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2. Roviditésjegyzék

5FdUR
5FU

A

AID
AP site
APE
BA
BER

bp
BSA

C

CPD
C-terminalis
DAPI
DIC
DNS
dNMP
dNTP
dTMP
DTT
dTTP
dUR
dUuMP
dUTP
dUTPaz
EDTA
E. coli
FACS
FBS
FGS

G
HEPES
His-tag
HRP

5-fluoro-2’dezoxiuridin

5-fluorouracil

adenin

aktivalas indukalt dezaminaz (activation-induced deaminase)
bazismentes hely (apurinic/apyrimidinic site)
AP endonukledz

benzamidin

baziskivagason alapuld javitas (base excxision repair)
bazispar

marhaszérum albumin (bovine serum albumin)
citozin

ciklobutan-pirimidin-dimer

karboxi-terminalis

4',6-diamidino-2-fenilindol

differencialis interferencia kontraszt
dezoxiribonukleinsav
dezoxiribonukleotid-monofoszfat
dezoxiribonukleotid-trifoszfat
dezoxitimidin-monofoszfat

ditiotreitol

dezoxitimidin-trifoszfat

dezoxiuridin

dezoxiuridin-monofoszfat
dezoxiuridin-trifoszfat
dezoxiuridin-trifoszfat-pirofoszfataz
etilén-diamin-tetraecetsav

Escherichia coli

fluoreszcencia aktivalt sejtszortirozé berendezés
marha magzati szérum (fetal bovine serum)
kecske magzati szérum (fetal goat serum)
guanin
N-(2-hidroxietil)-piperazin-N’-etanszulfonsav
polihisztidin-cimke

torma peroxidaz (horseradish peroxidase)
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HS magas sokoncentracié (high salt)

IPTG izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid

LB Luria Bertani tapoldat

LS alacsony sékoncentrécio (low salt)

MBD4 methyl-CpG-binding domain protein 4

MEF egér embrionalis fibroblaszt (mouse embrional fibroblast)
MS tomegspektrometria (mass spectrometry)

NEB New England Biolabs

NTA nitrilo-triecetsav

N-terminalis amino-terminalis

oD optikai denzitds

OPD orto-feniléndiamin

PBS izotonias foszfat puffer (phosphate buffered saline)
PCNA proliferating cell nuclear antigen

PCR polimeraz lancreakcid (polimerase chain reaction)
PMSF fenilmetanszulfonil-flourid

gPCR kvantitativ real time PCR

RNS ribonukleinsav

RPA replication protein A

SDS natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
SMUG single-strand-selective monofunctional uracil-DNA-glycosylase
T timin

TAE tris-acetat-EDTA puffer

TDG T/U hibaspar DNS glikozilaz

TS timidilat-szintaz

TRIS 2-amino-2-hidroximetilpropan-1,3-diol

u uracil

UDG uracil-DNS glikozilaz

uaGl uracil-DNS glikozilaz inhibitor

UNG uracil-DNS N-glikozilaz

uv ibolyantuli (ultraviola) fény

VHS nagyon magas sékoncentracié (very high salt)
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3. Bevezetés és irodalmi attekintés

3.1 A DNS-molekula

Az él6vilagban rendkiviil fontos, hogy a genetikai informacié, amely kédolja az él6lény
szervezetét felépit6 Osszes fehérjét, biztonsdgosan legyen tarolva. Ezen fontos funkciét a DNS
(dezoxiribonukleinsav) latja el, amely egy hosszu helikalis makromolekula. Epitékovei (monomerjei) a
nukleotidok, amelyek harom részbdl épilnek fel: dezoxiribdz (2-dezoxi-D-ribdz), ortofoszforsav, és
nitrogéntartalmu heterociklusos bazis. A nitrogéntartalma bazis lehet pirimidinszarmazék (uracil,
timin, citozin), vagy purinszarmazék (adenin, guanin). A nukleotidban a szénhidrat-molekula 5-6s
szénatomjat a foszforsav észteresiti, 1-es szénatomjaval pedig a bdazishoz csatlakozik B-N-glikozid-
kotéssel. A kovetkezd nukleotid foszforsav része az 6t megel6z6 nukleotid cukormolekuldjanak 3-as
szénatomjat észteresiti, egészen a DNS-lanc végéig, tehat a makromolekula alapja a cukorfoszfat-
gerinc. A normal DNS-molekula két antiparalel lefutdsu szalbdl épiil fel, tehat a szdlak parhuzamosak,
de irdnyitottsaguk ellentétes. A két szal a cukorfoszfat-gerincben taldlhaté kotésszogek miatt egymas
koré csavarodik, ezért a DNS kett6s hélix szerkezetli. A szalak belsejében taldlhatdéak a bazisok,
melyek egymassal szigoru rendszer szerint képesek kapcsolddni, azaz t6bbszords hidrogénkotést
kialakitani. Az adenin a timinnel 2, a citozin a guaninnal 3 hidrogénkotés kialakitasara képes, igy ezen
bazisok a két szalban mindig egymassal szemben helyezkednek el, a DNS két szala tehat
komplementer. Az uracil a timinnel analég szerkezet(i bazis (csupan egy metilcsoportban térnek el) a
ribonukleinsav.  (RNS)  természetes  épitGeleme [1, 2]. A DNS szerkezetét az
1. dbra mutatja be.

No

P ¢ ,Iéq

5 NH 2.0 0\72;
@ o
TN
‘{H2N>==N
o O0-
Cukorfoszfat- ou, /o P2 :7/~°
gerinc _j\o i
-
» g2N 0\72,;
c_’t{\O Ik‘"h 9
OH O\Z;
3'vég _é
5'vég

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e4/DNA_chemical_structure.svg

1. dbra
A DNS szerkezete

A DNS kett6s hélixét két egymassal antiparalel lefutasu cukorfoszfat-lanc alkotja, melyhez
glikozidkotéssel kapcsolddnak a nitrogéntartalmu bazisok, szigoru bazisparosodasi szabalyok szerint.
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A DNS megkett6z6dése sordn a két szal rovid ideig elvalik egymastdl, és a DNS-polimeraz
enzim az eredeti szalakhoz komplementer szdlakat szintetizal. A létrejové Uj DNS egyik szala az
eredetibdl szarmazik, masik szdla viszont Ujonnan szintetizalt, ezért a replikdcié szemikonzervativ
maddon megy végbe [1, 2]. A DNS megkett6z6dését a 2. dbra szemlélteti.

Eredeti szal

http://www.ib.bioninja.com.au/_Media/semi_conservative_med.jpeg

2. dbra
A DNS-replikacid

A DNS-replikacié soran az eredeti szalakhoz uj komplementer szalak szintetizalédnak, igy az uj DNS kett6s
hélix eredeti és Uj szalat is tartalmaz, a replikaciéo szemikonzervativ.

A DNS a benne taldlhaté bazisok szekvencidjan keresztiil képes az informacid taroldsara. A
transzkripcid soran mRNS (hirviv6-RNS) madsolat késziil a DNS egyik szalardl, majd ezt felhasznalva a
riboszémakon megtorténik a transzlacié, vagyis az mRNS-ben kddolt informacié szerint fog a
szintetizdl6dd fehérje aminosav-szekvenciaja létrejonni. Ezt a torvényt a centralis dogma mondja ki,
tehat, hogy az informacidaramlas iranya az élélényekben szinte mindig DNS - RNS —> fehérje.
Kivételt képeznek a retrovirusok, melyekben RNS-b&l keletkezik DNS a reverz-transzkriptaz enzim
hatasara.

A DNS szerkezetébdl és méretébdl adoddan kémiai és fizikai hatasokkal szemben nem inert.
Ezen hatdsokra a bazisok kémiailag mddosulhatnak, a bdazis-szekvencia megvaltozhat, illetve a
cukorfoszfat-lanc eltérhet. Az efféle folyamatok termékei altaldban hibaként jelennek meg a DNS-
ben.
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3.2 A DNS-ben el6fordulo hibak

3.2.1 A DNS-hibak tipusai

Az él6 szervezetek DNS-ében rengeteg fajta hiba megjelenhet, ezeket csoportosithatjuk
aszerint, hogy az adott hiba milyen jellegl valtozast okoz a genomban.

A pontmutacié sordn a megfelel6 bazis helyett egy masik bdazis épill be a DNS-be. Ennek
leggyakoribb oka az, hogy a DNS-polimerdz nem hiba nélkil szintetizdlja az Uj DNS-szalat. A
pontmutacidkat az adott génszakasz altal kdédolt fehérjére vald hatds alapjan a kovetkezd
csoportokba sorolhatjuk.

Sense (csendes) mutacio esetén, a DNS egy bdazisa olyan bazisra cserélédik, amely az
eredetivel megegyez6 aminosavat kddolja. A DNS kddrendszere ugyanis degeneralt, azaz tobb
bazishdrmas is kddolhatja ugyanazon aminosavat.

Neutralis (semleges hatdsl) mutacid esetén a baziscsere miatt a kdédolt fehérjében
aminosavcsere kovetkezik be, azonban ez nem vaéltoztatia meg a fehérje funkcionalitasat.
Legtobbszor olyan aminosavak cserél6dnek ki, melyek oldallanca hasonld karakter( (savas, bazikus,
apolaris), vagy melyek nem a fehérje funkciéja szamara fontos régidban talalhatdak.

Missense (megvaltozott értelm(i) mutacid hatasara is aminosavcsere torténik, azonban ez a
fehérje funkcidjanak megvaltozdsaval jar. Ez lehet funkciovesztés, vagy funkciomédosulas is, amely
lehet evolucids szempontbdl el6nyds, vagy hatranyos is az organizmusra nézve.

Nonsense (értelmetlen) mutacié esetén a megvaltozott bazishdrmas mar nem aminosavat
fog kddolni, hanem STOP kodont. Emiatt az atirddott fehérje rovidebb lesz, igy térszerkezete
jelentésen megvaltozhat, és ez altalaban teljes funkcidvesztéshez vezet.

A pontmutdcidk kozt igen gyakori a mar beépilt bazisok aminocsoportjdnak spontdn
hidrolizise, a dezamindcié. A természetes koriulmények kozt is lejatszédd reakcidban a bazis
aminocsoportja oxocsoportra cserélédik, azonban a reakcidsebesség jelentésen megnd, ha a sejt
oxidativ stressz alatt all. A dezaminacié leggyakoribb termékei az uracil, amely citozinbdl, a
hipoxantin, amely adeninbél és a xantin, amely guaninbdl keletkezik. A dezaminaciéval létrejott
madosult bazisokrdl a dolgozat keretein belll még értekezek, mivel ezen bazismddosuldsok késébb,
a replikacié soran mutaciot okoznak.

Az egy vagy tObb bazist egyszerre érinté mutaciok a beékel6dés (insertion) és a kiesés
(deletion). Beékel6dés hatasara Uj génszakasz épiil be a DNS-be, ami tehat Uj aminosavakat képes
kddolni. Kiesés esetén egy génszakasz torl6dik a DNS-bdl, igy a kdédolt fehérje rovidebb lesz. Ezen
mutaciok jarhatnak a fehérje funkcidjanak pozitiv megvaltozasdval, dm legtobbszor megvaltoztatjak
a kodonok olvasasi keretét (reading frame shift). Ennek hatasara a kédold bazisharmasok elcsusznak,
igy a DNS az eredetitél teljesen eltéré fehérjét fog kddolni, amely altaldaban képtelen feladatat
elvégezni.

A DNS-hibdk az adott szakaszon atirddo fehérje megvaltozasat okozhatjak. Azonban a hibak
jellegét csak akkor érthetjik meg, ha azok kialakulasanak okairdl alapos ismereteink vannak [2, 3].
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3.2.2 A DNS-hibak okai

DNS-hiba keletkezhet természetes maddon, illetve belsé (endogén) vagy kiils6 (exogén)
hatdsra. Ezek eredménye altaldban a bazisok kémiai mddosuldsa, mely gyakran karos a szervezetre

[1].

Természetes hibak keletkezhetnek a DNS-replikdcié soran, mivel a polimeraz enzimek néha
nem a megfelel6 bazist épitik be a szintetizdlédd szdlba. Tovdbba hiba keletkezhet spontan
dezaminacié soran is.

A leggyakoribb DNS-hibat okozd endogén hatas a metabolizmus melléktermékeként
keletkez6 reaktiv gyokok. Ezek féleg a még be nem éplilt nukleotidok bazisait tdmadjak meg, ugyanis
a kettGs hélix belsejében taldlhatd bazisok a hélix altal védve vannak. A reakcié mdédositott bazisokat
general, melyek kozil a leggyakoribb a 2-hidroxi-adenin, és a 8-hidroxi-guanin [4, 5]. Ezek kés6bb
beépilhetnek a DNS-be a replikacid soran.

A gyokok azonban képesek a mar beépilt nukleotidokat is megtdmadni, mégpedig a DNS-
replikacid alatt, mivel a folyamat soran a DNS rovid ideig egyszalu, ezaltal a bazisok hozzaférhet6vé
valnak, és reakcidkba léphetnek.

A leggyakoribb exogén hatasok az UV-sugarzas, az ionizalé sugdrzdsok és a vegyi anyagok.
UVA-sugdrzds hatdsdra reaktiv gyokok keletkezhetnek, amelyek a fent leirt mddon képesek
karositani a DNS-t.

UVB-sugdrzas hatdsara keresztkotések johetnek létre az azonos szdlon |évé szomszédos
pirimidin bazisok kozt. A fotokémiai reakcié termékei ciklobutan-pirimidin-dimerek (CPD) vagy 6-4
fototermékek lehetnek. Ezek a DNS-replikacidt és a transzkripciét is gatoljak, tehat mutagén és
citotoxikus hatasuak [6].

Az ionizdld sugdrzdsok, mint a radioaktiv vagy a rontgensugarzas, a DNS cukorfoszfat-
gerincét karosithatjdk. Az egyes szaltorés javitdsa kdzben pontmutacid vagy kereteltolddas
torténhet. Kettds szaltorés esetén DNS-szakasz torik le a hélixrél, amely javitds hianydban genomi
atrendez6déshez vezethet.

A vegyi anyagok kozll legf6képp az aromas vegyliletek okozhatnak DNS-kdrosoddst. A benzol
példdul, természetes metabolitjai (1,4-benzokinon és 1,4-hidrokinon) révén hidrogén-peroxid
keletkezését idézi el6, amely oxidativ DNS-kdrosoddst okozhat [7].

Lathaté, hogy a genom szamos karosodast szenvedhet, amelynek hatdsara gyakran a
fenotipus is megvaltozik. Az él6lények dnfenntartdsdahoz ezért sziikségszerlen hozzatartozik a DNS-
hibak javitasa.
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3.3 A DNS-hibak javitasa

A hibajavitds torténhet a mutacidhoz vezetd kémiai reakcid ellentétes irdnyu folyamataban,
amely soran visszaalakul a bazis. Ebben az esetben kozvetleniil a hibas bazis javitodik, ezért ezt a
folyamatot kozvetlen hibajavitasnak (direct repair) nevezziik.

Szamos hibajavité Utvonal ismert, mint az 6ssze nem ill6 bazisparok javitdsa (mismatch
repair) és a nukleotidkivagason alapuld javitas (nucleotid excision repair). Ha a DNS kettds szaltorést
szenved, akkor a nem homoldg végek 6sszekapcsolasaval vagy homoldg rekombinacidval térténhet a
javitas [1-3].

A hibajavitas egy masik formadja sordn a hibdas bazist a szervezet enzimatikusan kivagja, és a
helyes bazist visszahelyezi a DNS-be, ez a BER Utvonal (base excision repair). A hibajavitas a hibas
bazis kivagasaval kezd6édik, melyet a kilénb6z6 hibakra specifikus DNS-glikozildzok végeznek el. A
folyamatban bazismentes helyek (AP site) jonnek létre, melyeket az AP endonukledzok felismernek,
és elvagjak a cukorfoszfat-gerinc észterkotését. A dezoxiribdz-foszfataz (dRP4z) képes eltdvolitani a
bazismentes cukorfoszfat-molekuldt, majd a DNS-polimerdaz a masik szallal komplementer
nukleotidot beépiti a megfelel§ helyre. Végiil a DNS-ligdz enzim 6sszekdti a DNS szabad végeit [8].
Szamunkra kiemelt fontossagu ez a hibajavitdsi utvonal mivel a DNS-ben taldlhaté uracil javitasa igy
megy végbe, ezt a kovetkezd oldalakon ismertetem. Az Gtvonal a 3. dbran lathato.

Baziskivagason alapuld hibajavitas

DNs glikozilaz ,L (1)
AP Kivagott
1 t
5 m 5 P s
AP endonukleaz + (2]
5 P 3|
dRP4z * &

PR ARL e
5 OH 3 P\r

DNS polimeraz, DNS ligdz + (4]

http://jonlieffmd.com/wp-content/uploads/2013/12/Base-Excision-Repair.jpg

3. dbra
A baziskivagason alapulé hibajavitas (BER)

A BER kezdé lépéseként egy DNS-glikozilaz enzim kivagja a hibas bazist a DNS-bdl (1). Ezutan AP
endonukleaz elvagja a cukorfoszfat-lancot az abazikus helynél (AP site) (2), majd egy dRPaz enzim
eltavolitja a bazist nem tartalmazé cukorfoszfat-molekulat (3). Végiil DNS-polimerazok a DNS masik szala
alapjan nukleotid-trifoszfat felhasznalasaval beépitik a helyes nukleotidot, és a DNS-ligaz 6sszekoti a DNS
szabad végeit (4).
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3.4 Uracil megjelenése a DNS-ben citozin dezaminacié hatasara

Az uracil normal esetben nem alkotdja a DNS-molekuldknak, azonban mégis gyakran
Fiziologids korilmények kozott ez a reakcid az egyik leggyakrabban lezajlé spontan folyamat,
ezenfellil oxidativ reagensek (nitrogén-oxidok, reaktiv oxigénszarmazékok) a reakcid sebességét
jelentésen megnovelik [9-11]. Tovabba né a dezamindcid valdszinlisége, ha a DNS egyszalu, vagyis a
replikacid és a transzkripcidé soran. A citozin és az uracil bazisparosodasi mintazata eltér, azonban 2
hidrogénkotés igy is kialakulhat guanin és uracil kozt, ahogy ez a 4. dbran lathato.

http://en.wikipedia.org/wiki/Base_pair
4. abra
A guanin (G) citozin (C), és a guanin (G) uracil (U) bazisparok

A guanin normal esetben citozinnal 3 hidrogénkétést alakit ki a DNS-ben (bal). Azonban a citozin oxidativ
dezamindacidja soran keletkezd uracil is képes hidrogénkotések kialakitasara guaninnal, bar a citozintol
eltér6 a bazisparosodasi mintazata (jobb).

Az igy létrejové uracil mutagén hatdsu, mivel a késébbi replikacié soran nem guanin épil be
vele szemben (ahogy az citozin esetén toérténne), hanem adenin. Ez stabil pontmutdciét okoz a
genomban, mely megvaltoztathatja a génszakasz altal kddolt fehérje aminosav-szekvencidjat, igy
akar funkcidvesztéshez is vezethet. A dezamindacié mutagén hatasat az 5. dbra szemlélteti.

C G Dezaminacid U G Replikacio U A CG

3! 5[ 3[ 5[ 31 5[ 3[ 5!
Vad tipusu Mutans DNS Vad tipusu
DNS DNS

http://www.bio.miami.edu/tom/courses/protected/MCB6/ch04/4-35.jpg

5. dbra
A citozin dezaminacié mutagén hatasa

A citozin dezaminacio soran keletkez6 uracil (1), a DNS-replikacio soran adenint eredményez (2), igy
stabil pontmutacid alakul ki.
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Az él6 szervezetek szamara elengedhetetlen, hogy a guaninnal szemben allé uracilt a DNS-
bél eltavolitsa. Ez a baziskivagason alapuld utvonalon megy végbe, melynek elsé lépése az uracil
felismerése és kivagasa [12, 13]. A feladatot az uracil-DNS-glikozildz (UDG) enzimcsalad tagjai végzik
el, melyek a DNS mentén haladva keresik az uracilt, majd specifikusan kétédnek hozz3, és kivagjak
azt. Az UDG enzimek dltaldban a guaninnal és az adeninnel szemkozti uracilt is eltavolitjak a DNS-b4I.
A sejtek genomjanak nagymértéki eluracilosodasa azért is veszélyes, mert az UDG enzimek hatasara
|étrejott abdzikus helyek jelent6sen csokkentik a DNS-molekula stabilitdsat. Ez akdr a DNS
feldarabolddasahoz is vezethet, mely erésen citotoxikus hatasu. A folyamatot a 6. abra szemlélteti.
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Az abra dr. Horvath Andras dbraja alapjan készdlt.

6. dbra
Nagy mennyiségii uracil beépilése a BER utvonal tulmiikodéséhez, igy sejthalalhoz vezethet

A DNS-be beépiilt uracil aktivalja a BER utvonalat, mely soran az UNG enzim kivagja az uracilt, majd AP
endonukleazok (APE) elvagjak a DNS-szakaszt az abazikus helynél. Azonban nagy mennyiségii uracil esetén
ez a DNS instabilitasahoz, akar fragmentacidjahoz is vezethet, amely erGsen citotoxikus hatasu, igy
sejthalalt okoz.

13.01dal



3.5 Uracil megjelenése a DNS-ben replikaci6 soran

Az uracil nem csupan a spontdn dezamindcid kovetkeztében jelenhet meg a genomban,
hanem beépilhet timin helyett a DNS-polimerazok altal. Ennek oka, hogy a timinnel analdg
szerkezetli, csupan egy metilcsoportban térnek el egymastél. A metilcsoport nem képes
hidrogénkotést kialakitani, ezért a két molekula bazisparosodasi mintdzata megegyezik, mindkettd
el6fordulhat adeninnel szemben. A kétféle bazispart a 7. abra szemlélteti.

H T H v
(/N N—H----Q_  CHa fN N—H------Q
N / \ N / \N _______ H_N \

http://en.wikipedia.org/wiki/Base_pair
7. abra

Az adenin (A) timin, és az adenin (A) uracil (U) bazispar

Az adenin normal esetben timinnel alakit ki 2 hidrogénkdtést a DNS-ben (bal). Azonban a DNS-
polimerazok nem képesek kiilonbséget tenni a timin és a vele analdg szerkezetii uracil kozt, igy az
beépiilhet a DNS-be. Az uracil bazisparosodasi mintazata megegyezik a timinével, 2 hidrogénkétést létesit
adeninnel szemben (jobb).

Az uracil és a timin kozti eltérés olyan kis mértéku, hogy a legtobb DNS-polimerdz nem képes
kiilénbséget tenni kozottik, igy dUTP-t (dezoxiuridin-trifoszfat) felhaszndlva uracilt épithet be a DNS-
be. Az uracil beépilésének mértéke a sejtmagban lévé dUTP-koncentraciéval aranyos, igy a sejt
szamara fontos a dUTP/dTTP (dezoxitimidin-trifoszfat) arany alacsonyan tartdsa. Ezt a feladatot a
dUTPaz enzim latja el, amely dUMP (dezoxiuridin-monofoszfat) és pirofoszfat csoportta hidrolizalja
el a dUTP-t [14-16]. A dUTP4z szerkezetét tekintve a legtobb organizmusban egy homotrimer enzim,
amelynek hidnya szdmos fajban bizonyitottan az élettel Osszeegyeztethetetlen [17, 18]. A
nukleotidok nem szubsztratjai a polimerdzoknak, igy a dUMP nem tud beépilni a DNS-be, tehat a
dUTP4az enzim preventiv mddon tartja alacsonyan a DNS uracilszintjét [18]. A dUTP4z enzim hatdsat
szemlélteti a 8. dbra.
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Ha magas a dUTP készlet a
polimeraz dUMP-t épit be
a DNS-be.
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8. dbra
A dUTPaz enzim miik6dése

A DNS-polimerazok nem tudnak kiilonbséget tenni a dUTP és a dTTP kézt, igy magas dUTP/dTTP arany
esetén uracil épiil be. A dUTPAaz enzim pirofoszfat-csoportot hidrolizal le a dUTP-rél, a keletkez6 dUMP mar
nem tud beépiilni a DNS-be.

A replikacié sordn beépll6 uracil nem mutagén hatasu, mivel tokéletes timin-analdg,
azonban mégis kdros lehet a szervezet szdmara. A DNS uracil tartalma aktivalja a baziskivagason
alapuld javitdmechanizmust, melynek tulmikodése a DNS feldarabolddasahoz vezethet. Tovabbd
kiilonboz6 DNS-koté fehérjék affinitdsa nagyobb a timint tartalmazé DNS felé, ezért ha a DNS
uracilszintje magas, akkor ezen fehérjék DNS-kot6 képessége lecsdkken. A transzkripcids faktorok
kozt talalhatunk ilyen tulajdonsagu fehérjéket, tehat a sejt expresszidos mintdzatat is befolyasolhatja
a DNS uraciltartalma [19]. A dUTPaz enzim mikodése soran keletkez6 dUMP, a de novo timidilat
szintézis prekurzora, ezért a dUTPaz enzim két mddon is segiti a dUTP/dTTP arany alacsonyan
tartasat.
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3.6 A timidilat bioszintézis

A dezoxinukleotid-trifoszfat (dNTP) bioszintézis minden él6lény szamara elengedhetetlen,
mivel a replikdcid soran a polimeraz enzimek ezen molekuldkat képesek beépiteni a DNS-be. A
timidilat (dezoxitimidin-monofoszfat, dTMP) bioszintézis azonban kilonbozik a tobbi dNMP
metabolizmusatdl annyiban, hogy nincs megfelel6 ribonukleotid prekurzora, igy a szervezetek csak
dezoxiuridin-monofoszfaton (dUMP) keresztil allithatjak el6 [18].

A dUTPaz enzim hatdsara keletkez6 dUMP a de novo timidilat szintézis prekurzora, ugyanis a
timidilat-szintaz (TS) enzim a dUMP metildlasaval dTMP-t hoz létre. A reakcid altalaban folat tipusu
kofaktorok jelenlétében megy végbe. A dTMP foszforildlasaval keletkez6 dTTP mar timinként
beépiilhet a DNS-be [20].

Mivel a timidilat-szintdz a genom integritasat fenntartd, és ezzel a sejt életben maradasahoz
elengedhetetlen folyamatot katalizal, ezért kedvelt célpontja kemoterdpids szereknek. Az 5-
fluorouracil (5FU) és szarmazékai az él6 szervezetekben 5-fluorodezoxiuridinné (5FdUR) alakulnak,
amely irreverzibilisen két6dhet a timidilat-szintdzhoz. Ezzel az enzim katalitikus funkciéjat elvesziti,
és igy jelent6s dUMP-felhalmozddas keletkezik, tovdbba csokken a dTMP-koncentracié. A dUMP a
tobbi dNMP-hez hasonldan enzimek hatdsara foszforilalddhat, és a keletkezé dUTP beépiilhet a DNS-
be. Ezért timidilat-szintaz-gatolt sejtek esetén uracilintegracié kovetkezhet be, amelynek mértéke
tovabb novekszik, amennyiben a dUTP34z enzim is gatolva van, vagy alulexpresszalédik. Ebben az
esetben a timinmentes sejthaldl apoptikus Utvonal aktivalédhat. 5FU-t tartalmaznak hatéanyagként
az Adrucil, a Carac és az Efudex kemoterdpias szerek [21]. A kemoterdpias szerek egy masik csoportja
a folat-ciklust zavarja meg, és ezzel gatolja a TS helyes miikodését (metotrexat, raltitrexed) [22].

Vizsgalataim soran olyan sejtek DNS-ének uracilszintjét kiséreltem meghatarozni, amelyek TS
m(ikodése 5FdUR hatdsara gatolt. Ahhoz, hogy a kemoterdpids szer tényleges hatasat
kimutathassam, szilkségem volt kezeletlen sejtekbdl szarmazd mintakra is. Ezeken felll olyan
sejtvonalak DNS-ét is vizsgdltam, amelyekben a genomba beépiilt uracil kivagasaért felel6s UNG
enzim nem expresszalédott, igy a BER Utvonalon jelentGsen csokkent a hibajavitds sebessége, ezért a
normalis sejtekhez képest magasabb uraciltartalomra szamitottam. Ilyen tipusu sejtvonalak a MEF
DR14, illetve az E. coli BL21 (DE3). Ezen feliil in vitro vizsgalataim soran olyan E. coli sejtvonal DNS-ét
is felhaszndltam, melyben az UNG fehérje mellett a dUTPaz fehérje expresszidja sem megy végbe
(dut-, ung- E. coli). Ezen sejtek DNS-ének uracilszintjét tekintettem a standardnak, mivel a dut-, ung-
sejtek uracilszintjét tobb irodalmi forrds is hasonlé tartomdanyba helyezi. Ezen irodalmi adat
felhasznalasaval képes voltam mas mintdk uraciltartalmanak kvantifikalasara [23-25].

Az él6vilagban azonban ismertek olyan fajok, melyek képesek toleralni az uracil beépulését
DNS-ilikbe.
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3.7 Uracil a DNS-ben természetes modon

Az él6vilagban kevés fajrél ismert, hogy tolerdljdk az uracilt a genomjukban timin helyett,
legismertebb példdk a kilénb6z6 baktériumokat fert6z6 virusok.

A Bacillus subtilist fert6z6 PBS1 és PBS2 bakteriofagok DNS-e elhanyagolhatdan kevés timint
tartalmaz, helyette uracil épiilt be a genomba. A B. subtilis uracil-DNS glikozildz enzimjei a virus DNS-
ét elbonthatndk, a fert6zés ideje alatt. Azonban a bakteriofag indukalja az uracil-DNS glikozilaz
inhibitor (UGI) expresszidjat a baktériumban, igy a viralis DNS nem fog degradalédni. Ezen kivil tobb
mas enzim expresszidjat is indukalja a fagfert6zés, melyek perturbaljdk a gazdasejt dezoxinukleotid
metabolizmusat. Amennyiben ezen fehérjék szintézisét gatoljdk, a fagfert6zés hatékonysaga
jelent6sen csokken [26, 27].

Az elmult évtizedben egy masik bakteriofdgrdl is kimutattdk, hogy DNS-e uracilt tartalmaz
timin helyett. Ezek a virusok (¢R1-37) tobb Yersinia baktériumfajt is képesek megfertézni. A fagok
DNS-ét  nukledz enzimekkel bontottdk nukleotidokig, majd folyadék-kromatografia-
tdmegspektrometriai médszerrel vizsgaltdk sszetételét. igy a viralis DNS uracilszintjét 33%-nak
mérték [28].

Magasabb rendl organizmusokban természetes mddon csupan atmenetileg keletkezhet
uraciltartalmu DNS. Bizonyos sejtek az uracilszintjik novelésével szandékosan mutdciot hoznak létre
genomjukban. Ennek gyakorlati szerepe az osztalyvalté rekombinacid és a szomatikus hipermutacié
folyamataban jelent6s, melyek fontos szerepet toltenek be az immunsejtek érésében [29]. A human
B-limfocitdak DNS-ében taldlhaté citozint az aktivalas indukalt citozin-dezaminaz (AID) enzim uracilla
alakitja, ezzel citozin-uracil tranzicié toérténik. Az enzim m(ikodése helyspecifikus, ezért a sejtek
genomjanak csak egy dedikdlt szakaszdn megy végbe dezaminacié. A hibds G:U bazisparbdl, a
replikacid sordn helyes G:C, és hibds A:U pdr is keletkezik, tehat a valtozds mutdcidhoz vezet.
Ezenfelll DNS-beli uracil hatasara megkezdédik a BER Utvonalon torténd hibajavitds, mely soran nem
megfelel§ bazispar is beéplilhet a genomba. Ennek oka, hogy az Uj nukleotidot nem klasszikus DNS-
polimerazok épitik be a DNS-be, hanem mddosult, ugynevezett transzlézids polimerazok, melyek
csokkent nukleotidspecifitassal rendelkeznek [30]. A megndvekedett uracilszint tehat ebben az
esetben is mutacidhoz vezet, dm ez az él6lények szdmara hasznos, az adaptiv immunitds
kialakuldsdhoz elengedhetetlen folyamat. Meg kell jegyezniink azonban, hogy az immunsejtek érési
folyamatainak részletei a mai napig nem teljesen ismertek, ezek felderitése kiemelten fontos
kutatasi teriilet.

Osszességében kijelenthetjiik, hogy normalis koriilmények kodzt a DNS-beli uracilt az
él6lények javitani igyekeznek, hogy esetleges mutagén hatdsat elkertljék. A javitdsra tobb rokon
enzim jott létre, melyek az uracil-DNS glikozilaz (UDG) enzimcsaladba tartoznak.
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3.8 Az UDG enzimcsalad tagjai

Az uracil-DNS glikozildz (UDG) enzimek felel6sek a DNS-beli uracil eltdvolitasaért. Az enzimek
a DNS mentén haladva specifikusan felismerik a kotott uracilt, és elvagjak a dezoxiribdzzal létesitett
B-N-glikozid-kotést. A javitas a baziskivagason alapuld (BER) Utvonalon jatszodik le ezutan. Az emlGs
szervezetekben tébb UDG enzim is megtaldlhato, ezek kozil a legismertebbek: UNG, SMUG, TDG,
MBDA4.

Az ung génrdl két kilonboz6 enzim is atirddhat alternativ promodterhasznalat révén. Az
UNG1 a mitokondriumban, az UNG2 a sejtmagban taldlhaté meg, a két fehérje csupan az N-
terminalis szakaszban tér el egymastdl [11]. Mindkét izoformdanak szubsztratja az egyes és a kett6s
szalu DNS, tovabba képesek kivagni az uracilt az A:U, és a G:U bazispdrokbdl is. Human sejtekben az
UNG enzimek a legaktivabbak az uracil eltdvolitdsa szempontjabdl, fizioldgids Mg?*-ion-koncentrécié
mellett, kettds szald DNS-en k=603 % 29 1/perc, Kn=2,09 £ 0,4 uM [31]. Az UNG N-terminalisan
taldlhatd aminosavak segitségével képes a PCNA és RPA fehérjékhez kot6dni, melyek a DNS-
replikacid elengedhetetlen fehérjéi. Az UNG tehat a PCNA-val egyiitt halad végig a DNS-en replikacid
soran, és a timin helyett hibdsan beépiilt, illetve a citozin dezaminaldsaval keletkezett uracilt
eltdvolitja a DNS-béI [32]. A hibajavitas ezen tipusa azért jelent8s, mivel a replikacid soran létrejové
egyes szalu DNS-ben, tobb uracil keletkezik, ugyanis a dezamindcids reakcidé sebessége ilyen
kortulmények kozt jelentésen megné.

Létrehoztak egy olyan kett6s pontmutaciot hordozé UNG2 enzimet (D154N, H277N), mely az
uracilhoz specifikusan kot6dik, am nem vagja ki azt a DNS-bdl [11, 33, 34]. Kutatdmunkam soran a
madositott UNG2 enzimet mds fehérjékkel fuziondlva felhasznaltam, hogy in vitro, illetve in vivo
uracilt jeloljek kiildnb6z6 organizmusokban.

A SMUG enzimet elGszor csupdn egyes szalu DNS-en aktiv fehérjeként irtak le, azonban
kettGs szali DNS-bdl is képes kivagni az uracilt. Ezen kiviil a SMUG-nak az 5-hidroximetiluracil (HmU)
is szubsztratja, és feltehetfen ez az enzim felel ezen hiba javitasaért az emlGs szervezetekben. A
SMUG a baziskivagast kovetéen erGsen kotédik az abazikus helyhez, amely azért elényds, mert
megvédi a DNS-t a tovdbbi kdrosoddastél, amig a BER Utvonal kdvetkezd enzimje lokalizalja a hibat
[35].

A TDG képes uracilt és timint is kivagni a hibas guaninnal képzett bazisparokbdl, azonban az
U:G parral szemben nagyobb az affinitdsa. A SMUG-hoz hasonldéan koétédik az abazikus helyekhez,
azonban a SMUG-gal ellentétben expresszidja sejtciklus-reguldlt [35].

Az MBD4 képes uracilt kivagni a CpG szigetekbdl (citozint guanin kdveti ugyanazon a szalon)
a citozin dezamindcidjat kovetben. llletve metildlt citozin esetén a dezamindacié soran létrejové
timint is képes eltdvolitani. Az MBD4 enzimnek feltehet6en szerepe van a hibaspar-javito
mechanizmusokban (mismatch repair) [35].
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Az enzimek funkcidit és szubsztratjait az 1. tablazatban foglaltam Gssze.

Enzim Funkcio

U:A, U:G hibdspdrok javitasa,

UNG szubsztrat: egyes, kett6s szali DNS

U:A, U:G hibdsparok és HmU javitasa, kot6dik a [étrejové abazikus
SMUG helyhez,
szubsztrat: egyes, kettds szalu DNS

U:G hibdsparok javitasa, kotddik a létrejové abazikus helyhez,

TDG . L 1
szubsztrat: egyes, kettds szalu DNS

U:G, T:G hibasparok javitdsa dezaminalt CpG, mCpG szigetekbdl,
MBD4 hibaspar-javité mechanizmusok,
szubsztrat: egyes, kett6s szali DNS

1. tablazat
Az UDG enzimcsalad tagjai

3.9 Uracilkvantifikalas az irodalomban

Szdmos modszert fejlesztettek ki, hogy kiilonb6z6 organizmusok DNS-ének uraciltartalmat
meghatarozzak. A kisérletek soran normal sejtek DNS-én kiviil olyan sejtvonalakbdl izolalt DNS-eket
is vizsgaltak, amelyeknél az UDG enzimek egy része, vagy egésze csendesitve volt. Igy sikeriilt
uracilszint-ndvekedést kimutatni az UDG-t normalisan expresszalé sejtekhez képest. A jelenlegi
irodalmi adatok alapjan a DNS uraciltartalmanak mérése torténhet kvantitativ PCR-en (qPCR) [36],
vagy tomegspektrometrian (MS) alapulé médszerrel [37-40].

A gPCR moddszer sordn a genom egy 500-1000 bazispar hosszu részletét polimeraz
lancreakcidban felsokszorositjuk két kiilonb6zé DNS-polimerazt alkalmazva. A Pyrococcus furiosus faj
vad tipusu polimeraz enzimje egy dezaminalt bazisokra specifikus kot6hely hatdsara megsziinteti a
DNS-szintézist, amennyiben uracil vagy hipoxantin bazisokhoz ér a replikacid soran. Azonban a
kot6hely egy aminosavanak kicserélése utan (V93Q, valint glutaminra cserélve) a specifikus
kikot6dés megszlinik, és a polimeraz folyatatja a szintézist uraciltartalmi DNS esetén is. Amennyiben
ugyanolyan korilmények kozt végziink el két PCR reakciot, csupan egyikben a vad tipusd, masikban a
mutans polimerdzt hasznaljuk, a reakcié végén kapott DNS-mennyiségek ardnyabdl
kovetkeztethetlink a minta uraciltartalmara. A mddszer jél alkalmazhaté tébb organizmusbdl
szarmazo kemoterapias droggal kezelt és kezeletlen sejtek DNS-e esetén is. A mddszer validalasat
radioaktiv izotdpos jeloléssel végezték, mely sordn a DNS-be beépiilt és jel6lt uracil mennyiségét
detektdltak és hasonlitottdk Gssze a qPCR-rel mért adatokkal. Azonban egy PCR reakcidban nem
sokszorosithato fel egy él6lény egész genetikai dllomanya, a genom vizsgalt részletét a mérés soran
haszndlt primerek hatarozzdk meg. A részletben mért uracilmennyiséget felhasznalva extrapoldlassal
megallapithaté a teljes genom uraciltartalma, azonban ehhez fel kell tenniink, hogy az uracil genomi
eloszldsa egyenletes [36].

Jelenlegi irodalmi adatok azonban azt mutatjdk, hogy ez a feltételezés nem feltétlendil
helyes. Az uracil lokalizaciéjat is feltérképezé mddszerhez a DNS-mintat — uracil-specifikusan a BER
utvonalon keresztll, illetve aspecifikusan mechanikai hatasra — felhasitottak polinukleotid
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szakaszokra. Az uraciltartalmu szakaszokat PCR-rel felszaporitottak, szekvenaltak, és egy szekvencia-
konyvtar segitségével meghataroztak a szakaszok lokalizacidjat. Escherichia coli sejtek DNS-ét
vizsgdlva azt taldltdk, hogy a replikaciés origd korilbelil 200 kilobazisos kornyezetében alacsonyabb
az uracilszint, mint a genom mas teriiletein. Megfigyelték tovabba azt is, hogy egy DNS-szakasz
uraciltartalma o6sszefliggésben 3all azzal, hogy a szakasz replikacidja az S fazis mely szakaszdban
torténik. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a beépilt uracil mennyiségét a dUTP/dTTP arany
id6beli valtozasa szabalyozza [41].

A genom teljes uraciltartalmanak meghatarozdsahoz létrehoztak, egy tomegspektrometrian
alapulé moédszert. A mérés sordn a tisztitott genomi DNS-t nukledz és foszfatdz enzimekkel
nukleozidokra bontottdk, majd nagy teljesitményl folyadékkromatografia (HPLC) segitségével
tovabb tisztitottak. A mintak dezoxiuridin-tartalmat toémegspektrométerrel mérték. Ugy vélték, hogy
az MS maddszeren alapuld eddigi irodalmi adatok mind feliilbecslik a DNS valédi uraciltartalmat,
ugyanis a mintdk elGkészitése és mérése sordn olyan folyamatok jatszédhatnak le, amelyek uracilt
termelnek. Erre példa a dezoxicitidin dezamindcidja, melynek sebessége 3 nagysagrenddel nagyobb
a szabad bazis esetén, mint a kett6s szali DNS-nél. Tovabba feltételezik, hogy sejten belili ANMP-k a
DNS-sel egyltt eludléodhatnak kromatografias moédszereknél, igy megvaltoztatva a kvantifikalas
eredményét. Az uracil mennyiségének meghatarozdsa ezzel a mddszerrel igen jél reprodukdlhatd,
azonban a folyamat idGigényes, és koltséges berendezések sziikségesek az elvégzéséhez [40].
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4. Célkituzes

Az uracil detektdldsa és kvantifikdlasa jelenleg is fontos téma az irodalomban. Az eddigi
eredmények nem mindig 6sszehasonlithatdak, az id6 mulasaval Gjabb kritikai ellenvetések merilnek
fel a mérésekkel szemben. Ezért kutatdmunkam célja egy érzékeny, megbizhaté és koénnyen
alkalmazhaté mddszer kidolgozasa volt, amely segitségével Escherichia coli és egér embrionalis
fibroblaszt (MEF) sejtek DNS-én kivantam kvantitativ méréseket végezni. A mddszer a katalitikusan
inaktiv UNG fehérje, és a hozzd fuzionadlt epitdp tag ellenanyagos jeldlése segitségével teszi lehetévé
az uracilmeghatdrozast. Célom volt vizsgdlni tovabbd, hogy a de novo timidilat bioszintézist gatlé
kemoterapias szer, az 5-fluoro-2’-dezoxiuridin (5FdUR), valamint az E. coli sejtekben mesterségesen
|étrehozott UNG deficiencia milyen hatdssal van a genom uracilszintjére.

Az ELISA moddszer létrehozasa azért kiemelt fontossagu, mivel igy egyszer( laboratériumi
miszerek segitségével és kis mennyiségli DNS felhaszndlasaval megbizhatéan mérheté a minta
uraciltartalma.

Tovabbi célom volt az in vitro kvantifikdlas mellett, in vivo uracilt jelolni a mddositott UNG
fehérje és egy piros fluoreszcens protein (DsRed) fuzidjaval létrehozott konstrukttal. Az in vivo
vizsgalatok soran uracildusitott extrakromoszémialis plazmiddal transzfektalt MEF sejteket kivantam
immunocitokémiai mddszerekkel jelolni, amely megalapozza, hogy a jov6ben kdzvetlen genomi DNS-
en végzett festéseket is lehessen végezni.

Az itt létrehozott mddszer egyszer talan diagnosztikai célbdl is felhasznalhaté lesz, annak
eldontésére, hogy a kezelt betegek mennyire reagdlnak jol a timidildt bioszintézist gatlé
kemoterapias szerekre.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Rekombinans fehérjét kddol6 plazmid transzformalasa E. coli sejtekbe

A DNS-beli uracil vizsgalatdhoz egy kett6s pontmutaciot hordozé (D154N, H277N) human
UNG2-t hasznalunk, mely katalitikusan inaktiv, tehat nem vagja ki az uracilt a DNS-bél, de ahhoz
specifikusan kotédik. A konstrukt ezen kiviil tartalmaz His-taget a fehérje affinitds kromatografias
tisztitdsdhoz, tovabbd Flag-taget antitesttel vald detektaldshoz. A fehérjét kddold plazmidot
Escherichia coli BL21 (DE3) ung-151 kémiailag kompetenssé tett sejtekbe transzformaltam. Ennek a
torzsnek a genomja nem kddolja az UNG fehérjét, igy a transzformalt sejtek csak a rekombinans UNG
fehérjét fogjak expresszdlni, a vad tipusu endogén format nem.

A transzformalds sordan a kompetens sejtekhez 14,23 mM koncentracidban f-
merkaptoetanolt, valamint 100 ng plazmid DNS-t adtam, majd 30 percet hagytam jégen allni. A
hésokk 1 percen keresztil 42 °C-os vizflird6ben zajlott, ennek hatdsdra megtortént a sejtfalon
megkot6dott DNS felvétele, utdna Ujra jégen hiitottem a sejteket 2 percig. Aszeptikus koriilmények
kozott 200 pl steril Luria Bertani (LB) tapoldatot adtam a sejtekhez, majd 1 dran keresztiil 37 °C-os
razo-termosztatba helyeztem Gket. A sikeresen transzformalt sejtek szelekcidjara kloramfenikolt (a
torzs antibiotikum szelekciés markere) és karbenicillint (a rezisztencia génjét a plazmid kddolja)
haszndlhatunk, ezért a sejteket a két antibiotikumot tartalmazo agarézos lemezre szélesztettem (50
ml LB, 0,75g agardz, 33,9 pug/ml kldramfenikol; 50 pg/ml karbenicillin). 16 6ran keresztul 37 °C-on
novesztettem a sejteket, majd a lemezrél oltékaccsal 5 ml LB-be oltottam at a sejteket, és egy
éjszakan at felszaporitottam 6ket 37 °C-on. Majd négy részre osztottam 6ket és 500 ml-es lombikban
addig novesztettem, amig az oldat optikai denzitdsa (OD) 0,8-es értéket el nem érte. Az OD mérést
WPA CO 8000 (Biochrom) sejtdenzitdsméré eszkozzel végeztem. A sejtdenzitassal aranyos
abszorbanciat 600 nm-en kévettem.

5.2 Rekombinans fehérje expresszioja

Az E. coli baktériumokba transzformalt vektorban (pET-20b vektorban kddolt His-3xFlag-
AUNG?2 fuzids fehérje) a fehérjénk szekvencidja el6tt T7 prométer régio talalhatd, igy a transzkripcid
akkor indul meg, amikor jelen van a T7 RNS-polimeraz. A felhasznalt baktériumtorzs genomjaba
mesterségesen be van épitve a T7 RNS-polimerdz génje, am ennek atirdsat egy lac operator
szabdlyozza (DE3 kazetta). A lac operator szakaszhoz kotédik egy, a sejt altal folyamatosan termelt
represszor fehérje (lacl), amely viszont laktéz vagy laktéz-analdg molekuldk hatdsara elengedi a
DNS-t. Ezért ha IPTG-t (egy stabil laktdz-analdg) adunk a sejtekhez, akkor a represszor fehérje levalik
a DNS-rél, igy megkezdddik a T7 RNS-polimeraz szintézise, amely pedig elvégzi a fehérjénket kédold
gén transzkripciojat.

A sejteket 0,6 mM-os IPTG-vel (izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid) indukaltam, majd 24
oran keresztiil 19 °C-on expresszaltattam a fehérjét. Ezutan centrifugaltam a sejtszuszpenziét 4000 x
g-vel 20 percen keresztiil 4 °C-on, és megszabadultam a fellilusz6tol.
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5.3 Sejtek feltarasa

A sejteket lizis puffer segitségével tartam fel, mely 6sszetev@inek feladata, hogy a fehérjék
degradalasa és denaturacidja nélkil permeadbilizalja a baktérium sejtfalat, elbontsa a DNS-t és az
RNS-t. A magas sbékoncentrdcid hiperténids kozeget hoz létre, amely hozzdjarul a sejtek
feltdrédasahoz. Az EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) erds keldtkomplexet képez fémionokkal, igy
gatolja a metalloprotedzokat. Triton X-100 nemionos detergens a sejtmembrant megbontja,
atjarhatova teszi. A PMSF és a BA gatolja a szerin-proteazokat. A Complete EDTA-free tabletta
(Roche) egyszerre tobb protedaz mikodését gatolja. A B-merkaptoetanol reduktiv kérnyezetet
biztosit, ezért akadalyozza ciszteinek kozti diszulfid-hidak kialakuldasat, melyek szamos fehérje

e sz

enzimatikusan hidrolizalja a sejtek nukleinsavait, az oldat viszkozitasanak lecsokkentése érdekében.

A pelletet mechanikus potter segitségével 50 ml lizis pufferben (50mM TRIS.HCL, 300 mM
NaCl, 0,5 mM EDTA, 0,1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 5 mM BA, 1x Complete EDTA-free tabletta, 10
mM B-merkaptoetanol, 0,1 mg/ml lizozim, 0,1 mg/ml DN&az, 0,01 mg/ml RNaz A, pH=8,0)
szuszpendaltam fel. Am az oldat tovébbra is elég viszkdzus maradt, ezért szonikaltam, ami a kavitacié
segitségével tovabb bontotta a nukleinsavakat, torte a sejtfalat. Az oldatokat 25 ml-enként 2-szer 30
madsodpercen keresztil, majd a teljes mennyiséget egyszer 30 mdasodpercig szonikdltam Bandelin
Sonopuls HD 2070 berendezéssel. A szonikalasok kozt 10 masodperces visszah(tési periddust
mennyiség(i oldatot félretettem a kés6bbi SDS-PAGE gélelektroforézisre. Ezutdn 22 000 x g-vel 30
percen keresztiil 4 °C-on centrifugdltam az oldatot, a felliliszot tiszta fugacs6be pipettaztam at, majd
30 mM imidazolt és 2 mM MgCl,-ot adtam hozza.
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5.4 Rekombinans fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval

A rekombindns fehérjénket affinitds kromatografias maoddszerrel tisztitjuk meg a
szennyez6ktél, legyen az nukleotid, lipid vagy mas fehérje. Az elvalasztas azon alapszik, hogy a
hisztidin aminosavak, melyek a fehérjénk C-terminalisdn taldlhatdé His-tag részei, képesek az
agardzhoz kotott nikkel-ionokat magas specifitdssal és affinitdssal megkotni.

A Ni-NTA Agarose (Qiagen) oldatot 10 ml-es oszlopformdaban megdntéttem, majd
ekvilibraltam lizis pufferrel. A lizis pufferben taldlhatd imidazol a fehérjénkkel kompetitiv mddon
kotédik a nikkel-ionokhoz, ezdltal csokkenti az aspecifikus fehérjekikot6dést. A gyantat
felszuszpendaltam az el6bbi oldat egy Ujabb részletével, majd a fehérjénket tartalmazé oldathoz
adtam. A kikotSédési reakcié 1 éran keresztiil 4 °C-on zajlott, majd oszlopra vittem az oldatot. A
megontott oszlopot, amelyhez mar specifikusan koétédik a His-tagelt fehérjénk, egyre novekvd
sékoncentraciéju oldatokkal mostam. gy az aspecifikusan kotdtt szennyezék lemoshatdak az
oszloprdl. Az oldatok sorrenben: low salt (LS) puffer, high salt (HS) puffer, very high salt (VHS) puffer,
valamint a mosé puffer. Végil elluciés puffert adtam az oszlophoz, amelyben olyan magas az
imidazol koncentracidja, hogy megszakitja a hisztidin-nikkel-ion-kotést. Az ellcid idGbeli lefolyasat
Bradford reagenssel kévettem. Az oszloprél lefolyd pufferekbél kis részleteket félretettem késébbi
SDS-PAGE elektroforetikus vizsgdlatra. A magas imidazol koncentracid nem kedvez a fehérje
hosszabb tavu taroldsanak, ezért egy kedvezébb pufferkomponens( oldattal dializist végeztem. A
dializis membranokat el6készitettem, majd egy éjszakan at 1 liter dializis pufferben, illetve reggel
még 1,5 oran keresztil Ujabb 1 liter dializis pufferben dializdltam. A kész fehérjeoldatot
felhasznalasig -80 °C-on taroltam.

A rekombindns fehérje tisztitdsa sordn felhaszndlt pufferek Gsszetétele:

LS puffer: HS puffer: VHS puffer:
50 mM HEPES, 50 mM HEPES, 20 mM HEPES,
30 mM KCl, 300 mM KCl, 500 mM NacCl,
5 mM 6-merkaptoetanol, 5 mM B8-merkaptoetanol, 5 mM B-merkaptoetanol,
pH=7,5 pH=7,5 40 mM imidazol,
pH=7,5
mosé puffer: elucids puffer: dializis puffer:
50 mM HEPES, 50 mM HEPES, 30 mM TRIS.HCL,
30 mM KCl, 30 mM KCl, 140 mM Nadl,
5 mM B-merkaptoetanol, 10 mM B-merkaptoetanol, 0,01% Tween-20,
50 mM imidazol, 350 mM imidazol, ImM EDTA,
pH=7,5 0,1 mM PMSF, 15 mM B-merkaptoetanol,
0,5 db Complete EDTA-free | pH=7,4
tabletta,
pH=7,5
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5.5 Natrium-dodecilszulfat poliakrilamid gélelektroforézis

A natrium-dodecilszulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) egy széles korben
alkalmazott vizsgdlati moddszer a fehérjék molekulatomeg szerinti meghatdrozdsara és
szétvdlasztasara.

Az elektroforézist a fehérjetermelés és -tisztitds sordn vett mintdkbdl futtattam. A
sejttartalmu oldatokat 15 000 x g fugdltam, majd a csapadékot Laemmli puffer (250 mM TRIS.HCL,
50% glicerin, 0,05% brémfenolkék festék, 10% SDS, 250 mM DTT, pH=7,8) és desztillalt viz 1:5 aranyu
keverékében oldottam fel. A csak fehérjét tartalmazé oldatokhoz fugalds nélkil adtam Laemmli
puffert, 1:5 aranyban. A mintdkat 95 °C-on szdraz termosztatban denaturaltam 5 percig, kdzben
Osszeadllitottam a futtaté készlléket (BioRad), és feltoltottem SDS-PAGE futtatd pufferrel (25mM Tris,
192 mM glicin, 0,1% SDS, pH=8,5). A mintakat és a fehérjelétrat (Fermentas) Hamilton pipettaval
betoltottem a zsebekbe, és 200 V fesziiltségen 45 percig futtattam. Ezutdn a gélt desztillalt vizzel
mostam, és Coomassie Brilliant Blue festékkel megfestettem. A gélt desztilldlt vizzel
differencialtattam, majd Uvidoc készilékkel fotdztam le.

5.6 E. coli és MEF DNS tisztitasa

Az é16 sejtekben a DNS fehérjékhez kotve talalhaté meg, ezért izoldldasahoz nem elég a
sejthartyat valamely detergenssel megbontani, sziikség van fehérjebonté enzimre (Proteinaz K),
tovabba RNS-bontd enzimre (RN4z A) is. A DNS oldatban tartasa mellett ezen tormelékeket ki kell
csapni, igy centrifugdlassal eltavolithaték lesznek. Ezutdn az oldott DNS-t csapjuk ki olyan
vegyszerrel, amely hidratburkanak elvesztését idézi el6 (esetemben izopropanollal), és centrifugalas
utan a pellet visszaoldasaval kapjuk a tiszta DNS-t tartalmazé oldatot.

A sejtek DNS-ét el6sz6r MasterPure DNA Purification Kit-tel (Epicentre), majd Genomic DNA
Clean & Concentrator kit-tel (Zymo Research) is tisztitottam a gyartdi protokollok szerint. Az
Epicentre kit-tel vald tisztitds utdn nagy ardnyd nukleotid szennyezést figyeltem meg, ezért
alkalmaztam a Zymo Research kit-et. A kit-ben talalhato szilikagél-oszlop a genomi DNS-t megkéti, az
oligonukleotidokat viszont atengedi, igy kés6bb a genomi DNS tisztan eludlhaté. Az eliciét TE
pufferrel (10 mM TRIS.HCI, 1 mM EDTA, pH=8,0) végeztem.

5.7 Agaroz gélelektroforézis

Az agardz gélelektroforézis a DNS-fragmensek azonositasara, elvalasztasara és tisztitasdra
szolgdlé maddszer. A gélben a DNS a foszfatcsoportok negativ toltésének hatasara a pozitiv polus felé
vandorol, minél nagyobb méretl, annal lassabban.

A gél 0,75 vegyesszazalék agardzt tartalmaz, amit meleg TAE pufferben (40 mM Tris-acetdt, 1
mM EDTA, pH=8,0) oldottam fel. A gélt GelRed (Biotium) interkaldld festékkel festettem meg, a
festéket 10000X higitasban alkalmazva. A festék UV-fény gerjesztésre a lathatd tartomanyban
emittdl. A DNS méretének mérésére DNS-létrat (Fermentas) is felvittem a gélre, amely ismert
méretli DNS-fragmensek keveréke. A gél zsebeibe, a NanoDrop késziilék altal meghatdrozott
koncentracié alapjan, elméletileg ugyanakkora mennyiségl DNS-t helyeztem, igy azt vartam, hogy a
megjelend csikok vastagsaga és intenzitdsa azonos lesz. A futtato fesziiltség 100 V, a futtatasi id6 30
perc volt.
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5.8 DNS koncentracidéjanak meghatarozasa NanoDrop spektrofotométerrel

ez

spektrumot NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) spektrofotométerrel vettem fel. A DNS jellemzé
elnyelési maximuma 260 nm, a fehérjék elnyelési maximuma 280 nm. igy a két hulldmhosszon mért
abszorbancia hanyadosa jellemzi a DNS-oldat tisztasagat, értéke 1,8-2,0 koérdl optimalis. A
koncentraciomérés a Lambert—Beer-torvényen alapszik, miszerint az oldat abszorbancidja egyenesen
aranyos az optikai Uthossz és a koncentracid szorzataval. A koncentrdcidméréshez az alapvonalat TE
pufferben vettem fel.

5.9 ELISA modszer

Az ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) egy széles korben alkalmazott mddszer,
amely soran antitestekkel specifikusan kimutathatdé egy antigén jelenléte. A mddszer az antigén
kvantifikalasara is alkalmas, ha az adott minta mért értékeit — amely lehet az oldat abszorbancidja,
vagy a gerjesztésre emittalt fény eréssége — egy mar kordbban kvantifikdlt standard sor mért
értékeivel hasonlitjuk dssze.

Az ELISA kisérletek soran hasznalt E. coli sejtek DNS-ét kemoterdpids droggal valo kezeléssel
probaltam meg eluracilositani. A logaritmikus novekedési fazisban 1évé (Asosonm= 0,5) sejtekbdl mintat
vettem, és flaskdban 16 6ran at novesztettem 20 uM 5FdUR vagy 20 uM dUR (2’-dezoxiuridin)
tartalmq, illetve ezek keverékét tartalmazd, valamint ezekt6l mentes oldatokban. A 20 uM
koncentraciéban alkalmazott 5FdUR, uracilfelhalmozddast okoz a genomban, viszont még nem vezet
nagy aradnyu letalitashoz. A dUR egy sejtpermedbilis dezoxinukleozid, melyet a sejtek képesek dUTP-
vé (dezoxiuridin-trifoszfatta) foszforilalni, ez pedig beépiilhet a genomba a DNS polimerazok révén.
Harom kil6nb6z6 sejtvonalat haszndltam fel: XL1 Blue; ung- BL21 (DE3); és dut-, ung- CJ236. Az XL1
Blue egy olyan E. coli torzs, amiben funkcionalisak az UNG és dUTP4z enzimek, az ung- sejtekben ki
van (tve az UNG enzimet kddold génszakasz, a dut-, ung- sejtekben pedig a dUTPaz enzimet, és az
UNG enzimet kddold génszakasz is ki van Utve.

A kisérletek végén a plate-ek beolvasdsit minden esetben EnSpire Plate Reader
(PerkinElmer) segitségével végeztem. A miuszer képes kolorimetrids, és fluorimetrids mérések
elvégzésére is. Vizsgalataim soran 96 Well Clear Flat Bottom Polystyrene High Bind Microplate
(Corning) plate-eket hasznaltam.

Az ELISA kisérletekhez hasznalt MEF sejtek DNS-ét kemoterdpias droggal valo kezeléssel
probaltam meg eluracilositani. Vizsgalataimhoz olyan egér embriondlis fibroblaszt (MEF DR14)
sejtvonalat haszndltam fel, melybdl biallélikusan ki van Utve az UNG fehérjét kdédold szakasz. A
sejteket 4 napig 20 uM 5FdUR tartalmi médiumban ndvesztettem, Ugy, hogy a sejtek denzitdsa a
negyedik napon se haladja meg a 90%-os konfluenciat, annak érdekében, hogy a sejtek mindvégig
képesek legyenek osztédni.

Az ELISA mddszer nem képes az abszolut uracilmennyiséget meghatarozni, a kvantifikalashoz
szlikség van valamilyen standard értékekre, melyekhez hasonlithatd az ismeretlen mintak mért
értéke. Ezért standard sornak olyan sejtek DNS-ét valasztottam, melyek uraciltartalmat az
irodalomban mar tébbszor meghataroztak, és a kapott eredmények jol 6sszehasonlithatéak. Ezen
szempontnak legjobban a kemoterapias droggal nem kezelt dut-, ung- E. coli sejtekbél szarmazé
genomi DNS felelt meg, igy a kvantifikdlasok sordn ehhez hasonlitottam a kiilonb6z6 mintak mért
értékeit.
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A mérést 96 lyuka plate-en végeztem, egy 7 tagu higitasi sort hasznalva, felez6 vagy
kétharmados higitast alkalmazva. A mérés soran fontos volt, hogy minden lyukban ugyanakkora
tomegl DNS legyen, hogy az eltér6 mennyiségl DNS-ekbél szarmazd hibat elkeriljem. Ezért a
higitdsi sor minden tagjat lazac sperma DNS-sel egészitettem ki, amelynek uracilszintje
elhanyagolhaté. A higitasi sorokat 8-as PCR cs6 stripekbe készitettem el, majd 95 °C-on elGkezeltem
a DNS-eket egy PCR késziilékben (Applied Biosystems) 5 percen keresztll, majd gyorsan jeges
hlitésnek vetettem ala. A folyamat sordan a DNS masodlagos szerkezete relaxdlddik, amely elGsegiti a
DNS kikotését a 96 lyuku plate aljara. Minden felhaszndlandd plate-lyukba DNA Coating Solution-t
(Thermo Scientific) pipettaztam, amely aspecifikusan alakit ki kotést az oldatokban taldlhaté DNS és
a plate alja kozt. Majd 8 csatornas pipettaval (Eppendorf) atmértem a DNS-oldatokat a plate-re, és
felszuszpendaltam, hogy homogén legyen a rendszer. A kikot6dés 24 6ran keresztiil zajlott, ami alatt
a plate-et lassan mozgattattam 3D Mini-Shaker-en (Biosan).

A kovetkez6 nap az oldatot lemértem a plate-rél. Ezt kévet6en 8 csatornas pipettdval rajuk
mértem a blokkolé oldatot (ETBS-T puffer, 5 vegyesszazalék tejpor, 10 mM B-merkaptoetanol),
illetve a tejporban taldlhato fehérjék elfedik a plate-en taldlhato aspecifikus fehérjekoté helyeket (a
DNS-en is) igy lecsokkentik az aspecifikus UNG-kikot6dés valdszinliségét, és ezzel a végs6 mérés
hatterét. A blokkolast 2 6ran keresztiil végeztem, majd lemértem az oldatot, ETBS-T-vel mostam a
lyukakat, majd ramértem a kett6s mutdns UNG-ot tartalmazé oldatot (ETBS-T puffer, 5
vegyesszazalék tejpor, 10 mM B-merkaptoetanol, 100 ug/ml lazac sperma DNS, 1:50 His-3xFlag-
AUNG2 fehérjeoldat). Az oldatban taldlhatd nagy mennyiségl lazac sperma DNS-hez az UNG, annak
inherens DNS-kot6 képessége miatt, kotddni tud. Azonban nagyobb az affinitasa a plate-re kikotott
DNS-ben taldlhaté uracilhoz, ezért donté mennyiségben azok az UNG fehérjék kétédnek a vizsgalt
DNS-hez, amelyek ténylegesen uracilt kotnek, a tobbi a lazac sperma DNS-hez kot6dik, igy eltavozik a
kés6bbi mosas soran, és a mérés pontosabbad valik. A katalitikusan inaktiv UNG kikdtése egy éjszakan
at tartott 4 °C-on lassu himbaltatas mellett.

Ezt kovetben az oldatokat lemértem, majd ETBS-T-vel mostam a lyukakat, és ramértem az
elsGdleges antitestet tartalmazé oldatot, amelyet egerekben fejlesztettek ki a Flag-tag ellen (ETBS-T
puffer, 5 vegyesszazalék tejpor, Anti-Flag M2 klén 1: 1250 (Sigma)). Az ellenanyagos jel6lés 1 6ran at
tartott, majd lemértem az oldatokat, és mostam a lyukakat ETBS-T-vel. Ezutdn rdamértem a
masodlagos antitestet tartalmazd oldatot (ETBS-T puffer, 5 vegyesszazalék tejpor, HRP-vel konjugalt
anti-egér ellenanyag 1:5000 (Sigma)). A HRP (horseradish peroxidase, torma-peroxidaz) a torma
gyokereiben fellelheté enzim, amelyet széles kérben hasznositanak biokémiai vizsgalatok soran,
mert képes megfelel6 oxidalészer hatasdra oxidalni kemolumineszcens vagy kromogén
szubsztratokat. Mivel az enzim fényérzékeny, ezért a plate-et alufélidval fedtem le az oldat
hozzdadasa utan. A masodlagos ellenanyaggal is 1 éran keresztil zajlott a reakcié, majd az oldatokat
lemértem és a lyukakat mostam ETBS-T, és végil ETBS pufferekkel.

A szamos ELISA mérés soran két kilonb6z6 moddszerrel hivtam el6 az eredményt: a
kolorimetrikus OPD-vel (orto-feniléndiamin, Thermo Scientific), vagy az egyszerre kolorimetrikus és
fluorimetrikus QuantaRed (Thermo Scientific) szubsztrat segitségével. A mddszer optimalizaldsa
soran szikségem volt egy megbizhatd, megfelel6 érzékenységli és olcsé szubsztratra, ezért
valasztottam az OPD-t. Am miutan sikeriilt az optimalizalds, 4ttértem az érzékenyebb fluorimetrikus
QuantaRed szubsztratra, mellyel pontosabb eredményeket tudtam elérni, és a mérés érzékenyebb
lett.
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5.9.1 Elohivas OPD szubsztrattal

Az elGhivast a gydrtdi protokoll alapjan végeztem. A reakcid 30 percen keresztil zajlott
sotétben, majd 2,5 M-os kénsavval megallitottam. Ekkor az eredmény szemmel is lathaté volt, az
els6 oszlopban sotétebb citromsdrga oldat, majd a kévetkez6ben vildgosabb és igy tovabb, a szinte
atlatszd oldatig a 8. oszlopban. Az oldatok abszorbancidjat EnSpire Plate Reader-rel (PerkinElmer)
mértem 490 nm-en. A mUszer altal megadott értékek az abszorbanciaval ardnyosak, am skalajuk O-
tol 6-ig terjed (a tovabbiakban értelmezziik az abszorbanciat a mdszer szerint).

5.9.2 El6hivas QuantaRed szubsztrattal

Az elGhivast a gyartdi protokoll alapjan végeztem. A reakcid 10 percen keresztil zajlott
sotétben, majd a kit-hez tartozd Stop Solution-nal megallitottam. Ekkor az eredmény szemmel is
lathato volt, az elsé oszlopban sotétebb lila oldat, majd a kévetkez6ben vildgosabb és igy tovdbb, a
szinte atlatszo oldatig a 8. oszlopban. A szubsztrat kolorimetrids és fluorimetrids mérést is lehet6vé
tesz, ezért mindkét mérést elvégeztem ugyanazon a plate-en az EnSpire Plate Reader-rel. A
kolorimetrias eredményhez az oldatok abszorbancidjat mértem 576 nm-en, a fluorimetrids
eredményhez az oldatokat 570 nm hulldmhosszu fénnyel gerjesztettem, és 585 nm-en mértem az
emissziot. A plate-beolvasoé relativ fluoreszcens egységekben (relative fluorescence units, RFU) adja
meg a minta altal kibocsatott fény mennyiségét.

Az ELISA mérés sordn felhaszndlt pufferek:

TE puffer: ETBS-T puffer: ETBS puffer:
10 mM TRIS.HCI, 25 mM TRIS.HCI, 25 mM TRIS.HCI,
1 mM EDTA, 2,7 mM KCl, 2,7 mM KCl,
pH=8,0 137 mM Nadl, 137 mM Nadl,
1 mM EDTA, 1 mM EDTA,
0,05% Tween-20, pH=7,4
pH=7,4
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5.10 pET-20b expresszios vektorban kédolt rekombinans fehérje 1étrehozasa

A laboratdriumban kordbban létrehozott pET-20b plazmidban kédolt 1xFlag-UNG-DsRed-His
konstrukcié a rendelkezésemre allt, am az UNG fehérje elsé 84 aminosava PCNA és RPA fehérje
kot6helyeket tartalmaz, amely kolcsénhatdsok az immunocitokémiai festések soran jelentGs
hattérjelet adhatnak. Ezt a konstruktot korabban laboratdriumi munkatarsaim sikertelenil prébaltak
felhasznalni immunocitokémiai festésekre, ezért az els6é 84 aminosavat kdédolé DNS-szakasz
torlésével Ujraterveztem a konstruktot. igy hoztam létre a pET-20b plazmidban kédolt 1xFlag-AUNG-
DsRed-His konstruktot, amely nem Iép interakcidba a PCNA és RPA fehérjékkel. A konstrukt végén
taldlhatd His-tagre a plazmidrél atirédott fehérje affinitas kromatografids tisztitasa céljabdl van

szlikség. Az expresszios vektorokat a 9. és 10. dbra szemlélteti.

9. dbra
Az eredeti pET-20b plazmid

A pET-20b expresszios vektorban talalhato konstrukt eredetileg a teljes UNG2 fehérjét kédolta, amely els6 84
aminosava PCNA és RPA kotShelyeket tartalmaz. Ezek az immunocitokémiai festés soran jelentds hatteret
adhattak volna, ezért kldnozassal lIétrehoztam a 10. abran lathaté konstruktot.

10. abra

Az altalam létrehozott Uj pET-20b plazmid

Az eredeti expresszids vektorbdl PCR, restrikcidos emésztés és ligalas segitségével létrehoztam az
immunocitokémiai festésekhez hasznalt konstruktot, amely nem kddolja az UNG fehérje els6 84 aminosavat.

A PCR (polimeraz lancreakcid) egy széles korben alkalmazott mdédszer egy adott DNS-szakasz
felsokszorositasara. A reakcidhoz szlikség van a kérdéses DNS-szakaszt tartalmazé mintara (templat),
és a szakasz két végén kitapadd primerekre, tovabba dezoxinukleotidokra, amelyekbdl épiilnek fel az
Uj DNS szdlak, valamint polimeraz enzimre. A reakcio elején a templat DNS-t magas hémérsékleten
megolvasztjuk (denaturalas), majd olyan h&fokra hitjik, amelyen a primerek mar képesek kitapadni
a templathoz (annelalas). Ezutan a polimerazhoz optimalis h6mérsékleten zajlik a DNS-szakasz
masoldsa (elongalas), majd ha ez befejez6dott, Ujra kezdddik a ciklus, és igy exponencidlisan né a
kivdnt DNS-szakasz mennyisége az oldatban.
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Az eredeti plazmidbdl PCR-rel (Applied Biosystems Gene Amp PCR System 2700)
felszaporitottam az AUNG-DsRed-régiot egy olyan forward primerrel, amely az UNG fehérjét kddolo
szakasz megfelelé helyén tapad ki (253. bazistdl kezdve), tartalmaz egy Flag-taget, valamint egy
restrikcids enzim (Ndel) hasitd helyet. A reverz primer a DsRed fehérjét kddold szakaszon tapadt ki,
és tartalmazott egy restrikcios enzim (Xhol) hasitd helyet. Mindkét primer ezeken feliil tartalmazott
egy néhdny nukleotidbdl allé szakaszt az 5 végén, hogy a késGbbi restrikcios emésztés kell§
hatékonysaggal végbemehessen. A primerek szekvenciajat és jelentésiiket a 11. dbra mutatja 5'-3’

iranyban.
e ATTA CATATG CCA AA 3’
Talnyalé  Ndel hasitohely Flag-tag Atkotés UNG-ban kitapado
vég
L TCGA CTCGAG CTGGGAGCCGGAGTGG 3’
Tulnyulé  Xhol hasitohely DsRed-ben kitapado
vég

11. dbra
A PCR-hez hasznalt forward és reverz primer

A polimeraz lancreakciéhoz felhasznalt forward primer (feliil) az UNG fehérjét kddold szakasz 253. bazisatol
kezdve tapadt ki. A Flag epitop tag segitségével festettem a sejteket immunocitokémiai mddszerekkel. A
konstruktot késébb Ndel restrikcios enzimmel emésztettem, hogy 5’ vége ligdlhato legyen az expresszios

vektorba. A reverz primer (alul) a DsRed fuzids fehérjét kodolo szakaszon tapadt ki, amely az UNG-ot kédolo
szakasz utan talalhatd. A restrikcios emésztés soran Xhol enzimmel is emésztettem a konstruktot, hogy 3’

vége ligalhato legyen. A reverz primert konvencio szerint reverz komplementer formaban adtam meg.

A PCR-hez 0,25 uM forward primert, 0,25 uM reverz primert, 0,2 uM dNTP-t, 50 ng templat
plazmidot és 2 unit Q5 polimerazt mértem 0Ossze, majd az oldatot 100 pl-re egészitettem Kki
nukledzmentes vizzel. Az elsé denaturdlds 98 °C-on zajlott 30 masodpercig, majd 30-szor jatszédott
le a kovetkez6 ciklus: denaturalds 98 °C-on 15 masodpercig, annelalds 66 °C-on 30 masodpercig,
elongalas 72 °C-on 45 masodpercig. Végil még 10 percig 72 °C-on elongaltam, hogy minden DNS szal
szintézis teljes legyen, és ne maradjanak ragadds végek, majd -20 °C-on taroltam az oldatot a tovabbi
felhasznalasig. A PCR utan a terméket PCR Purification Kit-tel (Qiagen) tisztitottam, a gyartdi
protokoll szerint. Ezutan az lres pET-20b plazmidot (Novagen), valamint az inszertet ugyanazon
restrikciés enzimek altali emésztésnek vetettem ald, igy a két terméket kés6bb majd Ossze lehet
ligdlni. A PCR termék emésztéséhez 1 pl Ndel (New England Biolabs), 1 ul Xhol (New England
Biolabs), 5 ul puffer (CutSmart) és 43 ul PCR terméket tartalmazd oldatot mértem 6ssze. A plazmid
emésztéséhez 1 ul Ndel, 1 pl Xhol, 5 ul puffer (CutSmart) oldatokat mértem Gssze, majd hozzaadtam
3 ug pET-20b plazmidot, és 50 pl-re egészitettem ki az oldatot desztillalt vizzel. Az emésztés 12 éran
at zajlott 37 °C-on, majd 80 °C-on h&inaktivaltam a restrikcids enzimeket 20 percen keresztiil, és -20
°C-on taroltam az oldatokat tovabbi felhaszndldsig. Az emésztés utan az inszertet tartalmazé oldatot
PCR Purification Kit-tel (Qiagen) tisztitottam, a gyartdi protokoll szerint. Az emésztett plazmidot
agaroz gélen megfuttattam, és gélbdl tisztitottam Gel Extraction Kit-tel (Qiagen), a gyartdi protokoll
szerint.
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A ligalas el6tt NanoDrop készllékkel megmértem a DNS-koncentracidt az oldatokban, illetve
agardz gélen ellenGriztem a ligdlandd DNS-ek intaktsagat. A ligalashoz 6 pl inszert és 2 pl plazmid
oldatot mértem Ossze, 70 °C-on 5 percig inkubaltam, majd jégen tartottam 2 percig. Ezutan 1 pl ligaz
puffert (Fermentas) és 1 ul T4 ligazt (Fermentas) adtam hozza, és 37 °C-on 1 6ran keresztil
ligaltattam. A kész terméket XL1 Blue kompetens sejtekbe transzformaltam, majd 50 pg/ml
karbenicillint tartalmazé agardzos LB plate-re kentem ki. A karbenicillin rezisztencia génjét a plazmid
kédolja, igy csak a sikeresen transzformdlt sejtek nének ki a plate-en. Altalam kivalasztott
kolénidkbdl el6kultirat inditottam, majd 16 dra elteltével Plasmid Miniprep Kit-tel (Sigma) izoldltam
a plazmid DNS-t. A klonozds eredményességét DNS-szekvenadlassal ellenériztem (Eurofins MWG
Operon altal). A plazmidot az 5.1 pontban leirtak szerint transzformaltam Escherichia coli BL21 (DE3)
ung-151 sejtekbe, expresszaltam, majd a fehérjét izolaltam affinitas kromatografidval.

5.11 Plazmiddal transzfektalt MEF sejtek in vivo vizsgalata

A kezeletlen egér embrionalis fibroblaszt (MEF-DR14) sejteket 24 lyuku plate-re helyeztem,
ugy, hogy a sejtek konfluenciaja 80% korili legyen. Négy kiilonboz6 kezelést kivdntam megvizsgalni a
sejteken: uracilos plazmiddal transzfektalt; uracilos plazmiddal transzfektalt és UGl enzimmel kezelt;
normalis plazmiddal transzfektdlt; nem transzfektalt. Ehhez uracildusitott plazmiddal és normalis
plazmiddal transzfektalt sejteket készitettem, illetve néhdny Iyuk esetén nem végeztem
transzfekciot. Miutan a sejtek kiteriltek a plate-en, FUGENE HD (Promega) transzfekciés reagenst
haszndltam a plazmidok bejuttatdsara, a gyarto altal javasolt protokollt kbvetve.

A transzfekcids elegyet 6 oraig tartottam a sejteken, majd tripszin-EDTA-s oldat sejtségével
atpasszaltam a sejteket egy masik 24 lyuku plate-re, amelyben drailivegek is voltak. 24 éra elteltével
a lyukakat (benniik a kitertlt sejtekkel) 500 ul 37 °C-os PBS pufferrel mostam. Fixalasként Carnoy
oldatot alkalmaztam, amit -25 °C-ra h(itdttem és rdmértem a plate-re. A fixalas 4 °C-on 20 percig
tartott, amely sordn a fehérjéket dehidratalas révén denaturdljuk, igy valamennyi sejtbeli folyamat
befagy. Ezutdn rehidrataltam a sejteket, el6sz6r 50% etanolt tartalmazé PBS-oldattal 3 percig, majd
30% etanolt tartalmazdé PBS-oldattal 3 percig, végil tiszta PBS-oldattal 3 percig. Feltard oldatot (2N
sésav, 0,5% Triton X-100) adtam a sejtekhez, melynek célja az epitdp feltards, azaz a DNS
denaturaldsa (vagyis az egyszali DNS-t hozzaférhetévé tenni), valamint a heterokormatin- és a
kromatindllomany fellazitasa. A reakcid 30 percig zajlott, majd a sejteket haromszor mostam 500 pl
PBS pufferrel, a pH normalizaldsa végett. A lyukakra mértem a blokkold oldatot (5 vegyesszazalék
tejpor, TBS-T pufferben), és 15 percig blokkoltam. Ezutdn lazac sperma DNS-t is tartalmazé blokkolot
adtam a sejtekhez (5 vegyesszazalék tejpor, 200 pg/ml lazac sperma DNS, TBS-T pufferben) és 45
percig rajta tartottam. A blokkolds célja, hogy a sejtekben a fehérjék aspecifikus megkotésére
alkalmas helyek telit6djenek a vizsgalat szempontjdbdl inert fehérjékkel, igy csokkentik az ellenanyag
aspecifikus kikotédésének esélyét.

Az dltalam tervezett és létrehozott 1xFlag-AUNG-DsRed-His konstrukcidt haszndltam fel
immunocitokémiai vizsgalataimhoz, amely detektdlhatd kozvetlenil a DsRed fluoroférnak
kdészonhetben, valamint kdzvetve a Flag-tag antitestes jelolésével is. Az UNG enzim specifikusan
gatolhatd az uracil-DNS glikozilaz inhibitor (UGI) fehérjével. Az UGI képes reverzibilisen kotédni az
UNG-hoz és gatolni az uracil-koté képességét. Ezért az olyan oldatokban, melyekben az UGI és az
UNG egyszerre van jelen, az UNG nem képes az uracilhoz két6dni, igy ezen mintdk varhatéan nem
fognak jelet adni, idealisak negativ kontrollnak.
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A lyukakra mértem a rekombinans UNG-ot tartalmazo oldatot (5 vegyesszazalék tejpor, 200
ug/ml lazac sperma DNS, 1:250 1xFlag-AUNG-DsRed-His, TBS-T puffer), néhany lyukra azonban UGI
(NEB) és UNG fehérjéket egyszerre tartalmazé oldatot mértem (1:250 1xFlag-AUNG-DsRed-His, 1:25
UGI). A reakcid 16 oraig tartott 4 °C-on, enyhe razatas mellett. Ezutan mostam a plate-et, hogy a
nem kot6ds ellenanyagot eltavolitsam, el6szor TBS pufferrel kétszer 15 percig, majd TBS-T pufferrel
kétszer 15 percig, végill 200 pg/ml lazac sperma DNS TBS-T pufferben készilt oldataval 30 percig. A
plate-re mértem az elsGdleges ellenanyagot tartalmazdé oldatot (5% FGS (fetal goat serum), 3% BSA
(bovine serum albumin), 1:2000 Anti-Flag M2 egér kldn (Sigma), PBS-T puffer), a reakcié 1 éran
keresztll zajlott. Ezutdn mostam a plate-et PBS-T pufferrel kétszer 15 percig, majd PBS pufferrel
kétszer 15 percig. A sejtekre mértem a masodlagos antitestet tartalmazé oldatot (5% FGS, 3% BSA,
1:1000 Anti-Mouse Alexa 488 (Molecular Probes), PBS-T puffer), a reakcié 1 éran keresztil zajlott,
majd mostam a plate-et PBS-T pufferrel egyszer 15 percig, illetve PBS pufferrel haromszor 15 percig.
A sejtmagok megfestésére DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) festéket haszndltam, amely erGsen
kotédik a DNS A-T gazdag régidihoz. A festékoldatot (0,1 ug/ml DAPI, PBS puffer) 5 percig hagytam a
sejteken, majd mostam PBS-T pufferrel 10 percig, és PBS pufferrel 5 percig.

Az el6készités sordn haszndlt oldatok:

Carnoy fixalo: PBS puffer: PBS-T puffer:
60 V/V% etanol 138 mM NaCl 138 mM NacCl
30 V/V% ecetsav 2,7 mM KCI 2,7 mM KCl

10 V/V% kloroform 1,31 mM NaH;,PO,4

8,69 mM NazHPO4

1,31 mM NaH2PO4
8,69 mM NazHPO4

pH=7,4 0,05 V/V% Triton X-100
pH=7,4
TBS puffer: TBS-T puffer:
50 mM TRIS.HCI 50 mM TRIS.HCI
137 mM NacCl 137 mM NacCl
2,7 mM KCI 2,7 mM KCI
pH=7,4 0,05 V/V% Triton X-100
pH=7,4

Az Oralemezeket a lyukak aljardl felszedtem és targylemezre helyeztem at 6ket, melyre
el6z6leg beagyazd gyantat, FluorSave Reagent (Merck Millipore) oldatot cseppentettem. Az oldat
el6segiti a mintak kisebb mértékl kiégését mikroszkdpos vizsgdlatok soran. A targylemezen |évé
mintakat konfokalis mikroszképpal (Zeiss CLSM 710) vizsgaltam, mindharom fluorofért figyelembe
véve. A lézeres gerjesztési és emittalasi hulldmhosszokat a 2. tablazat tartalmazza.

Fluorofér Gerjesztési hulldmhossz Detektalasi hulldmhossz
DAPI 405 nm 410-470 nm
Alexa 488 488 nm 495-540 nm
DsRed 543 nm 545-700 nm

2. tablazat

A kulonb6z6 fluoroférok gerjesztési és emittaldsi hulldmhosszai
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5.12 Sejtvonalak fenntartasa

Az ELISA kisérletekhez, illetve a konfokalis mikroszképias mérésekhez haszndlt MEF sejtvonal
fenntartasa, passzalasa és kemoterdpids droggal (5-fluoro-2’-dezoxiuridin (5FdUR)) valé kezelése
szintén feladatom volt. A sejteket T25-0s tenyészt§ flaskaban novesztettem, DMEM/F12 (Gibco)
médiumban, amelyhez 50 pg/ml penicillint, 1 V/V% nem esszencidlis aminosav keveréket (Sigma), 10
V/V% FBS-t (fetal bovine serum) adtam. A sejteket 37 °C-on termosztaltam Galaxy 170 R (New
Brunswick) termosztatban 5 V/V% CO,-ot tartalmazo légkorben.

A sejtvonalak passzalasat (friss tapoldatba vald atoltasat) 4 naponta végeztem el. A flaskak
aljardl Tripszin-EDTA (Sigma) oldattal szedtem fel a sejteket, majd uj flaskdba mért friss tapoldatba
pipettdztam at a sejtek nagyjabdl 20%-at.
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1 His-3xFlag-AUNG fehérje termelése és tisztitasa

Az ELISA méréseknél hasznalt His-3xFlag-AUNG rekombindns fehérjét (32 kDa) az 5.2
pontban leirtak szerint ung- E. coli baktériumokban termeltettem. A fehérjét affinitas kromatografia
segitségével tisztitottam, mely soran vett mintdkat ndtrium-dodecilszulfat poliakrilamid
gélelektroforézis elvdlasztas technikaval futtattam meg az 5.5 pontban leirt mddszerrel. Célom a
rekombinans fehérje termel6désének bizonyitasa volt, illetve az affinitds kromatografias tisztitas
nyomon kovetése. Az elektroforézis eredményét a 12. dbra mutatja.
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A rekombinans fehérje termelése és tisztitasa soran vett mintak SDS-PAGE gélképe

A gélképen a kdvetkezd sorok figyelhet6k meg: a feltarast kovetd centrifugalas utani csapadékbol
(csapadék), illetve feliiliszdbal (oszlopra vitt) vett mintak. A kik6t6dési reakcié utan az oszloprol
lefoly6 oldat (atesd), az LS puffer, a HS puffer, és a VHS puffer ramérése utan lefoly6 oldat (LS,
HS, VHS). Fehérjelétra, a moso puffer és az elucios puffer ramérése utan lefolyé oldat (létra,
moso, elucid). Az oszlopra vitt és az atesd sorok kozti kiillonbség fekete csillaggal, a tiszta
rekombinans fehérje fehér csillaggal van megjeldlve.

JOl 1athatd, hogy a csapadékban kevés fehérje taldlhato, tehat a sejtek feltardsa sikeres volt.
Az oszlopra vitt sor, és az atesé sor kozt jol lathatd a kilonbség a rekombinans fehérjénk
magassagaban (fekete csillag). Ennek oka, hogy a fehérje a His-tag segitségével kikot6dott az
oszlopra. Az aspecifikusan kotott fehérjék az LS puffer hatasara eludlédtak, a HS puffer sordban nincs
megfigyelhetd csik. A VHS puffer hatdasara mar kissé megindult a fehérjénk ellcidja, azonban mas
molekulatomegnél is [athatd jel, tehat tovabbi szennyez6k elualddtak az oszloprél. A fehérjetisztitas
sikeresnek mondhatd, az oldat legaldabb 90%-os tisztasdgban tartalmazza a fehérjénket (fehér
csillag), amely a vart 32 kDa-os molekulatémegnél fut.

34.0ldal



6.2 Az ELISA mérésekhez hasznalni kivant genomi DNS-preparatum tisztasaganak
ellendrzése

Az 5.7 pontban leirtak szerint agardz gélt ontdttem, és megfuttattam az Epicentre kit-tel
tisztitott, illetve a Zymo Research kit-tel tovabb tisztitott E. coli és egér embriondlis fibroblaszt (MEF)
DNS-t. Az elektroforézis célja volt, hogy ellenGrizzem, a DNS-mintdk nem tartalmaznak-e nukleotid
vagy mas eredet(i szennyezést.

Epicentre Zymo  |étra
@ 5FdUR @ 5FdUR (bp)

13. abra

A DNS-preparatumok agardz gélképe

A zsebek kezeletlen sejtekbél (@), illetve 20 uM 5FdUR-nel kezelt MEF sejtekbél (SFdUR) izolalt DNS-t
tartalmaznak. Az els6 két sor az Epicentre kit-tel tisztitott, a masodik két sor a Zymo Research kit-tel
tovabb tisztitott genomi DNS-t tartalmaz, az 6todik sor DNS-létra. A nukleotid tormeléket és
szennyezést tartalmazo régio csillaggal van jel6lve.

A 13. abran lathato gél minden zsebébe — a koncentraciomérés alapjan —azonos mennyiség(
(200 ng) DNS-t pipettaztam. Lathato, hogy az els6 két sorban — az Epicentre kit utdn — a csikok jéval
vékonyabbak, amely annak a jele, hogy kisebb mennyiségli DNS volt a zsebekben. Ez azzal
magyarazhato, hogy a kit nagy aranyu nukleotid szennyezést hagyott a DNS-oldatban, amelyet a
spektrofotométer nem tud elkiloniteni a genomi DNS-t6l, igy a valddi genomi DNS-koncentracional
nagyobb értéket adott eredményil. A nukleotid, és egyéb kis molekulasulyd DNS-szennyezés lathatd
is a gélképen, egy-egy elkenédott régidként a genomi DNS-ek alatt (csillaggal jelolve). A masodik két
sorban — a Zymo Research kit utdn — viszont két jéval intenzivebb csikot latunk, egymashoz
viszonyitott mennyiségiik hasonlg, illetve nem lathaté a szennyezésekkel azonos magassagban jel.
Ezért megallapithatd, hogy valdban szennyez6-mentes és pontos koncentrdciéju DNS-oldat
készitéséhez szlikséges mindkét kit-tel tisztitani a genomi DNS-t. Az E. coli sejtekbdl szarmazd DNS-
preparatummal hasonld eredményre jutottam, ezért a MEF mintakkal azonos mddon tisztitottam
azokat.
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6.3 Az ELISA moédszer optimalizalasa

Célom az volt, hogy az ELISA méddszer segitségével kiilonb6zé DNS-mintdk uracilszintje
mérhet6 legyen, amelyekrdl irodalmi adatok alapjan ismertem, hogy megkdzelit6leg milyen
tartomadnyba esik az uraciltartalmuk. Ezért Ugy kellett optimalizalnom az ELISA-t, hogy annak linearis
tartomanyan belll legyen a mintak vélt uracilszintje. Tovabbi célom volt, hogy ez a linedris
tartomany a lehet6 legnagyobb DNS-koncentracid tartomdnyt atfogja, illetve a kapott gorbe
meredeksége nagy legyen. Szamos optimalizald kisérletet végeztem el, melyek soran tébb kilonb6z6
mérési paramétert valtoztattam. Az 5.9 pontban az ELISA mddszer optimalizalt protokolljat
ismertettem.

6.3.1 Az illesztett egyenes meredekségének szerepe

Célom volt olyan mérést létrehozni, ahol a kapott egyenes meredeksége lehet6leg nagy,
mivel igy a mért értékek szdérasa kisebb hibat fog okozni a szamitott uraciltartalomban. A késébbi
kvantifikacié soran a standard sorok mért értékeire egyenest (vagy egyszer( polinomialis fliggvényt)
illesztettem, majd ennek egyenletébdl szdmoltam vissza a mintdkra, tehat kihaszndltam, hogy a
fliggvény kolcsondsen egyértelmi. Am alacsony meredekségnél ez nagy szamolasi hibaval lett volna
terhelve. Ennek oka, hogy ha egy fliggvény meredeksége nagyobb, akkor az y érték szérasa ellenére
is megbizhatdan elkilonithetéek a kiilonb6zé x pontok fliggvényértékei egymastdl, igy a fliggvény
tovabbra is kdlcsondsen egyértelm( hozzdrendelés marad. Viszont kis meredekség esetén az y
szOrdsi tartomanyok 6sszeérnek, igy nem lehet megmondani, hogy melyik x értékhez tartozik az
adott y érték. A 14. dbrdn lathatd, hogy a meredekebb fliggvény esetén nem fednek at a Ay szérasi
tartomanyok (zold és narancssarga nem érintkezik). Azonban a kevésbé meredek fliggvény esetén a
Ay tartomanyok Osszeérnek (zold és narancssarga érintkezik), és azon y értékekhez, melyek ezen
szakaszra esnek (barna szakasz, nyillal megjelélve), nem lehet megmondani, hogy milyen x érték
tarsul.

A szdrasbol eredd hiba

25

20 /

15

Ay, / —o— Meredekség=4
10 | —B—Meredekség=1

Ava /

Ay, — L_—T
owr—— T
o 1 2 3 4 5

14. abra
A mért értékek szorasabdl eredd hiba szemléltetése

A meredekebb fiiggvényhez (Meredekség=4) tartozé Ay3 és Ay4 szorasi tartomanyok nem fednek at, tehat a
fliggvény a szorassal egyiitt is kdlcsondsen egyértelm(i. A kevésbé meredek fiiggvénynél (Meredekség=1)
viszont, a Ayl és Ay2 szorasi tartomanyok atfednek, ezért a barna tartomanyon Iévé y értékekhez nem lehet
egyértelmiien x értéket tarsitani.
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6.3.2 A plate-re felvitt DNS mennyiségének optimalizalasa

Laborcsoportomban dolgozé Réna Gergely, Scheer lldikd és Nagy Kinga altal kifejlesztett dot-
blot mddszer protokolljat haszndltam fel az ELISA protokoll kidolgozasahoz. Ebben a felez6 higitasi
sor elsé tagja 100 ng E. coli DNS-t tartalmazott, illetve hogy azonos legyen az 6sszes DNS mennyiség
minden lyukban, lazac sperma DNS-t is adtak hozza. Ezért az elsé ELISA mérést ezen mennyiségekkel
végeztem el, E. coli dut-, ung- (CJ236) sejtek genomi DNS-ét felhaszndlva, melyet duplikalt higitasi
sorban vittem fel a plate-re (1. és 2. standard sor). Az optimalizalds soran a lyukakba mért DNS
mennyiségét a 15. dbra mutatja, egy cella egy lyukat jelol.

E. coli DNS
mennyisége 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0
(ng)

*1/2 *1/2 *1/2 *1/2 *1/2 *1/2
E. coli DNS
mennyisége 8 4 2 1 0,5 0,25 0,13 0
(ng)

*1/2 *1/2 *1/2 *1/2 *1/2 *1/2

15. dbra

A DNS mennyiségének optimalizalasa soran felhasznalt DNS-mennyiségek

A felsé sorban lathat6 az elsé ELISA mérés (16. abra) soran hasznalt lyukankénti E. coli DNS mennyisége. A

111111

,,,,,,

sperma DNS keriilt. Az értékeket két tizedesjegyre kerekitettem.

A mérés soran az elsGdleges antitestet (Anti-Flag M2 klén) 1:2500, a masodlagos antitestet
(HRP-vel konjugalt anti-egér ellenanyag) 1:40000 higitasban alkalmaztam a gyartéi protokoll alapjan.
A mérés eredménye a 16. abran lathatd. A DNS mennyisége és a mért abszorbanciaérték kozotti
Osszefliggés alacsony DNS-mennyiségnél jo kozelitéssel linearis. Ez alapjan arra kovetkeztettem,
hogy a mérés helyes eredményt hozott, csupan a linedris tartomanya joval alacsonyabb DNS-
mennyiségnél van, mint a dot-blot méréseké, azaz a modszer érzékenyebb.
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Standard sorok
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E. coli dut-, ung- DNS mennyisége (ng)

16. dbra
A tomegoptimalizal6 ELISA mérés eredménye

A mérés soran a higitasi sor elsé tagja 100 ng E. coli DNS volt.

Ezért a kovetkez6 mérés sordn a higitdsi sor els6 tagja csupan 8 ng E. coli DNS-t tartalmazott
(lazac sperma DNS mellett). A 17. dbran lathatd fliggvény jo kozelitéssel linedris (R? értéke a
diagramon lathatd), a két standard sor mért értékei is hasonldak. Ezért ezt a DNS mennyiséget
alkalmaztam a tovabbiakban. Az ELISA mdédszer tehat m(ikodSképes, és valdban érzékenyebb, mint a
korabbi dot-blot mérések.

Standard sorok
0,35
5 03 R?=0,9543
E a5 _———RR?=09011
8 ’
< 02 /[ ¢ 1.standard
8 [
§ 0,15 B 2.standard
€ o1 ineari
5 0 —— Linedris (1. standard)
N
(7]
F-. 0,05 —— Linedris (2. standard)
0
0 2 4 6 8 10
E. coli dut-, ung- DNS mennyisége (ng)

17. abra
A tomegoptimalizal6 ELISA mérés eredménye

Az ELISA mérés soran a higitasi sor elsé tagja 8 ng E. coli DNS volt.
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6.3.3 A masodlagos antitest mennyiségének, illetve az inkubacios id6
optimalizalasa

Meg kivantam vizsgdlni, hogy a mdsodlagos antitest (HRP-vel konjugalt anti-egér ellenanyag

//////

valtoztatja meg a kapott egyenes meredekségét, igy a mddszer érzékenységét.

Az OPD szubsztrat szinreakcidja beolvashatd a reakcié megdllitasaval, vagy anélkil is. Nem
megdllitott reakcio esetén 450 nm-en mértem az oldatok abszorbanciajat 10, 15, 25, és 38 perc utan
(csak a 10 és 38 perc utani mérések eredményeit kozlom). A reakcidt 2,5 M-os kénsav hozzdadasaval
allitottam meg (gyartdi protokoll alapjan) 40 perc elteltével, és az abszorbanciat 490 nm-en mértem.
A mérések eredményeit a 18., 19., és 20. abrak mutatjak.

Nem megallitott reakcio, 10 perc utan

0,30 X 1. standard, 1:5000

S masodlagos antitest
g 025 2. standard, 1:5000
§ 0,20 ® masodlagos antitest
: % A 1. standard, 1:10000
g 0,15 — ~ masodlagos antitest

© [ e .

8 0,10 -?-—,—’ ; < X X 2. standard, 1:10000
§ 0.05 2 A ] masodlagos antitest
- T' # 1. standard, 1:20000
0,00 T T T ) masodlagos antitest
0 2 4 6 8 2. standard, 1:20000

E. coli dut-, ung- DNS mennyisége (ng) mésodlagos antitest

18. abra

Az id6optimalizald ELISA mérés eredménye

Az inkubalasi id6 10 perc volt, a kiilonb6z6 mintak mért értékei nem valnak egymastol.

Nem megallitott reakcid, 38 perc utan

_ X 1. standard, 1:5000

< 0,30 A masodlagos antitest

g 0,25 Y 2. standard, 1:5000
§ 0,20 A « mdsodlagos antitest
< ® A 1. standard, 1:10000
-§ 0,15 p Q e O masodlagos antitest
§ 010 22 X X 2. standard, 1:10000
§ - e méasodlagos antitest
2 005 1. standard, 1:20000
< 0,00 . . . . masodlagos antitest
0 2 4 6 8 2. standard, 1:20000

E. coli dut-, ung- DNS mennyisége (ng) mésodlagos antitest

19. abra
Az idGoptimalizald ELISA mérés eredménye

Az inkubalasi id6 38 perc volt, a mintak mért értékei mar elkiiloniilnek.
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Megallitott reakcio, 40 perc utan
1,00 X 1. standard, 1:5000 masodlagos
0,90 antitest
s X
£ 0,80 2. standard, 1:5000 masodlagos
IS 0,70 X antitest
o 0,60
ﬁ 0.50 & 4 1. standard, 1:10000
9 = A masodlagos antitest
c 0,40 ¢ *
-.g 0,30 Ogi oK X 2. standard, 1:10000
I ’ i ; . .
é 0.20 M Y v masodlagos antitest
0,10 g+ — ¢ 1. standard, 1:20000
0,00 - : : : . masodlagos antitest
0 2 4 6 8 122. standard, 1:20000
E. coli dut-, ung- DNS mennyisége (ng) masodlagos antitest

20. abra
Az idGoptimalizald ELISA mérés eredménye

A reakcidt 40 perc inkubalasi id6 utan megallitottam, a mintak mért értékei elkiiléniilnek, az egyenesek
meredeksége megfeleld.

JOl lathatd, hogy a nem megdllitott reakciok esetén a 38 perc utdni meredekség joval
nagyobb, igy célszer(i hosszabb ideig inkubalni a reakciét OPD-vel. Tovabba jol l1athatd az is, hogy a
masodlagos antitestet érdemes magas koncentracidban alkalmazni (legjobb az 1:5000 higitas), mivel
igy nagyobb az egyenesek meredeksége. Ezért a kés6bbiekben 1:5000 higitasban alkalmaztam a
masodlagos antitestet. A megallitott reakcidé esetén kénnyebben kivitelezhet6 a mérés, ezért ezt
alkalmaztam. Azonban a gyartéi protokoll maximum 30 perc inkubaldsi id6t ajanl, ezért a
késébbiekben 30 perc utdn megallitottam a reakciot. A mérési eredmények alapjan a jeler6sség és a
jelek kozti kilonbség mar megfelel6 volt ennyi id6 utan is.
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6.3.4 Az aspecifikus antitest-kikot6dés tesztelése

Az elsédleges antitest (Anti-Flag M2 klén) a rekombindans UNG fehérjén taldlhato Flag epitop
tag-hez kotédik specifikusan. A masodlagos antitest (HRP-vel konjugdlt anti-egér ellenanyag) az
egérben termelt elsédleges antitesthez kotédik specifikusan. Azonban ezen antitestek kotédhetnek
aspecifikusan a minta valamely részletéhez vagy a plate aljdhoz is, és ezzel a mérés eredményét
jelent6sen befolyasolnak. Annak érdekében, hogy megvizsgaljam, hogy az els6dleges és masodlagos
antitestek nem kotédnek ki aspecifikusan, kontroll ELISA méréseket végeztem. A 3. tablazat mutatja
a kildonb6z6 mérési elrendezéseket, a 21. dbran lathaté a mérés eredménye.

Oldat 1. lyuk 2. lyuk 3. lyuk 4. lyuk 5. lyuk 6. lyuk 7. lyuk
UNG - + + + + + +
Els6dleges + - + + + + +
Masodlagos + + + + + + +

3. tablazat
A kontroll ELISA mérések elrendezése

Az ELISA mérés soran az 1. lyukra nem mértem UNG oldatat, a 2. lyukra nem mértem elsédleges
antitestet (-). A tobbi lyukra mindkét oldatot ramértem (+), illetve minden lyukra mértem masodlagos
antitestet is.

Aspecifikus ellenanyag-kikot6dés
ellenGrzése
0,60

b

¥ :

& . *

S 0,30 °

T 020 *

s ! @ Lazac sperma DNS
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g 0,00 ? ? T T T T 1

< 1 2 3 4 5 6 7
Lyuk szama

21. abra
A negativ kontroll ELISA mérés eredménye

A 1. lyuk esetében az elsGdleges antitest, a 2. lyuk esetében a mdasodlagos antitest nem tud
specifikusan kikotédni, ezért lemosddott a kés6bbi mosasi Iépések sordn. Jol lathato, hogy e két lyuk
esetén a jeler6sség elhanyagolhatd a tobbihez képest, értéke kevesebb, mint 6tdde a legkisebb
valddi jelnek (3. lyuk). Megallapithatjuk tehat, hogy az ELISA mddszerrel elhanyagolhaté az
aspecifikus antitest-kikot6désbd6l szarmazd hiba. A tobbi Iyuk abszorbancidjanak szérdsa abbdl
eredhet, hogy a lyukak csak lazac sperma DNS-t tartalmaztak, és a mddszer képtelen pontosan
detektalni ennek nagyon alacsony uraciltartalmat.
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6.3.5 Inkubacids id6 optimalizalasa a QuantaRed szubsztrattal

Miutdn sikeriilt megfelel6éen pontos ELISA méréseket véghezvinni az OPD szubsztrat
segitségével, attértem a QuantaRed szubsztrat hasznalatara. A szubsztrat alkalmas fluoreszcens
detektdlasra, igy linearis tartomanya a kolorimetrikus mérésnél is alacsonyabb DNS-szintnél varhaté,
tehat a mérés érzékenyebb lehet, mint OPD-vel. A szubsztrat gydrtdi protokollja alapjan olyan
kisérletet folytattam, mely sordn nem megallitott reakcidban (2 és 5 perc utan), valamint megallitott
reakcioban (10 perc utdn) mértem az oldat fluoreszcencidjat. A standard sorokat most
triplikdtumban vittem fel a plate-ra, koztiik csupdn az inkubacids id6 terjedelmében volt kiilénbség a
mérés soran. A mintakat 570 nm hulldmhosszu fénnyel gerjesztettem, és 585 nm-en mértem az
emissziot. A mérés eredménye a 22. abran lathato.

Standard sorok
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22. dbra
A QuantaRed szubsztrat inkubalasi idejének optimalizacidja

A kezdeti linearis szakasz meredeksége 10 perc inkubalasi id6é utan a legnagyobb.

A gorbék lefutdsa meglehet6sen hasonld, viszont a minta fluoreszcencidja az inkubacids
idével n6. Mivel a linearis tartomany meredeksége 10 perc utan, a megallitott reakcid esetében a
legnagyobb, ezért tovabbi kisérleteim soran ezt alkalmaztam. Az is megfigyelhet6, hogy a gorbék
mar 4 ng DNS kornyékén telitésbe mennek, ezért kijelenthetjik, hogy a szubsztrat linearis
tartomanya ténylegesen alacsonyabb DNS-mennyiségnél taldlhato, igy a mérés érzékenyebbé valt,
mint OPD szubsztrattal.
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6.4 Kezelt és kezeletlen E. coli DNS-mintak uraciltartalmanak meghatarozasa

Az optimalizalt protokollt felhasznalva kilonb6z6 mddon kezelt E. coli sejtek DNS-ében
taldlhatod uracil mennyiségét hataroztam meg. Vizsgalataim soran XL1 Blue, valamint UNG deficiens
(ung-) E. coli sejtek DNS-ével foglalkoztam. Az UNG deficiens sejtek harom mddon lettek kezelve:
20 uM 5-fluoro-2’-dezoxiuridin (+5FdUR), 20 uM 2’-dezoxiuridin (+dUR), valamint mindkét kezelést
egyszerre alkalmazva (+dUR, +5FdUR). Az 5FdUR szdmos kemoterdpids kezelés hatéanyaga, amely a
sejtekben gatolja a de novo timidilat szintézist. A dUR egy uraciltartalmd dezoxinukleozid, mely
sejtpermeadbilitasanak kdszonhetben bejuthat a sejtekbe, és foszforildlaciét kbvet6en bekerilhet a
DNS-be is a polimerazok altal. A kezelt sejtek DNS-e mellett kezeletlen sejtekbdl izolalt DNS-t is
vizsgaltam. A felhasznalt DNS-ek uraciltartalmat mar tobben is proébaltak kvantifikdlni az
irodalomban, dm a mérési eredmények nem teljesen egybevagdak. Ezért a kilénb6z6 DNS-mintdkat
ismeretlen mintaknak neveztem el.

Standard sorok atlaga
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23. dbra
A standard sorok mért RFU értékeinek atlaga az ismeretlen E. coli mintak kvantifikdlasahoz

Ismeretlen E. coli mintak
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24. adbra
Kezelt és kezeletlen E. coli sejtek DNS-ének mért RFU értékei
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A 23. dbrdn |athaté a standard sorok mért RFU értékeinek (relative fluorescence unit) atlaga,
illetve a 24. dbran az ismeretlen mintak mért RFU értékei. Lathatd, hogy a kemoterdpias droggal vald
kezelés ténylegesen noveli a DNS uraciltartalmat. Az 5FdUR kezelt mintdkbdl szandékosan kevesebb
mennyiséget vittem fel a plate-re, hogy a mérés ne menjen telitésbe. A dUR kezelés lathatéan nem
igazan hatdsos, mivel a mindkét szerrel kezelt (+dUR, +5FdUR) mintak jelerGssége nem sokkal
nagyobb, mint a csupan 5FdUR-nel kezelt mintak jeler6ssége. Azonban lathaté a kiilénbség az ung-
és az XL1 Blue sejtek DNS-e kozt, tehat kijelenthetjik, hogy az UNG deficiencia E. coli
baktériumokban detektdlhatd uracilszint-ndvekedést idéz el6. Az eredmények kvantifikaldsdhoz
sziikséges diagramot a 25. abra mutatja.

Standard sorok atlaga uracil mennyiségben
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25. dbra
A standard sorok mért RFU értékeinek atlaga, a lyukakban talalhaté uracil mennyiségének

fiiggvényében

A standard sorok uraciltartalma és a mért RFU értékek atlaga k6zotti 6sszefiiggés az abran lathato.

6.4.1 A mérési eredmények kiértékelése

A mérés kiértékeléséhez Microsoft Excel programban végeztem el a sziikséges szamitasokat.
Az azonos tOmegnél mért RFU értékeket atlagoltam a standard sorok esetében. A lyukakban
megtalalhatd DNS tomegét és az irodalomban kozolt uracilmennyiséget (6580 db/millié bazis E. coli
dut-, ung- DNS-ben) felhaszndlva, fliggvényt képeztem a Iyukakban taldlhaté uraciltartalom
(db/millio bazis) és a mért RFU értékek kozt. Ezt a fliggvényt abrazoltam, és egy harmadfokd gorbét
illesztettem ra, mivel ez volt a legkisebb komplexitasu goérbe, amely megfelel6en illeszkedett a
pontokra. A harmadfokd gorbe egyenlete segitségével kiszamoltam az ismeretlen mintdkat
tartalmazo lyukak uraciltartalmat (db/millié bazis). A kapott értékekbdl atlagot vontam, illetve
kiszdmoltam a standard hibat. A szdmitott értékeket a 4. tablazat tartalmazza.
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DNS-minta Ung-, +dUR, +5FdUR

Ung-, + 5FdUR

Ung-, +dUR

Ung-

XL1 Blue

Uracil mennyisége (db/millié bazis) 385 +52

318 +53

171+23

128 £11

88+10

4. tablazat
Kezelt és kezeletlen E. coli sejtek DNS-ének uraciltartalma

Az E. coli sejtek uraciltartalmat a QuantaRed szubsztrat fluorimetrikus detektalasaval hataroztam meg.

Lathatd, hogy az S5SFdUR-kezelés jelent6sen megnoveli a DNS uraciltartalmat. A dUR-kezelés
is noveli a genom uraciltartalmat, ahogyan az lathaté a dUR-kezelt és kezeletlen ung- mintdk kozti
kiildnbségen. Azonban ennek mértéke jéval kisebb, mint 5FdUR esetén, amely egyértelmUien latszik,
ha 6sszehasonlitjuk az Ung-, + 5FAdUR sejtek (318 + 53 uracil/millié bazis) és Ung-, +dUR sejtek (171
23 uracil/millié bazis) szamitott uracil mennyiségét. Az UNG-deficiencia kimutathaté uracilszint-
novekedést okoz E. coli sejtekben, mivel az XL1 Blue mintak uraciltartalma az Ung- mintaknal
mértnél alacsonyabb. Ezen eredmények jél 6sszehasonlithatdak az irodalomban kozélt adatokkal, a
gPCR (kvantitativ PCR) mddszerrel mért értékek: BL21 (DE3) ung- sejtek: 537 + 37 uracil/millié bazis;
30,7 uM 5FdUR-nel kezelt ung- sejtek: 653 * 55 uracil/millio bazis. A kulénbség oka lehet, hogy a
gPCR mérés helyspecifikus, azaz a genom csupdan egy kis részletében méri az uracilszintet, és a mért
értékbdl kovetkeztet a teljes genom uraciltartalmara. A legfrissebb kutatasi eredmények azonban azt
mutatjdk, hogy a genomi uracileloszlas nem egyenletes, a replikacios origdk kornyékén jéval
alacsonyabb az uracilszint. Az ELISA mérés a teljes genomot vizsgdlja, igy az eloszlas
egyenl6tlenségébdl szarmazd hibaval nincs terhelve.
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6.5 Kezelt és kezeletlen MEF DNS-mintak uraciltartalmanak meghatarozasa

Az ELISA médszert teszteltem egér embrionalis fibroblaszt sejtek DNS-én is. Vizsgalataimhoz
5FdUR-nel kezelt, és kezeletlen MEF (DR14) sejtekbdl izolalt DNS-t haszndltam, a standard sorokat
tovabbra is E. coli dut-, ung- sejtek DNS-e alkotta. A mérés el6tt nem volt bizonyos, hogy az ELISA
madszer képes-e a kezelt és a kezeletlen egérsejtek DNS-ének uracilszintje kozott kiilonbséget tenni.
Ennek oka, hogy az irodalomban eddig csak korilményes moddszerekkel tudtdk kimutatni a
kismértékd uracilszint-kiilonbséget ezen mintak kozott. Emellett nem ismertem a mérés linearis
tartomanyat sem ezen mintdk esetén, ezért ugy dontottem, hogy hasonlé mennyiségli DNS-t viszek
fel a plate-re, mint az ismeretlen E. coli mintdk esetén. A mérés eredménye a 26., és 27. dbrdkon
lathato.
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26. dbra
A standard sorok mért RFU értékei az ismeretlen MEF mintak kvantifikalasahoz

Ismeretlen mintak
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27. dbra
Kezelt és kezeletlen MEF sejtek DNS-ének mért RFU értékei
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A mérés sikeresnek mondhatd, hiszen a mérési pontok jél illeszkednek egy gorbére, bar a
mérés egyértelmiien telitésbe ment. Lathatd, hogy a kezelt és a kezeletlen MEF DNS kozt van
kiilonbség, tehat ez az egyszer(i mddszer alkalmas kismértékd uracilszint-novekedés kimutatasara is.
Az eredmények kvantifikalasahoz hasznalt gorbét a 28. dbra mutatja.

Standard sorok atlaga uracil mennyiségben
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28. abra
A standard sorok mért RFU értékeinek atlaga a lyukakban talalhaté uracil mennyiségének fliggvényében

A standard sorok uraciltartalma és a mért RFU értékek atlaga k6zotti 6sszefiiggés az dbran lathato.

6.5.1 A mérési eredmények Kiértékelése

Az ismeretlen E. coli mintdkhoz hasonlé mdédon végeztem a szamitdsokat, ebben az esetben
egy masodfoku gorbét illesztettem a standard sorok mért RFU értékei és az uracil mennyisége kozti
fliggvényre, amelyet a 28. dbra mutat. A gorbe egyenletét felhaszndlva kiszdmoltam az egyes DNS-
mintdk uraciltartalmat (db/millié bazis), illetve a standard hibat. A szamitott eredményeket az 5.
tablazat mutatja.

DNS-minta MEF DR14 +5FdUR MEF DR14

Uracil mennyisége (db/millié bazis) 23116 174+ 16

5. tablazat
Kezelt és kezeletlen MEF sejtek DNS-ének uraciltartalma

A MEF sejtek uraciltartalmat a QuantaRed szubsztrat fluorimetrikus detektalasaval hataroztam meg.

A kezelt és nem kezelt sejtek DNS-e kozti kiilonbség tehdt szamszerlen is kimutathatd a
mddszerrel. Az irodalomban az ELISA-val mért értékeknél valamivel magasabb, de hasonld
nagysagrend(i uracilkoncentracié taldlhaté 20 uM 5FdUR-nel kezelt MEF (DR14) sejtek esetén (429 +
24 uracil/millié bazis). Az irodalmi adattdl valé eltérés feltehet6en a genomi uracileloszlas
egyenlGtlenségébdl ered.
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Ugyanezen ELISA mérés soran kolorimetrikusan is detektaltam a QuantaRed szubsztratot,
hogy ellen6rizzem, a detektdlds modszere nem vdéltoztat-e a mérés végeredményén. A mérés
eredménye és kiértékelése a 29., 30. és 31. abrakon, valamint a 6. tablazatban lathato.
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29. dbra
A standard sorok mért abszorbancia értékei az ismeretlen MEF mintak kvantifikalasahoz

Ismeretlen mintak
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30. dbra
Kezelt és kezeletlen MEF sejtek DNS-ének mért RFU értékei
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Standard sorok atlaga uracil mennyiségben
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31. dbra
A standard sorok mért abszorbancia értékeinek atlaga a lyukakban talalhaté uracil mennyiségének

fliggvényében

A standard sorok uraciltartalma és a mért abszorbancia értékek atlaga k6zotti 6sszefiiggés az abran lathaté.

DNS-minta MEF DR14 +5FdUR MEF DR14

Uracil mennyisége (db/millié bazis) 263 +27 175+ 11

6. tablazat
Kezelt és kezeletlen MEF sejtek DNS-ének uraciltartalma

A MEF sejtek uraciltartalmat a QuantaRed szubsztrat kolorimetrikus detektalasaval hataroztam meg.

Lathaté, hogy a detektdlds megvaltoztatdsa a mérési eredményt nem befolydsolta
érdemben. A gorbék lefutdsa azonos, és a szamitott uracilmennyiségek is egymas hibahatarain beldl
esnek.

Kijelenthetjik, hogy az ELISA mddszer képes volt kvantitativan kimutatni a kemoterapids
droggal kezelt, és nem kezelt MEF sejtek DNS-ének uraciltartalma kozti kilonbséget. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek azonban, hogy a DNS-beli uracilmennyiség tényleges értékét elfogadhassuk,
ezért a MEF sejtek DNS-ére alkalmazott ELISA mddszer tovabbi optimalizalasa — példaul a felvitt DNS
mennyiségének beallitdsa — tervem a kozeljovére.
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6.6 A 1xFlag-AUNG-DsRed-His konstrukt l1étrehozasa MEF sejtek in vivo
vizsgalataihoz

Az in vivo vizsgdlatokhoz sziikségem volt egy olyan katalitikusan inaktiv UNG konstruktra,
amely detektdlhaté kozvetlenl is, nem csupan ellenanyagos jelolés segitségével, hogy a lehet6
legkisebb hattere legyen a mddszernek. Erre a célra hoztam létre a pET-20b expresszids vektorban
(3716 bdazispar) kédolt 1xFlag-AUNG-DsRed-His konstruktot, mely DsRed fuzids fluoreszcens
fehérjével van ellatva (1695 bazispar). Ennek fluoreszcenciaja kozvetlendl is vizsgalhato, nem kell
feltétleniil antitesthez kotott fluorofért hasznalni. igy az immunocitokémiai vizsgdlataim nem
terheltek az aspecifikus ellenanyag jelolésbSl szarmazé hattérrel. A konstrukt létrehozdsahoz
kiilonbo6z6 kldonozasi technikakat haszndltam fel, az 5.10 pontban leirt médokon.

6.6.1 Az emésztett pET-20b plazmid izolalasa agaroz gélbél

Az 5.10 pontban leirt restrikciés emésztés utdn, a pET-20b plazmidot 0,75 vegyesszazalék
agardzt tartalmazé gélen futtattam meg izoldlds céljabdl. Az elektroforézis eredményét a 32. dbra
mutatja.

) \ id létra Kiva | id létra
emesztett plazmi (bp) ivagott plazmi (bp)

6000
3000

1000

32. dbra
Az emésztett plazmid agardz gélképe

Az emésztett plazmidot agardz gélen megfuttattam (bal), a zsebek tartalma megegyezik. A plazmidot tartalmazé
régiot a gélbal kivagtam (jobb), és izolaltam beléle a plazmidot.

Az elsé gélképen lathaté harom azonos magassdgban futd csik az emésztett, linedris plazmid.
A sorok kozt nincs kiilonbség, csupan azért valasztottam szét tobb részre a plazmidot, mert egy
zsebbe nem fért volna el a mennyisége. A restrikcids emésztés sikeres volt, mivel az emésztett, és
ezaltal linearizalt plazmid a vart magassagban futott. A masodik képen lathatd, hogy a plazmidot
tartalmazo gélrészleteket kivagtam. Ezeket utdna Gel Extraction Kit-tel (Qiagen) tisztitottam meg a
gyartdi protokoll szerint. A negyedik sor mindkét képen DNS-Iétrat tartalmaz.
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6.6.2 A ligaland6 DNS-ek intaktsaganak ellendrzése

Az 5.10 pontban leirt ligalas el6tt agardz gélen ellenériztem a ligdlandd DNS-ek intaktsagat,
illetve szennyez6mentességét, hogy a ligdlast kovetben létrejohessen a pET-20b expresszids
vektorban kddolt 1xFlag-AUNG-DsRed-His konstrukt. Az elektroforézis eredménye a 33. abran
lathato.

létra
(bp) inszert pET-20b

6000

3000

1000

33. dbra
A ligdlas el6tti mintak agaroz gélképe

A képen az emésztett inszert és az ugyanazon restrikcids enzimekkel emésztett plazmid lathaté. Az els6 sor DNS-
létra.

Az inszert, és az ugyanazon restrikcids enzimekkel emésztett pET-20b vektor lathaté mddon
intakt, szennyezés nem figyelhet6 meg a gélképen, ezért a ligdlds megkezdhet6. Az elsé sor egy DNS-
|étrat tartalmaz.
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6.7 Plazmiddal transzfektalt MEF sejtek in vivo vizsgalata

Az 5.11 pontban leirt mddszer szerint készitettem el az uracildusitott, valamint
uracilmentes plazmiddal transzfektalt MEF sejteket. A felhaszndlt 1xFlag-AUNG-DsRed-His
konstruktnak kdszonhetéen két kiilonb6z6 mddon is detektalni lehet az uracilos plazmidot: a Flag
epitép tag ellenanyagos jel6lésével, melynél jelerdsit6 funkcidja van a fluorofér konjugalt
antitestnek, illetve a DsRed fluorofdr kozvetlen gerjesztésével, amellyel ki lehet sz(rni az aspecifikus
antitest-kikot6déshdl szarmazo hatteret.

A mérés soran harom kilénb6z6 negativ kontrollt hasznaltam. A sejtek egy részét nem
transzfektaltam plazmiddal, hogy az egész festési eljaras hatterét teszteljem. Az uracilmentes
plazmiddal (timines plazmid) transzfektdlt sejteket arra hasznaltam fel, hogy ellenérizzem az UNG
aspecifikus DNS-kot6 képessége nem general-e jelet. llletve készitettem olyan uracilos plazmiddal
transzfektalt sejteket, melyeknél a rekombinans UNG fehérje oldatdhoz UGI fehérje oldatat adtam
(uracilos plazmid + UGI). Mivel az UGI specifikusan gatolja az UNG-ot, ezért az nem tud kik6t&dni,
azonban elképzelhet6, hogy a konstrukt egy madsik részletén keresztil is képes aspecifikus
kikotédésre, amelynek jele lathatd lesz a képeken. A detektalads alapja, hogy a tranziens transzfekcio
soran keletkez6 mitermékek — amelyekben sok transzfektalt plazmid taladlhaté kdzel egymashoz —
altal generalt jel mar elég intenziv, hogy lathatd legyen a mikroszképos felvételen. Az in vivo
vizsgalatokhoz létrehozott konstruktot a 34. abra mutatja.

34. dbra

A pET-20b vektorban kddolt immunocitokémiai festésekhez hasznalt konstrukt

Kiilonb6z6 klonozasi technikak segitségével Iétrehoztam egy olyan pET-20b expresszids vektort, amely tartalmazza
1xFlag-AUNG-DsRed-His konstruktot kodolé DNS-t. A konstrukt detektalhatd kézvetleniil a DsRed fuziés fehérje
gerjesztésével, illetve kozvetve a Flag epitdp tag ellenanyagos jeldlésével.

A 35. dbrdn lathaté konfokalis mikroszképpal készitett képeken egyszerre tobb MEF sejt
l[athatd kilonb6z6 kondicidk kozt. A sejteket uracildusitott plazmiddal transzfektdltam.
Megfigyelhetjlik, hogy a Flag-taghez kot6dé Alexa 488 (abran Flag), illetve a DsRed fluoroférok jele
atfedi egymast, tehat a rekombinans fehérje funkcionalt. Ezen jelek nem megfigyelheték a
sejtmagban, ami gyakorlatilag a DAPI festésen |athatdé nagy jel, viszont atfedésben vannak a DAPI
képen lathatd gyengébb jelekkel, amelyek magas plazmid-tartalmu aggregatumok.
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35. abra
MEF sejtek in vivo vizsgalata immunocitokémiai mddszerekkel

Az els6 sorban uracilos plazmiddal transzfektalt sejtek lathatéak. A masodik sorban olyan uracilos plazmiddal
transzfektalt sejtek lathatéak, melyekhez UGI fehérje oldatat is adtam. A harmadik sorban normalis plazmiddal (timines
plazmid) transzfektaltam a sejteket. A negyedik sorban nem transzfektalt sejtek lathatéak. A DAPI a sejtek DNS-ét, a Flag,
és a DsRed a konstruktbodl szarmazé jelet jeleniti meg. A negyedik oszlopban differencidlis interferencia kontraszt (DIC)
mikroszkdpiaval késziilt képek lathatoak. A jobb alsé sarokban lathaté a képek léptéke.

JAl lathatd, hogy a festés specifikus volt, mivel semmilyen hattér nem fedezheté fel sem az
Alexa 488 fluorofért, sem pedig a DsRed-et gerjesztve, a negativ kontrollok esetében. Tehat, a
konstrukt nem kot6dik aspecifikusan a DNS-hez, sem az UNG-on, sem mas részletén keresztil.
Tovabba a Flag-tag ellenanyagos jelolése is specifikus volt, mivel az Alexa 488 jel minden esetben
atfed a DsRed jellel.
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A 36. abran bemutatott képeken ugyanazon MEF sejt lathatd nagyobb nagyitasban.

DAPI Flag DsRed DIC

36. dbra
MEF sejtek vizsgalata immunocitokémiai modszerekkel

Az abran lathato konfokalis mikroszképpal készitett képek ugyanazon MEF sejtet mutatjak. A sejt uracilos plazmiddal
lett transzfektdlva, melyek aggregatumai lathatoak a Flag és DsRed képeken. A Flag és DsRed jelek atfedik egymast,
jelentds hattér nem megfigyelhetd. A jobb alsé sarokban lathaté a képek léptéke.

JOl lathatd a nagyobb nagyitds mellett is, hogy a Flag-tag antigén-antitest-reakcidjabdl és a
DsRed fluoroférbdl szarmazo jelek atfedik egymast, jelentés hattér nem figyelheté meg. A lathatd
jelek a transzfektdlt uracilos plazmidbdl képz6dott aggregatumokbdl szarmaznak, az egyedi
molekuldkbdl szarmazd jel nem detektalhatd.

Megallapithatd, hogy az altalam tervezett és létrehozott 1xFlag-AUNG-DsRed-His konstrukt
segitségével sikerilt specifikusan jeldlni uracildusitott plazmiddal transzfektalt MEF sejteket in vivo.
A modszer érzékenyitése, illetve a sejtek genomi DNS-ének jel6lése tervem a kdzeljovére.
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7. Osszefoglalas

Kutatdmunkam soran célom volt egy Uj, ELISA mddszeren alapuld, kvantitativ, DNS-beli
uracilkimutatasi eljaras kidolgozdsa és optimalizdldsa. A mddszerrel kilonb6z6 organizmusokbdl
szarmazd DNS-mintakban mérhet6 a genomi uracil mennyisége. Az eljaras soran egy olyan kett6s
pontmutaciot hordozé (D154N, H277N), ezért katalitikusan inaktiv UNG enzimet hasznaltam, amely
specifikusan kotddik az uracilhoz a DNS-ben. A felhaszndlt enzim ezenfelil tartalmaz Flag epitép
taget az antitesttel vald érzékeny detektalashoz, valamint His-taget a fehérje affinitds kromatografias
tisztitdsa érdekében. Az ELISA mddszerem antigén-antitest-reakciékon alapul, amelynek
végeredményét a minta abszorbanciajanak vagy fluoreszcenciajanak mérésével kaptam.

A mddszer létrehozasa, optimalizdlasa és alkalmazasa sikeres volt, méréseim végeredménye
jol 6sszehasonlithaté az eddig ismert irodalmi adatokkal. Az ELISA alapu mddszer tobb szempontbdl
tulmutat az irodalomban eddig haszndlt uracilmeghatdrozasra alkalmas technikdkon. A gPCR-en
alapulé méréssel ellentétben, mdédszerem eredményét nem befolydsolja a genomi uracil egyenl6tlen
eloszldsa, illetve a szekvenaldson alapulé mérésekhez képest mddszerem anyagkdltsége elenyészé. A
tomegspektrometridn alapulé moddszerek szintlgy koltséges berendezéseket igényelnek, melyek
nem elérhet6ek minden laboratérium szamadra. Az altalam kifejlesztett technikaval ellentétben, az
imént felsorolt mddszereket bizonyos szennyez anyagok, mint egyes detergensek, membranlipidek
vagy fehérjék erdsen zavarjak, valamint a vizsgalt DNS mérete is befolyasolja azok haszndlhatdsagat.
Kijelenthetem tehat, hogy a munkdm eredményeként létrehozott ELISA mérés gyors, egyszer( és
megbizhatd eredményt ad tobb organizmusbdl izolalt DNS-mintdk esetén.

Terviink a jov6re a mérés tovabbi optimalizaldsa, és alkalmazdsa tovabbi fajokbdl szarmazd
DNS-mintakra.

Az in vitro kvantifikalds mellett célom volt in vivo festések segitségével uracilt detektdlni. A
detektdlashoz ugyanazon kettés pontmutans UNG fehérje, a Flag epitdp tag és egy fluoreszcens
torténhet a Flag-tag ellenanyagos jelolésével (a jelamplifikacié érdekében), valamint kézvetlenil a
DsRed fluorofér gerjesztésével (a kiilondsen alacsony hattér érdekében). A konstrukt létrehozasahoz
szlikséges tervezést, és a klénozasi feladatokat szintén elvégeztem. Vizsgalataim soran uracildusitott,
illetve normal (timint tartalmazé) plazmidokkal transzfektalt egér embrionalis fibroblaszt (MEF DR14)
sejteket hasznaltam fel. Tébb kilénb6z6 negativ kontroll kisérlet segitségével bizonyitottam, hogy a
jelolés uracilspecifikus, a lathatd jelek csupdn a bejuttatott uracildusitott plazmidbdl képz6d6
aggregatumokbdl szarmaznak.

Terviink a kozeljov6re, hogy az in vivo vizsgalatok sordn haszndlt konstrukt segitségével
jeloljink kemoterdapids droggal kezelt, illetve kezeletlen sejteket, majd ezek fluoreszcenciajat FACS
berendezéssel mérjik. fgy rovid idS alatt szdmos sejt fluoreszcencidja meghatdrozhaté lenne,
amelybdl kovetkeztethetnénk a sejtek DNS-ének uraciltartalmara.

Az in vivo festéseket ezenfelll is tobb irdnyban célunk tovabbfejleszteni. A fuzids fehérje
felhasznalasaval genomi uracil is jel6lheté olyan organizmusok DNS-ében, melyeknél jelentGs
uracilfelhalmozédas figyelheté meg. Terveink kozt szerepel ezért a konstruktot dut-, ung- E. coli
baktériumokon vizsgalni. A konstrukt tovabbfejlesztésével akar a normal genomi DNS
uraciltartalmanak jelolése is lehetséges. Ezért célunk egy kvantum-dot fuzionalt UNG konstrukt
|étrehozdsa, mely kell6képpen ellenalld erds lézerrel vald gerjesztésnek, és lehet6vé teszi egyedi
molekuldk detektaldsat is sejtekben. Az igy jelolt mintdk detektaldsdhoz szuper-rezolucios
mikroszkdpia szlikséges, ami akar 20 nm-es optikai felbontast is lehetévé tenne. Ezaltal elsGként
tudndank a genomi uracil eloszlasat vizualizalni in vivo.
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