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1. Bevezetés

A genetikai allomany megdrzése és masolasa minden ¢él6 szervezet elsérendil
feladata. Ennek soran Kkitiintetett DNS részek valnak hozzaférhetévé és bonyolult
fehérjekomplexek kozremiikodésével irodnak at. A genetikai allomany épségének
szempontjabol kiemelten fontos a modosult, vagy sériilt DNS szakaszok felismerése
és eltavolitasa. Mind a masolas, mind a javitds szempontjabol alapvetd, hogy a
folyamatot végzo fehérjék az adott sajatsagli - ép vagy hibas - DNS szekvenciat meg

tudjak kiilonboztetni a kornyezetétdl.

A DNS egy kitiintetett bazisanak, vagy bazissorrendjének felismerése azonban
jelentésen kiilonbozik a fehérjék kis, szerves molekulakhoz torténé kotodésétdl. A
DNS-ben a keresett rész, célszekvencia kovalensen kapcsolodik a hozza kémiailag
nagyon hasonldé szegmensekhez. Egy bakteridlis genomban példaul a BamHI
restrikciés enzim szubsztratszekvencidja (GGATCC) mas bazissorrendi DNS
szakaszok ezerszeres feleslegébe agyazodik be. A fehérje tehat a nem megfeleld
szekvenciaval torténd érintkezés esetén levalhat a DNS-r6l, de utana tjra ugyanazzal
a molekulaval kell kolcsonhatasba lépnie. Ezért is szokas a specifikus DNS-

felismerést a ,,tii a szénakazalban” problémahoz hasonlitani.

1.1. A DNS felismerés klasszikus értelmezése

A paradoxon a megoldasara Peter von Hippel a ,linearis diffizi6” modelljét
javasolta. Ennek lényege, hogy a fehérje el6szor lazan kotddik a DNS-hez,
felismerési (un. ,,encounter”’) komplexet képez. Ebben a stadiumban a fehérje és a
DNS kozotti térrészt viz tolti ki, mely lehetdséget biztosit a fehérjének, hogy a DNS
mentén 1 dimenziéban, a hdmozgas energidjanak segitségével mozogjon. A linearis
diffiizié soran a fehérje végig laza kapcsolatban marad a DNS-el, ami megnéveli a
célszekvencia azonositasanak hatasfokat. Ha a fehérje ratalal a keresett szakaszra,
akkor oldallancai kozvetleniil kolcsonhatasba Iépnek a DNS megfelelé bazisaival és
szoros, specifikus komplex alakul ki kozottiik. Mivel a linearis diffuzi6 Brown
mozgas jellegii és igy kitiintetett irdnyultsaga nincs, a fehérje nem tud a teljes DNS
szal mentén végighaladni. A fehérje nagyjabol 40 bazispart tud igy ,,végigpasztazni”,

majd levalik a DNS-16l és egy masik helyen kezdi Wijra az olvasast (ezt az angol
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terminologia ,.hopping”-nak nevezi). A két DNS kotdhellyel rendelkezé fehérjék
esetén elképzelhetd, hogy a fehérje csak az egyik helyet engedi el, és a masikhoz
tovabbra is kapcsolodik. Ez az tin. szegmensek kozotti transzfer, melyben a fehérje az

egyik helyrél a masikra ,,ugrik” DNS-en hurkok képzddését eredményezve.

Egy fehérje specificitaisat — azon képességét, hogy mennyire tudja
megkiilonboztetni a célszekvenciat barmely mas DNS szakasztol — altalaban a
kotédési allandok hanyadosaval jellemezzik (Kgpeo/Knonspee): DNS-en mitkodd
enzimek esetén a specificitast a kémiai lépések is tovabb novelik. Ilyen esetben az
enzim hatékonysagat is Ossze kell vetni a célszekvencian, illetve az ettdl eltérd
szakaszokon. Erre a célra altalaban egy olyan, un. csillag-szekvenciat szokas
hasznalni, mely a célszekvenciatol csak 1 bazisparban kiilonbozik. A BamHI esetén
az enzimatikus reakcidé sebességi allanddja a specifikus és a csillag-szekvencia
(GAATCC, a specifikustol eltéré bazis dolttel szedve) esetén 6, mig a kotdodési

allandok csak 3 nagysagrendben kiilonboznek.

L.2. A specifikus DNS felismerés molekularis alap-pillérei

Mi a molekularis alapja, mechanizmusa a DNS szekvenciak felismerésének és
hatékony megkiilonboztetésének? A kérdésre az elmult 4 évtizedben alapvetéen a
fehérje-DNS komplexek térszerkezeteinek elemzésével (~ 2500 szerkezet) keresték a
valaszt. Ilymodon harom specificitasért felelos tényezot sikeriilt azonositani. i) A
bazisokkal kialakitott hidrogénkotés-mintazat. A nukleinsav-bazisok hidrogénkotd
képessége nem meriil ki az AT és GC bazisparok létrehozasaban. A szabadon maradé
NH ¢és CO csoportokkal kialakitott hidrogénkotések szekvencia-specifikus mintazatot
alkotnak. Ezt kozvetlen olvasasnak (,,direct readout”) nevezziik, mely alkalmas a
széles- ¢és a keskeny arok megkiilonboztetésére is. ii) A foszfat csoportokkal
kialakitott elektrosztatikus kélcsonhatasok. A DNS gerincét alkotd foszfat-cukor lanc
er6sen negativ toltésti, mellyel a fehérjék pozitiv toltési oldallancai kedvezd
kolcsonhatast tudnak kialakitani. Ilyenkor a fehérje nem kozvetleniil a bazisokat
ismeri fel, hanem a szomszédos foszfat-csoportok tavolsagan keresztiil a DNS
szekvencia-fliggd torzulasait. Ezért ezt kozvetett felismerésnek (,indirect readout”)
nevezzilk, mely kiilondsen nagy jelentdséggel bir olyan esetekben, ahol a DNS

szerkezete jelentsen torzul a fehérjéhez torténd kotddéskor. iii) Specifikusan
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elhelyezkedd vizmolekuldk altal kozvetitett hidrogénkotések. Megfigyelték, hogy a
DNS koriil elhelyezkedd vizmolekulak egy része a fehérjével alkotott komplexben is
a helyén marad. Ezek részben kitoltik a fehérje-DNS kozotti térrészt, részben pedig

iranyitott hidrogénkotéseket hoznak 1étre.

L.3. A Kklasszikus modellek hidnyossagai

A felsorolt tényezok mindegyike a DNS célszekvencidjara és a vele
kozvetleniil, vagy vizmolekuldk kozvetitésével kolcsonhatd fehérje-felszinre
korlatozodik. Az utébbi néhany évben szamos kisérleti adat utalt azonban arra, hogy
a specificitas kialakitasaban tavolabbi DNS ¢és fehérje régiok is kozrejatszanak. A
DNS-ben a célszekvenciat szegélyezd bazisok hozzajarulnak a specifikus szakasz
végsG  geometridjanak  kialakitasdhoz, vagy ,arnyékolo” elektrosztatikus
kolcsonhatasok altal befolyasolhatjak a kotés affinitasat. A Hox gének altal kodolt
homeodomének DNS célszekvenciai széles tartomanyban valtoznak és specificitasuk
szovet-tipustol fiiggden is modosulhat. Ez arra utal, hogy a kotéfelszinen kiviili
fehérje-részek jelentdsen hozzajarulnak a célszekvencia kivalasztasahoz és a szoros
illeszkedésti komplex kialakulasahoz. A tavoli fehérje-szakaszok hatdsa azonban
nehezen értelmezhetd, mivel nem alakitanak ki stabil (permanens) kolcsonhatast a

DNS-el.

A specifikus DNS felismerés molekularis alapjainak vizsgalata gyakorlati
jelent6séggel is bir. Szamos biotechnologiai és gyogyszeripari alkalmazas igényel
adott DNS specificitasi és meghatarozott koriilmények kozott mikods fehérjéket,
enzimeket. A DNS-t javité enzimek, fehérje-komplexek fontos célpontjai példaul a
rak-ellenes gyogyszerek kutatidsanak. Szamos specifikus DNS-k6td fehérjét, (pl.
restrikcidés enzimek, transzkripcios effektorok) a génsebészetben alkalmaznak. A
DNS-t modositd vagy a modositast felismerd enzimek (pl. metiltranszferazok)
miikddésének értelmezése pedig az epigenetikai tényezok megértése és hasznositasa

szempontjabol érdekes.

A DNS-hez specifikusan kapcsolodo fehérjék tervezése azonban eddig nem sok
sikerrel jart. Ennek elsédleges oka, hogy a kotéfelszin modositasanak hosszatavia

hatasa van; azaz a kotésben kitiintetett szerepet jatsz0 aminosavak megvaltoztatasa
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jelentés befolyassal bir a fehérje tavolabbi részeinek szervezddésére, szerkezeti és
elektrosztatikus tulajdonsagaira is. Sajnalatos modon bevett gyakorlat azonban, hogy
a szerkezet-meghatarozashoz vagy funkcionalis vizsgalatokhoz csak a kotéhellyel
szomszédos részeket hasznaljak. Egy gyakorlatilag is miikodéképes DNS-felismerési
modell kidolgozasahoz tehat sziikséges a fehérje globalis sajatsagainak figyelembe
vétele is. Ez olyan molekularis tényezok vizsgalatat jelenti, mint a DNS és a fehérje
dinamikus tulajdonsagai, hatarfeliileti jelenségek (viz, ionok), valamint a nem

kozvetleniil kolcsonhato fehérje-részek szerepe.

1.4. Az értekezésben vizsgalt témakorok

Kutatasaim soran azt elmult 13 évben azt vizsgaltam, hogy mely molekularis
tényezOk jarulnak hozza DNS szekvencidk specifikus felismeréséhez és kémiai
modositasahoz. Tanulmanyaimat tobb szinten végeztem, a részletesebb
megkozelitéstdl az atfogobb felé haladva: i) A specifikus DNS hasitas
mechanizmusai; 77) Fémionok és vizmolekuldk szerepe a specifikus DNS
felismerésben; iii) A DNS flexibilitas szerepe a DNS hibak azonositasaban; iv) A

rendezetlen régiok szerepe a specifikus DNS felismerésben.

11. Célkitiizések

A specifikus DNS hasitas mechanizmusai.

1. A szekvencidlis valtozatossdg magyarazata a PD..D/ExK tipusu restrikcios

endonukleazok aktiv helyén.

2. A fémionok szamanak és szerepének felderitése a II tipusu restrikcios enzimek

foszfodiészter hidrolizisében.

3. A PD..D/ExK tipusu restrikciés endonukleazok egységes katalitikus modelljének

kidolgozasa.

4. A Kkatalizis és a DNS-kotés kapcsolata, szerepe a restrikciés enzimek

szelektivitasaban.
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A fémionok és vizmolekulak szerepe a specifikus DNS felismerésben.

5. A DNS-hez ko6t6d6 fémionok szelektivitishoz torténd hozzajarulasanak
magyardzata. A Mg és Mn®" fonok hatisa kozotti kiilonbség molekularis

hatterének felderitése.

6. A BamHI specifikus és csillag szekvenciaval alkotott komplexeinek részletes

szerkezeti jellemzése, a hidratburok szekvencia-fliggésének elemzése.

7. A viz szerepének magyarazata a specifikus DNS felismerésben.

A DNS flexibilitas szerepe a DNS hibak azonositasaban.

8. A timin dimert vagy uracilt tartalmaz6 sériilt és a megfelelé ép DNS szekvencidk
szerkezeti és dinamikai tulajdonsagainak jellemzése. A DNS torzulas (hajlitas)

¢és a bazis-kinyilas kozotti csatolas felderitése.
9. A bazis-kinyilassal jar6 folyamatok energetikajanak jellemzése.

10. Altalanos modell kidolgozisa a DNS sériilések felismerésére.

A rendezetlen régiok szerepe a specifikus DNS felismerésben

11. A rendezetlen fehérje-szegmensek specifikus DNS kotésben jatszott szerepének
felderitése. A rendezetlen és globularis fehérje-részek DNS kolcsonhatasainak

csatolasa homeodoméneknél.

12. A rendezetlen szegmensek hatdsa a homeodomének DNS kéotésének kinetikajara

¢és termodinamikajara.

13. A fehérje-DNS kotdfelszinétdl tavoli, rendezetlen szegmensek hatasa a specifikus

DNS kotésre. A folyamat molekularis mechanizmusainak feltarasa.

14. A rendezetlen részek szabalyozd mechanizmusai a bolyhos fehérje-DNS

komplexekben, szerepiik a transzkripcio regulacidjaban.

15. A Dbolyhos fehérje-DNS komplexek jelentésége a szovet-specificitas

kialakitasaban.
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II1. Az alkalmazott megkozelitések

Munkamat elméleti modszerekkel, szamitogépes eljarasok segitségével
végeztem. Az enzimatikus katalizis tanulmanyozasara hibrid
kvantummechanikai/molekulamechanikai megkozelitést, az Gn. EVB/FEP-US
(Empirical Valence Bond/Free Energy Perturbation-Umbrella Sampling) modszert
alkalmaztam. A protonaltsagi allapotokat, ¢és a szolvataciés szabadentalpia
meghatarozasat szemi-mikroszkopikus PDLD/S (Protein Dipoles Langevin Dipoles)
eljarassal végeztem. A fémion-nukleinsav bazisok komplexeinek vizsgalata magas-
szintii ab initio kvantumkémiai szamitasok felhasznalasaval tortént. A viz-szerkezet
leirasara nagykanonikus Monte Carlo (GCMC) modszert alkalmaztam, elemzésére
Voronoi poliédereken alapuld modszert hasznaltam. A flexibilitasok vizsgalatat a
minden atomot figyelembe vevé (all-atom) molekuladinamikai (MD) szimulaciokbol
szarmazé adatokon végeztem. A rendezetlen régiok és fehérje-feltekeredés
tanulmanyozasara alacsony felbontasu (,,coarse-grained”, CG) szimulaciot
alkalmaztunk. A rendezetlen fehérjék és komplexeik elemzése elsdsorban
bioinformatikai eljarasokkal (szerkezet-becslés, szekvencia Osszerendezés, profil
szamitas) tortént. A bolyhos (,,fuzzy”) komplexek elméletének kidolgozasahoz
szerkezeti adatok és irodalomban kozolt funkcionalis mérések adtak segitséget. A
felhasznalt modszerek koziil szamos eljaras fejlesztésében vettem részt (PDLD/S,

EVB, pKa szamitasok, GCMC, CG MD) vagy munkatarsaimmal dolgoztam ki (E,.,).

A szamitasok eredményeit minden esetben kisérleti eredményekkel vetettem Ossze.
Ilymodon az elméleti modelleket valos rendszereken nyert mérési adatokkal
tamasztottam ald. A szamitasok azonban sokszor betekintést engedtek olyan
molekularis részletekbe is, melyek kisérletileg kozvetleniil nem vizsgalhatok. Célom
az volt, hogy a konkrét rendszerek megértésén tul olyan modelleket allitsak fel,

melyek az adott molekulacsaladon beliil altalanosan alkalmazhatok.
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IV. Eredmények
IV.1. 4 specifikus DNS hasitds mechanizmusai.

1. Ertelmeztem a PD.D/ExK tipusi restrikciés endonukleazok
katalitikus oldallancainak szerepét. A PD..D/ExK tipusu restrikciés endonukleazok
aktiv helyét altalaban 2-3 negativ toltésii oldallanc és egy lizin alkotja. A BamHI
enzimben azonban a Lys helyén Glu talalhato, a két oldallanc cseréje az enzimatikus
aktivitas megsziinés¢hez vezet. A BamHI enzimben meghataroztam a lehetséges
protonatadasi folyamatok szabadentalpia-valtozasat és megallapitottam, hogy a
legkedvezébb az OH™ nukleofilnak egy kiilsé vizmolekula altal torténd aktivalasa.
pKa szamitasokkal igazoltam, hogy a Glu-113 negativan tolt6tt allapotban van jelen
az aktiv helyen, szerepe altalanos bazisként nem valdoszini. A teljes
reakciomechanizmus vizsgalata megerdsitette a ,,kiils6” nukleofil modelljét. Késébb
munkatarsaimmal rdmutattunk arra, hogy a BamHI-ben a Glu—Lys helyettesités a
fémionok helyzetének megvaltozasan keresztiil vezet drasztikus aktivitas-
csokkenéshez, és a két oldallanc variabilitasa a fémionokkal Osszefliggésben

magyarazhat6 (3. pont).

2. Ertelmeztem a fémionok szerepét a PD..D/ExK tipusii restrikcios
endonukleazok katalizisében. A BamHI aktiv centrumaban két fémion helyezkedik
el, melyek latszolag idealisan megfelelnek a Klenow fragmensen felallitott Steitz-féle
modellnek. Mas PD..D/ExK enzimcsaladoknal azonban csak egy fémiont sikertilt
megfigyelni. Hosszil ideje vitatott kérdés, hogy hany fémionra van sziikség a
foszfodiészter kotés hidroliziséhez. Molekuladinamikai szamitasokkal
megallapitottuk, hogy a BamHI-ben a két fémion pozicidé nem egyenértékii. A
nukleofil tdmad6 oldalan elhelyezked6 M, pozicid stabil, mig a tavozd csoport
kilépése oldalan elhelyezked6 Mp ion helyzete valtozékonyabb. Ez alapveten a
hasitand6 foszfatcsoporttal vald kolcsonhatas megsziinésében mutatkozik meg. A két
fémion katalitikus hatdsaban — az aktivalasi szabadentalpia-csokkenéshez torténd
hozzajarulasaban — is lényeges eltérés mutatkozik. Mig az My fémion hidnya az
aktivalasi energiat csekélyebb mértékben noveli, addig a tamado nukleofilt stabilizalo
M, fémion elvesztése a katalitikus hatas megsziinéséhez vezet. Ennek alapjan arra

kovetkeztettiink, hogy a reakcidhoz csupan egy fémion jelenléte sziikséges
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feltétleniil, melynek a nukleofilt kell stabilizalnia. Elkészitettik a BamHI egy

fémionos modelljét, és meghataroztuk az M, katalitikusan fontos pozicidit.

3. Egységes Kkatalitikus modellt dolgoztunk ki a PD..D/ExK tipusu
restrikciés endonukleazokra. Szamitasaink alapjan javaslatot tettiink a PD..D/ExK
tipusu restrikcios endonukleazok egységes reakciomechanizmusara. Ennek alapjan a
nukleofil-aktivalasa un. ,.kiils6” mechnizmussal torténik. Ez azt jelenti, hogy az aktiv
helyen az M, fémionhoz kapcsolédva egy OH ion van jelen, és a proton az aktiv
helyen kiviil talalhatd. A reakcid els6 Iépése tehat nem altalanos bazis
kozremiikodésével jatszodik le. A masodik 1épés a nukleofil tdmadasa és a
pentaéderes intermedier kialakulasa. Ebben az M, fémion kritikus szerepet jatszik,
mindvégig stabilizalja a nukleofilt, illetve a megfelelé nem észteresitett foszfat-
oxigénnel létesit kolcsonhatast. A masik fémion, Mg szintén hozzajarul a kétszeresen
negativan toltott foszfatcsoport stabilizasahoz, de lazabban kotodik, és hatasa kisebb
mértékben érvényesiil. Eppen ezért ez az ion poldros, vagy pozitiv toltésii
oldallancokkal helyettesithetd. Ezt a szerepet sokszor Lys t6lti be. Az Mg fémionnak
tovabbi feladata a tavozo csoport kivalasanak és protonalodasanak elésegitése. Ezt a

katalitikus modellt kisérletileg is igazoltuk.

4. Az EcoRI esetén értelmeztiik a katalizis és a DNS-kotés kapcsolatat.
Az EcoRI és Rsrl enzimek azonos, GAATTC szekvenciat ismernek fel. Kisérleti
tapasztalatok alapjan mégsem lehet a két enzim szegmenseit szabadon rekombinalni,
miikodéképes kimérat eredményezve. A vad tipusi EcoRI-t6l 22 aminosavban
kiilonbozé egyik kiméranal azonban nagyobb specifikus DNS koté affinitast, de
kisebb aktivitast figyeltiink meg az EcoRI-hez hasonlitva. Ez a kis aktivitassal
rendelkezd EcoRI-Rsrl kiméra meglepé modon toxikusabb volt olyan E. coli
baktérium — amelynek DNS-ét nem védte EcoRI-specifikus metilacié — szamara, mint
a vad tipusi EcoRI endonukledz. Molekuladinamikai szamitasok alapjan
megallapitottam, hogy bar a csere nem okoz jelentds valtozast az EcoRI
szerkezetében, de a célszekvenciaval tobb hidrogénkotés kialakitasat eredményezi. A
kiméra szerkezetében ugyanakkor kimutattam, hogy azok a kdolcsdnhatasok
(Argl45,-Glul44 és  Argl44s-GluldS,), melyek az alegységek mitkodését
koordinaljak (,,cross-talk”), megsziinnek. A kiméra enzim fenotipusara az tiint a

legvaloszinlibb magyarazatnak, hogy az erdsebb kotddés és a két alegység mitkodése
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kozotti szinkron elvesztése lassitja az enzim disszociaciojat a hasitott DNS-r6l ezaltal

megakadalyozva a DNS-javit6 folyamatok beindulasat.

IV.2. 4 fémionok és vizmolekulak szerepe a specifikus DNS felismerésben.

5. Ertelmeztik a kétértékii fémionok DNS szelektivitisban jitszott
szerepét. A kétértékli fémionok alapvetd szerepet toltenck be a DNS enzimek
miikddésében. Elsdsorban a foszfatcsoport kémiai atalakitasaban segédkeznek, de
fontos szerepiik van a specificitas kialakitdsaban is. A restrikciés endonukleazok
szelektivitasiban a Mg®™ és Mn®" ionok jelenlétében tapasztalt 5 nagysigrend
kiilonbséget azonban korabban nem sikeriilt értelmezni. Magas szintli ab initio
kvantumkémiai szamitasokkal kimutattuk, hogy a két fémion nukleinsav-bazisokhoz
torténd kotédésének energetikaja mind vakumban, mind oldatban jelentésen
kiilonbdzik. Ez a Mn** komplexek nagyobb torzithatosagaval, polarizalhatosagaval és
az ionra torténd megnovekedett toltés-atmenettel magyarazhatdo. A kiilonbozo
bazisokkal alkotott fémion-komplexek stabilitasa kozotti eltérés kiilonosen
oldodszerben jelentGs, ami arra utal, hogy a kdrnyezet elektrosztatikus tulajdonsagai
felerSsitik az emlitett effektusokat. Egyben azt is jelzi, hogy a Mn®" ionok fehérje
oldallancokkal torténd konnyebb helyettesithetosége szelektivitds csokkenéshez

vezet.

6.  Jellemeztem a felismerési komplexben a viz szerkezetét. A felismerési
komplex szerkezetének meghatirozdsa a szubsztrdt nagy mozgékonysaga miatt
szamos nehézségbe iitkdzik. Ezért ezt az allapotot a a célszekvenciatdl 1 bazisparban
eltéré csillag komplexekkel szokas vizsgalni. BamHI enzim csillag-komplexében
(GAATCC, a specifikustol eltérd bazis dolttel szedve) a kristalyvizeknek csak ~65%-
at sikeriilt csak kisérletileg meghatarozni. A hianyzé vizmolekuldk helyzetét — a
kisérletileg megfigyelt poziciokat jol reprodukaldo — nagykanonikus Monte Carlo
szamitasokkal térképeztem fel. A kotéfelszinen talalhatd vizek szerkezetét, ennek
szekvencia-fliggését Voronoi poliéderek vizsgalatan alapulo, un. ,proximity”
analizissel végeztem. A vizmolekuldk nukleotidok koriili eloszlasa jellegzetes
mintazatot mutat specifikus és a csillag komplexben is. A célszekvenciaban a hasitas
helye koriil koordinalodik a legkevesebb vizmolekula, ez a leginkabb ,,exponalt” hely

a fehérje szamara. Ugyanakkor ezek a vizmolekuldk kotddnek a leggyengébben a



dc_488 12

DNS-hez, tehat helyettesithetok legkdnnyebben a fehérje oldallancaival. A csillag-
komplexben a baziscsere helyén lényegesen tobb vizet talalunk: ez a legjobban
hidratalt pozicio. A hasitas helyén a vizmolekulak erdsebben kapcsolédnak a DNS-
hez, mint a specifikus komplexben, nehezebben hozzaférhetok a fehérje szamara,

tehat a szoros komplex kialakulasat akadalyozzak.

7. Javaslatot tettink a ,hidraticiés ujjlenyomat” modelljének
bevezetésére. A felismerési komplexben vizmolekulak DNS koriili szekvencia-
specifikus eloszlasat és energetikdjat ,hidratacios ujjlenyomat”nak neveztik. A
vizmolekuldk mintazatdban az alacsony koordinaciés szami és kolcsonhatési
energiaju helyek valoszintileg az elsé kapcsolodasi pontokat jelolik ki a DNS-en a
fehérje szamara. Meghataroztam a felismerési komplex specifikussa alakulasakor az
oldatba tavozod vizek szamat, mely jol egyezett a kisérleti eredményekkel. A
»felszabadul6” vizmolekuldk szama szekvencia-fliggést mutatott és a kozponti
bazisok koriil maximalis értéket vett fel. Ez jol magyarazza a kozponti bazisok
mutacios kisérletek alapjan josolt Un. ,.kapocs” (clamp) szerepét. A specifikus ¢és
csillag-komplex Osszehasonlitasa alapjan ramutattam a hidrofob effektus bazis-

sorrendtdl valo fliggésére, és ilymodon a specifikus felismerésben jatszott szerepére.

IV.3. 4 DNS flexibilitas szerepe a DNS hibdk azonositasdaban.

8. Jellemeztem a DNS dinamikus tulajdonsagait sériilt és ép szekvencia
esetén. Az Uracil DNS-glikozilaz (UDG) ¢és a cis,syn-timin dimert (TD) javito
Endonukleaz V (EndoV) is baziskivagas itjan tavolitjak el a DNS hibat. A két enzim
latszolag eltéré stratégiat alkalmaz a sériilés megkiilonboztetésére: az UDG
kozvetleniil az uracillal létesit kdlcsonhatast, mig az EndoV a szemkdozti adeninnel
alakit ki kontaktust. Mindkét enzim jelentdsen torzitja a DNS-t és a megfelelé bazist
a DNS tengelyébdl ,kiforgatja” (base flipping). Sem mutacios kisérletek, sem a
specifikus komplexek térszerkezete nem ad azonban valaszt a sériilések
azonositasanak mechanizmusara. A hibas és az ¢ép szekvencidk dinamikai
tulajdonsagait megvizsgalva azt talaltuk, hogy a DNS sériilés koriili lokalis meghajlas
¢és a kifordul6 bazis nyilasszogének eloszlasa lényeges kiilonbséget mutat a sériilt és
az ép bazist tartalmazo szekvencidk esetén. A sériilt DNS paraméterei lokalisan (de

nem globalisan) szélesebb tartomanyban valtoznak. A megfeleld eloszlasok alapjan
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kiszamitottuk e két koordinata mentén a zart és a nyilt allapotok szabadenergia-
felszinét, az ép és a hibas szekvencia esetén is. Mindkét sériilés-tipusnal csatolast

talaltunk a DNS lokalis meghajlasa és a baziskinyilas kozott.

9. Meghatiroztam a DNS torzitisanak szabadenergia-felszinét. A timin
dimert és az uracil tartalmazo hibas, illetve a megfeleld ép DNS esetén az
szabadenergia-felszinek alapjan meghataroztuk a bazis-kinyilas utvonalara vonatkozo
kombinalt reakciokoordinatat. Megallapitottuk, hogy a sériilt szekvencia esetén a
DNS-nek a hiba helyén torténd lokalis meghajlasa nagyobb mértékben jarul hozza a
bazis-kinyilashoz, mint az ép DNS esetén. A sériilt DNS-ek kénnyebb torzithatosagat
a zart allapotban a kombinalt koordinata mentén szamitott ergallando is alatamasztja:
a timin dimer esetén 50%-al, DNS-uracil esetén kozel 100%-al alacsonyabb, mint a
sériillést nem tartalmazd szekvencia esetén. A konnyebb deformalhatosag
kovetkeztében hibas szekvencidk esetén a bazisok kifordulasanak energiagatja
jelent6s csokkenést mutat a megfeleld ép DNS-hez képest. Ezt a fehérjével torténd

kolcsonhatasok még tovabb csokkenthetik.

10. Javaslatot tettiink a DNS hibak felismerésének altalinos modelljére.
Ennek alapjan egy altalanos modellt javasoltunk a DNS hibak felismerésére, mely a
sériilt és ép DNS szekvenciak eltéré dinamikai tulajdonsagain alapul. A DNS hibak
gyengitik a hidrogénkdotést a szemkozti bazissal (bazisokkal), ami eldsegiti a DNS
hiba koriili lokalis meghajlasat és a hibas bazis kifordulasat. A javito fehérje
kolcsonhatasai révén mindkét koordinata mentén tovabb torzitja a DNS-t. A hibas
DNS megnévekedett flexibilitasa kovetkeztében a bazis kifordulasanak gatja a hibas
szekvenciak esetén annyira lecsokken, hogy 0sszemérhetdvé valik a fehérje haladasi
sebességével a DNS-en. A fehérje a kifordult bazissal alkotott a iranyitott
kolcsonhatasok révén tovabb novelheti a szelektivitast, illetve megkiilonboztetheti az
egyes DNS sériiléseket. A specifikus komplex nem feltétleniil igényli a DNS

meghajlasat, ez a bazis-kinyilas megkonnyitéséhez sziikséges.
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1V.4. A rendezetlen régiok szerepe a specifikus DNS felismerésben

11. Jellemeztiik a rendezetlen szakaszok szerepét a homeodomének
szerkezetének kialakitasaban. A tobbsejtii allatok egyedfejlédése soran a végtagok,
fuggelékek fejlodését szabalyozé homeodomének szelektivitisaban meghatarozo
szerepet jatszik a rendezetlen N-terminalis régi6. A rendezetlen N-végek (,,N-tail”)
egyes homedomének kozotti cseréje fenotipus-valtozast okoz. Az NK-2 és Antp
homeodomének feltekeredését és kotddését vizsgalva azt talaltuk, hogy a kiilonb6zo
hosszusagu rendezetlen N-végek szabad allapotban destabilizaljdk a homedomén
globularis részét. Ezek a kompetitiv kolcsonhatasok azonban DNS jelenlétében a
bazisok felé¢ iranyulnak, igy ez esetben a rendezetlen N-vég a fehérje-szerkezetet
stabilizalasat okozza. Az N-vég specifikus kontaktusokat 1étesit a DNS-el, ilymodon
a teljes homeodoméneknél a fehérje-feltekeredés és a kotédés nem kapcesolodik dssze.
A rendezetlen N-vég hidnyaban — mikor csak a globularis rész van jelen — a két

folyamat erdsen csatolodik.

12. Jellemeztiik a rendezetlen szakaszok hozzajaruliasit a homeodomének
specifikus DNS kotéséhez. A rendezetlen N-terminalis régionak jelentés hatasa van
a DNS-hez torténd kotoédés kinetikdjara és termodinamikajara is. Az N-vég
jelenlétében a specifikus kontaktusok kialakulasahoz sziikséges id6 lényegesen
lerovidiil. A rendezetlen rész tehat a DNS-el kialakitott specifikus (direkt)
kolcsonhatasok  altal gyorsitia a homeodomén kotédését és hozzajarul a
szelektivitashoz. A rendezetlen N-vég jelenléte csokkenti a kotési szabadentalpiat. A
teljes, valamint az N-vég nélkilli homeodomén kotédésének termodinamikajat
elemezve kimutattuk, hogy ezért nagyrészt a hidrofob effektus — a keskeny arokbol

felszabaduld vizmolekulak entropiandvekedése — a felelds.

13. Jellemeztem a bolyhos fehérje-DNS komplexeket és feltartam
kialakuldsuk molekuliris mechanizmusait. A specifikus DNS-komplexek
kialakulasa sokszor egyiitt jar a rendezetlen fehérje-szegmensek feltekeredésével.
Gyakori azonban, hogy a rendezetlen régiok csak részben alakitanak ki stabil
térszerkezetet (pl. a vizsgalt NK-2, Antp homeodoméneknél). Meglepd azonban,
hogy a kotéfelszintdl tavoli, a komplexben is rendezetleniil maradé (Un. ,,fuzzy”)

szakaszok jelentdsen befolyasolhatjdk a DNS-kotés affinitasat vagy specificitasat.
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Osszegylijtottem azokat az eseteket, ahol szerkezeti adatok bizonyitjak, hogy egy
adott fehérje-szakasz a komplexben rendezetlen marad és biokémiai eredmények
(mutacios, delécios kisérletek) pedig igazoljak a funkciora gyakorolt hatast. A
bolyhos fehérje-DNS komplexek sajatsagait elemezve javaslatot tettem ennek
lehetséges mechanizmusaira. 4 kotédési modellt javasoltam, melyeket kisérleti
adatokkal tdmasztottam ald. i) Konformacids szelekcid: a rendezetlen rész eltolja a
koto régio konformacios egyensulyat a partnerrel kompatibilis szerkezet felé. ii)
Flexibilitas modulacio: a rendezetlen rész a kotd régié mozgékonysagat valtoztatja és
DNS-el versenyzik a toltott oldallancokért ezzel befolyasolva a fehérje konformacios
egyensulyat. iv) Panyvazas: a rendezetlen rész megnoveli az egyik kotd régio lokalis

koncentraciojat a DNS koriil.

14. Jellemeztem a bolyhos fehérje-DNS komplexek szabalyozé
mechanizmusait. A bolyhos komplexek tavoli, rendezetlen régidi a specifikus DNS
kotés idealis szabalyozoiként szolgalhatnak, mivel ezek a szegmensek befolyasolni
tudjak a kotéfelszin viselkedését, de ugyanakkor nem hat rajuk szerkezeti kényszer.
A rendezetlen régiok modositasaval tehat a DNS kotés finom-hangolasat lehet elérni.
A rendezetlen régiok tulajdonsagait tovabbi fehérje-fehérje kolesonhatasokkal, poszt-
transzlaciés modositasokkal, illetve Un. alternativ splicing-al lehet megvaltoztatni. A
bolyhos fehérje-DNS komplexeken megmutattam, hogyan mikddnek ezek a
valtoztatasok, hogyan hatnak a DNS kotésre és a 13. pontban leirt mechanizmusok

alapjan értelmeztem ezeket a hatasokat.

15. Jellemeztiik a bolyhos komplexek szovet-specificitisban jatszott
szerepét. Korabban kimutattdk, hogy bizonyos exonok adott szovet-tipusokban
fordulnak eld. Megvizsgaltuk a szovet-specifikus exonok altal kodolt fehérje-
szakaszok és a megfelel6 teljes fehérjék tulajdonsagait. Azt talaltuk, hogy a szovet-
specifikus exonok nagyrészt rendezetlen régiokat kodolnak, melyek konzervalt kot
motivumokat tartalmaznak. Ezek szerkezeti sajatsagait kisérleti adatok alapjan
elemezve azt talaltuk, hogy a partnerrel valo interakcioban csak révid motivumok
vesznek részt, mig azok kozvetlen, vagy tavolabbi kornyezete a partnerhez kotddve is
rendezetlen marad. Vagyis a szovet-specifikus exonok bolyhos komplexek

kialakitasara alkalmas szakaszokat koédolnak. Ezek jelentés aranyban poszt-
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transzlaciés modositasi helyeket is tartalmaznak, melyek a 12. pontban leirt
mechanizmusok altal befolyasoljak a komplex viselkedését. Ennek egyik szép példaja
az Ultrabithorax transzkripciés faktor, melynek DNS-hez kotddését részletesen
jellemeztink. Kimutattuk tovabba, hogy a kolcsonhatdé motivumok ki- és
bekapcsolasa a kiilonb6z6 szovetekben eléfordulod fehérje izoformakban a partnerek

szamanak ¢és tipusanak megvaltozasahoz vezethet.

V. Diszkusszio

A klasszikus DNS felismerési modellek szerint a specifikus komplex
kialakulasat, elsésorban a célszekvencia ¢s a kotohely komplementaritasa és az igy
kialakulo kolcsonhatasok kedvezé energetikdja vezérli. Ez feltételezi, hogy a
szelektivitasért felelés tényezokre a végsd, szoros illeszkedésii komplex
szerkezetébdl lehet kovetkeztetni. A felsorolt eredmények ramutatnak, hogy a
specifikus  DNS-fehérje komplex kialakuldsdhoz szamos egyéb tulajdonsag is
hozzajarul, melyek az 6sszekapcsolodas korabbi fazisaiban jatszanak szerepet. Az
elvégzett kutatasok vildgosan bemutatjdk a felismerési komplex és a dinamikus
sajatsagok korabban fel nem ismert jelentdségét; a tavoli, dinamikus fehérje
szakaszok szerepét a specifikus DNS kotésben és 11j iranyokat szabnak a specifikus

DNS-kot6 fehérjék tervezésében.

i) A DNS dinamikus tulajdonsdgai. A DNS flexibilitdsa szekvencia-fliggéen
valtozik, mely jelentdsen befolyasolhatja a kotddés termodinamikajat. A hibas
bazisok jelenlétében a DNS torzithatésaga olyan mértékben ndvekszik, mely
6nmagaban alkalmas lehet a sériilés megkiilonboztetésére. Ez magyarazhatja, hogy a
baziskivagassal miikédé DNS-javitd enzimek miért alkalmazzak a ,,bazis-nyitast”
fiiggetleniil a hiba tipusatol. A ,,dinamikus markerek” szerepét mas, emlés sejtekben
miikodé DNS javito utvonalakban is felismerték ¢és tumor ellenes szerek
fejlesztésénél alkalmaztak. Az €16 szervezetben a DNS a kromatin részeként van
jelen és hozzaférhetéségét, javithatosagat fehérje-komplexek szabalyozzak. A DNS
dinamikus tulajdonsagainak valtozasa befolyasolja a nukleoszoma szerkezetét és

ezaltal a kromatinnal kapcsolatba 1ép6 fehérjek specialis célpontjava valik. Ezzel
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kisérletileg is igazolodott, hogy az altalunk feltart mechanizmus nemcsak in vitro, de

in vivo rendszerekben is miikodik.

ii) Hatarfeliileti tulajdonsdagok. A felismerési komplexben a DNS-fehérje
hatarfeliileten elhelyezkedd vizmolekulak és kétértékti fémionok egy része az oldatba
tavozik a specifikus komplex kialakulasakor. Kimutattuk, hogy a DNS koriili
specifikus viz-mintazat mind a fehérje oldallancainak kotddési sorrendjére, mind
bazisparnyi kiilonbség észleléséhez is elegendd. A viz mintazatot késdbb a fehérje-
fehérje, illetve fehérje-gyogyszer kolcsonhatasok ,,hot-spot”-jainak (kotddéshez
Iényegesen hozzajaruld pontjainak) felderitésénél is alkalmaztik. Rendezetlen
fehérjék kotédését vizsgald tanulmanyok — arra utalnak, hogy a ,hidratacios

ujlenyomat” altalanos sajatsag és fehérje kolesonhatasok kotd motivumait is jelzi.

iii) Multimer fehérjék dinamikai tulajdonsagai; a felismerés és katalizis
csatolasa. A DNS koté fehérjék gyakran homodimer, vagy trimer formaban vannak
jelen. Két enzim (EcoRI-Rsrl kiméra és dUTPaz) kimutattuk, hogy a monomerek
kolcsonhatasaban kozremiikodo, flexibilis oldallancok, szakaszok a kémiai aktivitast
is jelentés mértékben befolyasoljak. II tipusu restrikcios endonukleazok szerkezeti és
biokémiai adatainak elemzése alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a ,,cross-talk”
(kereszt-kommunikacio; az egyik alegységben a felismerésért felelds oldallanc
mindkét alegység aktiv centrumaval kolcsonhatast alakit ki) biztositja, hogy a kémiai
reakcio csak akkor indul el, ha mar minden specifikus DNS kapcsolat kialakult.
Ennek az Osszehangolt miikodésnek a sériilése az EcoRI-Rsrl kiméra esetén

toxicitashoz vezet.

iv) A katalizis szerepe a specificitasban. A 11 tipust, specifikus DNS
szekvenciat hasito PD..D/ExK restrikcios enzimeknél sikeriilt a kétértékli fémionok
szerepét értelmezni és az enzimcsaladra egy egységes katalitikus modellt felallitani,
melyet kisérletileg is igazoltunk. A restrikcios enzimek természetes evoluciojanak
ezen az alapon torténd értelmezése 0j restrikcids enzimek azonositasat és
megvaltozott aktivitasu/specificitasu restrikcios enzimek kifejlesztését tette lehetdve.
A fémionok szerepének kvantitativ értelmezése a génterapiaban alkalmazott zink-ujj

transzkripcios faktorok és metallo-nukleazok tervezését is elésegiti.
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v) A rendezetlen fehérjeszakaszok szerepe. Korabban feltételezték, hogy a
rendezetlen szakaszok a DNS-hez kapcsolodaskor Kkitiintetett haromdimenzios
szerkezetet vesznek fel, mely jelentSs entropiaveszteséggel jar. A kotddéshez
kapcsolt ,,feltekeredés”-nek fontos szerepe van a kotéfelszin kialakitdsaban és szamos
specifikus kontaktust eredményez a fehérje és a DNS ko6zott. A rendezetlen részeknek
altaldban a DNS kotésre és a specifitasra gyakorolt hatdsa ennél azonban joval
Osszetettebb. A toltott fehérje-szakaszok eldsegitik a DNS-el torténé nem-specifikus
asszociacidt ¢és a linearis diffuziot. A fehérje lokalis koncentracidjanak
megnovekedése a DNS kozelében hatékonyabba teszi a specifikus kontaktusok
kialakulasat is. Ezt el6szor részletesen homeodomének esetében sikertilt
kimutatnunk. Azt is igazoltuk, hogy a rendezetlen részeknek a kotddést gyorsitd
hatasa nem csak elektrosztatikus hatasokra vezethet6 vissza, hanem a DNS-el
kialakitott tranziens vagy permanens specifikus kontaktusok kialakulasara is. A
rendezetlen szegmensek — a  kinetikai elényok mellett — a termodinamikai
paraméterek hangolasaban is szerepet jatszanak. A kotédéskor felszabaduld vizek
lokalis entropia-hozzajarulasa jelentds szerepet jatszik a Hox transzkripcios faktorok

specificitasanak kialakitasaban.

vi) Bolyhos fehérje-DNS komplexek. A korabbi javaslatokkal ellentétben nem
minden rendezetlen szakasz vesz fel stabil térszerkezetet a DNS-hez torténd kotddés
soran. A bolyhos (,,fuzzy”) DNS komplexeket alkotdo fehérjék funkcionalisan
sokfélék: transzkripcios faktorok (Max, Ets-1, Ubx, HMGBI, Octl, NKx3), DNS
javito enzimek (TDG), magreceptorok (PPAR-y), valamint DNS szerkezetét
modositd fehérjék (UvrD). A rendezetlen szakaszok tranziens kolcsdnhatasok révén
befolyasoljak a DNS-el kozvetlen kontaktust kialakito oldallancok, fehérje-szakaszok
konformaciés vagy elektrosztatikus tulajdonsagait és ennek eredményeként a DNS
kotés  affinitasat/specificitdsat. A  rendezetlen szakaszok poszt-transzlacios
modositasai, fehérje-fehérje kolesonhatasai, illetve alternativ splicing altal torténd
valtozasai lehetévé teszik, hogy a fehérje kiilonboz6 koriilmények kozott eltéré DNS
szekvenciakat ismerjen fel. Ilymodon jarulnak hozza a rendezetlen fehérje szakaszok
koté motivumai a szovet-specificitas kialakulasahoz. Ez egy 1ij lehetdséget nyit meg a
transzkripcids szabalyozasba torténd beavatkozasra, pl. a biotechnologidban vagy

gyogyszerkutatasban hasznalt transzkripcios effektorok kifejlesztése felé.
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VI. Konkliuzio és kitekintés

A felsorolt eredmények alapjan javaslatot tettem a ,,Dinamikus DNS olvasas”
(,,Dynamic DNA readout”) modelljére. Ez klasszikus tényezokon alapul, de a fehérje
egészének a komplex dinamikus sajatsagait befolyasold hatasat is figyelembe veszi.
A dinamikus modell segitségével szamos olyan kisérleti eredményt sikeriilt

értelmezni, melyek molekularis magyarazatat korabban nem tudtak felderiteni.

A specifikus DNS felismerés alapvetd biologiai kérdésekhez kapcsolodik, mint
a transzkripcids szabalyozas mechanizmusa és evolicidja. A feltart elvek jelentdsen
hozzajarulhatnak célzott kisérletek tervezéséhez és segithetik a szerkezeti adatok
interpretacidjat. A bemutatott eredmények amellett érvelnek, hogy a kotéfelszintél
tavoli részeknek fontos hatasa lehet a DNS-kotés szabalyozasaban a kornyezettol
fiiggd specificitas kialakitasaban is. Ez egy eddig nem vizsgalt, 1ij perspektiva, mely a

gyoOgyszerkutatas szamara is alkalmazhat6 lehet.
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A disszertaciéban szereplé konyvek szama: 1
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