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1 Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1 DNS Kkarosodas és hibajavitas

A DNS-ben torténd valtozasok, hibak (mutaciok) folyamatos javitdsa minden él6lény
szamara nélkiilozhetetlen. A mutdcidkat csoportosithatjuk abbol a szempontbol, hogy az

orokitdanyagban milyen mértékii valtozast okoznak.

A génmutéaci6 (ezt gyakran pontmuticionak is nevezik) egy bazist érint, és kiilonbozd
moddon jelentkezhet: bazisbetoldds/addicio, baziskiesés/delécid €s baziscsere/szubsztiticio. A
baziscsere lehet tranzicid (azonos tipusti bazisok cseréje), valamint transzverzid (purin bazis
pirimidin bazisra cserélddik, illetve forditva). A génmuticidkat négy csoportra oszthatjuk a
szerint, hogy milyen hatdssal vannak a keletkezé fehérjetermékre. Silent, azaz ,,csendes”
mutaciorol beszéliink, amikor a kodon valtozik, de ez nem eredményez mas aminosavat.
Neutral, vagyis ,,semleges hatast” mutaciordl, amennyiben a mutacidé ugyan mas aminosavat
eredményez, de az hasonl6 tulajdonsaggal bir, mint az eredeti, igy a fehérje tulajdonsagaira
nincs Iényegi hatassal. Missense mutéaciorol akkor beszéliink, ha a mutacidé olyan aminosav
valtozast eredményez, amely mar kihat a fehérje szerkezetére, funkciojara. Ez jelentheti a
funkci6 megvaltozasat, vagy akar annak teljes mértékii elvesztését is, bar a fehérje hossza az
eredetivel megegyezd marad. Nonsense mutacid esetén a kodon oly modon valtozik meg,
hogy mar nem aminosavat, hanem stop kodont fog kodolni, igy a keletkezd fehérje az
eredetinél rovidebb lesz, ami szintén komoly hatassal lehet mind a szerkezetre, mind pedig a
funkciora. A negyedik fajtaja a génmutacioknak a frameshift, azaz kereteltolodast okozo
mutacid, ahol egy vagy tobb bazispar kiesése, vagy beékelddése hatisara a leolvasasi keret a
kodolo szekvencian belill eltolodik, igy a mutacid helye utan a DNS teljesen mas aminosav
sorrendet hatdroz meg. A fehérje hossza és szekvencidja a mutacid helyétdl C-terminalis

iranyban valtozik.

A genomban bekdvetkezO nagyobb mértékli valtozdsok esetén pedig beszélhetliink
kromoszoma mutaciorol, mely tobb gént érintd elvaltozas, illetve genom mutaciorol, mely az

orokitdanyag egészét érintheti. [1]



A DNS szamos kiilsé behatdsnak lehet kitéve, melyek kiilonbozé mértékben képesek
roncsolni a szerkezetét. Ilyenek példdul az ionizadld sugarzasok, melyek szaltoréseket
okozhatnak a kettés hélix egyik, vagy mindkét szalan, illetve az UV-sugérzas, amely timin
dimerizaciot okozhat. Bazisanalégok (pl.: brom-dezoxiuridin) beépiilése a DNS replikéacio
soran az eredeti szekvencia megvaltozasat eredményezhetik. Kiilonbozo alkilezOszerek etil-,
illetve metil-csoportot kapcsolhatnak a bazisokhoz, pl.:guaninhoz metil-csoport, melybdl
ezéltal O°-metilguanin keletkezik, amely citozin helyett méar timinhez fog kapcsolodni. Nagy
veszélyt jelentenek a normal metabolizmus melléktermékei, a reaktiv oxigéngyokok is,

melyek a bazisok oxidativ valtozasat eredményezik.

Ezek és még szamos karositod hatas ellen kiilonféle javitomechanizmusok alakultak ki az
¢lélényekben. A hibajavitdsi mechanizmusokat annak alapjan csoportositjak, hogy 1/ a
mutacidt okozd kémiai reakcidt forditja-e meg, ez a direkt hibajavitds, vagy 2/ a hibas
bazis(oka)t vagja-e ki, s helyettesiti a megfeleld bazissal, ez az in. excizids (kivagasos)
hibajavitds. A kivagasos hibajavitason alapuld hibajavitdé mechanizmusokat két részre
oszthatjuk aszerint, hogy a karosodas a DNS egy-, vagy mindkét szalat érinti-e. Az egy szalat
érintd hibdknal a javitds a masik szal segitségével torténik. Ezek lehetnek példaul: az dssze
nem ill6 parok javitdsa (mismatch repair, MMR), baziskivagd hibajavitds (base excision
repair, BER), valamint nukleotidkivagd hibajavitas (nucleotid excision repair, NER). A két
szalat érintdé karosodasoknal (pl. szaltorés) vagy a nem homoldg végek Gsszekapcsolasaval,

vagy homolog rekombinécioval torténik a hibajavitas. [2] [3] [4] [5]

1.2 Uracil a DNS-ben

1.2.1 Uracil a DNS-ben mint ,,hiba”

Normal esetben a DNS nem tartalmaz uracilt, ellentétben az RNS-sel, amelybe timin
helyett az wuracil ¢épiil be. Ez a helyettesités azért johet létre a kodolt informacid
megvaltoztatasa nélkiil, mert az uracil és a timin szerkezetileg szinte teljesen megegyezik,
csupan egy metil-csoport az eltérés, amely viszont a hidrogén kdtésekben nem vesz részt, igy
a bazisparosodasi mintazat uracil €s timin esetén azonos. A DNS-polimerazok altaldban nem
képesek kiilonbséget tenni az azonos bazispar-képzési hajlammal bird, egymastol csupan

egyetlen metil csoportban kiilonb6z6 uracil és timin kozott, igy az uracil hibasan timin helyett
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beépiilhet a DNS-be. Ez, bar a bazisparosoddsi mintdzatot nem valtoztatja meg, nagy
mennyiségben karos a sejt szdmdara, ugyanis az evollicid sordn a kiilonbozd DNS-kotd
fehérjék tobbnyire a ,,normalis”, azaz timint tartalmazé DNS-hez idomultak. fgy példaul
egyes transzkripcios faktorok DNS felé mutatott affinitasa megvaltozik, ha timin helyett
uracilt tartalmaz a felismerdhely, emiatt nagy mennyiségii timint helyettesitd uracil jelentds
torzuldst okozhat a sejt expressziés mintazatdban. Amennyiben a genom csaknem teljes

mértékben uracilos, a sejt novekedése és osztodasa gyakorlatilag ellehetetlentil. [6]

Uracil kertilhet ezen kiviil a DNS-be a citozin oxidativ dezamindlésa soran is (1. dbra).
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A Watson-Crick bazisparosodas-nak megfelel6en létrejott adenin-timin, illetve guanin-citozin parok,
valamint a citozin oxidativ dezaminalédasaval 1étrejovo uracil. Jol latszik, hogy az uracil a
bazisparosodasi hajlamat tekintve mar a timinnel mutat hasonlésagot, nem pedig a citozinnal.

Ez fizioldgias koriilmények kozott is kb. naponta 50-500 alkalommal jatszodik le egy
emlds genomban, még kettds szala DNS esetén is, viszont a transzkripcidé soran, amikor a
DNS hosszabb ideig egyszali forméaban van jelen, a dezaminalas 200-300-szor is gyorsabb
lehet. Ennek veszélyessége abban rejlik, hogy a valtozast kovetd replikacid sordn az igy a
DNS-be keriild uracilhoz (dezaminalt citozinhoz) mar nem guanin koétédik, hanem adenin,
ezzel megvaltoztatva az eredeti szekvenciat — stabil pontmuticio jon létre (2. abra). Ez
mindaddig nem okoz komoly gondot, amig a mutacié nem egy kodold régidban jon létre. A

DNS-ben megjelend uracil hibat a sejt baziskivagasos javitomechanizmussal (BER) javitja.
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2. abra
Az uracil DNS-be Keriilésének veszélye.
A replikacié soran (als6 kép) a DNS-be épiilt uracillal szembe az eredetileg ott 1év6 guanin helyett egy

adenin épiil be, ezzel pontmutaciét hozva létre.

Az uracil felismeréséért az uracil-DNS-glikozilaz (UDG) enzimcsalad tagjai felelosek. [S] [7]
[8] . Az UDG enzimek altalaban mind a guaninnal szemben 4116 (dezaminalt citozin eredetil),
mind az adeninnel szemben 4all6 (timinhelyettesitd) uracilt kivagjak, kivéve a timin-DNS

glikozilaz alcsalad enzimeit.

1.2.2 Uracil a DNS-ben normal élettani koriilmények kozott

Tobb esetben is kimutattadk, hogy egyes baktériumokat fert6z6 fagok DNS-e nagy
mértékben tartalmaz uracilt timin helyett. Az egyik ilyen ismert fag példaul a Bacillus
subtilist fert6z6 PBS fag, amely genomja teljes mértékben uracilt tartalmaz timin helyett. [9]
Ezen é&llapot fenntartdsa érdekében részben a bakteriofdg genomja, részben pedig a
célszervezet (B. subtilis) genomja is kodolhat enzimeket illetve enzim inhibitorokat. Kivalod
példat szolgaltat erre a bakteriofag altal kodolt uracil-DNS glikozilaz inhibitor (UGI) fehérje,
amely rendkiviil hatékonyan képes gatolni egyes UDG enzimek miikodését. A baktérium
genomban kodolt relevans fehérjék expresszidjat a fagfert6zés indukalhatja. Jellemz6 modon

ezen inhibiciok hatékonysaganak csokkenése a fertdzoképesség csokkenésével jar egyiitt. [5]



Nemrég kertilt azonositasra egy tovabbi DNS-beli uracilt tartalmazé bakteriofag is (PR137),
amely tobb Yersinia fajt is képes megfert6zni. [10]

A HIV virus esetében is fontos szerepet jatszik a reverz transzkripcio soran a keletkezd
DNS-ben felhalmoz6d6 uracil, amely meghaladhatja az 500 uracil / 10 kb HIV genom szintet

is. Kimutattadk, hogy a DNS-ben felhalmozd6dé uracil géatolja a virus autointegraciojat, de

elosegiti a kromoszomalis integraciot. [11]

A virusokon kiviil a human B-limfocitdk esetében is fontos szerepet jatszik a sejtek DNS-
¢ben megjelend uracil, ami nagy jelentdséggel bir a szomatikus hipermutacioban, valamint az
osztalyvaltd rekombindcioban (izotipus valtas) - ezekkel egyiitt pedig a keletkezd antitestek
valtozatossaganak kialakitdsaban. Ezekben az esetekben az aktivalds-indukalt deaminéz
(AID) enzim felelds azért, hogy a citozinok enzimatikus deaminacidjaval uracilokat hoz 1étre
a DNS-ben, melyeket hibajavitd enzimek (elsésorban UNG) elimindlnak a DNS-bdl. A javitas
soran ezek az wuracilok akar hibasan is korrigdlodhatnak (vagyis nem citozinnal

helyettesitddnek), ezzel mutaciot eredményezve az adott génben. [12]

1.3 Az UDG enzimcsalad

A DNS-ben megjelend uracil eltavolitdsdért az wuracil-DNS-glikozilazok (UDG)
felelosek, melyek a baziskivagason alapuld hibajavitds (BER) enzimjei. Ezek a fehérjék
képesek szelektiven felismerni az uracilt, majd elhasitjak a pirimidin gytiri és a dezoxiribdz

kozti N-glikozidos kotést, bazismentes (AP) helyeket eredményezve.

Emldsokben ilyen aktivitassal négy kiilonbozd enzimcesalad is rendelkezik, nevezetesen

az UNG, TDG, SMUG ¢és az MBD4. [13]

Az ung génr6l human sejtekben az alternativ promoterhasznalat révén két fehérje is
képzddhet, amelyek csak az N-termindlis résziikkben kiilonboznek egymastol. Az egyik a
mitokondrialis lokalizaciéja UNGI, a masik pedig a magi lokalizacioja UNG2. Az UDG-k
koziil az UNG fehérjék rendelkeznek a legnagyobb katalitikus aktivitassal, a DNS-b6l valo
uracil eltavolitdsa szempontjabol. Aktivak egyes ¢és kettdsszala DNS-en, valamint képesek
kivagni az uracilt az A:U és a G:U parokbdl is. Az UNG a tobbi UDG fehérjétdl eltérden
specifikusan gatolhatd az UGI (uracil-DNS glikozilaz inhibitor) fehérjével. [14]



A SMUG (Single - strand selective Monofunctional UDG; egyesszal szelektiv
monofunkcios UDG) feltehetdleg az 5-hidroximetil-uracil kivagéasaért felelds legfébb enzim.
Az egyesszali ¢és a kettdsszali DNS-bol is képes kihasitani a citozin dezaminacidjaval
keletkezd uracilt (bar az egyesszali DNS-t részesiti elényben), mig a timin helyett beépiilt

uracilt kisebb hatékonysaggal tavolitja el. [15]

A T/U hibaspar DNS-glikozildz (TDG) csak kettds szala DNS-en aktiv, és kis
hatékonysadga mellett szigortan specifikus a guaninnal szemben beépiilt hibas bazisokra,
legyen az akdr az 5-metilcitozin dezaminaldédasa soran keletkezett timin, vagy a citozin
oxidativ dezaminalodasakor keletkezett uracil (bar kiilonb6zd fajokban mas-mas mértékben

preferaljak az adott bazisokat). [13]

Az MBD4 (hibaspar specifikus UDG (Metil Binding Domain)) szintén kettdsszala
DNS-bdl tavolitja el a T:G hamis parok esetén a timint, valamint a citozin és az 5-metilcitozin

dezaminacidjaval képzddd uracilt CpG (azonos DNS szélon egymas mellett 1évo citozin és

guanin) ill. 5SmeCpG kornyezetbdl. [16] [13] [17] [18]

1.4 A DNS-ben eléfordulo uracil detektalasanak modjai

A DNS uraciltartalmanak meghatdrozdsa nagy kihivast jelentd feladat, mivel az
irodalomban fellelhetd modszerek nagy részével nehéz kiillonbséget tenni a timin és az uracil

kozott. [19]

Az analizisre hasznéalhato forditott fazisu folyadékkromatografids modszer, tandem
tomegspektrometridval 6tvozve, amelyet a DNS valamilyen modszerrel torténd hidrolizise
eléz meg 2’-dezoxi-ribonukleozidokra. [10] [20]. Mas mddszerek soran az UDG enzimet
hasznaljak fel az uracil DNS-bdl valo specifikus eltavolitdsara, majd az uracil derivatizalasat
kovetéen gazkromatrografidas modszerrel - melyet szintén tandem tomegspektrométerrel

kotnek 0ssze — hatarozzak meg annak mennyiségét. [21]

Az uraciltartalom meghatarozasa torténhet UDG felhasznalasaval oly mddon is, hogy
nem kozvetleniill a DNS-bdl kivagddd uracilt hatdrozzédk meg, hanem a kivagodaskor
keletkez6 abazikus helyeket ['*C]metoxiamin, [22] vagy aldehid reaktiv proba (ARP)
segitségével (3. abra). [23] Az aldehid reaktiv préba sordan a DNS-ben UDG kezelés hatasara



képzodott abazikus helyeket biotinnal jelolik meg, melyeket avidin-biotin-assay segitségével
lehet kimutatni. Az avidin-biotin-assay soran peroxidazt, vagy alkalikus foszfatazt adnak a

komplexhez, majd kolorimetrids modszerrel torténik a detektalas. [24]
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3. dbra

Az aldehid reaktiv préba soran a felhasznalt reagens (N’-(aminooximetilkarbonil)hidrazino-D-biotin) a
DNS-ben taldlhat6 abazikus helyhez kotédik.

Az analizis torténhet kvantitativ modon is, real-time PCRa-alapu technoldgia segitségével.
Ezt a mérést egy archea baktériumbol, a Pyrococcus furiosus-bol izolalt DNS polimerazzal
(Pfu pol) végzik, amely (a legtobb DNS-polimerazzal ellentétben) érzékenyen reagdl a DNS-
beli uracilra. A Pfu polimeraz a templatként hasznalt DNS-beli uracil helyek érzékelésekor a
atlagosan négy bazisbar utdn megall és nem folytatja a DNS-sz4l masolasat. Amennyiben egy
pont mutaciot hoznak létre ebben a polimerazban a specifikus uracil kotd helyen, az enzim
akadaly nélkiil athalad az uracilt tartalmazé helyeken is, ezzel a PCR soran tobb terméket
eredményezve. Ha a PCR reakciét mindkét enzimmel (Pfu WT-pol, illetve Pfu V93Q-pol)
elvégezziik ¢és meghatarozzuk a termékképzédés hatékonysagat, akkor a kapott

eredményekbdl szamolhat6 a vizsgalni kivant DNS fragmens uraciltartalma. [19]



2 Célkitiizés

Az uracil a természetben az RNS egyik alkotoeleme, a DNS-ben valé megjelenése
altalaban hibanak szamit. Az ¢éldvilagban szamos esetben taldlunk arra példat, hogy az uracil
normadl ¢élettani koriilmények kozott is megjelenik a DNS-ben. Erre talan a legjobb példa a B-
sejtek esetében az AID hatasa altal a sejtek DNS-ében 1étrejovo uracil. Ennek megjelenése
fontos szerepet jatszik az szomatikus hipermutdcioban, valamint az osztalyvaltd

rekombinacidban.

Kutatdomunkam célja egy olyan gyors, szemikvantitativ és szelektiv mdédszer kidolgozésa,
¢s optimalizalasa volt, amely alkalmas genomi DNS uraciltartalmanak meghatarozasara. Erre

egy specialis dot-blot technikat kivantam alkalmazni.

Szintén célom volt egy olyan kvalitativ modszer kidolgozasa, amellyel sejtekben,
szovetekben lehetne kimutatni a DNS-be hibasan beépiilt, vagy egyéb uton (példaul a citozin
hogy az eddigi moddszerek (qPCR és MS alapu) elsésorban az uracil mennyiségi
meghatarozasara alkalmasak, igy az uracil-hibdk genomban valo6 eloszlasi mintazata a jelenleg

rendelkezésre allo modszerek segitségével csak nehezen vizsgalhato.
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Uracil tartalmu plazmid eloallitasa

Célunk magas uraciltartalmu plazmid eléallitasa, amelyeket a késObbiekben a
kisérleteknél fel fogunk hasznalni. Magas uraciltartalmu plazmidot gy kapunk, hogy
Escherichia coli dut- , ung- kompetens sejtekbe (CJ236) transzformalunk pEGFP-N1
plazmidot. A plazmid nem tartalmaz szdmottevd uracilt, viszont a sejtekbdl, amelyekbe
bejuttatjuk, ki van iitve a dUTP/dTTP aranyt alacsonyan tartasaban, és igy a dUTP DNS-be
torténd beépiilésének megakadalyozdsaban szerepet jatsz6 dUTPaz (dut) gén, valamint a
legfontosabb uracil-DNS glikozilazt kodold ung gén. Utdbbi kilitése azért fontos, hogy a

kettds génkiiitést elszenvedett sejtek ne tudjak elimindlni tudjdk a DNS-be beépiild uracilt.

A plazmidot hdsokk transzformdécioval juttattam a sejtekbe. Kétféle antibiotikumot
hasznaltam a sejtek szelekcigjara: kléramfenikolt (a torzs antibiotikum szelekcios markere) és

kanamicint (ennek az antibiotikumnak a rezisztencia génjét a pEGFP-N1 plazmid kodolja).

A transzformalas soran 100 pl kompetens sejthez 1 pl tizszeresére higitott B-
merkatoetanolt (B-szulfaniletanolt), valamint 1 pl plazmid DNS-t adtam, majd 30 percet allni
hagytam jégen. Ezt kovetden a hésokkhoz 1 percig 42°C-os vizfiirddbe tettem, majd ismét 2
percre jégre raktam a szuszpenziot. 100 ul steril Luria Bertani (LB) tapoldat hozzéadasa utan
1 orara 37°C-ra bedllitott razo-termosztatba tettem a sejteket, majd ebbdl 100 pl-t a fent
emlitett két antibiotikumot tartalmazé agar-lemezre szélesztettem. Egy éjszakdn keresztiil
37°C-on novesztettem fel a sejteket. A lemezen felnétt sejtekbdl masnap 50 ml LB tapoldatba

oltottam at, majd 37°C-on, egy ¢éjszaka alatt felszaporitottam Oket.

A transzformalt baktérium sejtekbdl az uraciltartalmt plazmidot Promega midipreppel

tisztitottam, majd agardz gél segitségével vizsgaltam.
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3.2 Genomi DNS izolalas Escherichia coli sejtekbol

Genomi DNS-t izolaltam mind vadtipusa Escherichia coli XL1-Blue sejtekbdl
(tetraciklin rezisztenciaval rendelkezik), mind pedig a duplamutins CJ236 sejtekbdl
(kloramfenikol rezisztenciaval rendelkezik) a késobbi kisérletekhez. Az utobbi DNS-e
nagymértékben tartalmaz uracilt a 3.1 pontban leirt mutacidk miatt.

Ehhez fagyasztott baktériumtorzsekbdl vettem mintat 50 ml LB tapoldatba ,,overnight
kultarahoz”, majd a felndvesztett sejtekbdl Epicenteres DNS pucold kit-tel tisztitottam ki a

genomi DNS-eket a kit-hez mellékelt protokollt kovetve.

3.3 Kiloénozas pET20b vektorba

Célunk - a késébbiekben tervezett in vivo kisérletekhez - olyan UNG konstruktok
létrehozasa, amelyek specifikusan kotédnek a DNS-ben taldlhaté uracilhoz, viszont
katalitikusan inaktivak, vagyis nem hasitjdk ki az wuracil bazist a DNS-bdl, csupan
hozzako6tdédnek. Mindemellett az is fontos szempont volt, hogy ne tartalmazzék azokat az
aminosavakat, amelyek az RPA2-vel (Replication protein A), illetve a PCNA-val
(Proliferating cell nuclear antigen) vald kolcsonhatdsok kialakitasaért feleldsek. [25] [26]
Ezeknek a fehérjéknek a DNS replikacié soran van fontos szerepiik. [27] Ez azért fontos,

hogy ténylegesen csakis az UNG-nak az uracillal valo kdlcsonhatasat detektaljuk.

Az alabbi rekombinans fehérjéket kddold plazmidokat kivantuk létrehozni: AUNG-
DsRed, Flag-AUNG-DsRed. A rekombinans fehérjék esetében a “DsRed” egy fuzios
fluoreszcens fehérje, a ,,Flag” egy epitop tag, mig a AUNG az N-terminalisan az elsé 84

aminosavat nem tartalmazo6, igy az RPA2-vel és PCNA-val kdlcson nem haté UNG konstrukt.

A klonozéas elsé lépéseként polimerdz-lancreakcioban (PCR - polymerase chain
reaction) sokszorositottuk a AUNG-DsRed-et kodolé plazmidokat oly modon, hogy a
reakcidtermékek ne kodoljak a duplamutans UNG fehérje elsé 84 aminosavat. Ezt ugy értiikk
el, hogy a ,,forward” primert a 85. aminosavnak megfeleld nukleotid szekvenciatol terveztiik.
A PCR sordan a plazmidok 5’-végére Ndel, a 3’-végiikre pedig Xhol restrikcidos enzim
hasitohelyet hoztunk létre a felhasznalt primerek altal. A Flag-AUNG-DsRed konstruktok

esetében a ,,Flag” is szintén a PCR reakcio6 soran keriilt a plazmidok 5°-végére, kozvetleniil a
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restrikcids enzim hasitohely mogé (szintén a felhasznalt primeren volt kddolva, igy keriilt a

plazmidra).

A PCR-hez 100 -100 ul ossztérfogati oldatokat készitettiink. Ezekbe 0,25 - 0,25 uM
koncentracioban raktunk mind a ,,forward”, mind a ,reverse” primerekbdl (Eurofins MWG
Operon), és 0,2 mM koncentracidoban tettiink dezoxiribonukleotid-trifoszfatot (dNTP -
Fermantas). Ezenkiviil 50 ng templat DNS-t, 1 ul Q5 Hot Start (High-Fidelity) DNS
Polimerazt (Pfu polimeraz - New England Biolabs) és 6tszordsére higitott - az alkalmazott
polimerazhoz a NEB 4ltal ajanlott - puffert (New England Biolabs) adtunk hozzajuk. A

mintakat nukledz-mentes desztillalt vizzel (Ambion) egészitettiik ki 100 pl-re.

A reakciokoriilményeket a NEB honlapjén talalhatd ,,Tm Calculator” altal ajanlott
modon allitottuk be. Ez alapjan mindkét konstrukt esetében a DNS széalak szétvalasztasara 15
masodpercig 98°C-ot, a primerek hibridizaciojahoz 30 madasodpercig 65°C-t, a
polimerizacidhoz pedig 45 masodpercig 72°C-ot alkalmaztunk. A reakciot 30 cikluson at
ismételtiik, majd 4°C-on éllitottuk le. A PCR termékeket GenElute™ PCR Clean-Up Kit-tel
(Sigma-Aldrich) tisztitottam ki.

A PCR soran kapott konstruktokat pET-20b expresszios vektorba (Novagen)
tartalmazza azt a két restrikcios enzim hasitohelyet, amelyeket a PCR soran mi a plazmidokra
illesztettiink. Amennyiben ezzel a két restrikcios enzimmel (Ndel és Xhol) kezeljiik a vektort,
abbdl kiesik a két hasitohely altal hatarolt rész. Ezek az enzimek a hasitast kdvetden ragados
végeket eredményeznek. A mintdkat is ezzel a két enzimmel kezelve, és a (mar kezelt)
vektorral elegyitve a ragados végeknél 0sszeilleszkednek. Ligdz enzimet is adva a mintdkhoz,

az Osszekapcsolja a cukor-foszfat lancot, igy a plazmid beépiil a vektorba.
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4. dbra
A felhasznalt pET20b vektor

A reakcioelegyekbe - mind a AUNG-DsRed, mind pedig a Flag-AUNG-DsRed
esetében — 2 pl Ndel enzimet (NEB), 1 ul Xhol enzimet (NEB), 5 pl puffert (a NEB altal a
restrikcidos enzimekhez ajanlott), és 48 pl plazmid DNS-t tettem. A vektor esetében a
felhasznalt enzimmennyiségek megegyeztek a plazmidok esetében hasznalttal, ezen kiviil
pedig 10 pl puffert, 7 pl nukledz-mentes desztillalt vizet és 80 ul DNS-t (vektor) adtam a
mintdhoz. A reakcidelegyeket 12 oran 4t 37 °C-on tartottam, hogy a kivant reakcid

végbemenjen, majd 20 percig 65°C-on inaktivaltam az enzimeket.

Annak érdekében, hogy a vektorbol az enzimatikus hasitds soran kiesett rész ne tudjon
visszazarodni, Antarctic foszfatazzal (NEB) kezeltiik a vektort, ami leszedi a DNS 5’-végén

talalhato6 foszfatcsoportot.
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3.4 UNG konstruktok transzformalasa BL21 sejtekbe

A 3.3. pontban leirt modon Iétrehozott plazmidokat (AUNG-DsRed, Flag-AUNG-
DsRed) hésokk transzformacioval jutattam Escherichia coli BL21 ung- kompetens sejtekbe.
2 x 75 pl kompetens sejtbdl indultam ki, melyekhez 1 - 1 pl nukledz-mentes vizzel
tizszeresére higitott B-merkaptoetanolt adtam. Ezt kovetden a sejteket 6t-felé osztottam (30-30
ul), majd 0,5 - 0,5 pl plazmidot adtam hozzdjuk. 30 perc jégen torténd inkubalast kdvetden 1
percig 42°C-on hagytam 6ket (ekkor veszik fel a sejtek a DNS-t), majd ismét jégen torténd
inkubalas kovetkezett, ezuttal 2 percen keresztiil. 200 pl steril LB tapoldatot mértem a
sejtekhez, és 1 oran keresztiil 37°C-on razattam oOket. A razatast kovetden a szuszpenziot
lecentrifugdltam - 1 percig 2400 rpm-en - Microspin FV2400 tipust asztali centrifuga
segitségével. A feliiliszobol 100 pl-t eltavolitottam, a sejteket visszaoldottam a maradék
feliiliszoban, majd éjszakara 50 pg/ml koncentracioban karbenicillint tartalmazo6 agar lemezre

sz€lesztettem, és 37°C-on hagytam inkubalddni.

3.5 A fehérjék proba expresszidja

Proba expressziot végeztem sejtekbe a 3.4. pontban leirt modon bejuttatott

plazmidokrél annak érdekében, hogy meggy6zddjek a transzformacio sikerességérol.

Az agarlemezen felnétt telepeket steril oltokaccsal 50 ml steril LB-be oltottam at,
majd 37°C-on addig novesztettem Oket, mig a szuszpenzid optikai denzitdsa (OD) nem ért el
0,6 - 0,8 kozotti értéket. Ezt kovetden a sejteket 0,6 mM IPTG-vel (izopropil-B-D-

tiogalaktozid) indukaltam, majd 18°C-on egy ¢jszakan at termeltettem a fehérjét.

Masnap 200 - 200 ul mintat vettem a szuszpenziokbol. Ezeket 7000 rpm-en 5 percig
centrifugaltam (Eppendorf — MiniSpin centrifugan). A feliiliszot ledntve, a sejtcsapadékokat
100 — 100 pl FluorSave™ Reagent-ben (Calbiochem) visszaoldottam, majd ezekbél 15 — 15
ul mintat vettem targylemezre, mikroszkopos vizsgélathoz. Mivel az altalunk expresszaltatott
fehérjék ,,DsRed” fuzids fehérjét tartalmaznak, ezért zold fénnyel megvilagitva piros fényt
bocsatanak ki magukbol. Tehat, amennyiben a mikroszkopos vizsgalat soran a zdld fénnyel

megvilagitott sejtek pirosan vildgitanak, sikeresnek tekinthetd a klénozés és az expresszio is.
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3.6 DNS koncentracio meghatarozas Nanodrop UV-spektrofotométerrel

UV spektrumot 220 nm-t6l 350 nm-ig vettem fel Nanodrop ND1000 spektrofotométerrel. A
nukleinsavak jellemzd elnyelési maximuma 260 nm-en van, a fehérjéké pedig 280nm-en. A
Lambert-Beer-torvény (A=e«cl) szerint a minta DNS koncentracidja egyenesen aranyos a
mért abszorbancia értékkel. A 260 nm-en mért egységnyi abszorbancia 50ug/ml DNS
koncentracionak felel meg. A minta fehérjeszennyezettségére nyujt informacié a 260 nm-en,
valamint a 280 nm-en mért abszorbancidk aranya. A tisztasag kritériuma, hogy a 260 nm-en
mért DNS és a 280 nm-en mért fehérje abszorbancia értékek hanyadosa 1,8 koriili érték
legyen. Referenciaként azt a puffert hasznaltam, amellyel az izolalds soran a DNS-t eludltam

az oszloprol.

3.7 DNS mintak vizsgalata agaroz gélelektroforézissel

Elektromos térbe helyezve, a toltéssel rendelkez6 molekuldk - az Gssztoltésiiknek
megfelelden - az ellentétes toltéssel rendelkezd elektrod felé vandorolnak. A véandorlas
sebessége fiigg a molekula toltésétdl, tomegétdl és alakjatol, tovabba az elektromos térerdtol.
A nukleinsavak toltése aranyos a tomegiikkel és a hosszisagukkal, tehat a modszer
molekulatomeg szerinti elvalasztasra is alkalmazhatd. A futas sebességét a nukleinsavak
térszerkezete is befolydsolja, azonos tomegii cirkularis és linedris nukleinsav molekulak
kiilonb6z6é sebességgel futnak (a cirkuldris DNS kompakt szerkezetli, és hidrodinamikai
mérete joval kisebb — elektroforetikus mobilitasa pedig nagyobb —, mint a vele azonos méreti
linearis DNS-molekulaé¢). Nukleinsavak méret szerinti elvalasztasat agaroz gélben végezziik.
nukleinsav molekulak. Minél kisebbek az elvalasztandod fragmensek, annal toményebb gélt

alkalmazunk.

Az altalam vizsgalni kivant DNS-ek elvalasztasahoz 0,7%-os gélt ontdttem. 0,21 g agarozt
30 ml TAE (40 mM Tris/acetat, 1 mM EDTA, pH = 8,5) pufferben felmelegitve oldottam fel
(odafigyelve, hogy ne maradjanak feloldatlan agar6z-gémbok az oldatban), majd koriilbeliil
50°C-ra hiitve 3 pl GelRed interkalalodo festéket adtam hozza. Az oldatomat a gélontd

apparatusban hagytam megdermedni. 200 ng DNS-t tartalmazo egységnyi tréfogata oldathoz
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1/5 egységnyi térfogatu ,,6x Loading dye” mintakoktélt (Fermentas) adtam (pl. 10 ul DNS
mintdhoz — melyet Ggy higitottam ki, hogy 200 ng DNS-t tartalmazzon - 2 pl mintakoktélt
(,,6X Loading dye”) adtam), igy vittem fel a gélre. Az elektroforézist TAE pufferben
végeztem, 100 V-ra bedllitott allandd fesziiltséggel. A gélben 1évé DNS-t UV fénnyel

megvilagitva detektaltam.

3.8 Elektroforetikus mobilitas teszt (EMSA)

Az EMSA fehérjék DNS-kot6 képességeének vizsgalatara alkalmazott modszer. A fehérje-
DNS komplex nagyobb, igy lassabban vandorol az agar6z gélelektroforézis soran, mint a
fehérjét nem kotd DNS-kontroll, igy a komplex a nagyobb molekulatomeg felé eltolodva

jelenik meg a gélen.

A tesztet mind - a 3.1. pontban leirt mdédon eldallitott - uracilban gazdag, mind uracilt
(szamottevéen) nem tartalmazo linearizalt DNS-sel is elvégeztem. A vizsgalni kivant
duplamutans UNG fehérjék koziil az egyik 1xFLAG, a masik pedig 3XxFLAG epitop-taget
tartalmaz. Kiilon-kiilon mindkett6bdl adtam a mintdkhoz, hogy ellenérizzem, hogy mindkét

konstrukt specifikusan koti-e az uracilt.

A mintdkhoz 10 ng/ul-es koncentracidoban tettem a DNS-ekbdl, a fehérjékbodl pedig
egy higitasi sort készitettem. A pontos koncentracidkat az eredmények ¢és kiértékelésiik
részben tiintettem fel, a gélkép folott. A kontroll minta csak DNS-t tartalmaz, fehérjét nem

adtam hozza.

A mintdk 10 pl-éhez 2-2 pl mintakoktélt (,,6X Loading dye”) adtam, majd 1 %-os

agardz gélen megfuttattam, az el6z6 pontban leirtak szerint.

3.9 Agaroz-assay

Agardz-assay-t haszndltam annak eldontésére, hogy a duplamutans (akéar az 1 x -, akar
pedig a 3 x Flag epitop - taget tartalmazo) UNG fehérjék valoban katalitikusan inaktivak-e.
Amennyiben az UNG fehérje katalitikusan aktiv, kivagja az uracilokat a DNS-bdl, ezzel
bazismentes helyeket (AP site) hozva létre a DNS-ben. A mintdhoz AP endonukleazt
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(APE/EndolV) is adva, az elvagja az UNG 4ltal 1étrehozott bazismentes helyeknél a DNS
cukor-foszfat vazat, ezzel egyes szaltorést okozva. A fragmentalddott DNS az agardéz gélen

kisebb molaris tomegnél jelenik meg, elmosoddott savokat eredményezve.

Mind az uracilos, mind pedig az uracilmentes plazmidb6l 10 - 10 pl 15 ng/ul
pufferben (New England Biolabs - NEB). A mintdkhoz 2 pg/ml koncentracidban adtam a
duplamutans UNG fehérjékbdl, majd 1 oran keresztiil 37°C-on termosztaltam azokat. Ezt
kovetden az oldatokhoz 1ul AP endonukledzt (NEB) adtam, majd ismét 1 6rat termosztaltam
37°C-on. A reakcid leéllitasara 4 ul inaktivalé mintakoktélt (1/2 rész 6 x LD, 1/4 rész 10 %-
os SDS, 1/4 rész proteinaz K (Sigma-Aldrich Proteinase K from Tritirachium album)) adtam a

mintakhoz, amellyel el6szor 55°C-on 15 percig, majd 95°C-on 10 percig inkubaltam azokat.

A pozitiv kontroll esetében forgalomban kaphato UNG-ot (NEB), valamint AP
endonukleédzt is adtam az uracilos plazmidhoz. A forgalomban kaphat6 enzim katalitikusan
aktiv, igy kivagja a DNS-ekbdl az uracilokat, majd az APE enzim a magas uraciltartalma
DNS-ek fragmentalodasat okozza. A két negativ kontrollhoz nem adtam fehérjét, csak
plazmid DNS-t (uracilosat, illetve uracilmenteset). Szintén kontrollként olyan mintakat is
felvittem a gélre, amelyek esetén a kétfajta pladmidhoz vagy csak duplamutians UNG-ot
(UNG-1x Flag illetve UNG-3x Flag), vagy csak APE enzimet adtam, illetve olyan mintdim is
voltak ahol mindkét enzimet, valamint UGI-t (Uracil-glikozilaz inhibitor, NEB) is adtam a
DNS-hez.

3.10 Dot-blot

A DNS-beli uracil mennyiségének, illetve eloszlasanak vizsgélatara egy specialis dot-
blot technikat dolgoztunk ki. Ennek soran azt hasznaltuk ki, hogy mivel az uracil nem
épitékove a DNS-nek, igy annak eltavolitasara kiilonb6zé DNS hibajavitd enzimek alakultak
ki. Az egyik ilyen a mar fent emlitett UNG, amely specifikusan kotédik az uracilhoz. Az
enzim tulajdonsagait oly mdodon valtoztattuk meg (D145N és H268N mutans), hogy kosse a
DNS-ben talalhaté uracilt, viszont ne legyen képes lehasitani. [28] Igy, uracilos DNS-hez ezt
a mutans UNG fehérjét adva, megjelolhetjilk az uracilokat. A vizsgéalni kivant DNS-t
tartalmazo oldatokat egy nylon membranra (GE Healthcare Amersham HybondTM-N+)
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cseppentettiik — ezt a folyamatot csinaltuk kozvetlen pipettaval torténd felcseppentéssel,
valamint egy erre a célra kifejlesztett dot-blot apparatussal (Bio-Rad Bio-Dot®
Microfiltration Apparatus) is (5. abra).

5. abra
A dot-blot apparatus

A membran szaritasat kovetéen a DNS-t UV-fény (254nm), vagy hé (80°C)
segitségével kotottiik ki arra. Ezt kovetden a membrant egy éjszakan at razattuk 4°C-on 100
ug/ml lazac DNS-t (Invitrogen), 5 vegyes % tejport, 10 mM B-merkaptoetanolt, valamint
1:1000 higitasban a duplamutdns UNG-ot tartalmazo ETBS-T pufferben (25 mM Tris-HCI,
2,7 mM KCI, 137 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,05 V/V % Tween-20, pH=7,4). A lazacsperma
DNS, mint hordozé DNS hivatott a membranon maradt szabad helyek (ahova nem ko6tédott az
el6zéekben DNS) elfedésére, a tejport blokkoloként alkalmaztuk, hogy megakadalyozzuk a
nem-specifikus fehérje kdlcsonhatasokat, a B-merkaptoetanolt pedig mint redukaldszert adtuk

az oldathoz.

Masnap a membrant eldszor 3x10 masodpercig, majd 3x10 percig mostuk ETBS-T-
vel, majd egy oran at kezeltik Proteintech-nytlban termeltetett anti-UNG poliklonalis
ellenanyaggal (elsodleges ellenanyag), amelyet ezerszeres higitdsban alkalmaztunk. Ezt
szintén ETBS-T pufferbe tettiik, amelyhez 5 vegyes %-ban tejport is kevertiink. Az egy ora

elteltével ezt az oldatot is lemostuk a membranr6l a fent emlitett médon (ETBS-T pufferrel),
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majd szintén egy oOran at kezeltiik GE-Healtcare HRP-vel (horseradish peroxidase / torma
peroxiddz) konjugalt anti-nytl mésodlagos ellenanyagot 1:5000 higitasi aranyban, valamit 5
vegyes % tejport tartalmazd ETBS-T pufferrel. A masodlagos ellenanyaggal torténd egyoras
kezelést kovetden eldszor 3x10 masodpercig, majd 3x10 percig mostuk, de ez esetben mar

ETBS pufterrel (25 mM Tris-HCI, 2,7 mM KClI, 137 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH=7,4).

Nylon membrin

S
5

6. abra
A dot-blot sematikus abraja

A membran el6hivéasat kemilumineszcens szubsztrattal végeztem (Millipore, Western
Chemiluminescent HRP Substrate) a gyarto altal javasolt protokollt kdvetve. A detektalashoz
GE Healthcare High performance chemiluminescence film-et hasznaltunk, amelyen az
elohivaskor fekete foltok jelentek meg azokon a helyeken, amelyek a nylon membran azon
része folott voltak, amelyre uracil tartalma DNS k&tddott. Minél nagyobb az adott részhez

kotddott DNS uraciltartalma, annal s6tétebb foltot kapunk az adott részen elhivaskor.
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4 Eredmények és értékelésiik

4.1 DNS mintak vizsgalata agaroz gélelektroforézissel

A 3.1. és a 3.2. pontban leirt modszerrel kapott genomi és plazmid DNS-eket agar6z
gélelektroforézissel vizsgaltam. A 7/a. abran lathaté a duplamutans Escherichia coli-bol
(CJ236) izolalt uracilos pEGFP-N1 plazmid agaréz gélképe, a 7/b. abran pedig ebbdl a

duplamutans E. coli fajbol izolalt genomi DNS agardz gélképe.

| |<— E.Coligenomi DNS

7/a. abra 7/b. abra
A duplamutans Escherichia coli-b6l (CJ236) A duplamutans Escherichia coli-bo6l (CJ236)
izolalt uracilos pEGFP-N1 plazmid izolalt genomi DNS (uracilos)
agaroz gélképe agaroz gélképe
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4.2 A fehérjék proba expresszioja

Préba expressziot végeztem a pET20b vektorba klonozott, majd BL21 ung- kompetens
sejtekbe transzformalt plazmidokrol (amelyek a AUNG-DsRed, valamint a Flag-AUNG-
DsRed fehérjéket kodoljak). Ezzel vizsgaltam, a transzformacio sikerességét. Vilagito
foltokként latszanak azok a baktérium sejtek, amelyek sikeresen felvették a plazmidokat és
expresszaltak a kivant fehérjéket. Az alabbi képeken (8/a és 8/b abrak) jol latszik, hogy a
sejtek valoban vilagitanak, vagyis mindkét konstrukt esetében sikeresnek tekinthetd a fehérjék

expresszioja.

8/a. abra 8/b. abra
A Flag-AUNG-DsRed-et expresszolo sejtek A AUNG-DsRed-et expresszalo sejtek

Amennyiben a ,DSRed-et” tartalmaz6 fehérje nem termelédott a sejtekben, gy a
sejteket az adott fluoreszcencia mikroszkopos vizsgalati koriilmények kozott nem lehet

detektalni.
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4.3 Elektroforetikus mobilitas teszt (EMSA)

A DNS-hez kotédé fehérje csokkenti a DNS mobilitasat az agaréz gélben, igy
magasabb pozicidban lesz detektalhat6. A kontroll mintdk nem tartalmaznak fehérjét, csak
DNS-t (uracilos illetve nem uracilos linearizalt pEGFP-N1 plazmid). A tobbi minta esetében a
linearizalt plazmid koncentraciok megegyeznek, a fehérjék koncentracidja pedig 0,008 mg/ml
¢s 1 mg/ml kozott valtozik (felezd higitasban), a 9. abran feltiintetett médon. Jol lathato, hogy
mind a két fehérje konstrukt (1xFlag, 3xFlag) kotddik az uracilos plazmid DNS-hez, és ezaltal
annak latszolagos eltolodasat okozza az agardz gélben. Az eredmények azt is megmutattak,

hogy fehérje konstruktjaink uracilt nem tartalmazé DNS-hez val6 kétédése joval gyengébb.

pEGFP-N1 plazmid pEGFP-N1 uracil plazmid|MM
1xFlag {mg/ml): kontroll 1_0,008'1 $osssmmm—" 0,008 kont

MHMMEREEN S D=

= 3 khp

1kbp

3xFlag (mg/ml): kontroll 1 ¢s——"0,008 |1 {— ) 008on

pEGFP-N1 plazmid pEGFP-N1 uracil plazmid| MM

9. abra
Az UNG kostruktok DNS-kotését vizsgalo elektroforetikus mobilitas teszt gélképe
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4.4 Agaroz-assay

Agar6z-assay-vel ellendriztem, hogy az UNG konstruktok valdban katalitikusan
inaktivak-e. A gélképen (10. abra) minden minta esetében (a pozitiv kontroll kivételével, ,,+
kontroll” elnevezésli sav a 10. abran) 3-3 csikot lathatunk. Ezekbdl a ~4500, illetve a ~2000
bp-nal megjelend csikok a cirkularis plazmidra jellemzd csikok. Az 1000 bp-nak megfeleld
helyen taldlhatd, szabad szemmel is lathatdé piros folt pontos eredetét nem sikerdilt

kideriteniink, de az egyértelmii, hogy ennek jelnek nincs szignifikdns zavar6 hatasa a mérésre.

Kontrollok 1x Flag 3x Flag MM
+ U U |@Uplazmid | U plazmid | @U plazmid | U plazmid
(U] (U] (U] ]
o o o S
woour wooui wooui w
o o o o o o o o
< < < <t << < < <
o - - - - - - d -
S w222y 282w 222w 2 ¢
2 <T =2 = =] <C = - - <L ] -2 | D <T = -]

10. abra
Az UNG konstruktok vizsgalatara elvégzett agaroz-assay gélképe

A pozitiv kontrollként felvitt mintdban az AP endonukledz mellett vadtipust,
katalitikusan aktiv UNG-ot (New England Biolabs uracil-DNS glikozilaz) adtam a DNS
oldathoz, hogy ellenérizzem a moddszer josagat. A gélképen jol latszik, hogy csak a pozitiv
kontroll (,,+”) esetében tortént meg a DNS hasitdsa, mivel ez esetben eltlint a plazmidra

jellemzd két csik, és kisebb molekulatomegnél pedig elmosddott foltot lathatunk.
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Negativ kontrollként csak DNS-t (uracilos (,,U”) és nem uracilos (,,8U”) plazmid)
vittem fel a gélre, fehérjét nem adtam hozza. A gélképen emellett az is 1athatd, hogy mind az
1xFlag, mind pedig a 3xFlag epitdp tag-et tartalmazd6 UNG kostruktok valdban katalitikusan
inaktivak (nem tortént meg a DNS hasitasa a duplamutans UNG-ot és AP endonukleazt is

tartalmazo mintak esetében sem).

4.5 A dot-blot médszer optimalizalasa

A 3.10. pontban leirt dot-blot technika optimalizalasara szamos kisérletet végeztem,
amelyek soran tobb koriilményt is megvizsgéaltam. Az ugyanolyan koriilmények kozott

elvégzett parhuzamos kisérletek koziil csak egyet - egyet fogok bemutatni.

4.5.1 A mintik membranra torténd felvitelének modja

A DNS mintdk membranra torténd felvitele torténhet manualis cseppentéssel (11.
abra), ami annyit jelent, hogy adott mennyiségli mintat pipetta segitségével szabad kézzel

vissziik fel a membranra, illetve torténhet a dot-blot apparatus segitségével (12. dbra).

A manualis cseppentés esetében 2/3-o0s higitasi sort készitettem Eppendorf csévekben,
ahol az els6 pont 0,125 pg uracilos DNS-t (Escherichia coli dut-, ung- sejtekbdl izolalt
genomi DNS) tartalmazott. Ezekbdl 3-3 pl-t vittem fel a membréanra. A higitast lazacsperma
DNS-sel végeztem, hogy minden folt azonos mennyiségli DNS-t tartalmazzon (ebbdl ne
adddjon esetleges intenzitaskiilonbség). Az utolsé sorba csak lazacsperma DNS-t tartalmazo
oldatott cseppentettem, annak vizsgalatara, az ad-e esetleg valamilyen hattérjelet. Mivel ez
esetben nem tapasztaltam elszinezddést a rontgenfilmen, arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy
a kapott jelet ténylegesen a DNS uraciltartalma szolgaltatja. Ugyanazokat a mintakat hat

parhuzamosban, vittem fel a membranra egymas al4, hogy lassam mekkora a szoras.
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Csaklazacsperma DNS
2/3-0s higitasisor ‘L
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11. 4bra
Manualis cseppentéssel torténo dot-blot

Az apparatus hasznalatakor, a mintaeldkészités soran ugyanazt az eljarast alkalmaztam
mint a manualis felcseppentés esetében, ezuttal azonban négy parhuzamos sort vittem fel a

membranra.
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Csak lazasperma DNS
2/3-o0s higitasi sor J
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12. abra
Dot-blot az apparatus hasznalataval

Az eredményekbdl az latszik, hogy egyenletesebb a DNS eloszlas, amennyiben azt az
apparatus segitségével vissziik fel a membranra. Emellett a parhuzamos mintdk esetében is
jobb eredményt kaptunk az apparatus hasznalatakor (kisebb a folterdsségek kozotti szoras).
Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy megbizhatobb és reprodukalhatdbb
eredményt kapok, amennyiben a dot-blot appardtus segitségével viszem fel a mintdkat a

membranra.
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4.5.2 A felhasznalt membrdan nedvesitési kisérlete

A masik eldontendd kérdés az volt, hogy szaraz, vagy nedvesitett membranra torténjen-e a
DNS oldatok felvitele. Mindkét esetben egy 2/3-o0s higitasi sort alkalmaztam, 0,25 pg uracilos
DNS-b6l kiindulva. Mindkét membranra ugyanazon mintdkbol vittem fel a megfeleld

cseppeket. A higitast most is lazacsperma DNS-sel végeztem.

szaraz nedves
g &
c [
G O
Z  2/3-os higitasi sor & 2/3-0s higitasi sor
L @ e 2000
o ®» o o 00 00 0
@ C © 00000
o ® ¢ ¢ L N
» ¢ " O 00 0
L » ° ¢ k] [ ] . . ™

13. abra
Dot-blot szaraz illetve TE pufferrel nedvesitett membranon

Ebben az esetben az lathat6, hogy amennyiben nedvesitett membranra torténik a
mintafelvitel, az adott foltok esetében egyenletesebb DNS eloszlast tapasztalunk. A fent
emlitett eredmények alapjan azt taladltam optimalisnak, amennyiben a DNS membranra

torténd felvitele nedves membranra torténik, a dot-blot apparatus segitségével.
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4.5.3 A DNS membranhoz torténd rogzitése

A DNS membranra tortén6 kikotéséhez a fent emlitett példak esetében UV fényt (254
nm) hasznaltam. [29] Az UV fény hatasara azonban pirimidin dimerek johetnek 1étre. Ez
esetiinkben azért kiilonOsen rossz, mert az uracil bazisok kozott is 1étrejohet ez a
kolcsonhatds, és ez torzithatja a kapott eredményeket. Ennek elkeriilése érdekében
megprobalkoztunk a DNS-ek hdvel torténd rogzitésével is (14. abra). Ugyan azokbodl a
mintakbdl vittlink fel mindkét membranra, kéz-két parhuzamosban. Az anyagmennyiségek a

14. abran vannak feltiintetve, a higitdst most is lazacsperma DNS-el végeztem.

80°C uv

E. Coli d-U-standard | _ 1 _
0,01 ug !
@
& LR
: L
0
~ ® @ . &
00029618 & W -

Csak lazacsperma DNS ——»

14. dbra
Dot-blot hével illetve UV fénnyel tortént DNS immobilizalassal

A kapott eredménybdl az latszik, hogy homogénebb lesz a DNS-eloszlas, erdsebbek a
foltok, valamint kisebb a szdras a parhuzamosok esetében, amennyiben ho segitségével kotjiik

ra a DNS mintakat a membranra.
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4.5.4 Aspecifikus kotodések vizsgalata

Fontosnak tartottam annak vizsgélatat, hogy a modszer soran nem torténik-e aspecifikus
kotédés a membranhoz, ami fals jelet eredményezhetne. Ennek vizsgalatira a dot-blottot
elvégeztem gy is, hogy nem tettem duplamutans UNG enzimet a membranra, hanem a DNS
kikotését kovetden egybdl az elsddleges ellenanyagot tartalmazd oldatot vittem fel arra.

Semmilyen aspecifikus kotddésre utalo jelet nem tapasztaltam.

4.5.5 A dot-blot modszer kvantifikalasa

A dot-blot alapti modszer nem csak annak kimutatasara lehet alkalmas, hogy a vizsgalt
minta tartalmaz-e uracilt, hanem akar az uraciltartalom kvantifikéalasara is. Ennek vizsgalatara
egy novekvo uraciltartalmu kalibralo sort készitettiink (15. dbra). A higitast jelen esetben is az
elhanyagolhatd uraciltartalmi lazacsperma DNS-sel végeztem. A kalibracios egyenes
elkészitéshez az el6hivott pottyok denzitasat (intenzitasat) szoftveresen hataroztuk meg, majd

ezt a jeler0sséget abrazoltuk a hozzajuk tartozo uracilmennyiség fliggvényében.

0 » 8063 | -

0 806 1613 2419 3225 4032 4838 5644 6450 7257 8063

0,05 ug

E.coli gen. 5 & . & & . . .

DNS

0,1 pg E.coli
geLr:ngr\T;I .........

0,1ug

E.coli 3 ® g -

gen, DNS

0 81 161 242 323 403 484 564 645 726

80
0 » 806 |-

15. abra
Elohivott dot-blot kalibralé sorozat
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A felhasznalt duplamutans Escherichia coli CJ236 torzs genomi uraciltartalma 8063 uracil
/milld bazis. [19] A 16. abran lathat6 a - 0,05 pg Escherichia coli genomi DNS-t tartalmazo -
pontokra illesztett kalibracios egyenes. A kapott R*=0,9291 érték arra utal, hogy a pontok jol
illeszkednek az egyenesre. A membranra felvitt, ismeretlen mintak uraciltartalma a kalibrald

egyenes egyenletébdl szamithato.

250 y = 4E-09x + 17.488
2 =
200 R2=0.9291
L 2
£ 150
- L 2
c
E 100
50
Uracilok szama/p6
04 ¢ potty
(] (e] (e]
(=] — -
- - -
L L L
= L™ o
16. abra

A 0,05 ng DNS-t tartalmazo kalibralo sorbol készitett kalibraciés egyenes
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5 Osszefoglalas

A DNS hibajavitasra ,,szakosodott” UDG enzimcsalad egyik tagja az UNG fehérje. Ez a
fehérje specifikusan felismeri a DNS-be keriild uracilt, majd enzimatikus hasitds révén
kivagja azt a DNS-b6l. Ezt a fehérjét oly mdédon elmutalva, hogy az uracilkotd képessége
megmaradjon, viszont a katalitikus aktivitas eltlinjon, felhasznalhatjuk a DNS-ben megjelend

uracil specifikus megjeldlésére.

Egy dot-blot alapi modszert dolgoztunk ki a genomi uracil eléfordulasanak, valamint
eloszlasanak vizsgalatara, mely sordn a fent emlitett mutdns UNG enzimet hasznaltuk fel az
uracilok megjeldlésére. A modszer eldnyei kozé tartozik, hogy specifikus az uracilra, a teljes
genomi DNS uracil-tartalmarél és annak eloszlasardl egyarant kvantitativ informéaciot
szolgaltat, valamint, hogy nem csupan in vitro, hanem in situ ill. in vivo kisérletekben is

alkalmazhato lehet.

Munkdm soran elvégeztem a, optimalizalasat, valamint egy 0j UNG konstrukt
kidolgozasaban is részt vettem. Ezt az 0j konstruktot a késobbiekben in vivo kisérleteknél
szeretnénk felhasznalni. Tovabba ELISA alapu kisérleteket is kivanunk végezni a fent emlitett

dot-blot mddszer érzékenyitésére.
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