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Eloszo

Tisztelt Olvaso!

A Dbiologidban az eredmények kozlése vilagszerte az angol nyelv hasznalatan alapszik. Ez
annyira igy van, hogy akar olyan szakteriiletek esetén is, melyeket tobb magyarorszagi
kutatomiihelyben is sikerrel miivelnek, napjainkig nem alakult ki az egyes szakkifejezések pontos
magyar megfelelje. Ez egy magyar nyelvli értekezés esetén a dolgozat szerzdjének jelentds
problémat okoz. Az egyes szakkifejezések magyarra atiiltetésére anyanyelviink szamos
lehetdséget kinal, de ez a szabadsag konnyen azzal a kovetkezménnyel jarhat, hogy eldbb-utdbb
ugyanarra a jelenségre, kisérleti rendszerre mindahany magyar nyelven irddott dolgozat szerzdje
kitalalja majd a sajat forditasat. Az erdszakkal magyaritott kifejezések tomegének hasznalata a
dolgok pontos és egységes megnevezése helyett bizonyosan csak letorheti azt az érdeklddést,
amelyre a munkank a kutatd kollégdk, és altalaban a tudomany irant érdeklddd szélesebb
kozonség részérél szamot tarthat. Jelen értekezés szerzdjeként nem kivanok a magyar
tudomanyos nevezéktan 1jitdja lenni, habar a dolgozatban probaltam arra torekedni, hogy
magyar kifejezésekkel helyettesitsem az angolt, amennyiben ezt lehetségesnek gondoltam. A
legtobb olyan esetben, ahol ezt akar kissé is erdltetettnek tartottam, ott zardjelben és dolt betiivel
szedve adom meg a kifejezés angol megfeleldjét. Az érdeklddd olvasot ez remélhetdleg csak
segiteni fogja a szakirodalom 6nall6 feldolgozésaban. Hasonldan jartam el néhany olyan esetben
is, ahol bizonyos vegyiiletek roviditéssel képzett neve nem volt kellden informativ a kémiai
szerkezetre, ezekben az esetekben megadtam a pontos kémiai elnevezést is. Néhany kifejezés
mar az angolban is kevésbé tiinik preciznek és tudomanyosnak, mint amennyire képszerii és jol
hasznalhatd magyardzatként. Ilyen a replikacids villa megfordulasa utan 1étrejove szerkezet
“csirkelabként” torténd leirdsa (chicken-foot structure). Ez a hasonlat annyira szellemes, hogy
megtartottam, de kovetkezetesen idézdjelben haszndlom, jelezve, hogy nem a baromfi

tdjanatomia szakkifejezéseként szerepel a dolgozatban.

Vannak a bioldégianak olyan eredményei, amelyek olyan hatassal voltak a biologia egészére, hogy
a biologiaval kapcsolatos altalanos miveltségiink alapjat képezik; ilyen a DNS szerkezetével

kapcsolatos tudasunk, az ubikvitin rendszer mitkodése és még sok mas. Eppen ezért probaltam a



DNS replikacioval és repardcioval kapcsolatos ismereteinket olyan modon targyalni, hogy a
dolgozat csak a megértéséhez altalam sziikségesnek és elégségesnek tartott informacidkat
tartalmazza, de ne valjon a teljes szakirodalom nagyterjedelmi, és jelen keretek kozott teljesen
indokolatlan mélységili attekintésévé. Ugyancsak probaltam a moddszerekkel kapcsolatban
mindazon informacidkat kdzolni, amelyeket sziikségesnek tartok ahhoz, hogy a leirt kisérleteket
konnyen reprodukalni lehessen, de nem tartalmazza a dolgozat az altalinos mddszerek leirasat; a
klonozas és radioaktiv végjelolés részletes leirasara bizonyosan nem ez a értekezés a megfeleld
forum. Oszintén hiszem, hogy ezzel csak konnyebbé valhat a dolgozat mondanivaldjanak

kovetése és befogadasa.

Baratsaggal

A Szerz6



"Whatever can go wrong will go wrong, and at
the worst possible time, in the worst possible

way" (Murphy's law)

Altalanos bevezetés

DNS hibak és hibajavité mechanizmusok

Valamennyi makromolekula, beleértve valamennyi €l6lény orokitdanyagat folyamatosan olyan
cellularis ¢és kornyezeti hatadsoknak van kitéve amelyek megvaltoztatjak annak kémiai
szerkezetét. Az 6rokitd anyag a “tervrajza” a sejtek miitkddésének, barmilyen, kémiailag akar
apronak tindé megvaltozdsa is alapvetden érintheti a sejt milkddésének egészét. Ebbol
kovetkezOen, mig barmely karosodott makromolekula eldobhatdo és lecserélhetd, a DNS
bizonyosan nem, marcsak azért sem, mert jellemzden kevés példanyban all rendelkezésre. Szinte
bizonyos, hogy ha a DNS elromlik, az a 1étez6 legrosszabb médon romlik el.

Valdban, a DNS karosodasok javitasanak sziikségességét kellden alatamasztja az a tény, hogy a
hibajavitd6 mechanizmusok legalabb a folyamat mechanisztikus részleteit €s fobb vonalait illetéen
konzervaltak, azaz, a DNS reparacié hasonld elvek mentén szervezddik prokariotdkban és
eukaridtakban egyarant. Ha figyelembe vessziik a szerves vegyliletek és lehetséges reakciodik
szamat konnyen belathaté a DNS reparacid, mint feladat éridsi problémat jelent a sejt szamara;
habar a sejt Osszes fehérjéje koziil minimalisan szaz az, ami kozvetlen szerepet jatszik a DNS
karosodéasok javitdsaban, ezeknek a fehérjéknek a feladata a lehetséges végtelen valtozatossagu

DNS karosodésok kijavitasa.

A hibak javitasa alapvetden szdmos kiillonb6zé moédon mehet végbe. A karosodasok egy részénél
kémiailag lehetséges az ellenkezd irdnyu kémiai reakcid, a kéarosodds reverzidja. Az ilyen,
ugynevezett direkt reparacios utak kozos jellemzdje, hogy az eredeti kémiai szerkezet 4ll vissza,
¢s nem a hiba eltavolitdsa utan az eredeti allapottal ekvivalens szerkezet. Az UV sugarzas
indukalta timin dimerek eltavolitasa, direkt reparacioja soran a pirimidin bazisok kézott 1étrejott

ciklobutan gylrti enzimatikusan, a lathat6 fény energidjanak felhasznéldsaval felhasad és a



fotoreaktivacié eredményeként a korabbi szerkezet visszaall (Beukers és mtsai, 2008; Goosen ¢és
Moolenaar, 2008). Alkilalt bazisok direkt reparacidja soran egy, az adott alkilalt bazisra
specifikus alkiltranszferaz enzim eltavolitja az alkilcsoportot ugy, hogy azt a sajat aktiv

centrumaban 1évo ciszteinhez kapcsolja (Drablos és mtsai, 2004).

Az excizids reparacid soran a hibas bazis felismerése utan az fizikailag eltavolitodik a DNS-bol
¢s a hianyzo6 informacio a komplementer szalat templatként hasznalva potlodik. A bazis excizids
reparaci6 (base excision repair, BER) soran egyetlen hibas bazis vagddik ki az arra a bazisra
specifikus N-glikozildz altal. A keletkezet AP (angolbol: apurinic and apyrimidinic) helyet egy
AP endonukledz hasitja, majd a keletkezett 3° hidroxil véget egy DNS polimeraz folytatja az ép
komplementer szalat hasznalva templatként az AP hely egyideji eltavolitdsaval. A folytonossagi
hianyt egy ligdz foltozza be, helyreallitva az eredeti allapottal ekvivalens szerkezetet (David és
mtsai, 2007).

A DNS replikécioja, részben a replikativ polimeraz korrektor (3°-5° exonukledz) tulajdonsaganak
koszonhetden nagy pontossagi folyamat de nem hibatlan (Loeb és mitsai, 1979). A nem
komplementer, azaz a kettés hélixbe nem pontosan illeszkedd bazis eltavolitasat elvégzo
reparacios Ut (mismatch repair, MMR) felelds az 0sszes hiba javitasanak 99 szazalékéért. Ezen
reparacios ut képes az Gijjonnan szintetizalodott szalat megkiilonboztetni a sziil6i templat szaltol,
¢s az ujonnan szintetizalodott szalat a nem komplementer bazis mindkét oldaldn hasitja. Az
oligonukleotidot egy 5’-3’ exonukledz tavolitja el és a folytonossagi hiany a fentiekhez
hasonldan foltozodik be (Li, 2008; Modrich, 2006).

A nukleotid excizios reparaciod (nucleotide excision repair, NER) soran nemcsak a karosodott
DNS bazis, hanem annak kozvetlen kornyezete is kivagodik, a hibas bazist is hordozo
oligonukleotidot egy helikaz tavolitja el. A rést a DNS polimerdz betdlti a sértetlen
komplementer szal alapjan, és a folytonossagi hianyt egy ligaz foltozza be (Prakash és Prakash,

2000).

Nemcsak elméleti az a lehetdség, hogy a kdrosodas mind a két DNS szalat érinti, a hiba excizidja
ebben az esetben a DNS molekula mind a két szalanak torését eredményezi, de hasonlo
karosodas alakulhat ki ionizdldo sugarzds hatdsara, vagy akdr enzimatikus folyamatok

eredményeképpen (McHugh ¢és mtsai, 2001). Diploid organizmusokban a homolog



rekombinacids apparatus képes az ilyen kétszalu torések befoltozasara az érintetlen homolog
DNS koépiat templatként hasznalva (Prakash, 1981; San és mtsai, 2008). Haploid organizmusok is
kihasznalhatjak a homolog rekombinaciot, példaul a replikacio soran.

Amennyiben erre nincs mod, akkor egy tovabbi lehetdség a két torott vég egyesitése (Burma és
mtsai, 2006). A kétszalu torés szerkezete, a “torési felszin” azonban a legritkdbb esetben
alkalmas arra, hogy az hibatlanul 6sszeilleszthetd legyen, és az 0sszeillesztendd végek alkalmas
processzalasa gyakran jelentds DNS darabok eltdvolitdsaval jar. Ezen processzalt végek
Osszeillesztése az eredeti szerkezetet, azaz a kettds hélixet helyreallitja ugyan, de a szerkezet

immaron nem ekvivalens a kdrosodas el6tti allapottal.

Az el6zoek soran ismertetett hibajavitdé utak egy részét olyan mélységig sikeriilt megismerni,
hogy a hiba javitasat, vagy legaldbbis annak 1ényeges in vivo aspektusait in vitro is rekonstrudlni
lehetett rekombindns komponensek felhasznalasdval (Matsumoto és mtsai, 1999; McHugh és
mtsai, 2001; Wood ¢és mtsai, 1993; Wood ¢s mtsai, 2000; Zhang és mtsai, 2005). Az eképpen
tehat kellden jol jellemzett folyamatokban szdmos olyan elvi sémat ismerhetiink fel, melyek az
egyes reparacios mechanizmusok altalanos jellemzo6i. Ilyen séma a hiba természetének, vagy
egyszerlien csak a tényének felismerése; a leggyakrabban eldforduld hibdkat specialis fehérjék
képesek azonositani, mas esetben az intakt kettds helix szerkezetének a megvaltozasa az a jel,
amelyik a DNS informacidtartalmanak megvaltozasara utal. A reparacid végeredményeként a
hiba, ha azt a kémiai szerkezet ¢s a DNS informaciotartalmanak megvaltozasaként definialjuk
megsziinik és az eredeti allapot, vagy azzal ekvivalens szerkezet helyreall; kevésbé szigortian

definidlva a hibat a DNS folytonossagi hidnydnak megsziintetése is valodi hibajavitas.

Magatol értetddden l1éteznek azonban olyan hibdk melyek nem aruljak el konnyen magukat és
kétszalti kontextusban rejtve maradnak, vagy egyszerlien csak nem olyan jellegli valtozasok,
amelyeknek megfeleld, azt specifikusan felismerni képes fehérje létezik. Ugyancsak beléathato,
hogy a DNS karosodasok keletkezése és javitasa dinamikus folyamatok, bizonyos karosodasok
akar hosszabb ideig is meguszhatjdk a reparacidt, példanak okéaért, ha olyan kromatin
kornyezetben helyezkednek el, ami a hibajavitds szdmara a hibads szerkezetet nem teszi
hozzaférhetévé (Escargueil és mtsai, 2008). Két olyan esemény azonban van a DNS miikddése

soran, ahol egy adott bazisrol biztos kidertil, hogy az kémiailag instruktiv-e, avagy sem; az egyik



ilyen eset a transzkripciod, abban az esetben ha a szoban forgd nukleotid a genom kodolod része,
mégpedig a DNS templat szala (Savery, 2007; Tornaletti és mtsai, 2006). A masik eset a DNS
replikacioja, ahol minden egyes bazisrol kideriil az, hogy kémiailag intakt, avagy karosodott.
Nem instruktiv DNS karosodas esetén, azaz, ha a DNS replikacigjat végz6 enzimatikus apparatus
rendkiviili templathiisége okan nem képes a négy bazis egyikeként sem interpretdlni a
karosodast, akkor a DNS szintézise ezen a ponton ledll (Bollum ¢és Setlow, 1963; Setlow és
mtsai, 1963). Egyetlen ilyen hiba leéllithatja a sejtciklust €s a sejt halalahoz, vagy legalabbis a
genom nagymértékli atrendezddéséhez vezet; ez utdbbi eukaridtdkban kozvetlen kapcsolatba
hozhat6 a karcinoganezissel. A karosodas amivel a replikacios apparatus taldlkozik olyan hiba,

amelyik a Iétez6 legrosszabb idében keriilt felismerésre.

A DNS karosodasok toleranciajanak mechanizmusai

A Dblokkolt replikacios villa siirgsségi helyzetet jelent, az adott pillanatban komolyabb
problémat, mint maga a DNS karosodasa. Ennek megfelelden, a probléma megoldasa ezekben az
esetekben nem a hiba javitdsa, hanem annak toleralasa, azaz egy olyan megoldas ami lehetévé
teszi a replikacid folytatasat a karosodott bazison keresztiil, a hiba reparacioja a valodi hibajavito
mechanizmusok feladata lesz a késdbbiekben. Mivel a blokk kozvetett oka a replikacios
apparatus nagy pontossaga, ezért az egyik lehetdség a sejt szamara az, hogy atengedje, legalabbis
néhany nukleotid beillesztése erejéig, a szintézist olyan DNS polimerazoknak, amelyek akar nem
megfeleld bazis beépitése aran is, de képesek atirni a karosodott bazist (Trans-Lesion Synthesis;

TLS) (Ohmori és mtsai, 2001; Prakash és mtsai, 2005).

Jelenlegi ismereteink szerint az €éleszté genom 3 TLS polimerdzt kodol, a huméan genom legalabb
tizet (Prakash és mtsai, 2005). Nem minden DNS kérosodds irhato at, és az atirhatdé DNS
karosodasokat nem minden TLS polimeraz képes atirni. A példa kedvéért, a DNS polimeraz éta
képes két adenint illeszteni keresztktott dT-dT (cys-syn dimer) dimerrel szemben; ha a bazisok
karosodas elotti kémiai természetét tekintjiik, ez egy hibatlan megoldas, nem jar hibas bazis
beépitésével (Johnson és mtsai, 2000; Washington és mtsai, 2000). Hasonl6an, a DNS polimeraz
¢ta 8-oxo guaninnal (7,8-Dihydro-8-oxo-2"-deoxyguanosine) szemben jellemzden dC-t illeszt be,
azonban 6-O-metil guaninnal szemben dC-t és dT-t kdzel egyforma gyakorisaggal illeszt be; ez
utobbi egyértelmiien hibas megoldas (Haracska és mtasi, 2000a; Haracska ¢s mtsai, 2000b). A
DNS polimeraz éta nem képes atirni a benzopirén (pl. benzo/a/pyrene 7,8-diol 9,10-epoxide



(BPDE)) N2-deoxiguanosin vegylileteit, butadién epoxidot, vagy a dG akroleinnel képzett
vegyiiletét (y-hydroxy-1,N*-propano-deoxyguanosine (y-HOPAG)) (Chiapperino és mtsai, 2002;
Minko ¢és mtsai, 2001; Minko és mtsai, 2003). Ugyancsak nem képes atirni egy AP helyet, ez
utobbit hibamentesen nem is lehet, hiszen az nem instruktiv a karosodas eredetét illetben
(Haracska és mtsai, 2001a). Mas 1éziok, mint a 6-4 ciklobutan pirimidin dimerek atirdsdban a
polimerdz éta nem egyediil, hanem egy masik polimerdzzal, a DNS polimeraz zétaval egyiitt vesz

részt (Johnson és mtsai, 2001).

A fentiekbdl nyilvanvald, hogy a karosodas kémiai természete alapvetden meghatarozza azt,
hogy az atirhaté-e, és azt is, hogy az atiras hibaval jar-e, avagy sem (angolbol: error-prone or
error-free bypass) (Prakash ¢és mtsai, 2000; Prakash és mtsai, 2005; Xiao és mtsai, 2000).
Mindazonaltal a TLS t, tekintve a lehetséges karosodasok végtelen szdmat, bizonyosan nem

univerzalisan hasznalhato tolerancia mechanizmus €s bizonyosan nem hibéatlan.

1976-ban egymastol fiiggetleniil két kutatdcsoport is arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a
blokkolt replikacios villa atrendezése bizonyos feltételek teljesiilése esetén lehetdvé teheti a hiba
atirasat egy olyan moddon, ami esszencidlisan hibamentes és nem, vagy csak kevéssé fligg a
karosodas kémiai természetétdl (Fujiwara és Tatsumi, 1976; Higgins és mtsai, 1976). A model
szerint a blokkolt szintetizalodd szal az ép szalon szintetizalédé masik szalat templatként
hasznalva képes lehet a hiba atirasara, hangsulyozni kell: egy olyan triikkot hasznalva, ahol a
hibas DNS szakasz immaron nem templatja a szintézisnek, éppen ezért blokkja sem lehet. A
modellre a leggyakrabban a replikacios villa megforduldsaként szokas hivatkozni. Jelen dolgozat
célja a folyamat biokémiai részleteinek vizsgalatat célzé kutatdsaink és azok eredményeinek

1smertetése.

10



Irodalmi attekintés

(a DNS szemikonzervativ replikacidjatol a konzervativ DNS szintézisig)

Az egyes tulajdonsagokat 6roklédd részecskék (gének) alakitjak ki, a gének fehérjék elsédleges
szerkezetét befolydsoljak, a gének kromoszoémékon vannak, a kromoszémik DNS-bol és
fehérjékbdl allnak, végiil pedig a DNS maga az 6rokit6 anyag. Nagyjabol ennyivel 0ssze is lehet
foglalni az oroklodés kémiai természetével kapcsolatos ismereteinket azt megel6zéen, hogy
Watson és Crick 1953-ban leirtdk a DNS szerkezetére vonatkozo, Iényegében madig érvényes
modelljiiket. A szerkezet leirdsa nem egyszerlien a korabbi kémiai és genetikai adatok szintézise,
¢s az Oroklodéssel kapcsolatos kutatasok lezarasa volt. Ellenkezoleg, ugy tlint, hogy olyan
kozponti és megvalaszolatlan kérdések megoldasat teszi lehetévé, mint az, hogy miként
rendelkezik a DNS az informacid tarolasanak képességével és miként képes a DNS ezt az
informdaciot atorokiteni, azt lemasolni. Ez utdbbival kapcsolatban Watson és Crick megjegyzi: ,, It
has not escaped our notice that the specific pairing we have postulated immediately suggests a
possible copying mechanism for the genetic material”"(Watson és Crick, 1953). Azaz, ha a DNS
szdlai szétvalnak akkor azok templatként szolgdlhatnak a megfeleld6 komplementer szal
szintézis¢hez, ez lenne a replikidcid ugynevezett szemikonzervativ modja, amely szerint a
replikacio utdn az utdodmolekulak egyik szala a sziil6i szal, a masik pedig az Ujonnan

szintetizalodott komplementer.

Béarmennyire is kézenfekvd a szerkezet alapjan a DNS replikacidjanak magyardzata, nem volt
nyilvanvalo, hogy miként lehetne azt bizonyitani, marcsak azért sem mert nyilvanvaléan nem a
szemikonzervativ replikdcid az egyetlen elméleti lehetdség. Elképzelhetd példaul, hogy csak az
egyik szal templat a szintézis soran, és az Gjonnan szintetizalodott egyszalu DNS egészitddik ki
kétszaltva, azaz a replikécio konzervativ; ad absurdum elképzelhetd, hogy az 6rokitdanyag nem
templatja sajat replikdciojanak. Ez utobbinak Arthur Kornberg szolgaltatta elegans cafolatat az
els6 DNS polimeraz felfedezésével, mely szigorGtan DNS templat fiiggd enzimnek bizonyult
(Adler és mtsai, 1958; Bessman ¢és mtsai, 1958; Lehman és mtsai, 1958a; Lehman és mtsai,

1958b). A replikacié szemikonzervativ természetét pedig Meselson €s Stahl bizonyitotta be azzal
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a kisérletiikkel, melyre szokas gy is hivatkozni, mint a legszebb biologiai kisérletre amit valaha

végrehajtottak (Hanawalt, 2004).

A Meselson-Stahl kisérlet

A replikdcido mechanizmusanak bizonyitasara ki kellett dolgozni egy olyan modszert, amellyel
megkiilonboztethetd a sziiléi molekula a replikacid utani molekuldtol. Meselson Gtlete az volt,
hogy egy olyan DNS molekula, amelyben az egyik nukleotid helyére egy nukleotid analdgot
épitenek be, adott esetben 5-brém uracilt, az fizikai tulajdonsagai alapjan megkiilonboztethetd
lesz a nem szubsztitualt molekulatdl. A molekula vizsgalt fizikai tulajdonsaga a stirliség volt, a
szubsztitualt és nem szubsztitualt DNS elvalasztasadnak alapja pedig az, hogy egyenstlyi sliriség-
gradiensen a vizsgalni kivant molekula a gradiensnek azon részét foglalja el, ami a sajat
stiriségével egyezd (Meselson és mtsai, 1957). A molekulak iilepedési sebessége fligg a mérettol
is, kelld hosszisagu centrifugalas utdn azonban ez nem komplikalja az eredményt, a siiriség-
gradiens “egyensulyi” jelz6je erre a kisérleti kondiciora utal. Cézium-klorid oldat
ultracentrifugaldsa alkalmas gradienst szolgaltatott és a kisérlet eredménye meggydzden
demonstrélta, hogy a szubsztitualt DNS siirlisége nagyobb, egész pontosan 1.80 g/cm’, mint a

nem szubsztitualt molekulaé, melynek a stiriisége 1.70 g/em® (Meselson és mtsai, 1957).

A mara klasszikusnak szamitd kisérlet sordn az eredeti koriilményeket Meselson és Stahl
annyiban modositotta, hogy tekintve a 5-brom uracil toxicitasat, és azt, hogy nehéz volt egységes
jelolést elérni, inkabb a nitrogen 15-0s tdmegszamu izotopjat hasznaltdk jelolésre. A kisérlet
soran tobb generdcion keresztiil tenyésztettek Escherichia coli-t olyan taptalajon, ami
nitrogénforrasként csak és kizarolag "NH,CI-t tartalmazott. Az ilyen sejtekbél szarmazé DNS
cézium-klorid gradiensen egy nehéz siirliségii molekulaként iilepedik, jol megkiilonboztethetden
attol a savtol, amelyet a '*NH,CI tartalmu taptalajon ndvesztett baktérium DNS-e foglal el a
striség-gradiensen. Meselson €s Stahl a 15-0s tdmegszamu nitrogénen tartott sejteket elkezdte
14-es tomegszamu nitrogént tartalmazo tapfolyadékban ndveszteni, és a kisérlet idOtartama alatt
folyamatosan mintakat vettek a kulturabol és tesztelték a DNS siirliségét. Kezdetben egyetlen
savot lehetett megfigyelni a nehéz pozicidban, aztdn egy masik sav kezdett megjelenni abban a
savban, ami pontosan a nehéz és a konnyl sav kozott taldlhatd és a nehéz sdv pontosan ugy

kezdett el eltlinni, ahogy a hibrid sdv megjelent. Egy generacio, azaz egy osztodas elteltével csak
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a hibrid, atmeneti stirtiségli sdv volt megfigyelhetd. Ezt kovetden megjelent a konnyli DNS, és a
masodik generdciora a hibrid stiriségli DNS mennyisége megegyezett a nem szubsztitualt DNS

mennyiségével (Meselson és Stahl, 1958).

A kisérlet interpretacidja Meselson és Stahl szavaival: "the nitrogen of a DNA molecule is divided
equally between two subunits which remain intact through many generations", ...”following
replication each daughter molecule has received one parental subunit’, na és persze: “the
replicative act results in a molecular doubling” (Meselson és Stahl, 1958). Erdemes észrevenni,
hogy a diszkrét savok megtigyeléséhez elengedhetetleniil sziikséges a DNS olyan mértékii torése
a minta preparalasa soran, ami majd nem komplikalja a kisérlet interpretalasat azzal, hogy
nyilvanvaloan léteznie kell olyan DNS-nek ami még éppen csak elkezdett replikalédni, vagy mar
javaban replikalddik, de még nem teljesen szintetizalodott meg; az ilyen molekulédk a nehéz és az
atmeneti savok slirlisége kozotti tartomanyban iilepednének. Meselson és Stahl a centrifugalas
eldtt injekciostiin nyomta 4t a DNS mintat, ami erdsen tori a merev DNS molekulat, a cikkiik
szerint koriilbeliil 10 kilobazis volt az az atlagos fragmentméret amivel 6k dolgoztak. A DNS
kiméletes kezelése valoban lehetdvé tette késobb a novekvd replikacios villak megfigyelését
stiriség-gradiensen is; mindez semmit nem von le az eredeti kisérlet sz&€pségébdl (Hanawalt és
Ray, 1964). Meselson ¢és Stahl kovetkeztetése a fenti kisérlet alapjan egyértelmii volt, a DNS
replikacioja legaldbbis normalis koriilmények kozott szemikonzervativ és nem pedig
konzervativ;, az, hogy ez nemcsak prokaridtdkra igaz Herbert Taylor szintén klasszikus

kisérletébdl mar akkor is tobbé-kevésbé nyilvanvalo volt (Taylor és mtsai, 1957).

A karosodott DNS replikacidja

Watson ¢és Crick munkaja maig hatéan rendkiviil motivald, de ugyantgy elmondhat6, hogy
Meselson ¢s Stahl kisérlete valdsagos katalizatora lett elsdésorban azoknak a kutatasoknak,
amelyek azon folyamatok megértését céloztak meg, hogy DNS karosodas hatasara mi torténik a
DNS-sel, és a DNS karosod4s mennyiben érinti a DNS replikacidjat. Az eredeti siirliség-gradiens
kisérlet szamos verziojat fejlesztették ki. Gyakran hasznalt a "N, °C és *H, vagy °H jelolés
kombinécidja, de az 5-brom uracil szintén hasznalatos maradt, ez Oonmagéban kozel olyan
stiriségi DNS-t eredményez, mint az el6bb emlitett harom jelolés egyiittvéve. A nukleotid

excizios reparaciénak (NER) a felfedezése kozvetlen hozadéka az egyik ilyen kisérletnek. Ha ">C
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jelolt sejteket UV-sugarzassal kezeltek tricidlt 5-brém uracil jeldlés soran és a mintat kdzvetleniil
az UV kezelés utan vizsgaltak akkor a hibrid denzitdsu ujonnan szintetizalodd6 DNS-t vilagosan
meg lehetett figyelni, ez nemcsak a denzitasaval arulja el magat, hanem a radioaktivitdsaval is. A
meglepd az volt, hogy vilagosan lehetett azonositani radioaktivitast a sziiléi denzitdsu savban is,
ebbe nyilvanvaléan beépiilt a 5-brém uracil, ami egyértelmiien DNS szintézisre utal, de
bizonyosan nem annyi, hogy a DNS denzitasat szignifikdnsan megvaltoztassa (Pettijohn ¢és
Hanawalt, 1964). Emlékezziink vissza Meselson és Stahl kisérletére: a szokdsos kisérleti
kondicidk kozott nem lehet azonositani a ndvekvd replikdcios villdkat, a sziildi denzitas ezért
egyértelmiien arra utal, hogy ez a DNS darab még nem replikalddott, azaz a radioaktiv jel
beépiilése ebben az esetben nem a kromoszoma replikaciojaval kapcsolatos. A jelenségre, melyet
a “nem-konzervativ reparacié indukalt DNS szintézis” kifejezéssel irhatunk koriil (a szerzok
eredeti meghatdrozasa: nonconservative repair replication) a magyarazat az, hogy az UV
indukalt karosodasok és azok kozvetlen kdrnyezete fizikailag eltavolitodnak a DNS-bdl, és a
folytonossagi hidnyt de novo szintézis potolja (Pettijohn és Hanawalt, 1964; Setlow és Carrier,
1964). Hasonlo kisérletben lehetséges volt a rekombinacidé megfigyelése is, ebben az esetben a
hibrid denzitas és a sziiloéi denzitds kozott iilepeddé DNS utalt a rekombindcios termékekre

(Meselson, 1964).

Az UV sugarzas in vitro €s in vivo egyarant gatolja a DNS szintézisét, ezért okkal volt
feltételezhetd, hogy az UV altal okozott DNS kérosodas fizikai gatja a mar folyamatban 1évo
replikdcid tovabbhaladdsdnak (Bollum és Setlow, 1963; Setlow és mtsai, 1963). Ha ez igaz,
akkor a blokkolt novekvé DNS szélakat azonositani is lehetne, a cézium klorid stirliség-gradiens
azonban erre nem alkalmas modszer. Ennek oka tobbek kozott az, hogy nem nyujt informaciot a
vizsgalt DNS méretérdl, csak a stirliségérdl, tovabba a fentebb részletezett kisérleti koriilmények
kozott a modszer nem informativ a helix folytonossagat illetden, ugyanis a szintetizalddé szalon
a folytonossagi hiany nem nyilvanvald akkor, ha az a komplementer szallal duplexet képez. A
replikacio vizsgalata nem egyensulyi alkalikus szukréz-gradiensen lehetové tette ezeknek a
kisérleti korlatoknak az atlépését. Alkalikus kondiciok kozott a DNS két szala denaturalodik, és
amennyiben a centrifugdlds iddtartama kellden révid, akkor lehetdség van a molekuldk nemcsak
stirliség, hanem méret szerinti szepardlasara. Lényeges tovabblépés a korabbi kisérleti

elrendezésekhez képes, hogy amennyiben a vizsgalni kivant sejteket a gradiens tetején lizaljak és

14



in situ deproteinizaljak a DNS-t, akkor megtakarithatd minden olyan pipettazasi 1épés, ami a
vizsgélni kivant molekuldk torésével jar, és immaron valoban tobbé-kevésbé hiteles informacid
nyerhetd a replikdloddé DNS hosszarél (McGrath és Williams, 1966). A mddszert eredetileg
baktérium protoplasztokra dolgoztdk ki, de hamarosan alkalmassé tették élesztd és emlds sejtek
vizsgalatara is (diCaprio és Cox, 1981; Lehmann, 1972; Prakash, 1981; Resnick és mtsai, 1981;

Simpson és mtsai, 1973, Strauss és mtsai, 1975) .

A kérosodott DNS replikacigjanak ilyen felbontast vizsgalata mar csak azért is izgalmas volt,
mert rendelkezésre alltak olyan E. coli torzsek, amelyek kiillondsen érzékenyek voltak bizonyos
DNS karosodasokra, mas szoval reparacid defektivek voltak. Létezett olyan E. coli torzs, amirdl
tudni lehetett, hogy defektiv a nukleotid excizids reparacidja (NER); az ilyen térzs hasznalata
nyilvanvaldan lényegesen megkdnnyitheti az UV karosodas kovetkezményeinek vizsgélatat a
replikdciora azzal, hogy a kdrosodas nem tlinik el a vizsgélat sordn, még pontosabban a
replikacio eldtt. Az NER defektiv baktérium torzs kromoszémajanak mérete UV kezelés nélkiil
¢s alkalikus szukréz gradiensen vizsgalva koriilbeliil 15-20 szézaléka a teljes kromoszoma
méretének, ez kromoszomanként 4-5 torésre utal, ami a mégannyira kiméletes preparalas soran is
eléfordul. Az UV kezelés utan szintetizal6dé6 DNS azonban sokkal kisebb darabokként tilepedett,
habar hozzavetdleg tizszer nagyobb volt a legkisebb fragmentek mérete is, mint az Okazaki
fragmentumoknak; azokkal bizonyosan nem volt 0sszetévesztheté (Rupp és Howard-Flanders,
1968). Tovabbi vizsgalatok tisztaztdk, hogy a folytonossagi hidny fizikai természete az, hogy az
ujonnan szintetizaloddo DNS szalak kozott nem replikalodott részletek talalhatok, az ilyen rések
mérete koriilbeliil 1000-1600 nukleotid, és a rések eléfordulasa megegyezik a pirimidin dimerek
eloszlasaval (Iyer és Rupp, 1971). S6t, ép excizidés reparacid mellett is hasonld eredményt
kaphatunk; ez utolag a legkevésbé sem meglepd, hiszen az NER szubsztratja kétszala DNS, és
nem olyan, ahol a karosodassal szemben nem a komplementer szal, hanem egy kilobazis
nagysagu rés van. A fenti kisérletek igazoltdk, hogy a DNS karosodas valdban fizikai gatja a

replikacio eldrehaladasanak.
Amit igazabdl nem lehetett elérelatni az az volt, hogy amennyiben a besugarzds utan nem

azonnal, hanem viszonylag rovid inkubédcié utdn vizsgaljdk meg a DNS szintézisét akkor az

eredetileg apré darabokban szintetizalodé6 DNS visszanyeri a folytonossagat (Rupp ¢s Howard-
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Flanders, 1968). Ugy tiint, hogy létezik egy NER fiiggetlen mechanizmus, ami képes a replikacid
a folyamat soran ¢és az eredmény elképesztd volt: NER defektiv sejtekben a pirimidin dimerek
ugyanlgy ottmaradtak a sziiléi szalban, mintha mi sem tortént volna, masszoval a sejt a DNS
folytonossagi hidnyanak befoltozdsa sordn nem a karosodast reparalja, hanem valahogy
megtalalja a modjat a karosodas okozta blokk athidalasanak (Rupp €és mtsai, 1971; Rupp és
karosodésok toleranciaja, ami elég zavaros modon a poszt-replikacids reparacid (post-replication
repair, PRR) nevet kapta, annak ellenére, hogy egyértelmiien nem reparaciés folyamatrol van
sz0. Ezt kovetd vizsgalatok tisztaztak, hogy prokariotdkban a PRR alapvetden rekombinacios
uton zajlik, ezt genetikai adatok is boséggel aldtdmasztjak (Rupp €s mtsai, 1971). Hamarosan
kideriilt azonban, hogy eukariétdkban a rekombindcionak nincs, vagy rendkiviil alarendelt a
PRR-ben betoltott szerepe (diCaprio és Cox, 1981; Lehmann, 1972; Prakash, 1981; Resnick és
mtsai, 1981).

A replikacios villa megfordulasa

A posztreplikacids reparacid kisérletes megkozelitése tradicionalisan a karosodott DNS
replikaciojanak nem egyensulyi alkalikus stiriség-gradiensen torténd vizsgalatat jelenti. 1976-
ban két kutatocsoport egymastol fiiggetleniil megvizsgalta, hogy miként viselkedik emlds sejtek
karosodott DNS-e egyensulyi cézium-klorid stiriség-gradiensen (Fujiwara és Tatsumi, 1976;
Higgins és mtsai, 1976). A kisérleti elrendezés 1ényegében a Meselson-Stahl kisérlethez hasonlo,
azzal a kiilonbséggel, hogy radioaktivan jelolt halogenizalt nukleotidot hasznaltak a replikacio
jelolésére. Alkilalo szerrel torténd kezelés utdn jol lathatdan azonosithatd volt a normalis
replikaciora jellemzd hibrid sdv, tovabba azonosithatd volt a hibrid sav és a sziiléi DNS sav
stirlisége kozott is a radioaktivitas; errdl korabban be lehetett latni, hogy jelentds részben a
homolog rekombindcido kovetkezménye. Jol lathatéan azonosithatd volt tovabba egy sav,
amelynek a stirlisége 1.80 g/cm’ volt. Ez a sav bizonyosan nem annak a kdvetkezménye volt,
hogy a jelolés iddtartama alatt a sejtek kér S-fazison is atmentek, ezért az egyértelmiien

konzervativ DNS szintézisre utalt (Fujiwara és Tatsumi, 1976; Higgins és mtsai, 1976).
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A konzervativ DNS szintézis jelenségének magyarazatara a replikécios villa megforditasanak a
modelljét hivtak életre, mely 1ényeges pontjai a kovetkez6k. Amennyiben a DNS szintézis vezetd
szala (leading strand) DNS karosodassal talalkozik, az a tovabbi szintézist megakadalyozza, de
nincs hatassal a komplementer szal szintézisére, az tovabb folytatodik; ez egyébként egy
meglehetésen meredek predikcidja volt a modellnek, de napjainkra kisérletesen igazoltta valt
(Cordeiro-Stone és mtsai, 1997; Cordeiro-Stone és mtsai, 1999; Pages és Fuchs, 2003; Svoboda
¢s Vos, 1995). Ezt kovetden a késlekedd szal (lagging strand) letekeredik a villarol, letekeredik a
blokkolt vezetd szal is és parosodnak; az igy kialakult szerkezet sokakat leginkabb egy csirke
labara emlékeztetett, és a “csirkeldb-struktara” (chicken-foot structure) elnevezés meg is
honosodott a szakirodalomban. Ezt kdvetden a blokkolt vezetd szal a késlekedd szalat hasznalja
templatként annak a szekvencidanak a szintézisére, mely szekvencia az eredeti kontextusban a
kéarosodas utan helyezkedik el (1. 4bra). Ez az a pont, ahol a DNS szintézise templatként Gjonnan
szintetizalt lancot hasznal, és ha a szerkezet eltorik, akkor a “csirkelab” kozépsé 1jja
megfigyelheté lesz a silirliség-gradiensen; ez lenne a magyardzat a nagy denzitdsi sav
megfigyelésére. A folyamat végén a “csirkelab” mozgatasaval a replikdcios villa helyredll és a
karosodas atirddott (Fujiwara ¢s Tatsumi, 1976; Higgins és mtsai, 1976). A“csirkeldb”
szerkezetet elektronmikroszkopikusan is azonositani lehetett, és a “csirkelab” kozépsd wjja a

mérések szerint akar 4000 bp is lehet, mindezek egy meglehetésen processziv mechanizmusra

utalnak (Higgins és mtsai, 1976).

1. abra A kép replikacios villa megforditasanak

modelljét, és a blokkolt replikacios villa
P— 1. t menekitésének folyamatat mutatja be harom
_’ N —

) Jr— Iépésben (szamozott nyilakkal jelolve). A

folyamat szubsztratja a blokkolt relikacios villa,
ahol a szintézis egy DNS kdrosoddsnal megallt; a
lz- hibat “X” jeloli a szintézis iranyara pedig nyil

utal. A folyamat elsé 1épése soran a szintézis

késlekedd és vezetd szala letekeredik a sziil6i

='\"E\_ . \ sz.alakrol, és egymassal pa.rosodva .letrehozz.ak a
J— villa megforditasanak “csirkelab” intermedierét.

// A masodik 1épésben egy polimerdz a szintézis

késlekedd szalat templatként hasznalva folytatja
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az eredeti kontextusban blokkolt vezetd szal szintézisét (szaggatott vonal jeloli). A harmadik 1épésben a “csirkelab”

mozgatasaval az eredeti szerkezet visszaall, a replikacio tovabb folytatodhat.

A DNS helikazok

A DNS miikodése soran a legkiilonbozébb okokbol, de altaldban sziikség van a helix két
szalanak szétvalasara, és a helikdzok olyan enzimek, amelyek képesek ennek a folyamatnak a
katalizisére. Az els6 helikazt 1976-ban irtdk le és minden tilzéas nélkiili a becslés, hogy az azoéta
eltelt idében fehérjék szazairdl lehetett belatni, hogy helikazként miitkodnek (Abdel-Monem ¢és
mtsai, 1976; Abdel-Monem ¢és Hoffmann-Berling, 1976). Az egyes fehérjék kozotti szerkezeti
homoloégia alapjan a helikdz funkcigji fehérjék hat “nagycsaladba” oszthatok (Singleton és mtsai,
2007) (2. ébra). Bizonyos konzervalt motivumok valamennyi nagycsaladra (superfamily, SF)
jellemzoek, ezek azok, amelyek a nukleotid kofaktor kotéséért €s hidroliziséért feleldsek. A
valamennyi nagycsaladra jellemzé konzervalt motivumok a fehérje nagyobb szerkezeti
egységeinek az integrans részei. Az SF3-SF6 fehérjékben egyetlen ilyen domén taldlhato,
amelynek a szerkezete fo0bb vonalakban megegyezik a prokaridta rekombinacidoban kulcsszerepet
jatszd RecA fehérjének a harmadlagos szerkezetével (RecA-fold). Szerkezeti vizsgalatok szerint
az elsd ¢s masodik helikdz nagycsalddba tartozé fehérjék kozos jellemzdje, hogy két ilyen RecA
szerli harmadlagos szerkezetet formalnak, de ebben az esetben a két domén nem ekvivalens
abban az értelemben, hogy a nukleotid kotéséért felelds konzervalt motivumok az elsd
doménben, a kofaktor hidroliziséért felelds argininban gazdag motivum (R-loop) a masodik
doménben helyezkedik el. Valoszintsithetd, hogy minimalisan két RecA szeri motivum
egylittesen szlikséges ahhoz, hogy barmelyik nagycsalddba tartozd fehérje helikazként
miikddhessen, ugyanis az SF3-SF6 helikazok valamennyi esetben multimerek (Patel és Picha,
2000). Az SF1-SF2 helikédzok oligomerizacids statusza bizonytalan, de a legtdbb ismert esetben
az a legvaloszinlibb, hogy monomerként miikédnek, habar ismeriink példat arra is, hogy egyedi

helikaz molekulak heterodimerként miikodnek.
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1. szamU nagycsalad (SF1) 2. abra Az abran a helikdzok ¢és helikdz szerli fehérjék
SRR e nagycsaladjai (superfamily, SF), és az egyes nagycsaladokra
jellemzd konzervalt motivumok elhelyezkedése lathato. A mind a

hat nagycsaladra jellemz6 motivumokat sarga szin jeloli, ezek

2. szamu nagycsalad (SF2) elnevezése az egyes nagycsaladok esetén kiilonbozhet. Fekete szin
aTxGx 2 3 4 5 6(R jeloli a csak bizonyos nagycsaladokra jellemzd motivumokat. A

piros €s kék szinek a fehérjék RecA-szer(i harmadlagos szerkezetet

formald nagyobb egységeit jelolik. Az egyes konzervalt motivumok

3. szamu nagycsalad (SF3) mindGssze néhany aminosav hossz(isagli szakaszok, melyek
AB BC R szekvenciajat és gyanithato funkciojat az alabbi felsorolas részletezi

| am B | a masodik nagycsalad motivumaira koncentralva. Az invarians,
vagy legalabbis tobbé-kevésbé szigortan konzervalt aminosavak

4. szamu nagycsalad (SF4) nagybetiivel jeldltek, x a nem konzervalt aminosavakra utal. Ures

hely wutal arra, hogy a motivum hossza nem szigoruan
HiH1a H2H3H4 R

[ T B meghatarozott.

M (motivum) 1: TGxGKT, vagy MGxGKT szekvencidk. Ez a

5. szamu nagycsalad (SF5) motivum a kofaktor ktéséért és hidroliziséért felelds.

i 5 5 M 1a: Pxx. Feltételezhetéen a nukleinsav szubsztrat felismerésében

M T jatszik szerepet.

TxGX motivum. Nem teljesen vilagos a szerepe, de a konzervalt

6. szamu nagycsalad (SF6) treonin a legtobb esetben a szubsztrat polifoszfat gerincével alakit

AB S ki interakciot.

([T I M 2: VxDExx: A kofaktor kdtéséért és hidroliziséért felelds. A
motivum pontos szekvencidja egyes esetekben lényeges tampont annak az eldontésére, hogy az adott fehérje a
nagycsalad melyik csaladjaba tartozik. Ez a motivum amolyan “hatarozobélyege” egyes fehérjéknek, bar nem
illetéen. Ugyancsak valosziniisithetdé a motivum szerepe a szubsztrat felismerésében, ugyanis a DEAD, DEAH
motivumok szinte kizarolag RNS helikdzokban fordulnak elé.

M 3: SAT, TGT, SGT, vagy TAT. Nem vilagos a szerepe, de hasonl6 lehet a TxGx motivuméhoz.

M 4: fxxS/M/T. Lazan definialt motivum. Nem ismert a szerepe.

M 5: Tx...g: Ebben a motivumban is a treonin tlinik a legkonzervaltabbnak, de az ezt kdvetd glicin mar nem mindig
talalhaté meg, és néha tobb aminosav is megeldzi.

M6: QRrgRxGR, vagy HRrgRxGR. Argininban gazdag motivum. Bizonyosan sziikséges a kofaktor hidroliziséhez,
és valoszinii a szerepe a szubsztrat megkotésében is.

A fenti felsorolasban a funkciora valo utalast kristalyszerkezetek vizsgalata teszi lehetdvé, de nem ismert annyi
szubsztrat-fehérje complex szerkezete, hogy az egyes motivumok funkcidjat valamennyi SF2 nagycsaladba tartozo
fehérjére altalanositani lehetne. Az abra a www.helicase.net cimti honlapon koz6lt adatok, valamint Singleton és

munkatarsai 6sszefoglald munkaja alapjan késziilt (Singleton és mtsai, 2007).

19



A valamennyi nagycsaladra jellemzdnek tiind kozds enzimatikus aktivitas Ggy tlinik, hogy nem
mas, mint a DNS mentén torténd ATP hidrolizis fliggd transzlokacidé (Lohman és mtsai, 2008).
Szinte valamennyi ismert helikdz egyszali DNS transzlokaz, €s az, hogy ez az aktivitas a kettds
helix Watson-Crick parjainak szétvalasaval jar az esetek dontd részében igaz. Ezekben az
esetekben is figyelemreméltd kiilonbségek vannak az egyes helikdzok kozott. Szamos helikaz
struktaraspecifikus DNS koté fehérje, ami azt jelenti, hogy ezek a fehérjék bizonyos DNS
szerkezetek processzalasara specializaltak. Azokban az esetekben is, amikor a helikdz miikodése
nem specifikus egy adott szerkezetre el6fordul, hogy az enzim nem csak azzal a szallal alakit ki
DNS-fehérje interakciét ami mentén transzlokalédik, hanem a duplex régidoval is. A
szubsztratspecifitds része, hogy egyes helikdzok aktivitdisa RNS-RNS, DNS-RNS, vagy DNS-
DNS heteroduplexekre korlatozodik, ez utobbi a leggyakoribb. Végezetiil, az egyes helikazok a
transzlokacié soran meghatarozott polaritdssal mozognak a DNS szdla mentén, ami szintén
hozzajarul az enzim szubsztratspecifitasahoz. A finom kis kiilonbségek ellenére 6sszességében a
reakcié mechanizmusa alapvetéen azonos minden esetben: az enzim ATP hidrolizisét hasznalja
arra, hogy egyszali DNS mentén 1épegessen és ha a vandorlas soran kétszalu régidhoz érkezik,
az enzim minden egyes lépéssel Gjabb és ujabb Watson-Crick parok kozotti hidrogénkotések
megszlinését hozza létre; in vivo az igy exponalt egyszalo DNS-t azonnal egyszala DNS kotd
fehérjék veszik birtokba, és megakadalyozzak, hogy tjra kialakulhasson a duplex. Altaldban nem
akadalya a transzlokacionak fehérjék jelenléte a transzlokacid vezetd szalan, egyes helikazok
egyszali DNS ¢és fehérjék kozotti interakcidkat szintén hatékonyan képesek megsziintetni

(Delagoutte és von Hippel, 2002; Delagoutte és von Hippel, 2003; Krejci és mtsai, 2003).

Jellemz6, bar semmiképpen nem egyediili példaja annak, hogy a helikaz nagycsaladba tartozo
fehérjék nem mindegyike valddi helikdz az SF2 nagycsalad egyik csaladja, az ugynevezett
SWI/SNF2 csalad (Flaus és mtsai, 2006). Az ebbe a csoportba tartozd fehérjék jellemzd
valtozatos, és az egyes fehérjére jellemz0 mddon torténd atrendezése (Wang és mtsai, 2007). Az
esetek egy részében kisérletesen belathatd volt, hogy a kromatin szerkezetének atrendezése soran
ezek az enzimek kétszala DNS transzlokazként mitkddnek, bar kozel sem all rendelkezésre annyi
adat, hogy ezt a tulajdonsagot altalanositani lehessen erre az alcsalddra (Saha és mtsai, 2002;

Thoma és mtsai, 2005). Az ebbe a csaladba tartoz6 MOT1 fehérje bizonyosan olyan kivétel,
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mely enzim sem egyszall, sem kétszali DNS transzlokdz, de ATP fiiggé modon képes a TBP
(TATA-binding protein) DNS interakcié megsziintetésére és ennyiben némileg emlékeztet a
SWI/SNF2 csalad tagjainak a miikodésére (Auble ¢és Steggerda, 1999). Jelenleg egyetlen
SWI/SNF2 csaladba tartozo fehérjérdl sem igazolt, hogy helikaz aktivitassal rendelkezne.

A replikaciés villa megforditdsa egy olyan DNS szalak kozotti tranzakcid, melynek soran az
egyes szalak kozott hidrogénkotések szakadnak fel, és alakulnak ki. Kézenfekvonek tlinik tehat,
hogy a reakcidt in vivo egy helikdz katalizalja. Nyilvanvald, hogy a karosodott DNS
replikaciojanak vizsgalata alkalikus szukréz gradiensen és cézium-klorid gradiensen ugyanannak
a jelenségnek, a posztreplikacids reparacionak kiilonbozé aspektusait tarjak fel, ezért alappal
jelentheto ki, hogy a replikacios villa megforditasat végzo enzim egy olyan fehérje, ami a fehérje
elsddleges szerkezete alapjan a hat “helikdz” nagycsalad valamelyikének tagjaként

klasszifikalhato, és hidnydban a sejtek nem képesek a posztreplikacios reparaciora.

A poszt-replikacios reparacio genetikaja

Elesztében (Saccharomyces cerevisiae) szamos olyan mutaciodt sikeriilt azonositani, amelyek
kiilonb6z6 DNS karosito hatdsokra érzékennyé teszik a hordozo sejteket. Az élesztd
Rad18 géneknek a szerepe a karosodott DNS replikacidja soran a DNS folytonossaganak a
helyreallitdsa (diCaprio és Cox, 1981; Prakash, 1981; Resnick és mtsai, 1981). Részletes
genetikai analizis szamos egyéb gént azonositott, amely a Rad6/Rad18 tutba tartozik. A genetikai
analizis alapja az adott esetben az, hogy amennyiben két DNS kérosodasra érzékeny mutaciot
kombinalunk, akkor alapvetden két lehetséges dolog torténhet; az egyik, hogy a kettés mutans
érzékenyebb lesz DNS karosodésra; ebben az esetben arrdl lehet szo, hogy a két gén kiilonb6zo
biokémiai folyamatban defektiv. A masik esetben a kettés mutans érzékenysége megegyezik a
csak az egyik mutaciot hordozo €leszté vonal érzékenységével, azaz a két mutacid episztatikus és
ugyanazon biokémiai Utban jatszanak szerepet. A Rad6/Rad18 ut analizise feltarta, hogy ezen ut
tobb episztazis csoportra tagolhatd, azaz a Rad6/Radl8 episztazis csoportba tartozd gének
mutacioi episztatikusak a Rad18 mutacidval, de nem mindig episztatikusak egymassal. Két ilyen
episztazis csoport a TLS polimerdazokat foglalja magaban, az egyik a DNS karosodasok

hibamentes, a masik egy hibas médon torténd atirasaért felelés (Xiao és mtsai, 2000). Erdekes
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moédon a TLS polimerazok nem mutatnak kiilonosebb hibat a PRR soran, ebbdl feltételezhetéen a
PRR-nek nem a TLS 1t a domindns modja (Prakash, 1981). A harmadik episztazis csoportba
tartoznak a Rad5, Ubcl3 és Mms2 gének, ezek mutacioit hordozo ¢€lesztd sejtek nem képesek a
posztreplikacids reparaciora (Torres-Ramos és mtsai, 2002). Genetikai adatok alapjan a RadS ut a

karosodasok atirasdnak hibamentes utjat kinalja (Xiao és mtsai, 2000, Zhang és Lawrence, 2005).

A replikacios villa és a Rad6/18 ut biokémiaja

A Rad6/18 ut szubsztratja a blokkolt replikacios villa. Maga a replikacids villa kifejezés arra utal,
hogy mivel a replikaci6é soran mind a két szal egyszerre szintetizalodik, ezért a DNS szintézise
soran a DNS szerkezetének egyszerre része a két szintetizdlodd szal, és a még nem
szintetizalodott duplex, amely igy egyiitt valoban emlékeztet egy villa-szerli strukturara (lasd
Bell és Dutta 6sszefoglaldo munkdjat, 2002). Esszencialis komponense a replikéacios villanak egy
helikaz, amely a DNS szintézis végpontjai elétt haladva folyamatosan szétvalasztja a sziiloi
duplexet. Ezt a feladatot az MCM2-7 heterohexamer complex végzi, ami a szokésos
klasszifikacido szerint egy SF6 helikdz complex (Singleton és mtsai 2007). Nyilvanvaloan
esszencidlis része a replikacionak a replikativ polimeraz, ami nem 6nélldéan végzi a feladatat,
hanem kozvetleniil kapcsolodik a PCNA nevii fehérjekomplexhez. A PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) egy gytrl alaki homotrimer, ami korbeveszi a DNS-t €és egyfajta platformként
szolgal szamos DNS metabolizmusban szerepet jatsz6 enzim, mint példaul a DNS polimerazok
szdmara (Haracska és mtsai, 2001b; Moldovan ¢és mtsai, 2007, Shivji és mtsai, 1995, Zhuang és
mtsai, 2008). Ahhoz, hogy a zart PCNA gytiri kapcsolodjon a DNS-hez az sziikséges, hogy a
replikacios factor-C (RF-C, heteropentamer) fehérjekomplex a zart homotrimert ATP fiiggd
modon felnyissa, €és a templat primer 3° végére rogzitse azt. Maga a primer egy rovid RNS
molekula, ezt a primdz enzim (polimeréz alfa) szintetizalja és az elsé deoxinukleotid a primer 3’
végén kezdi el a DNS lanc szintézisét. A késlekedd szal szintéziséhez bizonyosan sziikséges a
primaz folyamatos jelenléte a replikacios villdban. Az RNS természetesen nem marad a
replikdcid utdn az Ordkitéanyag része, azt egy 5°-3’ exonukledz/endonukledz (FENI1) és egy
ribonukledz (RNase H) eltavolitja, majd a rést egy DNS polimeraz feltolti és a folytonossagi
hianyt egy DNS ligaz foltozza be. A replikativ helikaz eldrehaladasa egy allandoan tjraképz6dd
topologiai fesziiltséget generdl a DNS ben, amit folyamatosan topoizomerazok relaxalnak. A

replikacios factor-A (RP-A, heterotrimer) szerepe a replikacié soran képz6dd egyszalu régiok
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megkotése és azok stabilizalasa. Azt is latnunk kell, hogy a replikacié szubsztratja nem a csupasz
DNS, hanem a kromatin. Bizonyosan allithat6, hogy a kromatin atrendezése a replikacios villa
elott, és a nukleoszomalis szerkezet Gjrarendezése a sziiletd szalakon szintén lényeges mozzanat
a replikacid soran (Papamichos-Chronakis és Peterson, 2008; Shimada és mtsai, 2008; Vincent és
mtsai, 2008). Meg kell jegyezniink, hogy ugyan az egyes replikacids faktorok 6nallo egységek,
de a replikacié kontextusaban koordinaltan miikodnek egyiitt és formaljak azt a gépezetet, melyre

replikacios apparatusként hivatkozunk.

Annak ellenére, hogy a DNS replikacidja évtizedek ota rendkiviil intenziven kutatott folyamat, az
ezzel kapcsolatos tudasunk napjainkban is folyamatosan boéviil; Gjabb és ujabb fehérjékrol és
komplexeikrdl deriil ki a replikacios villaban betoltott szerepiik. Jellemzo példéja a replikacidval
kapcsolatos hianyos tuddsunknak, hogy minddssze a kdzelmultban deriilt ki, hogy a szdmos
eukariota DNS polimeraz koziil in vivo a DNS polimerdz epszilon a vezetd szal, és a DNS
polimeraz delta a késlekedd szal polimerdza, mindegyik enzim egyébként egy-egy tobb
alegységbdl allo fehérjekomplex része (McElhinny és mtsai, 2008; Pursell és mtsai, 2007; Liu és
Warbrick, 2006). Jelenleg felmérni sem tudjuk azt, hogy mennyire komplikalt folyamat is a DNS
replikdcioja, és ebbdl magatol értetddden kovetkezik, hogy ugyanilyen keveset tudunk arrdl,
hogy mi torténik a replikacios villaval, ha a gépezet DNS kérosodassal talalkozik, mar persze
azon kiviil, hogy a DNS szintézise a hibanal leall. A blokkolt replikacids része egy PCNA
trimerre hasonlitdé de harom kiilonb6zé molekulabol, a Rad17, Mec3 ¢és Ddcl fehérjékbdl allo
heterotrimer, aminek a szerepe az, hogy az S-fazis eldrehaladasat folyamatosan ellendrzd
apparatus felé tovabbitsa azt az informaciot, hogy a replikacid megallt, és nem folytatodhat a
sejtciklus (Majka ¢és Burgers, 2004). A Radl7/ Mec3/Ddcl komplex a PCNA trimerhez
hasonldan kapcsolddik a replikécids villahoz, de nem az RF-C, hanem egy masik heteropentamer
rogziti a templathoz (Majka és mtsai, 2006). Bizonyosan részei a blokkolt replikacids villanak a
Rad6/Rad18 utban szerepet jatszo fehérjék is. Azt, hogy van-e olyan komponense a normalisan
miikodo replikacios villanak, ami nem része a blokkolt replikacios villinak egyaltalan nem
ismert, de feltételezhetd, hogy a blokk hatékony processzalasdhoz sziikséges az, hogy a
szubsztrat ne egy olyan komplikalt szerkezet legyen, mint a teljes replikacids apparatus és a

szubsztrat komplexe, azaz a repliszoma.
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3. abra Az éabran a repliszoma

topoizomeraz szerkezetének sémaja lathato. A konnyebb

attekinthet0ség miatt nincsenek feltiintetve

az RF-C, FEN-1 és az RNaz H fehérjék,
mozgasanak

A replikacios villa l
iranya

replikativ helikaz tovabba a  fehérjekomplexek  egyes
primaz

alegységei sincsenek kiilon abrazolva,
RNS primer

Egyszali DNS ké valamint az egyes komplexek kozotti
fehérje (RP-A)

Pol epszilon és
Pol delta . . o r e
interakciok koziil is csak néhany van
RNS primer ~ bemutatva. Ezen interakciok egyike a két
Okazaki replikativ polimeraz kozotti  interakcio,
e mely normalis koriilmények kozott a
késlekedd és a vezetd szal szintézisének

Osszehangolasaért felelés. Ennek az

A szintézis A szintézis

interakcionak a valdszinisithetd topologiai

vezet6 szala késlekeds szala kovetkezménye az, hogy késleked6 szal a

villa bazisan egy hurkot formal. Ez a
szerkezet a szO0 szoros értelmében
immaron kevésbé emlékeztet egy villara,
mint amennyire egy trombitara (trombone model). A model a “The Cell” cimii kdnyv (ASM Press and Sinauer

Associates Inc, 4th edition) késziilt.

Az tobbé-kevésbé ismert, hogy a replikacios villaban milyen biokémiai folyamatokat vezényel a
Rad6/Rad18 ut. A Rad6/Rad18 fehérjekomplex egy ubikvitin konjugald enzim és egy ubikvitin
ligaz komplexe (Bailly és mtsai, 1997). DNS kérosodas hatdsara ez a complex egyszeresen
ubikvitildlja a PCNA molekulat (Haracska és mtsai, 2006; Hoege ¢és mtsai, 2002). A jelenlegi
elképzelések szerint a PCNA monoubikvitilalasa valahogy eldsegiti azt, hogy a replikativ DNS
polimeraz lecserélédjon a TLS polimerazok valamelyikére (Zhuang és mtsai, 2008). Szamos
ujabb adat arra utal, hogy a PCNA nem az egyetlen szubsztratja a Rad6/Rad18 komplexnek,
hanem az RFC, a Rad17/Mec3/Ddcl heterotrimer és maga a Rad6/Rad18 is Rad6/Rad18 fiiggd
modon ubikvitildlodhat (Fu és mtsai, 2008; Notenboom ¢€s mtsai, 2007; Tomida és mtsai, 2008).
Bizonyos, hogy a replikativ polimerazok és a TLS polimerazok is ubikvitilalédhatnak, de az nem
vilagos, hogy ezekben az esetekben is a Rad6/Radl8 komplex mikddik-e ubikvitin ligaz-
konjugald enzim komplexként (Bienko és mtsai, 2005; Plosky és mtsai, 2006). Gyanithato, hogy
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ezen modositdsoknak szerepe lehet abban a folyamatban, amely soran a TLS polimerazok
atveszik a replikativ polimeraz szerepét, genetikai adatok azonban egyelére csak a PCNA
ubikvitilalasanak szerepét igazoltak a villa menekitése soran (Hoege ¢és mtsai, 2002, Acharya és

mtsai, 2007).

A Rad6/Rad18 uton beliil a Rad5 1t a valédi PRR ut (Gangavarapu és mtsai, 2006; Torres-Ramos
¢s mtsai, 2002). A Rad5 egy ubikvitin ligiz ami az Ubcl3/Mms2 ubikvitin konjugalo
enzimkomplex-szel egyiitt képes a mar monoubikvitilalt PCNA poliubikvitilalasara (Hoege és
mtsai, 2002). Az igy szintetizalddott poliubikvitin ldnc nem a proteolitikus degradaciora kijelolt
fehérjék esetén megszokott Lys48-as elagazasu lanc, hanem az ubikvitin Lys63 aminosavan
agazik el (Hoege ¢és mtsai, 2002). Ez az elagazas bizonyosan nem a degradaciora jeloli meg a
fehérjét, de hogy mi is pontosan a szerepe, azt nem tudjuk. Annyit biztosan tudunk, hogy a Rad5
ubikvitin ligaz funkcidjaban hibas élesztd sejtek ugyanannyira defektivek a PRR-ben, mint azok
a sejtek, amelyekbol a teljes Rad5 fehérje hianyzik (Gangavarapu és mtsai, 2006). A 4. abra a
Rad6/Rad18 episztazis csoporton beliil az egyes utak egymashoz vald viszonyat, és az egyes

utakhoz rendelhet6 biokémiai aktivitast tunteti fel.

A replikacios villa
megforditasa (?)

srer

Osszegzése lathato. A blokkolt replikacios villa menekitése soran bekdvetkezd valamennyi folyamat abszolut
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meértékben fiigg a Rad6/Rad18 heterodimer ubikvitin (UBI) ligdz-konjugalé enzimkomplex miikddésétdl. Az enzim
egyik szubsztratja bizonyosan a PCNA molekula, amely monoubikvitilalasa vagy a Rev1-Pol zeta, vagy a Pol éta
TLS utakon keresztiil lehetdvé teszi a karosodott bazis atirasat. A Rad5 ubikvitin ligdz és Ubc13-Mms2 ubikvitin
konjugald enzimek egyiittesen poliubikvitilalhatjak a monoubikvitilalt PCNA momotrimert az ubikvitin 63. szdmu
lizinjén keresztiil. Ez a valtozas a replikaciods villa menekitését egy nem TLS tuton teszi lehetdvé, és feltételezhetd,

hogy a Rad5 1t a replikacios villa megforditasaval mikodik.

A Rads és a replikacios villa megforditasa

Az, hogy a Rad5 ut a replikécios villa megforditdsaval miikodhet az alabbi megfigyelések
tamasztjak ala. El6szor is, a RadS ut a Rad6/Rad18 tton beliil egy hibamentes ut, és a replikacios
villa megforditdsa magatol értetddéen a karosodds hibamentes atirdsat teszi lehetévé (Xiao és
mtsai, 2000; Zhang és Lawrence, 2005). Mésodszor, sikeriilt izolalni a polimeraz delta katalitikus
alegységét kodold gén, a Pol3 egy olyan alléljat, ami szintén defektiv a PRR-ben; emlékezziink
arra, hogy egy DNS szintézis 1épés része annak a modellnek, ami a replikdcios villa menekitését
annak megforditdsaval magyarazza, és a Pol3 mutéans feltételezhetden ebben a 1€pésben defektiv
(Torres-Ramos és mtsai, 1997). Harmadszor, élesztdben is igazolhatd volt, hogy karosodott
plazmidok in vivo replikacioja sordn konzervativ DNS szintézis torténik, a folyamat genetikai
hatterének vizsgalata pedig azt is tisztazta, hogy a Rad5 hidnyaban ez a mechanizmus nem
mukodik (Zhang és Lawrence, 2005). Ezek alapvetéen indirekt bizonyitékok a mechanizmus
részleteit illetéen, és direkt bizonyitékot az szolgaltatna, ha biokémiailag is igazolni lehetne azt,
hogy az episztazis csoport valamelyik tagja képes a reakcio katalizisére, akar dnmagaban, akar
egy fehérjekomplex tagjaként. Ezzel egylitt, mivel belathaté a Rad5 ut és a konzervativ DNS
szintézis kapcsolata, és mert a konzervativ DNS szintézis valdszinli magyarazata a replikacios
villa megforditdsa, ezért a PRR 1ut, még pontosabban a Rad5 fehérje legvaldsziniibben a
replikacios villa megforditdsan keresztiil miikodik. Ez természetesen nem feltétlentil jelenti azt,
hogy a reakcidnak a Rad5 a valodi végrehajtdja, de ezt a feltevést latszik alatdmasztani az a tény,
hogy a Rad5 fehérje jelentds hasonldsagot mutat helikaz funkcidju fehérjékkel, filogenetikailag a
helikaz nagycsaladok koziil az SF2-be sorolhatd, azon belill pedig a SWI/SNF2 csaladjaba
tartozik (Flaus és mtsai, 2006; Johnson és mtsai, 1992). Figyelemremélto tulajdonsaga a Rad5
fehérjének, hogy a III. és a IV. helikdz motivumok ko6zott egy RING finger motivum talalhato,
amely az Ubcl13/Mms2 ubikvitin konjugalé enzimkomplex megkotésében jatszik szerepet (5.

abra). Mind a két hasonl6 szerkezetii human fehérjérdl be lehetett latni, hogy a Rad5 funkcionalis
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homologjai, legaldbbis abbol a szempontbdl, hogy a human homoldégok is ligazai a
monoubikvitilalt PCNA poliubikvitilalasanak in vivo és in vitro egyarant (Motegi és mtsai, 20006,
Unk és mtsai, 2006; Unk és mtsai, 2008). Ugy latszik, hogy a helikaz domének kozé beagyazott
RING-finger a SWI/SNF2 csalddon beliil kiilon alcsalddot definial (Flaus és mtsai, 2006).

HIRAN I la 110 RING IV V VI
Hs. HLTF (1-1009 aa.) [ TZAL I [T
3L V4
DEGH C3HG
HIRAN I la 11 RING IV VVI
Se. Rad5 (1-1169 aa.)l I Al (I 11 |
c. Rads5 ( aa.) L mil l I
DEGH C3HGy
[ HI5 PHDIa 1111 RING IV VVI
Hs. SHPRH (1-1683 aa.)| 1 10
( ) | m— i i
DEAQ C3HG,

5. abra A képen a Rad5 fehérje €s a human homoldgjai szerkezetének sematikus dbrazolasa lathatd. Romai szamok
jelolik a konzervalt helikdz motivumokat, RING felirat utal a RING-finger motivumra. DEGH és DEAQ utal a

nukleotid kofaktor kotésében kulcsszerepet jatszo motivum szekvenciajara. A 3L egy Leu-zipzar szerli motivumra

s

fellelheté (Iyer és mtsai, 2006). Ez a két motivum hidnyzik az SHPRH fehérjébdl, mely azonban két olyan
motivumot is tartalmaz, ami mind a Rad5-bdl, mind a HLTF-bdl hianyzik. Ezek egyike egy olyan motivum (H15)
mely a hiszton H1 és HS fehérjékben fordul eld, a masik pedig egy PHD-finger, amely mas fehérjékben a hiszton H3
kotésében jatszik szerepet, kiilonds tekintettel a metilalt H3-ra (Eberharter és mtsai, 2004; Li és mtsai, 2006;

Wysocka és mtsai, 2006). Ezen motivumok szerepe az SHPRH fehéje mitkodésében jelenleg ismeretlen.

Jelen dolgozat targyanak szempontjabol rendkiviil 1ényeges, hogy a Rad5 valoban egy DNS
fiiggé ATPaz, és hasonldan az ubikvitin ligdz funkcidoban defektiv mutdnsahoz, in vivo az ATPaz
defektiv mutans is teljesen képtelen a poszt-replikéacids reparaciora (Gangavarapu és mtsai, 2006;
Johnson és mtsai, 1994). Azok a kisérletek azonban, amelyek a Rad5 helikdz aktivitasanak
bizonyitasat céloztdk meg nem jartak sikerrel (Johnson és mtsai, 1994). A gondolatmenet a Rad5
¢és a replikdcios villa megforditdsdinak mechanisztikus kapcsolatardl ezen a tényen latszolag
Osszeomlik, ugy tlnik, mintha a Rad5 genetikdja és biokémidja nem lenne konzisztensen fedésbe

hozhato.
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Osszefoglalas

Foglaljuk 6ssze tehat amit tudunk: eukariotakban a posztreplikéacios reparacié (PRR) egy olyan
mechanizmus, ami lehetdvé teszi a DNS kéarosodasok altal blokkolt replikacids villa menekitését.
A mechanizmus 1ényege, hogy mivel a DNS szintézise sordn a vezetd szal blokkja nem jar a
késlekedo szal szintézisének blokkjaval, ezért lehetoség van arra, hogy a blokkolt szl szintézise
folytatddjon az Ujonnan szintetizalddott késlekedd szalat haszndlva templatként. Ehhez a
replik4cios villa olyan atrendezddése sziikséges, amely genetikai kontrolljaért élesztében a Rad6-
Radl8 fehérjékkel megjelolt ut felelés, még pontosabban annak az ugynevezett Rad5 aga. A
Rad5 fehérje egy ubikvitin ligdz ¢s egy DNS fiiggd ATPaz, mind a kettd aktivitasa
nélkiilozhetetlen a PRR-ben. A Rad5 DNS fiiggd ATPaz funkcidja arra utal, hogy ez a fehérje
lehet az a helikdz, ami a replikdcios villaban a szalak kozotti kapcsolatok atrendezésével
létrehozza a villa megforditasat. Eppen csak bizonyosan nincs helikaz aktivitisa és ez ugy tiinik

kizarja annak a lehet6ségét, hogy direkt szerepe lenne a “csirkeldb” 1étrehozéasaban.
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Célkituzések

Jelen munka célja annak a lehetdségnek a kritikus ujravizsgalata, hogy a Rad5 fehérjének nem
indirekt, hanem direkt szerepe van a replikacids villa megforditasaban. Kiss¢ masképpen
megfogalmazva, a szdndékunk szerint a RadS5 genetikaja és biokémidja kozotti szakadékot
kivantuk betdomni, azzal a motivacioval, hogy amennyiben ez lehetséges, akkor biokémiai
magyarazatat adjuk a villa megforditdsa soran torténd eseményeknek. A kisérletes munka
tervezése soran probaltunk arra a tényre tamaszkodni, amit biztosnak tarthatunk, azaz: a Rad5
ATPéz aktivitasanak szerepe van a replikacios villa megforditdsdban; ugyanakkor probaltunk
megfeledkezni arrdl, amit a villa megforditdsanak mechanizmusardl csak sejthetiink, azaz arrdl,

hogy azt feltétleniil egy DNS helikaznak kell végrehajtania.

Ehhez feladatunk volt egy olyan kisérlet rendszer 1étrehozasa, amely a replikacios villa in vitro
modellje, és lehetdséget ad a villa megforduldsanak észlelésére. Szandékaink szerint ezen
rendszer az elképzelhetd legegyszeriibb modellje kell legyen az in vivo szitudcionak, ezért ezeket

a szubsztratokat oligonukleotidokbdl allitjuk eld.

Amennyiben a kisérleti rendszer adott, akkor nyilik lehetéség annak a tesztelésére, hogy in vitro
a homogenitasig tisztitott Rad5 fehérje sziikséges, €s elégséges-e a modellrendszerben a villa
megforditdsdra. Ha igen, akkor részletesen vizsgdljuk a reakcid biokémiai tulajdonségait,

ideértve a szubsztrat kotésének a specifitasat, a kofaktor sziikségességét, és a reakcid kinetikajat.

Ha az el6zéekben megfogalmazott célok alapjan a Rad5 olyan biokémiai aktivitasa azonosithato,
amely Osszefiiggésbe hozhat6 az in vivo szerepével, akkor megkiséreljiik a kisérleti rendszeriink
olyan atalakitasat, mely a kordbbi minimalista rendszerhez képest jobban kozeliti a replikécios
villa in vivo szerkezetét. Ehhez olyan méretii replikacids villa modell szubsztratot hozunk 1étre,
ahol a villa megfordulasa akar tobb szaz bazisparnyi is lehet. Ebben az esszencidlisan fliggetlen

kisérleti rendszerben szintén megvizsgaljuk a Rad5 aktivitasat.

Végiil pedig, amennyiben a Rad5 biokémia szerepe a villa megforditasaban igazolhato, abban az
esetben megvizsgaljuk, hogy mi a mechanisztikus alapja ezen aktivitasanak. Ennek soran

tisztdzzuk, hogy a fehérje egyszal, avagy kétszall transzlokdzként miikodik-e.
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Anyagok és modszerek

Oligonukleotid alapu replikacios villa, és egyéb modell szubsztratok

A dolgozatban leirt oligonukleotid alapu szubsztratok Osszeolvasztasat az esetek dontd részében
egy 1épésben hajtjuk végre. Az oligonukleotidokat gamma-"“P ATP és T4 polinukleotid kinaz
(Fermentas) hasznalataval végjeloljiik, és a reakcidelegyet 10 percig 70 °C-on inkubéljuk azért,
hogy a kinazt inaktivaljuk. Az ekvimolaris mennyiségli komplementer oligonukleotiddal
kiegészitett reakcidkat 95°C-ra fiitott szaraz-blokk termosztatba helyezzik, és a flités
lekapcsolasa utdn hagyjuk a blokkot szobahdémérsékletre lehiilni. Ez a stratégia tobb oligo
egyidejli 0sszeolvasztasara is alkalmas, az egyetlen kivétel a homolog villa, amely Osszeallitasa
sordn eldszor a villat alkotod két heteroduplexet hozzuk létre, majd a két reakciot 6sszekeverjik,

és 42 °C-rol hagyjuk szobahdmérsékletre lehiilni.

A prepardlds soran a szubsztratokat valamennyi esetben gélbdl tisztitjuk. A tisztitds soran a
mintakat 6%-os poliakrilamid gélen (30:0.8 akrilamid: N,N bisz-akrilamid) 1X Tris-borat
elektroforézis puffert (89mM Tris-bazis, 89 mM borsav, pH 8.3) hasznalva megfuttatjuk.
Autoradiografidval azonositjuk a szubsztrdtok helyét a gélen, és a szikével kivagott
géldarabkakat 20mM Tris-HCl pH7.0, 10mM MgCl,, 2mM DTT ¢és 100ug/ml BSA &sszetételti
pufferben aztatjuk a kovetkezé napig, amikor is a szubsztratokat kis alikvotokra osztjuk, és
hasznalatig -20 °C-on taroljuk. Az alikvotozas egyediil a homolog villa esetén esszencialis, a
tobbi szubsztrat 4 °C-on is tarolhato, és legalabb 2 héten keresztiil hasznalhat6 anélkiil, hogy a

mindsége latvanyosan romlana.

A kisérletek soran felhasznalt oligonukleotidok nevét €s szekvencidjat a fiiggelék tartalmazza. A
fliggelékben ugyancsak megtalalhato az egyes szubsztrdtok szerkezete szekvencia szintli

részletességgel (Fiiggelék, 1-4. dbra).
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Plazmid méretii replikacios villa modell szubsztrat

A szubsztrat eldallitdsahoz két plazmidot hasznalunk, mind a ketté Leonard Wu szivességébdl all
rendelkezésiinkre (Ralf és mtsai, 2006). Mind a két plazmid, pG68 és pG46, eredete a pUCI8
plazmidra vezethetd vissza. A pG68 hét egymast kovetd példanyban tartalmazza a BbvCI
restrikcidés endonukledz felismerdhelyét gy, hogy az egyes hasitéhelyek 4-6 bazisparra
talalhatok egymastol. A pG46 minddssze annyiban kiilonbozik a pG68-tdl, hogy az elsé és a
hetedik BbvCI hely egyetlen nukleotidjanak megvaltoztatidsa miatt ezen a plazmidon csak ot
felismerdhelye van a BbvCIl-nek. A pG68Sapl(Het) plazmidot gy hoztuk 1étre, hogy a pG68
Sapl helyére klonoztuk az O1301 ¢s O1302 nevii oligonukleotidok dsszeolvasztasaval 1étrehozott
szekvenciat. A BbvClI restrikcidos endonukledz egy heterodimer, amely mindkét alegysége
onalldan is aktiv, de kiilon-kiilon csak a felismerdhelyiik egyik szalat képesek hasitani. Mivel az
egyes felismerdhelyek nagyon kozel helyezkednek el egymashoz, ezért a hasitas utan, ha azt csak
az egyik alegységgel végeztiik, az egyik szalon 11-13 nukleotid hosszisagu oligok taldlhatok,
amelyek a plazmidok tovabbi tisztitdsa soran egyszeriien elvesznek, de a BbvClI felismerdhelyek
a masik szalon érintetlenek maradnak. Az eredmény egy olyan plazmid ami egy rést tartalmaz az

egyik szalon (Fiiggelék, 5. dbra).

A szubsztrat eldallitdsa soran az egyik plazmidot (pG46) a BbvCl enzim Nt.BbvCIl (New
England Biolabs; NEB) nevii alegységével hasitjuk, ami egy 46 nukleotid hossziisagu
folytonossagi hianyt hoz létre a plazmidon (pG46B). A masik plazmid (pG68) Nb.BbvCI (NEB)
emésztése egy 64 nukleotidnyi rést hoz létre (pG68A), ami komplementer a pG46B megfeleld
részével. A hasitdsi procedura a reakcid termékeinek agardz gélen torténd elvalasztasaval
kovethetd. Ezt kovetden a pG46B plazmid 5° foszfatjat alkalikus foszfataz kezeléssel
eltavolitjuk, és a reakciot a Qiagen cég gél extrakcios kitjével megtisztitjuk. A pG68A plazmidot
Xhol restrikcids endonukledzzal megemésztetjiik, ez kdzvetleniil a BbvCI hasitohelyek mellett
ismeri fel a plazmidot, majd hasonléan az elébb leirtakhoz megtisztitjuk. Az igy kapott linearis
plazmidot pG68AXh-nak nevezziik. A pG46B plazmid radioaktivan jelslheté gamma->*P ATP és
T4 polinukleotid kindz (Fermentas) hasznalataval, az igy kapott plazmidot nevezziik pG46B’-
nak. Jelolés utdn a pG46B’ plazmidot megtisztitjuk a nem beépiilt radioaktivitastol. Ennek soran

szintén hasznalhatjuk a Qiagen cég gél extrakcios kitjét. A fiiggelék 5. abraja szekvencia szintli
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részletességgel tlinteti fel a pG68 ¢és pG46 plazmidok relevans szekvencidjat, illetleg az

Nb.BbvClI és Nt.BbvClI hasitas utan 1éterjovo szerkezeteket.

A szubsztrat osszeolvasztdsakor 50mM Tris-HCI pH7.5, 10mM MgCl, és SmM DTT oldatban
osszekeverjiik a pG46B’ plazmidot a pG68AXh kis feleslegével. A reakciot 53 °C-os szarazblokk
termosztatba helyezziik, majd kikapcsoljuk a termosztatot €és hagyjuk, hogy az -elegy
szobahdmérsékletre lehiiljon. Bar a szubsztrat Osszeolvaddsa nem kvantitativ, de RadS5
enzimatikus aktivitasanak vizsgalatdit megcélzd kisérletek sordn a reakcid interpretalasat a
cirkularis pG46B’ jelenléte nem komplikalja, hiszen az annak linearizalasaval 1étrejovo termék is
tul nagy ahhoz, hogy az hosszan elmozdulhasson az elektroforézis soran (14. és 15. abra)
Tapasztalatunk szerint ezért a szubsztrat nem igényel tovabbi tisztitdsi 1épést. A fiiggelék 6.

abraja a model szubsztrat kapcsolddasi pontjat illusztralja szekvencia szintli részletességgel.
A kétszalu DNS transzlokacio szubsztratjainak eldallitasa

A kétszala DNS transzlokacid vizsgalatara az altalunk hasznalt kisérletes rendszer (triple-helix
displacement) nem el6zmények nélkiili, a harmas DNS helixet ilyen jellegii tesztre mar korabban
kifejlesztették (Saha és mtsai, 2002). A korabbi kisérleti rendszerben a triplex formalo oligo
(TFO) egy poli dC-dT szekvencia volt, azonban ez tobbféle keretben is képes a célszekvencidhoz
olvadni. A mi kisérleti rendszeriinkben a TFO oligo (O1377) a dC és dT nukleotidok nem

monoton ismétlddd polimere, ami jobban definialt szubsztrat 1étrehozasat teszi lehetové.

A szubsztrat létrehozasa soran a két oligonukleotid dsszeolvasztasaval, és az egyszalu region
Klenow feltoltésével létrehozott duplexet BamHI/Sall emésztés utan pUCI19 azonos helyeire
klonoztuk. Az egyik ilyen plasmid (pIL1828), melyet az O1356 és 01424 oligonukleotidok
hasznalataval allitottunk el6, két egymasba agyazott BbvClI felismerdOhelyet tartalmaz kozvetleniil
a triplex formald szekvencia el6tt. A BbvCl heterodimer barmely alegysége a szubsztratot oly
modon hasitja, hogy az az emésztett szalon hat nukleotidnyi folytonossagi hidnyt hoz létre. A
masik plazmid (pIL1829), melyet a fentieckhez hasonldan, de az 01356 és 01425 oligok
felhasznalasaval hoztunk létre szintén két BbvClI helyet tartalmaz, de a két hely kozé beépitettiink
egy Pvull helyet. A BbvClI heterodimer barmely alegysége a szubsztratot oly modon hasitja,

hogy az az emésztett szal 12 nukleotidnyi folytonossagi hianyat hozza létre.
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A kisérletekben hasznalt szubsztratokat ugy allitjuk eld, hogy a célszekvenciat a plazmidrol az
01107 ¢és O1108 primerek hasznalatdival PCR reakcidval amplifikaltuk €és a terméket
megtisztitjuk. Barmely sziikséges enzimatikus manipulalasit a fragmentnek még a TFO
hozzaolvasztasa el6tt elvégezziik, és a terméket Gjra megtisztitjuk. A radioaktivan végjeldlt TFO-
t a célszekvenciaval 45SmM MES-NaOH pHS5.5, 15mM MgCl, tartalmu pufferben dsszekeverjiik,
az elegyet 50 °C-ra flitott szarazblokk termosztatba helyezziik, és a termosztat kikapcsolasa utan
a blokkot hagyjuk szobahdmérsékletre lehiilni. A szubsztratokat minden esetben gélen tisztitjuk.
A tisztitds sordn a mintakat 10%-os poliakrilamid gélen (30:0.8 akrilamid: N,N bisz-akrilamid)
elektroforézis pufferként 40mM Tris-acetat pHS.5, SmM Na-acetat, ImM MgCl, oldatot
hasznalva valasztjuk el. Autoradiografidval azonositjuk a szubsztratok helyét a gélen, és a
szikével kivagott géldarabkdkat 15mM Tris-HCI pH6.8, 10mM MgCl, és 1mM DTT, 100ug/ml
BSA 06sszetételll pufferben aztatjuk a kovetkezd napig. A szubsztrat tovabbi tisztitasi 1épést nem
igényel és ha 4 °C-on taroljuk, akkor is legalabb 2 héten keresztiil hasznalhato anélkiil, hogy a
mindsége latvanyosan romlana. A fliggelék szekvencia szintli részletességgel tartalmazza az

eredmények részben bemutatott szubsztratok szerkezetét (Fiiggelék, 7. dbra).
A Rads tisztitasa

A Rad5 expressziojara élesztd sejteket (BJ54.65) és egy élesztOben fenntarthatd expresszios
vektort (pBJ842) hasznalunk. Az élesztd sejt auxotrof a leucinra és az expresszids plazmid
tartalmazza a leu2-d gént, ez szolgél a transzformansok szelekciojara —LEU taptalajon. A RadS5
fehérje expresszidjara szolgald plazmidban a Rad5 cDNS-e a GST (glutathione S-transferase)

crer

helyezkedik el. A fehérje expresszidja galaktdzzal indukélhato.

A Rad5 tisztitasa sordn a transzformansokat —LEU tapfolyadékban indukaljuk 0.2 % galakt6zzal
10 oran keresztiil. Ezt kovetden a sejteket centrifugalassal 6sszegytijtjiik, €s a pelletet az iilepitett
sejtek térfogataval megegyezd térfogatu feltard pufferben (50mM Tris-HCI pH7.5, 50mM KCl,
500mM NaCl, 10 % szukroz, 0.5mM EDTA, ImM DTT) felszuszpendaljuk. A szuszpenziot
folyékony nitrogénbe cseppentjiik és a fagyott labdacsokat elektromos kéavédaraloval porra
torjiik. Hagyjuk a port felolvadni, majd alapos centrifugalas utan az extraktot 50-100 mikroliter
glutation gyongyon (GE Healthcare) atcsorgatjuk. A gydngyo6t haromszor 1 milliliter feltaro

33



pufferrel, majd 1 milliliter PreScission pufferrel (20mM Tris-HCI pH7.5, 150mM NaCl, ImM
DTT) mossuk. A gyongyoket 100 mikroliter PreScission puffer és 1-2.5 mikrogramm GST-
PreScission proteaz jelenlétében 4 °C-on inkubaljuk masnap reggelig, amikor a gyongy feliiluszot
osszegyljtjik, alikvotozzuk, és -80 °C-on taroljuk. Egy tipikusnak mondhaté tisztitas SDS-
poliakrilamid gél elektroforézis utani eredménye lathatdo a 6. abran. A Rad5 ATPaz mutdns
fehérjében a 681. és 682. aminosavak helyett (aszparaginsav és glutaminsav) helyett mindkét
esetben alanin talalhatd. Azt, hogy ez a fehérje valoban nem DNS fliggd ATPaz kisérletesen is
belattuk (Blastyak ¢s mtsai, 2007). Az ATPaz defektiv fehérjét a vad tipusu Rad5-tel megegyezd
modon tisztitjuk; abban a kisérletben, ahol a vad tipusti Rad5 és az ATP4z mutdns Rad5 fehérje
egylitt szerepel, olyan prepardtumait hasznaltuk a két fehérjének, melyeket egymassal
parhuzamosan tisztitottunk. Mind a RadS, mind a Rad5 ATPaz defektiv mutans expresszios

vector (pIL101 és pIL668) Louise Prakash és Satya Prakash szivességébdl all rendelkezésiinkre.

6. abra A képen a tisztitott RadS preparatum lathato 8%-os SDS

poliakrilamid-gél elektoforézis és Coomassiec BB festés utan. A marker

200 kD - fehérjék (500ng mindegyik) molekulasulyat feltiintettik. Az egyes
Rads fehérjékre nyilhegy mutat a gélen.
. 1341D)
116 kD - |
Y kD e
b kD -
45 kD -

A dolgozatban kontrollként hasznalt RecQ5béta tisztitdsahoz hasznalt expresszids vektor Pavel
Janscak szivességébdl all rendelkezésiinkre. Tekintve, hogy a RecQS5béta részletes vizsgalata
nem targya a jelen értekezésnek, ezért a fehérje tisztitasaval kapcsolatban a szerzOk eredeti

cikkére utalok (Garcia és mtsai, 2004).

34



A Rad5 DNS kotésének és enzimatikus aktivitasanak vizsgalata oligonukleotid alapu

replikacios villa, és egyéb modell szubsztratokon

A Rad5 aktivitdsanak vizsgélata soran hasznalt kisérleti kondiciok alapja a 20mM Tris-HCl
pH7.0, 10% glycerol, ImM DTT ¢és 100ug/ml BSA Gsszetételti puffer. Valamennyi esetben a
szubsztrat koncentracioja koliilbeliil 0.5nM, ez hozzavetélegesen 10-20 ezer cpm
radioaktivitasnak felel meg 10 mikroliteres reakcionként. A gél retardacid vizsgalata soran a
reakcidelegy nem tartalmaz kofaktort, és a mintak elektroforézise soran 4.5%-os akrilamid gélt és
0.5X TB elekroforézis puffert hasznalunk. Az elektroforézis utan a gélt fixaljuk, szaritjuk és az

eredményt Phosphorlmager Analyzer (Molecular Dynamics) hasznalataval elemezziik.

Korabbi kisérletek alapjan a Rad5 fehérje és az ATP kozotti interakcio disszociacids konstansa
koriilbeliil 0.5mM (Johnson és mtsai, 1994). Azért, hogy a kofaktor mennyisége ne limitalja a
reakciot, a legtobb olyan kisérletben, mely a Rad5 ATP fliggd aktivitasanak vizsgalatat célozza
meg a kofaktor (Fermentas, R0441) koncentracidja SmM volt. Az egyetlen kivétel a “csirkelab”
szerkezet mozgatasa, ahol a bemutatott kisérletben az ATP koncentracioja ImM volt. Minden
reakcié a kofaktorral egyezd koncentracioban tartalmazott MgCly-ot is. A reakcidkat jégen
mérjik Ossze, és a Rad5 mindig az utolsoként hozzamért komponense az elegynek. A reakciokat
37 °C-on inkubéljuk 5 percig, majd azonos térfogata Stop-pufferrel (10% glycerol, 1% SDS,
0.02% bromfenolkék, 1mg/ml Proteindz K) leallitjuk és ujabb 5 percig inkubaljuk. Ezt kovetden
a reakcid termékeit 10%-os poliakrilamid gélen 1X Tris-borat elektroforézis puffert hasznalva

valasztjuk el.

A Rad5 enzimatikus aktivitasanak vizsgalata plazmid méreti replikacios villa modell

szubsztraton

Ezek a reakciok annyiban kiilonbdznek az el6zdekben leirtaktol, hogy a reakcidkat az 6sszemérés
utan két mikroliterenként alikvotozzuk, és csak ezutan kezdjiik inkubélni 37 °C-on. Ot perc utan
a reakcidkat jégre helyezziik, és kiegészitjiik 12 mikroliter alkalmas restrikcids endonukledzzal,
melyet eldz6leg a gyarto altal ajanlott pufferben 2U/12 mikroliter koncentraciéra higitottunk. Az
emésztéseket 45 percig inkubaljuk 37 °C-on, a reakcidkat Stop-pufferrel leéllitjuk, majd a reakcio
termékeit 6%-os nativ akrilamid gélen, a szokdsos modon vélasztjuk el. Abban az esetben,

amikor az elegy egyszali DNS kot6 fehérjét is tartalmazott (E. coli SSB; GE Healthcare) azt még
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a Rad5 el6tt hozzaadtuk a DNS szubsztrathoz. Azt, hogy az A&ltalunk hasznalt kisérleti
kortiilmények kozott az SSB valoban képes egyszalit DNS kvantitativ megkotésére gél retardacios

kisérletben igazoltuk, ez a kontrol kisérlet nincs bemutatva a dolgozatban.

A Rads5 kétszali DNS transzlokaz aktivitasanak vizsgalatara (triple helix displacement

assay)

Ezen reakcidk Osszedllitdsa nem kiilonbdzik a kordbban leirtaktol. A termékek elvalasztasdnak
kondicioit a transzlokdz aktivitas vizsgalatara szolgaldé szubsztratok preparaldsa kapcsan

1smertettik.
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Eredmények

Elméleti megfontolasok

A kisérleti rendszer tervezésekor alapos megfontolds utdn a kovetkezd racionalis feltevést
fogalmaztuk meg. Latni kell, hogy a villa megforditdsinak kezdeti 1épése, az ujonnan
szintetizalodo szalak letekeredése alapvetden konzisztens egy olyan mechanizmussal, amit egy
DNS helikdaz hajt végre. A kozvetleniil ez utdn kialakuld szerkezet mozgatdsa azonban
alapvetden ellentétes egy helikdz altal katalizalt reakcioval; ennek feladata ugyanis a parosodott
szalak kozotti kapesolat megsziintetése, és nem azok egy uj szerkezetté atrendezése. Konnyen
belathato, hogy in vivo a replikacios villa, és in vitro a replikéacids villa 1ényeges aspektusainak
modellje szamtalan kiilonb6zé modon processzalodhat; a villa megforditdsa minddssze egy ezen
lehetdségek koziil, és az egyes lehetdségek kolcsonodsen kizarjak egymast (7. dbra). Egy olyan
biokémiai rendszernek, melyet azzal az igénnyel hozunk Ilétre, hogy a villa megforditasat
tanulmanyozzuk szamolnia kell azzal a lehetdséggel, hogy a vizsgaland6 enzim nem helikaz, ¢s a
kisérleti rendszernek képesnek kell lennie arra, hogy a villa megforditasat megkiilonboztesse a

villa més modon torténd processzalasatol.

7. abra A replikacios villa, és annak in vitro

modellje szubsztratja lehet helikazoknak és/vagy

f ,’ a villa megforditasat végzé enzimnek. Az abra a

y —\ \Qﬁ villa atrendezddésének a szubsztrat integritisara
gyakorolt kdvetkezményeit illusztralja. Az ,,a” és

, J ,»b” mutatja azt a lehetdséget, amikor a sziiletd
\ \ szalak valamelyike levalik a villarol; ,,a’” és ,,b’”

/b ezen reakciok termékeinek tovabbi
processzalodasat illusztralja. Tovabbi lehetdség a

d villa sziiléi szalak mentén torténd szétvalasztasa
\ »C ). A ,,d” lehetdség a villa megforditasara utal,
% véges hosszlisagll  szubsztraton a  reakcid
eredménye két kétszalu termék (,,d’”). Vegyiik

A észre, hogy a villa megforditisa és az egyéb
modon torténd processzalasa egymast kizard

reakciok.
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A villa megforditasanak feltétele az, hogy sziil6i szadlak komplementerek legyenek, csak ebben
esetben képzelheto el a csirkelab szerkezet kialakuldsa. Természetesen egy ilyen homolog villa is
szubsztratja lehet egy helikdznak. Ha a sziil6i szadlak nem komplementerek az ilyen heterolog
szerkezet csak helikdz-szerli modon processzalodhat. Ha a modell szubsztratunk nem talsagosan
nagy, akkor a reakci6 teljesen végbemegy; egy helikaz szalakka bontja a villat a 7. abran lathato
moédon, a villa megforditdsa eredményeként pedig két kétszalu termékké alakitja. Tegyiik fel,
hogy a Rad5 csak helikaz, ez a lehetdség akkor sem zarhato ki, ha irodalmi adatok ezt nem
tamasztottak ala, hiszen elképzelhetd, hogy a Rad5 DNS kotése specifikus egy adott DNS
szerkezetre, és az aktivitasa ilyenforman nem feltétleniil lesz nyilvanval6 a kanonikus helikaz
szubsztatokon. Ebben az esetben nem vérhatunk kiilonbséget a heterolog és a homolog villa
enzimatikus atalakitasa soran. Ha feltessziik, hogy a Rad5 képes a villa megforditasara és helikaz
aktivitdsa is van; ebben az esetben a homoldg villan kapott eredmény a két kiilon aktivités
eredményének a szuperpozicidja lesz. Ebben az esetben a homoldg szubsztrat hatékonyabb
processzalasa lehet indikativ a villa megforditasara. Végiil pedig, tegyiik fel, hogy a Rad5 csak ¢€s
kizarolag a villa megforditasanak képességével rendelkezik, ebben az esetben nem fogunk
aktivitast megfigyelni a heteroldég villan, de a homolog villa Rad5 fliggd moédon kétszalu
termékekké alakul at. Ha a fentieket kiegészitjiik azzal a hipotézissel, hogy a Rad5 in vitro is
sziikséges ¢és elégséges a villa megforditasahoz, akkor kezd kirajzoldédni egy alkalmas biokémiai
kisérleti rendszernek a képe; azaz a feladatunk annak vizsgélata, hogy homogenitésig tisztitott
Rad5 fehérje képes-e ATP fiiggd modon replikacios villa modell szubsztratok processzalasara

olyan modon, mely mod konzisztens a modell szubsztrat megforditasaval.

A RadS5 aktivitasa oligonukleotid alapu replikacids villa modell szubsztratokon

Azért, hogy az el6bb részletezett elméleti lehetdségek kozott véalasztani tudjunk replikacios villa
modell szubsztratokat konstrualtunk oligonukleotidokbol. Az egyik villa homolog, azaz a villa
karjai egymas komplementerei, a masik villank heterolog. A villdk mindkét karja 30 bazispar
hosszu és a sziiloi szadlnak megfeleld régio 45 bazispar hosszl. A villak radioaktiv jelolése soran
az Ujonnan szintetizalddd vezetd szal modelljének megfeleld oligot, és a késlekedd széllal
komplementer oligot jeloltiik meg. ATP jelenlétében inkubaltuk ezeket a szubsztratokat Rad5
fehérjével, és a reakcid termékeit poliakrilamid gélen elvalasztottuk. A kisérlet eredménye azt

mutatta, hogy a Rad5 nem képes a heteroldg villa processzalasara; ez 6sszhangban van a korabbi
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megfigyelésekkel, mely szerint a Rad5 nem helikdz. Ezzel szemben a Rad5 képes volt a homolog

villa szétszerelésére kétszalu termékekké (8. abra). Ez egyértelmiien arra utal, hogy a Rad5 képes

a villa megforditasara, de nem olyan moédon, hogy helikazként miikkodik.

RN < 7575

. L < 3030

123456789101112
Homolog
villa

Heterolog
villa

8. abra A kisérlet a Rad5 aktivitdsat mutatja be heterolog és
homoloég replikacios villa model szubsztraton. Azt, hogy az
egyes reakciokban mely szubsztratot hasznaltuk az abra aljan
megjeloltiik; az egyes reakcidkat egyedi szamozas is jeloli.
Az egyes reakciokban hasznalt enzimkoncentraciot az abra
tetején tiintettiik fel. A modell szubsztratot nyilhegy jeldli, és

feltiintettiik az oligonukleotidok  hosszat. A

egyes
radioaktivan jelolt 5° véget csillag jeloli, az wjonnan
szintetizalodo szalakat modellez6 oligonukleotidok esetén
pedig nyillal jeloltik a szal 3° végét. Ugyancsak nyillal
ezen markerek a kétszala 75mer, és kétszalt 30mer voltak
(6-0s ¢és 7-es szamokkal jelolve). A Rad5 jol lathatéan
katalizalja a villa kétszala

homolog konverziojat

termékekké, de nem hat a heteroldg villa szerkezetére.

Ha a reakciot helyesen interpretaljuk, akkor az olyan homolog villa szubsztrattal, amelyen csak

az Ujonnan szintetizald6dd szalakat jeloltik meg, csak a kisebb kétszala terméket fogjuk

megfigyelni. Ez valoban igy is volt, és ez a kisérlet egyben azt is kizarta, hogy a kisérlet soran a

homolog villa processzalddasanak egyéb utja is 1étezne, mint példaul az, hogy heteroduplexekké

szétszerelddik (9. abra). Logikailag ez a kdvetkeztetés nyilvanval6 kell legyen abbdl a ténybdl is,

hogy a heteroldg villat a Rad5 nem képes szétszerelni.
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9. abra A kisérlet soran a Rad5 aktivitasat teszteltiik olyan homoldg
ahol
oligonukleotidokat

replikdcios villa model szubsztraton, csak az Ujonnan

szintetizal6do  szalakat modellez6 jeloltik
radioaktivan, ez utébbit csillagga jeloltiik, mig az oligék 3’ végére
nyilhegy utal. A modell szubsztratot nyilhegy jeldli, és feltiintettiik az
egyes oligonukleotidok hosszat. Az egyes reakciokat egyedi szamozas
is jeloli, és az abra tetején feltiintettiik a reakcioban hasznalt Rad5
koncentraciot. Nyillal jeloltiik a kisérletben hasznalt DNS markerek
2-es szamokkal jelolve). Ezen homolog villa szétszerel6dése utan csak
a kétszalu 30mer terméket lehet megfigyelni, de az egyszalu 30mert
nem. Az eredmény arra utal, hogy a Rad5 nem képes a villat annak

megforditdsan kiviil mas moédon is processzalni.

A reakcidhoz magnézium és ATP elengedhetetlentil sziikséges, ez utobbit mas ribonukleotiddal

nem lehet helyettesiteni. Ugyancsak sikeriilt belatnunk, hogy a Rad5 miikddéséhez a kofaktor

hidrolizise sziikséges, hiszen az ATP-t nem lehet annak nem hidrolizalhaté analdgjaval (5'-
adenylyl-p,y-imidodiphosphate, AMP-PNP) helyettesiteni (10. abra, A panel, 6. reakcio). A Rad5
fehérjében a nukleotid kofaktor kotéséért felelos DEGH motivum AAGH-ra valtoztatasa

megsziinteti a fehérje ATPéaz aktivitasat, és a mutdns fehérje immaron nem képes a modell

szubsztrat atalakitdsanak katalizisére (Blastydk és mtsai, 2008) (10. abra, B panel). Ebbdl

kovetkezOen az altalunk megfigyelt aktivitds a RadS fehérje sajatja, és nem a preparatumban

esetleg elé6forduld kontaminacio kovetkezménye.
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10. abra Az abra a Rad5 reakcio

\;\{?\\*‘ kofaktor fiiggését illusztralja, és
i D
& & FRQ it
A B TR B NYANALS azt, hogy a megfigyelt aktivitas a
S N WE SRS
£& ST SO0F . . .
O 2 RANRKL LLIs Rad5 sajat aktivitdsa. Az 4bra

* aQ
f{“«? adab: T2 0 G _Q_.,Q_uQ-ﬂ;\\ _ . .
30 - 30 75 ,,A” részén bemutatott kisérletben

S~ 30//? W 25 a Rad5 aktivitasat olyan homolog

¥ ¥ replikéacios villa model

szubsztraton teszteltiik, ahol az

L = <7575 egyik Ujonnan  szintetizdl6do
o szalat és a vele ellentétes sziil6i

® . <—30/30 o e szélat modellezd
<30 oligonukleotidokat jeldltitk

12 3456789 12345 radioaktivan; a ,B” részen

bemutatott kisérletben csak a szintézis késlekedd szalanak modellje hordoz radioaktivitast. A radioaktiv jelre csillag,
az ujonnan szintetizal6dd szalakat modellezé oligonukleotidok 3’ végére nyilhegy utal. A modell szubsztratot
nyilhegy jeloli, és feltiintettiik az egyes oligonukleotidok hosszat. Az egyes reakciokat az abra mindkét részén egyedi
szamozas jeloli. Az abra ,,A” részén bemutatott kisérletben a Rad5 koncentracidja 120nM volt. A kofaktor
koncentracioja SmM volt és a reakciok a kofaktorral egyezé mennyiségli MgCl,-t is tartalmaztak. A kivétel az 5.
szamu reakcid, amelyben a MgC2-t 10mM EDTA-val helyettesitettik. DNS molekulastly markerként kétszala
75mert és kétszalt 30mert hasznaltunk (1-es és 2-es szammal, valamint nyillal jelolve). A kisérlet demonstralja,
hogy a Rad5 aktivitasahoz Mg-ion, ATP és a kofaktor hidrolizise elengedhetetleniil sziikséges.

Az abra ,,B” részén bemutatott kisérletben a vad tipusti Rad5, és az ATPaz funkcioban defektiv fehérje (Rad5 DE)

sy

V4

kisérlet azt demonstralja, hogy az altalunk megfigyelt aktivitas a Rad5 fehérje sajatja, és nem a fehérje preparatumot

szennyez6 aktivitas kovetkezménye.

A fenti kisérletek eredményébdl nem nyilvanvald, hogy a Rad5 miikodése soran nem arrol van-e
sz0, hogy az egyes villak helikaz-szeri modon szétszerelddnek ugyan, de az egyes szalak
gyorsan parosodnak is a megfeleldé komplementer szekvencidval. Ezt a lehetdséget a reakcio
kinetikajanak vizsgalata cafolta, ennek soran ugyanis azt talaltuk, hogy a 11. dbran lathaté6 modon
jelolt homolog villa processzalasa soran a két kétszalu termék precizen azonos kinetikaval jelenik

meg, de egyszalu DNS intermedier nem figyelhetd meg a reakcié menete soran (11. abra).
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&.& 11. abra Az 4bra a Rad5 A4ltal katalizalt

g o

LY reakcio kinetikdjat mutatja be. A kisérlet soran

O E N
Idétartam & M’Q\,SQQ Q;'.? \Q\:‘?ﬁ?v‘?é}%?’@' * a Rad5 (25nM) aktivitdsat teszteltik olyan
(perc) 3[N\ 75 homolég replikécios villa model szubsztraton,
m - 3(7/? ahol az egyik Gjonnan szintetizdl6do szalat és a
e _ vele ellentétes sziildi szalat modellezd
oligonukleotidokat  jeldltiik  radioaktivan
- - o bl G (75/75 (csillaggal jeldlve). Az Gjonnan szintetizalodo
szalakat modellez6 oligonukleotidok 3° végére
nyilhegy utal. A modell szubsztratot nyilhegy
o o — 30/30 jeloli, és feltiintettik ~ az egyes
s <30 oligonukleotidok hosszat. A kisérletben a

12345678 9101112 reakci6  inkubalasa sordn az = egyes

idépontokban mintat vettiink és vizsgaltuk a
processzalt szubsztrat mennyiségét. Az egyes reakciokat az abra aljan egyedi szdmozas jeloli, és a reakcidok hosszat
az abra tetején tlntettiik fel. DNS molekulasily markerként kétszalti 75mert, kétszala 30mert €s egyszali 30mer
oligonukleotidot hasznaltunk (1-es, 2-es és 3-as szammal, valamint nyillal jeldlve). A kisérlet soran azt figyeltiik
meg, hogy a két kétszalu termék precizen ugyanazzal a kinetikaval jelenik meg, és a reakcionak egyszala DNS nem
intermediere. Mindez arra utal, hogy a szubsztrat processzalasakor az egyes szalak atrendezése precizen

Osszehangolva torténik.

Ezen a ponton érdemes megjegyezni, hogy mas laboratériumok véleménye szerint az SF2
nagycsaladba tartoz6 RecQ helikdzok képesek lehetnek a replikacids villa megforditdsara,
legalabbis ez lenne levonhatdé a huméan RecQ fehérjék vizsgalatabol. Ez a kdvetkeztetés azon
alapul, hogy ha parcialisan homolog villdkat inkubalnak, mondjuk a RecQS5 béta fehérjével,
akkor az inkubalas utan olyan termékeket is meg lehet figyelni, amelyek a villa megforditasara
utalnak (Ralf és mtsai, 2006; Machwe és mtsai, 2007; Kanagaraj ¢s mtsai, 2006; Machwe ¢és
mtsai, 2006). Ez arra utalhat, hogy a RecQ csalddba tartozd fehérjék helikdzok és(!)
villamegforditd enzimek lennének egyszerre. Nem kivanom részletezni azt, hogy a RecQ
csaladba tartozd fehérjék miért nem lehetnek in vivo azok az enzimek, amelyek a villa
megforditasaért felelések. Ezen a ponton csak visszautalok arra, hogy a reakcio végeredménye
onmagaban nem utal egyértelmiien a reakcié mechanizmusdra, ezért ujravizsgaltuk a RecQ5 béta
aktivitasat az altalunk hasznalt homolog wvillan 1gy, hogy kovettik a szubsztrat

processzalodasanak a kinetikajat. A kisérlet eredménye arra utal, hogy az egyes termékek
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megjelenése és a szubsztrat fogyasa kinetikailag teljesen kiilonb6zd folyamatok eredménye. (8.
abra). Mivel a RecQS5 béta altal katalizalt reakcid sordn minddssze masfél perc alatt elfogy az
Osszes szubsztrat, de a kétszali 30mer csak joval ez utan jelenik meg, ezért feltételezziik, hogy a
RecQ5 béta miikodése sordn a villa eldszor valtozatos modon, mindazonaltal teljesen
szétszerelddik oligokka, heteroduplexekké. Ezt kovetden az egyes termékek Osszeolvadhatnak
oly modon, hogy a villa megforditasat illetden diagnosztikus kétszalu 30mer is megfigyelhetd,
azonban ebben az esetben ennek megjelenése a szubsztrat processzalasatol alapvetden fiiggetlen
esemény (12. 4bra, 6. és 10. reakcidok). Ahhoz, hogy a RecQ5 béta altal katalizalt reakcio
mechanizmusat minden részletében helyesen interpretalhassuk sziikséges lenne a kisérlet sokkal
koriiltekint6bb markerelése, mint példaul a parcialis villdk és az egyszali 75mer marker
alkalmazasa. Ennek hidnyéaban is alappal jelenthetd ki, hogy a RecQ5 bétanak bizonyosan nincs
villamegfordité aktivitasa, és a szakirodalomban ezt illetden fellelhetd kovetkeztetések
alapvetden hibasak. Az eredmény demonstralja, hogy reakcio kinetik4janak vizsgdlata az adott
kisérleti elrendezésben elengedhetetlen, tovabba azt, hogy az a Rad5 altal katalizalt reakcid

mechanizmusanak részleteit illetden valoban informativ.

i i 12. abra Az éabra a RecQS5béta helikaz hatasat

p Q.\i;.‘? mutatja altal katalizalt reakci6é kinetikajat mutatja

Idotartam &:\,\9:; \_;?\1)\‘*;,.\?&1}%;{\2%? be olyan homolog replikaciés villa model
(perc) i szubsztraton, ahol az egyik (jonnan szintetizalodo

m - = szalat és a vele ellentétes sziildi szalat modellez6
. “(7/ 75 oligonukleotidokat  jeloltik  radioaktivan. A
* radioaktiv jelre csillag, az Ujonnan szintetizal6do

4 < 30/75 szalakat modellez6 oligonukleotidok 3’ végére

. ‘_ < 75/75 nyilhegy utal. A modell szubsztratot nyilhegy
jeloli, és feltiintettik az egyes oligonukleotidok

< 30730 hosszat. A kisérletben a reakci6 inkubalasa soran az

oo egyes idOpontokban mintat vettiink és vizsgaltuk a
’ < 30 processzalt szubsztradt mennyiségét. Az egyes
reakciokat az abra aljan egyedi szamozas jeloli, és a

123456789101112 reakciok hosszat az abra tetején tiintettiik fel. DNS

molekulastily markerként kétszali 75mert és kétszala 30mert hasznaltunk (1-es és 2- szammal, valamint nyillal

jeldlve). Ugyancsak nyil jeloli a reakcié termékei koziil az egyszalti 30mert és a 30/75 parcialis heteroduplexet; ezek
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elfogyott a reakcid inditasat koveté 1.5 perc mulva (6. reakcid) a kétszali termék csak 12 perc elteltével (10.
reakcid) jelenik meg. Ez egyértelmiien arra utal, hogy a RecQ5béta nem a villa megforditasaval processzalja a

szubsztratot.

A RadS aktivitasa a ,,csirkelab” szerkezet modelljén

A replikaciés villa megforditdsa utdn kialakulé négykart szerkezet alapvetden kiilonbozik a
kiindulasi szerkezett6l, de bizonyosan szubsztratja a reakcionak. Ebbdl kovetkezden a Rad5
képes kell legyen olyan szubsztrat mozgasanak katalizalasara (branch migration), mely modellje
a ,.csirkelab” szerkezetnek. Kiemelendd, hogy ebben az esetben is igaz, hogy a négykari
szerkezet mozgatasa ¢s helikdz-szerli szétoldasa bizonyosan kompetitiv mechanizmusok; a Rad5
fehérjétdl a fentiek fényében azt varjuk, hogy mozgassa a szubsztatot, ami mozgathato, de ne
legyen hatasa a statikus szerkezetre. Megvizsgaltuk tehat a Rad5 hatasat egy olyan négyszalu
szerkezeten ahol a négy kar kozott nincs homologia, és egy olyan szerkezeten, ahol a karok
homoldgok; ez utdbbi esetben sziikséges, hogy a szubsztrat spontdn mozgésat limitaljuk azzal,
hogy legalabb a négy kar vége ne legyen teljesen homoldég. Ez a tény sajnos nyilvanvaldéan
csokkenti ennek a szubsztratnak az értékét abbdl a szempontbdl, hogy mennyire j6 modellje a
megforditott villanak. A kisérlet eredménye a 13. dbran lathatd, mely szerint a Rad5 nem hat arra
a négyszall szerkezetre (X0), ahol a karok ko6zo6tt nincs homologia, de képes a mozgathato
szerkezet (X12) processzalasara (13. abra). Lényeges megjegyezni, hogy a Rad5 ebben a kisérleti
elrendezésben lényegesen kevésbé hatékony Osszehasonlitva azzal az aktivitdssal, amit a
homolog villan figyelhetiink meg (10. &bra, ,,B” panel, 2 reakcio, 6sszehasonlitva a 13. abra 12.
reakciojaval). A legvaldszinlibb magyardzata ennek, hogy a szerkezet mozgatdsa soran a Rad5
nem képes lekiizdeni a karok végén talalhatd heterologiat, és ezért a szubsztrat spontan
szétolvaddsa ezeken a pontokon elengedhetetlen feltétele a termék megfigyelésének.
Mindazonaltal, ezen kisérleti rendszer korlatait nem szem eldl tévesztve is nyilvanvalo, hogy a

2

Rad5 képes a ,,csirkelab” szerkezet modelljének a mozgatisara, de nem annak egyéb mddon

torténo atalakitasara.
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S 13. abra Az kisérlet a Rad5 ,,csirkelab” mozgatd

képességét (branch migration activity) demonstralja.

A teszt soran egy teljesen heterolog (XO0), és egy
I50

“ - *2 parcialisan heterolog szerkezeten (X12) vizsgaltuk
50 gs0

azt, hogy a Rad5 képes-e barmelyik szerkezet

processzalasara. Azt, hogy az egyes reakciokban mely
szubsztratot hasznaltuk az abra aljan megjeloltiik; az
— egyes reakciokat egyedi szamozas is jeloli. Az egyes
M <. gy 2y J gy
\ reakciokban hasznalt enzimkoncentraciot az abra
tetején tlintettiik fel. A modell szubsztratot nyilhegy

. ‘ (——*—/ jeloli, és feltiintettiik az egyes oligonukleotidok

hosszat. A radioaktivan jelolt 5° véget csillaggal

1 23456789101112 . 1
IXO szerkezet IXIEszcrkczcll jeloltik meg. DNS markerként egyszala S50mer

oligonukleotidot hasznaltunk.
A kisérlettel kapcsolatban meg kell jegyezni, hogy a parcialisan heterolog szerkezet nem tdkéletes modellje a
,csirkelabnak”, ugyanis a szubsztrat stabilitisa érdekében a karok vége 19-20 bazisparnyi darabon heterolog.
Amennyiben ez a szerkezet szimmetrikusan processzalodik, a reakcid terméke egy Y-alaki molekula lesz; ha

aszimmetrikusan, akkor az egyik lehetdség az egyszalu 50mer képzddése lesz. Az ezeknek a lehet6ségeknek

sty

,csirkelab” szerkezet vandorlasat katalizalni, de nem képes annak egyéb modon torténd processzalasara.

A RadS5 aktivitasa plazmid méretii replikacios villa modell szubsztraton

A replikdcios villa vezetd szalanak a blokkja nem feltétleniil jelenti a késlekedd szal
szintézisének a blokkjat; in vivo ez a jelenség nélkiilozhetetlen ahhoz, hogy a replikacios villa
megforduldsa produktivan jaruljon hozza a blokkolt replikaci6 menekitéséhez. Ebbol
kovetkezden a blokkolt replikéacids villa aszimmetrikus, a két sziiletd szal hossza nem egyezik
ugy, mint az a fentebb hasznalt oligo alapu modell szubsztratok esetén megegyezett (Cordeiro-
Stone és mtsai, 1997; Cordeiro-Stone és mtsai, 1999; Pages és Fuchs, 2003; Svoboda és Vos,
1995). Tovabba, a replikacios villa megforditasa in vivo olyan mértékii, hogy a ,.csirkelab”
kozépso ujja akar a 4 kilobazis hosszusagot is elérheti (Higgins és mtsai, 1976). Ahhoz, hogy az
in vivo replikacios villa szerkezetének ilyen aspektusait is modellezni tudjuk sziikséges volt egy
olyan replikaciés villa modell szubsztrat eldallitdsa, amely aszimmetrikus, és tobb kildbazis

méretll. Ezt a szubsztratot két, Iényegében azonos szekvenciaju, plazmid molekula
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Osszeolvasztasaval hoztuk létre (Ralf és mtsai, 2006). Technikailag ez ugy oldhaté meg, hogy
mindkét plazmid tartalmazza a BbvCIl restrikcidos endonukldz felismeréhelyeit, mégpedig
kozvetleniil egymas utan tobb hasitohelyet is. A BbvClI két alegység heterodimerje, mind a két
alegység Oonmagaban is aktiv, de csak az egyik szal hasitisara képes. A szubsztrat eléallitasa
soran az egyik plazmidot (pG46) a BbvCI enzim Nt.BbvClI nevii alegységével hasitottuk, ami
egy 46 nukleotid hosszusagu folytonossagi hianyt hoz létre a plazmidon (pG46B). A masik
plazmid (pG68) Nb.BbvCl emésztése egy 64 nukleotidnyi rést hoz létre (pG68A), ami
komplementer a pG46B megfeleld részével. A radioaktivan jelolt pG46 plazmid (pG46B’) és a
linearizalt pG68A (pG68AXh) dsszeolvadasaval 1étrejovd szerkezet az dbran illusztralt médon
modellje egy olyan replikécios villanak, ahol a késlekedd szal 14 nukleotiddal hosszabb, mint a
modell szubsztrat vezetd szala (14. abra, ,,A” panel). A radioaktiv jel a villa megforditasa sordn a
cirkularis kornyezetbdl atvandorol a ,csirkelab” kozépsé ujjara, amit restrikcids emésztéssel
kovethetiink. A kisérlet eredménye egyértelmiien arra utalt, hogy a Rad5 képes ATP fiiggd
modon ennek a modell szubsztratnak a megforditasara, és a villa megfordulasdnak a mértéke

Osszemérhetd az in vivo megfigyelésekkel (14. abra, ,,B” panel).

A 14. abra Az abra ,,A” része a kisérlethez hasznalt szubsztrat

pGB8AXh v - - . .
szerkezetét illusztralja. A két komplementer plazmid

\-‘\“LY"HN Xhol
AT\\RXSF Osszeolvadasa replikacios villara emlékeztetd szerkezetet

+ H hoz Iétre (szigmoid-szerkezet), ahol az egyik kar, amelyik a
szintézis vezetd szalanak a modellje linearis, a masik kar,
\ amelyik  radioaktiv ~ (csillaggal  jeldlve)  cirkularis

& kornyezetben helyezkedik el. A villa ATP és Rad5 fiiggd

megfordulasa (a szigmoid szerkezet alfa szerkezetté
<R alakulasa) kovethetd az alapjan, hogy egyedi restrikcios
~Xh RH hasitohelyek a reakcié sordn a cirkuldris kdrnyezetbél a

RAnS NYFS linearisba keriilnek at a ,,csirkelab” kozépsé Wjjaként. Az

+ATP a-szerkezet
NyE g X egyedi restrikcios helyeket betiikkel roviditve adjuk meg az

R . .
\/\4_&@\ alabbiak szerint: Avrll: A; BamHI: H; EcoRI: R; BsaXI: X;
u-szerkezet

5 Sapl: S; AfIIIIL: F; BseYI: Y; AlwNI: N; Xhol: Xh.
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Az abra ,B” része azt demonstralja, hogy a Rad5 (80nM)

pG46B°/
B = pG68AXh ATP hidrolizisével képes a plazmid méretii replikacios villa
_‘E% [ A \ model szubsztrat (pG46B’/pG68AXh) megforditasara. Az
% . E%g_ % '5‘:‘5- E:E aktivitds monitorozasara hasznélt restrikcidés endonukleazok
?_JE" «EES??E‘ -—?::_:f é nevét az abra tetején tiintettiik fel, és a kép mellett nyil,

valamint a hasznalt enzim nevének a roviditése jeloli a
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Zarojelben a hasitasi termék
méretét tiintettiik fel. Radioaktivan végjeldlt pUC19 Hpall
M N (863)  DNS létrat hasznaltunk molekulasuly markerként.

. A kisérlet eredményeként jol lathatd, hogy a ,.csirkelab”
~ = kozéps6é tUjja akar 863 bazispar hossza is lehet. Ez
1 M <5329

< O0sszemérhet6 azzal a becsléssel, amit az in vivo reakcio
- mértékére adhatunk.

3

. ey <R (80)

-

-

L L J

T T
AMP PNP ATP

Az, hogy a reakcid egy ,.csirkelab” intermedieren keresztiil zajlik feltételezi azt, hogy a villa
megforditdsa soran az egyes restrikciés helyek egy bizonyos sorrendben jelennek meg a
,csirkeldb” kozépsd Ujjan, azaz a reakcid progressziv. A korabban ismertetett kisérleteink arra
utalnak, hogy a Rad5 nem képes atlépni viszonylag kisméretii szekvencia heteroldgidkon. Ebbdl
az kovetkezik, hogy a plazmid méretli szubsztraton egy ilyen heterologia meg kell, hogy éllitsa a
szubsztrat tovabbi processzalasat. Ennek a lehetdségnek a vizsgalatira a pG68 plazmid Sapl
helyére egy 30 bazisparnyi heteroloég szekvenciat épitettiink be (pG68Sapl(Het)) €s a fentiekben
részletezett modon létrehoztuk a heterologidt hordozé plazmid méretli szubsztratot (pG46B°/
pG68Sapl(Het)AXh. A kisérletben valoban jol lathatd volt, hogy bar ez a valtozas alapvetden
nem érinti a szubsztrat processzalhatosagat, de azokat a restrikcios termékeket, amelyek a villa
heteroldgian tulterjedé megforditasara utalnak nem lehetett megfigyelni (15. abra). Ez a kisérlet

igazolja, hogy a Rad5 4ltal katalizalt reakci6 progressziv.
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o o 15. abra Az 4&bra a plazmid méretii
pG46B pG46B

p(j4(;B‘ p(i(i&'}}{h pGo68 Sapi{l let)AXh replikécios villa modell szubsztrat

megforditdsanak progressziv mechanizmusat

pUC19 Hpa II

demonstralja. A Rad5 koncentricidja
valamennyi reakcioban 80nM volt. A

kisérletben hasznalt szubsztratok, és a reakcio

A < N(863) monitorozasara hasznalt restrikcios
= =Y (756) endonukleazok nevét az abra tetején tiintettiik
T (452 )

. - F52) fel. A kép mellett nyil, valamint a hasznalt
= - 5 (Het) (329)

. b U - X (305) enzim nevének abra szerinti roviditése jeldli a

: hasitasi termék pozicidjat. Zarojelben a

asitasi  termé méreté lntettil el.

hasita t k tét  tlntettik fel

- e <— R (36) Radioaktivan végjelslt pUCI9 Hpall DNS

= =) . - H(61) létrat hasznaltunk molekulasuly markerként.

A Kkisérlet soran a pG46B’ szolgalt negativ

¢ » . ~— A36) kontrollként. A pG46B’/pG68AXh szubsztrat

a reakcio pozitiv kontollja, ebben az esetben a
szubsztrat megforditasanak utjaban nem all
szekvencia heterologia. A pG46B’/pG68Sapl(Het)AXh szubsztrat egy 30 bazisparnyi heterologiat tartalmaz a pG68
Sapl helyére épitve (sziirke nyilhegy jeloli). A kisérlet eredménye alapjan a heterologia ,,elott” elhelyezkedé DNS
szal része a ,,csirkelab” kdzEépso vjjanak, de az azt ,kovetd” szal mar nem; erre utal, hogy az AfIIII, BseYT és AlwNI
enzimek hasitasanak megfeleld linearis termékeket a pG46B’/pG68Sapl(Het)AXh a szubsztrat processzalasa soran
nem figyelhetjiik meg. A tény, hogy a villa megforditasa a heterologian elakad azt implikalja, hogy a reakcio

mechanizmusa progressziv.

A plazmid méretli szubsztraton is megkiséreltiik belatni, hogy a reakcié nem jar a szubsztrat
jelentds széttekerddésével. Ha jelentdsebb hosszlisagli egyszali DNS intermediere lenne a
reakcionak, akkor egyszalt DNS koté fehérjék jelenléte stabilizalhatja ezt az allapotot és
megakadalyozhatja az egyes szalak 6sszeolvadasat a csirkelab kozépso ujjava. A kisérlet soran a
villa megforditasat a szubsztrat BamHI hasitdsaval kovettiik, és az egyszala DNS koto fehérje
amit hasznaltunk az Escherichia coli SSB (single stranded DNA binding protein) fehérjéje volt
(16. abra). Az egyszali DNS koto fehérje semmilyen hatdssal nem volt a Rad5 altal katalizalt
reakciora, ebbdl kovetkezden a reakcid mechanizmusanak nem része az egyes DNS szalak

extenziv letekeredése.
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Rad5 - 5 10 20 40 80 16. abra A bemutatott kisérlet soran a Rad5 aktivitasat teszteltiik

(nM) plazmid méretli replikacios villa modell szubsztraton egyszali
“ = s amaw 0OnMSSB  DNS kot fehérje jelenlétében. A pG46B’/pG68AXh szubsztrat

megforditasat BamHI emésztéssel monitoroztuk. Az egyes

- “ 460 nM SSB reakciokban hasznalt enzimkoncentraciot az abra tetején, az
— N
egyszali DNS koté fehérje mennyiségét (E. coli SSB) pedig a

BamHI fragmentek kép jobb oldalan tintettik fel. Az SSB jelenléte nem gtolta a

Rad5 aktivitasat, ami arra utal, hogy a reakcié mechanizmusanak

nem része az egyes DNS szalak extenziv letekeredése.

A Rad5 DNS kotésének vizsgalata

A heterolég €s homolog villa megkiilonbdztetésébdl nyilvanvalo kell legyen, hogy a RadS5
aktivitdsa nem azért korlatozodik a replikécios villa megforditdsara, mert a replikacios villa az
egyetlen szubsztrat amit kot; a szubsztratspecifitds feltehetdleg a reakcidé mechanizmusabol
kovetkezik. Nem megkeriilhetd azonban az a lehetdség, hogy a specifitdsnak része a szubsztrat
struktaraspecifikus kotése; ez mar csak azért is izgalmas lehetdség, mert lehetdséget kinal annak
megértésére, hogy miként azonosithatja a Rad5 a leendd szubsztratjat in vivo. Gél retardacios
kisérletben teszteltik a Rad5 kotését kétszalo 75mer DNS-hez, Y-villdhoz, heterolog
szimmetrikus villdhoz és statikus ,,csirkeldb” modell szubsztratokhoz (17. abra, ,,A”-,,D”). A
kisérlet eredménye szerint a Rad5 egyforman jol koti mind a négy szubsztratot. Ez arra utal, hogy
a Rad5 nem strukttraspecifikus fehérje, és a kotdhelye lehet barmilyen kétszali DNS. A szamos
egyéb szubsztrat mellett, amit hasonld kisérletben teszteltiink egyediill az egyszala DNS
szubsztratokat nem kotdtte a RadS (nem bemutatott adat). Ez 6sszhangban van azzal a korabbi
eredménnyel ¢és sajat kisérleteinkkel is, hogy a Rad5 nem egyszali DNS transzlokazként, azaz

nem helikazként miukodik.
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17. abra A kisérlet soran a Rad5 kotését teszteltiik kétszaltt 75mer DNS, Y-villa, heterolég szimmetrikus villa és

statikus ,,csirkelab” (X0) modell szubsztratokon (A-D). Az abra feltiinteti a radioaktivan jeldlt szubsztatok sematikus

V4

V4

amely a proba 50 szazalékanak megkdtéséhez sziikséges mind a négy esetben kortilbeliil 20nM volt. Ez arra utal,
hogy mind a négy szubsztratot kozel egyforma erdsséggel koti a Rad5. Néhany esetben tobb DNS-fehérje komplexet
is felismerhetiink. Azt a feltevést, hogy a Rad5 felismerdhelye egy legalabb 25 nukleotid hossza kétszala DNS
lenne, alatdmasztja, hogy azokon a szubsztratokon figyelhetjiikk meg tobb DNS-fehérje komplex kialakulasat, melyek

tobb ilyen kotéhelyet kinalnak a Rad5 szamara.

A RadS kétszali DNS transzlokaz aktivitasanak vizsgalata

Mivel az elézéekben belattuk, hogy a Rad5 kétszala DNS-hez nem struktiraspecifikusan kot,
ezért felvetddik, hogy a funkcigjat a kettds hélix mentén mozogva latja el, azaz elképzelhetd,
hogy a Rad5 egy kétszala DNS transzlokdz. Az egyszali DNS transzlokdz aktivitas probdja,
hogy a vizsgalt fehérje képes-e¢ a kettés hélix széttekerésére olyan modon, ami fiigg a duplex
région tulnyulo egyszali DNS-t61, ez utobbi ugyanis a transzlokacié valodi szubsztratja, €s nem a
kettés hélix aminek, a széttekeredését kovetjiik. Hasonloképpen, a kétszala DNS transzlokéaz
aktivitas probaja, hogy a vizsgalt fehérje képes-e harmas hélix széttekerésére oly modon, hogy
annak feltétele a harmas hélixen tilnyul6 kétszala DNS jelenléte (Saha és mtsai, 2002). A DNS,

mint triplex varatlannak tiinhet, de kisérletesen 1étrehozhat6 ilyen szerkezet, ennek az alapja az,
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hogy a DNS bdazisai nemcsak a jol ismert Watson-Crick mddon képesek egymadssal parosodni,
hanem az ugynevezett Hoogsteen felsziniikkel is. A triplexben két szal a Watson-Crick felszinén
keresztiil parosodik, ¢és a harmadik szal a Watson-Crick felszinével parosodik a vele

komplementer szl Hoogsteen felszinével. Ezt a lehetdséget az alabbi abra illusztralja (18. abra).
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18. abra A kép a triplex DNS-ben az egyes bazisok kozott kialakuld hidrogénkotéseket mutatja be. A T-A-T
tripletben az adenin felett elhelyezkedd timin a Watson-Crick felszinével parosodik az adenin Hoogsteen felszinével.
A C'-G-C triplexben a guanin felett elhelyezkedd protonalt citozin Watson-Crick felszine alakit ki a guanin

Hoogsteen felszinével hidrogénkotést.

Az altalunk hasznalt szubsztrat esetén a kétszalit DNS transzlokacidt a radioaktivan jelolt triplex
formalo oligo (TFO) eltavolitasaval kovethetjiik (19.4bra, ,,A” panel). A kisérlet alapjan, melyet
a 19. abra mutat be, a Rad5 valdban egy kétszalo DNS transzlokdz, amely aktivitisa ATP
hidrolizisét igényli (19. éabra, ,,B” panel). Szamos megfigyelés tdmasztja ala, hogy az adott
kisérleti rendszerben a Rad5 szubsztratja a kétszala DNS és nem a triplex maga. El6szor is, a
triplex két oldalan talalhat6 kétszalu régid csonkolasa drasztikusan csokkenti a TFO eltavolitasat
(19. abra, ,,B” panel). Masodszor, ha a triplex egyik oldaldn a tilnyul6é duplexet csonkoljuk, és a
masik oldalon kozvetleniil a triplexet megel6zden akar az egyik, akér a masik szalon 1étrehozunk
egy 12 nukleotidnyi rést, akkor az szintén géatja a Rad5 mikodésének ezeken a szubsztratokon

(19. ébra, ,,C” panel).

Erdekes jelenséget figyelhetiink meg, ha a rés méretét 6 nukleotidra csokkentjiik, ennek hatasa a

két szalon ugyanis nem egyforma. Ha a rés a 3’ hidroxil végli szdlon van, akkor az teljesen
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megakadalyozza a Rad5 transzlokacidjat, de az azonos nagysagu folytonossagi hidny a masik

szalon nincs ilyen hatassal (19. abra, ,,C” panel).
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19. abra Az abra a Rad5 ATP fiiggo kétszalu
DNS transzlokaz aktivitasat demonstralja. Az
abra ,,A” panelje a kisérlethez hasznalt
triplexek szerkezetét illusztralja. A triplex
bazisan feltiintettiilk az egyes szubsztratok
preparalasa soran felhasznalt restrikcios
enzimek  felismerdhelyeit. = Valamennyi
kisérletben a triplex formalé oligot (TFO)
jeloltiik radioaktivan (az abran csillaggal
jelolve); azt, hogy az egyes reakcidokban
mely szubsztratot hasznaltuk az abra aljan a
szubsztrat sematikus képével illusztraljuk. A
triplex bazisan a folytonossagi hiany
méretére a 6-o0s, vagy a 12-es szam utal
(pirossal szedve). Az egyes reakcidkat egyedi
szamozas is jeloli. Az egyes reakciokban
hasznalt enzimkoncentraciot az abra tetején
tiintettik fel. DNS markerként radioaktiv
TFO (34mer) szolgélt.

Az abra ,B” részén a Rad5 kétszala DNS

transzlokdz aktivitasatat hasonlitottuk Ossze

egy olyan triplexen, amely a triplex région talnyalo kétszalt régiot tartalmaz, és egy olyanon, ahol a kétszalt

talnyuld régiot eltavolitottuk. Az eredmény alapjan a triplex régioval szomszédos kétszala DNS részlet sziikséges,

rrrrrr
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Az éabra ,,C” részén a Rad5 kétszalu DNS transzlokaz aktivitasatat hasonlitottuk 6ssze olyan triplexeken, ahol a
triplex région tulnyulo kétszalu régio intakt, vagy annak az egyik, illetve a masik szalan meghatarozott nagysagu
folytonossagi hianyt hordoz. Az eredmény arra utal, hogy bar a duplex két szala nem egyenértékii a transzlokacio

soran, de alapvetden mindkét szal épsége sziikséges ahhoz, hogy az hatékonyan végbemehessen.

Ennek a magyarazataként azt feltételezziik, hogy a Rad5 fehérje minimum két ponton képes a
DNS-sel interakcioba 1épni, és az egyik DNS koté domén (domén ,,A”) jorészt csak a kétszalu
DNS egyik szalaval 1¢ép interakcioba, a masik (domén ,,B”) pedig mind a kettével egyforman.
Abban az esetben, ha a domén ,,A” az, ami a transzlokécio soran eldl halad, és megszakad annak
a DNS szalnak a folytonossaga amihez kot, akkor ez érthetd6 modon gatja lesz a fehérje
tovabblépésének. A masik szal kisméretli folytonossagi hidnya ebben az esetben nyilvanvaléan
nem jelent akadalyt. A modell szerint a domén ,,A” altal felismert szal ugy mukodik, mint a
transzlokacid vezeté szala és a RadS azon 3°-5° polaritassal mozog. Ugy gondoljuk, hogy a
domén ,,B” szamara azért nem akadaly a DNS hat nukleotidnyi folytonossagi hianya, mert az,
hogy az egyik széllal egy ekkora darabon nem alakit ki interakciot, az nem befolyasolja a masik
szal kotését. Nem hagyhat6 azonban figyelmen kiviil, hogy bar az egyik szal folytonossagi
hianya sulyosabb kdvetkezménnyel jar a transzlokéciora, mint a mésik szl folytonossagi hidnya,
a leghatékonyabban mégis az intakt szubsztrat processzalodott a kisérlet soran; hasonlitsuk csak
Ossze az abran a 2-tdl 7-ig szamozott reakcidkat a 16-t6l 21-ig szamozott reakcidkkal (19. dbra,

,C” panel). Ez arra utal, hogy a hatékony transzlokdcidhoz mindkét DNS szl integritasa
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szlikséges. Az, hogy a Rad5 mekkora méreti folytonossdgi hidnyt képes atlépni bizonyosan
Osszefiiggésben van azzal, hogy mekkora Iépéseket tesz a transzlokacid soran. Ennek a

jelentéségére az eredmények megvitatasakor tériink ra.
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Az eredmények megvitatasa

A Rad5 miikédésének modellje

A Rad5, hasonléan mas SWI/SNF2 csaladba tartoz6 fehérjékhez egy kétszali DNS transzlokéz.
A SWI/SNF2 csaladba tartozo fehérjék jo részének a feladata a kromatin szerkezetének
atrendezése (chromatin remodeling) és ehhez a feladathoz a DNS transzlokaz aktivitasuk
szolgéltatja a mechanisztikus alapot (Lusser és Kadonaga, 2003). Lényeges megjegyezni, hogy
kevés kivétellel ezek az enzimek multiprotein komplexek motor alegységeként latjak el a
feladatukat, s az izolalt motor alegységnek altalaban nincs, vagy csak nagyon limitalt hatdsa van
a kromatin struktarajara (Saha és mtsai, 2002). Az altalunk azonositott aktivitas a Rad5 sajatja, in

vitro legalabbis nem igényli jarulékos fehérjék jelenlétét.

Hogyan lehet képes egy kétszali DNS transzlokaz a villa megforditasara, hiszen ezt a funkciot
inkabb varnank el egy helikaztol? Mi azt feltételezziik, hogy a Rad5 aktivitasa a replikacios
villan biokémiailag leirhat6 lehet a kromatin szerkezetének atrendezése mintdjara Uigy, mint a
DNS szalak atrendezése (a chromatin remodeling mintajara: DNA strand remodeling, DSR).
Latni kell azonban, hogy ez egy nagyon specialis transzlokazt igényel, elvileg ugyanis nincs
akadalya annak, hogy egy DNS transzlokaz a replikacios villa egyik szalarol egyszertien atlépjen
a masik szalra, és tegye azt anélkiil, hogy komplementer szalak parosodasat megvaltoztatna.
Valdban, az ismert kromatin atstrukturalé komplexek és DNS transzlokdzok koziil egyetlen egy
enzimrdl tudunk, aminek a DNS szerkezetére a Rad5 aktivitdsara némileg emlékezteté hatasa
lenne, szamosrodl pedig bizonyosan tudjuk, hogy nincs ilyen szerepe. Az emlitett kivétel a Rad54
fehérje, aminek a szerepe a rekombinicioban a Holliday szerkezet vandorlasanak katalizise
(Bugreev ¢s mtsai, 2007; Bugreev ¢és mtsai, 2006). A hasonlosdg a Rad5-tel azonban
meglehetdsen feliiletes, hiszen a Holliday szerkezet vandorlasanak nincs olyan termodinamikai

akadalya, mint amit a villa megforditasa jelent.

Modelliink szerint a Rad5 a villa megforditasa soran a még nem replikalodott sziildi szalat ismeri
fel és a transzlokacid soran a replikacids villa eldgazasi pontja felé halad (20. abra). (Be kell

latnunk ugyanis, hogy barmelyik ndvekvd szdlon a transzlokacionak végpontja lesz a
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szintetizaloddo DNS utols6 beépiilt nukleotidja, azaz ahol a kétszala DNS folytonossaga
megsziinik). Amikor a Rad5 eléri a villa elagazasi pontjat a tovabbhaladas utjaban két dolog all,
az egyik a szintetizal6do szal maga, és az a tény, hogy az eldgazasnal a DNS nem formal kettds
hélixet. Ezt kovetden a Rad5 DSR aktivitdsa eltdvolitta a szintetizalodott szalat a
komplementerétdl, mindazonaltal az eldgazasi pontban immaron hidrogénkotést nem formald
nukleotidok parosodasa elengedhetetleniil sziikséges az elagazasi pont zarasdhoz. Ha ez feltétele
a tovabbi transzlokacionak, akkor az megmagyarazza azt, hogy miért nem viselkedik a Rad5
fehérje helikdzként, hiszen minden egyes 1épésben annyi hidrogénkotés szakad fel a sziildi €s az
ujonnan szintetizal6doé szal kozott, amennyi hidrogénkotés kialakul a két sziildi szal kozott. In
vivo a Rad5 ilyen ciklusokon keresztiil tavolithatja el a blokkolt replikacids villa késleked6 szalat

crer

elképzelhetjiik hasonlé mechanizmus alapjan, mint ahogy a késlekedd szal eltavolitasat.

Ha a két szal alapvetden fliggetlen modon tekerddik le, akkor mi hozza létre a ,,csirkelab”
kozépso vjjat? Nem feltétleniil kell komplikalt mechanizmusra gondolni akkor, ha feltételezziik,
hogy a folyamat apro 1épésekkel halad, ebben az esetben ugyanis a komplementer sziilet6 szalak
mindig elég kozel lesznek egymdéshoz, hogy a kapcsolat akdr spontdn kialakuljon. Masképp
megfogalmazva, ha a [épések mérete mondjuk 5 nukleotid, akkor a két sziiletdé szal
komplementer része bizonyosan nem keriil tavolabb egymastol, mint amit ez a tavolsag a térben
jelent. Az, hogy az in vitro reakciora nincs hatassal az E. coli egyszala DNS koto fehérjéje azt
mutatja, hogy a 1épés mérete bizonyosan kisebb, mint ezen fehérje minimalis kotéhelye. Még
kozelebbi becslést adhatunk a 1épés méretére, ha felidézziik, hogy a kétszali DNS transzlokéaz
kisérlet szerint egy 12 nukleotidnyi folytonossagi hiany a DNS barmely szalan megakadalyozza a
minimum két ponton kapcsolddnia kell az enzimnek, ezért a 1épés mérete valdsziniileg kisebb,
vagy egyenld, mint 6 nukleotid. A 20. abran bemutatott modell szerkesztésekor feltételeztiik azt,

hogy a 1épés mérete kettd nukleotid.
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20. abra A modell a replikacids villa megfordulasanak egyes Iépéseit illusztralja. A szintézis késlekedd szalat
narancssarga, a vezet0 szalat zold, a sziil6i szalakat kék és piros szin jeloli. A kiindulasi villa késlekedd szala 4
nukleotiddal hosszabb, mint a vezetd szal. A nyilhegy a Rad5 mozgasanak iranyat jelzi a transzlokacié soran. A
modell szerkesztése soran feltételeztiik, hogy a Rad5 a transzlokacié soran minden egyes 1épéssel két nukleotidnyi

tavolsagot tesz meg. A képen bemutatott négy 1€pés sorrendjét szamozott nyilakkal jeloltik.

Azt kovetden, hogy a polimeraz feltolttte a ,,csirkeldb” kozépsd ujjat, a négyszalu szerkezet
mozgatasdval a replikacids villa helyredll. Ezen szerkezet mozgatdsdhoz a Rad5 elégségesnek

latszik, de annak iranya immaron ellentétes kell legyen a villa megforditasanak iranyéval. Arra,
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hogy mi az a dontés, ami a vandorlas irdnyat megszabja és sziikség esetén megvaltoztatja, nos,

erre a modell ebben a formajaban nem ad valaszt.

A modell alapvetden egy olyan villa megforditasat irja le, ami nem kérosodott, de ugy gondoljuk,
hogy a kérosodott villa megforditasa is igy mehet végbe. Az ilyen szerkezetek processzaldsa
soran valhat 1ényegessé az egyes 1épések mérete abbol a szempontbol, hogy bizonyos gyakori
DNS hibak, mint az UV indukalt pirimidin dimerek két nukleotidot is érintenek egyszerre. Ha a
transzlokacid sordn az egyes lépések mérete nagyobb, mint maga a kdrosodas, akkor a villa
megforditdsa soran a Rad5 képes lehet ezeken atlépni. Ezért ugy becsiiljiik, hogy a Rad5
1épéseinek a mérete feltehetSleg nagyobb, mint két nukleotid. Erdekes megjegyezni, hogy az
¢lesztd sejtekben bizonyos ismétlodd szekvencidk, jellemzdéen két nukleotidnyi ismétlédések
lényegesen instabilabbak, mint a genom tdbbi része. Rad5 hianyaban ez ilyen szekvencidk
stabilabbak, azaz a Rad5 miikodése eldsegiti ezen szekvencidk instabilitdsat {Johnson, 1992 114
/id}. Ez némileg 0sszecseng a Rad5 miikddésérdl kialakitott modelliinkkel; ha a Iépések mérete
mindossze néhany nukleotid és a csirkelab kozépsd wjja spontan alakul ki, akkor ez a
mechanizmus pontosan az ilyen rovid, minddssze néhany nukleotid hosszusagi ismétlodo
szekvenciak instabilitdsat segitheti eld azzal, hogy lehetdséget ad a replikacid sordn a templat-
primer egy elcsuszott keretli Osszeolvadasara. Lehetséges, hogy ez az a kockazat amit a sejt a

replikacios villa komplikalt atrendezéséért kénytelen vallalni.

Lényeges megjegyezni, hogy a villa megforditdsanak fentebb ismertetett modellje 1ényegében
csak azt képes leirni, hogy a DNS szerkezet miként valtozik a Rad5 altal katalizalt reakci6 soran,
de nem informativ azt illetéen, hogy a Rad5 fehérjével mi is torténik az egyes 1épésekben. A
modell szandékoltan minimalista abban az értelemben, hogy a 1étezd legkevesebb ,,specidlis”
funkciot tulajdonitja a Rad5 fehérjének. Nem része a modellnek az, hogy a Rad5 interakcidja a
villaval milyen, az adott struktirara specifikus moédon valoésul meg. A tény, hogy a Rad5 nem
strukturaspecifikus DNS kot6 fehérje arra utalhat, hogy a replikacids villa megforduldsa soran a
szubsztrattal kialakitott interakcidjanak nem feltétleniil része a szintézis késlekedod €és/vagy vezetd
szalaval kialakitott interakcid, azaz nincs olyan specialis DNS koté doménje a fehérjének, ami
csak a villa megkotésénél jatszik szerepet. Elképzelhetd azonban, hogy a Rad5 fehérje egyes

DNS koté doménjei kozotti kapcesolat flexibilis annyira, hogy képes athidalni a villa elagazasi
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pontjat és a produktiv Rad5-szubsztrat komplexben a Rad5 egyszerre alakit ki a sziiléi és az
ujonnan szintetizalodo szalakkal DNS-fehérje interakciot. Hasonldan nem vilagos, hogy az egyes
ujonnan szintetizal6do szalak eltdvolitasa miként torténik; mikodhet-e tigy a RadS, mint egy
molekularis méretli vésé, vagy csak azt haszndlja ki, hogy a DNS végek kornyékén a
hidrogénkotések akar rovid ideig tartdé megsziinése is lehetdvé teheti azt, hogy a fehérje ijabb
1épést tegyen ¢€s ezzel megakadalyozza a végek visszaolvadasat. Végezetill, feltételeztiik ugyan,
hogy a ,,csirkelab” k6zEépso 0jja akar spontan is kialakulhat, de ezzel egyiitt elképzelhetd, hogy a
Rad5 rendelkezik egy olyan doménnel, ami az egyes szalakat a villa mozgatasa soran végig olyan
pozicidban tartja, ami azok parosodésat eldsegiti. Minden olyan mechanisztikus részlet, ami a
fehérje egy bizonyos ,specidlis” funkcidjat igényli targya lehet a jovoben olyan jellegli
vizsgélatoknak, melyek ezen funkcidok specifikus inaktivalasat célozzak meg. A Rad5 fehérje
human homolégjainak szerepe bizonyos tumorok képzddésében megalapozottnak latszik, ezért az
ilyen jellegli vizsgalatok bizonyosan nem csak az alapkutatds, hanem az eredmények alkalmazésa
szempontjabol sem érdektelenek (Moinova €s mtsai, 2002; Motegi €s mtsai, 2006; Sood és mtsai,
2003; Unk és mtsai, 2006; Unk és mtsai, 2008). Sajnos a szakirodalom jelenlegi allasa szerint a
SWI/SNF2 csaladon beliil egyelére egyediil a Rad54 fehérje egy részletének a kristalyszerkezete
ismert €s ez nem teszi lehetdvé, hogy altalaban erre a csalddra, és kiillondsen a Rad5 mitkddésére

vonatkozoan altalanos mechanisztikus modellt javasolhassunk (Thoma és mtsai, 2005).

A RadS és a klasszikus helikazok viszonya

Hosszu éveken keresztiil elfogadott volt az a kdvetkeztetés, hogy a Rad5 nem jatszhat direkt
szerepet a replikacios villa megforditasaban, hiszen nincs helikaz aktivitasa. A dolgozatban
ismertetett eredmények kozvetlen hozadékai azon elméleti megfontoldsunknak, hogy a Rad5 a
villa megforditdsa soran esetleg nem helikdzként miikddik. A kisérleteink fényében érdemes
végiggondolni, hogy az eredmények mennyiben igazoljak a kezdeti koncepcionkat, azaz a Rad5
funkcidja milyen modon illesztheté bele a klasszikus helikaz definicioba, avagy mennyiben

hatarolhato el attol.

Nyilvéanvalo, hogy a reakcid, legalabbis a mikroszkopikus részleteket illetéen a két DNS lanc
kozotti Watson-Crick parok megsziinésével jar; ilyen értelemben a RadS feltétlentil helikaz.

Latnunk kell azonban, hogy a replikacios villa megforduldsa sordn a kezdeti és a végallapotot
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Osszehasonlitva a Watson-Crick parok szdménak nettd valtozésa zéro. Ebbdl a szempontbdl a
Rad5 mar vilagosan kiilonbozik a helikazoktol, melyek mikddése soran a Watson-Crick parok
szama folyamatosan csokken. Tovabba, az ismert DNS helikdzok egyszala DNS transzlokazok, a
Rad5 pedig kétszalu DNS transzlokédz, hasonloan a kromatin szerkezetének atrendezéséért felelds
enzimkomplexek mitkddéséhez. A triplex szubsztrat processzaldsa annyiban feltétleniil hasonlit a
kanonikus helikdz szubsztratok processzalasdhoz, hogy ennek sordn is csokken a
hidrogénkotések szama, habar ezek Hoogsteen, ¢s nem Watson-Crick parok. Ez a kisérleti
elrendezés azonban bizonyosan nem definidlhat helikdzként egy fehérjét, mert ebben az esetben,
reductio ad absurdum, a kromatin szerkezetének atrendezését végzé enzimek is helikdzok
lennének, ami nyilvanvaléan nem igy van. A Rad5 funkcidjanak klasszifikacidja a fentiek

fényében nyilvanvaloan problémat jelent.

A helikaz funkcioju fehérjék ,,halmazat” nyilvanvaloan az definidlja, hogy mi azon fehérjéknek a
kozos tulajdonsaga, amelyeket helikdznak neveziink. Ha ezt a k6zds tulajdonsagot a kisérletes
megkozelités feldl probaljuk megragadni, akkor latnunk kell, hogy a helikéaz kifejezés alapvetéen
egy adott fehérje azon képességére utal, hogy képes a kanonikus helikdz szubsztratok helikdz-
szerll processzaldsara; azaz: a helikdzok olyan egyszali DNS transzlok4dzok, amelyek a helikaz
aktivitas vizsgalatara hasznalatos kisérleti elrendezésben helikazként viselkednek. Mindezek
miatt, a Rad5 fehérje funkcidjara helikaz aktivitdsként hivatkozni bizonyosan nem korrekt abban
az értelemben, hogy bar a helikdz jelzé némileg leir6 a fehérje miikkodésére nézve, de bizonyos
kovetelményeket is tamaszt annak biokémiai viselkedésével kapcsolatban, mely
kovetelményeknek a Rad5 nem felel meg. A Rad5 villamegfordité aktivitdsat ismertetd
kozleménytlinkben magunk is elkovettiik a hibat, hogy a Rad5 aktivitasara helikaz aktivitasként
hivatkozunk, de a helikaz klasszifikacioval valo szakitasunkat csak a kozlést koveto kisérleteink,
nevezetesen a kétszali DNS transzlokaz aktivitas felismerése tette véglegessé (Blastyak és mtsai,
2007). A Rad5 aktivitasanak jelenlegi ismereteink szerinti korrekt definicidja valami olyasmi,
hogy ,.kétszali DNS transzlokaz, mely aktivitasa a replikacids villa megfordulasara specifikus”;
ezt kétségkiviil nehéz egyetlen szoval 0sszefoglalni, de ebben a formajaban a kifejezés kelléen

leir6 a fehérje miikodésére nézve.
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Osszességében, a helikdz definicio a jelenlegi értelmezések szerint egyszeriien tal sziik ahhoz,
hogy azt a Rad5 aktivitdsanak leirasara egyértelmiien alkalmazni lehessen, bar a kifejezés egy
meglehetdsen tag értelmezése szerint a Rad5 is egy helikaz. A jovore nézve elképzelhetonek
tartjuk, hogy a helikaz kifejezés szerkezet és funkcid szerinti tagoldsa megsziintetheti a fentebb
vazolt problémakat oly mdédon, hogy “A tipusi” enzimként hivatkozhatnank azokra a klasszikus
értelemben vett helikazokra, amelyek egyszali DNS transzlokazok és képesek a kanonikus
helikdz szubsztratok processzaldsara; jelenlegi ismereteink szerint ilyen az 0Osszes SF1
nagycsaladba tartozo fehérje, de valamennyi masik nagycsalddban talalhatunk “A tipusu”
enzimeket. A “B tipust” enzimek lehetnének azok a kétszalit DNS transzlokdzok, amelyek
funkcidja nem DNS-fehérje interakciok, hanem a Rad5 fehérjéhez hasonlé6 moédon DNS
szubsztratok szerkezetének az atrendezése. Bizonyosan kiilon kategoriat jelentenek azok a
transzlokdzok, amelyek DNS-fehérje interakcidk megvaltoztatdsdra specializaltak, ezek
lehetnének a “C” és “D” tipusti enzimek attdl fliggden, hogy egyszali, vagy kétszali DNS
transzlokazrol van-e sz6. Az “E” tipust helikdz-szeri fehérjék azok az enzimek lennének,
amelyek nem transzlokazok, mint példaul a MOT1. Egy ilyen osztalyozas szerint a Rad5 SF2 “B
tipust” enzim, a nukleoszéma-DNS interakcidt atrendezd enzimek pedig az SF2 “D tipusu”

enzimek.

A blokkolt replikacios villa processzalasanak kovetkezményei

Altalaban igaz, hogy egy adott karosodas tobb reparacios mechanizmus szubsztratja lehet, és ez
igaznak latszik a tolerancia mechanizmusokra is. Bizonyosan allithatd, hogy a blokkolt
replikacios villa processzalasira nem a villa megforditisa az egyetlen mod, elméleti
megfontolasok alapjan a homolog rekombinacié tiinik ugy, mint a villa menekitésének egy
alternativ tja (Ralf és mtsai, 2006; San és mtsai, 2008). Alkalikus szukr6z gradiensen azonban a
homoloég rekombinacioban mutans sejtek (a Rad52 episztazis csoport tagjai) kevéssé defektivek a
poszt-replikacids reparacioban (Prakash, 1981). Eukaridtdkban a Rad52 episztazis csoport egyik
tagja, a Rad51 fehérje feladata a rekombinacio elsé 1épésének végrehajtdsa. A rekombindcio
soran egy egyszalu szekvencia ,,tdmadja” a vele komplementer kettds hélixet és ezen tamadé szal
leszoritja a vele megegyezd szekvencidju szalat a kettds hélixrdl, ezt a reakciot katalizalja a
Rad51 (San és mtsai, 2008). Elesztében egy egyszalti DNS transzlokéz, az Srs2 fehérje szerepe a
rekombinaci6 gatldsa a blokkolt wvillan, teszi ezt ugy, hogy az egyszali DNS-re

gyongyfiizérszerlien felfliz6dott Rad51 molekuldkat eltavolitja (Ulrich, 2001; Friedl és mtsai,
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2001; Veaute ¢és mtsai, 2003; Krejci és mtsai, 2003). A tény, hogy kiilon mechanizmus
evolvalddott a rekombinacid gatlasara arra utal, hogy a villa rekombinaciés menekitésének

jelentds kockézata van.

Magasabbrendu eukariotdkban a genom szerkezetének atrendezése szamos esetben kozvetlen oka
lehet kiilonboz6 megbetegedéseknek, ugyanis bizonyos gének kopiaszamanak valtozasa
onmagaban a sejt egészének miikddésére van hatassal. Bizonyos esetekben a genom egészének
instabilitdsa az, ami a megbetegedés alapvetd jellemzdje; a rosszindulati tumorok genomja olyan
mértékig atrendezddott lehet, hogy az akar tobb szdz genomi régid kopiaszamdnak valtozasat
eredményezheti. A genom instabilitasa altaldban jellemzd a tumorokra, és a tumor eredete
szempontjabol szamos esetben nehéz eldonteni, hogy mely gének mutaciéi a kozvetlen okai a
tumoros fenotipusnak (,,driver” mutaciok) és melyek azok, amelyek mutacidinak nincs kdzvetlen
hatasa a tumor kialakulasara, azaz csak a genom instabilitdsdnak mintegy melléktermékei

(,,passenger” mutaciok) (Parsons és mtsai, 2005; Wood €s mtsai, 2007).

A humdn genom tobb mint 5 szdzaléka tartalmaz ismétlodé elemeket, és a genomi
atrendezddések jelentds része ilyen szekvencidkat érint. Szamos esetben lehet szinte bazisparnyi
pontossaggal ugyanazt az atrendezOdést azonositani olyan paciensekben, akik kozott nincs
leszarmazasi kapcsolat, ez arra utal, hogy a szekvenciak kozotti homologia az egyik oka a genom
atrendezddésének (recurrent rearrangements). Bizonyosnak latszik ilyen esetekben, hogy a nem
allélikus homolog rekombinacid volt az oka a genom atrendezddések egy részének {Lupski,
2004; Lupski és Stankiewicz, 2005; Stankiewicz és Lupski, 2002). Nem teljesen vilagos azonban,
hogy a replikdcionak mi a genom instabilitdsdban betoltott szerepe, azaz, hogy az illegitim

rekombinacié mennyiben a replikacios villa menekitésének a kdvetkezménye.

Nemrégiben a Pelizacus-Merzbacher megbetegedésben (Pelizaeus-Merzbacher disease, PMD)
szenvedd paciensek proteolipid protein 1 nevii (PLP1) génjének az analizise egy alapvetden 1j
mechanizmusra mutatott ra, melynek a szerepe a genom instabilitasdban altalanos lehet (Lee és
mtsai, 2007). Altalaban a PLP1 gén duplikacidja, ritkibban a PLP1 delécioja a PMD oka, a PMD
pedig egy neurodegenerativ elvaltozas; jelen mondanivalonk szempontjabol csak az érdekes,

hogy ennek a megbetegedésnek az oka a PLP1 gén kornyezetének olyan atrendezddése, amely a
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PLP1 gén kopiaszdmat érinti. PMD paciensek PLP1 génjének szekvenciaanalizise alapjan az
atrendez6dések minden esetben masok voltak (non-recurrent rearrangements), bar minden
esetben érintették a PLP1 gén szomszédsagaban talalhatd ismétlodo szekvenciak valamelyikét.
Az atrendezddések minden esetben til komplikédltak voltak ahhoz, hogy egyszerii
rekombinacidéval megmagyarazhat6 lett volna a 1étrejottiik; altalaban nagy duplikéciokat kisebb
deléciok ¢és normalis koépiaszdmi elemek szakitottak meg. Valamennyi atrendezodés
interpretalhatd volt annak a feltételezésével, hogy a replikacid sordn a replikdcios villa
szétszerel0dott, és az egyik jonnan szintetizalodott szal egy akéar néhany bazisparnyi homologiat
hasznalva bekdotott egy masik replikacids villa sziildi szaldhoz, és a szintézis innen folytatodott.
Ezt kovetden a hibrid villa is szétszerelddhet és egy ugyancsak akar néhdny bazisparnyi
mikrohomologiat hasznalva egy ujabb replikacios villdhoz kotddhet, majd vissza az eredeti
replikdcios villa templat szaldhoz; ezt az esetet illusztralja a 21. abra. Ez akar tobbszor is
megismétlddhet, és attol fliggden, hogy az adott villa elétt, avagy mogotte halado villara valt a
letekeredett sziildi szal, a folyamat eredménye delécio, vagy duplikacio; ha pedig innen vissza az

eredeti villara, az nem jar kopiaszam valtozassal (Lee és mtsai, 2007).

21. abra Az abra a replikacios villa szétszerel6désének és a

szintézis soran eléforduld templatvaltasnak  a

kovetkezményei illusztralja. Az abra “A” részén a blokkolt

replikacios villa (sotétkékkel és pirossal jelolve) késlekedd
szala (szaggatott vonal jeloli) letekeredik és akar néhany

nukleotidnyi homolog szekvenciat hasznalva tamadja egy

masik villa sziiléi szalat (zolddel jelolve). A villa ilyetén

szétszerelodését bizonyosan egy helikdz hajtja végre. A

letekeredett szal a sziildi szalat templatként hasznalja
(“B”), majd a hibrid késlekedd szal ujra tdmadhat egy

masik villat is (sziirke és fekete szinekkel jelolve) és azt

templatként hasznalhatja, hasonléan az el6z6 eseményhez

(“C”). Ha a késlekedd szl ezt kovetden visszavalt az

eredeti villara, akkor a fenti mechanizmus végeredménye az
lesz, hogy két duplikalodott szekvenciat egy normalis

kopiaszami  kovet. Lényeges megjegyezni, hogy a

duplikacié eredete nem feltétleniill a kiinduldsi villa
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kozvetlen genomi kdrnyezete. Lee és munkatarsai adatai szerint a replikacié soran a villa valtasa tobbszor is

megtorténhet, ami még sokkal komplikaltabb genomi atrendezddésekhez vezethet (Lee és mtsai, 2007).

A duplikéciok és deléciok akar 190 kilobazisnyi DNS szakaszt is érinthetnek; ez még akkor is a
villa nagyon extenziv széttekeredésére utal, ha feltételezziik, hogy in vivo a replikécios villak a
sejtmag egy bizonyos részében, azaz egymadashoz topologiailag rogzitetten helyezkednek el.
Tavolrol sem bizonyos, de mindenesetre realis hipotézis, hogy a templatvaltasban ¢és a
mikrohomologidk 0Osszeillesztésében a homoldg rekombindcidés apparatusnak, legalabbis a
Rad51-nek szerepe van, ennek a szubsztratja ugyanis egyszala DNS. Ezen a ponton valhat
nyilvanvalovd annak a jelent6sége, hogy miért lenne rendkiviil veszélyes egy olyan
mechanizmus, ami a replikacids villa menekitését kovetkezetesen egy olyan helikazzal valositana
meg, ami a replikacids villa atstruktaralasat egy kevéssé osszehangolt mddon, hosszu egyszalu

DNS darabok exponalasan keresztiil valdsitana meg.

A Rad5 hianyaban az ¢leszté genom szerkezete instabilla valik, és legalabb az egyik human Rad5
homoldg hidnyaro6l bizonyosan lehet tudni, hogy hasonl6 hatdsa van kultaralt sejtek genomjara
(Motegi és mtsai, 2006; Smith €s mtsai, 2004). Véleményiink szerint a genom instabilitdsanak az
oka ilyen esetekben az, hogy a Rad5 hianyaban a blokkolt replikacios villak olyan moédon
processzalddnak, mely mod kockdzata a templat szal replikacids villak kozotti valtasa, annak
Osszes kovetkezményével. Mindezekbdl az is kovetkezik, hogy a blokkolt replikacios villa

menekitésének a Rad5 Ut az egyik legbiztonsdgosabb madja lehet.

Amire a modell nem adhat valaszt

Részben érintettiink mar olyan kérdéseket, melyeket a modell nem valaszol meg, azaz a modell
leiroképessége korlatos. Ez lényegében a korai biokémiai modellek Osszességére igaz, a
modellek fejlédése olyan iranyban halad, hogy az in vivo szituaciot egyre jobban kozelitik; a
folyamatok biokémiai megértésének végsd probdja, ha azokat rekombinans komponensekkel
rekonstrudlni tudjuk. Az altalunk vizsgalt folyamat, a DNS karosodas altal blokkolt replikacios
villa menekitése a megértés ilyen fokatol még rendkiviil messze van. Nem hagyhaté figyelmen

kiviil az a komplexitds, amit az jelent, hogy a replikacid6 kornyezete a kromatin, azaz a
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replikacios villa menekitésének szubsztratja nem a csupasz DNS, hanem a szerkezet és vele
egylitt a replikacios apparatus maga. Nyitott kérdés, hogy a Rad5 hogyan ismeri fel ebben a
kornyezetben a szubsztratjat, hiszen a sajat eredményeink szerint nincs szerkezetspecifikus DNS
kotése. Ebbdl a szempontbol 1ényegesnek tlinik, hogy a Rad5 szamos olyan fehérjével képes
fizikai interakcioba lépni, amelyek részei a blokkolt replikacios villanak, ilyen a PCNA és a
Rad6/Rad18 komplex (Ulrich, 2003; Ulrich és Jentsch, 2000). Ez komolyan felveti azt, hogy in
vivo a szubsztratfelismerés fizikai alapja a blokkolt replikacios villa fehérjéivel kialakitott

interakciok sokaséaga.

A modell szerint a Rad5 a sziil6i szalon haladva forditja vissza a villat, de tekintve a vezetd és a
késlekedo szal szintézisének szétkapcsolodasat a villa eldgazasi pontja és a replikdcios blokk
helye bizonyosan nem esik egybe. A Lys63 konjugélt poliubikvitin lancok alapvetden linearis
szerkezetek, ezért lehetségesnek tartjuk, hogy egy ilyen lanc a replikacios villa kontextusaban
segitheti a Rad5 és a sziildi szal interakciojat; valahogy ugy képzelhetnénk el ezt a lancot, mint a
lidnt, amin Tarzan ugralt far6l fara a dzsungelben (Tenno és mtsai, 2004; Varadan és mtsai,
2004). Okkal képzelhetjiik el azt is, hogy azok a fehérjék amelyek a primer végével 1épnek
interakcioba, ilyen a PCNA, gatoljak a villa megforditasat. Lehetséges, hogy a PCNA
poliubikvitildldsa megtisztitja a villat a Rad5 miikodésének utjabol. Ez utobbi lehetdség nem
feltétleniil csak Rad5 fiiggé modon valdsulhat meg, hanem akar gy is, hogy azok a fehérjék,
amelyek monoubikvitilalt forméajukban részei a replikacios villanak poliubikvitildlodhatnak olyan
modon, hogy a poliubikvitin ldnc elagazasi pontja a Lys48. Ez a modositds a szoban forgd
fehérjét annak proteolizisére jeloli meg, és valodban fellelhetd némi utalds a szakirodalomban azt
replikacios reparacid soran is szerepe van (Takezawa €s mtsai, 2008; Podlaska ¢és mtsai, 2003).
Szintén nem elhanyagolhat6 kihivas annak a megértése, hogy mi szabalyozza azt, hogy a TLS t,
vagy a Rad5 ut miikodjon. Valamennyi kérdés visszavezethet6 arra, hogy jelenleg keveset tudunk
az in vivo kontextusrdl és a folyamat szabalyozasarol. A kozeli jovo fontos feladata lesz ezen
aspektusok érdemi vizsgalata. A 22. abra a Rad6/Rad18 ut mikodésének a modelljét a jelen

dolgozatban k6z61t eredményekkel kiegészitve mutatja be.
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22. abra A kép a Rad6/Radl8 ut mitkddésével kapcsolatos ismereteink vazlatos 0sszegzése. A modell szerint a
PCNA monoubikvitilalasa vagy egybdl a TLS 1t felé tereli a blokkolt replikacios villa menekitését, vagy a TLS ut
kihagyasaval kozvetlenill a Rad5 ut felé. A dolgozat 4. abrajahoz képest ez a modell hangsulyt helyez arra, hogy a
replikacios villa menekitésének lehetdségei nem egymastdl fliggetlenek utakon mennek végbe, hanem az egyes utak
atjarhatok, hiszen a TLS ut sikertelensége esetén a PCNA poliubikvitildldsa még mindig lehetéséget ad a Rad5 ut
miitkodésére. Egyértelmiien része immaron a modellnek az, hogy a Rad5 Ut a replikacios villa megforditasaval
mitkodik. Eszre kell venniink, hogy a TLS Giton menekitett, és a Rad5 titon menekitett villan a PCNA ubikvitilacios
statusza kiillonbozik. Ha a PCNA deubikvitilalasa sziikséges a normalis repliszoma helyreallitasahoz, akkor az

gyanithatoan kiilonb6z6 mdodon zajlodik le a két esetben. A modellt illusztralo kép Pintér Lajos munkaja.
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Magasabbrendiieckben a Rad5 két homologjat lehetett azonositani, mind a ketté ligaza a
monoubikvitilalt PCNA poliubikvitilalasanak, de eddigi eredményeink szerint csak a HLTF nevii
fehérje képes a replikacios villa megforditasara in vitro (Unk és mtsai, 2006; Unk és mtsai, 2008;
valaint eddig nem kozo6lt eredményeink). EmésztOrendszeri daganatok koriilbelil 50
szdzalékaban a gén promotere hipermetilalt és inaktiv (Moinova és mtsai, 2002). Ez alapjan tgy
tlinik, hogy a gén inaktivacidja valamilyen szerepet jatszik a tumorgenezisben; mi azt tartjuk
valosziniinek, hogy ezen gén funkcidjanak hidnydban a nem biztonsagos villa menekitd
mechanizmusok mitkédésének kovetkezményeként a genom instabilitdsdnak novekedése vezet a
daganatos elvaltozashoz, azaz a HLTF hianya a ,,drivere” a folyamatnak. Bar a masik homolog, a
benne felismerhetd6 domének elsd betliinek hasznalataval SHPRH-nak roviditett fehérje
villamegfordito aktivitasat nem sikeriilt igazolnunk, az tény, hogy kulturalt daganatsejtek kozel
10 szdzalékdban azonositani lehetett a gén muticidit (Sood és mtsai, 2003). Kultaralt emberi
sejtek genomja rendkiviil instabilla valik az SHPRH fehérje expresszidjanak gatlasa hatdsara
(Motegi és mtsai, 2006). Ugy tiinhet, hogy a HLTF és az SHPRH nem valodi homolégok, hanem
paralégok; a magasabbrendli eukariotdkban egyaltalan nem szokatlan az ilyen jellegi
komplikaci6. Bizonyos, hogy egyszertisége folytan az €lesztd genetikai rendszer és biokémia a
jovdben is valtozatlanul a legfontosabb eszkdziink lesz a poszt-replikacids repardcid megértésére,
akkor is, ha valdjaban bizonyos emberi betegségek mélyebb megértésének a lehetésége az, ami a

PRR fontossagat hatvanyozottan aldtimasztani latszik, és azt izgalmassa teszi.
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Osszefoglalas

A poszt-replikacids reparacio, €s azon beliil a replikacids villa megforditdsdnak modellje tobb
mint 30 éves multra tekint vissza. Ez alatt a 30 év alatt szdmos kutatdé munkdjanak
eredményeként sikertilt tisztazni azt, hogy mi a genetikai alapja a PRR-nek, melyek azok a gének
amelyek fehérjetermékei nélkiilozhetetlenek a blokkolt replikacios villa menekitéséhez, és
szamos esetben sikeriilt biokémiai funkciot is ezekhez hozzarendelni. Erdekes médon pont a villa
megforditasanak effektorat nem lehetett azonositani biokémiailag; ehhez, mint azt az eléz6éekben
bemutattuk, sziikséges volt annak a hipotézisnek az elvetése, hogy a villa megforditasat végzo
enzim helikaz kell legyen. Nem lehet azonban eléggé kihangstlyozni, hogy ez a 1épés csak tgy
volt lehetséges, hogy a PRR genetikaja kellden biztos alapot kinalt a szakitadshoz. Barmilyen
tudomanyos jdonsagot is jelent az értekezésben részletezett munka, a konkluzidhoz kozvetve

kutatok tucatjainak munkéja is sziikséges volt. Koszonet Nekik ezért!

A dolgozat aldbbiakban részletezett tudomanyos szempontbol 1ényegesebb uj eredményei a

kovetkezok:

I. Létrehoztunk egy olyan kisérleti rendszert, amely segitségével vilagosan megkiilonboztethetd a
replikacios villa modell szubsztratok processzalasanak helikaz-szert, és villamegfordité madja.
Ezt a kisérleti rendszert kihasznalva elséként sikeriilt igazolnunk, hogy a Rad5 fehérje képes in
vitro a replikacids villa modell szubsztrat megforditasanak katalizisére, mely reakciohoz ATP

hidrolizise sziikséges.

II. Bemutattuk, hogy a Rad5 képes plazmid méretii replikacios villa modell szubsztrat
megforditasara oly modon, hogy a reakcié mértéke dsszemérhetd az in vivo eseményekre adhatod

becsléssel. Ezen a szubsztraton igazoltuk, hogy a Rad5 altal katalizalt reakcid progressziv.

II1. Bemutattuk, hogy a Rad5 egy kétszali DNS transzlokdz, és a hatékony transzlokaciohoz
mind a két szal integritasa sziikséges, habar nem egyenlé mértékben. Az eredményeink alapjan a
replikacios villa megfordulasanak olyan modelljét javasoljuk, mely megmagyarazhatja azt, hogy

a Rad5 kétszala DNS transzlokazként miként katalizalhatja ezt a reakciot.
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Thesis of Ph. D

Introduction and aims

Eukaryotic cells have evolved sophisticated means to recognize and repair damaged DNA. While
these mechanisms are remarkably efficient, damaged DNA can often left unrecognized for a long
time. Such unrepaired DNA lesions in the template strand can block the progression of the
replication fork and arrest cells in S-phase leading to fatal consequences. Discontinuity of
replication upon DNA damage was experimentally demonstrated indeed, but the results also
revealed a mechanism by which the single-stranded gaps can be sealed during S-phase. This
process is referred to as post-replicational repair (PRR). Later, it turned out that damaged bases
are persistent after PRR, thus, it is not a repair but rather a bypass (damage tolerance) mechanism

1n strict sense.

To identify genes responsible for PRR in yeast, various mutant strains were examined for their
ability to resolve the single-stranded gaps created after UV irradiation. These studies established
that PRR is dependent upon RAD6 and RAD18 genes, whose protein products form a ubiquitin
ligase and conjugation enzyme complex. Although the mechanisms associated with the Rad6—
Rad18 heterodimer are not fully understood, the requirement of RAD6 and RAD18 genes for
damage-induced mutagenesis indicates that mutagenic bypass by Trans-Lesion Synthesis (TLS)
polymerases is one of the tolerance mechanisms. However, succesful TLS depends on the
chemistry of the damaged base and whether the particular polymerase can handle it. Considering
the myriads of possible DNA lesions damage bypass by TLS polymerases unlikely to occur in all
the cases, and indeed, strains mutant for TLS polymerases show no spectacular defect in PRR.

This indicates the existence of a major alternative bypass mechanism.

Upon DNA damage, a considerable portion of DNA is replicated by conservative manner, so that
the nascent strand could template DNA synthesis. In order to provide a plausible explanation for
this puzzling result and to explain the mechanism of PRR the model of the replication fork
reversal was invoked. During this process the nascent strands anneal to form a template-primer

junction allowing further extension of the blocked leading strand using the newly synthesized
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lagging strand as template. The resulting four-way junction structure resembles of a chicken-foot,
a term widely used for its description. Resetting the fork by branch migration of the “chicken
foot” completes bypass of the lesion. Importantly, since the intact nascent strand is used for
damage bypass, this process may independent on the chemical nature of the damage. As a

consequence, template switching by fork reversal must be an essentially error-free mechanism.

PRR is mainly mediated by the error-free sub-branch of the RAD6/RAD18 pathway, which is
composed of the RADS5, MMS2, UBC13 and POL30 genes. Rad5 acts as a ubiquitin ligase for
the Ubc13/Mms2 ubiqutin-conjugating enzyme complex. The substrate of this reaction is PCNA,
already monoubiquitylated by Rad6/Rad18. How polyubiquitylated PCNA can coordinate PRR is
unknown, however, Rad5 mutant for its E3 function is as defective in PRR as the strain carries

the complete deletion for this gene.

Rad5 consist of seven conserved helicase-like motifs and belongs to the SWI/SNF2 superfamily
of proteins. Members of this family are DNA dependent ATPases and Rad5 indeed possesses
such an activity. DNA dependent ATPase activity is also a hallmark of enzymes involved in
various DNA metabolic processes such as unwinding double stranded DNA. Fork reversal
requires rearrangement of DNA strands around the growing point of the replication fork, thus
Rad5 seemed to be a promising candidate for the effector of this process, which supposed to be
performed by a helicase. Supporting this notion, Rad5 mutant for its ATPase function shows
complete defect in PRR. Moreover, the in vivo role of Rad5 in fork reversal has already been
demonstrated. Nevertheless, despite the above mentioned clues Rad5 does not possess a helicase

activity.

The main goal of this thesis is the detailed biochemical analysis of Rad5 in order to understand
its role in replication fork reversal. Our central hypothesis was that Rad5 may perform fork
reversal without any inherent helicase activity. Based on this idea we formulated the specific

aims that are listed below.

I. We have to set up an experimental system powerful enough to distinguish helicase-like

processing of a replication fork from its reversal. In order to achieve this goal we compare the
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activity of Rad5 on heterologous and homologous oligonucleotide based replication fork model
substrates. If it is possible to detect any ATP dependent activity of Rad5 we will thoroughly

characterize the reaction in order to gain insight into its mechanism.

II. In order to more closely approximate the in vivo situation we construct a replication fork
which has kilobases long arms and asymmetry at the base of the fork. Using this experimental
system we further characterize the mechanism of Rad5 by probing the progressive nature of the

reaction.

III. In order to understand how Rad5 could perform replication fork reversal its substrate
requirement during translocation along DNA will be tested. This set of experiments will decide
between the possibilities whether Rad5 is a single-stranded, or a double-stranded DNA

translocase.
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Results and discussion

The biochemical data presented in the thesis give compelling evidences for a direct role of Rad5
in mediating error-free lesion bypass by replication fork reversal, a conclusion that is in keeping
with genetic observations previously made by others. The novel findings of our work are listed

below.

I. Using oligonucleotide based replication fork model substrates we showed that Rad5 is unable
to unwind a model replication fork structure containing heterologous arms, however, it can
process a model replication fork with homologous arms. The outcome of this reaction is fully
consistent with the hypothesis that Rad5 has no helicase, but only fork reversal activity. We
demonstrated that Rad5 processes a homologous fork in a highly concerted manner using the
energy provided by hydrolysis of ATP. We also presented evidence for branch-migrating activity
of Rad5

II: We found that Rad5 can process a plasmid sized asymmetric replication fork model substrate
in an ATP dependent manner and could generate as long as 863 basepair regressed arm, the size
that is comparable to the observed extent in vivo. We were able to demonstrate the progressive
nature of the reaction. We also demonstrated that Rad5 acts without extensive disassembly of the

fork.

III. We demonstrated the double-stranded DNA translocase activity of Rad5 and that the
integrity of both strands in the double-stranded context is required for efficient translocation. We
presented a model which may faithfully describe some important aspects of the fork reversal

process and considers the advantages and disandvantages of the reaction.

Rad5 possesses the biochemical activity that is congruent with the tenets of the fork reversal

model and was missed for a very long time. Rad5, as many but not all members of the SWI/SNF2
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superfamily, is a double-stranded DNA translocase, which activity provides an important clue for

understanding the fine mechanistic details of the for reversal reaction.

We propose that Rad5 can act similar to chromatin remodelling enzymes, but it removes DNA
roadblocks during translocation; we use the term “DNA strand remodelling” to circumscribe this
activity. This is not a far-fetched term, since chromatin remodelling, fork reversal and branch
migrating activities are not ubiquitously shared within SWI/SNF2 family. Clearly, may all these
activities stem from the common translocating activity the fine mechanistic differences appear to
restrict the act of these enzymes to the appropriate in vivo context. Rad5 is just the second
example for that SWI/SNF2 family members can perform strand transfer on structured DNA
substrates. Our study may help to understand the function of those members that are clearly lack

any chromatin remodeling activities.

Rad5 dependent template switching comprises as much as 90% of damage bypass events during
replication, and the rate of gross-chromosomal rearrangements increases as much as 200-fold in
its absence. This is what can be expected if stalled forks are resolved by non-safety mechanisms,
such as at the price of fork collapse.

Increased genomic instability and consequent complex genomic rearrangements are hallmarks of
malignantly transformed cells in higher order eukaryotes. The role of Rad5 in maintenance of
genomic stability suggests that inactivation of its human counterparts can be a primary event
which promotes the accumulation of mutations and rearrangements during formation of a stably
transformed malignant clone. Future studies will very likely establish such a tumor-suppressor
role for the human homologous of Rad5 and identify their role in the pathogenesis of human

diseases.
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Fiiggelék

Az alabbi felsorolas az értekezésben bemutatott kisérletek soran hasznalt oligonukleotidok nevét és

szekvenciajat tartalmazza:

01054:

01056:

01058:

01107:

01108:

01111:

0l112:

01113:

01114:

01115:

01116:

01117:

01118:

01175:

0l1176:

01301:

01302:

01356:

01377:

01424:

01425:

AgCTACCATGCCTgCCTCAAGAATTCGTAAR

TTACgAATTCTTgAggCAggCATggTAGCT

AGCTACCATgCCTGCCTCAAGAATTCGTAATATGCCTACACTggAGTACCggAGCATCGTCGTgACTgggARAAC

gTTTTCCCAGTCACGAC

CAggAAACAGCTATGAC

gTCggATCCTCTAGACAGCTCCATGATCACTggCACTggTAGAATTCGgC

CAACGTCATAGACGATTACATTGCTACATggAGCTgTCTAGAGgATCCGA

TgCCgAATTCTACCAGTGCCAGTGATGgACATCTTTgCCCACGTTGACCC

TgggTCAACgTgggCAAAGATgTCCTAgCAATgTAATCgTCTATgACgTT

gACgCTgCCgAATTCTggCTTgCTAGgACATCTTTgCCCACGTTGACCC

CAACGTCATAGACGATTACATTgCTAGgACATGCTgTCTAGAGACTATCGA

ATCgATAGTCTCTAGACAGCATGTCCTAGCAAGCCAGAATTCGGCAGCYT

gTTTTCCCAgTCACgACgATgCTCCggTACTCCAGTgTAggCATATTACGAATTCTTgAggCAggCATggTAGCT

gATCgTTgCATTCATTCTggAggCCTACggTATgCCTACACTggAgTACCggAgCATCgTCgTgACTgggAAAAC

CCgTAgGCCTCCAGAATGAATGCAACGATC

gCTCACCTggTAgTCgACTTACgTgATCg

AGgCCgATCACYTAAGTCgACTACCAGYTY

gTCATgCggTgTCgACTAC

TCTCTTTTTCTTTCTTTTCTTCTTTTTTCTTTCT

CATgATCAggATCCTCgATATCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCTcctcagecctcagecgTAGTCgACACCgCATgAC

CATgATCAggATCCTCgATATCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCTcctcagcAGCTGCctcagecgTAgTCgACACCgCATgAC
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Oligonukleotid alapi homoldg replikacios villa modell szubsztrat

5°
T A
c G
G C
AT
T A
G C
G C
T A
AT
cC G
G C
G C
AT
cC G
G C
G C
AT
G C
T A
T A
cC G
T A
T A
AT
AT
G C
c G
AT
T A 01058
T A
57 TATG C C TACACTGGAGTACCGGAGCATCGTCGTGACTGGGAAAAC
A TACG G ATGTGACCTCATGGCCTCGTAGCAGCACTGACCCTTTTG
01054 AT
AT 01118
T A
G C
c G
T A
T A
AT
AT
G C
AT
AT
c G
T A
cC G
cC G
G C
T A
cC G
cC G
G C
T A
AT
cC G
c G
AT
T A
cC G
G C
AT

Fuggelék, 1. &bra Az &bra a dolgozatban leirt oligo alapt replikdciés homoldg villa modell
szubsztrat szerkezetét abrazolja szekvencia szintld részletességgel. A narancssargaval Jjelolt oligo
a szintézis késlekedd szalat, a zold oligo a vezetd szalat, a kék és piros oligok a sziiléi szalakat

modellezd szekvencidkat jeldli. A szekvencidval azonos szinnel, dd&lt betlvel szedve és aldhtzva
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tintettik fel az egyes oligonukleotidok nevét. Az 01058 és 01056 oligonukleotidok 5’ végét kiilon
megjeloltik.
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Oligonukleotid alapu heterolég replikacids villa modell szubsztrat

5°
c G
T A
AT
G C
Cc G
AT
AT
c G
G C
T A
AT
AT
G C
T A
AT
AT
G C
AT
c G
c G
T A
cC G
c G
G C
G C
AT
T A
G C
c G 01175
cC G
57T AT G C C TACACTGGAGTACCGGAGCATCGTCGTGACTGGGAAAAC
A TACG G ATGTGACCTCATGGCCTCGTAGCAGCACTGACCCTTTTG
01054 AT
AT 01118
T A
G C
C G
T A
T A
AT
AT
G C
AT
AT
cC G
T A
cC G
cC G
G C
T A
cC G
cC G
G C
T A
AT
c G
c G
AT
T A
c G
G C
AT

Fuggelék, 2. &bra Az &abra a dolgozatban leirt oligo alapt heterolég replikécidés villa modell
szubsztrat szerkezetét &brézolja szekvencia szintl részletességgel. A narancssargaval Jelolt
oligo a szintézis késlekedd szalat, a zd6ld oligo a vezetd szalat, a kék és piros oligok a szildi

szdlakat modellezd szekvencidkat jeldli. A szekvencidval azonos szinnel, ddélt betdvel szedve és
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aldhtizva tintettiik fel az egyes oligonukleotidok nevét. Az 1175 és 01176 oligonukleotidok 5’

végét kiilon megjeloltiik.
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Oligonukleotid alapu mozgathatd ,,csirkelab” modell szubsztrat

[

01115 01114

O—"4—440000>00440>000
OTITrTO0O00O0HO00T>T0O0100 OG0

GACGCTGCCGAATTCTGGCTTGCTAGGACAT ~ ATGTCCTAGCAATGTAATCGTCTATGACGTT
TGCGACGGCTTAAGACCGAACGATCCTGTA ~ TACAGGATCGTTACATTAGCAGATACTGCAAC

01117

01116

>HO0OO>>A>0004>0>0>00
OO0 0>rTO>H040400

Fuggelék, 3. abra Az &abra a dolgozatban leirt oligo alapG mozgathaté (parciidlisan homolég)
,Ccsirkeldb” modell szubsztrat (X12) szerkezetét &brdzolja szekvencia szintd részletességgel. A
szerkezet sémdjan aldhlizdssal és vastag szedéssel jeloltitk a karok kozotti homoldgidt. Az egyes
szdlakat kiilonbozé szinnel Jjeloltik, azonos szinnel, délt betlvel szedve és aldhtizva tilntettik
fel az egyes oligonukleotidok nevét. A dolgozatban bemutatott kisérletek soradn az 01114 nevd

oligot jeloltiik radioaktivan, ennek 5’ végét kiildén megjeloltiik.
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Oligonukleotid alapu statikus ,,csirkelab” modell szubsztrat

01111

01113

>HO0>041000>0410042>02>2>410000
4> O0-40>T00040>2002>H044>2>0000 -

GTCGGATCCTCTAGACAGCTCCATG GGACATCTTTGCCCACGTTGACCC
AGCCTAGGAGATCTGTCGAGGTAC ~ CCTGTAGAAACGGGTGCAACTGGGT 5~

01112

01114

O>>TO00HO0O>ATOTOO>—A4>0>A-400 4>
4400044040 04>»2> 40 4>>0 0> -

Figgelék, 4. abra Az &bra a dolgozatban leirt oligo alapt statikus (heteroldg) ,csirkeléb”
modell szubsztrat (X0) szerkezetét Aabrazolja szekvencia szintd részletességgel. Az egyes
szalakat ki1loénbdz8 szinnel Jeloltik, azonos szinnel, délt betlvel szedve és aldhtzva tintettik
fel az egyes oligonukleotidok nevét. A dolgozatban bemutatott kisérletek soradn az 01114 nevd

oligot jeloltiik radioaktivan, ennek 5’ végét kiildon megjeloltiik.
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BbvCl : GCTGAGG
CGACTCC

Nb.BbvCl: GC TGAGG

Nt.BbvCl: CGACT CC

pG46

5’ GGGTGACAGGCTCATGGATATGCTGAGAAATCGCTGAGGCGTAGCTGAGCACTAGTGCTGAGGGATCGCTGAGGTGTAGCTGCGAGGACGTACTGAGGTGCGTCAGC
3’ CCCACTGTCCGAGTACCTATACGACTCTTTAGCGACTCCGCATCGACTCCTGATCACGACTCCCTAGCGACTCCACATCGACTCCTGCATGACTCCACGCAGTCG

pG46 Nt.BbvCl

5’ GGGTGACAGGCTCATGGATATGCTGAGAAATCGCTGAGGCGTAGCTGAGGACTAGTGCTGAGGGATCGCTGAGGTGTAGCTCGAGGACGTACTGAGGTGCGTCAGC
3’ CCCACTGTCCGAGTACCTATACGACTCTTTAGCGACT CCTGCATGACTCCACGCAGTCG

pG68

5’ GGGTGACAGGCTCATGGATATGCTGAGGAATCGCTGAGGCGTAGCTGAGGACTAGTGCTGAGGGATCGCTCGAGCTGTAGCTGAGGACGTGCTCGAGGTGCGTCAGC
3’ CCCACTGTCCGAGTACCTATACGACTCCTTAGCGACTCCGCATCGACTCCTGATCACGACTCCCTAGCGACTCCACATCGACTCCTGCACGACTCCACGCAGTCG

pG68 Nb._BbvCl

5’ GGGTGACAGGCTCATGGATATGC TGAGGTGCGTCAGC
3’ CCCACTGTCCGAGTACCTATACGACTCCTTAGCGACTCCGCATCGACTCCTGATCACGACTCCCTAGCGACTCCACATCGACTCCTGCACGACTCCACGCAGTCG

Fluggelék, 5. abra Az &bra a plazmid méretl replikdcidés villa modell szubsztrat eldallitédsa soran
hasznalt plazmidok szekvencidjanak azon részletét mutatja, mely a szubsztrat eldadllitésa
szempontjabdl relevans. Feltintettilk a BbvCI restrikcidés endonukledz felismerdhelyét (pirossal
kiemelve), és azt, hogy az egyes alegységek hol hasitjadk ezt a szekvencidt. A pG46 és pGo68
plazmidok szekvenci&jan a BbvCI hasitohelyeket szintén pirossal emeltik ki, és a pG46 plazmidon
kékkel jeldltitk meg azokat a Dbéaziscseréket, melyek az elsé és a hetedik BbvCI hasitdhelyet
vadltoztatjédk meg. Feltintettiik a pG68 Nb.BbvCI és a pG46 Nt.BbvCI hasitds eredményeként
létrejott szerkezeteket, mely a kétszald DNS meghatarozott hosszusaglt folytonossagi hiénvya.
Vegyilik észre, hogy pG68 Nb.BbvCI és a pG46 Nt.BbvCI szerkezetek egyszadllu szakasza komplementer.
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CG pG68 Nb._BbvCl (linearis)

CCGCATCGACTCCTGATCACGACTCCCTAGCGACTCCACATCGACT
GGCGTAGCTGAGGACTAGTGCTGAGGGATCGCTGAGGTGTAGCTGA

CG pG46 Nt.BbvCl (cirkularis) AT

Fuggelék, 6. abra Az abra a radioaktivan jeldlt cirkuléaris pG46 Nt.BbvCI plazmid és a linearis
pG68 Nb.BbvCI plazmidok Osszeolvasztasaval létrejott szerkezet relevans részletét illusztralja
szekvencia szintl részletességgel. Pirossal tiuntettiik fel a BbvCI felismerdhelyeket, és kékkel a
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pG46 plazmid elsd és hetedik BbvCI hasitbdhelyeit érintd

felkialtdéjel Jjeloli a radioaktivan Jjelolt 5’ véget. A dolgozatban leirt kisérlet sordn a bal
oldali szerkezet valtozasat kovettik, ahol a késlekedd szal modellje 14 nukleotiddal hosszabb a
szintézis vezetd szalat modellezd szekvencianal.

baziscseréket. Aldhuzas és z61ld
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DNS triplexek

01377, Triplex formalé oligonukleotid (TFO):

57

plL1829

L 5
1,7 37

p1L1829

plL1828

pIL1829

plL1828

pIL1829

pIL1829

57
37

L :
L':

Fuggelék, 7.

vizsgalatéara

37

EcoRV

57
37
37

EcoRV, Nb.BbvClI
5!
3[
3!
EcoRV, Nb.BbvClI
5!
3!
3!
Eco321, Nt.BbvCl
5!
3!
3!
Eco321, Nt.BbvCl
5!
3!
3!
Eco321, Pvull
5!

37
37

TCTCTTTTTCTTTCTTTTCTTCTTTTTTCTTTICT 3’

ggtacccggggatcctcgataTCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCTcctcagcagectgectcagegtagtecgac
ccatgggcccctaggagctat AGAAAGAAAAAAGAAGAAAAGAAAGAAAAAGAGAggagtecgtcgacggagtcgcatcagetyg

TCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCT 5’

aTCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCTcctcagcagctgecctcagegtagtegac
tAGAAAGAAAAAAGAAGAAAAGAAAGAAAAAGAGAggagtcgtcgacggagtcgcatcagetyg
TCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCT 5’

aTCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCTcctcagectcagegtagtecgac 37 R’
tAGAAAGAAAAAAGAAGAAAAGAAAGAAAAAGAGAggagt cgcatcagctg 5’ R
TCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCT 5'

aTCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCTcctcagcagctgecctcagegtagtecgac
tAGAAAGAAAAAAGAAGAAAAGAAAGAAAAAGAGAggagt cgcatcagctg
TCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCT 5’

aTCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCTCC tcagcgtagtcgac 3’ R’
tAGAAAGAAAAAAGAAGAAAAGAAAGAAAAAGAGAggagtcggagtcgcatcagectg 57 R
TCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCT 5’

aTCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCTCC tcagcgtagtcgac
tAGAAAGAAAAAAGAAGAAAAGAAAGAAAAAGAGAggagtcgtcgacggagtcgecatcagetg
TCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCT 5’

QTCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCTcctcagecag 3
tAGAAAGAAAAAAGAAGAAAAGAAAGAAAAAGAGAggagtcgte 57
TCTTTCTTTTTTCTTCTTTTCTTTCTTTTTCTCT 5/

gttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaattcgagectc 37
caaaagggtcagtgctgcaacattttgctgccggtcacttaagectcgag 57

hasznalt

adbra Az 4abra a dolgozatban leirt,

triplex

R’ :
R :

57
37

ctgcaggcatgcaagcttggcgtaatcatggtcatagctgtttect
gacgtccgtacgttcgaaccgcattagtaccagtatcgacaaagga

a kétszalu DNS transzlokdz aktivités

DNS szerkezeteket dbrazolja szekvencia szintd

101

37
57

37
57

37
57

37
57

37
57

R’
R
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R
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részletességgel. A szubsztratok alapjaul szolgald kétszalt DNS-t PCR reakcidval
allitottuk eld az 01107 és 01108 oligokat primerként haszndlva. Az amplifikalads soran
templatként hasznalt plazmid nevét (pIL1828, vagy plILl829) a szubsztrat szekvencidja
mellett tilntettik fel. Ezt kovetden tintettilk fel a szubsztrat tovébbi preparadlésa
sordn haszndlt restrikcidés endonukledzok neveit. A hosszabb szubsztratok esetén a
konnyebb Aattekinthetdség miatt a szekvencia bal és jobb oldalat eltéavolitottuk, és
kilén tuntettik fel (L/L’ és R’/R, kék szinnel szedve). Ugyancsak a konnyebb
adttekinthetdség miatt a szubsztrat triplex régidjat nagybetlvel és pirossal szedve

tiintettiik fel, a triplexen kivili régid szekvencidja kisbetlvel szedett.
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