A projekt tdmogatdsat a human sejtek homoldg rekombinacids |épéseiben alapvet6 szerepet jatszé hRad51 fehérje

kolcsdnhatdsainak kisérleti biofizikai eszkozokkel torténd jellemzése céljdbdl kaptuk. A rekombinaz funkcié sordn meghatarozéak a fehérje
On-asszociacids folyamatai, asszocidcidja egyes és kett6s szali DNS-szakaszokkal, kélcsonhatdsa regulald fehérjékkel, és a sejtes kornyezet
komponenseivel. A vizsgalatok soran modern és unikalis biofizikai kisérleti technikdkat szandékoztunk alkalmazni e kdlcsénhatasok
szerkezeti, mechanikai, dinamikai és kinetikai tulajdonsagainak jellemzésére és az egyes kot&dési reakciok termodinamikai paramétereinek
meghatarozdasara. Konkrétan, a vizsgalatokat a hidrosztatikai nyomas és a hémérséklet fliggvényében végzett fluoreszcencia és
foszforeszcencia spektroszkdpia, izotermikus titracios kalorimetria, gyors kinetikai valamint egy-molekula érzékenységli fluoreszcencia
mikroszkdpiai, AFM és lézer-csipesz moédszerek segitségével terveztiik végezni. Ez a kutatdsi téma mind a mintakészités metodikdja
szempontjabdl, mind a célkit(izésben megfogalmazott problémak szempontjabdl a témavezets csoportja és az Intézet szempontjabdl is egy
Uj, izgalmas tertletet jelentett. Vizsgalataink k6zéppontjdba a hRad51 rekombindz funkcidjanak lépései kozil az egyik legmeghatarozobb,
és szerkezeti szempontbdl szamunkra legérdekesebbnek t(ing allapotot, az u.n. preszinaptikus filamentumot allitottuk. Ez a szerkezet a DNS
kettGstorések helyén létrejové ssDNS szakaszokon alakul ki hRad51 monomérekbdl, a funkcid altal j6l meghatérozott helikdlis
szerkezetben. A szerkezet paraméterei igen fontosak a javité mechanizmus tovabbi Iépései szamara, mivel ez a szerkezet kbt meg dsDNS-
szakaszokat, és igy tud megindulni a preszinaptikus filamentum tengelyében tarolt ssDNS-szallal homoldg szakasz keresése. A
preszinaptikus filamentum megfelel§ szerkezetben torténé kialakulasanak feltételei nmagdban kulcsfontossaguak a homolog
rekombinacié eredményessége szempontjabdl. Ezen kiviil, a kérdéskor olyan altalanos jelent6séggel bird kérdések tanulmanyozasara ad
lehetGséget, mint a fehérje 6nszervezddés, és ennek nukleinsavakkal valé kolcsonhatdsok altali perturbacidja, vagy indukcidja.

A projekt elsé évében folyd munkat a mintakészités protokolljanak kidolgozasa, és a lehetdségként felmeriil6 kisérleti metodikak
alkalmazhatésaganak tesztelése hatarozta meg.

1. A fehérje bakteridlis expresszioval torténé elGallitdsanak és tisztitdsanak mddszerét abbdl a mintabdl és protokollbdl, kiindulva kezdtiik
kidolgozni, amit egytttm{ikodési partneriinktél, Haracska Lajostdl (SzBK) kaptunk a munka induldsakor. Beszereztiik a biokémiai
eljarasokhoz sziikséges vegyszereket és hidnyzé eszk6zoket, egy Uj laboratdriumot épitettiink ki, és a megszervezett munkakorilményekhez
adaptdltuk a kapott protokollt. A kapott fehérje minta min&ségének fizikai modszerekkel torténd vizsgélata azonban azt mutatta, hogy a
homogenitasi, tisztasagi fok nem lesz megfelels a tervezett mérési modszerek alkalmazasahoz. Ezért szlikség volt a protokoll
Ujratervezésére, Uj plazmid elkészitésére, a megfelel6 hozamot biztositd baktérium-torzs kivalasztasara, és a fehérje termelés és tisztitas
minden egyes lépésének ellenbrzésére, esetleges korrekcidjara. A DNS-munka soran nemcsak a vad tipus elGallitasara késziltink fel,
hanem tébb pontmutdans plazmidja is elkészilt. A hRad51 nem tartalmaz triptofant, igy egyik célunk az volt, hogy a vizsgalandd témak
szempontjabdl fontos hely kozelébe triptofant lltetve be alkalmassa tegylik a mintét szerkezetvaltozasok fluoreszcencia-mddszerekkel
torténd vizsgalatara a konformacio elhanyagolhaté modositdsa mellett (F126W, Y315W). Irodalmi adatok alapjan, késébbi esetleges
fluoreszcencia-mikroszkdpiai mérések céljara elkészitettiik egy olyan pontmutans plazmidjat is, amelyben egy feltételezetten (....) a
feluleten levd egyik ciszteint cseréltiik szerin-re (C319S), igy csupan egyetlen feliileti ciszteint meghagyva maleinimid-jelzé esetleges
specifikus kotésére. A fehérje DNS-k6t6 aktivitasanak bizonyitasara gél-shift méréseket végeztiink és bizonyitottuk a kotédést mind dsDNS,
mind ssDNS esetén (2 poszter nemzetkozi konferencian és 1 sz. publ.).

2. A fehérje 6nasszociacié és filamentum-képzés vizsgélatdra alkalmazhaté metodikdkat a wt hRad51 mintan és az F126W mutdnson
kezdtik meg tesztelni. Elsésorban a fluoreszcens jelzésen alapulé nyomas-perturbacios modszerre fékuszaltunk, amellyel korabban a
hemoglobin alegységek kot6dési dllanddjanak alloszterikus effektorok hatdsara torténé megvéltozasat sikerdlt jellemezniink (Schay et al.
2006, JBC). A méréshez korabban hasznalt fluoriméter azonban mar nem volt mikodSképes, egy kevésbé érzékeny, haszndlaton kivil allé
Hitachi F2500 tipusu fluorimétert volt médunk hasznélatba venni, amelynek megvildgitd és adatgy(ijt6 optikajat at kellett alakitani a
nyomascella henger-alaku kivettajanak hasznalatdhoz. A miszer atalakitdsa megtortént, és kiprobdalasra keriilt a hRad51 asszociatumok
vizsgdlatanal. Probaként az ANS fluoreszcens jelzé jelét vizsgaltuk a fehérje mintaval vald inkubalas utan, és adott nyomdstartomdanyban
karakterisztikus fluoreszcencia-intenzitas névekedést tapasztaltunk. Ezt azzal magyaraztuk, hogy a nyomds novekedése disszocidlja a
fehérje-asszociatumokat, ami Uj kotShelyeket nyit meg a hidrofdb és elektrosztatikus ANS-kotés szamara. (Ismeretes, hogy az ANS
molekula fluoreszcencia intenzitasa és a spektrum maximumhelye is jelent&sen valtozik, ha vizes kérnyezetbdl fehérjéhez kotott allapotba
keril.) Mivel mas koriilmények kozott 1étrejott asszociatumok mas nyomastartomanyokban mutattak disszocidciét, a mdédszer alkalmasnak
tlint az 6nasszociaciot befolydsold paraméterek meghatarozdsara, és hatékonysaguk jellemzésére a hatarfellleti kotés energidjan (EG)
keresztiil.

3. Sikeres ITC méréseket végeztiink egy IUP fehérjén egyiittmiikodésben Ovédi Judit (MTA TTK) csoportjaval. A fémion-kétés és nukleotid-
kotés hatdsara végbemend konformécidvéltozast jellemeztiik termodinamikai paraméterekkel. Ez az 6nmagéban is érdekes munka (2. sz.
publikacio) a Rad51-témahoz elSkisérletként kapcsolddik. Egyrészt, hasonld vizsgalatokat terveztiink a Rad51 filamentum-képzés soran,
masrészt, terveztitk a TPPP/p25 IUP fehérje és a rekombinaz filamentum-képz4 hatarfelilete kdzotti kdlcsdnhatas tesztelését.

A fenti elGzetes Rad51-eredményekbdl 2011-ben egy-egy poszterrel szerepeltiink két nemzetkdzi rendezvényen, a Budapesten tartott ,,8th
EBSA European Biophysics Congress” —en és a Strasbourgban rendezett , 12th International Conference on Methods and Applications of
Fluorescence”-en.

A projekt masodik évében (2012. év szakmai beszamoldja) a reprodukalhaté kisérleti eredményekhez sziikséges megbizhaté mintakészitési
eljaras véglegesitése céljabdl elsGsorban a fehérje-készitési protokoll tovabbi ellenérzése és finomitasa folyt, valamint a még nem végleges
mindség(i fehérje-mintakon tovabbi metodikdk tesztelése.

1. Az év kdzepén a DNS-munkat elvégzd, és a fehérjekészitést kidolgozd posztdoktor kollegank, Fekete Melinda elment az Intézetbdl,
jelenleg kilfoldon dolgozik. A protokollt rész-munkaidében dolgozé Uj munkatarsak bevonasaval rutin eljarassa kellett fejlesztentink.
Emellett a fehérje tisztasagi fokdnak és a termelés hatasfokanak javitasa, a DNS-szennyezés kikiisz6bolése, a reprodukalhatdsag javitasa
voltak még megoldando feladatok. A protokollra vonatkozé irodalmi leirdsok a végsé tisztitasi Iépésben ioncseréls oszlop-kromatografia
alkalmazasat irtak le, esetiinkben az elsé évben kiprobalt protokoll sajat 6tlet alapjan ssDNS-celluléz oszlopon valé kromatogréfias 1épést
tartalmazott. Ezt a valasztast tesztelendd, a megfelelé mddszer kidolgozasahoz tébbféle ion-cserélé oszlopot is kiprébaltunk az utolsé
|épésben. Mivel egy-egy fehérje készitési és tisztitasi eljards 10 nap — két hét id6t vesz igénybe, és az eredmény mindsitése csak a legvégén
lehetséges, a protokoll javitasa igen hosszu idGszakot jelentett. Végil is sikertlt a DNS-szennyezést6l megszabadulnunk, és visszatértiink a
ssDNS-celluléz-oszlop alkalmazaséra a tisztitas utolsé |épésében. Ezzel a protokoll a kdvetkezd formaban véglegesitdott.

hRad51 elédllitdsa és tisztitdsdra kidolgozott protokoll: A hRad51 wt szekvenciat klonoztuk egy mddositott pET-15b vektorba, beleépitve
egy szekvenciat N-terminalis polihisztidin-tag csatoldsara és egy TEV-proteaz altal felismerendd és hasitd helyet a His-tag és a fehérje-
szekvencia kozé. A fehérjét E. coli BL21(DE3)pLysS sejtekben fejeztettiik ki, amelyeket 100ug/ml ampicillint és 30ug/ml kloramfenikolt
tartalmazdé LB medium-ban névesztettiink 37 2C-on mig az abszorbancia elérte az Agoonm = 0.7-0.8 értéket. A fehérje-kifejezést 0.2 mM IPTG-




vel indukaltuk 12 éran 4t 18 2C-on, majd centrifugdltuk. A felliluszot ledntottiik, az Gledék tomegét meghatdroztuk, és felszuszpendaltuk 5
ml lizis-pufferbe (50 mM NaH,PO,4, 150 mM NaCl, 3 mM B-merkaptoetanol, 5% glycerol, pH 8), ami 1 mM PMSF-t tartalmazott az tiledék
tomegének megfelel6en grammonkeént. A szuszpenziét lefagyasztottuk 12 drara, majd felolvasztva 1 drat inkubaltuk 5 pg/ml DNazl-el majd
ultrahanggal lizaltuk. A lizatumot centrifugdltuk 20 000 rpm-en 40 percig. A fellliszét 50 mM NaH,PO4, 300 mM Nacl, 3 mM B-
merkaptoetanol, 5% glycerol, pH 8 pufferben el6kezelt Ni-affinitdsu kromatografids oszlopra vittiik, és dtmostuk 100-szoros
oszloptérfogatu lizis-pufferrel, majd a His-tag-el kotott fehérjét imidazol-gradienssel valasztottuk le 250mM koncentracional. Az 500 pl-es
frakcidk fehérje-tartalmat SDS-PAGE-analizissel ellendriztik, és a hRad51-et tartalmazé frakcidkat TEV-protedzzal inkubdltuk egy éjszakdn
at. A TEV-el emésztett fehérjét 4 °C -on 3 6ran 4t 40 mM Hepes, 50 mM NaCl, 5% glycerol, pH 7.5 pufferben dializaltuk, majd az el6zetesen
ugyanezzel a pufferrel atmosott ssDNA-celluléz kromatografias oszlopra toltottik. A hRad51 fehérjét NaCl-gradienssel valasztottuk le, és az
500 Bl-es frakcidkat SDS-PAGE-el ellendriztik. A fehérje kb 500 mM NaCl-koncentracié mellett valt le az oszloprdl. A DNS-tartalom
ellenérzésére nanodrop-készilékkel UV-abszorpcids spektrumokat vettiink fel, és a koncentracidt is megbecsultiik a hRad51 molaris
extinkcidja alapjan, ami a 30 — 50 uM tartomanyba esett. (9. sz. publ.)

2. A fehérje elGallitasi protokoll kidolgozdsa igényelte annak bizonyitasat, hogy a végsé hRad51 termék kétédik mind ss- mind dsDNS-hez.
Ezt gél-shift eredményekkel bizonyitottuk. F6 célunk azonban a filamentum-szerkezet paramétereinek vizsgalata és az 6nszervez6dés sordn
kialakul6 szerkezetek vizsgdlata volt. Kialakitottunk egy olyan vizsgdlati protokolit, ami erre alkalmasnak latszott. Egyik f6 szempont volt
ebben, hogy tisztan tudjuk vizsgalni annak a kdrnyezeti paraméternek a szerkezeti hatdsat, amelyet kivélasztunk. Sajat korabbi
tapasztalataink ( ) azt mutattak, hogy a fehérjék stabilitasat néveld kornyezeti tényezéként gyakran hasznalt glicerin, valamint Tween20
hosszu ideji dializalasat (éjszakan at 4 C°-on). Az dltalaban hasznalt foszfat-, vagy Tris-pufferekben a minta dializis alatt precipitalédott a
koncentraciotdl is figgben. Végul 40 mM Hepes, pH 7.5 puffert és 1-5 uM fehérje-koncentracidt taldltuk megfelelének, ilyen
koncentracidban tortént a dializis Hepes pufferben. A vizsgalati korilmények szempontjabdl a protokollt tgy alakitottuk, hogy az
onszervez&dés, a ssDNS jelenlétének hatdsa, és kdrnyezeti tényez&k hatdsa is vizsgalhatd legyen. A kisérletek tobbségében ennek
megfelel6en négyféle mintat hasonlitottuk dssze. A. a fehérje pufferbe dializélva; B. a dializalt fehérje ssDNS-el valé inkubalas utan (37 C,
30 perc); C. a fehérje a kornyezeti tényezékkel valo inkubalas utan; D. a fehérje ssDNS-el és a kornyezeti tényez6kkel inkubalva
(preszinaptkus filamentum modellje). A mérésekhez sziikséges ssDNS-templatot az Agilent-termékeket forgalmazé Kromat Kft.-t6l
szereztik be véletlen szekvenciaju 75 bazis-molekuldbdl all6 oligomérek formdjaban. A DNS-minta fluoreszcein-szarmazékkal (FAM)
megjelolt valtozatdt is beszereztik, ami lehetévé tette, hogy a hRad51 kot6dését a molekula rotdcios diffuzids allanddjanak valtozasa miatt
a FAM festék fluoreszcencia-anizotrépia-valtozasan keresztiil kimutassuk. Ezt a médszert sikeresen adaptaltuk a vizsgalatokhoz, igy a
vizsgalati protokoll részévé valt 6sszehasonlitéd mérések céljara.

3. Szerkezetvizsgdlo médszerek kivdlasztdsa. Intézeti lehetdség a dinamikus fényszdrasmérés (DLS), amely gomb-kozelitésben jellemzi az
oldatban levd részecskék méreteloszlasat . Kezdetben irodalmi adatok alapjan (EMBO J. 2003, 22, p.4566) feltételeztiik, hogy az
onszervez&dés révén kb. 8 monomérbdl allo gy(irlalaku képz&dmények jonnek létre a human Rad51-bél is, amint azt mas species-ek
esetében kimutattak. Az ,,A” dllapoton végzett DLS-mérések azonban sokkal nagyobb részecskéket mutattak és az 6sszetett méret-
eloszlasfliggvények nehezen voltak reprodukdlhatéak. Feltettik, hogy esetliinkben nem gydir(ikrél, hanem talan filamentumokrdl van sz,
amelyek feltehet6en még nem is homogén méretliek, vagy allas kozben tovabb alakulnak. . llyen alaki mintak szerkezet-valtozasa a DLS-
mddszerrel nem kévethetd. Az Intézetben rendelkezésre allo AFM méréShelyek a szal-paraméterek ( 5 — 10 nm) vizsgalatdhoz nem
rendelkeznek elegend6 felbontéssal.

Egylttm(kodést kezdeményeztiink a projektben részt vevd Kardos Jozsef-en keresztiil, ami lehetévé tette, hogy kiprébaljuk az ELTE
Bioldgiai Intézetében levs JEOL-JEM-1011 tipusu transzmisszids elektronmikroszkop hasznélatat a hRad51-asszocidtumok vizsgalatara. A
mintakészités sikeres volt, és Kovacs Janos professzor ur segitségével sikerilt a mérési paramétereket is megfelel6en adaptalni a megfeleld
kontraszt és a kdzel nm-es felbontds érdekében.

4. Az elektronmikroszkdpia (TEM) és a vizsgdlati protokoll alkalmassdgdnak tesztelése. Annak tesztelését, hogy a TEM paraméterek
alkalmasak-e arra, hogy az éltalunk vizsgélni kivant preszinaptikus filamentum szerkezetét és annak valtozasat kell§ részletességgel
jellemezziik, a modszert kiprobaltuk egy rész-témaban. Ez a téma arra épult, hogy irodalmi adatok szerint nagy (~ 200 mM) K-ion
koncentracié mellett a hRad51-filamentum képz&dés ssDNA templatra szelektivvé valik dsDNS-el szemben. A K-ionok lényeges szerepét
valoszin(sitette egy homoldg rendszeren nyert rontgen-krisztallografiai eredmény is (Amunugama et al. JBC, 2012), amely szerint K-ionok
kotédnek be a filamentum képz&désnél monomér hatarfeliiletként funkciondld régiokba, és igy kozvetlen szerepet jatszhatnak a szal-
szerkezetben. Ennek keretében a fehérje fent leirt A, B, C és D allapotaiban kérnyezeti tényez6ként 1 mM ATP-t és 2 mM CaCl,-t alkalmazva
TEM-felvételeket készitettlink két sorozatban, amelyek k6zo6tt a kiilénbség csak a hosszu el6készité dializis K-ion tartalmaban volt, 20 és
200 mM koncentracidkban. A D allapotban mindkét esetben helikalis filamentumokat kaptunk jol meghatérozhaté szerkezeti
paraméterekkel (pitch size, &tméré, szalhossz), amelyek a K'-tartalomtdl fiiggSen kis mértékben kiilonbdztek statisztikai elemzés alapjan.
Az A-allapotl mintak szerkezet-nélkiili valtozatos hosszisagu szalakat mutattak nagy K -tartalom mellett, mig kis K™ -tartalom mellett nem
képzddtek szalak 6nasszocidcidval. A helikalis szerkezetet mutaté mintak alkalmasak voltak arra, hogy a paraméter-értékeket szamszer(ileg
is meghatarozzuk jellemz6en 100 adat leolvasasaval és a pixel-méret kalibralasaval. A pitch-size 8-10 nm-nek, az &tméré 8 - 11 nm-nek
adddott.

5. A nyomdskisérlet tesztelése a K'-hatds segitségével. Az ANS-jelz6 alkalmazhatdsagat és a nyomaskisérlet kivitelezhetSségét,
reprodukalhatdsagét a K'-koncentracié hatdsanak vizsgalataval teszteltiik. A médszerek alkalmasnak bizonyultak arra, hogy kis szerkezeti
kilonbségeket is ki tudjunk mutatni, azonban a mérések reprodukalhatésaga arra utalt, hogy a fehérje-preparalds még mindig tovabbi
finomitasra szorul..
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A projekt harmadik évében ( 2013 - (2014 )), augusztusban engedélyt kértem arra, hogy valtozatlan anyagi tdmogatas mellett a projekt
kidolgozasi idejét egy évvel meghosszabbitsam. Ennek egyik oka az volt, hogy a tanulmanyozandoé fehérje, funkcionalis szerepébdl
adoddan, nagyfoku asszociacids hajlammal rendelkezik, ami az el8allitas és tisztitas tobb |épésénél is problémakat okoz. Példaul, viszonylag
hamar kiderlt, hogy a Hepes puffer kedvezének tiinik a tisztitott fehérje tarolasara és kisérleti mediumként is, azonban az irodalomban
leirt kisérletekben legtobbszor Tris vagy foszfat-puffert hasznaltak. Egy masik szempont volt, hogy Hepes hasznalata jelent6sen néveli a
koltségeket is. Ezért tobb alkalommal kisérleteztiink a fehérje elallitasi protokoll médositdsaval, mas pufferekre térve at. Ezek a
prébalkozasok nem vezettek latvanyos eredményre, aggregaciot tapasztaltunk, és vissza kellett térniink a Hepes pufferre. Mivel egy-egy
tisztitas kb. két heti munkafolyamatot jelent, a prébalkozéasok jelentdsen lassitottdk a munka el6rehaladasat. Masik lassité korilmény volt,
hogy két fontos munkatdrsat is veszitettiink 2013-ra (Fekete Melinda PhD, Vass Koppany PhD hallgatd), és helyettiik tobb kezd§ TDK-s, és
részmunkaidében, egyuttm(ikodésben a téman dolgozd kolléga csatlakozott. Ezzel természetesen a hatékonysag egy id6re — a betanulasig
—mindenképpen csorbat szenvedett. A munka utolsé szakaszaban jol reprodukalhato kisérleti munkasorozatokra térekedtiink a korabban
elSkisérletekben kiprobalt metodikak alkalmazasaval, publikdlhaté eredmények céljabdl. Ezekben a mérésekben a K-koncentracié 200 mM,
a puffer 40 mM Hepes, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, pH 7.5 volt. A fehérje kémiai kornyezete 1 mM ATP-t és 2 mM CaCl,-t jelentett (C és D
allapotok), az ssDNS templat koncentracidja 5 uM volt nukleotiddkban. Az ATP Mg?*-kofaktora helyett Ca®*-ot hasznaltunk, az ATP-hidrolizis
lelassitasa céljabdl. Ismeretes, hogy a hRad51 ATPaz aktivitassal bir, és hogy a hidrolizis utdn a DNS-hez vald két6dés meglazul, a fehérjék
monomérként levalnak az ssDNS-rél. A fehérje-minta vizsgélt A,B,C,D dllapotait 37 C°-on 30 percig tartd inkubdlassal allitottuk eld. Az
allapotok 6sszehasonlitdsaval a fenti protokoll alapjan arra kérdeztiink ra, hogy van-e szerepe, és mi a szerepe az ATP-kétésnek a hRad51
asszocidtumok szerkezetében.

1. A fehérje koncentrdcio meghatdrozds pontositdsa. A tervezett fizikai méréssorozatokban, és a jellemz& paraméterek meghatarozdsahoz
szlikséges pontosan ismerniink a mintdk hRad51 koncentracidjat. A metodikdk kidolgozasa idején a tisztitas utan nyert fehérje

alapjan becsultik, és 6sszevetettiik BSA referenciara alapozott Bradford-teszt eredményekkel (3 parallel mérése alapjan). Az eredmények
szortak, egyes esetekben még szignifikdnsan kilonb6z6 eredményeket is kaptunk annak ellenére, hogy tekintetbe vettiik mindkét modszer
jelent8s metodikai hibajat. Ezutan denzitometrids mérés kidolgozasaval probalkoztunk gélkép alapjan. Ehhez a méréshez is sziikséges egy
kalibracids mérés ismert koncentracidju fehérjével, azonban itt a mért jel (pixel-fényesség) a referencia fehérje és a minta denaturalt
dllapotdban kotott festék-mennyiségen alapul, és nem a felgombolyodott fehérje felliletén megkotott mennyiségen, mint a Bradford teszt
esetében mért abszorbancia. Ezért, véleménylink szerint a denzitometrias mérés megbizhatdbb értéket ad. Ez a mérés azonban csak
megfeleléen homogén megvilagitas mellett késziilt gélképek alapjan szolgéltat értékelhet6 eredményt. Tébb készlléket is kiprébalva
(koztiik az intézetit is), az ELTE Biokémiai Tanszékén taldlhaté miszert talaltuk alkalmasnak. Azt taldltuk, hogy a denzitometras eredmény
kb. 2-es faktorral kisebb koncentraciét adott, mint a Bradford teszt. A végsé kiértékeléseknél az igy korrigalt koncentracid-értékeket vettitk
alapul.

2. Az ANS-kétédés mérése fluoreszcencia-spektrumok alapjan. A kétédési dllando meghatdrozdsa. Az ANS-jelz6 alkalmazésa els6sorban
azt a célt szolgdlta, hogy fluoreszcens jelet nyerjiink a hidrosztatikai nyomas alkalmazéasa mellett varhaté filamentum-disszociacié
kimutatasara. Ehhez szlikség volt annak bizonyitdsara, hogy a jelz6 kotddik a fehérjéhez, és a kot6dés mértéke érzékeny arra, hogy milyen
kotShelyek vannak a jelz6 szamara elérheté médon. Emellett, megvizsgaltuk, hogy a minta A,B,C,D allapotaban kimutathatd-e szerkezeti
kulonbség az ANS-kotShelyeken keresztiil. Az ANS fluoreszcens jelz6t széles korben alkalmazzak f6ként hidrofdb feliiletek expondltsaganak
kimutatasara. Kevés szerz8 (Daniel és Weber, Biochemistry, 1966 ) irja le azonban azokat a metodikai problémakat, amelyek a kvantitativ
kiértékelés esetén felmerilnek. A kotédés kimutatasanak és a kiértékelésnek az az alapja, hogy az emisszidé kvantumhatdasfoka és a
spektrum maximum-helye is jelentésen megvaltozik (a kvantumhatasfok né, a spektrum maximuma révidebb hullamhosszra tolddik) ha a
festék vizes kozegbdl kikot&dik a fehérje fellletére. Ezeket a valtozasokat kell a festék-koncentracio fliggvényében megbizhatdan
meghatarozni. A kikiiszobolendd problémak kozé tartozott az, hogy véletlenszerlien megjelent egy a fehérjéhez kot6d6 festéknél révidebb
hullamhosszon jelentkezé masik révid hullamhosszi komponens is, amit tobb kisérletsorozat utan sikerilt a kiivetta faldra kitil§ festékhez
rendelni. Kiderult, hogy mivel 500 pl-es kiivettdkat hasznaltunk, a lesziikitett kiivetta falan megkotott festék emisszidja beleesett a
fényutba a nem tokéletesen parhuzamos megvilagitas mellett. MegfelelGen lesziikitett megvilagitd rés alkalmazéasaval sikerilt ettél a
zavaré jelt6l megszabadulni. Kiderilt tovabba, hogy figyelembe kell venni a minta fotokémiai érzékenységét, és emiatt a koncentraciétol
flggd spektrumsorozatot nem lehet tobbszori festék-adagolds mellett felvenni, hanem minden egyes esethez friss festékkel Gj mintat kell
késziteni. Korrekcidk utdni spektrum-sorozatra latunk példat az 1. Abran (az éles csucs a megvildgité fény Raman szérasa viz-molekuldkon).
A 2. Abran lathatd, hogy az ANS-kot&dés mértéke a fehérje vizsgalt négyféle allapotéban jelentésen kiilonboz6, az illesztésbél kapott
disszociacios allandok is kiilonboznek. A kotott ANS jelentés mennyisége a minta A,B,C allapotaban laza szerkezetre utal, amelyekben az
aggregacio esetén fedésbe keril6 monomér hatarfeliletek elérhetSk a festék kot6dése szamara. A D allapot kompakt szerkezetet mutat,
de a kevés elérhet6 kotéhelyen viszont szoros a kotédés.
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koncentracidban. B: a spektrumsorozat a fehérjéhez nem kotott allandd. (1. Tablazat)
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3. Az ANS-kétédeés vizsgdlata fluoreszcencia-élettartam-mérésekkel. A spektrum-mérésekkel kovetett ANS-kotEdés-vizsgalatokat
fluoreszcencia-élettartam-mérésekkel is kovettiik felhasznalva az Intézet ISS ChronosBH (Champaign, lllinois, USA) tipusu idG-amplitudé-

Sample: K4(ANS) <T> T, i T, f, T3 fy Ts in frree fhound
ANS added to (uM) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (total) (total)
buffer na 0,28 0,25 0,99 2,66 0,01 - -
Rad 26,9 727 | 01 024 | 081 |01 38 | 033 |172 | 034 | 0,33 0,67
Rad+DNA 29,6 5,83 0,11 0,3 0,79 0,12 3,66 0,31 16,5 0,28 0,42 0,58
Rad+ATP+Ca 3,6 317 | 012 | 033 | 062 | 033 |315 |O02 16 0,12 | 0,69 0,31
Rad+ATP+Ca+DNA 1,1 2,66 0,11 0,54 0,65 0,15 3,33 0,18 15 0,13 0,69 0,31

100000 4

10000 e 3. Abra. Rad51 oldathoz adott ANS fluoreszcencia lecsengési gérbéje

—IRF (sztrke pontok) a minta D allapotaban: 0.75 uM hRad51 40 mM Hepes, 200

mM KCI, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, pH 7.5 pufferben dializalva, majd
inkubdlva ImM ATP, 2 mM CaCl, and 5 pM DNss jelenlétében. Az ANS
jelzét a 37 C-os inkubalas utan adtuk a mintadhoz 30 uM koncentracioban, és
szobahdmérsékleten 30 percig kevertettiik a mintat mérés el6tt a kotodési
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104 egyensuly kialakitasahoz. A gerjesztési hullamhossz 370 nm, az emisszio
hullamhossza 450 nm volt. A miiszer valaszfliggvényét kék szinnel, az

1] illesztett négy komponensii lecsengési gorbét piros szinnel jeloltiik.
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e - 6 10 20 30 40 50 60 70 80 90 korrelalt egy-foton-szamldlason alapulé méréberendezését. A fluoreszcencia-

time (ns) lecsengési gorbéket a szabad ANS esetén két exponencialis, a fehérje

jelenlétében, a négy allapotban 4 exponencialis 6sszegével tudtuk illeszteni. Egy
lecsengési gorbét és az illesztett fliggvényt a 3. Abran mutatok be, az eredményeket a fenti Tablazat tartalmazza. A szabad ANS révid
élettartama (0.28 ns) teljesen megfelel az irodalmi adatoknak. A fehérjét is tartalmazé mintak négy élettartama koziil a két révidebbet
rendeltik a mintakban szabadon levé ANS molekuldakhoz, ezek dtlaga megfelelt a szabad allapotnak. A masik kett atlaga fehérjékhez
kotott ANS irodalmi adatainak értékeit kozelitette. Az ATP-t is tartalmazo két allapotban lecsdkken a kotott ANS mennyisége ami
kompaktabb strukturat jelez, a kotShelyek nagy része elfedett. Erdekes még a kotédési dllandok 6sszehasonlitasa. Az ATP-t is tartalmazo
szerkezetekben jelentGsen szorosabb a kot6dés, a kotés konfiguracids feltételei jobban definidltak. Legszorosabb az illeszkedés az ATP-t és
DNS-t tartalmazé mintdban. A kevés kotott festék (1. 2. Abra) itt j6l meghatarozott szerkezetben kétédik, amit a termikus fluktudcidval
megnyil6 monomer hatarfeliletekhez rendeltiink.

4. TEM-vizsgdlatok: az A,B,C,D dllapotok szerkezeti azonositdsa. Az A,B,C,D allapotu mintdkat a szerkezetet stabilizalé 37 C-on térténd, 30
perces inkubalas utan a hordozdra ulepitéssel vittik fel, majd uranil acetattal kezeltiik. A minta el6készités idSigénye ( dializis, inkubalas,
szallitas az ELTE-n levé mUiszerhez) miatt a mintdk az Ulepités és szaritas utan, masnap keriltek
mérésre, majd a méréseket egy nappal késébb megismételtik. A mérésre el6készitett rétegeket
paramentes kornyezetben, 4 C-on taroltuk. A topografiai eredmények j6 6sszahangban vannak az
ANS kotédési vizsgalatok eredményeivel. A fehérje pufferben torténd dializis utan (A) 6Gnmagéaban
filamentumokat képez, amelyek laza szerkezet(iek, és hosszUsdgra nézve inhomogén eloszlasuak.
Monomér éllapotu fehérjéket (dtmérs 3 —4 nm) nem taldltunk. Pufferben ssDNS-el vald
inkubdlas utan (B) vannak az 6nasszocidtumokhoz nagyon hasonlé hosszu filamentumok is,
azonban a 75 bazis hosszu ssDNS-szalak hosszlsagaval megegyez6 filamentumok (kb. 40 nm) is. A
filamentumok atméréje egy felvételen kb. azonos. Ennek alapjan feltételeztiik, hogy vannak a
ssDNS-re épul szalak is a mintdban, de 6nasszociatumok is. A hRad51 ssDNS-re val6 kot6dését
FAM-el jelzett DNS-szélakkal végzett fluoreszcencia-anizotrépia-mérések is igazoltak. A (C)
allapotban DNS-templat nincs a mintaban, de ATP-vel és Ca**-al inkubaltuk. Ezek a kofaktorok
jelentGsen befolyaspljak az asszociacidt, feltételezhetGen az oligomerizacio hatarfeluletére
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4. Abra. A minta négy vizsgalt
allapotéban késziilt felvételek

kotédve. Jellemzéen gy(irii alaku asszociatumok képz&dnek, ami mar hatérozott szerkezeti
kapcsolatot jelent a szomszédok kozétt. A D dllapotban a minta ATP, Ca®*, és ssDNS templattal
vald inkubdlds utdn készilt. Lathatd, hogy az ATP jelenléte kompakt, helikalis szerkezet(
filamentumok képz6déséhez vezet a DNS-szal koriil. A képek lehetGséget adtak a szalak paramétereinek jellemzésére. A D-dllapotot
értékeltuk ki nagy szamu adat alapjan. A pitch-méretet 9.3 nm-nek talaltuk, ami egy nappal késébb 8.4 nm-re valtozott. Ezt annak
tulajdonitjuk, hogy a Ca-ionok jelenlétében sem kizart az ATP-hidrolizis, csupan lelassult. Irodalmi adatok mutatjak, hogy hidrolizis utan a
szalak homoldg szerkezetekben kompaktabbad valtak. A szal-hosszlsag adatok statisztikai elemzése azt mutatta, hogy egyszeres és
tobbszoros DNS-szalhossznak megfelelS preszinaptikus szerkezetek is kialakulnak.

5. A hidrosztatikai nyomdssal indukdlt oligomer-disszocidcios kisérletek eredményei. Hidrosztatikai nyomas hatasara az ANS
fluoreszcencia-spektrumok maximum-helye révidebb hullamhosszakra tolddik és intenzitasa jelentésen megnd. Az intenzitas-valtozast
értékeltik, mint a disszocidciéval megnyil6 hatarfelllethez rendelhetd kot6helyek szdmdanak névekedésére utald jelet. Hatdrozott



A nyomasértékekhez rendelhetd szigmoid-gorbéket kaptunk a nyomas fliggvényében mind a négy esetben (5.
Abra). A jellemz8 nyomasértékek (félérték-nyomasok) néttek a minta allapotdnak megfeleléen. A legnagyobb
stabilitast a D esetben kaptuk: helikdlis szerkezet(i filamentum ssDNS-szélra épiilve, hatérfeliileten kotott ATP-
vel. Az A esetben volt a legkisebb a disszociacidés nyomas, ezt csak jelentsebb hibaval lehetett meghatérozni,
mivel ez a szerkezet atmoszferikus nyomdson is részben disszocialt, laza szerkezet(. Ezt az adatsort az 5. Abra
nem tartalmazza. Az 5B dbran a preszinaptikus szerkezet adatai lathatdk egy disszociacids modell illesztésével.
B (A modell leirdsa a mellékelt kéziratban elérhet8.) A modell illesztésével az atmoszferikus nyomdshoz tartozé

o hatérfelileti disszociacids allanddt lehetett meghatdrozni. A nyomaskisérletbdl kapott paramétereket az alabbi
¢ tablazatban mutatjuk be. A disszociacios allanddk alapjan szamithatd a disszociaciohoz tartozé szabadentalpia-
057 valtozas, ezt is feltlintettiik. Szerepel még a disszociacids térfogatvaltozas (A4V) és n, a filamentum szélhossza.

P [0 CavATP+ONA
© Ca+ATP
© DNA

ll) 100 200 300
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5. Abra. A fehérjéhez kotott ANS fluoreszcencia intenzitas valtozasa a hidrosztatikai nyomas fiiggvényében.

minta: ANS kétve p12 (MPa) | Kqo (M) AV (ml/mol) | Nmax | AGais (ki/mol)
200 mM KCI mellett

Rad pufferben ~ 50 4.1x10°%* (+70%) | -166.7 550 | 42.4
Rad+DNA 64 1.15x10° (£10%) | -194.2 25 45.6

Rad+ Ca+ATP 82.4 1.6x10” (£50%) -180.9 8 50.4
Rad+Ca+ATP+DNA 140 1.8x10™ (£17%) | -211.2 25 61.6

6. Az ATP-kétés szerepe a preszinaptikus filamentum felépiilésében. A munka utolsé szakaszaban a korabbi tapasztalatok, és tobbszor
kiegészitett és javitott protokollok alapjan publikidlhaté eredményekbdl kézirat Osszeallitasat és bekildését tliztlk ki célul. A projekt
tervezésénél sokkal tobb eredményre gondoltunk, azonban nem szamitottunk arra, hogy a biokémiai kisérletek céljara alkalmas fehérje
mintdk és termeltetési, tisztitasi protokollok nem szolgaltatnak elegendden tiszta, minGségében magas szinten reprodukalhaté mintakat.
Sziikséges volt ezek minden egyes Iépésének Ujra-tervezése kisérletsorozatokon keresztll. A munka el6rehaladdsat lassitotta, hogy egy Uj
laboratdrium felszerelésével, és Uj metodikak adaptalasaval jart egyitt, és a kollégdk szdmdra is Uj ismereteket jelentettek.

A kozponti kérdés, amire valaszt kerestiink a kdvetkezd volt. Mi az oka annak, hogy a preszinaptikus filamentum bioldgiai aktivitasahoz ATP
jelenléte sziikséges, de ha az ATP hidrolizal, akkor a funkciéhoz sziikséges, kb 10 nm pitch-méretd, helikdlis szerkezet leépdl. Ismeretes,
hogy a hRad51 ATPaz aktivitassal bir, azaz Mg®* jelenlétében ATP-b8| ADP keletkezik.

Feltettlk, hogy a rekombinacidnak abban a Iépésében, amikor a preszinaptikus filamentum kialakul, az ATP-nek nem biokémiai, hanem
szerkezeti szerepe lehet. Olyan kisérletsort terveztiink, amelynek soran a hidrolizis nélkili ATP-kotés megvaldsithato, és a kotés tisztan
szerkezeti hatdsa vizsgdlhato. A fentiekben ismertetett eredmények alapjan a kovetkez6 megallapitasokat tehetjik.

1. ATP nélkdl a hRad51 fizioldgias so-kérnyezetben nem létezik monomér éllapotban, hanem laza szerkezet(i hosszu filamentumokat képez
Onasszociacio révén.

2. A hRad51 ATP nélkul is kot6dik az ssDNS-hez, filamentumok képz6dnek, ezek azonban nem helikalis szerkezet(iek, igy nem alkalmasak
arra, hogy részt vegyenek a homoldg rekombinacidban.

3. A hRad51 6nmagdban ATP/Ca jelenlétében gy(ir(iket és rovid, helikalis formara emlékeztetd filamentum-kezdeményeket képez.
Feltehetd, hogy ATP-kotés hatdsara alakult a fehérje egyes fellleti tartomanya olyan szerkezetlire, amely indukalja a kot&dést a
szomszédos monomérrel olyan térszerkezetben, aminek meghatarozott topoldgiai forméja van. Az ATP-nek tehat ssDNS jelenléte nélkul is
van hatarozott kot6helye az oligomér szerkezet hatarfeliletein.

4. A fehérjét a D allapotban ssDNS-templattal telitett allapotban, ATP és Ca2+ jelenlétében vizsgaltuk. A hRad51 szabalyos helikalis
szerkezetben filamentumot képezett a DNS-szalon. A B és C allapot tulajdonsagait is tekintetbe véve kijelenthetjik, hogy helikalis
szerkezet( filamentum csak ATP jelenlétében képz&dik az ssDNS-szalon. Az is kijelenthetd, hogy az ATP-k&tés 6nmagdban nem elegendé a
szerkezet kialakuldsahoz, a DNS-kotés és az ATP kotése altal indukalt hatarfellleti kot6dés kozotti alloszterikus csatolas is szilkséges.

A fenti eredményekbdl bekiildott alabbi kézirat kisebb korrekcidkat feltételezve (minor revision) elfogadast nyert a Journal of Chemical
Physics B —ben. (,,Decision letter” mellékelve.):

Gusztav Schay, Balint Borka, Linda Kernya, Eva Bulyaki, J6zsef Kardos, Melinda Fekete, Judit Fidy, Without Binding ATP, Human Rad51 does
not Form Helical Filaments on ssDNA.

A Projekt eddigi eredményeinek ésszefoglaldsa.

Tudomanyos eredmények. A projekt célja a homoldg rekombinacidban alapvetd szerepet jatszé6 human Rad51 rekombindz molekularis
kolcsénhatasainak fizikai modszerekkel torténé vizsgélata volt. Tobb, egytittm(ikodd partnerektdl atvett protokollt kiprébalva, végil a
molekularis klénozastdl elindulva Gjraterveztiink és megvaldsitottunk egy fehérje termeltetési és tisztitasi eljarast, amellyel a hRad51
fehérjét spektroszkdpiai tisztasagli minGségben és kb 50 1M koncentréaciéban eld lehet llitani. Ugyszintén, eljarast dolgoztunk ki a fehérje
haromféle, triptofant tartalmazé pontmutdnsanak, valamint egy cisztein mutansanak ugyancsak nagy tisztasagban és koncentralt formaban
torténd elGallitasdra. Az sikeres eljaras kidolgozasanak egyik kulcsa volt annak megakadalyozdsa, hogy az asszocidciéra hajlamos fehérje az
eljards lépései sordn aggregalddjon. Ezt megfelel6 puffer- és ion-komponensek kivalasztasaval sikerilt teljesiteni. A munka sordn egy Uj
laboratdriumot szereltiink fel eszkdzokkel, és betanitottunk egy laboranst a sziikséges biokémiai eljarasok pontos végzésére. Eljarast
dolgoztunk ki a fehérje-koncentracié megbizhatd pontossagu mérésére, valamint a fehérje bioldgiai aktivitdsat bizonyité ATPaz aktivitds




mérésére radioaktiv jelzés kikliszobolésével. MérGberendezést allitottunk dssze meglevd egységekbdl, amelynek segitségével a
hidrosztatikai nyomas széles tartomanyu (400 MPa-ig) valtoztatdsa mellett oldat-mintdk fluoreszcencia spektrumai regisztralhatok, és
szoftvert fejlesztettiink a spektrumsorozatok korrekcidjara és kiértékelésére. Megmutattuk, hogy ez a mérési mddszer alkalmas fehérje-
homo-asszociacios jelenségek kimutatasara, és modell illesztése utan az asszociatumot 6sszetartd hatarfeliileti kdlcsonhatas energiajanak
meghatarozasara. Az dltalunk kidolgozott termeltetési és tisztitasi eljarassal elGallitott fehérje, a hRad51 alkalmas tovabbi fehérje
Onasszocidcids és fehérje-DNS kot6dési jelenségek tanulmanyozasara. Mindkét témakor alapvet§ jelent&ségli konkrétan a human genom
stabilitdsanak, épségének fenntartdsa szempontjabdl, masrészt 6nmagukban is igen fontos bioldgiai problémakat képviselnek. Az elsé
kidolgozott témardl a fentiekben szamoltam be, és a munka részleteiben olvashaté lesz a hamarosan megjelené publikaciéban.

Elindult tovabbi projektek.
1. A hRad51 triptofan-pontmutansai célzottan a protomér hatarfellletek és a DNS-k&td régid szelektiv vizsgalatara késziltek. Az F126W
mutdns tesztelését kezdtiik meg stopped-flow kisérletekben a DNS és ATP-kétddés kinetikdjanak mérése céljabol, egyuttmiikodésben
. Kovacs Mihaly (ELTE TTK Biokémiai Tanszék) laboratériumaval. Az elsé mérések azt

mutattdk, hogy elegend§ a fluoreszcencia-intenzitds mikroM koncentraciéju
fehérje-mintak vizsgélatara, és a fluoreszcencia intenzitas jol mérhetd, dsszetett
id6-fuggés(i csokkend jelet mutat. A mellékelt dbra 75mer ssDNS oligd hozzdadasa
mellett mért id6fliggd triptofan-fluoreszcenciat mutat. A megfelel6 mutans
kivalasztasat neheziti, hogy a hRad51 kristalyszerkezetét még nem sikerilt
meghatarozni, a becslések homoldg szerkezetekre alapoznak. A vizsgalt muténs
triptofanjanak (wt-ben fenilalanin) helyét egyes vélemények a DNS-k&té hely (JMB

' ; ] : > L - ~  (2008) 383, 575), masok a hatarfeliilet kozelében (PNAS (2009) 106, 13248 )
josoljak. Az ATP-kotési és a DNS-kotési kisérletek varhatoan erre a kérdésre is fényt deritenek majd.
2. Ujabb irodalmi adatok arra utalnak, hogy a preszinaptikus filamentum mellett a dsDNS-en
kialakulé hRad51 filamentumnak is van fontos bioldgiai funkcidja (NAR (2013) 41, 7302). Ezt a
szerkezetet kezdtiik meg vizsgalni AFM mérésekkel, az Intézet AFM-laboratériumaban (vez.: Prof.
Kellermayer Miklds). Sikerlt kidolgoznunk egy eljarast a filamentum Iétrehozéséra és
vizualizélasara. A mellékelt dbrén lathatd a templat DNS (1300 bp Lambda DNS) is egy szakaszon,
bizonyitva, hogy a tobbi részen a szal valdban fehérje-filamentum. A magukban all6 ,,pottyok”
mérete a gyakran el6forduld gyliris szerkezeteknek felel meg. Az elsé eredmények azt mutatjak,
hogy az ATP-kotésnek ebben az esetben is alapvetd szerepe van a szal-szerkezetben.
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TDK munka, prezentéciok és dijak TDK konferencian:
- Soltész Borbdla ELTE TTK biofizikus MSc hallgatd
2014 (SE) prezentacio és |. dij
- Borka Balint ELTE TTK fizikus BSc hallgatd
2014 (SE) prezentacio és Il. dij
Diplomamunka, szakdolgozat:
- Soltész Borbala: MSc szakdolgozat 2015 (ELTE TTK biofizikus szak)
- Borka Balint: BSc szakdolgozat 2015 (ELTE TTK fizikus szak)

Prezentdcidk nemzetkozi konferencidkon:

Effect of DNA binding on the self-association of the human recombinase protein Rad51
M. Fekete', G. Schayz, J. Kardos®, Cs. Pongorz, M. S. KeIIermayerZ, J. Fidyl'z(poszter)
8th EBSA Congress, 2011 Aug. 23-27, Budapest

Self-association of the hsRad51 recombinase on ssDNA. Studies by combined high pressure and fluorescence methods.
Schay, G'., Fekete, M., Kardos, J.2, Kellermayer, M. It Pongor, Cs., Fidy, J”.(poszter)
MAF12 conference 2011 Sept. 11-14 Strasbourg

Condlitions inducing the helical filament formation of the recombinase hsRad51 in solution and bound to ssDNA.
J. Fidy, M. Fekete, 'J Kardos, G. Schay, K. Vass, M. Wesolowska, (poszter)
2nd Prague Protein Spring meeting: Proteins in Different Environments, 2012, Majus 3-6, Praga

Search for fluorescence techniques to monitor protein interactions in the presynaptic filament formation of homologous recombination.
Melinda Fekete®, Jozsef Kardos®, Gusztav Schay®, Koppany Vass®, Marta Wesolowska®, Judit Fidy**(El6adas, Fidy J.)
Fluorescent Biomolecules and their Building Blocks — Design and Applications (FB), 2012, July 5 - 8 Goteborg, Sweden

Structural stability of hsRad51 filaments of self-aggregates and of presynaptic complexes studied by electronmicroscopy and pressure
tuning fluorescence spectroscopy.

Melinda Fekete®, Jozsef Kardos®, Gusztav Schay®, Judit Fidy**(poszter)

American Biophysical Society Congress, 2013, Febr. 2-6, Philadelphia

ATP BINDING IS PREREQUISITE TO THE HELICAL STRUCTURE OF HUMAN RAD51 PRESYNAPTIC FILAMENT
Judit Fidy®, Balint Borka®, Eva Bulyaki?, Jozsef Kardos?, Gusztav Schay®, (poszter)
American Biophysical Society Congress, 2015, Febr. 7-11, Baltimore

LDecision Letter” a publikécid elfogadasarol.

18-Feb-2016



Journal: The Journal of Physical Chemistry

Part: Part B: Biophysical Chemistry, Biomaterials, Liquids, and Soft Matter

Section: B: Biophysical Chemistry and Biomolecules

Please note that the final decision on journal Part and Section remains with the journal Editors.

Title: "Without Binding ATP, Human Rad51 does not Form Helical Filaments on ssDNA"
Authors: Schay, Gusztav; Borka, Balint; Kernya, Linda; Bulyaki, Eva; Kardos, Jozsef; Fekete, Melinda; Fidy, Judit
Manuscript ID: jp-2015-12220h.R1

Dear Prof. Fidy:

Congratulations; your Article has been accepted for publication in The Journal of Physical Chemistry Part B: Biophysical Chemistry,
Biomaterials, Liquids, and Soft Matter, B: Biophysical Chemistry and Biomolecules.

You should receive galley proofs in approximately 1-3 weeks, and your manuscript should be published on the Web in 2-4 weeks and in a
print issue in 6-8 weeks. Please note: An ACS ID is required to access proof materials. If you do not have an ACS ID, you will be prompted
to create one or go to http://www.acschemworx.org to register.

Should you happen to be away during that period, you might assign one of your collaborators to do the proofreading for you. Once a
manuscript appears on the Web, it is considered published. Any change to the manuscript will then need to be submitted to the journal office
as an Addition or Correction.

Please address all further inquiries regarding this manuscript by contacting the Journal Production Department at jpcprod@acs.org or 614-
447-3665.

Thank you again for choosing The Journal of Physical Chemistry for the publication of your work.
With sincere regards,

Prof. Robert Dickson

Senior Editor

The Journal of Physical Chemistry
Phone: 404-894-4007

Fax: 202-354-4799

Editor Email: dickson-office@jpc.acs.org



