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Az uracil-tartalmú DNS sorsa ecetmuslicában
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Az uracil megjelenése igen gyakori hiba a DNS-ben. Az uracil-tartalmú DNS metabolizmusának legfontosabb enzimei a dUTPáz és az uracil-DNS glikozilázok (UDG). Az ecetmuslica modellszervezet metamorfózis során degradálódó szöveteiben – amelyekben normálisan nincs jelen a dUTPáz – a DNS természetes esetben nagy mennyiségű uracilt tartalmaz. A dUTPáz kifejeződés gátlásával az imaginális szövetekben is megnő a genom uracil tartalma és az enzim hiánya letalitást okoz a metamorfózis során.
Munkám során célul tűztem ki a dUTPáz hiányában bekövetkezett letalitás molekuláris mechanizmusának felderítését, melynek feltételezéseink szerint a genomi integritás csökkenése lehet az oka. Kísérleteimben a DNS integritását vizsgáló módszereket alkalmaztam (pH2AX elleni immunhisztokémia, TUNEL próba), melyekkel DNS száltöréseket tartalmazó sejteket detektáltam vad típusú és dUTPáz hiányos imaginális szövetekben. A dUTPáz hiányos szövetekben tapasztalt, a vad típushoz képest kiterjedtebb festődés azt igazolja, hogy a dUTPáz fontos a genom épségének megőrzésében.
Valószínűsíthető, hogy a száltörések megjelenéséért a báziskivágásos javítómechanizmus (BER) enzimei felelősek. Ennek tisztázásához olyan egyedekkel végeztem kísérleteket, melyekben egyszerre volt csendesítve a dUTPáz és a vizsgálni kívánt három BER enzim egyike (Thd1, SMUG, APE1). Mindhárom esetben különböző mértékű életképesség-növekedés volt tapasztalható, tehát a három enzim mindegyike szerepet játszhat a száltörések kialakulásában.
A BER enzimek funkcióját különállóan is szerettem volna tanulmányozni. Eddigi munkám során Thd1 csendesített és Thd1 mutációt hordozó egyedek szöveteit vizsgáltam. Ellenőriztem az expresszió csökkenését, majd egy qPCR alapú módszer segítségével megmértem, hogy az enzim hiányában a genomi uracil tartalom megnő.
További célkitűzésem volt tanulmányozni a dUTPáz túltermeltetésének hatását. Ennek segítségével választ kaphatunk arra a kérdésre, hogy van-e élettani szerepe az enzim hiányának, illetve a magas genomi uracil tartalomnak a degradálódó szövetekben. Ehhez olyan egyedeket vizsgáltam, melyekben a dUTPáz kifejeződése mesterségesen indukálható volt. A túltermeltetés sikerességét immunhisztokémiával ellenőriztem. A tapasztaltak szerint az enzim megjelenése nem okozott zavart az egyedfejlődésben. Jövőbeli tervem a DNS-beli uracil tartalom mérése, hogy a dUTPáz túltermelés hatását molekuláris szinten jellemezzem.



