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Bevezetés

A sejtek szamaéra létfontossagl a genetikai informacié pontos és
hibamentes masolasa, mivel az elakadt replikacids villa mutéacidk,
szaltérések, és genomatrendezddések kialakulasahoz vezethet, aminek
koévetkezménye rakos sejtek kialakulasa vagy sejthalal is lehet. A replikacio
folyamatat szamos tényez6 akadalyozhatja. Ilyenek lehetnek a kiilso és belsd
forrasokbol szdrmazé DNS-hibdk, DNS-széltorések és keresztkotések,
valamint a kettds hélixtdl eltéré stabil masodlagos DNS szerkezetek is. A
stabil masodlagos DNS szerkezetek kozil az egyik legismertebb a
G-kvadruplex (G4) szerkezet, amely egyszall guanin-gazdag DNS-en tud
kialakulni. Szdmos fontos biol6giai funkcidja ismert, ilyen a telomerek
védelme, 1gG immunglobulinok rekombinacidja, emberben megtalalhatdk
replikacios origék kozelében, valamint szabalyozzak bizonyos gének
transzkripcios és transzlacios szintjét is. A genomban ezek a szerkezetek nem
véletlenszerlien helyezkednek el, és az evollcid6 soran nagyobb
konzervaltsagot mutatnak, mint a kdrnyez6 genomikus szekvenciak. Az
emberi genomban nagy mennyiségben taldlhatunk G4 szerkezeteket az
onkogének promoter régidiban, ezért amennyiben ezekben a szekvenciakban
mutacié keletkezik, megndhet az onkogének szintje a sejtben. Ezért is
kiemelten fontos ezen szekvenciak pontos replikacidja, azonban mivel stabil
masodlagos szerkezetet alkothatnak, megakaszthatjak a replikacids villat.
Ismertek mar helikdzok, valamint polimerazok amelyek részt vesznek a G4
szekvencidk kitekerésében és atirdsaban, azonban a folyamat pontos

mechanizmusa és a folyamatot szabalyozé szereplék még nem ismertek.



A S. cerevisiae Mgsl (Maintenance of genome stability 1) fehérje,
valamint H. sapiens homoldgja, a WRNIP1 (Werner interacting protein 1)
fehérje tdbb szempontbdl is igéretes jeldltnek bizonyultak, mint a G4
szerkezetek replikacidjaban résztvevd potencialis jeloltek. Az Mgsl fehérje
fontos szerepet jatszik a genomstabilitds megdérzésében élesztoben. Mindkét
fehérje szorosan kapcsolédik a replikaciés apparatusban talalhato
fehérjékhez. Tébbek kozétt ilyen a polimeraz 8, valamint a PCNA fehérje is.
A WRNIP1 fehérje emellett kapcsolatha 1ép a WRN helikazzal és TLS
polimerazokkal is. Mindkét fehérjérél leirtak, hogy interakcioba 1épnek
kiilonbo6z6 tipust DNS-szerkezetekkel, azonban a G4-k6t6 aktivitasukat még
nem vizsgaltak. Emellett németorszagi kollaboratoraink éleszté egyhibrid
kisérletben kimutattak, hogy az Mgs1 fehérje in vivo interakcioba 1ép a G4
szerkezeteket tartalmaz6 régidkkal. Ezen ismeretek alapjan munkank az
Mgsl eés a WRNIP1 fehérjek jellemzésére fokuszalt a G4 szerkezetek
replikaciojaban.



Célkitilizések

Munkank soran a G4 szerkezeteket tartalmazd DNS szekvenciak
replikaciojanak folyamatat szerettik volna jobban megérteni. Ehhez a
folyamatban résztvevé 1j fehérjéket kerestiink. A vizsgéalatok soran
azonositottunk a S. cerevisiae Mgsl fehérjét, és annak H. sapiens
homoldgjat, a WRNIP1 fehérjét, mint potencialis résztvevoket és vizsgaltuk
a G4 szerkezetek replikacidjaban jatszott szerepiket. A kérdéseink

megvalaszolasahoz az alabbi kisérletek elvégzését tiiztiik ki célul:

S. cerevisiae Mgsl fehérje:

) Az Mgsl fehérje DNS-kotési affinitasanak in vitro jellemzése G4
szerkezetet tartalmaz6 DNS-szubsztrattal (EMSA és fluoreszcens
anizotrépia médszerekkel).

. Az Mgsl fehérje ATP-az aktivitdsanak in vitro jellemzése G4

szerkezetet tartalmaz6 DNS-szubsztrat jelenlétében.

H. sapiens WRNIP1 fehérje:
) A WRNIP1 fehérje DNS-kotési affinitasanak in vitro jellemzése G4

szerkezetet tartalmaz6 DNS-szubsztrattal (EMSA és fluoreszcens

anizotrépia médszerekkel).
o A WRNIP1 fehérje G4-kitekerd aktivitdsanak in vitro jellemzése
FRET moddszerrel.

) A WRNIP1 fehérje szerepének in vivo jellemzése a genomstabilitas
fenntartaséban.
) A WRNIP1 fehérje szerepének in vivo jellemzése a replikacio

sebességének szabalyozasaban.



Alkalmazott médszerek

o Az élesztd Mgsl és a human WRNIP1 fehérjék tisztitdsdhoz
szilkséges  plazmidkonstrukciok  létrehozésahoz  restrikcios
emésztést, LR reakcidt, ligalast, plazmidtisztitast, valamint
baktérium és éleszt6 transzformalast hasznaltunk.

. A fehérjetisztitast GST-affinitaskromatografia modszerrel végeztiik,
és a tisztitas eredményét gélelektroforézissel ellendriztiik, amelyhez
denaturalé poliakrilamid gélt hasznaltunk.

. A GST-Mgsl és a GST-WRNIP1 fehérjék DNS kotési affinitasat
in vitro EMSA (electrophoretic mobility shift assay) modszerrel
vizsgaltuk, amelyhez nativ poliakrilamid gélt hasznaltunk.

. A GST-Mgsl és a GST-WRNIP1 fehérjék pontos DNS-kotési
allandojanak (Kq) meghatarozasat in vitro fluoreszcens anizotrépia
modszerrel végeztiik.

. A GST-Mgsl fehérje ATP-az aktivitdsdnak vizsgalatat in vitro
piruvat-kindz laktat-dehidrogendz alapu kisérletben végeztik.

) A GST-WRNIP1 fehérje G4 szerkezetre gyakorolt hatdsat in vitro
FRET modszerrel vizsgaltuk.

o A WRNIP1 fehérje genomstabilitasra gyakorolt hatasat in vivo a
yH2AX és a kromoszomaaberraciok mennyiségének kovetésével
ellendriztiik.

o A WRNIP1 fehérje G4-replikacioban betoltott szerepét in vivo az
EdU/1dU beéplilésének kdvetésevel vizsgaltuk.



Eredmények

S. cerevisiae Mgsl fehérje:

Az Mgsl fehérje preferencidlisan koti a G4-et tartalmaz6 DNS
szubsztratokat azok kontroll parjaval 6sszehasonlitva in vitro

EMSA Kkisérletben tisztitott fehérjepreparatum segitségével
vizsgaltuk, hogy a fehérje interakcioba lépe-e a fluoreszcensen jeldlt
MYC G4 szerkezetet tartalmazd szubsztrattal, wvalamint a kontroll
szubsztratokkal. A tisztitott fehérjeprepardtum egyszald, valamint parcialis
duplex formaban is preferencialisan kototte a G4-et tartalmazo6 szubsztratot
annak kontroll parjaval 6sszehasonlitva.

Ezutdn a kotési allandd (Kg) értékek pontos meghatarozasahoz
fluoreszcens anizotrépia mddszert hasznaltunk, amellyel meger6sitettiik az
EMSA kisérlet eredményeit. A kisérletben MY C G4-et, valamint kiilonb6zd
kontroll szekvencidkat tartalmazé szubsztratokat hasznaltunk. Az Mgsl
fehérje a G4-et tartalmazé egyszalu szubszratot 7 + 2 nM kotési allanddval
kototte, a kontroll szubsztratokat pedig 33-40-szer gyengébben. Parcidlis
duplex formaban a G4 esetében mért Ky érték 24 + 4 nM volt, a kontroll

szubsztratok kotési allandoja ennél 3-8-szor volt gyengébb.



A G4 motivum jelenléte nem befolyasolja az Mgsl fehérje ATP-az
aktivitasat in vitro

Piruvat-kinaz laktat-dehidrogenaz alapu kisérletben vizsgaltuk a
fehérje ATP-4z aktivitdsst MYC G4, valamint kontroll szubsztrat
jelenlétében. A G4 motivum nem befolyasolta szignifikansan az ATP-az

aktivitast a kontroll szubsztrattal 6sszehasonlitva.

H. sapiens WRNIP1 fehérje:

A WRNIPL1 fehérje preferencialisan koti a G4 szerkezetet tartalmazo
DNS szubsztratokat in vitro

A tisztitott GST-WRNIP1 fehérje DNS-k6td képességét elészor
kompeticios EMSA kisérletben vizsgaltuk MYC és CEB G4 szubsztratokon.
A fehérje mindkét tipusi G4 szubsztratot preferencialisan kétotte azok
kontroll parjaval Osszehasonlitva. Ezutan a kotési allandd (Kg) pontos
meghatarozasahoz fluoreszcens anizotropia méréseket vegeztiink. A fehérje
a mindkeét tipust G4 szubsztratot szignifikansabban erdsebben kototte azok
kontroll parjaival 6sszehasonlitva egyszalu és parciélis duplex formaban

egyarant.

A WRNIP1 fehérje megvaltoztatja a G4 szerkezetét in vitro
FRET kisérletben vizsgaltuk, hogy a WRNIP1 fehérje
megvaltoztatja-e a CEB G4 szerkezetet. Kontrollként egy ismert G4-kiterekd

helikdzt, a BLM helikézt hasznaltuk. Eredményeink azt mutattak, hogy a



WRNIP1 fehérje kis mértékben képes megvaltoztatni a G4 szerkezetét, ami

azonban jelentdsen elmarad a BLM helikaz aktivitasatol.

A WRNIP1 fehérjének szerepe van a replikacié sebességének
szabalyozésaban in vivo

Kontroll, valamint WRNIP1-csendesitett sejteket kezeltiink
PhenDC3-mal, ami egy széleskoriien hasznalt G4-stabilizal6 molekula, majd
vizsgaltuk az EdU és 1dU nukelotidanalégok beéplilésének sebesseéget. A
kisérlet eredményei azt mutattdk, hogy WRNIP1-csendesitett sejtekben
PhenDC3-kezelés hatasara nagy mértékben lecskkent a replikacio sebessége

a kontroll sejtekkel 6sszehasonlitva.

A WRNIP1 fehérjének fontos szerepe van in vivo a genomstabilitas
fenntartasaban

YH2AX  mennyiségének  kovetésével  vizsgaltuk,  hogy
WRNIP1-csendesitett sejtekben hogyan valtozik a kettGsszalu torések szama
PhenDC3-kezelés hatdsdra. Kimutattuk, hogy a kezelés hatdséra
szignifikdnsan megnétt a yYH2AX mennyisége a kontroll sejtekkel
dsszehasonlitva.

Ezutan annak ellendrzéséhez, hogy a megfigyelt nagy szamu
kettdsszalil torés milyen hatassal van a genomintegritisra, vizsgaltuk a
kromoszomak szerkezetét is. Kontroll, valamint WRNIP1-csendesitett
sejteket PhenDC3-mal kezeltiink, preparaltuk a kromoszéméakat, és
megszdmoltuk az elvéltozasokat mutatd kromoszomékat. Eredményeink azt
mutattdk, hogy WRNIP1 hidnyaban nagy mértékben megndtt a

kromoszdémaaberraciok szama PhenDC3-kezelés hatasara.



Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy azonositottuk az élesztd
Mgs1 fehérjét, valamint human homoldgjat, a WRNIP1 fehérjét, mint a G4
replikacioban résztvevd 0j szerepl6ket. EMSA és fluoreszcens anizotropia
kisérletekben kimutattuk, hogy mindkét fehérje preferencialisan kéti a G4
szerkezeteket in vitro. Emellett a WRNIP1 fehérje in vitro képes volt
megvaltoztatni a CEB G4 szerkezetet FRET mérésben. A WRNIP1
fehérjének tovdbba fontos szerepe van in vivo a genomstabilitas
fenntartdsdban és a replik&cié zokkenémentes haladdsaban is, mivel
hidnyaban PhenDC3-kezelés hatasara HeLa sejtekben megnétt a kettds szala
torések szama, és ezaltal a kromoszomaaberraciok mennyisége, valamint

lecsokkent a replikacio sebessége.
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