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[rodalmi attekintés

3. Irodalmi attekintés

3.1 ADNS

Minden ¢€16lény szamara az egyik legfontosabb feladat a genetikai informacid valtozatlan
allapotban torténd atadéasa egyik generaciorol a masikra. Az élévilagban néhany virus kivételével
a DNS molekulak latjak el ezt a szerepet. A DNS egy biopolimer molekula, melyet nukleotidok
épitenek fel, amik négyféle bazist tartalmazhatnak: kétféle purin bazist (adenin, guanin), és
kétféle pirimidin bazist (timin, citozin). A bazisok B-N-glikozidos kotéssel kapcsolodnak a cukor
komponenshez, ami jelen esetben a 2-dezoxi-D-rib6z. A cukormolekula 6t6dik szénatomjan 1évé
hidroxilcsoporttal képez észterkotést a foszforsav. A polinukleotidban a monomerek 3°,5’-
foszfodiészter kotéssel kapcsolodnak Ossze és két ilyen szal antiparalell lefutdssal egy kettds
hélix szerkezetet alkot. A hélixet a komplementer bazisok kozotti hidrogén-kotések és a
szomszédos bazisok kozotti hidrofob kolcsonhatasok tartjdk Ossze. A Chargaff szabalynak
megfelelden az adenin mindig a timinnel, a guanin mindig a citozinnal képez part. EI6bbinél két
hidrogén-kotés alakul ki, utobbi esetén harom. Abbdl eredden, hogy a bazisok glikozidos kotései
nem teljesen egymassal szemben talalhatok, a bazisparok kiterjedtebb oldalara nyilik a nagy arok,

mig a masik oldalon, kisebb feliiletet adva a kis arok.

A biologiai informacidt a bazisok valtozatos sorrendjiikben, szekvencidjukban hordozzak.
A szekvencia specifikus felismerését az enzimek szdmara az teszi lehetévé, hogy a DNS kis ¢€s
nagy arkdban az egyes bdzisok mds-mas csoportjai taldlhatok, ezaltal eltéré hidrogénkotési
mintazat alakul ki, ami csak egy adott bazisra lesz jellemz6. A kis arok fel6l hozzaférhetd a
guanin 2-amino és a citozin 2-oxo csoportja altal kialakitott hidrogénkotés, ezaltal
megkiilonboztethetd az A-T bazispartdl. A nagy arok feldl kiilonboztethetdek meg a guanin 6-
0X0 - citozin 4-amino valamint az adenin 6-amino - timin 4-oxo csoportok altal kialakitott

hidrogénkotések. Szintén a nagy arokban érhetd el a timin 5-metil-csoportja (1. abra).

Az informaci6 aramlasanak iranya: DNS—RNS—fehérje. DNS-r6l RNS a transzkripcionak
nevezett folyamat soran keletkezik, az RNS-rél fehérje pedig a transzlacié soran. A DNS-ben
tarolt helyes informdcio sziikséges a sejt megfeleld miikodéséhez, és ezt kell utodsejtjeibe is

juttatnia. Kiils6 és bels6 hatasokra azonban a bazisok és maga a DNS is konnyen karosodhatnak.

Az uracil-tartalma DNS sorsa ecetmuslicdban
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Azt az eseményt, amikor a DNS szekvencigjaban torténé modosulds megvaltoztatja a kodolt

informaciot, mutacionak nevezziik.

Nagy arok fel6li oldal Nagy arok fel6li oldal
ijmm%‘b.
- fff %)%'%,R .
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Adenin-Timin Guanin-Citozin

1. abra: A DNS [1]

A DNS-ben az adenin timinnel, a guanin pedig citozinnal képez part. A bazisok glikozidos kotései nem
egymadssal szemben talalhatdk, ezért megkiilonboztethetd a nagy arok és a kis arok. Az enzimek szdmara a
bazisok specifikus felismerését a DNS arkokban talalhato kiilonb6z6 csoportok és az eltérd hidrogénkotési

mintazat teszi lehetové.

3.2 Uracil a DNS-ben

A DNS-mutaciéo leggyakoribb forrdsai a bazisok kémiai atalakuldsa, illetve a nem
megfeleld Watson-Crick bazisparosodas. Ha ezek a DNS szintézis el6tt, illetve a szintézis alatt

nem javitodnak ki, akkor a két 0j szal egyikében megjelenhet a mutécio.

A DNS bazisainak modosulasa bekovetkezhet kiils6 hatasokra és fiziologias koriilmények
kozott spontan is. Elébbire jo példa a bazisok metilalodasa példaul nitrozaminok [2], vagy
oxidacioja reaktiv oxigén komponensek (ROS) hatasara [3]. Utobbira példa az aromas gytirith6z
kapcsolodd aminocsoport vizes hidrolizise, melynek sordn a megfelelé hidroxil-vegyiilet és
ammonia keletkezik. Ezt a folyamatot dezaminéacionak nevezziik. Kiilonb6z6 molekuldk, példaul
a nitrogén-monoxid és a salétromossav, illetve reaktiv gyokok, mint a hidroxilgydk, a reakciot
eldsegitik. Az igy keletkez6 modosult béazisok mind eltérd bazisparképzési hajlammal
rendelkeznek, tehat mutagének [4]. A leggyakoribb dezaminalddasi termék a citozinbol keletkez6

uracil, mely természetes esetben nem tartozik a DNS-t felépitd bazisok kozé (2. abra).

Az uracil-tartalmt DNS sorsa ecetmuslicaban
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2. abra: A citozin dezaminacidja

A citozin dezaminacidja spontan koriilmények kozott is végbemend folyamat, melynek sordn uracil
keletkezik. A nitrogén-monoxid ¢€s a salétromossav, illetve reaktiv gyokok a reakciot elsegitik.

Az uracil és a timin csak az 5. szénatomon egy metil-csoportban kiillonboznek ¢és
ekvivalensek mind informaciotarold képességiiket tekintve, mind a bazisparosodas soran a
hidrogénkotési mintazatukat tekintve (3. abra). A bazisparban résztvevo uracil csak a DNS nagy

arka fel6l kiilonboztetheté meg a timintdl, a metil-csoport hianyanak kdszonhetden.

H H H -
N \. / OY\
Y N N N y, N N
N
</ | NN e H \[r \de zoxiriboz { | o N ===== H T \dezoxiribéz
! g
N N) /N N/
dezoxiriboz Timin dezoxiriboz Uracil
(S5-metil-uracil)
Adenin Adenin

3. dbra: Adenin parban timinnel és uracillal

A timin az 6t6dik pozicidban 1évé metil-csoportban kiilonbozik az uraciltol. Az uracil bazisparképzési
hajlamat tekintve timin analog, ezért adeninnel képez part.

A feltételezések szerint az evolicid soran a DNS alapu élet csak késdbb jelent meg, tehat a
timin, szintén késobb képzddhetett, mint az uracil. Erre utalhat az is, hogy a timin tartalmu
dezoxiribonukleozid-trifoszfat (dTTP) de novo bioszintézise dezoxiuridin-monofoszfaton
(dUMP) keresztiil torténik [5]. Ez a szintézis egy igen energiaigényes folyamat, tehat jogosan
meriil fel a kérdés, hogy az evoluci6 soran miért volt sziikség az uracil lecserélésére. Az

altalanosan elfogadott elmélet a fentebb targyalt citozin dezaminalédasaval ad magyarazatot. A

Az uracil-tartalma DNS sorsa ecetmuslicdban
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nukleinsavbazisok koziil a citozin a legkevésbé stabil a spontan dezaminaldédas szempontjabol
(naponta atlagosan 50-500 citozin dezaminacié torténik sejtenként [6]). A reakcioban uracil
keletkezik, ami azonban nem guaninnal, hanem adeninnel fog part képezni, igy a DNS
megkettézédésekor a két G1j szl mar nem lesz egyforma: egy C:G—T(U):A mutacié jon 1étre. Ha
a DNS-ben az uracil az alapvetd négy bazis koz¢ tartozna, akkor nem lehetne megkiilonboztetni a
helyesen beépiilt uracilt a dezaminalddas soran keletkezett6l. A timin megjelenése azért jo
megoldas, mert az igy létrejott, metilcimkével ellatott uracil lesz az adenin pdrja, és az uracil,
mint dezaminalodasi termék mar észlelhetd hibaként, és azt kiilonb6z6 javitd mechanizmusok

segitségével a sejt el tudja tavolitani a DNS-bAI.

Uracil nemcsak a citozin dezaminalddasa soran keriilhet be a DNS-be. A masik lehetséges
ut, ha a DNS szintézis alatt hibasan timin helyett épiil be (4. abra). A sejtben ugyanis jelen van
dezoxiuridin-trifoszfat (dUTP) is, mert ez egy koztes terméke a de novo dTTP szinézisnek [7]. A
szerkezetileg nagyon hasonlé dTTP és dUTP kozott a legtobb DNS polimeraz (kivétel archeak
DNS polimerazai) nem tud kiilonbséget tenni, igy a replikacio soran dUTP is beépiilhet. Ezt a sejt
ugy tudja kikiiszobolni, hogy alacsonyan tartja a dUTP/dTTP aranyt, ezaltal csokkentve az uracil

bekeriilésének a valosziniiségét [8].

=

<«— I
O]

1. Spontan citozin
dezaminacio

TAEETACAERTVE

pol @I EE ARG
AEETACTEA Cu Y, e Ses
UBAET & R . oo Do 2. dUMP beépiilés

9 a DNS szintézis soran
()

Dee L0
BIGEET o Ge oo
oo O

%dNMP %,. dNTP

4, abra: Uracil a DNS-ben

A DNS-ben gyakori hiba az uracil megjelenése. Ennek egyik modja a dUMP helytelen beépiilése a DNS
szintézis soran, ugyanis a legtobb DNS polimeraz nem tud kiilonbséget tenni a dUTP és dTTP
prekurzorok kozott. A masik Gt a citozin spontan dezaminacioja.

Az uracil-tartalmt DNS sorsa ecetmuslicaban
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A DNS-beli uracilt a javito mechanizmusok hibaként értelmezik és el6fordulasat a sejtek
igyekeznek minimalizalni. Talaltak azonban olyan fiziologias folyamatokat, melyekben az uracil
megjelenése a DNS-ben elengedhetetlen szerepet jatszik. Ilyen a szomatikus hipermutacié (SHM)
¢és az osztalyvalto (class switch) rekombinacié (CSR), melyek a szervezetbe keriilé idegen
anyagokra adott immunvalasz kialakitasaban elengedhetetlenek [9]. Az egyik legfontosabb
immunsejtiink a B-limfocita, mely specifikus receptorokkal rendelkezik és az idegen anyagokra
specifikus antitesteket termel. Ahhoz, hogy ezek minél tobbféle idegen anyagot felismerjenek, a
sejtek régid specifikusan mutaciokat hoznak Iétre. Ebben szerepet jatszé enzim az aktivalas
indukalt dezaminaz (AID - activation induced deaminase), mely a citozin dezaminacidjat
katalizalja uracillda. Az atmenetileg megjelend uracil részlegesen tud csak javitodni a nem
megfeleld pontossagut DNS polimerdzoknak kdszonhetden, ezaltal jon létre a mutacio. Ezt a
folyamatot nevezziik SHM-nek [10]. A CSR folyamatanak elsé 1épései hasonloak, azonban az
uracil kivagasa soran megjelend egyes, majd kettds szaltorések itt homolog rekombinacioval

javitodnak ki [9].

3.3 Az uracil kizarasa a DNS-bol

A DNS szintézis soran felhasznalt épitéelemek a dezoxiribonukleozid-trifoszfatok (ANTP).
Ezek az alabbi négy bazist tartalmazzak: citozin (dCTP), timin (dTTP), guanin (dGTP), adenin
(dATP). A dTTP bioszintézis egyik kozti terméke az uracil-tartalmi dNTP, a dUTP. Ha ez nagy
mennyiségben van jelen a sejtben, akkor a DNS polimerazok beépithetik a dTTP helyett, hisz
mint fentebb mar emlitettem, a legtobb DNS polimeraz nem tud kiilonbséget tenni e két ANTP
kozott. Ennek elkeriilésében fontos szerepet jatszo enzim, a dTTP bioszintézis titvonalaban is
1étfontossagu enzim a (dezoxiuridin-trifoszfat)-nukleotid pirofoszfataz (dUTPaz), mely a dUTP
hidrolizisét katalizdlja dUMP-vé és szervetlen pirofoszfatta. Ezzel a reakcidval a sejt
minimalizalni tudja a dUTP/dTTP aranyt. Az arany fenntartdsahoz az enzim kozvetve is
hozzajarul azaltal, hogy a termékként képz6d6 dUMP-bGI1 tovabbi 1épésekkel a sejt dTTP-t allit

el6.

A dUTPaz a legtobb szervezetben homotrimer felépitésti, és minden alegysége 5 konzervalt
szekvencia motivumot tartalmaz. Az alegységek B red6i az tgynevezett "lekvaros tekercs" (jelly

roll) modon tekerednek fel. Az enzimben 3 aktiv centrum taldlhato, minden centrum

Az uracil-tartalma DNS sorsa ecetmuslicdban
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felépitésében mind a 3 alegység részt vesz. Ez tigy johet 1étre, hogy az elsé egység adja az 1., 2.,
4. motivumokat, a masodik a 3. motivumot ¢és a harmadik egység pedig az 5. motivumot. Annak
érdekében, hogy az igen magas energiatartalmi dNTP-k feleslegesen ne hidrolizalodjanak el,
elengedhetetlen a dUTPaz szigora szubsztratspecificitdsa. Ezt két mechanizmus is segiti: az egyik
a purinok, a ribdz és a timin sztérikus kizarasa, a masik pedig, hogy a hidrogénkotési mintazat
uracilra specifikus. Az aktiv centrumban egy vizmolekula talalhaté egy aszpartat oldallanc altal
koordindlva, mely a nukleofil tdmadasért felelds a dUTP o-foszfor atomjan. A reakcié Sn2

mechanizmussal jatszodik le. Az enzim miikodését segiti a magnézium-ion [8].

Mivel a dUTPaz funkcidja a DNS szintézishez kapcsolhatd, eukariota él6lényekben az
enzim a sejtmagban lokalizalodik. Emberben egy 22 kDa-os fehérjeként talalhaté meg ott, mely
az N-terminalisan hordozza a magba jutashoz sziikséges nuklearis lokalizacids szignalt (NLS).
tér el a sejtmagi formatol. Ebben a régioban talalhato a 60 aminosavbol allo szignal szekvencia,
mely a lokalizacidért felelds. Az izoformakat ugyanaz a gén kodolja, és a két enzim alternativ
promoter hasznalattal alakul ki. A magi forma expresszidja sejtciklus fiiggd, a mitokondrialis
izoforma pedig konstitutiv expressziot mutat [11]. Drosophila melanogaster-ben szintén
megtalalhatd a magi izoforma (23 kDa), mely hordozza az NLS-t az N-terminalison. A
Drosophila-ban is jelen van egy masik izoforma (21 kDa), mely nem hordoz transzport szignalt,
igy a citoplazmaban lokalizalodik. Itt a két izoforma alternativ splicing-gal alakul ki. A human
dUTPaztol eltéréen, a Drosophila homolég tartalmaz egy 28 aminosavbol allo fajspecifikus

szakaszt a C terminalison, melynek funkcioja egyeldre ismeretlen [12].

A rosszindulatll elvaltozasok kezelése, a rakterapia kiemelt fontossagu teriilet napjainkban.
A timidilat metabolizmus régota fontos célpontja kemoterapias kezeléseknek. A gyakorlatban ma
is hasznalt kemoterapias szer az 5-fluoro-dezoxiuridin, mely a timidilat-szintazt gatolja, ami a
dUMP atalakitasat katalizalja dTMP-vé. A dUTPaz — a dUTP/dTTP arany szabalyozdja, a de

novo timidilat bioszintézis masik fontos enzime - szintén lehetséges terapias célpont [11].
3.4 Az uracil eltavolitdsa a DNS-bdl

A sejtnek tobb védelmi vonallal kell rendelkezni ahhoz, hogy DNS-e véltozatlan allapotban

maradjon ¢és igy keriiljon az utddsejtekbe. A hibat megel6zé funkcionak tekintheté a dANTP
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készletet szabalyozd enzimek miikodése - ahova a dUTPaz enzim is tartozik - hiszen ezek
feleldsek azért, hogy ne keriiljon modosult bazis a DNS-be. Ha ez mégis eléfordul, a sejt ezt is

tobbféle mechanizmussal tudja kijavitani, hogy elkeriilje a mutaciot.
3.4.1 Baziskivagésos javitomechanizmus

A sejt az tigynevezett baziskivagasos javitomechanizmussal (Base Excision Repair - BER)
végzi a kémiailag modosult bazisok eltavolitasat a DNS-bSl. Az els6 1épést a DNS glikozilazok
katalizaljak, melyek hidrolizaljak az N-glikozidos kotést a DNS bazis és a dezoxiriboz kozott,
bazismentes (apurin/apirimidin-AP) helyet hagyva maguk utdn. A sokféle moddosult bazisra
kiilonbozo specifikus DNS glikozilazok alakultak ki [13]. Ezt kdvetéen a javitdbmechanizmus
részeként a bazismentes helyeken az AP endonukledzok (APE) elhasitjdk 5’ irdnyban a
foszfodiészter kotést, aminek kovetkeztében szabad 3’-OH vég, ill. bazismentes 5’-dezoxiribdz-
foszfat keletkezik. A bifunkcios DNS glikozilazok egyszerre rendelkeznek glikozildz és AP liaz
aktivitassal is, igy a masodik 1épést is katalizaljadk. A kovetkezd reakcid az 5°-dezoxiribdz-
foszfat lehasitasa, majd a megfelelé bazis beépitése, amit a DNS polimeraz B katalizal. Utolso

1épésként pedig a DNS ligaz ujra kialakitja a foszfodiészter kotést.
3.4.2 Uracil-DNS glikozilazok

A DNS glikozildzok rengeteg fajtdja ismert a kiilonb6z6 modosult bazisokra. Ezen
enzimcsoport elséként felfedezett tagja az uracil-DNS glikozilaz (UDG) volt [14]. Az UDG-nek
tobb csaladdja is ismert, melyek eltérd szubsztratspecificitassal és katalitikus hatékonysaggal
rendelkeznek, de k6zds benniik, hogy a DNS-ben levo uracil felismerésében és kivagasaban van
szerepiik. Az UDG csaladon beliil az U-DNS N-glikozilazt (UNG) fedezték fel eloszor. Az UNG
egyes ¢és kettds szali DNS-en is aktiv, €s itt az alabbi preferenciat mutatja az uracil kivagasaban:
egyes szali DNS-ben levé U (ssU) > U:G par kettds szalu DNS-ben (dsU/G) > U:A par kettds
szali DNS-ben (dsU/A). Ezen felil rendelkezik aktivitassal olyan wuracil szarmazékok
eltavolitasaban is, amelyek modositast tartalmaznak az 5. pozicidoban (pl.: S-fluorouracil-5FU).
Az UDG csaladba tartozo tovabbi enzim a SMUGL (Single-strand selective Monofunctional
Uracil-DNA Glycosylase). Mint neve is mutatja, elsdként azt feltételezték rola, hogy kizardlag
egyes szalu DNS-en hatékony, azonban mar kimutattak, hogy kettés szali DNS-en is aktiv. Az

uracil kivagasaban hasonlod preferenciat mutat, mint az UNG, azonban aktivitasa altalanosan
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kisebb, kivéve az 5-hidroximetil-uracil (5-hmU) esetében, mert azt igen nagy hatékonysaggal
tavolitja el [15]. A harmadik uracil-DNS glikozilaz a timin/uracil-mismatch-DNS-glikozilaz
(TDG). A TDG csak kettds szalit DNS-en aktiv és a guaninnal hibasparban 1évo uracil és timin
eltavolitasaért felelos [16]. E két szubsztrat a citozin és a metil-citozin dezaminacidja soran johet
létre, és mindkét termék mutagén. Hasonldan nagy aktivitassal képes eltavolitani a TDG az 5.
pozicidban modosult uracil szarmazékot, az 5-fluorouracilt is. A TDG-hez hasonléan a metil-
CpG-binding-domén4 (MBD4) enzim is csak kettds szalG DNS-en aktiv és szintén a
dezaminalddas soran 1étrejott uracilt és timint tavolitja el [17]. Az MBD4 azonban egy DNS k6t
fehérje, mely a bazisok eltavolitasat a genom egy specialis részén végzi (CpG szigetek). Ezekben
a régiokban sok citozin és metil-citozin talalhat6 kozvetleniil egymas mellett, ezért nagyobb a
dezaminacié valosziniisége. Ezeken a DNS szakaszokon szintén fontos szerepet jatszik a

javitasban a TDG enzim.

Nem minden fajban talalhatdé meg az Osszes emlés enzim homologja. Drosophila
melanogaster-bol hianyzik a f6 uracil-DNS glikozilaz, az UNG és az MBD4. Ebben az
¢16lényben az uracil-DNS glikozilaz aktivitas csak a SMUGL, illetve a Thdl (a TDG homologja)
enzimekre korlatozhato [17, 18]. Az uracil-DNS glikozilazokrdl az 1. Téablazat-ban talalhato

Osszefoglalo.
Uracil-DNS glikozilazok Szubsztrat specificitas Drosophila melanogaster
emldsokben homologok
UNG ssU, dsU:G, dsU:A, 5FU X
SMUG ssU, dsU:G, dsU:A, 5FU, hmU SMUG1
TDG dsU:G, dsT:G Thdl
MBD4 dsU:G, dsT:G (CpG szigetek) X

1. Tablazat: Az uracil-DNS glikozilazok

A tablazatban dsszefoglalva lathatok az emldsokben megtalalhaté uracil-DNS glikozildzok és
szubsztratjaik. A harmadik oszlopban vannak feltiintetve a Drosophila melanogaster homologok.
(Jelolések: ss - single strand - egyes szalt DNS, ds — double strand — kettés szala DNS)
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3.5 DNS karosodas

A legdrasztikusabb DNS karosodas a DNS szaltorés, mely lehet egyes és kettds szaltorés
IS. Szaltorések 1étrejohetnek kiilsé hatasra, mint példaul ionizal6é sugarzas vagy drogok hatasa,
valamint bels6é forrasbol szarmazédan, melyre példa a javitdenzimek talmikodése. A javitasi
folyamatok - mint a baziskivagasos javitdmechanizmus is - intermedier terméke a szaltorést
tartalmaz6é DNS, azonban ez normadlis esetben javitddik. Ha nem teljes a javitas (pl. hiperaktiv
javitasi ciklusok miatt) és a szaltorések hosszabb ideig megmaradnak, a replikacio vagy a
transzkripci6 elakad (6sszeomlik a replikacios villa vagy a transzkripcios buborék), igy a genomi

informacio értelmezése nem torténhet meg.

A DNS kettds szaltorés (illetve az egyes szali DNS) megjelenésekor aktivalédo sejtvalasz
az ATM-ATR (Ataxia-telangiectasia mutated - ATM and Rad3 related) utvonal. Mind az ATM,
mind az ATR is kinaz enzimek, melyek kizarolag fehérjéket foszforileznek és ezek a fehérje
szubsztratok elengedhetetlenek a jelatvitelben. Ezek kozé tartozik a H2AX, mely egy hiszton
varians (& DNS kompakt szerkezetének kialakitdsdban részt vevo fehérje) és a kettds szaltorés
kozvetlen kornyezetében foszforilez6dik. Ekkor képzddik a foszfo-H2AX (pH2AX), mely a
kettds szaltorések megjelenését jelzi a sejt szamara. Az ATM-ATR utvonal feladata a sejtciklus
leallitdsa, hogy a javitoenzimeknek legyen ideje kijavitani a hibdkat. Amennyiben a hibak

kijavitasa sikertelen, aktivaljak a programozott sejthalalt kivalto faktorokat [19].
3.6 Drosophila melanogaster, avagy az ecetmuslica

3.6.1 A modellszervezet

Biokémiai folyamatok vizsgalatdhoz ¢és megértéséhez, betegségek okainak, illetve
lehetséges gyogymodjainak megtalalasahoz régota alkalmaznak kiilonb6zé modellszervezeteket.
Erre azért van sziikség, mert mas fajokban, példaul az emberben, a folyamatok tanulmanyozéasa
nehéz vagy kivitelezhetetlen. Az elfogadott elmélet szerint az élélények leszarmazasa koz0os €s az
evolucio soran a legtobb alapveté folyamat meg6rzédott, igy a modellorganizmussal végzett
kisérletek eredményei jo alapot képeznek mas fajok miikodésének megértéséhez. A mai
kutatasokban leggyakrabban alkalmazott modellszervezetek az Escherichia coli, a

Saccharomyces cerevisiae (kdznapi nevén sorélesztd), az Arabidopsis thaliana (k6znapi nevén
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ladfii), a Caenorhabditis elegans (fonalféreg), a Danio rerio (kdznapi nevén zebrahal), a
Drosophila melanogaster (koznapi nevén ecetmuslica) és a Mus musculus (kéznapi nevén hazi

eger).

A Drosophila melanogaster - ismertebb nevén az ecetmuslica - teljes atalakulassal fejlodo
rovar, mely az egyik legrégebben, és a mai napig leggyakrabban alkalmazott modellszervezet a
biokémiai és genetikai kutatdsokban. Genomja négy par kromoszomabol all: egy X/Y ivari
kromoszomaparbol és harom par autoszomabol, melyek teljes szekvenciaja ismert. Fejlodése
négy kiilonbozo allapotra kiilonithetd el: az embrionalis, a larva (harom stadium), a bab ¢és a
kifejlett allapot [20]. Larva stadiumban kétféle szovettipus talalhatd: az imaginalis primordium
szovet, melybdl a kifejlett allat szovetei alakulnak ki, és a differencidlt szovet, mely a
metamorfozisnak nevezett folyamat soran programozott Gton lebomlik, és nem lesz jelen a
kifejlett allatban. El6bbi szdvettipus folyamatos osztédasban van, majd a metamorfozis alatt
differencidlodik. Ide tartoznak az imaginalis diszkuszok, példaul a szarny diszkusz, melybdl a
kifejlett allat szarnya fejlodik ki, €s az imaginalis gytiriik, melyekbdl mirigyek alakulnak ki. A
larvalis szovet masik tipusa nem 0szt6do szovet, de az endoreplikacionak koszonhetden mérete
novekszik. Erre példa a nydlmirigy. Az egyedfejlédésben legfontosabb szerepet jatszd hormon a
embrio elsd stddiumu larva allapotba alakulasdhoz, valamint az els6 és a masodik larva stddium
végén bekovetkezd vedlésekhez is. A larva allapot harmadik stddiumanak végén jelentds
koncentracidemelkedés vezet a bebabozodashoz. Béballapotban lejatszodd folyamat a
metamorfozis, mely soran kialakul a kifejlett allat. A metamorfozis kezdetén az ekdizon
molekula hozzakot a sejtmagban talalhaté ekdizon receptorhoz, mely sok mas gén aktivaciojaért
felelOs transzkripcios faktor. Az aktivalt gének kozé tartoznak kaszpdz enzimek (az apoptozis
fontos enzimei, melyek emldsokben is megtalalhatoak) és a sejthalal ttvonalak muslica
specifikus enzimei is (reaper, hid, grim). Ennek az aktivacionak kdszonhetden programozott iton

lebomlanak a differencialt larvalis szovetek [21, 22].
3.6.2 Enzimfunkci6 vizsgalata modellszervezetekben

Modellszervezetekre hatékony modszereket fejlesztettek ki, hogy vizsgaljak az enzimek

szerepét, funkcidjat. Az enzimet kodold gén irdnyitott Uton torténd modositdsaval elérhetd
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csokkenés, illetve novekedés az enzim mennyiségében. Ennek hatasara bekovetkezd esetleges

valtozasok segitségével szerezhetd tobb informacié a génben kodolt enzimrdl.

Gyakran alkalmazott technika a génkiiités, mely soran a gént elrontdé mutacid miatt
(pontmutacio, inszercid, delécid) egyaltalan nem képzdédik enzim, vagy csak olyan, melynek

aktivitasa csokkent. Ezzel a modszerrel vizsgalhat6 az enzim teljes hidnyanak kovetkezménye is.

Az elmult évtizedben felfedezett modszer az RNS interferencia, mas néven géncsendesités
[23]. Az RNS interferencia (RNSi) az mRNS szintjén csokkenti le az enzim termelddését. Alapja
egy természetesen is el6forduld folyamat, melyben rovid kettdsszali RNS-ek (SIRNS)
keletkeznek. Az siRNS egyik szala egy komplex (RISC) segitségével képes hibridizalni a
lebontandd6 mRNS-hez, melyet a komplex ezt kovetéen feldarabol. A géncsendesités soran
mesterségesen bejuttatnak egy olyan a DNS szakaszt, melyr6l a lebontandd6 mRNS-hez
hibridizalni képes kettés szald RNS irodik at. A jelenség felfedezése utan tobb modszert is
kialakitottak az RNS interferencia hasznalatara ecetmuslicaban (példaul az UAS/Gal rendszer)
[24].

Az enzimfunkci6 vizsgalatinak masik megkozelitése, ha az enzim joval nagyobb
mennyiségben van jelen, mint természetesen. Ebben az esetben mesterségesen bejuttatjadk az
enzimet kodolo gént még egy kopiaban, de nem a természetes promoterével, hanem egy olyannal,
amely joval tobb mRNS atirodasat, ezéltal tobb fehérje képzodését teszi lehetévé. Igy az enzim

tultermelés kdvetkezményei vizsgalhatok.

A transzpozonok (,,ugrald gének”) olyan genetikai elemek, melyek relativ pozicidja
valtozhat a genomban. Az altaluk kodolt enzim a transzpozaz, mely képes felismerni a
transzpozonban megtalalhatdé ismétlddd szekvencidkat, kivagni azt a genombdl és Uj helyre
beilleszteni. Az ecetmuslica genomjaban torténé modositasokra alkalmazott technika a P elem
inszercio. A P elem egy transzpozon, mely a P transzpozazt kodolja. A muslica genomba egy
mutans P transzpozaz segitségével mesterségesen beillesztheté az altala felismert ismétlodo
szekvenciak kozott 1évé DNS szakasz. Ez a mddszer felhasznalhatd gének kititésre, csendesitd

RNS-eket kodoldo DNS szekvencidk és tiltermeld gének bevitelére.
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3.6.3 Az uracil-DNS szerepe az ecetmuslicaban

Az ecetmuslicabdl hianyzik az UNG, mely a 6 uracil-DNS glikozilaz, azonban jelen van a
Thdl és a SMUG. Az uracil-DNS metabolizmusaban masik nagyon fontos enzim, a dUTPaz
megtalalhato, de expresszidja egyedfejlodéshez kotott és szovet specifikus [12]. Az allat fejlodése
soran embri6o dallapotban jelentés mennyiségli enzim mutathaté ki, mig larva stadiumban
drasztikus csokkenés figyelhetd meg. Az utobbi allapotban jelenlévé kétféle szovettipus dUTPaz
expresszidja eltér: az imaginalis primordium szovetekben detektalhato a dUTPaz, mig a
baballapotban lebomlo differencialt szovetekben nem mutathaté ki. Ezzel dsszhangban all az,
hogy az imaginalis szovetek genomja uracil mentes, de a metamorfozis soran programozottan
lebomlo6 szévetek DNS-ében nagy mennyiségii uracil halmozodik fel (~1500 uracil / millié bazis)
[25]. Ez az elsé olyan ismert példa, ahol komplex eukaridta éldlényben természetesen eldfordul
uracilt tartalmaz6 DNS. Baballapotban ismét megemelkedik a dUTPaz expresszio szintje, mivel a
differencialt szovetek degradaldédnak €s egyre nagyobb ardnyban lesz jelen a kifejlett allatra
jellemzé dUTPazt expresszaldo szovet. A felnott allatban a dUTPaz jelenléte a ndstények
ovariumara korlatozodik. Kollégaim, Békési Angéla és Muha Villé megvizsgaltak, milyen
hatassal van az ¢éldlényre a dUTPaz teljes hidanya. Ebben a kisérletben RNS interferencia
segitségével csokkentették kimutatasi hatar ala a dUTPaz mennyiségét, ami baballapotban
letalitdshoz vezetett. Azt is sikeresen kimutattdk, hogy az enzim jelenléte nélkiil az imaginalis
primordium szovetek DNS-ében az uracil nagymértékben felhalmozodik (~1100 uracil / millio
bazis, ami egy nagysagrendbe esik a differencialt szovetek uracil tartalmaval). Ez azzal
magyarazhato, hogy dUTPaz hianyaban a sejt dTTP-hez viszonyitott dUTP aranya magas lesz,
lehet6vé téve annak beépiilését a DNS-be. Hasonléan a muslicahoz, mas modellszervezetben is

megnd a genomi uracil-tartalom dUTPaz hianyaban (Escherichia coli [26]).
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4. Célkitiizések

1. A dUTPaz enzim ecetmuslicaban esszencialisnak bizonyult [25]. Feltételezésiink szerint a
dUTPaz hianyaban a genom integritasa csokken, €s ez okozhatja a letalitast. Munkam soran
szerettem volna megvizsgalni azt, hogy a dUTPaz enzim hianya, illetve az uracil felhalmozodasa
milyen moédon befolyasolja a DNS épségét az imaginalis szovetekben. Ehhez két modszer
alkalmazasat terveztem: az egyik a DNS-beli szaltorések kozvetlen kimutatasara alkalmas, mig a
masik egy kozvetett modszer, mellyel a szaltorés hatdsara aktivalodo sejtvalasz marker

molekuldja detektalhato.

2. F6 célom volt tanulmanyozni a dUTPaz enzim hidnyaban bekovetkezett letalitas
molekularis mechanizmusat, azaz meghatarozni azt, hogy a folyamatban milyen enzimek
jatszanak még fontos szerepet. Feltételezhetd, hogy az uracil felhalmozddas kdvetkeztében a
baziskivagasos javitomechanizmus (BER) enzimei is részt vesznek a genom integritasanak
esetleges csokkenésében, ami végiil az egyedszintli letalitashoz vezethet. Ezért kisérleteimben a
dUTPaz enzim ¢€s bizonyos BER enzimek (Thdl, SMUG, APELl) egyiittes hianyat szerettem

volna megvizsgalni: milyen kovetkezménnyel jar az egyed szintjén és a DNS szintjén.

3. Tovabbi célom volt az el6z6 bekezdésben leirt BER enzimek kiilonalld vizsgalata is.
Ehhez olyan egyedek felhasznalasat terveztem, melyekben az enzimek expresszidja RNS
interferencia segitségével volt csokkentve. Ezzel vizsgalni kivantam, hogy onmagukban ezen

enzimek hianya milyen modon befolyasolja a DNS nukleotid dsszetételét.

4. A dUTPaz enzim hianyanak egyes kovetkezményei ismertek, valamint munkam els6
részében ennek tovabbi jellemzését végeztem. Célul tliztem ki, hogy tanulményozzam a dUTPaz
tultermeltetésének hatasat is mind az életképesség tekintetében, mind molekuléris szinten a
genomi uracil-tartalom meghatarozasaval. Ennek segitségével még tobb informaciot kaphatunk a
dUTP4z genomvédd szerepérdl, illetve arrodl, hogy van-e €lettani jelentdsége a dUTP4z hidnyanak
¢s a magas DNS-beli uracil-tartalomnak a differencialt szovetekben. Ehhez olyan egyedekbdl
izolalt szoveteket szerettem volna felhasznalni, melyekben a dUTPAaz kifejez6dése mesterségesen

indukalhato volt.
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Anyagok és modszerek

5. Anyagok és modszerek

Az alabbiakban szeretném attekinteni a kutatdmunkam soran alkalmazott anyagokat és az altalam

elvégzett kisérleteket.
5.1 Sejtkultarak fenntartasa és kezelésiik drogokkal

A Hela sejtvonal egy korlatlanul osztod6 sejtvonal, mely a legrégibb és leggyakrabban
hasznalt emberi sejtvonal a kutatdsokban.

A HelLa sejteket DMEM-F12 médiumban (Sigma) 37°C-on, 5%-0s CO, tartalom mellett
termosztalva tartottuk. A médium tartalmazott még 10 % FBS-t (Fetal Bovine Serum), 50 pg/ml

penicillin és 50 pg/ml streptomicin antibiotikumokat.

A Schneider 2 (S2) sejtek Drosophila melanogaster embri6 eredetii szuszpenzids, azaz nem
letapado sejtek.

Az S2 sejteket 26 °C-on Schneider rovar tapoldatban (Sigma) tartottuk és a tapoldat szintén
10 % FBS-t tartalmazott és a HelLa sejteknél alkalmazott antibiotikumokat, azzal megegyezo

koncentracidban.

Mindkét sejttipust négyféle vegyiilettel kezeltiik, melyekkel torténd kezelések kozvetve,
illetve kozvetlentiil kett6s szaltorések megjelenéséhez vezetnek [27-30]. Ezekrdl a vegyiiletekrdl
mas sejttipusban kimutattak, hogy képesek kivéltani az altalunk is kimutatni kivant ATM-ATR
utvonal aktivalodasat [31-33].

A kezelés el6tt 1 napig novesztettilk a sejteket a fent leirt médiumokban. A kezelés 37
fokon, 5 % CO; tartalom mellett tortént. Az alkalmazott vegyiiletek és a kezelések kortilményei
az alabbi tablazatban talalhatok:

. - ; : 5-fluoro- . _
Hasznalt vegyiilet = Hidroxi-urea dezoxiuridin Etoposide Bleomycin
Alkalmazott
koncentracio 200 100 pM 10 pM 15 pg/ml
_ I"(ezeles | ora ON* on on
idotartama

"ON: egész éjszakén at (overnight)
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5.2 Felhasznalt Drosophila melanogaster torzsek

Az alabbi tablazatban talalhat6 osszefoglalva a munkéank soran alkalmazott muslica torzsek,

Torzs neve

W1118
Act-Gal4
21883
DmDut20
Thdl in
Thd1 RNAI
Thd1Dut.1
Thd1Dut.2
Thd1Dut.3
Thd1Dut.4
Thd1Dut.5
Thd1Dut.6
Thd1Dut.7
APEDut.1
APEDuLt.2
APEDut.3
APEDut.4
APEDut.5
APEDut.6
APEDuUt.7
APEDut.8
APEDuUt.9
SMUGDut

genotipusuk ¢€s eredetiik:

Genotipus Eredet
Vad tipus Szegedi Drosophila
W; Act-Gal4/CyO, GFP; W; W Térzskdzpont
W; P{GD11362}v21883; W; W VDRC
W; SM6b/Sp; DmDut20/TM3(Sh); W
W; W; W; Mi{MIC}Thd1M102311
W; CG1981.110439/SM6b; TM3/CXD; W
W; CG1981R2/SM6b; CGA4584R2/TM3; W
W; CG1981.110439/SM6b; CG4584R2/TM3; W
W; CG4584.105285KK/SM6b; CG1981R1/TM3; W
W; CG4584.21883/SM6b; CG1981R1/TM3; W
W; CG1981.13657/SM6b; CG4584R2/TM3; W
W; CG4584.21884/SM6b; CG1981R1/TM3; W
W; CG4584R3/SM6b; CG1981R1/TM3; W Erdélyi Miklos,
W; CG3178.108661/SM6b; CG4584R2/TM3; W SZBI?I’ISZe:tetikai

W; CG3178.19819/SM6b; CG4584R2/TM3; W
W; CG4584.21883/SM6b; CG3178R3/TM3; W
W; CG4584.105285KK/SM6b; CG3178R2/TM3; W
W; CG4584.21884/SM6b; CG3178R3/TM3; W
W; CG4584R3/SM6b; CG3178R3/TM3; W
W; CG4584.105285KK/SM6b; CG3178R3/TM3; W
W; CG4584R3/SM6b; CG3178R2/TM3; W
W; CG4584.21884/SM6b; CG3178R2/TM3; W
W; CG5285.103742/SM6b; CG4584R2/TM3; W

A kisérletek soran kontrolként a W1118 vad tipusti muslicakat, illetve azok szoveteit

hasznaltuk. A dUTPaz csendesitett egyedeket az Act-Gald és a 21883 torzsek keresztezésével
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kaptuk, mig a dUTPazt overexpresszalo muslicakat az Act-Gal4 és a DmDut20 térzsek
keresztezésével. A kettds csendesitett torzsek eldallitdsa sordn szintén az Act-Gald torzzsel

kereszteztiik a valasztott torzseket (Thd1Dut.1-7, APEDut.1-9, SMUGDut).
5.2.1 Eletképesség vizsgalat

A kettOs csendesitett torzsek létrehozasadhoz sziikséges keresztezés soran négy kiillonbozé
utod keletkezett: kettds csendesitett, csak dUTPaz, illetve BER enzim csendesitett és csendesitést
nem tartalmazé egyed. Az igy létrejott torzsek életképességének vizsgalata ugy tortént, hogy a
kifejlett, kettés csendesitett egyedek szamat Osszehasonlitottuk a csak dUTPaz csendesitett
egyedek szamaval. Menekitésnek tekintettiik, ha tobb kifejlett muslica kelt ki elobbi esetén a csak
dUTPaz csendesitett muslicdkhoz képest. A vizsgalt egyedek szama 24 és 102 kozott valtozott.
Az életképességi vizsgalatokat 25 °C és 18 °C inkubacios hémérsékleten is elvégeztiik. A Thdl-
dUTPaz csendesitd allél kombinaciobol hét, a SMUG-dUTPaz csendesitd allél kombinaciobol

egy ¢és az APE1-dUTP4z csendesit6 allél kombinaciobol kilenc térzset vizsgaltunk.
5.3 Immuncitokémia és immunhisztokémia

Az immuncitokémia és az immunhisztokémia olyan modszerek, mellyel specifikus
fehérjéket lehet detektalni sejtekben, illetve szovetekben. Ez antitestek segitségével lehetséges,
melyek az immunrendszer altal termelt fehérjék. Az antitestek a célmolekuldknak (més néven
antigének) egy specifikus részét (epitop) ismerik fel. Az epitdop a felismert makromolekula
valamely jellemz6 térszerkezete, vagy kémiai mintazata. Specifikus antitesteket ugy allitanak elo,
hogy az antigént emlésokbe (jellemzOen nyul, egér, vagy kecske) injektaljak. Immunvalaszként a
B-limfocitdk (az immunrendszer egyik fontos sejttipusa) az antigénre nagy specifitasii és
affinitdsu immunoglobulinokat fejlesztenek és termelnek. Az antitestek egy konstans és egy
valtozékony régiobol allnak. Az antitest érés soran a fehérjék valtozékony régidja az antigén
valamely epitdpjanak felismerésére adaptalodik. Az antitesteket vagy a vérarambol (poliklonalis),
vagy az izolalt és immortalizalt B-limfocitdkbol (monoklondlis) nyerik. Mig a poliklonalis
antitestek szdmos B-limfocitdbol szarmaznak, ennek megfeleléen sokfélék, ugyanannak az
antigénnek szamos epitopjat felismerik, addig a monoklonalis antitestek csak egy B-limfocitabol
szarmaznak, ezért csupan egy epitopra specifikusak. Bizonyos diagnosztikumban jelentds

antigének ellen termelt antitestek kereskedelmi forgalomban kaphatok.
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Az immuncitokémiai és az immunhisztokémiai vizsgalatok soran elsdként elsddleges
antitestet hasznalunk, ami a detektalni kivant fehérjére specifikus. Az ezt kovetden hasznalt

anyagot hordoz. Ezt a jel616 molekulat detektaljuk mikroszkop segitségével.
A kisérletek soran harom kiilonb6z6 fehérjét szerettiink volna kimutatni. Az alabbi tablazat

tartalmazza a kimutatni kivant fehérjéket, azt hogy az elsddleges antitest milyen allatbol és

melyik cégtél szarmazott, valamint azt, hogy az egyes kisérletekben milyen toménységben

hasznaltuk:
Kimu'ta.tott Allat Antitest tipusa Cég Alkalmazott higitas
fehérje HelLa S2 Szdvet
Foszfo-H2AX egér monoklonalis Millipore 1:500 1:250 1:250
dUTPaz nyul poliklonalis Sajat” - - 1:10000
FLAG-tag egér monoklonalis Sigma - - 1:10000

"ELTE Biolégia Intézet Immunologia Tanszék — Erdei Anna

Az alabbi tablazat a felhasznalt masodlagos antitesteket mutatja be, mely tartalmazza a
kimutatott fehérjéket, azt hogy milyen allatbol és melyik cégtdl szarmaztak, valamint az

alkalmazott higitasokat és a konjugalt fluoreszcens csoportotokat:

Kimutatott Alkalmazott

Allat Cég Fluorofor
fehérje higitas
Egér antitest kecske ) Alexa546
: Invitrogen 1:1000
Nyul antitest kecske Alexa488

Ahhoz, hogy a sejteket, szoveteket vizsgalni tudjuk, az ott zajlé folyamatokat meg kell
allitani. A fixdlds egy olyan folyamat, melyben a makromolekuldk kozott keresztkotéseket
hozunk létre és rogzitjiikk a sejtbeli strukturakat, de ekdzben a fehérjék az antitestek szamara

felismerhet6ek maradnak.

A sejtbe juttatni kivant antitest molekuldk tul nagyok ahhoz, hogy a sejtmembranon
atjussanak, ezért azt atjarhatova kell tenni. Ezt detergenssel (példaul Tween 20 vagy Triton X-

100) torténd kezeléssel lehet elérni a permeabilizalasnak nevezett folyamat soran.
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A sejtben szamos kiilonbozé fehérje taldlhatd, melyek aspecifikus kotohelyeket
tartalmaznak. Ezekhez az antitestek hozza tudnak kotddni, ezaltal nem megfeleld eredményt
adva. A blokkolasnak soran ez kikiiszobolhetd olyan oldattal, amely nagy mennyiségben sokféle
fehérjét tartalmaz, melyek le tudjak foglalni a nem specifikus kotéhelyeket. Erre alakos elemektdl
mentes allati vérszérumot szokas alkalmazni (pl.: BSA - bovine serum albumin — szarvasmarha
szérum albumin; FBS - fetal bovine serum - magzati szarvasmarha szérum; GS — goat szérum —

kecske szérum).
5.3.1 Sejtek immunfluoreszcens jelolése

A sejtekkel nagyon vékony, kisméreti oraiivegre kitapadva dolgoztunk. A Hela sejtek
képesek onmaguktol feliilethez kotddni, azonban az S2 sejtek nem. Ezért ezeknél az oraiivegeket
polilizinnel kezeltiik, ami elésegiti az S2 sejtek kitapadasat. A fixalast 4% PFA-ban 15 percig, a
permeabilizalast 0.1 % Triton-X 100-ban 10 percig végeztiik. Mindkét 1épés utan a mintakat
PBS-ben mostuk. Masfél ora blokkolas utan az els6dleges ellenanyagban két 6ran at inkubaltuk a
sejteket szobahdmérsékleten. Ezt kdvetéen olyan blokkoloban mostuk a sejteket haromszor 20
percig, ami 0,05 % Triton-X 100-at tartalmazott. A masodlagos antitestet tartalmazo blokkoloban
tartottuk a mintakat egy oraig, sotétben. Ismét mostuk a mintdkat PBS-el, illetve kétszer 15
percig 0,05 % Triton-X 100-at tartalmazo6 blokkoloval. Végiil 5 percen keresztiil olyan PBS-ben
tartottuk a sejteket, ami 10000-szeres higitasban (1 pg/ml koncentracioban) tartalmazott DAPI-
festéket (a2 DNS-t kotni képes fluoreszcens DNS festék).

Blokkolo: 2,5 % FBS PBS: 0,13 M NaCl
2,5 % GS 7 mM NazHPO4
1% BSA 3 mM NaH,PO,
0,002 % NaNs3 pH=7,2
PBS-ben

5.3.2 Szovetek immunfluoreszcens jelolése

Drosophila melanogaster larvabol kiboncolt imaginalis szarny diszkusz és nyalmirigy
szoveteket festettiink. A fixalo elegy 50 % n-heptant és 50 % PEM-et tartalmazott, amiben 1 6ran
keresztiil razodtak a szovetek szobahdmérsékleten, majd a mintdkat inaktivald oldattal mostuk

haromszor 10 percig.
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PEM: 4 % PFA Inaktivalo oldat: 50 mM TRIS
25 % Tween-20 150 mM NaCl
100 mM PIPES 0,5 % Tween-20
1 mM MgCl, pH=7,4
1 mM EGTA
pH=6,9

A pH2AX elleni festés esetén a permeabilizalas és a blokkolas 1 oran keresztiil,
szobahomeérsékleten, Blokkol6-1 oldatban tortént. Ezt kovetoen a szoveteket 16 oran keresztiil 4
°C-on inkubaltuk az elsddleges ellenanyagot tartalmaz6 Blokkolo-2-ben. A mintakat négyszer
egy oran keresztiil mostuk Blokkol6-1-ben. A masodlagos antitestet Blokkolo-2-ben alkalmaztuk,
amiben a szovetek 2 oran keresztill razodtak szobahémérsékleten sotétben. A kovetkezd

1épésekben haromszor 30 percig mostuk a mintakat Blokkolo-1-el.

Blokkolo-1: 5% GS Blokkolo-2: 5% GS
1,5 % BSA 1% BSA
0,1 % Tween-20 0,01 % Tween-20
1 % Triton-X 100 0,1 % Triton-X 100
0,001 % NaNs3 0,001 % NaNs3
PBS-ben PBS-ben
pH=7,4 pH=7,4

A dUTPaz és FLAG-tag elleni festés esetén a permeabilizalas és a blokkolas 2 oran
keresztiil Blokkolo-A-ban, majd ismét két oran keresztiil 5 % GS-t tartalmazé Blokkolo-A-ban
tortént szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a szoveteket ON 4 °C-on inkubaltuk az elsédleges
ellenanyagot tartalmazé Blokkolo-B-vel. A mintakat a kovetkez6 nap haromszor mostuk
Blokkol6-C-ben és ON 4 C°-on Blokkolé B-vel. A masodlagos antitestet Blokkolo-B-ben
alkalmaztuk, amiben a szovetek 2 6ran keresztiil razodtak szobahdmérsékleten sotétben. A

kovetkez6 1épésekben haromszor 30 percig mostuk a mintakat Blokkolo-C-vel.

Blokkolo-A: 1,5 % BSA Blokkolo-B: 5% GS
0,1 % Tween-20 1% BSA
1 % Triton-X 100 0,01 % Tween-20
0,001 % NaNs3 0,1 % Triton-X 100
250 mM NacCl 0,001 % NaNs3
PBS-ben PBS-ben
pH=7,4 pH=7,4
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Blokkolo-C: 1,5 % BSA
0,05 % Tween-20
0,5 % Triton-X 100
0,001 % NaNj3
250 mM NaCl
PBS-ben
pH=7,4

A szoveti festések esetén a sejtmagokat DAPI-val, illetve Hoechst-festékkel (a DNS-t kotni
képes fluoreszcens DNS festék) tettiik lathatovd. Mindkét festéket 10 percig 10000-szeres
higitasban (1 pg/ml koncentracioban) alkalmaztuk. Utolso 1épésként a szoveteket kétszer 10
percig mostuk PBS-ben.

5.4 TUNEL proba

A TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) proba egy
olyan modszer, mellyel a DNS szaltorései detektalhatok. A DNS szintézisét végzo enzimek a
DNS polimerazok, melyek tobbségének sziiksége van mintaszalra (templat) ahhoz, hogy a
szintézis végbemenjen. Ebben a kisérletben azonban egy olyan DNS polimerazt alkalmazunk
(TdT - terminal deoxynucleotidyl transferase), amely nem igényel templatot, tehat a beépiild
nukleotidok azok lesznek, amelyek az enzim kozvetlen kornyezetében talalhatok. A modszer
soran nagy mennyiségii fluoreszcensen jelolt dUTP-t (Cy5-dUTP) juttatunk a sejtbe, igy az
enzim nagy valosziniiséggel ezt fogja a szabad szalvéghez szintetizalni, feljelolve a szaltorést. A

fluoreszcens jel a sejtben mikroszkdpias modszerrel vizsgalhato.

Drosophila melanogaster larvabol kiboncolt imaginalis szarny diszkusz szdveteket
festettiink. A szoveteket 30 percen keresztiil fixaltuk szobahdmérsékleten, majd mostuk Oket
haromszor 10 percen keresztiil PBS-sel. A mintakat ezutan egy 50% PBT5X-et és 50 % n-heptant
tartalmazo eleggyel kezeltiikk, mely a szdvetekben levd zsir eltavolitdsaért felelés. Ismét a
szovetek mosasa kovetkezett, haromszor 10 percig PBT-vel, majd kétszer 10 percig PBT5X-el. A
permeabilizalast 30 percen keresztiil 65 °C-on végeztiik, majd eltavolitottuk a citratot a megfeleld
moso oldattal. Ezutan a mintakat kétszer 10 percig PBT5X-el, majd ismét kétszer 10 percig PBT-
vel mostuk. Az enzimes kezelés el6tt a szoveteket 30 percig a jelold oldatban inkubaltuk. Ezt
kovetéen a mintakhoz hozzaadtuk a TdT-t (NEB) 0,2 unit/ul koncentracioban és a Cy5-dUTP-t
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(GE Healthcare) 5uM koncentracioban. Az egy oras reakciot (37 °C) PBT5X-el allitottuk le, és
mostuk a mintakat haromszor 10 percig PBT-vel. Itt a masodik mos6 pufferbe 10000-szeres
higitasban tettiink Hoechst DNS festéket.

Fixdlo: 0,1 M PIPES Permeabilizalo oldat: 0,1 M natrium-citrat
1mMEDTA PBT-ben
1 % Triton X-100
2mM MgSO,
1 % formaldehid
pH=6,9 Citrat eltavolité oldat: 10 % TRIS
PBT: 0.1 % Triton-X 100 20 % FBS
PBS-ben 30 mg/ml BSA
PBS-ben
PBT5X: 0,5 % Triton-X 100 Jelold oldat: 30 mM Tris-HCI
PBS-ben 140 mM natrium-kakodilat
1 mM CoCl,
pH=7,2

5.5 Mikroszkdpia

A biokémiai vizsgalatok sordn sziikség lehet a sejt alkotdinak (sejtmembran, sejtmag,
sejthartya) vagy a sejtben 1évO, egy adott molekulanak a detektalasara, lokalizaciojanak
meghatarozasara. Ennek vizsgalatara elterjedt modszer a fluoreszcens mikroszkopia. Ilyenkor
vagy a célmolekulat felismerd és kotd vegyiilet maga rendelkezik fluoreszcencidval, vagy ehhez a
molekulahoz kémiai kotésekkel konjugalnak egy fluorofort. Ha a jeldlt sejtet megvilagitjuk a
fluorofort  gerjeszté hullamhosszasagu  fénnyel, akkor az emittalt fényt megfeleld
hullamhosszisagon detektalhatjuk. Egy minta egyszerre tobbféle fluoreszcens molekuldval is
meg lehet jelolve, ha azok gerjesztéséhez sziikséges fény hullamhossza és az emittalt fény
hullamhossza eltéréek. Az altalunk hasznalt konfokalis mikroszképia azért elonydsebb, mint a
hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopia, mert képes a vizsgalt sejtrol, szovetrdl egyetlen sikban
képet alkotni anélkiil, hogy a szomszédos sikokbol szarmazé jelet detektdlnank. Vizsgélataink
soran Zeiss 710-es lézeres szkenneld mikroszkoépot (LSCM) hasznaltuk. A felvételek elkészitését

kollégam, Rona Gergely végezte.
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Az alabbi tiblazat tartalmazza az 4ltalunk hasznalt fluoreszcens festékeket, valamint a
gerjesztési és a detektalasi hullamhosszsagukat, illetve azt, hogy ezekkel milyen molekulat

szerettiink volna kimutatni:

Fluoreszcens Gerjesztési Detektalas ,
. . , , Cél molekula
festék hullamhossz hullamhossztartomanya
DAPI/Hoescht 405 nm 410-450 nm DNS
Alexa 488 488 nm 580-610 nm dUTPaz
Alexa 546 546 nm 550-700 nm pH2AX, FLAG-tag
Cy5 633 nm 640-700 nm Szaltorés (TUNEL)

A sejteket/szoveteket a mikroszkopos vizsgalat eldtt be kell agyazni. Ekkor mintdinkat
desztillalt vizes mosas utan (hogy eltavolitsunk minden oldott sot és fehérjét) egy iiveglapra
(targylemez) helyeztiik. A sejtekre/szovetekre FluorSave beagyazot tettiink, mely megvédi a
sejteket a kiszaradastol, a fluoreszcens festéket 6vja a fotobleaching-t6l (a fluorofér fotokémiai
bomlasa), de nem zavarja a mikroszkdpos vizsgalatot, ugyanis fénytérése megegyezd az

tivegével. Végiil nagyon vékony iiveglappal lefedtiik a sejteket/szoveteket.

5.6 DNS és RNS izolalasa szovetbol

A szovetekbdl torténd genomi DNS izolalasahoz ¢és tisztitdsdhoz az Epicentre
Biotechnologies cég Master Pure DNA Purification Kit-jét hasznaltuk és a megfeleld protokollt
kovettiik. A szovetekbdl RNS izolalasat a Qiagen RNeasy Plus Mini Kit alkalmazasaval végeztiik

¢s itt is minden 1épést a gyarto utasitdsai szerint hajtottunk végre.

5.7 Nukleinsav koncentraciomérés

ND-1000 spektrofotométerét hasznaltuk. A miszer elénye, hogy nagyon kis mennyiségek (1-2
pl) koncentracidja is meghatarozhatd. A mérés a nukleinsav bazisok 260 nm-en mérhetd
fényelnyelésén alapszik. A mért abszorbanciabol a Lambert-Beer torvény segitségével szamithato

ki a koncentracio.
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5.8 c¢cDNS készités

A reverz transzkriptaz (RT), mas néven RNS-fiiggd DNS polimeraz retrovirusokban
(melyekben az informaciohordoz6é molekula RNS) talalhatdo enzim, mely képes RNS-r6l DNS
atiratot képezni. Els6 1épésként az RT elkésziti az RNS molekulaval komplementer DNS
molekulat, majd elbontja az RNS-t. Az igy keletkezett DNS molekulat nevezziik ¢cDNS-nek
(copy DNS).

crer

ki, mely 1 pg RNS-t tartalmazott. Ehhez 1 pul Random Hexamer (Fermentas) véletlen osszetétell
DNS oligonukleotid primert adtunk és 20 pl végtérfogatra egészitettiik ki desztillalt vizzel. Az
igy kapott mintdt 1 percen keresztiil 65 °C-on tartottuk, majd 1 percig jégen. Ekkor az RNS
molekuldk elvesztették feltekert masodlagos szerkezetiiket, alkalmassd valva a primerek
hibridizalasahoz. A 20 pl mintankat két részre osztottuk. Az egyik részhez 10 pl olyan oldatot
(RT mix) adtunk, mely tartalmazta a reverz transzkriptaz enzimet (Monsterscript), mig a masik
részlethez pedig olyat, ami az enzim helyett desztillalt vizet tartalmazott (NRT mix). Utobbinal
igy a reakcio végén nem keletkezik cDNS. Erre azért van sziikség, hogy megallapitsuk maradt-e
a mintankban genomi DNS szennyezés. A két oldat ezen feliil tartalmazott dNTP-t és az enzim
megfeleld miikodéséhez sziikséges puffert. A szintézist PCR késziilékben végeztik és az

alkalmazott hdmérsékleteket €és ezek idOtartamat az alabbi tablazat foglalja 6ssze:

Homérséklet | Idotartam

37 °C 5 perc
42 °C 5 perc
60 °C 40 perc
90 °C 5 perc
0°C 1 perc
RT mix: 1 ul RT enzim NRT mix: 0,4 ul ANTP
0,4 ul ANTP 4 ul Puffer
4 pl Puffer 5,6 pl desztillalt viz

4,6 ul desztillalt viz
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5.9 DNS emésztés

A DNS feldarabolasat restrikcids endonukledzzal végeztiik. Ez egy olyan enzim, mely
képes specifikus szekvenciat felismerni a DNS-ben ¢és ott mindkét szalon hidrolizalni a
foszfodiészter kotést. Ekkor kétféle vég keletkezhet: tompa vég vagy ragados vég. Ezek az
enzimek baktériumban talalhatok, tehat nagyon sokféle van beldliik a természetben is, de egyre

tobb specifikusabb enzimet allitanak eld mesterségesen is.

Az altalunk hasznalt enzim az Nhel, ami az alabbi szekvenciat ismeri fel és ragados véget
eredményez:
Felismerdhelye és hasitasa: 5’--- G,CTAGC --- 3’
3’--- CGATC,G --- 5’
Az altalunk PCR reakcidoban felsokszorozni kivant szakasz egy 963 bazispar hosszi
szekvencia a dUTPaz gén kozelében. Ezt két Nhel hasito hely fogja kozre, melyek 4400 bazispar

tavolsagra talalhatok egymastol.

Az elézetes DNS koncentracid mérés alapjan minden DNS oldatb6l annyit vettiink ki, hogy
a DNS tartalom 2 pg legyen. Ezekhez 1 ul enzimet adtunk, 5 pl Nhel puffert és 0,5 ul BSA-t.
Végiil mindegyik minta térfogatat 50 pl-re egészitettiik ki desztillalt vizzel. Az emésztést 37 °C-

on egy ¢éjszakan at végeztiik.
5.10 DNS fragmentumok elvalasztasa gélelektroforézissel

Az agaroz gélelektroforézis a DNS fragmensek elvéalasztasara, azonositasara alkalmas
modszer. A DNS molekuldban a nukleotidok foszfodiészter kotésekkel kapcsolodnak Gssze. A
foszforsav harmadik hidroxil-csoportja disszocialt allapotban van lugos kdzegben (pH=8), ezért a
DNS molekula negativ toltésti. Ennek kdvetkeztében az elektroforézis soran a DNS fragmensek
az elektromos térben a pozitiv polus felé mozognak, melynek hatasara toltésiik, méretiik és
alakjuk szerint szeparaldédnak. A DNS elektroforetikus mozgési sebességét befolydsolja a DNS

mérete és szerkezete, az agardz koncentracioja és az alkalmazott &ramerdsség.

Az altalunk hasznalt agar6z gél 1%-os volt. Ehhez 1,1 g agardzt oldottunk fel 110 ml TAE
pufferben melegités kozben. Miutan az agaroz teljesen feloldodott, az oldathoz GelRed (Biotium)
DNS festéket adtunk 10000-szeres higitdsban. Ez a festék a DNS szalai koz¢ interkalalodik és
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UV fény hatdsara fényt bocsajt ki. A mintdkhoz hatszoros higitasban hozzaadtuk a t6lté puffert
(Loading Dye - Fermentas). A puffer tartalmazott glicerint, mely nagy siiriiségénél fogva a
mintak lesiillyedését segiti a zsebek aljara, és festékanyagokat (bromfenolkék és xilén-cianol),
melyekkel ellendrizhetd a gélen torténd szeparalddas. Miutan a gél megszilardult, felvittiik rd a
t61té pufferrel higitott DNS mintakat és egy molekulastuly markert. A marker ismert méretii DNS
szakaszokbdl 4ll, igy meghatarozhaté a mintakban levd ismeretlen DNS darabok mérete. Az

elektoforézist 100 V-on végeztiik.

A szamunkra sziikséges DNS szakasz 4400 bazispar hosszl volt. A molekulasuly marker
segitségével UV fénynél megkerestiik a 4000 és 5000 bazispar méretli szakaszok helyzetét a

gélen, majd ezeket a darabokat a gélbdl kivagtuk és tomegiiket lemértiik.

Loading Dye: 10 mM TRIS-HCI TAE puffer: 40 mM Tris-acetat
0,03V/V% brémfenolkék 0,001 M EDTA
pH=8,0

0,03V/VV% xilol-cianol
60V/V% glicerin

60 mM EDTA
pH=7,6

5.11 DNS izolalasa gélbdl

Agaroz gélelektroforézissel nemcsak a mintdk mindségét ellendrizhetjiilk, hanem
hasznalhatjuk a minta kiillonb6zé méretli komponenseinek elvéalasztasara ugy, hogy utdna a

szamunkra megfelelé méretti komponenssel tovabb dolgozunk.

A DNS-t az agaroz gélbdl a Macherey-Nagel cégtd szarmazd Nucleospin Gel and PCR

clean up Kit-el nyertiik ki és a kisérlet soran a gyarté utmutatasat kovettiik.
5.12 PCR reakcio

A PCR (Polimerase Chain Reaction - polimeraz lancreakcio) gyakran alkalmazott technika
DNS molekulak felsokszorozdsara. Ehhez sziikség van egy templdt DNS-re (akdr egyetlen
molekula is elég, melyet szeretnénk felsokszorositani); két primerre, melyek rovid (18-25

bazispar) mesterséges oligonukleotidok és pontosan kijelolik a sokszorositani kivant szakaszt;
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olyan DNS polimerazra, mely héstabil; dNTP-re és megfelelé pufferre, amelyben az enzim
hatékonyan tud miikodni. A PCR reakcid olyan egymas utani ciklusokbol all, melyben szabélyos
1dékozonként valtozik a hdmérséklet. Ekkor az alabbi hadrom 1épés torténik: elséként a DNS két
szala elvalik egymastdl (denaturacid), majd a primerek hibridizalnak a DNS-hez (anellacio),
végiill megtorténik az 0j szal szintézise (extenzio). A PCR egyik valtozata a qPCR (quantitative
real time polymerase chain reaction), melyben a DNS felsokszorositasa valds idOben
detektalhat6. Ez fluoreszcens DNS festék alkalmazasaval torténik, mely minden ciklus utolsé
1épésében a kettds szalat DNS molekulaba interkalalodik és az ekkor kialakuld fluoreszcenciajat
detektaljuk. Az altalunk alkalmazott DNS festék az Eva Green (EG) (Biotium). Ez egy 488 nm-
en gerjeszthetd fluoreszcens festék, és az emittalt fényt 520-540 nm tartomédnyban detektaljuk. A
mérés végén felvehetd az olvadasi gorbe. A felfiités adott hémérsékletrdl kezdddik egy gradiens
szerint. Ekkor a DNS kettdsszalti forméja fokozatosan megszlinik, a fluoreszcens festék mar nem
tud interkalalodni és emiatt egyre kisebb lesz a detektalhato fluoreszcens jel. Az olvadasi gorbe
negativ elsé derivaltjabol kaphatd meg az olvadaspont (az a hdmérséklet, ahol a kettds szal
felvételével tudjuk ellendrizni az aspecifikus termékek keletkezését, mivel ezek a termékek mas
lefutasu gorbét adnak, mint az altalunk felsokszorozni kivant termék. Ha jelen van aspecifikus

termék is, a derivalt gérbe tobb csucsot fog tartalmazni.
5.12.1 mRNS kifejezddés kvantitativ meghatarozasa

A sejtbeli mRNS relativ mennyisége meghatarozhaté PCR segitségével. Ehhez els6ként az
RNS-b6l reverz transzkriptaz segitségével cDNS-t kell késziteni, ami mar felsokszorozhato a
héstabil Taq polimerazzal (Bioline). Ahhoz, hogy kimutassuk, hogy a génmutaciot kovetéen
valoban lecsokkent az mRNS koncentracidé a normal sejtekhez képest, sziikség van belsd
kontrollra. Erre allandoan kifejez6d6, konstitutiv géneket szokas valasztani (housekeeping -
haztartasi gének), melyek olyan fehérjéket kodolnak, amelyekre a sejtnek allanddan sziiksége
van. Az errdl a génrdl atirod6 mRNS mennyiségét allandonak tekintjiik mind a normal, mind a
mutans ¢€lélényekben. Ehhez viszonyitva megmondhatd az altalunk vizsgalt enzimek mRNS
higitasi sor mintainak felszaporitasakor kapott jeleknél, egy megéllapitott fluoreszcencia értéknél

(kiiszob érték - threshold) leolvassuk a hozzajuk tartozo ciklus szamokat (Ct érték). Ennek
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segitségével megallapithato a PCR hatékonysaga (E). Elméletileg a PCR reakcié minden
ciklusdban a DNS molekuldk mennyisége megkétszerezddik. A gyakorlati méréseknél azonban
az enzimek nem képesek 100 szézalékban felsokszorozni az dsszes templatot. A DNS polimeraz
altal felsokszorozott molekuldk szamanak és az elméletileg maximalisan kaphatdé molekulak
szamanak a hanyadosa adja a PCR reakci6 hatékonysagat. Ennek segitségével a mérendd mintak

cDNS tartalma meghatarozhat6 a kontrolhoz képest.

Kisérleteink sordn a Thdl enzim mennyiségének csokkenésére szerettiink volna
kovetkeztetni annak mRNS koncentraciojabol, olyan Drosophila melanogaster-ben, ahol a Thdl

génben mutécio volt. Belsé kontrolként az Rp49 (Riboszomalis protein 49) enzimet hasznaltuk.

A felsokszorozni kivant szakaszhoz illeszkedd primerek szekvencidi az alabbiak:

Thdl:
3’ — GATACTCCCGAATGTCTAAGCA -5
5> —CAGCAGACACCTTTTGTTGATC -3’

Rp49:

3’ -~ ATACAGGCCCAAGATCGTGAAG - 5°
5’ —GCACCAGGAACTTCTTGAATCC -3’

Osszedllitottuk a reakci6 pufferét, mely az alabbiakat tartalmazta:

81,9 ul RN4z mentes viz

13 ul Eva Green

130 pul Immomix (Puffer, ami tartalmazza a Taq polimerazt és a ANTP-ket.)
9,1 ul Primer keverék

A reakci6 pufferbdl 9 pl-t mériink 6ssze 1 ul cDNS mintaval.

A reakci6 programozésa tabladzatosan dsszefoglalva:

Folyamat Hoémérséklet 1dé Ismétlés szam
Felftités 95 °C 10 perc 1
Denaturécid 95 °C 8 masodperc
Anellacio 56 °C 10 masodperc 30
Atiras 72 °C 20 masodperc
Olvadisi 95°C 1 perc
gorbe 55°C 30 masodperc
felvétele 95 °C 30 méasodperc 1
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5.12.2 Uracil mérés DNS-ben

A genomi uracil mérését egy qPCR alapi modszer segitségével végeztik, melyet
témavezetdm, Horvat Andras fejlesztett ki. A dolgozat a moddszert roviden foglalja Gssze,
részletes leiras a [34] cikkben talalhato.

A kisérlet soran két qPCR reakcidt allitunk 6ssze. Az egyikben a DNS polimeraz a Taq
polimeraz (Bioline) volt, mely a normal PCR reakciok esetén gyakran hasznalt enzim és
referenciaként hasznalhatd, mert uracilra nem érzékeny. A masikban az archea Pyrococcus

furiosus (Pfu) (Agilent) DNS polimerazat hasznaltuk, mely az uracil-tartalma DNS-t nem tudja

INJ INJ NS N N INJ N N N N
o

felsokszorozni (5. abra).

>IN N NN N
I I I (NI

—

"NNNNNNNNN @ pol
ONNNNN NN
5)

N INJ INJ N INJ NN N N

5. abra: A Pyrococcus furiosus DNS polimeraz

A vad tipusu polimeraz az uracilt tartalmazé DNS elongacidja soran, attdl 4 bazis tavolsagra elakad. Az uracil-
felismerd zsebben egy mutacid segitségével ez a szelektivitas megsziintethetd és a mutans enzim hasznalhatd akar
referenciaként is.

Elsdként a DNS mintdkbol 10 1épcsds kétszeres higitasi sort készitettiink, hogy a PCR
hatékonysagat (E) (lasd 5.12.1) kiszamitsuk mindkét enzim esetén. A mérés soran azt
feltételezziik, hogy a DNS-ben jelenlevé uracil egyenletesen oszlik el. Adott szakaszra nézve az

uracil mennyiségét a kovetkezd képlet alapjan szamoljuk ki:

[U mentes DNS]
[6sszes DNS]

=(1-0)°

ahol 1-U annak a valdszinlisége, hogy az S bazis hosszisagu szakasz nem tartalmaz uracilt. A

Taq polimerazzal kapott eredményeket kontrolként hasznaljuk €s erre normaljuk a Pfu-val kapott
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eredményeket. A szamitasok soran felhasznaljuk a két enzim hatékonysagat is. Az [uracil mentes

DNS]/[6sszes DNS] arany a kovetkezd képlettel szamithato:

[U mentes DNS] ~ (Epfu + 1)CtPfuminta—CtPfukontrol
[6sszes DNS] - (ETaq + 1)CtTaqminta—CtTaqkontrol

Ahol az Epg, €s Er,q a Pfu és Taq polimerazokkal végzett reakciok hatékonyséaga, a CtPfuminta,

a CtPfukontrol, a CtTagminta és a CtTagkontrol a Ct értékeket jelentik a vizsgalt minta és a

kontrol esetében, mindkét enzimmel végezve a reakciot.

A felsokszorozni kivant szakaszhoz illeszkedd primerek szekvencidi az alabbiak:

3’- TCGGGATGACTTTTGGGTTCTG - 5°
5’- CGCGGTTTAACACAGCGTCGG -3

1. Reakci6 uracilra érzékeny enzimmel:

Osszeallitottuk a reakcidhoz sziikséges oldatot, mely az alabbiakat tartalmazta:

166,4 pl RNaz mentes viz 9,1 pl Primer keverék
13 ul Eva Green 5,2 ul ANTP
26 ul Pfu puffer 5,2 ul Pfu enzim

A reakci6 pufferbdl 9 pl-t mériink 6ssze 1 ul DNS mintaval.

A reakcid programozasa tablazatosan osszefoglalva:

Folyamat Hoémérséklet Idé Ismétlés szam
Felfiités 95 °C 2 perc 1
Denaturacio 95 °C 15 masodperc
Anellacio 57 °C 10 masodperc 40
Atiras 72 °C 1 perc 10 masodperc
Olvadasi 95 °C 1 perc 1
gorbe 55°C 30 masodperc 1
felvétele 95 °C 30 masodperc 1

2. Reakcio uracilra nem érzékeny enzimmel:
Osszeallitottuk a reakcidhoz sziikséges oldatot, mely az alabbiakat tartalmazta:
81,9 ul RN4z mentes viz
13 ul Eva Green

130 pl Immomix (Puffer, ami tartalmazza a Taq polimerazt és a ANTP-ket.)
9,1 ul Primer keverék
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A reakci6 pufferbdl 9 pl-t mériink 6ssze 1 pl DNS mintéval.

A reakcid programozasa tablazatosan osszefoglalva:

Folyamat Hoémérséklet 1dé
Felfiités 95 °C 10 perc
Denaturacio 95°C 15 masodperc
Anellécio 57 °C 10 masodperc
Atiras 72 °C 1 perc 10 masodperc
Olvadasi 95 °C 1 perc
gorbe 55°C 30 masodperc
felvétele 95 °C 30 masodperc
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Ismétlés szam
1

40
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6. Eredmények osszefoglalasa

6.1 A dUTPaz hianyaban tapasztalt letalitas molekularis mechanizmusanak

vizsgalata

A dUTPaz enzim ecetmuslicaban esszencialisnak bizonyult [25]. F6 célom volt
megvizsgalni az enzim hianyaban tapasztalt letalitds mechanizmusat és meghatarozni azt, hogy a

folyamatban milyen enzimek jatszanak még fontos szerepet.
6.1.1 Genomi integritas csokkenés

Kisérleteimben szerettem volna megvizsgalni azt, hogy milyen modon hat a dUTPaz
hianya, illetve a nagy mennyiségii uracil megjelenése a DNS integritasara. Els6ként a DNS kettds
szaltorések hatasara aktivalodo specifikus sejtvalasz (ATM-ATR tutvonal) megjelenését kivantam
tanulmanyozni, mely segitségével kozvetett modon kaphatunk képet a DNS-ben esetlegesen
megjelend szaltorésekrol. Az utvonalban fontos szerepet jatszo, a kettds szaltdrések kozvetlen
kornyezetében foszforilez6dé H2AX (pH2AX) marker molekuldt immunhisztokémia

segitségével detektaltam.

A modszert sejteken optimalizaltam, hogy teszteljem az elsddleges antitest mitkodését.
Kisérleteimben Hela és S2 sejteket kezeltem hidroxi-ureaval (HU), 5-fluoro-dezoxiuridinnel (5-
FAUR), bleomycinnel és etoposiddal (VP-16). Irodalmi adatok alapjan ismert ezekrdl a
vegyiiletekrél, hogy képesek kivaltani az altalam is kimutatni kivant ATM-ATR 1tvonal
aktivalodasat mas sejttipusokban [31-33]. Az immuncitokémiai vizsgalat soran a pH2AX
molekulakat specifikus antitesttel tudtam detektalni. A sejtmagot fluoreszcens DAPI festéssel
tettem lathatova, mely képes a DNS-hez kotni. Kontrolként olyan sejteket hasznaltam, melyeket
nem kezeltem a vegyliletekkel, de az immuncitokémiai vizsgalat Osszes 1épését elvégeztem

ezekkel is, megegyezden a kezelt sejtekkel. A felvételek konfokalis mikroszkoppal késziiltek.

A kezeletlen kontrol sejtekben nem lathatd festddés, tehat ott nem foszforilez6dott a
H2AX, mig a négyféle vegyiilettel kezelt sejtek esetén mind HelLa, mind S2 sejtekben kaptam
festddést, tehat a sejtek ezekben az esetekben tartalmaztak pH2AX-et. Ezzel sikeresen igazoltam,
hogy a hasznalni kivant antitest mind human, mind ecetmuslica eredetii sejtekben muikodik és

nincs aspecifikus kdlcsonhatas egyik esetben sem. Az immuncitokémiai kisérleteim eredményei
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kozil a jelen dolgozatban a VP16-tal kezelt HeLa és S2 sejtek, valamint a hozzajuk tartozo
kontrol sejtek lathatok (6. abra).

pH2AX DAPI Egyesitett

Kontrol

HelLa

VP16

Kontrol

S2

VP16

6. abra: pH2AX kimutatasa HeLa és S2 sejtekben

Az abran kontrol sejtek és VP16-tal (etoposide) kezelt sejtek lathatoéak. Immuncitokémia segitségével detektalt
molekula a pH2AX, mely piros szinnel jelolve lathat6 a felvételen. A DNS-t fluoreszcens DAPI festéssel tettem
lathatova, melyet kék szin jelol. Az utolsé oszlopban a festések egyesitett képe lathatd. A skala 50 um.
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A sikeres optimalizaciot kovetden elvégeztem a sejtvalasz kimutatdsi vizsgalatot
Drosophila melanogaster imaginalis szarny diszkusz szoveteken is, melyek dUTPaz csendesitést
tartalmaztak. Kontrolként vad tipust él61ényekbdl szarmazo szoveteket hasznaltam, melyekben a
dUTPaz mennyisége normalis volt. A szovetekr6l konfokalis mikroszkoppal készitettik a
felvételeket.

Az immunhisztokémiai vizsgalat felvételein a vad tipusu él6lények szdveteiben nem
kaptam jelet, mig a dUTPaz csendesitett ¢ldlényekbdl szarmazd szdvetekben kimutattam a H2AX
foszforilez6dését, ami az ATM-ATR utvonal aktivalodasara utal. A felvételeken fehér
pontokként lathatok a pH2AX pozitiv sejtek (7. abra).

Vad tipus dUTPaz RNSi

7. abra: pH2AX elleni immunhisztokémia Drosophila melanogaster szévetekben

Hoechst

pH2AX

Az 4bran lathatoak vad tipust és dUTPaz csendesitett allatbol szarmazo imaginalis szarny diszkusz szovetek. A
DNS-t Hoechst festékkel tettem lathatova, amit kék szin jelol. A pH2AX pozitiv sejtek fehér pontokként lathatoak.
A skala 50 um.

Az uracil-tartalma DNS sorsa ecetmuslicdban

38



Eredmények

A dUTPé4z hianydban uracilt felhalmoz6 DNS integritdsat megvizsgaltam egy masik
modszerrel is, mely a szaltoréseket kozvetleniil képes kimutatni. A TUNEL proba a DNS 3’-OH
szalvégeit mutatja ki, ami akkor jelenik meg egy sejtben, ha annak genomjaban szaltorés
talalhato.

A kisérletet dUTPaz csendesitett allatokbol szarmazod szarny diszkusz szovetekkel
végeztem el. Kontrolként - hasonloan az immunhisztokémiahoz - vad tipusu él61énybdl szarmazo

szarny diszkuszokat hasznaltam. A szovetekrdl konfokalis mikroszkoppal készitettiink képeket.

A festésnek koszonhetéen a DNS szaltoréseket felhalmozé sejtek elkiiloniilé pontokként
detektalhatok a szovetben. Lathaté, hogy a dUTPaz hianyos szovetekben jelentGsen
megemelkedett a TUNEL pozitiv sejtek szama a kontrolhoz képest (8. abra).

Vad tipus dUTPaz RNSi

8. abra: TUNEL préba Drosophila melanogaster szovetekben

Az abran lathat6ak vad tipust és dUTPaz csendesitet allatbol szarmazé imaginalis szarny diszkusz szovetek. A
TUNEL pozitiv sejtek elkiiloniilé piros pontokként lathatoak. A skala 50 um.
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Imaginalis diszkusz szovetre vetitve megszamoltam a TUNEL pozitiv sejteket a kontrol és
a dUTPaz csendesitett szovetekben. Eredményként azt kaptam, hogy a kontrol szvetek atlagosan
68,2+11,2, mig a dUTPaz hianyos szOvetek atlagosan 355,6+78,5 TUNEL pozitiv sejtet

tartalmaznak (9. abra).
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9. abra: A TUNEL proba kvantitativ eredménye

A diagramon vad tipust és dUTPaz csendesitet allatbol szarmazo imaginalis szarny diszkuszokban a TUNEL pozitiv
sejtek szama / diszkusz lathato.
A TUNEL proba eredménye alapjan elmondhatd, hogy a dUTPaz csendesitett egyedek

imaginalis diszkusz szdveteiben nagymértékli DNS fragmentalodas tortént.
6.1.2 Mi felelGs az uracil-DNS integritasanak csokkenéséért?

A dUTPaz hianya szaltorések megjelenéséhez vezet, ami végsé soron okozhatja az egyed
pusztulasat. Szerettem volna megvizsgalni, milyen mas enzimek jatszanak még szerepet ebben a
folyamatban. Feltételezésiink szerint a baziskivagasos javitdbmechanizmus aktivalodasa is
kozrejatszhat. A mechanizmus feltarasahoz ¢és feltevésiink igazolasahoz olyan torzseket

vizsgaltam meg, melyekben a dUTPaz mellett bizonyos BER enzimek is csendesitve voltak.

A dUTPazzal egyidejiileg a Thdl, a SMUG ¢és az APE1 enzimeket csendesitettem és
tanulmanyoztam, hogy a kiilonb6z6 csendesitd allélokkal késziilt torzsek esetén tapasztalhato-e

valtozas az egyedek <¢letképességében a dUTPaz csendesitett egyedekhez viszonyitva. A
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kisérleteket két homérsékleten végeztem (18 °C és 25 °C), mert az irodalomban talalhato arra

példa, hogy a hémérséklettdl fiigg a csendesités mértéke, ezaltal a tapasztalt fenotipus [35].

Mindharom enzim esetén azt tapasztaltam, hogy a dUTPaz hianyaban kapott letalitast a
BER enzimek egyidejii hidnya képes menekiteni, mivel tobb kifejlett allatot kaptam. Az
eredményeket az alabbi tablazatban foglalom Ossze, mely tartalmazza, hogy a vizsgalt torzsek

koziil mennyi esetén volt tapasztalhaté az életképesség novekedése (piros szinnel jelolve):

25°C 18 °C
SMUG 0/1 1/1
Thdl 3/7 6/7
APE1 2/9 4/9

A téblazatban lathatd, hogy alacsonyabb hémérsékleten mindharom esetben menekitett a

vizsgalt BER enzim.
6.2 A Thdl hidnyanak hatdsa a DNS nukleotid §sszetételére

Célom volt az el6z6 kisérletben szereplé BER fehérjék funkciojanak tanulmanyozasa is.
Szerettem volna megvizsgalni, hogy az enzimek hianya okoz-e valtozast a DNS nukleotid
Osszetételében. Az el6zé kisérlet soran a Thdl enzim esetén allt rendelkezésiinkre nagyobb
szamu torzs, és itt kaptuk a legnagyobb menekitési aranyt, ezért elsdként ezen enzim vizsgalatat
végeztem el. Két torzset haszndltam kisérleteimben, melyekben két kiilonb6zéd megkozelitéssel

lett csokkentve a Thd1 expresszio: RNS interferenciaval és a gént elronté mutécioval.

6.2.1 A Thdl expresszio csokkenése

Ahhoz, hogy értékelni tudjuk a Thdl hianyanak hatasat, ellendrizni Kkellett a fehérje
expresszid csokkenésének mértéket. Az enzim mennyiségére kovetkeztethetiink mMRNS-ének
koncentracigjabol is. A géncsendesitett torzsben az mRNS koncentracio mérését kollégam,
Békeési Angéla végezte. Eredményként azt kapta, hogy az mRNS koncentracidja 0,214+0,057-
szeresére csokkent le a vad tipushoz képest (nem publikalt adat). A Thdl mutaciot hordozéd
¢lélények Thdl mRNS mennyiségének valtozasat én hatdroztam meg. Ehhez embrié allapotu
¢l6lényekbdl kinyertem az RNS-t, tisztitottam, majd cDNS-t allitottam el beldle. Ennek

mennyiségét kvantitativ PCR segitségével hataroztam meg. Kontrolként vad tipust muslicakat
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hasznaltam. Sikeresen meghataroztam, hogy a Thdl enzim mennyisége 0,014+0,007-szeres
csokkenést mutatott a Thd1l génben mutaciot tartalmazo él6lényekben a kontrolhoz képest (10.

abra).
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10. abra: Thd1 expresszio csokkenésének meghatarozasa Drosophila melanogaster szovetekben

A diagramon a Thd1 mRNS mennyiségének csokkenése lathat6é a Thdl csendesitett és a Thdl génben mutaciot
hordoz6 szovetekben, a vad tipust kontrol szovetekhez képest.

6.2.2 A genomi uracil tartalom vizsgalata

A Thdl javitoenzimként szerepet jatszik a DNS-ben megjelend uracil bazisok
eltavolitasaban. Annak érdekében, hogy meghatarozzam, az enzim milyen mértékben jarul hozza
a DNS uracil-mentes allapotahoz, megmértem a genomi uracil mennyiségét a Thdl csendesitett
€s mutaciot tartalmazo egyedek szovetében. Kontrolként normédl Thdl expressziot mutatd

allatokat hasznaltam.

Az imaginalis szarny diszkuszokbol kinyert genomi DNS-t restrikciés emésztésnek
vetettem ald. A kapott fragmenseket elvalasztottam agardz gélelektroforézissel, majd a gélbol
izolaltam azt a DNS frakciot, amelyben a vizsgalni kivant fragmentum feldasult. Egy kvantitativ

PCR alapu modszer segitségével megmértem a DNS uracil tartalmat.

Eredményként azt kaptam, hogy mindkét csokkent Thdl expresszidot mutatd szdvetben

jelentds mértékben megndtt az uracil mennyisége a genomban. A mutéciot tartalmazo esetben ez
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az érték 349,09+128,37 uracil / 1 milli6 bazis, az RNS interferencianal 396,71+135,75 uracil / 1

milli6 bazis, mig a kontrol uracil tartalma 0,005+57,041 uracil / 1 milli6 bazis (11. abra).
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11. abra: Genomi uracil tartalom meghatirozisa Thd1l hianyaban

A diagramon a genomi uracil mérésének eredménye lathatd. A mérést Thd1 mutans és Thdl csendesitett
¢él6lényekbol szarmazo szovetekkel végeztem. Kontrolként vad tipusu €él61ények imaginalis diszkuszat hasznéltam.
Az eredmény uracil mennyisége / 1 milli6 bazis értékben van megadva.

6.3 A dUTPaz taltermelés hatasa

Az el6z0 fejezetekben bemutattam a dUTP4z enzim hianyanak kovetkezményeit. Munkam
soran szerettem volna megvizsgalni a dUTPaz tultermelésének hatasat is az életképesség és a
genomi uracil tartalom tekintetében. Ehhez a kisérlethez olyan éldlényekbdl szdrmazo larvalis
nyalmirigy szoveteket hasznaltam, melyekben mesterségesen volt taltermeltetve az ecetmuslica
dUTPaza. A taltermeltetett fehérje tartalmazott egy un. FLAG epitop taget is, melyre azért volt
sziikség, hogy a dUTPaz expresszid ellendrzésére hasznalt immunhisztokémiai vizsgalat soran
megkiilonboztethetd legyen a mesterségesen bevitt dUTPaz a sejtekben endogén moédon

termel6dotol.

A dUTPaz termel6dését immunhisztokémiai vizsgalattal igazoltam, melyben dUTPaz
specifikus és FLAG-tag specifikus antitesteket hasznaltam. A DNS-t DAPI festéssel tettem

lathatova. Kontrolként vad tipusu él6lényekbdl szdrmazd nyalmirigyeket hasznaltam, melyek az
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imaginalis gytrit leszamitva, nem expresszadlnak dUTPazt. A szovetekrdl konfokalis

mikroszkoppal készitettiink felvételeket (12. abra).

Eredményként azt kaptam, hogy a vadtipusu €l6lénybdl szarmaz6 mintdban az imaginalis
gylriire korlatozodik a festddés, mely csak a dUTPaz elleni antitesttel mutathaté ki, hiszen az
endogén dUTP4z nem tartalmazza a FLAG-taget. A dUTPaz ttltermelést tartalmazo egyedekbdl
szarmaz6 szovetekben mind az imaginalis gyliri, mind a differencialodott szovet esetén
tapasztaltam festédést. Ezt azt jelenti, hogy a tiltermelés hatdsara megjelent a dUTPaz mindkeét
tipust larvalis szovetben, és ez kimutathato a dUTPaz elleni és a FLAG-tag elleni antitesttel is.

Ezzel igazoltam, hogy a dUTP4z taltermelés sikeres volt.

DAPI dUTPaz FLAG

12. abra: A dUTP4z taltermelés kimutatiasa Drosophila melanogaster differencialt larvalis szovetében

Vad tipus

dUTPaz taltermelés

Az abran lathatdak vad tipusu allatbol és a dUTPazt taltermeld allatbol szarmazo larvalis nyalmirigy szovetek. A
DNS-t DAPI festékkel tettem lathatova, melyet kék szin jelol. A kétféle fehérje kimutatasanak pozitiv eredménye
z06ld (dUTP4z elleni antitest), illetve piros (FLAG-tag elleni antitest) szinnel lathato. A skala 100 um.

A kisérlet megmutatta, hogy a dUTPaz megjelenése a differencialt szovetekben nem okoz

perturbaciot az egyedfejlédésben és mas, a vadtipustol eltérd fenotipust.
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7. Eredmények értékelése és kovetkeztetések

Csoportunk korabbi eredménye, hogy a dUTPaz esszencialis enzim ecetmuslicdban és
hianydban a muslica szoveteinek genomjaban megnd az uracil mennyisége. Munkdm soran
szerettem volna tisztazni a tapasztalt fenotipusok molekularis mechanizmusat. Kisérleteimben
foszfo-H2AX elleni immunhisztokémiai vizsgalat segitségével Kimutattam az imaginalis
szovetekben olyan sejteket, melyekben aktivalodott az ATM-ATR utvonal. A sejtvalasz
aktivalodasabol DNS kett6s szaltorések jelenlétére kovetkeztethetiink. Ez Gsszhangban all az
altalam hasznalt masik modszer, a TUNEL proba eredményével, ami segitségével sikeresen
Kimutattam nagy mennyiségli szabad DNS szalvéget tartalmazo sejteket. Kisérleteim alapjan
Osszevetettem a kétféle modszerrel kapott eredményeket: a szoveteken beliil a TUNEL pozitiv
sejtek szama joval tobb volt, mint a foszfo-H2AX-et tartalmazo sejteké. Erre magyarazatként
szolgalhat az, hogy nem sikeriilt kijavitani az uracil beépiilése okozta hibdkat, aminek hatdsara
beindult a programozott sejthalal és a kaszpaz aktivalt DNaz-ok fragmentaltak a DNS-t, mely a
TUNEL probaval detektalhato. Azt, hogy az uracil DNS-beli megjelenésének hatasara, illetve az
uracil megjelenésekor keletkezé szaltorések hatasara beindulhat-e a programozott sejthalal,
késébbi munkam soran kivanom tisztazni. Mas modellszervezetekben is megvizsgaltak TUNEL
proba segitségével, hogy dUTPaz hidnyaban hogyan valtozik a DNS integritdsa. Az eredmények
egyeznek az altalam kapottal, hiszen ezekben az esetekben is megndtt a TUNEL pozitiv sejtek
szama [36],[37]. A pH2AX ceclleni festést azonban még nem hasznaltak a dUTPaz enzim
hianyanak vizsgalatara.

Tudomanyos diakkori munkam ezen fejezete részét képezi csoportunk 2012. juniusaban

megjelent publikacidjanak a PL0S Genetics nevii folyoiratban [25].

Munkam kovetkezé részében megvizsgaltam milyen enzimek jatszhatnak még fontos
szerepet a letalitas kialakuldsaban. Feltételezéseink szerint részt vehet a folyamatban olyan
javitéenzim, mely az wuracil eltavolitasaért felelés. Saccharomyces cerevisiae-ben [38],
Escherichia coli-ban [39] és Caenorhabditis elegans-ban [40] modellszervezetekben kimutattak,
hogy dUTPaz hianyaban az életképesség csokkenésért a f6 uracil-DNS glikozilaz, az UNG
felelos. Az életképesség csokkenésének egyik oka a DNS fragmentalodasa lehet. Mivel a
Drosophila melanogaster-bél hianyzik az UNG, ezt a szerepet mas BER enzim veheti at. Erre ad

igazolast az a kapott eredmény, mely szerint a Thd1, a SMUG és az APE1 fehérjék parhuzamos
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csendesitése életképesség-novekedést okoz. A Thdl enzim hibasparban 1év6 uracil (guaninnal
szemben) eltavolitasaért felelés. Ez alapjan elképzelhet6, hogy a folyamatban egy masik
javitomechanizmus, a hibaspar javitds (mismatch repair) enzimei is részt vehetnek. Erdekes lenne
megvizsgalni, hogy ezen enzimek parhuzamos csendesitése esetén tapasztalnank-e valtozast az

¢letképességben.

Célom volt a menekité BER enzimek kiilonalld vizsgalata is. A meglévd kettOs
csendesitést tartalmazo torzsek koziil a Thdl enzim esetén tapasztaltuk a legnagyobb menekitési
aranyt, ezért elsoként ezt szerettem volna részletesebben is tanulmanyozni. Kisérleteimben a
Thd1l génben mutaciot hordozé és Thdl RNS interferenciat tartalmazo egyedeket hasznaltam. A
mutaciot hordozd térzsben szamszeriien megmértem a Thdl mRNS mennyiségének csokkenését.
Mindkét vizsgalt tipus igazolta, hogy a Thdl valdéban fontos szerepet jatszik az uracil
eltavolitasaban, hiszen hianyaban a genomi uracil tartalom megnétt. Ahhoz, hogy a dUTPaz és a
Thd1 kapcsolatat, illetve ezek szerepét az uracil és a szaltorések megjelenésében mélyrehatdan
megvizsgaljam, tovabbi kisérletek elvégzésére van sziikség. Jovobeli terveim kozott szerepel
olyan egyedek vizsgalata, melyek egyszerre tartalmaznak dUTPaz RNS interferenciat és a Thdl
génben mutéciot. Ezekbdl szarmazé szovetekben szeretném megnézni, hogy a két enzim egyiittes

hianya milyen mdodon befolyasolja a DNS uracil tartalmat és integritasat.

Tovabbi célkitlizésem volt megvizsgalni azt, hogy okoz-e valtozast a dUTPaz tultermelése
az egyedfejlédésben, illetve a genom uracil-szubsztitualt allapotaban. Ezt azért is érdekes
vizsgalni, mert ezzel valaszt kaphatunk arra a kérdésre, hogy van-e valamilyen élettani szerepe a
muslicaban annak, hogy a dUTPaz enzim nincs jelen a differencialt larvalis szovetekben, illetve
hogy ott magas a genom uracil tartalma. A muslicaban talalhaté az elsé olyan példa, ahol
idészakosan toleralt a DNS-ben megjelend nagy mennyiségli uracil egy magasabb rendli 0sszetett
eukariota él6lényben, ezért elképzelheté, hogy az uracil-tartalmi DNS-nek szerepe van
fiziologias folyamatokban, példdul a metamorfézis soran degradalédd sejtek megjeldlésében.
Ennek felderitésére vizsgaltam meg olyan egyedeket, melyekben mesterségesen tultermeltettiik a
dUTPazt. Azt, hogy az enzim valoban megjelent a differencialt szovetekben, immunhisztokémiai
vizsgalattal ellendriztem. Az egyedfejlodés soran nem tortént zavar és nem lathatd fenotipusos

eltérés a vad tipusu ¢él6lényekhez képest. Ez alapjan megallapithat6, hogy a dUTP4z hidnya nem

crer
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tapasztalataink szerint a dUTPaz kifejezédése a szovetekben alacsonyan tartja a genom uracil
tartalmat [25]. Ennek kovetkeztében valdsziniisithetd, hogy a vizsgalt szovetekben a dUTPaz
tultermelése lecsokkentette a DNS-beli uracil mennyiségét. Ennek igazolasahoz és a dUTPaz
tultermelés tovabbi, molekularis szintli jellemzéséhez a genomi uracil tartalom mérését tervezem

elvégezni.
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8. Osszefoglalas

A DNS-ben igen gyakori hiba az wuracil megjelenése. Az uracil-tartalmi DNS
metabolizmusaban szerepet jatszo legfontosabb enzimek a dUTPaz és az uracil-DNS glikozilazok
(UDG). Az ecetmuslica modellszervezetben a dUTPaz esszencialis, és hianyaban megné a
genomi uracil-tartalom az imaginalis szovetekben. A metamorfozis soran degradalodo
szovetekben - ahol normalisan hidnyzik a dUTPaz — természetes esetben is magas a DNS uracil

tartalma.

Munkdm soran célul tiztem ki a letalitdas molekularis mechanizmusanak felderitését.
Feltételezéseink szerint a genomi integritas csokkenése lehet az oka az egyedszintli letalitasnak,
ezért kisérleteimben a DNS integritasat vizsgalo modszereket alkalmaztam. Foszfo-H2AX elleni
immunhisztokémiai vizsgalattal és TUNEL proba segitségével DNS szaltoréseket tartalmazo
sejteket detektdltam a dUTPéaz hianyos imaginalis szdvetekben. Valdszinisithetd, hogy a
szaltorések megjelenéséért a baziskivagasos javitomechanizmus (BER) enzimei felelések. Ennek
tisztazasahoz olyan egyedekkel végeztem kisérleteket, melyekben egyszerre volt csendesitve a
dUTPaz és a vizsgalni kivant harom BER enzim egyike (Thdl, SMUG, APE1). Mindharom

esetben kiilonboz6 mértéki életképesség-ndvekedés volt tapasztalhato.

A harom BER enzim funkciojat kiilonalléan is szerettem volna tanulmanyozni. Eddigi
munkam soran Thdl csendesitett és Thdl mutaciot hordozd egyedek szoveteit vizsgaltam.
Szamszerlien meghataroztam az expresszido csokkenésének mértékét, majd ezt kovetéen egy
qPCR alapt modszer segitségével megmértem, hogy a szovetek genomjaban az uracil-tartalom

megemelkedik.

Tovabbi célkitiizésem volt, hogy tanulmanyozzam a dUTPaz taltermeltetésének hatasat is
mind az életképesség tekintetében, mind molekularis szinten a genomi uracil-tartalom
meghatarozasaval. Ennek segitségével tobb informaciot kaphatunk a dUTPaz genomvédd
szerepérdl, illetve arrdl, hogy van-e élettani jelentésége a magas DNS-beli uracil-tartalomnak a
differencialt szovetekben. Ehhez olyan egyedeket vizsgaltam meg, melyekben mesterségesen
indukalhat6 volt a dUTPaz taltermelése. A tultermeltetés sikerességét immunhisztokémiaval
ellenériztem. Az enzim megjelenése nem okozott zavart az egyedfejlédésben. Jovobeli tervem a

DNS-beli uracil-tartalom mérése a taltermelés molekularis szintii jellemzésének céljabol.
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