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2. Bevezetés

2.1. A DNS-karosodas és bioldgiai kovetkezményei

Szamos kornyezeti hatds a DNS karosodasdhoz, ezaltal mutaciok kialakuldsdhoz
vezet. llyen karositd hatas példaul a radioaktiv- vagy az ultraibolya (UV) sugarzas, mely
timin-dimereket hozhat 1étre, vagy akar DNS-toréseket is generalhat [1]. A reaktiv oxigén
gyokok, az anyagcsere soran keletkezd aldehidek és a metil-metanszulfonat (MMS) is
modosithatja DNS molekulat. Az MMS képes az adenin és guanin nukleotidokat metilalni
[2,3]. Ezek a karosodasok a DNS megvaltozasan keresztiil a genomban kodolt fehérjék
tobbsejtli  ¢élolények szamara kiilondsen fontos, hogy a DNS karosodasokat mielébb
eltavolitsak, mert bizonyos mutacidk az érintett sejtek korlatlan osztddasat indithatjak el, ami

daganat kialakulasahoz, ezaltal rakbetegség 1étrejottéhez vezethet.

HRR MMR

Homolog Nem parosodo bazisok
rekombinacios eltavolitasat végzo
hibajavitas hibajavitas

NER
Nukleotidkivago
hibajavitas

DDT
DNs-

hibatolerancia

Rad5

BER NHE

Baziskivagd Nem homolog
hibajavitas vegeket
Ssszekapcsolo
hibajavitas

1. abra: A fobb DNS-hibajavitasi utvonalak. A Rad5 a DNS-hibatolerancia folyamataban vesz részt.

2.2. A DNS-hibajavitasi utvonalak

A DNS-karosodasok eltavolitasara tobb hibajavitasi Gtvonal is kialakult (1. abra). A
hibajavitasi utvonalak legtobbje a sejtciklus minden fazisdban aktiv, és feladatuk a karosodott
DNS szakasz kijavitdsa. A DNS-hibatolerancia utvonal kivétel, itt ugyanis nem torténik
javitas, az utvonal szerepe a replikdcios blokk feloldasa a DNS atirodasanak idején, az S-

fazisban. A DNS-hibatolerancia utvonal kulcsfontossagli, az atirast lehetetlenné tevo
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karosodasok ugyanis a replikacioé leallasdn keresztiil rovid idoén beliil a sejt haladlahoz
vezetnek.

A teljes sejtciklus sordn harom hibajavit6é utvonal is képes a karosodott, vagy rosszul
replikalédott DNS javitasara. Ha csak egyetlen ponton tortént karosodas a baziskivago
hibajavitas (base excision repair - BER), a nukleotidkivago hibajavitas (nucleotide excision
repair - NER) és a nem parosodd bazisok eltavolitasat végzo hibajavitas (mismatch repair -
MMR) egyarant kijavithatja a hibat (1. abra). A BER els6 1épésében a karosodott bazist egy
DNS N-glikozilaz tavolitja el, igy apurinalt/apirimidinalt (AP) hely keletkezik. Az AP helyek
jelenléte a genomban leggyakrabban jelen 1évé DNS-hiba [4,5]. A keletkezé AP helyek
helyreallitasara két kiilon Gtvonal is kialakult (Short Patch és Long Patch) [6,7]. A révidebb
folyamat soran egy AP endonukleaz hasitja a DNS-t az AP helyt6l 5° irdnyban, majd a DNS
szintézisét kovetden - amikor csupan egyetlen nukleotid épiil be - egy lidz eltavolitja a
dezoxiriboz-foszfat csoportot, ami az AP helyen volt. A hosszabb folyamat soran a DNS
szintézise folytatddik az AP helytdl 3’ iranyban is és végiil az igy levalasztott egyesszalu
DNS szakaszt egy flap endonukledz tavolitja el. A BER folyamatdban a sériilt bazis
kivagodik, de ez csak akkor jelent megoldast, ha egyetlen bazis karosodott. Ha tobb bazis is
sériilt, példaul timin-dimerek alakulnak ki, ezek eltdvolitasat a NER hatékonyabban képes
elvégezni. A NER esetében hosszabb egyszali DNS-szakasz, 25-30 nukleotid, keriil
eltavolitasra, igy ez a hibajavitasi utvonal tobb hibas bazis egyidejii eliminalasat is lehetoveé
teszi [8].

Mind a NER mind a BER alkalmas a sériilt bazisok javitasara, de nem minden DNS
szerkezeti torzulds ered ilyen tipusu karosodéasbol. Replikacidés hiba esetén €p, de nem a
komplementer nukleotid €piil be a DNS-szalba. Az ilyen tipusthibak javitdsat a mismatch
repair MMR végzi. Az MMR a replikacié soran hibasan beépiilt nukleotid, és a tdle 5’
iranyban talalhat6 nukleotid szakasz, azonnali eltavolitasara képes [9,10].

Az UV sugarzés altal létrehozott duplaszalt toréseket javitdsara a fenti Utvonalak
egyike sem képes. A duplaszali torések javitdsaban két eltérd hibajavitd utvonal vesz részt, a
nem homoldg végeket Osszekapcsolod hibajavitas (non-homologous end joining - NHEJ)
[11,12] és a homolog rekombinacios hibajavitas (homologous recombinational repair - HRR) .
A NHEJ esetében a torott kettds szalu végek egyszerlien Osszeligdlodnak. A szabad DNS-
végek ligalasat a Ku70 és Ku80 fehérjékbdl alld heterodimer aktivalja. Ha azonban a kettds
szalu DNS torés nem azonnal javitddik ki, az érintett szakasz karosodhat, ami kisebb deléciok
1étrejottéhez vezethet. Egyidejli kettds torések esetén a NHEJ a genomban egymastdl tavol

talalhato DNS-szekvenciakat is dsszeligalhat, ami kromoszéma atrendezddések megjelenését
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eredményezheti [13,14]. A HRR hibajavitasi Gtvonal bonyolultabb, de nagysagrendekkel
pontosabb. A HRR elsé 1€épésében a tordtt duplasza DNS 5° végeit a Sae2 endonukleaz és az
Mrell-Rad50-Xrs2 exonukleaz aktivitasu fehérje komplex visszaemészti [15-17], majd a
szabad 3’ végeket a Rad51 megkoti €s a Rad52 aktivalja a szalinvaziot a homolog
szekvenciahoz [18-20]. Ezutan a homolog szalat templatként hasznalva DNS szintézis indul.
Végiil a Holliday-junction szerkezetek feloldodnak és helyreall az ép duplaszala DNS [21-
24].
2.3. A DNS-hibatolerancia utvonal

A sejt nyugalmi allapotaban keletkez6 DNS-karosodasok javitasara a fentebb targyalt
hibajavitasi folyamatok valamennyien alkalmasak, igy altaluk elkeriilhetd, hogy a keletkezett
mutaciok fennmaradjanak. Az S fazis sordn keletkez0 DNS-karosodas az adott sejt
szempontjabol sokkal veszélyesebb kovetkezménnyel is jarhat, mint a mutaciok keletkezése.
A DNS szintézise soran ugyanis a DNS hibak a replikéci6 leallasahoz és végsé soron a sejt
azonnali halalahoz vezethetnek. A DNS-hibatolerancia utvonal (DNA Damage Tolerance -
DDT), elsédleges feladata a replikdcio folytonossagénak fenntartasa, ebben a folyamatban
nem torténik meg a karosodasok eltavolitasa. Ezt a sejt késdbb, mas hibajavitd folyamatokkal

(NER, BER) végzi el.

Polimeraz 1
(Rad30)

TLS PRR

Transzlézios DNS-szintézis Posztreplikacios hibajavitas

2. abra: A DNS-hibatolerancia Gitvonalanak két folyamataban - a transzlézios DNS-szintézisben és a

posztreplikacios hibajavitasban - szerepet jatszo ismert fehérjek.



A DNS-hibatolerancia utvonal akkor aktivalodik, amikor egy hibdhoz érve a DNS
szintézise ledall, mert a karosodott szakaszt a replikacios polimeraz nem képes atirni. A DDT
elsé 1épésében a replikacios polimerazok processzivitasi faktora, a PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) fehérje 164. lizinje ubikvitinalodik. A folyamatot a Rad6 E2 ubikvitin
konjugaz [25] és a Radl8 E3 ubikvitin ligaz [26] fehérjék komplexe katalizalja [27,28].
Ezutan két Gtvonal is aktivalodhat, vagy a transzlézios DNS-szintézis (trans lesion synthesis -
TLS) vagy a posztreplikacios hibajavitas (postreplication repair - PRR) folyamata folytathatja

a replikacio menekitését (2. abra).

Pohmerézc '

(Rev3-Rev7)
Polimeraz 7

(Rad30)

mutagén hibamentes

3. abra: A TLS folyamata. Amikor a Polimeraz d/e egy hibahoz érve elakad, a Rad6-Rad18 fehérjék komplexe
ubikvitinalja a PCNA fehérjét, majd egy TLS polimeraz (Pol{, Revl, Poln) levaltja a Polimeraz d/e-t és folytatja
a DNS szintézisét a hiban keresztiil is. Ebben az esetben az atiras mutagén vagy hibamentes modon egyarant

torténhet. ub: ubikvitin, barna rombusz: DNS-karosodas

2.4. A transzlézios DNS-szintézis
Elesztében (Saccharomyces cerevisiae) a TLS folyamatanak két ttvonalat ismerjiik.

Az egyik egy mutagén - mutaciokat létrehozo - TLS, amit a Poll és a Revl végez (3. abra)
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[29]. A masik egy hibamentes utvonal, amely a Poln-hoz kotheté és a timin dimerekkel
szemben képes adenint beépiteni.

A mutagén TLS ttvonal egyik polimeraza a Poll. A Pol{ két alegységbdl all: a Rev3
fehérjébol, ami katalitikus aktivitassal rendelkezik és a Rev7 fehérjébdl, ami egy jarulékos
alegység [30]. A Pol{ alacsonyabb pontossaggal miikodik, mint a Pold, a Pole, vagy a Poln
[30]. A Pol{ egy olyan specialis DNS polimeraz, amely nagy hatékonysaggal folytatja a DNS
szintézisét a hibaval szemben is, de random nukleotidot épit be, vagyis mutagén DNS-
szintézist visz véghez, emiatt a rev3d mutans ¢lesztében alacsonyabb a spontdn mutagenezis,
mint a vad tipusu térzsben [31].

A Revl egy dezoxicitidil transzferaz [32], mely csak citozinok beépitésére képes a
DNS szintézise soran, ezért aktivitasa szintén er6sen mutagén [33], a TLS folyamataban
azonban inkabb az a szerepe, hogy eldsegiti mas TLS polimerazok miikodését [34].
Egerekben megfigyelték, hogy a Revl” mutins vonalakban a C>G mutaciok aranya
jelentésen lecsokkent, ugyanis a Revl fehérjének szerepe van ezen mutéaciok kialakitasaban
[35].

A hibamentes TLS ttvonal polimeraza a Poln — amit a RAD30 gén kodol — egy olyan
TLS polimeraz, amely specifikusan az UV sugarzas altal kialakitott timin-dimerekkel

szemben képes beépiteni két adenint, vagyis a TLS Poln fiiggd Gtvonala hibamentes [36].

4. abra: Az Mms2-Ubc13 ubikvitin konjugaz és a Rad5 ubikvitin ligaz fehérjék komplexe képes

poliubikvitinalni a monoubikvitin-PCNA fehérjét. ub: ubikvitin, barna rombusz: DNS-karosodas
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2.5. A Rad5 és a posztreplikacios hibajavitas

Doktori értekezésemben a Rad5 fehérje DNS hibajavitasban betoltott szerepét
vizsgalom. Ez a faktor a posztreplikacids hibajavitas (PRR) utvonal egyik kulcsszerepldje, ezt
az utvonalat részletesebben targyalom. A PRR folyamatanak elsé 1épése, hogy az Ubcl3 E2
ubikvitin konjugdz és az Mms2 fehérjék komplexe [37] a Rad5 E3 ubikvitin ligazzal
poliubikvitinalja a mér 164. lizin aminosav pozicioban monoubikvitinalt-PCNA fehérjét az
ubikvitin 63. lizinjein keresztiil [38,39] (4. abra). Bar PCNA poliubikvitinaciojanak pontos
funkciéja még nem ismert, lehetséges, hogy a poliubikvitin-PCNA a TLS aktivalasaban
jatszik szerepet. A poliubikvitin lanc egy erds jel az olyan ubikvitin k6té fehérjék szamara,
mint amilyen a Revl és a Poln, melyek ubikvitin-kdté motivum (ubiquitin-binding motif -
UBM) [40] és ubikvitin-kot6 cink-ujj (ubiquitin-binding zinc finger - UBZ) [41] doménekkel
rendelkeznek. Az mms2 és az ubcl3 mutans torzsek kevésbé érzékenyek UV besugarzasra,
ubcl3/rad5 kettés mutansok ugyanolyan érzékenységet mutatnak, mint a rad5 [42]. Ez azt
jelenti, hogy az Mms2-Ubc13 minden esetben egyiittmiikodik a Rad5 fehérjével az UV
indukalta kdrosodasok javitdsdban, viszont a Rad5 az ubikvitin ligdz aktivitasa mellett mas
funkcidval is rendelkezik. Az ubikvitin ligaz aktivitasért a Rad5 RING (Really Interesting
New Gene) finger doménje felelos [42—44]. A RING domént tartalmazo fehérjékre jellemzo,
hogy ubikvitin ligaz aktivitassal rendelkeznek [45,46]. A RING doménen beliil pedig a C3HC4
motivum sziikséges a Rad5 és az Ubc13 koélcsonhatasahoz [42].

A Rad5 masik aktivitaisa az SWI/SNF (SWItching/Sucrose Non Fermenting)
doménjéhez kothetd [38]. Az ilyen doménnel rendelkez6 fehérjékre az jellemz6, hogy ATPaz
és DNS transzlokaz aktivitasuk van [47,48]. A Rad5 SWI/SNF doménje is rendelkezik mind
ATPaz [49], mind DNS transzlokaz aktivitassal [50]. Ha a replikacio a vezetd szalon elakad,
akkor a Rad5 képes megforditani a replikacios villat, és igy az elakadt, ujonnan szintetizalt
vezetd szal a lemaradd szalrdl, mint templatrol képes folytatni a DNS szintézisét (5A. abra).
Ilyen villavisszafordito-aktivitassal, a RadS fehérjén kiviil, ¢lesztdben az Mphl is rendelkezik
[51,52]. Mivel a rad5 mutans torzs nagyobb UV érzékenységet mutat, mint az mms2 vagy az
ubcl3 [42], lehetséges, hogy a Rad5 helikaz/ATPaz aktivitasa az ubikvitin ligdz aktivitasatol
fiiggetleniil miikddik. A rad5 mutans torzsek nagyobb érzékenységét azonban az is okozhatja,
hogy a Rad5 mas aktivitdssal is rendelkezik. Ismert, hogy a templatvaltdsnak a
villavisszaforditds csak az egyik lehetséges modja, ismert, hogy a Rad5 fehérje a masik
lehetséges modon, szalinvazioval is képes ezt a folyamatot véghezvinni (5B. abra) [53]. A

szalinvazion alapul6 villa visszaforditas folyamata fiiggetlen a Rad5 ATPaz aktivitasatol és a
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Rad51 fehérjétdl [54]. Habar a szal invaziot koveté DNS-szintézis polimeraza élesztében még
nem ismert, a human Poln szerepet jatszik a D-loop extenzidban a HRR soran [55], ezért

lehetséges, hogy a villa visszaforditas soran a Poln miikodik egyiitt a Rad5 fehérjével.

Elakadt replikacios villa

N\
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A A templat valtas mechanizmusai B

\

Villa visszaforditas Szal invazioé
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5. abra: A templatvaltas lehetséges mechanizmusai a Rad5 fehérje kozremiikodésével. (A) A replikacios villa-

visszaforditas. (B) A szalinvazi6 [56]. Fekete haromszog: DNS-karosodas

A Rad5 fehérje HIRAN (HIP116, Rad5p N-terminal) doménnel is rendelkezik, melyet
eredetileg DNS-k6t6 doménként ismertek [57], de az utobbi években bebizonyosodott, hogy
valojaban a replikacids villaszeri specialis DNS-szerkezetek szubsztratként vald

felismerésében van szerepe [58—60].
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6. abra: A HLTF HIRAN domén miikodésének a modellje [59]. A HIRAN domén a vezet6 szal 3’ végéhez

kotodik, és elvalasztja azt a masik DNS szaltol.

2.6. A HIRAN domén

Munkénk sordn a Rad5 HIRAN doménjét is vizsgaltuk, olyan mutdnst probaltunk
eldallitani, ami specifikusan ennek a doménnek a funkcidjat rontja el. A HIRAN domén
konzervalt, tobb fehérjében, kiilonbozd fajokban azonositott, DNS-ko6td aktivitassal
rendelkezé fehérje alegység [57]. Az éleszté Rad5 HIRAN doménje nélkiil nem képes genomi
fokuszokat formalni MMS kezelést kovetden [61]. A Rad5 HIRAN domén a replikacios
villaszerti DNS szubsztraton a vezetd szal 3° végéhez kotddik €s a villa-visszaforditdsban van
szerepe [62]. Ezt a DNS-koté aktivitast igazoltak a Rad5 human homoldgjanak, a
helikazszer(i transzkripcios faktor (helicase-like transcription factor - HLTF) fehérjének az
esetében is, ugy, hogy megvizsgaltdk a DNS és a HIRAN domén egyiittes komplexének a
kristalyszerkezetét [59,60,63]. Kimutattak, hogy a HIRAN domén legjobban a DNS 3’
végéhez kotoédik [59,60,63,64], emiatt in vitro helikaz kisérletben a replikacios villat
modellezd DNS szubsztrat vezetd szalanak 3° modositasa képes megakadalyozni a HLTF
villa-visszafordito aktivitasat (6. abra) [59,64]. Az NN90,91AA HIRAN domén mutans
HLTF nem rendelkezik helikdz aktivitassal, azonban ubikvitin ligdz aktivitasaval képes
poliubikvitinalni a monoubikvitin-PCNA fehérjét in vitro biokémiai kisérletekben [58].
Hasonlo fenotipust mutat in vitro kisérletekben az R71E HIRAN domén mutans HLTF
fehérje is, ATPaz és ubikvitin ligaz aktivitasa olyan mint a vad tipusé, azonban helikaz
aktivitasa jelentésen csokkent [65]. Mas kisérletekben viszont a HIRAN domén nélkiili HLTF
nem tudott poliubikvitin-PCNA-t 1étrehozni [66]. A HLTF fehérjével ellentétben az AtRadba,
ami a Rad5 ladfti (Arabidopsis thaliana) homoldgja, a helikaz aktivitasihoz nem sziikséges a
DNS 3’ hidroxilcsoportja (-OH) [59,67]. Az AtRad5a HIRAN doménje az elagaz6 DNS
struktirakhoz kotodik és ehhez sincs sziikség a DNS 3” hidroxilcsoportjara [67].

In vivo kisérletekben az NN90,91AA HIRAN domén mutans HLTF fehérje
expresszidja képes részlegesen menekiteni a HLTF csendesitett human sejtvonal UV
érzékenységét €s a sejtmagi lokalizacioja olyan, mint a vad tipusu €s a HIRAN domén nélkiili

HLTF fehérjéké [58]. Azonban a R71E HIRAN domén mutans HLTF fehérjét termeld sejtek
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hidroxiurea érzékenysége olyan, mint a HLTF deléciés mutans sejteké [65]. A Rad5
Schizosaccharomyces pombe homologja, a Rad8 esetén, a HIRAN domén delécidja
ugyanolyan UV és MMS érzékenységet okoz, mint a RADS teljes deléciodja, valamint HIRAN
domén nélkiil nem képes a Rad8 a sejtmagba lokalizalodni [68]. Ehhez hasonléan a HIRAN
domén nélkiili AtRad5a fehérjének az expresszidja sem képes menekiteni az Atrad5a mutans
ladfi ciszplatin érzékenységét [67].

A Saccharomyces cerevisiae Rad5 HIRAN doménjének pontos szerepérdl jelenleg
kevés informacionk van, annak ellenére, hogy az utobbi évtizedekben a DDT ¢és a Rad5

funkcidinak a megismeréséhez a leggyakrabban ezt a modell szervezetet hasznaltak.

2.7. A Saccharomyces cerevisiae

Az el6z0 fejezetekben targyalt DNS-hibajavitdé mechanizmusok rendkiviil
konzervaltak. A human DNS hibajavité fehérjék nagy részének a homoldgja megtalalhatod
pékélesztében (Saccharomyces cerevisiae). A pékélesztd, vagy bimbozd élesztd emiatt
rendkiviil alkalmas modell szervezet a DNS-hibajavitasi folyamatok vizsgalatara. Tovabbi
elénye még, hogy kisméretii, olcso fenntartani és rovid az életciklusa (90-120 perc). A
Saccharomyces cerevisiae genetikailag rendkiviil konnyen manipulalhaté. A genetikai
kisérletek szempontjabol kiilondsen hasznos, hogy az élesztd keresztezhetd, transzformalhato
¢és konnyen létrehozhatok benne tetszdleges méretii deléciok. Az éleszté mutansok egyszertien
menekithetéek az érintett gént plazmidrdl expresszalva. Elényt jelent tovabba, hogy a
Saccharomyces cerevisiae teljes genomjat megszekvenaltak, és egy torzsgyljtemény is
torzs megtalalhatd haploid formaban [69]. Elony6s tulajdonsagai miatt az éleszt6t szamos
DNS-hibajavitasi folyamat tanulmanyozasara hasznaltdk sikerrel és hasznaljuk ma is. Az
¢lesztd mellett azonban mas modell szervezeteken is végeztek kisérleteket a Rad5

homoldgjainak a vizsgalatara.

2.8. Az éleszt6 RadS homologjai

A RADS gént el6szor 1970-ben azonositottak Saccharomyces cerevisiae-ben. A RAD5
gént érintd rev2 mutans élesztd torzs a vad tipusu torzsnél kisebb mértékben tudta revertalni
UV hatésara az arg4-17 mutaciot, emellett UV és Rontgen sugarzasra egyarant érzékenységet
mutatott [70]. Kés6ébb kimutattak, hogy a lys2-1, az ade2-1 és a lysl-1 mutaciok UV
reverzidjara is alacsonyabb mértékben képes, mint a vad tipust torzs, ezért nevezték el rev2
mutansnak [38]. Végiil azonban a rad5 név terjedt el az irodalomban a mutans térzs UV és

Rontgen sugarzidsra mutatott érzékenysége miatt. A Rad5 kis ismétlddd szekvencidk
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instabilitasdhoz is hozzdjarul, ugyanis a poli(GT) szekvenciak hosszvaltozasanak a
gyakorisaga 10 értékrdl 107 értékre csokken rad5 mutans héttéren [38].
Schizosaccharomyces pombe hasadoé élesztében RADS gént RAD8 néven azonositottak
1993-ban [71]. Kimutattak, hogy a rad8 mutans is életképes hasonléan a rad5 mutans élesztd
torzshoz és ugyanigy érzékeny UV és y sugarzasra is [71]. A Rad8 fehérjében azonositottak
egy nukledris lokalizacios szignalt, egy HIRAN domént, egy RING domént és egy SNF2-
tipusu helikaz domént, ami ATP-kot6 helyet tartalmaz [68,71]. A Schizosaccharomyces
pombe rad8 mutans torzs a sejtciklus G1/S fazisaban a legérzékenyebb az ionizald
sugarzasokra [71]. A Rad8 — a Rad5 fehérjéhez hasonléoan — az Mms2-Ubcl3 fehérjék
komplexével egyiitt részt vesz a monoubikvitin-PCNA ionizald sugarzés hatdsara torténd

poliubikvitinalasaban [72].

A MMC 3 pg/mi B Cis-P1Iatln 5uM C MMS 190 ppm
1

7. abra: Az éleszté RAD5 Arabidopsis thaliana homologjainak az AtRAD5a és az AtRAD5b gének mutansainak
az érzékenysége MMC (mitomycin-C) (A), ciszplatin (B) és MMS (C) kezelésekre. 1: vad tipust, 2-3: Atrad5a,
4-5: Atradsb, 6: Atradba/Atrad5b mutans névények [73].

Ludfiiben (Arabidopsis thaliana) a Rad5 fehérjének két homologjat azonositottak
2008-ban, az AtRad5a-t és az AtRad5b-t [73]. Mindkét homoldg fehérjében megtalalhato a
HIRAN, a RING ¢s az SNF2 tipusa DNS transzlokdz domén, akarcsak a Rad5 fehérjében
[73]. Az Atrad5a mutans ludfii rendkiviil érzékeny DNS-DNS keresztkoté agensekre
(ciszplatin, mitomycin-C), mig MMS kezelésre kisebb érzékenységet mutat (7. abra) [73]. Az
Atrad5b mutans ladfii nem mutat érzékenységet ezek koziil egyik DNS karositd agensre sem
[73]. Bleomycin kezelés hatasara 1étrejové DNS kettds torések csak az Atradb5a mutans
ladfiiben csokkentik a HRR aktivitasat, az Atrad5b mutansban nem [73]. gy inkabb az
AtRADb5a gén tekinthetd az élesztd RADS ludfii homologjanak. Kimutattak, hogy az AtRad5a
az AtRev3 fehérjétdl fiiggetlen folyamatokban vesz részt az MMS, az UV, a 4-NQO (4-
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nitroquinolin N-oxid), a MMC (mitomycin-C) és a CDDP (ciszplatin) indukalta DNS
karosodasok javitasaban [74]. Az AtRad5a - a Rad5 fehérjéhez hasonléan - szintén szerepet
jatszik a monoubikvitin-PCNA poliubikvitinalasaban [75]. Emellett az AtRad5a RING és
ATPaz doménjeinek az aktivitasai esszencialisak ahhoz, hogy a fehérje el tudja latni in vivo
funkciojat az MMS, a CDDP és a MMC okozta DNS karosodasok javitasaban [76]. Az
AtRad5a dsDNS-fiiggd ATPaz aktivitassal rendelkezik. Replikacios-villa visszaforditd
funkcidja is van, amely leginkdbb olyan DNS-szubsztraton mutat aktivitast, ami a vezetd szal
3’ vége ¢és az elagazas kozott egy gap-et tartalmaz [67]. Ez a DNS szubsztrat jo modellje a
DNS-karosodas miatt elakadt vezetd szalnak. Az AtRad5a helikdz aktivitasa fehérjéhez kotott
DNS szubsztraton is miikodik [67].

A B

8. abra: Vad tipust (A) és HItf (B) egerek 12-24 éraval a sziiletésiik utan. [77]

Emlésokben is két homologja ismert az éleszté RADS génnek: a HLTF és az SNF2
hiszton kapcsoldo PHD RING helikaz (SNF2 Histone linker PHD RING Helicase - SHPRH)
[78-81]. Egérben el6szor a HLTF gént azonositottak P113 és ZBU1 néven 1997-ben [82,83].
Az SHPRH gént egérben és emberben egyarant 2003-ban azonositottak [84]. Meglepé mddon
a HItf"/Shprh” kettés mutans egér embrionélis fibroblaszt (mouse embryonic fibroblast -
MEF) sejtek a vad tipusuhoz hasonléan képesek in vivo poliubikvitinalni a monoubikvitin-
PCNA fehérjét UV kezelést kovetden. Feltehetéen egy még ismeretlen harmadik ubikvitin
ligaz fehérje is képes véghez vinni ezt folyamatot [85]. Valdszintileg hasonld okokbol a HItf”
/Shprh™ kettés mutans B sejtek sem mutatnak érzékenységet MMS, UV vagy ciszplatin
kezelésekre [85]. A HItf" egerek nem mutattak semmilyen fejlddési rendellenességet [86], am
a mutans egerek 64%-a elpusztul, zommel (48%), a sziiletés utani 12-24 érdban [87]. A HItf"
mutans egerekben ezen kiviil magasabb apoptdzis, csokkent életképesség és agylagyulas

(encephalomalacia) figyelheté meg [87]. Az ujsziilott HItf" egerek agyanak transzkriptom
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analizisét is elvégezték. Azt az eredményt kaptdk, hogy a vizsgalt 20.000 gén koziil, 95
esetében emelkedett, mig 246 esetén csokkent az mRNS koncentracid a vad tipushoz képest
[87]. A HLTF hianyaban olyan géneknek valtozott meg a transzkripcidja, amelyek a sejtciklus
szabalyozasaban jatszanak szerepet [87]. Ugyanezen szerzok egy fliggetlen k6zleményben azt
talaltak, hogy a HItf’" egerek 74%-a elpusztul, ebbdl 75% a sziiletés utani 12-24 éraban [77].
A HItf" mutans egerekre 1jsziilott korban (6-8 o6ra) jellemzé az alacsony vércukor szint
(hipoglikémia), a 12-24 6ras korti homozigotak pedig a ciandzis, a zihalas és a haldoklés
tiineteit mutatjak (8. abra) [77]. Ujsziilott egerekben a HLTF fehérje nem csak az agyban
akkumulalodik, hanem a szivben és a vazizmokban is [83]. Az ujsziil6tt egerek szivének a
transzkriptom vizsgalatival kimutattdk, hogy a HItf” egerekben 10 gén esetében emelkedett
€s 1526 gén esetében csokkent a transzkripcido mértéke a vad tipushoz képest [77]. A HLTF

--------

a kollagén biogenezisben jatszanak szerepet [77].

HIRAN I la 11 RING IV V VI
Hs. HLTF (1-1009 aa ) [_ V' /AL 1l [N
3L /' \
DEGH C3HG
HIRAN I la 1IN RING IV VVI
Sc. RadS5 (1-1169 aa.
c. Rad5 ( aa.)| Y. ,ISIL llll/l&l lllll]l ]
DEGH C3HG
1 HI5 PHDIa 1IN RING IV VVI
Hs. SHPRH (1-1683 aa.)| | 11
| | [T — ! ]
DEAQ C3HG

9. abra: A Saccharomyces cerevisiae Rad5 fehérjének és human homoldgjainak (HLTF és SHPRH) domén
szerkezete nagy hasonlosagot mutat [81]. 1, la, I, 11, IV, V, VI: SNF2-tipust helikaz domén részei. HIRAN,
RING, H15, PHD: domének. DEGH, DEAQ, C3HCy4, 3L: fehérje motivumok.

crer

fehérjeként irtak le 1995-ben [88]. Kés6bb ugyanez a fehérje transzkripcios faktorként valt
ismertté, mar a ma is hasznalt HLTF elnevezéssel [89,90]. A HLTF fehérjének szerepe van a
B-globin transzkripcidjaban [91], valamint transzkripcios faktorként szabalyozza a kék és
barna szemszin kialakulasat is [92,93]. Megfigyelték, hogy a vastagbélrakok 43%-ara
jellemzd, hogy a HLTF expresszioja megsziinik a gén promoterének a metilacidja miatt, mig
hasonl6 HLTF prométer metilaciot tiido és mell radkos mintédk esetében nem tudtak kimutatni
[94]. A gyomorrakos sejtek 17%-aban mar a tumor kialakulasanak korai fazisaiban is
megfigyelheté a HLTF promoterének a metilacioja [95]. Egy masik kisérletben pedig

kimutattdk, hogy a gyomorrdkos sejtek 28%-aban megsziint a HLTF expresszidja
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promoterének a metilacioja miatt [96]. A HLTF promoterének a metilacioja méhnyakrakos
sejtekre is jellemz6 [97]. A HLTF amellett, hogy tumor szuppresszor és transzkripcios faktor,
a Rad5 fehérjéhez hasonldo domén szerkezettel és aktivitasokkal is rendelkezik [53]. A HLTF
fehérjében is megtalalhato a HIRAN domén és az 1.-VI. alegységekbdl allo SNF2 tipusu
helikaz/ATPaz domén, melynek kdzepén egy RING domén helyezkedik el (9. abra) [53]. A
HLTF ugyantgy képes poliubikvitindlni a monoubikvitin-PCNA fehérjét ubikvitin ligaz
aktivitasaval, mint az éleszt6 Rad5 [81], valamint replikacios villavisszaforditd aktivitasa is
ugyanugy mukodik [98]. Az éleszté Rad5 masik human homoldgja az SHPRH, mely szintén
rendelkezik ubikvitin ligdz aktivitdssal és szerepe van a monoubikvitin-PCNA fehérje
poliubikvitinalasdban [78-80,99]. Az SHPRH a helikaz/ATP4az doménben elhelyezkedd
RING doménen kiviil egy hiszton kapcsold H1 és HS tipusi domén (linker histone H1 and H5
family domain - H15) és egy PHD-ujj (PHD) doménnel is rendelkezik (9. abra) [53]. Az

mig a HLTF az UV sugarzas altal Iétrehozott DNS-karosodasok toleralasaban jatszik szerepet,
addig az SHPRH az MMS indukalta DNS-hibakért felel [100,101]. Az SHPRH ATPaz
aktivitasat a duplaszalit DNS nem képes aktivalni, csak a nukleoszomak [102]. 2018-ban
felfedezték, hogy az SHPRH gén egy részérdl atirddo cirkularis RNS-rél termel6dd fehérje
tumor szuppresszor aktivitassal rendelkezik [103]. Szamos fliggetlen koézleményben

megerésitették ennek a fehérjének a tumor szuppresszor funkcidjat [104—-107].

2.9. A RADS genetikai kapcsolatai

Eleszté genetikai adatok alapjan tudjuk, hogy a RAD5 gén a RAD6-RAD18, azaz a
DDT ftvonalba tartozik. A rad54/rad6A kettés mutans torzs ugyanolyan érzékeny UV
kezelésre, mint a rad6A egyszeres mutans [38]. Ugyanez jellemz6 a rad54 és a radl84
mutaciokra is [38], valamint a Rad5 kolcsonhat a Radl8 fehérjével ¢éleszt6-két-hibrid
kisérletek alapjan [108]. UV érzékenységiik alapjan a TLS polimerazok génjei koziil egyik
a TLS polimerdzok egymastol fiiggetlen folyamatokban vesznek részt. E genetikai
eredmények alapjan azonban nem tudjuk kizdrni az egyiittmiikddésiik lehetdségét. Ko-
immunprecipitacios kisérletekben sikeriilt kimutatni a Rad5 és a Revl fizikai kdlcsonhatasat
[110]. Ezt a kolcsonhatast késébb megerdsitették élesztd két-hibrid és glutation-S-transzferaz
(GST) pull-down kisérletekben is, s6t azonositottak a Revl kotésért felelés aminosavat is a
Rad5 fehérjében. A Revl kotésre képtelen pontmutans rad5 azonban nem mutatott genetikai
kapcsolatot az wubikvitin ligiz mutdcioval sem MMS érzékenységben sem UV

mutagenezisben, tehat ez a két aktivitas - a Rad5-Revl és a Rad5-Ubcl3 kolcsonhatas -
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egymastol fliggetlen folyamatokban vesz részt [111]. A Rad5-Revl kdlcsonhatast kromatin-
immunprecipitacios kisérletekben is igazoltak [112]. Egy plazmid alapu kisérleti rendszerben,
melyben a TLS folyamatéat tanulmanyoztdk a kiilonb6z6 DNS-karosodasokkal szemben, a
rad5/ muténs torzs hasonld eredményt mutatott, mint a rev34, amibdl arra kdvetkeztettek,
hogy a Rad5 sziikséges a Pol( fiiggd TLS folyamathoz [113]. Ezek az eredmények azt
bizonyitjak, hogy a Rad5 valamilyen modon egyiittmiikddik a TLS polimerdzokkal. Tovabba
lehetséges, hogy a Pol( és a Poln sem teljesen fliggetleniil mikddik egymastol, ugyanis GST
pull-down kisérletekben mar kimutatték fizikai kapcsolatukat [114]. Igy elképzelhetd, hogy a
DDT harom folyamata nem teljesen fiiggetlen egymastol, és a Rad5 fehérje egyiittmiikodhet a
TLS polimerazokkal.

Ismereteink a Rad5 villavisszafordito-aktivitasanak és ubikvitin ligaz aktivitasanak
kapcsolatar6l még ellentmondéasosak. Korabbi irodalmi adatok alapjan e két aktivitas
egymastol fuggetlen szereppel bir, amint azt kimutattak UV talélési kisérletekben [115] és
adozelesin kezelés esetén is [116]. Ujabb cikkek alapjan azonban a két aktivitds kozott
genetikai kapcsolat van: a helikaz/ATPaz és ubikvitin ligaz kettés mutans ugyanolyan
fenotipust mutat, mint az egyszeres helikaz/ATPaz mutans torzs [117,118]. Ez azt jelenti,
hogy az ubikvitin ligaz aktivitas minden esetben egyiittmiikodik a helikaz/ATPaz aktivitassal,
¢s a helikdz/ATPaz aktivitasnak dnmagéban is van valamilyen funkcidja a DNS karosodasok
javitasaban [118]. Az egyik cikk szerzdi szerint a helikaz/ATPaz funkcié nélkiilozhetd, és a
DDT folyamataban a Rad5 csak az ubikvitin ligaz aktivitasaval vesz részt [117]. Azonban egy
késébbi kozleményben ismét azt az eredményt kaptdk, hogy a Rad5 ubikvitin ligdz és
helikaz/ATPaz aktivitasa egymastol fiiggetlen folyamatokban vesz részt [119]. Az idézett
fliggetlen kozleményekben kiilonb6zéd mutansokat hasznaltak a Rad5 aktivitdsainak
elrontdsdra. Munkdnk sordn az eddig ismert Rad5 mutdns fehérjéket ellendriztiik, majd
kivalasztottuk a legmegfeleldbbeket és megvizsgaltuk a Rad5S helikdz/ATPaz és ubikvitin
ligaz aktivitasai kozotti genetikai kapcsolatot. Mivel korabbi adatok arra utalnak, hogy a Rad5
részt vesz a TLS folyamataban [113], azt is megvizsgaltuk, hogy a Rad5 melyik aktivitasa
miikddhet egylitt a TLS polimerdzokkal. Ezen kiviil azt is megvizsgaltuk, hogy a HIRAN
doménre a Rad5 mely aktivitdsaihoz van sziikség. A human Rad5 fehérje vonatkozasaban a
fenti Osszefliggéseket mar vizsgaltdk, de az élesztd Rad5 fehérje pontos mitkddése még nem

ismert.
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3. Célkittizések

A Rad5 a replikacios villa visszaforditasara képes DNS helikaz, amely a mutaciok
hibamentes javitasat teszi lehetévé a posztreplikacios hibajavitas soran templatvaltassal. A
fehérje sziikséges az UV és MMS asszocialt testvér kromatid kicserélddéshez és a PCNA
poliubikvitinacidjahoz. A Rad5 fehérjének helikaz/ATPéz és ubikvitin ligaz aktivitasa is van.
A Rad5-h6z hasonld multifunkcidés fehérjék aktivitasai altalaban egyetlen Osszetett
folyamatban vesznek részt, azonban ez alol vannak kivételek. El6fordulhat, hogy az egyik
aktivitds a tobbitdl filiggetleniil is mukodik, ezt a kérdést szerettiik volna megvizsgalni.
Munkam f6 célja volt az ¢élesztd Rad5 fehérje DNS-hibatolerancidban betoltott szerepének

atfogo jellemzése.
Munkam specifikus céljai a kovetkezdk voltak:

- a Rad5 helikaz/ATPaz aktivitasa és ubikvitin ligdz aktivitdsa egymastol fliggetlen
funkcio-e vagy a két aktivitas minden esetben egyiitt miikodik.

- a Rad5 a fenti két aktivitason kiviil rendelkezik-e tovabbi szereppel a DNS-
hibatolerancia folyamatéaban.

- a Rad5 aktivitdsainak elvesztése hogyan befolydsolja a spontdn mutacidok
kialakulasat és az egyes funkciok hidnya milyen aranyban modositja az UV kezelés hatasara
1étrejott mutaciok osszetételét.

- a Rad5 fenti két aktivitasa egylittmiikodik-e a TLS polimerazok (Revl, Poll, Poln)
barmelyikével.

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

21



4. Anyagok ¢s modszerek

4.1. Eleszté torzsek

A dolgozatban BY4741 (MATa, his3A41, metl5A0, leu2A0, ura3A0) és BY4742
(MATa, his3A1, lys240, leu2A0, ura3A0) delécios mutans éleszto torzseket hasznaltunk. A
BY4741 ¢leszto torzsekben az egyes gének helyére egy KanMX4 kazettat épitettek be, mely a
geneticin (G418) rezisztenciaért felelds. Ezeket a vonalakat az Euroscarf cégtdl rendeltiik. A
dolgozatban szereplé minden delécidé meglétét és méretét PCR-ral ellenériztiik (Polymerase
Chain Reaction- Polimeraz lancreakcio). A kétszeres delécidos mutansokat a BY4741 (metl54,
A mating tipust) delécidos mutansok és a BY4742 rad5A (rad54::URA3, canl, lys24, o
mating tipusu) torzsek keresztezésével hoztuk létre.

A rad5A delécio mutagén kezelésre mutatott érzékenységének a menekitésére Rad5
fehérjét expresszaldo, —LEU szelekciés marker gént hordoz6é YCplaclll plazmidokat
transzformaltunk a sejtekbe. Ezért minden egyes kisérlethez -LEU tapoldatot és taptalajt
hasznaltunk, hogy a menekité plazmidra szelektaljunk. A transzforméns torzsek leirdsa a 10.
abran lathato.

A mutans Rad5 fehérjék tultermeltetésére pBJ842 alapu plazmidokat hasznaltunk,
amelyekkel minden fehérje tisztitas eldtt ujra transzformaltuk a BJ5464 (MATa, ura3-52,
trpl, leu2A1, his34200, pep4::HIS3, prbl-41.6R, canl, GAL) éleszté torzset.

A spontan mutagenezis kisérletekhez ¢s a mutans Rad5 fehérjék expresszids szintjének
az ellendrzéséhez EMY74.7 (MatA, his3-D1, leu2-3 leu2-112, trpl::hisG, ura3-52) éleszt6
torzset hasznaltunk.

Az in vivo PCNA ubikvitinalas vizsgalatahoz DF5a (MatA, trpl-1(am), his3-D200,
ura3-52, lys2-801, leu2-3 leu2-112, barl::HIS3, pol30::hisG, rad5::hisG) éleszt6 torzset

hasznaltunk.
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Név Sorszam Plazmid Eleszté torzs
WT YHU1414 tires BY4741
RADS5/rads4 YHU1329 RAD5
rad5-KA4/rad54 YHU1536 K538A
rad5-CCAA/rad54 YHU1330 CC914,917AA
rad5-14/rad54 YHU1527 1916A BY4742

rad5-DEAA/rad5A YHU1331 DE681,682AA
rad5-14/DEAA/rad54 YHU1528 1916A,DE681,682AA
rad54 YHU1328 lires
RADS/rad5A4/mms2A YHU1304 RAD5
rad5-14/rad54/mms24 YHU1532 1916A
rad5-DEAA/rad5A/mms24 YHU1306 DE681,682AA
rad5A/mms24 YHU1303 lires
RADS/rad5A/ubcl 34 YHU1314 RAD5
rad5-14/rad54/ubci34 YHU1534 1916A
rad5-DEAA/rad54/ubcl34 YHU1316 DE681,682AA
rad54/ubcl34 YHU1313 lires
RAD5/rad5A/veviA YHU1564 RAD5
rad5-1A/rad5A4/reviA YHU1565 1916A
rad5-DEAA/rad5A/reviA YHU1566 DE681,682AA

rad5-14/DEAA/rad5A/reviA YHU1567 1916A,DE681,682AA | BYA4741/BY4742
rad5A/reviA YHU1568 lires
RADS5/rad54/rev3A YHU1569 RAD5
rad5-14/rad54/rev3A YHU1570 1916A
rad5-DEAA/rad54/rev3A YHU1571 DE681,682AA
rad5-14/DEAA/rad5A/rev3A YHU1572 1916A,DE681,682AA
rad54/rev3A YHU1573 lires
RADS/rad5A/rev7A YHU1574 RAD5
rad5-14/rad5A/rev7A YHU1575 1916A
rad5-DEAA/rad54/rev7A YHU1576 DE681,682AA
rad5-IA/DEAA/rad54/rev7A YHU1577 1916A,DE681,682AA
rad5A4/rev7A YHU1578 lires

10. abra: A dolgozatban felhasznalt éleszto torzsek.
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Név Sorszam Plazmid Eleszté torzs

rad5-GARR/rad54 YHU1399 GA177,178RR
rad5-GR/rad54 YHU1400 G183R
rad5-RA/rad54 YHU1390 R187A
rad5-LKRA/rad5/ YHU1391 LK193,194RA
rad5-KRAA/rad5/ YHU1392 KR202,203AA
rad5-EEAA/rad5A YHU1498 EE206,207AA
rad5-FA/rad54 YHU1373 F231A

rad5-IR/rad54 YHU1393 1233R BY4742
rad5-REAA/rad54 YHU1394 RE237,238AA
rad5-14*/rad5/ YHU1370 1239A
rad5-GA/rad54 YHU1371 G240A
rad5-RA*/rad54 YHU1337 R241A
rad5-EDAA/rad54 YHU1395 ED244,245AA
rad5-LA/rad5/ YHU1372 L253A
rad5-LIRR/rad5/ YHU1401 L1265,266RR
rad5-LORA/rad5/ YHU1403 LQ281,282RA
RADS5-HA/rad54 YUS1786 RAD5-HA
rad5-1A-HA/rad5A YUS1787 1916A-HA
rad5-DEAA-HA/rad54 YUS1788 DE681,682AA-HA
rad5-1A/DEAA-HA/rad54 YUS1789 1916A,DE681,682AA-HA
notag | YUS443 + PID269 lires

gRAD5-HA YUS1792 EMY74.7
RADS5/rad54 | YUSA472 + PID178 RADS5
rad5-I4/rad54 | YUS472 + PID745 1916A
rad5-DEAA/rad54 | YUS472 + PID180 DE681,682AA
rad5-I4/DEAA/rad54 | YUS472 + PID1180 1916A,DE681,682AA
rad54 | YUSA472 + PID565 tires
RADS5/rad54 | YUS1905 + PID178 RAD5

rad5-DEAA/rad54 | YUS1905 + PID180 DE681,682AA DF5a

rad5-I4/rad54 | YUS1905 + PID745 1916A

rad54

YUS1905 + PID565

tires

10. abra: A dolgozatban felhasznalt élesztd torzsek.
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Plazmid RADS5 | Markerek Sorszam
YCPlac111 iires | LEU2, Amp PIL1133/PID565
YCPlac111 RADS | LEU2, Amp PIL576/PID178
YCPlac111 GA177,178RR | LEU2, Amp PIL2399
YCPlac111 G183R | LEU2, Amp PI1L2400
YCPlac111 R187A | LEU2, Amp PIL2373
YCPlac111 LK193,194RA | LEU2, Amp PIL2374
YCPlac111 KR202,203AA | LEU2, Amp PIL2375
YCPlac111 EE206,207AA | LEU2, Amp PIL2566
YCPlac111 F231A | LEU2, Amp PIL2320
YCPlac111 1233R | LEU2, Amp PIL2377
YCPlac111 RE237,238AA | LEU2, Amp PIL2378
YCPlac111 1239A | LEU2, Amp PIL2221
YCPlac111 G240A | LEU2, Amp P1L2222
YCPlac111 R241A | LEU2, Amp PIL2155
YCPlac111 ED244,245AA | LEU2, Amp PIL2379
YCPlac111 L253A | LEU2, Amp PI1L2223
YCPlac111 LI1265,266RR | LEU2, Amp PIL2401
YCPlac111 LQ281,282RA | LEU2, Amp PI1L2403
YCPlac111 K538A | LEU2, Amp PIL577
YCPlac111 CC914,917AA | LEU2, Amp PIL2100
YCPlac111 1916A | LEU2, Amp PIL2778/PID745
YCPlac111 DEG681,682AA | LEU2, Amp PIL578/P1D180
YCPlac111 | 1916A,DE681,682AA | LEU2, Amp PIL2757/P1D1180
pBJ842 RADS | LEU2, Amp PIL101
pBJ842 GA177,178RR | LEU2, Amp PIL2472
pBJ842 G183R | LEU2, Amp PIL2473
pBJ842 L1265,266RR | LEU2, Amp PIL2474
pBJ842 LQ281,282RA | LEU2, Amp PIL2476
pBJ842 CC914,917AA | LEU2, Amp PIL681
pBJ842 1916A | LEU2, Amp PIL2780
pBJ842 DE681,682AA | LEU2, Amp PIL668
Plazmid Gén vagy szekvencia | Markerek Sorszam
YCPlac33 7His-PCNA | URA3, Amp P1D1243
p414GPD iires | TRP1, Amp PID269
pYM3 6xHA | KITRP1, Amp | PID351
11. abra: A dolgozatban felhasznalt plazmidok.
4.2. Plazmidok

A munkank soran hasznalt plazmidokat és részletes leirasukat a 11. abran foglaltuk
Ossze. A rad5 delécio fenotipusanak a menekitésére a RADS Pstl-Sall genomikus DNS
fragmentjét klonoztuk a centromerikus, alacsony koépiaszamii YCplacl11 plazmidba. Ez a
fragment a RAD5 mellett 339 bp promoter és 623 bp terminator szekvenciat is tartalmazott,
ezért a fehérje expresszio szintje folyamatos €s fiziologias volt. A pontmutacidkat ezen a
plazmidon hoztuk Ilétre helyspecifikus PCR mutagenezissel, majd a pontmutacidkat

visszaklonoztuk a vad tipustt RADS tartalmt YCplacl11 plazmidba. A mutans Rad5 fehérjék
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tisztitasahoz sziikséges tultermeld plazmidokat a Gateway® Cloning Technology (Thermo
Fisher Scientific Inc.) rendszer segitségével készitettiik el. A vad tipusi RAD5 gént PCR-ral
amplifikaltuk és klonoztuk az tires plazmidba (pENTR™). A klénozott RADS szekvenciat
tartalmazod plazmidokat szekvenalassal ellendriztiik, majd a hibatlan RADS5 szekvenciat
tartalmazo plazmidba (pENTR™) klonoztuk a pontmutaciokat az YCplacl11 plazmidbal,
majd LR rekombinaz reakcidval bevittiik a mutans rad5 géneket a pENTR™ vektorbdl a
célvektorba (pBJ842). Ezekben a thltermeld plazmidokban (pBJ842) egy N-terminalis GST
tag mogé rekombinaltuk be a mutans rad5 szekvenciat. Az expressziot ebben a rendszerben
egy galaktozzal indukalhaté foszfoglicerat kinaz (phosphoglycerate kinase - PGK) prométer
szabalyozza. Minden egyes PCR mutagenezis és klonozas utan a teljes kodolod szekvenciat
megszekvenaltuk és a mutaciok meglétét ellendriztiik.

Az in vivo PCNA poliubikvitinalasi kisérletekhez az N-terminalis 7-His taggelt PCNA
fehérjét egy alacsony kdpiaszdmu centromerikus plazmidrol (YCplac33) termeltettiik.
4.3. Antibiotikumok

Geneticin (G418): (Biochrom kat.sz.: A 291-25) 300 mg/I

Ampicillin: (Sigma-Aldrich kat.sz.: A9518-25G) 100 mg/I

4.4. Ellenanyagok
Anti-PCNA (V001): nytlban késziilt elsédleges ellenanyag (a laborunkban allitottuk eld),

5.000x higitottuk, az in vitro PCNA poliubikvitinalasi kisérletekhez hasznaltuk.
Anti-nyal (V087): kecskében késziilt masodlagos ellenanyag (Millipore kat.sz.. AP132P),

HRP (Horseradish Peroxidase - Torma peroxidaz) konjugalt, 10.000x higitottuk, az in vitro
PCNA poliubikvitinalasi kisérletekhez hasznaltuk.

Anti-HA (19): nyulban késziilt elsddleges ellenanyag (Abcam, kat.sz.: ab9110), 10.000x
higitottuk, a mutans Rad5 fehérjék expresszios szintjének az ellendrzésére hasznaltuk.
Anti-nytl (3): masodlagos ellenanyag (Thermo Scientific, kat.sz.: 31460), HRP konjugalt,
10.000x higitottuk, a mutans Rad5 fehérjék expresszios szintjének az ellendrzésére és az in
vivo PCNA poliubikvitinalasi kisérletekhez hasznaltuk.

Anti-PGK (7): egérben késziilt elsédleges ellenanyag (Molecular Probes, kat.sz.: A6457),
20.000x higitottuk, a mutans Rad5 fehérjék expresszids szintjének az ellendrzésénél
hasznaltuk.

Anti-egér (2): masodlagos ellenanyag (Thermo Scientific, kat.sz.: 31430), HRP konjugalt,
20.000x higitottuk, a mutans Rad5 fehérjék expresszios szintjének az ellendrzésénél és az in

vivo PCNA poliubikvitinalasi kisérletekhez hasznaltuk.
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Anti-PCNA (20): egérben késziilt elsddleges ellenanyag (Abcam, kat.sz.: 5E6/2), 1000x
higitottuk, az in vivo PCNA poliubikvitinalasi kisérletekhez hasznaltuk.

Anti-ubikvitin-PCNA _ (23): nyulban készilt elsddleges ellenanyag (Cell Signaling

Technology, kat.sz.: P4D1), 2000x higitottuk, az in vivo PCNA poliubikvitinalasi

kisérletekhez hasznaltuk.

4.5. Tapoldatok

Expresszidos —LEU tapoldat (1 liter): 36 g -LEU minimal tapoldat keverék, 100 ml
natrium-DL-laktat (60%-0s oldat) (VWR Chemicals kat.sz.: 27925.292), 150 ml glicerol
(Molar Chemicals kat.sz.: 16730-203-340)

Minimal tapoldat, (taptalaj): 7,2 g/l minimal tapoldat keverék, 20 g/l D-gliikoéz (Molar
Chemicals k.sz.: 02141-203-190), (20 g/l agar (Molar Chemicals kat.sz.: 00670-702-190))

Minimal tapoldat keverék (-LEU, -LYS/-MET, -LEU/-ARG):

425,5 g porkeverékhez: 100 g ¢€lesztd nitrogén bazis (BD™ Difco™ kat.sz.: BD
233520), 300 g (NH4)2SO4 (Molar Chemicals kat.sz.: 01050-101-190), 0,3 g adenin (Sigma-
Aldrich kat.sz.: A8626-25G), 1,2 g arginin (Sigma-Aldrich kat.sz.: A5006-100G) (vagy 3,6 g
kanavanin (Sigma-Aldrich kat.sz.: C9758-250MG)), 1,2 g hisztidin (Sigma-Aldrich kat.sz.:
H8125-25G), 1,8 g izoleucin (Sigma-Aldrich kat.sz.: 12752-25G), 1,8 g leucin (Sigma-
Aldrich kat.sz.: L8000-50G), 1,8 g lizin (Sigma-Aldrich kat.sz.: L5501-25G), 1,2 g metionin
(Sigma-Aldrich kat.sz.: M9625-25G), 3 g fenilalanin (Sigma-Aldrich kat.sz.: P2126-100G),
1,2 g triptofan (Sigma-Aldrich kat.sz.: T0254-25G), 1,8 g tirozin (Sigma-Aldrich kat.sz.:
T3754-50G), 1,2 g uracil (Sigma-Aldrich kat.sz.: U0750-25G), 9 g valin (Sigma-Aldrich
kat.sz.: V0500-100G).

1 liter tapoldathoz: 1,67 g élesztd nitrogén bazis, 5 g (NH4)2SO4, 5 mg adenin, 20 mg

arginin (vagy 60 mg kanavanin), 20 mg hisztidin, 30 mg izoleucin, 30 mg leucin, 30 mg lizin,
20 mg metionin, 50 mg fenilalanin, 20 mg triptofan, 30 mg tirozin, 20 mg uracil, 150 mg
valin.

Sporulacids tapoldat: 1% K-acetat (Merck kat.sz.: 1.04820.1000), 0,005% ZnSO4
(Merck kat.sz.: 1.08883.0100)

YPD téapoldat, (taptalaj): 10 g/l éleszté (yeast) kivonat (Molar Chemicals Kft. kat.sz.:
20020-702-180), 20 g/l pepton (Reanal Labor kat.sz.: 25772-0-99-33), 20 g/l D-gliikéz (D-
dextrose), (20 g/l agar)
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4.6. Oldatok

A puffer: 10 mM Tris-HCI pH: 8,0, 100 mM natrium-foszfat (NaHPOs, Sigma-
Aldrich, kat.sz.: S3264-1KG) puffer pH: 8,0, 6 M guanidium-hidroklorid (Duchefa, kat.sz.:
014215.01)

B puffer: 10 mM Tris-HCI pH: 8,0, 100 mM natrium-foszfat puffer pH: 8,0, és 8 M
urea (Lach-Ner, kat.sz.: 40096-AP0)

Denatural6 oldat: 6 M guanidium-hidroklorid, 20 mM Tris-HCI pH: 7,5, 5mM -
merkaptoetanol (Sigma-Aldrich kat.sz.: M3148-100ML)

Fenol-kloroform-izoamil alkohol: 25:24:1, fenol (Sigma-Aldrich Kkat.sz.: P4557-
400ML): kloroform (Molar Chemicals kat.sz.: 04730-101-340): izoamil alkohol (Molar
Chemicals kat.sz.: 03880-203-340) kevercke

Helikdz assay puffer (5x témény): 100 mM TRIS-HCI (pH: 7,0), 25 mM MgCl;
(Merck kat.sz.: 1.05833.0250), 500 pg/ml BSA (Bovine Serum Albumin - Szarvasmarha
szérum albumin) (Thermo Fisher Scientific kat.sz.: 15561020), 5 mM DTT (ditiotreitol)
(Thermo Fisher Scientific kat.sz.: R0862), 50% glicerol, 25 mM ATP (Thermo Fisher
Scientific kat.sz.: R0441)

Helikéz stop puffer (2x tdmény): 4 mg/ml Proteinaz K (Sigma, kat.sz.: P6556), 40 mM

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid - Etilén-diamin-tetraecetsav) (Sigma-Aldrich kat.sz.:
E5134-500G), 20% glicerol, 2% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate - Natrium-dodecil-szulfat)
(10 m/V% oldatbol) (Sigma-Aldrich kat.sz.: L5750-1KG), 0,04 V/V% brémfenolkék (Sigma-
Aldrich, kat.sz.: B0126-25G)

HU puffer: 8 M urea, 200 mM Tris-HCI, pH: 6,8, 1 mM EDTA, 5% SDS, 0,1%
bromfenolkék, 1,5% DTT

Lizis oldat: 0,24 M NaOH (Chem-Lab NV, kat.sz.: CL00.1404.1000), 1% B-
merkaptoetanol

Nativ PAGE (Poliakrilamid gélelektroforézis) gél (15 ml): 0,375 ml glicerol, 0,75 ml
TB, 4 ml akrilamid (Sigma-Aldrich kat.sz.: A8887-1KG) (30%) - biszakrilamid (Sigma-
Aldrich kat.sz.: M7256-250G) (0,8%) oldat, 3,75 ml TRIS-HCI (1,5 M, pH.: 8,8), 6,125 ml
MQ (Milli-Q rendszerrel desztillalt viz), 0,1 ml APS (Ammonium Persulfate - Ammonium-
perszulfat) oldat (10%) (Sigma-Aldrich kat.sz.: A3678-100G), 0,02 ml TEMED (Tetrametil-
etiléndiamin) (Sigma-Aldrich kat.sz.: T2,250-0).

PEG-Li-acetat: 40 m/m% PEG-4000 (Polietilén-glikol) (Merck kat.sz.: 8.17063.1000),
100 mM Li-acetat (Sigma-Aldrich kat.sz.: L4158-250G), 10 mM TRIS-HCI (pH: 7,5), 1 mM
EDTA
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SORB: 1 M szorbitol (Sigma-Aldrich kat.sz.: S7547-1KG), 10 mM Li-acetat, 10 mM
TRIS-HCI (pH: 8,0), 1 mM EDTA

Strippeld oldat: 0,2 M glicin (Molar Chemicals, kat.sz.: 03520-203-190), 0,1% SDS,
1% Tween-20 (Sigma-Aldrich, kat.sz.: SLBZ8563)

TB: 10,8 g/l TRIS-HCI (0,09 M), 5,5 g/l bérsav (0,09 M) (Molar Chemicals kat.sz.:
01670-101-190)

TE: 10 mM TRIS-HCI (pH: 7,5), 1 MM EDTA

To6ré puffer: 2 VIV% Triton X-100 (Sigma-Aldrich kat.sz.: T8787-250ML), 1 m/V%
SDS, 100 mM NaCl (Molar Chemicals k.sz.: 07220-101-190), 10 mM TRIS-HCI (pH: 8,0), 1
mM EDTA (pH: 8,0)

TRIS-HCI: TRIS (Trisz(hidroximetil)-aminometan) (Fisher Bioreagents k.sz.: BP152-
1) oldat, HCI (Merck k.sz.: 1.00317.1000) oldattal (5 M) pufferelve, 0,09 M vagy 1,5 M

crer

T100: 100 mM NacCl, 40 mM TRIS-HCI (pH: 7,5), 10% glicerol, 1 mM DTT, 0,01 %
NP40 (detergens vegyiilet) (Sigma-Aldrich k.sz.: 13021-500ML), 10 uM ATP

T150: 150 mM NaCl, 40 mM TRIS-HCI (pH: 7,5), 10% glicerol, 1 mM DTT, 0,01 %
NP40, 10 pM ATP

T1000: 1000 mM NaCl, 40 mM TRIS-HCI (pH: 7,5), 10% glicerol, 1 mM DTT, 0,01
% NP40, 10 uM ATP

Ubikvitin ligaz assay puffer: 30 mM TRIS-HCI (pH: 7,5), 5,5 mM MgCl, 7 pg/ml
BSA, 7% glicerol, 0,5 mM ATP

YBB (Yeast Breaking Buffer - Elesztd toré puffer) puffer: 50 mM TRIS-HCI (pH:
7,5), 50 mM KCI (Merck kat.sz.: 1.04936.1000), 100 mM NacCl, 10% szukrdz (Sigma-Aldrich
kat.sz.: S0389-1KG), 1,5 mM EDTA, 8,5 mM p-merkaptoetanol, 2 mM PMSF
(fenilmetilszulfonil-fluorid) (PanReac AppliChem kat.sz.: A0999,0025)
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12. abra: Kett6s mutansok el6allitisa rad54 delécioval. A keresztezés utan a diploid sejtekre -LYS/-MET
taptalajon szelektaltunk, majd a sporulacié utan a sejteket kanavanin és G418 tartalmu —URA taptalajra
szélesztettiik, hogy csak a rad54/goiA haploid kettés mutansok képezzenek koloniakat. GOI: azok a gének,

amelyeknek delécioival a kettés mutansokat terveztiik elkésziteni.

4.7. Eleszt6 kettés mutansok készitése

A kettds delécios mutansokat a BY4741 (met154, A mating tipusu) delécios mutansok
¢s a BY4742 rad54 (rad54::URA3, canl, lys24, o mating tipusu) torzsek keresztezésével
hoztuk létre (12. abra). Az egyszeres mutansokat leoltottuk +12 tapoldatba, masnap
Osszekevertiik a feln6tt kultarakat a rad54 torzzsel, majd 4 o6ra inkubacié utan ebbdl a
kultarabdl szélesztettink ki sejteket -LYS/-MET minimal taptalajra, hogy a keletkezett
diploidokra szelektaljunk. 2 nappal késébb a kolonidkat leoltottuk +12 tapoldatba, majd
masnap a felndtt kulturat kihigitottuk YPD tapoldat hozzaadasaval és 3 ora inkubéacio utan a
sejteket centrifugaltuk és felszuszpendaltuk Sporulacios tapoldatba. 4 nap sporulacié utan a
tetradokat 3u/ml Zymoliazzal (Amsbio (Seikagaku Biobusiness) k.sz.: 120491-1) emésztettiik
30°C homérsékleten SORB oldatban egy oran at, majd a haploid sejteket kanavanin és G418
tartalmi -URA taptalajra szélesztettik. A kanavanin szelekcid miatt elméletileg csak a
haploid canl mutans sejtek képezhettek koloniakat, mig a vad tipusu CAN1 gént hordozo
haploidok és a heterozigota diploidok (CAN1/canl) elpusztultak. 4 nap utan a koldniakat
eldszor atoltottuk YPD taptalajra, majd 2 nappal késébb arrol a felndtt vonalakat atoltottuk
-LYS/-MET taptalajra, azért, hogy az utobbi taptalajon 2 nap utan felnévé diploid vonalakat
kizarjuk a tovabbi tesztekbdl. Ugyanis eléfordul, hogy a CAN1 génben keletkez6 mutacio,
vagy mitotikus rekombinaci6 miatt a canl/canl diploidok is felnének a
-URA/G418/kanavanin taptalajon. Ezutan a —LYS/-MET taptalajon életképtelen vonalakat
leoltottuk a YPD taptalajrol YPD tapoldatba, masnap genomot izolaltunk beldliik és PCR-ral

ellendriztiik a genotipusukat.
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4.8. Genomi DNS izolalasa éleszto sejtekbél

Elesztd kulturat oltottunk le YPD taptalajrol 5 ml YPD tapoldatba. Masnap
centrifugaltuk a sejteket 3000 RPM (Round Per Minute - Percenkénti fordulatszam)
sebességgel 5 percig, majd a feliiliszo eltavolitasa utan felszuszpendaltuk 500 pl MQ-ban.
Ismét centrifugaltuk a sejteket (13000 RPM, 1 perc), a feliiliszo eltavolitasa utan
szuszpendaltuk 200 pl toré pufferben, adtunk hozza 0,3 g liveggyongydt és 400 ul fenol-
kloroform-izoamil alkohol elegyet. Parafilmmel becsomagoltuk a csé tetejét, és Bead beater
géppel, kdzepes sebességen, 2 percig tortiikk a sejteket. Ezutan 200 ul MQ hozzaadasa utan
Ovatosan kevergettiik, majd centrifugaltuk a mintakat (13000 RPM, 15 perc). A feliiluszot
atvittiikk 0j Eppendorf csébe és 1 ml -20°C-0s 96%-0s etanolt (Molar Chemicals k.sz.: 02911-
101-340) adtunk hozza, majd centrifugaltuk (13000 RPM, 5 perc). A feliiliszo eltavolitasa
utan a csapadékhoz 500 ul -20°C-0s 70%-o0s etanolt adtunk, majd centrifugaltuk (13000 RPM,
2 perc). A feliiliisz6 eltavolitasa utan a csapadékot széritottuk min. 30 percig, majd felvettiik
50 ul MQ-ba.
4.9. PCR

A reakci6 Osszetétele: 80 ng/ul genomi DNS templat, 0,4 uM oligonukleotidok (IDT
vagy Thermo Fisher Scientific), 2,4 mM MgClz, 0,1 mM dNTP (dezoxinukleotid-trifoszfat
keverék) (Thermo Fisher Scientific k.sz.: R72501), Taq puffer (Thermo Fisher Scientific
k.sz.: B33) és Taq polimeraz (0,1 u/pl) (a laborunkbol).

A PCR program:

Elddenaturalas: 95°C, 2 perc
35x: Denaturalds:  95°C, 30 masodperc
Hibridizalds:  50°C, 30 mésodperc
Extenzio: 72°C, 1-2 perc
Végso extenzio: 72°C, 1 perc
4°C

A keletkezett termékeket agaroz gélelektroforézissel vizsgaltuk.
4.10. Mutagenezis PCR

A reakcio Osszetétele: 4 ng/ul plazmid DNS templat, 0,4 uM oligonukleotidok (IDT
vagy Thermo Fisher Scientific), 2,5 mM MgSO4 (Thermo Fisher Scientific kat.sz.: EP0501),
0,1 mM dNTP (Thermo Fisher Scientific kat.sz.: R72501), Pfu puffer (Thermo Fisher
Scientific kat.sz.: EP0501) és Pfu polimeraz (0,05 u/ul) (Thermo Fisher Scientific kat.sz.:
EP0501).
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A PCR program:

Elédenaturalas: 95°C, 2 perc
20x: Denaturalas:  95°C, 30 mésodperc
Hibridizalas:  50°C, 30 masodperc
Extenzi6: 72°C, 22 perc
Végso extenzio: 72°C, 1 perc
4°C

A templat plazmid eltavolitasa érdekében Dpnl (Thermo Fisher Scientific kat.sz.:
ER1701) enzimet tettiink a reakcioba 0,2 u/ul koncentraciéban, majd 6 O6ranyi 37°C
homérsékletii inkubacié utan a mintat transzformaltuk kompetens DHS5a Escherichia coli
baktériumba, amit ampicillin tartalmi LB taptalajra szélesztettiink. A felnott telepekbdl

plazmidot tisztitottunk és a plazmidokat megszekvenaltattuk.

4.11. Eleszté kompetens sejtek készitése

Eleszté kulturat oltottunk le YPD taptalajrol 2 ml YPD tapoldatba. Masnap atoltottuk
ezt a 2 ml kultarat 50 ml YPD tépoldatba és ODeoonm = 0,7 értékig ndvesztettiik. A sejteket
centrifugaltuk (8000 RPM, 8 perc, 4°C), és a csapadékot 10 ml jéghideg MQ-ban felkevertiik.
A sejteket centrifugaltuk (8000 RPM, 10 perc, 4°C), és a csapadékot 10 ml SORB oldatban
felkevertiik. A sejteket centrifugaltuk (8000 RPM, 10 perc, 4°C), a csapadékot 360 ul SORB
oldatban felszuszpendaltuk, 40 pl carrier DNS-t (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich k.sz.: D1626-1G)
adtunk hozza, majd 50 pl térfogati adagokra szétosztottuk. A kimaradd adagokat
papirszalvétaba becsomagoltuk és -80°C-ra tettiik.
4.12. Eleszté kompetens sejtek transzformalisa

50 ul kompetens sejthez adtunk DNS-t (10-100 ng/ul), majd 300 pl PEG-Li-acetat
oldatot. Min. 30 percig inkubaltuk a sejteket 30°C hémérsékleten. Adtunk hozzajuk 38,5 ul
DMSO (dimetil-szulfoxid) (Merck kat.sz.: 1.02952.1000) folyadékot és 42°C homérsékleten
15 percig inkubaltuk a mintakat. Centrifugaltuk 2000 RPM-mel 2 percig, majd a feliilszo
eltavolitasa utan a sejteket 100 pl tapoldatban szuszpendaltuk, és kiszélesztettiik ugyanolyan
taptalajra. A taptalajokat 30°C-on inkubaltuk 2-4 napig. Ezutdn az egyedi koloniakat
fogpiszkaloval atoltottuk egy masik taptalajra, majd egy nap 30°C-os inkubacié utan

leoltottunk ezekbdl a felnott atoltasokbol glicerolos csé készitéséhez vagy genom izolalashoz.
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4.13. Eleszté sejtek tarolasa glicerolban
Elesztd kulturat oltottunk le YPD taptalajrol 5 ml YPD tapoldatba. Masnap
lecentrifugaltuk (4000 RPM, 10 perc) és felszuszpendaltuk a sejteket 15%-0s glicerolban,

majd a csovet -80°C-ra tettiik.

4.14. Spot assay

Az ¢lesztd kultardkat felnovesztettik ODeoonm = 0,6 értékre, a sejteket Biirker
kamraban megszamoltuk, ¢és kihigitottuk 5%10% 1,67*10°% 5*10% 1,67*10°% és 5*10* db
sejt/ml koncentraciora, ami egy kb. haromszoros higitasi sorozat. Ezekbdl a higitasokbol 4-4
ul térfogatokat (tehat 2*10%, 6,32*10%, 2*10°, 6,32*102 és 2*10% db sejtet) cseppentettiink ki
MMS (metil-metanszulfonat) (Sigma-Aldrich kat.sz.: 129925-25G) tartalmu taptalajokra.
Vagy pedig a taptalajra kicseppentett ¢élesztd higitasokat UV sugarzassal kezeltiik. Minden
egyes lemezbdl két parhuzamost hasznaltunk. 2 napig 30°C hdmérsékleten inkubaltuk, majd

beszkenneltiik a lemezeket.

4.15. Talélési gorbe

Az éleszt6 kultarakat ODeoonm = 0,8 értékre felndvesztettiik, majd Biirker kamraban
megszamoltuk a sejteket, és kihigitottuk az eredményeknek megfelelden 10 db/ml
koncentraciora, MMS tartalmu -LEU tapoldatokba, mikrotiter plate-be. Egy oran keresztiil
30°C hémérseékleten 180 RPM fordulatszammal kezeltiik a mintdkat, majd mostuk haromszor
-LEU tapoldattal. Kihigitottuk a kultirdkat -LEU tapoldattal, majd ezekbdl 2*102, 2*10° vagy
2*10* sejtet kiszélesztettiink YPD taptalajra, annak megfelelden, hogy milyen aranyu talélésre
szamitunk. A taptalajokat 2 napig inkubaltuk 30°C hdmérsékleten, majd megszamoltuk a
feln6tt kolonidkat, melyek mennyisége varhatéan 10 és 200 kozott volt. Minden kisérletben
két taptalajra is szélesztettiink ugyanabbol a mintabol, és a grafikon adatainak a szdmitasdhoz

harom fliggetlen kisérlet eredményeit hasznaltuk.

4.16. Novekedési gorbék

Az élesztd torzseket 16 oraig 30°C-on novesztettiik, majd szétmértik 96 lyukua
mikrotiter lemezbe. Ebbdl a 96 lyukt lemezbdl oltottuk at az élesztéket 384 lyuku mikrotiter
lemezbe, MMS tartalmt tapoldatba. A 384 lyuka lemezt 30°C-on razattuk egy Synergy 2
Multi-Mode Reader (BioTek®) géppel, amely 4 percenként megmérte az ODesoonm €rtékeket
mind a 384 lyukban 48 6ran at. A novekedési gorbéket az ODesoonm adatokbol készitettiik
Microsoft® Excell 2010 programmal.
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4.17. Kanavanin rezisztens spontan mutagenezis kisérlet

Az ¢élesztd torzseket 16 oras 30°C-os inkubaciot kovetden kihigitottuk ugy, hogy 50
sejt kertiljon 180 pul -LEU tapoldatba a 96 lyuku mikrotiter lemezbe, mindegyik torzsbol 7-7
parhuzamos mintaval dolgoztunk. 2 nap nodvesztés utan (30°C, 180 RPM) a kultarakat
kiszélesztettik kanavanint tartalmazé6 -LEU/-ARG taptalajra. Mindegyik t6rzsbol
szélesztettiink 50.000x higitott kulturat is -LEU taptalajra. A kanavanin rezisztens telepeket az
OpenCFU program [120] segitségével szamoltuk meg, majd a telepek szamainak a
medianjabol a Lea-Coulson fluktuacios modellel [121] kiszamoltuk a mutacios ratat 10’
sejtre. Ezutan 5 kisérlet adataibdl készitettiink grafikont és statisztikat Microsoft® Excell

2010 programmal.

4.18. Teljes genom szekvenalas

Mindegyik vizsgalt torzsbdl egy 36 oras élesztd telepet feloldottunk PBS oldatban,
majd ezt kiszélesztettiik két -LEU lemezre, amibdl az egyiket UV sugarzassal kezeltik. A
kiilonb6z6 torzsekhez annyi UV dozist hasznéltunk, amennyi a sejtek 10%-nyi talélését
eredményezi. (RAD5/rad54: 100 J/m?, rad5-1A/rad54: 60 J/m?, rad5-DEAA/rad54: 40 J/m?,
rad5-IA/DEAA/rad54: 30 J/m?, rad54: 13 J/m?. ) A lemezekrél a sejteket 9 6ra 30°C-os sotét
inkubécio utan lemostuk PBS oldattal, majd ujra kiszélesztettiik -LEU taptalajra. 3 nap 30°C
inkubacié utan mindegyik lemezrdl felvettiink 3-3 egyedi telepet, genomi DNS-t izolaltunk
belSliik, majd a 3 egyforma mintat azonos mennyiségben Osszekevertiik. A rad54 torzzsel az
UV sugarzast 6tszor ismételtiik meg 3 kezelt és 3 kezeletlen egyedi kolonidval. A teljes
genom szekvenalashoz a konyvtarat a Nextera XT Library Preparation Kit-tel készitettiik el
(Cat.no. FC-131-1024, Illumina). Illumina NextSeq 500 szekvenatort hasznaltunk a 2*150 bp
paros végili szekvencia leolvasasok eldallitdsdhoz. Az atlagos lefedettség 100 volt. A
leolvasasokat a GCA_000146045.2 referencia genomhoz illesztettik a BWA mem program
segitségével [122]. A SAM fajlokat BAM fajlokka alakitottuk és indexeltik a SAMtools
program segitségével [123]. A szekvenalasi duplikdtumokat a GATK MarkDuplicates
programmal tavolitottuk el [124]. A variansokat freebayes-szel azonositottuk -min-base-
quality 28 paranccsal és Vcflib programmal szirtiik veffilter eszkozzel és -f 'QUAL > 100’
beallitassal [125]. Az UV-kezelt és kezeletlen minta parokat Gigy hasonlitottuk Ossze, hogy
csak azokat az eredményeket tekintettiik valodi mutacioknak, amelyek a kezeletlen mintdkban
nem voltak jelen, vagy a gyakorisdguk 10% alatt volt, illetve az UV-kezelt mintakban 20%
feletti volt a gyakorisaguk a kevert mintakban (illetve 60% felett a nem kevert mintdkban). A

teljes genom szekvenalds adatai elérhetéek a NCBI Genome Data Viewer oldalon.
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https://dataview.nchi.nlm.nih.gov/object/PRINA726574?reviewer=3ak2c50vp52991hon6gj7d
ps78

4.19. A RadS expressziojanak a vizsgalata

A muténs Rad5 fehérjék expresszios szintjének az ellendrzéséhez C-terminalis 6xHA

tag-et hasznaltunk. Ehhez PCR reakcioban felsokszoroztuk a 6xXHA tag-et ¢és egy TRP1

marker gént a pID351 plazmidrol a
AGAAGAAAAAGGAGAATTGAAGAAATCCAGATGCTGTTTGAACGTACGCTGCAG
GTCGAC és a

TAATAATAAATAAAGTCTTTATATATGAGTATGTGGTATGAATCGATGAATTCGA
GCTCG oligonukleotidokkal. A reakcioban 67°C hibridizacios hdmérsékletet, 2,5 perc
extenzios 1d6t és Pfu polimerazt hasznaltunk. A PCR terméket Dpnl emésztés utan (37°C, 16
ora) transzformaltuk a rad5 mutans torzsekbe (EMY74.7 hattéren) amiket -LEU/-TRP
taptalajra kiszélesztettiink. A felnétt telepeket athuztuk -LEU/-TRP taptalajra, majd genomi
DNS-t izolaltunk beldliik és PCR-ral ellendriztiik, hogy jo helyre épiilt-e be a 6xHA-tag.
Ezutan a megfeleld torzseket leoltottuk, majd 16 6ranyi 30°C-os ndvesztés utdn ODgoonm= 0,8
értéknél centrifugaltuk, mostuk vizzel, és 10 percig szobah6én kezeltiik 0,1 M NaOH oldattal.
Ujabb centrifugalast kovetden a sejteket felvettiik 50 pl 2xSDS oldatban és 100°C
hémérsékleten forraltuk 10 percig. Centrifugalas utdn a feliiluszot SDS-PAGE gélen
megfuttattuk és Western blottal eléhivtuk anti-HA és anti-PGK elsédleges ellenanyagokkal.
4.20. In vivo PCNA poliubikvitinalas vizsgalata

Az élesztd torzseket felnovesztettilk 200 ml -LEU tapoldatban, ODgoonm= 0,8 értéknél
a sejteket szinkronizaltuk o-faktorral (Sigma-Aldrich, kat.sz.: T6901) a sejtciklus G1
fazisaban 3,5 oOraig, ezutan a kultura felét kezeltiik 2,4 mM (0,02%) MMS-sel 1,5 oraig. A
sejteket lizis oldattal kezeltiik 15 percig jégen. Ezutan 6% térfogatnyi triklor-ecetsavval
(TCA) (Sigma-Aldrich, kat.sz.: T4885-500G) kicsaptuk a fehérjéket, 10 percig jégen
inkubaltuk a mintdkat. Centrifugalds utan a fehérjéket feloldottuk A pufferben és egy oran at
inkubaltuk szobahdn. A lizatumot pH: 8,0 értékre allitottuk be, majd 10 mM imidazol (Serva,
kat.sz.: 26081.01) és 0,05% térfogatnyi Tween-20 oldatok hozzaadasat kovetden 30 ul Ni-
NTA (Protino, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, kat.sz.: 1703/001) gyongy6t adtunk
hozzajuk. A mintdkat 16 6ran at inkubaltuk szobahdmérsékleten egy forgé allvanyon. Mésnap
kétszer mostuk a gyongyoket A pufferrel, és haromszor B pufferrel. A felk6tddott fehérjeket
60°C homérsékleten 10 percig elualtuk 20 ul HU pufferrel. A mintakat 10%-0s SDS-PAGE
gélen megfuttattuk, majd blottoltuk PVDF membranra (Immobilon-P, Merck Millipore Ltd.,
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kat.sz.: ISEQ00010). Az anti-ubikvitin-PCNA jelolés elétt a membrant 30 percig 4°C
hémérsékleten kezeltilk denaturalo oldatban. Az anti-PCNA jel6lés el6tt a membrant 30
percig szobahdmérsékleten kezeltiik strippeld oldattal. A kisérletet egy korabbi protokoll
szerint végeztiik [126].

4.21. Fehérjetisztitas

A mutans Rad5 fehérjék tultermeltetéséhez BJ5464 ¢lesztd torzset és pBJ842
plazmidot hasznaltunk. A taltermeltetést 0,2% galaktozzal (Sigma-Aldrich kat.sz.: G0625-
1KG) indukaltuk 8 éran at, 30°C-on, razdban, 4 1 expresszios —LEU tapoldatban, amihez 400
ml —LEU tapoldatban feln6tt kulturat hasznaltunk. Centrifugalds utan az élesztéket -80°C-on
taroltuk, majd szuszpendaltuk 4°C-on YBB pufferben. Ezutin folyékony nitrogénbe
csepegtetve a sejteket lefagyasztottuk, miel6tt feltartuk volna turmixszal. A feltart lizatumot
centrifugaltuk, a kapott feliiluszot ultracentrifugaltuk, és a kozépsd frakciot Sephadex G-50
gyongyon (Sigma-Aldrich (GE Healthcare) kat.sz.: GE17-0043-01) tisztitottuk. Az atfolyd
frakciot glutation-szefardéz gyongyokre (Sigma-Aldrich (GE Healthcare) kat.sz.: GE17-0756-
01) kotottiik, mosashoz T1000 és T100 oldatokat hasznaltunk. Az elacidét 25 mM redukalt
glutationt (Merck kat.sz.: 1.04090.0005) tartalmaz6 T150 oldatban végeztiik. Az eluciok egy
részét SDS-PAGE gélen megfuttattuk, Coomassie Brilliant Blue (Sigma-Aldrich kat.sz.:
B0149-25G) tartalmu oldattal megfestettiik és 10% ecetsavval (Molar Chemicals kat.sz.:
02790-101-340) el6hivtuk. A festés eredménye alapjan az elaciokat azonos fehérje-

koncentréciora higitottuk a megmaradt elualo oldattal minden egyes biokémiai kisérlet el6tt.

4.22. In vitro ubikvitin ligaz assay

A reakcidhoz tisztitott ubikvitin, PCNA, RFC (Replikacios faktor C), UBAL
(Ubikvitin aktivalo E1 enzim), Rad6/Rad18, Mms2/Ubcl3 és Rad5 éleszté fehérjéket
hasznaltunk, 10 ng/ul BstNBI enzimmel nikkelt pUC19 DNS-szubsztrat plazmiddal [81]. A
reakciokat kétféleképpen mértiik 0ssze: a mintakat az 6sszes fehérjével 60 percig inkubaltuk
30°C-on (18. abra), vagy pedig 30 perces 30°C homérsékletli eldinkubalast kovetden a Rad5
fehérje hozzdadéasa utan még tovabbi 60 percig inkubaltuk a mintadkat 30°C hémérsékleten
(35-36. abra). Majd SDS-PAGE gélen megfuttattuk és Western blot utan el6hivtuk anti-
PCNA (V001) elsddleges ¢s anti-nyul (V087) masodlagos ellenanyaggal. A kisérleteinkhez
10-200 kDa molekulastlyu fehérje létrat hasznaltunk (Lonza kat.sz.: 00193839).
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13. 4bra A helikaz assay-ben hasznalt oligonukleotidok és a bel8liik osszeallitott replikacidsvilla-szeri DNS-

szubsztrat [58]. Fluor: fluoreszcein.

4.23. Helikaz assay

A replikacids villat modellez6 DNS-szubsztrat készitéséhez az 03063 fluoreszcensen

jelolt oligonukleotidot hibridizaltuk a révidebb 01054 oligonukleotidhoz, majd a kapott
dimert hibridizaltuk az O3085 - 01056 dimerhez (13. abra) [58]. A mintakat 15, 30 vagy 60

percig 30°C-on, majd helikdz stop puffer hozzdadasa utan 5 percig jégen inkubaltuk, és

megfuttattuk nativ PAGE gélen. Végiil a géleket el6hivtuk Typhoon TRIO imager géppel.

4.24. Fehérje szekvenciak illesztése

A fehérje szekvencidk illesztéséhez az NCBI (National Center for Biotechnology

Information - Biotechnologiai Informaciok Nemzetkézi Kozpontja) honlapjan talalhato

COBALT (Constraint-based Multiple Alignment Tool - Konzervalt domén alapt t6bbszoros

illesztés) alkalmazast és az adatbazisukban taldlhato fehérje szekvenciakat hasznaltuk (14.

abra).
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| .| UniProtB/Swiss-Prot Gl
Faj Név e azonosito
azonositd szam .
szam
Saccharomyces cerevisiae Rad5 P32849.1 417587
Homo sapiens HLTF Q14527.2 60390864
Homo sapiens SHPRH Q149N8.2 146325723
Schizosaccharomyces pombe | Rad8 P36607.1 548669
Mus musculus HLTF Q6PCN7.1 60390920

14. abra Az altalunk felhasznalt fehérje szekvencidk azonosité szamai.
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5. Eredmeények

5.1. A rad5 mutansok in vivo érzékenységének vizsgalata mutagén agensekre tulélési
tesztekben

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a Rad5 ismert aktivitasai kozotti kapcsolatot, elészor
megfeleld mutansokat kellett keresniink, amelyek specifikusan csak a helikdz/ATPaz vagy

csak az ubikvitin ligaz aktivitast rontjak el (15. abra).

a HIRAN . la I 111 RING V. V.VL

|

K538A DE681,682AA  1916A CC914,917AA

B K490 (K538)

DE627,628AA
(DE681,682AA)

C858 (C914)

1860 (1916) ——— <
C861 (C917)

15. abra A, A dolgozatban felhasznalt Rad5 mutansok. A K538A és a DE681,682AA mutaciok a helikaz/ATPaz
aktivitast rontjak el, mig az 1916A és a CC914,917AA mutéciok az ubikvitin ligaz aktivitas elvesztéséért
felelosek. HIRAN: HIRAN domén, 1., Ta., IL., IIL., IV., V., VL.: Helikdz/ATPaz domén alegységei, RING: RING
domén. B, A Kluyveromyces lactis Rad5 3 dimenzids szerkezete [127] és a lecserélt aminosavak helyzete,

zarojelben a Saccharomyces cerevisiae megfeleld aminosava.

Bebizonyosodott, hogy a Rad5 fehérjéhez hasonld fehérjék ATP koté aktivitasaért a
GxGKS/T aminosav szekvencia felelds, mig az ATP hidrolizald képességik a DExx
motivumhoz kéthet6 [47,128,129]. Kisérleteikben két helikaz/ATPaz mutanst hasznaltunk fel.
A Rad5 KT538,539AA mutacio a helikdz/ATPaz domén l.-es alegységében taladlhatod
GXGKS/T motivumot érinti és a helikaz/ATPaz aktivitast rontja el [115,116,118].
Kisérleteinkben a K538 A mutanst (rad5-KA) hasznaltuk, amely a leirt KT538,539AA
mutanshoz hasonld tulajdonsagokkal rendelkezik [130]. A DE681,682AA (rad5-DEAA)
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mutécié a helikdz/ATPaz domén Il.-es alegységében talalhatdé ATP hidrolizald6 motivumot
(DExx) érinti.Ez a mutacio elrontja az ATP hidrolizalo aktivitast [49] és a helikaz aktivitast is

[50].

A

RADS5/rad5A
rad5-KA/rad54
rad5-DEAA/rad5A I
rad5-IA/rad5A @
rad5-CCAA/rad5A
RADS5/rad54/mms24 F

rad5A

350 pM 750 pM

RAD5/rad5A
rad5-KA/rad5A
rad5-DEAA/rad5A
rad5-IA/rad5A
rad5-CCAA/rad5A
RADS/rad54/mms24A

rad5A
uv 0 J/m? 40 J/m? 80 J/m?

16. abra: A rad5 mutans torzsek tilélésének a vizsgalata spot assay-vel, (A) MMS tartalmu taptalajokon, (B) és
UV sugarzast kovetéen (B). A 350 és a 750 uM MMS koncentraciok 0,003 és 0,0064 V/V% értékeknek felelnek
cseppentettiik ki, majd 2 nap 30°C hdmérsékletii inkubacio utan a taptalajokat beszkenneltiik. A dolgozatban
hasznalt torzsek: WT (iires vektorral transzformalt vad tipust torzs), RADS/rad54 (vad tipusu Rad5 fehérjét
expresszalo vektorral transzformalt rad54 torzs), és mutansok, amelyeknél rad54 térzsbe transzformaltunk
mutans Rad5 fehérjét expresszalo vektort, rad5-KA/rad54 (K538A), rad5-DEAA/rad54 (DE681,682AA),
rads5-1A/rad54 (1916A) és rad5-CCAA/rad54 (CC914,917AA). Egy RAD5/rad54/mms24 torzset is hasznaltunk

kontrollként, ami egy vad tipusti Rad5 fehérjét expresszalo vektorral transzformalt rad54/mms24 torzs.

Az ubikvitin ligdz aktivitas vizsgalatara szintén két fliggetlen mutanst hasznaltunk. A

hasznalt C914A és a C917A mutacio egyarant a Rad5-Ubc13 kolcsonhatast rontja el [131].
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Az egyetlen aminosav cserét tartalmazo mutansok és a C914A,C917A (rad5-CCAA) kettds
mutans torzsek egyarant jelentés UV érzékenységet mutatnak [49,131] (16. abra). A fenti két
mutaltatott aminosav kozott elhelyezkedd 1916A mutacio (rad5-1A) szintén képes elrontani a
Rad5-Ubc13 kodlcsonhatast. Az 1916A mutans torzset szintén hasznaltak korabban ubikvitin
ligaz mutansként, és kimutattak, hogy érzékeny az UV kezelésre [115-118,131].

El6szor azt vizsgaltuk, hogy a fenti RADS mutéciokat hordozé élesztd torzsek milyen
érzékenységet mutatnak in vivo mutagén tesztekben. Kisérleti rendszeriinkben a fenti rad5
mutaciokat hordozo és a vad tipusi RADS gént expresszald plazmidokkal menekitettiik a
rad5/ altal okozott mutagén érzékenységet. A menekitett torzsekben a fehérjéket a RADS
sajat promoterével fiziologias szinten expresszaltuk alacsony kopiaszamu, centromerikus
YCPlacl11 plazmidokban. Az expresszios szint ellendrzése érdekében egy olyan vad tipusu
¢lesztd torzsnek is megvizsgaltuk az érzékenységét, amelybe csak iires - RAD5S nélkiili -
vektort transzformaltunk (WT). Ez a torzs ugyanolyan érzékenységet mutat MMS és UV
kezelésre, mint a vad tipusi RAD5 gént expresszald plazmiddal menekitett rad54 torzs
(RADS5/rad54) (16. abra). Mivel a menekitett térzs esetében a RadS expresszids szintje
elegend6 volt ahhoz, hogy el tudja latni a fehérje in vivo funkcidjat, igy megallapithato, hogy
az altalunk hasznalt plazmiddal torténé menekités alkalmas rendszert jelent a kiilonbdzd
mutansok érzékenységének pontos 0sszehasonlitasara.

Kisérleteinkben el6szor a rad54 élesztd torzset transzformaltuk a kiillonbdz6 mutans
Rad5 fehérjét expresszald plazmiddal, majd a transzformalt torzsek érzékenységét vizsgaltuk
a tulélési kisérletekben. A kisérletekben a kiilonbozd torzsek higitdsi sorozataibol
cseppentiink azonos térfogatokat a taptalajokra. A talélés a kialakult telepek szamat
befolyasolja, ezért azok a torzsek, amelyek érzékenyebbek az adott mutagénkezelésre,
kevésbé képesek bendni a cseppentés teriiletét.

A rad5-KA/rad54 (K538A) ATP-kotd mutans torzs csak minimalis érzékenységet
mutatott az MMS ¢és UV kezelésre (16. abra). Elképzelhetd, hogy a K538A mutacid
Oonmagaban csak részlegesen rontja el a Rad5 ATP-kot6 aktivitasat, mert a rad5-DEAA/rad54
(DE681,682AA) ATP-hidrolizald mutans torzs lényegesen nagyobb érzékenységet mutatott
kisérleteinkben (16. abra). Ezt a két mutanst korabban még senki sem hasonlitotta Ossze
egymassal egy kisérleten beliil. Eredményeink alapjan a K538A mutéci6 részlegesen, mig a
DE681,682AA mutacio teljesen elronthatja a Rad5 helikéz aktivitasat.

A rad5-1A/rad54 (1916A) ubikvitin ligdz mutans torzs kisérleteinkben kevésbé volt
érzékeny, mint a RADS/rad54Imms24. Az 1916A feltehetéen hipomorf mutacio, vagyis a
pontmutans Rad5-IA fehérje bizonyos mértékig még képes lehet kolcsonhatni az Ubc13-mal
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(16. abra). A masik ubikvitin ligdz mutans torzsiink, a rad5-CCAA/rad54 (CC914,917AA)
mar nagyobb mutagén érzékenységet mutatott, a rad5-1A/rad54-nal, s6t meglepé modon,
érzékenysége még a RADS/rad5AImms24 torzsénél is nagyobb volt (16. abra). Feltételezheto,
hogy a CC914,917AA mutacié nemcsak a Rad5-Ubc13 kdlcsonhatast rontja el, hanem a Rad5
egyéb aktivitasait is karosan befolyasolja. Ahhoz, hogy ezt bebizonyitsuk, in vitro helikaz és
ubikvitin ligdz kisérleteket végeztiink a tisztitott mutans fehérjékkel.
5.2. A Rad5 mutansok vizsgalata in vitro ubikvitin ligaz és helikaz kisérletekben

Az in vivo kisérleteinkben mutatott érzékenységiik alapjan mind a négy specifikus
mutaciokat hordozd6 Rad5 mutans fehérjét érdemesnek talaltuk in vitro biokémiai
kisérletekben is megvizsgalni. Ennek érdekében a két helikdz/ATPaz mutanssal: az ATP
kotésben mutans Rad5-KA fehérjével és az ATP-hidrolizal6 mutdns Rad5-DEAA fehérjével,
illetve a két RING domén mutanssal: a hipomorf Rad5-IA fehérjével, valamint az MMS2
delécigjanal is nagyobb mutagén érzékenységet okozd Rad5-CCAA fehérjével egyarant

ubikvitin ligdz és helikaz kisérleteket végeztiink.

Rad5 - + - - - -
Rad5-KA - - + - - -
Rad5-DEAA - - - + - -
Rad5-IA - - - - + -
Rad5-CCAA - - - - - +

(kDa) 1 2 3 4 5 6

180 -| == W «= & — GST-Rad5
130 -| "=

95 - .

17. abra: A tisztitott mutans és vad tipusu Rad5 fehérjék N-terminalis GST taggel (Rad5, Rad5-KA, Rad5-
DEAA, Rad5-1A, Rad5-CCAA) SDS-PAGE futtatas és Coomassie festés utan. Bal oldalon a fehérje marker

alapjan varhaté méreteket (kDa) dbrazoltuk.

Az ubikvitin ligdz kisérletben tisztitott fehérjékkel modellezzik a PCNA
poliubikvitinalasanak folyamatat. Ehhez el6szor RFC fehérjével Osszedllitijuk a PCNA
homotrimert egy nikkelt plazmid DNS-szubsztraton, melyet Ubal, Rad6 és Rad18 fehérjékkel

monoubikvitindlunk. Ebben a kisérletben azt vizsgéaljuk, hogy a Rad5 muténs fehérjék
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kolcsonhatnak-e az Ubc13 fehérjével és képesek-e poliubikvitinalni a monoubikvitin-PCNA
fehérjét ubikvitin ligdz aktivitasukkal az Ubal, Mms2-Ubc13 fehérjékkel egyiittmiikodve.

Kisérleteinkben az N-terminalis GST-taggelt Rad5 mutans fehérjéket egy galaktdzzal
indukalhat6 PGK promoterrdl tultermeltettiik, glutation gyongyon tisztitottuk és redukalt
glutationnal elualtuk (17. abra). Mivel a Rad5-KA helikaz/ATP4az mutans fehérjét nem tudtuk
olyan mennyiségben kitisztitani, mint a tobbi Rad5 mutans fehérjét és a rad5-KA/rads4
mutans torzs in vivo kisebb érzékenységet mutatott UV és MMS kezelésre, mint a masik
helikaz/ATPaz mutans torzs — a rad5-DEAA/rad54 - ezért a tovabbi kisérletekbdl a Rad5-KA
mutans fehérjét kihagytuk.

Rad6/Rad18 - + + + + + +
Mms2/Ubc13 - - + + + + +
Rad5 - - - + - - -
Rad5-IA - - - - + - -
Rad5-CCAA - - - - - + -
Rad5-DEAA - - - - - - +
1 2 3 4 5 6 7

(kDa)

poliUb-PCNA - 200

‘ ¥ |- 150

-120

-100

a-PCNA

-70

diUb-PCNA — - S

Ub-PCNA—| eoew == aem |40

PCNA —| = - 30

18. abra: A Rad5-1A, a Rad5-CCAA és a Rad5-DEAA mutans fehérjék aktivitasanak a vizsgalata in vitro
ubikvitin ligaz kisérletben. Az abran felsorolt fehérjéket 6sszemértiik PCNA, RFC, Ubal és ubikvitin
fehérjékkel, valamint nickkelt plazmid DNS szubsztrattal. Egy 6ra 30°C hdmérsékletli inkubacié utan a mintakat
megfuttattuk SDS-PAGE gélen, majd Western blot utan el6hivtuk anti-PCNA ellenanyaggal. Ub-PCNA:
monoubikvitin-PCNA, diUb-PCNA: diubikvitin-PCNA, PoliUb-PCNA: poliubikvitin-PCNA. Jobb oldalon a

fehérje marker alapjan varhaté méreteket (kDa) abrazoltuk.
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Az ubikvitin ligaz kisérletben a Rad5-DEAA helikaz mutans fehérje aktivitasdnak
mértéke a vad tipusu fehérjéhez hasonld volt, mig a RING domén mutans fehérjék - a
Rad5-1A ¢s a Rad5-CCAA — egyaltalan nem voltak képesek poliubikvitin-PCNA eléallitasara
(18. abra). A két RING domén mutans fehérje korabbi éleszté két-hibrid kisérletekben sem
volt képes kolcsonhatni az Ubcl3 fehérjével [131]. A Kkisérletiinkben megfigyelhetd
diubikvitin-PCNA termék kialakitasaért az Mms2-Ubc13 komplex felelés. Ez a funkcid
evolucidsan konzervalt és korabbi fiiggetlen kézlemények tamasztjak ala a in vitro ubikvitin

ligaz kisérleteiben éleszt6 [44] és human [80] homoldgok esetén egyarant.

idO (perc) 15 15 30 15 30 1530 15 30

Rad5 - + + - - - - - -
Rad5-IA - - - + + - - - -
Rad5-CCAA - - - - - + + - -
Rad5-DEAA - - - - - - - + +
% 1 2 3 4 5 6 7 8 9
\\_ -

/

ol

% termék 27 100 100 69 92 28 31 28 35

19. abra: In vitro helikaz kisérlet a Rad5-1A, Rad5-CCAA és a Rad5-DEAA mutans fehérjékkel. A mintakat 15
¢és 30 percig inkubaltuk 30°C homérsékleten. A felsorolt tisztitott Rad5 fehérjék helikaz aktivitasat vizsgaltuk
egy oligonukleotidokbol &sszeallitott replikacios villaszerii DNS szubsztraton, amely egy fluoreszcein (*)
jelolést hordoz [58]. Majd nativ PAGE gélen megfuttattuk a mintakat és a gélt beszkenneltiik. A helikaz aktivitas

szamitasat a RadS 30 perces mintahoz (100%) viszonyitottuk.

A helikéaz-aktivitast vizsgal6 kisérlethez oligonukleotidokbol elézetesen elkészitettiink
egy replikaciosvilla-szerli, Y alaku, duplaszald DNS-szubsztratot, amelyben az egyik hosszl
oligonukleotid fluoreszcens jelolést hordozott [58]. Ebben a kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a
tisztitott mutans Rad5 fehérjék a helikaz aktivitasukkal képesek-e atalakitani ezt a szubsztratot
- egy csirkelabszeri szerkezeten keresztiil - egy hosszabb és egy rovidebb duplaszala DNS-
termékké. A helikaz kisérletben a kevésbé érzékeny ubikvitin ligdz mutans fehérje (Rad5-1A)

alacsonyabb aktivitast mutatott, mint a vad tipust fehérje, mig az érzékenyebb ubikvitin ligaz
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mutans (Rad5-CCAA) ¢és a Rad5-DEAA helikdz mutans fehérje nem mutatott semmilyen
mérhetd aktivitast (19. abra). Ezen eredmény alapjan megallapithato, hogy a rads-
CCAA/rad54 mutans torzs azért mutat nagyobb érzékenységet, mint az mms24, mind MMS
mind UV kezelésre, mert se helikaz, se ubikvitin ligaz aktivitassal nem rendelkezik. Vagyis a
CC914,917AA mutacidé nemcsak a Rad5-Ubc13 kodlcsonhatast rontja el, hanem a Rad5 teljes
szerkezetét is tonkreteszi. Igy a tovabbiakban ezt a mutanst kizartuk a kisérleteinkbél.

Mivel a Rad5 mutans fehérjéket a tovabbiakban in vivo kisérletekben terveztiik
vizsgalni, fontos volt tisztazni, hogy a vad tipusu fehérjéhez képest milyen szinten

termelddnek a RADS sajat prométerérdl az altalunk felallitott kisérleti rendszerben.

5.3. A mutans RadS5 fehérjék expressziojanak a vizsgalata

A rad5 mutans torzsek in vivo vizsgalatahoz igazolnunk kellett, hogy a mutaciok
jelenléte nincs hatdssal a fehérjék expresszids szintjére. Ezért C-terminalis HA-taggel
egészitettiik ki a rad5 gént az alacsony kopiaszamu, centromerikus YCPlac111 plazmidokban,
amelyekrdl a mutans Rad5 fehérjéket a sajat promoterérdl rad54 delécidés mutans torzsben

mar korabbi kisérleteinkben is termeltettik.

cgb
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20. abra: A mutans és vad tipusii Rad5 fehérjék expresszidjanak a vizsgalata RADS prométerrdl alacsony
képiaszdmu centromerikus plazmidrél. A gRADS-HA vad tipusu torzsben a Rad5 fehérje C-terminalis HA
taggelését in situ a genomban készitettiik el, mig a RAD5-HA/rad54, rad5-1A-HA/rad54, rad5-DEAA-HA/rad54,
rad5-1A/DEAA-HA/rad54 torzsek esetében a taggelés a plazmidon tortént. A no tag vad tipust torzsben nincs
HA tag. Az SDS-PAGE gélre felvitt sejt lizatumok mennyiségének az ellenérzésére anti-PGK ellenanyagot

hasznaltunk. Bal oldalon a fehérje marker alapjan varhato méreteket (kDa) abrazoltuk.
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Western blot alapjan a mutans Rad5 fehérjék a transzformalt sejtek lizatumaiban
ugyanolyan koncentraciéban vannak jelen, mint a vad tipust fehérje (20. abra). A plazmidrol
termeltetett Rad5 fehérjék expresszids szintje nem alacsonyabb, mint a genomrol termel6dd
vad tipusu fehérjéé.

Ezek alapjan ezt a kisérleti rendszert alkalmasnak talaltuk a rad5 mutans torzsek

tovabbi In vivo vizsgalatahoz. Elészor az in vivo ubikvitin ligdz aktivitasukat terveztiik

letesztelni.
«a@b >
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21. abra: A Rad5 in vivo PCNA-poliubikvitin ligaz aktivitasanak a vizsgalata RADS5/rad54 vad tipust, rads-
DEAA/rad54 helikaz/ ATPaz mutans, rad5-14/rad54 ubikvitin ligaz mutans és rad54 delécios mutans élesztd
torzsekben 1,5 6ras 2,4 mM (0,02 V/IV%) MMS kezelést kovetéen. Az SDS-PAGE és a Western blot utan a
membranokat anti-Ub-PCNA és anti-PCNA ellenanyagokkal hivtuk eld. diUb-PCNA: diubikvitin-PCNA,
PoliUb-PCNA: poliubikvitin-PCNA. Bal oldalon a fehérje marker alapjan varhaté méreteket (kDa) abrazoltuk.
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5.4. A PCNA in vivo poliubikvitinalasa rad5 mutans torzsekben

A korabbi in vitro kisérleteinkben kivalasztottuk a legmegfelelobb ubikvitin ligaz -
rad5-1A - és helikaz/ATPaz - rad5-DEAA - mutacidkat, amiket alacsony kopiaszamu,
centromerikus YCPlacl11 plazmidokrdl termeltetiink rad54 mutans torzsekben. Utdbbi
rendszert UV és MMS tulélési fenotipusa és fehérje expresszios szintje alapjan is alkalmasnak
talaltuk in vivo kisérletekhez.

A PCNA in vivo ubikvitinalasanak a vizsgalatait MMS kezelést kdvetéen végeztiik, a
poliubikvitinalt His-PCNA fehérjét nikkel gyongyon kitisztitottuk, majd Western blott utan
azonositottuk. A rad5-DEAA/rad5A4 mutans torzsb6l MMS kezelést koveten tisztitott
mintdban a PCNA poliubikvitindlasdnak a mértéke hasonld volt, mint a vad tipusu torzs
esetén (21. abra). A rad5-IA/rad54 és a rad5A mutans torzsekbdl viszont csak minimalis
mennyiségli poliubikvitin-PCNA jelet kaptunk, ami megerdsiti a kordbbi Rad5-IA fehérjével
kapcsolatos in vitro eredményiinket, hogy a rad5-IA fehérjének nincs ubikvitin ligaz
aktivitasa. Bar a Rad5-IA ubikvitin ligaiz mutans fehérje in vitro helikaz aktivitasa Is
alacsonyabb volt, mint a vad tipusu fehérje aktivitasa, ennek ellenére lehetséges, hogy még ez
az alacsonyabb aktivitas is elegend6 ahhoz, hogy a fehérje el tudja végezni in vivo funkcidjat.
Ahhoz, hogy ezt megallapitsuk, megvizsgaltuk a rad5-IA/rad54 érzékenységét mms2A
hattéren.

5.5. A rad5-1A mutans és az MMS2/UBC13 genetikai kapcsolata

A rad5-1Alrad54/mms24  kettds mutans elkészitésé¢hez a rad54/mms24  torzset
transzformaltuk Rad5-IA fehérjét expresszaldo plazmiddal, menekitve a RADS delécid
fenotipusat. E mutansok kapcsolatat kiilonb6z6 mutagenezis kisérletekben vizsgaltuk. A rad5-
|Alrad54/mms24  kettés mutdns ugyanolyan érzékenységet mutatott, mint az
RADS/rad54Imms24 egyszeres mutans térzs MMS ¢és UV kezelésre, ugyanis a Rad5-1A
mutans fehérjének csak az Ubcl3 fehérjével torténd kolcsonhatasa sériilt (22. abra A, B).
Ugyanezt az eredményt kaptuk a rad5-1A/rad54/ubcl34 mutans torzs esetében is (22. abra
C, D). Ezek az eredmények megfelelnek az irodalmi adatoknak [117]. Ennek alapjan
egyértelmiien megallapithato, hogy a Rad5-1A helikaz aktivitasa el tudja latni a fehérje in vivo
funkciojat, kiilonben a kettés rad5-1A/rad54/mms24 mutans érzékenyebb lenne, mint az
egyszeres mutansok kiilon-kiilon. A RAD5/rad5A/mms24 és az RADS/rad5Alubcl34 kettbs
mutans torzsek IS nagyobb érzékenységet mutattak, mint a rad5-1A/rad54, mivel e mutacié
csak részlegesen rontja el a Rad5-Ubcl3 kolcsonhatast, ahogy azt a keletkezd diubikvitin-

PCNA is jelezte az ubikvitin ligdz kisérletliinkben.
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22. abra: A rad5-1A/rad54/mms24 (A, B) és a rad5-1A/rad54/ubc134 (C, D) mutans torzsek érzékenységének a

vizsgalata spot assay-vel, (A, C) MMS tartalmu taptalajokon, (B, D) és UV sugarzast kovetéen. A 100, 500 és
1000 uM MMS koncentraciok 0,00085; 0,0043 és 0,0085V/V% értékeknek felelnek meg. A vizsgalt torzsek

.

30°C hémérsékletti inkubacid utan a taptalajokat beszkenneltiik.

/.

5.6. A rad5 helikaz/ATPaz és ubikvitin ligaz mutansok genetikai kapcsolata

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a Rad5 helikdz/ATPaz és ubikvitin ligdz aktivitasai

kozotti kapcesolatot, kettés mutans toérzset hoztunk 1étre (rad5-1A/DEAA/rad5A), ugy, hogy

rad54 torzset transzformaltunk kettds mutans Rad5 fehérjét expresszalé plazmiddal
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¢s a sejtek novekedését is teszteltik MMS jelenlétében. A kettds mutans torzs érzékenysége
minden esetben nagyobb volt, mint az egyszeres mutansoké, ami azt bizonyitja, hogy
egymastol fiiggetlen szereppel rendelkeznek a DNS-hibatolerancia folyamataban (23. abra).
A rad5-IA/DEAA/rad54 érzékenysége azonban nem érte el a rad5A érzékenységét, mivel
feltehetden a Rad5 e két ismert aktivitdsa mellett mas funkcioval is rendelkezik a DNS-
hibajavitds folyamatdban. Emellett az is lehetséges, hogy az 1916A ubikvitin ligdz mutacid
hipomorf jellege miatt a Rad5-IA/DEAA fehérje részlegesen képes menekiteni a rad54 torzs

érzékenységi fenotipusat.
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23. abra: A rad5-1A/DEAA/rad54 ubikvitin ligaz és helikdz/ATPaz mutans térzs érzékenységének a vizsgalata
spot assay-vel, (A) MMS tartalmu taptalajokon, (B) és UV sugarzast kovetden. A 350 és a 750 uM MMS
koncentraciok 0,003 és 0,0064 V/V% értékeknek felelnek meg. (C) A mutans tdrzsek novekedési gorbéi MMS
tartalmu tapoldatokban. A 100pM MMS koncentracio 0,00085V/V% értéknek felel meg. A grafikonon a
kiilonbozo torzsek 4 percenként mért ODgoonm €rtékeit abrazoltuk. (D) A mutans torzsek tilélési gorbéje 1 oranyi
MMS kezelést kovetben. A 2, 5, 10, 20 mM MMS koncentraciok 0,017; 0,043; 0,085 és 0,17 V/V% értékeknek
felelnek meg. Ezek az adatok harom parhuzamos kisérlet eredményeib6l szamolt atlagok és standard hibak. (E)
A mutans torzsek talélési rataja 1 6ranyi 5 mM MMS kezelést kovetden. Itt a D abra 5 mM koncentracion
szamolt értékeit abrazoltuk. A szignifikancia szamitasdhoz t-tesztet hasznaltunk. *: p<0,05, **: p<0,01, ***:

p<0,001.
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Ahhoz, hogy bebizonyitsuk, hogy a Rad5 egy eddig ismeretlen harmadik aktivitassal
is rendelkezik, eléallitottunk rad5-DEAA/rad5A/mms24 és rad5-DEAA/rad5A/ubcl34 kettds
mutdns torzseket, melyek elkészitéséhez rad5A/mms24 és rad5A/ubci3A  torzseket
transzformaltunk Rad5-DEAA fehérjét expresszalé plazmiddal. E torzsek érzékenységét
szintén megvizsgaltuk MMS és UV kezelést kovetéen. A rad5-DEAA/rad5A/mms2A torzs
kisebb érzékenységet mutatott, mint a rad54/mms24 (24. abra A, B), ami megerdsiti azt a
korabbi kovetkeztetésiinket, hogy a RadS helikdz/ATPaz €s ubikvitin ligdz aktivitdsa mellett
egy harmadik aktivitdssal is rendelkezik. Ugyanezt az eredményt kaptuk a
rad5-DEAA/rad54/ubcl34 és a rad54/ubcl3A torzsek esetén is (24. abra C, D).

Mivel a rad5-DEAA/rad5A/mms2A torzs nagyobb érzékenységet mutat, mint az
egyszeres mutansok, meger0sitettiik azt a kordbbi eredményiinket, hogy a Rad5
helikdz/ATPéz aktivitdsa az ubikvitin ligdz aktivitasatol fiiggetlen szereppel bir (24. abra A,
B). A rad5-DEAA/rad54/ubc134 torzs esetében hasonld eredményt kaptunk (24. abra C, D).
Ezen eredményeink ellentmondanak azon irodalmi adatoknak, melyek szerint a
Rad5-DEAA mutans fehérjében nemcsak a helikaz/ATPaz, hanem az in vivo ubikvitin ligdz
aktivitas is elromlott [119], ugyanis ha ez valoban igy lenne, akkor a rad5-DEAA/rad5A
torzsiink ugyanolyan érzékeny lett volna, mint a rad5-DEAA/rad5AImms2A.

Eredményeink alapjan a Rad5 harom fiiggetlen aktivitassal rendelkezik:
helikdz/ATPaz aktivitassal, mely a replikacios villa visszaforditasahoz sziikséges, ubikvitin
ligdz aktivitassal, mely a PCNA poliubikvitindlasat végzi, és egy harmadik funkcioval,
melynek miitkddésében nem vesz részt sem a helikaz/ATPéaz, sem pedig az ubikvitin ligaz
aktivitas. Ezutan ennek az altalunk azonositott uj funkcidnak a mutagenezisben betoltott

szerepét vizsgaltuk.
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24. abra: A rad5-DEAA/rad5A/mms24 (A, B) és a rad5-DEAA/rad54/ubc134 (C, D) mutans térzsek
érzékenységének a vizsgalata spot assay-vel, (A, C) MMS tartalmu taptalajokon, (B, D) és UV sugarzast
kovetden. A 100, 200 és 500 uM MMS koncentraciok 0,00085; 0,0017 és 0,0043 V/V% értékeknek felelnek

s

cseppentettiik ki, majd 2 (A, B, D) vagy 4 nap (C) 30°C hémérsékletii inkubacié utan a taptalajokat

beszkenneltiik.

5.7. A spontan mutaciok gyakorisaga a rad5 mutans toérzsekben
Spontan mutagenezis kisérletekben teszteltiikk a helikaz/ATPaz és az ubikvitin ligdz
egyszeres €s kettés mutans rad5 torzseket és a rad54 delécidos mutans torzset. Az egyszeres

mutans torzsekben, mind a rad5-DEAA/rad54, mind a rad5-1A/rad54 esetén a vad tipusnal
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magasabb gyakorisaggal keletkeznek spontan mutaciok. A rad5-IA/DEAA/rad54 kett6s
mutans torzsben ez a gyakorisag még az egyszeres mutansokban tapasztalt szintnél is
magasabb (25. abra). Ez utobbi eredmény erdsiti azt a korabbi megallapitasunkat, hogy a
Rad5 ubikvitin ligdz és helikaz/ATPaz aktivitasa egymastol fiiggetlen funkcioval rendelkezik.
A rad54 deléciés mutans torzs esetében a spontan mutacids rata alacsonyabb volt, mint a
rad5-IA/DEAA/rad5A kettés mutansnal, aminek az lehet az oka, hogy a Rad5S harmadik
aktivitasa olyan folyamatban jatszhat szerepet, ami a spontdn mutéciok kialakulasahoz vezet.
A tovabbiakban a keletkez6 mutaciok tipusainak az aranyat vizsgaltuk a rad5 mutans

torzsekben teljes genom szekvenalassal.
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25. abra: A rad5-IA/DEAA/rad54 ubikvitin ligaz és helikiz/ATPaz kett6s mutans térzs spontan mutagenezis
ratajanak a vizsgalata. A kanavanin rezisztens koloniak mennyiségébdl szamoltuk ki a mutacids események
szamat 107 sejtre vonatkoztatva. Az adatok 6t parhuzamos kisérlet eredményeibél szamolt 4dtlagok és standard

hibak. A szignifikancia szamitasahoz t-tesztet hasznaltunk. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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26. abra: A teljes genom szekvenalas el6tti UV-kezelés kisérleti elrendezése. Egy 36 oras egyedi telepet
kiszélesztettiink két lemezre, amibdl az egyiket UV sugarzassal kezeltiik. 9 6ranyi 30°C homérsékletii sotét
inkubaciot kovetden a sejteket lemostuk a lemezekrdl, majd Gjra kiszélesztettiik és 3 nap ndvesztés utan ezekrol
a lemezekrol valasztottunk ki 3-3 egyedi telepet genomi DNS izolalashoz és teljes genom szekvenalashoz.

gDNS: genomi DNS, fekete korok: élesztd koloniak

5.8. Az UV-indukalt mutaciék tipusainak az aranya a rad5 mutans torzsekben

A rad5 mutans torzsekben keletkez6 UV-indukalt mutaciokat teljes genom
szekvenalassal vizsgaltuk meg (26. abra). Az UV kezelést kdvetden a taptalajra szélesztett
sejteket 9 oran at inkubaltuk azért, hogy a sejtciklusok S-fazisdban az UV sugarzas altal
1étrejott DNS-kéarosodasokbol mutacidk alakulhassanak ki. Majd a sejteket lemostuk €s Ujra
kiszélesztettiik, hogy a muticidt tartalmazd egyedi sejtekbdl felnové koloniakat tudjunk
vizsgalni a teljes genom szekvendldsban. A kisérletben olyan UV ddézisokat vélasztottunk a
kiilonb6z6 torzsekhez, amelyeknél a sejtek talélése koriilbeliil 10%-0s (27. abra), ugyanis ha
tal alacsony lenne a sejtek talélési ardnya, akkor nagyobb lenne az esélye annak, hogy a
szekvenalashoz kivélasztott tileld sejtek alapbol valamilyen hattér mutacioval rendelkeznek,

ami UV rezisztens fenotipust okoz.
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27. abra: A rad5 mutans éleszt6 térzsek UV érzékenysége. A teljes genom szekvenalas elStti mutagén
kezeléshez olyan UV doézisokat valasztottunk ki, amelyeknél a sejtek talélési aranya 10% koriil varhato. Az
¢lesztd sejteket kiszélesztettiik taptalajra, majd UV sugdrzas utan 4 nap 30°C homérsékletii sotét inkubaciot

kovetden megszamoltuk a felndtt telepeket. Az adatok négy parhuzamos kisérlet eredményeib6l szamolt atlagok

17100

Az UV sugarzas jellegzetesen C>T mutéciok kialakuldsdhoz vezet, ami féleg TC vagy
CC helyek 3’ citozin nukleotidjat érinti, ez a mi eredményeinkben is megfigyelhet6 (28. abra)
[132-134]. A rad5-IA/rad54 és rad5-DEAA/rad5A egyszeres mutans torzsek esetén a
mutdciok ardnyaban nem tapasztaltunk kiilonbséget a vad tipushoz képest. Viszont a
helikdz/ATPaz és ubikvitin ligdz kettGs mutans torzs - rad5-IA/DEAA/rad5A - esetén
megemelkedett a T>C ¢és a C>G mutdciok ardnya, ami megerdsiti azt a kordbbi
eredmeényiinket, hogy a Rad5 ezen két aktivitasa egymastol fiiggetlen. Eredményeink alapjan
a Rad5 helikaz/ATPaz és ubikvitin ligaz aktivitasa redundans lehet. A rad5-IA/DEAA/rad5A
kettés mutans torzshoz képest a rad54 toérzsben csokkent a T>C és a C>G mutaciok ardnya,
ami azt sejteti, hogy a Rad5 harmadik - mutaciokat general6 - aktivitdsanak ezen mutaciok

kialakitasaban lehet szerepe.
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28. abra: (A) Az UV-indukalt mutacidk aranya a szubsztiticiok hat féle tipusa szerint a rad5 mutans térzsekben

a teljes genom szekvenalas alapjan. (B) A C>T mutéciok eléfordulasanak a gyakorisaga CCX és TCX helyeken

az dsszes mutaciohoz képest.

Mivel ismert, hogy a Revl és a Pol{ TLS polimerazok feleldsek a T>C és a C>G

mutaciok kialakitasaért [35,113], arra voltunk kivancsiak, hogy a TLS polimerazok

egylittmiikddnek-e a Rad5 harmadik aktivitidsaval. Ha a Rad5 aktivitdsai koziil valamelyik

egy TLS polimerazzal egyiitt funkciondl, akkor a kettds mutdnsuk érzékenységébdl ez

kimutathato.
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29. abra: A rad5 mutansok érzékenységének a vizsgalata (A) revld, (B) rev34 és (C) rev7A hattéren spot assay-

s

sorozatait taptalajokra cseppentettiik ki, majd 2 nap 30°C homérséklet(i inkubacio utan a taptalajokat
beszkenneltiik.

5.9. A rad5 mutansok és a TLS polimerazok genetikai kapcsolata

A rad5 mutansok és a TLS mutansok kapcsolatat talélési kisérletekben vizsgaltuk meg
MMS és UV kezelésre. A kettds mutansok elkészitéséhez, amelyek az egyik rad5 mutaciot
(rad5-1A, rad5-DEAA, rad5-IA/DEAA vagy radsA) és az egyik TLS polimeraz génjének a
deléciojat (revid, rev3A vagy rev7A) tartalmazzak, kettés delécidos mutans torzsekbe

(rad5AlreviA, rad5Alrev3A vagy rad5Alrev7A) transzformaltunk kiilonb6z6 Rad5 mutansokat
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expresszalo plazmidokat (Rad5-1A, Rad5-DEAA, Rad5-IA/DEAA vagy iires). A rad5-
IA/DEAA/rad5Alrev3A torzs ugyanolyan érzékeny volt UV (29B. abra) és MMS (30C., 31.
abra) kezelésre, mint a rad54/rev3A. Ugyanezt az eredményt kaptuk UV kezelésre a reviA és

a rev7/4 mutaciok esetén is (29-30. abra).
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30. abra: (A) A rad5 mutansok érzékenységének a vizsgalata (B) revld, (C) rev34 és (D) rev74 hattéren spot
assay-vel MMS tartalmu taptalajokon. A 50, 100, 400 és 2000 pM MMS koncentraciok 0,000425, 0,00085,

ey

haromszoros higitasi sorozatait taptalajokra cseppentettiik ki, majd 4 nap 30°C hémérsékleti inkubacié utan a

taptalajokat beszkenneltiik.

Hasonld eredményeket kaptunk MMS tartalmu taptalajokon (30-31. abra). Ezen
eredmények alapjan a Rad5 eddig ismeretlen aktivitdsa - mely a helikdz/ATP4z és az
ubikvitin ligdz aktivitasoktol fiiggetleniil miikddik - minden esetben a Revl ¢és a Poll (Rev3-
Rev7) polimerazokkal egyiitt vesz részt a DNS-hibatolerancia folyamataban, €s ezen kiviil a
Rad5 nem rendelkezik maés funkcioval az UV és az MMS okozta DNS-karosodasok
toleradlasaban. Ez a harmadik aktivitds mutagén hibajavitast visz véghez, mivel a mutagén
TLS polimerazokkal mikodik egyiitt. Ezt az allitdsunkat megerdsiti egy korabbi eredmény,

mely szerint a spontan mutagenezis rata a rad5A4 torzsben alacsonyabb volt, mint a rad5-1A,
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rad5-DEAA, rad5-1A/DEAA torzsekben [117]. Tehat a Rad5 fehérje hibamentes és mutagén
hibajavitasi folyamatokban egyarant részt vesz.
Ezek utan azt terveztiik megvizsgélni, hogy a Rad5 HIRAN doménje mely funkciok

miikodéséhez sziikséges az azonositott harom fiiggetlen aktivitas koziil.

100
10 4 —- rev3A
S - rad5-1A/rev3A
g — rad5-DEAA/rev3A
= -o- rad5-IA/DEAA/rev3A

L 9 >« rad5A/rev3A

0,1 T T T r I
0 1 2 3 4 5

MMS (mM)

31. abra: A rad5 mutansok tulélésének a vizsgélata rev34 hattéren 1 6ranyi MMS kezelést kovetéen. Az 0,2;
0,5; 1; 2 és 5 mM MMS koncentraciok 0,0017; 0,0043; 0,0085; 0,017 és 0,043 V/V% értékeknek felelnek meg.

Ezek az adatok harom parhuzamos kisérlet eredményeib6l szamolt atlagok és standard hibak.

5.10. A HIRAN domén mutans torzsek in vivo vizsgalata

Kimutattuk, hogy a Rad5 harom fiiggetlen aktivitassal rendelkezik: a helikaz/ATPaz
aktivitassal, az ubikvitin ligdz aktivitassal és a Rev1-Pol{ polimerazokkal is egyiitt mikodik.
Ezutdn azt szerettik volna megvizsgalni, hogy ezen harom aktivitas koziil melyekkel
miikddhet egyiitt a Rad5 HIRAN doménje. Ahhoz, hogy ezt megallapitsuk, olyan mutaciot
kellett 1étrehoznunk a HIRAN doménben, amely csak specifikusan ennek a doménnek rontja

el a funkcigjat. A Rad5 human homoldgjaban - a HLTF fehérjében - mar azonositottak a
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HIRAN domén funkcidjat inaktivald mutaciot (NN90,91AA), ami in vivo UV érzékenységet
okoz [58]. Tobbszoros illesztés alapjan elkészitettik az EE206,207AA (rad5-EEAA)
mutaciot, ami a HLTF NN90,91AA mutéacionak megfeleld konzervalt helyen talalhaté a Rad5
HIRAN doménjében (32A. abra). Majd ezt a mutdns Rad5 fehérjét termeld plazmidot
transzformaltuk rad54 éleszté torzsbe, hogy menekitsiik a rads4 UV kezelésre mutatott
érzékenységét. Azt az eredményt kaptuk, hogy a rad5-EEAA/rad54 mutans térzs nem mutat

érzékenységet UV kezelésre (32B. abra).
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32. abra: (A) T6bbszoros illesztés a Saccharomyces cerevisiae Rad5 homologjai: a human HLTF és SHPRH, az
egér HLTF és a hasado éleszté Rad8 kozott. Piros betli: magas szintli konzervaltsag, kék betii: alacsony szintii

konzervaltsag, sziirke betii: nincs konzervaltsag. (B) A rad5-EEAA/rad54 mutans torzs UV kezelésre mutatott

ey

sorozatait taptalajokra cseppentettiik ki, majd 2 nap 30°C hémérsékletii inkubacio utan a taptalajokat

beszkenneltiik.

Mivel a human HLTF HIRAN domén mutansdnak megfelel6 Rad5 mutans élesztd
torzs nem mutatott UV érzékenységet, Ugy dontottiink, hogy tovabbi HIRAN domén
mutansokat hozunk létre, a tobbszords illesztés alapjan konzervalt €s nem konzervalt

helyeken is az EE206,207AA mutaciotol N- és C-terminalis iranyban egyarant (33. abra).
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33. abra: Tobbszoros illesztés a Saccharomyces cerevisiae Rad5 homoldgjai: a human HLTF és SHPRH, az
egér HLTF és a hasado ¢élesztd Rad8 kozott. Piros betli: nagy mértékli konzervaltsag, kék betii: kis mértékii
konzervaltsag, sziirke betii: nincs konzervaltsag. Zold és sarga betiik: az aminosavak, amikre lecseréltiik a Rad5
aminosavait, sarga betl: az eldszor elkészitett EE206,207AA mutacid, zold betiik: a késébb elkészitett tovabbi

mutaciok.

Az 1) HIRAN domén mutins Rad5 fehérjéket termelé plazmidokat az el6z6
kisérletekhez hasonloan transzformaltuk a rad54 mutans torzsbe, hogy menekitsiik annak UV
érzékenységi fenotipusat. UV kezelést kovetéen a rad5-GR/rad54 és a rad5-LQRA/rad54
torzsek ugyanolyan érzékenyek voltak, mint a rad54 (34. abra). Mivel a HLTF HIRAN
domén mutans sejtvonal hasonldé mértéki UV érzékenységet mutatott, mint a HLTF
csendesitett sejtek [58], azt feltételeztiik, hogy ez a két éleszté mutacio specifikus HIRAN
domén mutéaciok. Ezek mellett a rad5-GARR/rad54 torzs mutatott még érzékenységet, mely
kis mértékben érzékenyebb volt UV kezelésre, mint a helikdz/ATPaz mutans rad5-
DEAA/rad54. Ismert, hogy a HLTF HIRAN domén mutans fehérje in vitro helikaz
aktivitassal nem rendelkezik, azonban ubikvitin ligdz kisérletben ugyanolyan aktiv, mint a vad
tipust fehérje [58,65]. Az R187A mutacioval rendelkezd torzsiinkben - rad5-RA/rad54 - a
HLTF R71 aminosavanak az ¢lesztd homologjat rontottuk el, ami egy jellemzett specialis
HIRAN domén mutacio [65]. A mi kisérletiinkben a rad5-RA/rad54 mutans torzs csak kis
mértékit UV érzékenységet mutatott, ezért nem vizsgaltuk tovabb. Egy korabbi kézleményben
a rad5-R187E mutacioval ugyanolyan érzékenységi fenotipust kaptak ciszplatinra, mint a
rad5-DEAA helikaz/ATPaz mutacidé esetén [135]. Lehetségesnek tartjuk, hogy ha alanin
helyett mi is glutaminsavra cseréltiik volna a 187-es arginint, hasonlé eredményt kaphattunk

volna UV kezelésre.
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Ezek utan az el6bbi harom mutans Rad5 fehérjét - Rad5-GR, Rad5-LQRA és Rad5-
GARR - kitisztitottuk és megvizsgaltuk az aktivitasukat in vitro ubikvitin ligaz kisérletben.
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34. abra: A HIRAN domén mutans rad5 torzsek UV kezelésre mutatott érzékenységének a vizsgalata. A

s

ki, kezeltiik azokat UV sugarzassal, majd 2 nap 30°C hdmérsékletii inkubacio utan a taptalajokat beszkenneltiik.
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5.11. A HIRAN domén mutans fehérjék in vitro biokémiai vizsgalata

In vivo talélési kisérletekben sikeriilt azonositanunk harom olyan HIRAN domén
mutédns torzset, amelyek érzékenységet mutatnak UV kezelésre. Ezutan azt szerettiik volna
megvizsgalni, hogy ezek a mutans fehérjék rendelkeznek-e in vitro a human HLTF HIRAN
domén mutans fehérjéhez hasonlo ubikvitin ligdz aktivitassal, . Ezért kitisztitottuk a harom
mutdns fehérjét és megvizsgaltuk az ubikvitin ligdz aktivitasukat. Azt az eredményt kaptuk,
hogy a harom mutans fehérje koziil egyik sem mutat olyan mértékli aktivitast, mint a vad
tipusu Rad5 (35. abra). Ezért feltételezziik, hogy ez a harom mutacié nem kizardlag a
HIRAN domén funkciojat rontja el, hanem torzitja a RadS fehérje egész szerkezetét és igy a
tobbi aktivitdas mikodését befolyasolja. Ezen feltételezésiinket aldtdmasztja, hogy a
rad5-GR/rad54 és a rad5-LQRA/rad54 torzsek ugyanolyan érzékenyek UV kezelésre, mint a
rads4.

Rad5 + - - - -

Rad5-GARR - + - - -
Rad5-GR - - + - -
Rad5-LQRA - - - + -
12345
a-PCNA
(kDa)
. -70
PoliUb-PCNA o 50

Ub-PCNA o s o e s’ 40

PCNA — esesasenes - 30

35. abra: A Rad5-GARR, Rad5-GR ¢és a Rad5-LQRA mutans fehérjék aktivitasanak a vizsgalata in vitro
ubikvitin ligaz kisérletben. Osszemértiink PCNA, RFC, Ubal, Rad6/Rad18, Mms2/Ubc13 és ubikvitin
fehérjéket, valamint nickkelt plazmid DNS szubsztratot, majd 30 perc 30°C hémérsékletii inkubacié utan
hozzajuk mértiik a felsorolt Rad5 muténs fehérjéket €s tovabbi 60 perc 30°C homérsékletii inkubaci6 utan, a
mintakat megfuttattuk SDS-PAGE gélen, majd Western blot utan eléhivtuk anti-PCNA ellenanyaggal. Ebben a
kisérletben 10x higabb Rad5 fehérjékkel dolgoztunk, mint a tobbi in vitro ubikvitin ligaz assayben. Ub-PCNA:
monoubikvitin-PCNA, PoliUb-PCNA: poliubikvitin-PCNA. Jobb oldalon a fehérje marker alapjan varhatod

méreteket (kDa) abrazoltuk.
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36. abra: A Rad5-LIRR aktivitdsanak a vizsgalata in vitro ubikvitin ligaz kisérletben. Osszemértiink PCNA,
RFC, Ubal, Rad6/Rad18, Mms2/Ubc13 és ubikvitin fehérjéket, valamint nickkelt plazmid DNS szubsztratot,
majd 30 perc 30°C hdmérsékletii inkubacio utan hozzajuk mértiik a Rad5-LIRR mutans fehérjét és tovabbi 60
perc 30°C hémérsékletli inkubacid utdn a mintakat megfuttattuk SDS-PAGE gélen, majd Western blot utan
eléhivtuk anti-PCNA ellenanyaggal. Ub-PCNA: monoubikvitin-PCNA, PoliUb-PCNA: poliubikvitin-PCNA.

Jobb oldalon a fehérje marker alapjan varhato méreteket (kDa) abrazoltuk.

Azt feltételeztiik, hogy élesztoben a HIRAN domén funkcidjanak az elvesztése csak
kis mértékti UV érzékenységet okoz, ezért ugy dontottiink, hogy a kisebb UV érzékenységet
okozé mutaciok kozil a Rad5-LIRR mutans fehérjét is kitisztitjuk és megvizsgaljuk az in
vitro ubikvitin ligaz aktivitasat. Ez a mutans fehérje a vad tipust fehérjéhez hasonldo mértékii
aktivitassal rendelkezik (36. abra), ami megegyezik a HLTF HIRAN domén mutans
fenotipusaval. In vitro helikaz kisérletben a Rad5-LIRR a vad tipusu fehérjével 6sszemérhetd
aktivitast mutatott (37. abra), ami azt jelenti, hogy a rad5-LIRR mutacié sem az ubikvitin
ligdz, sem pedig a helikaz/ATPaz aktivitdst nem befolyasolja. Az enyhe UV érzékenység,
amit a mutacié okoz feltehetéen csak a Rev1-Pol( kolcsonhatas gyengitése miatt 1ép fel. A
HLTF HIRAN domén eddig ismert tulajdonsagai alapjan ez a mutaci6 nem HIRAN domén
specifikus. Ebben a kisérletben a korabbi mutansok koziil a Rad5-GARR és a Rad5-GR

fehérjéket is megvizsgaltuk €s egyik sem rendelkezik helikaz aktivitassal.
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37. abra: A Rad5-LIRR, a Rad5-GARR ¢és a Rad5-GR mutans fehérjék aktivitisainak vizsgalata in vitro helikéz

kisérletben. A mintakat 60 percig inkubaltuk 30°C hémérsékleten egy oligonukleotidokbdl Gsszeallitott

replikacios villaszerti DNS szubsztrattal, amely egy fluoreszcein (*) jelolést hordozott. Majd nativ PAGE gélen

megfuttattuk a mintakat és a gélt beszkenneltiik. A helikaz aktivitds szamitdsat a Rad5 60 perces mintahoz

(100%) és a fehérjementes mintdhoz (0%) viszonyitottuk.

Ezen eredmények alapjan lehetségesnek tartjuk, hogy élesztében a Rad5 HIRAN

domén a helikaz/ATPé4z €s az ubikvitin ligdz aktivitashoz egyarant sziikséges, ellentétben a

human HLTF fehérjével. Mivel a Rad5-GARR HIRAN domén mutans fehérje ugyan sem a

helikdz, sem pedig az ubikvitin ligdz in vitro kisérletinkben nem mutatott aktivitast,

feltételezhetd azonban, hogy a Rev1-Pol{ fehérjékkel képes kolcsonhatasra emiatt menekiti

részlegesen in vivo a rad54 UV érzékenységét.
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6. Ertékelés

A multifunkcios fehérjék tobb specifikus aktiv centrummal rendelkeznek, de a
kiilonbozd aktivitdsok altaldban szorosan egyiittmiikddnek egyméssal. Ahhoz, hogy ezt az
egylittmikodést vizsgalni tudjuk, olyan mutdnsokra van szilikségiink, amelyek az adott
fehérjének csak egy aktivitdsat rontjak el, mig a tobbi funkcidt sértetleniil hagyjak. A
disszertaciom elsé felében specifikus helikdz/ATPaz és ubikvitin ligdz Rad5 mutansok
kivalasztasan dolgoztunk.

Irodalmi adatok alapjan a Rad5-1A [116-118] és a Rad5-CCAA [49] mutans fehérjék
nem rendelkeznek ubikvitin ligaz aktivitassal. In vitro kisérleteink alapjan a Rad5-CCAA
fehérjének helikaz aktivitasa sincs, amit az in vivo talélési eredményeink is alatdmasztanak.
Ezért a Rad5-IA mutdnst valasztottuk ki specifikus ubikvitin ligdz mutdnsnak a késObbi
kisérleteinkhez. Bar a Rad5-1A mutans fehérje in vitro kisérletekben a vad tipusunal gyengébb
helikdz aktivitast mutatott, talélési kisérleteinkben a rad5-1A/rad54/mms24 kettds mutans
nem volt érzékenyebb a mutagén kezelésre a RADS/rad5A/mms24 torzshoz képest. Ugyanezt
az eredményt kaptuk ubci34 esetén is, ami azt jelenti, hogy a Rad5-IA maradék gyenge
helikaz aktivitasa elegendé ahhoz, hogy a fehérje kielégitéen el tudja latni in vivo funkcidjat.
Megallapithato, hogy a rad5-IA hipomorf mutacio, mivel a rad5-1A/rad54 mutans torzs
gyengébb érzékenységet mutat, mint az RADS/rad5AImms24 vagy a RADS/rad5Alubcl3A,
ami megfelel azon irodalmi adatoknak [117], melyeket a Rad5-IA fehérjét a sajat, teljes
hosszasagl promoterérdl in situ a genombdl expresszalva nyertek. Bar mas irodalmi adatok
alapjan a rad5-1A ugyanolyan érzékenységet mutat, mint az ubcl34 [118,131], a mi
kisérleteinkben a rad5-1A/rad54 kevésbé volt érzékeny, mint az RADS/rad5Alubc 134 mutans
torzs. Ezt a kiilonbségeket az okozhatja, hogy mi a kisérleteinkben a Rad5-IA fehérjét a sajat
339 bp hossz prométerérdl expresszaltuk, mig az emlitett korabbi kisérletekben [118,131]
csak 245 bp hosszisaglh Rad5 promotert hasznaltak egy plazmidon, melyet beugrattak a
genomba, az ura3 génbe. Az élesztd promoterek hosszanak medianja 455 bp [136].
Feltételezziik, hogy a révidebb promoterek miatt az emlitett kisérletekben felhasznalt élesztd
torzsekben a Rad5 gyengébben expresszalodott, mint a mi kisérletiinkben, és ez az
alacsonyabb expresszio csokkentette le a torzs tilélését az ubcl34 szintjére.

A helikaz/ATPaz mutansok koziil a rad5-DEAA [49,117,119] torzset valasztottuk ki,
ugyanis a tisztitott Rad5-DEAA fehérje képes volt poliubikvitindlni a monoubikvitinalt-
PCNA fehérjét, mig a Rad5-KA fehérjét még tisztitanunk sem sikeriilt nagyobb

mennyiségben. Jelenlegi ismereteink szerint a PCNA poliubikvitindldsa nem mehetne végbe a
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Rad5-Ubc13 koélcsonhatas nélkiil, bar egy korabbi éleszté két-hibrid kisérletben, nem tudtak
kimutatni kolcsonhatast a RadS-DEAA és az Ubcl3 fehérjék kozott [117]. Ugyanebben a
kozleményben viszont igazoltdk, hogy a Rad5-DEAA és az Ubc13 fuzidja képes menekiteni a
rad5-DEAA mutans torzs érzékenységét [117]. Egy késébbi éleszté két-hibrid kisérletben az
Ubc13 magasabb expressziods szintje esetén viszont mégis sikeriilt kimutatni a Rad5-DEAA és
az Ubcl3 kolcsonhatasat [119]. A mi in vitro ubikvitin ligaz kisérletiinkben hasonld
eredményt kaptunk a Rad5-DEAA fehérjével, mint ez utdobbi kdzlemény azon kisérletében,
ahol szabad ubikvitin lancokat készitettek PCNA nélkiil [119]. A kisérleteinkben a Rad5-
DEAA képes volt hatékonyan poliubikvitinalni a monoubikvitin-PCNA fehérjét, bar ez az
aktivitas nem érte el a vad tipusu Rad5 szintjét. Ugyanezt az eredményt kaptuk a PCNA in
Vivo poliubikvitinalasanak a vizsgilata soran MMS kezelést kovetéen. Ugy tiinik, hogy a
Rad5-DEAA mutacidé kismértékben csokkenti a Rad5 ubikvitin ligaz aktivitasat, de nem
rontja el teljesen. Ezt meger6siti az az eredményiink, hogy a rad5-1A hipomorf mutacio képes
novelni a rad5-DEAA/rad5A mutans torzs érzékenységét, ugyanis a rads5-IA/DEAA/rad5A
nagyobb érzékenységet mutat UV és MMS kezelésre, mint a rad5-DEAA/rad54. Ezért
eredményeink alapjan, az eddig megjelent kozleményekkel [117,119] ellentétben, ugy
gondoljuk, hogy a Rad5-DEAA helikaz/ATPaz mutans alkalmas a tovabbi kisérleteinkhez.

A fentiekben részletezett eredményeink alapjan a rad5-DEAA/rad54 helikaz/ATPaz és
a rad5-1A/rad54 ubikvitin ligdz mutans torzseket valasztottuk ki tovabbi kisérleteinkhez.
Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a helikdz/ATPéaz és az ubikvitin ligaz aktivitds kapcsolatat a
Rad5 fehérjében, kettés mutans torzset készitettiink, melynek az érzékenységét talélési
kisérletekben vizsgaltuk, az egyszeres mutansokkal parhuzamosan. Eredményeink alapjan a
helikaz/ATPaz és az ubikvitin ligdz aktivitdas egymastdl fliggetlen szereppel rendelkezik.
Ugyanezt az eredményt kaptuk rad5-DEAA/rad54/mms24 és a rad5-DEAA/rad54/ubcl34
torzsekkel is. Bar eredményeink azt bizonyitjak, hogy a Rad5 két aktivitdsa egymastol
fliggetlen folyamatokban vesz részt, nem zarhatjuk ki a két funkci6 egyiittmiikodésének a
lehetdségét. Hasonld kovetkeztetésre jutottak egy korabbi cikkben is, ahol a rad5-QD
helikaz/ATPéaz és mms24 kettds mutans nagyobb érzékenységet mutatott MMS kezelésre,
mint az egyszeres mutans torzsek [119]. Ugyanezt az eredményt kaptak korabban masok is

UV [115] és adozelezin kezelésre is [116].
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BY4741 torzs W303 torzs
aminosavaval . . Az adott helyen
megegyez6 aminosavaval deléciot
BY4741/W303 . megegyezd aminosavat .
aminosavat . tartalmazo
- tartalmazo torzsek N ,
tartalmazo torzsek i torzsek szama
, szama
szama
Rad2 A352T 20 17 4
D366E 34 3 4
Pso2/Snm1 S23G 27 10 5
Mshé 1549S 33 7 2
M895| 30 10 1
Msh3 N188S 34 3 3
Q574R 36 3 1
Lol 33 9 2
S152T 38 4 2
Ubpl1l S252F 38 4 1
S419T 33 10 1
A424T 41 1
Q14R 38 2 2
S158N 21 19 2
F199S 23 18 1
Tel2 S335G 36 5 0
T508A 25 16 0
N519S 10 32 0
S684P 31 9 1

38. abra: Azon DNS-hibajavitasban részt vevo fehérjék, amelyeknek a szekvenciaja eltér a BY4741 és a W303

torzsekben. Ezeket a fehérje szekvencia kiillonbségeket vizsgaltuk meg mas élesztd torzsekben is.

Az az eredményiink, hogy a Rad5 helikdz/ATPaz ¢és ubikvitin ligdz aktivitdsai
egymastol fliggetlen folyamatokban vesznek részt az MMS és az UV indukélta DNS-
karosodasok javitasaban ellentmond két korabbi kozlemény megallapitasainak [117,118].
Ezen cikkekben a helikdz/ATPaz és ubikvitin ligaz kettés mutans térzs minden esetben
ugyanolyan érzékenységet mutatott, mint a helikaz/ATPaz egyszeres mutans MMS [117,118]
¢s UV kezelésre is [117]. A korabbi cikkben arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Rad5
a fehérje szerkezetét, igy az nem képes kolcsonhatni az Ubcl3 fehérjével [117]. Ezért a
helikaz/ATPaz aktivitas gyakorlatilag elhanyagolhaté a DNS-hibajavitas folyamataban [117].
A késoébbi cikkben pedig arra a kovetkeztetésre jutnak, hogy az ubikvitin ligdz aktivitas
minden esetben egyiittmiikodik a helikiz/ATPaz aktivitassal [118]. Ugy gondoljuk, hogy az

eredményeink kozotti ellentmondas oka az lehet, hogy kiilonbozd éElesztd torzseket
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hasznaltunk a kisérleteinkhez. Ebben a két cikkben W303 torzset hasznaltak [117,118], mig
mi BY4741 élesztot hasznaltunk. Azon két korabbi cikk egyikében, ahol a miénkhez hasonld
eredményeket kaptak szintén BY4741 torzset hasznaltak [116], a masik cikkben pedig DF5
torzset [115]. A BY4741 és a W303 torzsek kozott jelentds a genetikai hattérbeli kiilonbség,
szamos a DNS-hibajavitasban szerepet jatszo fehérje szekvencidja tartalmaz néhany
aminosavnyi kiilonbséget [137]. Ezeket az eltéré szekvenciaji DNS-hibajavitoé fehérjéket
Osszegyljtottiik, és a kiilonbségeket megvizsgaltuk mas Saccharomyces cerevisiae éleszto
torzsekben is (38. abra) [138,139]. ElképzelhetOnek tartjuk, hogy ezen szekvencia eltérések
miatt az érintett fehérjék egy részében modosul az adott fehérjék aktivitasa. Feltételezziik,
hogy hasonld kiilonbségek lehetnek a BY4741 és a W303 torzsek génjeinek promotereinek
DNS szekvenciajaban is, ami hatdssal lehet a fehérjék transzkripciojara és igy a fehérjék
expresszidjanak a mértékére is. Tehat lehetséges, hogy a BY4741 és a W303 torzsek fehérjéi,
igy a DNS-hibajavitasban résztvevo fehérjéi jelentdsen eltérnek egymastol aktivitdsukban és
koncentraciojukban egyarant, ami tobbek kozott hatassal lehet a Rad5 helikaz/ATPaz és
ubikvitin ligdz aktivitdsainak kapcsolatara is. Elméletileg ha W303 torzsben ezen okokbol
kifoly6lag a Rad5 ubikvitin ligdz aktivitdsanak nincs olyan szerepe, amit a helikdz/ATPaz
funkciotol fiiggetleniil végez, csak olyan folyamatokban van szerepe, amikben a
helikdz/ATPaz aktivitassal egyiitt vesz részt, az megmagyarazna azokat az eredményeket,
amik ellentmondésosak a mi eredményeinkkel [117,118].

Miutan bebizonyitottuk, hogy a Rad5 helikaz/ATPéaz és ubikvitin ligaz aktivitasai
egymastol fliggetlen szereppel rendelkeznek, a Rad5 tovabbi funkcidit terveztiik
megvizsgalni. A rad5-IA/DEAA/rad54 Kkettés mutans torzs ugyanis kevésbé volt érzékeny,
mint a rad54, ami azzal magyarazhatdé, hogy a Rad5 mas aktivitassal is rendelkezik.
Ugyanakkor ez a harmadik aktivitds is a RADG6 hibajavitasi utvonalban vesz részt, ahogy a
Rad5 minden aktivitasa, mivel a rad5 nem noveli a rad6 mutans torzs érzékenységét [38].
Ezért feltételeztiik, hogy a Rad5 j aktivitasa valamelyik TLS polimerazzal miikodhet egyiitt,
ahogy ez korabbi adatok alapjan sejthet6 [110-113]. Ezért megvizsgaltuk a rad5 mutans
torzsek fenotipusat mutagenezis kisérletekben is.

Spontan mutagenezis kisérletben vizsgaltuk a rad5 mutéans torzseket, hogy milyen
gyakorisaggal keletkezik benniik egy kanavanin rezisztenciat okozé mutacio a CAN1 génben.
A rad5-IA ubikvitin ligaz [111,117] és az mms2 [140,141] mutans torzsekrdl ismert, hogy
benniik magasabb a trpl-289 mutacié reverziojat eredményezd spontan mutaciok
gyakorisaga, mint a vad tipusu torzsben, mivel a PCNA poliubikvitindlasa olyan folyamatban

jatszik szerepet, ami nem vezet mutaciok kialakulasdhoz. A rad5-DEAA helikaz/ATPaz
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mutacio szintén emeli a trpl-289 mutacid reverziodjanak a gyakorisadgat a vad tipusu torzshoz
képest spontan mutagenezis kisérletekben [117], ugyanis a villavisszaforditas folyamata sem
eredményez mutaciokat. A rad5-I4/rad5A és a rad5-DEAA/rad5A4 eQyszeres mutans
torzsekkel mi is hasonld eredményt kaptunk. Kisérleteinkben a CAN1 spontan mutécidinak a
gyakorisaga nagyobb volt ezekben a torzsekben, mint a vad tipusuban. A rad5-
IA/DEAA/rad54 kettés mutans esetén magasabb spontan mutacios ratat kaptunk, mint az
egyszeres mutans torzsekkel, ami megerdsiti azt a kordbbi eredményiinket, hogy a Rad5
ubikvitin ligdz ¢és helikdaz/ATPaz aktivitdsa egymastol fliggetleniil mikodik. Ez az
eredményiink latszolag ellentmond egy korabbi kézleménynek, ahol a kettds mutans spontan
mutagenezis rataja hasonld volt, mint az egyszeres mutansoké [117]. Ez az ellentmondas
abbol a kiilonbségbdl eredhet, hogy Ok trpl-289 alapti reverz mutagenezis kisérletet
hasznaltak, ahol csak egy adott T>C mutaciot tesztelnek [142], a mi kanavanin rezisztencian
alapulo kisérleteinkben pedig minden tipusti mutéciot vizsgaltunk, ami képes inaktivalni a
Canl fehérjét. A radsA torzs esetén kisérleteinkben a spontan mutécios rata magasabb volt,
mint a vad tipust torzsben, ami megfelel az irodalomban leirt kanavanin rezisztencia alapt
vizsgalatoknak [31,143] és a reverz mutagenezis modszerét alkalmazva is hasonld
eredményekre jutottak [111,117]. A rad54 torzs esetében alacsonyabb spontan mutagenezis
ratat kaptunk, mint a rad5-IA/DEAA/rad54 ubikvitin ligaz és helikaz/ATPaz kettds mutans
torzzsel. Feltételezésiink szerint , ennek az az oka, hogy a Rad5 egy harmadik, eddig
ismeretlen aktivitasa valamilyen mutédciokat generald folyamatban vesz részt. Ismert, hogy a
revd mutans torzsnek alacsonyabb a reverz mutagenezis ratdja, mint a vad tipustnak
[140,141]. Ezek miatt azt feltételeztiik, hogy a Rad5 harmadik aktivitisa a mutaciokat
generald TLS polimerazokkal valo egyiittmiikodést érinti. Hipotézisiink igazolasa érdekében
megvizsgaltuk az UV-indukalt mutaciok tipusainak az aranyait is a rad5 mutans térzsekben
teljes genom szekvenalassal.

A teljes genom szekvenalassal azt az eredményt kaptuk, hogy a rad5-IA/DEAA/rad54
ubikvitin ligdz és helikaz/ATP4z kettds mutans torzsben UV sugarzas hatasara megemelkedett
a C>G ¢és a T>C mutaciok gyakorisdga a vad tipushoz képest. Ezeket a mutacidkat jellemzden
a Revl és a Pol{ TLS polimerazok allitjak elé [35,113]. A rad5A4 torzsben viszont ennek a
kétféle mutacionak kisebb az aranya, mint a rad5-I4/DEAA/rad54 kettés mutansban vagy a
vad tipusu torzsekben, aminek az lehet az oka, hogy a Rad5 harmadik aktivitdsa a Revl és a
Poll TLS polimerazokkal k6zos funkcidban vesz részt. Tulélési kisérleteink alapjan a Rad5

harmadik aktivitdsa minden esetben a Revl és a Pol{ TLS polimerazokkal miikddik egyitt.
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Miutéan azonositottuk a Rad5 harom fliggetlen aktivitasat, azt vizsgaltuk, hogy a Rad5
HIRAN doménje mely aktivitdsokhoz sziikséges. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy Rad5
human homolégjanak, a HLTF fehérjének a HIRAN doménje elengedhetetlen a hatékony
helikaz aktivitishoz [58,65], ugyanis a DNS 3’ végéhez kotédik a vezetd szalon [59], igy
aktivalja a replikacios villa visszaforditasat. Azonban HIRAN domén DNS k&t aktivitasa
nem szilkséges a monoubikvitin-PCNA  poliubikvitindlasahoz  [58,65]. Human
szovetkultarakkal végzett in vivo tulélési kisérletek alapjan a HIRAN domén mutans sejtek
ugyanolyan érzékenyek UV kezelésre, mint a HLTF csendesitett sejtek, azonban in vitro
ubikvitin ligaz aktivitassal rendelkezik ez a mutans fehérje, mig helikaz aktivitasa nincs [58].

Tobbszoros illesztés alapjan elkészitettik az EE206,207AA mutacidt az ¢éleszté Rad5
HIRAN doménjében, ami az NN90,91AA HLTF HIRAN domén muticionak megfeleld
helyen talalhato. Azonban kisérleteinkben a rad5-EEAA/rad5A torzs nem mutatott UV
érzékenységet. Ezért 1 HIRAN domén mutacidkat hoztunk 1étre az EE206,207AA mutaciotol
N- és C-termindlis iranyban egyarant. Ezek koziil az 0j mutansok koziil a Rad5-GR ¢és a
Rad5-LQRA nem mutatott sem helikdz, sem ubikvitin ligaz aktivitast és ezek a mutans
fehérjék nem is voltak képesek menekiteni a rad54 mutans térzs UV érzékenységeét.
Feltehetden ez a két fiiggetlen mutacid tonkreteszi a Rad5 teljes szerkezetét, igy az elvesziti
minden aktivitdsat. A Rad5-GARR fehérje ugyan képes menekiteni a rad54 mutans torzs UV
érzékenységi fenotipusat, azonban ennek a fehérjének sincs se in vitro helikaz, se pedig
ubikvitin ligdz aktivitdsa. Ezért feltételezziik, hogy élesztdben a HIRAN domén nem csak a
helikaz aktivitdshoz sziikséges, hanem az ubikvitin ligaz aktivitashoz is, viszont a Rad5 és a
Rev1-Poll fehérjék kolcsonhatasa a HIRAN doméntdl fliggetlen. Hasonld kovetkeztetésre
jutottak egy 2021-es kozleményben, ahol R187E, R229E, R241E (rad5-3RE) harmas
szubsztituciot hoztak 1étre a HIRAN doménben [127]. Ez a harmas mutans fehérje nem
rendelkezik in vitro helikdz aktivitassal, nem képes MMS kezelést kdvetden in vivo
poliubikvitindlni a PCNA-t, valamint €lesztd-két-hibrid kisérletben nem tud kolcsonhatni a
PCNA-vel. Viszont az éleszto-két-hibrid kisérletek alapjan a Rad5-3RE kolcsonhat a Revl
fehérjével, és a rad5-3RE HIRAN domén mutans MMS kezelésre érzékenyebb volt, mint a
rad5-DEAA, de érzékenysége nem érte el a rad54 torzsét [127]. Ez utobbi MMS érzékenységi
fenotipus hasonlé ahhoz, amit mi kaptunk a rad5-IA/DEAA/rad54 ubikvitin ligdz és

helikaz/ATPaz kettds mutans torzzsel.
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39. abra: A RadS5 funkcidinak modellje. A Rad5 harom fiiggetlen aktivitassal rendelkezik: az ubikvitin ligaz

aktivitasa a monoubikvitin-PCNA poliubikvitinalasaért felelds, a helikaz/ATPaz aktivitasa pedig a replikacios
villa visszaforditasara képes. A Rad5 eddig ismeretlen, harmadik aktivitdsa minden esetben egyiittmiikddik a

Revl és a Pol{ TLS polimerazokkal, emiatt ez egy mutagén folyamat.

Modelliinkben a Rad5 harom fiiggetlen funkcioval rendelkezik (39. abra) [144]. Az
egyik ezek koziil a villavisszaforditas, melyben a Rad5 helikdz/ATPaz aktivitdsa vesz részt.
Ez a folyamat hibamentes, akarcsak a Rad5 masik funkcidja, a monoubikvitin-PCNA
poliubikvitindlasa, ugyanis az mmS2 mutans torzsben a spontan és az UV-indukalt
mutagenezis értéke nagyobb, mint a vad tipusu térzsben [37]. A poliubikvitin-PCNA pontos
szerepe ma még ismeretlen, lehetséges, hogy kdlcsonhato felszinként funkcional az ubikvitin-
¢s PCNA-kotd TLS polimerazok szamara, mint amilyen a Revl vagy a Poln [145]. A
poliubikvitin lancot az Slx4 fehérje is kotheti, ugyanis kimutattak, hogy az slx44 nem noveli
az mms24 érzékenységét az six4A/mms24 kettés mutans torzsben, ami azt jelenti, hogy az
SIx4 minden esetben egylittmiikodik az Mms2 fehérjével [146]. Ko-immunprecipitacios
kisérletek alapjan az Slx4 olyan nukledzokkal képes fizikailag kdlcsonhatasba 1épni, mint az
SIx1 [147], a Rad1-Rad10 [146] és a Mus81-Emel (emberben) [148]. Tovabba sem az slx1
[149], sem a radl [146] nem noveli az sIx4 érzékenységét MMS talélési kisérletekben, ami
azt jelenti, hogy az SIx1 és a Radl kozos funkciot lat el az Slx4 fehérjével ebben a
hibajavitasi folyamatban. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a poliubikvitin-PCNA aktivéalhatja

az elakadt replikacios villa endonukleolitikus hasitasat, ami a torés indukalta replikacio
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(Break-Induced Replication - BIR) folyamataval all helyre. Igy elképzelheté, hogy a Rad5
ubikvitin ligdz aktivitasa egy rekombindcids folyamatot indit el, ahogy azt kordbban mar
allitottak [119]. A Rad5 harmadik aktivitasa a masik két aktivitasatol fiiggetleniil mikodik, és
minden esetben egyiittmiikodik a Revl és Pol{ TLS polimerazokkal, ezért ez a funkcio
mutagén. Bar a Rad5 kolcsonhatdsa a Revl ¢és Poll fehérjékkel eddig is ismert volt
[110,111,113], a mi kisérleteink azt bizonyitjak, hogy a Rad5 fehérje ezen kiviil csak a

helikaz/ATPéz és az ubikvitin ligdz aktivitdsokkal rendelkezik, mas funkcioja nincs.
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9. Osszefoglald

Korunk rettegett betegsége a rak. Ennek, a sok esetben gyogyithatatlan betegségnek a
kialakulasa szoros kapcsolatban all a DNS karosodasaval és a megvaltozott 6rokité anyag
miatti elszabadult sejtosztodassal. Daganatok kialakulasdhoz koztudottan a sejtek korlatlan
osztodasa vezet, amiért altalaban az érintett sejtekben szomatikusan indukalodott mutaciok a
feleldsek. A kornyezetben 1évo és a taplalékkal felvett mutagén vegyiiletek és a DNS karositd
sugarzasok hatasara gyakran sejtmagi DNS-karosodas 1ép fel. Amennyiben az 6rokité anyag
karosodasa nem javitodik ki idében, az osztodasok soran fixalodéo mutaciok felhalmozddasa
idovel daganatképzddéshez vezet. Ezért 1étfontossagu a tobbsejtli €lolények szdmadara, hogy
valamilyen moédon el tudjak tavolitani ezeket a karosodasokat. Erre tobb hibajavitd
mechanizmus és fehérje is kialakult a sejtekben, melyek rendkiviil konzervaltak, a legtobbjiik
¢élesztében €s emberben egyarant megtalalhato. Soksejtli él6lényekben a DNS kérosodésa és a
klonalisan megjelené mutaciok csak nehezen vizsgalhatok. A DNS hibajavitasi folyamatok
tanulmanyozasara és az egyes szereplok és protein-komplexek feladatanak és aktivitasanak
megismerésére a kis mérettel, rovid életciklussal, jo keresztezhetéséggel és konnyl
transzformalhatosaggal rendelkezé pékélesztd, Saccharomyces cerevisiae, remek modell-
organizmusnak bizonyult.

A DNS-hibajavité folyamatok egy része - példaul a NER, a BER vagy a MMR - a
karosodasok eltavolitasat végzi. A RAD6 DNS-hibatolerancia utvonalba tartozd fehérjék
azonban a karosodasokat nem tavolitjak el, hanem csak az elakadt replikaciot menekitik, mert
a replikacio végleges ledllasa a sejt haldlahoz vezet. A RAD6 DNS-hibatolerancia utvonal
nyoman menekitett replikacié utdn megmaraddé DNS-karosoddsokat a fentebb emlitett
folyamatok (NER, BER) tudjak kés6bb eltavolitani. Ha a DNS szintézise leall, akkor a Rad6
E2 ubikvitin konjugaz és a Radl8 E3 ubikvitin ligdz fehérjék komplexe ubikvitinalja a
replikativ polimeraz processzivitasi faktorat, a PCNA-t a 164-es lizinen. A keletkezd
monoubikvitin-PCNA aktivalja a polimeraz-valtas folyamatat, a replikativ polimeraz helyett
egy transzlézids polimeraz folytatja a DNS szintézisét a hibaval szemben. Elesztében 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 karosodassal szemben is képes folytatni a DNS szintézisét,
nagy valoszinliséggel hibas nukleotidot épitve be a hibdkkal szembe a DNS-lancba, ezért
hibajavitasi folyamata gyakran mutagén. Ebben a mutagén ttvonalban vesz részt a Revl

polimerdz is, amely csak citozint képes beépiteni a DNS szintézise soran, de jelenlegi
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ismereteink szerint aktivitasa rendkiviil alacsony, valosziniileg csak szabalyozd szereppel
rendelkezik a folyamatban.

A transzlézios DNS-szintézis azonban nem képes atirni minden karosodott DNS-
szakaszt. Néhany esetben teljesen eltéré mechanizmusra van sziikség. A DNS-hibatolerancia
utvonalba tartoz6 Rad5 - amely a human HLTF és SHPRH fehérjék élesztd homologja -
templatvaltas utjan menekitheti az elakadt replikacios 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
villavisszaforditas, amikor is a SWI/SNF tipust helikaz/ATPaz doménnel rendelkez6 Rad5
visszaforditja a replikacios villat, és igy atmenetileg egy csirkelabszertit DNS-szerkezetet hoz
létre. A karosodassal szembeni DNS-szakasz szintézise utan pedig a villaszerkezet helyreall
¢s folytatodik a replikacio.

A Rad5 fehérjében a helikaz/ATP4z doménen kiviil egy HIRAN és egy RING domén
is talalhato. A HIRAN domén a szubsztrat felismerésben jatszik szerepet, mig a RING domén
E3 ubikvitin ligaz aktivitassal rendelkezik. Ez az aktivitas az Mms2-Ubcl3 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 aktivitdsokon kiviil, a Rad5 mas funkciokkal is rendelkezik, példaul
kolcsonhat a Revl fehérjével, illetve szerepe van a Pol( fiiggd TLS folyamatdban. Még nem
ismert, hogy a Rad5 ubikvitin ligdz vagy helikdz/ATPaz aktivitasa vesz-e részt ezekben a
folyamatokban. Az irodalmi adatok ellentmondasosak azzal kapcsolatban is, hogy a Rad5
ubikvitin ligdz és helikdz/ATPaz aktivitisa milyen modon miikddik egyiitt a hibajavitas
folyamatéaban.

Célul thztik ki, hogy eldontsiik, vajon a Rad5 ubikvitin ligaz és helikaz/ATPaz
aktivitasa egyiitt vagy egymastol fiiggetleniil miikodik. Ehhez ki kellett valasztanunk olyan
mutansokat, melyek csak az egyik adott aktivitast rontjak el. Azt is meg kivantuk allapitani,
hogy a Rad5 fenti aktivitasai fliggenek-e a TLS polimerazok barmelyikétol.

Ahhoz, hogy a Rad5 aktivitdsainak egymashoz vald viszonyat behatéan vizsgalni
tudjuk, olyan mutansokra volt sziikségiink, amelyek a fehérjének csak egy meghatarozott
funkcidjat rontjak el, mig mas aktivitasok érintetlenek maradnak. Ezért az irodalomban ismert
rad5 mutéans torzsek mutagénkezelésre (UV, MMS) adott érzékenységének igazolasa utan
ezeket a mutans fehérjéket tultermeltiik, tisztitottuk és biokémiai vizsgalatokat - in vitro
helikdz és ubikvitin ligaz kisérleteket - végeztiink veliikk. A nagyobb érzékenységet mutatod

helikdz/ATP4az mutans (DE681,682AA) torzsben expresszalt RadS-DEAA fehérje képes volt
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in vitro és in vivo poliubikvitindlni a monoubikvitin-PCNA fehérjét, mig az alacsonyabb
érzékenységli mutans (K538A) torzsben expresszalt Rad5-KA fehérjét nem sikeriilt
tultermelniink és nagyobb mennyiségben tisztitanunk, igy az el6bbi mutanst valasztottuk ki
tovabbi kisérleteinkhez.

Az ubikvitin ligdz mutansok koziil a nagyobb érzékenységet mutatdé mutans
(CC914,917AA) torzsben expresszalt Rad5-CCAA fehérje tisztitva sem ubikvitin ligdz, sem
pedig helikaz aktivitas detektalasara alkalmas kisérleti rendszerben nem mutatott aktivitast. A
CC914,917AA mutaciot hordozé élesztd torzs viszont nagyobb érzékenységet mutatott UV és
MMS kezelésre, mint az mms24. Ez az ubikvitin ligdz mutacié tehat nem specifikus,
valoszinlileg a Rad5 fehérje teljes térszerkezetét elrontja. Az alacsonyabb érzékenységet
mutaté ubikvitin ligaz mutans (I916A) torzsben expresszalt Rad5-IA fehérje alacsonyabb
helikaz aktivitast mutatott, mint a vad tipust, de ez a csdkkent aktivitas in vivo elegendének
bizonyult, ugyanis ez az ubikvitin ligdz mutacié nem nodvelte az mms24 torzs érzékenységét
UV és MMS kezelésre. Ezért ezt az alacsonyabb érzékenységet mutaté ubikvitin ligaz
mutdnst valasztottuk tovabbi kisérleteinkhez.

Miutan a biokémiai jellemzés utdn kivalasztottuk a legalkalmasabb mutansokat,
ubikvitin ligdz ¢és helikdz/ATPaz kettds mutdns élesztd vonalat hoztunk Ilétre, hogy
megvizsgaljuk az in vivo érzékenységét mutagénkezelésre (UV, MMS). Az ubikvitin ligdz és
helikdz/ATPaz kettés mutans torzs nagyobb érzékenységet mutatott, mint az egyszeres
mutansok barmelyike is, mivel ez a két aktivitds egymastol fiiggetlen szereppel rendelkezik a
DNS-hibatolerancia folyamataban. Eredményiinket megerdsitette, hogy a helikaz/ATPaz és
mms2/ kettds mutans torzs is nagyobb érzékenységet mutatott, mint az egyszeres mutansok
MMS ¢és UV kezelésre. Mivel kisérleteinkben az ubikvitin ligdz és helikdz/ATPaz kettds
muténs torzs kevésbé volt érzékeny, mint a rad54 MMS és UV kezelésre, kimutattuk, hogy a
Rad5 fehérje az emlitett két aktivitason kiviil még mas aktivitassal is rendelkezik.

A kovetkezd lépésben a Rad5 harmadik aktivitdsdnak a mutagenezisben betdltott
szerepét vizsgaltuk. Mivel a helikdz/ATPéaz és ubikvitin ligdz kettds mutanshoz képest a
rad54 muténs torzsben jelentdsen lecsokkent a spontan mutédcidés események gyakorisaga
feltételeztiik, hogy a Rad5 harmadik aktivitdsa a mutaciokat generalé TLS polimerazokkal - a
Revl ¢és Poll fehérjékkel - miikodhet egyiitt. Teljes genom szekvenalas alapjan az UV-
indukalt mutécios spektrum jelentds kiilonbséget mutatott a helikaz/ATPaz és ubikvitin ligaz
kettds mutans és a rad54 torzs kozott a C>G és a T>C mutaciok szempontjabol. Ezeknek a
mutécidknak az ardnya a kettds mutansban nagyobb, mig a rad54 toérzsben kisebb, mint a vad

tipusban. A C>G ¢és a T>C mutaciok kialakitasa a Revl és Pol{ TLS polimerazokhoz kothetd,
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emiatt feltételeztiik, hogy a Rad5 harmadik funkcidja a Revl és PolC fehérjékkel egyiitt vesz
részt a DNS-hibatolerancia folyamataban.

Ezutan azt vizsgaltuk, hogy a Rad5 harmadik aktivitasa egylittmikodik-e a mutagén
TLS polimerazokkal, ezért kettds mutansokat hoztunk I1étre a TLS polimeraz gének
delécidival (revid, rev3A, reviA) és a rad5 mutansokkal. Kisérleteinkben rev3A4 hattéren az
ubikvitin ligaz és helikaz/ATP4z kettds mutans torzs ugyanolyan érzékenységet mutatott, mint
a rad54 MMS ¢és UV kezelésre egyarant. Ugyanezt az eredményt kaptuk revid és rev7A
hattéren is. Ez utobbi eredményiink azzal magyarazhatd, hogy a Rad5 harmadik aktivitasa —
ami fliggetlen az ubikvitin ligdz és helikaz/ATPaz aktivitasaitol — minden esetben
egylittmiikddik a Revl és Poll TLS polimerazokkal, és a Rad5 ezen a harom aktivitasan kiviil
nem rendelkezik mas funkcioval.

Kisérleteinkben a HIRAN domént szerepére is kivancsiak voltunk. Meg szerettiik
volna 4llapitani, hogy a HIRAN domén a Rad5 harom aktivitasa koziil melyekkel mitkddhet
egyiitt. In vitro és in vivo kisérleteink alapjan a Rad5 HIRAN doménje nem csak a helikaz
aktivitdshoz sziikséges, hanem az ubikvitin ligaz aktivitdshoz is, ellentétben a human
homologban, a HLTF fehérjében tapasztaltakkal. A HLTF HIRAN domén mutans sejtvonal
UV érzékenysége kisebb, mint a HLTF csendesitett sejtvonalé. Ehhez hasonldoan a Rad5-
GARR HIRAN domén mutdns fehérje is képes részlegesen menekiteni a rad54 UV
érzékenységét. Ezért feltételezziik, hogy a Rad5-GARR a Revl1-Poll fehérjékkel tovabbra is
képes lehet kolcsonhatasba 1épni.

A tobb specifikus aktivitassal rendelkez6 fehérjék, mint amilyen a Rad5 is, kiilonb6z6
katalitikus aktivitasaikat gyakran ugyanabban a folyamatban hasznaljak fel. Kisérleteinkben
megvizsgaltuk azt is, hogy vajon a RadS5 helikaz/ATPaz ¢és ubikvitin ligaz aktivitasa
egyuttmtkodik, 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 elészor 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 kivalasztasa utan kettds
mutdns torzset hoztunk létre, és megvizsgaltuk érzékenységét MMS ¢és UV kezelésre.
Kimutattuk, hogy a kettés mutans térzs érzékenyebb, mint az egyszeres mutansok, ugyanis a
helikaz/ATPaz és az ubikvitin ligdz aktivitas egymastol fliggetleniil miikddik. Ezenkiviil a
Rad5 mas funkcidval is rendelkezik, ugyanis a rad54 érzékenyebbnek bizonyult a kettds

mutédns torzsnél. Azt is bebizonyitottuk, hogy ez a harmadik aktivitds mutacidkat generald
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folyamatban vesz részt és minden esetben egylittmiikodik a Rev1 és Poll TLS polimerazokkal
az MMS ¢és az UV indukalta kérosodasok eltavolitasdban. Kisérleteinkben ugyan
bebizonyitottuk, hogy a Rad5 aktivitasai egymastol fliggetlen funkciokkal rendelkeznek,
eredményeink alapjan azonban nem tudjuk egyértelmiien kizarni annak a lehetdségét, hogy

ezek az aktivitasok egymassal egyiittmiitkodve vesznek részt bizonyos folyamatokban.
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10. Summary

Currently, cancer is still a dreaded disease. The formation of this, in many occasions
still incurable, illness is closely connected to unregulated cell division caused by DNA
damage. Tumour formation is a consequence of uncontrolled cell division resulting from
somatic mutations. Different environmental factors and molecules are potentially mutagenic
and if the caused DNA damage is not repaired, the mutations are fixed by consecutive cell
divisions, which leads to tumor formation. Therefore the elimination of the DNA damage is a
basic and important process for the viability of all multicellular organisms. Several repair
pathways have evolved for the elimination of DNA damage. Both the DNA repair pathways
and the proteins contributing to the repair mechanisms are highly conserved; most of them
exist in human and yeast as well. In multicellular organisms it is very hard to study the DNA
damage processes and the clonally appearing mutations. Thus, yeast become a very feasible
model organism for the examination of DNA repair processes, and identification of the exact
role and catalytic activity of major players and interacting protein complexes. Saccharomyces
cerevisiae has several advantages over other model systems, such as small size, short
lifecycle, and easy crossability and transformability.

Some DNA repair pathways eliminate the damage directly, for example the NER, the
BER, and the MMR. However, members of the RAD6 DNA damage tolerance pathway do not
eliminate the damage; they just ensure the continuity of the process of replication as stalled
replication would lead to cell death. After replication, the remaining DNA damage is
eliminated by other DNA repair pathways (NER, BER). When replication stalls, the complex
of Rad6 E2 ubiquitin conjugase and Rad18 E3 ubiquitin ligase monoubiquitinates PCNA, the
processivity factor of replication polymerases, on its 164~ lysine residue. The
monoubiquitination of PCNA activates the changing of the replication polymerase to a
translesion polymerases, which can continue the synthesis of DNA opposite the damage.
There are three known TLS polymerases in yeast: Poln (Rad30), Pol{ (Rev3-Rev7), and
Revl. Poln has a specific error-free activity; it can continue the synthesis of DNA opposite
cyclobutane pyrimidine dimers (TT) formed by UV radiation. Pol{ can synthetize DNA
opposite different kinds of damage by incorporating a random nucleotide, in most cases not
correctly; therefore, Pol is a mutagenic TLS polymerase. Another member of this mutagenic
pathway is Revl; which can incorporate cytosines into the DNA, but as its activity is really

weak, most probably it has mainly a regulatory role in this process.
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TLS polymerases are not able to synthetize DNA opposite every kind of damage.
Sometimes alternative solutions are needed. Other members of the DNA damage tolerance
pathway, the Rad5 yeast homolog of human HLTF and SHPRH, can rescue the stalled
replication fork in most kinds of damage by template switching. In template switching, the
stalled newly synthetized DNA strand uses the other newly synthetized strand as a template;
thus, always correct nucleotides are incorporated opposite the damage. One model of
explaining the mechanism of template switching is fork reversal: Rad5 with its SWI/SNF
helicase domain reverses the replication fork, which will be temporarily transformed into a
chicken-foot-like structure. Following DNA synthesis opposite the damage, the process of
replication is continued in the original fork structure.

Besides its helicase/ATPase domain, Rad5 has two other domains: a HIRAN domain
and a RING domain. The HIRAN domain has a role in the recognition of substrates, and the
RING domain has an E3 ubiquitin ligase activity. This ubiquitin ligase activity interacts with
the protein complex of Mms2-Ubcl13 E2 ubiquitin conjugase, and they can polyubiquitinate
the monoubiquitin-PCNA on the 63« lysine residue of ubiquitin. The exact role of
polyubiquitin-PCNA is not known.

Besides these activities, Rad5 has other functions as well: it interacts with Revl and
has a role in Pol{-dependent TLS as well. However, the question whether the helicase/ATPase
or the ubiquitin ligase activity of Rad5 act in these TLS processes has not been answered yet.
Studies examining the relationship between the helicase/ATPase and the ubiquitin ligase
activities of Rad5 came to contradictory results.

In our experiments, we planned to examine whether the helicase/ATPase and the
ubiquitin ligase activities of Rad5 always act together or they have independent roles. First,
we selected the most appropriate Rad5 mutants, which specifically disrupt one of the
functions. Later, we examined the collaboration of Rad5 activities with TLS polymerases.

For the examination of the relationship between the helicase/ATPase and the ubiquitin
ligase activities of Rad5, we needed specific mutants that ruin only one function of the protein
and leave other functions intact. Therefore, after the verification of the sensitivity of rad5
mutants known in literature to mutagenic treatment (UV, MMS), these mutant proteins were
over-expressed, purified, and tested in biochemical reactions — in in vitro helicase and
ubiquitin ligase assays. The mutant protein (DE681,682AA), which was expressed in the
more sensitive helicase/ATPase mutant strain, is able to polyubiquitinate monoubiquitinated

PCNA both in in vitro and in vivo experiments. However, we could not purify the other
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helicase/ATPase mutant protein (K538A), which was expressed in the less sensitive mutant
strain; thus, we chose to use the previous one in our further experiments.

Among the ubiquitin ligase mutants, the Rad5-CCAA mutant protein expressed in the
more sensitive strain did not display activity in either the helicase or the ubiquitin ligase
assays, and this mutant strain showed a higher sensitivity than mms24 to UV and MMS
treatment. Since this mutation (CC914,917AA) is not specific, it disrupts the whole structure
of Rad5, and the protein loses not only its ubiquitin ligase activity. The other mutant protein
(1916A), which was expressed in the less sensitive ubiquitin ligase mutant strain, displayed
lower in vitro helicase activity than the wild-type protein, but this level of activity was
sufficient for the in vivo helicase function of Rad5 since this mutation did not increase the
sensitivity of the mms24 strain to UV and MMS treatment. Therefore, we chose this less
sensitive ubiquitin ligase mutant for further experiments.

Having chosen the most appropriate mutants for the helicase/ATPase and the ubiquitin
ligase activities of Rad5, we generated a double mutant strain to examine whether these
functions have independent roles or act together in DDT. We tested the in vivo sensitivity of
this double mutant strain to UV and MMS treatment. The double mutant showed higher
sensitivity than the single mutants indicating that the helicase/ATPase and the ubiquitin ligase
activities have independent roles. To confirm our results, we generated a helicase/ATPase
rad5 and mms24 double mutant strain and tested its sensitivity to UV and MMS treatment; as
earlier, this double mutant displayed higher sensitivity than the single mutants. Thus, we
proved that the helicase/ATPase and the ubiquitin ligase activities of Rad5 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; thus, Rad5
has other functions besides these two canonical activities.

We planned to investigate the role of the third activity of Rad5 in mutagenesis. Since
the ratio of spontaneous mutagenesis in rad54 was lower than in the helicase/ATPase and
ubiquitin ligase double mutant strain we assumed that the third activity of Rad5 may act with
those TLS polymerases (Rev1 and Pol{) which generates mutations. Data from whole genome
sequencing of the helicase/ATPase and ubiquitin ligase double mutant and rad54 strains after
UV treatment showed that these two strains are extremely different in the percentage of C>G
and T>C mutations. The percentage of these two types of mutations are higher in the double
mutant, and lower in the rad54 than in the wild-type strain. The C>G and T>C mutations are
the characteristic product of Revl and Pol{ mutagenic TLS polymerases. Therefore, we

hypothesized that the third activity of Rad5 may act with these mutagenic TLS polymerases.

95



Next, to test the collaboration between the third activity of Rad5 and the TLS
polymerases, we generated double mutant strains with TLS polymerase genes carrying
deletions (revid, rev3A, rev7A) and rad5 mutants. In the sensitivity assays performed with
MMS and UV, rad54 showed the same sensitivity on rev34 background as the
helicase/ATPase and ubiquitin ligase double mutant strain. We obtained the same result on
reviA and rev74 background to MMS and UV treatment. Therefore, we concluded that the
third structural non-canonical activity of Rad5 — which is independent from the
helicase/ATPase and the ubiquitin ligase activities — always acts with the Revl and Pol{ TLS
polymerases, and Rad5 does not have another activity.

We also tested the HIRAN domain of Rad5 to examine which activities act together
with this domain. In our experiments the HIRAN domain is indispensable for the helicase
activity, and for the ubiquitin ligase activity as well. This result contradicts with the HLTF,
the human homologue of Rad5; because, its HIRAN domain mutant protein is able to
polyubiquitinate the monoubiquitin-PCNA. The HLTF HIRAN domain mutant cell line is
sensitive to UV treatment, but its sensitivity is lower than the HLTF silenced cell line. Our
Rad5-GARR HIRAN mutant partially rescues the UV sensitivity of rad54 strain; therefore,
we presume that it is able to interact with Rev1-Pol{ TLS polymerases.

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 Revl and Pol{ 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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