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Roviditésjegyzék

BER: bazis kivagasos javités (base excision repair)

DEB: diepoxibutan

DNS: dezoxiribonukleinsav

dpf: napos (days post fertilization)

dTTP: dezoxitimidin-trifoszfat

dUTP: dezoxiuracil-trifoszfat

hpf: 6rés (hours post fertilization)

LMP: alacsony olvadaspontl agar6z (low melting point agarose)
MTZ: anyai-zigotikus atmenet

PCR: polimerizacios lancreakcio (polymerase chain reaction)
RNS: ribonukleinsav

SMUGL1.: egy-szal specifikus monofunkcionalis uracil-DNS-glikozilaz (Single-strand-
selective Monofunctional Uracil-DNA Glycosylase )

UDG: uracil-DNS-glikozilaz
UNG: uracil-DNS-N-glikozilaz

ZGA: zigotikus genom aktivacioja



Osszefoglald

Az 6roklodés szempontjabol kulesfontossdga DNS molekulédk a hagyomanyos szemlélet szerint
négy f6 (kanonikus) bazist tartalmaznak: adenint, citozint, guanint és timint. Azonban az elmult
évek kutatasai ravilagitottak arra, hogy a DNS-ben mas, ,,nem-kanonikus” bazisok, példaul az
uracil is megjelenhet. A gerincesek genomjaban az uracil f6ként atmeneti hibaként jelentkezhet,
amely kialakulasat vagy (1) a DNS-polimerazok altal torténé hibas dUTP beépités, vagy (2) a

citozin dezaminacidja okozhatja.

Mivel az uracil jelenléte potencialisan mutagén hatasu és ezaltal veszélyezteti a sejtek genetikali
stabilitasat, az uracil DNS-b6l valo eltavolitasara hibajavitdé mechanizmusok evolvalodtak. Az
egyik legfontosabb ilyen mechanizmus a bazis kivagasos javitas (Base Excision Repair — BER),
amely soran az uracil-DNS-glikozilaz (UDG) enzimek eltavolitjak az uracilt a DNS-b6l. A
gerincesek egyik f6 UDG-je az UNG2 enzim, amelynek ortologja (Unga) megtalalhaté a

csoportunk &ltal modellként hasznalt zebradanio (Danio rerio) genomjaban is.

A kutatasom célja az Unga és mas UDG enzimek miikddési zavaraibol eredd hossza tava
fejlodési  és genomikai kovetkezményeinek feltardsa mutdns zebradanid torzsek
felhasznalasaval. Ehhez CRISPR/Cas9 technologiaval létrehozott génkiltéses unga-/-
zebradanié vonalakat hasznaltam, amelyek segitségével feltérképezem az uracil eltavolitdsanak

elmaradésa altal kivaltott hatasokat a genom stabilitasara ¢s az egyedfejlodésre.



Bevezetés

A DNS-t a hagyomanyos személet szerint 4 bazis alkotja: timin, adenin, citozin és guanin.
Ugyanakkor ez a szemlélet leegyszerusiti a valosagot, hiszen tobb olyan esetrél tudunk az
¢lovilagban, ahol nem ez a négy bazis alkotja kizardlag a DNS-t, példaul bizonyos
bakteriofagokrdl kiderlt, hogy a DNS-uk uracilt tartalmaz timin helyett (Kiljunen mtsai., 2005;
Takahashi & Marmur, 1963). Az ilyen felfedezések megkérddjelezik a kanonikus bazisok

kiz&rdlagossagat a DNS-ben.

Az uracil az egyik olyan nem-kanonikus bazis, amely gyakorisagara a gerinces genomban az
elmalt évek kutatésai vilagitottak ra. Sokaig problémat okozott a kutatbknak a normal human
sejtek DNS-ében 1év6 uracil mennyiség pontos mérése, mivel erre alkalmas modszerek nem
igazan léteztek. De egy megbizhaté modszert bemutatd tanulmany szerint egy mikodé DNS
javitasi apparatussal rendelkez0 human sejt genomjaban 400-600 uracil talalhato

(Galashevskaya és mtsai., 2013).

Az uracil a DNS-be két ismert modon épiilhet be. Az els6 lehetéség a citozin dezaminacidjanak
folyamata, amely soran a citozin spontan vagy kémiai behatdsok miatt elveszti az
aminocsoportjat, igy uracilla alakul. Ennek a folyamatnak eredményekent U-G ,,mismatch”-ek
jonnek létre a genomban, ami replikdcié soran mutéaciéhoz vezethetnek, mivel az uracil
adenninnel bazisparosodik, ahelyett hogy a guanninnal kétédne, ami eredetileg a citozin parja
lenne. Igy G -> A tranziciok jonnek létre, ha a dezaminalt citozint nem javitja ki a sejt. Mivel a
citozin dezaminacio egy nagyon gyakran lejatszédd spontan folyamat a sejtekben, igy
evolucidsan az a védekezOmechanizmus fejlodott ki, hogy a DNS nem tartalmaz uracilt, igy a
citozin dezaminacidjanak eredményeként keletkez6 U-G mismatch-nél tudja a DNS javitd

mechanizmus, hogy az uracil a hibas, kivagando6 bazis.

A masik lehetséges oka az uracil jelenlétének a DNS-ben, a DNS-polimeraz hibas dUTP
beépitése dTTP helyett. A legtébb DNS-polimeraz nem tudja megkulénboztetni a timint és az
uracilt, igy ezek beépiilésének aranya csak attdl fiigg melyik vesz részt nagyobb eséllyel a
reakcioban  (Vértessy & Toth, 2009). A reakcid végbemenetelét pedig a
szubsztratkoncentraciok befolyasoljak, vagyis, hogy dTTP-bdl vagy dUTP-bél van tobb a
sejtben a DNS-polimeraz kozelében. igy a legtobb sejt magas dTTP:dUTP aranyt tart fel harom
f6 enzimatikus utvonal segitségével (1. &bra): (1) de novo DNS szintézis, (2) ,.kimenté”
(salvage) dTMP bioszintézis, (3) dUTPaz enzim altal katalizalt dUTP hidrolizis dUMP +PPi-
vé (Békési és mtsai., 2021).
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1. dbra: A sejtbeli dTTP:dUTP ardnyt befolydsolé enzimatikus utvonalak ésszefoglaldsa. (Abra forrdsa:
Békési és mtsai., 2021.)

Az els6 kett6 Gtvonal a dTMP szintézissel novelik a dTTP mennyiségét, mig a dUTP-4z a dUTP
bontéssal csdokkenti a dUTP mennyiséget. Ezek a folyamatok egytttesen alacsony dUTP:dTTP
aranyt eredményeznek, igy a normalisan funkcionald sejtekben ritka a DNS-polimeraz altali
dUTP beépités.

A hibas dUTP beépités nem mutagén, mivel igy A-U bazisparok jonnek létre, amelyek nem
okoznak hibat a DNS és RNS szintézisben. Ugyanakkor a magas dUTP:dTTP arany az
ugynevezett timin-mentes sejthalalhoz vezethet, amely soran a DNS magas uracil tartalma miatt
a hibajavito enzimek sok helyen elvagjak a cukor-foszfat-gerincet, ami tobb 1épcsdn keresztiil

-z ez

2009).

Lathato a fent leirtak alapjan, hogy az uracil eltavolitasa a genombol rendkivil fontos a
genomi integritas fenntartasahoz, igy hibajavit6 mechanizmusok evolvalédtak erre a feladatra.
Ezt a feladatot ellatd f6 mechanizmus a bazis kivagasos javitas (base excision repair — BER).
Ez a DNS javitasi Ut az uracil-DNS glikozilazok (UDG) aktivitasaval indul, amelyek a hibas
nukleotidot felismerve eltavolitjak annak bazisat a DNS kett6s hélixébol. A bazis glikozid

kotésének hidrolizise utan egy apirimidines/apurinos (AP) hely jon létre, amelyet az AP-



endonukledzok (APE1, APE?2) dolgoznak fel. Ezek az enzimek a cukor-foszfat lancot az
abazikus hely 5' végén hasitjak, torést hozva létre a DNS-ben. (Roberts & LaBonte, 2023)

A DNS-javitas két iranyban is folytatodhat: rovid- vagy hosszl-szakaszos BER utjan. Rovid-
szakaszos BER esetén a DNS-polimeraz 3 (Polf) az abazikus helyre illeszti a megfeleld
nukleotidot, majd eltavolitja a felesleges dezoxirib6z-foszfatot (dRP) lizaz aktivitasaval, majd
a DNS-ligaz 111 (Lig3) és az XRCC1 ko-faktor végzi el a lanc lezérasat. (Krokan et al., 2014).
HosszU-szakaszos BER-ben a Pold, Polp vagy Pole és a PCNA hosszabb DNS-szakaszt
szintetizalnak az AP helytdl, elmozditva az alatta 1év0 nukleotidokat (beleértve az 5> dRP-t
is). Az igy képz6dott flap-et a flap endonukledz 1 (FEN1) tavolitja el, majd a DNS-ligaz 1
(Ligl) zarja le a lancot. A megvaldsul6 utvonal a DNS-polimerdzok elérhetdségétdl és poszt-

transzkripcios modosulasaiktol fiigg. (Békési et al., 2021; Roberts & LaBonte, 2023).
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2. dbra: A révid-szakaszos és hosszu-szakaszos BER DNS javitdsi utvonalak schematikus vazlata. A
képen jelélt UDG enzimek dltaldban az UNG és SMUG1 enzimek. (Abra forrdsa: Z. Roberts & J.
LaBonte, 2023.)

A gerincesek genomjaban az uracil eltdvolitasaért foként két enzimesalad felelds: az uracil-

DNS-N-glikozilazok (UNG) és a Single-strand-selective Monofunctional Uracil-DNA



Glycosylase (SMUGL). Ezek kozul az UNG enzimek jatsszak a dominans szerepet: human
sejtekben végzett kisérletek szerint az UNG végzi a genomi uracil kivagés tobb mint 90%-at
(Chon és mtsai., 2019).

Az UNG evolucids jelentdségét mutatja nagyfoku konzervaltsaga: homologjai megtalalhatok a
baktériumoktdl kezdve az élesztgombakon at egészen a gerincesekig. A zebradanié genomban
két paraldg is talalhatd, amelyek kézdl a dominans unga gén altal kddolt fehérje 70%-o0s
szekvencia-azonossagot mutat a human UNG2-vel, ami arra utal, hogy funkciéja is

nagymértékben konzervalt. (GeneCards. n.d)

A masodik f6 uracil-DNS glikozilaz tipus, a SMUGI, szintén fontos szerepldje a BER
hibajavitd rendszernek, bar aktivitdsa elmarad az UNG-ét6l. A két enzimcsalad egyiittes

mitk6dése biztositja a hatékony uracil-eltavolitast a DNS-b6L1.

A genom stabilitasanak fenntartasahoz tehat két parhuzamos mechanizmus 6sszehangolt

miikodése sziikséges:
1. A sejti dUTP szintek alacsonyan tartasa, ami megeldzi az uracil beépiilését.
2. A mar beepllt uracil hatékony eltavolitdsa az UNG és SMUG enzimek altal.

Ez a kettds védelmi rendszer biztositja a DNS uracilmentességét, s ezaltal a genetikai

informacié pontos megdrzését.



Célkitlizések

A kutatdsom kdzponti célja az uracil-DNS glikozildzok (UDG) szerepének mélyebb megértése,
kilonos tekintettel az unga és smugl gének DNS-javitasban és biologiai funkcidkban betdltott
szerepére. Ezen célkitlizés érdekében CRISPR/Cas9 technologiaval UDG-hidnyos zebrahalakat
hoztunk létre, hogy a mutdnsok és a vad tipusi egyedek 6sszehasonlitasaval
tanulmanyozhassuk a termékenységet, a DNS-hibajavitast és a genomi uracilszintek

dinamikéjat.



Anyagok és modszerek

Az () mutans zebradanio torzsek létrehozasa
A Kkutatasaim soran két mutans vonalat vizsgaltam: az unga®“2¥¢23 (tovabbiakban unga™) és a

smug1¢18elul® (tovabbiakban smugl-/-) mutansokat (3. abra). Az unga mutanshan a 23-as
genomi helyen egy 7 bazispar hosszu delécio talalhatd, mig a smugl mutans esetében a 18-as
helyen egy bazispar beépiilése (inzercio) tortént. Ezek a valtozasok kereteltolodasi (Un. ,,frame-
shift)" mutacidkat okoznak, amelyek fontos fehérjedomének el6tt helyezkednek el, ezaltal
megakadalyozzak a fehérje normalis miikodését. A mutaciok létrehozasat a témavezetom,
Latifa Kazzazi, a CRISPR/Cas9 mddszerrel (Kroll et al., 2021) végezte. Az igy létrejott PO
generacios mozaikos mutans halakat vad tipust halakkal parositotta, majd az F1 generaciot
genotipizélta, és a heterozigotakat egymassal paroztatta. Az igy keletkezett F2 generacio
genotipizalasa soran munkamhoz a homozigota egyedeket valasztottuk ki, akik a vizsgalataink

alanyai lettek.
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3. dbra: Az unga és smugl gének, valamint termékeik sematikus dbrdzoldsa, illetve az egyes
mutdnsok létrehozdsdhoz targetdlt genomi régidk képe.

Halak gondozasa és ivatasa
Halvonalainkat az Eo6tvos Lordnd Tudomanyegyetem Biologiai Intézetének allathdzaban

tartjuk, szabvanyos kortulmények kozott (Alestrom et al., 2020; Westerfield, 2000). Kisérleteink

soran vad tipusu (AB), unga és smugl mutans halakat hasznaltunk. Minden kisérleti eljarast a



Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal hagyott jova (engedélyszamok: PE/EA/290-2/2018,
PE/EA/2025-7/2017).

Az ivatashoz a kisérletekhez felhasznalt halakat hagyomanyos tenyészt6 tartalyokba helyeztiik,
¢s a sikeres parzas utan az embridkat haloval gyljtottiik 6ssze, majd E3 médiumot tartalmazé

milanyag Petri-csészekben, 28,5 °C-on neveltik fel (Westerfield, 2000).

Fertilitas vizsgalat

Az altalunk létrehozott unga™ és unga™; smugl”’ mutans vonalak termékenységét keresztezési
vizsgalatokkal teszteltik. A vizsgalathoz egymassal kereszteztiink unga”’ egyedeket, valamint
unga™’; smugl” kettds mutdnsokat, mig kontrollként vad tipusi halakat is ivattunk. Az
embridkat a megtermékenyités utan 1 éraval megszamoltuk, feljegyezve a megtermékenyitett
és megtermékenyitetlen embriok szamat.

Embriok fixalasa

A kivant fejlédési stadiumii embriokat a Petri-csészékbdl Eppendorf-csdvekbe pipettaztuk,
majd leszivtuk roluk az embrié médiumot, majd a csdveket -80°C-os hiit6be tettiikk (Nuaire)

felhasznalésig.

Kvantitativ PCR (qPCR) reakcidk

a) RNS izolasas:

3 x 100 darab vad tipust és 3 x 100 darab unga’ genotipust, 24 6ras, fixalt
embriobol vontam ki teljes RNS-t TRIzol reagenssel (Zymo Research,

03312023) a gyarto eldirasa alapjan.
b) cDNS szintézis:

A reverz transzkripciét a Maxima H Minus Reverse Transcriptase Kittel
(ThermoFisher Scientific, 00903305) végeztem, 1 pg RNS-t hasznalva es
oligo(dT) primert alkalmazva, a gyart6 protokollja szerint.

c) qPCR reakcio:
A primerek tervezését a témavezetdm, Dr. Varga Maté, a Benchling weboldalon

(http://benchling.com) végezte. Az anellaciés homérsékletet a primerek

olvadaspontja alapjan, gradiens PCR-rel allitottam be (lasd 1. tablazat). A
gPCR-t Maxima SYBR Green qPCR Master Mix-szel (ThermoFisher Scientific,
00903305) végeztem a gyartd protokollja szerint. A PCR programot a Roche
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LightCycler 96 szoftver segitségével terveztem meg, és a Roche LightCycler 96

gépben végeztem a reakciot.

Hémérséklet Ciklusok
Lépés (°C) Idé szama
Kezdeti
denaturécio 9510 perc 1
Denaturacio 95|15 mp 40
Hibridizacio 58|30 mp 40
Elongécio 72130 mp 40

1. tabldzat: A kvantitativ PCR program paraméterei

Diepoxibutan (DEB) kezelés

Hat 6raval a megtermékenyités utan unga™ és vad tipust halakat 1,5 mg/ml koncentracioju
diepoxibutannal (DEB) kezeltiink. 18 oraval késobb PTU-t adtunk a halakhoz, hogy
megakadalyozzuk a pigmentaciot (Chen €s mtsai., 2021). 48 o6ranal az embridkat 5 pg/ml
koncentracioju akridin narancs-oldatban (Sigma, MKBS4724V) fél oraig festettik, haromszor
embri6 médiummal atmostuk oket, majd szemikonfokalis mikroszkoppal készitettiink

felvételeket.

Mikroszkdpos vizsgalatok

A mikroszkopos vizsgalatokhoz a Tricainnel elaltatott, megfestett larvakat 2%-os alacsony
olvadaspontu agardzba (low melting point agarose — LMP) agyaztam. El6szor szilikagéllel
rogzitettem egy fedélemezen egy erre a célra szolgaldo miianyag gytirit, majd folyékony
agardzt csepegtettem a korulzart teriletre, és a vizsgalandé larvakat sztereomikroszkop
segitségével pozicionaltam az agardzban. Miutan az agar6z megszilardult, a gytrit
targylemezzel zartam le. Az elkészilt preparatumokat Carl Zeiss szemi-konfokalis

mikroszkoppal vizsgaltam 488 nm-es fényhosszon.

Nagy molekulasulyu genomi DNS izolalasa

Teljes genomi DNS-t izolaltunk megtermékenyités utani 0, 2.5, 4.7, 11 és 24 0Oréas halakbdl a
High Salt protokoll alapjan (Animal Genomics Laboratory, 2001). A mintakat RNaz A-val
kezeltik (100 pg/ml végkoncentracid, ThermoFisher Scientific, 2903104) egy éjszakan at
37°C-on, hogy eltavolitsuk az RNS szennyezédést. Ezutan fenol-kloroform-izoamilos
(PanReac ApplicationChem, 3002412) tisztitast végeztink a ThermoFisher Scientific javaslata
alapjan, majd a DNS-t etanollal csapattuk ki. A DNS minéségét gélelektroforézissel
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ellendriztiik, majd a Qubit Fluorometric Quantification médszerrel mértiikk meg a minta DNS

koncentrécidjat (Mardis és mtsai., 2017).

Dot blot eljaras genomi uracil mennyiség vizsgalatara

A dot blot eljarast a HUN-REN TTK Genom Metabolizmus munkatarsaval, Perey-Simon
Viktoriaval, Rona és munkatarsai (2016) modszere szerint vegeztik. A dolgozatban ismertetett,
2022-es kontroll mérésekhez egy Uj, még nem publikalt uracil-szenzort, az UDG-X-et
hasznaltuk. A tovéabbi adatokat a fent emlitett publikacidban ismertetett 3x-FLAG-AUNG

szenzorral mértik.

Al alkalmazdasa a dolgozat készitése kozben

Ezaton nyilatkozom, hogy a felhasznalt grafikonok kddjanak hibakereséseben a ChatGPT
segitségét kertem. Tovabba a bevezetés és az eredmények részben arra hasznaltam, hogy
ellenérizzem a megfogalmazott szGvegem stilusat és nyelvhelyességét. A ChatGPT ennek soran

nem modositotta az ltalam irt sz6veg tartalmat.
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Eredmények

Mutansok jellemzése

vad tipus unga’- smugl” unga’; smug’-

him

nGstény

4. dbra: Vad tipusu és mutdns zebraddniok fenotipusa.

Az unga™, smugl” és unga’;smugl’ kettés mutans zebrahalak éltalanos jellemzése soran
megallapitottuk, hogy ezek a vonalak nem mutatnak egyértelmii fenotipusos eltérést a vad
tipust allatokhoz képest (4. abra). Fejlodési iitemiik normalis, és mindharom mutans vonal
egyedei képesek elérni a felnétt kort, ami arra utal, hogy a mutaciok nem befolyasoljak
jelentésen az életképességiiket. Az unga’ mutansok esetében a nemi arany normalis, mig a
smugl” mutansoknal a himek aranya magasabb (12 him, 4 néstény). Tovabba, az unga™ és
unga’;smugl” kettés mutans vonalaknal a fertilitds csokkenése is megfigyelhetd, vagyis
alacsonyabb a megtermékenyitett peték aranya, mint a vad tipusi egyedeknél. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy bar a mutaciok nem befolyéasoljak jelentdsen a fejlédést vagy
az életképességet, negativ hatassal vannak a fertilitasra és bizonyos esetekben a nemi aranyra

is.

Fertilitasi vizsgalat

Az unga’ genotipust halaknal megfigyelt egyik egyetlen fenotipusos kiilonbség a vad
zebradanidkhoz képest az, hogy az ivatdsok sorén jelentdsen tobb megtermékenyitetlen pete
keletkezik (5A 4&bra). Tucatnyi ivatas adatainak Osszesitése alapjan az unga’ halaknal a
megtermékenyitetlen peték 0sszesitett aranya 41,55%, mig vad tipust halaknal ez minddssze
7,94% (5B abra). A unga’;smugl-/- kettds mutans halaknal a megtermékenyitetlen peték
aranya szama meghaladta az unga™ egyszeres mutansban tapasztaltakat, és elérte az 56,78%-
ot (5B abra).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az uracil-DNS-glikozildzoknak szerepe lehet a

termékenységben zebrahalak esetében. Annak vizsgalatahoz, hogy a termékenység csokkenése
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inkabb a him vagy a néstény egyedeket érinti-e, killon ivattunk unga”’ mutans himeket vad
tipusti néstényekkel, valamint unga’ muténs néstényeket vad tipust himekkel. Az eredmények
azt mutatjak, hogy a mutans ndstények esetében a termékenységi arany hasonl6 a vad tipust
halakéhoz, mig a mutans himek Iényegesen kevesebb megtermékenyitett embridt produkaltak
(5C abra). Igy kijelenthetjiik, hogy az Unga fehérje hianya elsésorban a himek termékenységét

érinti.

A B

Tipus
Megtermeékenyitett
| Bl vesemesenyieten
& &
& @

| | I
N N St
F oF S S &S
& o W & o S

S N S
Idépontok &©

C

Peték szama
°

Fertilitasi arany (megtermékenyitetlen/dsszes)

g s
& &
AP e

Termékenységi arany (%)

unga”- néstény x AB him unga”- him x AB n8stény

5. dbra: Az unga, smug1 és unga’;smug1”- kettés mutdns egyedek termékenysége. (A) Homozigota unga mutdns egyedek
ivatdsai sordn keletkezett megtermékenyitett és megtermékenyitetlen peték szama kiilénb6z6 idépontokban. (B) Kontroll
(AB), unga és unga”-;smugl1”/- kettés mutdnsok termékenységi ardnya, az egyes pontok az ivatdsokat jelélik. (C) Az unga
himek és néstények termékenységének ésszvetése.

In silico génexpresszids analizis zebradanid herékben

Mivel az unga mutans és SU kettds mutans him halaknal fertilitas csokkenést tapasztaltunk, igy
felmerul a kérdés, hogy expresszalddnak-e az unga és smugl gének a spermiumok érése soran.
Egy frissen publikalt, egy-sejt szekvenaladson alapuld adathalmaz (Sposato és mtsai., 2024)
eredményei szerint mind az unga, mind a smugl gén kifejez6dik a felndtt zebradanié heréjében
(6. &bra). Az unga gén kilondsen magas szinten fejez6dik ki spermatogénidkban és a
spermatocitakban, ami a spermatogonialis s meiozis szakaszban vald jelentds jelenlétre utal.
A smugl gén expresszioja kisebb mértékben figyelhetd meg a spermatogenezis korai

szakaszaban, azonban mindkét gén transzkriptuma nagy mennyiségben jelenik meg a
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differencidléddé spermatidak egy részében, valamint a spermatozoédkban is. Eredményeink
alapjan tovéabbi vizsgalatokat terveziink végezni hisztologiai és elektronmikroszk6pos
modszerekkel az unga és a kettés mutans himek heréiben, hogy megéllapitsuk, van-e

rendellenesség az ivarsejtek érési folyamataban, és az esetleges probléma a spermiogenezis

=z =z

A Cells from 5-22 mo. testes (n = 6)

early round middle round
el permatids

spermatocytes 2

spermatocytes 3

spermatogonia 1

lood &

spermatogonia 3 C-like

Sertoli & Leydig 'Iiver

B | c

UMAP2
UMAP2

UMAP1 UMAP1

unga ! . smug1 - .
0 1 2

6. dbra: Felné6tt zebraddnid heresejtjeinek génexpresszids adatai. (A) Felnétt zebraddnidk heréjének
egy-sejt szekvendldson alapuld térképe. (Abra forrdsa: Sposato és mtsai., 2024). (B,C) Az unga gén és
smugl gének expresszidja zebraddnio herében.

Genomi kompenzdcié vizsgalata kvantitativ PCR segitségével

Mivel az unga” mutdnsok nem mutatnak egyértelmii mutans fenotipust, felmeriilt a lehetdség,
hogy az unga gén paraldgja, az ungb kompenzalhatja az Unga fehérje mitkodésének kiesését.
Ennek tisztazasara qPCR vizsgalatot végeztem az unga és ungb gének expresszidjara, unga™
mutans és vad tipusu halakbdl szarmazé cDNS-mintéakat felhasznalva. Az adatok
feldolgozéasahoz a dupla delta Ct analizist alkalmaztam (Livak, 2001), statisztikai tesztként

pedig t-prébat végeztem (p < 0,01).
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7. dbra: Az unga és ungb gének relativ expresszidja unga homozigdta mutdnsokban, a vad tipusu
halakban mért expresszidhoz viszonyitva.

Az eredmenyek azt mutatjak, hogy mind az unga, mind az ungb gének expresszidja
statisztikailag szignifikansan alacsonyabb az unga” egyedekben, mint a vad tipust halakban
(7. abra). Az unga mRNS alacsony szintje varhatd volt, mivel korabban egy olvasasi keret
eltolodassal jaré mutaciot hoztunk létre a gén egyik korai exonjaban, amely valdsziniisithetoen
a transzkriptum korai stop-kodon medialt lebontasi (nonsense-mediated decay — NMD)

atvonalon keresztiili gyors lebomlasat eredményezi, igy alacsony mRNS-szintet okoz.

Erdekes mddon az ungb mRNS szintje is alacsonyabb a mutans zebradaniokban (7. abra).
Ennek magyarazatara nem talaltunk irodalmi adatot, de minthogy az ungb gén kifejezédése
eleve a detektdlasi kiszob hatardn mozog mar Kisérletek alapjan is (lasd:

https://daniocell.nichd.nih.gov/gene/U/ungb/ungb.html), elképzelhetd, hogy valdjaban csak

stochasztikus valtozasrol van sz6. A kisérletembdl mindenesetre arra kovetkeztethetiink, hogy
az ungb expresszidja nem kompenzalhatja az unga expresszidjat a homozigota mutansainkban.
Osszestive megallapithatjuk, hogy sikeriilt létrehoznunk egy olyan zebradani6 vonalat, amely

hitelesen modellezi az Unga fehérje hianyat.
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Diepoxibutan kezelés hatasanak vizsgalata

A Kisérlet soran a diepoxibutdn (DEB), egy DNS-keresztk6td agens hatasat vizsgaltuk unga
mutans és vad tipusi zebradanié larvékban. Feltételeztik, hogy az Unga-fehérje hianya
csokkenti a DNS-javitd mechanizmusok hatékonysagét, igy a kezeletlen DNS-karosodasok
nagyobb eséllyel vezetnek apopt6zishoz. A DEB-kezelést kovetden akridin narancs festékkel
festettik meg a larvékat, hogy az apoptotikus sejteket vizualizaljuk, és 6sszehasonlitsuk az

apoptdzis mértékét az unga mutans és vad tipust egyedek kdzott.

A DEB-kezelés hatésara késziilt képek alapjan egyértelmiien lathatd, hogy mind a vad tipust,
mind az unga mutans larvikban jelentésen tobb apoptotikus sejt talalhaté a kezeletlen
csoportokhoz képest. Ez az eredmény megfelel a varakozasainknak, hiszen a DEB DNS-
keresztkotéseket hoz létre, amelyek apoptozist indukalnak. A kezeletlen csoportban is
megfigyelhetd egy alapszintli festddés, amely valosziniileg a korai fejlédési szakaszban

természetes modon bekdvetkezd apoptozisnak tulajdonithato.

kezeletlen DEB kezelés

2]
>
Qo
=
©
©
>

8. dbra: Vad tipusu halakban és unga homozigdta mutdnsokban megfigyelheté apoptotikus sejtek
kezeletleniil és DEB kezelés hatdsdra. Az apoptotikus sejteket akridin-narancs kezeléssel mutattuk ki.
méretardny: 200 um

Mind a vad, mind az unga mutans larvak esetében fokozott apoptozis figyelhetd meg a

szaglogumo és a retina tertiletén. Az unga mutans larvakban kifejezetten nagy apoptotikus

sejtfoltok is lathatok a retindban. Ennek oka valoszintileg az, hogy a DEB éltal okozott DNS-
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keresztkotések megakadalyozzak a DNS replikécidjat, és kilondsen a gyorsan 0sztodo sejtek —
mint a retina és a szaglogumo sejtjei — érzékenyek erre a karosodasra. Mivel ezek a sejtek
0sztodas kdzben érzékelik a DNS-kérosodast, gyorsan apoptozisba Iépnek, mig a lassabban

oszt6do sejtek csak késobb pusztulnak el.

Dot blot analizis a DNS-ben talalhaté uracil mennyiségének vizsgalatara

A témavezetom, Latifa Kazzazi, korabban dot-blot-alapu félkvantitativ mddszerrel (R6na és
mtsai., 2016) vizsgélta, hogyan véltozik a DNS uracil szintje a vad tipust zebradaniok
egyedfejlodésének korai szakaszaiban (petesejt stadiumtdl 24 oOrés korig, 24 hpf). Az
eredmények azt mutatjak, hogy a DNS uracil szintje emelkedik a 2,5 oras fejlodési szakaszig,
majd ezt kdvetden gyors iitemben csokken, és 6 Ordval a megtermékenyités utdn mar nem

mutathato ki dot-blot modszerrel (9A abra).

A 2,5 orés fejlodési fazis utani uracil szint csokkenés felveti annak lehetdségét, hogy az uracil
mennyisegének szabalyozasa szorosan kapcsolddik az anyai-zigotikus atmenethez (MZT) a
korai egyedfejlédés soran. A maternal-zygotic transition (MZT) -vagyis amikor a zigéta sajat
génjei aktivalédnak- a zebradaniokban megkdozelitbleg 10 sejtosztodasi ciklus utan, 4 oraval
megtermékenyités utan kezdddik el. (Lee Mt, 2014) Ezt megel6zden a blasztulacids szakasz
zajlik, amely soran a zigota mérete nem valtozik, hanem gyors, ndvekedes nélkili

sejtosztodasok kovetik egymast, amelyek soran csak M és S fazis torténik.

Feltételezésiink szerint a blasztulacié szakaszanak gyors osztddasai soran a DNS-be
véletlenszerlien beépiil6 uracilt a BER (bazis-excizios javitd) mechanizmus idéhiany miatt nem
képes eltavolitani, ami az uracil felhalmoz6déasahoz vezet. Amikor azonban az embrié eléri az
MZT-t, lelassul a sejtosztodas, G1 és G2 fazisok is megjelennek, igy van lehetdsége a hibajavito
mechanizmusoknak eltavolitani az uracilt a DNS-b6l, ezaltal drasztikusan lecsokkenhet az

uracil mennyiség a DNS-ben.

Ez az eredmény felvetette azt a kérdést, hogy az uracil tartalmom hogyan valtozik az unga™
mutans zebrahalak DNS-ében az egyedfejlédés kiilonbozo szakaszaiban. Ennek vizsgalatahoz
kiilonboz6 fejlédési stadiumi unga homozigdta mutans embriokbol izolaltunk genomi DNS-t,

majd ennek az uracil tartalmat az emlitett dot blot modszerrel meghataroztuk.

18



A kontroll B unga'-"'

50
404
304

204

uracil/Mbp aDNS

0 I'.pi ?.:—:Inp[ 3 I'nr.-l 4 ;npf 4, .-'Ihnf ] i‘lf)f 8 i‘:T' 11_hpf 24 hpf 4] :1[:1 ?.hlnpf 3 hp[ 4 ;npf 4, .'Il‘n" ] i‘n" 8_hpf 11_hpt 24 Il‘n"

9. dbra: Kontroll vad tipusu és unga mutdnsokban a fejlédés sordn mért uracil szintek
Osszehasonlitdsa. (A) Vad tipusu embridk genomi uracilszintjének vdltozdasa UDG-X szenzorral méve
(Latifa Kazzazi és Perey-Simon Viktoria eredményei). (B) Homozigota unga mutdns embriok genomi

uracilszintjének vdltozdsa 3x-FLAG-AUNG szenzorral mérve.

Az unga mutans halakban is megtigyelhetd, hogy 2,5 6ranal éri el a maximumot az uracil
mennyisege a DNS-ben, onnant6l kezdve pedig csokkeni kezd. Ugyanakkor fontos elterés,
hogy az unga™ halakban még 11, és 24 oOrésan is érzékeliink uracilt a DNS-ben, mig a vad
tipust halaknal 6 oraval megtermékenyites utan mar nem tudtuk kimutatni az uracilt a DNS-
ben. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az unga génben bekdvetkezé mutacio
kovetkeztében a gén altal kodolt Unga fehérje csokkent funkcionalitasa eredményezi az uracil
tartds jelenlétét a mutansok DNS-ében. A normalis esetben a zigotikus Unga fehérje
kulcsszerepet jatszik az uracil eltdvolitdsdban a DNS-b6l, ezért a csokkent aktivitasu Unga
fehérje képtelen hatékonyan végrehajtani ezt a folyamatot. Ennek kdvetkezmenyekent az uracil

felhalmozddik a genomban, ami a mutansok esetében tartds jelenlétet eredményez.
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Diszkusszid

Habar az uracil jelenlétét hagyomanyosan az RNS-hez tarsitjak, bizonyitott, hogy jelen van a
DNS-ben is. Bar a genomi uracil gyakran tranziens hibaként fordul eld, eltavolitasaért felelos
enzimek, az uracil-DNS-glikozilazok (UDG-k), szerepe tdlmutathat a szokvanyos
hibajavitason. Példaul az Unga fehérje szerepet jatszik a DNS demetilacidjaban, igy
befolyasolja a sejtek transzkripciés aktivitasat, mig a SMUG1-t (Ojabban prosztatarak
kialakulasaval is dsszefiiggésbe hoztak. (Wu és mtsai. 2014; GeneCards, n.d.) Emellett az is
ismert, hogy az uracil beéplilés a DNS-be egy természetes folyamat a szerzett immunitas

kialakuléasa soran. (Kavli és mtsai., 2007)

Mindezek alapjan belathat6, hogy az uracil és az uracil-DNS-glikozilazokrol sz616 ismereteink
egyelre csak a felszint kapargatjak, igy a kutatasom célkitizése az volt, hogy UDG-deficiens
zebrahalakon keresztil mélyebb megértest szerezziink az Unga és Smugl enzimek szerepérol,
illetve hianyuk kovetkezményeir6l. Ennek érdekében CRISPR/Cas9 technikdval létrehoztunk
UDG-hianyos zebrahal vonalakat. Mivel a zebradanio genomban két UNG paralog is talalhato,
kimutattam, hogy az unga hianyat nem képes az alig expresszalodé ungb paralég kompenzalni.
Tovabbi kisérletekkel tébb teruletet is azonositottunk, ahol az UDG-mutansaink fenotipusos

kilonbségeket mutatnak a vad tipusu zebradaniokkal dsszvetve.

Els6ként a termékenység csokkenését fedeztiik fel az unga és az unga; smugl duplamutansok
esetében, amely valosziniileg 6sszefliggésben all a smugl és unga gének spermatogenezis soran
torténd expresszidjaval. Emellett az unga-mutansok DNS-hibajavitasi kapacitasat teszteltik
DEB (DNS-keresztkotd agens) alkalmazasaval, amely mind vad tipusd, mind mutans
egyedekben megndvelte az apoptotikus sejtek szamat. Az unga-mutansok esetében kiilondsen
a szemben lattunk apoptotikus sejtcsoportokat, ami 6sszefliggésben lehet az unga gén fokozott
expressziojaval ebben a szdvetben. (DanioCell, n.d.) Végul, a genomi uracil szinteket dot blot
technikaval vizsgaltuk, amely kimutatta, hogy mig a vad tipust egyedekben az uracil szintje
csokkent a ZGA (zig6tikus genom aktivacid) utan, addig az unga-mutansokban az uracil még

24 6raval a megtermékenyités utan is jelen volt a DNS-ben.

Minden kisérletben jelentds kiilonbségeket talaltunk a vad tipust és az UDG-mutans egyedek
kozott, a termékenyseg, a DNS-hibajavitas és a genomi uracilszintek terén. Mivel ilyen jellegii
kutatas zebradanioban még nem tortént, kijelenthetjiik, hogy elséként térképeztiik fel az Unga
és Smugl hidnyanak hatasat ezekre a bioldgiai funkcidkra ebben a fajban. Eredményeink

értékes betekintést nyujtanak az UDG enzimek miikddésébe, és fontos alapot szolgaltat
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jovébeni kutatasok szamara. Tervezzik a vizsgalataink folytatasat here elektronmikroszkdpos
elemzéssel, valamint UV-sugéarzas alkalmazésaval, hogy tovabbi DNS-kéarosodasi

mechanizmusokat tanulmanyozhassunk.
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Szerz6i hozzajarulas:

Kijelentem, hogy az altalam leirt modszerekbdl a kovetkezokhoz jarultam hozza:

1. Akvantitativ PCR vizsgélat minden Iépéséhez, ideértve az RNS izolalast, a cDNS

szintézisét es az adatok kiértékelését.
2. A fertilitasi vizsgalatokban a halak ivatdsahoz és az eredmények kiértékeléséhez.

3. Az unga mutans embriokbol torténd genomi DNS izolalasahoz és a dot blot mérés

elvégzésehez.

4. A DEB-kezelt mikroszkdpos minték adatainak kiértékeléséhez.

Nyilatkozat
Ezaton nyilatkozom, hogy TDK konferencian korabban nem értem el helyezést. Ha a jelen
BTDK Konferencia el6tt masik TDK konferencian helyezést érek el, arrol a BTDK szervezoit

még a konferencia eldtt értesitem, a nyertes palyamunkat eljuttatom hozzajuk.

Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetomnek Dr. Varga Maténak, hogy masfél éve rogton
valaszolt az email-emre, amikor kutatocsoportot kerestem. Lehet, ha ¢ akkor nem valaszol, a
mai napig nem probéltam volna ki a kutatast. Es persze koszoném neki az elmdlt masfél év
rengeteg tiirelmét és segitségét, amire remélem a jovében is szamithatok. Tovabba kdszéném
Dr. Annus Tamasnak, hogy minden kerdésemre valaszolt és soha nem hagyta, hogy rosszul
érezzem magam a laborban elkdvetett hibaim miatt. Halas vagyok neki, hogy kutatopalantat
faragott beldlem. Es koszonom Latifa Kazzazinak a faradhatatlansagat és a sok tamogatasat, és
hogy estig velem maradt a laborban, ha kellettek az eredmények. Tovabbi kdszbnet a

Halgenetikai Kutatocsoport minden tagjanak, amiért egy ilyen jo kozosséget adtak nekem.
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