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1. Bevezetés

A DNS orokitdanyag szerepét csak kiillonb6z6 enzimek koézremiikodésével tudja
betolteni. A replikdcio, a transzkripcio, a rekombinacid és a DNS hibajavitds mind
elengedhetetlenek ahhoz, hogy a DNS-ben tarolt informacio megfeleld6 mdédon kifejezddjon,
illetve tovabb orokitddjon. Az ezekben a folyamatokban szerepet jatszo enzimek kozott
szdmos motorprotein taldlhatd, melyek definici6 szerint kémiai energiabol (amely
leggyakrabban NTP hidrolizisb6l szarmazik) mechanikai energiat hoznak létre. Jelentds
résziik processziven milkddik, azaz tobb enzimciklust is végrehajt a szubsztrathoz vald
kapcsolodas utan, disszociacio nélkiil. A processziv miikodés soran a DNS motorok a DNS
mentén adott irdnyban transzlokalodnak, ehhez hasznalva fel az atalakitott energiat.

Osszehasonlitva a DNS motorokat a ,,klasszikus” sejtvaz-motorokkal (miozin, kinezin,
stb.) szamos hasonldsagot ¢és kiilonbséget talalhatunk. Mindkét enzimtipus valamilyen
polimer mentén mozog (aktin, mikrotubulus; illetve DNS), NTPaz aktivitassal rendelkezik,
melyet a polimer kotése befolyasol. Jellemzd, hogy ezek az enzimek oligomer formaban
miikddnek. Kiilonbségek fdleg a ,,sin” eltérd szerkezetébdl adodnak. A DNS tobbszordsen
negativan toltott polielektrolit, ezért a DNS- protein interakciok erdsen sokoncentracio-
fliggdk. Tovabbi kiilonbség, hogy mig az aktin azonos monomerekbdl, a mikrotubulus pedig
heterodimerekbdl épiil fel, oly mdédon, hogy a polimer szerkezete egységesnek mondhato,
addig a DNS a 4 féle bazis eltérd sorrendjének koszonhetéen rendkiviil valtozatos lehet. A
duplex DNS szerkezete jobbmenetes hélix, mely rendelkezik egy kis és egy nagy arokkal,
melyek a fehérjék szamara megkiilonboztethetdk, €és benniik a bazisok és azok sorrendje is
felismerhetd. A négyféle bazis eltérd sorrendje a polimerben jellemz6 szekvencidkat hoz Iétre.
Adott DNS szekvenciakhoz specifikusan is kotddhetnek fehérjék (Moore és Lohman, 1995;
Lohman ¢és Bjornson, 1996).

A DNS a sejtben altalaban két formaban van jelen: stabil kétszalu duplexként, vagy
egyszali forméaban. Az egyszali DNS a cukorfoszfat vaz orientacidja alapjan polaritassal
jellemezhetd. A kétszalt DNS-re ez nem jellemzd, mivel két ellentétes lefutasu lancbol all. A
motorfehérje — nukleinsav interakciokban altalaban szerepel egyszalu DNS; a motor
mozgasiranyat ennek polaritasaval jellemezziik (Moore és Lohman, 1995).

Mind a DNS motorok, mind a klasszikus motorfehérjék kozott talalunk processziv és
disztributiv enzimeket.

A processzivitdas DNS motorok esetén szadmszerileg jellemezhetd a katalizalt

folyamatban érintett bdzisparok atlagos szamaval az enzim egyszeri kotodésére



vonatkoztatva. A processzivitds mértékében nagy kiilonbségek lehetnek. A legtobb
hibajavitdsban részt vevd enzim processzivitdsa viszonylag kicsi (200-2000 bp). Ezzel
szemben a replikacidban részt vevo fehérjék akar tobb mint 20 000 bazispar hossziisagaban is
miikodhetnek disszociacié nélkiil (pl. E. coli bakteriofag T4 polimerdz) (Breyer és Matthews,
2001).

Annak, hogy egy enzim, jelen esetben DNS-motor mennyire processziv, fontos szerepe
lehet. A replikacio esetén példaul sziikséges, hogy a repliszoma a DNS-t ne kis szakaszokban,
hanem processziven, disszociacidé nélkiil masolja, hiszen a masolds kezdOpontja kotott, a
polimerdz holoenzim, illetve repliszoma 0Osszeépiilése ¢és DNS-hez kapcsoldodasa
energiaigényes folyamat (Fang €s mtsai, 1999), illetve ha az enzim i1d6 elétt levalik a DNS-
r6l, nem tud Ujra megfelelden kapcsolddni, hogy folytassa a megkezdett folyamatot. A
folyamatos disszociacid és reasszociacidé nem csak energetikailag lehet kedvezétlen, de
kinetikailag is lassitja a folyamatot. Hibajavitasban résztvevd enzimek esetén ilyen mértéki
processzivitas nem sziikséges. Ezeknek a fehérjéknek a milkdodése a genomialis DNS
egész¢hez viszonyitva csak lokalis. A hibajavitd és replikdciés folyamatok eltérd
processzivitasaban fontos szerepe lehet az egyes fehérjék mas proteinekkel torténd fizikai és
funkcionalis kolcsonhatasainak (Xi XG, 2007).

A replikédcioban résztvevo fehérjék kozott tobb motorprotein is talalhatd, melyek
altalanosan nagy processzivitassal rendelkeznek. Szakdolgozatomban ezek miikodését,
processzivitasat szeretném részletezni. A repliszOma multiprotein jellege, a folyamat
komplexitasa €s fontossaga, a benne szerepld enzimek nagy processzivitasa, illetve a téma
iranti fokozott érdeklddés kovetkeztében megjelent nagyszamu publikacié alkalmassa teszi a

replikdciot a processzivitas kialakitasaban altalanosan szerepet jatsz6 tényezOk bemutatasara.



2. A replikacio

A genetikai informacié megfeleld tovabbadasdban az egyik legfontosabb folyamat az
orokitd anyag replikacidja, melyet a repliszoma multiprotein komplex végez. Ez magaban a
masolasban aktiv motorfehérjékbdl és a komplex Osszeépiilésében €és Osszetartasdban fontos
jarulékos proteinekbdl all. Processzivitas szempontjabdl a replikativ motorokat vizsgélhatjuk
kiilon- kiilon, illetve az egész komplexet tekintve beszélhetiink a repliszoma vagy a replikacio
processzivitasarol is. A repliszoma Osszetettségébdl fakaddan a replikacié folyamatat
altalaban egy-egy vagy néhany proteint kiragadva vizsgaljak. Ezekbodl a kisérletekbol
adddoan szamos, akar nagymértékben kiillonbozo processzivitas és katalitikus sebesség értéket
tartalmaz az irodalom az egyes fehérjékre. Ez is azt mutatja, hogy a repliszoma komplexben a
fehérjék kozotti interakciok rendkiviil fontosak a hatékony DNS masolas megvalosuldsédhoz.

A replikacio az éldvilagban univerzalisan jellemz6 tulajdonsagokkal bir. Ezek kozé
tartozik a szemikonzervativitas, a templatfiiggés, az 5’-3’ iranyt nukleinsav polimerizacio és
ennek, illetve a két DNS-szal antiparalell iranyu lefutdsdnak kovetkezményeként a két szal
szal szintézise folyamatos (vezetd szal), mig a masik szal masolasa szakaszosan, un. Okazaki
fragmentumokban torténik (kovetd szal). Mivel a replikaciot a két szal esetében ugyanazon
proteinkomplex végzi, a hatékonysdg érdekében fontos a két szal megfeleld koordindlésa,
melynek egyik f6 eleme a kdvetd szal oly modon torténd kihurkolodasa, ami a replikacios
villa egyiranyu tovabbhaladésat biztositja (1. abra).

Minden replikaciés komplexben megtaldlhato motorfehérje a duplex két szalanak
elvalasztasaért felelds helikdz, a nukleotid polimerizacioért felelds DNS polimeraz és a
miikodését foleg a kovetd szalon végzd primaz. Altalanosan jellemz6 az egyszalit DNS kotd
fehérjék jelenléte. Sok esetben a repliszoma részét képezik a komplex Osszeépiiléséért felels
proteinek is. Maga a polimeraz is tobbnyire egy tobb alegységes komplex (a tovabbiakban
polimeraz holoenzim), mely tartalmazza a katalitikus, nukleinsav szintézist végzd polimerdz
magot (a tovabbiakban polimeraz), egy a processzivitasért felelds fehérjét (,,clamp”), és egy
motor komplexet (,,Clamp loading protein”, mostantél CLP), mely eldbbit a DNS-re helyezi,
illetve a polimerazhoz kapcsolja (1. abra).

A replikacié ,logikdja” a kiilonb6zd taxonokban azonos, ennek kovetkeztében a
résztvevo enzimek struktiraja is sok hasonlosagot mutat. A mechanizmus részleteiben, illetve
a repliszoma Osszetételében, az azt alkoto proteinek komplexitdsaban azonban szdmos eltérés

lehet. Ugyanez igaz a processzivitas kialakitdsaban szerepet jatszd alegységekre, illetve a



koztiik 1év6 interakciokra (Hamdan és Richardson, 2009).
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1. éabra
A, E. coli replikacios villa modellje (Hamdan és Richardson, 2009)
A sziil6i DNS (parental strand) elvalasztasat a DnaB helikaz végzi, a két elvalasztott szalat
a DNS polimeraz III holoenzim végzi. A holoenzim magja a hadrom alegységes katalitikus
magbdl (a- polimerdz, e- exonukledz, 0), B processzivitasi gyliribdl és a CLP-bol all. A
holoenzim két katalitikus magot és processzivitasi gyurit tartalmaz. Az egyik a vezetd
(leading strand), a masik a kovetd szal (lagging strand) szintézisét végzi. A DnaG primaz a
helikazzal kapcsolddva primer (RNA primer: RNS primer) szintézist katalizal. Az ssDNS
régiot SSB (ssDNS binding: egyszali DNS-k6t6) protein fedi.

B, E. coli T7 bakteriofag replikacios modellje (Hamdan és Richardson, 2009)

A repliszoma a gp5 DNS polimerazbol, a hexamer gp4 helikaz- primazbol, a gp 2.5
egyszall DNS-kot6 fehérjéb6l és a processzivitasi faktorként funkcionald E. coli
thioredoxinbol all. A DNS polimerizaciot a helikazhoz asszocialt gp5/trx komplex végzi. A
gp4 primaz része RNS polimerdz (RNA polymerase) és Zn-kotdé (Zinc-binding motif)
doménbdl all.



3. Replikativ polimerazok processzivitasa

3.1. Polimerazok

A replikacioban a nukleinsavszintézisért felelds enzimek templatfiiggd polimerdzok.
Annak ellenére, hogy az ¢éldvilagban szamos valtozatuk 1étezik, eltérd folyamatokban vesznek
részt (replikécid, kiilonb6zé DNS javitasi folyamatok, nick-translation) és szekvencidjuk is
viszonylag valtozatos, alapfelépitésiik megegyezik. Térbeli szerkezetiiket egy jobb kézfejhez
szokds hasonlitani. ,,Palm”, ,thumb” ¢és ,fingers” (tenyér, hiivelyk, ujjak) doménre
oszthatoak.

A nukleinsav szintézis soran a polimerazok a primer 3’ végéhez kotnek. A bejové ANTP
az aktivhelyhez kétddve a primer utolsé nukleotidjaval n-n kotés révén illeszkedik, a templat
szallal pedig Watson-Crick szabalyok szerinti hidrogénkotéseket hoz létre. A nukleotid az o és
B fosztat kozott hasitddik Mg ionok segitségével, a primer 3° OH csoportja és a bejovo
nukleotid o foszfat csoportja kozott észter kotés jon létre. A nukleotid kotéshez és
hidrolizishez kapcsoltan a polimerazban konformacié valtozasok mennek végbe, melyek
soran a ,,fingers” domén helyzete valtozik. Az ujjak zarodasa €s nyitédasa kdzponti szerepet
tolt be a miikodési mechanizmusban. A dNTP megfeleld illeszkedése a DNS lanchoz lasst
konformacié valtozast eredményez, mely sordn a komplex zarddik. Ez elengedhetetlen
feltétele a kémiai reakcidnak, azaz a hidrolizisnek ¢és az uj foszfodiészter kotés
kialakulasdnak. A reakcido végbemenetele sziikséges az ujjak nyitddasdhoz, ami pedig a
pirofoszfat (PP;) elengedésének és a transzlokacionak alapfeltétele (Keller és Brozik, 2005).

A kisérletek azt mutatjadk, hogy a polimerdzok Onmagukban nem vagy csak Kkis
mértékben (10-15 nt) processzivek. A replikdcioban sziikséges processzivitasukat (1. tablazat)

kiilonboz6 fehérje-interakcidk biztositjak.
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1. tablazat: E. coli és E. coli bakteriofag polimerazok processzivitisa
A tablazat az E. coli polimerazaira, az E. coli T7 bakteriofag gp5 és az E. coli T4 bakteriofag gp43 polimerazara
vonatkozo adatokat tartalmaz. A polimerazok processzivitasa mellett feltiintettem a DNS anyagcsere-folyamatot,
amelyben részt vesznek, illetve az egyes organizmusok genomméretét. Ez utobbi a processzivitds és a genom
méret 6sszehasonlitasat szolgalja.
Lathato, hogy az enzimek processzivitasat kiilonbozo ,,fehérje kornyezetben” vizsgaltak, illetve hogy bizonyos
iarulékos nroteinek (tohhnvire B oviirii és v komnlex) ielenléte a nrocesszivitast ielentdsen hefolvasolia.

3.2. A processzivitasi kapcsok

3.2.1. A processzivitasi kapcsok szerkezete

A legrégebben ismert processzivitasi faktorok kozé tartoznak a szakirodalomban

»sliding clamp”- ként emlegetett, polimerazokhoz kapcsolédd, DNS-t koriilfogd fehérjék

(tovabbiakban DNS bilincs / kapocs, processzivitasi kapocs) (2. abra). Ezek miikodésének

lényege, hogy a replikacié folyaman zart, vagy kozel zart struktarat alkotnak a templat koriil



onmagukban (Pol II, Pol III csaladba tartozé polimerazok esetén) (Hamdan és Richardson,
2009), vagy a polimerazzal kozosen (pl. E. coli T7 bakteriofag, HSV polimerazok esetén),
ami altal topologiailag meghataroz6 modon kotnek a DNS-hez. Polimerdzzal valé kotésiik a
katalitikus egységet kozvetve, de stabilan kapcsolja a DNS-hez. Ez utdbbi kotés az
aktivhelytdl fiiggetlen, igy a szintézist magat nem befolyasolja. A fent leirt DNS-protein,
protein- protein interakcidok lehetdvé teszik a szabad transzlokaciot, mikdzben a szintézist
veégzd motor és a DNS kapcsolata fennmarad.

Az eukariota (PCNA- Proliferating Cell Nuclear Antigen) €s a prokariota (Eubacteria:
polimerdz holoenzim B alegység; Archea: PCNA) DNS kotd processzivitasi faktorokra
egyontetiien a hat doménbdl allo, gytiri alaka struktara jellemz6. Ez a hatdoménes szerkezet
jelenthet kétdoménes homotrimert (PCNA: 2. dbra C) vagy haromdoménes homodimert is (B-
kapocs: 2. dbra A) (Wyman és Botchan, 1995; Kelman és mtsai, 1998; Georgescu és mtsai,
2008). Hasonlo szerkezet figyelhetd meg a T4 bakteriofag gp45 fehérjéje esetén is, mely
szintén processzivitasi gylriiként mikodik (2. dbra B) ( Wyman és Botchan, 1995; Kelman ¢és
mtsai, 1998).

A kapcsok harmadlagos, térbeli szerkezete nagyfokt hasonldésagot mutat, annak ellenére
is, hogy a szekvencidlis egyezés kis mértékii: az eukaridta és a prokaridta processzivitasi
kapcsok aminosav szekvencidja kozotti hasonlésag mindossze 10 %, sOt az eukaridta

csoporton beliilli egyezés is minddssze 30-40 % (Wyman ¢és Botchan, 1995).

2. 4dbra: Processzivitasi gytirik szerkezete

A, E. coli polimeraz holoenzim III B alegysége (PDB: 3dle). A B homodimer alegységeit zold, illetve kék szinnel
jeloltem. Az egyes alegységek doménjeit az alegységnek megfeleld szinek arnyalataival szineztem

B, Bakteriofag T4 gp45 processzivitasi gytriije (PDB: lczd). A gp45 homotrimer formajaban mikddik. Az egyes
alegységek zold, kék iletve pink szintiek. A domének az el6z6ekhez hasonléan vannak jeldlve.

C, Sulfolobus solfataricus PCNA gytirti (pdb: 2hii) homotrimer. Szinek az el6zéeknek megfelelden.

Az éabrdkon megfigyelhet6 a domének, és a teljes fehérjék hasonld strukturaja. A belsd, DNS-sel érintkezd oldalt a-

hélixek, mig a kiild6 oldalt  red6k formaljak.
Az abrakat a Pymol program segitségével készitettem a megjeldlt PDB fajlok felhasznalasaval.
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A PCNA ¢és a B esetén is az alegységek ,fej-farok™ orientdcioban kapcsolddnak

egymashoz, oly modon, hogy a DNS-sel érintkezd kozponti csatorndt dsszesen 12 a-hélix

hatéarolja. A kiils6 oldalt antiparalell elhelyezkedésli B-1ancok fedik (2. dbra). Az alegységek C

termindlis felszinén hidrofob fehérjekotd zsebek talalhatdak, ide kot a DNS-szintézist végzo

polimeraz, a bilincset a DNS-re felcsatolé enzim (,,clamp loader”), illetve szdmos mas

fehérje, melyeknek a replikacio, illetve a sejtosztodds szabdlyozésaban szerepiik lehet

(Wyman ¢és Botchan, 1995; Georgescu ¢s mitsai, 2008) (Jelentdségét 1. késébb.). A

nemrégiben (2008) kokrisztallizalt E. coli  kapocs- DNS komplex alapjan a proteinkotd zseb
képes mind ssDNS, mind dsDNS kotésére, utdobbira azonban csak ssDNS/dsDNS hataron. Ez

a jelenség fontos a ,,clamp loading” folyamatban (1. késdbb).

Thioredoxin
{trx)

Thioredoxin-
binding domain

(TBD)

[ &y
A

Exonudease

DNA polymerase
(op5)

3. abra: E. coli T7 bakteriofag gp45/trx komplex DNS-sel.

( Hamdan ¢és Richardson, 2009)

Az abran rozsaszinnel jeldlve lathatdo a gp45 polimeraz. A ,,Palm”
(Tenyér), ,,Fingers” (Ujjak) és ,,Thumb” (Hiivelyk) feliratok a
polimeraz megbfeleldé doménjeit jeldlik. A ,,Polymerase” és
,.Exonuclease” jelolések a polimerdz ¢és az exonukleaz
aktivcentrumokat mutatjak. A thioredoxin szalagmodellként. A gp45
az abran a thioredoxin (fekete) processzivitasi faktorral komplexben
lathaté. A thioredoxin kotd domén (TBD) (z6ld) a polimerdz
thumb” régidia

,.palcika” modellel van feltintetve.

Mas szupercsaladokba
(foleg

esetén

tartozé viralis)

polimerazok hasonlé

elven mukodo, de eltérd
megoldasokat talalunk.

Az E. coli
(gp5)  alacsony
processzivitassal (1-15 nt
(Hamdan ¢és Richardson, 2009))

rendelkezik. Az E.

T7 fag

polimeréaza

coli
thioredoxin fehérje jelenlétében

a processzivitdsban 80- szoros

novekedés  figyelhet6  meg
(Kelman ¢és mtsai, 1998). A
thioredoxin jelenléte a gp5

DNS-hez tartozd disszocidcios
allandojat nagymértékben
lecsokkenti: K4 (gp5) = 70 nM;
K4 (gp5/trx) = 3 nM (Hamdan ¢és
Richardson, 2009).

Az E. coli DNS polimeraz
I. csaladba tartoz6 gp5 homolog

a csaladba tartozé polimerazok
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Klenow fragmentumaval, de ahhoz képest tartalmaz egy 71 aminosav hosszu toldalékot, ami
egy hurkot képez a H és a HI jelzésii a-hélixek kozott. A H-H1 hurok a ,hiivelyk” régioban
talalhat6. Az enzimnek ez a része koti a thioredoxint (TBD: thioredoxin-kétd domén); ennek
hianydban a processzivitisban megfigyelt novekedés sem jelentkezik, még thioredoxin
jelenlétében sem (Kelman és mtsai, 1998) (3. abra).

A thioredoxin szerkezete nem gytiri alaki — hiszen eredeti funkcidja nem a replikacio
processzivitasanak biztositdsa —, a polimerdzzal kozosen azonban kozel zart struktirat
alkothat. Valoszinii, hogy a két fehérje kapcsolata flexibilis, tehat a komplex zarddni is képes
mikddés kozben (Kelman és mtsai 1998). Az egyik feltevés szerint a thioredoxin a TBD-n
kiviil a polimeraz exonukleaz doménjével is képes kapcsolatot 1étrehozni, ezaltal gytirti alaka,
»clamp”-szerl strukturat 1étrehozva. Egy masik modell alapjan a trx bazikus aminosavainak
kapcsolatot (Hamdan és Richardson, 2009).

Szamos mas virus polimeraza is kis proteineket hasznal a processzivitas
megvalositasahoz. A szintén E. coli bakteriofag T3 hasonléoan a T7-hez thioredoxint kot
(Hamdan és Richardson, 2009); a Herpes Simplex Virus (HSV) processzivitasi faktora, az
UL42 dsDNS kot6 protein (a virus sajat fehérjéje) (Kelman és mtsai, 1998). Ezek a proteinek
lehetnek viralis vagy gazdasejt eredetiiek is. Esetiikben a processzivitasi faktor energiaigényes

DNS-re csatolasat végzé CLP-re nincs sziikség (Komazin-Meredith és mtsai, 2008).

3.2.2. A diffuziés mechanizmusok szerepe a processzivitasi kapcsok
miikodésében

A DNS menti diffuzié jol elkiilonithetd a motorfehérjék altal végzett egyiranyu,
energiaigényes transzlokaciotol. A diffuziés mechanizmusoknak azonban fontos szerepiik
lehet a DNS-kot6 kapcsok kozvetitette processzivitasban, annak ellenére, hogy itt konkrét
diffiziorél nem beszélhetiink, mivel a mozgast a polimerazok aktivitasa hajtja.

A DNS menti diffiziot, illetve annak tipusait Berg foglalta 6ssze 1981-ben. Elkiilonitett
egydimenziés és haromdimenzios DNS menti diffuzioét. Utdbbi esetben a fehérje DNS-en
torténd helyvaltoztatd mozgasat a DNS-rdl vald disszociacid, majd egy eltérd, tavoli, nem
meghatarozott helyen bekdvetkezd reasszociacié eredményezi. Az egydimenzids mozgas alatt

Berg pozicionalisan koordinalt mozgast ért. Ennek 2 fajtajat kiiloniti el, a ,,sliding”-ot
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(,,csuszas™) és a ,,hopping”-ot (,,ugrandozas”). A sliding helikalis Gtvonalon torténd mozgast
jelent, mely sordn a fehérje elektrosztatikus kapcsolatok révén végig koétve marad a
nukleinsavhoz. A hopping-ot erdsebb kotés jellemzi, a helyvaltoztatdst mikroszkdpos
disszociaciok és reasszociaciok sorozata eredményezi, mely sordn a makroszkopikus kotés
fennmarad. A mikroszkopikus disszocidcid definicid szerint azt jelenti, hogy a fehérje csak
olyan mértékben tavolodik el a DNS-t6l, hogy a kationok vissza tudjanak kotni a negativan
toltott cukorfoszfat-vazhoz (Berg és mtsai, 1981).

A processzivitdsi kapcsok mozgisa az egydimenzids diffuzionak felel meg. Az
altalanosan hasznalt ,,sliding clamp” kifejezés azonban nem feleltethetd meg a ,,sliding”
mechanizusnak, a processzivitasi kapcsok diffuzioja kevésbé vizsgalt téma. Ez alol kivételt
képez példaul a HSV polimerazdnak processzivitasi faktora (UL42), mely a ,hopping”
modszert ,,hasznalja”. Az elvégzett kisérletekben a sokoncentracido és a DNS-hossz a DNS-
hez asszocialt fehérje kotésének féléletidejére gyakorolt hatdsat vizsgaltak kiilonbozo
modszerekkel. Az eredmények azt mutatjak, hogy a latszolagos disszociacids allando fiigg a
sokoncentraciotol; ill. magas s6 koncentracion a DNS hosszatol is, ami valoban megfelel a
hopping mechanizmusnak. Alacsony sdékoncentracion a diffuzio lasst az elektrosztatikus és
mas jellegli kolcsonhatasok miatt. Magas sOkoncentracion a kationok DNS-hez kotddése
gyengiti ezeket a kdlcsonhatasokat, a fehérje mikroszkopikusan disszocial, mobilitasa ezaltal
megnd. Ez lehetdséget teremt arra, hogy rovid idén beliil egy, a kdzelben 1évd helyen tjra
kosson. Magas sékoncentracion a latszolagos disszociacios allando alacsony, a DNS kotott és
szabad allapot kdzott az energia kiillonbség nagy, a makroszkopos disszociacio valosziniisége
csokken.

A diffuzids sebesség a replikacio sebességénél nagyobb, igy a processzivitasi faktor
nem lassitja le a polimerazt, a sebességet a polimerizacioé szabja meg.

A nem gytir(i alaka processzivitasi faktorok esetén a ,,hopping” mechanizmusnak, és az

alacsony disszociacios allandonak fontos szerepe lehet (Komazin-Meredith és mtsai, 2008).

3.2.3. Clamp loading

A processzivitasi kapcsok gytirli alakuak, DNS-re épiilésiik a gylrii felnyitasat
megkoveteli. A homooligomer szerkezet rendkiviil stabil, a 8 esetén pl. K4 < 50 nM a dimerre
nézve (Jeruzalmi és mtsai 2001a). Ez az elektrosztatikus €és hidrofob interakciok révén

1étrejovo erds kapcesolat az oka annak, hogy a jellemzden inkabb oligomer forméban jelenlévo
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fehérje DNS-re csatoldsa energiaigényes folyamat. A kapcsot az un. ,,clamp loader” proteinek
(CLP-k) helyezik a DNS-re a repliszoma Osszeépiilésekor, illetve az ) Okazaki fragmentum
szintézisének megkezdésekor.

Az Eubacteria csoportra jellemz6 B kapocshoz tartoz6 ilyen CLP az un. y-komplex,
mely szintén a polimeraz holoenzim alegysége. A komplex Osszetétele a kovetkezo: y/t: 6: 6”:
v v=3:1:1:1:1 (Lovett, 2007). Ay, 1, 0, 8’ alegységek kor alakt struktirat formalnak, mely a
0’-8 kapcsolat révén zardédik (Jeruzalmi és mtsai, 2001b). A vy, 1, 8" ATPaz aktivitassal
rendelkezik, a t-nak a polimerdz kapcsoldsaban van szerepe, a o pedig a B kolcsonhato
partnere (Jeruzalmi és mtsai, 2001b). A y és a T ugyanazon gén (DnaX) terméke, a 1t egy C
termindlis régidval hosszabb; ez felelds a polimerdz kotéséért. A x és a y az SSB proteinnel
létesitenek kapcsolatot, illetve eldsegitik a primaz-polimeraz valtast a kovetd szélon, a
komplex mitkddéséhez nem esszencialisak (Jeruzalmi és mtsai, 2001a; Lovett, 2007).

A 7:8:0” = 3:1:1 Osszetételli y-komplex, illetve a o alegység B-val alkotott komplexének
kristalyszerkezetébdl a mechanizmus sok részletére fény deriilt (Jeruzalmi és mtsai, 2001a;
Jeruzalmi és mtsai, 2001b). A komplex egy ATPaz motorfehérje, mely ATP kotés hatasara
nyitott konformaciot tud felvenni: a & helyzete oly modon valtozik, hogy a komplextdl
mintegy eltavolodik, igy képes kdlcsonhatni a B-val. A 6-B komplex szerkezetének vizsgalatai
azt mutatjak, hogy a o kotésének hatdsara a 3-ban olyan konformacié-valtozas jon l1étre, amely
gyengiti a dimerben a B-alegységek kozotti kdlcsonhatést, ezaltal annak nyitddasat okozva. A
0 nem a dimerizécids felszinen, hanem attol tdvolabb, a proteinkotd zsebbe kotodik.

A B-kapocs felcsatolasaban jelentds szerepe van a B DNS-kotésének is. A 0-hoz
hasonldéan az ssDNS a B proteinkotd zsebébe illeszkedik, ezaltal eldsegitve a -0 kapcsolat
megsziinését és a clamp zarédasat a DNS koriil. A B-primerizalt DNS kapcsolat biztositja azt
is, hogy a B ne mozduljon el a kezd8pontbdl a polimeraz kotése eldtt (Georgescu és mtsai,
2008).

Az E. coli esetén a B3 felcsatolasa tehat a kovetkezOképpen zajlik: A y-komplex egyik t-
vagy v-alegysége ATP-t kot, melynek hatasara a komplexben olyan konformaci6 valtozas jon
1étre, amely lehetdvé teszi a 6-alegység szamara a B-dimer kotését, mely annak felnyilasadhoz
vezet. A 3 ezutan a primer-templathoz két. Ez a DNS koétés stimulalja a y-komplex ATPaz
aktivitasat. Az ATP-hidrolizis ijabb konformacié-valtozast eredményez a komplexben: a o
elengedi a B-t, a dimer — most mar a DNS-hez kapcsolva — zarddik. A kapocs a primerhez
kotddik, a DNS mentén elmozdulni nem tud. Kovetkezd 1épésként a CLP t-alegysége a

polimerdzt (a holoenzim a-alegységét) a B-gylr(th6z kapcsolja. A polimeraz szintén a
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hidrofob proteinkotd zsebhez kapcsolddik, ezaltal a kotott primer kompetitora. A polimeraz
kotésének hatasara a DNS a kapocs kozponti csatornajaba helyezédik at. A B-dimer — a
polimerdzhoz igazodva — most mar képes elmozdulni a DNS mentén (Georgescu €s mtsai,
2008; Hamdan és Richardson, 2009).

Az eukariotak esetén a CLP funkciot az RFC (Replication Factor C) fehérje latja el,
mely a gamma komplexhez hasonléan 5 alegységbdl all. Osszeségében a szekvencia
hasonlésag a y-komplex és az RFC kozott csekély, de az RFC 2-5 alegység és ay, 1, 9’; illetve
a § ¢s az RFC 1 kozott mar jelents hasonlosag mutathato ki. A 8-hoz hasonléan az RFC 1 a
processzivitasi kapocssal hat koleson. A CLP-knek a processzivitasi faktorral kapcsolodo
alegységeit ,,wrench”-ként (franciakulcs, csavarkulcs) is emlegetik, utalva a felnyitas
mechanizmuséra. A kiilonb6zd ,,wrench”-ek aktivhelyei konzervaltak (Jeruzalmi és mitsai,

2001a és 2001b).

3.3. Dinamikus processzivitas

Ujabb vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a polimerdz még a processzivitasi
kapoccsal ,,felszerelkezve” sem éri el maximalis processzivitasat. T7 fag esetén pl. a gp5/trx
komplex kotésenként 700-1000 nukleotid szintézisére képes (Hamdan és mtsai, 2007). Ez egy
nagysagrenddel még mindig kevesebb a T7 fag replikacidos komplex esetén mért legmagasabb
processzivitasnal (17 kb). A gp5/trx komplexet kiegészitve a fag replikativ helikdzaval, mely a
gp4 jelzést viseli a mért processzivitds mar eléri a 17 kb értéket. A ndvekedést nem az okozza,
hogy az adott processzivitasu gp5/trx komplex egy a DNS-hez sokkal jobban kotodo
fehérjéhez kapcsolodik, hiszen a gp4 processzivitdsa onmagaban minddssze 60-350 nukleotid.
Az interakci6 nemcsak a processzivitasra, hanem a fehérjék miikodésének atlagos sebességére
is hatassal van. Mig a gp4 atlagos sebessége 15-30 nt/s, a thioredoxin kotott gp5 polimerdzé
pedig 220 nt/s, addig a gpS/trx/gp4 komplex sebessége 165 nt/s koriili érték (Hamdan és
Richardson, 2009).

A gp5S/trx/gp4 komplex stabilitasa ssDNS jelenlétéhez kotott. Kétféle kotési modot
feltételeznek: egy erdsebb DNS-fiiggdt, és egy gyengébb DNS-fiiggetlent. Az erdsebb
kapcsolat mibenléte még nem tisztdzott. A gyengébb kotésért a gp4 monomerek 17 C-
terminalis savas aminosava, illetve a C-termindlis fenilalanin felelés. Az ezzel kapcsolatot
létesitd partner a polimerdzban a TBD-ben talalhatd. A trx jelenléte stimulalja a polimerdz-

helik4z kapcsolat 1étrejottét — trx nélkiil a gp5-helikdz komplex processzivitdsa mindossze 5

15



kb —, ami azt mutatja, hogy a trx a gp4 helikazzal kialakulo kapcsolatban is fontos szerepet

A gyenge kotés elimindlasa — a C termindlis régio eltavolitdsa, a savas aminosavak
bazikusra cserélése vagy a terminalis Phe modositidsa altal — a processzivitasban jelentds,
Otszoros csokkenést mutat. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a gp5/trx/gp4 komplex meg
novekedett processzivitasnak oka nem a létrejové komplex nagy stabilitdsdban, azaz nem az
erds kotésben keresendd.

A fenti eredmények (illetve mas fehérjéken megfigyelt jelenségek) alapjan allitottak fel
a kovetkezd modellt. A polimerdzok valojaban disztributiv, vagy csak kis mértékben
processziv enzimek. Ezt aldtdmasztja az is, hogy tisztitott formaban a kiilonb6z6 polimerazok
processzivitasara csak alacsony értékeket mértek. A komplexekben mért magas
processzivitasokat az teszi lehetdvé, hogy ha a katalitikus egység disszocidl, egy 0j polimeraz
helyettesiti. Ez a csere a replikdcioban nem okoz fennakadast, sot gyakori esemény, a
repliszoma mitkodésének processzivitasat, ezaltal hatékonysagat biztosité folyamat, melyet a
komplexen beliili interakciok tesznek lehetévé (Yang és mtsai, 2004; Lovett, 2007; Hamdan
¢s mtsai 2007; Hamdan és Richardson, 2009).

TBD/ J
C-terminal tail 1
not required = TBD/
v} C-terminal tail

required

Helicase

-------'

4. abra: Kétféle kotési mod az E. coli T7 bakteriofag gp4 helikaza és a gp5/trx komplex kozott
(Hamdan és mtsai 2007)

A baloldali dbran a gp4 helikaz (Helicase felirattal jeldlve) a gp5/trx komplexet a C- terminalis régiotol
fiiggetlen helyen koti. Ez a fajta kotés lehetdvé teszi a nukleinsav polimerizaciot.

A jobb oldali dbran a C-terminalis régiokhoz kapcsolt gp5/trx komplexek lathatoak. Ez a fajta kotés az
elobbinél gyengébb, elektrosztatikus jellegii. Szerepe a polimeraz kicserélodésében lehet. Ha a DNS-t
éppen masold polimeraz disszocidl a DNS-r6l ezzel a fajta kotéssel a helikaz C-termindlis régidja a
replikacio villa kozelében tarthatja vagy lehetové teszi, hogy az oldatbdl potlodjon.
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T7 fag esetén a fentieket a helikaz- polimerdz kapcsolat biztositja. Nukleinsav szintézis
kozben a polimeraz az erds kotési mod segitségével kapcsolddik a helikdzhoz. Ha a polimeraz
disszocidl a DNS-r6l, akkor a kapcsolat atvalt a DNS-fliggetlen, gyengébb, elektrosztatikus
kotésre. Ez a mechanizmus egyrészt képes megakadalyozni a disszocialt enzim eltavolodasat
a replikacios komplextol, lehetdvé téve azt, hogy az Ujrakdsson a DNS-hez; masrészt a
helik4dz ,tartalék” polimerdzokat is kothet (a helikdz hexamer formaban van jelen; hat

.....

helyettesithetik azt (5. abra) ( Hamdan €s mtsai, 2007; Hamdan és Richardson, 2009).

T4 fag gp43 replikacids polimeraz proceszzivitasanak vizsgalata folyaman is hasonlo
eredményekre jutottak. A T4 fag replikacios komplex féléletideje a DNS-en 9-15 perc, ami
erdsen processziv replikacionak felel meg (a genom teljes megkettézodése kb. 15 percet
igényel). Emellett ismert, hogy a repliszoma rendkiviil dinamikus komplex. Ez teszi lehetové
példaul a kovetd szal Okazaki fragmentumokban torténd szintézisét, de mas folyamatokban,
pl. a transzkripcioban szerepet jatsz6 fehérjék is kapcsolatba keriilhetnek a repliszomaval. Ezt
a ,flexibilitds kontra processzivitds” problémat vizsgaltak vad tipusu (wt) és mutans
polimerazok felhasznélasadval. Egy olyan aktivhely mutdnst, melynek repliszomahoz
kapcsolodasa a DNS-szintézis leallast eredményezi, arra hasznaltak, hogy megfigyeljék, vajon
a replikaciot végzd polimerdz diszzocidl-e a komplexrdl, vagy valéban oly mértékben
processziv, hogy képes 9-15 percig a DNS-hez, illetve a komplexhez kdtve maradni. Ha a wt
polimeréz disszocial, az utdlag hozzaadott mutans enzim helyettesitheti a komplexben, ami a
replikacio ledllasat eredményezi. A kisérlet eredményei azt mutattdk, hogy a wt polimeraz
mind a vezetd, mind a kovetd szal esetében 1 perc alatt kicserélédik a mutans enzimre. Ha a
kisérletet a polimerdz egy C-terminalis régid nélkiili mutansaval végezték el, a csere nem
kovetkezett be. A C-terminalis régid a gp45 processzivitasi gylrithdz valdé kapcsolodasért
felelds, ami feltételezi, hogy a kapcsolatnak szerepe van az aktiv polimerdz valtasban. Az
eredmények alapjan feltételezték, hogy a T7 helikaz-polimeraz kapcsolathoz hasonldan, a
gp45 kapocs és a gp43 polimeraz kozott is kétféle kotési mod 1étezik, ami lehetové teszi a
cserét (Yang és mtsai, 2004). Mas elképzelés szerint a polimeraz ebben az esetben is a
helikazzal kapcsolodik a T7 fagban megismert mechanizmushoz hasonléan. Ez a kapcsolat
ezidaig nem ismert (Hamdan és Richardson, 2009).

Utobbi elképzelés alapjaul szolgal, hogy ilyen helikaz-polimeraz kapcsolat az E. coli
replikdcios rendszerében is létezik (bar a kapcsolat kozvetett), és ennek szerepe van a

polimeraz kicserélddésben. Ez a kozvetett kapcsolat a y-komplex t-alegységén keresztiil jon
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l1étre, melynek C terminalis része két doménre oszthato fel (IV, V). Koziilik a IV domén a
koti (1.a abra). A 1 IV doménje és a polimeraz kozott kétféle, egy erdsebb €s egy gyengébb
kotési modot figyeltek meg, ami feltételezhetden a polimeraz valtasban jatszik szerepet
(Hamdan ¢és Richardson, 2009).

Valoszintinek tlinik, hogy a normal replikacidban résztvevd y-komplex 3 t-alegységet
tartalmaz. Ez lehetdvé teszi azt is, hogy a replikdciés komplexben egyszerre 3 polimerdz
legyen jelen. A DnaX gén termékeire nézve kiillonbozé Osszetételii y-komplexeket vizsgéalva
azt tapasztaltak, hogy a 3 1-t tartalmaz6é CLP esetén a replikacid 60%- kal gyorsabb az egy y-t
és 2 t1-t tartalmazonal, illetve, hogy elébbi esetben az Okazaki fragmentumok rdvidebbek,
mint az utébbiban. Ezek az eredmények alatdmasztjak, hogy a y-komplex 3 1-t tartalmaz.
(Kordbban a tisztitott fehérje elektroforetikus mintdzata alapjan azt feltételezték, hogy a
komplexben a y-alegység szerepel nagyobb aranyban, és ennek kovetkeztében ez az, ami a
CLP miikddésében esszencialis. Ez valoszinlileg a fehérjetiszitasi eljaras miiterméke volt,
ugyanis a 1t C-termindlis extrarégiojabol kifolyolag nagyobb mértékben van Kkitéve
proteolizisnek (extracelluldris OmpT protedz), mint a y. Ily moddon a proteolizis
kovetkeztében a 1t pontosan azzal az extrarégioval lesz rovidebb, ami a y alegységtol
megkiilonbozteti. Emiatt a y-t6l elektoforézissel el nem kiilonithetd fragmentek
keletkezhettek.) Amennyiben a repliszomdban valéban harom t, illetve polimeraz van jelen,
az megkonnyiti mind a kovetd szalon torténd fragment valtast, mind a polimeraz
kicserélodést, sot akar templatvaltast is lehetové tehet a replikacio soran (Lovett, 2007).

A dinamikus, de ugyanakkor processziv replikdcid fontos elemei a processzivitasi
kapcsok, melyek esetén szintén kétféle kotési modot feltételeznek. Amint az feljebb mar
emlitésre keriilt, a processzivitasi gyliriikk proteinkotd zsebébe szamos fehérje képes kotni:
clamp esetén a polimeraz III a-alegységen kivil a Pol I, II, IV, V (Hamdan és mtsai, 2007;
Lovett, 2007); a y- komplex o alegysége, a DNS ligaz I (Lopez de Saro és O'Donnell,2001;
Lovett, 2007), és a MutS (mismatch repair recognition factor) (Lopez de Saro ¢és
O'Donnell,2001; Lovett, 2007). Hasonl6an a B- hoz, a PCNA gytiriinek is szamos interakcios
partnere van (Lopez de Saro és O'Donnell, 2001; Lovett, 2007). Ezek a fehérjék mind a
replikaciohoz, illetve mas DNS-anyagcsere folyamatokhoz kothetéek, pl. a hibajavitashoz. A
processzivitasi gytirliket molekularis ,toolbelt”-ként is emlegetik, melynek szdszerinti
jelentése ,,szerszamos 0v”. A kifejezés utal arra, hogy a clamp szimultan tobb faktort kthet és
vihet magéval a replikacid soran. Ezek a faktorok a replikacid kozbeni hibajavitasban szerepet

jatszhatnak. A B gylrith6z egyszerre tobb fehérje is képes kapcsolddni, megfigyeltek pl. olyan
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komplexet, amelyben a B-hoz egyszerre kapcsolodik egy Pol IV és a Pol III. A komplexben
valosziniileg az egyik polimeradz éppen disszocidl, mig a masik éppen hozza kapcsolodik a
processzivitasi gylirithoz a t segitségével (Lovett, 2007).

Ezzel parhuzamosan szadmos alkalommal megfigyelték, hogy az egyébként kis
processzivitasi nem replikativ polimerazokat a replikdcidos komplex elemei (rendszerint a
processzivitasi gytiriivel és a CLP-vel folytak a vizsgalatok) serkentik (1. 1. tablazat). E. coli
Pol T esetében — mely tisztitva 15-20 nukleotid utdn disszocidl — példaul mértek 700 nt
processzivitast is. Ez alapjan allitottak fel azt a modellt, amely szerint a pol I-nek fontos
szerepe lehet bizonyos plazmidok replikacidja mellett a rekombinacids hibajavitasban is
(Camps és Loeb, 2004).

Osszefoglalva tehat az ujabb eredmények azt mutatjdk, hogy oOnmagukban a
polimeréazok disztributiv enzimek: processzivitassal, pontosabban dinamikus processzivitassal
a holoenzim/ repliszoma, vagy a replikacé jellemezheto.

Mi a jelentdsége ennek? A replikacio processzivitasanak jelentdségérdl volt mar sz6 a
bevezetésben. Ezek a szempontok ugyantigy fennallnak dinamikus processzivitds esetén is,
azonban ez a dinamika ujabb lehetdségeket is felvet. Lehetové teszi példaul, hogy
amennyiben a replikaci6 elakad példaul egy DNS 1ézioénal, a normal polimerdz hibajavito
enzimre cserélddjon le, anélkiil, hogy az egész komplex disszocialna. A hibés rész befejezése
utan visszacserélddhet a replikativ polimerdz, és a mdsolds nagyobb fennakadas nélkiil
folytatddhat. A mechanizmus felveti a kérdést, hogy néhany, kordbban posztreplikativnak
gondolt javité mechanizmus nem zajlik-e egy idOben a replikacioval.

Mivel a nagy processzivitdsunak gondolt replikativ helikdzok disztributiv, illetve kis
processzivitassal rendelkezd enzimeknek bizonyultak, feltehetéen ilyen szempontbdl nem
kiilonboznek a kis processzivitastinak tartott hibajavitd polimerdzoktol. A processzivitds
mértékét annak a folyamatnak a kiterjedtsége hatdrozza meg, amelyben részt vesznek. Az

egyes enzimek ,,bevetése” a replikacio soran szabalyozott.

4. A replikativ helikazok processzivitasa

4.1. A helikazok

A helikdzok motorfehérjék, melyek (d)NTP hidrolizis altal generalt konformacio-

valtozasok segitségével egy adott iranyban transzlokdlodnak a nukleinsav mentén, mikdzben
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szétvalasztjdk annak két szalat. Replikacioban a helikaz aktivitas biztositja az ssDNS
templatot a primaz és a polimeraz szamara.

A helikédzok jellemzéen ATPaz fehérjéknél el6forduld RecA (helikdzok SF1 és SF2
csaladja) vagy AAA+ (helikazok SF3 csalddja) -szeri harmadlagos strukturat mutatnak.
Mindhéarom csaladban megtalalhatéak a helikaz funkcid ellatashoz sziikséges, konzervalt
motivumok, azaz nukleinsavkotd, nukleotidkotd (Walker motivumok) és a konforméacio-
valtozas tovabbitasaért, felerositésért felelos szakaszok. A nukleinsav kotése torténhet mind a
cukorfoszfat-vazon, mind a bazisparokon keresztiil. A k6tés helye befolyésolja, hogy a helikaz
nukleinsav specifitasat: a foszfat vazon keresztiil kot helikdzok ssDNS-hez és dsDNS-hez
hasonl6 affinitdssal kotnek, mig a bazisokkal kolcsonhatoak inkédbb az ssDNS-t részesitik
elényben. A nukleotid kotohely és a DNS kotohely kozott allosztérikus kapesolat 4ll fenn, a
nukleotid kotés befolydsolja a helikdz DNS kotési affinitasat, a DNS kotés pedig serkenti a
hidrolizist (Xi XG, 2007).

A DNS helikdzok dontd tobbsége ssDNS-hez kot, igy mikodésiik megkivanja annak
jelenlétét. Egy résziik a duplex 3’ végéhez kapcsolodo ssDNS régid jelenlétét, mig mas résziik
5’ ssDNS vég jelenlétét igényli. Ez a fajta preferencia jellemzi az adott helikaz transzlokéacios
polaritasat is. Ennek a polaritasnak az in vitro torténé meghatarozasara egy kozépen ssDNS
régiot tartalmazo duplex DNS-t hasznéalnak. A helikdaz az ssDNS-hez kot. Ha az ssDNS régio
3’ vége felé es6 duplex régiot valasztja el, 5°-3” helikézzal van dolgunk; amennyiben pedig az
5’ végen talalhatd régiot, akkor a helikdz 3°-5° transzlokacids polaritassal jellemezhetd
(Lohman ¢és Bjornson, 1996).
tekintve 5°-3’ irdnyban transzlokalodik (Hamdan és Richardson, 2009).

A bazisparok kozotti hidrogénkotések helikazok altali felnyitdsara mind passziv, mind
aktiv mechanizmust javaslé modellek sziilettek. A passziv mechanizmus esetén a bazisparok
atmeneti szétvaldsa az ss/ds DNS hatiron a termikus energia hatdsara spontan is
bekovetkezik; a helikdz szerepe ennek az allapotnak a transzlokacion keresztiil torténd
stabilizaldsdban van. A duplex szétvalasztasa abban az esetben aktiv, ha a helik4z a bazisparok
destabilizacigjaban kozvetleniil részt vesz. A kiilonb6zé modellek kiilonb6zo helikazok
vizsgalata sordn keletkeztek; valdszinii, hogy a helikazok kérében mind aktiv (T7 gp4, HCV
NS3), mind passziv mechanizmusok (T4 gp45, Rep) eléfordulnak (Moore és Lohman, 1995;
Lohman ¢és Bjornson, 1996; Xi XG, 2007 ).
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4.2. A helikazok processzivitasa

A helikdzok korében taldlunk erésen processziv motorokat (pl. RecBCD: 39 kbp
(Dillingham ¢és mtsai, 2005), T7 fag gp4 helikdz gp4/gp5/trx komplexben: 17kb (Hamdan és
Richardson, 2009)) és kevésbé processziveket (pl. UvrD: 255 bp egy molekula vizsgalatban
(Dillingham és mtsai, 2005), HCV NS3: 40bp (Rajagopal és Patel, 2008)). Altalanossagban
elmondhato, hogy a replikativ helikdzokra jellemz6 a nagy processzivitas. A protein-protein
kapcsolatoknak a helikdzok processzivitasanak kialakitasaban is fontos szerepe van (pl. T7

gp4 processzivitasa Gnmagaban kicsi, 1. feljebb).

4.3. A helikazok processzivitasat kialakito tényezok

4.3.1. Oligomerizacio

Sok helikaznal figyeltek meg aktivitast monomer formaban, legtobbjiik azonban in vivo
oligomerként miikodik. Sokukra a hexamer forma jellemzd. Ebben az esetben a helikaz a
DNS-t gytiriiként fogja kozre, aminek szerepe lehet a processzivitdsban is: csokken a
transzlokaciokor torténd disszociacid valdszinlisége (Lohman és Bjornson, 1996; Xi XG,
2007).

Az oligomerizacié emellett lehetOséget teremt az alegységek kooperativ miikodésére,
ami végso soron hatékonyabb aktivitashoz vezethet. T7 fag gp4 helikaza esetén figyelték meg
a kooperacio DNS fiiggését. Az egyes alegységekben, nem Gsszehangolt modon, de DNS-
kotetlen allapotban is végbemehet nukleotid-hidrolizis. Amennyiben a helikdz ssDNS-t kot, az
egyes alegységekben szekvencialisan torténik a nukleotid-hidrolizis; mindig abban az
alegységben, amely éppen a DNS-t koti. A kooperacio 1étrehozasaban szerepe lehet annak,
hogy az alegység-alegység interakciok a nukleotidk6td helyet is érintik, illetve feltétleniil
sziikséges a kozponti csatornaban helyet foglalé bazikus hurkok és az aktivhely kozotti
kommunikécio is. Az e feladatot ellatd6 aminosavakat ezidaig még nem azonositottak
(Hamdan ¢és Richardson, 2009).

Az oligomerizacid nem csak a helikaz sajat aktivitasat befolyasolhatja. Replikacid
esetében példaul a repliszoma tobbi elemének miitkodésére is hatassal van: a korabban emlitett
polimerédz-valtas T7 fagban csak akkor valosul meg, ha a hexamer mind a hat C-terminalis

régiodja jelen van (Hamdan és Richardson, 2009).
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4.3.2. A primaz hatasa

A polimerazzal vald kozvetlen vagy kozvetett kapcsolodas mellett nagyon fontos a
primazzal valo kapcsolat. E. coliban az Gn. primoszomaban, melyet a DnaB helikaz és a
DnaG primaz alkot, a DnaB noveli és szabalyozza a DnaG primer szintézisét, a DnaG pedig
noveli a DnaB NTP4z ¢és helikdz aktivitadsat (Bailey és mtsai, 2007; Hamdan és Richardson,
2009).

A DnaB-DnaG HBD (helikazkoté domén) komplex kristaly szerkezete (5. abra) azt
mutatja, hogy a primaznak jelentés szerepe van a helikdz hexamer formajanak
stabilizalasdban. A DnaB ,kétemeletes” gyliriit formal hexamerként. A masodik gytriit az N
termindlis rész alakitja ki (NTD- N-terminalis domén), mely a hexamer képzéshez és a DNS
két szalanak elvalasztdsahoz elengedhetetlen, a helikdz aktivitasban azonban kdzvetleniil nem
vesz részt. Az NTD-k egy része a sajat alegység C-termindlis doménjén (CTD), masik résziik
a szomszéd CTD-n helyezkedik el. Az NTD-k parokat alkotnak; a hexamer trimert alkoto
dimerekbdl all. A gytirti kétrétegli: minden parban talalhatd egy belsd és egy kiilsé NTD, ami
alapjan az N terminalis gyliri akar két trimerre — egy belsore és egy kiilsére — is feloszthato. A
CTD-t ¢és az NTD-t 0sszekotd szakasz minden esetben kapcsolodik a szomszéd alegység
CTD-jéhez. A primdz stabilizalo szerepe abban van, hogy az NTD pérokat fixalja, ugyanis
egy primaz HBD-je két NTD-hez kapcsolodik, az egyik subdomén a belsd alegységhez, a
masik a kiils6hoz (Bailey és mtsai, 2007).

T7 fag esetében a helikaz és primaz kovalensen kapcsolt, egy gén termékei. A helikazt és a

primdzt Osszekotd kapcsold régidnak az oligomerizacidban szintén fontos szerepe van.
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4.3.3. Az egyszalu DNS-kot6 fehérjék szerepe

v, iy NTD Dimer
y Interface

NTD
Trimer
Interface

5. abra: E. coli DnaB helikaz, illetve DnaB
helikiz és DnaG primaz helikaz koto
doménjének szerkezete (Bailey és mtasai, 2007)
Az A abran a DnaB helikaz lathat6 oldalnézetbdl,
a gylrli tengelyére merdlegesen iranybol
szalagmodell abrazolassal. Az egyes részek
szinmagyarazatai: NTD kék, CTD piros, kapcsolo
régid sarga.

B, DnaB hexamer feliilnézetb6l. Azok az
alegységek, amelyeknek az NTD régidja a belsd
felszinen talalhatdo, az A 4brahoz hasonloan
vannak szinezve, mig azok az alegységek,
amelyek NTD-je a kiils6 oldalon talalhato,
fehérek. Az abran megfigyelhetd az NTD-k
elrendezddése a gytirtiben.

C, DnaB helikdiz DnaG primaz helikazko6to
doménjével feliilnézetb6l. A DnaG HBD régioja
(z6ld) az NTD gytirihoz (kék és vilagoskék), oly
mddon kapcsolddik, hogy stabilizdlja annak
elrendezddését.

Szamos helikaz esetén kimutattak, hogy az egyszalu nukleinsavkotd proteinek jelenléte

noveli hatékonysagukat. Hepatitisz virus C NS3 fehérje helikaz doménjét E. coli SSB

jelenlétében vizsgalva megallapitottak, hogy a hatékonysadg-novekedés nem a sebesség,

hanem a processzivitas novelésen keresztiil torténik. Az SSB valamilyen modon stabilizalja a

helikazt a duplex elagazasanal. Ez vagy fizikai interakcio, vagy olyan nukleinsav-struktara

létrehozasa, amely kedvezden hat a helikdz DNS-kotésére. Mdas virus helikdzoknal is

megfigyelték, hogy akar homoldg, akar heteroldég egyszalu nukleinsavkotd fehérje jelenléte

noveli hatékonysagukat (Rajagopal és Patel, 2008).
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5. Primaz szerepe a DNS replikacioban

5.1. A primaz

A primdz egy DNS-fiiggé RNS polimerdz, ami specifikus szekvencidknal
oligoribonukleotidot (5-20 nukleotid hosszusagu), un. primert szintetizdl a DNS polimeraz
szdmara, amit az meghosszabithat.

Rendelkezik egy Zn-kotd doménnel és egy RNS polimeraz doménnel. A primaz csak a
megfeleld szekvencidknal szintetizal primert. A DNS-en talalhat6 felismerdhely kereséséért a
Zn-kot6 domén felelds, mig magaért az oligoribonukleotid szintézisért az RNS polimeraz
domén.

A két domént egy flexibilis régio koti 6ssze. Ha a Zn- k6té domén nem specifikusan kot
a DNS-hez, a primaz nyitott konformacidban van jelen. A megfeleld szekvencidknal a fehérje
a flexibilis région keresztiil zarodik. A primer szintézis csak ebben a zart konformaciéban

valosulhat meg (Hamdan és Richardson, 2009).

5.2. A primaz és a helikaz kapcsolata

A primaz alacsony ssDNS-affinitassal rendelkezik. A helikédzzal val6 interakcio
biztositja szamara az ssDNS-hez valo kapcsolddéast €s a primaz aktivhelyének a helikaz
aktivitas révén képzddd ssDNS-hez orientalasa révén a felismerdhely keresést. A DNS-t gytiri
alakban koriilvevd helikdz és a kis processzivitasi primaz kozott létrejovo kapcsolat
alapvonasaiban a DNS polimeraz - processzivitasi gytirti fehérje-asszociaciora emlékeztet.

A Zn-két6 domén és az RNS polimeraz domén kozotti kdlcsonhatds a primer
szintézishez nélkiilozhetetlen. Ennek a kapcsolédasnak két formdja van. Alapallapotban az
RNS polimerdz a sajat Zn-koté doménjéhez kapcsolodik. Ezt a formdacidt nevezik cisz
modnak. Un. transz modban az egyik alegység Zn-koté doménje a szomszéd alegység RNS
polimerdzanak katalitikus helyével alakit ki kapcsolatot. Utobbit a helikdzzal valo
kapcsolodas teszi lehetové: az oligomerizacid biztositja, hogy lokalisan tobb primaz alegység
legyen jelen.

A primer elsd néhany nukleotidja cisz modban szintetizalodik, az oligonukleotid
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maradék része pedig transz modban. Feltételezhetd, hogy a transzmoddban torténd szintézis a
helikdz miikodésében megallast okoz, aminek kovetkeztében a vezetd szdl szintézise is
szlinetel. A primaz a helikaz oligomer form4janak stabilizaldsdban vesz részt, mint ahogyan az
a DnaB ¢és DnagG, illetve a T7 gp4 példajan is lathato. A helikdzokban az oligomerizacié fontos
az alegységek katalitikus aktivitdsanak koordindlasaban. A kapcsolodo primaz stabilizalja ezt
az oligomerizaciot. A transz modu szintézis talan olyan konformécio-valtozast okozhat, amely
a helikaz aktiv helyét is érinti, és igy képes megallitani a fehérjét, és ez altal egyben a vezetd
szal polimerazt is. Ez a két szal szintézisének koordinaldsdban rendkiviil fontos, hiszen a
primer szintézis a kovetd szalon a leglassabb esemény, T7 fagban példaul 6 masodpercet vesz

igénybe (Bailey és mtsai, 2007; Hamdan és Richardson, 2009).

5.3. Primer ,, handoff”

A primaz nem csak megszintetizalja a polimeraz miikddéséhez sziikséges oligonukleotid
szakaszt, hanem annak felhasznaladsat is elérhetévé teszi a polimerdz szamara. A
szakirodalomban ezt nevezik ,,primer handoff”’- nak.

A primer szintézise utdn a Zn-ko6t6 domén a templatot elengedi, az RNS polimeraz
azonban nyitott forméban kotve marad, a polimerdz aktivhelyén rogziti az oligomert
megfeleld pozicidban, mintegy atadva azt a tovabbi szintézisre majd disszocial a DNS-rol.

A primdz gyengén kotédik a DNS-hez, a primer-primdz komplex stabilizaldsaban a
polimerdz ,,megérkezésig” az egyszali DNS-kotd fehérje is részt vesz. T7 fagban ezt a
funkciot a gp43 protein latja el. A gp43 C-terminalis szakasza a helikaz szintén C-terminalis,
terminalis fenilalaninnal is rendelkezik. Oldatban a gp43 dimer formaban van jelen, terminalis
fenilalaninja az ssDNS-kotd helyet foglalja el. ssDNS-kotés hatdsara a C-terminalis szakasz
szabadda valik, és mas replikativ fehérjékkel is kapcsolatba 1éphet. Ahogyan az a helikaz
gp5/trx komplexhez.

Az E. coli SSB protein a gp43-hoz hasonld C-terminalis fenialaninnal rendelkezik.
Feltételezhetden ez az E. coli replikacidjaban is fontos.

Az ssDNS-t kotd proteinek interakcidja a primdzzal, polimerazzal és helikazzal, illetve
E. coliban a CLP-vel rendkiviil fontos a primer primaztol polimeraznak vald atadasaban. E.
coliban az SSB stabilizalja a primer/primaz komplexet. A CLP (a y és a y alegységen

keresztiil) a primer-primaz komplexet az SSB-vel azonos helyen képes kotni, igy koztiik
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kompeticié van. Ha a komplex a CLP-hez keriil priméaz elengedi primert, az felhelyezi a B-
gylriit, majd a t-alegység segitségével az 0j polimerazt. A fent leirt folyamat a replikécio

koordinalasaban fontos. (Hamdan és Richardson, 2009).

6. A vezeto és a koveto szal szintézis osszehangolasa

A replikacids processzivitas egyik nagy kérdése, hogy hogyan valdsul meg a folyamatos
szintézis a kovetd és vezetd szal eltérd masolasanak ellenére. A kovetd szalon sziikséges,
hogy a polimerdz az Okazaki fragmentumok (OF) hataran elengedje a szubsztratot, majd a
kovetkezd fragmentumra ,,ugorjon”. Korabbi modellek (,,trombone” modell - Bruce Alberts)
ezt a problémat a kdvetd szal elektronmikroszképpal is megfigyelhetd kihurkolodasaval (1.
abra), illetve a repliszomaban a vezetd ¢és kovetd polimerdz kiilonbozé moddon torténd
dimerizaciojaval (T4: diszulfidhiddal, E. coli: t-n keresztiil) magyaraztak, mely kapcsolat
polimerazok disztributiv volta és aktiv kicserélodésiik a magyardzat masodik részét
sziikségtelenné teszi.

A fent leirt elrendezddés azonban nem valaszolja meg teljes mértékben a két szal
koordinacidjaval kapcsolatban felmeriild kérdéseket. Az OF elkésziiltével a repliszoma
hatrahagyja az el6zdleg szintetizalt szakaszon a masolast végz6 polimerazt, illetve az ehhez
kapcsolodo B-gytiriit. A kdvetkezd fragmentum szintézisét — miutan a primaz megszintetizalja
az 0j primert — 0j polimeraz kezdi el, melyet pl. E. coliban a CLP t-alegysége kapcsol a
repliszomahoz, illetve az 0j B-kapocshoz, melyet szintén a y-komplex helyez a DNS-re.
Mindezekre az id6igényes folyamatokra — melyek minden egyes OF kezdeténél lejatszodnak
— a vezetd szal esetében nincs sziikség. Ez megfeleld koordinacié nélkiill a kovetd szal
lemaradasahoz vezetne, ami a kozos repliszoma elemek révén a komplex széteséséhez
vezethetne. Ebben a koordinacidoban a helikdznak, a priméaznak és az egyszali DNS-t kot
proteinnek is jelentds szerepe van.

Az 0j OF szintézisének fontos része a replikacios hurok elengedése. Ennek modjara két
modellt allitottak fel. Az un. ,collision” (iitk6zés) modell szerint a replikdcids hurok
megsziinése az éppen szintézis alatt all6 OF befejeztével torténik. Ekkor a polimerdz
disszocial, a repliszoma elengedi a hurkot, és 0j OF szintézise kezdddik meg. Az 1n.

»signaling” (jelatadd) modell szerint a hurok elengedése ,,jelhez” kotott, melyet a primaz
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primerszintézise szolgaltat.

Egyedi molekula vizsgélatok alapjan ugy tlinik, hogy mindkét modell mechanizmusa
megvalosul a replikacioban. A replikacidos hurok elengedésére az elsddleges jelet a
primerszintézis szolgaltatja. Ez megallitja a helikazt, a kdvetdszal polimeraz disszocial, uj OF
szintézise inicializalodik. Ha a primaz nem taldlkozik a szdmara specifikus szekvenciaval
addig, amig a polimerdz befejezi az adott OF szintézisét, a hurok elengedése ennek hatasara
kovetkezik be. A helikdz nem 4ll meg, a vezetd szél szintézise tovabb folyik. Ez lehetdséget
ad a primdznak a tovabbi kotohely keresésére. Ha ez bekovetkezik, akkor kezdddik el az uj
OF szintézise. Ez a kettés mechanizmus vezet rovidebb és hosszabb OF-hoz.

Ha a hurok elengedése primerszintézis hatdsara kovetkezik be, a naszcens OF
befejezetlentil marad. Feltételezhetden a kovetd polimerdz ennek szintézisét folytatja, de a
repliszomarodl disszocidlva. Sziikséges processzivitasat a clamp biztositja (Leu és mtsai, 2003;

Hamdan és Richardson, 2009).

7. Kovetkeztetés

A replikécid processzivitasanak eredete a résztvevo fehérjék kozotti sokréti fizikai és
funkcionalis kapcsolatban keresendd. Emellet sok esetben megfigyelhetd, hogy a processziv
enzimek polimer-kothelye részlegesen vagy teljesen koriilzarja szubsztratjat. Ez a koriilzaras
valoszintileg sziikséges, de nem elégséges feltétele a processzivitasnak, hiszen szamos olyan
enzim van, amely beburkolja szubsztratjat, mikodése mégsem processziv (Breyer ¢&s
Matthews, 2001).

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok fontos szerepét tdmasztja ald, hogy szdmos hasonlo
felépitésti és muiikodési, de eltérd folyamatokban szerepet jatszo és ezaltal eltérd fehérje
»kornyezettel” ¢&s interakciokkal jellemezhetd enzim processzivitdsa nagymértékben
kiilonbozik. Erre példaul szolgalnak mind a helikdzok, mind a polimerazok.

A polimerazok esetében lathattuk, hogy a replikacioban résztvevd fehérjék a DNS-hez
nem maradnak kotve: a folyamatos polimerizaciot egy fajta dinamikus, aktiv kicseréldédés
eredményezi. Ebbdl kifolydlag a nagy processzivitdssal rendelkezd replikativ és a kis
processzivitassal jellemezhetd hibajavité polimerdzok kozotti kiillonbség mintegy eltlinik.
Arra is lathatd példa, hogy a megfeleld koriilmények (pl. processzivitdsi gytiri jelenléte)
biztositasaval utobbi enzimek processzivitasa is nagymértékben novelhetd.

Helikazok esetében is lathattuk, hogy mind a primazzal, mind a polimerazzal, mind az
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egyszali DNS-t koté fehérjével valo kapcsolodéas hatassal van a processzivitasra. Ezek az
interakciok — az ssDNS kot proteint leszdmitva — a repliszoman kiviili folyamatokbol
hianyoznak.

Emellett szamos, korabban kis processzivitasa miatt nem replikativnak gondolt
helikazrél kideriilt, hogy jelenléte a replikacidoban nélkiilozhetetlen. Ezekben az esetekben a
mért kis processzivitast talan az in vivo meglévé kolcsonhatd partnerek hidnya okozhatta

(Rajagopal és Patel, 2008).

28



8. Osszefoglalas

Az oOrokitdanyag masolasaért felelds komplex, a repliszoma tobb motorfehérjét is
tartalmaz (polimerdz, helikdz, primaz), melyek miikddésiik soran (d)NTP hidrolizishez
kototten  konformaciod-valtozasokon mennek keresztiil. E konformdcid-valtozasok teszik
lehetdvé transzlokaciojukat a templat mentén, biztositva a replikacios villa elérehaladésat.

A replikécio hatékonysagéhoz sziikséges, hogy ezek az enzimek transzlokéciojuk soran
ne disszocialjanak a komplexrdl, a templat szadlak mdsolasa folyamatos legyen. Errdl
gondoskodik a résztvevd enzimek processzivitasa, melynek kialakitdsdban a repliszoman
beliili interakciok kiilondsen fontosak.

A processzivitasi faktorok a DNS-t koriilzarva topoldgiailag a polimeraz holoenzim
katalitikus alegységéhez kapcsoljak a templatot . A CLP-k a polimeraz processzivitasi gytriire
kapcsolasaban jatszanak szerepet, ami kiilonosen a kovetd szal esetén jatszik fontos szerepet.

A polimerdz és a helikaz kozotti interakciok nagymértékii processzivitds-novekedést
okoznak a két 6nallé enzimet jellemzd értékekhez viszonyitva. A polimeraz esetében ez a
kapcsolat egy fajta ,,dinamikus processzivitast” tesz lehetévé. A DNS-rél a polimeraz néhany
(10-15) nukleotidonként disszocial, de a helikaz segitségével vagy a repliszomahoz kotve
marad ¢és Ujrakapcsolodik a DNS-hez, vagy az oldatbol egy uj enzimre cserélddik, ami a
processzivitasi gylriin keresztliil a DNS-hez kapcsolodik €s fennakadas nélkiil folytatja az
el6zdleg megkezdett szintézist. Tekintve a processzivitasi gylriikkel kolcsonhatd nagyszamu
fehérjét, ez a megoldas lehet6séget nyujt a replikdcid szabalyozasara ¢s hibajavito
polimerazok bevetésére is.

A processziv duplex elvalasztidsaért a tobbnyire oligomer formaban miikodd helikazok
feleldsek. A processzivitast az oligomerizacid, az ezt stabilizald primdzzal kialakitott
kapcsolat €s az ssSDNS-koto fehérje biztositja.

A helikaz-primaz kapcsolat fontos szerepet jatszik a vezetd €s kovetd szal masolasanak

A repliszoman beliili kapcsolatok rendkiviil sokrétiiek és Osszetettek, rajtuk keresztiil
bonyolult mechanizmusok valdésulnak meg. A megfelelé processzivitashoz ezeknek az

interakcidknak a megléte, és a kiilonb6z6 részlépések megteleld koordinacidja sziikséges.
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9. Summary

The replisome is a multiprotein complex containing several motor proteins (viz.
polymerase, helicase, primase), and being responsible for DNA replication. During the
hydrolysis of (d)NTPs, conformational changes occur, providing the possibility of their
translocation along the DNA chain, and the advance of the replication fork.

To ensure the continuity and thus the efficiency of replication, the above enzymes
should not dissociate from the template during translocation. The processivity of the enzymes
is therefore essential, which is ensured by the protein-protein interactions in the replisome.

Sliding clamps encircle the DNA and link it topologically to the polymerase. Clamp
loader proteins attach the polymerase to the sliding clamp, which is important e.g. in the
synthesis of a new Okazaki fragment on the lagging strand.

The helicase-polymerase interactions increase the processivity of these two enzymes
compared to the separated proteins. In the case of the polymerase, this connection results in a
so-called dynamic processivity. Although the polymerase dissociates from the DNA after the
addition of several (10-15) nucleotides, it either remains bound to the replication fork via the
helicase, or may be replaced by another polymerase molecule that can continue replication.
Considering the numerous proteins interacting with the sliding clamp, this dynamic exchange
of polymerases provides the possibility of regulation and repair during replication.

The oligomer helicases are responsible for the unwinding of the DNA duplex.
Processivity is facilitated by oligomerisation, the interaction with the stabilizing primase, and
the ssDNA binding protein. Helicase-primase interaction plays also an important role in the
activity of primase. Furthermore, it is important in the coordination of the leading and lagging
strand processes, being necessary to inhibit the dissociation of the replisome.

The interactions in the replisome are diverse and complex, and they are involved in
complex mechanisms. These interactions are crucial for sufficient processivity of the key

enzymes acting during replication.
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