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1. Roviditesek jegyzéke

Rovidités
APS
ATP
BLM
BSA
DNS
DMSO
El

E2

E3

EdU
FITC
FRET
G4

GST
ldU
Mgsl
PBS
PCNA
RFC
RPA
SDS
TEMED
TLS
UBZ
uv
WRN
WRNIP1

Magyar elnevezés (angol elnevezes)

ammonium-perszulfat (ammonium persulphate)
adenozin-trifoszfat (adenosine triphosphate)

Bloom helikaz (Bloom helicase)

marha szérumalbumin (bovine serum albumin)
dezoxiribonukleinsav (deoxyribonucleic acid)
dimetil-szulfoxid (dimethyl sulfoxide)

ubikvitin aktival6é enzim (ubiquitin-activating enzyme)
ubikvitin konjugal6 enzim (ubiquitin-conjugating enzyme)
ubikvitin ligaz enzim (ubiquitin-ligase enzyme)
5-etinil-2-dezoxiuridin (5-ethynyl-2'-deoxyuridine)
fluoreszcein-izotiocianat (fluorescein isothiocyanate)
Forster-féle rezonans energiaatadas (Forster resonance energy transfer)
G-kvadruplex (G-quadruplex)

glutation S-transzferaz (glutathione S-transferase)
5-j6d-2'-dezoxiuridin (5-iodo-2'-deoxyuridine)

¢lesztd Mgs1 fehérje (Maintenance of Genome Stability 1)
foszfat-pufferelt s6oldat (phosphate-buffered saline)
polimerazok processzivitasi faktora (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
replikéacios faktor C (replication factor C)

replikécios protein A (replication protein A)
natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulphate)
tetrametil-etilén-diamin (tetramethyl ethylenediamine)
transzlézios szintézis (translesion synthesis)

ubikvitin-koté cinkujj domén (ubiquitin-binding zinc finger)
ultraibolya sugarzas (ultraviolet irradiation)

Werner helikaz (Werner helicase)

human Werner interakcids fehérje 1 (Werner Interacting Protein 1)



2. Bevezetés

2.1. A DNS replikacio

A replikéacio soran a genetikai informaciot hordoz6 dezoxiribonukleinsav (DNS)
szemikonzervativ mechanizmus réven kett6z6dik meg, a folyamat soran az eredeti DNS szal
egy-egy szala szolgal templatként a DNS szintézishez. A megkett6z6dés utan mindkét kettds
hélix egy eredeti (templat) és egy masolt DNS szalbol all. Eukariota sejtekben a replikacio
kiindulépontjat a replikéacios origok jel6lik ki, amelyekbdl a genom méretétdl fliggéen tobb
szaz vagy ezer talalhato egy genomban. A Saccharomyces cerevisiae genomban a replikacios
origok ARS (autonomously replicating sequences) néven ismertek és helyiik jél meghatarozott,
mig az emberi genomban a replikacios origdk helyei ismertek, de nincs egy meghatéarozott
szekvencia, amihez kotheték lennének. [1]. A replikécios origokbdl két iranyba kiindulva az
MCM (Minichromosome maintenance) replikativ helikaz végzi a kett6s hélix szétvalasztasat,
ami soran kialakul az egyszalt templat DNS. Ehhez kotédik az RPA (replication protein A)
fehérje, hogy megvédje a dezoxiribonukleinsavat a replikacio folyamata soran. Ezutan a primaz
és a DNS polimerdz o primereket szintetizalnak a replikacio megkezdéséhez, amit az RFC
(replikéciés faktor C) fehérje ismer fel. Az RFC f6 funkcija a homotrimer PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) fehérje feltoltése a DNS-re. A PCNA fehérjére
kapcsolodnak tébbek kdzott a replikativ DNS polimerazok (Pol 8, Pol €), amelyek a DNS
szintézisét végzik [2]. A szintézis a vezet6 szalon folyamatos, és eukaridtakban elsésorban a
DNS polimeraz ¢ végzi, mig a lemarado szal esetében a DNS szintézist a DNS polimeraz 6
végzi [3,4]. A lemarado szal szintézise soran keletkez6 Okazaki-fragmentek érésében a Fenl

és Dna2 nukledzok, valamint a DNS ligaz | vesznek részt (1. &bra) [5,6].

2.2.  Azelakadt replikacios villa menekitése

A replikaciés villa elakadasat a DNS szélon talalhaté sérllések (sériilt nukleotidok
(deaminacio, oxidacid, metilacid), kovalensen 0Osszekapcsolodott nukleotidok, kovalens
DNS-DNS vagy fehérje-DNS keresztkotések) vagy a kettés hélixtél eltéré masodlagos
szerkezetek is kivalthatjak. A sériilések kivaltd okai szarmazhatnak endogén és exogén
forrasbdl is, a masodlagos szerkezetek pedig az adott DNS szekvencianak kdszonhetGen,
természetes modon lehetnek jelen [7-11]. A DNS-sériilések javitasarol mar sok adat ismert,
azonban a stabil masodlagos DNS-szerkezetek eltavolitasarol/megsziintetésérél kevesebbet
tudunk.
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1. abra: Az eukariédta replikacios villa sematikus abrazolasa.
Az abra a kiado engedélyével atvéve a ,,Yao és mtsai. (2019): Machinery of DNA Replication,
Encyclopedia of Biophysics, Springer” publikaciobol.

Mivel a sejtek taléléséhez elengedhetetlen a genetikai informéacio hibatlan masolasa,
ezert szamos mechanizmus alakult ki a DNS hibadk mielébbi javitasara. A sejt nyugalmi
fazisdban (G1, G0) a bazis- és nukleotidkivagd utvonalak felelések a DNS hibak javitasaért
[12,13], azonban el6fordul, hogy a DNS kéarosodasok fennmaradnak a DNS replikacio fazisara
(S fazis), ahol ezek a hibak a replikacios villa elakadasahoz vezethetnek. Mivel az elakadt
replikacios villa muticiok, kettds DNS szaltorés, nagyobb genomi atrendezddések
kialakulaséhoz, és ez altal a sejt haldlahoz vezethetnek, a human sejtekben tébb Gtvonal is
Iétrejott az elakadt replikacios villa menekitésére. lde tartoznak a DNS-hibatolerancia tvonal,
a homolog rekombinacio, és a Fanconi-anémia Gtvonalak. A PCNA fehérje, valamint a fehérje
ubikvitilacidja és szumoilacidja szabalyozza, hogy a DNS-hibatolerancia Gtvonal és a homoldg
rekombinacios Utvonalak kozul melyikre esik a valasztdas (2. abra). A keresztkotések
javitasaert emberben a Fanconi-anémia Gtvonal felel, éleszt6ben pedig a egyes FANC gének
homoldgjai vesznek részt ezen hibak javitasaban [14,15].

A DNS-hibatolerancia Utvonalban a PCNA monoubikvitilacidja a transzlézids szintézis
(TLS) utvonalat aktivalja [16,17], a PCNA polibukvitinicidja a templatvaltast, mig a PCNA
szumoilacidja gatolja a homoldg rekombindciés Utvonalakat [14,18]. Az itt mikodd
szabalyozési mechanizmusok és a PCNA ubikvitinacioja er6sen konzervalt folyamatok. Mind
¢lesztOben, mind emberi sejtekben hasonléan mennek végbe. Emberi sejtekben a TLS
utvonalban a PCNA fehérje az UBAL E1 ubikvitin aktivalé enzim és a RAD6/RAD18 ubikvitin
konjugaz es ligaz (E2-E3) komplex segitségével monoubikvitindlodik, ami hatésara a
replikaciés villanal talalhatd replikativ polimerazok transzléziés (TLS) polimerazokra

cserélédnek [14,19]. A humén TLS polimerazok kdzé soroljuk pl. a polimeraz n, polimeraz 1,
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polimerdz k, polimerdz C, és REV1 fehérjéket. A TLS polimerdzok aktiv centruma — a
replikativ polimerazokkal ellentétben — képes a mddosult bazisokat is befogadni
(pl. az UV-sugarzas kovetkeztében kialakult T-T dimert), igy lehetévé valik az elakadt
replikacios villa menekitése. Azonban a TLS polimerazok emiatt a sériilést nem tartalmazo
DNS templaton nem annyira pontosak, mint a replikativ polimerazok, ezért a mutacios
frekvencia is magasabb esetlikben. A replikativ polimerdzok mutacios frekvenciaja
polimeraztol fiiggéen ~10°-10F, tehat a polimeraz csak minden 100 000—1 000 000 bazis
esetében épit be nem megfeleld6 komplementer bazist, mig a transzlézios polimerazok esetében
a mutacios frekvencia ~10%-10*, azaz a polimerazok minden 100-10 000 bazis beépitésénél
vétenek hibat [20-22].

Rad18 Rads
K164
4 K63 poli-
SUMOilacié (ﬁ M0”0Ub'kV'“naC'° ublkvmnacw
-
—— (Y
? ’ Deubikvitincio
Usp1
J Srs2 l Pol é/e TLS Pol
Homolé6g Processziv Transzlézids szintézis Templatvaltas
rekombinécié DNSS replikaci6 (TLS)
I Normal replikacio Genotoxikus stressz

2. dbra: Az elakadt replikacios villa menekitésének szabalyozasa a PCNA fehérje
ubikvitinacidja altal. Elakadt replikacios villa esetén a PCNA el6szor a 164-€s lizinen
monoubikvitilalddik a Rad6/Rad18 komplex altal; ebben az esetben a transzlézids utvonal
aktivalodik. Amennyiben a PCNA az Ubc13/Mms2 komplex vagy Rad5 fehérje altal
poliubikvitilalédik, az elakadt replikacios villa menekitése templatvaltassal torténik. A PCNA
szumoilacioja esetén a homoldg rekombinacios Gtvonalak gatlodnak. Az abra a kiadé engedélyével
atvéve a ,,Chang és Cimprich (2009): DNA damage tolerance: When it's OK to make mistakes,
Nat. Chem. Biol., Nature” publikaciobol.

Templatvaltas esetén a RAD6/RAD18 komplex &ltal monoubikvitindlt PCNA az
MMS2/UBC13 E2 komplex, valamint élesztében a Rad5, humanban pedig a HLTF vagy
SHPRH E3 fehérjék segitségével poliubikvitinalodik az ubikvitin K63-as lizinjén keresztul (ez
nem egyenl6 a 48-as lizinen 1év6, degradacios jelet képezo ubikvitinacioval). A templatvaltas
sorén a sejt a hibas DNS szal helyett az ép szal mésolatat hasznélja templatként, igy ez az
utvonal hibamentes menekitést tesz lehetévé, amennyiben bizonyos polimerdzok végzik az
atirast [23]. A templatvaltasnak két alttvonala ismert: a homolog-rekombinécidszerii és a
villa-visszaforditas. A homoldg-rekombinacioszerti Gtvonal sordn az Gjonnan szintetizalt
testvérkromatida szolgal templatként a szintézishez a hibas DNS szakasz elkertilése érdekében.

A villa-visszaforditas soran egy un. csirkelab szerkezet alakul ki, amely segit elkerdlni és
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athidalni a hibas DNS szakaszt a replikacio soran. Jelenleg még nem ismert, hogy mi hatarozza
meg, hogy melyik utvonal aktivalddik az elakadt replikacids villa menekitése soran [14].

A replikdciot ezen kivul akadalyozhatjdk meg a DNS-DNS és a DNS-fehérje
keresztkotések. Emberben a Fanconi-anémia Gtvonal felelds a kialakult DNS-keresztkotések
javitasaért, az Gtvonal hibas miikodése esetén csontveli vérképzés zavar alakul ki és magasabb
a rék kialakulasanak esélye. Eddig 22 olyan gént azonositottak, amelyek a Fanconi-utvonal
részét képezik. Ezek a homoldg rekombinécid, a nukleotidkivagd utvonal, valamint kis
mértékben a TLS utvonal egyuttes miikodésével felelések a genomstabilitis megérzéséért
[24,25]. Elesztében a keresztkotéseket a Fanconi-Utvonalhoz hasonld, azonban annal joval

egyszerlibb utvonal tavolitja el [26].

2.3. A G-kvadruplex szerkezete

A DNS a kettds hélixen kiviil szamos kiilonb6z6 mésodlagos szerkezetet is felvehet:
ilyenek a hajtii, a kereszt alaku szerkezetek, a T-hurok, a D-hurok, a G-kvadruplex és az
i-motivum is (3. abra) [27]. Ezek kozul az egyik legfontosabb és legjobban jellemzett a
G-kvadruplex (G4) szerkezet. Mivel az egyesszali templat DNS-en kialakulé stabil
maésodlagos szerkezetek a DNS karosodasoknal is erételjesebben gatoljak a DNS replikacio
folyamatat (valamint a transzkripciot és transzlaciot is), ezért a G4 szerkezetek kicsavarasa és
pontos atirdsa szintén elengedhetetlen a sejtek tuléléséhez [27].

1910-ben szadmoltak be eldszor arr6l, hogy a magas koncentracidju guaninsav
polikristalyos gélt alkot, ami arra utal, hogy a guanin-gazdag szekvencidk &sszetett
szerkezeteket képezhetnek [28]. A G4-hez kapcsolddo kovetkezo jelentds felfedezésre 50 évet
kellett varni, amikor Gellert és munkatarsai rontgendiffrakciés mérések segitségével
megallapitottak, hogy a guaninsav képes tetramer szerkezeteket alkotni [29]. A G4 szerkezet
alapjat ez a planaris tetramer adja, amelyben a guaninok Hoogsteen-bazisparosodassal
kapcsolodnak egymashoz (4. &bra). A G4 motivumot ezek az egymasra épiild tetramerek,
un. G-tetradok épitik fel [30]. A szerkezetet egy egyértékii kation stabilizalja, ami altalaban a
kalium (4.A abra). Mas egyértékii kationok jelenlétében (pl. Na*, NH4") is kialakulhatnak G4
szerkezetek, azonban ezek szerkezete és stabilitasa kiilonbozhet a K* kationnal rendelkezé G4
szerkezetektdl [31]. Az egy DNS-szalbol kialakulo G4 altalanos elfogadott konszenzus
szekvencigja a G>3N1-7G>3N17G>3N1-7G=3. Ebben a G a guaninokat, az N pedig a t6bbi
nukleotidot jel6li, amelyek az Osszekoté hurkokat alkotjdk. A tetrddokat alkotd, egymast
koveté guaninok szdma a legtobb esetben 3, azonban esetenként ez eltérhet. A hurkokat

kialakito nukleotidok szdma altalaban 1-7 kozott mozog, de bizonyos esetekben ettdl
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kiilonbozé is lehet. A hurkok hosszusaga, valamint tulajdonsagai is befolyasolhatjak a G4

szerkezetek szerepét in vivo, azonban ennek pontos mechanizmusa még nem ismert [32].

ﬁ ®
O
Hajtti Kereszt T-hurok

Guanin

Visszaforditott
G-kvartett G-kvadruplex replikécids villa

3. abra: A DNS lanc a Kkettés hélix szerkezeten kiviil szimos tovabbi masodlagos szerkezetet is
felvehet. Ezek tobbek kozott lehetnek a hajtii, kereszt, T-hurok és D-hurok, G-kvadruplex vagy a
visszaforditott replikacios villa is. Az abra a kiadd engedélyével atvéve a
,,.Leon-Ortiz és mtsai. (2014): Metabolism of DNA secondary structures at the eukaryotic replication
fork, DNA Repair, Elsevier” publikaciobol.

A G4 szerkezeteket tobbféleképpen is csoportosithatjuk: a G4 szerkezet kialakulhat
egy, kettd6 vagy négy DNS szalbdl is, mely esetekben uni-, bi- és tetramolekularis G4
szerkezetekr6l beszéliink. Amennyiben a G4 szerkezet egy DNS szélbdl alakul ki,
intramolekularis (4.B abra), ha pedig kett6 vagy négy DNS szalbol alakul ki, intermolekuléris
G4 szerkezetr6l beszéliink (4. C-D &bra) [30]. A G4 szerkezeteket tovabba feloszthatjuk a
DNS szélak iranyultséga alapjan parallel, antiparallel és hibrid tipusura. A parallel szerkezet
esetében a DNS szalak egyméshoz viszonyitott irdnyultsaga megegyezik, az antiparallel
esetében a szomszédos szalak ellenkez6 iranyultsagtiak, a hibrid G4 esetében pedig a szalak
kevert iranyultsaglak. A kiilonb6z6 G4 tipusok pontos biologiai jelentésége még nem ismert.
A parallel, antiparallel és hibrid G4 DNS szerkezeteket cirkularis dikroizmus (CD) spektrum
méréssel tudjuk megkullonbdztetni egymastol, mivel mindharom tipus jellegzetes spektrumot
ad [33]. A G4 motivumok vizsgalatat segitik a G4-specifikus antitestek [34,35], valamint a

G4-stabilizal6 kis molekulak, mint példaul a PhenDC3, a telomestatin és a pyridostatin [36].
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4. dbra: A G-kvadruplex felépitése és tipusai. (A) Négy guaninbdl alld, planaris G-kvartett
szerkezet, amelyet egy egyértékii kation (altalaban K*) stabilizal; (B) intramolekularis,
(C) bi- és (D) tetramolekularis G4 szerkezetek vazlatos rajza.

A G4 szerkezetet formalo DNS szekvencidk széleskoriien elterjedtek az élovilagban,
eléfordulasuk a magasabb rendii él6lényekben sokkal gyakoribb, mint az alacsonyabb
rendliekben. A G4 szerkezetek megtalalhatéak emlGsokben, novényekben [37,38], virusokban
[39], baktériumokban [40], és élesztében [41] is. A Klasszikus G>3N1.7G>3N1.7G>3N1.7G>3
konszenzus szekvenciat hasznalva az elsé in silico becslés szerint kb. 350 000 potencidlisan
G4 szerkezetet formalo szekvencia talalhaté a human genomban [42]. Azonban egy Ujabb,
kisérletes modszerrel tébb mint 700 000 ilyen régidt talaltak [43]. Az evolucio elérehaladtaval
a potencialisan G4 szerkezetet formalo szekvencidk mennyisége és aranya is né a genomban
(organizmus: potencialisan G4 szerkezetet formalo szekvenciak szadma 6sszesen, valamint azok
szazalékos aranya a genom teljes méretéhez viszonyitva: H. sapiens: ~700 000, 4,17%;
M. musculus:  ~780 000, 5,94%; C.elegans: 4291, 0,89%; E.coli: 131, 0,42%;
S. cerevisiae: 143, 0,25%) [44].

2.4. A G-kvadruplex funkcioja

A legujabb kutatdsok eredményei azt mutatjak, hogy a G4 szerkezeteknek szamos
biologiai funkcidja van: rész vesznek a telomerek védelmében, a transzkripcid és transzlacio
szabalyozéasaban, valamint a replikéacids origok kialakuldsaban és az immunglobulinok
rekombinaciojaban is (5. abra) [45]. Ez arra is magyarazat lehet, miért emelkedik meg a G4
szerkezetek mennyisége a magasabb rendii é161ények genomjéban.

Elhelyezkedésiik  szerint a  potencidlisan  G4-formalo  szekvenciak a
kromoszomavégeken, valamint az intrakromoszomalis régiokban taldlhatéak. A
kromoszomavégeken talalhatdo G4 szekvenciak alkotjak a kromoszémakat védo telomereket,

amelyek funkcidja mar jol jellemzett. Mivel az intrakromoszémalis G4 szekvenciak csak az



utobbi években keriiltek a tudomanyos érdeklédés kozéppontjaba, ezért ezekrdl kevesebb adat

all rendelkezésre [45].

Transzkripcid Sejtmag Citoplazma
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5. abra: A G-kvadruplex szerkezetk kromoszémalis elhelyezkedése és szerepe. Megtalalhatdk a
telomerikus, valamint az intrakromoszémalis kromoszomarégidkban is, valamint részt vesznek a
telomerek védelmében, a transzkripcio, transzlacio és replikacié szabalyozasaban is. Az abra a kiado
engedélyével atvéve a ,,Rhodes és Lipps (2015): Survey and Summary: G-quadruplexes and their
regulatory roles in biology, NAR, Oxford University Press” publikaciobol.

A telomerek a linearis kromoszomak végén talalhatd nukleoprotein komplexek, melyek
egy néhany ezer bazispar hosszUsagu repetitiv d(GGGTTA) kétszala részbdl, valamint egy
néhény szdz bézis hosszl guanin-gazdag egyszala 3’ thlnyGlo részbdl allnak. Mivel a
telomerikus régiokhoz altaldban nagy szamu feherje kotodik, ezért a guanin-gazdag régiok altal
felvett invivo szerkezetét nem lehet pontosan meghatarozni. A telomerek jelenléte
nélkilozhetetlen ahhoz, hogy megvédjék a kromoszomavégeket a nukleazoktdl (6.A abra),
megakadalyozzék a kromoszomak fuzidjat és hogy a sejt a kromoszémavégeket ne kétszalu
DNS toréskeént ismerje fel [11,46].

Az intramolekularis G4 szerkezetek akkor alakulhatnak ki, mikor atmenetileg egyszalu
nukleinsav van jelen a sejtben, ami lehet6vé teszi, hogy a guanin-gazdag régiok felvegyék a
G4 szerkezetet. Ezen folyamatok kozé tartozik a replikécid, transzkripcié (DNS) és a
transzlacio (RNS) is. A replikacios origok kozelében talalhato G4 szerkezetek elésegithetik a
replikacié folyamatanak induléasat (6.B abra). A tény, hogy a human génpromoterek kb. 50%-a
tartalmaz potenciélisan G4-formalo szekvenciakat azt sugallja, hogy a G4 szerkezetek részt
vehetnek a génexpresszio szabalyozasaban. A potencidlisan G4-formalo szekvenciaknak
nagyobb az el6fordulasi aranya onkogénekben és szabalyzO génekben, mint a

tumorszupresszor es a haztartasi génekben [45]. Emellett a mitokondridlis DNS ,,nehéz”,



guanin-gazdag széla is tartalmaz potencidlisan G4-formalé szekvenciakat [47], amelyek a

gyakori torési pontok kozeleben talalhatoak [48].
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6. abra: A G4 szerkezetek részt vesznek a kiilonb6zé biologiai folyamatok szabalyozasaban.
A G4 szerkezetek (A) vedik a kromoszomavégeket, (B) el6segithetik a replikacios origok
kialakulasat, (C) elhelyezkedésiikt6l fiiggden gatolhatjak vagy eldsegithetik a transzkripciot, valamint
(D) DNS helikazok hianyaban akadalyozhatjak a DNS replikacio folyamatét. Az abrék a kiadd
engedélyével atvéve a ,,Rhodes és Lipps (2015): Survey and Summary: G-quadruplexes and their
regulatory roles in biology, NAR, Oxford University Press” publikaciobol.
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A reaktiv oxigéen gyokok szintje is befolyasolhatja azon gének kifejezédését, amelyek
prométer régidjaban potencialisan G4-formalo szekvencia talalhatd. A reaktiv oxigén gyokok
jelenlétében a genomban nagy mennyiségli 8-oxoguanin képzddik, ami pontmutaciok
kialakulaséhoz, leggyakrabban G:C-T:A transzverziohoz vezet. A 8-oxoguanin jelenléte, és a
kovetkeztében kialakult pontmutécid is befolyasolhatja a G4 szerkezetek stabilitasat [49], a G4
szerkezet stabilitdsan keresztll pedig a génexpresszié szintjét. Szamos onkogén estében
kimutattdk (pl. VEGF, TNFa, KRAS), hogy a 8-oxoguanin jelenléte a génpromoter régidban
megndvelte az onkogeén szintjét a sejtekben [50-52]. Ugyanezt a jelenséget megfigyeltek a
PCNA gén promotere esetében is [53].



A G4 szekvenciak jelenléte a promoterek kozelében a transzkripcidt negativ és pozitiv
iranyba is befolyasolhatja (6.C abra). Amennyiben a G4 szekvencia a templat szalon talalhato,
akadalyozhatja a transzkripcios apparatus haladasat. Viszont, ha a G4 szekvencia a kddolo
szalon talalhato, segit egyszalu allapotban tartani a templat szalat, és igy eldsegitheti a
transzkripcié folyamatat. A transzkripcidra emellett a G4-koté fehérjék is hatassal lehetnek
attol fiiggden, hogy eldsegitik vagy gatoljak a folyamatot [11].

A DNS mellett az RNS molekulédk is képesek felvenni a G4 szerkezetet, igy ezek
jelenléte befolyésolhatja a transzlacio folyamatat [46]. Ennek egy peldaja az NRAS onkogén
alkotni. A G4 szerkezet mutécidja vagy torléese az NRAS gén transzlacios szintjének 3,5-szeres
ndvekedéséhez vezetett [54].

A DNS replikécio soran eléforduld G4 szerkezetek két forrasbol szarmazhatnak: a
replikacié soran atmenetileg jelen 1évé egyszalu DNS-en is kialakulhatnak, valamint a fent
emlitettek szerint a transzkripcio szabalyozasaban résztvevd G4 szerkezetek is jelen lehetnek
a replikécié sordn. A kialakult G4 szerkezetek akadalyt képeznek a replikacios apparatus
szamara [11]. Mivel a replik&cios villa haladasénak tartds blokkolasa kettds szaltorést, és
genominstabilitast eredményez [55-57], ezért fontos a G4 szerkezetek hatékony és a

replikécids komplex haladasaval jol 6sszehangolt feloldasa (6.D abra).

2.5.  i-motivum

A G4 szerkezetek mellett egyéb masodlagos szerkezetet formald szekvenciak is
megtalalhatok a genomban. Az egyik ezek koziil az un. i-motivum, amely a G4 szekvenciaval
komplementer, citozin-gazdag szalon tud kialakulni (7. abra). A G4 szerkezethez hasonléan
az i-motivum is tetramer szerkezetet vesz fel, melynek stabilitisa nagyban fligg a
szekvenciatol, valamint a kornyezeti feltételektdl is. Hossza ideig vitattdk az i-motivum
jelenlétét in vivo, mivel savasabb kdzegben stabilabb, mint fiziologias feltételek mellett [58].
Azonban egy nemrégiben megjelent tanulmanyban i-motivum-specifikus antitestek
segitségével bizonyitottak annak jelenlétét invivo human sejtekben [59]. Wright és
munkatarsai egy algoritmus segitségével azt talaltak, hogy tobb mint 5000 szekvencia talalhat6
a human genomban, amelyek ténylegesen i-motivumot formalhatnak. Természetesen minden
intramolekularis G4-et formal6 szekvenciaval szemben citozin-gazdag szekvencia talalhat6 a
komplementer szalon, mivel azonban az i-motivum kevésbe stabil fiziologias korilmények
kozott, mint a G4 szerkezetek, ezért talalhattak nagysagrendekkel kevesebb funkcionalis

i-motivum szerkezetet in vivo. Ezen szekvenciak megkozelitdleg 12%-a talalhato génpromoter
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régidban, amelyek kozott megtalalhatéak a vazrendszerben fejlédésében résztvevd gének,
valamint specifikus DNS-kot6 és transzkripciot stimulalé gének is [60,61]. Mivel az
i-motivumok jelenléte a sejtekben tranziens, pH- és sejtciklus fliggd, ezért fontos, eddig
ismeretlen szabalyozo szerepuk is lehet a genomban [61].

G-kvadruplex

I

i-motivum

7. bra: Az i-motivum (jobb) és a G4 szerkezete (bal), valamint az i-motivum és a G4 szerkezet
kozotti dinamikus egyensuly. Az abra a kiado engedélyével atvéve a ,,Zeerati és mtsai. (2015):
I-motif DNA structures are formed in the nuclei of human cells, Nature Chemistry, Nature”
publikaciobdl.

2.6. A G-kvadruplex szerkezetek replikéacioja

Mivel a sejt mitkodésében fontos szerepe van a G4 szerkezeteknek, kiemelten fontos a
G4 szerkezetek pontos replikéacidja. Az eddigi kutatidsok elsésorban azokra a DNS és RNS
helikazokra fokuszaltak, amelyek képesek kicsavarni a G4 szerkezetet. A helikazok mellett
azonban DNS polimerazokra is sziikség van a sikeres replikaciohoz, de a G4 szerkezeteket
atirasaban részt vevé DNS polimerazokrol egyeldre kevés informacio all rendelkezésre. A G4
replikacio szabalyozéasaban, elsésorban a helikazok és a DNS polimerazok sszehangolasaban
résztvevo fehérjékrdl pedig semmit nem tudunk, és a folyamat pontos mechanizmusa sem
ismert még. Ebben a fejezetben roviden ismertetem a G4 replikacioban résztvevo legismertebb

DNS helikazokat és polimerazokat.

2.6.1. A G-kvadruplex szerkezet replikaciojahoz kotheté helikazok

Az eddigi kutatasok soran szdmos DNS és RNS helikazrol leirtak mar, hogy in vitro
képesek kicsavarni az intrakromoszomalis vagy a telomerikus régioban talalhatd
G4-szerkezeteket. Elesztoben a G4 szerkezetek kicsavarasat elsésorban a Pifl helikaz végzi,

mig az emberi sejtekben els6sorban a FANCJ és a bakterialis RecQ helikdz homologjai: a BLM
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ésa WRN helikdzok. Az 1. tablazat 6sszefoglalja az eddig jellemzett G4 helikazokat, amelyek

egy része a G4 replikacion kivil mas bioldgiai folyamatban is részt vesz.

srers

Az 6sszefoglal6 a [62-64] tanulmanyokban megtalélhat6 tablazatok alapjan készult.

Szuper-  Al- .y . . , Human
csalad  csalad Helikaz Szubsztrat Iranyultsag betegség
DNS (G4: parallel, antiparallel, .
PIF1 PIF1 intramolekularis, tetramolekularis, 53 MeIIrak,(I__:’319P
; mutécid)
SF1 telomerikus)
DNAZ2/ . ; : .
NAM? DNA2 DNS (G4: telomerikus) 5'—3
DNS (G4: parallel, Fanconi-anémia
FANCJ intramolekularis, 5'—3 mellrak '
tetramolekularis; D-hurok)
Dog-1 ' '
(C. elegans) DNS =3
DNS (G4: antiparallel, Warsaw
Fe-S DDX11 intramolekularis; triplex; 5'— 3 Breakage
5' flap; D-hurok) szindroma
Hoyeraal-
RTEL1 DNS (G4: telomerikus) 5'— 3 Hreidarsson
szindréma
XPD DNS (G4: tetramolekuléris parallel) 5'— 3 _Xeroderma
pigmentosum
DNS (G4: intramolekularis és Bloom-
BLM tetramolekularis parallel G4, 3'— 5 L
. . szindroma
triplex, Holliday szerkezet)
SF2 i Ari . -
WRN DNS (_G4. !ntramolekularls parallel; 3,5 Werngr
RecQ triplex; Holliday szerkezet) szindréma
Sgsl DNS (G4: telomerikus, 3,
(S. cerevisiae) | bimolekularis, tetramolekularis)
RecQ DNS (G4: intramolekularis parallel, 3,5
(E. coli) bimolekuléris antiparallel)
DNS és RNS (G4: intramolekuléris
DHX9 és tetramolekuléris parallel; 3’5
R-hurok)
DEAH RHAU/ DNS és RNS (G4: intramolekularis
és tetramolekuléris parallel; 3’5
DHX36
R-hurok)
DEAD DDX21 DNS és RNS 5'—3
swilsnf|  ATRX DNS 53 ATRX-
szindréma
SF3 SV40 T-ag DNS 3’5
csecsemokori
. - , ., | spinocerebellaris
SF4 TWINKLE mitokondrialis DNS 355 ataxia (IOSCA)
[65]
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2.6.1.1. Pifl/PIF1 (S. cerevisiae és H. sapiens)

A Pifl helikaz élesztdben és emberi sejtekben is megtalalhaté, mindkét homolog
hasonlé funkcidkkal rendelkezik [66], azonban az élesztében a Pifl fehérje az egyik
legfontosabb szereplé a G4 szerkezetek feloldésaban [67—72]. A human PIF1 is rendelkezik
G4-feloldo aktivitassal [73], de eddigi tudasunk szerint emberben mas fehérjéknek fontosabb
szerepe van a G4 replikacidjaban, amihez az is hozzajarulhat, hogy az emberi PIF1 fehérjérol
eddig kevesebb adat ismert.

A G4 szerkezetek replikaciojaban a Pifl helikazt S. cerevisiae-ben jelenleg az egyik
kulcsfeherjének tartjadk. DNS-fliggé ATP-az, valamint 5°-3” helikaz aktivitassal rendelkezik
[74,75]. Elesztében két izoformaja ismert, melyek koziil az egyik a mitokondriumban, a masik
pedig a sejtmagban taldlhatd [76-78]. A mitokondrialis Pifl fehérjének szerepe lehet az
mtDNS replikacidjaban és rekombinécidjaban [79], a sejtmagi Pifl fehérjének pedig szdmos
funkciodja ismert, amelyek a genom integritdsanak megdérzésében jatszanak fontos szerepet. A
Pifl fehérje képes eltavolitani a telomeraz enzimet a telomerrdl, igy részt vesz a telomerhossz
szabalyozésaban [77,78]. A telomerhossz szabalyozasaban betoltott szerepét tovabba az is
alatdmasztja, hogy a sejtmagi Pifl szintje az S/G2 fazisban a legmagasabb [80], és éleszt6ben
a telomerek meghosszabbitasa szinten az S/G2 fazisban torténik [81]. Elesztében a Pifl részt
vesz a vezetd szalon talalhatd G4 replikaciojdban [82]. Kimutattdk, hogy Pifl-hianyos
sejtekben a G4 szekvenciak kozelében lelassul a replikacid és megné a DNS széltorések szama
[67-69,82]. A fehérje emellett részt vesz a riboszdmalis RNS-eket kodold6 DNS szakaszok
replikacidjaban [83] és az Okazaki-fragmentek érésében is [84].

A human PIF1 nem esszencidlis a sejtek talélése szempontjabol, azonban hianyaban
hosszabb S fézis tapasztalhat6. Habar a human PIF1 tulajdonsagai nagyrészt megegyeznek az
¢leszt6 Pifl fehérjéével, a human fehérje pontos szerepe még nem tisztazott. Human sejtekben
a sejtmagi és a mitokondrialis PIF1 izoforma egyarant megtalalhato [85]. A fehérjének fontos
szerepe lehet a replikacios villa haladdsdban, legf6képp replikacids stressz soran. Mivel a
kemoterapia soran hasznalt szerek is replikacios stresszt okozhatnak, ezért a PIF1 potencialis
rakterapias célpont lehet [86,87]. Emellett ismert még, hogy a fehérje invitro nagyobb
hatékonysaggal csavarja ki az intramolekularis G4 szubsztratokat, mint a parcialis
duplex DNS-t [73].
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2.6.1.2. FANCJ (H. sapiens)

A human fehérjék kozil a FANCJ-r6l mutattdk ki, hogy fontos szerepet jatszik a
GC-gazdag szekvenciak stabilitasanak fenntartasaban [88-90]. A Fanconi-anémia Utvonalba
tartoz6 FANCJ (Fanconi anemia group J protein) fehérjét eredetileg a BRCA1L interakcios
partnereként irtak le BACH1 néven (BRCAL1 Associated C-terminal Helicase) [91]. Tébb
eukariotaban is megtalalhatéak a FANCJ homoldgok, csirkében a BRIP1 [92], C. elegansban
pedig DOG-1 néven ismert [93,94].

A FANCJ fehérje a Fanconi-Utvonal tagjaként részt vesz a keresztkotések
eltavolitasaban, hidnya pedig megnovekedett emld- és petefészekrak-kockazatot mutat, ezért
valoszinii, hogy fontos szerepe lehet a genomstabilitas megérzésében [95-97]. DNS-fiiggd
ATP-4z és ATP-fiiggé 5°-3” helikaz [98], jelenléte elengedhetetlen a megfelelé homolog
rekombinacios folyamatok lejatszodasahoz [99]. A G4 szerkezeteket ATP-fiiggé modon képes
kicsavarni [88], hianya a replikacios villa elakadasahoz vezet a G4 szekvenciak kdzelében
[100], valamint FANCJ-hidanyos sejtekben a G4 szekvencidk kdzelében nagy genomi
atrendez6dések figyelhet6k meg [89]. A FANCJ-hianyos human sejtek erés érzékenységet
mutatnak a telomestatin G4-stabilizal6 molekuldval szemben, telomestatin hatadsara megné

DNS kéarosodasok szama, valamint apoptézis figyelheté meg [88].

2.6.1.3. Sgsl (S. cerevisiae)

Az Sgsl (Slow growth suppressor 1) fehérje az egyetlen ismert RecQ helikéz
¢lesztében, fontos funkcidja van a genomintegritas megdrzésében. Sgsl hidnyaban jelentdsen
megné a rekombinacios események szdma, valamint a rekombinécids rendszer hibaja miatt a
kromoszomaaberraciok szama [101,102]. Habar az Sgsl fehérje invitro ATP és Mg?*
jelenlétében 3°-5" iranyban képes kicsavarni a G4 szerkezeteket [103], az sgsl delécidonak

nincs jelentés hatdsa a G4 miniszatellitak stabilitasara élesztében [82].

2.6.1.4. BLM (H. sapiens)

A Bloom (BLM) fehérje a RecQ helikézok csaladjaba tartozdé ATP-fiiggd, 3°-5’ DNS
helikaz [104], hianyaban Bloom-szindroma alakul ki. A Bloom-szindréma egy autoszomalis
recessziv modon 6roklédé ritka betegseg, tinetei kozé tartozik a torpeség, napfénnyel
szembeni erzékenység, magas cukorbetegség-, rék- és fert6zéskockazat. BLM-hianyos
sejtekben megné a kromoszdémakarosodasok szama a nagyszamu DNS-atrendez6dés, egyszald

régio (gap) es DNS-torés jelenlétének eredmenyeként [105]. Habar képes kicsavarni a kett6s
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DNS hélixet is, nagyobb hatékonysaggal tekeri ki az olyan egyéb masodlagos DNS
szerkezeteket, mint a G4, D-hurok, replikacids-villaszer(i szerkezetek és a Holliday szerkezet
[106-108]. Szamos interakcids partnere ismert, melyek részt vesznek a replikacios,
rekombinacios és hibajavitd folyamatokban is. Ezek példaul: a WRN [109], a FANCJ [110],
és a DNS polimeraz 6 [111].

2.6.1.5. WRN (H. sapiens)

A WRN fehérje szintén a RecQ csaladba tartoz6 3°-5’ helikaz, szdmos a BLM
helikazhoz hasonl6 aktivitassal rendelkezik [108]. Hianyaban Werner-szindréma alakul ki,
amely korai 6regedéssel, magas rak, diabétesz és ateroszklerdzis kockazattal jar [112]. A WRN
helikaz szamos masodlagos DNS szerkezetet képes feloldani, ilyenek a replikécios villahoz
hasonlé szubsztratok, Holliday-szerkezet, D-hurok [108]; a G4-et tartalmaz6 DNS
szerkezeteket ATP- és Mg?*-fiiggd modon képes kicsavarni [113]. Fontos szerepe van a
telomerek replikécidjaban, hidnyaban genominstabilitas figyelheté meg [114]. Elésegiti a
replikacios villa haladasét és Gjrainditasat, valamint a pol 6-val egyiittmiikodve részt vesz az
elmaradd szal atirasadban [115-117].

2.6.2. A G4 atirasdban résztvevé polimerazok

Az eukariota sejtek genomi DNS-ének replikaciojaban harom 6 replikativ polimeraz
vesz reszt: a polimerdz o a hibrid DNS/RNS primereket szintetizalja [118,119], a polimeraz &
a lemarado [120,121], mig a polimerdz ¢ a vezet6 szal szintézisét végzi [122]. Mivel a
replikativ polimerazok a genom pontos masolasaért felelosek, rigid aktiv centrummal
rendelkeznek, és a sérilt nukleotidokhoz hasonléan a stabil masodlagos szerkezetekkel
szemben sem tudnak nukleotidot beépiteni [20]. A G4 szekvencia jelenléte gatolja a
polimerdz a, polimeraz 4 és a polimeraz ¢ aktivitasat is [115,123-125].

A TLS polimeréazok is részt vehetnek a kialakult G4 szerkezetek atirdsaban, habar a
stabil G4 szerkezet szamukra is athatolhatatlan akadalyt jelent. Mivel a G4 szerkezet elétt a
replikacios villa megakad, ezért elképzelhetd, hogy G4 jelenlétében a replikativ polimerazok
TLS polimerazokra cserélédnek a G4 szerkezet atirdsanak idejére [125], pont ugy, mint egy
DNS sériilés eseten. Mar tobb TLS polimerazrol is leirtak, hogy részt vehet a G4-et tartalmazé
szakaszok atirasaban, ilyen példaul a REV1 is [126,127]. A polimeraz n a G4-et tartalmazd
DNS hibak atirasaban is részt vehet [128], a polimeraz « pedig a G4 szekvenciak el6tti régiok

atiraséért lehet felelés [129]. A polimeraz 6 a kialakult G4 szerkezetek miatt Iétrejott kettds
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DNS szaltorések javitasaban jatszhat szerepet [130]. Lemmens és munkatarsai kimutattak,
hogy a kialakult G4 szerkezetek tébb replikacios cikluson keresztiil is fennmaradhatnak. A
replikécio sordn fennmaradd G4 szerkezetekkel szemben a TLS polimerazok épitenek be
nukleotidokat, de mivel a G4 szerkezetet alkoto szekvencia csak részlegesen irodik &t igy

mikrodelécidk és genominstabilitas is kialakul [131].

WRN/BLM/Pif]

G4

Vezeto szal

Lemarado szal

Mcm helikaz Pal's | 3
) pCNA ® rois s

8. dbra: A G4 replikaciojaban résztvevo szereplok és funkciojuk vazlatos rajza. Az Mcm helikaz
és a replikativ polimerdazok munkajéat segitik a G4-et feloldo helikazok, valamint a TLS polimerazok,
amelyek igy elérhetévé teszik a G4-et tartalmazo DNS szal atirasat. Az abra a kiado engedélyével
atvéve a ,,Maffia és mtsai. (2020): From R-loops to G-quadruplexes: Emerging new threats for the
replication fork, Int. J. Mol. Sci., MDPI” publikaciobol.

Lathato, hogy a G4-et tartalmazo szekvenciék atirasat szamos tényez6 befolyasolhatja:
az adott G4 szekvencia a replikécid soran vezetd vagy lemaradé szalon talalhato [82], valamint
a kicsavarast végz0 helikazok és az atirast végzé polimerazok specificitasa is meghatarozza a
replikacio hatékonysagat [132,133]. A hidnyos ismeretek ellenére is egyértelmii, hogy a
folyamat sikeres lejatszodasahoz a résztvevo fehérjék Gsszehangolt mitkodése sziikséges. A
hibatlan G4 replikaciohoz elengedhetetlen fehérjek valosziniileg kiegészitik a replikacioban
résztvevé alap szereploket. A 8. dbra bemutatja az eddigi ismeretek vazlatos modelljét. A
folyamattal kapcsolatban azonban még szamos kérdés megvalaszolésra var: Mennyi ideig van
jelen az egyszali DNS a replikécid sordn? Milyen szézalékban alakulnak ki a G4-ek, miel6tt
az RPA fehérje stabilizalna az egyszali DNS-t? Mi befolyasolja, hogy melyik helikaz végzi az
adott G4 szerkezet kicsavarasat? Mikor van sziikség a helikdzok muikodésére (a replikacios
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villa érkezése elbtt, kézben vagy utan)? Adott helikdzok specifikusak-e valamelyik G4
szerkezettipusra? Mely DNS polimerazok végzik els6sorban a G4 szerkezetek replikéciojat?

Milyen fehérjék hangoljak dssze a helikazok és DNS polimerazok miikodését?
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2.7. Az éleszté Mgsl fehérje

Munkank az éleszt6 Mgsl fehérje és annak emberi homologja, a WRNIP1 fehérje
funkciodjara fokuszal. A S. cerevisiae Mgsl (Maintenance of Genome Stability 1) fehérjét
2001-ben azonositottdk Hishida és munkatarsai. Hidnyaban genominstabilitas tapasztalhato,
ami a megnovekedett rekombinécids frekvencia kdvetkezmenyeként alakul ki. DNS-fiiggd
ATP-4z aktivitassal rendelkezik, az AAA™ ATP-azok csaladjaba tartozik, valamint magasfoku
aminosavszekvencia-homologiat mutat az E. coli RuvB fehérjével, amely a Holliday
szerkezetek feloldasaban jatszik szerepet, és az RFC (replikécids faktor C) fehérjével, amely a

PCNA homotrimer gytiriit kapcsolja dssze a DNS szal koriil a replikacio folyaman [134-136].

2.7.1. Az Mgsl hianyanak fenotipusa

Mgsl fehérje hianydban a sejteknek enyhén megrovidul az élettartamuk [137]. Az
mgslA sejtek nem mutatnak érzékenységet a kiilonb6z6 DNS-karosité agensekre (MMS, HU,
UV), azonban a rekombinéaciés események szdma megnovekszik az mgslA sejtekben.
Amennyiben az Mgs1 fehérjét tultermeltetik, a sejtek fokozott erzékenységet mutatnak MMS,

HU és kamptotecin kezelésre a vad tipusu sejtekkel 6sszehasonlitva [134,138].

2.7.2. Az Mgsl doménszerkezete és a domének szerepe

Az Mgsl fehérje (az N-termindlis régiét kivéve) erésen konzervalt prokariotak és
eukaridtak korében egyarant. Az Mgsl fehérje 587 aminosav hosszu, talalhat6 benne egy UBZ
domén (ubiquitin-binding zinc finger, ubikvitin-kot6) az N-terminalis végén, valamint egy
ATP-az domén is (9. dbra) [134,137].

1 587

UBZ ATPaz

9. dbra: A S. cerevisiae Mgs1 fehérje doménszerkezete

Az UBZ domén, az ubikvitin-k6té domének egyik alcsoportjat alkotja, tébbek kdzott a
TLS polimerdzokban is megtaldlhat6. Az UBZ domén kotédik az elakadt replikacios villaban
talalhaté Ub-PCNA-n talalhato ubikvitinhez, és részt vesz a DNS-hibatolerancia Utvonalak
szabalyozasaban [139]. Inaktiv UBZ domén jelenlétében nem tapasztalhatd az mgslA
torzseknél fellépd megrovidiilt élettartam, valamint funkcionédlis UBZ domén hidnyaban

elmarad a vad tipusi Mgsl taltermelésnél tapasztalhatdo érzékenység a kiilonb6zo
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DNS-karosité anyagokkal szemben [137]. Ez arra utal, hogy az UBZ domén jelenléte és
funkcioja szerepet jatszik a kiilonb6z6 fenotipusok kialakulasaban. [137].

Az Mgsl fehérje DNS-fiigg6 ATP-4az aktivitassal rendelkezik; az ATP-az aktivitast
stimuldlja a DNS szubsztratok jelenléte (egyszalu, kétszall és egyszalu/kétszali DNS
csatlakozasi pontja (junction) egyarant). A legnagyobb stimulalds a junction és az egyszald
DNS jelenlétében mérhet6 [134,140]. Emellett magnézium jelenlétében az Mgsl fehérjének
DNS strand annealing aktivitasa is van [134]. Az Mgsl ATP-az mutans taltermeltetése a vad
tipusu sejtekhez hasonld fenotipust ad, azaz a sejtek nem mutatnak megndvekedett
érzékenységet a DNS karositd agensekkel szemben, és megndvekedett rekombinacids szint
sem tapasztalhat6. Ebbdél arra kovetkeztethetiink, hogy az UBZ domén mellett a fehérje ATP-az
aktivitésa is sziikséges az érzékenységet kivalto funkciokhoz [134,138].

EMSA Kkisérletekben kimutattak, hogy az Mgs1 fehérje egy DNS-kot6 fehérje, amely
koti az 5° egyszala tlnyulo DNS szakaszokat, valamint a parcialis duplex DNS szerkezeteket

is [140]. Jelenleg a fehérje DNS-k&t6 doménje még nem ismert.

2.7.3. Az Mgsl szerepe a genomstabilitas fenntartasaban

Lathato, hogy az Mgs1 fehérje megfeleld fiziologias szintje fontos a sejtek szamara,
mivel mind hidnyaban, mind tal magas koncentracional megndvekedett genominstabilitas
tapasztalhatd. Szd&mos kutatasban vizsgaltdk mar, hogy az Mgs1 milyen kapcsolatban all a DNS
replik&cioban és DNS-hibatolerancia Gtvonalakban résztvevo fehérjékkel.

Tdbb publikécidban is leirtak mar, hogy az Mgsl fehérje szoros kapcsolatban all a
replikécios fehérjekomplexszel. A replikacios villaval valé kapcsolat egyik legfébb
bizonyitéka az Mgs1l és a PCNA kdzott kimutatott in vitro interakcio [141]. A vad tipust Mgs1
fehérje nagy affinitassal kot a mono- és poliubikvitin PCNA-hez is, azonban mutans UBZ
domen esetén ez az interakcid majdnem teljesen megsziinik. Mindez arra utal, hogy az UBZ
domennek szerepe lehet az elakadt replikacios villa felismerésében [137].

Az Mgsl és a DNS-hibatolerancia Utvonalak kapcsolatanak tovéabbi elemzéséhez
érdemes megvizsgalni az Mgsl, valamint a Rad6, Rad18 (transzlézids szintézis), és Rad5
(templatvaltas) kapcsolatat. Az mgslA rad6A torzsek szintetikus letalitast, mig az
mgslA rad18A és az mgslA rad5A torzsek lassi novekedést mutatnak [142]. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az Mgs1 nem csak a transzlézids szintézis vagy a templatvaltas

DNS-hibatolerancia utvonalba tartozik, hanem a DNS-hibatolerancia Gtvonaltol fliggetlendl is

19



milkodik. Emellett azt is kimutattdk, hogy az Mgsl-nek fontos szerepe van a ,,fokozott”
rekombinacios események megakadalyozasaban az elakadt replikécios villanal [143].

Az Mgsl replikaciohoz kot6dé kapcesolatat tovabb erdsiti az Mgsl-polimeraz 6
interakcid. Az Mgsl fehérje interakcioba Iép az éleszté polimeraz & harom alegységébdl (pol 3,
pol 31, pol 32) kett6vel (pol 31, pol 32) [144,145]. A pol31A és pol32A torzsek érzékenyek
HU- és MMS-kezelésre, ami csokkenthet6 az Mgs1 eltavolitasaval a sejtb6l, emellett pol31A
és pol32A héttéren az Mgs1 taltermeltetése szintetikusan letalis fenotipust ad [138]. Szintén az
Mgsl és repliké&cid szoros kapcsolatat mutatja az is, hogy az Mgsl fehérje elGsegiti az
Okazaki-fragmentek érésének folyamatat azaltal, hogy stimulalja a Fenl szubsztratspecifikus
nukledz aktivitasat. [140].

Vizsgaltak még az Mgsl, valamint az Sgsl fehérje kapcsolatat, amely G4-feloldd
aktivitassal is rendelkez6 RecQ csaladba tartozik. Az mgslA sgslA kett6s delécios torzs lassu
novekedésti fenotipust mutat az egyes mutans torzsekkel osszehasonlitva. Emellett az
mgs1A sgslA térzsben magasabb testvérkromatida és rDNS rekombinaciés szint mérhetd, és
megné a G2 fazisban ragadt, és emiatt eltérd sejtmorfologiat mutatd sejtek szama is. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az Mgsl és Sgsl fehérjék kiilonallo utvonalakban miitkdnek
[138,142].

Osszefoglalasképp elmondhatjuk, hogy az Mgsl fehérje fontos szerepet jatszik a
genomstabilitds fenntartdsdban, valamint az UBZ és ATP-az doménjeinek funkcidja
elengedhetetlen a megfelel6 miikodéséhez. Bar ismert, hogy a fehérje tobb ponton is
kapcsolodik a replikécios villahoz és a replikacids villahoz kapcsolodo szereplékhdz (PCNA,
polimerdz §), azonban tovabbra sem egyértelmii a fehérje pontos szerepe és funkcidi,

melyeknek a felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel.
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2.8. A human WRNIP1 fehérje

Az éleszté Mgsl fehérje human homoldgja a WRNIP1 (Werner Interacting Protein 1),
amelyet a WRN helikdz interakcios partnereként azonositottak [146]. Homo-oligomer
komplexet alkot, amely oktamer formaban van jelen [147].

1 665

UBZ ATPaz Leucin-cipzar
10. &bra: A human WRNIP1 fehérje doménszerkezete

2.8.1. AWRNIP1 domeénszerkezete

A WRNIP1 fehérje 665 aminosav hosszl, melyben eddig ismert egy UBZ domén az
N-terminalis részen (9-48 aminosavak), egy ATP-az domén a kozépsé részen (268-275:
Walker A, 324-329: Walker B), valamint 2 leucin-cipzar a C-terminalis részen (519-533,
valamint 604-655 aminosavak) (10. abra) [148]. A fehérje N-terminalis részen talalhat6 egy
UBZ domén, amely képes megkdtni a monoubikvitint, valamint a K48 és K63 tipusu
poliubikvitin lancokat is [149,150]. A fehérje ATP jelenlétében koti a hosszabb egyszalu
DNS-t, a parcialis duplex és a replikaciés villahoz hasonl6 DNS szerkezeteket [151,152]. A
fehérje DNS-fiiggé ATP-az aktivitdsahoz primer-templat junction vagy kétszalid DNS végek
jelenléte sziikséges [147].

2.8.2. Altalanos jellemzék

A WRNIP1 fehérje szdmos human szOvetben és a sejtciklus minden fazisaban
kifejez6dik [146,149]. A legnagyobb mennyiségben az S fazisban van jelen, amely sorén
kolokalizal a PCNA és az RPA fehérjék altal kijelolt replikacids apparatussal. Ez arra utal,
hogy a fehérjének human sejtekben az élesztdéhez hasonlo replikacios funkcidja lehet. Emellett
a WRNIP1 fehérje a promielocitas leukémia-testek (PML-testek) egy részében is megtalalhatd
a sejtciklustél fuggetlenil, ami arra utal, hogy a WRNIP1 fehérje vagy a PML-testekben
tarolodik vagy részt vesz a heterokromatin létrehozéasaban [149]. Tovabba a WRNIP1 fehérje
interakcidba 1ép a magporus komplexben talalhat6 Nup107-160 fehérjével és sejtmaghartyai
lokalizaciot mutat [153]. UVC sugarzas hatasara a WRNIP1 fokuszok szama megnd, melyek
kialakulasahoz nélkildzhetetlen a fehérje C-terminalis része [149,154]. A WRNIP1 a lézer altal
kivaltott DNS karosodasok helyéhez lokalizal [154].
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A WRNIP1 fehérjén invivo szamos poszt-transzlacios mddositds megtalalhato:
foszforilacid, ubikvitinacié és szumoilacio is, amelyek nagy valdszinliséggel részt vesznek a
fehérje lokalizacidjanak, funkcidjanak és interakcios partnereinek szabalyozasaban is [153]. A
WRNIP1 fehérje teljes fellletén talalhatdak ubikvitinacios helyek, eddig 6sszesen 12-t
azonositottak. A WRNIP1 fehérje bizonyitottan mono- és poliubikvitinalodhat is, azonban a
csatolt poliubikvitin lancok fajtaja és funkcidéja meég nem ismert. Funkcionalis UBZ domén
hidnydban a WRNIP1 fehérje nem ubikvitindlédik. Az ubikivitindcids helyek mellett egy
szumoil&cids helyet is azonositottak a fehérjén [150,155].

2.8.3. AWRNIP1 szerepe a genomstabilitas fenntartasaban

A WRNIP1 fehérjének szerepe lehet az elakadt replikéacios villa megvédéseben és
Gjrainditasaban, mivel a RAD51 fehérjével egyitt megakadalyozza replikacids villa
degradaciojat az MRE11 nukledz altal [156]. A replikacids villa megvedésében betdltott
szerepének ellenére eddig nem mutattak ki a PCNA és az RFC fehérjékkel val6 kdlcsonhatasat
[147].

Elesztdben az mgs1A rad18A kettds delécios torzs szintetikus letalis fenotipust mutat
[142]. Ezzel ellentétben a WRNIP1-RAD18 kettés delécids térzs (WRNIP1 7 /RAD187") csirke
DT40 sejtekben ¢életképes, és az egyes delécids torzsektdl kicsivel lassabb novekedési ratat
mutat. A rekombinacidés események szama magasabb a kettés, mint az egyes delécids
torzsekben. A WRNIP1-RAD18 kettds delécios torzs MMS, CDDP és CPT kezelésre hasonld
érzékenyseget mutatott, mint a RAD18 delécids torzs [157]. A WRNIP1 fehérje valosziniileg
képes felismerni a RAD18-DNS komplexet a WRNIP1-RAD18 interakcion keresztll. Az
interakcié soran eltavolitia a RAD18 fehérjét a DNS-r6l és igy elGsegitheti példaul a
polimerazok kozotti valtast az elakadt replikacios villanal [157].

Az éleszté Mgs1-hez hasonloan, a human WRNIP1 és polimeraz § kozott is kKimutattak
a kapcsolatot. A WRNIP1 a humén pol 6 négy alegységéb6l harommal képes kolcsonhatast
kialakitani (p125, p50 és p12), amely fokozza a pol & DNS-szintetizal6 aktivitasat [147] és
er6siti a fehérje replikacios funkciojanak meglétét. A replikacioban bet6ltott szerepét tovabba
alatamasztja az a felfedezés, hogy a WRNIP1 koélcsdnhatasba Iép a TLS polimerazokkal is. A
WRNIP1 és a polimerazm (DT40 sejtekben POLH) kozo6tt gyenge interakciot sikerdlt
kimutatni Co-Immunprecipitacios kisérletekben. Csirke DT40 sejtekben a WRNIP1-POLH
kettds delécios torzs (WRNIP1"/POLH ") kicsivel lassabban né az egyes delécios torzsnél.

A WRNIP1-POLH kettds delécios torzsnek kisebb az UV szenzitivitasa, mint a POLH delécios
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torzsnek, ami arra utal, hogy a WRNIP1 a TLS utvonalban a pol n felett helyezkedik el és az
UV Adltal okozott DNS karosodas javitaisa WRNIP1 hianyaban polimeraz n-fliggetlen
utvonalon torténik.

A WRNIP1 fehérjét eredetileg a huméan RecQ helikdzok csaladjaba tartoz6 WRN
helikaz interakcios partnereként irtdk le. Kimutattak, hogy a WRN és a WRNIP1
kolokalizalnak a sejtmagban, és a WRNIP1 stimulalja a WRN templat-primer DNS-kotését
[152]. DT40 csirkesejtekben a WRNIP1-WRN kettds delécios sejtvonal (WRNIP1~/WRN™")
a vad tipushoz és az egyes delécios sejtekhez hasonld névekedést mutatott. Ugyanez igaz a
kiilonb6z6 DNS-karositd szerekkel (MMS, CDDP és 4-NQO) szemben mutatott érzékenységre
is. A kett6s delécios sejtvonalban a rekombinacids események szdma magasabb, mint az egyes
delécios sejtvonalakban [158]. A masik, G4 replikécidban érintett human RecQ helikdz a BLM
fehérje. A WRNP1-BLM (WRNIP17"/BLM ™) kettés delécios sejtvonal kicsit lassabban nd a
BLM egyes delécios sejtvonalnal, valamint a kettés delécios sejtvonalban a homoldg
rekombinacios események szama enyhén megnétt az egyes mutans sejtvonalakhoz képest.
CPT-kezelés hatasara a kettés mutans érzékenyebb, mint a BLM-delécids sejtvonal. Ezen
adatok alapjan a WRNIP1 és a BLM fehérjék hasonlo, azonban legaldbb részben mas a DNS
hibak javitasaban résztvevé titvonalakban talalhatéak [159].

Lathatjuk, hogy az ¢éleszté Mgs1 fehérjéhez hasonléan a human WRNIP1 fehérjének is
fontos szerepe van a genomstabilitds fenntartdsdban. Az UBZ doménnek fontos szerepe van a
fehérje normalis miikodésében, valamint az Mgsl-hez hasonléan a WRNIP1 fehérje szintén
kapcsolodik a replikécios villahoz. Kimutattak a WRNIP1 kapcsolatat tébbek kozott a pol 6
bizonyos alegységeivel, TLS polimerazokkal és a WRN helikazzal is. A WRNIP1 funkciogjaval
kapcsolatban ismert szamos részlet ellenére, a sejtben betdltdtt pontos szerepe tovabbi
kutatasokat igényel.
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3. Célkitiizések

Az intrakromoszomalis G-kvadruplex szerkezeteknek szamos fontos szerepe ismert a
kiilonb6z6 sejtfolyamatokban (replikacio, transzkripcid és transzlacié szabalyozasa), ezért
kiemelten fontos ezen szakaszok pontos masolasa. Bar ismert néhany, a G4 replikacidjaban
résztvevo szerepld, azonban a folyamat pontos mechanizmusa és szabalyozésa eddig még nem
tisztdzott. Kutatisom f6 célja az intrakromoszomalis G4 szerkezetek replikaciojanak
megertése. Specifikus célként tiiztem ki a G4 DNS szerkezetet koté Uj fehérjék azonositasat és
jellemzését. Jelen munkam soran sikerilt egy Uj G4 replikacioban résztvevo fehérjét, a
S. cerevisiae Mgsl fehérjét, és annak H. sapiens homoldgjat, a WRNIP1 fehérjét azonositani

és szerepét jellemezni a G4 szerkezetek replikaciojaban.

A kérdéseink megvalaszolasadhoz az alabbi kisérletek elvégzését tiiztiik ki célul:

S. cerevisiae Mgs1 fehérje:

e Az Mgsl fehérje DNS-kotési affinitdsanak invitro jellemzése G4 szerkezetet

tartalmazd DNS-szubsztrattal (EMSA és fluoreszcens anizotrépia mddszerekkel).

o Az Mgsl fehérje ATP-az aktivitasanak in vitro jellemzése G4 szerkezetet tartalmazo

DNS-szubsztrat jelenlétében.

H. sapiens WRNIP1 fehérje:

e A WRNIP1 fehérje DNS-kotési affinitasanak invitro jellemzése G4 szerkezetet
tartalmazo DNS-szubsztrattal (EMSA és fluoreszcens anizotropia modszerekkel).

e A WRNIP1 fehérje G4-kiteker6 aktivitasanak in vitro jellemzése FRET modszerrel.
o A WRNIP1 fehérje szerepének in vivo jellemzése a genomstabilitas fenntartasaban.

e A WRNIP1 fehérje szerepének invivo jellemzése a replikacio sebességének

szabalyozésaban.
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4.  Anyagok és médszerek

4.1.  Antibiotikumok
e Ampicillin 100 mg/mi

e Kanamicin 50 mg/ml

4.2.  Téapfolyadékok
e LB tapoldat: 10 g/l tripton, 5 g/1 élesztékivonat, 10 g/l NaCl
e LB taptalaj: 10 g/l tripton, 5 g/l éleszt6kivonat, 10 g/l NaCl, 15 g/l agar
e TB puffer (10x): 108 g/l TRIS, 55 g/l borsav
e SDS puffer (10x): 30,2 g/l TRIS, 144 g/l glicin, 10 g/l SDS

e Omission media (OMM): 0,72% omission media mix (600 ml térfogathoz: 0,96 gramm
¢lesztd nitrogén alap, 3 gramm (NH4).S04, 18 mg adenin, 12 mg arginin, 12 mg hisztidin,
18 mg izoleucin, 18 mgleucin, 18 mglizin, 12mg metionin, 30 mg fenilalanin,
12 mg triptofén, 18 mg tirozin, 12 mg uracil, 90 mg valin), 2% D-glukoz.
Taptalajhoz: 1,67% bacto-agar

+12: minden aminosavat tartalmaz

e -LEU: OMM - leucin

e EXxp-LEU: -LEU, 3% glicerol, 2% tejsav

e Sejttenyésztd6 ~médium: DMEM (500 ml) kiegészitve 10%  FBS-sel,

5% penicillinnel/streptomycinnel

4.3. Enzimek
A Thermo Fischer Scientific cég altal gyartott enzimek a gyartdi utasitasok szerinti

pufferekkel és protokolloknak megfeleléen hasznalva.

4.4.  Poliakrilamid gél

A fehérjetisztitas eredményének ellenérzéséhez 0,75 mm vastagsagu, 8%-o0s denatural6
poliakrilamid gélt hasznéltunk. Eldszor az elvalasztd gélt készitettuk el, ami 4 ml
30% akrilamid/0,8% biszakrilamid, 3,75 ml 1,5 M TRIS pH 8,8, 7,25 ml desztillalt steril viz,
50 pl 10% APS és 10 ul TEMED keverékébol allt. Az elvalaszto gélre a polimerizécié utan
gyljté gélt ontottink. A 3,9%-os gyijté gél 0,65 ml 30% akrilamid/ 0,8% biszakrilamid,
1,25 ml 1,5M TRIS pH 6,8, 3,05 ml steril desztillalt viz, 25 pl 10% APS és 5 ul TEMED
elegyébdl késziilt.
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4.5. Nativ gél

A DNS-fehérje interakcios kisérletekhez 4%-os nativ poliakrilamid gélt hasznaltunk,
amelynek 0sszetevoi a kovetkezok: 1,66 ml 30% akrilamid/0,8% biszakrilamid, 10,21 ml steril
desztillalt viz, 0,62 ml 10xTB, 50 ul 10% APS, 10 ul TEMED. A keverékbdl 1,5 milliméter

vastagsagu gélt ontottink es felhasznalas el6tt 4 °C-ra hiitottik.

4.6. Plazmidok létrehozésa

Az Mgsl fehérjét kddold6 cDNS-t Ncol/EcoRI enzimekkel emésztettik, majd szintén
Ncol/EcoRI emésztett pPENTR4 vektorba klénoztuk, igy megkaptuk a pBP 298-as plazmidot.
Az élesztd expressziOs vektor létrehozasahoz az Mgsl-et kodold szakaszt pBP 298-as
plazmidbdl LR reakcio (Invitrogen) segitsegével pBJ842 vektorba klonoztuk a gyartd utasitasai
szerint, igy megkaptuk a pBP309-es plazmidot.

A WRNIP1 fehérjét kodol6 cDNS-t BamHI enzimmel emésztettik, majd szintén
BamHI emésztett pPENTR2B vektorba klonoztuk, igy megkaptuk a pBP 378-as plazmidot. Az
¢leszté expresszidos vektor 1étrehozasahoz a WRNIP1-et kddold szakaszt pBP 378-as
plazmidbdl LR reakci6 (Invitrogen) segitségével pBJ842 vektorba klonoztuk a gyarto utasitasai
szerint, igy megkaptuk a pBP069-as plazmidot.

Az emberi WRNIP1 fehérjét csendesitdé shDNS-t expresszaldo konstrukcio
eléallitasahoz az 02791 és 02792 oligonukleotidokat hibridizaltuk, majd pBP208 plazmid
konstrukcidéba klonoztuk Bglll/HindlIl restrikciés enzimek segitségével. A létrejott
plazmidkonstrukci6 a pBP398-as szamot kapta. A kiserletben kontrollként a pBP208-as
plazmidot hasznaltuk.

02791: 5°-GATCTGGAGATCCGACAGATGCTATTCAAGAGATAGCATCTGTCGGATCTCCTCTTTTTA-3’

02792: 5-AGCTTAAAAAGAGGAGATCCGACAGATGCTATCTCTTGAATAGCATCTGTCGGATCTCCA-3’

4.7.  Plazmidtisztitas baktériumbdl
A plazmidokat DH5a baktériumban termeltettik és GeneAid High-Speed Plasmid Mini

Kit segitségével tisztitottuk a gyartoi utasitasnak megfeleléen.

4.8.  Baktérium transzformalas

A baktériumok transzformalasahoz a DH5a kompetens sejteket jégen kiolvasztottuk,
hozzdadtunk ~50 ng plazmidot, 30 percig jégen inkubaltuk, majd 42 °C-on hésokkoltuk
90 masodpercig. A baktériumokat megfelelé antibiotikummal kiegészitett LB lemezre

szélesztettlk es egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk.
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4.9.  Eleszté transzformdlas

Kiolvasztottunk 50 pl kompetens élesztésejtet, majd hozzaadtuk a plazmid DNS-t
(~0,5 pg) és 300 ul 40%-0s PEG litium-acetatot. Ezutan a sejteket 30 percig razattuk 30 °C-on,
majd 38 Wl DMSO hozzdadasa utdn még 15 percig inkubaltuk Oket 42 °C-on. Ezutan
2000 fordulat/perc sebességgel 2 percig centrifugaltuk o6ket, a feliilszot leszivtuk, majd a
sejteket felvettik 1 ml +12 tpoldatban, és 12 6ran at inkubaltuk 6ket 30 °C-on. Végil a
sejteket 2000 fordulat/perc sebességgel 2 percig centrifugéltuk, a feluliszot leszivtuk, a
sejteket szuszpendaltuk, majd szélesztettiik 6ket -LEU téptalajra és a lemezt 30 °C-on 3 napig
inkubaltuk.

4.10. Fehérjetisztitas

A GST-Mgsl és a GST-WRNIP1 fehérjéket BJ5464 proteaz-hianyos éleszt6 sejtekbdl
tisztitottuk. A sejteket a GST-Mgsl expresszalé plazmiddal (pBP309) vagy GST-WRNIP1
expresszal6 plazmiddal (pBP069) transzformaltuk és a lemezeket 3 napig 30 °C-on inkubaltuk.
A starter kultdrat szintetikus tapoldatban inditottuk, amely nem tartalmazott leucint (Leu-) €s
stacioner fazisig novesztettik. Ezutan a kulturat 10-szeres térfogatra higitottuk és 12 6ran at
novesztettilk Exp Leu- tapoldatban, amely nem tartalmazott dextrozt, viszont tartalmazott
2% tejsavat és 3% glicerolt. Az inkubécid letelte utan 0,2% galaktézt adtunk a kultdrahoz,
majd 8 drat inkubaltuk. Ezutan a sejteket 7000 rpm-en centrifugaltuk 3 percig.

Az Mgsl vagy WRNIP1 fehérjét tartalmazo élesztosejteket felvettiik P pufferben
(20 mM TRIS pH 7,5, 1 mM dithiothreitol (DTT), 0,01% v/v Nonidet P-40, 10% v/v glicerol)
kiegészitve 1 M NaCl és 5 mM EDTA hozzaadasaval, majd feltartuk a sejteket. A lizatumot
GST-gyongyot tartalmazo oszlopon atfolyattuk, majd a gyongyoket elészor P+1 M NaCl
pufferrel, majd P puffer+500 mM KCI pufferel mostuk. A GST-Mgsl vagy GST-WRNIP1
fehérjét P puffer + 500 mM KCI + 20 mM redukalt glutation segitségével elualtuk. Az eltcids
frakciokat Microcon-30 oszlopon téményitettilk, folyékony nitrogénben fagyasztottuk és
—80 °C-on taroltuk.

A BLM helikdz preparatumot Dr. Harami Gabort biztositotta Dr. Kovacs Mihaly
laboratériumabdl. A Bloom fehérjét a , Karow és mtsai., 1997” kdzleményben talalhat6

protokoll alapjan tisztitottak: [104].
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4.11. DNS szubsztratok keszitése

A DNS szubsztratok elkészitéséhez a megfelelé oligonukelotidokat 25 mM TRIS
pH 7,5 és 150 mM KCI-t tartalmaz6 pufferben 5 percig 95 °C-on inkubaltuk, lassan lehiitottiik,
majd felhasznaldsig 4 °C-on taroltuk. A felhasznalt oligonukelotidok szekvenciaja a

2. tablazatban talalhato.

2. tAblazat: EMSA, fluoreszcens anizotropia, ATP-4z és FRET kisérletekben hasznalt
oligonukleotidok szekvenciaja. A G4 kialakitasaban résztvevé guaninokat félkovér betiikkel

jeloltiik.
Név Tipus Szekvencia (5'-3") Jel6lés
N
(O
" TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTGCGTCTG| . piree | &
CGGCTGGCTCGAGGC =
controll | GTGAGATGTTGACCATGGGTGCGTCTGC > VI;ITC 3
MYC GGCTGGCTCGAGGC ol a
(Myc2345) L3 e
y GC-gazdag | TGAGTGTGAGTGGTGTGAGAGCGGCGG | ... | 8
kontroll | CGGCTGGCGCGAGGC £
C-gazdag | ACTCCCACCCATCCCACCCACGCAGAC | ..o | @
kontroll | GCCGACCGAGCTCCG 2
o AAGGGTGGGTGTAAGTGTGGGTGGGT | .. rrce | &
ceB GCGTCTGCGGCTGGCTCGAGGC 5
(CEB2S) |, .\ |AAGCCTTATCTGTAAGTGTATGTCAAT | ° MIC |5
GCGTCTGCGGCTGGCTCGAGGC ey | @
5’ Cy3 E
Komplementer szal TTTGCCTCGAGCCAGCCGCAGACG -
AAGGGTGGGTGTAAGTGTGGGTGGGT | 5 Cyb,
G4 : _
CEB GTTTTTTTTTTTT 3’ Cy3 w
AAGCCTTATCTGTAAGTGTATGTCAAT | s cys, | &
Kontroll ,
GTTTTTTTTTTTT 37 Cy3

4.12. EMSA (electrophoretic mobility shift assay, DNS-fehérje interakcio kimutatasa)

Kiilonb6z6 mennyiségli GST-Mgsl vagy GST-WRNIPL1 fehérjét (az abran jelolt
mennyiségben) 50 nM 5’ fluoreszcein-jeldlt DNS szubsztrattal inkubaltunk 15 percig 25 °C-on
R pufferben (25 mM TRIS pH 7,5, 150 mM KCI, 1 mM DTT, 20 ng/ul BSA). A mintakat
ezutan elektroforézis segitsegével, 4%-o0s nativ akrilamid gélen véalasztottuk el 0,5x TB
pufferben (45 mM TRIS-borat). Az eredmenyeket Typhoon Trio Imager segitségével
vizualizaltuk eés elemeztiik. A DNS-fehérje interakcio erdsségét a szabad és kotott DNS
mennyisége alapjan Imagel szoftver segitségével szamitottuk ki. A kompeticios EMSA

kisérletekben a 3 Cy3-jel6lt kontroll szubsztrat, és az 5° FITC-jelolt G4 szubsztrat azonos
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mennyisegben (50-50 nM) volt jelen az adott kisérletben. A DNS-kotées ATP- és
Mg?*-fliggésének vizsgalatakor az R puffert 5 mM MgCl.-vel és 1 mM ATP-vel egészitettiik
ki.

4.13. Fluoreszcens anizotropia mérések

A fluoreszcens anizotropia méréseket 15 ul térfogatban, A pufferben (50 MM TRIS
pH 7,5, 90 mM KCI, és 5 mM EDTA) végeztiik 25 °C-on. Az 5’ fluoreszceinnel jel6lt DNS
mennyisége 10 nM volt névekvé GST-Mgsl vagy GST-WRNIP1 fehérjekoncentracié mellett
(az &brén jelolt mennyiségben). A mérésekhez Synergy H4 Hybrid Multi-Mode (BioTek)
miiszert hasznaltunk, és az eredményeket Origin 8.0 szoftver segitségével elemeztik. A kotési
allando (Kq) értékeket és a kooperativitas mérteket Hill1-fliggvény illesztéssel szamoltuk ki,

amelynek képlete:

n

y = kezdbpont + (végpont — kezdbpont) T

amelyben:
x = a fehérje koncentracidja
y = fluoreszcens anizotropia
k = kotési allando

n = kooperacids helyek szama

4.14. ATP-az kisérlet

A Kisérletet ATP-4z pufferben végeztik (50 MM TRIS pH 7,5, 50 mM KCI,
50 mM NaCl, 5 mM MgClz, 50 pug/ml BSA, 1 mM DTT) piruvat-kinaz laktat-dehidrogenaz
alapt Kisérletben (14 U/ml PK, 20 U/ml LDH, 1 mM ATP, 1 mM foszfoenol-piruvat,
600 uM NADH) 25°C-on. A Kkisérletben 400 nM-os GST-Mgsl és 500 nM-os DNS
koncentraciéval dolgoztunk. Az NADH abszorbancidjat (ess0 = 6220 M 1cm™)
Infinite F Nano+ (Tecan) microplate olvaséval kovettik. Az eredményeket Origin 8.0

szoftverben elemeztiik.

4.15. Egyensulyi FRET (Fo6rster resonance energy transfer) mérés

A FRET Kisérletben 12,5 nM kettds (5° Cy5-3’ Cy3) jelolésii egyszala CEB G4 vagy
CEB kontroll szubsztratot tartalmazé6 ATP-az pufferhez (50 mM TRIS pH 7,5, 60 mM KClI,
60 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 50 pg/ml BSA, 1 mM DTT) novekvé mennyiségii tisztitott
fehérjét (GST-WRNIP1 vagy BLM) adtunk, BLM esetében 5mM ATP-vel és
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ATP-regeneracios rendszerrel kiegészitve (20 mM kreatin-foszfat és 20 pug/ml kreatin-kinaz).
A méréseket 150 pl-es kvarckivettaban végeztik, 2 perc inkubacio utan 25 °C-on, az alabbi
paraméterekkel: gerjesztés: 548 nm, 5 nm-es rés; emisszids spektrum: 560—700 nm, rés: 5 nm,
Iépéskdz: 1 nm. A méréseket Fluorolog (Horiba) késziléken végeztik.

4.16. Kromoszomatorések vizsgalata

HeLa sejteket shCtrl (kontroll) és sShWRNIP1 (WRNIP1-csendesitett) konstrukciokkal
transzfektaltuk, majd 10 uM PhenDC3 &genssel kezeltlik 24 éran keresztll. A sejteket ezutan
0,5 pg/ml kolhicin tartalmua tapoldattal inkubaltuk 6 éran at a mitotikus sejtek szamanak
feldusitasa érdekében. A kromoszomak preparalashoz a sejteket Osszegytjtottiik,
75 mM KCl-ban felszuszpendaltuk és 25 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd 10 percig
200 x g-n centrifugaltuk 4 °C-on. Ezt kovetéen a sejteket 3-szor fixaltuk (3:1 aranyu
metanol:ecetsav keverékkel), a kromoszomakat targylemezre helyeztiikk, levegén hagytuk
megszaradni és Hoechst-oldattal festettik (Sigma, 1:10 000). Minden sejttipus esetében
40-40 kromoszoémaszettrél készitettiink felvételt LSM 800, Axio Observer 7 allvany és
Plan-Apochromat 63x/1.4 Qil DIC M27 objektiv, valamint 405 nm-es (5 mW) és 488 nm-es
(10 mW) diodalézer segitsegevel. A kisérletek soran ZEN 2.3 szoftvert hasznaltunk és

mintanként megszamoltuk a kromoszomaaberraciok szamat.

4.17. yH2AX-intenzitas merése

A Hela sejtek transzfekciojat kovetden 24 ora elteltével a kontroll (shCtrl), valamint
WRNIP1-csendesitett (ShWRNIP1) sejteket targylemezekre dltettlik ki. Mivel a PhenDC3
molekula DMSO-ban oldddik, ezért a sejtek egy részét kontrollként 0,5% DMSO-val kezeltilk,
a masik részét pedig 10 uM PhenDC3-mal. A kezelést kovetéen 4, 6 és 8 oraval
3% paraformaldehid segitségevel fixaltuk a sejteket, majd 0,5% Triton X-100/1xPBS oldattal
permeabilizaltuk 10 percig. A kettésszala DNS toréseket nyulban készilt anti-yH2AX és
anti-nydl Alexa Fluor 488 segitségével tettik lathatova. A sejtmagokat Hoechst-festéssel
vizualizltuk, majd Image] szoftver segitségevel lemértik a yH2AX jel intenzitasat a
kezeletlen, valamint kezelt mintdkban. A méréseket 3 fliggetlen kisérletben készitettlik, majd
grafikonon abrazoltuk.

4.18. EdU és IdU beépuilésének vizsgalata

HT1080 sejteket 30 percig jel6ltink 10 uM EdU-val (5-etinil-2-dezoxiuridin), majd
friss mediummal mostuk 6ket par percen keresztul. Ezutan a sejtek egy részét 0,5% DMSO-val,
a masik részét 10 uM PhenDC3-mal kezelttk 1 o6ran at, majd 200 uM IdU
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(5-jod-2'-dezoxiuridin) timidinanaldggal jeloltik ismét 6ket 30 percig. A sejteket 3%-0s
paraformaldehiddel fixaltuk 10 percig, majd a DNS denaturalashoz 30 percig 2,5 M-0s
HCl-dal kezeltiik 6ket. Ezutan a sejteket haromszor mostuk 1xPBS-sel, majd anti-ldU
anittestekkel jel6ltik az IdU-beépuilést az aktiv replikacios villaba. Az EdU-beépulést Click-1T
Kit (Baseclick) segitségével vizualizaltuk a gyartdi utasitasoknak megfeleléen. A sejtmagokat
Hoechst-festéssel jeldltik (1:10 000).
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5. Eredmeények

51. A S. cerevisiae Mgsl fehérjének G4-et formald DNS szerkezetekhez kapcsol6dd
funkcidja is lehet
5.1.1. Az Mgsl fehérje specifikusan koti a G4-et formalo DNS szerkezeteket

Az Mgsl fehérjének fontos szerepe van a replikacios villa zavartalan haladasaban
[137,160], igy a genomstabilitdis megérzésében is [134], azonban a folyamat biokémiai
mechanizmusa és a fehérje szerepének pontos funkcidéja még nem ismert. Németorszagi
kollaboratorunk, Katrin Paeschke laboratoriumaban éleszt6 egyhibrid kisérletben kimutattak,
hogy az éleszt6 Mgsl fehérje kotodik a G4-et tartalmazo régiokhoz [161]. Emellett ismert,
hogy az Mgsl fehérje human homoldgja, a WRNIP1, kapcsolatban all a G4 szekvenciak
Kicsavarasara is képes WRN helikazzal [146]. Ezen adatok tiikrében el6szor élesztében
megvizsgaltuk, hogy az Mgsl fehérjének milyen szerepe lehet a G4-et formald szekvenciak
replikaciojaban, az Mgsl fehérje DNS-kot6 képességét G4-et tartalmazd szubsztratok
jelenlétében ellendriztiik in vitro.

A kisérlethez S. cerevisiae Mgs1 fehérjét tisztitottuk élesztébol (11. abra). A tisztitott
GST-Mgsl fehérje a vart mérettartomanyban jelent meg (GST: 26 kDa, Mgsl: 66,5 kDa;
~ 92,5 kDa).

kDa
Marker
GST-Mgsl

250 —
150 —

100 — S

70 =

50— -

40 —

30— .

11. abra: Eleszt6bél tisztitott GST-Mgsl fehérje (GST: 26 kDa, Mgs1: 66,5 kDa; = 92,5 kDa)
8%-0s denatural6 poliakrilamid gélen elvalasztva, Coomassie kék festéssel megjelenitve.

Az Mgsl DNS-kotésének vizsgalatahoz elséként az egyik legaltalanosabban hasznalt
G4 szekvenciat, a c-MY C proto-onkogén promaterében talalhaté Myc2345 régiot valasztottuk,
amely parallel G4-et formal [33,126,129,162,163]. A kisérletben hasznalt szubsztraton a
Myc2345 G4-et formalo régié a szubsztrat 5° végén helyezkedett el, amit egy 21 nukleotid
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hosszU egyszalu (single-stranded, ss) régié kovetett (12. abra). Ezt a szubsztratot
MY C ss G4-nek neveztiik el. A kotési er0sséget 6sszehasonlitottuk egy kontroll szubsztrattal
(MYC ss K) is, amelyhez a MYC ss G4 szekvenciaban a G4 szerkezetet formalé guaninokat
méas nukleotidokra cseréltiik (2. tablazat). A fehérje kotési affinitdsdt a MYC ss G4 és
MYC ss K szubsztratokkal EMSA Kkisérletben vizsgaltuk; a kisérletben hasznalt oligdk
5 FITC jelolést hordoztak (12.A &bra). A MYC ss G4 esetében a 125 nM-0s GST-Mgsl
koncentracional jol lathatd fehérje-DNS komplexet (azaz ,,shiftet”) alkot, mig a MYC ss K
esetében azonos koncentracional ennél gyengébb kotés figyelhetd meg (kotott DNS %
125 nM-0s GST-Mgs1 koncentracional: G4 60%, K 26%). A specifikus kotest a fehérje-DNS
komplexben 1évé DNS szubsztrat mennyisége is jelzi, az abran szazalékban kifejezve (kotott
DNS %).

Mivel az Mgs1 fehérjének a replikacios villahoz kothet6 funkcioi is ismertek [137,160],
ezert létrehoztunk egy egyszallu-kétszalu DNS-t tartalmazo parcialis duplex szubsztratot, hogy
megvizsgaljuk a fehérje DNS-kotési affinitasat replikacios villahoz hasonlé szubsztraton is. A
parcidlis duplex szubsztrat létrehozésédhoz az egyszali MYC K és MYC G4 oligonukleotidok
3’ tulnyulé szakaszahoz egy jeldletlen komplementer oligonukleotidot hibridizaltunk. Ezeket
a szubsztratokat MYC dup K és MYC dup G4 néven jeloltik a tovabbiakban. Az el6zé
kisérlethez hasonl6an a fehérje itt is er6sebben kotdtte a G4-et tartalmazd szubsztratot a
kontrollhoz  viszonyitva (kotétt DNS% 125nM-os GST-Mgsl koncentracional:
G4 67%, K 28%) (12.B abra).

& 5 __H

GST-Mgsl [nM] - 3162125 - 3162125 GST-Mgsl [nM] - 31 62125 - 3162125
MYCssK + + + + - - - - MYCdupK + + + + : oz
MYCssG4 - - - -+ + + + MYCdupG4 - - - - F A ok o ]
@l ™ D _ Fehérje-DNS s | | I _ Fehérje-DNS
komplex - komplex
Szabad : Szabad
WY WYL s Bhae BBeE -
Minta 1 2 3 4 56 738 Minta 1 2 3 4 56 7 8
Kotott  |Kontroll - 12 22 26 - - - - Kottt | Kontroll - 13 17 28 - - -
DNS (%) G4 - - - - - 212460 DNS (%) G4 = = = ow - 10 28 67

12. 4bra: Az GST-Mgsl fehérje specifikusan koti a MYC G4 szubsztratot (1-4. minta) a
MY C K szubsztrattal (5-8. minta) 6sszehasonlitva (A) egyszalu és (B) parcialis duplex
forméban is. A fehérje-DNS interakciot EMSA kisérletben vizsgaltuk, a DNS szubsztratok
5’ FITC- jel6léssel voltak ellatva. A fehérje—DNS komplexben 1év6 szubsztrat mennyiségét

szazalékos aranyban fejeztik ki.
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Annak érdekében, hogy megerésitsiik, hogy az Mgsl preferencialisan koti a G4
szerkezeteket a G4 szerkezetet nem tartalmazo szubsztratokkal 6sszehasonlitva, kompeticios
EMSA kisérletet vegeztink. Ebben a kisérleti elrendezésben a kontroll és G4 szubsztratok
egyszerre, egyenlé mennyiségben voltak jelen a reakciéban (13. dbra). A MYCss K és
MYC dup K szubszratokat ebben az esetben 5° Cy3 jeldléssel (piros), mig a MYC ss G4 és
MY C dup G4 szubszratokat 5’ FITC jel6léssel (zold) lattuk el. Ebben a kisérleti elrendezésben
kimutattuk, hogy a GST-Mgs1 fehérje elsésorban a G4-et tartalmazo6 szubsztratot kéti meg a
kontroll szubsztrat jelenlétében is. Ez az eredmény egyszalu (13.A abra), valamint parcialis
duplex (13.B abra) esetében is megfigyelheté volt. Egyszalu szubsztratok esetén a
legnagyobb, 250 nM-0s GST-Mgs1 koncentracié mellett a kontroll szubsztrat 22%-a, mig a
G4-et tartalmazd szubsztrat 79%-a volt fehérje-DNS komplexben. Parcialis duplex estében ez
16% volt a kontroll, és 68% a G4-et tartalmaz6 szubsztrat esetén. A 250 nM-ndl alacsonyabb
GST-Mgsl koncentraciok eseten megfigyelhet6 volt a G4 szubsztrat kotése, ellenben a kontroll

DNS szubsztraté nem.

3 %*

2 ¥ B 3 —
Mgsl [nM] - - - 62125250 Mgsl [nM] - - - 62125250
MYCssK - + + + + + MYCdupK - + + + + +
MYCssG4 + - + + + + MYCdup G4 + - + + +
__ Fehérje-DNS __ Fehérje-DNS
komplex komplex
__ Szabad _ Szabad
DNS DNS
Minta 1 2 3 4 5 6 Minta 1 2 3 4 5 6
Kotott | Kontroll - - 5 5 22 Kottt |Kontroll - - - 0 0 16
DNS (%) G4 - - 24 43 79 DNS (%) G4 : = = O 9368

13. &bra: Kompeticids gél shift kisérlet GST-Mgs1 fehérjével (A) egyszalu (ss) és (B) parcialis
duplex (dup) MYC K és MYC G4 DNS szubsztratok jelenlétében. Az egyszalu és parcialis duplex
kontroll szubsztratok 5° Cy3 jel6léssel (piros), mig az egyszalu és parcialis duplex G4 szubsztratok
5’ FITC jeldléssel (zold) lathatoak. A kontroll és G4 szubsztratok egyenlé mennyiségben, egyszerre
voltak jelen az egyes reakciokban 6nmagukban vagy a jelzett fehérjemennyiséggel inkubalva. A
fehérje-DNS komplexben 1évé szubsztrat mennyiségét szazalékos aranyban fejeztiik ki.

Mivel az EMSA kisérletek eredmeénye alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az Mgsl
fehérje nagyobb affinitassal kot a G4 szerkezethez, mint a szerkezetet nem tartalmazé kontroll
DNS szubsztratokhoz, meghataroztuk a pontos kotési allanddkat (Kg) fluoreszcens anizotropia
modszerrel. A mérések soran az EMSA kisérletekben is hasznalt kontroll és G4, 5’ FITC-jel6lt
egyszalu es parcidlis duplex DNS szubsztratokat hasznaltuk, valamint két tovabbi DNS
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szubsztrat kotesi allandojat is meghataroztuk. Az emlitett kontroll mellett egy Un. GC-gazdag
kontrollt is megvizsgaltunk, amelynek a MYC G4 szubsztrattal megegyez6 GC-tartalma volt.
Emellett a MY C G4 szubsztrat komplementer szalanak kotési allandéjat is lemértiik (C-gazdag
kontroll néven hivatkozunk ra). A kisérletben allandé DNS koncentraciohoz (10 nM) névekvo
mennyiségli tisztitott GST-Mgsl fehérjét adtunk. A meérési pontokra Hill-fliggvenyt
illesztettink (14. abra), a kotési allandok meghatarozasahoz (3. tablazat). Az eredmények
alapjan megallapithatjuk, hogy az Mgsl fehérje nagyobb affinitassal koti a MYC G4-et
tartalmazo szubsztratokat a kontroll szubsztratokkal dsszehasonlitva egyszalu és parcidlis
duplex formaban egyarant. Egyszalu szubsztrat esetén a GST-Mgsl fehérje és a MYC G4
szubsztrat kozotti kotési allandd 7 + 2 nM volt. A MYC G4 szubsztrathoz képest a fehérje a
kontroll szubsztratokat 10-40-szer gyengébben kotdtte (kontroll: 68 + 7 nM, GC-gazdag
kontroll: 275 + 85 nM, C-gazdag kontroll: 249 + 33 nM). Parcialis duplex szubsztrat esetén a
GST-Mgsl fehérje és a MYC G4 szubsztrat kézotti kotési allandé 24 £ 4 nM volt, amihez
képest a fehérje a kontroll szubsztratokat ~3-8-szor gyengébben kototte (kontroll: 72 + 15 nM,
GC-gazdag kontroll: 189 + 29 nM, C-gazdag kontroll: 110 + 20 nM). A Hill-fliggvénnyel valé
illesztés soran a fehérjék kozotti kooperativitas is meghatarozhaté a DNS-kotési reakcioban.
Ezt a Hill egydltthatd (n) szadm mutatja; amennyiben 1-t61 nagyobb szamot kapunk
eredményként, az pozitiv kooperativitasra utal. A GST-Mgsl DNS-kotési mérési pontok
illesztése soran nem tapasztaltunk kooperativitast, a Hill egy(tthaté minden esetben ~1 korili
érték volt.

3. tablazat: A GST-Mgsl és a G4, valamint kontroll szubsztratok kozotti, fluoreszcens
anizotropiaval megallapitott kotési allandok (Kq) értékei [nM]. A Kq értékek a 14. &bran lathato
illesztésekbdl szarmaznak. A tablazatban feltiintett értékek a jelolt szamu biologiai ismétlés atlagat

jelolik, a p-értékeket kétagu Student-probaval szamitottuk Ki.

. - Biol6giai .
. Kq % illesztési Y p-érték
Szubsztrat hiba [M] ometles | (Ga-hez képest)
G4 7+2 4
MYC Kontroll 68 +7 5 <0,001
egyszalu GC-gazdag kontroll 275+ 85 3 <0,05
C-gazdag kontroll 249 £ 33 3 <0,05
G4 24+ 4 3
MYC Kontroll 72+15 3 <0,05
parcialis duplex | Gc-gazdag kontroll 189 + 29 3 <0,05
C-gazdag kontroll 110+ 20 3 <0,05
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Egyszdalu Parcidlis duplex

B
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14. dbra: Fluoreszcens anizotropia kisérletekben mért kotési gorbék illesztései tisztitott
GST-Mgsl fehérje és 5° fluoreszceinnel jeldlt egyszalu (A) kontroll, (C) GC-gazdag kontroll és
(E) C-gazdag kontroll, valamint parciélis duplex (B) kontroll, (D) GC-gazdag kontroll, és
(F) C-gazdag kontroll szubsztratok esetében. A sz6rasok 3 vagy tobb bioldgiai ismétlés atlagat
jelolik (lasd 3. tablazat). A MY C G4 szubsztrattal végzett mérést 6sszehasonlitasképp minden panelen
feltlintettik. Az abrén Hill-fuggvénnyel torténd illesztések lathatok, az illesztésekbol szamitott kotési
allando (Kg) értékek a 3. tablazatban lathatok.
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5.1.2. Az ATP és Mg?* jelenléte nem befolyasolja az Mgs1 DNS-kotési tulajdonsagait
Korabbi tanulmanyokbdl ismert, hogy az Mgsl feherje gyenge DNS-fiiggé ATP-az
aktivitassal rendelkezik [134], ezért megvizsgaltuk, hogy az ATP és a Mg?* jelenléte hogyan
hat az Mgsl DNS-kot6 aktivitasara. Jelen kisérletben a kordbbi EMSA és fluoreszcens
anizotropia kisérletekben hasznalt egyszali és parcialis duplex MYC G4 szubsztratokat
hasznaltuk. Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a GST-Mgs1 fehérje ATP és Mg?* nélkil is
képes a DNS-kotésre. Ez igaz volt az egyszalu (15.A &bra) és a parcialis MYC G4 (15.B &bra)
esetében is. ATP és Mg?* jelenlétében, valamint hianyaban is hasonld volt a fehérje-DNS

komplexben 1évé DNS szubsztrat aranya.

A Mgsl [nM] - 33 67 13533 67 135 B Mgsl [nM] - 33 6713533 67 135
ATP - -+ + ATP - - - - + + +
Mg - - - - s Mg?" - - o o+ o+ o+
g o - g L
‘QULQD HQ W
L] [ y— - &
_%7 V - o - e ,_%: - e - - .
Minta 1 2 3 4 5 6 7 Minta 1 2 3 4 5 6 7
Kotott DNS (%) - 43 72 84 55 81 77 Kotott DNS (%) - 41 64 81 40 59 80

15. bra: GST-Mgs1 fehérje DNS-kotési jellemzdinek vizsgalata EMSA Kkisérletben ATP és Mg?*
jelenlétében, valamint hidnyaban (A) egyszali MYC G4 és (B) parcialis duplex MYC G4
szubsztrat jelenlétében. Az ATP és Mg?" jelenléte nem befolyasolja jelentdsen a GST-Mgsl

DNS-k6t6 aktivitasat. A fehérje-DNS interakciot EMSA kisérletben vizsgaltuk, a DNS szubsztratok

5’ FITC jeldléssel voltak ellatva. A fehérje-DNS komplexben 1év6 szubsztrat mennyiségét szazalékos

aranyban fejeztik ki.

5.1.3. A G4 DNS jelenléte nem befolyasolja az Mgsl ATP-4az aktivitasat

Ismert, hogy a DNS-kétés stimulélja az Mgsl fehérje ATP-az aktivitasat [134], ezért
megvizsgaltuk, hogy a MYC G4 szubsztrat milyen hatassal van az Mgsl fehérje ATP-az
aktivitasara (16. abra, 4. tdblazat). Eredményeink megegyeztek az irodalmi adatokkal
[134,140], miszerint a GST-Mgsl ©nmagaban gyenge ATP-az aktivitassal rendelkezik
(4,07+1,83 min1). Egyszali MYC K vagy MYC G4 szubsztrat hozzéadasaval 1,5+0,4 és
1,6£0,4-szeres stimulalas mérhetd6 a DNS nélkuli ATP-4z aktivitadssal 6sszehasonlitva.
Parcialis duplex MYC K jelenlétében 2,2+0,2; mig parcialis duplex MYC G4 jelenlétében
2,4+0,3-szeres a stimulalas mértéke. Lathato, hogy a MYC G4 DNS jelenlétében és hianyaban
is hasonl6 a GST-Mgsl ATP-az aktivitasa, igy megallapithatjuk, hogy a G4 motivumok
jelenléte nem ndveli tovabb szignifikansan a GST-Mgsl ATP-az aktivitasat.
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4. tdblazat: A GST-Mgsl fehérje ATP-az aktivitasanak meghatarozasa DNS jelenléte nélkiil,
egyszalu, valamint parcialis duplex MYC G4 és kontroll szubsztréat jelenlétében.

[ATP/Mgsl/min] | Normalizalt

Mgsl (DNS nélkl) 407+18 1
. Kontroll 5,79+1,85 15+04
MYC egyszalu
G4 5,29+ 2,03 16+04
o Kontroll 7,16 £ 3,57 22+02
MY C parciéalis duplex

G4 6,27 £+ 3,48 2,4+0,3

3 N.S

235: N.S. | | T

Normalizalt ATPaz aktivitas

| |
Mgsl

DNS Kontroll G4 Kontroll G4
nélkil Egyszala Parcialis duplex

16. 4bra: Az Mgsl fehérje ATP-az aktivitasanak dsszehasonlitasa egyszala, valamint parcialis
duplex MYC kontroll és MYC G4 DNS szubsztrat jelenlétében. Az értékeket a DNS-t nem
tartalmazé GST-Mgsl fehérje ATP-az aktivitasdhoz normalizaltuk. Az abran a 4. tablazatban lathat6
értékek kerlltek &brazolasra.
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5.2. A human WRNIP1 fehérje szerepe a G4 szerkezetek replikaciojaban

Az Mgsl fehérjéhez hasonléan a WRNIP1 fehérjérdl is mar szdmos tanulmanyban
kimutattak, hogy tobb ponton kapcsolatban all a replikacios villaval, valamint védi az elakadt
replikacios villat. A WRNIP1 fehérjét eredetileg, ahogy neve is mutatja (Werner Interacting
Protein 1), a WRN helikaz interakcids partnereként azonositottak [147,149,152,156]. Az
¢leszté Mgsl fehérje utan a WRNIP1 fehérjénél is megvizsgaltuk, hogy koti-e a G4-et
tartalmazo DNS szubsztratokat in vitro.

5.2.1. A human WRNIP1 fehérje specifikusan koti a G4 szerkezetet tartalmazé DNS
szubsztratokat

A human WRNIP1 fehérjét, az éleszté Mgs1-r6l sz6lo részben leirtakhoz hasonloan,
¢lesztébol tisztitottuk a 4.10-es fejezetben leirtak szerint. A 17. dbra a tisztitott GST-WRNIP1

fehérje lathato denaturalo poliakrilamid gélen elvalasztva, coomassie kék festéssel.

Marker (kDa)
GST-WRNIPI

250 —

150 —
100 —

70 —

50 — -
40 —
17. dbra: Tisztitott GST-WRNIP1 fehérje (GST: 26 kDa, WRNIP1: 75 kDa; = 101 kDa).

A fehérjepreparatumot gélelektroforézissel 8%-os denaturalé poliakrilamid gélen valasztottuk el és
coomassie kékkel festettuk.

A GST-WRNIP1 fehérje sikeres tisztitasat kovetden megvizsgaltuk a
fehérjepreparatum DNS-koté tulajdonsagat, pontosabban annak G4-kotd specificitasat.
El6szor kompeticios EMSA kisérletekben vizsgaltuk a fehérje DNS-kot6 tulajdonségait. Ebben
a kisérleti elrendezésben két kiilonboz6é G4-formald szekvencia koteset is megvizsgaltuk a
megfelel6 kontroll DNS-ek mellett. Az egyik a mar korabban ismertetett, és az Mgs1 fehérje
esetében hasznalt, MYC G4 és MYC K szubsztrat volt. Emellett még a human CEB25
miniszatellita [164,165] szekvenciat hasznaltuk. Mindkét tipusu szubsztraton a G4 motivum a

szubsztrat 5’ vegén volt, amit egy egyszalu tulnyalé rész kovetett. A kontroll szubsztratnal, a
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G4 szerkezetet alkotd nukleotidokat mas nukleotidokra csereltik. A kompeticios EMSA
kisérletekben a MYC G4 és MYC K szubszratokat hasonlitottuk 6ssze egyszala és parcialis
duplex forméban (18.A és B abra), valamint CEB G4 és CEB K szubszratokat egyszalu és
parcidlis duplex forméaban (18.C és D &bra). A GST-WRNIP1 fehérje minden esetben
erOsebben kototte a G4-et tartalmazo szubsztratokat, mint azok kontroll parjat (10 uM-os
GST-WRNIP1 koncentracional: egyszald MYC K 16% vs. MYC G4 62%, parcialis duplex
MYC K 16% vs. MYC G4 55%; egyszalt CEB K 12% vs. CEB G4 57%, parcialis duplex
MYC K 7% vs. MYC G4 51%).

A B
GST-WRNIPI [upM] - - - 44 66 10 GST-WRNIPI [uM] - - - 44 66 10
MYCssk + =« + + + ++ MYCduplK + - + + + +
MYCssG4 - + + + + + MYCduplG4 - + + + + +
_ Fehérje-DNS _ Fehérje-DNS
g éj komplex komplex
* —
Szabad _ Szabad
~ DNS DNS
Minta 1 2 3 4 5 6 Minta 1 2 3 4 5 6
Kéwtt | Kontroll - - - 8 12 16 Kottt | Kontroll - - - 15 16 16
DNS (%) G4 - - - 49 66 62 DNS (%) G4 - - - 34 44 55
. D
GST-WRNIP1 [uM] - - - 44 66 10 GST-WRNIPI [uM] - - - 44 66 10
CEB ss ‘K I e S CEBduwlK + - + + + +
CEBssG4 - + + + + + CEBdupl G4 - + + + + +
_ Fehérje-DNS Fehérje-DNS
% 3 komplex % é = komplex
* S - * ——
_ Szabad _ Szabad
DNS DNS
Mpa T 8 2 ¢ & Mina 1 2 3 4 5 6
Koot | Kontroll - - - 12 11 12 Kotstt | Kontroll - - - 7 8
DNS (%) G4 - - - 17 49 57 DNS (%) G4 - - - 26 48 51

18. &bra: GST-WRNIP1 fehérje DNS-kotési aktivitasanak jellemzése kompeticios EMSA
kisérletben. A GST-WRNIP1 fehérje DNS-kotési affinitdsanak dsszehasonlitasa (A) egyszalu
MY C kontroll és MYC G4, (B) parcialis duplex MY C kontroll és MYC G4, (C) egyszalu
CEB kontroll és CEB G4, valamint (D) parcialis duplex CEB kontroll és CEB G4 szubsztratok
esetében. A G4 motivumot tartalmazé szubsztratokat 5° FITC jeloléssel lathatok (z6ld), a kontroll
szubsztratok pedig 5 Cy3 jeloléssel (piros). A kontroll és G4 szubsztratok egyenld mennyiségben,
egyszerre voltak jelen az egyes reakciokban énmagukban vagy a jelzett fehérjemennyiséggel
inkubélva. A fehérje-DNS komplexben talalhatd kotott DNS mennyiségét a kép alatt szazalékos
formaban fejeztiik ki a teljes DNS mennyiséghez képest.
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5. tablazat: A 19. dbran lathato, fluoreszcens anizotrépia illesztésekbdl szamitott kotési allando
(Ka), Hill-koefficiens (n), valamint p-értékek. Bizonyos esetekben (egyszalu MY C kontroll,
MY C GC-gazdag kontroll, parcialis duplex MY C kontroll, egyszali CEB kontroll, valamint parcialis
duplex CEB kontroll) a kotési allandé értékek nem hatarozhatok meg pontosan, mivel tdl gyenge a
GST-WRNIP1 fehérje és az adott szubsztrat kozoétti interakcid. Ezen esetekben a pontos Kq értékek
hianyaban a p-értékek sem kertiltek meghatarozasra. Az illesztéseket 3 bioldgiai ismétlés atlagabdl
szamitottuk, kivéve a csillaggal jeldlt esetekben, ahol az bran jeldlt mérési pontoknal 2 biologiai
ismétlés atalgabdl szamitottuk. A Hill-fliggvénnyel illesztett mérések esetében meghataroztuk a Hill-

koefficienst (n), ami a kooperativitast jeldli. A p-értékeket kétagu Student-probaval szamitottuk.

. - . - Bioldgiai i
. Kq x illesztési | n (Hill-koefficiens) |- ~ /=, p-érték
Szubsztrat hiba[nM] | = illesztési hiba | MU | (G4 hez képest)
szdma
G4 184 + 36 0,55+ 0,053 3 -
Kontroll > 5000 nem meghatarozhatd 3 nem meghatarozhatd
ex;;u Eo%_t?glzldag > 5000 nem meghatarozhato 3 nem meghatarozhat6
C-gazdag | 3496 4 511 0,96 + 0,176 3 <0,05
kontroll
MYC G4 108 £ 45 0,88+0,16 3* -
parcialis . , . .
duplex Kontroll > 5000 nem meghatarozhatd 3* nem meghatarozhaté
cep |G4 65+ 6 0,95+0,12 3 -
egyszala | Kontroll > 5000 nem meghatarozhato 3 nem meghatarozhat6
CEB |G4 221 +44 1,1+0,15 -
parcialis , ) , ,
duplex Kontroll > 5000 nem meghatarozhatd nem meghatarozhatd

A G4-specifikus kotés tovabbi aladtdmasztasa céljabol fluoreszcens anizotrdpia
kisérletekben meghatéroztuk a kotési allandé értékeket (Kq) a kontroll és a G4 szerkezetet
tartalmazd DNS szubsztratok esetében. Az EMSA kisérletekben hasznalt egyszalu és parcialis
duplex MYC K és MYC G4, valamint CEB K és CEB G4 szubsztratok mellett az Mgsl
DNS-kdtési kisérletek soran mar bemutatott, MYC GC-gazdag kontroll és MYC C-gazdag
kontrollok esetében is meghataroztuk a kotési allandokat. A kisérletekhez tartozd kotési
gorbék, valamint az illesztések a 19. dbran lathatok, az illesztések alapjan szamitott Kq értékek
pedig az 5. tablazatban talalhatok. A GST-WRNIP1 fehérje minden esetben erésebben kototte
a G4-et tartalmazd szubsztratot, mint azok kontroll parjait. A GST-WRNIP1 fehérje az
egyszali MYC G4 szubsztratot 184 + 36 nM-o0s, a CEB G4 szubsztratot pedig 65 = 6 nM-0s
kotési allandoval kototte. Ezzel 0Osszehasonlitva a kontroll szubsztratok esetében, a
MYC GC-gazdag kontrollt kivéve (3496 + 511 nM), nem tudtuk pontosan meghatarozni a

koteési allando értékeket, mivel az interakcid ehhez tul gyenge volt.
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Parcialis duplex

A Egyszala B
MYC G4 vs. MYC kontroll MYC G4 vs. MYC kontroll
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8 8
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2 2
8 0.101 80.10
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19. bra: Fluoreszcens anizotropia kisérletekben mért kotési gorbék illesztései tisztitott
GST-WRNIP1 fehérje és 5° fluoreszceinnel jeldlt egyszalu vagy parcialis duplex MYC (A-D) és
CEB (E-F) szubsztratokkal. (A) Egyszalid MYC G4 és MYC kontroll, (B) parciélis duplex MYC G4
és MYC kontroll, (C) egyszali MYC G4 és MY C GC-gazdag kontroll és (D) egyszali MYC G4 és
C-gazdag kontroll, (E) egyszali CEB G4 és CEB kontroll, valamint (F) parcialis duplex CEB G4 és
CEB kontroll. A szérasok 3 vagy tébb bioldgiai ismétlés atlagat jeldlik (kivéve a B panelen a
csillaggal jelolt pontok 2 biologiai ismétlés atlagat jelolik). Az abran lathato illesztésekbol
meghatarozott Kq értékek az 5. tablazatban lathatok.
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Ezen szubsztratok esetében (egyszali MYC kontroll, MYC GC-gazdag kontroll,
CEB kontroll) a kétési allandé értkéke 5000 nM felett van. Parcialis duplex MYC G4 esetén a
kotési allandd 108 + 45 nM, CEB G4 szubsztratnal pedig 221 + 44 nM volt. Az egyszalu
kontroll szubsztradtokhoz hasonldéan a parciélis duplex kontroll szubsztratoknal sem tudtuk
pontosan megallapitani a kotési allanddkat a gyenge kotés miatt. A kotési allandd értékeket
ezen esetben is 5000 nM feletti értékre becsuljik (parcidlis duplex MYC kontroll,
CEB kontroll). Irodalmi adatokbol ismert, hogy a WRNIP1 fehérje homo-oktamer formaban
van jelen [147], azonban a DNS-kotési mérések sorén a Hill-fliggvény illesztése soran kapott
Hill-egyutthatdk (n) alapjan nem tapasztaltunk pozitiv kooperativitast. A GST-Mgs1 fehérjénél
lathaté eredményekhez hasonldéan a GST-WRNIP1 fehérje esetben sem volt kooperativitas a
legtobb DNS-szerkezet kotése soran (n = 1). Az egyszali MYC G4 kotés esetében moderalt

negativ kooperativitast tapasztaltunk szemben a duplex MY C G4-gyel.

5.2.2. A WRNIP1 fehérje kotése megvéltoztatja a G4 szerkezetet

Az el6z6ekben bemutattuk, hogy mind az Mgsl, mind a WRNIP1 fehérje nagy
affinitassal és specifikusan kot a G4 szerkezetekhez. Ezutan FRET (FOrster resonance energy
transfer, Forster-féle rezonans energiadtadas) kisérlet segitségével megvizsgaltuk, hogy a
WRNIP1 fehérje képes-e megvaltoztatni a G4 szerkezetet. Ehhez egy 5° Cy5- és 3’ Cy3-jelolt,
CEB G4 szekvenciat tartalmazé egyszali DNS-t hasznaltunk. Jelen esetben a Cy3 a donor
fluorofor, amelyet gerjesztink, és a Cy5 az akceptor fluorofér, amelyet a Cy3 emisszids
energidja gerjeszt. Amennyiben a DNS szubsztrat felveszi a G4 szerkezetet, a két fluorofor
kozotti tavolsag csokken, és elég kozel kerlilnek egymashoz, hogy megtorténjen az
energiaatadas. Azonban, ha a G4 szerkezet nem alakul, a fluoroférok tul messze kerlilnek

egymastol, igy a FRET-jel joval alacsonyabb lesz (20. abra).

| FRET jel 1FRET jel

pommm . ol Saks

: =ik
5’ Cy5 3’Cy3 G4 helikaz \/

20. dbra: A FRET Kisérlet sematikus abrazolasa. Amennyiben DNS szal nem veszi fel a G4
szerkezetet, a Cy3 (sarga) és Cy5 (voros) fluoroforok tavol vannak egymastol és nem torténik meg az
energiatadas (bal). Ha kialakul a G4 szerkezet, a fluoroférok megfeleld tavolsagba kertilnek az
energiaadtadashoz és az altalunk gerjesztett Cy3 fluorofor gerjeszteni fogja a Cy5 fluorofért (jobb).
A két allapot kozott dinamikus egyensuly van, amelyet kiilonb6zé kdrnyezetei tényezok
befolyasolhatnak, példaul a K* ionok vagy G4 helikdzok jelenléte. Az abra a [60]-as tanulmanyaban
talalhat6 &bra alapjan készlilt.
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A Kisérlet sordn egy CEB25 miniszatellita szekvenciat tartalmazo szubsztratot
hasznaltunk, amelyben a G4 az oligonukleotid 5° végén helyezkedett el, amit egy 3’ talnyulo
egyszall szakasz kovetett (2. tAblazat, 20. 4bra). Eldszor ellendriztiik a FRET jel meglétét,
ehhez s6t (KCI, NaCl) tartalmazo, valamint s6t nem tartalmazo pufferben vegeztik a kisérletet
(21. abra). Mivel a G4 stabilizalashoz sziikségesek az egyértékil kationok, ezért K™ jelenléte
nélkil a masodlagos szerkezet nem tud kialakulni. A spektrumon j6l l1athato, hogy sé hianyaban
(piros) nincs energiaatadas, a Cy5 jel alacsony marad, azonban egyértékii kationok jelenlétében
(fekete) jelentésen megné a Cy5 emisszids maximumanak jelintenzitdsa (669 nm)
(21.A abra). Mivel a feherje DNS-interakcidé befolyasolhatja a fluorofér viselkedését, ezert
ezen hatas kizarasnak érdekében a méréseket egy CEB kontroll szubsztrattal is elvégeztik.
Ebben a szubsztratban a G4-et alkotd nukleotidokat méas nukleotidokra cseréltik, igy a
CEB kontroll szubsztrdt nem tud G4-et formalni. A 21.B abran lathat6, hogy a CEB K
szubsztrat esetében KCI és NaCl hozzaadasara sem tapasztalhaté a Cy5 jel emisszids
maximumanak nodvekedése, azonban a vartndl magasabb Cy5 emisszids intenzitast
tapasztaltunk. Ez valdszinlileg a két szubsztrat kozotti kiilonbségnek, valamint a CEB K

szubsztrat szerkezetének kdszonheto.
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21. abra: (A) 3’ CEB G4 és (B) 3°CEB K szubsztrat emisszios spektruma KCI és NaCl
jelenlétében (fekete), valamint KCI és NaCl hianyaban (piros). A Cy3 emissziés maximuma
563 nm-en lathatd, a Cy5 emisszids maximuma pedig 669 nm-en. A G4 szubsztrat esetében, ha
kialakul a G4 szerkezet (egyértékii kationok jelenlétében), lehetévé teszi a Cy3 és a Cy5 kozotti

energiatadast, ami a Cy5 emisszios intenzitasanak novekedéséhez vezet. A kontroll szubsztrat
esetében egyértéki kationok jelenlétében sem alakul ki a szerkezet, igy nem johet létre az
energiataadas és a Cy5 emisszios intenzitasa nem valtozik.

Fluoreszcencia jelintenzitas (cps)

Fluoreszcencia jelintenz
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22. dbra: A WRNIP1 fehérje megvaltoztatja a CEB G4 szerkezetet. (A) Cy3 és Cy5 emisszios
maximumanak jelintenzitasa BLM koncentracidjanak fuggvényében abrazolva; Cy3 és Cy5 emisszids
maximumanak jelintenzitasa GST-WRNIP1 koncentréacidjanak fliggvényében abrazolva (B) CEB G4
szubsztrat esetében és (C) CEB kontroll szubsztrat esetében, (D) CEB G4 Cy5 emisszids maximum és

CEB K Cy5 emissziés maximum hanyadosa GST-WRNIP1 koncentracidjanak fliggvényében
abrazolva.

Miutan megbizonyosodtunk réla, hogy a CEB G4 szubsztrat megfelel6 FRET-jelet ad,
megvizsgaltuk, hogy a WRNIP1 fehérje képes-e megvaltoztatni a G4 szerkezetet. Allandd
koncentraciéju FRET szubsztrathoz (12,5 nM) novekvé mennyiségii GST-WRNIP1 fehérjét
adtunk, és a méréshez a Cy3 fluorofért 548 nm-en gerjesztettik. Az emisszios spektrumot
560 nm és 700 nm kozott vettik fel. Ellen6rzésképp egy ismert G4-kicsavard helikazzal, a
BLM helikazzal [106,108,166] vegeztink méréseket a CEB G4 szubsztraton (22.A abra). Az
abran a Cy3 (563 nm) és Cy5 (669 nm) emissziés maximumait abrazoltuk BLM koncentracid
fliggvényében. Az abrardl leolvashatd, hogy mig a Cy3 emissziés maximuman mért
jelintenzitas egyiitt n6 a fehérjekoncentracioval (vagy a fehérje és a DNS kozotti interakcio
eredményeként vagy a fellazulo G4 szerkezet miatt), addig a Cy5 emisszids maximuma
csokken. A CEB G4 szubsztratnal tapasztalhatod Cy5 jel csokkenése feltehet6leg arra utal, hogy
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a G4 szerkezet fellazult, a két fluorofor tavolabb kerilt egymastol, és igy csokken a Cy5 felé
irdnyulo energiaatadas hatékonysaga. Ezutan GST-WRNIP1 fehérjével is végeztiink méréseket
az emlitett CEB G4 szubsztraton (22.B abra) valamint a CEB K szubsztraton is (22.C abra).
A CEB K szubsztrattal azért végeztink méréseket, hogy elkerlljik a fehérje-DNS
interakcidbdl szarmazd, DNS-szerkezetet nem érintd fluorfor jelvaltozas nem megfeleld
értelmezését. A BLM meréshez hasonléan, a G4 szubsztrat esetében a Cy5 jel is itt aranyosan
csokkent a GST-WRNIP1 koncentraciojanak novekedésével (ATP jelenlétében és hidnyaban
azonos mértékii volt a jelvaltozas, a grafikonon az ATP- mintat abrazoltuk). Azonban
megfigyelhetd, hogy még magasabb WRNIP1 koncentracional sem volt tapasztalhato akkora
mértékii jelvaltozas, mint alacsonyabb BLM koncentracid esetében. Ez a BLM esetében
hatékonyabb G4-kicsavarasra utal. Ellenben, a CEB K szubsztratndl a Cy5 emisszios
maximuman mért jelintenzitas allandé marad, mivel nincs a G4 szerkezet fellazulasahoz
hasonl6 1éptékii szerkezetvaltozas és a fluoroforok tavolsaga nem valtozik jelent6sen. Tovabba
ez alapjan a WRNP1 kotédése nem befolyasolja a Cy5 fluorofor spektralis sajatsagait. Azonban
megfigyelhetd, hogy a Cy3 jel jelentdsen emelkedik a WRNIP1 kotodés hatasdra mind a CEB
G4, mind a CEB K esetében. A FRET hatés szamszeriisitéséhez, a normalizalt CEB G4 Cy5
és CEB K Cy5 jelszintek aranyat abrazoltam (22.D abra). Ezen abrazolas alapjan lathato, hogy
a GST-WRNIP1 mennyiségének ndvelésével aranyosan csokken a Cyb5 jel intenzitasa, tehat
megallapithatjuk, hogy CEB G4 szubsztrat esetében GST-WRNIP1 jelenlétében megvaltozik
a DNS szerkezete.

5.2.3. AWRNIP1 részt vesz a G4 szerkezetek replikaciéjaban

Az invitro kisérleteink eredményei bizonyitjak, hogy a WRNIP1 fehérje nagy
affinitassal és preferencialisan kot a G4 szerkezetekhez, ezért megvizsgaltuk, hogy a WRNIP1
invivo hogyan hat a G4 szerkezetek replikaciojara. Ezekhez a vizsgalatokhoz shRNS-sel
csendesitett WRNIP1-csendesitett emberi sejtkultirat hasznaltunk, amelyeket HT1080
sejtekben hoztunk létre. Els6 1épésként megvizsgaltuk, hogy a WRNIP1 mennyiségének
csokkenese hogyan befolyasolja a replikécios villa haladasanak a sebességét. Kontroll (shCtrl)
és WRNIP1-csendesitett (ShWRNIP1) sejteket 10 uM PhenDC3-mal kezeltiik, amely egy
ismert G4-stabilizdlo molekula, és vizsgaltuk az 1dU beépilésének mertékét. A kisérleti
elrendezést a 23. dbra szemlélteti. A kezeletlen WRNIP1-csendesitett mintdkban varatlan
maodon megemelkedett az IdU-beépiilés mértéke. Ennek magyarazata az lehet, hogy a WRNIP1

szabalyoz6 funkcidjanak hianyaban megemelkedett, de kontrollalatlan DNS szintézis folyik.
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Ugyanakkor, PhenDC3-kezelés hatasara a WRNIP1-csendesitett sejtekben nagy mértékben
lecsokkent az 1dU-beépuilés mértéke a kezelt kontroll sejtekkel 6sszehasonlitva (24. abra). Ez
az eredmény arra utal, hogy a WRNIP1 fehérje részt vehet a G4 szerkezetek replikaciojaban és
hidnyéaban lelassul a G4 szerkezetek replikacidja. A kisérletb6l szarmazoé reprezentativ képeken
is jol lathatd, hogy a WRNIP1-csendesitett PhenDC3-mal kezelt mintakban nagy mértékben
csokkent az 1dU-beeplilés (25. abra).

Mosas

P N EdU 1 PhenDC3
0 ey —
v 30 perc 60 perc

23. dbra: EdU és IdU beépiilésének sematikus dbrézolasa a replikacio sebességének
vizsgalatahoz. A sejteket 30 percig EdU-val jeléljiik, mossuk, majd 60 perc PhenDC3-kezelés és
30 perc IdU-jeldlés kovetkezik.
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24. dbra: A WRNIP1-csendesitett sejtekben PhenDC3-kezelés hatasara lecsokken a replikacio
sebessége. A replikacio sebességét EAU/IdU-beéplilés kdvetésével vizsgaltuk kontroll (shCtrl) és
WRNIP1-csendesitett (sShWRNIP1) sejtekben 10 uM PhenDC3-kezelés hatasara vagy anélkiil.
Mintanként 100 darab sejtet vizsgaltunk. A szorasok 3 bioldgiai ismétlés atlagat jelolik.
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25. &bra:A 24. abran lathatd, a replikacio sebességét vizsgalo kisérletbdl szarmazé reprezentativ
képek. Az abran az EAU- és IdU-beéplilés lathat6 kontroll (shCtrl) és WRNIP1-csndesitett
(shWRNIP1) sejtben kezelés néklil, valamint PhenDC3-kezelés utdn. EdU—piros, 1dU-z6ld.

Az IdU-beépllést anti-ldU anittestekkel jel6ltiik, az EdU-beépllést Click-IT Kit segitségével
vizualizéltuk, a sejtmagokat pedig Hoechst-festéssel jeldltiik.

Amennyiben a WRNIP1 hidnyaban probléma tapasztalhatd a G4 szerkezetek
replikéciojaban, az a replikacios villa elakadasat okozhatja a G4 szerkezetek el6tt. Emiatt
kettOs szalu torések alakulhatnak ki, amelyek genominstabilitast okozhatnak [55-57]. A H2AX
kettés szalu torés hatasara foszforilalodik a 139-es szerinen, amely formajat yH2AX-nek
hivjuk. A yYH2AX mennyisége jol jelzi, ha a sejtben megn6 a DNS szaltrések szama. Mivel
kimutattuk, hogy a WRNIP1-nek szerepe lehet a G4 szerkezetek replikaciojaban, ezért
megvizsgaltuk, hogy WRNIP1-csendesitett sejtekben megné-¢ a yYH2AX mértéke. Kezeletlen
mintdkndl a WRNIP1-csendesitett (ShWRNIP1) sejteknél nem volt szignifikdns valtozas
tapasztalhat6 a kontroll sejtekhez viszonyitva (shCtrl). Azonban a 10 uM PhenDC3-mal kezelt
sejtek estében, a WRNIP1-csendesitett sejtekben jelentésen megnétt a YH2AX mennyisége a
kontrollhoz viszonyitva mindharom vizsgalt mérési pont esetében (4, 6 és 8 dra) (26. bra).
Habar a kontroll sejtekben is kissé megnétt a YH2AX mennyisége, azonban 8 Oraval a kezelés
utan mar visszaallt az enyhén megnovekedett yYH2AX szint az alapallapotra. Ugyanakkor a

WRNIP1-csendesitett mintdkban a YH2AX szintje tovabbra is magas maradt, sét a korabbi

48



mintavételi idépontokhoz viszonyitva is tovabb emelkedett. Ez az eredmény arra utal, hogy a
WRNIP1 szerepet jatszhat a DNS kettésszalu toresek kialakulasaban és azok javitasaban is. A

kisérletbdl szarmazo, reprezentativ sejtek a 27. dbran lathatok.
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26. &bra: A WRNIP1-csendesitett sejtekben megné a kettosszala DNS torések szama
PhenDC3-kezelés hatdsara. Az abran a yYH2AX mértéke lathatd kezeletlen, valamint
10 uM PhenDC3-mal kezelt kontroll (shCtrl) és WRNIP1-csendesitett (sShWRNIP1) sejtek esetében a
kezelést kovetden 4, 6 és 8 0rdval. A WRNIP1-csendesitett sejtekben szignifikansan megné a YH2AX
mértéke PhenDC3-kezelés hatasara a kontroll sejtekhez viszonyitva. A szdrasok 3 bioldgiai ismétlés
atlagat jelolik, a statisztikai analizist Student-féle t-probaval végeztik
(N.S. — nem szignifikéans, * p <0,05).

shCtrl shWRNIP1

& oraval a PhenDC3-kezelés utan

27. dbra: A 26. abran lathato, kettdsszala DNS toréseket vizsgalo Kisérlet reprezentaiv képei
8 oraval a PhenDC3-kezelés utan. A képeken a YH2AX intenzitasa lathatd, amelyeket ImageJ
szoftver segitségével kvantitaltunk.
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5.2.4. A WRNIP1 fehérjének fontos szerepe van a kromoszémaintegritas megorzésében

Az el6z6 Kisérleti eredmenyek fényében, miszerint a WRNIP1-csendesitett sejtekben
jelentdsen lelassult a G4 szerkezetek replikacioja és megnétt a G4 szerkezetek jelenlétéhez
kapcsolodo kett6s szalu torések szama, azt is megvizsgaltuk, hogy ezek a folyamatok
okoznak-e valtozast a kromoszomak szerkezetében. A sejteket 10 uM PhenDC3-mal kezeltiik,
a kromoszomaékat preparaltuk, majd 6sszehasonlitottuk a kezelt sejtek kromoszémait. A
kontroll sejtekben (shCtrl) jelentésen kisebb sz&muU kromoszomatdrés volt lathatd, mint a
WRNIP1-csendesitett  sejtekben  (28. abra). Kezeletlen mintdk esetében a
WRNIP1-csendesitett sejtekben (ShWRNIP1) a kontroll (shCtrl) mintdkhoz képest 2-szer tobb
kromoszomatorés volt mérhetd. Ez az érték PhenDC3-mal kezelt mintak esetén 2,8-szor volt
tobb WRNIP1-csendesitett sejtek esetén. A kisérlet soran preparalt reprezentativ kromoszémak
a 29. brén lathatok.
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28. dbra: WRNIP1-csendesitett sejtekben megné a kromoszémaaberraciok szima
PhenDC3-kezelés hatasara. Kontroll (shCtrl) és WRNIP1-csendesitett (sShWRNIP1) sejtekben
vizsgaltuk a kromoszdémaaberraciok szamat PhenDC3-kezelés hatasara vagy anélkil. Mintanként
40 sejtet vizsgaltunk meg. A szdérasok 3 bioldgiai ismétlés atlagat jeldlik, a statisztikai analizist
Student-prébaval végeztik (*** p<0,001).
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29. &bra: A 28. abran lathato, kromoszomaaberraciot vizsgalo kisérletbdl szarmazé
reprezentativ képek. Kontroll (shCtrl) és WRNIP1-csendesitett (ShWRNIP1) sejtekben vizsgaltuk a
kromoszomaaberraciok szdmar PhenDC3-kezelés hatésara vagy anelkil.
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6. Eredmények megvitatasa

Minden sejt szamara alapvetd fontossagl sajat orokitéanyaguk pontos mdasoldsa. A
hibas masolas a sejt hibas miikodését okozhatja, ami sejthalalt, vagy tobbsejtli ¢161ényekben
rakos elvaltozast is okozhat. Ugyanakkor a hibas masolas egyben az evolicié motorja is. A
replikacio sordn a replikaciot végzd fehérjekomplex mukodését két tényezd gatolhatja és
kényszeritheti hibdk generalaséra: ha serilt a templat DNS, vagy ha a templat valamilyen
masodlagos struktarat vesz fel. Munkank sordn a masodlagos szerkezetek altal okozott
replikacids stresszt vizsgaltuk, mivel ez kiils6 hatasoktol fiiggetlen és a genom szerkezetébdl
adodo, a sejtekben minden osztddasanal fennalld probléma. Kiserleteinkben a G-kvadruplex
szerkezetet hasznaltuk modellként, mint az egyik leggyakoribb és legjobban tanulméanyozott
masodlagos struktdrat. Mivel a G4 szerkezet nagyon komoly replikacids blokadot okoz
(biokémiai kisérletekben kimutattak, hogy a DNS polimerazok egyedil nem képesek
nukleotidot beépiteni ilyen szerkezeteket tartalmazo6 templattal szemben [115,123-125], ezért
arra szamitanank, hogy az evollcioé soran ennek a szerkezetnek a mennyisége csokken, igy
segitve a nagy komplex genomok hatékonyabb és pontosabb masolasat. Valojaban ennek az
ellenkezdje igaz. Az evolicio eldrehaladtaval a potencidlisan G4 szerkezetet formald
szekvenciak mennyisége a genomban nem csak szamszeriileg nd, hanem azok szazalékos
mennyisége is a genom teljes méretéhez viszonyitva [44]. Ez felveti annak lehet6ségét, hogy a
G4 szerkezetek valamilyen fontos szerepet toltenek be a genomokban/genomunkban. A G4
szerkezetek egy régota ismert és alaposan tanulmanyozott formaja a telomer. A kromoszomak
végen talalhato telomerikus ismétl6do szekvenciak (5°-TTAGGG-3’) el6szor Kettdsszala, majd
a kromoszomak legvégén egyszalu formaban vannak jelen. Az egyszali telomerikus ismétlédo
szekvencia pedig G-kvadruplex szerkezetet formal, ami biztositja a kromoszomavégek
stabilitasat, ellenallasat a nukledzokkal szemben, illetve hogy a sejt DNS-javitd mechanizmusai
ne kettds szalu torésként azonositsak a kromoszoémavégeket [11,46]. Azonban, azt csak az
utobbi 1dében fedezték fel, hogy a nagy mennyiségben eléforduld intrakromoszomalis, azaz
kromoszédman beliil elhelyezked6 G4 szerkezetek szamos esszencialis sejtmagi folyamatban
részt vesznek, példaul szabalyozzak a transzkripciot, transzlaciot, részt vesznek a DNS
replikacid iniciacidjaban, valamint az 1IgG gének hiperrekombinacidjaban [45]. Ezek fényében
mar érthetd, hogy a G4 szerkezetek mennyisége miért dusul fel a magasabb rendt eukariota
¢lélények genomjaban, hiszen ezen él6lényeknek komplexebb génexpresszios szabalyozasra
van sziikséglk, és az eddigi eredmények alapjan ebben a G4 szerkezetek fontos szerepet

jatszhatnak. Ennek eredményekent viszont el6all az a kettds helyzet, hogy a genomban nagy
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mennyiségli replikaciot gatld6 DNS struktura talalhatd, amelyeknek pontos replikécioja
letfontossagl a sejt talélésehez és normalis milkodéséhez. Bar ez a felismerés mar
megszuletett, mégis nagyon keveset tudunk a G4 szerkezetek replikaciojardl. Eddig tobbnyire
a G4 kicsavarasat végz6 DNS helikazok azonositasa és a G4 szekvenciék atirdsaban résztvevé
DNS polimerazok utani  kutatasok  voltak az  érdeklédés  kozéppontjaban
[11,45,124,129,167,168]. Ugyanakkor, mivel egy vad tipusu sejt normalis miikkodés soran
nagyon hatékonyan és pontosan masolja G4 szerkezeteket, nyilvanvalo, az emlitett helikazok
és polimerazok 6sszehangoltan miikodnek. Munkank soran olyan G4-kot6 fehérjét/fehérjéket
szerettink volna azonositani, amelyek részt vehetnek a G4 szerkezetek replikaciojanak
szabalyozéasban.

Munkank sordn az éleszt6 Mgsl és a human WRNIP1 fehérjéket vizsgalatuk,
amelyeket az al&bbi okok miatt valasztottunk:
1. Szamos ponton kapcsolatban allnak a replikaciot végzé fehérjekomplexszel
(DNS polimeraz 6 [144,145,147], Ub-PCNA interakcio [141], genetikai kapcsolat az ¢lesztd
Rad18 génnel [142,157]).
2. Kapcsolatban alinak DNS helikdzokkal, amelyek G4-kicsavar6 funkcidval is rendelkeznek
(WRNIP1-WRN interakcio[146], BLM és WRNIP1 hasonlé funkciokkal rendelkeznek [159]).
3. Az éleszté mgsl gén delécioja G4 replikécioval 6sszefiiggd fenotipust okoz (rRNS gének
hiperrekombinacidja) [134].
4. Kulfoldi kollaboratoraink élesztd egyhibrid kisérletben, amelyben G4-koté fehérjéket
kerestek, az élesztd6 Mgsl-et pozitiv talalatként azonositottak (ezt a kisérletet jelen dolgozat
nem tartalmazza) [161].

Vizsgalataink soran a GST-Mgsl és GST-WRNIP1 fehérjéket élesztébol tisztitottuk
(11. &bra, 17. &bra), és kompeticios EMSA kiserletben kimutattuk, hogy az éleszt6 Mgsl
fehérje és az emberi WRNIP1 fehérje egyarant nagy affinitassal és specifikusan kotik a G4
szerkezetet tartalmaz6 DNS szubsztratokat. Ez az eredmény az egyszall, valamint parcialis
duplex G4 szerkezetet tartalmazé DNS szubsztratok esetében egyarant igaz volt (12. bra,
13. &bra, 18.4bra). Tovabba kimutattuk, hogy az Mgsl-G4 interakci6 ATP- és
Mg?*-fiiggetlen (15. &bra). Emellett, az irodalmi adatokkal megegyezden a DNS jelenléte
gyengeén stimulalta az Mgsl ATP-az aktivitasat [134], de a G4 szerkezet a stimulalast tovabb
nem befolyasolta (16.4&bra, 4. tablazat). Fluoreszcens anizotropia kisérletekben
meghataroztuk az Mgsl1 es a WRNIP1 fehérjék, valamint a G4 szerkezetet tartalmazo és a G4
szerkezet nem tartalmazo (kontroll) DNS szubsztratok kozotti kotési allanddkat (Kq értékeket).

Az Mgsl fehérje és a WRNIPL fehérje is preferencialisan koti a G4 szerkezetet tartalmazo
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szubsztratokat azok kontroll parjaival 6sszehasonlitva (14. abra, 3. tablazat, 19. abra,
5. tablazat). Az Mgs1 fehérje esetében a kotési allandoban mért kiilonbség a G4 szubsztrathoz
viszonyitva 33-40-szeres volt egyszald, és 3-8-szoros parcialis duplex szubsztrat esetében.
Korabban egy tanulményban vizsgaltdk az Mgsl fehérje DNS-kotési affinitasat. Itt EMSA
kisérletekkel kimutattdk, hogy a fehérje a vizsgalt szubsztratok kozil (kétszald, nicket
tartalmazo kétszalu, parcialis duplex, 5’ és/vagy 3’ flapet tartalmazé kétszala DNS) a parcialis
duplexet kototte a legerésebben [140]. Kisérleteink eredményeibdl lathatjuk, hogy a kotés
erdsségét a G4 jelentléte tovabb erdsitette. A WRNIP1 fehérje esetében a WRNIP1 és kontroll
szubsztratok kozotti gyenge interakcio miatt a Kq értékeket nem tudtuk pontosan meghatarozni,
azonban egyszalu szubsztrat esetében a G4 szubsztrathoz viszonyitva a legalacsonyabb
kilénbség 19-szeres, a legmagasabb pedig minimum 77-szeres volt; parcialis duplex esetén a
G4 szubsztrathoz viszonyitva ez a kulénbség minimum 47-szeres volt. A WRNIP1 fehérje
esetében ismert, hogy a hosszl egyszalu DNS-t (120 nt) és a parcialis duplexet gyengébben,
mig a replikacids villahoz hasonld szerkezetet (kétszalu karokat tartalmazé Y-villa) er6sebben
koti [151,152]. Az Mgsl-hez hasonléan a G4 motivum jelenléte a WRNIPL estében is
megnovelte a kotési erOsséget a parcidlis duplex szubsztraton. Habar kordbban kimutatték,
hogy a WRNIP1 fehérje homo-oktamer formaban lehet jelen az emberi sejtekben [147], a
DNS-kotési kisérletek eredményeinek illesztése sordn nem tapasztaltunk kooperativitast
(5. tablazat).

Mivel a G4 szerkezet blokkolja a replikaciot és transzkripciot, és a WRNIP1 fehérje ezt
a strukturat koti specifikusan, felmertlt a kérdés, hogy a fehérje képes-e megvaltoztatni a G4
szerkezetet igy csokkentve a polimerazokra gyakorolt blokkold hatast. Ennek vizsgalatahoz
FRET Kkiserletet végeztunk, amelyben kimutattuk, hogy a WRNIP1-CEB G4 interakcio
szerkezeti valtozast okoz a G4 szerkezetet tartalmaz6 szubsztraton. A fehérje kdtésekor
tapasztalhaté alacsonyabb FRET-jel alapjan a WRNIP1 fehérje megvaltoztatja, és nagy
valoszinliséggel fellazitja a DNS szubsztraton 1évé G4 szerkezetet (22. abra).

Mivel in vitro vizsgalatainkban az éleszt6 Mgsl1 és a human WRNIP1 fehérje is egy G4
struktarat kot fehérjének bizonyult, felmeriilt a kérdés, hogy in vivo ezen fehérjék milyen
szerepet jatszanak a G4 replikacidban. Németorszagi kollaboratorunk, Katrin Paeschke
laboratériumabdl szarmazd eredmények bizonyitottak [161], hogy az Mgsl fehérje nagy
mennyisegben jelen van G4 szerkezetet tartalmazé kromoszomaregiokon. Emellett mgs1A
S. cerevisiae sejtekben PhenDC3-kezelés hatasara szignifikansan megnétt a  sejtek
megkett6z6désének idtartama a vad tipusu kezelt sejtekkel 6sszehasonlitva, valamint megnétt

a nagy kromoszomalis atrendezOdések gyakorisdga és a kettdsszalu torések szama a G4-et
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kromoszomarégiokhoz nagyban fligg a Pifl DNS helikéaztol és fliggetlen az Sgsl helikaztol.
Ez arra utal, hogy az Mgsl és a Pifl DNS helikdz egyiittmiikodik a G4 szerkezetek
replikaciojaban, igy azt a modellt feltételezi, hogy a Pifl DNS helikéz (vagy mas, eddig nem
azonositott faktor) ismeri fel a G4 szerkezetet. Az Mgsl a Pifl helikéz interakcids partnerekent
(akar alegységekeént) kerll a G4 szerkezethez, ahol a G4 kotéessel stabilizalja helyzetét, majd
amig a Pifl helikdz kicsavarja a G4 szerkezetet addig az Mgsl odatoborozza a replikacios
komplexet, hogy a még kicsavart allapoti G4 szerkezetet alkoté szekvencia replikécidja
hatékonyan végbemenjen. Természeten jelen allapotban ez a modell még csak hipotézis, de
dolgozunk a folyamat pontos megértésén.

A humén WRNIP1 fehérje szerepének vizsgalatdhoz a G4 replikaciéban human
sejtkultdraban shRNS expresszidval csendesitettik a WRNIP1 fehérje kifejez6dését, majd
ezeket a sejteket tobb kiserleti elrendezésben is vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy az altalunk
hasznalt kisérleti rendszerben a WRNIP1 csendesitése oGnmagaban nem okozott nagy valtozast
a replikacio sebességeben, illetve nem emelkedett meg szignifikdns mértékben a kettds szala
lanctorések mennyisége sem, amelyek a hossza id6re elakadt replikdcids villat jelzik.
Ugyanakkor a WRNIP1-csendesitett sejtekben G4-stabilizal6 PhenDC3-kezelés hatasara
jelent6sen lecsokkent a replikacio sebessege a PhenDC3-mal kezelt kontroll sejtekhez képest
(24. abra, 25. dbra). Ennek megfeleléen, a replikacios villa gyakori és hosszas elakadasa miatt,
nagymértékben megemelkedett a kettds szalu lanctorések szama
(26. &bra, 27. abra). Kiemelten érdekes, hogy habar a vad tipust, PhenDC3-mal kezelt
sejtekben is megfigyelheté nagyon kis mértékii emelkedés a kettds szalii lanctorések
mennyiségében, azok mennyisége a kezelést kovet6 8. 0ra utan visszadll a kezeletlen allapot
szintjére. Ezzel szemben a WRNIP1-csendesitett sejtekben a kezelés utani 8. 6réig
folyamatosan n6 a kettds szalu lanctorések szdma. Ennek egyik oka lehet, hogy a replikacios
villa elakadasa miatt Gjabb, alternativ replikacios origok aktivalédnak, amelyek azutan a G4
szerkezeteknél szintén elakadnak, tovabb novelve a kettds szalu torések szamat. A kettdsszalu
torések folyamatos névekedésének masik oka pedig az lehet, hogy mivel a WRNIP1 fehérje
szerepet jatszhat a rekombindcié folyamataban is, igy a sejt a keletkezett kett6sszall
lanctoréseket nem tudja megfelelé Utemben kijavitani. Az, hogy pontosan mi torténik a
WRNIP1-hianyos sejtekben a stabilizalt G4 szerkezetek replikéacidja soran tovabbi vizsgalatok
targyat képezi. Kulonosen annak fényében, hogy a WRNIP1 fehérje interakcios partnere, a
Werner (WRN) helikaz képes a G4 szerkezetek feloldasara in vitro. A WRN és esetleg mas

RecQ helikézok szerepének vizsgalata ebben a rendszerben egy érdekes és eldremutat6 1épése
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lehet annak, hogy feltarjuk a G4 replikacio szabalyozasanak mitkodését. Kimutattuk tovabba
azt is, hogy a WRNIP1-hianyos sejtekben torténé PhenDC3 kezelésnek kdszonhetéen lelassult
replikacionak és az emiatt kialakuld kettds szali torések nem maradnak kdvetkezmények
nélkiil, mivel ezekben a sejtekben nagy mennyiségli kromoszomaaberraciot mutattunk ki
(28. abra, 29. abra).

Az irodalmi adatokbol, valamint a kisérleteink eredményeibdl is latszik, hogy az Mgs1
¢s a WRNIP1 fehérj¢k valdszintileg multifunkcionalis fehérjék. Mindkét fehérje szamos
ponton kapcsolddik a replikécids villahoz, tébbek kozott az Ub-PCNA-hez is [137], ami a
hibatolerancia utvonalban bet6ltott szerepre utalhat. Emellett egy friss tanulmany szerint az
Mgsl fehérje gatolja a templatvaltason atesett replikacios villak nemkivanatos
rekombindciojat, igy csokkentve a genominstabilitast [143]. Ugyanakkor az a tény, hogy az
Mgsl és a WRNIPL fehérje is kolcsdnhat a replikativ polimeraz 8-val, és befolyasolja a
polimeraz aktivitast [144,145,147] azt mutatja, hogy a DNS hibatolerancia ttvonalon kivil méas
szereplk is lehet a fehérjeknek. Ezen funkcié nélkilézhetetlenségét mutatja, hogy a DNS-
hibatolerancia utvonalban defektiv éleszt6 torzsek (rad6A radl8A) szintetikus letalitast
mutatnak mgs1A ¢éleszt6 hattéren [142]. Munkénk eredmeényei arra utalnak, hogy az Mgsl
DNS-hibatolerancia utvonaltol fliggetlen szerepe a G4 szerkezetek és mas blokkol6 strukturak
replikacidjahoz kapcsolodhat, és a rad6A rad18A mgslA torzsek ezért mutatnak szintetikus
letalis fenotipust.

Tovébba a WRNIP1 fehérjét a WRN interakcié partnereként azonositottak [146],
valamint ismert, hogy mind a WRN, mind a BLM helikéaz képes kicsavarni a G4 szerkezeteket
és rész vesz azok replikaciéjaban [106,108,166,169-171]. Korabban csirke DT40 sejteken
vizsgaltak a WRNIP1-WRN és WRNIP1-BLM genetikai kdlcsonhatést [159]. Ezen vizsgalatok
soran az eredmenyek azt mutattdk, mind a WRN, mind a BLM heliké&zzal val6 vizsgalata sorén,
hogy a WRNIP1 fehérje bar hasonld hibajavitd Gtvonalakban miikodik, csak részlegesen
miikddik egyiitt a BLM vagy WRN helikdzzal. Emellett azt is kimutattak, hogy bizonyos
esetekben a BLM ¢és WRN helikazok is egy komplexben mikddnek [109], igy az is
elképzelheté, hogy invivo valdjdban egy BLM-WRN-WRNIP1 heterotrimer komplex
miikddik bizonyos esetekben.

Osszefoglalva eredményeinket, kimutattuk, hogy az éleszté Mgs1 és a human WRNIP1
fehérje is nagy affinitassal, preferencialisan koti a G-kvadruplex DNS szerkezeteket in vitro,
valamint a WRNIP1 fehérje képes megvaltoztatni (fellazitani) a G4 szerkezetet. Kisérleteink
eredményei alapjan in vivo mindkét fehérje hianyaban nagy mértékben sériil a G4 replikacid
mechanizmusa. Tovabba kollaboratorunk kimutatta, hogy az Mgsl fehérje egylittmiikodik a
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Pifl DNS helikazzal, amely a legjelentésebb DNS helikdz a G4 replikacio folyamatdban
¢lesztében [161]. Mindezek tiikrében ugy gondoljuk, hogy in vivo mindkét fehérje fontos, bar
lehetséges, hogy részben kiilonbozd szerepet jatszik a G4 szerkezetek replikacidjaban és ezaltal
a genomintegritas megdrzésében. Jelenlegi munkank arra fokuszal, hogy tisztdzzuk ennek a
harom fehérjének a szerepét a G4 replikacidban.
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1. Magyar nyelvi osszefoglalo

A sejtek tulélése szempontjabdl kiemelten fontos a genetikai informéacio pontos
masolasa, azonban a DNS replikaciot szamos tényez6 akadalyozhatja: a DNS karosodasok
mellett a stabil masodlagos DNS szerkezetek is gatolhatjak a folyamatot. A masodlagos
szerkezetek kozil az egyik legfontosabb a guanin-gazdag egyszali DNS-en kialakuld
G-kvadruplex (G4) szerkezet. A kromoszoman vald elhelyezkedésiuk helyétol figgden
feloszthatjuk 6ket telomerikus és intrakromoszomalis G4-ekre. Az intrakromoszomalis G4-ek
nem véletlenszeriien helyezkednek el a genomban, hanem replikacids origok kdzelében,
valamint génpromoterekben vannak jelen leggyakrabban. Emberben a szamukat a hasznalt
algoritmustol és szekvenciatol fiiggéen 300 000 és 700 000 kozotti értékre becsulik. Szamos
szerepllk van a sejtben: részt vesznek a replikacio, a transzlaci6 és a transzkripcio
szabalyozésaban, szamos onkogén promoterében is megtalalhatdéak, ahol jelenlétiikkel
szabalyozz&k az adott gén transzkripcios szintjét, szabalyozzak a repliké&cids origok
miitkodését, az IgG immunoglobulinok rekombinaciojat, valamint a telomerikus G4-ek védik a
kromoszomavégeket.

A G4-ek a replikacio soran akadalyt képezhetnek a replikacids apparatus szamara,
azonban a fent emlitett szerepik miatt kiemelten fontos ezen szekvenciak hibamentes
masolasa. Amennyiben mutéciok alakulnak ki a G4 szekvenciaban, az eredeti masodlagos
szerkezet megvaltozhat és igy példaul megsziinhet az onkogének transzkripcios gatlasa, ezért
a replikacié sordn a sejtek szamara elengedhetetlen a G4 szerkezet kicsavarasa és pontos
masolasa. Az eddigi tanulmanyokban mar szdmos helikazrél és DNS polimerazrol
beszamoltak, amelyek képesek feloldani és méasolni a G-gazdag szekvenciakat, azonban a
folyamat pontos mechanizmusa és a folyamatot szabalyozé egyéb fehérjék sem ismertek még.
Munkank soran a G4 replikacio jellemzését és a folyamathoz kothetd szereplk azonositasat
tliztiik ki célul.

Az éleszt6 Mgsl (Maintenance of genome stability 1) fehérje, valamint human
homoldgja a WRNIP1 (Werner interacting protein 1) fehérje megfeleld jeloltnek bizonyultak,
mint a G4 replikécid potencialis 0j résztvevoi. Mindkét fehérjének fontos szerepe van a
genomstabilitds fenntartasaban és funkciojuk szorosan kapcsolodik a replikaciés villahoz.
Ismert az Mgsl eés a PCNA kozétti kdlcsonhatés, valamint az Mgsl es a WRNIP1 is képes
interakcioba 1épni az élesztd, valamint human polimeraz & bizonyos alegységeivel. Emellett
mindkét fehérje kapcsolatba hozhaté a G4 replikacioban résztvevé helikazokkal: élesztében
ismert az Sgsl helikdz és az Mgsl, humanban pedig a WRN RecQ helikaz és a WRNIP1
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kapcsolata. Tovabba Mgs1 hianyaban a G4 replikacioval 6sszefliggésbe hozhato fenotipus, az
rRNS genek hiperrekombinéacidja tapasztalhato. Feltételezéseinket alatamasztotta még, hogy
németorszagi kollaboratoraink egy éleszt6 egyhibrid kisérletben, amelyben G4-kot6 fehérjéket
kerestek, kimutattdk az Mgs1-G4 motivumok kozotti interakcidt. Ezen adatok alapjan igéretes
jeloltnek gondoltuk az Mgsl és a WRNIP1 fehérjéket, mint a G4 replikacioban résztvevo
potencialis szereploket.

Megvizsgaltuk, hogy az Mgs1 fehérje in vitro kdlcsdnhatasba lép-e G4-et tartalmazo
DNS szubsztratokkal. A DNS-koétési affinitds vizsgélatahoz egy onkogén, a Myc gén
promotereben talalhatd Myc2345 parallel G4 szerkezetet formalo szekvenciat hasznaltuk.
El6szor EMSA kisérletekben vizsgaltuk a MYC G4 és a GST-Mgsl fehérje kozotti
kolcsonhatést, amit egy kontroll szubsztrathoz hasonlitottunk. A kisérleteket egyszalu,
valamint parcialis duplex szubsztrattal is elvégeztik, mivel a parcialis duplex szubsztrat jol
modellezi az esetlegesen G4 szerkezet miatt elakadt replikacios villat. Kisérleteink azt
mutattak, hogy az Mgs1 fehérje preferencialisan koti a G4-et tartalmazd szubsztratokat azok
kontroll parjaval Osszehasonlitva, ami egyszalt, valamint parcialis duplex szubsztratot
tartalmazod kisérletekben is igaz volt. Tovabba kimutattuk, hogy a Mg?* és az ATP jelenléte
nem befolyasolta a DNS-kotés erdsségét. A preferencidlis kotés tovabbi bizonyitasat, valamint
a kotési allando (Kq) pontos meghatarozasat fluoreszcens anizotropia Kisérlettel végeztik. A
fluoreszcens anizotropia kiserletekben az EMSA kisérletekben méar emlitett G4 és kontroll
szubsztratok mellett megvizsgaltunk egy GC-gazdag kontrollt is, amely GC-tartalma
megegyezett a MYC G4 szubsztratéval, valamint a MYC G4 komplementer szélaval, egy
C-gazdag oligonukleotid szubsztrattal is vegeztink méréseket. A GST-Mgsl és a MYC G4
szubsztrat kozotti interakcid eréssége egyszala, valamint parcilis duplex formaban egyarant
szignifikansan erésebb volt, mint a kontroll szubsztratoknal. Tovabbd ATP-4z kisérletben
bizonyitottuk, hogy az Mgsl DNS-fiigg6 ATP-az aktivitasat nem befolyasolja a G4 jelenléte;
MYC G4 és kontroll szubsztrat esetében is hasonld mértékii stimulalast tapasztaltunk.
Kollaboréatoraink in vivo kisérletei kimutattak, hogy az mgs1A sejtek szignifikansan lassabb
ndvekedést mutatnak PhenDC3-kezelés hatésara, amely egy G4-stabilizalé kis molekula.
Emellett Mgsl hidnyaban magasabb a nagy kromoszomalis atrendez6dések, valamint a
kettsszalu torések szdma a G4-et tartalmaz6 kromoszomalis régiokban. Ezen eredmények arra
utalnak, hogy az Mgsl-nek fontos szerepe van a G4 szerkezetek feloldasaban, és ezéltal a
genomstabilitds megdrzésében.

Az Mgsl fehérjéhez hasonldan, a WRNIP1 fehérje esetében is megvizsgaltuk, hogy
in vitro kolcsonhatasba lép-e a G4 szerkezetekkel. EMSA kisérlettel vizsgaltuk a WRNIP1
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fehérje, valamint a korabban emlitett MYC G4 és MYC kontroll kdz6tti interakciot. Emellett
egy masik G4 szerkezet formald szekvenciat, a human CEB miniszatellita szekvenciajat is
megvizsgaltuk, amely parallel G4-et formal. Kompeticiés EMSA kisérletekben kimutattuk,
hogy a GST-WRNIP1 fehérje preferencialisan koti a MYC G4 és a CEB G4 szubsztratokat a
kontroll parjukkal 6sszehasonlitva egyszalu, valamint parcialis duplex forméaban is. Ezutan, a
kotesi allandd pontos meghatarozasa céljabdl, fluoreszcens anizotrdpia kiserleteket végeztik
az aldbbi szubsztratokkal: egyszalu és parcialis duplex MYC G4, MYC kontroll, CEB G4 és
CEB kontroll, valamint egyszald MYC GC-gazdag kontroll és MYC C-gazdag kontroll. A
GST-WRNIPI1 fehérje minden esetben szignifikansan er6sebben kototte a G4-et tartalmazo
szubsztratokat azok kontroll parjaval 6sszehasonlitva. Ezutan megvizsgaltuk, hogy a WRNIP1
fehérje képes-e kitekerni a G4 szerkezetet. Ezt egymolekula FRET Kkiserlettel ellendriztiik,
amelyben Cy5-Cy3 jeldléssel ellatott CEB G4-et tartalmazd szubsztratot hasznaltunk.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a GST-WRNIP1 fehérje képes megvaltoztatni a G4
szerkezetet, mivel a fehérje hozzaadasaval csokkent a FRET-jel, ami a fluoroférok
eltavolodasara, és ezéltal a DNS szubsztrat szerkezetvaltozésara utal. Tovabba in vivo
kisérletekben igazoltuk a WRNIP1 fehérje szerepét a G4 replikéciéban. Eredményeink azt
mutattdk, hogy WRNIP1 hidanyaban nagy mértékben megnd a kettds szalu torések, valamint a
kromoszomaaberraciok szama PhenDC3-kezelés hatasara. Emellett EdU-IdU beépiilés
kdvetésével azt is megallapitottuk, hogy WRNIP1 hidnyaban lelassul a replikécié sebessége a
PhenDC3-mal kezelt sejtekben.

Osszefoglalva eredményeinket elmondhatjuk, hogy kimutattuk, hogy az éleszté Mgsl
és a human WRNIP1 fehérjék és a G4 szerkezetek kozotti interakciot, valamint azt, hogy ezen
fehérjék hianyaban probléméak tapasztalhatok a G4 szerkezetek replikaciojaban, ami
genomistabilitast eredmenyez.
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8. Summary of the PhD thesis

Correct copying of genetic information is of the utmost importance for the survival of
cells, but several factors can hinder DNA replication: besides DNA damage, the process can
be also inhibited by stable secondary DNA structures. One of the most important secondary
structures is the G-quadruplex (G4), which is formed on guanine-rich, single-stranded DNA.
Based on their chromosomal location the G4s can be classified as telomeric and
intrachromosomal. The intrachromosomal G4s are not randomly distributed in the genome,
they are found most often near replication origins and gene promoters. In humans, depending
on the employed algorithm and consensus sequence, their number is estimated approximately
between 300 000 and 700 000. G4s have numerous functions in the cells: they are involved in
the regulation of replication, translation and transcription, they can be found in oncogene
promoters, where they can regulate the transcriptional level of these genes, they are involved
in the regulation of replication origin firing, the recombination of 1gG immunoglobulins, and
telomeric G4s protect the chromosome ends.

During replication the G4s can block the replication apparatus, however, because of
their substantial roles, the correct replication of these sequences is particularly important. If
mutations occur in the G4 sequence, the original secondary structure can be modified, and so
the transcriptional repression of the oncogenes may be hindered. Because of this, the unwinding
and correct replication of G4 structures is indispensable for the cells. Several studies described
helicases and polymerases which are able to resolve and replicate G-rich sequences, however,
the precise mechanism of the process and its other regulatory proteins of it are not know yet.
During this work, our aim was to characterize the G4 replication and identify players in this
process.

The yeast Mgs1 (Maintenance of genome stability 1) protein and its human homologue,
the WRNIP1 (Werner interacting protein 1) protein proved to be suitable candidates as
potential new players in G4 replication. Both proteins are important for the maintenance of
genome stability and their functions are closely linked to the replication fork. The Mgs1-PCNA
interaction is known; additionally, Mgs1l and WRNIP1 also can interact with certain subunits
of the yeast and human polymerase 9, respectively. Besides, both proteins can interact with
helicases involved in G4 replication: in yeast the connection between the Sgsl helicase and
Mgs1 is known, and in human the connection between the WRN RecQ helicase and the
WRNIP1 proteins was described. Furthermore, in the absence of Mgs1 a G4-related phenotype

is observed, the hyper-recombination of rRNA genes. Our presumptions were also strengthened
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by our German collaborator’s data; in yeast one-hybrid experiments, where they were looking
for G4-binding proteins, Mgs1-G4 interaction was found. Based on these data, the Mgsl and
WRNIP1 proteins were promising candidates as potentional players in G4 replication.

First, we examined if the Mgs1 protein can interact with G4-containing DNA substrates
in vitro. For DNA-binding experiment the Myc oncogene promoter, the Myc2345 parallel
G4-forming sequence was used. The interaction between MYC G4 and GST-Mgs1 protein was
compared to a control substrate in an EMSA setup. The experiments were performed with
single-stranded as well as partial duplex substrates, as the partial duplex is a good model as a
G4-blocked replication fork. Our experiments showed that the Mgsl protein preferentially
binds the G4-contatining substrates compared to their control pairs. This result was shown with
single-stranded and partial duplex substrates as well. Furthermore, we demonstrated that the
presence of Mg?* and ATP does not affect the strength of the DNA-binding. Fluorescence
anisotropy method was used to further confirm the preferential binding and to precisely
determine the binding constant (Kg). In fluorescence anisotropy experiments, besides the
previously mentioned G4 and control substrates used in EMSA experiments, a GC-rich
substrate was also used, which GC-content was identical to the MYC G4 substrate, as well as
the MY C G4 complementary strand, a C-rich oligonucleotide was used in these measurements.
The interaction between GST-Mgsl and the MYC G4 substrate was significantly stronger
compared to the control substrates both in single-stranded and in partial duplex form. In
ATPase experiments we provided evidence that the DNA-dependent ATPase activity of Mgsl
is not affected by the presence of G4; the stimulation of the ATPase activity was similar in the
presence of MY C G4 and control substrate as well. Our collaborator’s data showed that Amgsl
cells show significantly slower growth upon PhenDC3 treatment, which is a G4-stabilizing
small molecule. Besides, the number of gross chromosomal rearrangements and double strand
breaks increases in the absence of Mgsl in G4-contaning chromosomal regions. These results
indicate that Mgs1 has an important role in resolving G4 structures and thus in the maintenance
of genome stability.

Similarly to Mgs1 protein, we also investigated if WRNIP1 interacts with G4 structures
in vitro. The interaction between the WRNIP1 protein and the previously mentioned MYC G4
and MYC control substrates was measured using the EMSA method. Besides the MYC
sequence, another G4 structure forming sequence, the human CEB minisatellite sequence,
which forms a parallel G4, was also investigated. In competitive EMSA experiments we
showed that the GST-WRNIP1 protein preferentially binds the MYC G4 and the CEB G4

substrates compared to their control pairs both in single-stranded and partial duplex form. Next,

62



in order to precisely determine the binding constant, fluorescence anisotropy measurements
were performed with the following substrates: single-stranded and partial duplex MYC G4,
MY C control, CEB G4 and CEB control, as well as single stranded MYC GC-rich control and
MYC C-rich control. The binding efficiency of GST-WRNIP1 towards G4-containing
substrates was significantly stronger in every instance compared to their control pairs.
Afterwards we investigated if the WRNIP1 protein is able to unwind the G4 structure. This
was performed with a single-molecule FRET experiment, where a Cy5-Cy3-labelled CEB G4
containing substrate was used. Our results showed that the GST-WRNIP1 protein is able to
unwind/alter the G4 structures, as upon addition of higher protein concentration the FRET-
signal decreases, which implicates bigger distance between the fluorophores and thus change
in the structure of the DNA substrate. Furthermore, the role of WRNIP1 in G4 replication was
confirmed in in vivo experiments. The results showed that in the absence of WRNIP1 the
number of double-strand breaks and chromosome aberrations is increased upon PhenDC3
treatment. Additionally, by monitoring EdU-IdU incorporation we determined that in the
absence of WRNIPL1 the replication speed is slowed down in PhenDC3-treated cells.

In summary, our results showed the interaction between yeast Mgsl and human
WRNIP1 proteins and G4 structures, and in the absence of these proteins problems occur in

the replication of G4 structures resulting genome instability.
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