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1. A projekt célkitiizése

A RecQ csaladba tartozé6 DNS-helikazok minden ¢él6lényben kozponti szerepet jatszanak a
genom ¢épségének fenntartdsaban. Kiemelkedo bioldgiai és gyogyaszati jelentdségiik ellenére
e fehérjék sokrétli aktivitdsainak molekularis mechanizmusai legnagyobbrészt felderitetlenek.
A projekt soran a RecQ helikazok biologiai ,,prototipusanak” tekintheté E. coli RecQ enzim,
valamint az 6t human RecQ-homoldg koziil a DNS-hibajavitasban legfontosabb szerepet
jatsz6 Bloom-szindroma helikdz (BLM) miikodési mechanizmusat kivantuk felderiteni
¢lvonalbeli  gyorskinetikai, spektroszkopiai és egyedimolekula-biofizikai technikdk
alkalmazéséaval. Kisérleteinkben az enzimek DNS-szédlakon torténd haladasat (transzlokacio),
DNS-szalszétvalaszto aktivitasat, a rekombinacids hibajavitds sordn megjelend bonyolultabb
DNS-szerkezetek (D-hurok, Holliday-szerkezet) enzimatikus feloldasat, illetve a felsorolt
aktivitdsokat energetikailag lehetévé tevd ATP-hidrolitikus aktivitast €s az enzimek
szerkezetvaltozasait vizsgaltuk.

2. Elért eredmények

2.1 Motoraktivitds jellemzésére alkalmas eljaras kidolgozasa

Kidolgoztunk ¢és publikaltunk egy olyan analitikai eljarast, amelynek segitségével a
nukleinsavak mentén haladé motorfehérjék (transzlokdzok, helikdzok, polimerazok)
legfontosabb miitkodési jellemzdi (egy ATP-hidrolizis ciklus alatt megtett nukleinsav-hossz,
transzlokacios €s szalszétvalasztasi sebesség, ATPaz aktivitas, processzivitds) tranziens
kinetikai kisérletsorozatokban meghatarozhatok (1).

2.2 A humadn BLM helikaz motorenzimatikus és DNS-dtalakitéo mechanizmusa
mechanizmusat (2). Kimutattuk, hogy a BLM szoros mechanokémiai kapcsoltsaggal (1 ATP
hidrolizise/1 nukleotidegység (nt) transzlokaci6 a DNS-szalon) és mérsekelt processzivitassal
(50 nt varhato futashosszal) halad a DNS-szalakon. Eredményeink egy olyan egyeniranyitott,
araszolo mozgasi mechanizmusra engednek kovetkeztetni, amelynek részletes megismerése
elosegitheti a BLM hibajavitd funkcidinak illetve mas helikazok és DNS-motorok
mikodésének jobb megértését.

Kisérleteinkben nagy iddbeli felbontassal kozvetleniil mértiik az ATP fogyasat illetve az
enzim és az ATP, valamint az enzim és a DNS kozo6tti kolcsonhatast. Az ATPaz ciklus soran
sem az ATP hidrolizis, sem a termékfelszabadulds 1épései nem bizonyultak sebesség-
meghatarozonak. Az altalunk javasolt modellben a BLM az egyszala DNS-en araszolo
mozgéssal halad, melynek sordn a sebesség-meghatdroz6 1épés a foszfat felszabaduldsat
kovetd szerkezeti atrendezddés. Ez a transzlokaciés mechanizmus, melyet a human DNS-
helikazok esetében elsdként irtuk le, szamos olyan meghatarozé tulajdonsaggal bir, melyek
jelentdsen eltérnek a kordbban jellemzett helikdzoktol.

2.3 A humdn BLM helikaz szerkezeti elemeinek szerepe a DNS-atalakito aktivitisokban

A human BLM helikdz doménjeinek szerepét vizsgalva azt a felfedezést publikaltuk, hogy
egy, a korabban vizsgaltaknal rovidebb ,,csonka” konstrukcié a teljes enzim valamennyi
alapvetd enzimaktivitdsaval rendelkezik, igy az enzimmikodés hatékony, konnyen
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vizsgalhaté modelljévé valhat (3). Ezek az eredmények ravilagitottak arra, hogy a fenti
,,csonka” konstrukciobdl hianyzo szarnyas hélix (winged helix) domén — a mas RecQ-
helikdzokban tapasztaltaktol eltéréen — nem kozvetleniil a DNS-szdlak szétvalasztasdban,
hanem bonyolultabb DNS-szerkezetek felismerésében jatszhat szerepet (bekiildés eldtt allo
Osszefoglald kézirat (7)). Ezt a feltételezést alatamasztjak tovabbi kisérleteink, amelyekben
azt tapasztaltuk, hogy a harom- illetve négyszala D-hurok-strukturak feloldasanak
hatékonysagat a szarnyas hélix domén nagymértékben megnoveli (elokésziiletben 1€vd cikk

(6)).

2.4 A humdn BLM helikaz szubsztrdt-indukdlt oligomerizdcidja

A human BLM helikdz oligomerizéacios allapotat oldatbeli és egyedimolekula-mérésekkel
megvizsgalva azt — az eddigi nézeteknek ellentmond6 — megfigyelést tettiik, hogy a nagyrészt
monomer formaban mikdddé enzim oligomerizacios allapota az atalakitando DNS-szubsztrat
szerkezetétdl fliggden, alegység-kolcsonhatdsokon keresztiil dinamikus szabélyozés alatt all
(biralat alatt all6 kézirat (5)).

2.5 Az E. coli RecQ helikaz mechanoenzimatikus miikodése

Kisérleteink alapjan megalkottuk és publikaltuk az E. coli RecQ helikaz mechanokémiai
aktivitasanak részletes, kvantitativ modelljét (4). A modell pontos leirast ad az enzimatikus
(ATP4z) aktivitas €¢s a DNS-en torténd tovahaladas (transzlokécio) molekularis eseményeinek
kapcsoltsagardl, és ezen keresztil a mechanoenzimatikus aktivitds processzivitasarol,
sebességérdl és energetikai hatékonysagarol. Kimutattuk, hogy az E. coli RecQ helikaz a
human BLM helikazéhoz hasonlé szoros mechanokémiai kapcsoltsaggal (1 ATP hidrolizise/1
nukleotidegység (nt) transzlokacid6 a DNS-szdlon), viszont annal jelentdsen magasabb
processzivitassal (100-330 nt varhat6 futdshosszal) halad a DNS-szalakon.

Tovabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a DNS jelenléte sem az ATP, sem az ADP
RecQ-hoz torténd kotddését nem befolyasolja. Quenched-flow kisérletekkel sikeriilt azonban
kimutatni, hogy a DNS jelenléte az ATP-hidrolizist nagymértékben eldsegiti. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a RecQ enzimatikus ciklusadban a kiilonb6z6 nukleotid-allapotok DNS-
kotési kinetikdja jelentOsen eltér; a poszthidrolitikus allapot kotddik a legerésebben a DNS-
hez. Ez arra utal, hogy a mechanikai 1épés az ATP-hasitasi 1épéshez kapcsoltan torténik
(bekiildés el6tt allo kézirat (8)).

2.6 RecQ helikazok szerkezetvdltozdasainak vizsgadlata egy-triptofinos konstrukciokkal

Az RecQ és BLM enzimek kiilonboz6 szerkezeti régidiban a mechanoenzimatikus aktivitas
soran bekovetkez6 konformaciovaltozasok teljesen felderitetlenek. E valtozasok vizsgalatahoz
eléallitottunk és jellemeztiink egy-triptofanos mutans RecQ és BLM konstrukciokat. A RecA-
doménben egyedi triptofant tartalmaznak a RecQ-W154+ és BLM-WB803+ konstrukciok,
illetve a HRDC doménben egyedi triptofant tartalmaz a BLM-W1288+ konstrukcid. Az ezen
konstrukciokkal kapott adatok jelenleg feldolgozas alatt allnak.

2.7 A DNS-szadlszétvilasztas fizikai mechanizmusa

Részletesen jellemeztiik a RecQ és BLM helikdzok DNS-szalszétvalaszto aktivitasat a DNS-
szubsztraton elhelyezett FRET jelek, illetve az aktivitas soran az ATP-hidrolizisbdl
felszabaduld szervetlen foszfat fluoreszcens foszfatkotd fehérjével torténd kovetése révén. A
szalelvalaszto aktivitds sebessége €s processzivitdsa a kordbban jellemzett egyszali DNS-
transzlokacios aktivitaséhoz hasonlo, ami aktiv DNS-duplex-destabilizalé mechanizmusra
utal. Magnescsapdas egyedi molekula-vizsgalatokban azt a meglepd eredményt kaptuk, hogy
a transzlokaci6 és a DNS-szalszétvalasztas ATP-kapcsolasi sztochiometridja (azaz az 1 ATP
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hidrolizise soran transzlokalt illetve szétvalasztott nukleotid-egységek illetve bazisparok
szama) homérsékletfiiggd. Ezek az adatok jelenleg feldolgozas alatt allnak.

2.8 A RecQ helikazok egyiittmiikodése mas rekombindcios fehérjékkel
Jellemeztiik az SSB (egyszalu DNS-k6td) fehérje hatdsdat a RecQ helikaz ATPaz és DNS-
transzlokacios aktivitdsara. Méréseinkben a teljes hosszusagii SSB fehérje mellett annak C-
termindlis oktapeptidjét is hasznaltuk, amely korabbi vizsgdlatokban a teljes fehérjével
megegyez0 affinitassal kotodott a RecQ helikazhoz. Az SSB illetve a C-terminalis peptid nem
befolyasolta a DNS-aktivalt ATPaz illetve egyszali DNS-transzlokécios aktivitasokat, amib6l
arra kovetkeztetiink, hogy az SSB kordbban kimutatott DNS szélelvalasztas-serkentd
aktivitasa kétszala DNS-strukturdktol fliggd modon fejtddik ki (elékésziiletben 1évd kézirat
(9)).

Megvizsgaltuk a BLM helikaz Rad51 rekombinaz nukleoprotein-lebonto aktivitasat, amely
folyamat kimelked¢ jelentdségili a rekombinacido mindségellendrzésében. Az e témaban kapott
adataink jelenleg feldolgozas alatt allnak (elékésziiletben 1évo kézirat (10)).
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