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Kutatocsoportunk azzal a céllal indult el, hogy a kanonikus A- és B-DNS szerkezetek mellett
a nem-kanonikus nukleinsav motivumok szerkezetét jellemezze spektroszkdpiai €s egyéb biofizikai
modszerekkel. Mivel a nukleinsav motivumok a tavoli UV tartoméanyban jelentds CD jelet adnak, igy
feltételezésiink az volt, hogy a fehérjékhez hasonldéan ezen spektrumok komponenseinek értelmezése,
geometridhoz valo tarsitasa lehetdséget ad egy szerkezetbecslé mddszer kidolgozasara. Az elmult 3
évben szamos nem-kanonikus DNS szerkezethez tartozd CD spektroszkdpias vizsgalatot végeztiink
el. Méréseinkhez az ELTE TTK Kémiai Intézetében taldlhatd Jasco J-810 asztali CD késziiléket
hasznaltuk, valamint 6 sikeres miszerhasznalati palyazatnak koszonhetéen a francia SOLEIL
Szinkrotron forras DISCO nevii allomasan szinkrotron radiacios CD (SRCD) miiszerét hasznaltuk.
Mintaként pedig a PDB adatbazisban atomi felbontasu térszerkezettel rendelkez6 motivumokat
valasztottunk ki, rendeltiink meg oligonukleotid forméban, majd mindség-ellendrzés utan kiillonbozo

kortilmények kozott vizsgaltuk a szerkezetiiket (1. bra).
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(1BNA), B: i-motif (1YBL), C: DNS stemloop (10LD), D: G-triplex (2MKO). Sajat mérések.

A funkciondlis DNS motivumok vizsgalatanal a f6 hangstlyt a G-kvadruplex (G4)
szerkezetére helyeztiik. Ezek olyan DNS ¢és RNS szekvencidk esetében alakulhat ki, melyek magas
guanin tartalommal jellemezhetd, a szerkezet alapjat pedig 4, egy sikba rendezdd6 guanin bazis altal
alkotott tetrad szerkezet adja, stabilizalja. A G4 szerkezetek tobbféle elrendezésben johetnek 1étre: a
tetradot alkotod guaninok, valamint az 6ket hordozé cukor-foszfat gerinc egymashoz képesti lefutasa
alapjan megkiilonboztetiink parallel, antiparallel valamint hibrid G4 szerkezeteket. da Silva és
munkatarsai dolgoztak ki egy quadruplex topologiai rendszert, mely 26 lehetséges csoportot tartalmaz
(da Silva, Chemistry, 13(35):9738-9745, 2007.) Ezt a rendszert dolgoztuk tovabb és hataroztunk meg
alosztalyokat a tetrddonkénti bazisorientaciok (syn/anti) alapjan. A 26 csoportbdl 16 csoporthoz,
Osszesen 94 alosztalyhoz talaltunk példat a PDB adatbazisban.
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Ez alapjan a topologiai osztalyozast kovetve alkottuk meg adatbazisunk, a G4SDB (G-
kvadruplex Spectral DataBase) gerincét: célunk az volt, hogy ezeket a csoportokat geometriailag
jellemezziik, valamint tarsitsunk hozzajuk olyan spektroszkopiai méréseket, amelyekkel az egyes
csoportok, alcsoportok karakterizalhatoak. 397 monomolekuléaris G4 szerkezet PDB-térszerkezetét
jellemeztiik geometriai szempontbol (csavarodasi szogek, planaritds, H-hid mintazat, szekvencialis
adatok, stb.), gylijtottiink metaadatokat a kisérleti elrendezésre vonatkozéan (mddszer: X-ray, NMR;
hémérséklet, ionerd, iondsszetétel, stabilizalo kismolekula jelenléte, stb.)

A tamogatott idészakban Osszesen 84 oligonuleotid spektralis tulajdonsagait vizsgaltuk
kiilonbozoé koriilmények kozott. Vizsgalati modszereink kozott szerepelt a CD spektroszkopia
mellett, abszorpcids spektrumok felvétele, flureszcencia vizsgalatok, DSC mérések (lasd késébb),
valamint sejtes rendszer(i vizsgalatok is. Eredményeinket a topoldgiai osztalyozasra ¢épiild
adatbazisunkhoz illesztettiik a kisérletekre vonatkozd metaadatokkal egyiitt. Az igy kapott adatbazis
hianypotlo, ugyanis a jelenleg elérhetd ilyen tipusu adatbazisok csupan az irodalmi adatok kis részét
tartalmazzak, nincs sztenderdizalva a mérésekrol elérhetd adatok formaja, nem kereshetd, és nem

vagy csak korlatozottan tartalmaznak atomifelbontasu térszerkezettel jellemezhetd adatokat.

Moédszerfejlesztés

A spektroszkopiai adatainkra tdmaszkodva elkezdtiink kidolgozni egy szerkezetvizsgalo
moddszert, amely a jovOben képes lesz spektroszkopiai eredmények alapjan becslést adni az
oligonukleotid térszerkezetére vonatkozoan. A modszer mogott alld matematikai modellek terén a
klasszikus linedris modell mellett kidolgoztunk egy nem-linedris modellt is, illetve gépi tanuldsi és
mesterséges intelligencia modelleket is alkalmaztunk. Ezen moddszerek fejlesztése jelenleg is

folyamatban van.

Uj G4 topologiat megvalésito szekvenciak keresése és validalasa

Az altalunk Osszegylijtott szekvencidlis, térszerkezeti és spektralis adatokra tdmaszkodva
megvizsgaltuk, hogy a lehetséges 26 G4 topoldgia ,,hianyz6™ 10 csoportja (melyekre még nem ismert
atomi felbontdsu szerkezet) modellezhetd-e. Célunk volt, hogy olyan szekvencidkat keressiink,
melyek olyan szerkezetet vesznek fel, amelyek ezen 10 topoldgia osztaly egyikébe tartoznak. A
valdszinliségszamitason és térgeometriai szamitdsokra alapozva minden csoportra tobb jelolt-

szekvenciat hataroztunk meg, melyek koziil 2-2 oligonuklotidot rendeltiink meg.
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Eredményein azt mutatjdk, hogy sikeresen azonositani tudtunk egy 0j G4 topologiat
megval6sité szekvenciat, amely a PPDML jelolést kapta. A kiindulasi szekvencia mellett, annak
toldalékos (flanking) variansait is megterveztiik és megvizsgaltuk. Eredményeink azt mutattak, hogy

az 1j G4 topoldgia hosszabb oligonukleotid részeként is képes kialakulni.

Sejtes vizsgalatok

Szintén az adatbézis részét képezik majd a fluoreszcens partnerek jelenlétében végzett
mikroszkopos vizsgalatok eredményei is. Célunk kettds volt: a piacon elérhet6 fluoreszcens festétek
specifitdsanak vizsgalata, valamint alkalmazhatosaguk vizsgalata ) topologidk sejten beliili

kimutatasara. Eredményeinket a 2-4. dbra mutatja.

—m= tubulin

2. abra: SH-SYSY sejteken végzett vizsgalatok alapjan a kereskedelmi forgalomban kaphaté G4 antitestek
(G4-1H6 és BG4) nem specifikusak DNS kvadruplexekre. Az alkalmazott kezelés soran a sejtplazma teriiletén
észlelt jelek feltehetden RNS kvadruplexekhez kdthetdek.
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3. 4bra: A kiilonbdz6 RNaz és DNaz kezelésen atesett mHippoE-14 sejteken végzett vizsgalatok alapjan
bebizonyosodott, hogy ezen antitestek mind az RNS-, mind a DNS-kvadruplexek kimutatdsara alkalmasak, s
a differencialashoz sziikséges a fixalt tenyészet enzimatikus eldkezelése.

- Biotynilated-PPDML ' - Biotynilated-
revControl

- tubulin

- tubulin

4. 4bra: Biotin jelolt PPDML-lel kimutatasra keriilt, hogy a tervezett, feltehetden 0j topologiaval rendelkez6
G4 szekvencia mHippoE-14 sejtek esetében a citoplazmaba lokalizaloédik, mig a kontrollként alkalmazott
biotin jelolt PPDML nem ad jelet mHippoE-14 sejtek esetében kiilonb6zé kezelések hatasara- PhenDC3
kvadruplex stabilizalo agens jelenlétében ugyanezen eredmények reprodukalhatdak.

Célunk volt tovabba a PPDML szekvencia sejten beliili kimutatasa mellett annak kotdpartnereit is
feltérképezni. Ehhez a biotin jelolt PPDML oligonukleotidokat alkalmaztunk pull-down
kisérletekben (5. abra). Ezek az eredmények a jelentés elkésziilte eldtti napok eredménye, igy sajnos
a gélen lathat6 savok szekvenalasi eredményeirdl, a partnerek azonositasarol egyelére nem tudunk
beszamolni.
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5. abra: A PPDML szekvenciaval kdlcsonhat6 fehérje partnerek azonositasara alkalmazott pull-down vizsgalat
soran a biotin jeldlt PPDML minték esetében (3, 5, 7) SDS-poliakrilamid gélen is jol azonosithato, hogy a
streptavidin (¢) mellett ~15 kDa-nal egy erételjes sav jelenik meg a teljes sejt extraktumokbol végzett kisérlet
soran. Illetve tobb, kevésbé kifejezett komponens is feldisul. A kapott mintakbol a fehérje partnerek LC-
MS/MS technikéval torténd azonositasa tovabbi tervek kozott szerepel.

A mérési protokoll

A mérések soran kiilonds jelentdsége van annak, hogy a mintak ne csupan stabil, hanem topoldgiailag
homogén populaciot tartalmazzanak. Szamos esetben ugyanis a kialakult G4-rendszerek nem
monodiszperz szerkezetként vannak jelen, hanem tobb, egymadssal egyensulyban all6 konformer
keverékeként. Ez kiillondsen kritikus akkor, amikor kis koncentraciovaltozas — akar egyszerii higités
— 1is képes eltolni a szerkezeti egyensulyt egy masik dominans topologia iranydba. Ennek
kontrollalasara a CD- és SRCD-mérések kiegészitéseként differencidlis pasztazo kalorimetrias (DSC)
vizsgalatokat végeztiink, mivel a DSC nemcsak a termodinamikai stabilitds meghatdrozasara
alkalmas, hanem érzékenyen jelzi a mintak heterogenitasat, tobb olvadasi atmenet jelenlétét, illetve a
reverzibilitds mértekét is (6. abra). Természetesen a hdkezelés a kordbbi méréseink esetében is
megtorténtek, de a protokoll kidolgozasa és publikalasa szempontjabdl jelentds, hogy ennek hatasat

DSC mérésekkel is szemléltetni tudjuk.
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6. abra: Antiparallel G4 szerkezetet mutatd oligonukleotid differencialis pasztazd kalorimetrias
felflitési gorbéje hokezelés nélkiil (feliil), illetve hdkezelés utan (alul). Lathato, hogy az ismételt
hokezelés hatasara a kezdeti heterogén populdcidban az alacsony hdstabilitassal jellemezhetd

konformécio részaranya jelentésen megno.

Publikaciok, konferenciak

A tamogatott idészakban tobb jelentds publikacid sziiletett a kutatdcsoport munkdjdhoz
kapcsolédoan. Murvai Nikoletta, a kutatocsoport posztdoktordnak elsdszerzds publikacidjaban az
alfa-szinuklein keresztkotott valtozatanak amiloidképzddést gatld hatasat, valamint a modositas altal

kivaltott szerkezetvaltozasokat vizsgaltuk tobbek kozott cirkularis dikroizms spektroszkopidval.

2025-ben négy publikacionk is megjelent. A Protein Science hasabjain publikaltuk a
fehérjeaggregatumok CD spektroszkopiaval torténd szerkezetvizsgalatara vonatkozo protokoll
cikkiinket, melyben a kutatécsoport vezetdje utolsd ¢és levelezd szerzoként szerepel. Ebben a
publikaciéban az aggregacidkutatisban érdekelt kutatok mellett minden szerkezetvizsgélatban
érdekelt kutatd hasznos tandcsokat és megoldasokat talal a cirkuldris dikroizmus spektroszkdpiai
mérések tervezésével és kivitelezésével kapcsolatban. A publikacié jelentds nemzetkdzi visszhangot

kapott konferencidkon, illetve a megjelenés ota eltelt egy évben 32 tudomanyos cikkben hivatkoztak.

Masik nagy jelentdségli publikacionk a rangos Nucleic Acids Research folyoiratban jelent
meg a kutatocsoport tagjai altal fejlesztett szerkezetvizsgdld modszerrél. Az algoritmus
fejlesztésében, illetve a kisérletes validalasban kozponti szerepet jatszottak a kutatocsoport tagjai. A
modszer alapjat ado matematikai modell a korabbi algoritmusoktdl merdben eltérd megkozelitésen

alapul: a biomakromolekuldk esetében korlatozott szdmban elérhetd referencia adatok altal
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reprezentalt szerkezeti tér alapjan egy nem-linearis modell alapjan szamol. Ez a mddszer egyszerre
szolgaltat robusztus becslést ¢s flexibilitast korlatozott adatkészlet hasznalataval, amely a nukleisav

motivumok (vagy mas biomakromolekuldk) szerkezetvizsgalata esetén fundamentalis szempont.

2025 év végén jelent meg a Protein Science folydiratban Tantos Agnes (HUN-REN)
foszforilacios modositasarél. Munkankban a fehérjék, illetve nukleinsav molekuldk CD-
spektroszkopidval torténd szerkezetbecslésérdl az elmult évek alatt szerzett tapasztalataink kdzponti

szerepet jatszottak.

Dr. Murvai Nikoletta — kutatocsoportunk sokoldali posztdoktora — egy magyar-gorog
kollaboraci6 keretében vizsgalta egy y-CD-szdrmazék és a természetben eléfordulé aminoszteroid
fitotoxinok kolcsonhatasait spektroszkopiai modszerekkel és életképességi tesztek segitségével. Az
eredményeket bemutatd publikacid Carbohydrate Polymers folyoiratban (impakt faktor: 12.5; D1)
jelent meg [Kalydi et al., Carbohydrate Polymers 366:123824; 2025].

Csoportunk doktorandusz hallgatojanak, Moussong Evéanak elsdszerzé cikke jelenleg biralat alatt

van és védését ez év masodik felére tervezi.
Eddig megjelent publikécioink:

1. Szabd B, Micsonai A, Kardos J, Tantos A. Phosphorylation event changes the RNA binding
mode of EZH2 disordered segment. Protein Science (2025) IF: 5,2

2. Kalydi E, Murvai N, Saridakis E, Mavridis IM, Malanga M, Kardos J, Yannakopoulou K,
Beni S. Molecular encapsulation of the aminosteroid phytotoxins solanidine and a-solanine
by sugammadex: new insights into atomic-level interactions. Carbohydrate Polymers.
366:123824 (2025) IF: 12,5

3. Micsonai A, Wien F, Murvai N, Nyiri MP, Balatoni B, Lee YH, Molnar T, Goto Y, Jamme
F, Kardos J. BeStSel: analysis site for protein CD spectra — 2025 Update. Nucleic Acids
Research 53(W1):W73-W83 (2025) IF: 13,1

4. Kardos J, Nyiri MP, Moussong E, Wien F, Molnar T, Murvai N, Téth V, Vadaszi H, Kun J,
Jamme F, Micsonai A. Guide to the structural characterization of protein aggregates and
amyloid fibrils by CD spectroscopy. Protein Science 34: 70066 (2025) IF: 5,2

5. Murvai N, Gellén G, Micsonai A, Schlosser G, Kardos J. Cross-Linked a-Synuclein as
Inhibitor of Amyloid Formation. Int J Mol Sci. 24:13403 (2023) IF 4,9

Eredményeinket szamos hazai és nemzetk6zi konferencian mutattuk be (meghivott eléadoként,
illetve poszter szekcidban): Biophysical Society Annual Meeting (BPS2025), 19th International
Conference on Chiroptical Spectroscopy (CD2023), 20th International Conference on Chiroptical
Spectroscopy (CD2025), JASCO webinars, ELTE TTK Bioldgiai Intézeti el6adassorozat.

A tamogatott id3szak uj nemzetkozi kapcsolat kiépitése terén is sikeres volt. Dr. Banréti Agnes,

az Universit¢ Cote d’Azur munkatarsaval ko6zos projektek kidolgozasaba kezdtiink.
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Kutatocsoportjanak fokuszaban a homokiralitas megbomlasa, a heterokiralis fehérjék detektalasa és
karakterizalasa all. Agnes vezetésével keriil benytjtasra egy nemzetkozi COST palyazat, melyben a
kisérletes doménban kaptunk vezetd szerepet a biomakromolekuldk heterokiralitdsanak
vizsgalataban.

Megkeresést és egyiittmiikddési ajanlott Prof. Jonathan Chaires (University of Luisville) és Prof.
Michaela Vorli¢kova (Institute of Biophysics of the Czech Academy of Sciences), akik mindketten a
G-kvadruplex szerkezetek vizsgéalatanak elismert ¢s meghatarozd szakértdi. A két szaktekintéllyel az
adatbazisépités €s szerkezetvizsgalati modszer kidolgozasanak témajaban terveziink egyiittmikdodni
¢s kozos palyazati lehetoségetek keresni.

A JASCO, japan miszergyartd cég 2022-ben licence szerzddés keretében megvasarolta és
miiszereibe beépitette a csoportunk altal korabban kidolgozott BeStSel, fehérje CD elemz6 szoftvert.
A céggel azobta is szoros partneri kapcsolatot dpolunk, és nagy érdeklédést mutatnak a nukleinsavakat
érintd eredményeink irdnt is.

A vallalasoknak megfelelden az els6 évben benytjtasra keriilt egy palyami a Magyar Tudomanyos
Akadémia altal kiirt Lendiilet palyazati felhivasara. A projekt célja az EKA Kutatocsoporti Palyazat
kutatdsi tervének bdvitése: az adatbazishoz beszerezhetd oligonukleotidok szdmanak jelentds
novelése; egy fluoriméter beszerzése €és az adatbazis novelése a motivumok fluoreszcencia
spektrumaival; a szerkezetvizsgdld modszer alkalmazasa biologiailag relevans problémak
vizsgalatara (virusgenom szerkezet, Ret-szindroma molekularis/szerkezeti okainak vizsgalata,
kotranszlaciés RNS folding). Sajnos a palyazat nem nyert tdmogatast, igy a kutatasi tervben szerepld
kisérletekre mas forras(ok) elnyerését céloztuk meg. Benytjtasra keriilt tobb NKKP palyazat is
hasonl6 célokat kitlizve, azonban az elmult években ezekre tdmogatast nem sikeriilt elnyerniink. A
2026-0s ¢évi felhivasra szintén nyUjtottunk be palyazatot az eddigi visszajelzések
figyelembevételével.

Belsd sikeres palyazat utan részt vettiink az ELTE altal 2026 februarjaban benyujtott GINOP+
palyazataban, ahol egy 0j CD spektropolariméter beszerzését céloztuk meg. Amennyiben a palyazat
nyer, ugy az ELTE TTK Biokémiai Tanszékén is elérhetévé valik jo6 mindségii, nagykapacitasi

adatgylijtés, ami jovobeli céljainkat segiti.

Jovobeli kutatasok

Célunk a G-quadruplexek (G4-ek) szerkezetvizsgalatanak egyik alapvetd, jelenleg sem teljes
korlien standardizalt kérdésének vizsgalata: egy olyan altalanosan elfogadhatdo mérési ¢és
mintael6készitési protokoll kialakitasa, amely biztositja a kiilonbdzd laboratériumokban végzett

spektroszkopiai, kalorimetrids ¢és szerkezetbiologiai mérések kozotti reprodukalhatdsagot és
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Osszehasonlithatosagot. Tovabba célunk a jelenlegi adatbazisunkat a mérést értékeld informaciokkal
is ellatni irodalmi adatok (és sajat méréseink) esetében.

Jovobeni kutatédsi iranyunk egyik kozponti célja 01j G4-topoldgidk azonositasa és kisérletes
validalasa. A tamogatott iddszakban végzett elemzések alapjan megtervezett és vizsgalt,
potencialisan 1j topologiat mutaté szekvencidk mellett, a tobbi, eddig nem ismert topologidhoz
tartoz6 G4 szerkezet tulajdonséagait is szeretnénk feltarni. Ennek részeként célzott 01j oligonukleotid-
tervezés, CD/SRCD/DSC validacid, nativ PAGE, valamint sziikség esetén NMR egyiittmiikodésben
torténod szerkezetellenOrzés sziikséges.

A kutatasi irany kiterjesztése soran fontos célunk a G4 szerkezetek képzodésének sejtes
kornyezetben torténd vizsgalata eukariota sejtvonalakban, kiilondsen neurodegenerativ és daganatos
modellekben. Ez lehetdséget nyujt az topoldgiaspecifikus kdtdpartnerek keresésére is. Hosszabb tava
cél annak meghatarozasa, hogy az azonositott kotdpartnerek és topologiai sajatossdgok alapjan
milyen irdnyban sziikséges tovabbfejleszteni a jelenlegi G4 genomikai feltérképezési technikakat,
ideértve a G4-ChIP-seq, CUT&Tag, ligandum-asszisztalt pull-down ¢és strukturalis footprinting
modszereket. Kiilonosen fontos lehet olyan 0j detekcids stratégidk kidolgozédsa, amelyek nem
kizarolag stabil, hosszl élettartami G4-eket detektdlnak, hanem az atmeneti, stresszfliggd vagy
fehérjék altal modulalt konforméciokat is.

EzOton i1s koszonjik az EKA tamogatasat, mely nélkiilozhetetlen volt kutatasi céljaink

megvalositasahoz!
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