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1. Bevezetés

1.1. A helikazokrol

A helikdzok olyan fehérjék, melyek kettdsszala DNS- vagy RNS-molekuldk
széttekerését végzik. Az energiat a folyamat végrehajtasahoz nukleozid-trifoszfatok (NTP)
hidrolizisébdl nyerik. Egyarant szubsztratjuk a nukleinsav-lanc és az NTP is. A helikazok a
kétszalit DNS egyik szalan haladva egyszalu szakaszokat hoznak 1étre. Haladasi sebességiik
rendkiviil széles skalan mozog, néhany nukleotid/masodperctdl akar tobb ezer
nukleotid/masodpercig. Meghatarozo tulajdonsagaik kézé tartozik tovabba a processzivitas, a
Iépéshossz, valamint hogy aktivan vagy passzivan vesznek-e részt a kétszala DNS
széttekercselésében. Az aktiv helikazok gyorsabbak és dinamikusan valasztjak szét a szalakat,
a passziv helikdzok pedig a bazisparok hémozgasat hasznaljak ki, és a szétnyilt allapotot
rogzitik. A processzivitds alatt azt értjiik, hogy a DNS-szubsztrat megkotésétol kezdve
varhatéoan hany katalitikus ciklust hajt végre az enzim a DNS-r6l vald levalas el6tt. A
processzivabb enzim tobb ciklust végez. A 1épéshossz pedig kifejezi, hogy egy katalitikus
ciklus alatt hany nukleotidegységet halad elére az enzim a DNS-szélon, illetve hany bézist
teker szét. Egy adott helikdaz a sinként szolgalo6 DNS-lancon mindig csak egy iranyba tud
haladni; ez lehet 5°-t61 a 3’-felé és forditva is [1,2].

A RecQ helikdz csalad tagjai minden ¢él0 szervezetben megtaladlhatok. Miikodésiik
elengedhetetlen a genomintegritas fenntartasahoz, ezért ezeket a fehérjéket a ,,genom
6rangyalainak” is nevezik [3]. A RecQ helikazok a homoldg rekombinacion alapuld
hibajavitas elengedhetetlen szerepldi. Ez a folyamat nem csak a DNS kettés szaltorése (az
egyik legstlyosabb DNS-hiba) bekovetkezése esetén 1ép miikdodésbe, hanem az elakadt
replikéacios villak Ujrainditdsa soran is. A homoldg rekombinéacion alapuld Gtvonal esetében a
hibajavitas alapjaul az épen maradt homolog testvérkromatid szolgal. A hibas kopiabol
exonukledzok és egyszalu DNS-kotd fehérjék segitségével alakul ki a rekombinazok altal
feldolgozhatd szubsztrat. A rekombindzok, a helikazok €s a topoizomerazok egyiitt alakitjak
ki azt az Osszetett DNS szerkezetet, amelyben a a DNS-polimeraz kiegészitheti a hianyzo
szakaszt. Az igy kialakulé Holliday-szerkezet feloldasa a mechanizmustol fiiggden
szomatikus atkeresztez6déshez vezethet. Ez elkeriilendd a sejt szdmara, mivel kéros genom-
atrendezddéseket okozhat. A RecQ helikazok kdzponti szerepet jatszanak az atkeresztez0dés

elkeriilését szolgald rekombinacio-szabalyozé mechanizmusokban [4,5].
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1.2. A RecQ helikazok és felépitésiik

A helikdzokat hat szupercsaladra osztottak fel az evoluci6 soran konzervalt motivumaik
alapjan. A RecQ helikazok a masodik szupercsaladba (SF2) tartoznak. A RecQ csalad a nevét
az Escherichia coli recQ nevili génjérdl kapta és egyben a RecQ fehérjérdl is, amit 28 évvel
ezelott fedeztek fel és irtak le helikaz aktivitasa illetve a RecF rekombinacids utvonalban

betoltott szerepe alapjan [6].

A RecQ csalad minden tagja tartalmazza a hét konzervalt motivumot tartalmazo, két
tandem RecA-homolog doménbdl alld helikaz magrégiot, amely az ATPaz aktivhelyet
tartalmazza (1. abra) [7]. Az enzim DNS-szerkezetatalakitd aktivitasait tovabbi jarulékos

domének hatarozzak meg. A tagok tobbségében megtalalhaté a RecQ C-terminalis (RQC)

régio €s az un. helikdz és RNazD C- N-RecA  C-RecA  ZBD  WH HRDC
indl o EooliRecd (N W W
terminalis (HRDC) domén is.
S. cerevisiae
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Human  Exonukleaz
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domén (1. 4bra; sziirke szin) Human
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[ | -
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pumen [—
abra; zold szin) koveti [8]. AZ  RecQSa
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RecQ5p
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RecQ5y

konzervaltsaguk ellenére kiilonb6z6

¢lettani  folyamatokban — vesznek 7 ipra: 4 RecQ helikazok sematikus, nem méretaranyos

részt és masféle DNS-szerkezetek domeéntérképe. A humdn RecQ5 harom splice-formdja
(0, B, y) koziil fehérjeszinten eddig csak a RecQ5[-t mutattik ki
feldolgozasat végzik. A RecA  [12].

domének és a Zn?*-kot domén szekvencidja erés konzervéltsagot mutat, mig a WH és HRDC
domének esetében csak szerkezeti hasonlosag figyelhetd meg [9,10]. A human paralogok
koziil a BLM helikdz mutacidja a Bloom-szindromat, a WRN-¢ a Werner-szindromat, mig a
RecQL4-¢ a Rothmund-Thomson szindromat (RTS) okozza. Mindharom betegségben k6zos a
genomkarbantartd rendszer meghibasoddsa, ezért a tiinetek kozott a kiilonbozd raktipusokra

val6 hajlam, immunrendszeri problémak és felgyorsult 6regedés jelentkezik [11].
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1.3. AWH domén

A WH domént el6szor transzkripcids faktorok szekvencia-specifikus kétszala DNS-kot6
szerkezeti elemeként azonositottak. A WH domén kozponti eleme egy hélix-fordulat-hélix
szerkezeti motivum. A domén harom a-hélixb6l, harom B-szalbol és két viszonylag
nagyméretli hurokbol épiil fel. E hurkok megjelenése alapjan kapta a ,,szarnyas” nevet

(2. abra) [12].
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2. abra: A WH domén szerkezete. A hélix-fordulat-hélix (H2-T-H3) motivum un. felismerd hélixe (H3)
pirossal keriilt kiemelésre. Az S1-S2-S3 jelolés a B-szdlakat, a W1-W2 pedig a hurkokat jelzi [12].

A DNS-felismeré funkciot foként a 2. abran pirossal jelzett o-hélixnek (H3)
tulajdonitjak, amely ezért a felismer6 hélix nevet kapta. A WH domén DNS-koteése a
felismerd hélix toltéssel rendelkezd aminosav-oldallancai és a DNS-bazisok nagy arok feldli
csoportjai kozotti kolesonhatasok révén valosul meg. A W2 — ¢és feltehetdleg a W1 — szarny
tovabbi DNS-kotd feliiletet alkot azaltal, hogy képes a kis arokhoz illeszkedve kotéseket
létesiteni a DNS cukorfoszfat-gerincével. A konzervalt felépitésit WH domén szamos funkcio
ellatasara adaptalodott az evolucié soran. Transzkripcios faktorokban szekvencia-specifikus
DNS- felismerd kulcsként szerepel. A domén nukleinsav-k6td funkcidja mellett kimutattak,
hogy szerepet jatszik intra- és intermolekularis fehérje-fehérje kdlcsonhatasokban is. Szamos
transzkripcids faktor e domén segitségével tud dimerizalodni. Tovabba egészen egyedi
kolcsonhatasok is megfigyelhetéek a human ADARI1 fehérje esetében, amely specifikusan
kotddik a balmenetes Z-DNS-hez. Ezek a példak aldtdmasztjak, hogy a WH domén szerkezete
a funkcionalis adaptacionak a szekvencia- illetve konformacio-specifikus DNS-kotéstol a
fehérje-fehérje kolcsonhatasokig terjedd széles spektrumat tette lehetdveé [12].

A WH domént RecQ helikdzokban is azonositottdk. A domén térSzerkezete

nagymértékben konzervalt a RecQ csaladon beliil, jollehet aminosav-szekvenciaja alacsony
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konzervalsagot mutat. Az utobbi évek eredményei alapjan elmondhatd, hogy a RecQ
helikdzokban megtalalhat6 WH domén fontos funkciot lat el e fehérjék DNS-
szerkezetatalakitdé miikodése soran, s6t a RecQl és WRN esetében az adapticid egy
sz¢€ls6séges példajat is mutatja: a W1 szarny DNS-szalszétvalaszto ,,tololapatként” funkcional
[12]. A RecQl és WRN fehérjékben a W1-szarny csucsan aromas aminosav talalhatd, mely a
kétszala DNS termindlis bazisparjahoz benyulva kiforditja az egyik szal terminalis bazisat. Az
E. coli RecQ fehérje kristalyszerkezetében a WRN és RecQl W1 szarnyahoz képest joval
rovidebb szarny figyelhetd meg, és ezzel Osszhangban a W1 szarny nem bizonyult
elengedhetetlennek a szalszétvalasztd aktivitashoz [13]. Laborunk korabbi munkaja nyoman
az is kideriilt, hogy a human BLM helik4z esetében a teljes WH domén hidnyaban is torténik
szalszétvalasztas [14]. Azonban érdekes modon a WH domént nem tartalmazé human RecQ
helikdz izoformak (RecQ4, RecQS5) csokkent DNS-szalszétvalaszto aktivitdst mutatnak [15].
A WH domének szerkezetében és DNS-szalszétvalasztasban betoltott funkcidjaban mutatkozo
kiilonbségek részben magyarazhatjak a RecQ csalad tagjainak eltéré biologiai specificitasait.
A WH domén tovabba egyes RecQ helikazokban fehérje-fehérje kdlcsonhatasokban is részt
vesz [9,12,14].

1.4. A HRDC domén

Az E. coli RecQ, valamint human BLM és WRN helikazok a fent emlitett doménekhez
képest C-terminalisan elhelyezkedd6 HRDC domént is tartalmaznak (1. abra). Egyik helikaz

cres

crer

Az izolalt HRDC domént azonban mar sikerrel kristalyositottak, igy a térszerkezetérdl
pontos ismeretekkel rendelkeziink. E szerkezet 6t o-hélixet tartalmaz (3. abra). Az S.
cerevisae Sgsl és az E. coli RecQ helikdazok HRDC doménjérdl kimutattak, hogy preferaltan
koti az egyszalu DNS-t [16]. A WRN helikiz HRDC doménje a bonyolultabb DNS-
szerkezetek felismerésében és a DNS-szerkezetatalakité enzimaktivitas koordinalasaban is
szerepet jatszik [16]. Feltételezések szerint a HRDC domén flexibilis kapcsolodasanak
koszonhetden az enzim el6tt vagy mogott is segédkezhet a DNS-szalak rogzitésében és
rendezésében. Novelheti a szalszétvalasztd aktivitds processzivitdsat, részt vehet fehérje-

fehérje kolcsonhatasokban és toborozhatja az enzimet az atalakitando DNS-szerkezetekhez
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[16,17]. A HRDC domén pontos funkcidja sok esetben még felderitetlen, igy ez a domén

jelenleg is a figyelem k6zéppontjaban all.

;1
3%

3. dbra a HRDC domén térszerkezeti dbrdja [16]

1.5. Az E. coli RecQ helikaz

Az E. coli RecQ helikdz két RecA-tipust motordomént, egy Zn*-kétd domént, egy WH
domént és egy HRDC domént tartalmaz (1. abra). A teljes fehérjét sajnos még nem sikeriilt
kikristalyositani. Viszont a HRDC domént, illetve a helikdzmagot a RQC (Zn?*-k6t6 + WH)
doménnel egyiitt 6nalléan kristalyositottak (PDB kodok: 1IWUD illetve 10YW). Az enzim

feltehet6leg monomer forméaban miikodik [18,19].

A RecQ helikdz in vitro aktivitasai kozé tartozik a DNS- és Mg*'-fiiggs ATPéaz
aktivitas. Az enzim a nukleozid-trifoszfatok koziil csak az ATP-t képes hasznositani a
kétszalu DNS szalainak szétvalasztasara. A RecQ nagy affinitassal, random helyen kotédik az
egyszali DNS-szubsztratokhoz, de preferaltan kot az eldgazd és 3’°-tGlnytlast tartalmazo
tobbszali DNS-régiokhoz. A helikaz 12-15 nukleotidegységnyi Szakaszt fed le a DNS-
molekulan [14,20].

A RecQ egyszalit DNS-en 3’-5’ irdnyban transzlokal, ami meghatarozza a kétszalit DNS
szalszétvalasztasanak irdnyat is. Az irdnyultsdgot annak a DNS szalnak a polaritasa alapjan
hatarozzak meg, amelyen az enzim szalszétvalasztas kdzben halad. Nagy koncentracidban az
enzim a tompavégi kétszala DNS szétvalasztasara is képes. A szétvalasztd aktivitas fligg az

ATP-koncentraciotol és a Mg2+/ATP koncentracidaranytol.

Megfigyelték, hogy az E. coli-ban talalhaté RecQ helikaz részt vesz a DNS-hibajavito

RecF rekombinacios atvonalban. Ez az utvonal akkor aktivalodik, ha kiilsé illetve belsé
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tényezok hatasa miatt a DNS karosodik. A karosodott DNS szakaszok akadalyozzak a

replikacios villa haladasat ezzel gatolva genom tokéletes replikaciojat [21].

2. Célkitiizés

Kutatasaim célja, hogy betekintést nyerjek a helikdz enzimek mukodési
mechanizmusaba, amely meghatdrozza a genomkarbantarté folyamatok kimenetelét.
Vizsgalataimmal szeretném azonositani a WH és HRDC doméneknek a RecQ helikdzokban
betoltott funkcidjat. Vizsgalataimhoz az E. coli RecQ helikazt valasztottam, mely a RecQ
csalad modellenzimeként ismert. (A 609 aminosavbol allé vad tipust E. coli RecQ helikazt
tovabbiakban RecQ" jeloléssel emlitem.) A domének szerepének tisztizasara két roviditett

enzimvarianst is el8allitottunk: a RecQ>?®

mutans nem tartalmazza a HRDC domént (az 523.
aminosav utdn a fehérjelanc véget ér), mig a RecQ*** mutans a HRDC-n kiviil a WH domént
sem tartalmazza (a 414. aminosav utan a fehérjelanc véget ér). Munkam soran az alabbi

kérdésekre kerestem a valaszt:

e Befolyasoljak-c a WH és a HRDC domének a helikaz ATPaz aktivitasat?

e Befolyasoljak-e a WH és a HRDC domének a helikaz egyszala DNS-en torténd

e Mi a szerepe a WH és a HRDC doméneknek a kétszalu DNS-szalainak enzimatikus
szétvalasztasaban?

e Moddositjak-e a WH és a HRDC domének a RecQ enzim DNS-affinitasat?

3. Anyagok és moédszerek

3.1. RecQ helikaz konstrukciok termeltetése E.coli rendszerben

A vad tipusu és mutans RecQ konstrukciokat kodolo DNS-szakaszok klonozasat
korabban elvégezték laboratoriumunkban. A mutans fehérjék eldallitdsahoz csak a megfeleld
hosszusagun DNS-szakaszt szaporitottak fel a vad tipust génbdl. A RecQ-kodold régiot
pTXB3 plazmidba illesztették, amely klonozé helye utan tartalmazza az Mycobacterium
xenopi GyrA intein fehérje és Bacillus circulans kitinaz fehérjéjének kitink6té domén kodolod
szekvenciait. Ezaltal a sejtben RecQ-intein—kitinkotd domén fazios fehérje fejezédik ki. Az

egyes RecQ konstrukciokat kodold plazmidokat E. coli BL21 kompetens sejtekbe
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transzformaltam, majd a sejteket 12 liter LB taptalajban, 150 pg/ml ampicillin antibiotikum
hozzdadasaval 37°C-on ODgpo = 0,3-ig novesztettem. Ekkor 18°C-ra hiitve és 0,2 mM
végkoncentracioban adott IPTG-vel (izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid) indukalva 16 6ran

at expresszaltattam.

3.2. RecQ helikaz konstrukciok tisztitasa affinitas-kromatografiaval

A kezdeti tisztitdsi 1épések megegyeztek mindharom fehérjénél. A tisztitasi 1épések
4°C-on torténtek. A sejteket centrifugalassal (Beckman JLA-9.100 rotor, 4000 rpm, 10 perc)
Osszegylijtottem, majd ujraszuszpendaltam CH pufferben (50 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 1
mM EDTA, 0,1 (v/v)% Triton X-100, pH = 8). A sejteket ezutan szonikator segitségével
feltartam. Az oldatban talalhaté sejttormeléket centrifugalassal (Beckman JA-20 rotor, 18000
rpm, 30 perc) tavolitottam el. A feliiliszot el6z6leg CH pufferrel egyensulyba hozott Kitin
oszlopon tisztitottam. A RecQ C-terminalisdhoz fuzionalt kitink6té domén nagy affinitdssal
kotédik a kitinhez. Az oldat felvitele utan az oszlopot tovabb mostam a nem specifikusan
kotodott fehérjék eltavolitasa érdekében, majd feltoltottem 50 mM ditiotreitrolt (DTT)
tartalmazo oldattal és allni hagytam éjszakara. A redukaldszer hatdsira az intein domén
lehasad a RecQ C-terminalisarol, és igy a RecQ az oldatba keriil. A RecQ ezutan CH pufferrel
lemoshato az oszloptoltetr6l. Az elualt fehérjét Bradford reagenssel mutattam Ki. A tovabbi

tisztitasi 1épések eltérdek voltak a vad tipus és a rovidebb mutans fehérjék esetében.

A vad tipusi RecQ fehérje tovabbi tisztitdsa soran a fehérjét tartalmazd frakcidkat
Osszegytjtottem, majd két és félszeresére higitottam 50 mM Tris-HCI (pH = 7,5) puffer
hasznalataval. Az oldatot el6z6leg HP + 200 mM NaCl pufferrel (50 mM Tris-HCI, 0,1 mM
EDTA, 1 mM DTT, pH = 7,5) egyensulyba hozott heparin oszlopra vittem fel. A heparin
polimer, szerkezetében hasonlit a DNS cukorfosztat-gerincéhez, igy a legtobb DNS-kotod
fehérje kotddik hozza. A fehérjét 50 perces (1 ml/perc), linearis, 200 mM - 1 M NaCl + HP
puffer gradienssel elualtam az oszloprol AKTA rendszer segitségével. A fehérjét tartalmazo
frakciokat 0sszegytjtottem és tarolopuffer (50 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, 200 mM NaCl
1 mM DTT, 10 (v/v)% glicerin pH=7,5) ellenében dializaltam.

A RecQ® és RecQ™* fehérjék tovabbi tisztitasa soran a fehérjét tartalmazé frakciokat
Osszegytjtottem, és MonoQ puffer (50 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 (v/v)%
glicerin pH=7,5) ellenében dializaltam 2*2 o6raig. Az oldatot ezutan MonoQ pufferel

egyensulyba hozott MonoQ anioncsere oszlopon tisztitottam tovabb FPLC rendszer
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segitségével. A fehérjét 50 perces (1 ml/perc) linearis sogradiens (0 mM -> 1 M NaCl +
MonoQ puffer) segitségével elualtam. A fehérjéket tarolopufferbe dializaltam.

A fehérjék tisztasagat és az egyes Iépések hatékonysagat SDS-PAGE eljaréssal ellendriztem.

crer

fehérjéket folyékony nitrogénben gyorsfagyasztva taroltam.
3.3. ATPaz aktivitas mérése

A steady-state ATPaz aktivitas-mérések Shimadzu UV-2101PC késziiléken torténtek. A
kisérletek az ATP/NADH kapcsolt reakcioelven alapulnak. Az ATP-hidrolizis soran
keletkez0 ADP-t a piruvat-kindz (PK) enzim foszforildlja ATP-vé, foszfoenolpiroszdldsav
(PEP) pirosz6losavva alakitasa kozben. A keletkezd piroszdlésavat a tejsav-dehidrogendz
(LDH) enzim redukalja tejsavva NADH oxidaciohoz kapcsoltan. A NADH-nak 340 nm-es
hullamhosszon elnyelési maximuma van (e = 6220 M cm™), viszont a NAD*-nak nincs. Igy
340 nm-en detektalva a fényelnyelés valtozasat, a kapott egyenesek meredekségébdl az

ATP4az aktivitds meghatarozhato.

A méréseket ATPaz pufferben (50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 2 mM B-
merkaptoetanol, 50 mg/ml BSA) végeztiik, 25°C-on. A reakcidoldat (1 mM ATP, 14 U/ml és
20 U/ml LDH mix, 1 mM PEP, 200 uM NADH, enzim, DNS) kiindulasi térfogata 1 ml volt.
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3.5. DNS-szubsztratok

Az oligonukleotidokat a Sigma Aldrich-t6l rendeltiik.

Koédjel Szekvencia

DL1 5"-GAC GCT GCC GAA TTC TAC CAG TGC CTT GCT AGG ACA TCT TTG CCC ACC TGC AGG TTC ACC C-3°
DL2 5"-GGG TGA ACC TGC AGG TGG GCG GCT GCT CAT CGT AGG TTA GTT GGT AGA ATT CGG CAG CGT C-3’
DL4 5°-Cy3-TAA GAG CAA GAT GTT CTA TAA AAG ATG TCC TAG CAA GGC AC-3’

DL5 5’-TAT AGA ACATCT TGC TCT TA-3’

DNA 1 | 57 U-TCCTTT TGA TAA GAG GTC ATT TTT GCG GAT GGC TTA GAG CTT AAT TGC GCA ACG-3’

DNA 4 | 5-TCCTTT TGATAA GAG GTC ATT TTT GCG GAT GGC TTA GAG CTT AAT TGC GCA ACG-3'

DNA 5 | 5-CGT TGC GCA ATT AAG CTC TAA GCC ATC CGC AAA AAT GAC CTC TTATCA AAA GGA-3'

DNA 6 | 5-CGT TGC GCA ATT AAG CTC TAAGCCATCCGCAAATTT TTITTITTTTTITTTT TTT-3°

X4]) 1 5’-GAC GCT GCC GAATTC TGG CTT GCT AGG ACATCT TTG CCC ACG TTG ACC CG-3’

X4]) 2 5’-CGG GTC AAC GTG GGC AAA GAT GTC CTA GCA ATG TAATCG TCT ATG ACG TC-3”

X4]) 3 5’-GAC GTC ATA GAC GAT TAC ATT GCT AGG ACA TGC TGT CTA GAG ACT ATC GC-3’

X4]) 4 5’-GCG ATA GTC TCT AGA CAG CAT GTC CTA GCA AGC CAG AAT TCG GCA GCG TC-3’

1. tablazat: A kisérletek soran hasznalt DNS oligonukleotidok elnevezése és szekvencidja

Jo 4

A késoébbiekben hasznalt kétszalt régioval rendelkezd szubsztratok roviditése az azokat

alkoto két szal nevébdl alakul ki (4. abra).

Villas elagazas (splayed arm, DNA_16): A DNA 1 és a DNA 6 kombinacidja, tehat
DNA _16. 33 bazispar kétszala és 21 bazisnyi egyszali DNS-szakaszokat tartalmazé villas

elagazas.

Tompavégi (blunt-ended, DNA 45): A DNA 4 és a DNA 5 kombinacioja, tehat 54 bazispar

hosszisagu kétszalu szubsztrat.

Jelolt tompa végli (blunt-ended*, DNA 15%): A DNA 1 és a DNA 5 kombinacioja

fuoreszcein jellel ellatva.

D-hurok (D-loop, DL): A DL1 + DL2 + DL4 + DL5 kombinacidja, amely D-hurok DNS-

szerkezetet alkot.

3INV: A DL1 + DL2 + DL4 kombinacidja kismértékben modositott D-hurok DNS

szerkezetet alkot, amely — a DL-szubsztrattal ellentétben — egyszalu tulnyulast tartalmaz.
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Holliday-kereszt (Holliday junction, HJ): A X4J 1 + X4J 2 + X4J) 3 + X4J_4 kombinacidja
négy, egyenkét 25 bazispar hossza kétszalu DNS-kart kart tartalmaz.

dTn: oligo-dezoxi-timidilat: a roviditést kovetd szam jelzi az oligonukleotid hosszat
nukleotidegységekben kifejezve (dT5, dT7, dT12, dT15, dT18, dT23, dT30, dT36, dT45,
dT54, dT68, dT72, dT79, polydT ~ 600)

M13: Cirkularis egyszala fag DNS, amely 6704 nukleotidegység hosszu (eldallitasat korabban

laborunkban elvégezték).

dT5 —
DNA_45
417 — - \__DNA_I6 HJ

dT15 DNA_15* DL
dT18 e %

d4T23 e — N
dT30 ——— SNV
dT36 ‘:

dT45
dT54
dT68

dT12 < M136704b >
dT79
polydT~600

4. dbra: A felhaszndlt DNS-szubsztrdtok nem méretardnyos sematikus rajzai.

Az Eredmények és megbeszélésiik fejezetben, ha nem tiintetem fel masképp, akkor a DNS-

koncentraciok az oligonukleotid-mennyiségre vannak vonatkoztatva.

3.6. Kétszala DNS-szubsztrat készitése

A megfelel6 DNS-oligonukleotidok 400 uM-0s torzsoldatabol 50-50 pl-t mértem 200
ul DNS pufferbe (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH = 7,5). Az oldatot ez utan forrdsban
1évo vizfiirdobe helyeztem és hagytam, hogy a viz szobahdmérsékletiire visszahiiljon. Ezutan
az oldatot DNS pufferrel 1 ml-re higitottam. A DNS-frakciokat MonoQ anioncsere oszlopon
valasztottam el. A gradienshez puffer A-t (10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl pH = 7,5) és puffer
B-t (10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl pH = 7,5) hasznaltam. A gradiens 35 % B-t6l indult és 20
perc alatt érte el a 75 %-ot, majd Ujabb 20 perc alatt a 100 %-ot. Az oszlop atfolyo

fényelnyelését folyamatosan detektaltam, jeldletlen DNS esetében 260 nm-es hullimhosszon,
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jelolt esetén 494 nm-es (a fluoreszcein elnyelési maximuman mért) hullamhosszon is. A
DNS-t tartalmazo cstGcsok frakcioit nativ akrilamid gélen futtatva ellendriztem azok
tisztasagat. A gélbdl kimutatas jeloletlen DNS esetében GelGreen festékkel tortént, jeldlt
DNS esetén pedig Typhoon Trio gélszkennerrel a fluoreszcein fluoreszcencia-emisszidja
alapjan. A DNS-t Amicon Ultra 3000 Da molekulasuly alatt atenged6 toményité oszlop

crer

hullamhosszon valo elnyelés alapjan tortént. A mintakat -20°C-on taroltam.

3.7. Szalszétvalasztasi kinetikai mérések

A jégen Osszekevert, 10 pl térfogati reakcidelegyek 2 mM ATP-t, 2,4 mM MgCl,-ot
pufferben (30 mM Tris—HCI pH = 7.5, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 10 pg/ml BSA, 20 mM
kreatin-foszfat, 20 pg/ml kreatin-kinaz). A reakcidt az enzim hozzaadasaval inditottam és
37°C-on inkubaltam az aktualis méréshez megfeleld ideig. A reakciot kezeldfestékkel (10
mM Tris—HCI pH = 7.5, 60 mM EDTA, 60 % glicerin, 0.075 % Orange G, 0.83 % SDS)
allitottam le. Ezutan TBE pufferben (89 mM Tris—HCI pH = 7.5, 89 mM borsav, 20 mM
EDTA) 12 % akrilamid gélen futattam, 100 V fesziiltség mellett 4°C-on. A fluoreszcens
DNS-szubsztratokat Typhoon Trio gélszkennerrel jelenitettem meg. Az egyes csikokban 1évo

DNS relativ mennyiségét a gélképekbdl denzitometria segitségével hataroztam meg.

Az egyszeri futasos kisérletek esetében a DNS-szubsztratokat megadott mennyiségii
helikdzzal eldinkubaltam. A reakciot 2 mM ATP és 3 uM jeloletlen csapda DNS-szal
egyidejli hozzaadasaval inditottam. A reakcidelegybdl megadott id6kozonként 10 pl-t vettem
ki, és a reakciot kezel6festékkel allitottam le (3 pl minden mintahoz). A tovabbi 1épések a

fentebb emlitettek szerint torténtek.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. Fehérjék termelése, tisztitasa

Mindharom fehérjét sikeriilt 90% feletti tisztasagban el6allitani (5. abra). Aktivitasukat

az alabbi kisérletek igazoljak.

5. abra: SDS-PAGE gélkep
(1. oszlop: Létra BenchMark-10742-012, 2. oszlop: RecQ vadtipus, 3. oszlop: RecQ®®, 4. oszlop: RecQ**)

4.2. A RecQ helikazok ATPaz aktivitasanak nyomon kovetése

Meghataroztam az ATPaz aktivitds ATP koncentracio fiiggését. A mérés az Anyagok és
moédszerek fejezetben leirt ATP/NADH modszerrel tortént. A RecQ" és a RecQ®® esetében
0,2 uM dT54, a gyengébb DNS-affinitast mutato (lasd alabb) RecQ** esetében pedig 3 pM
dT54 volt a szubszrat. Mindharom esetben 10 nM volt az enzim koncentracidja. A reakciot
fotométerben kovettem nyomon, ¢és minden egyes titrdldsi pontndl kapott egyenes
meredekségébdl a Lambert-Beer torvény segitségével meghataroztam az ATPaz aktivitast.
ATP4z aktivitas (Kear): Aktivitas (sV) = meredekség (57) / (Iiveta™enaoH 340nm * [RecQ]). A
mérés soran emelkedé koncnetracoju ATP-vel titrdltam a mintat. Az ATPaz aktivitast
abrazoltam az emelkedd ATP-koncentracio fiiggvényében. A kapott pontokra hiperbolat

illesztettem a Michealis-Menten modellnek megfelelden (ATPaz
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aktivitas=Kca*[ATP]/Katp+[ATP]). A vad tipusu RecQ fehérje a laborunkban korabban
végzett, publikalt mérésekben kapottal megegyez$ ATPé4z aktivitast mutatott [20], a RecQ?
és RecQ414 esetébem magasabb aktivitast kaptam. Az illesztésbol kapott Karp értékek kozel
azonosnak adodtak. Az eredmények alapjan a domének hianya nem befolyasolja az enzimek

ATP-affinitasat (6A abra).

————————————— BO45
A ol K, = 22534 uM RecQ™ |
601 0.30}
2 40 I
5 vt |
K, =16+ 2,43 uM RecQ 0.15
20} ]
o 0.00
0 50 100 150 200 250 300 RecQvt  RecQ523  RecQ4ld
[ATP] (uM)
RecQ523
" t
—_ \ -
K= 4044 n0M RecQ
10
0 /1 1 1 1 1 1
0 250 500 750 1000 1250

[dT_] ("M)

6. abra A: DNS-aktivilt ATPaz aktivitds az [ATP] fiiggvényében ([enzim]= 10 nM minden esetben; [dT54] = 0,2
uM (RecQ" és RecQ® esetében) illetve 3 uM (RecQ™™ esetében)). B: A harom fehérje-konstrukcié bazalis
(DNS-mentes) ATPdz aktivitdsa ([enzim]=10 nM). C: DNA-aktivalt ATPadz aktivitds a [dT54] fliggvényében

([enzim]= 10 nM, [ATP] = 1 mM).

A kovetkez6 mérések soran 10 nM enzimet és 1 mM ATP-t tettem a reakcidelegybe. A
abrazoltam emelked6 dT54 koncentracié fiiggvényében (6C abra). DNS tavollétében
mindharom konstrukcio alacsony ATPaz aktivitast mutatott (6B abra), mig a DNS jelenléte
az ATPaz aktivitast kozel szdzszorosara emelte. A kapott pontokra hiperbolat illesztettem. A
DNS-aktivalt kex értékek et = 25 s*-nak (RecQ"), 63 s*-nak (RecQ®?) illetve 48 s™*-nak
(RecQ™") adodtak (6A és C abra). Az illesztésekbdl kapott Kpns érték (a DNS-re
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vonatkoztatott Michaelis konstans), ami a RecQ**

ra, mig a RecQ" esetében 4 pM-nak, a RecQ>*® esetében 8 pM-nak adodott) (6C abra).
414

esetében latvanyosan novekedett (364 uM-
Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a RecQ™" esetében a WH és a HRDC domének egyiittes
hianya csOkkenti a DNS irdnti affinitdsat. Az el6z6 méréssel Gsszhangban a mutansok
gyorsabban hidrolizaljak az ATP, mint a vad tipus. Feltételezésem szerint a mozgékony
HRDC-t vesztett enzim gyorsabban halad a DNS szalon ¢és feltehetdleg processzivebb is. A
HRDC nagyfokt mozgékonysaga lehetséges, hogy bizonyos esetekben akadalyozza az enzim

tovabb haladasat.

srer

Amennyiben egy enzim ATPéaz aktivitasa eltér6 a DNS-szalon valo haladas kdzben
illetve a DNS-végen, abban az esetben az enzimatikus paraméterek DNS-hosszfiiggésének
vizsgalatabol (laborunkban korabban kidolgozott modszerek segitségével [22]) fontos
paraméteket lehet megtudni. Ezért megvizsgaltam a RecQ-helikdz konstrukciok ATPaz
paramétereinek hosszfliggését: egyre hosszabb DNS-szubsztratok mellett kovettem nyomon
az enzimek ATPaz aktivitasat. A RecQ" helikaz az irodalommal megegyez6 hosszfiiggést
mutatott (7A abra) [20]. Meglepé modon a mutans konstrukciok nem mutattak hosszfliggést
(7A abra). Ennek két lehetséges magyarazata lehet: (1) A mutansok ugyanolyan gyorsan
hidrolizaljak az ATP-t a DNS-szal végén, mint amikor haladnak a szal kbzepén, vagy (2) nem
transzlokalnak a DNS-szubsztraton. A kothely méretével megegyezd méretli, vagy rovidebb
szubsztratok esetén a helikdz csak rdkot a DNS darabra, viszont elmozdulni nem tud rajta,
tehat ugy viselkedik, mintha egy DNS-lanc végén tartozkodna. A kiilonb6zé hosszusaga dT
szubsztratokkal végzett titralasokbol meghatiroztam az adott hosszsagu szubsztratokra
vonatkoz6 Kpns értékeket nukleotidokra vonatkoztatva (7B abra). A Kpns érték csokkent a
novekvd dT hosszisag fiiggvényében, mig egy adott hossztol az érték kozel allandé maradt.
Feltételezhetd, hogy a toréspont az enzim latszolagos kotohely méretet tiikrozi. Az dbra

alapjan a RecQ" esetében ez 30-40 nt (nukleotidegység), a RecQ®®

esetében 20-25 nt, a
RecQ** esetében pedig 18-22 nt koriilinek adédik. Elvéarasainknak megfeleléen a HRDC
illetve illetve mindkét (WH és HRDC) domén hidnyaban csokkent a latszolagos

kotohelymeéret.
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7. dbra A: ATPdz aktivitds a dT-hossz fiiggvényében. B: Kpys @ dT-hossz fiiggvényében.

4.4. ATPaz aktivitas kétszala DNS jelenlétében

Elsd kisérletemben az M13-as cirkularis DNS végeket nem tartalmazd DNS-szubsztrat

hatasat vizsgaltam. PolydT szubsztrat mellett is végeztem méréseket. A polydT végeket

tartalmaz €és monoton a nukleotidok szempontjabol, igy nem alakit ki masodlagos

szerkezeteket. A kisérlet kivitelezése az ATP/NADH moddszerrel tortént. Minden esetben 10

nM enzim-koncentraciot alkalmaztam. E kisérletekben is megfigyelhetd volt a RecQ

emelkedett ATPaz aktivitisa. (8A abra). Azonban a DNS-affinitas tekintetében a RecQ*

esetében jelentds csokkenés volt tapasztalhatd. Az eredmények alatamasztjak azt, hogy a WH

domén sziikséges a kétszali DNS felismerésében. Az M13 DNS valdszinlileg masodlagos

szerkezeteket alakit ki, ami még tovabb csokkenti a mutansok DNS-affinitasat (8B abra).

RecQvt

RecQ523

[ |dT54 B
[ Poly-dT 1000 ¢
V13
£ 100¢
=
2
» 10¢
3
X
1t
1 u
RecQ414

[ ]dT54
I Poly-dT
I V13

RecQvt

RecQ523 RecQ414

8. dbra A: ATPaz aktivitds ([enzim]=10 nM) és B: A Kpns értékek kiilonbozé DNS-szubsztratok esetében.

Az dbran nukleotid-egységekre vonakoztatott DNS-koncnetrdciot tiintettem fel.
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Masik kisérletemben villas elagazasu (splayed-arm) és Holliday keresztet (HJ)
tartalmaz6 DNS-szubsztratok képviselték a bonyolultabb DNS-szerkezeteket, tovabba dT23-
mal és dT54-nal is végeztem Osszehasonlito méréseket. Ez a kisérlet is a fenti modszerekkel
megegyez0 modon zajlott. Az eredményekbdl lathato, hogy a RecQ®® fokozottabb ATPaz

414 esetében

aktivitast mutatott a vizsgalt szubsztratokon, mint a vad tipus (9A abra). A RecQ
a HJ szubsztrattal az ATPaz aktivitas és a DNS-affinitas is csokkent (9B abra). Ez a
megfigyelés tovabb erdsiti azt az elgondolast, miszerint a WH domén noveli a DNS-
szalszétvalasztas hatékonysagat, illetve elésegiti a bonyolultabb DNS-szerkezetek
felismerését. Tovabba lathatd, hogy mindhdrom enzim-konstrukcio képes szétvalasztani a
kétszalit DNS molekulat, de a WH és a HRDC domén hidnya nagymértékben csokkenti a

kétszalu és komplexebb DNS-formak felismerését.

A [ splayed-arm [ splayed-arm
[ dT23 = g$§i
S —
o~ 40+
_~<§
20+
RecQuvt RecQ523 RecQ414 RecQvt RecQ523 RecQ414

O.dbra A: ATPdz aktivitas és B: Kpns értékek kiilonbozé DNS-szubsztratok esetében.

(10 nM enzim koncentrdcio)

Az alabbi kisérletemben tompavégii kétszalo DNS (DNA_45) szubsztraton hataroztam
meg az enzimek ATPaz aktivitasat, a fent emlitett ATP/NADH kapcsolt reakcioval. A

cre

szubsztrattal titraltam. A mérés eredményét a 10. abra mutatja.
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10. @bra: ATPdz aktivitas [DNA_45] koncentracio fiiggvényében ([enzim]=10 nM).

A vad tipus és a RecQ***

mutans esetében elhanyagolhaté ATPaz aktivitast figyeltem meg az
egyszalu illetve az egyszalt régidval is rendelkezd szubsztratokhoz képest. A RecQ*®® ATPéz
aktivitasat meglepd modon aktivalta a tompavégi kétszala DNS, 4m a key érték (11,3 s7) az
egyszali DNS esetében megfigyelhetd ke értéknél (63 s™) joval alacsonyabbnak adodott
(10. abra; vo. 6. abra). A tompavégii DNS-szubsztrat valosziniileg nem biztosit elérhetd
kotohelyet az enzimnek ahhoz, hogy megfelelden elinduljon és elvalassza egymastol a DNS

két szalat. Ezen elképzelést a szalszétvalasztast kdzvetleniil nyomon kovetd kisérletek soran

ellendriztem.

4.5, A szalszétvalasztas nyomon kovetése

Eloszor fluoreszcensen jelolt tompavégii DNS (DNA_15*) szubsztraton végeztem
szalszétvalasztasi kisérleteket. Az egyes reakcidelegyekben novekvé enzim-koncentraciot
alkalmaztam. A szalszétvalasztas hatékonysagat 10 percig kovettem nyomon, 60 nM jelolt
DNA _15* szubsztrat jelenlétében. Az id6 elteltével minden egyes mérést leéllitottam és az
Anyagok és modszerek fejezetben leirt modszerrel meghatdroztam a kétszala DNS (mint

kiindulasi anyag) és az egyszala DNS (mint reakciotermék) mennyiségi aranyat a gélben.
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11.dbra A: DNS-szdlszétvalasztasi kisérlet gélképe RecQ" esetében. (Az egyes mintdkban enzim-koncentracié
balrél jobbra emelkedik 0 nM — 300 nM-ig). B: A széttekert DNS ardnya az enzim-koncentrdcio fiiggvényében
(60 nM DNA_15* DNS; 10 perc).

A gélen legfelsé csik a festékbdl eredé szennyezés (11A abra). A RecQY esetében fent
emlitett csekély ATPaz aktivitas ellenére tapasztalhatd némi szélszétvalasztasi hatékonysag
(~10%). Az RecQ>?® viszont a fent megfigyelt, a vad tipushoz képest magasabb ATPéaz
aktivitas ellenére nem volt képes széttekerni a tompavégii DNS szubsztratot (11A és B abra).
Az ATPaz aktivitds emelkedésének megmagyarazasa végett tovabbi kisérletek elvégzésére
lesz sziikség. A tompavégli DNS (DNA 45, DNA 15*) szubsztratok esetében az ATPaz
aktivitasbol és a szalszétvalasztasi kisérletekbdl arra kovetkeztetek, hogy a RecQ helikaznak
szilksége van egyszali DNS jelenlétére egy Osszetettebb szubsztraton beliil ahhoz, hogy
megfeleléen szétvalassza a DNS két szalat. A RecQ" esetében korabban kimutattak [16],
hogy rossz hatékonysaggal valasztja szét a tompavégi, tisztan duplaszala DNS szerkezetet.
Feltételezték, hogy kell egy egyszalu ,,tamadasi” hely ahol az enzim megfelelden tud kotédni
a DNS szubsztrathoz. Mivel a fenti kisérletek azt erésitik, hogy a RecQ** mutans minden
tulajdonsagéban alulmarad a vad tipust és a RecQ*® fehérjéhez képest, feltételezziik, hogy a
RecQ** mutans sem képes szétvalasztani a tompavégli DNS szubsztratot, amit a tompaszala

DNS jelenlétében végzett ATPaz kisérletek is tdmogatnak.

Mivel a RecQ helikazok az egyszala DNS-tulnyulédssal vagy karokkal rendelkezd villas
DNS szerkezeteket hatékonyan valasztjak szét (szemben a tompavégli DNS-sel), az alabbi
kisérteket végeztem el annak érdekében, hogy fényt deritsek a HRDC és WH domének ezen
szubsztratok széttekerésében betoltott szerepére. A kisérlet soran szintén a szalszétvalasztasi
hatékonysagot vizsgaltam egyre ndvekvd enzimkoncentracid jelenlétében villds €s mas

Osszetettebb DNS szubsztratokkal.
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Az alabbi reakcio 6 nM villas (splayed-arm) DNS (DNA_16) szubsztratot tartalmazott
és 10 percig futott. Azt tapasztaltam, hogy a vad tipus és az RecQ>?*-as mutans szinte teljesen
hasonl6 eredményeket produkalt, ellenben a RecQ***-es mutans csak nagyon magas enzim-
koncentracio mellett volt képes a DNS-szubsztratok 40%-at széttekerni. Tehat a RecQ** is

képes széttekerni a kétszala DNS-t, de koézel haromsSzazszor rosszabb hatékonysaggal
(12. abra).
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12. abra: Széttekert DNS aranya az Enzim koncentrdcio fiiggvényében.
(6 nM splayed-arm DNS; 10 perc).

A homoldg rekombinacié és az ezen alapuld hibajavitas minden esetben egy D-hurok DNS
szerkezetet mutatd szakaszon megy keresztiil. A RecQ helikdzok nélkiilozhetetlen tagjai az
elobb emlitett folyamatoknak azaltal, hogy képesek a D-hurok szerkezetek atalakitasara.
E mérések soran D-hurok (DL) és 3INV DNS-szubsztratokat alkalmaztam. A D-hurok
szubsztratban egy kétszalit DNS egyszalt 3’-tulnyulasa egy masik DNS kettdsszala kozé, a
vele komplementer régiohoz kot. A 3INV szubsztrat a D-hurok szerkezetnél egyszeriibb:
ebben csak egyszalu DNS kot a masik kétszalu DNS vele komplementer szalahoz (4. abra).
Az alabbi reakciok 10 percig futottak 30 nM 3INV DNS-szubsztrat jelenlétében.
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13. dbra A: 3INV szdlszétvdlaszté kisérlet gélképe a RecQ™™ esetében. (Az enzim-koncentrdcié balrél jobbra
emelkedik 0 nM — 1000 nM-ig.) B: 4 széttekert DNS ardnya az enzim-koncentrdcio fiiggvényében
(30 nM 3INV DNS; 10 perc)

A két termék kozott lathatd csikok a festékbdl eredd szennyezddések. Az
eredményekbdl lathato, hogy a RecQ" mar kis koncentracional is képes a DNS-szubsztrat 100
%-at széttekerni. A RecQ**® mutans pedig tizszer akkora enzim-koncentracié mellett képes a
szubsztratok 100%-at széttekerni ugyanannyi 1d6 elteltével. A RecQ*®® a splayed arm
szubsztratnal a vad tipussal megegyez6 eredményeket mutatott (12. abra). A 3INV
szubsztratnal azonban csokkent a szalszétvalasztasi képessége. Ezekbdl a kiilonbségekbdl
arra kovetkeztetek, hogy a HRDC doménnek meghatarozé szerepe van a D-hurok DNS

struktura felismerésében. A RecQ414

enzim pedig szazszoros enzim-koncentracio mellett is
csak a 3INV DNS-szubsztrat 25 %-at tekerte szét. llyen komplex DNS-szubsztratok esetében
a WH ¢és a HRDC hianya jelentds mértékben csokkenti a RecQ helikdz szalszétvalasztod

képességét.

A kovetkez0 kisérletben a 3INV szubsztratnal egy fokkal komplexebb, DL-szubsztraton
vizsgaltam az enzimek szalszétvalaszto aktivitasat (14A abra). A DL szubsztrat elallitasa
soran 3INV-szubsztrat is képzodik: mivel a két DNS-konstrukcid kozotti toltéskiilonbség

csekély, ezért tokéletes elvalasztasuk ioncserés eljarassal nem lehetséges.
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14. dbra A: D-hurok szdlszétvdlasztasi kisérlet gélképe a RecQ®? konstrukcid esetében. (Az enzim-koncentracio
balrél jobbra emelkedik 0 nM — 300 nM-ig). B: a RecQ"- C: a RecQ**® — D: a Rec* — esetében a széttekert D-
hurok frakciok ardnya az enzim-koncentracio fiiggvényében (30 nM DL DNS; 10 perc)

A kisérlet soran két termék keletkezését kovettem nyomon: egyrészt a DL45 elnevezési
3’ tulnyulassal rendelkezd kétszalu DNS-ét, masrészt az egyszali DNS keletkezését. A
reakcio folyaman a kiindulasi termékeket, azaz a DL és 3INV szerkezetek fogyésat is nyomon

lehet kovetni.

A legsotétebb, ivben futd csikok a festékbdl szarmazo szennyezédések (14A abra). A
vad tipusi enzim 10 nM enzim-koncentraci6 mellett mar a DL szubsztrat 100 %-at
szétvalasztotta a kiilonb6z6 végtermékekre. Az egyszala DNS (ssDNS) aranya mar elérte a 80
%-ot. A RecQ*®® mutans helikdznal a 3INV szubsztrat esetében is tapasztalt rosszabb
hatékonysag megfigyelhetd volt a DL szubsztratnal is (14B és C abra). A 523-as mutans 10
nM enzim-koncentraciéo mellett a DL szubsztratnak csak az 50 %-at valasztotta szét és az

414 ’ ’ r , )
mutans szalszétvalasztasi

egyszala DNS aranya is csak 45 % koriili volt. A RecQ
képességei drasztikusan visszaestek a vad tipushoz képest (14D abra). Az egyszali DNS

mennyisége alig érte el az 50 %-ot még 1000 nM enzim-koncentracid mellett is. Tovabba a
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RecQ" és a ReCQ523 konstrukci6 esetében a termékek keletkezése kiilonbozé profilt mutatott.
Megfigyelhetd az eltérd keletkezési majd fogyasi lefutds a DL45 termék esetében, ami eltérd

D-hurok szalszétvalasztasi mechanizmusra utal.

A 3INV ¢és DL-szubsztratokon végzett enzim koncentraciofiiggd szalszétvalasztasi
kisérletek alatamasztjak a hipotézisemet, miszerint a HRDC domén hidnya csokkenti a D-
hurok DNS-szerkezetek felismerésének hatékonysagat, tovabba a WH domén hianya tovabb

rontja a D-hurok szerkezet felismerését és a szalszétvalasztasi képességet is.

4.6. Egyszeri futasos szalszétvalasztasi kinetikai mérések

A kovetkezo kisérletekben azt vizsgaltam, hogy mi torténik abban az esetben, amikor az
enzim csak egy futédsi ciklust végezhet el a DNS-szubsztraton. Ez azt jelenti, hogy ha egy
enzim disszocialt egy DNS-szubsztratrél, akkor arra tobbet nem tud visszakotni. gy
maradhatnak ,,félbehagyott” szubsztratok is a rendszerben. Ez jelentds eltérés a fent leirt
szalszétvalaszto kisérletekhez képest, ugyanis ott egy steady-state folyamatban az Gsszes
DNS-szubsztrat feldolgozasra keriilt, mert egyszerre tobb enzim tobbszor végezhetett

munkafolyamatot a DNS-szubsztratokon.

fgy az alabbi kisérletekben megfelelé DNS-csapdat hasznaltam, hogy biztositsam az
egyszeri futast. Igy ha egy enzim disszocial a DNS-r6l, akkor a nagy feleslegben 1év DNS-
csapda szalra (jeloletlen egyszalt DNS) fog rakotni és nem mutat tovabbi helikaz aktivitast a
jelolt DNS-szubsztraton. A reakcidé inditdsa eldtt inkubaltam az enzimet és a DNS-
szubsztratot 5 percig. Ezutdn hozz4 adtam az ATP-t és a csapda molekulat €s kiilonb6zo
id6k6zonként mintat vettem az elegybdl és leallitottam a reakciot. A megjelend termékek
mennyisége exponencialis idofiiggést mutatott. Ezek az egyszeri futdsos szalszétvalasztasi
kinetikai mérések megfeleléek arra, hogy az egyes enzim-konstrukciok processzivitasat és

szélszétvalasztasi sebességét egyszerre kovethessiik nyomon.

Az els6 kisérletben a reakcidelegy 30 nM splayed-arm DNS-szubsztratot, a RecQ" és
RecQ**-as esetében 100 nM enzimet, az alacsonyabb DNS-affinitdst mutato RecQ**
esetében pedig 2 uM enzimet tartalmazott. A mérések eredményeibdl latszik, hogy a vad tipus

esetében 2 fazisu a gorbe, amely egy gyors elsé szakasz és egy lassabb masodik szakaszra

oszthatd. A jelenséget két okra vezethetjiik vissza.
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Az elsO elképzelés szerint a gyors fazis megfeleltethetd azon enzimek szalszétvalaszd
aktivitasanak, melyek a 3’ karrol indulva egy futassal széttekerik a szubsztratot. A lasst fazis
jelenléte egy ugynevezett szalvaltds jelenséggel magyardzhaté. Az adott koncentracio-
viszonyoknal az enzimek a villa mindkét karjat kotik. Amennyiben egy 3’végrél indulod
helikaz a DNS-vég elérése el6tt leesik, megeshet, hogy egy az 5’ karon 1év6 enzim atkot a 3°
végre ¢és befejezi a szdlszétvalasztast. Ezt az esetet erre a célra megfeleld DNS-
szubsztratokkal még a jovoben vizsgalni fogom. Egy masik lehetséges magyarazat pedig az,

523

hogy a monomer ¢és dimer formak aktivitasat lathatjuk. A RecQ™ tovabbra is a gyors ¢€s

processziv jelleget mutatja. Valoszinlileg olyan gyors vagy processziv az enzim, hogy a
szalvaltas nem jatszik szerepet. Masik elképzelés, hogy a HRDC hianya miatt nem képes

dimerizalodni. Ezért lathatjuk az egyfazisu gorbét. RecQ*

esetében egy hosszabb és egy
rovidebb (RecQ** gorbe) szubsztratot alkalmaztunk. A rovidebb szubsztrat esetében némileg
emelkedett a széttekert DNS mennyisége. Eredményeim alapjan a WH domén hianya
nagymértékben csokkenti az enzim processzivitasat, viszont a szalszétvalasztds sebességét

nem befolyasolja (15. abra).
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15. dbra Szértekert DNS ardnya az idé fiiggvényében.
(30 nM splayed-arm DNS; 100 nM RecQ/RecQ*; 2 uM RecQ*™).

A kovetkezd két kisérletben a reakcid paraméterei és koriilményei megegyeztek a fent

leirt els6 kisérlettel, csak itt 3INV majd DL DNS-szubsztraton vizsgéaltam az egyszeri futast.

Szemben az enzim koncentraciofiiggd 3INV és DL kisérlettekkel itt a termékek és kiindulasi
DNS-szerkezetek fogyasat az iddben kdvettem nyomon, igy hasonldan az el6zd kisérlethez a

szalszétvalasztas sebességét €s a processzivitast tudtam vizsgalni.
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A két termék kozt megfigyelhetd csikok a festékbdl szarmazd szennyezddést jelzik
(16A abra). A 3INV-szubsztrat esetében a vad tipus gyors és processziv jelleget mutat
viszont nem tapasztaltam kétfazisu gorbét, mint a slplayed arm DNS-szubsztrat esetében. Ez

utobbi megfigyelés a szalvaltas tényét erdsiti az el6z0 szubsztrat (splayed arm) esetében.

523

Ezzel szemben a RecQ”” rosszabb teljesitményt mutat a vad tipushoz képest, csokkent a

e, i ar ; 414
processzivitasa és a gyorsasagabol is veszitett. A RecQ

mutans rendkiviill gyenge
szalszétvalasztd aktivitdst mutatott. A processzivitisa hasonld moddon alacsony, mint a

splayed arm szubsztrat esetében (16B abra).
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16. dbra A: A 3INVegyszeri futdsos szalszétvalaszté kisérlet gél képe a RecQ®? konstrukcié esetében. B:
Széttekert DNS ardnya az idé fiiggvényében.(30 nM 3 INV DNS; 100 nM RecQ/RecQ°?; 2 uM RecQ**)

A harmadik csiksorozat a festékbOl szarmazé szennyez6dés (17A abra). A DL
szubsztraton mért 1dofiiggd szalszétvalasztasi kisérletek is egybevdgd eredménnyel
végzddtek, mint az el6z6 3 INV szubsztrat esetében. A RecQ"' mar szinte 20 masodperc
elteltével szétvalasztotta valamennyi DL és 3INV szubsztratot. Az RecQ®® fehérje pedig
tizszer rosszabb hatékonysaggal dolgozta fel a DL szubsztratot a kiillonbozd végtermékekre
(17B és C abra). A RecQ** mutans esetében a mérések még jelenleg is folynak és a meglévé
eredmények még kiértékelés alatt allnak. Itt is megfigyelhetd, mint az enzim
koncentraciofiiggd szalszétvalaszto kisérletekben, hogy a keletkezd termékek mennyiségében
eltérd lefutast tapasztalunk a RecQ" és a RecQ523 esetében. Ez is tdmogatja az el6zd
megallapitast, miszerint a két konstrukcio eltér6 mechanizmussal dolgozza fel a D-hurok
DNS-szerkezetet. Az eredmények azt tikrozik, hogy a D-hurok DNS-szerkezetek
azonositasdban ¢és megfeleld processzivitassal vald feldolgozasukban sziikséges a HRDC

domén jelenléte.
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17. abra A: A D-hurok egyszeri futasos szalszétvalaszto kisérlet gél képe a RecQ®2 konstrukcié esetében.
B: a RecQ"- C: a RecQ®* — esetében a széttekert D-hurok frakcick ardnya az idé fiiggvényében
(30 nM DL DNS;)

4.7 Tovabbi tervek, Kisérletek

Az egyes mutansok DNS-kotési tulajdonsidgainak (affinitds, kotéhely-méret)
Osszehasonlitasara fluoreszcencia-kisérletekkel szeretnék valaszt kapni. A mérés soran
kiilonb6z6 hosszusagu egyszalu DNS szubsztratokkal fogom titralni a mutansokat és kovetem
a mutansokban talalhat6 triptofanok (Trp) fluoreszcencia emisszidé valtozasat. Amikor a
helikdz kot a DNS-lancra, akkor a helikdzban taldlhatd Trp oldalldincok kdrnyezete — ¢€s
fluoreszcens tulajdonsagai - megvaltoznak. Ezen kapcsoltsag miatt a Trp fluoreszcencia
mértéke aranyos a DNS-kotott helikdz mennyiségével. Tovabba a lemért eredmények
Osszevetése a laborunkban ugyanezen fehérje konstrukciokkal folytatott bakterialis fag-
rekombinacié elemzés vizsgalataival és a kollaboralo labor egyedi molekula vizsgalatok

eredményeivel.
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5. Osszefoglalas

A helikdzok a DNS szalainak szétvalasztdsara specializalodott motorfehérjék. E népes
enzimcsoport koziil a RecQ helikazok nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a genomintegritas
fenntartasaban. Ezek a specidlis helikdzok részt vesznek a homoldg rekombinacion alapulod
DNS-hibajavitds mechanizmuséaban, tovabba gatoljak az illegitim rekombinacié kialakulésat.
A RecQ helikazokat egy kdzponti motorrégid és tovabbi, a szalszétvalasztasi hatékonysagot
segitd jarulékos domének épitik fel. Ilyen jarulékos domének a Zn**kotd, a szarnyas hélix

crer

rendelkezésiinkre, és maig erésen kutatott teriilet.

Kutatasom az E. coli RecQ helikaz szarnyas hélix és HRDC doménjeinek funkcidjara
fokuszal. Azt szeretném meghatarozni, hogy e domének milyen szerepet toltenek be az enzim
miikddése sordn. A vad tipusbol kiindulva géntechnoldgiai modszerekkel két mutans fehérjét
allitottunk el8: a RecQ*® fehérjébdl hianyzik a HRDC domén, a RecQ*** fehérjébél pedig a
HRDC ¢s WH domén is hianyzik. E fehérjék miikodését jellemzd legfontosabb kinetikai
paramétereket vizsgaltam fotometrids és biokémiai mérémoddszerek segitségével. Vizsgaltam

valamint a tobbszali DNS-szubsztratok szalainak enzimatikus szétvalasztasat.

Tobbek kozott azt tapasztaltam, hogy a RecQ®?

esetében a HRDC domén hidnya ndvelte az
enzim ATPaz aktivitasat DNS jelenlétében, illetve megsziintette az enzim ATPaz
aktivitasanak DNS-hosszfliggését. Tovabba novelte a villas DNS-szubsztrat szétvalasztasanak
sebességét ¢és processzivitasat. Elképzelhetd, hogy az ilyen egyszerli egyszali DNS-
szubsztratok esetén a nagy mozgastérrel rendelkez6 HRDC domén akadélyozza az enzimet a

haladasban, ezért tapasztalhatd az RecQ*®

mutans esetében a magasabb ATPéaz aktivitas.
Azonban osszetettebb (pl. D-hurok-szeri) DNS-szerkezeteket rosszabb hatékonysaggal és

valoszintileg eltéré mechanizmussal dolgozza fel, mint a vad tipusu RecQ helikaz.

A RecQ™ konstrukcié esetében a HRDC és WH domének hidnya nagymértékben
csokkentette a DNS-hez val6 affinitast, azonban az ATPaz aktivitas nem valtozott és az enzim

hasonloan a RecQ®*

-hoz hosszfiiggetlenséget mutatott. Tovabba a DNS-szalszétvalasztas
hatékonysaga, de nem a sebessége, az egyszerii DNS-szerkezetek esetében lecsokkent,
valoszinlileg a processzivitas jelentds csokkenése miatt. A komplex DNS-szerkezeteken

rendkiviil rossz szalszétvalasztasi aktivitast tapasztaltam.
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Mindkét mutans esetében elmondhatd, hogy a latszolagos kot6hely mérete csokkent a
domének elvesztésével, tovabba a domének hianya nem befolyasolta az ATP-kotés

paramétereit.

Ahhoz, hogy a RecQ helikdzok a homolog rekombinacié és DNS hibajavitd folyamatok soran
maradéktalanul el tudjak végezni a feladatukat, sziikséges szdmukra e domének jelenléte. A
HRDC domén funkcidjat illetden elengedhetetlen, hogy a komplex tobbszala DNS-
szerkezetek azonositdsa megfelelden megtorténjen a szalszétvalasztds folyamata kozben,
ezaltal novelve az enzimek hatékonysagat. A szarnyas hélix domén kdzponti szerepet tolt be a
fehérjében, mivel a hianya drasztikusan rontja az enzim valamennyi tulajdonsagat és e domén
nélkill szinte képtelen elvégezni az élettani funkciojat. A WH domén a DNS kotés és a

processzivitas szempontjabol nélkiilozhetetlen szerkezeti elemei a RecQ helikazoknak.
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Szerz6i hozzajarulas

Géntechnologiai modszerekkel eldallitottam a méréseimhez sziikséges fehérjéket.

Megmértem a fehérjék ATPaz aktivitast kiilonbozé ATP koncentraciok mellett és kiilonb6zo
koncentracioju és hosszasagii DNS-szubsztratokkal. Tovabba vizsgaltam a szalszétvalasztasi
képességeket Osszetett DNS-szubsztratokon. Az eredményeket feldolgoztam és kiértékeltem.
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