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2. Roviditésjegyzék

AID
AP hely
APE
APS
BA
BER
BSA

CAPS
CPD
DAPI
DNS
dNTP
dTMP
DTT
dTTP
dUMP
dUTP
dUTPaz
EDTA
EGFP
EMSA
FBS
FAdUR

HEPES
HF
HRP
HS
IPTG
LB
LS
LSCM
MBD4
MEF
MMR
MOPS

Adenin

Activation-Induced Deaminase; Aktivalas indukalt dezaminaz
Apurinic/apyrmidinic site; pirimidin/purin mentes hely
AP endonukledz (Endonukledz IV)
Ammonium-perszulfat

Benzamidin

Base excision repair; Baziskivagason alapul6 javitas
Bovine serum albumin; Szarvasmarha szérum albumin
Citozin

N-ciklohexil-3-aminopropan-szulfonsav
Ciklobutan-pirimidin-dimer
4',6-diamidino-2-phenylindole

Dezoxiribonukleinsav

Dezoxinukleozid-trifoszfat
Dezoxitimidin-monofoszfat

Ditio-treitol

Dezoxitimidin-trifoszfat

Dezoxiuridin-monofoszfat

Dezoxiuridin-trifoszfat
Dezoxiuridin-trifoszfat-pirofoszfataz
Etilén-diamin-tetraecetsav

Enhanced green fluorescent protein

Electrophoretic Mobility Shift Assay; Elektroforetikus mobilitas teszt
Fetal Bovine Serum

5-fluoro-dezoxiuridin

Guanin

N-(2-hidroxietil)-piperazin-N’-etanszulfonsav

High fidelity

Horse Radish Peroxidase; Torma peroxidaz

High salt

Izopropil-B-D-tiogalaktozid

Luria-Bertani (tapoldat)

Low salt

Laser Scanning Confocal Microscopy
methyl-CpG-binding domain protein 4

Mouse embrional fibroblast/egér embrionalis fibrobalszt
Mismatch repair; hibaspar javitas
3-(N-morfolino)-propanszulfonsav
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MS
NEB
NER
NTA
ON
PBS
PCNA
PCR
PMSF
PVDF
gPCR
RNS
ROS
RPA2
SAM
SDS
SDS-PAGE

SMUG1
T

TAE
TDG
TEMED
TRIS
TS

U

UDG
UGl
UNG
VHS
B-ME

Mass Spectrometry; Tomegspektrometria

New England Biolabs

Nucleotide excision repair; nukleotid kivagé mechanizmus
Nitrilo-triecetsav

Overnight (kb. 16 6ra)

Phosphate buffered saline; foszfatrendszer altal pufferelt sooldat
Proliferating cell nuclear antigen

Polimerase chain reaction; polimeraz lancreakcio
Fenilmetanszulfonil-fluorid

poli-vinilidén-fluorid

Kvantitativ real time PCR

Ribonukleinsav

Reactive oxygen species; Reaktiv oxigén gyokok
Replication protein A2

S-adenozil-metionin

Sodium dodecil sulfate; Natrium-dodecil-szulfat

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis;
Natrium-dodecilszulfat - poliakrilamid gélelektroforézis
Single-strand selective monofunctional uracil DNA glycosylase
Timin

Tris-acetat-EDTA puffer

T/U mismatch DNA glycosylase; T/U hibaspar DNS glikozilaz
N,N,N’,N'-Tetrametil-etiléndiamin
Trisz-(hidroximetil)-aminometan

Timidilat szintaz

Uracil

Uracil-DNS glikozilaz

Uracil-glikozilaz inhibitor

Uracil-DNS N-glikozilaz

Very high salt buffer

B-merkapto-etanol
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3. Bevezetés és irodalmi attekintés

3.1 A DNS molekula

A Fo6ldon kialakult €16 szervezetek szamara nélkiilozhetetlen a biologiai informacio
stabil tarolasa és tovabbadasa egyik generaciordl a masikra. Ezt a feladatot egy linearis
polimer tipust makromolekula, a dezoxiribonukleinsav latja el. A DNS monomerjei a 2-
dezoxi-D-rib6zbdl, o-foszforsavbol és nitrogéntartalmu heterociklusos bazisbol allo
nukleotidok, amelyek foszfodiészter-kotéssel kapcsolodnak egymashoz. A cukorhoz B-N-
glikozid kotéssel kapcsolodd bazisok purinszarmazékok (adenin ¢és guanin) vagy
pirimidinszarmazékok (timin, uracil és citozin) lehetnek. A normal DNS molekula két
antiparalel lefutast polinukleotid egységbdl épiil fel, amelyek egymas koré tekeredve
jellegzetes kettds hélix szerkezetet alakitanak ki. A két szalat a bazisok kozott kialakuld
hidrogénhid-kotések, és az egymas folott elhelyezkedd aromas gytirtik kozott fellépd van der
Waals kolcsonhatasok tartjak ossze. A bazisparok képzése szigoru szabalyok szerint torténik:
az adeninnel szemben timin (2 hidrogénhid-kétés), a guaninnal szemben pedig citozin (3
hidrogénhidkotés) foglal helyet. Ezeket 6sszefoglalo néven Watson-Crick féle bazisparoknak

nevezziik (3.1.1 abra).

CHs
W-H-=-0
¢ b
/ \ ..--H-N
0
Adenin-Timin Guanin-Citozin

3.1.1 abra A Watson-Crick féle bazisparok

Az adenin és timin kozott kettd, a guanin és citozin kdzott pedig harom hidrogénhidkotés
alakul ki [1].
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Az egyszalu ribonukleinsavak 2-dezoxi-D-ribéz helyett D-ribozt, timin helyett pedig
uracilt tartalmaznak. A genetikai informaciot mindkét nukleinsav esetében a bazisok
valtozatos sorrendje hordozza. Az informacié aramlasa néhany retrovirustol eltekintve DNS
=>RNS =fehérje irdnyu (centralis dogma), vagyis a transzkripcidé soran képzédé RNS
szekvencidja megfeleltetheté a DNS szekvencidnak, a transzlacié soran képzdodd fehérje
aminosav szekvenciaja pedig N=C iranyban megfeleltetheté az mRNS szekvencianak.
Egyértelmii tehat, hogy a DNS megfeleld6 mikddése és informdacidtartalmanak megorzése

elengedhetetlen minden é161ény szamara.

3.2 DNS hibak és javitasuk

Az ¢16 szervezetek DNS allomanya szamos endogén és exogén eredetii karosito
hatasnak van kitéve. Ezek végeredménye az informaciot hordozé bazisok kémiai modosulasa,
illetve sz&lsoségesebb esetekben egyes és kettds szaltorés. A DNS-karositd folyamatok koziil
igen gyakori az oxidacio, az UV abszorpcio, az alkilalddas és a spontan dezaminacio (3.2.1
abra). A DNS hiba tovabbi forrasai lehetnek még az egymassal szemben 1év6, nem Watson-
Crick parosodasnak megfelel6 nukleotidok, melyek nagy része a replikacio soran képzodik a
DNS-polimerazok nem 100%-o0s megbizhatdsaga miatt.

Az aerob metabolizmus melléktermékeként keletkezd reaktiv oxigén specieszek (pl
szuperoxidok, peroxidok, hidroxilgyok) oxidativ  DNS karosodast eredményeznek. Az
oxidacio legnagyobb részben a szabad dNTP prekurzorokat érinti, mert a DNS
kettoshélixében ,.elrejtett” nukleotidok sokkal kevésbé hozzaférhetoek. Az igy képzodott
hibas ,.épitéelemek™ a replikacié soran beépiilhetnek a genomba. A legjellemzdébb oxidacids
termék a 2-hidroxi-adenin és a 8-hidroxi-guanin [2].

UV-fény elnyelésekor a szomszédos pirimidin-bazisok kozott ciklobutan-pirimidin-
dimerek (CPD) képzddhetnek (cikloaddicios reakcid), a nagy energiaji, ionizald sugarzasok
hatasara pedig egyes ¢és kett6s szaltorések jelenhetnek meg [3].

Tovabbi karos modosulds lehet a bazisok nem enzimatikus alkildlodésa is. Ennek
legfobb endogén forrasa az S-adenozil-metionin (SAM), amely szubsztiticios reakcioban
metilcsoportot kapcsol a bazisok nukleofil részeire. Kettds szali DNS esetében a

leggyakoribb termék a 7-metil-guanin és a 3-metil-adenin [4].
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Gyakran el6fordulhat még a bazisok aminocsoportjanak spontan hidrolizise
(dezamindlodas), amely a megfeleld hidroxivegyiiletet eredményezi. A termékek koziil a
legfontosabb az uracil (citozinbol), a hipoxantin (adeninb6l) és a xantin (guaninb6l). Bizonyos
anyagok (pl salétromossav, nitrogén-oxidok, ROS) hatasara a dezaminacidés reakcid

sebbessége jelentés mértékben megndvekszik [5].

A fent emlitett DNS-hibak legnagyobb része erésen mutagén, ezért a korrigalasuk
minden organizmus szamara létfontossagu feladat. Ennek ellatasara az evolucié soran tobb
kiilonbozo javitasi utvonal alakult ki.

Ezek koziil igen fontos szereppel bir a baziskivagason alapuld javité tGtvonal (Base
Excision Repair/BER), melyek els6 lépése a hibas bazis enzimatikus eltavolitasa a cukor-
foszfat gerincrél. Ezt a feladatot a kiilonboz6 bazismodosulasokra specifikus DNS-
glikozilazok latjak el. A kivagas utan létrejovo bazismentes helyeket (AP site) az AP
endonukleazok felismerik, majd elvagjak a DNS cukor-foszfat gerincét az AP helyhez képest
5’ iranyban. Ezek utan a DNS polimeraz 3 eltdvolitja az ,,iires” cukor-foszfatot és beépiti az
eredeti nukleotidot a templat szal alapjan. Az utols6 1épésben a DNS ligaz Gjra kialakitja a
foszfodiészter-kotést (3.2.1 abra) [6, 7].

o eni

3.2.1 abra A BER utvonal sematikus abraja

A folyamat elsd 1épése a hibas bazis (,,HB”) eltavolitasa a megfelelé DNS-glikozilaz
kozremiikddésével
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Az UV sugarzas hatasara keletkez6 pirimidin-dimerek eltavolitasa a nukleotid kivago
mechanizmussal torténik (Nucleotide Excision Repair/NER). Prokariotakban eldszor az UvrA
fehérjébol allo dimer kikotédik a DNS-hibahoz, majd az UvrB és UvrC kozremiikodésével
egy rovidebb szakasz leemésztédik a DNS egyik szalarol (a két hibas nukleotidot is
beleértve). Ezutan a DNS-polimeraz I beilleszti a megfelelé nukleotidokat, majd a DNS ligaz
Osszekapcsolja a szabad végeket [3].

A replikacio soran képz6do, nem Watson-Crick bazisparok helyreigazitasa a hibaspar
javitomechanizmus feladata (Mismatch repair/MMR). Prokariotaknal ennek elsé 1épése a
hibas bazispar felismerése a MutS fehérje altal. A MutS a MutH fehérje segitségével aktivalja
a MutL exonukleazt, amely a hiba mellett elvagja az Gjonnan szintetizalodott DNS szalat. A
MutL hatasara még néhany tovabbi enzim 1ép milkodésbe, amelyek leemésztenek egy
hosszabb szakaszt a DNS-szalrdl (a hibas nukleotidot is beleértve). Az utols6 1épésben a DNS
polimeraz IIl Gjraszintetizalja a hidnyz6 nukleotidokat, a DNS ligdz pedig kialakitja a

foszfodiészter-kotést a szabad végek kozott [8, 9].

3.3 Uracil a DNS-ben

Annak ellenére, hogy az uracil nem tartozik a DNS nativ 0sszetevoi kozé, az egyik
leggyakoribb hibaként mégis megtalalhatd benne. Megjelenése két fo Utvonalon keresztiil
valdsulhat meg.

Az egyik a citozin dezaminalodasa (3.3.1 abra), amely fiziologias koriilmények kozott
is gyakori eseménynek szamit [5]. A keletkezé G:U par, a hibajavitas elmaradasa esetén A:T
tranziciot eredményez a DNS-megkettdzodés soran az egyik szalon, vagyis mutagén hatésu.
Az RNS-vilag hipotézis értelmében a timint tartalmazd6 DNS csak késObb jelent meg az
evolicid soran. Az uracil lecserélésére feltehetleg azért volt sziikség, hogy a sejt meg tudja
kiilonboztetni azt a citozin dezamindlodasabol szarmazo uraciltdl, és hogy ez altal lehetéveé
valjon ennek szelektiv javitdsa. Erre a célra az id6k folyaman a metilcimkével ellatott uracil, a

timin (5-metil-uracil) szelektalodott [10, 11].
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3.3.1 abra A citozin dezaminalédasa

A mutagén G:U part eredményez6 folyamat fiziologias koriilmények kozott is gyakran
lejatszodik.

A masik ut a dUTP hibas beépitése a replikacio soran, amely azért lehetséges, mert a
DNS polimerazok (az archedkét leszamitva) nem képesek hatékonyan kiilonbséget tenni a
hidrogénkotési mintazatuk szempontjabol ekvivalens dTTP és dUTP kozott. Az igy bekeriilt
uracil nem mutagén (A:U par), azonban megvaltoztathatja a kiilonb6z6é fehérjék DNS-hez
vald affinitasat, igy a javitas ebben az esetben is szilikséges.

Ahhoz, hogy a DNS-szintézis soran ne épiiljon be az uracil, a dTTP/dUTP aranyt
megfeleléen magas értéken kell tartani. Ennek biztositdsaban két enzim, a dezoxiuridin-
trifoszfat pirofoszfataz (dUTPaz) és a timidilat-szintaz (TS) jatszik kulcsszerepet. A dUTPaz
a dUTP mennyiségét csokkenti azaltal, hogy azt dUMP-re ¢és inorganikus pirofoszfatra
hidrolizalja. A képz6dott dUMP-bAI a timidilat-szintdz dTMP-t allit eld, ami pedig kinazok
(dTMP-kinaz és NDP-kinaz) hatasara dTTP-vé alakul (3.3.2 abra) [10, 11]. A timidilat-
szintdz fontos célpontja lehet bizonyos kemoterapias drogoknak (pl. 5-fluoruracil,5-fluoro-
dezoxiuridin, raltitrexed) is. A TS inhibitorok hatasara a sejtekben lecsokken a dTTP-
koncentracid, melynek kovetkeztében megné a DNS uraciltartalma, ami pedig végsé soron

sejthalalt eredményez (daganatos sejtek elpusztitasa) [12].
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3.3.2 abra A megfelelé6 dTTP/dUTP arany kialakitasa a sejtben

A folyamatban résztvevo két kulcsenzim a dUTP4az és a timidilat-szintaz

A DNS-ben megjelend uracil azonban fiziologias folyamatokban is kulcsfontossagu
lehet. J6 példa erre a szomatikus hipermutacidé és az osztalyvaltdé rekombinacio, amelyek
fontos szerepet jatszanak a B-limfocitak érésében az immunvalasz soran. Mindkét folyamat
elsé lépésében a DNS megfeleld szakaszadn elhelyezkedd néhany citozin enzimatikusan
dezaminalodik az AID (aktivalas-indukalt dezaminaz) fehérje hatasara, majd a képzddo uracil
a BER ttvonalon keresztiil kivagodik [13, 14]. A DNS-ben a megfeleld fejlédési stadiumban,
és szovetben megjelend uracilnak kiemelt szerepe lehet a Drosophila melanogaster megfeleld
egyedfejlodésében is [15, 16]. Ezeken feliil az emelkedett uraciltartalom a HIV-DNS
genomba vald integralodasaban is fontos szerepet jatszik [17].

Az eddigi irodalmi adatok ismeretében az uraciltartalom mérése kvantitativ PCR
(qPCR) ¢és tomegspektrometria (MS) segitségével torténhet [12] [18]. A qPCR technikaval
egy megadott, kortilbeliil 1000bp hossza DNS szakaszon vizsgélhatjuk az uracil eléfordulésat.
A mérés alapja, hogy a felhasznalt P. furiosus-bol szarmazé DNS-polimeraz (Pfu-polimeraz)
uracilnoz érve nem képes folytatni a szintézist, igy ha mindkét szal tartalmaz legalabb egy
uracilt, akkor nem torténik amplifikacio. Ezzel parhuzamosan a kisérletet egy uracilra nem
érzékeny polimerdzzal (V93Qmutans Pfu) is elvégezziik, majd a két részeredménybdl egy

statisztikai modell felhasznalasaval kiszamithaté az uraciltartalom [18].
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Megjegyzendd azonban, hogy a jelenlegi, uracil mérésére alkalmas modszerekkel nem
tudjuk meghatarozni az uracil-hibak genomban valé eloszlasi mintazatat, csak azok

Osszmennyiségére kovetkeztethetiink.

3.4 Az UDG enzimek csoportositasa

A DNS-ben jelen 1év6 uracil eltavolitasat az uracil-DNS-glikozilazok (UDG) végzik,
melyek a baziskivagason alapuld javitas (BER) enzimjei. Ezek a fehérjék képesek szelektiven
felismerni az uracilt, majd a B-N-glikozid kotés hidrolizisével kialakitjak az AP helyeket.
Emlésokben legalabb 5 kiilonboz6é UDG ismert, névszerint az UNG1, UNG2, TDG, SMUG1
¢s az MBD4 [7, 19].

Az ung génrdl, az alternativ promoterhasznalat révén két fehérje is képzddhet,
amelyek csak az N-terminalis résziikben kiilonboznek egymastol. Az egyik a mitokondrialis
lokalizaciéjo UNGI1, a masik pedig a magi lokalizacioji UNG2. Az UDG-kézil az UNG
fehérjek képesek a leghatékonyabban eltavolitani az uracilt a DNS-b6l. Aktivak egyes €s
kett6sszali DNS-en, valamint képesek kivagni az uracilt az A:U és a G:U parokboél is [19,
20].

A T/U hibaspar DNS-glikozilaz (T/U mismatch DNA glycosylase/TDG) a timin és az
uracil eltavolitasara is alkalmas G:T és G:U parokbol. Az enzim csak kett6s szala DNS-en
aktiv és az affinitasa joval nagyobb a G:U parhoz [19, 21].

A SMUGI1l-et (single-strand-selective monofunctional uracil-DNA-glycosylase)
felfedezésekor egyes szali DNS-en aktiv hibajavito fehérjeként azonositottak, azonban
kés6bb kideriilt, hogy kettés szali DNS-el is miikodik. Az enzim szubsztratspecifitasa az
el6zéeknél szélesebb spektrumi, mivel nemcsak az uracil, hanem egyéb bazishibak
eltavolitasara is alkalmas (pl. 5-hidroximetil-uracil; 3,N4-etenocitozin). Feltehetéleg az 5-
hidroximetil-uracil kivagasaért felel6 legfobb enzim a SMUG1 [19].

Az MBD4 (Methyl-CpG-binding domain protein 4) hibas uracilt és timint képes
eltavolitani a dezaminalodott CpG- bdl (egymas mellett 1évd citozin és guanin) és a

dezaminalodott metil-CpG-bol [19].
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3.5 A human UNG?2 szerkezete

A késobbi kisérleteink targyat képezé human UNG2 egy magi lokalizacidju uracil-
DNS-glikozilaz. Az enzim 6t konzervalt szerkezeti motivumot tartalmat. Ezek rendre a vizet
aktivalo hurok (**GQDPYH®), a DNS 5’ iranyba valo elhajlasaért felelds hurok
(***PPPPS™®®), az uracil kot rész (*°GVLLN?®), a DNS 3’ iranyba valo elhajlasaért felelds
hurok (***GS*') és a DNS kisarkaba nyalo (*®*HPSDLS?"®) rész [20] Az enzimen vékony
pozitiv arok talalhatd, amely a DNS felismerésért felelos. Ebben az drokban talalhato a fehérje
aktiv centruma, az uracilkoto zseb is. A DNS szal a fehérje megkotodésének hatasara ~45°-0S
szogben elhajlik, majd az adott helyen 1év6 nukleobazis kifordul a kettds hélixbol (3.5.1 abra)
[20, 22].

3.5.1 abra hUNG2-DNS komplex szerkezete oldalnézetbol és feliilnézetbol

Az abran a DNS egyik szala rdzsaszinnel, a masik széala pedig kékkel van jeldlve.
Az adott helyen 1év6 nukleobazis kifordul a kettds hélixbél. (PDB ID: 20YT)

A hidrolizis azonban csak akkor lehetséges, ha ez a bazis uracil. Ez azért lehetséges,
mert az uracilk6té zsebbe sem a timin, sem a citozin nem illeszkedik, a purinbazisok pedig a
nagyobb méretiik miatt eleve nem férnek be. A timin kizarasaért a 147-es tirozin aminosav
felelds, amelynek hatasara nem keriilhet be az 5-6s pozicion szubsztitudlt pirimidinbazis. Ha a
tirozint alaninra valtoztatjuk (Y147A pontmutécio), akkor az enzim timinre lesz specifikus.
Hasonlé médon torténik a citozin kizarasa is a 204-es aszparagin segitségével, amely normal
esetben hidrogénkotést Iétesit az uracillal az N3 és O4 pozicion keresztiil. A citozin esetében
ez nem tud megvaldsulni, vagyis elmarad a hidrolizis. Ha az aszparagint aszparaginsavra

valtoztatjuk (N204D pontmutacio), akkor az enzim citozinra lesz specifikus [20].
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A fehérje katalitikus aktivitasa jelentdsen lecsokken a D145N pontmutécié hatdsara (a
valtozas a vizet aktivalo hurkot érinti). A D145N és H268N dupla pontmutécid hatéséra, az

uracil kot6 képesség megtartasa mellett a katalitikus aktivitas teljesen megszlinik [23].
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4. Célkituzés

A kutatomunkam célja egy olyan kvalitativ mdédszer kidolgozasa, amellyel sejtekben,
szovetekben lehetne kimutatni a DNS-be hibasan beépiilt, vagy egyéb uton (pl. a citozin
modszerek (QPCR és MS alap) elsésorban az uracil mennyiségi meghatarozasara
alkalmasak, igy az uracil-hibak genomban val6 eloszlasi mintazata csak nehezen vizsgalhato.
Megfeleld specifitasti ellenanyag hidnyaban a megoldast egy olyan fluoreszcensen jelolt,
mutans uracil-DNS-glikozilaz jelenthetné, amely szelektiven kotédik a DNS-ben jelen 1évo
uracilhoz, azonban nem képes azt lehidrolizalni a cukorfoszfat gerincrél. Erre a célra a
DsRed-M nevii fluoreszcens fehérjével fazionalt katalitikusan inaktiv human UNG2 (D145N

¢s H268N pontmutacio) enzimet szeretném hasznalni (4.1 abra).

4.1 abra A DsReddel fuzionalt konstrukt szerkezete

A DsRed-M-mel fazionalt konstrukt C-terminalis vége His-taget hordoz, affinitas
kromatografias tisztitas végett.

Munkam soran harom 6 célt tiztem ki:

1. A fehérjeexpresszié optimalizalasa és a sziikséges mennyiségii fehérje eléallitasa

A duplamutans UNG-DsRed-M fehérje mellett sziikség volt a vad tipusu UNG-
DsRed-M fehérje eldallitasara is, hogy azt a késobbi kisérletekben kontrollként
hasznalhassuk. Az expresszio optimalizalasat 5 féle E. coli torzzsel végeztem két kiilonbozo
homérsékleten. A fehérje termelésére legalkalmasabb sejttipust és a megfelelé hdmérsékletet

a probaexpresszio alapjan véalasztottam ki.
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2. Az expresszalt dupla mutans enzim karakterizalasa

A nativ hUNG2 D145N és H268N pontmutaciok hatasara, az uracil koté képességének
megtartasa mellett, képtelenné valik a B-N-glikozid kotés hidrolizisére [23]. A fluoreszcens
jelolés utan azonban nem biztos, hogy megmaradnak ezek a tulajdonsagok. A késobbi
kisérletekhez tehat feltétleniil sziikséges meggydzddni arrdl, hogy a megtermelt rekombindns
fehérje az elvart modon miikodik, tehat katalitikusan inaktiv (nem hidrolizalja le az uracilt) és

valtozatlanul kotédik a DNS-molekuldhoz.

3. Uracil detektalasara az eléallitott fehérjével

A kisérletek megkezdése elétt fontos ellendrizni a fehérje uracil tartalma DNS-re
mutatott specificitasat. Ezek utan keriilhet csak sor az in vitro, és a sejtes rendszerekben
torténd uracil kimutatasra. A detektalas a hUNG2-DsRed-M fluoreszcenciaja alapjan lenne

megoldhat6 (4.2 4bra).

;o A

/ ) / \

4.2 abra A sejtes rendszerben torténé uracilfelhalmozodas tervezett detektalasanak
sematikus abraja

A sejt genomjaban megjelend uracil, az azt specifikusan felismer6 hUNG2-DsRed-M
fluoreszcenciaja alapjan lenne detektalhato.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Kompetens sejt készités

A fehérjeexpressziohoz hasznalt E. coli sejteket alkalmassa kell tenni a rekombinans
DNS (a célfehérjét kodold cirkularis DNS /plazmid/ ) hatékony felvételére. Ezt a miivelet
nevezziik kompetens sejt készitésnek.

Fagyasztott, -80°C-on tarolt E. coli szuszpenzidba steril pipetaheggyel kacsolunk,
majd a sejteket Sml 33,9 pg/ml chloramphenicolt tartalmazé Luria Broth (LB) -tapoldatba
oltjuk és 37°C-os razoégépben overnight (~16 h) felnovesztjilk. Az expresszios kisérletekben
hasznalt Osszes baktériumtérzs chloramphenicol-rezisztens (BL21 pLys, BL21 Star pLys,
BL21 Rosetta, BL21 ung-, BL21 Codon+) . A felszaporitott elokulttrabol 0,5 ml-t 50 ml
chloramphenicol tartalmt LB-oldatba mériink, majd 37°C-on addig razatjuk, amig a 600 nm-
en mért optikai denzitdsa (Asoo) 0,4 koriili érték lesz (~2 ora). Az abszorbancidkat
spektrofotométeren mértem iires LB-oldatot hasznalva referenciaként. Az 50 ml szuszpenziot
steril falconba 6njiik at és 4°C-on 20 percig centrifugaljuk 2300 g-vel. A feliiluszé folyadék
ledntése utan a sejtpelletet visszaszuszpendaljuk 10 ml TFB I.-oldatban, majd a kapott
szuszpenziot 20 perc jégen vald hiités utan ismét lecentrifugajuk (4 °C, 20 perc, 2300 g). A
feliiluszot leontjiik, a sejtcsapadékot pedig visszaszuszpendaljuk 1ml TFB II.-oldatban és 20
percig hitjiik jégen. Az elkészitett 1ml sejtszuszpenziohoz 150 ul steril sztirt 95%-0s glicerint
adunk, majd a teljes mennyiséget 100 pl-es adagokra osztjuk szét. A csoveket folyékony

nitrogénben valo gyorsfagyasztas utan -80°C-on taroljuk.

A felhasznalt oldatok:

LB-tapoldat: 10 g/l tripton TFB l.-oldat: 100 mM RbCI
5 g/l élesztOkivonat 50 mM MnCl
10 g/l NaCl 30 mM K-acetat
pH=7,0 10 mM CaCl,

15 % glicerin
pH=5,8
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TFB Il.-oldat: 10 mM MOPS
10 mM RDbCI
75 mM CaCl,
15 % glicerin
pH=6,8

5.2 Rekombinans DNS transzformalasa

A rekombinans DNS baktériumsejtbe juttatasat transzformacionak nevezziik.

A hatékony plazmidfelvétel érdekében kompetens sejteket hasznalunk, melyek pozitiv
ionokat tartalmazo (kedvez a negativ DNS megkotédésének), fellazitott sejtfallal
rendelkeznek. A DNS felvétele aktiv transzporttal torténik.

A transzformalashoz felhasznalt 100 ul kompetens sejthez 14,23 mM koncentracidban
B-merkaptoetanolt adtunk és 5 percig hagyjuk allni jégen. Ezutan adjuk hozza a koriilbeliil
100 ng mennyiségli plazmidot (vizes oldat formajaban), majd tovabbi 30 percen at jégen allni
hagyjuk. A sejteket ezutan 1 percig tartd 42°C-os hésokknak vetjiik ala. Ennek hatasara
torténik meg a sejtfalban megkotddott DNS felvétele. A hésokk utan 2 percig jégen hitjiik a
szuszpenziot, 200 ul friss LB-t mériink ra és egy oOraig razatjuk 37 °C-on antibiotikumtol
mentesen. A sejteket ezutan két antibiotikumot tartalmazo plate-en (50 ml LB; 0,75g agaroz;
33,9 pg/ml chloramphenicol; 50 pg/ml carbenicillin) kikenjiik és overninght 37°C-on
inkubaljuk. A transzformalas soran hasznalt plazmid, amelyrdl a kivant fehérje expresszioja
megvalosithatd, carbenicillin rezisztenciat is hordoz, ezért csak azok a sejtek képesek

elszaporodni, amelyek felvették.

5.3 Fehérje expresszio

A bejuttatott rekombinans DNS-ben (pET-20b vektorban kodolt UNG2-DsRed fuzios
fehérje) a fehérje szekvencidja elétt T7 promoter talalhatd, amihez a T7 RNS polimeraz képes
kotddni. Az altalunk felhasznalt baktériumok genomjaba mesterségesen beépitették a T7 RNS
polimeraz génjét, melynek atirdsat az eldtte 1évd lac operator és lac promoter szabdlyozza. A
lac operator szakaszon kotddik meg a sejt altal folyamatosan termelt represszor fehérje, amely

csak laktoz vagy megfeleld laktdz-analog (példaul IPTG) megkotésekor engedi el a DNS-t.
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Laktoz (vagy lakt6z-analog) hatdséara tehat a represszor levalik az operator régiordl, megindul
a T7 RNS polimeraz szintézise, ez pedig megkezdi a kivant gén atirasat.

A plate-en felndvesztett koloniakbol 4-5-be steril pipettahegyet nyomunk, 50 ml LB-
oldatba dobjuk és a baktériumokat overnight felszaporitjuk a megfeleld antibiotikumok
jelenlétében. Az igy kapott eldkulturabol 5 mi-t atpipettazunk 500 ml LB-oldatba (a
probaexpresszional minden sejttipus esetében 50 ml LB-t hasznaltam fel ennél a 1épésnél) és
37°C-on razatjuk koriilbeliil Agp=0,6—0s optikai denzitas eléréséig (~2 h). A fehérje
termelését 0,6 mM IPTG-vel indukéaljuk ¢és overnight 20°C-on expresszalunk
razotermosztatban (a probaexpresszio esetében minden sejttipussal elvégeztiik a 4 6ras 30°C-
0s expressziot is). A szuszpenzidt ezutan 20 percig centrifugaljuk 4000 g-vel, a feliiltiszot
ledntjiikk, majd a sejtpelletet folyékony nitrogénnel gyorsfagyaszjuk és -80°C-0s hiitében

taroljuk feltarasig.
A felhasznalt oldat:

PBS: 138 mM NacCl
2,7 mM KCI
1,31 mM NaH,PO,
8,69 mM Na;HPO,
pH=7,4

5.4 A sejtek feltarasa

A fagyasztott sejtcsapadékot potterezé edénybe helyezziik és felszuszpendaljuk 50 mli
(probaexpresszio esetében torzsenként S5ml) lizis pufferben. A lizis puffer feladata a
célfehérjét a baktériumbol felszabaditani, és azt oldhato fazisban tartani. A lizozim a sejfalat
alkotd poliszacharidok enzimatikus hidroliziséét felelés, a Triton X-100 nemionos detergens
pedig a sejtmembran diszpergalasat végzi. A magas soOtartalom miatt fennalld hipertonias
kozeg elosegiti a sejtek feltarodasat. A DNaz és az RNaz a sejtekben 1évé nukleinsavak
bontasaért felelds, a jobb viszkozitéds és kezelhetdség érdekéért. A reduktiv kdzeget biztositd
B-merkaptoetanol megakadalyozza a diszulfid-hidak kialakulasat a fehérjék kozott, ezaltal az
esetleges aggregaciot. A PMSF a szerin-proteazokat, a BA a trombin-szer(i proteazokat, az

EDTA a fém kofaktorral rendelkezé metalloprotedzokat. A Roche altal gyartott proteaz gatlo
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koktél egy széles spektrumu proteazgatld, amely szamos proteaz miikodését gatolja. A feltaras
végén az oldatba keriilt, részlegesen elemésztett DNS molekuldk miatt viszkozus folyadékot
kapunk. A sejtmaradvanyok, DNS és az egyéb sejtalkotok (példaul sejtfal tormelék) tovabbi
feldarabolasat ultrahangos szonikalassal végezziikk jeges hiités mellett. A mintaban még
mindig jelen 1év6 oldhatatlan, szilard sejttormelékeket centrifugalassal tavolitjuk el (30 perc,
4 °C, 22000 g).

A felhasznalt oldat:

Lizis puffer: 50 mM TRIS
300 mM NacCl
0,5mMEDTA
0,1 V/V% Triton X-100
1 mM fenil-metilszulfonil-fluorid (PMSF)
5 mM benzamidin (BA)
2 db EDTA mentes proteazgatlo tabletta
10 mM B-merkaptoetanol (B-ME)
0,1 mg/ml lizozim
0,1 mg/ml DNéaz
0,01 mg/ml RNaz A
pH=8,0

5.5 Fehérje kinyerése és tisztitasa affinitas kromatografiaval

A szelektiv elvalasztés azon alapul, hogy a rekombinans fehérje a C-terminalis részén
hisztidin-cimkét (hat darab hisztidin /His-tag/) tartalmaz, amely Ni(ll)-ionokkal rendkiviil
stabil kelatkomplexet képes kialakitani.

A sejtfeltaras utan kapott oldatbol a célfehérjét nikkel-nitrilo-triecetsav (Ni-NTA)
hatéanyagli oszlop segitségével valasztjuk el. Az oszlopot elészor lizis pufferrel ekvilibraljuk.
A jégen hiit6tt fehérjeoldathoz 30 mM koncentracioban imidazolt adunk, majd Pasteur-pipetta
segitségével az oszlopra juttatjuk egy viszonylag alacsony atfolyasi sebesség mellett. Ezek

utan az oszlopot kiilonb6z6 6sszetételti oldatokkal mossuk: rendre LS-pufferrel, HS-pufferrel,
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VHS-pufferrel és differencialo pufferrel. Erre azért van sziikség, hogy eltavolitsuk a
gyantdhoz aspecifikusan kik6tédott fehérjeszennyezoket. A nagyobb tisztasag érdekében a
fehérje leoldasahoz gradiens-eluciot alkalmazunk. Az elucios puffer imidalozoltartalmat 20
perc alatt linearisan noveljik 0 mM-rol 350 mM-ra (a frakciokat 1,5ml-es Eppendorf-
csovekbe gytijtjiik). A probaexpresszi6 esetében a differencialo-puffer imidazoltartalma 30
mM, az elucio pedig egyszeri, 500 mM imidazoltartalmi LS-pufferes mosassal torténik. A
frakciokbol mintat vesziink és SDS-PAGE alapjan meghatarozzuk, majd Osszedntjik a
legtoményebb és legtisztabbakat. Az igy kapott oldatot dializismembranba pipettazzuk és
dializis pufferben overnight dializaljuk. Ezek utdn a kapott fehérjeoldatot membranos
toményitd oszlopba helyezziik, ¢s addig centrifugaljuk, amig fagyasztasra optimalis
koncentraciot el nem ér (>1.5 mg/ml). A betoményités utan a mintat kisebb adagokra osztjuk,

folyékony nitrogénben gyorsfagyasztjuk €s a felhasznalasig folyékony nitrogénben taroljuk.

A felhasznalt oldatok:

LS-puffer: 50 mM HEPES VVHS-puffer: 20 mM HEPES

30 mM KCI 500mM NaCl
5 mM B-ME 40mM imidazol
pH=7,5 5 mM B-ME
pH=7,5
HS puffer: 50 mM TRIS Differencial6 puffer: 50mM imidazol
300 mM KClI 5mM B-ME
5 mM B-ME pH=7,5
pH=7,5 (LS-pufferben oldva)
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Elucios puffer: 0-350 mM imidazol Dializis puffer: 30 mM TRIS.HCI

0,1 mM PMSF 140 mM NaCl

1 db EDTA mentes 0,01 V/V% Tween-20
proteazgatlo tabletta 1 mM EDTA

10 mM B-ME 15 mM B-ME
pH=7,5 pH=7,4

(LS-pufferben oldva)

5.6 Natrium-dodecilszulfat poliakrilamid gélelektroforézis

A natrium-dodecilszulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) egy széles
korben alkalmazott eljaras a fehérjék molaris tomeg szerinti szétvalasztasara.

A fehérjemintdhoz négyszeres térfogatu mintakoktélt adunk, majd 6t percre 95°C-0s
szaraz termosztatba helyezziik. A kész gelet az elektroforézis-késziilék futtatdé kadjaba
helyezziik, a kadat pedig feltdltjiikk futtatopufferrel. A megfeleldé mennyiségli fehérjemintat
hamilton-fecskend6é segitségével juttatunk a gél zsebeibe. A zsebek egyikébe az ismert
molaris tomegl fehérjéket tartalmazo oldat, a ,,fehérjelétra” keriil. A gélelektroforézist 200V
fesziiltség mellett addig végezziik, amig a mintakoktélba kevert bromfenolkék frontvonal el
nem ¢éri a gél legalso részét. Ezutan a gelet kivessziik, kétszer mossuk desztillalt vizzel, majd
Coomassie Brilliant Blue (fehérjékhez aspecifikusan ko6t6do, kék szinti festék) tartalmua
oldattal ON razatjuk. Az eléhivas utan a festéket lednjiik, a gelet par oraig desztillalt vizzel

differencialtatjuk, majd lefotézzuk.

A felhasznalt oldatok:

Mintakoktél: 250 mM TRIS.HCI Futtatopuffer: 25 mM TRIS
50 % glicerin 192 mM glicin
0,05 % bromfenolkék festék 0,1 % SDS
10 % SDS pH=8,5
250 mM DTT
pH=7,8
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5.7 Agaroz gélelektroforézis

Az agaroz-gélelektroforézis a nukleinsavak méret (molaris tomeg) szerinti
elvalasztasara alkalmas modszer.

TAE-pufferhez 0,75g/100ml aranyban agarézt adunk. Az agardz feloldasdhoz a
keveréket forrasig melegitjiikk, majd hideg vizzel 60°C hémérsékletre hitjiik. Ezek utan az
oldathoz 10000X-es higitasban GelRed (toltés nélkiili interkalald, nem karcinogén festék)
festéket adunk és atontjiik a gélkészitésre hasznalt miianyag edénybe. A zsebek kialakitasdhoz
fésiit rakunk az oldatba és hagyjuk megszilardulni (~10 perc). A miianyag edényt és az
elkészitett gelet futtatokadba helyezziik, majd a kadat feltoltjik TAE-pufferrel. A 20 V/IV%
futtatofestéket (6X DNA Loading Dye, Fermentas) tartalmazé DNS mintakbol 10 pl-t
pipettazunk a gél zsebeibe. A 100V-on végzett elektroforézis utan a kapott gelet UV lampa

alatt lefotozzuk.

A felhasznalt oldatok:
Futtatofesték: 10 mM TRIS-HCI TAE-puffer: 40 mM TRIS-acetat
0,03 V/V% bromfenolkék 1 mM EDTA
0,03 V/IV% xilol-cianol pH=8,0
60 V/V% glicerin
60 mM EDTA

5.8 Spektrofotometrias koncentraciomérés

A nukleinsavak és  fehérjék  koncentraciomérését ~ Nanodrop  ND-1000
spektrofotométerrel végezziik. A minta itt nem kiivettaban, hanem két, egymastol Imm-re
1év6 optikai szal kozott helyezkedik el. Ilyen elrendezés mellett nagyon kis térfogatok (1-2 ul)
IS megbizhatoan vizsgalhatok. A fehérjék 280 nm-en, nukleinsavak pedig 260 nm-en adnak
elnyelési maximumot, amiért mindkét esetben az aromas gyiirik m-n* atmenete a felelds
(fehérjéknél a triptofan és tirozin aminosavak, nukleinsavaknal a bazisok). A Koncentracio
meghatarozasat a szoftver a Lambert-Beer torvény (A= esC+l) segitségével végzi a mérendd

komponens fajlagos extinkcios koefficiensének ismeretében (fehérje és nukleinsav egyiittes

21]01dal



jelenlétekor a program automatikusan korrigal az egymasbol szarmazo elnyeléssel). Hosszabb
nukleinsavak esetében az € nem nagyon fligg az Gsszetételtdl (csak a tipustol), tehat kozel
alland6, meghatarozott érték (kétszala DNS-re 0.020 ml/ug~cm, egyszala DNS-re 0.027
ml/pg«cm és RNS-re 0.025 ml/pgscm). A fehérjék mérésekor mindig meg kell adni a
hozzajuk tartozo e-értéket. Ezek kiszamolasat az Expasy nevii internetes oldal ProtParam
szoftverével végezziik. Referenciaként minden esetben a minta készitéséhez felhasznalt

,ures” puffert hasznaljuk.

5.9 Western blot

A western blot a fehérjék kvalitativ kimutatasara alkalmazott analitikai modszer. A
vizsgalandé fehérjekeveréket SDS-PAGE segitségével elvalasztjuk, majd a kapott géllel
szemben fehérjek6té membrant (PVDEF, nitrocelluléz, nylon) helyeziink el. A gélben 1évo
fehérjéket elektromos tér segitségével a membranra kényszeritjiik (,,blottolds). A blottolas
utan a tovabbi fehérjekotddés megakadalyozdsara a membran iiresen maradt helyeit mas, a
vizsgalat szempontjabol inert fehérjékkel (pl. BSA vagy sovany tejpor) telitjiik. Ezek utan a
membrant elsddleges ellenanyaggal kezeljiikk, amely specifikusan kotédik a vizsgalando
fehérjéhez. Ezt koveti az elsOdleges ellenanyagra specifikus masodlagos ellenanyag
hozzaadasa. A detektalast a masodlagos ellenanyaghoz kapcsolt jelzdmolekula teszi lehetévé
(radioaktiv cimke, fluoreszcens csoport, enzim).

A tisztitas utan kapott dupla mutans UNG-DsRed oldatbél higitasi sort készitiink és
SDS-PAGE segitségével elvalasztjuk. A kész gélben 1évé SDS-t transzfer-pufferes mosassal
eltavolitjuk, majd a gelet PVDF membrannal szemben rogzitjik és transzfer pufferrel
feltoltott blottolo kadba helyezziik. A fehérjék SDS hianyaban a sav-bazis tulajdonsaguknak
¢és a hidrogénion koncentracionak megfeleld relativ toltéssel rendelkeznek, ezért a sikeres
transzfer érdekében tigyelni kell ra, hogy a puffer pH-ja a fehérje izoelektromos pontja felett
legyen. A fehérjéket ezutan 4°C-on 180 mA-es aramerésség mellett 16 oran keresztiil
blottoljuk, majd a késziilék szétszedése utan a sikeres PVDF membranra valo kikotést egy
reverzibilis fehérjefestékkel ellendrizziik (pl. Ponceau-S). A festéket TBS-T oldattal
kimossuk, majd a membrant 2 draig sovany tejpor oldatban razatjuk (,,blokkolas”). Az ijabb
TBS-T-vel vald mosas utan a membrant 1,5 oraig kezeljik az elodleges ellenanyaggal (a
mintak egyik részében ez Proteintech nyulban termeltetett anti-UNG poliklonalis ellenanyaga

1000X-es higitasban, a mintak masik részében pedig a Millipore egérben termeltetett anti-
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His-tag monoklonalis ellenanyaga 1000X-es higitasban). A TBS-T-s mosast kdvetden a
membrant tovabbi 1 6raig razatjuk a masodlagos ellenanyaggal (az anti-UNG-al kezelt mintak
esetében ez a GE-Healtcare HRP-vel konjugalt anti-nyal masodlagos ellenanyaga 5000X-es
higitasban, az anti-His-tag-el kezelt mintak esetében pedig a Sigma HRP-vel konjugalt anti-
egér masodlagos ellenanyaga 80000X-es higitasban). Az ellenanyaggal jelolt fehérjék
elohivasat a Millipore altal gyartott kemilumineszcens szubsztrattal —(Western
Chemiluminescent HRP Substrate) végezziik a gyarto altal javasolt protokollt kovetve, Kodak

rontgenfilm felhasznalasaval. A membranok denzitometrias kiértékelést Uvi-doc szoftverrel

végeztem.
A felhasznalt oldatok:
TBS-T: 25 mM TRIS sovany tejpor oldat: 5 m/V% sovany tejpor
137 mM NaCl (TBS-T-ben)
2,7 mM KCI
0,05 % Tween-20 Transzfer puffer: 10 mM CAPS
pH=7,4 15 V/V% metanol

pH=10,0

5. 10 Uracilt tartalmazo plazmid eldallitasa

Az uracil tartami plazmid eléallitasara a dUTP-az és UNG fehérjék termelésére
képtelen E.coli CJ-236 ung-/dut- sejteket hasznaljuk. A két gén kilitése jelentés
uracilfelhalmozdodast okoz a sejtek DNS-allomanyaban (qPCR mérések alapjan 12-16
uracil/1000 bp).

A transzformalast 100 pl E.coli CJ-236 ung-/dut- kompetens sejtettel végezziik 50 ng
PEGFP (a EGFP fehérje génjét tartalmazo vektor, amely kanamycin rezisztenciat is hordoz)
plazmid felhasznalasaval (lasd 5.2). Ezzel parhuzamosan a transzformalast E.coli XL1 Blue-
val is elvégezziikk, mert a késdbbi kisérletekben sziikség van egy uracilmentes negativ
kontrollra is. A transzformalas utan a sejteket két antibiotikumot tartalmazoé plate-re (a CJ-236
esestében 33,9 pg/ml chloramphenicol és 50 pg/ml kanamycin, az XL1 Blue esetében pedig
12,5 pg/ml tetraciklin és 50 pg/ml kanamycin) széleszettiik és overninght 37°C-on inkubaljuk.
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A plate-en felndvesztett koloniakbol egybe steril pipettahegyet nyomunk, 5 ml LB-oldatba
dobjuk ¢és a baktériumokat overnight felszaporitjuk. Az igy kapott sejtkulturakat 20 percig
centrifugdljuk 3600 rpm fordulatszdmmal, majd ledntjik a feliiliszot. A sejtekbdl a
Macherey-Nagel cég NucleoSpin Plasmid kitjével izolaljuk a DNS-t a gyarto altal javasolt
protokoll szerint. A spektrofotometrids koncentraciomérés utan a plazmidokat -20°C-0S

hiitében taroljuk a felhasznalasig.

5.11 Cirkularis plazmid linearizalasa

A cirkularis plazmidok tobbféle szupercsavart szerkezettel is rendelkeznek. A
kiilonb6z6 formak elektroforetikus mobilitasa eltérd, vagyis agardz gélelektroforézis soran
tobb vonalat adnak. A konnyebb kiértékelés érdekében a kisérletekhez felhasznalt
plazmidokat Notl restrikcios endonukleazzal linearizaljuk. A Notl altal felismert
nukleotidszekvencia csak egyszer szerepel a pEGFP konstruktban (ez teszi lehetévé a
linearizalast) ugyanakkor nem tartalmaz timint, vagyis az enzim miikodésére nincs hatassal az

uracilfelhalmozodas.

Az emésztést 0,1 mg/ml BSA-t is tartalmazd6 NEB4 pufferben végezziik 80 ng/ul
DNS-koncentracio mellett. A Notl-HF enzimbdl (New England Biolabs) 1,5 pl-t hasznalunk
50 ul-es Ossztérfogat esetén. Az igy elkésztett oldatokat 37°C-on termosztaljuk 90 percig,
majd az enzimet 65°C-on héinaktivaljuk 20 percig. A linearis DNS-t a Macherey-Nagel cég
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up nevi Kitjével izolaljuk a gyart6 altal javasolt protokoll

szerint.

A felhasznalt oldat:

NEB4 puffer: 50 mM Kalium-acetat
20 mM TRIS-acetat
10 mM Magnézium-acetat
1mMDTT
pH=7,9
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5.12 Elekroforetikus mobilitas teszt (EMSA)

Az elektroforetikus mobilitas teszt a nukleinsavkotd fehérjék vizsgéalatara alkalmas.
Agardz gélelektroforézis soran a fehérje-nukleinsav komplex kisebb mobilitassal rendelkezik,

mint a szabad nukleinsav, ezért ehhez képest a nagyobb molekulatomeg felé tolodik el.

crcr

UNG dializis puffer felhasznalasaval. A kotddés vizsgéalatahoz tobb  kiilonbozd
koncentracioban vad tipusi UNG-DsRed és duplamutans UNG-DsRed fehérjét mériink a
DNS-hez (a koncentraciokat a gélkép folott tlintettem fel). Az igy kapott mintakat, nativ
koriilmények kozott agaroz gélen megtuttatjuk 100V-os fesziiltség mellett.

5.13 Agaroz-assay

A vad tipusit és duplamutins UNG fehérjék aktivitasdnak ellendrzését agar6z
gélelektroforézissel végeztikk (agardz-assay). Az UNG hatasara az uracilos DNS-en
bazismentes helyek (AP site) képzddnek. Az AP endonukledz (APE) a bazismentes helyeket
felismeri és kivagja azokat a DNS-b6l, vagyis szaltorést eredményez. Aktiv UNG és APE
enzimeket hasznalva az uracilos plazmid feldarabolddik és agardz gélen megfuttatva joval

kisebb molaris tomeg felé tolodott, elmosddott sdvokat eredményez.

Az uracilos és uracilmentes pEGFP plazmidokb6l 15 ng/ul koncentracioji oldatot
készitiink APE-pufferben (Fermentas), majd 2 ug/ml koncentracioban UNG fehérjét mériink
hozza és 1 6ran at 37°C-on termosztaljuk. Ezek utan a DNS-hez 500 unit/ml koncentraciéban
APE enzimet adunk és ujabb 1 oraig termosztaljuk 37°C-on. Az igy kapott oldatokhoz 3:1
aranyban inaktivalo mintakoktélt keveriink, 15 percig termosztaljuk (37°C), majd a mintakat
agaroz gélen megfuttatjuk 100V-os fesziiltség mellett. A kisérletet a vad tipust és a dupla
mutans fehérjékkel végeztik uracilos és uracilmentes plazmidok felhasznalasaval.
Kontrollként a gélen APE-mentes, UNG-mentes és UGI-t (Uracil-glikozilaz inhibitor, New
England Biolabs) tartalmazé mintak is szerepelnek (mindkét plazmiddal). A modszer
alkalmazhatosagat, ugyanilyen koriilmények mellett 10 unit/ml kereskedelmi forgalomban

kaphat6 bakterialis, DsRed-mentes UNG-al (Fermentas) ellendriztiik.
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Felhasznalt oldatok:

APE-puffer: 50 mM Tris-acetat Inaktivalé mintakoktél:5 mM TRIS.HCI
50 mM KCI 0,015 V/V% bromfenolkék
1 mM EDTA 0,015 V/V% xilol-cianol
0,05 V/V% Triton X-100 30 V/IV% glicerin
pH=7,5 60 mM EDTA

2,5 m/V% SDS
2,5 mg/ml Proteindz-K

5.14 Dot-blot

Az UNG-DsRed fuzios fehérje, uracil tartalma DNS-re mutatott szelektivitasat, dot-
blot technikaval ellendriztem. Ennek soran E. coli-bol izolalt uracilos (E. coli BL21 CJ236)
illetve normal (E. coli XL1 Blue) genomi/plazmid DNS-t cseppentiink ki ugyanolyan
mennyiségben (1 ug DNS/pétty) pozitivan toltott feliiletti nylon membranra (GE Healthcare

d™-N"). Fél 6ras levegdn széritas utan a membrant 10 percig UV fénnyel

Amersham Hybon
vilagitjuk meg (254 nm) a DNS-sel valo keresztkotések kialakitasahoz. A membrant ezutan
16 oraig mossuk 10 mM [B-merkapto-etanolt, 100 pg/ml lazac sperma DNS-t ¢és 1:1000
higitasban alkalmazott dupla mutans hUNG-DsRed-et tartalmazo bETBS-T-vel. A membrant
3X10 percig mossuk ETBS-T-vel, majd 1,5 6raig kezeljiik az elédleges ellenanyag (nyulban
termeltetett anti-UNG poliklonalis ellenanyag, 1000X-es higitasban, Proteintech) bETBS-T-s
oldataval. Az Gjabb 3X10 perces ETBS-T-s mosast kdvetden a membrant 1 ordig razatjuk
masodlagos ellenanyagot (HRP-vel konjugélt anti-nyal masodlagos ellenanyag, 5000X-es
higitas, GE-Healtcare) tartalmaz6 bETBS-T-ben. A membran eléhivasat a Millipore altal
gyartott kemilumineszcens szubsztrattal (Western Chemiluminescent HRP  Substrate)
végezziik a gyarto altal javasolt protokollt kdvetve, Kodak rontgenfilm felhasznéalasaval.

A kvantitativ dot-blot sordn, a DNS membrdnra vald felvitelét, egy 96 lyukd,
vakuumra kapcsolhatd apparatussal végeztem. Az ezt kovetd 1épések megegyeznek a fent
leirtakkal. A novekvo uraciltartalma kalibrald sort E. coli-bdl izolalt normal (XL1 Blue) és
uracilos (BL21 CJ236) genomi DNS-ek kiilonboz6 arany 6sszekeverésével készitetjik. Az

uracilos genomi DNS uraciltartalma qPCR mérésekbdl ismert, vagyis megadhatd az uracil

bazisok pontos szama a keverékekben [18]. A DNS 06sszmennyisége 0,05 pg/potty. Az
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eldhivas utan kapott kapott rontgenfilmeket lefényképezzik és az Imagel 1.46) (NIH,
Bethesda) szoftverrel meghatarozzuk az egyek pottyok intenzitasat.

A felhasznalt oldatok:
ETBS-T: 25 mM TRIS bETBS-T: 25 mM TRIS
137 mM NaCl 137 mM NaCl
2,7 mM KCI 2,7 mM KClI
0,05 % Tween-20 0,05 % Tween-20
1 mM EDTA 1 mM EDTA
pH=7,4 5 m/V% sovany tejpor

pH=7,4

5.15 Fluoreszcens mikroszkopia

A fluoreszcens fehérje jelenlétét mikroszkopos felvételekkel ellendrizzik. Az
expresszid utan kapott sejtszuszpenziobol 100 ul térfogatth mintat vesziink és 2300 x g-vel 15
percig centrifugaljuk. A sejtpelletet desztillalt vizes mosés utan targylemezre helyezziik ¢és
FluorSave gyantaba agyazzuk. A fedélemez rahelyezése utan a mintat Leica DM IL LED
FLUO mikroszképpal lefényképezziik (azonos expozicios id6 mellett, 400X-0S nagyitasban).
A DsRed gerjesztésére 515-560 nm-es bandpass exitacios szlir6t hasznaltunk egy 580 nm-nél

vago dikroikus tlikorrel, a detektalast pedig 590 nm-es longpass emisszios szlirdvel végeztiik.

5.16 Konfokalis mikroszkopia

A fluoreszcens mikroszkopidndl jobb mindségli felvételeket készithetlink konfokalis
mikroszkdpia segitségével, mert ez a modszer képes a nem fokuszsikrol érkezd fénysugarak
kisziirésére. Ez azt jelenti, hogy a miiszer az adott pillanaban csak a minta egy igen vékony
szeletét detektalja. A tobbi Z-tengely menti szeletet is felvéve lehet6ség van a 3D-S
képalkotasra is. A fluoreszcens mikroszkopidhoz hasonléan a kivant makromolekulat/

sejtorganellumot ebben az esetben is fluoreszcensen jeloljiik, majd azt a megfeleld
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hullamhosszu fénnyel gerjesztve az emittalt fényt detektalhatjuk. A Kisérleteim soran a Zeiss
710 1ézeres szkenneld mikroszkopot (LSCM) hasznaltuk. A DAPI gerjesztését a 405 nm-es, a

DsRed-¢ét pedig az 543 nm-es 1ézerrel végeztiik.

5.17 Sejtvonalak fenntartasa és passzalasa

A mikroszkopos kisérleteinkehez egérbél szarmazd, ung-/- embrionalis fibroblaszt
sejteket hasznalunk (mouse embrional fibroblast /MEF-DR14/). A tenyészté flaskaban
elhelyezett sejteket 50 pg/ml penicillint, 50 pug/ml sztreptomicint, 1 V/V % nem esszencialis
aminosav-keverék (Gibco) és 10V/V % szarvasmarha szérumot (fetal bovine serum /FBS/)
tartalmazé médiumban (Dulbecco’s modified Eagle’s medium nutrient mixture F-12 HAM,
Sigma) novesztjikk 37 °C-os termosztatban 5 V/V% CO, mellett. A sejtkultarak passzalasahoz
(friss tapoldatba vald atoltasasat) a Sigma Tripszin-EDTA oldatat hasznaltam.

5.18 Sejtek plételése és kezelése FAUR-el

24 lyuku plétbe, 13 mm atméréjo steril, 0,16 mm vastagsagu boroszilikat orativeget
tesziink. Az egyes lyukakba 500 pl tapoldatot és Osszesen ~10 ezer sejtet tartalmazd
szuszpenziot mériink ki. A plételés utan 24 oraval a sejtekrol lemérjiik a tapoldatot, majd
0,5 ml-nyi 15 uM Fluoro-dezoxiuridint tartalmazo friss médiumot mériink rajuk.

A FdUR-es kezelés id6tartama 48 ora.

5.19 Sejtek fixalasa és festése a rekombinans fehérjével

Az FdUR-el kezelt sejtekrol leszivjuk a tapoldatot, majd 5 perces PBS-el vald mosast
kovetden Carnoy fixald oldatot mériink a lyukakba és plate-et 20 percig szobahdmérsékleten
allni hagyjuk. A Carnoy fix4lo oldat leszivasa utan a lyukakba etanolos posztfixald oldatot
pipettazunk és a sejteket 10 percre -25°C-ra helyezziik. Ezek utan az egyes lyukakat (az
etanolos fixalo eltavolitasa utan) leszallo alkoholsorral kezeljiik, azaz eloszor 50V/V% etanol-
PBS-t, majd (az 50% etanol-PBS eltavolitasa utan) 30V/V% etanol-PBS-t mériink (a 3 percig
allni hagyjuk szobahdmérsékleten) a mintakra. A lyukakat 3X5 percig PBS-el mossuk, majd a
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mintakat 0,5 V/V% Triton X-100-at tartalmazé 2 M-os sosavval kezeljik 30 percig
szobahdmérsékleten (a kromatin dllomany lazitasa és a DNS allomany részleges denaturalasa
végett). A 3X5 perces PBS-es mosast kdvetden a mintakat bTBS-T-vel (15 perc, RT), majd,
100 pg/ml szonikalt lazac sperma DNS-t tartalmazo bTBS-T-vel (15 perc, RT) blokkoljuk.
Ezek utan a sejteket 16 oraig 4°C-on kezeljik 100 pg/ml szonikalt lazac sperma DNS-t és
1:250 higitasi DM-UNG-DsRed-et tartalmazo bTBS-T-vel. Az UGI-val torténé kezelés
esetén a DM-UNG-DsRed-et tartalmazo oldatba (6sszesen 200 ul mintanként) 20 Unit UGI-t
(NEB) mértem, majd szobahdmérsékleten inkubaltam 10 percig. A mintdkra csak ezt
kovetden mértem ra az oldatot. A lyukakat 2X15 percig TBS-el, majd 15 percig TBS-T-vel
mossuk. Az DNS fluoreszcens festésére 0,1 pug/ml koncentracioji DAPI-t tartalmazo PBS-t
mériink a mintdkra. Ezutan a lyukakat 10 percig PBT-vel, majd 5 percig PBS-el mossuk. Az
oOratlivegeket csipesszel kivessziik a plate-rél, majd desztillalt vizes mosas utan FluorSave
gyanta segitségével targylemezre rogzitjik. Az elokészitett mintdkat konfokalis

mikroszkopiaval vizsgajuk.

A felhasznalt oldatok:
Carnoy fixalo: 60 V/V% etanol Etanolos fixalo: 70 V/V% etanol
30 VIV % ecetsav 50 mM glicin

10 V/V% kloroform

TBS: 50 mM TRIS.HCI TBS-T: 25 mM TRIS
137 mM NaCl 137 mM NaCl
2,7 mM KCI 2,7 mM KCI
pH=7,4 0,05 % Tween-20

pH=7,4

bTBS-T: 25 mM TRIS PBS: 138 mM NaCl
137 mM NaCl 2,7 mM KCI
2,7 mM KCI 1,31 mM NaH,PO,
0,05 % Tween20 8,69 mM Na;HPO,4
5 m/V% sovany tejpor pH=7,4
pH=7,5
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PBT:

138 mM NaCl

2,7 mM KCI

1,31 mM NaH,PO4

8,69 mM Na;HPO,

0,05 V/V% Triton-X 100
pH=7,4
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1 Fehérjeexpresszio optimalizalasa (probaexpresszio)

A kisérletek kezdetén rendelkezésemre bocsajtottak a Békési Angéla altal mar
elkészitett kiilonféle rekombinans DNS konstruktokat. Ezek koziil a pET-20b vektorba
klonozott dupla mutans (DM) hUNG2-DsRed-Monomert és a szintén pET-20b vektorba
klonozott vad tipusa (WT) hUNG2-DsRed-Monomert hasznaltam fel. Az els feladat a
fehérje termelésére legalkalmasabb sejttipus és a megfeleld expresszalasi koriilmények
kivalasztasa volt. Beke Angéla eredményeibdl mar ismert volt, hogy a 4 6rés, 37°C-on végzett
expresszid fehérjehozama meglehetésen csekély volt. Az optimalizalast ezért 4 6raig 30°C-
on, illetve ON 20°C-on végeztem 5 féle E. coli torzsben (BL21 pLys, BL21 Star pLys, BL21
Rosetta pLys, BL21 ung- pLys, BL21 Codon+).

A 4 o6ras 30°C-on végzett expresszid nem jart sikerrel, a sejtek lefugdldsa utan kapott
pelleteken nem latszodott a DsReddel fuzionalt fehérjékre jellemzd pirosas szin. Ezzel
ellentétben a 20°C-os ON termeltetés mind az 5 sejttipus esetében rdzsaszin pelletet
eredményezett. A célfehérje jelenlétét fluoreszcens mikroszkopiaval is ellendriztik. A
felvételeken jol lathatd, hogy az Osszes torzs sikeresen expresszalta a kivant fehérjét, és a
kontrollként hasznalt, nem indukalt BL21 ung- pLys sejtek pedig nem adtak fluoreszcencia
jelet. A fényképek alapjan a legjobb expresszio a BL21 pLys és a BL21 ung- esetében
valosult meg (6.1.1 abra).
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Kontroll BL21 pLys BL21 ung-

Yo

.
L
L

BL21 Codon+ BL21 Rosetta BL21 Star

6.1.1 abra Fehérjeexpresszio vizsgalata mikroszkoppal

A felvételeken jol latszodik, hogy a rekombinans fehérje mindegyik sejttipusban jelen van. A
fényképek alapjan a legjobb expresszio a BL21 pLys és a BL21 ung- esetében valosult meg.

A tovabbiakban a sejtek feltarasa utan kapott mintakat SDS-PAGE segitségével is
vizsgaltam, hogy a kivant fehérje tultermelddését egy kvantitativ modszerrel is nyomon
kovethessem. A nem tul intenziv expresszi6 miatt azonban nem latunk nagy kiilonbséget az
indukcio el6tti és az indukcidé utani allapotok kozott, azaz nem tapasztalunk intenziv
savvastagodast a kifejeztetett fehérjére molstlyanal (6.1.2 4bra). Ezen eredmények tiikrében
relative alacsony fehérjehozamra szamitottunk, igy az affinitaskromatografias tisztitast is

ennek megfeleléen terveztiik meg.
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6.1.2 abra A sejtek feltarasa utan kapott mintak SDS gélen

A kismértékili expresszio miatt nem latunk kiilonbséget az indukcié elétti és az indukeid utani
mintak k6zott. Az indukci6 utani mintak csillaggal vannak jelolve.

A feltart sejtekbol kapott oldatot Ni-NTA tolteti oszlopra vittem fel és a megfeleld
mosasi 1épéseket kovetden a fehérjét 500 mM imidazol tartalmi LS pufferrel elualtam. Az
elucioval és az utols6 mosasi 1épéssel (30 mM imidazoltartalmu differencialo-puffer) kapott
frakciokat poliakrilamid-gélelektroforézissel elemeztem. A gélkép alapjan a legkevésbé
expresszald sejttipus a BL21 Star, a legjobban expresszald sejttipus pedig a BL21 pLys. A
gélképeken az is jol lathatd, hogy fOleg az alacsony expresszid miatt, a kdtOhelyekért valo
gyenge kompeticid kovetkeztében a végsd eludtum igen sok fehérjeszennyezot tartalmaz
(6.1.3 abra). Végiil az E. coli torzsek koziil a BL21 ung- pLys-re (UNG deficiens BL21 t6rzs)
esett a valasztas, mert ennek tovabbi elénye, hogy nem tartalmaz endogén UNGenzimet, igy
az ebben termeltetett, katalitikusan inaktiv duplamutans fehérje biztosan nem fog tartalmazni
katalitikusan aktiv bakterialis UNG-ot hattérszennyezOként. Megjegyzendd azonban, hogy a

kivant fehérje mindegyik sejttipusbol kinyerhetd lenne kielégité mennyiségben.

33/0ldal



BL21 BL21 BL21 BL21 BL21
pLys ung- Rosetta Rosetta Star E
St
53 -2 =3 3 =] =3 3 =3 | =73 s
Eo| R | Ef| EZ|Eg|Zi|Ef| 4| :f|”
SE| RE | SE| RE| RE| SE|RE| SE| @E
c —
Pr— PN
- P -~ - - -~
G —— ,_,.:. - —— Gt “
D e
SN — &
e — —— - — o —~—
i 25
PR, -
— e
A San :
B A . &
-

6.1.3 abra A Ni-NTA oszlopon valé tisztitas eredménye

Jol lathato, hogy az elticié utan nyert frakcidkban megjelenik a rekombinans fehérje és hogy a
differencialo-puffer valoban nem szedi le az oszloprél nagy mennyiségben a cél fehérjét.

6.2 Fehérjeexpresszio és tisztitas

A optimalizalas alapjan a duplamutans UNG-DsRed és a vad tipusu UNG-DsRed
fehérjék epressziojat ON 20°C-on végeztem BL21 ung- pLys sejtek felhasznalasaval. A
nagyobb tisztasag érdekében a differencialo-puffer (utols6 mosas) imidazoltartalmat 50 mM-
ra noveltiik és gradiens eltciot alkalmaztunk (0-350 mM imazolkoncentracio). Ezeken feliil a
fehérjekotd gyanta mennyiségét jelentdsen lecsokkentettiik, annak érdekében, hogy kevesebb
aspecifikus fehérje tudjon rd kikotni a kotdhelyekért folyd csekély kompeticid miatt. A
fehérjepreparatumbol higitasi sort készitettiink és a tisztasagukat SDS-PAGE-el vizsgaltuk. A
gélképek alapjan a fehérjék joval kevesebb szennyezdt tartalmaznak, mint a probaexpresszid
esetében (6.2.1 4bra). Fontos megjegyezni, hogy a mi esetiinkben a fehérjepreparatum
nagyfoku tisztasaga nem elengedhetetlen feltétel, hiszen a detektalasnal a DsRed

fluoreszcencia jelére fogunk hagyatkozni, ezt pedig nem befolyasoljak a szennyez6 fehérjék.
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Fontos azonban, hogy a szennyezd fehérjék ne hassanak negativan a konstrukt stabilitasara, és

ne legyen UNG aktivitasuk, mert ellenkezé esetben kompeticié jonne Ilétre az uracilos

helyekért.
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6.2.1 abra duplamutans UNG-DsRed és vad tipusa UNG-DsRed fehérjék SDS-PAGE-en

A gélképeken megfigyelhetd, hogy a fehérjék a probaexpresszidohoz viszonyitva joval
kevesebb szennyezdt tartalmaznak. A gél f016tt az egy zsebbe jutd fehérjék tomegét jeleztem.

6.3 Fehérjedegradacio vizsgalata

Irodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy a hUNG2 expresszidja soran az N-
terminalis, koriilbeliill 100 aminosavat tartalmazo szegmens lehasadhat a fehérjérél [20].
Ebbol kifolyolag szerettiik volna megvizsgalni, hogy a sajat preparatumunkban 1évé egyéb
fehérjék koziil szarmazhat-e valamelyik a konstrukt degradalodasabol. A bomlastermékek

kvalitativ kimutatasara western blot analizist hasznaltunk.

Az expresszi6 soran nyert duplamutdns UNG-DsRed fehérje oldatabol két egyforma
higitasi sorozatot készitettiink, a komponenseket két poliakrilamid gélen elvalasztottuk, majd
a geleket fehérjekotd membranra transzferaltuk. Az egyik membrant nyulban termeltetett anti-
UNG poliklonalis ellenanyaggal, a masik membrant pedig egérben termeltetett anti-His-tag

monoklonalis ellenanyaggal kezeltiik. A membranokat ezutdn az anyagok és modszerek

35/01dal



részben leirt modon el6hivtuk. A két kiilonbozo elsédleges ellenanyag hasznalataval a
lehetséges fragmensek nagy része lathatova tehet6. Az UNG ellenanyaggal az UNG-ot (vagy
UNG-részletet) tartalmazo bomlastermékek mutathatok ki, azaz nem latjuk a levalt DsRed-et
(vagy DsRed-részlet). Ezzel ellentétben az anti-His-taggel a C-terminalisrol lehasadt

termékek mutathatok ki, vagyis nem latszoédnak az N-termindlisbol szarmazok.

A rontgenfilm alapjan megallapithatd, hogy a mintaban 1év6 egyéb fehérjék jelentds
része a célfehérje degradalodasabol szarmazik (6.3.1 abra). Az ép fehérje mindkét esetben 70

kDa-nal lathat6. A legnagyobb mennyiségli bomlastermékek 21 kDa-nal; 30 kDa-nal és 51

kDa-nal jelennek meg.
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6.3.1 abra Western blot analizis eredménye

A szennyez0 fehérjék jelentds része a célfehérje degradalodasabol szarmazik.
A fehérje 70 kDa-nal; a legnagyobb mennyiségli bomlastermékek pedig 21 kDa-nal; 30 kDa-
nal és 51 kDa-nal jelennek meg. A membran folott az egy zsebbe jutd fehérjék tomegét
jeleztem.
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Figyelembe véve a rekombinans fehérje szerkezetét (4.1 dbra) és a denzitometridsan
meghatarozott molaris tomegekben mutatkozé allando, 6-7 kDa-os pozitiv hibat, a fébb

fragmensek a kovetkezoknek sejthetok:

- 21 kDa: DsRed (elméleti érték:27 kDa)

- 30 kDa: DsRed ¢és a dupla mutans hUNG?2 egy része

- 51 kDa: az N-terminalis részr6l ~100 AA leszakadt

- 70 kDa: a teljes rekombinans fehérje (elméleti érték:63 kDa)

6.4 DNS-koto képesség ellenorzése

A dupla mutans UNG-DsRed konstrukt DNS-koté képességét elektroforetikus
mobilitas teszttel ellendriztiikk linearizalt uracilos és linearizalt uracilmentes plazmidon. A
fehérje-nukleinsav komplex kisebb mobilitassal rendelkezik, mint a szabad nukleinsav, tehat
pozitiv eredményt jelent, ha a fehérjét is tartalmazé6 mintak a gélképen nagyobb
molekulatomeg felé tolodnak el az ,,iires” kontrollhoz képest. A kisérletet a vad tipusit UNG-
DsRed fehérjével is elvégeztiik. A plazmidok koncentraciéja minden minta esetében egyenld
volt, a fehérjék koncetracidja pedig felez6 higitasokban csokkent (az egy zsebre jutd
mennyiséget a gél folott jeleztem).

A gélképeken jol latszodik, hogy mindkét konstrukt rendelkezik DNS-koto
képességgel uracilmentes és uracilos plazmidon egyarant (3.4.1 abra) (3.4.2 abra). Az uracilos
plazmidok esetében a gérbe meredekebb lefutasu, vagyis a fehérjék affinitdsa magasabb az
uraciltartalmi DNS-hez.

A meredekebb lefutds Osszhangban van azzal a ténnyel miszerint, az UNG DNS-k&to
képessége 10-30-szor nagyobb uraciltartalmit DNS esetében [20]. A DNS-koté fehérjék
jellemzd tulajdonsaga, hogy aspecifikus DNS-kotd képességgel rendelkeznek, amely lehetdvé
teszi az egydimenzios szankdzasukat a DNS szalon (célszekvencia ,keresése”). Ezzel

magyarazhatd, hogy az uracilmentes plazmid esetében is kapunk EMSA jelet.
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3.4.1 abra Az EMSA eredménye dupla mutans UNG-DsRed esetében

A fehérje-nukleinsav komplex nagyobb molekulatomeg felé tolodik el a gélképen.
Az uracilos plazmid esetében a gérbe meredekebb lefutésu.

Vad tipusu UNG-DsRed-M
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3.4.2 abra Az EMSA eredménye vad tipusi UNG-DsRed esetében

A fehérje-nukleinsav komplex nagyobb molekulatomeg felé tolodik el a gélképen.
Az uracilos plazmid esetében a gorbe meredekebb lefutasq.
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6.5 Katalitikus aktivitas ellenorzése

A dupla mutans hUNG2-DsRed konstrukt katalitikus inaktivitasat agaroz-assayvel
ellendriztiik. A modszer 1ényege, hogy az uracilos DNS-en, aktiv UNG hatasara bazismentes
helyek (AP site) jonnek Iétre az uracilt tartalmazo pozicid helyén. Az igy kapott, AP helyeket
tartalmaz6 DNS APE enzim hatasara feldarabolodik (6.5.1 abra). A feldarabolédott DNS
agar6oz gélelektroforézis sordn joval kisebb molaris tomeg felé tolodott, elmosddott jelet

eredményez.

6.5.1 abra Az elvégzett agaréz-assay sematikus abraja

Az uracilos DNS aktiv UNG és AP Endonukleiz hatdsara feldaraboldodik

Els6 Iépésben szerettiink volna meggydzddni a modszer alkalmazhatosagarol, ezért a
kisérletet a Fermentas altal gyartott bakterialis UNG-al is elvégeztiikk ugyanolyan
koriilmények mellett. Gyari UNG-ot hasznalva az agardz-assay kivaloan miikodott: csak az
UNG-al és APE-vel egyiittesen kezelt uracilos plazmid darabolodott fel (6.5.2 abra). Az UNG
aktivitasa specifikusan gatolhato volt UGI felhasznalasaval (az UGI egy fehérje alapu
inhibitora az UNG-nak [24]). A kisérlet soran felhasznalt cirkularis plazmidok t6bb vonalban

futnak agaroz-gélelektroforézis soran a kiillonb6z6 csavart és szupercsavart szerkezetik miatt.
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6.5.2 abra Agazdz-assay gyari ung felhasznalasaval

Kizardlag az UNG-al és APE-vel kezelt uracilos plazmid darabolddott fel.

Az aktivitas ellendrzését vad tipusu €s duplamutans UNG-DsReddel végeztiik uracilos
¢s uracilmentes plazmid felhasznalasaval. A cirkulasi plazmidokat, a rekombinans fehérjét és
a kiilonbozé enzimeket mindig ugyanolyan koncentracioban alkalmaztuk. Negativ
kontrollként a gélen az APE-mentes, az UNG-mentes és az UGI-t (Uracil glikozilaz inhibitor,
NEB) is tartalmaz6 mintak is szerepelnek (mindkét plazmiddal). Az APE- és UNG-mentes
kontrollra azért volt sziikség, mert meg akartunk gy6z6dni arrdl, hogy az enzimpreparatumok
onmagukban nem tudjak feldarabolni a DNS-t. Az UGI-t is tartalmazé kontrollal azt akartuk

bizonyitani, hogy UNG aktivitas hianyaban nem torténhet degradacio.

A rekombinans fehérjékkel elvégzett kisérlet eredménye hasonlo volt, mint a
bakterialis UNG esetében: a feldarabolodas csak egy helyen, a vadtipusi UNG-DsRed-et,
APE-t ¢s uracilos plazmidot tartalmazé mintdnal kovetkezett be. A gélképen jol latszodik,
hogy 6nmagaban az APE és az UNG nem okoz degradaciot (6.5.3 abra). A specifikus UNG
aktivitast erdsiti meg az a tény is, hogy az UGI védett a degradacio ellen. A dupla mutans
UNG-DsRed-et, APE-t és uracilos plazmidot tartalmazé minta esetében nem tortént DNS

degradacio, vagyis bebizonyosodott, hogy a konstrukt katalitikusan inaktiv.
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6.5.3 Agaré6z-assay a rekombinans fehérjék felhasznalasaval

Kizardlag a vad tipusit UNG-DsReddel és APE-vel kezelt uracilos plazmid darabolodott fel.
A dupla mutans UNG-DsRed katalitikusan inaktiv.

6.6 A fehérje specificitasanak ellenérzése

A rekombinans fehérje uracil tartalmi DNS-re mutatott specificitasat dot-blot
technikaval ellenériztem. A folyamat elsé 1épésében E. coli-bol izolalt uracilos és normal
genomi/plazmid DNS-t rogzitettem nylon membranra. Ezek utdn a membrant rekombinans
fehérjével, elsddleges ellenanyaggal ¢és masodlagos ellenanyaggal kezeltem. A fehérje

kikotodésére az el6hivott rontgenfilmen megjelend fekete foltokbol kovetkeztethetiink.

A kisérletek elsd része a dot-blot assay optimalizalasa volt. A kiilonbdzd pufferek
megvalasztasa és a fehérjekoncentraciok beallitasa mellett kiemelten fontos volt, hogy a
hUNG2-DsRed-del torténd kezeléssel egyidoben DNS-blokkolot kell alkalmaznunk a teljes
szelektivitas érdekében. Ez azt jelenti, hogy az aspecifikus komplexet (normal DNS-hUNG2-
DsRed) meg tudjuk bontani az oldatban nagy feleslegben 1év6 blokkoloként fukcionald DNS-
sel. DNS-blokkolo alkalmazasa nélkiil a membranra kotott normal DNS esetében is enyhe

feketedés lathato a rontgenfilmen (6.6.1 abra).
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DNS-blokkolé nélkil DNS-blokkoloval

6.6.1 Dot-blot eredmények

A képeken jol lathato, hogy az aspecifikus kotodés megsziintetheté DNS-blokkolo
hasznalataval.

Novekvd uraciltartalmu kalibralo sor készitésével a dot-blot alapi modszer kvantitativ
meghatarozasra is alkalmazhatd (6.6.2 abra). A kalibrdlo egyenes elkészitéshez az eldhivott
pottyok szoftveresen meghatarozott denzitasat kell abrdzolni a hozzajuk tartozo
uracilmennyiség fliggvényében. Az dbran lathatd, hogy az igy szamitott gérbe j6 kozelitéssel
egyenes (6.6.3 abra). A membranra felvitt, ismeretlen mintdk uraciltartalma a kalibrald

egyenes egyenletébdl szamithato.

2 » o 6 o 0

6.6.2 Elohivott kalibralo sorozat rontgenfilmen

Az uraciltartalom novekedésével egyre nagyobb denzitast pottyok detektalhatok a
rontgenfilmen
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6.6.3 Kalibralo egyenes

A denzitast abrazolva az uracilok darabszdmanak fliggvényében jo kozelitéssel
egyenest kapunk. Az egyenes egyenletébdl meghatarozhato a megfeleléen elokészitett
bioldgiai mintak uraciltartalma.

Kollégam, Scheer Ildiké mar sikeresen alkalmazza ezt az uj, dot-blot alapt technikat a
teljes atalakulassal fejlodo rovarok vizsgalatara. Ezen szervezetek egyedfejlodése soran fontos
szerepet jatszhat a DNS-ben megjelend uracil a larvalis szovetek lebontasaban [15, 16].
Ebben az érdekes biologiai kérdésben a modszer uj lehetOségeket teremt, annak nagy
ateresztOképessége révén, mivel gyorsan lehet a kiilonboz6 egyedfejlodési stadiumban 1évo
organizmusok uraciltartalmat mérni.

Jovobeli terveim kozott szerepel a modszer tovabbi optimalizalasa kémiai szintézissel
gyartott, uracilt tartalmazo oligonukleotidok felhasznalasaval. Elképzeléseim szerint ezekkel

még megfelelobb kalibralo egyenest lehetne majd felvenni.
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6.7 Uracilfelhalmo6zodas térképezése MEF sejtek felhasznalasaval

A dupla mutans UNG-DsRed tovabbi vizsgalatat FdUR-el kezelt, fixalt egér
embrionalis fibrobalszt ung-/- (MEF DR14) sejteken végeztem. Ebben a sejtvonalban ki van
iitve az ung gén, vagyis az nem képes az UNG fehérje expresszidjara. UNG hianyaban a sejt
fluoro-dezoxiuridinnel (TS gatlasa) valo kezelés hatasara nem képes hatékonyan kijavitani a
DNS-ében felgyiileml6 uracilt, tehat jelent6s uracilfelhalmozodas torténik a genomban [18,
25]. A sejtes kisérletek optimalizalasa még korai stadiumban van, azonban elmondhat6, hogy
lathat6 kiilonbség van az FAUR-el nem kezelt és az FAUR-el kezelt mintdk kozott. Az utobbi
esetben a sejtmagban intenzivebb, jol koriilhatarolt foltok figyelhet6k meg, mig FAUR kezelés
hianyaban a foltok elkentebbek, keveésbé jol behatarolhatoak (6.7.1 dbra). Nukleinsav festést
(DAPI) is alkalmazva megfigyelhetd, hogy a DAPI-intenziv foltok jorészt atfednek a DsRed-
intenziv foltokkal (6.7.2 abra). Elképzelhetd, hogy a heterokromatikus régiokban 1évé erdsen
kondenzalt DNS esetében megnd a lehetdség az aspecifikus kotddésre. Ennek a lehetdségnek

a kizarasa miatt tovabbi blokkolasi Iépések beiktatasat tervezzik.

20 um 20 um

FdUR-el nem kezelt FdUR-el kezelt

6.7.1 FAUR-el kezelt és FAUR-el nem kezelt MEF sejtmagok
Az FdUR-el kezelt sejtek esetében intenziv pottyok figyelhetdk meg
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20 um

DAPI DsRed Egyesitett

6.7.2 DAPI-val is festett, FdUR-kezelt minta sejtmagja
A DAPI-intenziv pottyok részben atfednek a DsRed-intenziv pottyokkel

Egy kovetkez6 kisérletben az FdUR-kezelt mintak egy részéhez UGI-t (Uracil
glikozilaz specifikus inhibitor) is adtam. Ezzel a fehérje specifikus kotddését szerettem volna
bizonyitani. A mikroszkopos felvételeken jol lathatd, hogy a DsRed fluoreszcencidja UGI

hozzaadasakor eltlinik, vagyis igazoltam, hogy nem aspecifikus kot6désrol van szo (6.7.3
abra).

DAPI DsRed

< S 30 um

UGI nélkiil

UGl-val

20 um 20 um
<> <>

6.7.3 A fehérje specificitasanak igazolasa

A felvételeken lathatd, hogy a DsRed fluoreszcencidja UGI hozzdadasakor eltlinik.
A fehérje kotddése specifikus.
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6.8 Tovabbi fehérjék tervezése a hatékonyabb uracildetektalashoz

Az irodalom idén leirt eredménye szerint a human UNG2 kolcsonhatd partnere a
szintén magi lokalizacioji PCNA ¢és RPA2 fehérjéknek [26]. A kotésért felelds régiok az
UNG2 N-termindlis részén helyezkednek el. A PCNA-val és RPA2-vel vald kolcsonhatas
problémat jelenthet a tervezett uracildetektalds soran, mert a rekombinans fehérje ezekhez is
kapcsolodhat a festés soran. Elképzelhetd, hogy a nem FdUR-kezelt mintak esetében is a
PCNA-val és RPA2-vel létesitett kapcsolat miatt 1atjuk a viszonylag erds hatteret.

Az itt vazolt probléma megoldasara tobb 0j konstruktot is terveztem. Ezek mindegyike
az N-terminalis 84 aminosavval csonkitott A84 UNG-ot tartalmazza, vagyis itt mar nincs
lehetdség a kotdpartnerekkel vald kolesonhatasra. Ezt az UNG format az irodalomban mar
széleskortien jellemezték. Az elsé 84 aminosav elvesztése nem okoz jelentds kiilonbséget a
fehérje aktivitasaban, sem pedig uracil felismerésében [23], ami alkalmassa teszi az altalunk
tervezett genomi uracil térképezésére. Az 1j fehérjék mindegyike tartalmaz egy AU epitop-
taget (immuncitokémiai detektalashoz), valamint egy His-taget a tisztitashoz. Ezen feliil az
els6 1XFLAG epitop-taget, a masodik 3XFLAG epitop-taget, a harmadik pedig egy GST-
taget tartalmaz (6.7.3 abra).

Régi konstrukt: DsRed-taggel:

I. Uj konstrukt 1XFlag/3XFlag-taggel:

II. Uj konstrukt GST-taggel:

Trombin h.h.

6.7.3 Az uj konstruktok sematikus abraja

&

A kodolo gének klonozésa mar folyamatban van

Az IXFLAG ¢és 3XFLAG epitopokkal joval érzékenyebb detektalast is elérhetiink
immuncitokémiai mdédszerekkel, mint ha csak a DsRed fluoreszenciajara hagyatkoznank. A
nagyobb érzékenység azt is jelenti, hogy a konstruktunkat higabban hasznalhatjuk a festés

soran, ami szintigy javithat az aspecifikus hattér csokkentésében. A GST fuzionalt
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konstruktra a megfeleld bifunkcionalis keresztkoto reagenssel egy konvencionalis Quantum-
dot-hoz hasonld, am annal joval kisebb méretli SiC alapti nanokristalyt (d~2 nm) tervezek
kapcsolni, amit Gali Adamék laboratoriuma sikerrel allitott mar eld [26]. A konstruktokat

kodolo plazmidok klonozasa mar folyamatban van.
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7. Osszefoglalas

A munkam célja egy olyan jelolt enzim eldallitdsa és jellemzése volt, amellyel
sejtekben ¢és szovetekben Iehetne vizsgdlni a DNS-ben eléforduld uracil eloszlasanak
mintazatat. Erre a feladatra a DsRed nevili floureszcens fehérjével fuzionalt, katalitikusan
inaktiv human UNG2-t (D145N és H268N pontmutans) szeretném hasznalni. A konstrukt
génjét hordozd expresszios plazmid kész allapotban allt a rendelkezésemre.

A kisérleteim elsd része a fehérjeexpresszid optimalizalasabol, majd ezt kovetden a
sziikséges mennyiségili fehérje eldallitdsabol és tisztitasabol tevodott ossze. SDS-PAGE és
mikroszkopos eredmények alapjan az enzim termelését E. coli BL21 ung- sejttipussal
végeztem, 20°C-os hdmérsékleten, 16 oran keresztiil. A fehérjét Ni-NTA toltetli oszlopon
tisztitottam gradiens elticiot alkalmazva

A kisérteteim masodik része az igy eldallitott fehérje karakterizalasa volt. Irodalmi
adatokbdl ismert, hogy a D145N és H268N pontmutaciok hatasara a human UNG?2, az uracil
koto képességének megtartasa mellett, képtelenné valik a -N-glikozidos kotés hidrolizisére.
Kérdés azonban, hogy a DsRed-el torténd kapcsolas utan megmaradnak-e ezek a
tulajdonsagok. Ennek eldontésére a fehérje aktivitasat agaroz-assayvel, a DNS koto
képességét pedig elektroforetikus mobilitas tesszttel (EMSA) ellendriztiik. Az agar6z-assay €s
az EMSA alapjan megallapitottuk, hogy a f0zids konstrukt katalikusan inaktiv és rendelkezik
DNS kot6 képességgel. A rekombinans fehérje uracil tartalmit DNS-re mutatott specificitasat
dot-blot technikaval ellenériztem. A modszer optimalizalasa soran bebizonyosodott, hogy az
enzim szelektiv az uracil tartalmit DNS-re ¢és a megfelelé kalibracidos pontok biztositasa
mellett alkalmas a gyors, kvantitativ uracil meghatarozasra barmely DNS mintabol.

Jelenlegi munkam soran S5-Fluorodezoxiuridinnel (FAUR) Kkezelt, ung-/- egér
embrionalis fibrobalszt sejteket festek az eldallitott fehérjével. Az FAUR a timidilat-szintaz
gatlasan keresztiil uracil felhalmozddast idéz eld a genomban. A konfokalis mikroszkoppal
késziilt felvételeken jol lathato kiilonbség van az FAUR-el kezelt és nem kezelt mintak kozott,
amelynek specificitasat bizonyitja, hogy a festés az UNG specifikus inhibitoraval, az UGI-val
megsziintethetd.

Jovobeli terveim kozott szerepel a festési eljards optimalizalasa és olyan tovabbi
konstruktok eléallitdsa, amelyekkel még nagyobb érzékenység érhetd el. A mddszer igy olyan
biologiai jelenségek vizsgalatara is alkalmas lenne, amelyek csak csekély mértékli lokalis

uracil felhalmozodassal jarnak (pl.: szomatikus hipermutacio, osztalyvalté rekombinécio).
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