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1. Bevezetés és irodalmi attekintés
1.1. Timidilat bioszintézis
A genetikai informaciéo meg0rzése €s valtozatlan tovabbadasa elengedhetetlen feladat

minden ¢él6lény szamara. A genetikai informacid azonban a bazisok kémiai valtozékonysaga
miatt a stabilnak mondhaté6 DNS-ben is konnyen karosodhat, megvaltozhat, akar kiilonosebb
mutagén kdrnyezeti hatdsok nélkiil is.

A timidilat bioszintézis minden sejtben 1étfontossagu, mivel a beldle keletkezé dTTP a
DNS szintézis egyik épitdkove. A timidinnek nincs ribonukleotid megfeleldje, igy annak
szintézise csak uridin vagy citidin prekurzorokbol lehetséges. Mindkét itvonal dezoxiuridin
monofoszfat (AUMP) intermedieren keresztiil valosul meg. Régota ismert tény, hogy az uracil
megjelenése a genomban részben természetes modon lejatsz6dd folyamatok eredménye. Ez
megvaldsulhat a citozin spontdn oxidativ dezamindlodésa altal, illetve a polimerdzok azon
tulajdonsaga miatt, hogy nem képesek kiilonbséget tenni a dTTP és a dUTP kozott. A de novo
timidilat bioszintézis Gitvonalai, az azt kiegészitd menekitd utak, illetve az uracil beépiilésének

lehetdsége az alabbi 1. abran lathatéak 6sszefoglalva.

De novo dTTP szintézis

NH: /'ﬂ[ym \/
dCTP S ———>dUTP; DN polimersz {TTB
nukleotid dezaminaz nukleotid
difoszfat difoszfat
kinaz . kinaz s
dUTPaz
dCDP ribonukleotid dUDP {TDB
X reduktaz (RNR) T timidilat T
kinaz
CDP/L\JHs o PP (TMPK) 1
dCMP dCMP >dUMP timidilat szintaz (TS) {TM)
dezaminaz
— _/
Menekité utvonalak Y
nukleotid
kinazok
dC du dT
IECHEP
citidin
dezaminaz
1. abra

A de novo timidilat bioszintézis utvonalai eukaridta sejtekben

Timidin helyett az uracil is képes beépiilni a DNS-be annak szemikonzervativ
megkettézddése soran. Az ehhez sziikséges dUTP dUDP-bol és dCTP-bdl keletkezhet. A vad
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tipusu sejtekben a dUTP mennyisége csekély a dTTP készlethez képest, mivel a dUTPaz
gondoskodik annak lebontasarél dUMP-vé.

Eukaridtdkban ¢és Gram pozitiv baktériumokban jelentés utvonalat képvisel a
dezoxicitidin monofoszfat (dCMP) konverziéja dUMP-vé, amit a dCMP dezaminaz (DCTD)
katalizal [1]. Az eddig vizsgalt emlds sejtvonalakban a dCMP dezaminacidé bizonyult az
elsédleges forrasnak a de novo dTTP szintézis szamara, amihez hozzavetélegesen 60-80%-
ban jarul hozza [2, 3]. A DCTD funkcid csokkentése emlds sejtvonalakban a ANTP aranyok
drasztikus felboruldsat eredményezi, a sejtbeli dCTP koncentracié a tobbszorosére nd, mig a
dTTP koncentracio csokken [4, 5].

A masik jelentds utvonal a dUMP prekurzort dezoxiuridin trifoszfatbol (dUTP) allitja
el6. A dUTP szarmazhat az ribonukleotid reduktdz (RNR) termékébdl (dUDP), amit aztan a
nukleotid difoszfat kinazok (NDPK) foszforildlnak, illetve dCTP dezaminaldsdbol, amit a
dCTP dezaminaz (DCD) végez. A dUTP hidrolizisét a dUTP pirofoszfataz (dUTPaz)
végzi, amely széles korben elterjedt az élovilagban. A katalitikusan aktiv enzim harom
alegységbdl alakit ki egy homotrimert, ami harmas szimmetridt mutat, koriildlelve egy
kozponti csatornat. Az aktiv helyek a szomszédos alegységek hataran alakulnak ki,
amelyekhez hozzajarulnak az egyes alegységek C-terminalis flexibilis karjai is.

A de novo nukleotid metabolizmus mellett a sejtek képesek lehetnek arra is, hogy kiilsd
forrdsokat hasznaljanak fel a dNTP szintézishez, ezek az Un. menekité utvonalak. A
nukleotid monofoszfat kinazok (NMPK) jellemzéen a dANTP bioszintézis menekitd
utvonalaban vesznek részt. A timidilat kindz (TMPK) kivételt képez ez aldl, ugyanis ez
elengedhetetlen a dTMP foszforilaciojahoz. A dTMP mellett a dUMP-t is elfogadja
szubsztratjaként. A keletkezd dezoxitimidin difoszfait (dTDP) és dUDP molekuldkat a
nukleotid difoszfat kinazok alakitjak tovabb dTTP-vé és dUTP-v¢é [6].

1.1.1. Timidilat szintézis, mint kemoterdpidas célpont

A timidilat szintézis szlik keresztmetszete a dUMP, melynek metilaciojat a timidilat
szintaz (TS) katalizalja dTMP-vé egy redukald kofaktor jelenlétében [7]. A legtobb
¢lolényben kofaktorként és metil-donorként a metilén-tetrahidrofolat (MTHF) szolgal,
amelyet az enzim az uracil metildldsat kovetden dihidrofolatta alakit (DHF). A DHF
regeneraldsa egy ujabb katalitikus ciklushoz két 1épésben zajlik: a dihidrofolat reduktaz
(DHFR) alakitja at tetrahidrofolatta, amit aztan a szerin-hidroximetil transzferaz (SHMT)



alakit tovabb metilén-tetrahidrofolatta [8]. Mivel a TS egy kulcsfontossagi folyamatot
katalizal, kedvelt kemoterapias célpont. Timidilat szintdz deficiens egér sejtvonalban a kiilsé
timidin forrds megsziintetését kovetden a dTTP ¢és dGTP készlet csokkenését és a dATP
készlet novekedését figyelték meg [9]. A folat-fiiggd de novo timidilat szintézis Gitvonala és a

leggyakrabban hasznalt kemoterapias agensek fobb célpontjai a 2. abran lathatoak.

. dUTP és FAUTP
<[ -ANE<WZ beépiilés a DNS-be

— DNS polimeraz T
duTP @ | |
, dNTP egyensuly felborulasa
> i

. : TS inhibicio
dCMP——>dUMP -@rvib

l\ Raltitrexed/Tomudex (RTX/TDX),

Pemetrexed (PTX),
5FU és 5FdU

Metotrexat (MTX),

. l Aminopterin

2. abra
Fluoropirimidin és antifolat szarmazékok hatasa a timidilat bioszintézisre

Sejtek fluoropirimidin vagy antifolat kezelése a timidilat szintdz gatlas kovetkeztében a ANTP
készlet komponenseinek felborulasat eredményezi. A ANTP metabolizmus enzimeinek gatlasa
nem szokvanyos bazisok nukleotid trifoszfat szarmazékainak megjelenéséhez és a ANTP
készlet kényes egyensulyanak felboruldsahoz vezethet.

Az 5-fluorouracil (5FU) és 5-fluoro-dezoxiuridin (5FdU) metabolitja az 5-fluoro-
dUMP irrevezibilis inhibitora a timidilat szintaznak [10]. Emlds sejtvonalak 5-fluorouracil
(5FU) és 5-fluoro-dezoxiuridin (SFdU) kezelése hasonld hatassal van sejtekre, mint a TS
hianyos sejtekre a timidin megvonas [9, 11]. Ezen kiviil szamos esetben a dUTP készlet
novekedését is megfigyelték 5FU és SFAU kezelést kovetéen [12-15]. Az 5FU és az SFAU
kezelés eltéré modon fejti ki toxicitasat. Az SFU molekuldk a sejtbe jutva elsésorban az RNS-
be, atalakulva pedig kismértékben a DNS-be épiilhetnek be. Az SFdU molekuldk képesek
beépiilni a DNS-be, azaz genotoxikus hatdsuak, illetve foszforilalt formajuk a timidilat
szintazt gatolja [16].

Szamos antimetabolit folatszarmazék is létezik, amely hatdssal van a timidilat

bioszintézisre (2. abra). A metotrexat (MTX) és az aminopterin a DHFR ismert inhibitorai,
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egyuttal gatoljadk a metil transzferhez sziikséges folat ciklust is. Sejtek mindkét droggal
torténd kezelése esetén megfigyelték a dTTP készlet csokkenését és a dUTP készlet
novekedését [17-21]. Mas antifolat szarmazékok, mint a raltitrexed (RTX vagy mas néven
tomudex, TDX) vagy pemetrexed (PTX) a timidilat szintazzal komplexalva gatoljak a
szintézist, ami szintén ugyanilyen hatdssal van a dTTP és dUTP készletre [13, 14, 19].
Csokkentett folat tartalmu médiumon ndvesztett sejtvonalak az SFAU kezelésre nagyobb
mértékli dTTP készlet csokkenéssel €s dUTP készlet ndvekedéssel reagaltak. A TS gatlasat
kovetden, a dUTP készlet novekedését kimutathatéan befolyasolja a dUTPaz expresszioja is
[12]. A dUTPaz tultermelés csokkent mértékii, a csendesités megnovekedett dUTP készletet
tesz lehetové [13, 15].

1.1.2. A dUTPaz szerepe a timidildt bioszintézisben

A dUTPaz a dUTP foszfat lancat hasitja el az o és B foszfat kozott. Ezt a reakciot a
magnéziumion a foszfatlinc koordindlasaval jelentdsen felgyorsitja. A katalizis soran a
dUTP-t dUMP-vé és pirofoszfatta hidrolizalja, illetve a termék dUMP egyben a dTTP
bioszintézisének eldanyaga. Ezzel a dUTPaz kozvetve két oldalrdl is segiti a sejtbeli
dUTP/dTTP arany megfelelden alacsony szinten tartasat, igy hatékonyan képes biztositani az
uracil kizarasat az Gjonnan szintetizalodo DNS-bSl megérizve a genom integritasat [22].

A fehérje esszencialisnak bizonyult Escherichia coli-ban [23], Saccharomyces
cerevisiae-ben [24], Caenorhabditis elegans-ban [25], Trypanosoma brucei-ben [26],
Arabidopsis thaliana-ban [27] és Mycobacterium smegmatis-ban [28], ahol a dUTPaz hianya
sejthalalhoz vezetett. dUTP4az hidnya esetén a dUTP/dTTP ardny megné a sejtben, azaz az
uracil és timin mennyisége 0sszemérhetd mennyiségben lesz jelen. Mivel a DNS polimeraz
nem tud kiilonbséget tenni uracil és timin kozo6tt, azonos valoszinliséggel €piti be ezeket a
DNS-be. Ez a DNS-ben nem okoz maradand6 valtozast, mivel a timin és az uracil bazispar
parosodasi tulajdonsagai azonosak, mindkettével szemben adenin fog beépiilni. A genomban
megjelend uracilt azonban hibaként érzékelik a sejtek, €s kiillonb6zd javitdmechanizmusok
révén igyekeznek eltdvolitani. A baziskivagd javitd mechanizmus (BER) sem tudja
megkiilonboztetni a kiilonb6z6 moddon kialakult uracil hibdkat és javitja azokat. Magas
dUTP/dTTP arany esetén a DNS uracil tartalma (a DNS polimerdznak kdszonhetden) igen
magas, igy a javitomechanizmus aktivalodva szinte felszabdalja a DNS-t magas uracil szint
esetén. Az Ujraszintetizalas soran ujra nagyszamu uracil éptil be a DNS-be, a dUTP/dTTP

készlet ardnytalansdga miatt, és végiil a javitds egy hidbavalo ciklusséd valik. Ez a DNS
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feldarabolodasahoz, kettésszaltorésekhez, majd sejthalalhoz vezet. Ezt a fajta sejthalalt timin-
mentes sejthalalnak nevezziik (3. abra).

Uracil (U)
tartalma DNS
Magas dUTP/dTTP arany ﬁ U aﬁ
dUTPaz hiany > auﬁua uE

+ DNS polimeraz hibaja

J N

Baziskivagason
alapuld javito

mechanizmus ﬁ a a

(BER)
!

APE APE APE

DNS szaltsrések (GG ﬁﬁ ;
P < )

UNG UNG UNG

Kromoszoma

\3
fragmentacio g@ Q/ @\'% g/

|

Sejthalal

3. abra
A dUTPaz hianyaban végbemené timin-mentes sejthalal folyamata

Az uracil tartalmu DNS miatt hiperaktivalt baziskivago javitomechanizmus DNS
fragmentalodashoz, végiil sejthalalhoz vezet.

A legtobb eukariota szervezetben a dUTP4z enzimnek két izoformdja alakult ki.
Emberben a dUTPaz egyik izoformaja a sejtmagba, mig a masik a mitokondriumba
transzlokalodik. A két izoforma ugyanarrdl a génrdl irddik at, a kiilonbség a mRNS alternativ
splicing-ja soran az eltéré promoter és 5° exon hasznalatbol adodik, amely fehérje szinten az
N-terminalis egy rovid szakaszan okoz kiilonbséget [29]. Mindkét izoforma N-terminalisan
megtalalhaté a bazikus aminosavakbdl allo, klasszikus nuklearis lokalizacios szignal (NLS)
szekvencia. Azonban a mitokondriadlis izoforma egy mitokondriumba iranyitd
preszekvenciaval is rendelkezik (4. abra) [30]. A mitokondrialis izoforma termelédése
folytonos, mig a sejtmagi izoforma sejtbeli szintje a sejtciklustdl fiiggden, a DNS

replikacioval 6sszhangban valtozik (féleg az S-fazishoz kdthetd).
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4. abra
A human dUTPaz mitokondrialis (MdUTPaz) és sejtmagi (NdUTPAaz) izoformaja

Az alternativ splicing a fehérjék N-terminalisaban eltérést eredményez: mindkét izoforma
hordozza a nuklearis lokalizacios szignalt (NLS), azonban a mitokondrialis izoforma egy
mitokondriumba irdnyit6 preszekvenciat is tartalmaz. Az dbran a szdmok aminosav sorszamot
jelolnek.

A dUTPaz aktivitas szabalyozasa sejtciklustol és fejlodési allapottol fiigg, magas
enzimaktivitds csak aktiv DNS szintézist folytaté sejtekben figyelhetd meg. A dUTPaz
igéretes gyogyszercélpont rakellenes és antimikrobidlis terapidkban, mivel az aktivan o0sztddo,
példaul rakos sejtekben, a dUTPaz termelddése is fokozott [31, 32]. dUTPaz inhibitor(ok)
alkalmazasaval a timidilat metabolizmus gatlasa talan még eredményesebbé tehetd akar
onalldan alkalmazva, akar mas kemoterdpias gyogyszerekkel kombindlva. A dUTPaz
hianyaban létrejové timin-mentes sejthaldl mechanizmusa kevéssé ismert folyamat,
indukalasa azonban egy széles korben elterjedt mdodszer a klinikumban: a rakellenes szerek
kozel egyharmada ezen Utvonal érintésével fejti ki hatasat (fluoropirimidinek, metotrexat és
szarmazékai). Ezen drogokat sikerrel alkalmazzak a gyogyaszatban, annak ellenére, hogy sok
esetben a pontos hatdsmechanizmusuk a mai napig nem teljesen ismert. A legtobb drog
esetén megfigyelték a kezelést kovetd uracil felhalmozdodasat a genomban, melynek nagy
szerepe lehet abban, hogy a sejt elpusztul.

A drogkezelésekre adott valaszban nem tisztazott az utvonalban kulcsfontossagu
dUTPaz pontos szerepe. Tény, hogy a dUTPaz szoveti kifejezddése jelentdsen befolyasolja a
genombeli uracil felhalmozodasat [28, 33]. Az eddigi megfigyelések szerint a dUTPaz
talmikodése részleges rezisztenciat okoz a fluoropirimidinekkel szemben, hianya pedig
érzékenyit [12, 31, 34-36], ennélfogva kiilondsen fontos a fehérje mitkdésének és szerepének
alaposabb megismerése. Erdekes teriilet az enzim sejtbeli lokalizacidjanak a timidilat
metabolizmus szabalyozasaban betdltott szerepe [30, 37]. Ezen folyamatok orvosbioldgiai

jelentdssége miatt kiilonosen fontos a fehérje miikodésének alaposabb megismerése.
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dUTPaz csendesitett sejtekben eddig még nem végeztek teljes korii ANTP készletre
vonatkoz6 vizsgalatot, azok csupan a sejtbeli dUTP és dTTP koncentraciora korlatozodtak.
Vastagbél és tiidorak sejtvonalakban vizsgaltdk a dUTP4z expresszios szintek és a sejtbeli
dTTP ¢és dUTP koncentracio osszefiiggését. A dUTP egyik esetben sem volt kimutathato. A
HT29 sejtvonalban negyed akkora dUTPaz aktivitas mellett feleakkora dTTP koncentracio
volt megfigyelhetd az SW620 sejtvonalhoz képest [12]. Ilyen Osszefiiggést azonban nem
sikeriilt kimutatni a tiidérak sejtvonalak esetében [38]. A dUTPaz csendesitése tumoros
sejtvonalakon szintén nem jart egyértelmii kovetkezményekkel. A legtobb esetben a dTTP
koncentracidja nem valtozott jelentds mértékben a csendesitett sejtekben, azonban dUTP
koncentraciondvekedést tobb esetben sikeriilt kimutatni [13, 39, 40]. A dUTPaz csendesités
hatasa tehat feltehetden sejttipus fliggd. Az, hogy a dUTPaz csendesités nem volt egyértelmii
hatassal a timidilat bioszintézisre, alatdmasztja, hogy a dCMP dezaminacié a dominans
utvonal. A dUTPaz csendesités hatdsanak hianyéara egy masik lehetséges magyarazat, hogy a
csendesités ellenére elegendd enzimatikus aktivitas maradt a dTTP koncentracié zavartalan
fenntartasahoz, illetve a tépoldatban 1év0 timidin menekité forrasként szolgalhatott,
amennyiben nem dializalt szérumot hasznaltak. Mivel szdmos prokariotaban nincs jelen a
DCTD, ezekben az él61ényekben a timidilat de novo szintézisében joval nagyobb szerep juthat
a dUTP-nek és a dUTPaznak [28].

1.2. A nukleotid metabolizmus hatasa a DNS oOsszetételére

A dNTP bioszintézisben szerepet jatszo enzimek a dNTP készlet komponenseinek
mennyiségi meghatirozasaval befolydsolni képesek a DNS szintézist. Mivel a DNS altal
kodolt informaciét a bazisok hordozzak, rendkiviil fontos a bazissorrend hibamentes
reprodukalésa.

A dNTP készlet komponenseinek ardnya a sejtekben nem egyenld. A legkisebb
koncentracidban a dezoxiguanozin trifoszfat (AGTP) van jelen emlds sejtekben [41], S-fazist
HeLa sejtekben [42] és S-fazist sarjadzo élesztében [43]. A legnagyobb koncentracioban a
dezoxitimidin trifoszfat (dTTP) van jelen. Ezek az aranyok ugyan nem tiikrézik az egyes
nukleotidok el6fordulasat a genomban, feltehetden inkdbb a DNS polimerdzok optimalis
mitkddéséhez sziikségesek. A DNS szintézis tilnyomorészt a sejtciklus S fazisdban torténik,
ennek az igénynek megfeleléen van szabalyozva a ANTP készlet. Ezt a sejtek tobbnyire a
nukleotid bioszintézisben részt vevd gének expresszidjanak transzkripciés vagy

posztranszlacios modositasaval érik el.
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A legtobb DNS polimeraz templatfiiggden szintetizdl DNS-t, és ehhez sziiksége van
egy, mar a komplementer szalra hibridizalt dezoxinukleotid monofoszfat (AINMP) 3’-hidroxil
csoportjara. Az aktiv helyre véletlenszerien koétddnek be a dNTP molekulak a lokalis
koncentraciojuknak megfeleléen. Az egyes dNTP komponensek lokalis talsulyanak
kovetkeztében mutagén hatasu nukleotid szubsztitucio torténhet. Amellett, hogy a DNS
polimerazok a DNS 5’ - 3’ irdnyba torténd szintézisét katalizaljak, rendelkeznek egy un.
proofreading 3° - 5° exonukledz doménnel is. Ez a domén képes arra, hogy a polinukleotid
lanc 3’ végérdl levagja az utolsé nukleotidot, amennyiben az az aktiv helyrdl fluktual. A
fluktuacio annal gyakoribb, minél kevésbé illeszkedik a komplementer bazishoz. Miutan a
DNS polimeraz beépit egy nukeotidot és tovabbmozdul a DNS-en, a kovetkezd nukleotid
beépitéséig van lehetéség kivagni a hibasan beépitett nukleotidot. Tehat minél gyorsabban
épiti be a polimerdz a kovetkezd nukleotidot, annal kisebb az esély a hiba kijavitasara.
Amennyiben a kovetkez6 nukleotidnak megfelelé6 dNTP nagy mennyiségben van jelen, annak
beépiilése gyorsabb, csokkentve ezzel a proofreading hatékonysagat a korabban beépiilt
nukleotidra nézve. Ezt a jelenséget ,,kovetkezé nukleotid hatas”-nak nevezziik [44].

A hibasparok kialakuldsan keresztiil a dANTP ardnytalansdg rovid inszercidk vagy
deléciok megjelenésének gyakorisagat is ndvelheti. Ez akkor valdsulhat meg, amikor a
hibaspar egyik bazisa egy kozeli nukleotiddal alakit ki bazispart, és ilyen moédon egy-két
nukleotidos kihurkolodast stabilizal [45].

A dGTP készlet nem wvéletleniil a legalacsonyabb a sejtekben: a dGTP sejtbeli
Sokkal kisebb mértékii valtozast okoz a dCTP vagy a dTTP készletek novelése [5]. Az S5FAU,
a timidin metabolizmus gatlasaval egyidejiileg kivaltott dANTP készlet aranytalansag
kovetkeztében hibasparként beépiilhet az 6rokitbanyagba, azaz genotoxikus hatasu [46]. A
dUTP4z feltehetden a fluoropirimidinek DNS-be torténd beépiilését is megakadalyozza, képes
ugyanis hidrolizalni az 5-fluoro-dUTP-t [34].

1.3. Nem konvencionalis nukleotidok eltavolitasa a DNS-bol

A sejtek DNS hibajavitd mechanizmusai a feleldsek a nem szokvanyos nukleotidok
eltavolitasaért. Ezek a nukleotidok vagy rendellenes bazisparosodast alakitanak ki, ami
torzuldst okoz a DNS szerkezetében, vagy szerkezetileg/lkémiailag mdas karakterrel

rendelkeznek, mint a szokvanyos bazisok, ami befolyasolhatja a kdlcsonhatast a DNS k&to
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fehérjék felszinével. Ha a kromoszéma két széala koziil csak az egyik hibas, a masik szal
hasznalhaté mintaként, ami alapjan végbemehet a kdrosodott szal javitasa.

A direkt javitomechanizmusok a legkiméletesebbek a DNS integritdsa szempontjabol.
Ezek tobbnyire kozvetlenlil a modosult bazist alakitjdk vissza az eredeti bazissa. Eltérd
modon mitkddnek a kivagéo mechanizmusok, amelyek eltavolitjak a karosodott nukleotidot,
¢s a helyére egy sértetlent épitenek be tigy, hogy a masik DNS szal nukleotidjat kiegészitse.

A baziskivagoé javité mechanizmus (BER) soran a médosult bazis eltavolitasa torténik
a DNS-b6l. A modosult bazisok felismerését szamos fajta un. DNS glikozilaz végzi. Ezek a
DNS hélixen gordilve kiforditjak a bazisokat az aktiv helyiik felé, mely sztérikus
preferenciaval rendelkezik az eltavolitandd bazisra nézve. Az wuracil kivagésara
specializalodott DNS glikozilazok az N-glikozidos kotés elhasitasat katalizaljak. Az uracil-
DNS glikozildz szupercsalad osztdlyai azonban némileg eltérd szubsztratkornyezetre
specializalodtak [47]. Az 1-es csaladba tartozik az E. coli-ban, élesztOben, C. elegans-ban és
emlésokben megtalalhatd UNG. Nincs jelen azonban teljes atalakuldssal fejlodo rovarokban.
Az UNG képes uracilt, illetve S5-fluorouracilt kivagni egyes ¢s kettés szala DNS
szubsztratokbol. Ellentétben a legtobb élélénnyel, a Bacillus subtilis PBS2 fagja uracillal
dusitott genomot tart fenn, ennek érdekében a fertézott sejtben Ugi fehérjét expresszal, amely
az 1-es csaladba tartozo 6sszes UNG enzimet képes specifikusan gatolni [48]. Emlésokben az
UNG-nak két izoformaja van jelen, a mitokondridlis UNGI és a sejtmagi UNG2. A
monofunkcionalis DNS glikozilazok utan hatra maradt abazikus helyet az AP endonukleaz 1
(APE1) ismeri fel, mely egyesszaltorést hoz létre a helyt6l 5° iranyban, a nukleotid
ujraszintézisét pedig a DNS polimeraz $ (Polf) végzi [49, 50]. A folyamat végén a DNS
ligaz I11 (Liglll) vagy a DNS ligaz I (Ligl) kapcsolja 6ssze a DNS szalakat.

A DNS polimerazok altal 1étrehozott hibasparok a helytelen illeszkedés miatt torzulast
okoznak a DNS-ben. A hibaspar javitas (MMR) ilyen torzulasok felismerésére
specializalodott, ami a replikacid hiiségének 50-1000-szeres novekedését is eredményezheti
[51]. Human sejtek SFdU kezelését kdvetden kimutattak, hogy a hibaspar javitomechanizmus
hidnydban az 5-fluorouracil bazisok nagyobb hanyada alakit ki guaninnal bazispart, mint a
miikodé javitas esetén [46]. Ez arra utal, hogy a hibaspar javitas az 5-fluorouracil
eltavolitasaban is jelentds szerepet jatszik.

A negyedik javitbmechanizmus a nukleotid kivagé javitas (nucleotide excision repair -
NER), amely nagyobb, DNS hélixet torzitdé modosulasok eltavolitdsara specializalodott, amit

nukleotidok kozotti keresztkotések és be¢kelddd komplexek alakithatnak ki.
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A DNS javité rendszerek kiemelkedd fontossagat mutatja, hogy szdmos orokletes,
rakos elfajulashoz vezetd betegség hatterében gyakran DNS javité fehérjék génjében

keletkezett mutacidk allnak.

1.4. A javito mechanizmusok hatasa a genom integritasara

A nukleotid metabolizmus zavara esetén beépiilt bazismoédosulasok amellett, hogy
mutagének lehetnek, a genom integritdsdra is veszélyt jelenthetnek. Ez megvaldsulhat
egyfeldl a replikacio elakadasa, masfeldl éppen a moddosult bazisokat eltavolitani hivatott
javitdbmechanizmusok altal, melyek a kozvetlen javitomechanizmusoktdl eltekintve mindig
egyesszaltorések 4atmeneti megjelenésével jarnak. A sejtek sorsa szempontjabol nagy
jelentdségli, hogy a beépiilt modosult bazisokat az atfedd szubsztrat specificitassal rendelkezd
javitomechanizmusok koziil melyik tavolitja el. A felsorolt javitdmechanizmusok koziil a
hibaspar javitds (MMR) energiaigénye a legnagyobb, de a genom integritasa szempontjabol is
a legkockazatosabb a sejt szamdra. A javitas koztitermékeként kialakulé tobb kilobazis hosszu
egyes szalu szakaszok nagyobb mértékben vannak kitéve tovabbi karosodasnak, ami akéar
DNS kettdsszaltorések gyakoribb megjelenéséhez is vezethet. A genom integritasanak
csokkenése drasztikus hatassal lehet a sejtek életciklusara. A DNS fragmentécio vezethet a
sejtek Oregedéséhez a telomérak rovidiilését okozva, vagy a mitokondridlis genom
karosodasanak kovetkeztében a mitokondriumok szamanak csokkenéséhez. A nuklearis
genom karosodasa okozoja lehet karcinogén elvaltozasoknak, de bizonyos sejtvalaszoknak

kdszonhetden a sejtciklus ledllasat vagy sejthalalt is kivalthat.

1.5. A DNS épségének preventiv védelme

A modosult bazisok metabolitjait hidrolizalni képes enzimek a javitds szempontjabol
preventiv hatastiak, funkcidjuk ugyanis megelézi a javitdmechanizmusok szubsztratjainak
megjelenését a DNS-ben.

Eddig Escherichia coli-ban [23], Saccharomyces cerevisiae-ben [24], Caenorhabditis
elegans-ban [25], Trypanosoma brucei-ben [26], Arabidopsis thaliana-ban [27] és
Mycobacterium smegmatis-ban [28] karakterizaltak a dUTPaz deficiencia kdvetkezményeit.
Ezek tobbségében igazoltdk, hogy a dUTP4z hidanya a genom fragmentalodéasaval jar egylitt.
Egyéb dUTP4z gént érintd mutaciok a genom fragmentdlodasdhoz vezetnek, amit az UNG

kititésével komplementalni lehet [23, 52].
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Az 5FU molekuldk a sejtbe jutva és metabolizélva els6sorban az RNS-be, atalakulva
pedig kismértékben a DNS-be épiilhetnek be. Az SFdU molekuldk képesek beépiilni a DNS-
be, azaz genotoxikus hatasuak, illetve foszforilalt formajuk (5-fluoro-dUMP (FAUMP)) a
timidilat szintazt gatolja [16, 34] (5. abra). A dUTPaz részleges rezisztenciat biztosit az SFU
¢s SFdU toxicitassal szemben, ami arra utal, hogy a fluoropirimidinek beépiilését is
megakadalyozza a DNS-be [12, 27, 34-36]. Ez felveti annak a kérdését, hogy a fluorouracil
milyen modon okoz genotoxicitast. A dUTPaz ugyanis az S-fluoro-dUTP (FAUTP)
hidrolizisével az 5-fluoro-dUMP keletkezését katalizalja, ami a timidilat szintaz inhibitora. Ez
alapjan a rezisztencia mechanizmusa nem a timidilat bioszintézis gatlasanak mérséklésén
alapul. A dUTPaz taltermelés egyéb, mas mechanizmusu TS gatldszerek toxicitasat is

mérsékelni képes [21, 38, 53].
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5. abra
Az S5FdU és az SFU molekulak toxikus hatasa

Az fluoropirimidinek a sejtbe jutva és metabolizalva az RNS-be vagy a DNS-be épiilhetnek
be, sulyosan karositva a genom integritasat. A dUTPaz képes megakadalyozni a toxikus
molekulak integralodasat a DNS-be.
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Erdekes moédon a dUTP4z egyéb genotoxikus hatasok ellen is védelmet nyujt, melyek
nem hozhatok szoros kapcsolatba az aktivitdsaval: a dUTPaz taltermelése élesztében
rezisztenciat biztosit a hidrogén-peroxid és a kadmium toxicitassal szemben. A hidrogén
peroxiddal szemben mutatott védé hatas human sejtekben is kimutathatd [54].

A dTTP Koncentraci6 csokkenésével parhuzamosan azonban dUTP is beépiilhet a DNS-
be. Az E. coli-ban torténé Ugi expresszio, mely az UNG specifikus inhibitora, némi
rezisztenciat biztosit az SFdU-val szemben [55]. S. cerevisiae-ben egy timidilat szintazt érintd
mutacié uracil felhalmozddashoz vezet a magi €s a mitokondrialis genomban, egyuttal
novekedési defektust eredményez, azonban utobbi fenotipus menekitheté az UNG kiiitésével
[56]. Ugyanebben az organizmusban az 5FU ¢és az antifolat aminopterin toxicitast is mérsékli
az UNG funkci6 elvesztése. Tovabba, a C. elegans UNG csendesitése is menekité hatastinak
bizonyult az 5FU kezelésre [57].

Erdekes médon, az emlés és csirke sejtekben az UNG szerepe eltéré az eldbbiekhez
képest: a timidilat szintaz SFdU-val vagy antifolattal torténd gatlasat nem menekiti az UNG
kiiitése vagy gatlasa [14, 16, 58]. Elmondhato, hogy eml6s sejtekben SFAU kezelés esetén a
DNS-be beépiil uracil és SFU kivagasat els6sorban az UNG katalizalja, azonban ez a
katalizis nem veszélyezteti a genom integritasat. Mégis elegendd ahhoz, hogy a drogkezelt
sejtek genomjaban ne legyen kimutathatd az uracil, és SFAU hatasara csak UNG deficiens
sejtek genomjaban tud felhalmozddni az uracil. Feltehetéen sejttipustol fliggd, illetve torzsek
kozti egyedi kiilonbséggel magyarazhat6 az a megfigyelés, amely soran az UNG csendesitése
menekitd hatassal volt HeLa sejtek SFdU kezelésére [59].

A DNS polimeraz B kititése menekitd hatastinak bizonyult egér embrionalis fibroblaszt
sejtek RTX toxicitasara nézve [60]. A hibasparpar javitas MSH2 és MLHI enzimei
kulcsfontossaguak lehetnek a timidilat szintaz gatlasa esetén tapasztalhat6 toxicitashoz, mivel
kititésitk nagymértékben noveli a rezisztenciat SFAU és RTX-re nézve [46, 61, 62]. A
vastagbélrakos elvaltozadsok 10-15%-ara jellemz6 a hibaspar javitd enzimeket kodolo
kromoszomarészek elvesztése vagy epigenetikus csendesitése, ami ezeknek a sejteknek
rezisztenciat biztosit kemoterdpias kezelésekkel szemben. Kimutattdk, hogy az 5FU
szubsztiticiok kivagasaban a BER-hez képest nem vesz részt jelent6sen a hibaspar javitas.
Azonban a TS gatlas kovetkeztében felborult ANTP készlet miatt szamos mas konvencionalis
bazis is hibasparként ¢épililhet be, aminek a hibaspar javitds altal torténd javitasa
nagymértékben veszélyezteti a genom integritdsat. Bizonyos alkilalt bazisok kijavitdsa az
S5FU-hoz hasonldan a hibéspar javitdsnak koszonhetden vélhat kritikussa, ennek hidnyaban a

sejtek ellenallobba valnak a 6-0x0-metilguanin kivaltott toxicitasra [63].
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1.6. A DNS Kkarosodas sejtvalasz (DDR)

DNS karosodast kivalté hatasok folyamatosan érik a sejteket, melyeket a preventiv és
DNS javitd enzimek minimalizalni képesek. Kiterjedtebb karosodas azonban komplexebb,
magasabb szintli sejtvalaszt igényel, a gyakori hibdk ugyanis szamos sejtfunkciot
megzavarhatnak. A genom drasztikus karosodasa esetén sziikséges lehet a sejtciklus leallitasa,
a DNS szintézisben ¢és javitdsban szerepet jatszo fehérjék expressziojanak stimuldlasa és
végso esetben a sejthalal aktivalasa. A DNS kérosodast ezekkel a folyamatokkal az un. DNS
karosodas sejtvalasz (DDR - DNA damage response) kapcsolja 0ssze. A DDR szamos
komponense része az un. integralt stressz valasznak. A DDR-t a DNS kettdsszaltorések (DSB)
vagy a DNS replikéacio ledllas, lassulds vagy DNS javitasi koztitermékek soran kialakuld
egyes szali DNS (ssDNS) tartéos megjelenése képes kivaltani. Az ssDNS és DSB altal
kivaltott itvonalak a DDR-en beliil nagyrészt elkiiloniilnek, de részben atfedhetnek.

A DNS Kettésszaltorés (DSB - DNA double strand break) érzékelése az tin. MRN
komplex (Mrell, Rad50, Nbs1) altal torténik, amely a sériiléshez toborozza az ATM (Ataxia
telangiectasia mutated) kinazt. Ez inaktiv éllapotban homodimerként van jelen, majd
aktivacio soran autofoszforilalodik, és aktiv monomerekre disszocial. Az aktivacid soran a
Tip60 acetil transzferaz is acetilalja az ATM kinazt. Az ATM a DSB-hez kotve szdmos
szubsztratot foszforilal, melyek a hiba kozelében komplexalédnak vagy a foszforilaciot
kovetden disszocialnak, és tovabbi sejtvalaszokat aktivalnak. Az ATM foszorilalja az Gtvonal
masik o fehérjéjét, a Chk2-t is. A Chk2 ezt kovetden autofoszforilalodik, disszocial és
tovabbi szubsztratokat foszorildl. A kettdsszaltorést a sejtek a nem homoldg végek
osszekapcsolasaval (NHEJ: Non-homologous end joining) vagy homolog rekombinacidval
(HR) javithatjak. A rekombinacids javitdshoz sziikség van egy kozel azonos szekvencia
jelenlétére, ami mintaként szolgal a torés megjavitasdhoz, mig a nem homolog végek
osszekapcsolasa (NHEJ) sordn a torés két vége mintaszekvencia nélkiil kapcsolodik dssze.

Az egyes szala DNS (sSDNS) megjelenését az RPA (RPA1, RPA2 komplex)
detektalja, mely beburkolja az egyes szalu lancot. Az RPA-sSDNS komplexhez az ATR
(ATM-related) kinaz az ATRIP fehérjével egyiitt kotédik, majd tovabbi medidtorok
segitségével aktivalodik. Az ATR és Chkl az aktivacid sordn egymadst is foszforilalja,
valamint a Chkl autofoszforilacion is atesik. Az aktivaciot kovezdéen a Chkl disszocidl és
tovabbi szubsztratokat foszforildl. Az ATR illetve a Chkl foszforilalni képes a DNS szalak
kozti keresztkotések javitdsaban €és homoldg rekombinacioban résztvevé Fanconi Anemia

ubiquitin ligaz komplex bizonyos komponenseit, valamint annak szubsztratjat [64].
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Altalanossagban tehat elmondhatd, hogy az ATM/Chk2 a DSB, az ATR/Chkl a
replikacios késlekedés és a ssDNS megjelenés soran aktivalédik. Azonban a két utvonal
részben atfedhet: kis valdszintiséggel az ATM/Chk2 aktivalodhat az ssDNS jelenlétében. A
DSB soran az ujravagast kovetéen az ATR tutvonal is aktivalodik, igy a két Utvonal
egylittmikodése a DSB homoldg rekombinacio altal torténd javitasat teszi lehetove.

Az ATM/Chk2 utvonal bizonyos tumorokban is el6fordul, az utvonalat érintd
homozigota mutaciok nem letdlisak. Azonban az ATR/Chk1 utvonal 1étfontossagu oszt6dod
sejtek szdmara. Ez az utvonal az S-fazis soran folyamatos, alacsony aktivitast mutat, aminek
fontos szerepe lehet a replikacid kontrollalasaban [65]. A Chkl folyamatos jelenléte
szupresszalja a Kaszpaz 2-t. A Kaszpdz 2 onmagaban elegendé az apoptdzis kivaltasara,
ennélfogva a Chk1 hianya sejthalalhoz vezet [66].

C. elegans-ban a dUTPaz hiany okozta letalitast a Chk1 és a CIk2 csendesitése képes
részben kompenzalni, ami az ATR/Chkl tutvonalra utal [67]. Arabidopsis thaliana-ban a
dUTPaz csendesitése a Rad51 expresszid6 emelkedéséhez és a homoldg rekombinacid
gyakorisdganak novekedéséhez vezet, ami szintén lehet az uracil szubsztitudlt genom
hiperaktiv javitasanak koszonhetéen aktivalt DDR kovetkezménye [27].

Az alkilalo kornyezeti hatdsok szintén az ATR/Chk1 tutvonal aktivalodasat okozzak.
Az oxidativ stressz is képes DDR sejtvalaszt kivaltani: magas oxigén koncentracid és
hidrogén peroxid kezelés mind az ATM/Chk2, mind az ATR/Chk]1 utvonalat képes aktivalni
[68].

A DNS karosodas soran a hiba gyors kijavitasa és az érintett szakasz Gjra szintézise
sziikséges. Ennek érdekében a DDR gyakran indukalja a dNTP szintézis és a DNS javitas

fehérjéinek termelddését vagy relokalizaciojat.

1.6.1. A DNS karosodas aktivalt sejtciklus ledllds

A DNS karosodas érzékelését kovetden sziikséges a replikaciod leallitdsa, hogy a sejt
1d6t hagyjon a hibdk kijavitdsdra. Mind az ATM/Chk2, mind az ATR/Chk1 tutvonal képes
leallitani a sejtciklust kiilonb6z6 fazisokban. Az ATM/Chk2 ttvonal aktivalta p53 a p2l
fehérje indukcioja altal a G1 stadiumban tudja leallitani a sejtciklust. A p21 a ciklin fiiggd
kindz (Cdk) - ciklin komplexekhez kotve gatolja azok aktivitdsat. Az ATM/Chk2 tutvonal
aktivaciojara utal, hogy SFU kezeléssel sikeresen kivaltottak p53 fiiggd G1 fazis leéllast

emlérak sejtvonalban [69].
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Az S fazis alatt azonban mindkét Gitvonal képes blokkolni a sejtciklust. Az ATR/Chkl
még ismeretlen mechanizmusok altal képes az S-fazisban lelassitani a replikacios villa
mozgésat és megakadalyozni az inicializalt replikacids origdkrol induld elongaciot. A TS
csendesitése egér sejtvonalban a sejtciklus leallasat eredményezi az S-fazisban [70]. A TS
SFU ¢és antifolat altali gatlasa hasonld, Chkl foszforilaciotol fiiggd S-fazis blokkot
eredményez, ami a hibdspar javitomechanizmus kititésével vagy dTTP hozzdadasaval
feloldhato [71-73].

A G2 fazis leallitasat szintén mindkét utvonal képes kivaltani. A hasonldésagok
ellenére az ATM/Chk2 és az ATR/Chk1 ttvonalak azonban eltéré modon valtjak ki a G2
leallast. Az ATM/Chk1 egy azonnali G2 blokkot, mig az ATR/Chk1 hatdsa hosszabban tartd
G2 felhalmozodast okoz [65]. Human vastagbélrak sejtekben SFdU hatasara indukalhatd egy
hibaspar javitas fliggetlen S-fazis lassulds és egy hibaspar javitas fliggd G2/M sejtciklus blokk
[61]. Alkilalo agensek hatasara human sejtek szintén G2 fazisban feldusulast mutatnak [74].

1.6.2. A DNS karosodas dltal kivaltott sejthalal

A DNS karosodast kovetden aktivalt DDR a sejtciklus ledllitasaval és a DNS javitas
serkentésével a sejt talélését segiti, azonban aktival pro-apoptotikus utvonalakat is. Mind az
ATM/Chk2, mind az ATR/Chk]1 utvonal aktivalodasa esetén megfigyelhet6 a pS3 aktivacioja.
Gyakran megfigyelték, hogy a DNS karosodas gyakran p53 fiiggetleniil is képes sejthalalt
kivaltani. A p53 alternativaja ebben az esetben a p53 csaladba tartoz6 p73 lehet, amely a p53-
hoz hasonlé mdédon képes kivaltani apoptozist. A p73-at az ATM és az ATR/Chk1 utvonal is
képes stimulalni [75]. A pS3 és a p73 alapvetden kétféle uton képes apoptozist kivaltani
(extrinsic €s intrinsic Utvonal).

A Kaszpaz 2 az egyetlen sejtmagban folyamatosan jelen 1€évé prokaszpaz,
aktivaciojaval p53 fiiggetlen apoptozist lehet kivaltani. Bizonyos DNS karosité hatasokra
sikeriilt kaszpaz 2 fliggd sejthalalt kivaltani, azonban az aktivacid6 mechanizmusa egyeldre
ismeretlen [63].

A TS csendesitése a p53 stabilizalasahoz és a Kaszpaz 3 effektor kaszpaz
aktivalodasahoz vezet human sejtvonalban [70]. A TS 5FU, 5FdU és antifolat altali gatlasa
esetén is kimutathat6 a p53 stabilizalodéasa, ami az apoptodzis intrinsic és extrinsic utvonalat is
stimulalja [69, 76]. Az alkilalé agensek muslicaban a p53 aktivaciojat valtja ki [77]. Oxidativ
stressz hatasara pedig a p53 ATM fiiggd mddon stabilizalodik, valamint ATR fiiggd mddon
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foszforilalodik [68]. Genotoxikus stressz hatasara egyéb lehetséges p53 fiiggetlen Gtvonalakat
is megfigyeltek.

1.7. Célzott génmanipulacios technikak

Munkank soran a dUTPaz gén kiiitésének hatasat szerettiik volna megvizsgalni human
sejtvonalon, melyhez eldszor ki kellett valasztanunk a legalkalmasabb génmanipulacios
technikat, mely mindkét allélon helyspecifikus génmodositast tesz lehetdve.

A legtobb ma hasznalatos célzott génmoddositod eljaras a homolég rekombinacion
alapul. A homolog rekombinaci6 eukariota és prokaridta szervezetekben is hasznalhat6. Ezt a
jelenséget fel lehet hasznalni a plazmidok és mesterséges kromoszémak kozotti DNS-darabok
cseréjéhez. A homologiat mutatdé DNS-darabok rekombinacid révén példaul egyesithetnek két
kiilonféle DNS-darabot, vektort (kiilonosen, ha azon csak egy homoldg szakasz van).

A kromoszomalis DNS célzott atszabésa iranti nagy igény egészen Ujszerli modszerek
kifejlesztéséhez vezetett. Az elmult néhany évben jelentek meg eldszor olyan technoldgidk,
amelyekkel mod van lényegében tetszéleges genomidlis régio célzott hasitisara, illetve
rekombinalasara. Olyan mesterséges enzimeket kellett tervezni, amelyek egy DNS-felismerd
(modularis felépités). Jelenleg harom ilyen megkozelités 1étezik, amelyet a gyakorlatban is
hasznalnak: az egyik koziiliik az tigynevezett cink-ujj nukleazokon alapszik.

A cink-ujj nukleazok (ZFNs: Zinc finger nucleases) olyan mesterséges enzimek,
melyek egy DNS-felismerd elem és egy laza specificitasii endonukleaz katalitikus domén
illetve rekombinalasara alkalmasak. A természetes cink-ujj transzkripcids faktorok a DNS-hez
jol meghatarozott szekvencia-specificitassal kotnek, leggyakrabban harom cink-ujjal. A cink-
ujjak iranyitott mutacidival ez a specificitds megvaltoztathato, és tobb cink-ujj motivummal
még pontosabb specificitds hozhato 1étre: akar a genom egyetlen szakasza is célba vehetd. A
mesterséges nukleazok bevitele altal okozott kettdsszaltorést a sejtek a nem homolog végek
Osszekapcsolasaval (NHEJ: Non-homologous end joining) vagy homolog rekombinacidval
(HR) javithatjdk. Amint mar emlitettem, a rekombinécids javitashoz sziikség van egy azonos
vagy kozel azonos szekvencia jelenlétére (homolog kar), ami mintaként szolgal a torés
megjavitasdhoz, mig a nem homolog végek 6sszekapcsolasa (NHEJ) soran a torés két vége
enélkiil kapcsolodik Ossze. Tartdosabb expresszio esetén a nagyszamu hasitas-javitas ciklussal

jéar6 hibakkal konnyl deléciokat 1étrehozni (NHEJ ttvonal). Az NHEJ utvonal aktivaloédasa
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akar tobb szaz bazisparnyi delécidt is okozhat, amely frameshift mutaciok révén az adott gén

kiiitését eredményezi. Ha pedig célzott kettdstorést okozunk a kiszemelt génben, amihez egy

bejuttatott DNS tokéletesen illeszkedik a megfeleld homolog karokkal, célzott génbejuttatas

vagy helyspecifikus pontmutaciéo valdsithato meg (HR utvonal) [78-80]. A cink-ujj

nukledzok felépitése, helyspecifikus DNS-hasitasa és annak lehetdségei a génmodositasban az

alabbi 6. abran lathatoak.

Cink-ujjak
(felismer6 domén)

Endonukleaz
(katalitikus domén)
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i Javitas vagy célzott
i génbejuttatas

6. abra

Heterodimer cink-ujj nukleazok (ZFNs) helyspecifikus DNS-hasitasa és annak

kovetkezményei

A megfeleld nukleazzal (Fokl) képzett fuzios fehérje célzottan el tudja vagni a kromoszomalis

DNS-t a felismer6 hely kozelében (DSB). Donor szekvencia hidnyaban az NHEJ tvonal
aktivalodik, ami célzott génkititést tesz lehetdvé. Rekombinacios javitashoz (HR) minta

szekvencia sziikséges, megfelel6 homolog karok alkalmazaséaval pedig célzott génbejuttatas

valésulhat meg.

(http://www.sigmaaldrich.com/life-science/zinc-finger-nuclease-technology.html)

A modszer hatuliitje, hogy itt minden egyes genomialis szakaszra Kiilon tervezett

enzimre van sziikség. Maguk a cink-ujjas nukleazok is bizonyos szempontb6l korlatozottak,

egyes DNS-szekvenciakon nem elég szelektiv a miikodésiik. Ez abbdl a ténybdl fakad, hogy a

cink-ujjak a célszekvenciat blokkokban ismerik fel, nem pedig egyedi nukleotidonként.
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Léteznek viszont olyan természetes fehérjék, amelyek ezen a szinten is tokéletesen
modularisak. Ezeket TALE-nukleazoknak hivjak (TALEN: transcriptional activator-like
effector nucleases). A fuzids fehérje alapja itt egy, a parazita Xanthomonas baktériumokbol
izolalt fehérjecsalad. Ezeket a fehérjéket a baktérium termeli, és juttatja be a gazdandvénybe
azért, hogy ott bizonyos géneket célzottan aktivaljanak, innen kaptak a neviiket
(transzkripcids faktorokhoz hasonlitanak). A szerkezetiik erGsen repetitiv. minden egyes
rovid, 33-35 aminosavas szerkezeti blokk (repeat) egy-egy nukleotid kotéséért felelGs,
mégpedig nagy specificitassal. Igy az altalunk megtervezett repeat-sorrenddel az egész TALE
fehérje a kivant DNS-szekvencia szerint épithet6 fel (altalaban parban, hogy mind a két DNS-
szalat elhasitsuk). Mindezt nem-specifikus endonukleaz doménekhez (Fokl) kapcsolva egy
ujfajta mesterséges endonukleaz lesz az eredmény [81, 82]. Nehézséget okoz azonban a gén
mesterséges eldallitasa a repetitiv DNS-szekvencidk miatt, illetve a TALE nukledzok nagy
mérete megneheziti azok hatékony sejtbe juttatasat és kellé mértékii expresszidjukat.

A legjabb technologia a CRISPR/Cas rendszer, melyet 1987-ben fedezték fel,
funkcidjat azonban csak az elmult évtizedben sikeriilt megfejteni [83]. Mar korabban is ismert
volt, hogy a baktériumok és az archaedk rendelkeznek egy adaptiv, nukleinsavakon alapuld
immunvalasszal, melyet az Oket fert6z6 virusok, esetleg plazmidok ellen vetnek be. A
CRISPR rendszer neve csoportos, szabalyosan megszakitott rovid palindrom ismétléseket
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) jelent. A CRISPR-elemek és a
veliik kapcsolatban 4ll6 un. Cas-fehérjék altal, melyek endonukledzként miikodnek, a
baktériumok és az archaedk képesek rovid specifikus CrRNS-molekuldkat létrehozni (a
ctRNS jelentése CRISPR-bOl szarmazdé RNS). Ezek megtaldljdk ¢és elpusztitjdk a
baktériumokra veszélyes virus, illetve plazmid DNS-t. A crRNS szolgal vezetOként, ez
hatdrozza meg nagyon specifikusan, hogy hol torténjen a hasitas. A kutatok bebizonyitottak,
hogy ezeket az RNS-parosokat le lehet cserélni mesterségesen tervezett, egy darabban
szintetizalt kiméra-RNS-ekkel, hogy helyspecifikus DNS-hasitast érhessenek el. Ez megnyitja
az utat az eddig nem létez0 mesterséges RNS-vezérelte DNS-hasitashoz [84]. A modszer
igazi szépsége, hogy a CRISPR rendszerekhez sziikséges valamennyi gént konnyen at lehet
vinni egyik bakterialis rendszerbdl a masikba, plazmidok segitségével.

Az eléz6ekben bemutatott mesterséges endonukledzok: a cink-ujj nukledzok (ZFNs), a
TALE-nukleazok ¢s a CRISPR/Cas rendszer elemei (beleértve a DNS felismerd és elvago
komponenseket) hatékonynak bizonyultak a genom eredményes és specifikus modositasaban,

sejttenyészetekben, novényekben és allatokban [80-82, 84]. A kutatok ezen génmanipulacios
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technikdk fejlodésében latjak a jovot a bioldgiai kutatasban, hiszen azok forradalmi
jelentdséggel birnak az egyedi terapias kezelésekben [85].

A kisérletekhez a tetszéleges DNS szekvenciat felismerd cink-ujj nukledzokat (ZFN-
ek) valasztottuk, melyek lehetdvé teszik a helyspecifikus, biallélikus genomi manipuléciokat.
Ez a technoldgia az irodalmi adatok alapjan kellden fejlettnek és eredményesnek bizonyult
hasonlo kutatasi projektekben. A ZFN technolégia tulajdonosa a Sangamo BioSciences,
amely terapias kezelések kifejlesztésére hasznalja (http://www.sangamo.com/index.html).
Kutatasi célokra a Sigma Aldrich kereskedik célszekvenciara tervezett ZFN parokkal

(http://www.sigmaaldrich.com/life-science/zinc-finger-nuclease-technology.html).
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2. Ceélkituzések

Szamos publikéacido emliti a dUTPaz kiemelt szerepét a fluoropirimidinekkel torténd
kemoterapias kezelés esetén [15, 31]. Az eddigi eredmények tiikrében a fehérje megemelt
szintje részleges rezisztenciat okoz az altalanosan hasznalt fluoropirimidinekkel szemben,
hidnya pedig érzékenyit. Azonban az enzim ezen hatdsdnak pontos mechanizmusa még nem
teljesen ismert a de novo timidilat metabolizmust tdimadd kemoterapias szerek terén. A gén
szerepét a folyamatban eddig csupan csendesitéssel [13, 34, 39], de génkiiitéssel még nem
vizsgaltak.

Kutatdsunk f6 célja egy olyan életképes, modell sejtvonal létrehozéasa, melyben a
dUTPaz génjét kititottiik, igy vizsgalhatnank annak hatdsat a kemoterapias szerekkel torténd
kezelésre. A génkiiitést egy human rak modell sejtvonalon (HCT116) kisérelnénk meg, egy
nemrég kifejlesztett, Gttoré modszerrel, a tetszéleges DNS szekvenciat felismerd cink-ujj
nukleazok (ZFN-ek) révén. Ez a modszer lehetdvé teszi sejtvonalakon a hatékony biallélikus
(vagy akar poliallélikus) modifikaciot. Az endogén dUTPaz specifikus kilitése eldtt, annak
feltételezhetd letalis mivolta miatt, el6szor biztositani kell a sejtnek egy menekitd rendszert,
enélkiil nem lehetne életképes kilitott sejtvonalat 1étrehozni. A menekitést olyan mddon
szeretnénk megoldani, hogy a genom egy masik ismert pontjara egy olyan konstrukciot
épitiink be, ami a dUTPaz sejtmagi és mitokondrialis izoformajat egyarant biztositja, amely
azonban a kivant id6ben Cre rekombindz medialt kivagassal megsziintethetd. Ezaltal egy
indukélhat6 dUTP4az knock-out (KO) sejtvonalat szeretnénk nyerni, ahol a dUTP4z expresszid
csak az altalunk szabalyozott exogén forrasbol torténhet, igy vizsgalhatnank a dUTPaz

hianyos allapotot. Az 7. abran lathat6 sémat szeretnénk megvaldsitani:
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7. abra
A Cre rekombinazt kédolé és a menekité dUTPazokat kodolo kazetta beintegralasa

a. A ZFN-ek specifikusak az AAVS]1 16kuszra a humén genomban, és kettds szaltoréseket
okoznak az XY kromoszémakon.
b. Mikdzben a sejt kijavitja a kett6s szaltoréseket, a kivant szekvencia képes integralodni a
genomba homolog rekombinécio segitségével.

Szamos genetikai elembdl all6 komplex rendszert kell Osszerendezniink egyetlen
integrald vektorba, ami klonozasi feladatok egész sorat jelenti. Mindegyik genetikai elem
fontos szerepet jatszik, hogy a menekités és az indukalhat6 kikapcsolhatdsag jol mitkodjon.
Miutéan a sejtekbe integraltuk az exogén dUTPAaz forrast, megkezdhetjiik az endogén kiiitését

specifikus ZFN parok segitségével, a 8. abran lathato modon.
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8. abra

Az endogén dUTPazt kodolo gén Kkiiitése

a. Egy ZFN par specifikusan felismeri az endogén dUTP4z 3. exonjanak végét, és egy kettds
szaltorést okoz mindkét kromoszoman.
b. A nem homolog végek 6sszekapcesolasan (NHEJ) alapuld hibajavitas végiil a gén
tonkremeneteléhez vezet (deléciok révén).

A létrehozott indukalhaté dUTPaz kiiitott sejtvonal lehetdvé teszi a dUTPaz genomi
integritas megOrzésében jatszott szerepének jobb megértését, a timin-mentes sejthalal utvonal
eddig nem tanulmanyozott részleteinek megismerését. A hatdsmechanizmus jobb
megismerése pedig lehetdvé tenné, hogy a klinikai kezelések hatasfokanak javitasara
javaslatot tegylink. A nukleotid metabolizmus komponensek sejtbeli lokalizaciojanak és
molekularis kdlcsonhatasainak fontossagara csak az utobbi években figyelt fel az irodalom. A

dUTPaz szerepének ilyen jellegli vizsgélata 1) tavlatokat nyithat az orvosi biologiaban.
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3. A génkiiitési/menekitési rendszer megtervezése

3.1. A menekito kazetta megtervezése

Egy olyan menekité kazettat kellett tervezniink, mely a dUTPaz sejtmagi ¢és
mitokondrialis izoformdjanak expresszidjat egyarant exogén modon biztositja, és egy
fluoreszcens fehérje markert hordoz a konstrukcio detektaldsdhoz. A megfeleld konstrukcid
létrehozasahoz bazisrdl bazisra meg kellett terveznlink annak genetikai elemeit. A
konstrukciot végiil tobb mint 3900 bazispar hosszasagura terveztiik meg, melynek sematikus

képe a 9. abran lathato6.

loxP loxP

%NdUTPéz“ 2A | mWasabi-DR H IRES H MdUTPéz IHHSQ’ATK*

9. abra

A dUTPazokat kodolé menekitéo konstrukcio sematikus képe

A sejtmagi (NdUTPaz) és a mitokondridlis (MdUTPaz) dUTP4z izoformén kiviil a kazetta
egy PGK promotert, loxP felismerd helyeket, fluoreszcens szelekcios markert (mWasabi-DR)
¢és szamos genetikai 6sszekotd elemet, illetve restrikcids hasitohelyet tartalmaz.

A tovabbiakban szeretném bemutatni az egyes genetikai elemek kivalasztasi

szempontjait és a feltételezett szerepiiket a menekitd folyamatban.

e PGK promoter

A menekitd kazetta meghajtasdhoz a PGK promdtert valasztottuk. A PGK a 3-
foszfoglicerat kindz enzimet kodolja, amely a sejtek glikoliziséhez sziikséges. A promoter
régidé guaninban és citozinban gazdag, 6t hexadezoxinukleotid (GGGCGG) kopiat, az Spl
transzkripcidos faktor potencialis kotOhelyét, egy CCAAT szekvenciat tartalmaz. Ez a
promoter kelld expresszios szintet képes biztositani riporter és terapias géneknek egyarant. A
PGK prométer a gyengébb prométerek kozé tartozik emlds expresszios rendszerekben [86],
ami szamunkra elényds, mivel nem szerettiik volna tilsdgosan thltermelni az exogén
dUTPézokat. A promoter tervezésekor szintén fontos szempont volt, hogy az elsd loxP hely
elé keriiljon, mert ha a Cre rekombindzzal kivagjuk a loxP helyek kozti részt, nem maradhat

aktiv promoterrel rendelkezd cirkularizalt extrakromoszomalis DNS konstrukcio a sejtben.
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e loxP felismero helyek
A menekit utvonal megsziintetéséhez alkalmazott Cre rekombinaz eredetileg a P1
bakteriofagbol ered, és egyedi felismerd hellyel rendelkezik, ez a loxP (locus of crossover-
P1). A loxP helyek nem szimmetrikusak, iranyultsaguk van, mivel a két széliikon palindrom,
kozépen viszont aszimmetrikus nukleotid szekvenciat (ATAACTTCGTATA-GCATACAT-
TATACGAAGTTAT) tartalmaznak. A hasitdas a nem palindrom szakaszon beliil fog
bekdvetkezni (10. abra) [87].

5"- ATAACTT CGTATA&CATACATTATAC GAAGTTAT -3'
3"- TATT GAAGCATATCGTATGT*AATAT GCTTCAATA -5'

RBE . I RBE
10. abra

A Cre rekombinaz kotédése a loxP felismeré helyhez

A Cre specifikusan kot a rekombinaz kétdhelyekhez (RBEs: recombinase binding elements) a
palindrom szekvenciaban. A kozéps6 8 bp a loxP hely aszimmetrikus része, itt fejti Ki
endonukledz hatdsat az enzim. A vagas helyét fliggdleges nyilak jelzik.

A Cre enzim azonban nem csak endonukledz aktivitassal rendelkezik, hanem (a
tetramerizacio révén, sajat DNS-ligdz aktivitdsa révén) eldsegiti a szabadda valt végek
egyesiilését is (site-specific recombination). Ez altal a két (megfelelden iranyitott) loxP hely
kozotti DNS-darab a Cre enzim hatasara kivagodik és cirkularizalédik (11. abra). A
cirkularis, kivagott darab az osztddasok soran altalaban elvész, deléciot hozva lére. A kivagas
utan egy ép loxP hely marad a kromoszoman, mely szabadon rekombinédlodhat egy masik
loxP hellyel. A Cre rekombinaz alkalmazésa utdn ezért szelektalnunk kell azokra a sejtekre,
melyek nem hordozzak a menekitd kazettat. A tervezésnél a promoter utan terveztiik az elsé
loxP helyet, hogy a kivagodo, cirkularizalodé darab ne tartalmazhasson promoétert, melyrdl
megindulhatna az atirds. A konstrukcidhoz azonos szekvenciaju loxP helyeket véalasztottunk,
é¢s a PGK promoterhez képest tobb nukleotid tavolsagot hagytunk, hogy a kapcsolddd

polimerdz ne zavarhassa meg a Cre rekombinaz felismerd tulajdonsagat.
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11. abra
Kromoszomalis delécio Kivaltasa Cre rekombinazzal

Ha a loxP helyek azonos orientacidoban helyezkednek el egy kromoszéma szegmensen (cisz

crer

e NdAUTPaz (a dUTPaz sejtmagi izoformaja)

A magi és a mitokondridlis dUTPé4z izoformat a menekité kazettarol biztositottuk
exogén modon, hiszen amennyiben esszencialisnak bizonyul az enzim, igy vizsgalhatnank a
kiilonboz6 izoformak menekitd hatdsat. Az NdUTP4z gén elé Kozak-szekvenciat terveztiink,
mely az elsd start kodont (ATG) is tartalmazza. Ha a menekitd dUTPazok szekvencidja teljes
mértékben azonos lenne az endogénével, akkor az endogén kitités¢hez hasznalt ZFN parok az
exogén dUTPazokat is elhasitandk, igy nem lenne lehetséges a menekités. Mddositanunk
kellett az exogén dUTPazok szekvencidjat a ZFN-ek felismerd helyén, hogy az integralt
menekitd kazetta érintetlen maradjon az endogén kiiitésénél. A 12. abran lathatéak a
modositott nukleotidok, amelyek az aminosav sorrendet nem befolyasoljak, ugyanakkor

védelmet jelentenek a ZFN-ek aktivitasatol.

1. 5" - GCGCTCCCTTCTGGGTGTTATGGAAGAGTGGCT - 37
A L P S G cC Y G R \ A
2. 5" - GCTTTGCCAAGTGGATGCTACGGTCGGGTTGCC - 3

AL P S GG C Y G R VvV A

12. abra
Az endogén dUTPaz ZFN felismer6 helyei és a tervezett, modositott dUTPaz szekvencia

1. Az endogén dUTPaz ZFN felismerd helyei és a kodolt aminosavak. Az alahuzott rész
a Fokl1 endonukleaz hasitohelyét jelzi.
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2. Az altalunk tervezett exogén dUTPazok szekvencidja. Piros jeloléssel az endogénhez
képest modositott nukleotidok lathatéak. A nukleotid cseréket ugy terveztiik meg,
hogy az ne mddositsa az aminosavsorrendet.

A sejtmagba lokalizalodo exogén dUTPaz detektalasahoz AU1 epitép tag-et
valasztottunk az enzim C-terminalisara. Az AUl-tag szarvasmarha papilloma virus L1
kapszid proteinbdl szarmazik [88]. Fehérjékhez fuzionaltatva érzékeny és specifikus
detektalast tesz lehetdvé a megfeleld antitestekkel, nem mutatott erds hattérfestddést é¢s nem
befolyasolta a jelolt fehérje lokalizacidjat [89]. Az AUI epitdp elé egy 15 nukleotidbol allo
linker szakaszt is terveztiink, mely glicinekben és prolinokban gazdag, amelyek masodlagos
szerkezeti elem megtord tulajdonsaggal birnak, igy segitve, hogy a peptid hozzaférhetd legyen

a specifikus antitest molekulak szdmara.

e 2A peptid

A magi dUTPaz és a fluoreszcens riporter gén (mWasabi-DR) kozé egy Un. 2A
peptidet terveztiink, ami lehetdvé teszi tobb fehérje expresszidjat egyetlen promoterrel, kdzos
MRNS-16l, igy nem sziikséges fuzios fehérjéket 1étrehozni. A 18 aminosavas 2A peptid
kozbeiktatasa két 6nallo fehérje szintézisét eredményezi a transzlacié soran. A 2A oligopeptid
elhasitodik a folyamat soran, eleje az NdUTPazra, mig utolsé prolinja a riporter fehérjénkre
(mWasabi-DR) keriil, amit a fehérje metioninja kovet (13. abra) [90]. A 2A peptid
szekvencigja elé egy rovid, harom aminosavat (GSG) kodolo linker szakaszt is betettiink,

mely az irodalmi adatok alapjan ndveli a 2A peptid funkcidjanak hatékonysagat [91].

A peptidil-transzferaz gatlasa,
a keletkez6 peptidlanc

oo R
szintetizalodo felszabadul

polipeptidlanc Qf‘_‘-’)}_- =

riboszéma

13. abra
Transzlokacio

= A 2A peptidet tartalmazé mRNS-

rél atirodo polipeptidek
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e mWasabi-DR
Sziikségiink volt egy olyan fluoreszcens riporter fehérjére, amely biztositja a menekitd
kazetta integralodasanak és expresszidjanak gyors detektalhatosagat és szelektalhatosagat. A
valasztasunk egy nemrég felfedezett fluoreszcens fehérjére, az un. mWasabi-ra esett. Az
mWasabi egy monomer zold fluoreszcens fehérje, amely az mTFP1 monomer cian
fluoreszcens fehérjébdl szarmazik [92]. Az mWasabi jelentdsen fényesebb, mint a tobbi, ma
hasznalatos z6ld fluoreszcens fehérje. Az EGFP-hez képest kozel kétszer olyan erdsen vilagit,

¢s hasonld pH érzékenységgel, illetve stabilitassal rendelkezik, ahogy azt a 14. abra is

mutatja.
Fehérje mWasabi EGFP
Excitaciés Max (nm) 493 488
Emissziés Max (nm) 509 507
Kvantum Yield 0,8 0,6
Extinkcids koefficiens 70,000 56,000
Fényesség 56 33,6
pKa 6 6
14. abra

Az mWasabi és az EGFP fluoreszcens fehérjék osszehasonlitiasa

(http://www.allelebiotech.com/mWasabi)

Egy olyan fluoreszcens riporter fehérjét szerettiink volna alkalmazni, amelynek
expresszidja biztosan detektalhato, ugyanakkor a riporter fehérje szintje gyorsan lecsokken a
sejtben, amikor a menekité kazettat kiiitjlik. Ehhez egy destabilizaloé szekvenciat kellett
tervezniink, amely a fluoreszcens fehérje féléletidejét jelentdsen lecsokkenti. Mind az
integraciés eseményre valo szelekcional, mind pedig majd a Cre rekombinazzal t6rténd
kiemésztésnél hasznosnak igérkezik egy ilyen destabilizalt fluorofér, ami gyorsan tiikr6zi a
DNS-beli valtozasokat fehérjeszinten. Az egér ornitin dekarboxildz (MODC) degradacios
doménjének 39 aminosavat (422-461), az un. PEST szekvenciat kotottik az mWasabi C-
terminalisara, egy 6t aminosavbol allo linkert kovetden. Ez a destabilizal6 elem az irodalmi

adatok alapjan egy orara csokkenti a fizios fehérje féléletidejét [93-95].

e IRES
A destabilizalt Wasabi riporter gén és a mitokondridlis dUTP4z izoforma (MdUTPaz)

kozé egy IRES szekvenciat terveztiink. A szekvenciat 1988-ban fedezték fel poliovirus €s
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encephalomyocarditis virus RNS-ben. Az IRES (Internal Ribosome Entry Site) egy olyan
nukleotid szekvencia, amely lehetévé teszi a transzlacid inicializéldsat akar az mRNS
kozepén, mivel odavonzza az eukariota riboszomat [96]. Méretét tekintve sokkal nagyobb
(tobb szaz nukleotid), mint a 2A szekvencia, err6l azonban nem szintetizalédik fehérje,
csupan a legvégén talalhaté start kodonrol és az azt kovetd szekvenciarol torténd transzlacio
meginditasa a feladata. Hatékonysaga nagyon lecsokken, amennyiben szekvencidjat nem
rogton az atirandd fehérje elsé metioninja koveti [97], ezért csak egy restrikcids helyet
épitettiink ide (Mfel), amely egyben tartalmazza az ATG start kodonjat az MdUTPaz

szekvenciajanak.

e MdAUTPaz (a dUTPaz mitokondrialis izoformaja)
A mitokondrialis dUTPéz szekvencidjat a ZFN felismerd helyeken moédositani kellett,
a sejtmagi dUTPaz tervezésénél bemutatott mdédon (12. abra). Az MdUTPaz C-terminalisara
egy VS5 epitop tag-et iktattunk be, hogy a fehérje kifejez6dését kiilon detektalhassuk a magi
dUTP4zétol. Ez az epitop a majom virus 5 (SVS5) P és V fehérjéinek C-terminalis
terveztiink, melynek glicin és prolin tartalma biztositja a peptid hozzaférhetéségét a specifikus

antitest molekulak szamara.

e HSV-TK-pA poliadenilacios szignal
A teljes kazetta mRNS-ének megfeleld életidejéhez és stabilitdsahoz sziikséges volt
egy poliadenilacios szignalszekvencia kivalasztasa is, amely kijeloli az eukaridta mRNS
végét egy nukleaz komplex szamara. A herpesz simplex virus 1-es tipusa (HSV) timidin kinaz
(TK) poliadenilacios szignaljat valasztottuk [98]. A poliA eldtt hosszi 6sszekotd szekvenciat
hagytunk, mely a pDsRed-Monomer-N1 (Clontech) plazmidjanak (egy kereskedelmi
forgalomban kaphaté jol miikodé emlds expresszios vektor) poliA szignaljat megel6zo

szakasszal egyezik meg.

e restrikcios hasitohelyek
A 15. abran lathatéak a tervezett restrikcids enzim hasitohelyek. Minden genetikai
elem utan terveztiink legaldbb egy restrikcids helyet, hogy a késObbiekben barmelyik
alkotéelemet egyszertien lecserélhessiik, amennyiben az nem mitkddik megfeleléen. Példaul a
PGK promoter koré tobb hasitohelyet is betettiink, mivel nem voltunk biztosak abban, hogy
ez a promoter elegendden erds fehérje expresszidt fog-e biztositani. A tervezés soran
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figyelembe vettiik, hogy egy enzim csak egy helyen legyen képes elhasitani a szekvenciat, és
a hipotetikus enzimparok egy-egy elem kivagdsdhoz kompatibilisek legyenek szimultdn

emeésztés esetén.

Ascl Ncol Nsil Ndel Notl
Xhol PstlAatll Xbal \l/ \L \L \l/ loxP
‘L . . : . HSV-TK Y
NdUTPaz ] 2A mWasabi-DR IRES : MdUTPaz pA
Nhel EcoRl EcoRV T T I]\ T
BamHI Miul Mfel Balll
15. abra

A menekito kazetta a tervezett restrikcios hasitohelyekkel egyiitt

3.2. A Cre rekombinazt expresszalo kazetta megtervezése

Az indukdlhato dUTPaz kiiitott sejtvonal megvalositasahoz sziikséges egy Cre
rekombinazt expresszald kazetta integralasa is, amellyel tetszéleges id6pontban
megsziintethetd az exogén dUTPaz forrds. A tamoxifen indukalhato Cre rekombinazt
expresszalo kazettat a 19-es kromoszoéma masik alléljanak AAVSI helyére kiséreltik meg
beépiteni specifikus ZFN parok segitségével. A tervezett konstrukcié kb. 6000 bazispar

hosszusagu sematikus képe a 16. abran lathato.

4>XH ERT2-iCre-ERT2 H e m L Hygromycin H SoA P

16. abra

A Cre-rekombinazt expresszalé konstrukcio sematikus képe

A kazetta legfontosabb elemei a tetraciklin fliggd promoter, a tamoxifen indukalhatd Cre-gén
és a szelektalhatosagot biztositod, hyromycint kodold szekvencia.

A tovabbiakban szeretném bemutatni a Cre kazettat felépité genetikai elemek

tulajdonsagait és kivalasztasi szempontjait.

e Pcwmy-2xTetO;, promoter
A Cre rekombinazt kddold kazetta meghajtdsahoz az eukaridta expresszios vektorok
korében gyakran hasznalatos, az egyik legerdsebb promotert valasztottuk, amely a humén

citomegalovirusbol (CMV) szarmazik [86]. A Cre kazetta expresszidjanak szigoru
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szabalyozasa rendkiviil fontos, mivel ha a rendszer ,,szivarog”, azaz a Cre rendelkezik némi
hattéraktivitassal, akkor kivaghatja a loxP helyek kozott elhelyezkedd exogén dUTPézokat,
ami az endogén KO utan, letalis fenotipust is eredményezhet. Tovabba a megfigyelések
szerint az aktiv Cre enzim toxikus hatasu volt néhany esetben [99, 100], igy sziikséges lehet a
Cre rekombinaz expresszids szintjének tovabbi moduladlasa. Ezen okokbol kiindulva egy
tetraciklin reguldlhatd rendszert terveztiink, amely lehetdvé teszi a Cre rekombindz
expresszidjanak teljes gatlasat sziikség esetén. Az un. Tet-On rendszer az E. coli-bol
szarmazd TetR-t (tetraciklin represszor) hasznalja ki, amely a DNS TetO operator
szekvenciajahoz képes kapcsolodni és meggatolni a mogotte cisz helyzetben 1évo gén atirasat.
A Tet-On rendszerben ismétlodd TetO szekvencidkat helyeztek egy CMV promoter moge és
az atirando gén elé, igy kialakitvan a TRE (tetraciklinre reagald elem) szekvenciat. Ha
tetraciklin antibiotikumot adunk a rendszerhez, az a TetR-hez kot, igy a represszor nem tud a

DNS-hez kapcsolodni, tehat megindulhat a transzkripcio (17. abra).

+ tetraciklinl

TetR | TetR
Transzkripcio A A >
17. abra

Tetraciklin indukalta expresszios rendszer

Két homodimer TetR represszor kapcsolodik a TetO; operator szekvencidhoz meggatolva a
transzkripcid inicidcidjat. Tetraciklin (Tet) hatdsara azonban a TetR elengedi az operatort, ami
derepresszalja a promotert és megindul a génatiras.

e ERT2-iCre-ERT2 (roviden CRE2ERT?2)

Az un. homing endonukleazok in vivo is képesek specifikus moédon modositani a
célszervezet genomialis DNS-sét. Ellentétben a bakterialis restrikcidos enzimekkel, ezek
hosszi (14-44 nukleotidos) DNS-szakaszokat ismernek fel, és nagyon specifikus
folyamatokban jatszanak szerepet. A Cre DNS-rekombinaz (P1 bakteriofag helyspecifikus

rekombinaz enzime (18. abra)) meghatarozott DNS-szekvencidhoz, a loxP hely (pallindrom-
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crer

ki, rekombindlja vagy forditja meg. A Cre enzim expresszidjanak idoézitésével, a loxP-

szekvenciaval , korbevett” gének a kivant idészakban kivaghatok.

5'- ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT -3' . ~
3'-TATTGAAGCATAT TACATACG ATATGCTTCAATA -5' \ = 7’? L&Y & \

Guo et al Nature 389: 40 (1997) pdb accession: 3¢c29

18. abra
A P1 bakteriofag helyspecifikus Cre rekombinaz enzime

A Cre rekombinaz tetramerizaciora képes sajat DNS-ligaz aktivitasa révén.

A CRE2ERT?2 rendszer a Cre enzim tamoxifen altal szabalyozhaté forméja, melynek
szinte nem detektalhato a hattéraktivitasa, ugyanakkor in vivo nagyon magas hatékonysaggal
indukéalhat6. A fehérje a human 6sztrogén receptor modositott ligandum-koté doménjének és
human kodon optimalizalt Cre (iCRE) szekvenciabdl és a human 6sztrogén (ER) receptor két
modositott ligandum-ko6té doménjébdl (ERT2) all. A modositott ERT domén nem képes kelld
hatékonysaggal kotni az Osztrogént, csak annak természetes koriilmények kozott nem
fellelheté formajat, a 4-hidroxitamoxifent (4-OHT). A fGzi6 megakadalyozza az enzimet
endonukledz hatasanak kifejtésében, mivel elvalasztja szubsztratjatol, azaz a két ERT domén
a fehérjét kint tartja a citoplazmaban (Hsp70 fehérjékhez kapcsolja a Cre rekombinazt). 4-
OHT kezelés hatasara a citoplazmas kipanyvazas megsziinik az ERT doménekben lejatszodo
konformdcio valtozas kovetkeztében, igy a Cre rekombinaz képes bejutni a sejtmagba, ahol

kapcsolodik a DNS-hez és beinditja a loxP rekombinaciot (19. abra) [102, 103].
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inaktiv Cre-6sztrogén
receptor fuzios fehérje

citoplazma

sejtmag

Menekité
kazetta

@ aktiv CRE2ERT2

B>

Tamoxifen indukalhaté Cre rekombinaz dsztrogén-receptor fuzios fehérje

19. abra

A tamoxifen hatasara a Cre-rekombinaz 6sztrogén-receptor fizi6 felbomlik, az aktiv Cre bejut
a sejtmagba és képes kivagni a loxP helyek kozott 1évo menekitd kazettankat.

¢ BGH pA poliadenilacios szignal
A Cre rekombinazt kédold gén utan a szarvasmarha novekedési hormon (BGH)
poliadenilacios szignaljat tettiik be, amely kijeloli a fehérje expresszid végét az eukariota

MRNS-en, és biztositja annak megfeleld tovabbi processzalasat.

e SV40 promoter
A hygromycin rezisztencia gént meghajtd promoternek a majom virus 40 (SV40)
poliomavirusbol szarmazo promotert valasztottuk ki, amely a CMV-nél valamelyest

alacsonyabb expressziot biztosit [86].

e hygromycin rezisztencia gén
Az integracids esemény utan elengedhetetlen feladat a pozitiv sejtek minél gyorsabb és
hatékonyabb kivalogatasa. A Cre rekombinazt expresszalo sejtek szelekcidjdhoz hygromycin
B antibiotikum rezisztencia gént terveztiink a Cre kazettara. A hygromycin B antibiotikumot a
Streptomyces hygroscopicus termeli. Ez az aminoglikozid termék képes elpusztitani

baktériumokat, gombakat és eukariota sejteket egyarant, a fehérjeszintézisiik gatlasaval [104].

e SV40 pA poliadenilacios szignal
A hygromycin rezisztencia géntranszkripcid termindcidjanak aktivalasahoz az SV40

poliadenilacids szignaljat valasztottuk [105].
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4. Anyagok és modszerek
41. Azemlos HCT116 és HCT116+Chr3 sejtek bemutatasa

4.1.1. Emlés HCT116 és HCT116 +Chr3 sejtek fenntartisa és az MMR-

deficiencia ellendrzése

Az altalunk hasznalt HCT116 sejtvonal egy hibaspar javitas (MMR) deficiens
sejtvonal, mivel biallélikusan hianyzik beléle a hMLHI1 nevii fehérjét kodold gén, mert
harmas kromoszomajanak egy részletét elvesztette. A HCT116 human vastagbélrak eredetl,
jol kezelhetd sejtvonal, melybdl szdmos izogén sejtvonal elérhet6. Aktiv hibaspar
javitorendszerrel rendelkez6 sejtvonal az an. HCT116+Chr3 (MMR-proficiens), melyet egy
plusz 3-as kromoszoma beiiltetésével hoztak létre fibroblaszt sejtvonal segitségével [106,
107]. Az MMR-deficiens HCT116 sejtvonalban a hibasparok kijavitasa a baziskivagd javito
mechanizmus (BER) elemeire harul.

A sejteket szérumos (10 % fetal bovine serum (FBS)) médiumban (McCoy’s 5A)
tartottuk, 50 ug/ml penicillinnel és 50 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitve; 37 °C-on, 5 %-0s
CO, tartalom mellett termosztilva. A HCT116+Chr3 vonal esetén 400 pg/ml G418
antibiotikummal biztositottuk az utoélagosan viszaépitett harmas kromoszéma fentartasat.

A Kkisérletekhez hasznalt HCT116 (MMR-deficiens) és HCT116+Chr3 (MMR-
proficiens) sejtvonalak stabil fenntartdsa mellett, meg kellett bizonyosodnunk arrdl, hogy
valoban rendelkeznek-e aktiv hibaspar javitorendszerrel. Immuncitokémia és konfokalis
mikroszkopia segitségével vizsgaltuk meg, hogy a HCT116 sejttipusok expresszalnak-e
hMLH1 fehérjét.

A sejteket 24 lyukt plétre, oOralivegekre tettiik ki, majd 24 ora elteltével 4 %-0s
paraformaldehiddel (PFA PBS-ben, pH=7.4) fixaltuk Oket, mely a fehérjék kozott
keresztkotéseket létesitve befagyasztotta valamennyi sejtbeli folyamatot. 10 perces fixalas
utan izotonias foszfat pufferrel (PBS) mostuk a mintakat, és 0,1 %-0s Triton-X 100-zal
permeabilizaltuk a sejtmembrant a késdbbi immunfestéshez, majd 2 oras blokkolas
kovetkezett. A blokkold oldat dsszetétele: 5 % szérum (fetal goat serum (FGS)), 2 % BSA
(albumin-bovine serum). A blokkolas célja, hogy a sejtben fehérje megkotésére alkalmas
helyek, mind telitve legyenek a kisérlet szempontjabdl valamilyen inert fehérjével, hogy ezen
helyek késobb ne ellenanyagot kossenek meg.

Ezutan a hMLH1 fehérjére specifikus elsddleges ellenanyagban (blokkold oldatban
kihigitva, 1:400, Abcam) 2 éran keresztiil razodtak a sejtek, majd mosasi 1épések kovetkeztek,
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hogy eltavolitsuk a nem kot6d6 ellenanyagot. Egyszer PBS-ben, 10 percig PBTA-ban (1 %
BSA, 0,05 % Triton-X 100, 0,02 % NaN3, PBS-ben), majd ujra PBS-ben 15 percig mostuk a
mintakat. A blokkoldban kihigitott masodlagos ellenanyagban (1:1000, anti-egér Alexa 633,
Molecular Probes) 1 o6ran keresztiil, sotétben razodtak a sejtek. PBS-sel torténé mosas (2x 10
perc) utan DAPI festékkel (1 pg/ml) megfestettiik a DNS-t tartalmazo sejtmagot. Végiil a
mintdkat FluorSave (Calbiochem) beédgyazoval fedtilk és konfokalis mikroszkoppal
hasonlitottuk 0ssze. Munkankhoz az alabbi képen lathatd Zeiss 710-es lézerszkenneld

mikroszkopot (LSCM) hasznaltuk (20. abra).

20. abra
Zeiss LSCM 710-es l1ézeres szkennelé mikroszkop

A konfokalis mikroszkopia szamos rendkiviili lehetdséget kinal a konvencionalis
fluoreszcens mikroszkdpian feliil. E16nyds tulajdonsaga, hogy kvazi pontszerii gerjesztéssel
dolgozik, valamint, hogy a fokuszon kiviilrél érkezd fénysugarakat képes kikiiszobolni.

4.1.2. A ZFN-ek dUTPaz felismeréhelyének és az AAVS1 hely ellendrzése
PCR-rel

Az endogén dUTPaz kititéséhez hasznalt ZFN-ek altal felismert régid intaktsaganak
ellenérzése elengedhetetlen a sikeres ZFN hasitashoz. A HCT116 és HCT116+Chr3
sejtvonalak  15-6s kromoszémajan 1évé ZFN dUTPaz felismerShelyet polimeraz
lancreakcioval (PCR-rel) vizsgaltuk meg. A reakciohoz elészor genomi DNS-t nyertiink ki a
sejtekb6l MasterPure™ DNA Purification Kit (Epicentre Biotechnologies) segitségével. A
reakciohoz a Finnzymes nagy pontossdggal miikodé Phusion Hot Start DNS polimerazat és
Phusion High Fidelity pufferét, valamint a Fermentas cég 0,2 mM dNTP mix nukleotid
keverékét hasznaltuk. A primereket 0,25 pM-os koncentracidban adtuk az 100 pl-es
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reakcidelegyhez, amely 600 ng DNS templatot tartalmazott. A kovetkezd primereket
(Eurofins Operon MWG) hasznaltuk:

Forward primer: 5°- GCCTTTCTGCCCTTTCACGCTG -3
Reverz primer: 5°- AGGAGGGCGTCACAGCTCCATTG -3’

A loxP-felismeréhelyekkel koriilvett menekité genetikai elemet és az indukalhaté Cre
rekombinazt, helyspecifikusan, szintén cink-ujj nukleazokkal kivanjuk a sejtek genomjaba
integralni, azok AAVSI lokuszéba, a 19-es kromoszomaba. A sikeres integraldshoz meg
kellett gy6zO0dniink a ZFN-ek altal felismert AAVS1 genomi régio intakt mivoltardl is. A
PCR-et MyTaq polimerazzal raktuk Ossze, a kovetkez6 primerekkel (Eurofins Operon
MWG):

Forward primer: 5’- GCCACCTCTCCATCCTCTTG - 3’

Reverz primer: 5°’- ACACCTAGGACGCACCATTC - 3’

4.2. Azindukalhaté Cre rekombinazt expresszalo kazetta klonozasa

A tamoxifen indukalhat6 CMV-Cre2ERT2 kazettat egy megfelel6 homoldgia karokkal
rendelkezd integrald vektorba (Donor vektor) kloénoztuk ugy, hogy a promoterét kdzben
lecseréltiik egy Tet represszalhato CMV promoterre. Eldszor a tetraciklin reguldlhaté CMV
promotert kellett &temelniink a pcDNA4-TO-MycHisA plazmidbol a pZDonor vektorba, majd
a létrehozott CMVyer-pZDonor konstrukcioba klonoztuk a Cre rekombindz génjét a
pcDNAS3.1-CRE2ERT2-Hygroi plazmidbdl (hygromycin szelekcids lehetéséggel), melyet
Jean-Paul Herman professzortol kaptunk [102]. A kovetkezokben szeretném ismertetni a

klénozasok egyes 1épéseit.

4.2.1. Tetraciklin regulalhato promoter klonozdsa a Donor vektorba

42.11. Az inszert felszaporitiasa polimeraz lancreakcioval (PCR) és ellenorzése agaréz

gélelektroforézissel

A CMV+gr promotert a pcDNA4-TO-MycHisA plazmidrdl polimeraz lancreakcioval
(PCR) szaporitottuk fel. A reakciohoz Phusion Hot Start DNS polimerazt, Phusion High
Fidelity puffert, 0,2 mM mennyiségii ANTP keverékét és 55 ng DNS templatot hasznaltunk
100 pl-es reakciovégtérfogatban. A restrikcios hasitohelyeket hordozd primereket gy

terveztiik meg, hogy 25-30 nukleotid hosszuak legyenek, és a hasitohelyek a génben kitapadd
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rész (alabbi primereken z6lddel jelolve) utan kovetkezzenek. A PCR-hez az alabbi primereket

(Eurofins Operon MWG) hasznaltuk 0,25 pM-os koncentracidban:

Forward primer: 5°- ACT AAGCTT -3’
H_J
HindllI
Reverz primer: 5°- GAATTC TTGG-3’
H_J
EcoRI-HF

A reakciot Applied Biosystems Gene AMP 2700 tipusi PCR késziilékben végeztiik.

Agaréz  gélelektroforézissel  ellendriztik, hogy  keletkeztek-e = megfeleld
molekulaméreti PCR termékek. Az agar6z gélelektroforézis a DNS fragmensek
elvalasztasara, identifikalasara és tisztitasara altalanosan elterjedt modszer. Az elektroforézis
soran a molekulakat elektromos térben futtatjuk, melynek hatasara toltésiiknek, méretiiknek és
konformaciojuknak megfeleléen vélnak szét. A DNS a foszfat csoportok miatt negativ
toltéssel rendelkezik, igy a pozitiv polus felé vandorol.

Az alkalmazott 0,75 %-os agardz gél Osszetétele: 0,15 g agar6z TAE pufferben (40
mM Tris-acetat, 0,001 M EDTA, pH=8.0) melegitéssel feloldva. A gélt GelRed (Biotium)
festékkel festettilk meg, mely interkalalodik a DNS szalai kozé és UV megvilagitasra a lathato
tartomanyba emittdl. A DNS savok molekulamérete a kiilonb6z6 ismert molekulatomegii
DNS fragmensek keverékeét tartalmazd DNS 1étra (Fermentas) segitségével hatarozhatdo meg.
A nagyobb molekuldk lassabban, a kisebbek gyorsabban haladnak az agar6z gélben a 100 V-

os futtato fesziiltség mellett.

42.12. Restrikcios emésztés és ligalas

A PCR reakcioval felszaporitott DNS terméket gélextrakcioval kipucoltuk, hogy
megszabaduljunk a PCR sordn megmaradt nukleotidoktol, primerektdl, polimeraztol, soktol.
A felszaporitott CMV1gr prométert kodolé DNS szakaszokat és a haszndlni kivant
pZDonor expresszios vektort Hindlll és EcCORI-HF (New England Biolabs (NEB)) restrikcios
endonukleazokkal kezeltiik. A reakciohoz a NEB 2-es pufferét hasznaltuk. Az enzimekkel 10
oran keresztiil, 37 °C-on emésztettiik az Osszes inszertet és a célvektort (3 pg pZDonor
vektor) 50-50 pl végtérfogatban, majd 20 perces hdinaktivacio kovetkezett 65 °C-on.
Az inszert DNS fragmentumok végérdl levagott rovid oligonukleotidoktol a Qiagen
PCR Cleanup Kit segitségével szabadultunk meg (a gyarto utasitasait kovetve). A cirkularis,
emésztetlen vektorokat agardz gélelektroforézissel valasztottuk el a linearizalt, emésztett
plazmidoktol. A megfeleld gélsavokat kivagtuk és QIAquick Gel Extraction Kit-tel (Qiagen)
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tisztitottuk a gyart6 Utmutatasa szerint. Az ilyen médon eldallitott plazmid és inszert DNS
fragmentumok egymassal kompatibilis ragadds véggel rendelkeztek. A pucolt DNS mintékat -
80°C-on taroltuk az emésztett DNS végek instabilitdsa miatt. Az emésztett és pucolt inszertek
¢€s vektor integritasat agardz gélelektroforézissel ellendriztiik ligalas elott.

Mivel a két hasitohely nagyon kozel van egymashoz a vektorban, ezért lehetséges,
hogy csak az egyik enzim emésztett, és igy ligalaskor 6nzar6dé vektort kapnank. Emiatt
Arctic Phosphatase (NEB) enzimmel kezeltiik az Gsszes vektort, ami leemészti a DNS 5’
végén 1évo foszfatot, igy megeldzve a vektor dnzarddasat. Az enzim pufferében 35 percig
inkubaltuk a vektort 37 °C-on, majd 5 percig 65 °C-on hdinaktivaltuk. Ezutin PCR Cleanup
Kit segitségével ujta megtisztitottuk, hogy biztosan ne maradjon aktiv enzim.

Az inszertet T4 DNS ligazzal (NEB) integraltuk a pZDonor plazmidba. A vektort a
hozza képest feleslegben 1év6 inszerttel (legalabb hatszoros molaris feleslegben alkalmazva)
egyiitt 6t percig 70 °C-on eldinkubaltuk, majd két percre 0 °C-ra hiitéttiik, hogy garantaljuk a
kompatibilis ragados végek helyes Osszetapadasat, ezt kovette a ligaz puffer és a ligaz
bemérése. A ligalas 16 oran keresztiil, 16 °C-on zajlott T4 DNS ligaz pufferben 10 pl

végtérfogatban.

42.13. Kompetens sejtek eléallitasa és transzformacioé

XL1-Blue kompetens sejteket hasznaltunk a plazmidligitumok felszaporitasara.
El6szor kémiai transzformalashoz kompetenssé kellett tenni a sejteket, hogy a baktériumok
alkalmasak legyenek hatékony plazmid felvételre.

E. coli XL1-Blue overnight (16 o6ran at) 37 °C-on novesztett elékultirabol indultunk
ki, amely 12,5 pg/ml tetraciklin antibiotikumot tartalmazott. A sejtkulturat 50 ml Luria-
Bertani (LB) tapoldatban (10 g tripton, 5 g élesztdkivonat, 10 g NaCl, pH=7.0) szaporitottuk
tovabb  tetraciklin  jelenlétében  Agp=0,4-es optikai denzitds eléréséig, melyet
spektrofotométerrel kovettem 600 nm-es hullamhosszon. Az inkubéaci6 utan 4 °C-on 1380 g-
vel 20 percig centrifugaltuk a sejteket. A feliiliszo ledntése utan a sejtcsapadékot 10 ml TFB
I. oldattal (100 mM RbCI, 50 mM MnCl, 30 mM K-acetat, 10 mM CaCly, 15 % glicerin,
pH=5.8) visszaszuszpendaltuk, a szuszpenzidt 35 percig allni hagytuk jégen, majd Gjra
lecentrifugaltuk. Ezutan a sejtcsapadékot 1 ml TFB II. oldattal (10 mM MOPS, 10 mM RbClI,
75 mM CaCl,, 15 % glicerin, pH=6.8) felszuszpendaltuk és 30 percig jégen allni hagytuk.

A transzformalast 100 pl kompetens sejttel végeztiik, 14,23 mM B-merkaptoetanolt

adtunk hozza és 5 percig jégen allni hagytuk. Ezutan hozzaadtunk 10 pl-t a transzformalni
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kivant ligaz reakcioelegybdl és 30 percig jégen hagytuk. Hosokkot alkalmazva (1,5 perc 42
°C, majd 1,5 perc 0 °C) értiik el, hogy a kompetenssé valt baktériumok sejtfalaban
bekovetkezett szerkezeti €s permeabilitasi valtozasok kovetkeztében a sejtek ténylegesen
felvegyék a DNS-t. A hésokk utan 200 pl friss antibiotikum mentes LB-t adtunk a baktérium
szuszpenzidhoz ¢és 37 °C-on egy oOran keresztiil inkubaltuk. A sejteket megfeleld
antibiotikumot (XL1-Blue tetraciklin, pZDonor karbenicillin rezisztenciat biztosit) tartalmazo
plétre szélesztettiik, hogy csak a plazmiddal transzformalt sejtek ndjenek ki a szilard

taptalajon.

42.14. Tesztemésztés a CMVrer-pZDonor koléniakon

A klonozas sikerességérdl a kolonidk tesztemésztésével ¢és szekvenaldssal
bizonyosodtunk meg. Harom koloniabdl overnight el6kultirat készitettiink 5 ml LB-ben, majd
a plazmidot Qiagen MiniPrep Kit segitségével tisztitottuk meg, és restrikcidos enzimekkel
megemésztettiik. A reakcio soran Hindlll, illetve EcoRI-HF enzimekkel 10 6ran keresztiil, 37
°C-on emésztettik a termékeket (1,2 pg) 50-50 upl végtérfogatban, majd 20 perces
héinaktivacio kovetkezett 65 °C-on a cég 2-es pufferében. A restrikcids emésztést agardz
gélen ellendriztiik, mely szerint az egyik klon (1-es szamu) esetében sikeresnek bizonyult a
klonozas. A mintat szekvenalasra kiildtiik, és a szekvenalds eredménye alapjan a korrekt

szekvenciat tartalmazo plazmidot (CMVgr-pZDonor) hasznaltuk a tovabbi klonozashoz.

4.2.2. A CRE2ERT? szekvencia beemelése a CMVyer-pZDonor-ba

42.2.1. A CMVrer-pZDonor vektor és a CRE2ZERT?2 inszert restrikcios emésztése

A Cre rekombinazt és a hygromicin rezisztenciadt kodold szekvencia beillesztése a
megfeleld promotert tartalmazd Donor vektorba nem PCR-rel tortént, hanem csupan
restrikciés endonukledz emésztéseket alkalmaztunk (,,copy-paste” moddszer). Az inszert
pcDNA3.1-CRE2ERT2-Hygroi plazmidot (4 pg) Sall-HF (NEB) enzimmel emésztettiik meg
10 oran at, 37 °C-os hémérsékleten, NEB 4-es pufferben, 50 pl-es végtérfogatban. A
CMVer-pZDonor vektort Sall enzimmel nem emészthettiik meg, mert a regulalhatdé promoter
tartalmazott egy ilyen restrikcids hasitohelyet. Ehelyett Xhol (NEB) endonukleazzal
inkubaltuk a vektort (2 pug). Mivel az Xhol kompatibilis végeket képez a Sall hellyel, és igy

Ossze lehet ligdlni a két kiilonb6zd enzimmel emésztett DNS fragmenseket. A reakciohoz a
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NEB 4-es pufferét hasznaltuk, és az elegyhez bovine-albumin szérumot (BSA) (1 mg/ml) is
adtunk. Mindkét enzim inaktivalasa 20 perc alatt 65 °C-on tortént meg.

4.2.2.2.  Ligalas és transzformalas

Az egyszeres restrikcidos emésztés utan agardz gélen megfuttattuk a mintékat, a
megfeleld gélsavokat kivagtuk és QIAquick Gel Extraction Kit-tel tisztitottuk a gyartd
utmutatasa szerint. Az ilyen modon elddllitott plazmid és inszert DNS fragmentumok
egymassal kompatibilis ragados véggel rendelkeztek. Az emésztett, pucolt inszert ¢és vektor
integritasat agardz gélelektroforézissel ellendriztiik ligalas elott.

Az inszertet Arctic Phosphatase (NEB) enzimmel kezeltiik, ami leemészti a DNS 5’
végén 1évo foszfatot, igy megeldzve az Onzarddast. Az enzim pufferében 1 6ran keresztiil
inkubaltuk a vektort 37 °C-on, majd 10 percig 65 °C-on héinaktivaltuk. Ezutan QIAquick Gel
Extraction Kit-tel gélbél kipucoltuk, hogy biztosan ne maradjon aktiv enzim.

Az inszertet T4 DNS ligazzal (NEB) integraltuk a CMVgr-pZDonor plazmidba. A
ligalas 100 ng inszerttel és 100 ng vektorral (a hasonld aranyokat az inszert és vektor kozel
azonos mérete indokolta), 16 6ran keresztiil, 16 °C-on zajlott T4 DNS ligaz pufferben 20 pul
végtérfogatban. A plazmidligatum teljes térfogatat XL1-Blue kompetens sejtekbe
transzformaltuk a mar ismertetett protokoll szerint, 6t kolonia nétt fel az antibiotikumot

tartalmazo pléten.

42.23. A koloniak tesztelése kolonia PCR-rel és restrikcios emésztéssel

A klonozas sikerességérol kolonia PCR-teszteléssel, restrikcios emésztéssel és
szekvenalassal bizonyosodtunk meg, mivel ezzel a moédszerrel két eltérd orientdcidoban is
beépiilhet az inszert, amibdl nekiink csak az egyik megfelel. A PCR reakcioelegy forward és
reverz primereket (0,2 uM), MyTaq Red mixet (Sigma) és nukleazmentes vizet tartalmazott,
amibe belekevertiik az adott kolonidhoz érintett pipettahegy végét. A forward primert a CMV
promoter szekvencidra, mig a reverz primert a Cre szekvencidra terveztik. Mivel a
CRE2ERT2 két orientacioban is beépiilhet a CMVrer-pZDonor-ba, két reverz primert

terveztiink, amibol kovetkeztethetiink az orientaciora.

Forward primer: 5°- CATCAATGGGCGTGGATAG -3’
Reverz primer: 5°- CATCTTCCAGGTGTGTTCAG - 3’ (megfeleld iranyt beépiilés)
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5’- TCGATGAGCTGATGCTTTG - 3’ (forditott irdnyl beépiilés)

Tobb koloniabol overnight eldkultarat készitettiink 5 ml LB-ben, majd a plazmidokat
Qiagen MiniPrep Kit segitségével tisztitottuk meg, és restrikcids enzimekkel megemésztettiik.
Ndel vagy Notl-HF enzimekkel 1 oran keresztiil, 37 °C-on emésztettiik a plazmidokat (0,4
pg) 20-20 ul végtérfogatban, majd 20 perces hdinaktivacié kovetkezett 65 °C-on a cég 4-es
pufferében.

A koldénia PCR ¢s a restrikcios emésztés eredményeit agardz gélen ellendriztiik és az
igéretes klonokat szekvenaldsra kiildtilk. A szekvenalds eredménye alapjan a korrekt
szekvenciat tartalmazo plazmidot (CMV+1er-CRE2ERT2-pZDonor) hasznaltuk a tovabbi
kisérletekhez.

4.3. CMV+1e-CRE2ERT2-pzDonor konstrukei6 tesztelése sejtekben

4.3.1. Tranziens transzfekcioval

A 1étrehozott CMV1er-CRE2ERT2-pzDonor konstrukciét az emléds HCT116 sejtekbe
transzfektaltuk, hogy megvizsgaljuk expresszalodik-e a kazetta, és tamoxifen hatasara hogyan
valtozik a Cre rekombindz intracellullaris lokalizacidja. A transzfekcidt 24 lyuku pléten,
orativegeken kiviteleztiik 500 pl-nyi tapoldatban. A megfeleld szamt sejtet (70 %-0s
konfluencia) a transzfekciot megel6z6 napon raktuk ki az oraiiveggel ellatott plétekbe. A
transzfekciot ExtremeGene-HP transzfekcids reagenssel (Roche) végeztik a gyartd altal
javasolt protokollt kovetve (maximum 600 ng DNS-t hasznalva lyukanként).

A sejteken 24 ora elteltével tapot cseréltiink, és 4-hidroxitamoxifennel (4-OHT)
kezeltiik oket 100 nM-os koncentracioban, 2,5 oran keresztiil. Ezutan 4 9%-0s
paraformaldehiddel (PFA PBS-ben, pH=7.4) fixaltuk 6ket 10 percig, utana izotonias foszfat
pufferrel (PBS) mostuk a mintakat, és 0,1 %-0S Triton-X 100-zal permeabilizaltuk a
sejtmembrant a késébbi magfestéshez, majd 2 oras blokkolas kovetkezett. A blokkold oldat
Osszetétele megegyezett a hMLH1 festésnél ismertetett oldattal. Ezutdn a Cre rekombinaz
fehérjére specifikus, egér, monoklonalis (Millipore) elsédleges ellenanyagban (blokkold
oldatban kihigitva, 1:2000) 2 oran keresztiil razodtak a sejtek, majd mosasi 1épések
kovetkeztek. Egyszer PBS-ben, 10 percig PBTA-ban, majd ujra PBS-ben 15 percig mostuk a
mintakat. A blokkoloban kihigitott masodlagos ellenanyagban (1:1000, anti-egér Alexa 488,
Molecular Probes) 1 oran keresztiil, sotétben razodtak a sejtek. PBS-sel torténé mosas utan

DAPI festekkel (1 pg/ml) megfestettik a DNS-t tartalmazd sejtmagot. A feddlemez
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targylemezre vald ragasztasdhoz FluorSave beagyazdszert (Calbiochem) hasznaltunk. A

mintakat konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

4.3.2. Funkcionadlis tesztelés |0XP-GFP-10xP Ko-transzfekcioval

Emlés HCT116 sejteket tranziensen ko-transzfektaltunk a CMV1er-CRE2ERT?2-pzDonor
konstrukcionkkal és egy loxP szekvencidkkal korbevett GFP-t (loxP-GFP-loxP) tartalmazé
plazmiddal (amit Szlics David bocsatott rendelkezésiinkre), hogy megvizsgaljuk, az
expresszaloddo Cre rekombindz képes-e betolteni funkcidjat. A tranziens transzfekcidonal
ismertetett koriilményeket és fixalasi eljarast alkalmaztuk, azzal a valtoztatassal, hogy most
200 nM 4-OHT-vel kezeltiikk a ko-transzfektalt sejteket. Kontrollként tamoxifennel nem

kezelt, ko-transzfektalt sejteket is immunfestettiink.

433. A Cre rekombindz represszilhatosdaganak tesztelése TetR — ko-
transzfekcioval

A Cre kazetta expressziojanak szigoru szabalyozasahoz egy tetraciklin regulalhato
rendszert terveztiink Tet represszalhato CMV promoter beépitésével. Ez a rendszer lehetové
teszi a Cre rekombindz expresszidjanak teljes gatlasat, amennyiben az esetleges Cre
hattéraktivitast el kell nyomni vagy a magas szintli Cre expresszid toxikusnak bizonyul a
sejtek szdmara. Tranziensen ko-transzfektdltunk HCT116 sejteket a CMV1er-CRE2ERT2-
pzDonor konstrukcionkkal ¢€s TetR represszort expresszalo vektorral (pcDNAG6/TR,
Invitrogen), hogy megvizsgalhassuk, miikodik-e a tetraciklin regulalhatd represszid exogén
TetR forrasbol. A ko-transzfekcio utan 1 pg/ml tetraciklinnel kezeltiik a sejteket 24 h-ig,
amely megkoti a represszort €s atirodhat a Cre kazetta (a kontroll sejtekhez nem lett
tetraciklin adva). A tetraciklines derepresszi6 utan 200 nM 4-OHT-vel is kezeltiik a sejteket,

melynek hatasara a Cre rekombinaz a sejtmagba dramlik.

4.4. A dUTPazokat kodolé menekité kazetta tesztelése

Egy olyan menekitd kazettat terveztiink, mely a dUTPaz sejtmagi és mitokondridlis
izoforméjanak expresszidjat egyarant exogén modon biztositja, és egy fluoreszcens fehérje
markert is hordoz a konstrukcio detektalasahoz. A tervezett koriilbeliil 3900 bazispar hosszu

menekitd kazettdt (AAVSI1 inszert) pBluescript SK(+) szubklonozé vektorban kaptuk meg a
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Genscript cégtdl. A menekitd kazettat Xhol €s Notl restrikcidos endonukledzokkal emeltiik at
megegyezik a korabban ismertetett klonozasi munkdinkndl leirtakkal). Miutan
meggyozodtiink a klonozas sikerérél PCR-rel és szekvenalassal, megkezdhettiik az AAVSI1-

pZDonor menekito konstrukcio tesztelését €16 sejteken.

44.1. Az exogén dUTPazok expressziojanak és lokalizacidjanak vizsgdlata

tranziens transzgfekcioval

A menekit6 AAVSI-pZDonor konstrukcidéval tranziensen transzfektaltunk HCT116
sejteket, hogy megvizsgéljuk a kazetta transzfekcids hatékonysagat és expresszidjat, majd a
dUTPazok lokalizaciojat. A menekitd kazetta destabilizalt mWasabi fluoreszcens riporter
fehérjét kodol, ami lehetévé teszi a kazetta integralédasanak és expressziojanak gyors
ismertett modon tortént. A sejtmagot DAPI festéssel tettiik lathatova.

Az exogén dUTPazokat immunfestéssel tettilk lathatova. A sejtmagba lokalizal6do
exogén dUTPaz (NdUTPaz) detektalasahoz AU1 epitép tag-et, a mitokondrialis izoforma
(MdUTP4z) VS epitop tag-et iktattunk be a fehérjék C-terminalisara, hogy a dUTPazok
kifejezddését kiilon-kiilon detektalhassuk. A Cre rekombindz immunfestésénél ismertetett
eljarast alkalmaztuk, csak az ellenanyagok kiilonboztek. Elsddleges -ellenanyagként
monoklonalis egér anti-V5 (blokkol6 oldatban kihigitva, 1:1000) és nyul anti-AU1 (1:500,
NovusBio) ellenanyagot hasznaltunk. Az alkalmazott masodlagos ellenanyagok pedig a
kovetkez6 voltak: anti-egér Alexa 546 (1:1000) és anti-nyal Alexa 633 (1:1000) (Molecular
Probes). A sejtmagot DAPI-val festettiik meg.

4.4.2. A destabilizalt Wasabi fluoreszcens riporter fehérje féléletidejének

tesztelese

Egy olyan fluoreszcens riporter fehérjét terveztink a menekitd kazettdra, amelynek
expresszioja detektalhatd, ugyanakkor a riporter fehérje szintje gyorsan lecsokken a sejtben,
amikor a menekité kazettat kiiitjiik. Ehhez egy destabilizald szekvenciat (PEST szekvencia)
terveztiink az mWasabi C-termindlisara, amely a fluoreszcens fehérje féléletidejét jelentdsen

lecsokkenti. Az eldkisérletek soran meg szerettiik volna vizsgalni, hogy a fluoreszcens

49



mWasabi fehérje valdban destabilizalt, azaz alacsony féléletidével rendelkezik-e. Ehhez
HCT116 sejteket transzfektaltunk az AAVSI1-pZDonor menekitd vektorunkkal, ¢&s
megvizsgaltuk a Wasabi expresszios szintjének valtozasat cikloheximid kezelés hatasara. A
cikloheximid az eukaridta fehérjeszintézis (elongacio) gatlasdval miikodd antibiotikum,
melyet a Streptomyces griseus baktérium termel. A sejtek transzfekcidja utan 21 oraval 100
pg/ml cikloheximiddel kezeltiik a sejteket 2, 4, illetve 5 oran keresztiil. Ezutan fixaltuk a

mintakat, és konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk meg az mWasabi-DR expresszidjat.

4.5. A menekité rendszer sejtbe juttatasanak tesztelése nukleofektalassal

Az integraland6 exogén dUTPazokat (AAVS1-pZDonor), illetve a Cre rekombinazt
(CMV+1er-CRE2ERT2-pzDonor) koédold szakaszok plazmidon, mig az AAVSI specifikus
ZFN-ek mRNS formaban 4lltak a rendelkezésiinkre. Egyidejii sejtbe juttatasukat
nukleofektalassal kiséreltik meg, mely egy klasszikus kémiai transzfekcion és
elektroporacion alapuld, kombinalt transzfekcids modszer.

Az alkalmazott Amaxa-Nukleofektor technologia (Lonza, http://bio.lonza.com/cell-
biology/transfection/technology/) egy igen hatékony (nem-viralis génbejuttatason alapuld)
modszer primer sejtek €s nehezen transzfektalhatd sejtek esetén, mely 6tvozi a kémiai
transzfekciot az elektroporacioval [108]. Képes a szubsztratokat akar kozvetleniil a sejtmagba
vagy a citoplazmaba juttatni, igy nem fligg a sejtek osztodasatol a transzfekcid sikere. Az
optimalis nukleofektalasi koriilmények a sejt tipusatol, és a bejuttatandd anyag mivoltatol
fiiggenek. Kisérleteinkhez a 21. abran lathaté 4D-Nucleofector™ System (Lonza) késziiléket

hasznaltuk.

21. abra

A tervezett génkonstrukciok és a ZFN mRNS-ek
sejtbe juttatasahoz hasznalt 4D-Nucleofector™
System (Lonza)
(http://www.lonza.com/products-services/bio-
research/transfection/nucleofector-devices/4d-

nucleofector-system.aspx)
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45.1. HCTI116 és HCTI16+Chr3 sejtek transzfekcioja a nukleofektor

technologia optimalizalasdval

Az 16 kisérletek el6tt meg kellett vizsgdlnunk a HCT116 és HCT116+Chr3 sejtek
transzfektalhatosagat nukleoporalassal, beéllitva az optimalis nukleofektalasi koriillményeket.
Elészor pDsRed kontroll plazmiddal nukleoporaltuk a sejteket harom, kiilonb6zo
Nukleofektor (Amaxa) programot kiprobalva.

A transzfekciora szant HCT116 és HCT116+Chr3 sejtkulturanak a kovetkezd
kritériumoknak Kkellett megfelelnie: a passzazsszama legyen kisebb, mint 8 és a konfluenciaja
85% koriili legyen. A sejteket tripszin-EDTA-s kezelés utan centrifugalassal (37 °C, 5 perc,
100 g) 6sszegyljtottiik, Biirker-kamras sejtszamlalassal megszamoltuk és szétosztottuk az egy
transzfekciohoz sziikséges 2 x 10° sejtes adagokra. A sejteket 37 °C-on 5 percig 100 g
fordulatszammal centrifugaltuk, és a feliilliszo alapos eltavolitasa utan 20 ul 96-well
Nucleofector (Amaxa) oldatban vettiik fel. Ehhez adtuk hozza a 400 ng pDsRed vektort, és a
transzfekciot kisméretli Nucleofector kiivettaban (Lonza), a 4D-Nucleofector (Lonza)
késziilék gyarto altal javasolt FP-100-as, EH-100-as és DS-138-as programjaval végeztiik el.
A poralas utan a sejteket 10 percig, szobahémérsékleten inkubaltuk, 1 ml kondicionalt
médiumban mostuk at 12 lyukua plétre, majd 24 ora elteltével médiumot cseréltiink, mellyel
eltavolitottuk az elpusztult sejteket. A transzfekcid hatékonysagat és a sejtek életképességét a

pDsRed kontroll vektorral transzfektalt mintakban fluoreszcens mikroszkoppal ellendriztiik.

4.5.2. DNS és mRNS proba ko-transzfekcio nukleofektdldssal

Miutan kivalasztottuk a legjobbnak bizonyult nukleofektalasi programot (DS-138),
kivancsiak voltunk, hogy a kontroll DNS nukleoporalasa mellett az mRNS ko-transzfekcio is
megfelelé hatékonysaggal miikodik-e, mivel a f6 kisérletekben a ZFN-eket mRNS formajaban
kell a sejtbe juttatnunk az integrald vektorokkal egyetemben. Ennek ellendrzéséhez pDsRed
plazmiddal ¢és EGFP mRNS-sel egyidében nukleopordltunk HCT116 sejteket. A
nukleofektalast az eldzbéekben ismertetett modon végeztiik, de a sejteket 500 ng pDsRed
DNS-t és 200 ng EGFP mRNS-t tartalmazo, 20 pl végtérfogata Nucleofector (Amaxa)
oldatban poraltuk. A pDsRed vektornak RNaz mentesnek kellett lennie, hogy mRNS-sel ko-
transzfektalhassuk, ezért a proteinaz K-val kezelt plazmidpreparaciokat Qiagen Gel

Extraction Kit-tel tisztitottuk tovabb a poralas elott.
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4.5.3. Az indukdlhato menekitd rendszer sejtbe juttatisa nukleoporaldssal

Az kontroll kisérletek utan az integralandé exogén dUTPazokat (AAVS1-pZDonor),
illetve Cre rekombinazt (CMV1er-CRE2ERT2-pzDonor) kédold vektorokat is megkiséreltiik
a HCT116 sejtekbe juttatni. A nukleoporalds menete megegyezett az el6zdekben leirtakkal, de
az eredmények sajnos nem valtottdk be a hozzaflizott reményeket. Szamos koriilményt
kiprobaltunk a sejtek tulélésének javitasara és a nukleoporalasi hatékonysag novelésére, de a
sejteket (1,5 x 10° db) nagy mennyiségii (6,5 pg) DNS-sel poralva sem sikeriilt elfogadhatd
mértékben transzfektalni ezzel az eljarassal. A menekitd kazetta bejutasat az mWasabi-DR
fluoreszcens fehérje detektaldsaval, mig a Cre kazettdt immunfestéssel (a CRE2ERT2

konstrukci6 tesztelésénél ismertetett protokoll szerint) tettiik lathatova.

4.5.4. A menekito rendszer sejthe juttatisa otvozve a hagyomdnyos eljardst a

modern nukleofektor technologiaval

Mivel a menekitd kazettdit és Cre rekombindzt kodold vektorok sejtbe juttatasat
nukleofektalassal csak elenyészd hatékonysaggal tudtuk biztositani, egy 1j modszert kellett
talalnunk azok mRNS-sel t6rténé transzfekcidjahoz. Ugy dontéttiink, hogy a transzfekciot két
Iépésben probaljuk meg: eldszor a hagyomanyos transzfekcids reagenssel bejuttatjuk a
plazmidokat, majd 24 ¢ra elteltével nukleoporaljuk 6ket a ZFN mRNS-sel. A kidolgozott
eljarast pDsRed vektorral és EGFP mRNS-sel is kiprobaltuk.

A HCT116 sejteket 3 ug pDsRed plazmiddal vagy 3 ug CMV+1gr-CRE2ERT2-pzDonor
vektorokkal transzfektaltuk ExtremeGene-HP transzfekcios reagenssel (Roche) (a gyarto altal
javasolt protokollt kovetve), 6 lyukua pléten, 2 ml tapoldatban. 24 ora elteltével kovetkezett a
transzfektalt sejtek nukleofektalasa 200 ng EGFP mRNS-sel 20 pl-ben, a mar bemutatott
protokoll szerint. A sejtek fixalasa utan a Cre kazettat tartalmazo mintakat immunfestettiik (a
CRE2ERT?2 konstrukci6 tesztelésénél ismertetett eljaras szerint) és konfokalis mikroszkoppal

vizsgaltuk meg az ujfajta transzfekcids modszer hatékonysagat.
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4.6. Az indukalhaté menekito rendszer integraliasa az AAVSI1 lokuszba ZFN

mRNS nukleoporalasaval

A 16 kisérletet az altalunk kifejlesztett, kétlépcsds transzfektalasi eljarassal végeztiik
el. Megkiséreltiik az AAVS1-pZDonor és a CMV1er-CRE2ERT2-pzDonor plazmidok sejtbe
juttatasat hagyomanyos kémiai transzfekcioval, majd a ZFN mRNS-t nukleoporaltuk a 4D-
Nucleofector™ System (Lonza) késziilékkel.

Elészor 9,5 pg AAVSI1-pZDonor ¢és 6,5 pg CMVq1er-CRE2ERT2-pzDonor
plazmidokkal transzfektaltuk a HCT116 sejteket, 6 ml tdpoldatban (T25-0s flaskaban), 80-90
%-os konfluencia szint mellett. A transzfekciot nagy tisztasagu, HP Plasmid Miniprep
(Sigma) Kit-tel izolalt plazmidokkal végeztiik. A kémiai transzfektalas és a 24 ora elteltével
alkalmazott nukleofektalas fobb 1épései a korabban ismertetett médon torténtek. A HCT116
sejtkultira 3 x 10° szami sejtjét 0,6 pg/ul ZFN mRNS-sel (Sigma) poraltuk 100 pl-es
végtérfogatban (nagyméretli kiivettaban), a nukleoporator DS-138-as programjaval. Ezutan
szobahdmérsékleten, 2 percig inkubaltuk a mintat és 500 pl meleg tapoldattal pipettaztuk at
egy kis flaskaba, amely 600 pl FBS-t, 1,5 ml kondicionalt és 3,9 ml teljes értékii tapoldatot
tartalmazott. A flaskat 6 o6raig 37 °C-on inkubaltuk, majd 48 oraig 30 °C-on tartottuk, mivel
ezen a homérsékleten a legstabilabb a ZFN fehérje, ezutan keriilt Gjra a 37 °C-0s
termosztatba.

Az elsé ¢les transzfekcio, majd nukleoporalas sikerességét a Cre kazetta és a sejtmagi
dUTPaz (menekitd kazetta) immunfestésével, illetve az mWasabi-DR fluoreszcens fehérje

jelének detektalasaval vizsgaltuk meg konfokalis mikroszkoppal.

4.7. A ZFN aktivitas kimutatasa Cel-1 Assay-vel

Az indukalhat6 menekitd rendszer ZFN-ekkel torténd nukleoporaldsa utan kivancsiak
voltunk, hogy a specifikus ZFN-ek képesek voltak-e elhasitani a DNS kettdsszalat az AAVSI1
l6kusznal. A ZFN aktivitasanak és a mutans klonok jelenlétének kimutatasara szolgal a Cel-1
Assay, melynek 1épéseit a 22. abra mutatja be.

A Cel-1 Assay a ZFN-ek altal érintett genomi DNS régi6 PCR-rel torténd
amplifikacigjaval kezdddik (22. abra, B., C.,). A kisérletet 3 mintdn végeztiikk el: ZFN
MRNS-sel nukleoporalt sejtek genomi DNS-ébdl, az integrald vektorok bejuttatdsa utan
kapott sejtjeink genomi DNS-¢ébdl és egy integracios kontroll (Sigma) genomi DNS-sel is
elvégeztiik, melynek AAVSI1 helyére rovid, 50 bp-os MCS lett integralva ZFN-ek altal. A
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PCR-t Phusion HotStart Flex polimerazzal, annak pufferében, 200 uM dNTP keverékkel

kiegészitve, 200 ng genomi DNS-sel (MasterPure™ DNA Purification Kit (Epicentre

Biotechnologies)) végeztiikk, a Sigma altal biztositott primerekkel (0,5 uM), melyek a

kovetkezok voltak:

Forward primer: 5°- TTCGGGTCACCTCTCACTCC -3’
Reverz primer: 5°>- GGCTCCATCGTAAGCAAACC -3’

A kovetkezd 1épésben denaturdltuk, majd ujra annelldltuk a PCR termékeket (22.

abra, E., F.)) az alabbi eljarast alkalmazva:

Hémérséklet IdStartam Hiitési sebesség

95 °C
85°C
75 °C
65 °C
55°C
45 °C
35°C
25°C
4°C

10 min
1min
Imin
1min
1min
1min
1min
Imin

0¢]

2.0°C/s
0.3 °C/s
0.3 °C/s
0.3 °C/s
0.3 °C/s
0.3 °C/s
0.3 °C/s

A reannellalt frakcidkban a DNS szimplaszalt kihurkolodasokat fog tartalmazni ott,

ahol a ZFN hasitas utan fellépé NHEJ hibajavitas kovetkeztében eltérés lesz a vad tipusu és a

hibasan javitott szal kozott (22. abra, F.,). Ezutan 1 pl Surveyor Cel-1 Nukleaz S és 1 pl

Surveyor Enhancer S (Sigma) oldatot adtunk a ~ 30 ng/ul annellalt DNS-hez, és 42 °C-on, 1

oran keresztiil inkubaltuk a mintdkat. Ez a specialis nukledz a DNS torzulasokra érzékeny, és

képes kettésszali DNS hasitast végezni a kihurkolodasoknal (22. abra, G.,). Az 1 oras

inkubalas utan 1 pl Stop Solution-t (Sigma) adtunk a reakcidhoz, hogy leallitsuk az emésztést.

A mintdkat agar6z gélen megfuttatva ellendriztilk, hogy tortént-e megfeleld mintazata

fragmens képzGdés, ami arra utal, hogy torténtek-e a sejtekben ZFN-ek altal indukalt

kettosszaltorések, vagyis tapasztalhatd volt-e ZFN aktivitas (22. abra, H.,).
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22. abra

(www.sigmaaldrich.com)

4.8. A transzfektalt sejtpopuliacié szelekcidja fluoreszcenciaval aktivalt

sejtszortirozo berendezéssel (FACS) és hygromycin szelekcioval

A sejtek szelekciojat fluoreszcenciaval aktivalt sejtszortirozd berendezés (FACS)
segitségével végeztiik el. A FACS késziiléken be lehet allitani, hogy milyen intenzitast
fluoreszcens jelet ado sejteket gytijtson kiilon a tobbitol.

Egy nappal a nukleoporalast kovetden, szortolashoz HCT116 sejteket tripszin-EDTA-sS
kezelés utan centrifugdldssal (37 °C, 5 perc, 100 g) 6sszegytijtottiink, és leszamolt ~ 10 millid
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sejtet transzfer pufferben (2 mM EDTA, 25 mM HEPES, 20 % FBS, 100 pg/ml penicillinnel,
100 pg/ml sztreptomicinnel, 50 pg/ml Gentamycinnel, 5 pg/ml Plasmocinnel, 25 pg/ml
Funginnal, McCoy’s 5A médiumban) visszaszuszpendaltuk a FACS késziilékhez torténd
széllitashoz. A szortolast 4 °C-on végeztiik szortold pufferben, ami a transzfer pufferrel
megegyezd Osszetételli volt, de 40 % FBS-t tartalmazott. Az mWasabi-DR jelére torténd
szortolds végén a szelektalt sejtek szortolé pufferbe érkeztek, és jégen taroltuk oket. A
sejteket 24 o6raig EDTA mentes transzfer pufferben termosztaltuk, majd friss tapoldatot
cseréltiink rajtuk.

A szortolassal Osszegylijtott sejteket felszaporitottuk és 300 pg/ml hygromycin
antibiotikummal kezeltiik, amellyel szelektalhatoak azok a sejtek, melyekbe a Cre kazetta
sikeresen integralodott. A hygromycin szelekciot kdvetden 2 hét mulva ismét FACS-oltuk a

sejteket.

4.9. Egyedi sejtklonok izolalasa és genotipizalas PCR-rel

A hygromycines szelekcido és a FACS-olasok utdn meg kellett talalnunk azokat az
egyedi sejteket, amelyek mindkét integracios vektorunkat tartalmazzédk az AAVSI1 genomi
l6kuszon. Ehhez egysejt klonokat kellett izolalnunk, majd egyenként genotipizalni Oket, a
pozitiv klonokat pedig végiil szekvenaltatni.

Az egysejt klonok koriiltekinté izolalasa rendkiviil fontos volt, mivel meg akartuk
talalni a menekité és a Cre kazettat is tartalmazo sejteket. A szelektalt sejtpopuléciot
kihigitasos modszerrel kiséreltiik meg egyedi sejtekre osztani. Biirker-kamras sejtszamlalassal
becsiiltiik meg a sejtszamot, és a sejtkultirat 96 lyuku plétekre osztottuk szét gy szamolva,
hogy minden 100 pl-nyi médiumba 1 db sejt keriiljon. Ezutan mikroszkoppal meggy6zddtiink
azon plét lyukakrol, ahova sikeresen ki tudtunk tenni egy sejtet. Az egyedi sejteknek
koriilbeliil harom hétre volt sziikségiik mire bendtték a 96 lyuku plétet. 4 db 96 lyuku plétre
tettiink ki egysejt klonokat, majd ebbdl a harmadik hét végére dsszesen 72 lyukban néttek fel
megfelelden a sejtek. A tovabbiakban ezt a 72 klont genotipizaltuk.

Az klénok genotipizaladsat PCR-rel végeztiik el, amihez kifejlesztettiink egy gyors ¢€s
hatékony genomi DNS izolalasi eljarast. Ennek sordn ~3 x 10* sejtet gyujtottiink Gssze
mintanként (konfluens 96 lyuku plét), és 50 ul extrakcios pufferben 55 °C-on inkubaltuk ¢ket

40 percig (10 percenként vortexelve). Az extrakcids puffer dsszetétele: 10 mM Tris, pH=8.0,
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1 mM EDTA, 0,2 % Triton X-100 és 200 ug/ml proteinaz K volt. Ezutan 10 percig 95 °C-on

inaktivaltuk a proteinaz K-t és a gDNS mintakat -20 °C-on taroltuk.

A genotipizald, Gn. Junction PCR-rel ellenérizni lehet, hogy tortént-e helyspecifikus

integracid, mivel specifikusan az integraciés eseményt amplifikaljuk (23. abra) a PCR

reakcid soran.

pZDonor

HA-L MCS HA-R

Az AAVS1 hely a

célsejt19-es
kromoszomajan

AAVS1ZFN
hasitasi hely
Ko-transzfekcio ZFN mRNS-sel
J és pZDonor vektorral

MCS

e —— —— Kromoszomaba integralt MCS

!

Az MCS inszercid kimutatasa a
transzfektalt sejtpopulacidban

Reverse AAVS1

Primer Junction PCR
MCS —~
e S— I
—
Forward AAVS1 ‘
Primer
MCS
—
23. abra

A Junction PCR egyes 1épéseinek sematikus abraja

(www.sigmaaldrich.com)

PCR-t MyTaq Hot Start Mastermix polimerdzzal végeztiik, 0,4 uM mennyiségi

primerekkel, 10 pl-es végtérfogatban, melyhez 1 ul izolalt gDNS-t adtunk mintanként.

A menekitd kazetta integralddasanak ellendrzésére tervezett primerek a kovetkezdk

voltak:

Forward primer: 5°- ACACGGAAGGAGACAATACC -3

Reverz primer: 5> - CCTACTTGGCCTGGACCCCAC -3’
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A primerek egy 1114 bp hosszisagu szakaszt hoznak fel, a 24. abran lathaté modon.

1114 bp
> 1
1
—//—|>H NdUTPase H mWasabi-DR H MdUTPase }-’—//_r
LH RH <!

24. abra
A Wasabi Junction PCR terméke

A Cre kazetta integralodasanak ellendrzésére tervezett primerek a kovetkezok voltak:

Forward primer: 5°- GCTTTCAGCTTCGATGTAGG -3’
Reverz primer: 5> - CCTACTTGGCCTGGACCCCAC -3’

A Junction PCR ezekkel a primerekkel egy 2152 bp hosszusagu szakaszt amplifikal, a 25.

abran lathaté modon.

2152 bp
! 1
s :
—— /—{ == ERTz-icre-ERT2 H —===—{ Hygromycin f=—/———
LH RH <
25. abra

A Cre Junction PCR terméke

A dupla pozitiv (kettds integrans) klonokat szekvenalasra kiildtik, hogy

meggy0zddjlink arrdl, hogy mindkét beépitett kazetta szekvencidlisan intakt.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Emlos HCT116 é HCT116 +Chr3 sejtek fenntartasa és az MMR-

deficiencia ellenorzése

A kisérletekhez hasznalt HCT116 (MMR-deficiens) és HCT116+Chr3 (MMR-
proficiens) sejtvonalakat hMLHI immunfestéssel ellendriztiik, hogy megallapitsuk
rendelkeznek-e aktiv hibaspar javitorendszerrel. Az immunfestés eredménye az alabbi 26.
abran lathato. Ez alapjan a HCT116 sejtvonal valoban MMR-deficiensnek bizonyult, mig a
HCT+Chr3 sejtvonal a vartnak megfeleléen aktive MMR rendszerrel rendelkezik, mivel
kimutathatd benne az hMLHI1 fehérje.

HCT116 HCT116 +Chr3

26. abra
HCT116 és HCT116 +Chr3 sejtvonalak MMR aktivitasanak ellenérzése

DAPI

hMLH1

A felsd képeken a sejtmagok lathatdak DAPI festéssel megjelenitve, alatta pedig a hozzajuk
tartozo hMLH1 fehérje immunfestése. Jol lathato, hogy a HCT116 +Chr3 sejtek mindegyike
erdsen expresszalja a hMLH1 fehérjét, mig a HCT116 sejtekbdl teljesen hidnyzik ez a fehérje.
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5.2. A ZFN-ek dUTPaz felismerdhelyének és az AAVSI1 hely ellendrzése
PCR-rel

Az endogén dUTP4az kilitéséhez hasznalt ZFN-ek altal felismert régio és a menekitd
rendszer integralasahoz sziikséges AAVSI hely intaktsagdt PCR-rel és szekvenaldssal
ellendriztiik. A PCR-ek eredménye az alabbi dbrakon lathat6. Az adott genomi régiok mutacio

mentesnek bizonyultak, igy a HCT116 és a HCT116 +Chr3 sejtvonalak alkalmas modellek a

dUTPaz génkiiitési/menekitési rendszer ZFN-ek altali 1étrehozasara.

HCT116
MyTaq polimeraz HCT116  +Chr3
HCT116 |
HCT116  +Chr3 . ——
920bp 1000 bp

e '"“,**"‘:‘1

.“' L

|.971bi| 1000 bp

27. abra
A ZFN dUTPaz felismerohely és az AAVS1 l0kusz intaktsaganak ellenérzése

A ZFN felismerdhely esetén 971 bp, az AAVSI szekvencia esetén 920 bp magassagban
vartunk terméket. A PCR reakcidk €s a szekvenalas eredménye megerdsitette a ZFN-ek altal
érintett genomi régiok intaktsagat mindkét sejtvonalban.

5.3. Az indukailhaté Cre rekombinazt expresszalé kazetta klonozasa

5.3.1. Tetraciklin reguldlhato promdter klonozdsa a Donor vektorba

A tamoxifen indukalhat6 CMV-Cre2ERT2 kazettat egy megfeleld homologia karokkal
(HA-L és HA-R) rendelkez6 integrald vektorba (Donor vektor) klonoztuk ugy, hogy a
promoterét kozben lecseréltiik egy Tet represszalhatdo CMV promoterre. El6szor a tetraciklin

reguldlhatd CMV promotert kellett atemelniink a pcDNA4-TO-MycHisA plazmidbdl a
pZDonor vektorba (28. abra).
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Not |
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Xba l
Eco0109 |
Apal
Pme |

f1 origin (+)

Ampicillin resistance \ : "
™

~

_HA-L

pZDonor

4570 bp

PCDNA"4/TO t =emp

5078 bp

TSHAR
28. abra
A CMVTET promotert tartalmazo6 plazmid és a pZDonor expresszids vektor restrikcios

térképe

A CMV+gr promotert a pcDNA4-TO-MycHisA plazmidrdl polimeraz lancreakcioval
(PCR) szaporitottuk fel. Ezutan az inszertet és a vektort HindIIl és EcoRI-HF restrikcios
endonukleazokkal emésztettiik meg. Az inszertet PCR Cleanup Kit segitségével, a vektort
QIAquick Gel Extraction Kit-tel tisztitottuk meg. A kompatibilis ragadés végekkel rendelkezé
inszertek és vektor kialakitasa utan ligaltuk a termékeket egymassal, végiil a kész ligalt DNS
konstruktot XL1-Blue kompetens sejtekbe transzformaltuk. Harom koldniat ellendriztiink
restrikcids  tesztemésztéssel a CMVygr-pZDonor konstruktot tartalmazo plétrdl, hogy
megnézziik, az inszertet megfeleléen be tudtuk-e épiteni a kivant expresszids vektorba. A

restrikcios emésztést agardz gélen ellendriztiik (29. abra).

29. abra

CMV;; - pZDonor . P
= Marker A CMV+e7-pZDonor konstrukcié ellenérzése

restrikcios emésztéssel

1 2 3
‘ Ml u w ‘ A teszteld emésztés soran a CMVrer-

pZDonor plazmidbol kies6 CM Vet szekvenciat
750 bazispar magassagban vartuk. A 3-as

1500 bp

1000bp, klénban az iires pZDonor vektort kaptuk vissza ~
750 bp i , ,
_ —750bn. 4600 bp magassagban. Az 1-es és a 2-es klon
200k esetében sikeresnek bizonyult a klonozas, amit a
250bp szekvenalas eredménye is igazolt, a tovabbi
kisérletekben a pirossal kiemelt 1-es koloniat
hasznaltuk.
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5.3.2. A CRE2ERT? szekvencia beemelése a CMVyer-pZDonor-ba

A 1étrehozott CMVrer-pZDonor konstrukcioba (1-es klon) klonoztuk a Cre rekombinazt
¢és a hygromycin rezisztencia génjét a pcDNA3.1-CRE2ERT2-Hygroi plazmidbol (30. abra).

ERT2-iCre-ERT2 |

30. abra

A pcDNA3.1-CRE2ERT2-Hygroi expresszios plazmid restrikcios térképe

Az inszert pcDNA3.1-CRE2ERT2-Hygroi plazmidot Sall-HF (NEB) enzimmel, mig a
CMVer-pZDonor vektort Xhol restrikcios enzimmel emésztettik meg. Az emésztett
inszertet és vektort QIAquick Gel Extraction Kit-tel tisztitottuk meg, T4 DNS ligazzal ligaltuk
oket, végiil a kész ligalt DNS konstruktot XL1-Blue kompetens sejtekbe transzformaltuk.

A klonozéds sikerességérdl kolonia PCR-teszteléssel, restrikcios emésztéssel és
szekvenalassal bizonyosodtunk meg. Huszonot koloniat ellendriztiink kolonia PCR-rel a
CMV1er-CRE2ERT2-pZDonor konstrukcidt tartalmazo plétr6l, amivel mindosszesen egy
pozitiv klont talaltunk (31. abra).

CMV,¢-CRE2ERT2- CMV¢-CRE2ERT2- 31. abra
ZDonor ZDonor
Marker p Marker p
-~ o - | - 0 ™ A CMV+1er-CRE2ERT2-pZDonor

: 3 g konstrukcioval transzformalt
ad (—
15005 14 Yeso 1424 bp kolénidk ellenérzése PCR-rel
%‘%)b-bﬂ “ %‘iﬂ Jo orientacidban torténd beépiilés

P, NASIL S

esetén 1424 bazisparbol allo terméket
vartunk, mig rossz irdnyu beépiilés
esetén 1112 bp magassagban kellett
termeéket latnunk az agardz gélen.
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A koloniakat restrikcios tesztemésztéssel is ellendriztik Ndel vagy Notl-HF
enzimekkel, hogy megnézziik, az inszertet megfeleléen be tudtuk-e épiteni a kivant
expresszidos vektorba. A pPcDNA3.1-CRE2ERT2-Hygroi vektort is emésztettik pozitiv
kontrollként. A CMV1er-CRE2ERT2-pZDonor konstrukcié kloénozasa utani lehetséges

emésztési mintazatot a 32. abran foglaltam Ossze aszerint, hogy az Ndel vagy a Notl-HF

enzimmel emésztettiik.

Ndel Notl-HF
CMVerrCRE2ERT2-pZDonor 5665bp 8289 bp

Jo iranyu beépiilés esetén 5076bp  2452bp
CMVgr-CRE2ERT2-pZDonor 9400bp 7730 bp
Rossz iranyu beépiilés esetén 1341 bp  3011Dbp
pcDNA3 1-CRE2ERT2-Hygroi 5033bp 8546 bp
Pozitiv kontroll 3513 bp

32. abra

A restrikcios tesztemésztés eredményének lehetoségei

A tesztemésztés eredményét a 33. abran lathatd agardz gélen ellendriztiik. Az igéretes
kloénokat szekvenalasra kiildtiikk. A szekvenalas eredménye alapjan a megfeleld szekvenciat

tartalmaz6 20-as plazmidot (CMVr1er-CRE2ERT2-pZDonor) hasznaltuk a tovabbi

kisérletekhez.

Ndel Notl-HF
s S CMVq-CRE2ERT2- 3 = S CMV-CRE2ERT2- 3
>~ + = > - —
= c pZDonor T = c pZDonor S
© o s o o =
= x s ~
20 16 17
10000 bp 10000 bp
8000 Bp s : P — 8289 bp P
6000 b Sl 6000 bp P ooob
6000
5033 bp 076 bp i = Y Ry 5000 bp
200008 LR 5000 bp o —
. 4000 bp N 4000 bp
o iy, || o X
- B - 35005"‘3 o ot
3000 by 2000 b
2500 b
20-as — | | 0 2452 bp S
- kién > e
- " - - — T —
- ] e e J— 20-as —
klén
1000 bp
1000bp «200%F 100 Lo
33. abra
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A CMV+1em-CRE2ERT2-pZDonor konstrukcioval transzformalt koloniak ellenérzése
restrikcios emésztéssel

A 20-as szamu klon terméke jelent meg egyediil a vart magassagban mindkét emésztés
esetében. A szekvenalds megerdsitette a kapott pozitiv eredményt.

54. CMV+er-CRE2ERT2-pzDonor konstrukcio tesztelése

5.4.1. Tranziens transzfekcioval

A l1étrehozott CMV+1er-CRE2ERT2-pzDonor konstrukciot az emlés HCT116 sejtekbe
transzfektaltuk, hogy megvizsgaljuk expresszalodik-e a kazetta és, hogy tamoxifen hatasara
hogyan valtozik a Cre rekombindz intracellullaris lokalizacioja.

A  CMV+er-CRE2ERT2-pzDonor  kazettar6l expresszalodé fehérje a Cre (iCRE)
szekvenciabol és a human 6sztrogén (ER) receptor két modositott ligandum-koté doménjébol
(ERT2) all. A modositott ERT domén nem képes kelld hatékonysaggal kotni az dsztrogént,
csak a 4-hidroxitamoxifent (4-OHT). A fGzi6 megakadalyozza az enzimet endonukleaz
hatasanak kifejtésében, mivel a két ERT domén a fehérjét kint tartja a citoplazmaban (Hsp70
fehérjékhez kapcsolja a Cre rekombinazt). 4-OHT kezelés hatasara a citoplazmas kipanyvazas
megszlnik, igy a Cre rekombinaz képes bejutni a sejtmagba, ahol kapcsolédhat a DNS-hez és
beindithatja a loxP rekombinaciot.

A 34. abran lathaté az immunfestés eredménye Cre rekombindzra 4-OHT kezelés nélkiil
¢s 100 nM 4-OHT hozziadasaval. A képek konfokalis mikroszkoppal késziiltek. Jol lathato,

hogy 4-OHT hatasara az expresszalddé Cre rekombinaz elkezd a sejtmagban felhalmozodni.
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Cre rekombinaz Crerek. & DAPI

4-OHT nélkul

+ 100 nM 4-OHT

34. abra
CMV+1e1-CRE2ERT2-pzDonor konstrukcio expressziéja HCT116 sejtekben és a 4-

hidroxitamoxifen kezelés hatiasa a Cre rekombinaz lokalizacidjara

5.4.2. Funkciondlis tesztelés |0XP-GFP-loxP ko-transzfekcioval

CMV1er-CRE2ERT2-pzDonor  konstrukcionkkal —és  loxP-GFP-loxP  szekvenciat
tartalmazé plazmiddal ko-transzfektaltunk HCT116 sejteket, hogy lassuk, az expresszalodo
Cre rekombinaz képes-e betolteni funkcigjat. 4-OHT kezelés hatdsara a Cre rekombinaz képes
bejutni a sejtmagba, ahol felismerve a loxP helyeket, kapcsolodik a DNS-hez ¢és kivagja a
loxP helyek altal kozrefogott szekvenciat. A kisérletiinkben tehat, amennyiben a Cre
rekombinaz képes 4-OHT hatasara felszabadulni, a sejtmagba lokalizalodni €s betdlteni
endonukledz funkcidjat, a GFP kivagddik a plazmidbol, nem fog atirédni, igy nem ad

fluoreszcens jelet. A ko-transzfekcio és 4-OHT kezelés eredményét a 35. abra mutatja.
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4-OHT néelkal +200 nM 40HT

35. abra
CMV+1er-CRE2ERT2-pzDonor konstrukcio funkcionalis tesztelése loxP-GFP-loxP

szekvenciat kodolé plazmid ko-transzfekciojaval és 4-hidroxitamoxifen kezeléssel

543. A Cre rekombinaz represszalhatosaginak tesgtelése TetR  ko-

transzfekcioval

Tranziensen ko-transzfektaltunk HCT116 sejteket a CMV1er-CRE2ERT2-pzDonor
konstrukcionkkal ¢és TetR represszort expresszaldo vektorral (pcDNAG6/TR), hogy
megvizsgalhassuk, miikodik-e a tetraciklin regulalhato represszid TetR jelenlétében. A ko-
transzfektalt sejtekben alig lattunk Cre expresszidt, mivel a TetR represszor meggatolja annak
szintézisét. Ha tetraciklin antibiotikumot adunk a rendszerhez, az a TetR-hez koét, igy a
represszor nem tud a DNS-hez kapcsolodni, tehat megindulhat a transzkripcio, és a Cre
rekombinaz jele megjelenik a citoplazmaban. 4-OHT kezelés hatdsara a Cre rekombindz

sejtmagban torténd feldasulasa is megindul (36. abra).

tetraciklin nélkiil + 1 pg/ml tetraciklin
4-OHT nélkiil +200nM 4-OHT

Cre rekombinaz

36. abra

A Cre rekombinaz represszalhatosaganak ellenérzése TetR ko-transzfekcioval, tetraciklin

4-hidroxitamoxifen kezeléssel
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55. A dUTPazokat kodolo menekito kazetta tesztelése

5.9.1. Az exogén dUTPdazok expresszidjanak és lokalizdcidjanak vizsgdlata

tranziens transzgfekcioval

Tranziensen transzfektaltunk HCT116 sejteket a menekitdé AAVSI-pZDonor
konstrukcioval, hogy megvizsgaljuk a kazetta transzfekcios hatékonysagat, expresszigjat és a
dUTPazok lokalizaciojat. A 37. abran jol lathat6 a destabilizalt mWasabi fuoreszcens fehérje

jele, amely jelzi a menekitd kazetta kifejezodését.

Sejtmag (DAPI) mWasabi-DR

37. abra
Az AAVS1-pZDonor menekito kazetta expresszidja transzfektalt HCT116 sejtekben

crer

dUTPazokat azok epitopjanak segitségével festettik meg. A 38. abran az els6 kép a
sejtmagfestést mutatja, a 2. képen a sejtmagi dUTPaz (NdUTPaz AU epitdppal), mig a 3. képen
a mitokondrialis izoforma (MdUTPaz VS5 tag-gel) expresszidja és lokalizacioja latszik. A
mitokondrialis izoforma érdekes sejtbeli lokalizaciot mutat. Nemcsak a mitokondriumban, hanem

a sejtmagban is megjelent az MdUTPaz.
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Sejtmag (DAPI) NdUTPaz (AU1) MdUTPaz (V5)

38. abra

A menekito kazettarol expresszalodo sejtmagi és mitokondrialis dUTPaz izoforma

lokalizacioja

Az MdUTPaz kiilonos lokalizaciojanak oka feltételezésiink szerint az exogén fehérje
koz¢é egy IRES szekvenciat terveztiink, amely lehetdvé teszi a fehérjeszintézis inicializalasat
az mRNS kozepén, mivel odavonzza az eukaridta riboszomat. A menekitd kazetta
transzlacidja soran az IRES-nek koszonhetden, a sejtmagi dUTPaz alegysége utan kozvetlentil
a mitokondrialis dUTPaz alegységének szintézise megy végbe. Az alegységek mind
tartalmaznak NLS szekvenciat, illetve a mitokondrialis dUTP4z alegység egy mitokondrilis
preszekvencidval is rendelkezik. A  Kkatalitikusan aktiv enzim harom alegység
trimerizalddasaval jon létre. A homotrimer harmas szimmetriat mutat, koriilolelve egy
kozponti csatornat. Feltételezésiink szerint a szintetizdlod6 NAUTPaz és MdAUTPaz
alegységek képesek egymassal véletlenszertien kapcsolodni €s heterotrimereket képezni.
Elméletiink szerint a sejtmagba azok a heterotrimerek is képesek bejutni, melyek egy vagy két
MdUTP4z alegységet tartalmaznak, a homotrimer NdUTPaz mellett. Ezzel ellentétben a
mitokondriumba val6é szelektiv bejutashoz a homotrimer MdAUTPaz mindhdrom
mitokondrialis preszekvenciaval rendelkezé alegységére sziikség van, hiszen oda csatornakon
letekerve, alegységenként jutnak be a fehérjék. A mi esetiinkben azonban nagy
valoszinliséggel keletkeznek heterotrimer MdUTPazok a menekitd kazettardl, igy a
sejtmagban is kimutathaté mennyiségben lesz jelen a V5 epitoppal rendelkezé mitokondrialis
izoforma. Ez azonban a menekit6 kazetta funkciojara nézve nem probléma, hiszen célunk az
volt, hogy mindkét sejtkompartmentumban, a magban és a mitokondriumokban is

biztositsunk kelld mennyiségti dUTP4zt.
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5.95.2. A destabilizalt Wasabi fluoreszcens riporter fehérje féléletidejének

tesztelese

A HCT116 sejteket transzfektaltuk a menekitd kazettankkal, és kiilonbozé ideig
cikloheximiddel kezeltiik 6ket, hogy megvizsgaljuk a destabilizalt Wasabi fluoreszcens riporter
fehérje féléletidejét. A 39. abra mutatja a konfokalis mikroszkdppal készitett képeket. A
cikloheximiddel torténd kezelés hatdsara mar 2 ora elteltével joval kevesebb sejt vilagitott, 4 ora

elteltével a Wasabi jele szinte teljesen megsziint, 5 6ra utan pedig mar csak hatteret lathattunk.

mWasabi-DR

cikloheximid nélkiil + 100 pg/ml cikloheximid

.

Kontroll 2 6ra utan

mWasabi-DR + 100 pg/ml cikloheximid

4 ora utan 5 ora utan

39. abra

A destabilizalt mWasabi féléletidejének vizsgalata cikloheximid kezelés hatasara,

tranziensen transzfektalt HCT116 sejtekben
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Az irodalmi eredményekkel Gsszhangban megallapithatjuk, hogy a PEST szekvencia
jelentdsen csokkenti a fuzids fehérje féléletidejét, mivel annak hidnyaban az EGFP-vel
Osszemérheté (~24 h) féléletidot tapasztaltak [93-95]. Mind az integraciés eseményre vald
szelekcional, mind pedig majd a Cre rekombinazzal torténd kiemésztésnél hasznos lesz ez a

destabilizalt fluorofor, ami gyorsan tiikrozi a DNS-beli valtozasokat fehérjeszinten.

5.6. A meneKkito rendszer sejtbe juttatasanak tesztelése nukleofektalassal

5.6.1. HCT116 és HCTI16+Chr3 sejtek transzfekcioja a nukleofektor

technoldgia optimalizdldsaval

pDsRed kontroll plazmiddal nukleoporaltuk a HCT116 és HCT116+Chr3 sejteket harom,
kiilonb6zé Nukleofektor (Amaxa) programot kiprobdlva, hogy megvizsgdljuk a sejtek
poralhatdsagat és, hogy meghatarozzuk a nukleofektalas optimalis koriilményeit. A 40. abra
mutatja az FP-100, EH-100 és a DS-138 programon végzett kontroll nukleofektalas
eredményeit. A transzfekcids hatékonysag rendkiviil jonak bizonyult, mindegyik programnal
90 % feletti volt. Egyediil a sejtek tulélésében lattunk kiilonbséget, a DS-138-as programmal
torténd nukleoporalassal kdvetden tartottdk meg leginkabb a sejtek az eredeti morfologidjukat,
¢s itt tapasztaltuk a legalacsonyabb mértékii sejtpusztulast is. Ezért a tovabbi kisérletekhez a
legmegfelelobbnek bizonyult, DS-138-as nukleofektalasi programot valasztottuk.

‘:
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HCT116 HCT116+Chr3 HCT116 HCT116+Chr3 HCT116 HCT116+Chr3

40. abra
A nukleofektalas optimalizalasa pDsRed vektor poralasaval HCT116 és HCT116+Chr3
sejtekben
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5.6.1.1. DNS és mRNS proba ko-transzfekcio, nukleofektalassal

pDsRed expresszios vektorral és EGFP mRNS-sel ko-transzfektaltunk HCT116 sejteket
nukleofektalassal (DS-138-as programon), hogy megvizsgdljuk az mRNS és a DNS
egyidében torténd nukleoporaldsa milyen hatékonysaggal megy végbe. A ko-transzfekcio
soran nagy mennyis€gl sejt pusztult el, viszont a ko-transzfekcios hatékonysag itt is kozel 90
%-osnak bizonyult (41. abra). Tehat a modszer alkalmas plazmidok és mRNS egyideji sejtbe

juttatasara.

Sejtmag (DAPI) DsRed (poralt DNS) EGFP (poralt mRNS)

41. abra
A DNS, mRNS ko-transzfekcio hatékonysaganak vizsgalata HCT116 sejtek

nukleofektalasaval

56.1.2.  Azindukalhaté menekit6 rendszer sejtbe juttatasa nukleoporalassal

A kontroll kisérletek utan az AAVSI1-pZDonor és a CMV1er-CRE2ERT2-pzDonor
vektorokkal is megkiséreltik a HCT116 sejtek nukleoporalasat. A sejtek jelentds része
azonban elpusztult a poralas hatdsara, és a ko-transzfekcios hatékonysag még az 1 %-ot sem
érte el (42. abra), ellentétben a DsRed és EGFP kontroll nukleoporalasok pozitiv
eredményével. A Cre rekombinézt kodold plazmid egyértelmiien bejutott néhany sejtbe, de az
mWasabi szinte egyaltalan nem vilagitott. Sajnos feltételezhetéen a HCT116 sejtek

nukleoporalasadnak hatékonysaga erésen vektorfiiggo.

71



Sejtmag (DAPI) Cre (poralt DNS) Wasabi-DR (poralt DNS)

42. abra

Az menekito és a Cre kazetta sejtbejuttatasi kisérlete nukleofektalassal

5.6.1.3. A menekit6 rendszer sejtbe juttatisa 6tvozve a hagyomanyos eljarast a modern

nukleofektor technolégiaval

HCT116 sejteket pDsRed plazmiddal vagy CMV+er-CRE2ERT2-pzDonor vektorokkal
transzfektaltunk ExtremeGene-HP transzfekcios reagenssel (Roche), majd 24 ora elteltével
nukleofektaltuk a transzfektalt sejteket EGFP mRNS-sel, hogy megvizsgaljuk az altalunk
kidolgozott, kétlépcsds transzfekcios eljaras hatékonysagat.

A 43. abran lathato6 a kontroll pDsRed vektor transzfekcidja hagyomanyos technikaval és
EGFP mRNS-sel porélva, a 44. abran pedig a Cre rekombindzt kodold plazmiddal tortént a
kémiai transzfekci6 az EGFP mRNS nukleoporalds el6tt. Ezzel az eljardssal mar
osszemérhetd transzfekcios hatékonysagot kaptunk a kontroll DsRed-hez képest. A sejtek
nagy része tulélte a poralast, az EGFP mRNS tovabbra is nagy hatékonysaggal bejutott a

sejtekbe, és a Cre kazetta is er6sen vilagitott a ko-transzfektalt sejtekben.

Sejtmag (DAPI) DsRed (transzfektalt DNS) EGFP (poralt mRNS)

43. abra
Kontroll DsRed plazmid és EGFP mRNS kétlépcsés transzfekeio
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Sejtmag (DAPI) Cre (transzfektalt DNS) EGFP (poralt mRNS)

44, abra
Kétlépcsos transzfekciéo a CMV1er-CRE2ERT2-pzDonor konstrukcionkkal és EGFP
MRNS-sel

5.7. Az elso éles transzfekciot, majd nukleoporalast koveté immunfestés

Az elso éles, kétlépesds transzfekcido (AAVS1-pZDonor és a CMV+1er-CRE2ERT?2-
pzDonor vektorok hagyomanyosan, majd a ZFN mRNS nukleoporalva) sikeresnek bizonyult
az elso tesztek alapjan, ahol a Cre kazettat €s a sejtmagi dUTPazt (NdUTP4z) immunfestettiik,
illetve az mWasabi-DR fluoreszcens fehérje jelét (menekitd kazetta) detektaltuk konfokalis
mikroszkoppal (45. abra). A Cre rekombinazra vilagitdo sejtek nagy hatékonysaggal ko-

transzfektalodtak a menekitd kazettaval is.

Sejtmag (DAPI) Cre rekombinaz Wasabi-DR NdUTPaz (AU1)

45, abra

Az elso éles, kétlépcsos transzfekcio sikeresnek bizonyult az els6 immunfestés alapjan

73



5.8. A ZFN aktivitas kimutatasa Cel-1 Assay-vel

Cel-1 Assay segitségével vizsgaltuk meg, hogy a menekitd rendszer sejtekbe juttatasa
soran volt-e ZFN aktivitas, és igy képesek lehettek-e integralodni a vektorok az AAVSI]
lokuszba. A kisérletet 3 mintadn végeztiik el: egy integracios kontroll (Sigma) genomi DNS-en
(pozitiv kontroll), olyan sejtek genomi DNS-ébél, ahol az integralo vektorokat juttattuk be
(negativ kontroll) és végiil egy harmadik mintan, a ZFN mRNS-sel nukleoporalt sejtek
genomi DNS-én. A detekcio alapja a kovetkez6: az AAVSI régiora tervezett specifikus
primerekkel egy ~500 bp-os szakaszt felszaporitottunk, amelyben megtalalhat6 az a szakasz,
amit a specifikus ZFN-ek felismernek. Abban az esetben, ha volt ZFN aktivitas, az NHEJ
hibajavitasi Gtvonal miatt kiilonb6zé méretli deléciok keletkezhettek, amik érintetlen vad
tipusu régioval annelldlva kihurkolédasokhoz vezetnek. A Cel-1 enzim ezen szimplaszalt
DNS hurkok mentén mindkét DNS szalon hasitast végez. Agardz gélen az emésztetlen (a
gélen ,,A” betlivel jelolt), illetve a Cel-I enzimmel megemésztett mintakat (a gélen ,,D”
betiivel jelolt) hasonlitottuk Gssze (46. abra). A 200 és 300 bp-nal megjelend specifikus
fragmensek alapjan volt kimutathato ZFN aktivitds az AAVSI1 lokuszban. Habar a Sigma
Aldrich cégtdl kapott pozitiv kontrollon jobban lathatd a két emésztési termék, a mi

mintankrol is elmondhato, hogy biztosan voltak aktiv ZNF-ek a sejtekben.

+ kontroll - kontroll
Integracios Integrald ,ZFN
kontroll vektorok (poralt mRNS)

A D A D A D

46. abra
A ZFN aktivitas kimutatasa az AAVS1 lokuszban Cel-1 Assay-vel

,»A” betlivel az annellalt, ,,D” betlivel az emésztett mintat jeldltem.
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59. A transzfektalt sejtpopulacio szelekcidoja fluoreszcenciaval aktivalt

sejtszortirozo berendezéssel (FACS) és hygromycin szelekcioval

A sejtek szelekcidjat fluoreszcenciaval aktivalt sejtszortirozd berendezés (FACS)
segitségével végeztiik el az mWasabi-DR fluoreszcens jelére szelektalva (47. abra), a ZFN-ek
bejuttatasat kdvetd 5. napon. Osszesen mintegy 10 millio sejtet szortoltunk, de csupan 1300

sejtet sikertilt 6sszegylijteniink. A negativ kapuzast transzfektalatlan, tehat mWasabi mentes

sejtekre végeztik.
§'_:
KONTROLL 2] mWasabi-DR
= =]
3 P4 2a] P4
O O 5
LIRRRLL T TTTTT LI R R T TTTT T -||||r|| T TTTITIT T T 11T T T 111100 T
10? 10° 10 10° 102 10 io* 10
FITC-A FITC-A
47. abra

A transzfektalt sejtpopulicio szelekcioja FACS késziilékkel

A FACS hisztogramon jol lathato, hogy a sejteknek csupén elenyészden kis része bizonyult
Wasabi pozitivnak 5 nappal a ZFN-ek bejuttatasa utan.

A sejteket ezt kovetden két hetes hygromycin szelekcionak tettiik ki, majd utana ujra
szortoltuk a sejteket Wasabi fluoreszenciara (48. abra). A Wasabi pozitiv sejtek itt mar

egyértelmil disulast mutattak egy kontroll (Wasabi negativ) sejtpopulacidhoz képest.

§_ I KONTROLL
3 n'rj mWasabi-DR
£ \
gnf ! P4
§- |r|
‘02 I |||||'|Ila L |||[|‘2‘ LI |||||'||gs 1
FITC-A
48. abra

Hygromycin szelektalt sejtek ujra szortolasa FACS berendezéssel
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Két hétig tarté hygromycines szelekcidt kovetden a sejteknek mar nagyobb hanyada volt

Wasabi pozitiv, mint az elsé FACS szelekci6 alkalmaval. A kontrollhoz (Wasabi negativ

sejtek) képest jelentds fluoreszenciaval bird sejteket gyiijtottiik csak dssze.

5.10. Egyedi sejtklonok genotipizalasa PCR-rel

A hygromycines szelekcid és a FACS-olasok utdn egysejt klonokat izolaltunk a

sejtpopulaciobdl. 4 db 96 lyuku plétre tettiink ki egysejt klonokat, majd ebbdl a harmadik hét

végére 72 lyukban néttek fel megfelelden a sejtek. A 72 egysejt klon genotipizaldsat Junction

PCR-rel végeztiik. A 49. abran a menekité kazetta integralodasdnak ellendrzésére tervezett

primerekkel végzett PCR lathato. A PCR soran 1114 bp hosszusagh termék keletkezett

azoknal a klonoknal, ahol a megfelel6 helyre beépiilt a menekité kazetta. A 50. abra pedig a

Cre kazetta beépiilésének ellendrzésére tervezett Junction PCR-t mutatja. Helyspecifikus

integracid esetén 2152 bp hosszusagu terméket vartunk.
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49, abra
Genotipizalas Wasabi Junction PCR-rel

<«—1114bp
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50. abra
Genotipizalas Cre Junction PCR-rel

A Junction PCR alapjan a klonok nagy része (~ 46 %) tartalmazza mindkét kazettat,
mig a maximum egy kazettat tartalmazok a sejtek 54 %-at adjak (51. abra). A kettds

integrans klonokat szekvenaldsra kiildtiik, hogy informacidkat kapjunk a beépiilt kazettak

szekvenciajarol.

Junction PCR

Cre Wasabi | Koléniaszam
+ - 31
- + 2
+ + 33
- - 6

51. abra

Egyes és kettds integrans klonok eloszlasa a genotipizalas alapjan

A szekvendlds alapjan tobb klonba sikeresen integraltuk a menekitd és a Cre

rekombinazt kddold kazettdinkat, ezen klonok fehérje szintli vizsgalata folyamatban van.
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6. Osszefoglalas

Munkank soran célul thztiik ki egy olyan modell human sejtvonal létrehozasat,
amellyel a dUTPaz funkcigjat tanulmanyozhatnank a de novo timidin bioszintézist célzo
kemoterapids szerek kontextusaban. Ehhez szeretnénk a dUTPazt humén sejtekbdl
biallélikusan kiiitni, ami egy vélhetden esszencialis fehérje révén kiilonleges megkdzelitést
igényelt. Ezért egy olyan indukalhat6 knock-out rendszert terveztiink meg, amivel a dUTPaz
jelenléte a sejtekben tetszoleges idopontban megsziintethetd, €s vizsgalhatd az igy megjelend
fenotipus. Ennek eléréséhez egy olyan integralhaté loxP szekvencidkkal hatarolt menekitd
kazettat terveztliink meg, mely mindkét dUTP4z izoforma exogén expresszidjat lehetvé teszi,
¢s ennek konnyli detektaldsdhoz fluoreszcens fehérje markert is kodol. A loxP szekvencidkkal
korbezart menekitd kazetta eltavolitasahoz egy indukalhaté Cre rekombindzt expresszald
génkazetta genomi integracidjat is  megterveztik, melynek aktivitdsa mind
transzkripcionalisan és fehérje lokalizacio révén egyarant szabalyozhato. A kazettak sikeres
megklonozasa utan, mindkettd (menekité ¢és Cre rekombindzt expresszald kazetta)
miikodésérdl meggydzddtiink tranziens transzfekciokat kovetden. A kivélasztott sejtvonalban
(HCT116) az integracios hely (AAVS1 16kusz) intaktsagardl szekvenalassal gy6zddtiink meg.

Szamos transzfektalasi és nukleoporalasi kisérlet utan végiil sikertilt kidolgoznunk egy
kétlépcsos transzfektalasi eljarast, mely 6tvozi a hagyomanyos és a modern transzfekcios
technologiat. Az exogén dUTP4z izoformdakat és az indukalhaté Cre rekombinazt kodold
konstrukciokat kémiai transzfektalassal juttattuk be a sejtekbe, majd a helyspecifikus ZFN
MRNS-eket nukleoporaltuk. A transzfektalt sejteket hygromycinnel ¢és fluoreszcenciaval
aktivalt sejtszortirozassal (FACS) szelektaltuk, hogy kivalogassuk a kettds integransokat. A
heterogén sejtpopulaciobdl egysejt klonokat izolaltunk, genotipizaldssal meghataroztuk a
mindkét kazettara pozitiv klonokat, melyeket szekvenalasra kiildtiink, hogy meggy6zddjlink
arrol, hogy mindkét beépitett kazetta szekvencidlisan intakt. A beépiilt kazettdkat megfeleloen
tartalmazo6 klonok fehérje szintii vizsgalata folyamatban van.

Amennyiben a tervezett expresszids kazettakat sikeresen integraltuk a sejtek AAVSI
16kuszaba, megkezdhetjiik majd az endogén dUTPaz biallélikus kititését, egy tijabb specifikus
ZFN parral. Az exogén dUTPaz expresszid kikapcsolasat kovetden pedig vizsgalhatjuk a
dUTP4z vagy a kiilonb6zé dUTP4z izoformdk hidnyanak hatésat.

Késdbb a sejtek fluoropirimidinek (SFU, 5FdU), metotrexat és raltitrexed kezelésre valo
érzékenységét is szeretnénk tesztelni dUTPaz kiiitott, illetve kiilonb6zé dUTPazok

(katalitikusan inaktiv, trunkalt, NLS szignal modositott formak) altal menekitett sejtek esetén,

78



hogy informéciokat nyerjiink a dUTPaz pontos szerepérél a kiilonb6zé kemoterapias
szerekkel torténd kezelések soran. A létrehozott indukalhatdo dUTPaz kiiitétt modell sejtvonal
lehetévé tenné a dUTPaz genomi integritdis megdrzésében jatszott szerepének jobb
megértését, a timin-mentes sejthalal utvonal eddig nem tanulmdnyozott részleteinek
megismerését, mely 0j tavlatokat nyithat a rakos megbetegedések klinikai kezelési

hatasfokanak javitasahoz.
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