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Bevezetés

Az emberi HLTF (Helicase-like transcripcion factor) a Swi2/Snf2 ATP-vezérelt
molekularis motorfehérjék csaladjdnak a tagja. Mint a Swi2/Snf2 csalad legtobb tagjanak, a
HLTF-nek sincs kanonikus DNS helikaz aktivitasa, de rendelkezik ATP-hidrolizis altal vezérelt
kettds szali (ds) DNS transzlokaz aktivitassal. A HLTF bioldgiai jelentdségét jelzi, hogy szerepet
jatszik a sériilt DNS replikaciojaban és megakadalyozza a genom atrendezddést, igy egy tumor
szupresszor fehérjének mindsiil. A HLTF replikacios villa-atalakitd tevékenységének a
felfedezése, kiilonosen a villa visszaforditd képessége, mechanikus magyardzatot nyujt a templat
valtason alapulé hiba mentes DNS atirasara. Azonban az elakadt replikacios villdhoz tobb
egyszall (ss) DNS-, és dsDNS-kotott fehérje kapesolddik, mint példaul az RPA, RFC, PCNA, és
a replikaciés polimerdz. Eddig ismeretlen, hogy ezek a fehérjék milyen modon tavolitdédnak el,

mieldtt a DNS templat valtas végbemegy.

Megvizsgaltuk, hogy a replikécios villa-szerli DNS struktirahoz k6tddd fehérjék gatoljak-
e két eltérd replikécios villa visszafordité enzim, név szerint a Swi2/Snf2 csaladba tartoz6 HLTF

¢s a RecQ csaladba tartoz6 Bloom szindréma helikaz (BLM) aktivitasat.

Bebizonyitottuk, hogy a HLTF specifikusan képes mind az ssDNS-, mind a dsDNS-ko6td
fehérjék altal kotott replikacios villat visszaforditani, amely folyamat a HLTF egy 0 fehérje
atrendez6 aktivitdsdnak koszonhetd. Megfigyeléseink ravilagitanak arra, hogyan kertl
eltavolitasra az elakadt replikacios villat koriilvevd fehérjék sokasdga a DNS-rdl, ami uj hiba

tolerancia Utvonalban szerepet jatszé fehérjéknek adhat helyet.



Célkituzések

A disszertacio o6 célja két olyan fehérje 6sszehasonlitdsa, név szerint a BLM és a HLTF,
amelyek rendelkeznek villa-visszafordité aktivitdssal. Habar mindkét enzimnek van villa-
visszafordito aktivitdsa modell replikacios villan, feltételeztiik, hogy kiilonb6zé mechanizmusok

révén képesek a megallt replikacios villat visszaforditani.

Ezen elgondolasok alapjan az alabbi célokat tiiztiik ki:
I. Kiilonb6z6 modell replikacios villak létrehozasa a BLM ¢és a HLTF aktivitdsanak
Osszehasonlitdsa céljabol
I1. Annak a mechanizmusnak a megértése, hogyan képesek a replikacids villa-
visszafordité enzimek legy6zni a replikacios villaban elhelyezkedd fehérje komplexek
gatlo hatasat
III.  Megvizsgalni, vajon a HLTF DNS atrendezd aktivitasan kiviil rendelkezik-e fehérje

atrendezd aktivitassal

Modszerek
Fehérjék

A HLTF tisztitasa

A BLM tisztitasa

Az E. coli E111Q EcoRlI tisztitasa

Human replication protein A (RPA) tisztitasa
Oligonukleotid alapu replikécids villa-szerti struktarak 1étrehozasa
Fehérje-kotott replikacios villa-szerii strukturdk 1étrehozasa

Villa visszafordit6 assay



Eredmények

A HLTF képes dsDNS-koto fehérje altal kotott model replikacios villa visszaforditasara
Megvizsgaltuk, hogy a HLTF DNS atrendezd aktivitasat gatoljak-e azok a fehérjék,
amelyek kotddnek az elakadt replikéacios villa-szerti DNS struktirdkhoz. Eldszor is, szerettiik
volna kizarni a konkrét fehérje-fehérje kozotti kolcsonhatast a HLTF és a DNS-kotd fehérje
képes a DNS hasitdsara, de megdrizte a szekvencia specifikus dsDNS kot aktivitasat.
Kiilonb6z6 homolog replikacios villa-szerli DNS szubsztratokat készitettiink, melyek EcoRI
kotohelyeket tartalmaznak a rovid karokon, amihez sztdchiometrikus mennyiségben sikertlt
kotnlink az E111Q mutans EcoRI fehérjét, amint azt a gél mobilitds eltolodasi kisérletiink is
megerdsitette. Ezen fehérje-kotott DNS struktirdk atrendezddését a reakcid soran megjelend
75/75 vagy 30/30 nukleotid hosszii dupla szali DNS-ek megjelenésével tudjuk kovetni. A
kontroll kisérletben a Bloom helikdzt (BLM) hasznéltuk, melyrdl szintén bebizonyitottak, hogy
rendelkezik replikacios villa-visszaforditd aktivitdssal, és kimutattuk, hogy az E111Q mutans
EcoRI fehérje kotddése gatolta ezt az aktivitasat. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy a HLTF
megorizte villa visszaforditdo képességét az EcoRI kotdédése mellett, és csak kismértékl gatlas
volt megfigyelheté . Ezen tulmenden, amikor a villa DNS-en csak az egyik kar tartalmazott
EcoRI kétéhelyet, a HLTF mind a vezetd, mind a lemaradé szélnak megfeld karon egyforman jol

miikodott.

A modell villa szubsztratrol torténé fehérje eltavolitashoz a HLTF transzlokaz aktivitasara
van sziikség

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a HLTF a replikécios villa visszaforditasa kdozben
egyarant képes eltavolitani az E111Q EcoRI fehérjét a vezetd és lemaradd szalrol. Hogy
megerdsitsik az E111Q fehérje tényleges eltavolitasat, és azt, hogy ez a HLTF dsDNS
transzlokaz aktivitasatol fligg, figyelemmel kisértiikk az E111Q EcoRI fehérje modell replikacios
villarol torténd eltavolitasat egy jelolt, EcoRI kotohelyet tartalmazod dsDNS-hez vald kotédésével.
Az eltavolitott E111Q EcoRI fehérjét gél mobilitas eltolodasi kisérletben kdvettiik nyomon, €s a
fehérje-kotott DNS-el mutattuk ki. A fehérje-kotdtt DNS csak a vad tipusu HLTF-el jelent meg,



az ATP4z mutanssal nem, ami arra utal, hogy az EcoRI fehérje eltavolitdsa a modell replikacios

villarol a HLTF ATP fiiggd dsDNS transzlokéz aktivitdsanak koszonheto.

A HLTF képes az ssDNS-t kot fehérje altal burkolt gap-et tartalmazoé replikacios villat
atrendezni

A vezetd és lemarado szal szintézise a leggyakrabban kiilonvalik akkor, ha a replikacios
apparatus egy DNS hibahoz ér. Ez a folyamat ssDNS kialakuldsdhoz vezet, amit ssDNS-k&td
fehérjék, mint az RPA és a Rad51 képesek megkotni. Kordbbi adatok alapjan ismeriink olyan
helikdzokat, mint példaul a BLM, melyek képesek eltavolitani az ssDNS-hez kotott RadS1
fehérjét, de nem tudunk olyan fehérjérdl, mely ssDNS kotott fehérjét képes eltavolitani dsDNS
transzlokdz aktivitasa révén.. Annak vizsgélatara, hogy ilyen mechanizmusra képes a HLTF
fehérje, 1étrehoztunk egy 15nt hosszi ssDNS régiot a modell replikacids villa vezetd szalan,
ahova az ssDNS kot6 fehérjék, mint az RPA vagy az E. coli SSB kotédni tudnak. Villa
visszafordit6 kisérletben kimutattuk, hogy mind a HLTF mind a BLM sikeresen visszaforditotta a
villat ssDNS ko6t6 fehérje jelenlétében. Ezen a specialis szubsztraton az RPA-t a HLTF dsDNS
transzlokaz aktivitdsa révén képes eltavolitani ami 6sszhangban all azzal a modellel, mi szerint a
villa visszaforditds soran a HLTF az jonnan szintetizalt szalakat levéalasztja az anyai szalrol,
majd &sszehibridizalja azokat. Az RPA eltavolitds nem tulajdonithato a HLTF és RPA kozotti
kapcsolatnak, mivel a HLTF az E. coli SSB fehérjét is ugyan ilyen hatékonyan képes eltavolitani
az azonos szubsztratrol.. Ez az eredmény azt jelzi, hogy bizonyos bonyolult DNS szubsztratokon,
a HLTF kettds szalt DNS transzlokdz aktivitasa is képes az ssDNS-kotott fehérjék eltavolitasara.
Az eredményeket O0sszevetve, kisérleteink bizonyitjak, hogy a HLTF koordinalt fehérje eltavolito/

DNS atrendez0 kettds funkcioval rendelkezik az elakadt replikécids villanal.

A HLTF képes eltavolitani a PCNA-RFC komplexet a replikacios villarol

Annak érdekében, hogy kimutassuk, hogy a HLTF wvaloban képes olyan fehérjék
eltavolitasara, amelyek a replikacids villaban jelen vannak, megvizsgaltuk, hogy a PCNA ¢és RFC
komplex milyen hatdssal van a HLTF aktivitdsira modell villa szubsztraton. A kontroll

kisérletben ezek a DNS-kot6 fehérjék teljes mértékben gatoltak a BLM helikaz villa-visszaforditd



aktitasat. A HLTF viszont képes volt atalakitani ezen replikacid soran jelen 1évo fehérjék altal

kotott villa szubsztratot.

Diszkusszi6

Altalanossagban a Swi2/Snf2 csaladba sorolt fehérjékre az jellemz6, hogy a nukleoszoma
elmozdulasat végzik a kromatin remodelling soran. Azonban néhany tagjuk olyan kiilonleges
funkcidval rendelkezik, mint példaul a MOT1, amely leszoritja a DNS-r6l a TATA box-kotd
fehérjét, a HARP, ami képes Osszetekercselni a letekert DNS-t, és a FancM, HLTF, ¢és az éleszt6
Rad5, amelyek replikacios villa-visszaforditd képességgel rendelkeznek. A HLTF ujonnan
felfedezett koordinalt fehérje eltavolito/DNS atrendezd kettds funkcidja tovabb boviti ezen
fehérjék enzimatikus repertodrjat és felveti a kérdést, miszerint mas Swi2/Snf2 fehérjék is
mutatnak-e hasonlo aktivitast. Tovabba valdszintsitjilk, hogy a HLTF koordindlt fehérje
eltavolito/DNS atrendezd kettds funkcidja fontos lehet a genom stabilitdsdnak megdrzésében,
amit az is jelez, hogy a radk egyes formaiban a HLTF expresszioja csokkent, vagy kiilonb6zo

Swi2/Snf2 domén deléciés mutans HLTF fehérje van jelen.
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