon a Rad5 helikdz/ATP4az és ubikvitin ligaz aktivitasa
egyiittmikdodik, vagy egymastol fliggetlen folyamatokban vesznek részt. Ehhez olyan rad5
mutansokra volt sziikségiink, amelyek csak az egyik aktivitast rontjak el, mig a fehérje tobbi
aktivitasa sértetlen marad. Ezért el6szor megvizsgaltuk az irodalomban mar ismert rad5 mutans
torzsek in vivo érzékenységét MMS és UV mutagénekre, majd ezeket a mutans fehérjéket
taltermeltettiik, kitisztitottuk és megvizsgaltuk az in vitro biokémiai aktivitasukat helikaz és
ubikvitin ligdz kisérletekben. A legmegfelelobb mutansok kivalasztisa utdn kettés mutans
torzset hoztunk létre, és megvizsgaltuk érzékenységét MMS és UV kezelésre. Kimutattuk, hogy
a kettds mutans torzs érzékenyebb, mint az egyszeres mutansok, ugyanis a helikdz/ATPaz és az
ubikvitin ligdz aktivitds egymastdl fliggetleniil miikddik. Ezenkiviil a Rad5 mas funkcioval is
rendelkezik, ugyanis a rad54 érzékenyebbnek bizonyult a kettds mutans torzsnél. Azt is
bebizonyitottuk, hogy ez a harmadik aktivitds mutdciokat generdlod folyamatban vesz részt és
minden esetben egyiittmiikddik a Revl és Poll TLS polimerazokkal az MMS és az UV
indukalta karosodasok eltavolitasaban. Kisérleteinkben ugyan bebizonyitottuk, hogy a Rad5
aktivitasai egymastol fliggetlen funkciokkal rendelkeznek, eredményeink alapjan azonban nem
tudjuk egyértelmiien kizarni annak a lehetdségét, hogy ezek az aktivitdsok egymassal

egyiittmiitkddve vesznek részt bizonyos folyamatokban.



Summary

It is common, that different activities of a multifunctional protein such as Rad5 act
together in the same process. In our experiments, we tested the collaboration of the
helicase/ATPase and the ubiquitin ligase activities of Rad5. First, we chose the most appropriate
mutants, in which only one activity of Rad5 is disrupted, and the other activities are left intact.
We tested the in vivo sensitivity of different rad5 mutants to MMS and UV treatment and also
over-expressed, purified, and tested the in vitro biochemical activities of these mutants in
helicase and ubiquitin ligase assays. Based on these results, we chose the most appropriate
helicase/ATPase and ubiquitin ligase mutants and generated a double mutant strain to test its
sensitivity to MMS and UV treatment. The helicase/ATPase and ubiquitin ligase double mutant
showed higher sensitivity than the single mutants indicating that these activities have
independent roles in DDT. In our experiments, the rad54 strain showed higher sensitivity than
the helicase/ATPase and ubiquitin ligase double mutant to MMS and UV treatment
demonstrating that Rad5 has another activity as well. We tested the relationship between the
activities of Rad5 and TLS polymerases and proved that the third non-canonical activity of
Rad5 always acts with the Rev1 and PolC TLS polymerases, and Rad5 does not have any further
functions. Though the activities of Rad5, based on our results, have independent roles in DDT,

altough we cannot exclude the possibility of their collaboration.
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Nyilatkozat

cres

bemutatott eredmények tiikrozik a jelolt ,,7oth Robert, Balogh David, Pintér Lajos, Jaksa
Gabor, Széplaki Bence, Graf Alexandra, Gyorfy Zsuzsanna, Enyedi Marton Zsolt, Kiss Erno,
Haracska Lajos, Unk Ildiké The Rad5 Helicase and RING Domains Contribute to Genome
Stability through their Independent Catalytic Activities. J Mol Biol. 2022 Jan 3;
434(5):167437.” k6zleményben bemutatott hozzajarulasat.

A doktori értekezésben bemutatott eredmények mas doktori fokozatszerzésben nem kertiltek
felhasznalasra. Igazolom, hogy a jelolt munkaja meghatarozé fontossagh a ,,76th Robert,
Balogh David, Pintér Lajos, Jaksa Gabor, Széplaki Bence, Graf Alexandra, Gyérfy Zsuzsanna,
Enyedi Marton Zsolt, Kiss Erno, Haracska Lajos, Unk Ildiko The Rad5 Helicase and RING
Domains Contribute to Genome Stability through their Independent Catalytic Activities. J Mol
Biol. 2022 Jan 3; 434(5):167437.” és a ,,Morocz Monika, Zsigmond Eszter, Toth Robert, Enyedi
Marton Zsolt, Pintér Lajos, Haracska Lajos DNA-dependent protease activity of human
Spartan facilitates replication of DNA—protein crosslink-containing DNA. Nucleic Acids Res.
2017;11:gkw1315.” kzleményekben.

Szeged, 2022. majus 2. Dr. Haracska Lajos
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