OTKA PD 83660
Blastyak Andras

Zarodjelentés: A SWI/SNF2 csaladba tartozd fehérjék DNS-szerkezet valtoztaté képességéenek
szisztematikus vizsgalata

l. Bevezetés

Az Un. SWI/SNF2 csaladba tartozd fehérjék alapvetéek olyan sejtmagi folyamatok mitkodéséhez, amelyek a
DNS hozzaférhet6ségét igénylik a mechanizmus soran. Az alap elképzelés, hogy ezen enzimek a kromatin
atrendezddésért felelések az utdbbi években finomodott. A jelenlegi képiink szerint nemcsak DNS-fehérje
interakciok, hanem bizonyos DNS szerkezetek szintén szubsztratjai némely SWI/SNF2 csaladba tartozo
fehérjéknek (MCB 2010. p684). Ebbdl kovetkezden filogenetikai alapon nem meghatarozhat6 egy adott fehérje
biokémiai funkcidja, hiszen az immaron nem csak a kromatin hanem a DNS szerkezetének manipulalésa is
lehet.

A palyazat felvetése szerint azok a kiilonbségek, amelyek alapjan a SWI/SNF2 fehérjék filogenetikai alapon
alcsaladokba tagolhatok (NAR 2006. p2887) prediktiv értékiick arra nézve, hogy egy adott fehérje milyen
aktivitassal bir, avagy nem bir. Ebbél kovetkezden létrehozhatd egy olyan katalégusa azon biokémiai
aktivitasoknak, amelyekkel a SWI/SNF2 alcsaladok jellemezhet6ek. A hipotézis szerint ezen fehérjecsalad
eleddig nem vizsgalt tagjainak aktivitasa filogenetikai alapon el6rejelezhetd.

A munkatervben foglalt vizsgalatok célja az volt, hogy az egyes SWI/SNF2 alcsaladokat lehetéleg minél
teljesebb modon reprezentald fehérjék gyljteményén szisztematikusan vizsgaljam azok miikddését olyan
biokémiai kisérleti rendszerekben, mely rendszerek hasznalatosak ezen fehérjecsalad tagjai miikodésének
jellemzésére, de a veliik kapcsolatos eredmények adat hianyaban nem altalanosithatdak (avagy nem ismert, hogy
altalanosithatoak-e) az ebbe a csaladba tartoz6 egyéb fehérjék miikodésének leirasara.

A vizsgalatokhoz a CG10445, CG7376, HsSHPRH és lodestar fehérjéket hasznaltam. Mivel ez a készlet a
korabban a munkatervben tervezetthez képest kevesebb fehérjét tartalmaz, ezért a hianyzo fehérjék helyett a
vizsgélatba bevontam az ScRad5 és HsHLTF fehérjéket is. Az eltérés indokat a zardjelentés “Egyéb
megjegyzések” részében adom. Az elért eredményeket az aldbbiakban ismertetem.

1. Eredmények és megvitatasuk
DNS topolégia megvaltoztatasa I.

Szamos SWI/SNF2 nagycsaladba tartozo fehérjérdl ismert, hogy képesek megvaltoztatni a DNS topologiajat.
llyen kisérletes elrendezés az, amely sordn relaxalt plazmidot inkubalunk a vizsgalt fehérjével ATP és
Topoizomeraz I jelenlétében. A plazmid kapcsolasi szamaban (“linking number”; Ln) bekdvetkezd valtozas a
szubsztrat deproteinizalasa utdn gélen detektalhaté (Curr Biol. 1999. p325). Az un. “annealing helicase assay”
ennek egy valtozata, mely soran az egyszalu DNS kotd RPA fehérje altal a “supercoiled” plazmidon Iétrehozott
egyszali “buborék” szerkezet zarodasat figyeljiik meg az Ln szam valtozasat (csokkenését) monitorozva (Genes
Dev. 2009. p2394). Altaldban elfogadott, hogy ezen kisérleti rendszerekben az egyes SWI/SNF2 fehérjék
kétszalia DNS transzlokazként miikodnek, de feltételezett, hogy ez az aktivitasuk nem elegendé a fentebb vazolt
kisérleti rendszerben az Ln szam véltozasahoz.

Szemben azzal a vérakozéssal, hogy ezekben az elrendezésekben csak bizonyos fehérjék lesznek aktivak, az
eredményeim szerint az altalam vizsgalt fehérjék tobbsége (CG10445 és ScRad5 kivételével) képes minkét
kisérleti rendszerben az Ln szam valtoztatasara. Mivel kordbbi munkaim soran a Rad5 és a HLTF fehérjéket a
fentiekt6l fiiggetlen kisérleti elrendezésben kétszali DNS transzlokazként tudtam azonositani, és mert egyéb
szemponthol is a két fehérje valodi homoldg, ezért a Rad5 esetén az aktivitds hianyat részletesebben nem
vizsgalt technikai okokra (puffer inkompatibilitas, érzékenység a hasznalt enzimpreparatum (Topol) valamelyik



komponensére, sth.) vezetem vissza. Abbol, hogy a legtobb fehérje aktiv volt ezekben a vizsgalatokban arra
kdvetkeztetek, hogy a fenti kisérleti elrendezések nem kellGen specifikus vizsgalati modszerek, és nem, avagy
nem minden esetben reflektalnak az egyes fehérjék in vivo szerepére, mint ahogy az pl. az “annealing helicase”
aktivitas esetén a szakirodalomban diszkutalt. A feltételezésem szerint ezek a kisérleti elrendezések pusztan
alternativ lehet6ségek a kétszali DNS transzlokaz aktivitas detektalaséra.

DNS topolégia megvaltoztatasa I1.

Invertalt ismétlédé szekvenciat tartalmazo “supercoiled” plazmidok esetén a szuperhelikélis tekercsek szama
csokkenhet olyan médon, hogy az invertalt szekvencidk egymassal parosodva egy keresztszer(i szerkezetet
(“cruciform extrusion”; kruciform) hoznak létre. Az ilyen mddon relaxalt plazmidon a stabil kruciform jelenléte
strukturaspecifikus endonukledzokkal (pl. T7 Endol (NEB)) detektalhaté és veliik az ilyen plazmid
linearizalhatd. A kruciform megléte a DNS topoldgidjanak a fliggvénye ezért az eldzdekben leirt kisérleti
rendszerekhez hasonléan alkalmas a kétszali DNS transzlokéacié vizsgalatara (Cell 2000. p1133).

A vizsgalataim soran azt talaltam, hogy a Rad5 és a HLTF képes a cirkularis plazmidon 1étrejové kruciform
megsziintetésére. (Felhivom a figyelmet arra, hogy ez nem a konvencionalis hasznalata a kisérleti rendszernek,
amelyik jellemzden egy linedris fragmenten ATP fliggd modon 1étrejovd topoldgiailag rogzitett domén
létrejottét detektalja a kruciformon keresztil.)

Ez az eredmény szamomra arra utal, hogy egy hasonl6 szerkezet (kruciform, avagy repetitiv szekvencia
hianyaban buborék szerkezet) in vivo szubsztratja lehet a fent emlitett fehérjéknek. Anélkil, hogy ezt itt
részleteiben is kifejteném roviden dsszefoglalom, hogy az in vitro eredményekben a replikacio egy kevéshé
részletezett aspektusanak modelljét ismertem fel (lasd az abrat).

Az édbra a kruciform és buborék DNS szerkezetek és egy bidirekcionalisan halad6 repliszéman kialakuld DNS szerkezetének
a hasonldsagat illusztralja. Kiemelendd, hogy a Rad5/HLTF fehérjék in vivo szubsztratja a repliszoma. A fekete vonalak a
DNS egy-egy szélat jelképezik. A szines boxok és a szines nyilak a repliszoma komponenseit és az Gjonnan szintetizalddott
DNS szélakat jelképezik.

Ennek a hasonlésagnak a kifejtése/vizsgalata egy olyan felismeréshez vezetett, amely magyarazza azt a
megfigyelést, mely szerint a replikacios villa megfordulasahoz sziikséges, hogy a DNS szintézis vezet6 szalanak
blokkja utan is a késlekedd szal szintézise folytatodjon; korabbi DNS replikacié modellek ezt a megfigyelést
nem magyaraztak. Az eredményt az OTKA tamogatasanak feltiintetésével kozoltem, a részletek itt keriiltek
kifejtésre (TIBS 2014. p301).

DNS-fehérje interakcié megsziintetése

A DNS a sejten bellll fehérjékkel alkotott komplex forméajaban van jelen. Egy szoros DNS-fehérje interakcio
barmilyen DNS tranzakcionak (transzkripcio, replikacio, repair) akadalya lehet, ezért a lehet6ség, hogy egy
kétszalu DNS transzlokaz képes lenne egy ilyen helyzetet kezelni ilyen folyamatok szamara kulcsfontossagu
lehet egyes SWI/SNF2 csaladba tartozo fehérjék szerepének a megértéséhez. A kisérletes megkozelités soran azt
vizsgaltam, hogy egyes fehérjék képesek-e megsziintetni az EcoRI E111Q-DNS interakciot a kétszali DNS
mentén torténd transzlokacio soran. Az E111Q az EcoRI restrikcidés endonukledz aktiv hely mutans valtozata,
amely nagy affinitassal képes a felismer6helyét kotni, de azt hasitani nem. A kisérlet soran alkalmas szubsztrat



DNS-t szilard hordozohoz régzitek és inkubalok E111Q-val. Az E111Q kotését vizsgalom az egyes fehérjék (és
+/- ATP) jelenlétében. Az eltavolitott E111Q a felismeréhelyét tartalmazd oligonukleotiddal csapdazhato és a
reakcio felliliszéja az E111Q jelenlétére vizsgalhatd. Mivel az egyes fehérjék aktivitasanak optimalis kondicidja
és az E111Q optimalis kotési kondici6 nem minden esetben atfedd, ezért ez a megkdzelités nem hasznalhatd
minden fehérjére. A hasznalt fehérjék: CG10445, SHPRH, CG7376 és HLTF.

Az eredmények szerint a vizsgalt fehérjék egyike sem(!) képes a kétszali DNS transzlokaci6 soran az E111Q
eltavolitdsdra. Ez az alabb kozolt eredményekkel egyiitt arra utal, hogy a kromatin atrendezédésére vald
képessége egyes fehérjéknek nem pusztan annak kdvetkezménye, hogy ezen fehérjék képesek a DNS mentén
torténd transzlokaciora. Megjegyzem, hogy a HLTF kapcsan a sajat eredményem ellentmond a szakirodalomban
megjelent adattal (PNAS 2011. p14073). A masok altal kdzolt eredmények alapjan nem zarhaté ki, hogy a
kozolt aktivitas indirekt kovetkezménye annak, hogy az itt vizsgalt rendszerben replikacids modell szubsztrat
atrendezésével egyiitt(!) vizsgaltak az E111Q kotését. Sajat adataim alapjan a kdzolt kovetkeztetést nem kelléen
megalapozottnak tartom.

Kromatinkotés és szerkezetvaltoztatas

A human SHPRH fehérje tartalmaz egy PHD-finger domént és egy hiszton-szer(i homolégia domént. Ezek a
domének nincsenek jelen az SHPRH-val kozos leszarmazasi vonalat alkot6 Rad5/16, Risl és lodestar
fehérjékben. A PHD finger ismert szerepe hiszton oldallancokban talalhatd lizinek poszt-transzlacios
(trimetilacié) modositasanak a felismerése. A PHD finger jelenlétére lehetséges magyarazat, hogy az SHPRH a
hiszton metabolizmusban jatszik szerepet, de az is nyitott lehetdség, hogy a hisztonok poszt-transzlacids
mabdositasa sziikséges az SHPRH in vivo kontextusanak a felismeréséhez. Az el6bbi felvetés tisztazasa 1ényeges
abbol a szempontbdl, hogy vajon adott alcsaladok egységesen jellemezhetéek-e bizonyos biokémiai
aktivitasokkal, avagy sem.

Az SHPRH és Drosophila homologjanak (CG7376) PHD fingerét Gn. “overlay” kisérletben probaként hasznalva
gélen elvélasztott és filteren renaturalt teljes hisztonokat (éleszt6, Drosophila és human, egyarant) hasznalva
hiszton (H3 és H4) interakciot detektaltam. A kisérletet rekombinans (E. coli eredetil) hisztonokkal
megismételve hasonld eredményt kaptam. Ez utdbbi eredmény egyértelmiien arra utal, hogy a hiszton-PHD
finger interakcid soran ebben az esetben nem sziikséges a hiszton oldallancok poszt-transzlaciés médosulasa.
Id6kozben masok a H3 kapcesan hasonld kovetkeztetésre jutottak (J Biomol NMR 2013. p393).

Ezek az adatok utalnak arra, hogy az SHPRH szeri fehérjéknek szerepe van a kromatin szerkezetének
atrendezésében. Drosophila sejmagokbdl alacsony sdval torténé extrakcidé utan limitalt Micrococcus nukleaz
emésztéssel rendezett polinukleoszoma izolalhato, ahol a rendezettség a nukleoszomak kozotti “spacer” DNS
meghatarozott  tavolsagara utal. Ez a periodikusan rendezett szerkezet a nukleoszomak szerkezetének
atrendezésével megsziinik, amely valtozas gélen detektalhato. Ebben a klasszikus assay-ben a rendelkezésemre
all6 fehérjék mikrogramnyi mennyiségét haszndlva az SHPRH és a CG7376 aktivnak bizonyult.
Koncepcionalisan fontos eredményrél van szo, ugyanis ez arra utal, hogy ugyanazon alcsaladba tartozo fehérjék
kozott a kromatin szerkezetét és DNS strukturakat atrendezé enzimek egyarant megtalalhatéak. Ebbdl
kovetkezben az a feltevés, hogy az egyes alcsaladok bizonyos diszkrét biokémiai aktivitasokkal jellemezhetéek
legaldbb egy esetben nem tarthatd.

Genetikai megkozelités

A CG7376 gén (dmSHPRH) P inszerciés alléljének (Exelixis Collection; C00342) vizsgalataval bemutattam,
hogy a homozigota legyek fokozottan érzékenyek a taptalajhoz adott DNS alkilalo szer (0.025% MMS, krénikus
kezelés) jelenlétére: annak hatasara azok elpusztulnak, mig a heterozigoétak tulélik a kezelést. A kezelt allatok
harmadik stddium( larvaként pusztulnak el. Némileg arnyalja a megfigyelést, hogy vannak larvak, amelyek
thlélik a kezelést, bebdbozddnak és némileg vératlanul, de a kikel6 legyek nem mutatnak nyilvanvald
abnormalitadsokat. Ennek okt nem ismerem, de ezzel egytt is az alapmegfigyelést jelentésnek tartom, mert
egyértelmiien utal arra, hogy a SWI/SNF2 csaladba tartozo fehérjék egy része csak bizonyos kdrnyezeti eredetii



perturbaciok esetén (pl. kornyezeti eredeti DNS karosodas) jatszik szerepet. (Ez nem elézmények nélkiili
felismerés, de mindazonaltal nem széleskoriien dokumentalt, és kiilonésen nem Drosophilaban.)

Megkiséreltem a fenti megfigyelést fiiggetlen allélt, RNAi konstruktot (VDRC Stock Center) hasznalva
megerdsiteni. Megfigyelésem szerint a dmSHPRH RNAI indukalt legyek alkilaloszer hidnyaban is elpusztulnak,
de mert a dmSHPRH gén P-alléljai homozigota életképesek, ezért az RNAI konstrukttal kapott eredmény
valoszinlileg off-target hatésra utal, és eképpen ez a kisérletes megkdzelités zsakutcanak bizonyult. Tekintettel
arra, hogy a fenotipus nem teljes penetranciaju, ezért az eredmény megbizhatésdgahoz és késébbi kozléséhez
feltétlenll szlikséges lesz fliggetlen allél vizsgalatara. Erre jelenleg csak kooperacid kiépitésében és annak
keretében latok lehetdséget.

1. Egyéb megjegyzések, kulonds tekintettel az eredeti munkatervvel kapcsolatos
néhany eltérés indokara

A tervezett vizsgalatokhoz sziikséges fehérjék elballitasat és tisztitdsat Saccharomyces cerevisiae alapt
expressziés rendszerre alapoztam. Ez a rendszer kinalja Iényegében az &sszes olyan el6nyt, amelyet egy
eukaridta expresszids rendszer egy prokariota expresszios rendszerrel szembedllitva kinalni tud. Kisérleteim
arra, hogy az &ltalam vizsgalni kivant valamennyi fehérjét GST fuzié formajaban élesztében termeltessem
jorészt, és szamomra vératlanul, sikertelenek voltak. Korébbi elképzelésem szerint ennek az oka a tisztitdshoz
felhasznalni kivant GST-tag méretében keresendd, mely méreténél fogva interferalhat bizonyos esetekben a
fuzios fehérje “folding-javal. Tovabbi eredményeim szerint ez ténylegesen egy valos probléma de plauzibilis
lehetdség az is, hogy az indukci6 a gazdasejt szaméara olyan hatranyt jelenthet, mely interferal annak normalis
életfolyamataival, a veliik kapcsolatos munka sikertelenségének eképpen objektiv okat Iatom. Az irodalomban
nemrégiben megjelent rendszerbiol6giai megkozelitések eredményei alapjan élesztében azonositani lehetett
azokat az élesztd ORF-eket, amelyek tlltermelése a sejt szamara drasztikus fitness-csokkenéssel jar.
Figyelemreméltd modon az igy azonositott fehérjék kozott szamos nem mas, mint az élesztd SWI/SNF2
fehérjék valamelyike, ami a legmesszemendbben alatamasztja a fenti hipotézist (Genes, Genomes and Genetics.
2012. p1279)

Az eredeti munkatervben olyan Kkisérleti elrendezések hasznalatat is terveztem, amelyek radioaktiv
nyomjelzésen alapulnak. Ezt a munkat az MTA Szegedi Biologiai Kdzpont-ban terveztem végezni és a
munkahoz abszollt sziikségesnek tartottam a Phosphorlmager Analyzer készilék hasznalatat. Ez a készillék a
pélyazat benyujtasakor még igen, de az utobbi években mar nem mitkodott az Intézetben és potlasarol sem volt
tudomasom a legutobbi idokig. A palyazat pénziigyi zardjelentésében a maradvany az ilyenforman
infrastruktdralis okokbdl nem végrehajthatd kisérleteket fedezte volna.

IV.  Osszefoglalas

A meglevé eredmények alapjan véleményem szerint kijelenthetd, hogy a SWI/SNF2 csalad evolucios
szempontok alapjan torténé tagolasa nem(!) feleltethetd meg egy olyan tagolasnak, amely az egyes
alcsaladokhoz a kromatin-szerkezet valtoztatd, avagy a DNS-szerkezet valtoztatdo diszkrét képességek
valamelyikét rendelhetné. Az is megalapozottnak tlinik, hogy az irodalomban is fellelhet6 SWI/SNF2 tagok
vizsgalatara alkalmas kisérleti elrendezések egy része nem interpretalhaté a modellezni szandékozott in vivo
folyamatra és ezek valdjaban minddssze alternativ eszkzok a nagycsalad legtdbb tagjat jellemzo kétszali DNS
transzlokaz aktivitasra. Ez azonban a leghatarozottabban nem diszkvalifikalja az ilyen és hasonld biokémiai
eszkdzOk hasznalatat egyes folyamatok biokémiai modelljeként, hiszen az in vivo kontextusbdl levont
kovetkeztetések sziikségessé teszik, hogy azok in vitro is bemutattassanak. (Réviden: az in vitro eredményekbdl
nem kovetkezik ugyan az in vivo kontextus, de az in vivo kontextusbol kdvetkeznek bizonyos elvarésok a
fehérje aktivitasaval kapcsolatban.) Megjegyzem, hogy pontosan az a megkdzelités, hogy egyes fehérjék ismert
in vivo kontextusa dsszevetve az in vitro aktivitadssal ramutathat az in vivo kontextussal kapcsolatos elképzelés
talzottan egyszerusitett mivoltara vezetett el a DNS replikécio in vivo mechanizmusaval kapcsolatos alapvet6en
ujszeri megkozelitésre, amelybdl kozlemény is sziiletett.



Visszatérve a fenti gondolatmenet f6sodrahoz; bizonyos értelemben a fenti okfejtés interpretalhatd ugy, hogy
ezek az enzimek promiszkuézusabbak in vitro, mint in vivo. Ebbél az kévetkezik, hogy a SWI/SNF2 nagycsalad
vizsgalataban annak, hogy az egyes fehérjék milyen mddon ismerik fel azt a kontextust, amelyben in vivo
miikddniiik kell valészintileg jelentdsebb kérdés, mint az, hogy egy adott fehérje milyen mddon kiilonboztethetd
meg biokémiai alapon rokon fehérjéktol.
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