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Roviditésjegyzék

Rovidités Jelentés

AUNG Inaktiv uracil-N-glikozilaz

S5FdUR 5-fluoro-2’-dezoxiuridin

AID Aktivacid indukalt citozin dezaminaz

AP-hely Abazikus hely (DNS-ben)

APOBEC Apolipoprotein B mRNS-t editalo katalitikus
polipeptid

ARPs Aldehid reaktiv proba

BER Baziskivagasos javitas (Base Excision Repair)

bp Bazispar

DNS Dezoxiribonukleinsav

dNTP Dezoxi-nukleotid-trifoszfat

dTMP Dezoxi-timidin-monofoszfat

dTTP Dezoxi-timidin-trifoszfat

dUMP Dezoxi-uridin-monofoszfat

DUT Dezoxi-uridin trifoszfatazt kodold gén

dUTP Dezoxi-uridin-trifoszfat

dUTPaz Dezoxi-uridin-trifoszfataz

EDTA Etilén-diamin tetraacetat

FLAG Flagellin derivalt peptid alapt epitdp cimke

HCI Hidrogén-klorid oldat (s6sav)

HPLC Magas nyomasu folyadékkromatografia

MMR Hibaspar-javitas (Mismatch Repair)

NT Nem kezelt (Non-treated)

PCR Polimeraz lancreakcid

RNS Ribonukleinsav

RTX Raltitrexed

SSDNS Egyszala DNS

Tris Trisz-(hidroximetil)-aminometan

TS Timidilat-szintdz

U-DNS Uracilt tartalmazd DNS

UNG Uracil-N-glikozilaz

UNG2 Uracil-N-glikozilaz nuklearis izoformaja




Bevezetés

A genetikai informaciot tartalmazdo DNS épitékdvei a nukleotidok, roviden dNTP-k.
Harom fontos alkotorésziik van: foszforsav, egy cukoregység (DNS esetében 2-dezoxi-D-rib6z),
€s egy szerves bazis. A DNS gerincét az Un. foszfo-diészterek alkotjak. A foszforsav két
dezoxiribozzal alkot észtert: egyiknek a 3’, masiknak az 5° OH-csoportjaval. Ez adja a lanc
iranyitottsagat: a DNS-szal végeinek nevét az adja, hogy az adott végen 1év6 dezoxiribdz melyik
OH-csoportja szabad. A DNS valtozatossagat a négyféle bazis (adenin, a citozin, a guanin és a
timin) adja: a pirimidin- és purinvazas vegyiiletek egymassal specifikus parokat képeznek. Az
adenin a timinnel 2 H-kotéssel, a citozin a guaninnal 3 H-kotéssel alakit ki bazispart (ez a
stabilizalo kolcsonhatas a DNS-ben, ez adja a kettds hélix szerkezetet), a DNS két szala egymas
reverz komplementere, vagyis ellentétes lefutasuak, azaz antiparalellek. A bazissorrend adja a
genetikai informaciot, ami a bazispar képzés miatt masolhatd: 6rokitésnél (szemikonzervativ
replik4cio) és mobilizalasnal (transzkripcid) van jelentdsége. Utobbi esetben a termék az RNS
(pontosabban hirvivd RNS), amely informacidtartalma a fehérjeszintézisnél aminosav-
szekvenciara forditodik (transzlacid): harom-harom bazis kodol egy-egy aminosavat, vagy egy
STOP-kodont (1).

Az RNS-ben, ahol nincsen komplementer szal (lokalisan eléfordulhat kettds hélix), szintén
négy bazis fordul eld, azonban timin helyett uracilt (gyakorlatilag demetilalt timin) tartalmaz.
Mivel az uracil és a timin szerkezetileg nagyon hasonld, bazisparképzési tulajdonsagaikat tekintve
ekvivalensek, kdnnyen el6fordulhat, hogy uracil keriil a DNS-be. Mivel a DNS-polimeraz enzim

nem kiilonbozteti meg 6ket, ez akkor fordul el6, ha magas az intracellularis dUTP/dTTP arany (2).

Egy masik lehetdség az uracil beépiilésére a citozin dezaminacidja A dezamindlas torténhet
spontan, vagy enzimreakci6 utjan, amelyet az AID/APOBEC, az adaptiv, illetve velesziiletett
immunrendszer miikodéséhez sziikséges fehérjecsalad tagjai hajtanak végre (3,4). Az ebbdl adodo
C>T(U) atmenetek javitas nélkiil pontmutacidhoz vezetnek (2). Erre a gyakran eléforduld
spontan mutaciora evolvalodott javitdé mechanizmus tagjai az uracil-DNS-glikozilazok, amelyek
baziskivagassal kezelik a problémat. A bazis és a cukor kozotti N-glikozidos kotést hasitjak,

létrehozva egy abazikus helyet (5,6).



A C->T(U) pontmutacid6 gyakorisiga rakos megbetegedések jelentds részében
megemelkedett, ez arra utal, hogy ez is hozzajarul a tumorgenezishez. Az immunitas folyamatain
¢s a tumorfejlédésen tul szamos esetben a DNS-beli uracil valamilyen bioldgiai szereppel bir (7,8).
Ezért a kdzelmultban jelentds erdfeszitések fordultak arra, hogy hatékonyan ki tudjdk mutatni a

genomi uracilt (9).

Ugyanakkor arra is rajottek, hogy az intracellularis dUTP/dTTP arany felboritasaval a
rakos sejteket el is lehet pusztitani: az uracil beépiilésének eldsegitésével hiperaktivaljak a javito
mechanizmust, ez citotoxikus intermediereket eredményez, ami sejtciklus feltartoztatdshoz és
programozott sejthalalhoz vezet (10). A kemoterapidban bizonyos szerek hasznalata esetén
masodlagos mutagenezist figyeltek meg, ami a tumorprogressziot katalizalhatja, attéteket,
agresszivabb tumorokat vagy drogrezisztens valtozatokat eredményezhet. A mutagén hatast
kemoterapias szerek kozé tartozik az 5-fluoro-2’-dezoxiuridin (SFdUR), ami a timidilat-szintaz
enzim aktiv centrumat elfoglalva akadalyozza az enzim-szubsztrat komplex kialakuldsat, és a
Raltitrexed (RTX) antifolat, amely a TS metilénhidrofolat-kotd helyével kdlesonhatasba 1épve a

folat-ciklust akadalyozza.

Kutatomunkam sordn az SFAUR emberi genomra gyakorolt hatdsat vizsgéaltam meg.
Alapvetden egy masik kemoterapias szer hatasat is vizsgalat ala vettem volna (az RTX), azonban
az SFAUR esetében az eldzetes vizsgalatok tobblet genomi mutéaciot detektaltak. Ezek a mutaciok
a mintazatuk alapjan citozin dezaminazok aktivitdsa nyoman keletkezhetnek. Kimutattak tovabba,
hogy az APOBEC3 csalad tobb tagja is indukalodik mindkét szer hatasara, de SFAUR-re erésebben
reagalnak. A genomszekvenalasi eredményeket validalando, illetve egy olcsobb és rugalmasabban
alkalmazhatdé modszer kidolgozasa végett szerettem volna a 3D-PCR technikat megalapitani a

laborban, és az alkalmazott modellrendszeren beallitani.



1V. Irodalmi attekintés

1. DNS és uracil

A DNS-ben (1. abra) talalhaté négy szerves bazis az adenin, citozin, guanin és timin (2.
abra). Az adenin és a guanin purin-, a citozin és a timin pirimidinvazas vegyiiletek. A DNS-ben
adeninnel szemben timin, guaninnal szemben citozin talalhat6. Az AT-parok kettd, a GC-parok
harom H-ko6tést hoznak 1étre. A bazisok egy cukoregységbdl (2-dezoxi-D-ribdz) és foszfatbol allo
gerinchez kapcsolodva és hidrogénkdtéseket kialakitva stabil kettdshélix szerkezetet hoznak 1étre

(1. abra).
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1. dbra: A DNS egyszeriisitett szerkezete, a cukorfoszfat gerinccel és a szerves bazisokkal.
Zold: adenin, lila: guanin, piros: citozin, rézsaszin: timin, narancssarga.: 2-dezoxi-D-riboz,
sarga: foszfat. Kép forrasa: https://en.wikipedia.org/wiki/DNA



A DNS molekula stabilitasa fontos, mert a fehérjék elsédleges szerkezetét hatarozza meg
a bazissorrenddel, a benne torténd valtozas a fehérje aktivitasat, funkcidjat valtoztathatja meg,
vagy akar denaturaciohoz is vezethet. Ugyanakkor a sejtben 1évé DNS folyamatos fizikai, kémiai

hatasoknak van kitéve, amelyek karositjak, ezek javitas hijan mutaciokat eredményeznek.

A négy, DNS-ben el6forduld szerves bazison kiviil van egy 6todik, az uracil (2. abra), ami
kozonséges koriilmények kozott csak az RNS-ben taldlhatdo meg, a timin helyett (adenin, citozin

¢s guanin az RNS-ben is megtalalhato).
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2. abra: Az ot, nukleinsavakban eléfordulo szerves bazis. Balrol jobbra: adenin, citozin, guanin, timin, uracil. A képek forrdsa:
https://en.wikipedia.org/wiki/Adenine, https://en.wikipedia.org/wiki/Cytosine, https://en.wikipedia.org/wiki/Guanine,
https://en.wikipedia.org/wiki/Thymine, https://en.wikipedia.org/wiki/Uracil

A timin és az uracil bazisparképzési ekvivalenciaja miatt el6fordulhat, hogy pl. replikacid
soran a DNS-polimeraz nem a megfeleld bazist épit a szalba, azaz timin helyett uracil keriil a DNS-
be. Ennek leggyakoribb oka a magas dUTP/dTTP arany (2). Azonban uracil mas modon is

megjelenhet a DNS-ben: citozin dezaminacidjaval (11).



a) Citozin dezaminacioja

Az aerob organizmusokban leggyakrabban el6fordulé mutacio a C>T atmenet (12,13),
mely tobbféle modon is 1étrejohet. Az egyik lehetdség a DNS endogén/exogén oxidativ agensek
hatasara torténd karosoddsa. A reaktiv oxigén szuperoxid, hidrogénperoxid €s hidroxil-gyok
formajaban képes oxidalni a DNS bazisait (14). Kimutattak, hogy az oxidalt citozinnak, az 5-
hidroxicitozinnak, illetve a beléle dezaminacioval keletkez6 S-hidroxiuracilnak jelentds szerepe
van a C->T atmenetben, mivel ez a pirimidin bazis csak két hidrogén-hid kialakitasara képes (15—
18). A leggyakoribb azonban a citozin vagy az 5-metilcitozin hidrolitikus dezaminaci6ja (uracilla
illetve timinné) (7) (3. abra), a legtobb emberi sejtben naponta 300-szor is megtorténhet (11). A
reakcio enzimkatalizis nélkiil kis sebességgel megy végbe (8), de ez a spontan folyamat fontos

szerepet jatszott az evolacid soran (7).
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3. abra: A citozin hidrolitikus dezamindcioja. A kép forrdsa:
https://en.wikipedia.org/wiki/Deamination

A magasabb rendii eukariotak genomjaban tobb citozin dezaminaz is kédolva van, melyek
a sejtek DNS-ének citozintartalmat képesek katalitikusan dezaminalni. Egyesek csak a nukleotidot
képesek dezaminalni (dACMP dezaminaz), de az APOBEC enzimcsalad tagjai mar az RNS-, illetve
a DNS-lancba beépitett citozinnal is képesek elvégezni a reakciot (19,20). Az APOBEC csaladnak
a természetes immunitasban van szerepe. Ezeknek az enzimeknek a nem megfeleld miikodése

rakos megbetegedéshez és kiilonboz6 gyodgyszerekkel szembeni rezisztenciahoz vezethet (21).
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b) Magas dUTP/dTTP arany

A magas dUTP/dTTP arany miatt bekeriilé uracil a replikaciokor épiil be a ldncba. DNS
replikaciondl az egyik szal a templat, amelyen a reverzkomplementer szalat a DNS-polimeraz a

sejtmagban 1év0 ANTP-készletet felhasznalva megszintetizalja.
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4. abra: A dTMP képzédése dUMP-bol TS enzim hatdsara. A kép forrdsa:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003986117304186

A dTTP a dUTP-bdl képzédik a dUTPaz és a timidilat-szintaz (TS) enzimek segitségével.
A dUTP-t a dUTPaz dUMP-v¢é és pirofoszfatta (22), a TS a dAUMP-t dTMP-v¢ alakitja (23), amibol
foszfatazok segitségével megkapjuk a DNS-szintézisben 1évo timin prekurzor dTTP-t (4. abra). A

metilcsoportot egy szerin adja, amit a szerin-hidroximetil-transzferaz a tetrahidrofolatra helyez.

A sejtekben az alacsony dUTP/dTTP aranyt a dUTP4z és a TS enzimek biztositjak. A
polimeraz enzim nem tud kiilonbséget tenni a timin és az uracil kdzott, igy az uracil beépiilésének
valoszinlisége a dUTP/dTTP arany fliggvénye. Ha barmelyik enzim miikodésében megvaltozik
vagy teljesen elveszti funkciojat, akkor a dUTP/dTTP ardny felborul, megemelkedik, ez pedig

halmozott uracil beépiilést eredményez. A magas genomi uraciltartalom a hibajavité mechanizmus
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hiperaktivitasat, végiil a sejt halalat okozza. Eppen ezért ennek a két enzimnek a blokkoldsa

hatékony modszer lehet a rakos sejtek kezelésében (22,24).

c) A DNS-beli uracil javitasa

A spontan, illetve enzimatikus citozin dezaminacié kovetkeztében gyakran eléfordul, hogy
uracil keriil a DNS-be. Azonban az eukaridta sejtekben, igy az emberi sejtekben is, kifejlodott egy
javitdbmechanizmus, amely eltdvolitja az uracilt a DNS-bdl, a genetikai informaci6 megorzése
végett. A fehérjecsalad, amely ezt a feladatot hajtja végre, az uracil-DNS-glikozilazok. Ezek
eliminaljak az uracilt a DNS-bdl ugy, hogy az N-glikozidos kotést elhasitjak (5), és elinditjak a
BER-t (baziskivagasos javitas) (25). Az abazikus helyen kinyilik a DNS, és a DNS-polimeraz
beszarja a komplementer nukleotidot, a guaninnal szembe citozint, a timinnel szembe pedig
adenint rendel (26). Az emberi sejtekben 4 féle UDG van, amelyek egymas kozott megosztva

végzik ezt a feladatot (27).

d) Timidilat szintézist gatlo terapias stratégiak

o OxOH
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5. dbra: TS-specifikus kemoterapias szerek. Fent: 5-fluoro-2'-dezoxiuridin (5FdUR).
Lent:Raltitrexed (RTX). A képek forrasa: https://en.wikipedia.org/wiki/Floxuridine,
https://en.wikipedia.org/wiki/Raltitrexed
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A TS-t inhibeald kemoterapias szereket mar a 60-as évek oOta aktivan hasznaljak a

rosszindulati rdkos megbetegedések kezelésében.

Ezek egyik, a kutatas témaja szempontjabol relevans tagja: az 5-fluoro-2’-dezoxiuridin
(5FdUR). Az 5FdUR a TS dUMP-kotohelyéhez kapcsolodva akadalyozza a szubsztrat-enzim
komplex kialakulasat (28). Maga az 5FdUR csak a prekurzor, az aktiv molekula a beldle
foszforilacioval keletkez6 SFAUMP. Az 5FdUR a TS inhibealasan tal képes kozvetleniil is
beépiilni a DNS-be tgy, hogy S5SFdUTP-vé foszforilalodik, amit a polimeraz timin analdgként
beépit (29).

A masik gyogyszer a Raltitrexed (RTX), antifolat, mely a TS metilénhidrofolat-ktéhelyén
fejti ki hatasat (30) (5. abra). Ez a leginkabb specifikus a TS-re, mivel az antifolatok a folat-ciklus

tovabbi folat-kotd enzimjeit is gatoljak.

A dTMP hianyaban a dTTP sejten beliili koncentracidja lecsokken, a felhalmozddott
dUMP-t a kinazok dUTP-vé alakitjdk. A TS gatlasival megné az uracil beépiilésének
valoszinlisége, ¢és ezt az uracil-DNS-t javitd mechanizmus felerdsodése, ¢és citotoxikus
intermedierek felhalmozodasa koveti. Mindazonaltal nem ismert teljesen a mechanizmus, mert

gatolt U-DNS javitas esetén is tapasztalhato citotoxikus hatas (31,32).

e) Az uraciltartalma DNS jelentosége

A DNS-ben kialakulé mutaciok, fontos bioldgiai szereppel birnak, mert ez feltétele az
evolucionak. Minden €161énynek adaptalodnia kell a kornyezethez, kiilonben elpusztul. Bizonyos
esetekben a mutaciok kedvezé tulajdonsagokat adnak az egyednek. Erre az egyik legismertebb
példa az ember: mutaciok eredményeként lett kisebb testszorzetiink, tudtunk felegyenesedni, lett

nagyobb az agyunk.

Az él6vilagban tobb esetben is az U-DNS valamilyen bioldgiai szereppel bir. Megfigyeltek
olyan bakteriofagot, amelynek genomja teljes mértékben uracilt tartalmaz timin helyett (33).
Kutatasok folytak arrol is, hogy a HIV virus reverz transzkriptdzzal készitett DNS-e erdsen
uracilosodik, ha a gazdasejtben nagy a dUTP/dTTP arany, ennek eredményeként nem tud a sejt

genomjaba integralodni (34). Feltételezések vannak arrol, hogy a dUTPaz enzim gatlasa szerepet
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jatszhat egyes ¢€l6lények metamorfozisaban (35), illetve maga az uracil jelenléte a DNS-ben

kozrejatszhat a szerzett és velesziiletett immunitas kialakitasaban (36).

Az adaptiv immunvalasznal a sejtekben antigén hatdsara torténd hipermutacié bizonyos
szempontbol egy felgyorsitott evolucid (25,37). Az AID altal dezaminalt citozin (38), azaz uracil
a hibajavité mechanizmusokat, mint példaul a baziskivagasos javitas (BER) €s a hibaspar-javitas
(MMR), aktivalja (25,37). Ezek un. error-prone (hibas beépiiléseket eredményezd) DNS-
polimerazokkal szintetizaljak az utddszalat, amplifikalva ezzel a hibakat (39). Az APOBEC
enzimcsalad tagjai a viralis fert6zések ellen védik a sejteket: a viralis DNS-ben illetve RNS-ben

talalhato citozinok dezaminaciojaval karositjak az orokitéanyagot (40).

2. U-DNS detektalasa

A DNS-beli uracilnak olyan bioldgiai és klinikai jelentdsége van, hogy egyre slirgetobbé valt olyan
eszk0zok, modszerek, szenzorok kifejlesztése, amelyekkel hatékonyan és tobbféle kisérleti
elrendezésben lehet kimutatni, nyomon kdvetni egy DNS-minta uraciltartalmat. A kutatocsoport,
ahol dolgoztam, jelentésen hozzajarult ezen torekvésekhez: kifejlesztettek tobb uracil-DNS-re
specifikus szenzort egy inaktiv mutans UNG (32,41), illetve egy kiilonleges UDG, az UdgX
alapjan, ami az U-DNS-t kovalensen képes megkotni (42). Ezeket a szenzorokat egyrészt globalis
uracil meghatarozasra, masrészt az uracilos DNS sejtbeli lokalizacidjanak, illetve genomi
closzlasanak jellemzésére egyarant lehet hasznalni (9). A csoportban fejlesztett modszereken tal

szdmos egyéb U-DNS-t detektalo modszert is publikaltak az elmult években.

a) Tomegspektrometria

A tomegspektrometrias mérést folyadékkromatografiaval egybekotve végzik el (43). A
DNS-t DNaz I, illetve nukleaz enzimekkel emésztik, majd preparativ HPLC-vel tisztitjak a mintat,
végiil tomegspektrométerrel megmérik a DNS-mintdk uracil tartalmat egy izotdpjeldlt belsd
standard segitségével (44). Ezzel a modszerrel ki lehet mutatni egészen alacsony uracil
mennyiséget, akar 0,08 uracil/milli6 bazis mértékben, melyek lényegesen kisebbek korabbi

tomegspekrometrias modszerekkel szemben (45).

b) Csepp blot mennyiségi mérés
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A tomegspektrometriahoz képest pontatlanabb, de kevesebb eszkozt igényld mérést lehet
elvégezni a membranhoz kotott U-DNS specifikus reakciokkal vagy szenzorokkal vald
detektalassal. A kémiai detektalas soran az uracilt UNG-kezeléssel AP helly¢ alakitjak (46), amit
alkoxiamin alapti aldehid reaktiv probakkal (ARPs) detektalnak (47). A szenzorokkal valo
kimutatas soran a human UNG2 D145N/H268N dupla mutans katalitikusan inaktiv, viszont
szorosan kapcsolodik DNS-hez és ssDNS-hez egyarant (48). Az UNG egyéb fehérje-fehérje
kolcsonhatésait kikiiszobolve, az N-terminalis 84 aminosavjat eltavolitva létrehoztdk a AUNG

szenzort, amit affinitas és fluoreszcens cimkékkel lattak el (32,41).

c) PCR-alapu mérési modszerek

A DNS-ben 1év6 uracilt PCR alapu technikakkal is lehet detektalni a templat megfeleld
elékezelésével, vagy uracilra érzékeny polimerdz vélasztdsaval. A mddszerek eldnye, ugyanakkor
hatranya is, hogy a mérés csupan a specifikus primerek altal kozrezart szakaszra vonatkozik. Ezzel
helyspecifikusan meg lehet hatdrozni a genomi uracil mennyiséget szemben a
tomegspektrometridval €s a blot analizissel, amelyek a templatra vonatkozd globalis értéket

szolgaltatnak.

Egy ilyen, a csoportban fejlesztett PCR-alapti mérés soran Archeak DNS-polimerazat (Pfu)
¢s annak egy mutans valtozatat (V93Q) hasznaltak fel, kihasznalva az uracilos templaton vald
hatékonysagbeli eltérést (49). Ezzel detektalni lehet az uracillal szembe vald beépiilést két PCR

primer kozotti, jol definialt régiodban.

d) Immunocitokémia (ICC)

Az ICC egy olyan laboratoriumi technika, amely lehetdvé teszi egy adott protein vagy
antigén anatdmiai vizualizalasat egy sejtben egy specifikus primer antitest segitségével, ami hozza
kapcsolodik. Ezt meg lehet figyelni fluoreszcencia mikroszkép alatt, ha a primer antitesthez

hozzakapcsolunk egy szekunder antitestet, ami egy fluorofor csoporttal van konjugalva.

Ez a modszer lehetdvé teszi annak megfigyelését, hogy a vizsgalt sejtek expresszaljak-e a
kérdéses antigént. Ha taldlnak egy immunopozitiv jelet, akkor azt is meg lehet vizsgalni, hogy a

sejt melyik része expresszalja az antigént (32,50). A csepp blotban hasznalt szenzorok FLAG-
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cimkéjét antitestekkel lehet detektalni. Ennek a fehérjeszenzornak fluoreszcens jellel valo ellatasa
lehetdvé teszi a genomi uracil in situ érzékelését nagy-felbontasu fluoreszcens mikroszkoppal

(32,41).

e) Szekvenalas (NGS)

Az NGS (Next-generation Sequencing), illetve maga a szekvenalas, a kérdéses DNS-
szakasz, vagy akdr az egész genom bazisonkénti beolvasasat jelenti. A szekvenalasi folyamat

alapvetden tobb 1€pésbdl tevodik dssze.

El6szor is, DNS szekvenald konyvtarakat allitanak eld in vitro klonalis amplifikacioval
PCR segitségével. Masodszor, a DNS-t szintézissel szekvenaljak ugy, hogy a nukleotidok
komplementer szalhoz val6 hozzaadisat nyomon kovetik. Harmadszor, a térben szegregalt,
amplifikalt DNS-templatokat egyidejlileg, masszivan parhuzamos modon szekvenaljak, anélkiil,

hogy fizikai elvalasztasi 1épésre lenne sziikség (51).

A legtobb NGS modszer ezeket a 1épéseket koveti, de mindegyik mas stratégiat alkalmaz.
Példaul XR-Seqg-el (Excision Repair) DNS adduktok nukleotid baziskivagasos javitasat lehet
feltérképezni (52). Egy masik modszer, az U-DNA-Seq pedig a DNS uraciltartalmat mutatja ki az
UdgX szenzorfehérjével, ami hozzakot az uracilhoz, igy az U-DNS-t ennél a fehérjénél fogva el

lehet valasztani (53).

TDK munkdm annyiban kapcsolodik az U-DNS témdjadhoz, hogy a csoportban TS
inhibitorokkal kezelt, és kiilonb6z6 DNS-javitasi kapacitassal rendelkezd vastagbélrak sejtek
genomi uracilosodasanak tanulmanyozasa soran felmeriilt a kérdés, hogy a mért uracil pusztan
timint helyettesito beépiilés révén keriil a sejtek DNS-ébe, vagy esetleg aktiv citozin dezaminacid
is torténik. Mivel az U-DNA-Seq adatokkal tulajdonképpen genomi szekvendlasi adatok is
rendelkezésre alltak, ezekbdl lehetett mutdcidanalizist végezni, mely kissé meglepetést okozva
kimutatta, hogy az egyik TS inhibitor esetén a DNS-javitasban deficiens sejtekben a C>T mutaciod
gyakorisaga megnd a masik gyogyszerhez és a kezeletlen esetekhez képest. Ez adott egy lendiiletet
a két gyogyszer hatdsmechanizmusa kozti kiilonbségek kutatdsdnak, masrészt kivanatossa tette,
hogy egy fiiggetlen validalasi modszert is kidolgozzunk, ami remélhetdleg nemcsak validalasra

lesz alkalmas, hanem rugalmasabb és olcsobb alkalmazhatosdga révén lehetdvé teszi a
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megfigyelések Kkiterjesztését tovabbi sejtvonalakra, mas rakterapids szerekre, illetve idd- és

dozisfiiggd mérésekre is.

3. A TS-inhibitorok eltéré hatasmechanizmusa

A két emlitett kemoterapias szerr6l (5. abra), amelyek TS-gatlo szereppel birnak,
kimutattak a csoportban, hogy nem teljesen egyezik a biologiai hatasuk. U-DNS-szekvenalassal
feltérképezték HCT116 UGI rakos sejtvonalak genomi uracil mintazatat, miutan SFAUR-rel és
RTX-szel kezelték oket. A kettd szerrel kezelt sejtek genomi uracil profilja hasonl6 volt, de nem
teljesen egyforma, ez 6nmagaban utalhat eltéré hatasmechanizmusra (32). Az 5FdUR-kezelt sejtek
novekedett (nagy S5FdUR-koncentracional), de magasabb koncentracional kisebb citotoxicitast
érzékeltek. Ez a megfigyelés utalhat rezisztenciara, de erre egyeldre nincsen egyértelmii

bizonyiték.

Egy tovabbi, kollaboracidban szerzett eredmény szerint az APOBEC3C ¢és 3D enzimeknek
az elakadt replikacios villdk felolddsdban €s a replikacid Ujrainditdsdban valamiképp szerepiik
lehet, ami erdsitheti azt a hipotézisiinket, hogy az altalunk alkalmazott sejtes modellben is
Osszefiigg az enyhéb citotoxikus hatas és a tapasztalt C=>T mutacios gyakorisag novekedés. A
csoportban transzkriptomikai vizsgalatokat is végeznek ugyanezen a modellrendszeren, ami
szintén megerositi, hogy jelentds gyodgyszer specifikus kiilonbségek vannak a génkifejezddési

mintazatokban és azok valtozasaiban.

Barmi is a vélasz, a gyogyszerek kétségteleniil okoznak tovabbi muticidkat a genomban,
marpedig a mutagén gyogyszer nem gyogyszer. A kutatdsomban azért csak az SFAUR hatasat
vizsgaltam, mert a szekvenalas eredménye alapjan, ha van valtozas a mintdban, akkor az az SFAUR
esetében sokkal markansabb, mint az RTX esetében, tovabba C>T mutaciok kimutatasara
torekedtem, igy ha a mddszer bevalik, akkor azt az RTX esetében is lehet alkalmazni. A masik
elézmény maga a szekvenalas volt. Jelenleg egy mutacié kimutatdsdhoz egy egész szekvenalasi
folyamatot le kell bonyolitani, ami nagyon hosszii munka. Ez a moédszer egy egyszeriibb
lehetdséget probal teremteni e feladat elvégzésére, azaz a genom teljes feltérképezése helyett egy

analitikai megoldassal is ki lehetne mutatni pl. kemoterdpias szerek altal indukalt mutagenezist.
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a) A 3D-PCR

Az elsé publikalt technika a C>T mutacio detektalasara adott régioban, egy olvadasi
hémérsékleten alapuld PCR technika volt (54). Késébb ezt a modszert az UNG inhibitorral (UGI
azaz uracil-glikozilaz inhibitor) egészitették ki, hogy semlegesitsék az UNG aktivitast (55). Ez a
3D-PCR, vagy Differencialis DNS Denaturacio-PCR. A modszer a bazisok kozotti kdlesonhatasok
eltérésén alapul, ezzel olvadaspont kiilonbséget érzékelve. Ha egy DNS-szakaszon torténik egy
C->T atmenet, példaul dezaminacidval, a citozin (vagy 5-metilcitozin) atalakul uracilla (vagy
timinné). Normal koriilmények kozott a citozinnal szemben guanin talalhatd, azonban ha C>T
atmenet torténik, és a citozin helyére uracil/timin kertil, akkor a legk6zelebbi DNS-replikaciokor
mar nem guanin fog a komplementer szalba beépiilni, hanem adenin (éppen ezért a C>T atmenet
egyben G>A atmenet is). Ennek kovetkeztében az a DNS-szakasz, amelyen tortént C>T
mutacio, AT-parokban gazdagabb lesz, mint a vad tipust DNS. A citozin és a guanin egymas
kozott harom hidrogén-hidat tud kiépiteni, ellenben az adenin az uracillal/timinnel csak kett6t. Ez
azt jelenti, hogy az AT-gazdagabb DNS kevésbé stabil, igy konnyebben felbomlik, denaturalodik.
Gyakorlatilag ez annyit tesz, hogy az AT-gazdag DNS-nek alacsonyabb az olvadasi hémérséklete
(54).

A 3D-PCR technikdhoz hasznalt eszkdz annyiban kiilondzik a kozonséges PCR-
késziilékektol, hogy a polimeraz reakcid barmely 1épésére (denaturacid, annelacio leginkabb) be
lehet allitani egy gradiens homérsékletet. Egy also és egy felsd homérsékleti hatarérték kozott
szigortian monoton ndvekszik a hdmérséklet, és ezt a gradienst sorokra €s oszlopokra is be lehet
allitani. Ha a mintdkat porciézzuk annyifel¢, ahany hdmérsékleten meg szeretnénk vizsgalni, hogy
lezajlott-e a reakcio, és gondosan megvalasztjuk a gradienst, akkor azok a mintak, amelyek AT-
gazdagabbak, alacsonyabb hémérsékleten is adjak a reakciot (54). Persze errdl csak ugy lehet
megbizonyosodni, ha a birtokunkban vannak a megfelel¢ analitikai informaciok. Ugyanis egy
DNS-mintanak akkor is alacsonyabb az olvadasi hémérséklete, ha révidebb, mint a vad tipusa
szakasz. Tehat meg kell gy6z6dni arrél, hogy a termékek tomege tobbé-kevésbé megegyezik. Erre

a legalkalmasabb modszer a tomegspektroszkopia, vagy az agardz gélelektroforézis.
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V. Célkituzés

Prof. Vértessy Beata csoportjaban még senki nem dolgozott mélybe menéen 3D-PCR-rel,

igy a kutatasom csoportszinten kicsit Gttoronek bizonyult.

TDK munkdmban azt tliztem ki célnak, hogy hatékonyan ki tudjam mutatni kiilonb6z6

HCT116 UGI human genomi DNS-szakaszok AT-feldasulasat 5-fluoro-2’-dezoxiuridinnel

kezelve, 3D-PCR segitségével, kihasznalva az AT-gazdag régiok alacsonyabb olvadasi

hémérsékletét.

Részletesen a céljaim a kovetkezok voltak:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Az NGS adatok alapjan C>T mutaciotol terhelt illetve nem terhelt genomi DNS-
szakaszokra (koztiik a TS-t, a dUTPazt, és az APOBECA3-t kodold gének részleteire is)
specifikus primereket tervezni gy, hogy a PCR-termék kb. 500-600 bp hosszusagu legyen.
Minden szakaszra 3-3 primerpar tervezése.

A primerek specificitasanak vizsgalata gradiens PCR-rel, human genomi DNS-t hasznalva
templatként. A specifikus primerek kivalasztasa ugy, hogy minden szakaszra 1-1 primerpar
legyen.

A kivalasztott primerekkel PCR elvégzése kezeletlen, illetve 5SFdUR-rel kezelt human
genomi DNS-t hasznalva templatként.

A PCR-termékek elektroforézise agar6z gélen, majd a mintdk izoldldsa és tisztitasa.
Innentdl a PCR-termékek a templatok.

Probareakcio elvégzése 3D-PCR-rel, el0szor a vad tipusu templatokkal. A specificitas
ellendrzése.

A kezeletlen és az SFAUR-kezelt DNS-mintak PCR-termékeinek reakcidja 3D-PCR-rel, az
olvadasi hdmérséklet 6sszehasonlitasa.

Az igéretesnek tlind templatokkal finomabb felbontdsu 3D-PCR elvégzése, az esetleges
eltérd olvadasi hdmérséklet kiemelése gyanant.

A finomabb felbontasu 3D-PCR reakcidokat qPCR-rel megismételni, hogy megbizhatd
eredményeket kapjunk.
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VI.

Modszerek

1. Primerek tervezése

A természetes primerek azok a rovid (néhany tiz bp hosszisagii) RNS-fragmensek,
amelyek ,,folytatasaként” a DNS-polimerdz meg tudja szintetizalni az utodszalat replikaciokor. A
sejtekben primerek a lagging strand komplementer szalahoz sziikségesek tobbségben (egy primer
kell a leading strand-re is), a képz6d6 utddszalszakaszok az Okazaki-fragmensek. A PCR esetén
azonban szintetikus DNS oligonukleotid primerek sziikségesek, melyeket ugy terveziink meg,
hogy specifikusan kotddjenek a templat meghatarozott helyéhez. Tehat minden szakaszhoz kétféle

primer kell: egy Forward és egy Reverse.

A munka elején a human referencia genomhoz illesztett NGS adatokbo6l szarmazoé variacid
lista fajlokat vizsgaltam, és probaltam olyan, par szaz bp hosszusagu szakaszt kijelolni, amelyek
tartalmaztak C>T mutacidklasztereket. Ezek voltak a pozitiv régiok. De negativ kontrollt is
kerestem, azaz olyan szakaszokat, amelyek biztosan nem tartalmaztak mutaciot. Az adatok
heterogén populaciobol szarmaztak, és a szekvendlds mélysége miatt nincs informacio az dsszes
sejt genomjardl, igy nem tudtam 100%-o0s bizonyossaggal negativ kontrollt talalni. A szakaszok
kijelolésénél fontos volt, hogy a kapcsolodasi helyeken ne legyen mutdcid, mert akkor
eléfordulhat, hogy a primer nem kd&tddik specifikusan (vannak PCR technikék, amik pont erre

épiilnek, de ebben az esetben ez a jelenség hatraltato).

Végiil talaltunk hét szakaszt, amelyekre tervezhettiink primert. A pozitiv szakaszok a
human genombdl véletlenszeriien lettek valasztva (azaz csak a muticidklasztert kellett
tartalmaznia, fliggetleniil attol, hogy kodol-e valamit), de a negativ szakaszok némelyike egy-egy,
a téma szempontjabol fontos enzimet, fehérjét kodolo gén egy részlete. fgy jeloltiink ki egy-egy
szakaszt a timidilat-szintaz, a dUTPaz és az APOBEC3B fehérjéket kodold szakaszokrol. A

negyedik negativ minta egy véletlenszerli genomrészlet.

A primerek tervezése az NCBI Primer Blast szoftver segitségével tortént. A szoftverben
meg kellett adni a kijeldlt szakaszok szekvenciajat, majd a paramétereket (olvadasi hdmérséklet,
hossz stb.) is be kellett allitani. Az olvadasi hémérsékletet 59 °C koré allitottuk be. A szoftver

minden szakaszra 10 taldlatot adott, azaz 10 db Forward-Reverse primer part. Ezekbdl én
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kivalasztottam 3-3 primerpart minden szakaszra (1. tablazat) véletlenszeriien. Végiil a kivalasztott

primerparokat megrendeltiik a Sigma-Aldrich-tol.

Primer Termék Primerek
Target - hossza | Hossza | Tm Sl
(bp) (bp) | (°C)
Forward 646 21 59,93 | GGTCTGGTTCGTTTCCTCACT
Reverse 20 59,67 | AACCATGGAGGAGCTGGTTC
1neg Forward 648 20 58,88 | TGGTCTGGTTCGTTTCCTCA
Reverse 20 59,67 | GAACCATGGAGGAGCTGGTT
Forward 600 22 59,36 | TGTCCTTATTGGTCTGGTTCGT
Reverse 20 59,67 | AAGCTCGAGGTGGATTTGCT
Forward 513 20 59,33 | AGTCGTGTGTTGAGCTGCTA
Reverse 22 59,30 | GTCATGAGATGGCCTTAGAGGT
AnegTS Forward 507 20 59,14 | GTCAGTCGTGTGTTGAGCTG
Reverse 24 58,54 | TGGCCTTAGAGGTCATCTATTACA
Forward 519 21 60,54 | AGTCAGTCGTGTGTTGAGCTG
Reverse 24 61,19 | ATGTCATGAGATGGCCTTAGAGGT
Forward 501 21 59,25 | GCAGCATTTGCTATGTGGACT
Reverse 22 59,56 | TGGTGGTGTGAAGAGATGTCAA
3negDUT Forward 538 20 59,38 | AAGCAAGGTCCATCTCCAGG
Reverse 24 59,22 | TTTATGAAGAAGGTAGAGGTGGCT
Forward 508 21 59,86 | GTGATCAGCTGTCTCCCTCAG
Reverse 24 59,12 | GTTTATGAAGAAGGTAGAGGTGGC
Forward 648 20 59,89 | ATTGGAACTTGGGGTGGGAC
Reverse 20 59,75 | AGTGTGCAGCATGAGAGGAG
3p0s Forward 642 20 59,61 | GTGTCAAGGGTGAGCTCTGT
Reverse 20 60,46 | GGGATTGGCGAGGAAGAGTG
Forward 614 20 60,67 | GTGAGCTCTGTGGCGGAAAT
Reverse 21 60,07 | GTGCAGCATGAGAGGAGAAGT
Forward 620 20 60,11 | CCAATTCTGCCGACAAAGGC
Reverse 20 60,04 | GCCTCCCTTCCAGTCAGAAC
2p0s Forward 500 20 60,25 | CTGGACAAGGGAGAGGGACT
Reverse 21 60,27 | GACACTGTGGCAGTGAGTCAT
Forward 537 19 59,85 | TTCTGCCGACAAAGGCAGT
Reverse 20 59,10 | GTGGCAGTGAGTCATCCTCT
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Forward 581 20 60,90 | CAGCCTCACAGCCCCATTTT
Reverse 25 60,05 | GATACGGATAGTCCATGCTTACAGT
1pos Forward 578 23 60,18 | CTCACAGCCCCATTTTTGATAGC
Reverse 25 60,05 | TGATACGGATAGTCCATGCTTACAG
Forward 549 22 59,07 | TCCTAACCCCTAGTACCTGTGA
Reverse 25 59,17 | ACACTTAAAGGTAGCAATTTGGTGA
Forward 559 22 59,59 | CGCAGAGTGAAACATCAGGAAG
Reverse 20 60,18 | AAGTTTGGGTGGTACCTGGC
2negA3B Forward 512 22 59,25 | GCAGAGTGAAACATCAGGAAGG
Reverse 20 59,55 | CCAAAGGAGATTTGAGCGGC
Forward 512 23 59,56 | CAGGAAGGAATTGAGCTGAAAGG
Reverse 20 59,52 | AAGACCCCTGTGTCCCAAAG

1. tabldazat: Az NCBI Primer Blast szoftverrel tervezett primerek fontosab adatai. Sargdval vannak megjeldlve azok, amelyekkel a
specifitasvizsgalat utan tovabb dolgoztam.

2. Reakcio hagyomanyos PCR-rel

Az egyes szakaszokra 3-3 primerpart terveztiink, azonban szakaszonként csak 1-1
primerparral terveztiink tovabb dolgozni. Azért terveztiink mindenhova 3-3-at, hogy jo eséllyel

legyen legalabb egy specifikus par.

A megrendelt primereket eldszor egységes koncentracidra higitottam (10 pM), majd ezt
ellenériztem UV-spektrofotométerrel (Nanodrop™ 2000 Thermofischer Scientific). Utana
Osszeraktam a PCR-elegyet, ami tartalmazott 2x Mytaq HS Red Mixet (MTHRX-920401A, ez
tartalmazza a polimerazt, a nukleotidokat, a polimerdz miikodéséhez optimalis puffert, az
elektroforézishez sziikséges komponenseket) (tovabbiakban Mastermix), human genomi DNS
templatot (HCT116 UGI P12) és nukledzmentes vizet. 10 pl-es reakcioelegyeket raktam Gssze,
ebben volt 5 ul Mastermix, 0,1 pl templat DNS (304,5 ng/ul), és 3,9 ul nukledzmentes viz, a
maradék 1 pl a primerpar oldatabol van. Sok mintaval dolgoztam, ezért ahelyett, hogy egyesével
kimértem volna valamennyi mintdhoz a reagenseket, elkészitettem egy Un. torzsoldatban az dsszes
mintara elég oldatmennyiséget, majd porciéztam. Ez azért volt hasznos, mert a templat 0,1 pl-ét

nem lehet pipettaval kimérni.

Miutan ki lettek mérve és porcidzva a mintak, beallitottam a PCR-késziilék (Applied
Biosystems GeneAmp® PCR System 2700 héfokprogramjat (2. tablazat), és elvégeztem a reakciot

valamennyi mintaval.
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A PCR héfokprogramja
95°C 2 min
95 °C (denaturacio) 30s
58 °C (annelécio) 30s 35X
72 °C (elongacio) 1 min
72 °C 10 min

2. tablazat: A PCR-késziilék hofokprogramja.

3. Agaroz gélelektroforézis

A PCR-reakciok lefutasa utan a mintakat agaroz gélelektroforézissel analizaltam Bio-Rad
Mini-Sub Cell GT rendszerben. Az elektroforézis soran a gélmatrix polarizalodik, és a negativ
toltésti nukleinsav fragmensek a pozitiv pélus felé¢ vandorolnak. Azonban a kdzegellenallas miatt
a nagyobb (azaz nagyobb tomegii fragmensek jobban lemaradnak, igy el lehet valasztani
egymastodl a kiilonbozo tomegili termékeket. A nukleinsavak szelektiv kimutatasara tobb specifikus
festék is létezik. En a GelRed (Gelred Nucleic Acid Stain 10000x) festékanyagot hasznéltam, ami
ha kolcsonhatasban all a DNS-sel, akkor UV-fénnyel gerjesztve fluoreszkal. Az elektroforézis

folyamata a kovetkezo:

¢ 300 mg agarozt kimértem analitikai mérlegen egy bemérdcsonakban, majd egy 100 ml-es
Erlenmeyer-lombikba ontottem.

e Hozzaontottem 30 ml 1x frissen készitett TAE pufferoldatot (0sszetétel a Fliggelékben). A
folyadékszintet filctollal a lombik kiilsé oldalan megjel6ltem.

e Egy erre a célra fenntartott mikrohulldmu siitében forrasig melegitettem, majd
homogenizéaltam az oldatot. A melegitést teljes oldodasig folytattam, az elparolgott oldatot
desztillalt vizzel potoltam.

o Kozben elOkészitettem a gélontd apparatust. Ellendriztem a vizszintességet az
ontéformaban, és belehelyeztem egy nyolcfogl, mlianyag féstit.

e Miutan lehtlt az oldat, hozzaadtam 3 pl Gelred fluoreszcens, nukleinsavakhoz kotédni
képes festékanyagot, homogenizaltam, majd az Ontéformaba oOntottem. Alufoliat

helyeztem ré és allni hagytam.
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e Miutan megdermedt a gél, kivettem a rogzitébol és a gélfuttatdo apparatusba helyeztem,
amit megtoltdttem 1x friss TAE pufferoldattal (egyszer hasznalt TAE puffer is
hasznalhato). Kivettem a gélbdl a fésiit, és a helyén marad6o zsebekbe raktam bele a
mintakat. Molekulatomeg markerként GRS 1kb DNA Ladder-t hasznaltam.

e A gélfuttatd apparatust egy Bio-Rad PowerPac™ Universal tapegységhez csatlakoztatva
az elektroforézist 100 V-on, 40 percig végeztem.

e Azidb lejarta utan a gélt BioRad Molecular Imager® Gel Doc TM XR+ géldokumentacios

rendszerben ImageLab szoftver segitségével elemeztem.

4, PCR termékek preparativ kinyerése és tisztitasa

A specifitasvizsgalat utdn kivalasztottam minden egyes szakaszra a legmegfeleldbb
primerpart, majd ezekkel ismét elvégeztem a fent emlitett PCR-reakciot. Annyi a kiilonbség, hogy
a mintak mennyiségét megdtszordztem. fgy 50 pl-es mintakat készitettem, amelyekben 25 pl
Mastermix, 0,5 pl genomi DNS templat, 19,5 ul nukleazmentes viz, és 5 pl primerpar volt. Itt a

7,5X-es mennyiséget 6tszordztem meg, majd ugyantgy kiporciéztam a csdvekbe.

Azonban ebben a Iépésben egy masik sor mintat is készitettem. Ebbdl ugyanugy hét darab
volt, és Osszetételik megegyezik a fentiekével, de a templatjuk SFAUR-rel kezelt sejtekbdl
szarmaz6 genomi DNS volt. A mintakat az egyszertiség kedvéért rovid jelzokkel megneveztem (3.
tablazat), majd a PCR-késziilék valtozatlan héfokprogramjaval (2. tablazat) elvégeztem a reakciot.

Egyetlen dolgot kellett a programon modositani: a mintatérfogatot 50 pl-re allitottam.

1neg(3) 4negTS(1) | 3negDUT(1) 3pos(2) 2pos(1) 1pos(1) 2negA3B(2)
Nem
NT1 NT2 NT3 NT4 NT5 NT6 NT7
kezelt
Kezelt
5F1 5F2 5F3 5F4 5F5 5F6 5F7
(5FdUR)

3. tdbldzat: A PCR termékek roviditésjegyzéke.
A reakciok lefutdsa utdn a mintdkat agaroz gélelektroforézissel megfuttattam (Agardz
gélelektroforézis). Az elektroforézis eldkészitése soran nagyobb fogu fésiit hasznaltam, hogy
beleférjenek a zsebekbe az 50 pl mintdk. Az elektroforézis utan a mintdkat BioRad Molecular

Imager® Gel Doc TM XR+ segitségével megvizsgaltam. Ezutan a mintdkat UV-fénybe helyeztem,
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¢s megfeleld védofelszerelésben a gélben lathatd fluoreszkald savokat szikével kivagtam, majd
eléz6leg odakészitett 1,5 ml-es csovekbe raktam. A PCR termékeket Nucleospin Gel and PCR
Clean-up Kit (Macherey-Nagel) segitségével, a gyartd ajanlasait kovetve tisztitottam, 30 ul NE

crer

spektrofotométerrel ellendriztem.

Az elualt PCR termékeket ezek utan atvittem a BME-re, ahol a 3D-PCR reakcidkat
végeztem (Eppendorf Mastercycler X50s).

5. Templatkoncentracio kiszamitasa 3D-PCR-hez

Itt viszont sziikség volt egy kis szdmitasra. Eddig a PCR-reakciot genomi DNS templattal
végeztem, most viszont a PCR termékek a templatok, amik joval rovidebbek. Ha ugyanannyi
mennyiségli PCR termék lenne, akkor nem latszédna nyoma semmilyen reakcionak, mert akkora

feleslegben lenne a templat.

Az el6z6 PCR-reakcidkban az egyes mintakat igy mértem 6ssze, hogy a mintdkban kb. 30
ng genomi DNS templat legyen. A templdt hossza nagyjabol 3*10"9  bp
(https://www.genome.gov/genetics-glossary/Base-Pair). Ellenben a PCR termékek hossza 600 bp

koriil mozog (1. tablazat).

3 % 10°
600

=5%10°

Tehat a PCR termékeket 5 milliészorosan kell higitani, hogy ugyanakkora legyen a
templatok koncentracidja.

30 ng

W=6*10"6n9=6fg

Mintanként tehat 6 femtogramm PCR terméket tartalmaz a reakcidelegy. A
reakcidelegyben 5 pl Mastermix, 1 pl primerpar és 4 pl PCR termék templat van. Vagyis a
templatok koncentracioja 1,5 fg/ul kell, hogy legyen. Ezt ugy oldottam meg, hogy eldszor

crer

haromszori elvégzésével megkaptam a végleges koncentraciot.
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6. Reakciéo 3D-PCR-rel

Elészor végeztem egy probareakciot, hogy mennyire megbizhato a késziilék, illetve hogy
a termékek is megfeleldek-e. A koncentraciok beéllitdsa utan lattam neki a PCR-reakcidknak. A

reakciokat a lenti h6fokprogrammal végeztem el (4. tablazat, Gradiensl Id. 5. tablazat).

A 3D-PCR héfokprogramja
95°C 2 min
Denaturacio Gradiens2 30s
Gradiens3 35x
Annelacid 58 °C 30s
Elongaci6 72 °C 1 min

4. tablazat: A 3D-PCR hofokprogramja.

Oszlopszdm _ Gradiens2 Gradiens3
1 74,9 79,7 82,2
2 75,3 79,9 82,2
3 76,5 80,4 82,4
4 78.6 811 82.7
5 81,2 82,1 83,0
6 83,8 83,1 83,3
7 86,2 84,0 83,7
8 88,8 85,0 84,0
9 91,5 86,0 84,3
10 93,5 86,7 84,6
11 94,7 87,2 84,8
12 95,2 87,4 84,8

5. tablazat: A gradiens homérsékletek.
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A reakcid utdn a mintdkat ismét agardz gélelektroforézisnek vetettem ald (Agardz
gélelektroforézis), annyi kiillonbséggel, hogy a BME-n 1évé kdd mérete miatt az agardz gél
hozzavaldinak mennyiségét megharomszoroztam. A megfutott mintakat UV-késziilékben

megvizsgaltam.

7. NT és SFdAUR-termékek osszehasonlitasa

A prébareakcid utdn a nem kezelt €s a kezelt templatokat dsszehasonlitottam egy jabb
3D-PCR reakcidval. A gradiens egy kicsit finomabb volt (Gradiens2 1d. 5. tablazat). A fentiek
szerint jartam el (Reakcio 3D-PCR-rel), és szintén agardz gélelektroforézissel és UV-

spektrometridval vizsgaltam meg a termékeket.

Azokkal a mintdkkal, amik igéretesnek tiintek, egy még finomabb felbontasu 3D-PCR

reakciot végeztem el (Gradiens3 1d. 5. tdblazat). Ezekkel is ugyantigy jartam el, mint az elbb.

8. qPCR vagy kvantitativ PCR

A gPCR, real-time PCR vagy kvantitativ PCR soran egy fluoreszcens festéket raknak a
reakcioelegybe, amely a PCR termék szerkezetébe interkaldldédik és fényt emittdl. A PCR-
késziilékbe épitett detektorok érzékelik a festék emissziojat, ezzel €16 képet adnak az adott minta
termékmennyiségérol (Cq értékek). Erre a mddszerre azért volt sziikség, hogy meghatarozzuk a
primerek hatasfokat, mert ez is egy jelentGs faktora annak, ha nem elég éles a kiilonbség a NT és

az 5FdUR-kezelt minta kozott.

a) Primer hatasfok kiszamitasa

El6szor a higitatlan PCR-termékekbdl készitettem egy higitasi sort: az els6 tag 500 fg/ul
volt, majd ennek 10x higitasi sora kovetkezett, egészen 0,0005 fg/ul-ig. A reakcidelegybe még
kellett MyTaq (MyTag™ Mix 2x), EvaGreen fluoreszcens festék (EvaGreen® Dye 20x),

nukledzmentes viz és a primerpar.

A gPCR-t 2-2, igéretesnek tlind, negativ €s pozitiv szakasszal végeztem el, kettd 96 lyuku
plate-en. A betdltés vazlata az alabbi abran van a negativ mintakra (6. tablazat). Minden higitasi
elemre 3-3 parhuzamos mintat készitettem.
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A mintakat egybe készitettem el, a templatok 6tszordsen, a MyTaq kétszeresen, a festék és
a primerek husszorosan higultak. Minden DNS-szakaszhoz 6sszesen 30x8,5x2, azaz 510 pl mintat
készitettem, templat nélkiil 24x8,5x2 (30 ul van dsszesen soronként az egyes mintatipusokbol,
ennek 6tode 6 pl, a templat), azaz 408 pl-t, amit aztan kiporciéztam, minden minta elsé oszlopaba
(1., 4., 7., 10. oszlopok) 24 ul-t téve. Mar elézbleg belemértem a templatokat (az utolséd sor az
NTC volt, abba a sorba templatok helyett nukledzmentes vizet mértem be), igy mar 6sszesen 30
ul volt ezen oszlopok welljeiben. Alaposan homogenizaltam az elegyeket, majd 10-10 pl-t

athelyeztem az adott sorokban 1évo 2-2 tovabbi helyre, igy lett teljesen elfoglalva a plate.

1neg3 4negTS Cuwell
NT SFdUR NT 5FdUR (fg/ ub)

100

10

0,1

0,01

0,001

0,0001

T O M m Ol O mw >

NTC

1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 11 12

6. tablazat: A gPCR soran hasznalt plate sematikus dbrdja.

Ezutan a plate-t beletettem a késziilékbe (BioRad CFX96 Touch qPCR), és bedllitottam a
héfokprogramot (7. tablazat). A folyamat végén megvizsgaltam a detektorok altal érzékelt jeleket

¢s az olvadasgorbéket.

A primerek hatasfokait a Cq értékek alapjan szamoltam ki, Microsoft Excel alkalmazast
hasznalva. A higitasi sor tagjanak vettem a 10-es alapu logaritmusat, és a harom technikai
parhuzamos Cq értékeinek atlagat. Az ezekbdl készitett pontokra trendvonalat illesztve
meghatiroztam az egyenes meredekségét. Akkor vettem elfogadhatonak a mérést, ha R?>0,99. A

meredekségbdl pedig a kdvetkezdé mdodon szdmoltam a hatasfokot.
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1
n = (10Wekség_ 1)* 100

A gPCR héfokprogramja
95 °C 3 min
95 °C 20s
58 °C 20s
i 50x
72 °C 1 min
Plate Read
Melt Curve + Plate Read 5s

7. tablazat: A gPCR héfokprogramja.

b) Gradiens gPCR

Miutéan kiszamoltam a hatasfokokat, a leghatékonyabb primerekkel elvégeztem egy masik
qPCR mérést is. Ez inkdbb a 3D-PCR és a qPCR o6tvozete volt, mert gradiens PCR reakciot
végeztem el, de €16 kép volt a wellek termékkoncentraciojardl. Ehhez mér nem volt sziikség plate-
re, mert nem volt annyi minta. Készitettem minden szakaszhoz kettd6 NTC-t, kettd mintat
megengedd hdmérsékleten (95 °C), és kettot a restrikcios hdmérsékleten (ennek értéke a 3D-PCR
reakcion allt, illetve a becsldképességemen). Mivel két szakaszt vizsgaltam, ezért kettd mixre volt

sziikségem. A ketté NTC 10-10 pl, a négy minta szintén. Rahagyasokkal egyiitt:
2%45+ 25 =115l

Osszesen egy DNS-szakaszra a mix. El8szor 6sszemértem mindent a templatok (NTC esetében a
viz) kivételével: erre is adtam 5% rdhagyast, igy 60,375 ul MyTaq, 6,0375 ul EvaGreen és primer,
valamint 24,12 pl nukledzmentes viz keriilt a mixbe. Ezt kiporcidéztam, majd az éles mintak 36 pl-
¢hez adtam 9 pl templatot, az NTC 20 pl-éhez pedig 5 pl nukleazmentes vizet. 10-10 pl-ben

elosztottam mindegyiket, és j PCR reakciot hajtottam végre, 0j héfokprogrammal (8. tablazat).
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A gPCR héfokprogramja
95 °C 3 min
81,495 °C 20s
58 °C 20s
: 50x
72 °C 1 min
Plate Read
Melt Curve + Plate Read 5s

8. tablazat: A gradiens gPCR héfokprogramja.
A reakcidk lejatszoddsa utdn megvizsgaltam az olvadasi gorbéket, ¢és agaroz
gélelektroforézissel is analizaltam a mintakat, hogy azonos-e a tomegiik. Végil megismételtem

ezt a folyamatot, de ezuttal hat-hat éles mintat készitettem. Ez szakaszonként
2% 65+ 25=155ul

mix. A szokasos rahagyasokkal szamolva kimértem 81,375 ul MyTaqg-ot, 8,1375 ul EvaGreen-t és
primert, és 32,52 ul nukledzmentes vizet. Kiporcidozds utdn az NTC mixhez adtam 5 pl
nukledzmentes vizet, az éles mintakhoz pedig 13 pl templatot. Az éles mintakbol négy-négy kertilt

a restrikcios hdmérsékletre, kettd-kettd pedig a megengedd hdmérsékletre.
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VIl. Eredmények

1. Specificitasvizsgalat hagyomanyos PCR-rel

A megrendelt, szakaszonkénti 3-3 primerparral el6szor specificitasvizsgalatot végeztem el.

Mindenhol a legspecifikusabb parokat valasztottam ki.

Az els6 specificitds reakcidt minden szakasz elsd szdmu primerparjaval végeztem el.
Normal PCR-hez allitottam 6ssze a mintakat (Reakcio hagyomanyos PCR-rel), majd a reakciok
végén agardz gélen megfuttattam a termékeket (Agaroz gélelektroforézis), és megvizsgaltam az

UV-képiiket.

6. abra: Az elsd specificitasvizsgalat agaroz gélelektroforézisének
eredménye. Jol lathato, hogy csak harom termék specifikus: a 4negTS, a
3negDUT és az 1pos. A tobbi termék aspecifikussagara utal a siirii
csikozottsag. Piros nyillal jeloltem azt a helyet, ahol a GRS 1kb Ladder
szerint az 500 bp hossziisagu termék jon.
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Az abra alapjan (6. abra) a hét termékbo6l minddssze harom volt specifikus (egy csik a
termék oszlopan a vart magassagban): a 4negTS, a 3negDUT ¢s az 1pos termékei. A tobbi esetben
a gélen tobb csik is lathatd, ami azt jelenti, hogy tobb, eltérd hosszsagu termék keletkezett.
Ezeken a szakaszokon ujra elvégeztem a reakcidt, ezuttal a masodik és harmadik primerparokkal.

A koriilmények teljesen azonosak voltak, és ugyanugy agardz gélelktroforézist hajtottam végre.

7. abra: A masodik specificitasvizsgalat agaroz
gélelktroforézisének eredménye. A legtobb szakaszon szinte egyezik
a kétféle termék (esetleg mas a tomegiik), de a 2pos szakasz
harmadik primerparja szinte nem adott terméket. Piros nyillal
Jjeldltem azt a helyet, ahol a GRS 1kb Ladder szerint az 500 bp
hossziisdgii termékek jonnek.
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A vizsgalat eredménye alapjan (7. abra) a masodik és harmadik primerparok tobbnyire
specifikus termékeket adtak. A tobbihez képest jelentds eltérés a 2pos szakasz primereinek
termékeinél van: a masodik par is elég halovany, de a harmadik parral szinte nem is jott fel

semmilyen termék.

A fenti eredmények alapjan a hét kivalasztott primerpar a kovetkezok: 1neg(3), 4negTS(1),
3negDUT(1), 3pos(2), 2pos(1), 1pos(l), 2negA3B(2). A 4negTS, 3negDUT, 1pos szakaszok
esetében az elsé vizsgalatnal mar elddlt, hogy az elsd primerpar alkalmas. Az lneg szakasz
masodik primerparja a tobbi termékhez képest magasabban van, azaz valamivel nagyobb a tomege,
ezért inkdbb a harmadik primerpart valasztottam. A 3pos masodik és harmadik primerparja kdzott
nincs nagy kiilonbség, a masodik par terméke egy kicsit er0sebb képet ad, igy arra esett a valasztas.
A 2pos masodik és harmadik primerparja annyira nem adott terméket, hogy az aspecificitasa
ellenére az elsé part valasztottam. A 2negA3B szakasz primerparjai koziil a masodikat

valasztottam, mert annak ugyanugy egy kicsit erdsebb volt a képe, mint a harmadiknak.

2. PCR termékek izolalasa, tisztitasa

Az el6z0 fejezetben kivalasztott primerparokkal ezutan elvégeztem egy masik PCR
reakciot, ahol 6tszoros mennyiségli mintakat allitottam elé (PCR termékek preparativ kinyerése és
tisztitasa). A reakciok lejatszodasa utan agardz gélelektroforézisnek vetettem ald a mintakat, és
megvizsgaltam az UV-képiiket. Ezutan az UV-késziilékbe athelyezve, szikével kivagtam a

mintékat a gélbdl, és elvégeztem a tisztitasi eljarast.

A mintakra itt mar a roviditésjegyzék szerinti neveket hasznaltam (3. tablazat).
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8. abra: Az 50 ul-es PCR termékek UV-képe. Az elsé képen a 3-3 zsebben ugyanazok a mintak vannak.
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A gélképek alapjan (8. &bra) minden szakasz primerparja specifikus és megfeleld
mennyiségli terméket adott. Az elsé képen azért van a hdrom minta 3-3 zsebben, mert utdlag
tudtam meg, hogy gélbdl kivagaskor nagyobb zsebekre van sziikség, a tobbi mintanal mar ennek

tudataban készitettem el az agaroz gélt.

A tisztitasi protokoll elvégzése utan megmértem a mintak koncentraciojat €s feljegyeztem

(9. tablazat).

Minta Koncentracio (ng/ul) A260/A2g0 (-) A260/A230 (-)
NT1 39,1 1,98 1,29
NT2 26,2 2,03 1,84
NT3 46,8 1,96 1,34
NT4 82,6 1,96 1,53
NTS 73,5 1,96 1,73
NT6 87,4 1,96 2,10
NT7 109,4 1,95 1,60
SF1 115,2 1,95 1,72
S5F2 105,1 1,95 2,14
SF3 118,1 1,96 1,99
SF4 148,8 1,94 1,75
S5F5 126,8 1,95 1,86
SF6 96,6 1,96 1,57
SF7 100,3 1,96 1,71

9. tablazat: A tisztitott PCR termékek koncentracio és abszorbancia adatai. A két relativ abszorbancia minél kozelebb van 2-hoz,
anndl tisztabb a termék.

3. Préobareakciéo 3D-PCR-rel

A mintak preparativ kinyerése utdn kovetkezett a probareakcid, amelyet a kezeletlen
mintékkal hajtottam végre. Az volt a célja ennek, hogy megvizsgaljam a reakciok specificitasat.
Elkészitettem a reakcioelegyet, kiporcioztam (Reakcié 3D-PCR-rel), majd a folyamat végén

agaroz gélelektroforézissel analizaltam a termékeket (Agaroz gélelektroforézis).
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Ineg (3) 4negTS (1) 3negDUT (1)

123456 1t2 3485286 81328334 5.6

-

1 2 -3 4% 5%:6 1508 sudal vl b

(1

3pos (2) 2pos (1)
Ipos (1) 2negA3B (2)

Lt 20 3 5 286 Le2e 3 435 6

9. abra: A 3D-PCR-rel valo probareakcio eredménye a NT mintakon. Valamennyi termék specifikus, egycsikos. A 2pos és
2negA3B szakaszok termékeinél mar most lathato kiilonbség olvadasi homérsékletben.
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Gradiens

Zseb szama

Gradiens homérséklet (°C)

1 74,9
2 76,5
3 81,2
4 86,2
5 91,5
6 95,2
7 81,1
8 82,1
Gradiens?2 ° o
10 84,0
11 85,0
12 86,0
13 82,2
14 82,4
Gradiens3 o 0T
16 84,3
17 84,6
18 84,8

10. tablazat: A 3D-PCR-rel valo kisérletezés soran hasznalt gradiens homérsékletek.

Az agardz gél képen (9. abra) jol latszik, hogy a PCR termékek szépen, specifikusan adtak
a reakcidt. A gradiens homérséklet elég nagy hdmérséklettartomanyt fogott kozre (10. tablazat,
Gradiensl), mert ez még tapogatdzo kisérlet volt. De erre mar lehetett épiteni. Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy mar a NT-termékek kozott is ki lehet mutatni kiillonbséget az olvadasi

hémérsékletben A most kovetkezo kisérletben mar a NT és a kezelt mintakat hasonlitottam Gssze.

4. NT és SFdUR-kezelt termékek osszehasonlitasa

A kisérlet ,,alanyainak” az els6 négy szakaszt valasztottam, mert azoknak egy tartomanyba

esett az olvadasi homérséklete (9. abra) (10. tablazat, Gradiensl). A 2pos(1) és a 2negA3B(2)
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termékeinek annyira eltér az olvadasi hdmérséklete, hogy egyszerre nem is tudtam volna tovabb

dolgozni veliik.

Ehhez a PCR reakcidhoz ugyanligy raktam Ossze a reakcidelegyet, mint az elébb a
probareakcidhoz, majd szintén agar6z gélen megfuttatva vizsgdltam meg a termékeket. A

kiilonbség a gradiens hdmérséklet volt (10. tablazat, Gradiens2).

A képen (10. abra) igencsak furcsa eredmények lathatoak. A negativ szakaszok mintain (az
els6 harom) nincs nagy kiilonbség a NT és az SFdUR-kezeltek kozott. Ebben semmi meglepd
nincsen, mert ezt vartuk. Ketté érdekes dolog figyelhetd meg itt: az egyik, hogy a 4negTS 5FdUR-
kezelt mintdja alacsonyabb hdmérsékleten is ad valami halovany terméket. De még furcsabb a
masik, ami az, hogy a 3pos kezelt mintaja aspecifikus terméket ad. Ezek az eredmények azt

mutatjak, hogy ez valahol, valamikor szennyezett lett.
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NT1 SF1

NT2 5E2
NT3 5F3

NT4 SF4

10. dbra: Az Ineg(3), 4negTS(1), 3negDUT (1), 3pos(2) szakaszok NT és
5FdUR-kezelt termékeinek képe.
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Ezek utan végeztem ugyanezekkel a mintdkkal egy finomabb felbontést is, egyuttal azt is
ellendrizve ezzel, hogy az 5F4 most is aspecifikus lesz-e. Osszeallitottam még egy reakcidelegyet,

¢s a reakciok végén ezt is megvizsgaltam.

NTI 5F1 NT3  SF3
) B ] Kas, i) ok S e R or) o) 8
- ’-— — s
oy G s (e ) S GEY Bed Gep i Ol
NT2 5F2 NT4 5F4

11. abra: A finomfelbontasii 3D-PCR eredménye az Ineg(3), 4negTS(1), 3negDUT(1), 3pos(2) szakaszokra.

A gradiens hémérséklet itt mar elég finom volt (10. tablazat, Gradiens3), raadasul ketté
kellett szednem a négy szakasz mintait. Ahogy fentebb lathaté (10. abra), az 1neg(3) és a
3negDUT(1) mintai (mind a NT, mind az 5SFdUR-kezelt) alacsonyabb homérsékleten jottek fel,
mint a 4negTS(1) és 3pos(2) mintai.

A képen nem latszik semmi Gjdonsag (11. abra), a negativ szakaszokon ugyanigy nincsen
kiilonbség a NT ¢és az SFdUR-kezelt mintak kozott, de az SF4 megint aspecifikus lett. Ezek az
eredmények megerdsitik, hogy a negativ szakaszokon SFAUR hatasara nincs mérhetd6 C>T

gyakorisag novekedés.
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Ez utan azt tliztem ki célul, hogy kideritsem, mi az oka annak, hogy az 5F4 aspecifikusan
jon fel. Eloszor azt probaltam meg, hogy az SF4 higitatlan PCR termékét (amit gélbdl izolaltam)
ujra kihigitom, €s azzal, valamint a régi higitott mintaval is parhuzamosan elvégzek egy reakciot.
Kontroll gyanant elvégeztem a folyamatot egy masik pozitiv szakasz, az 1pos(1) NT és SFdUR-
kezelt mintaival is, hogy meggy6zddjek rola, hogy az aspecificitas csak a 3pos(2)-nél vagy minden

pozitiv szakasznal megfigyelheto-e.
NT4 5F4 (régi) 5F4 (1))

™
= o oy S e o s ey U e iy (0 (00 (=0 o (8
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- - - -— .
NT6 5F6

12. abra: Az NT4, a régi és uj higitasu 5F4 mintdk, illetve az 1pos(1) NT és SFdUR-kezelt mintajanak képe.
Ahogy az az abran is latszik (12. abra), a 6-os szakasz pozitiv volta ellenére nem volt
aspecifikus. A gradiens homérsékletek 1 °C-ban tértek el egymastol (10. tablazat, Gradiens2).

Ezek az eredmények azt mutatjadk, hogy csak az SF4 aspecifikus, és nem a higitaskor

szennyezddott, tehat mar régebben.

Ezért a 3pos(2) és a 3pos(3) primerparokkal ujra elvégeztem az izolalast €s tisztitast,
utobbit kontrollként hasznalva, illetve hatha az a jobb vélasztis. Gélképeik alabb vannak (13.
abra).
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13. abra: A 3pos(2) és 3pos(3) gélképei az izolalas eldtt.

Utana ismét elvégeztem egy mérést 3D-PCR-rel, rogton az 1 °C-os gradienssel (10.
tablazat, Gradiens2).

Majd ugyanezekkel elvégeztem a finomfelbontasu 3D-PCR-t is. Ahogy alabb lathato (14.
abra), ezuttal a 3pos(2) is specifikus terméket adott, akarcsak a 3pos(3). Mindketté NT-mintaja 84
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¢és 85 °C kozott jon fel, de az SFAUR-kezelt mintak mar 84 °C-on is adnak egy halvany terméket.
Azonban a finomabb felbontasu (10. tablazat, Gradiens3) reakcio esetén (15. abra) nem figyelhetd
meg markans kiilonbség a NT és SFdUR-kezelt mintak kozott. Ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy a 3pos(2) régebbi mintaja (5F4) nem a higulaskor szennyezddott. Feltételezésem szerint

akkor szennyezddhetett, amikor kivagtam a gélb6l, ugyanis nagyon kodzel volt az SF3-hoz (8. abra).
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3pos (2) 3pos (2)

3pos (3) 3pos (3)

14. dabra: A 3pos(2) és 3pos(3) NT és SFAUR-kezelt mintainak gélképe.

3pos (2) 3pos (3)

15. dbra: A 3pos(2) és 3pos(3) NT és SFdUR-kezelt mintainak finomfelbontasu reakciojanak eredménye.

Mivel még mindig nem volt egyértelmii a kiilonbség a NT ¢és az SFAUR-kezelt mintak

kozott, ezért sziikséges volt egy alternativ vizsgalati modszer. Igy jott be a képbe a gPCR. Elészor
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a primerek hatasfokat probaltuk meghatarozni, mert annak is szerepe lehet a kétféle minta

indifferenciajaban.
5. Primerek hatasfokanak meghatarozasa qPCR-rel
Miutén elkészitettem a plate-t a technikai parhuzamosokkal (Primer hatasfok kiszdmitasa), és

lefutott a reakcio, Microsoft Excel-ben feljegyeztem az eredményeket, és kiszdmoltam a primerek

hatasfokat (11. tablazat).

: Cwell | Higitas | lg(higit Meredek | Hatasfok
Target | Minta _ . Cq atlag R?
(fg/ul) | itag | asitag) ség (%)
100 1 0 18,73
10 10 1 22,425
NT 1 100 2 26,39 3,991 78,06 0,9938
0,1 1000 3 31,455
1neg(3) 001 | 10000 | 4 34,17
100 1 0 19,46
10 10 1 22,753
5FdUR 4,031 77,04 0,9962
1 100 2 27,363
0,1 1000 3 31,36
100 1 0 17,84
10 10 1 20,773
NT 1 100 2 25,34 3,9056* | 80,32* 0,993*
0,1 1000 3 29,336
0,01 10000 4 35,296
3pos(2)
100 1 0 16,53
10 10 1 20,473
5FdUR 1 100 2 25,636 4,2 73,02 0,9903
0,1 1000 3 30,086
0,01 | 10000 4 32,72
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100 1 0 20,363
10 10 1 26,05
NT 5,4176 52,96 0,9866
1 100 2 32,686
0,1 1000 3 36,21
4negTS(1)
100 1 0 31,51
10 10 1 22,023
SFdUR 5,033* | 58,00* 0,939*
1 100 2 29,276
0,1 1000 3 32,09
100 1 0 19,926
10 10 1 22,77
NT 1 100 2 27,31 4,2486 71,94 0,974
0,1 1000 3 30,39
0,01 | 10000 4 37,36
3pos(3)
100 1 0 18,155
10 10 1 22,336
5FdUR 1 100 2 28,253 | 4,5313 66,22 0,9932
0,1 1000 3 32,16
0,01 | 10000 4 35,9

11. tabldzat: A primer hatdsfok kiszamitdsanak eredményei. Zolddel azok vannak megjeldlve, amik az R? értékek alapjdn
megfelelének vannak mindsitve, pirossal azok, amik kiviil esnek a kritériumon. *-gal megjelolt értékek azt jelentik, hogy az
adatsor nem mindegyik tagja volt beleszamolva a meredekségbe, pirossal lettek ezek megjeldlve.

A téblazat alapjan az 1neg(3) és a 3pos(2) targetek mintai lettek a legigéretesebbek, mert
az R? értékiik megfeleld és a hatasfokok is nagyobbak, mint 70%. Ezért ezekkel dolgoztam tovabb.
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy valoban van eltérés a primerek hatasfoka kozott, és ez is
hozzajarulhat ahhoz, hogy a varakozas ellenére nincs jelentds kiilonbség a NT és SFdUR-kezelt
mintdk kozott. A kovetkezd 1épés a qPCR megismétliése volt, de ezuttal gradiens

hémérsékletekkel.

6. Gradiens qPCR a kivalasztott targetekre

A kivalasztott targetekkel két homérsékleten végeztem el a reakciokat: az egyik a

megengedd hdmérséklet, azaz 95 °C, amelyen biztosan feljon a termék, a masik az Gn. restrikcios
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hémérséklet, ami a 3D-PCR-rel valo kisérletezések alapjan kozel all a minta denaturdcios

hémérsékletéhez.

Osszeraktam a reakcioelegyeket a leirtak alapjan (Gradiens gPCR), elinditottam a reakciot,

majd utana kiértékeltem az olvadasi €s koncentracios gorbéket.

1200 1
1000 A
800

600

-d(RFU)/dT

400

200

hémérséklet (°C)

16. abra: Az 1neg3 és 3pos?2 kezelt és kezeletlen mintainak gradiens gPCR soran kapott olvaddsi gorbéje. Narancssarga
arnyalatok a kezeletlen, z6ld arnyalatok a kezelt mintak gorbéit mutatjak.

amplifikacios gorbék

5000 +

relativ fluoreszcencia egység
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= [=] =
(== (=] (=]
= [=] =
] 1 1

1000 4

ciklus

17. abra: Az Ineg3 és 3pos2 kezelt és kezeletlen mintdinak gradiens gPCR soran kapott amplifikacios gérbéje. Narancssarga
drnyalatok a kezeletlen, zold drnyalatok a kezelt mintak gorbéit mutatjak.
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A reakciok lejatszodasa utan kapott gorbék érdekes eredményeket mutatnak. Az olvadasi
gorbén (16. abra) és az amplifikacios gorbén (17. abra) is észrevehetd a kiilonbség a megengedd
¢s a limitalo hémérsékleten valo viselkedés kozott. A megengedd hémérséklet mintai sotétebb
arnyalattal vannak jeldlve, mint a limitalé mintak. Az amplifikacios gorbén (17. abra) jol latszik,
hogy a megengedd hdmérsékleten a termék hamarabb jott fel, mint a limitalon. Ebben alapvetden
nincsen semmi meglepd, sokkal inkabb szembetlind a limitdld hdmérséklet mintaihoz tartozo
gorbéken 1€vo ,hullamok”. Egyeldre nem tudni, hogy mi okozhatja ezt a jelenséget, de a mérés
eredménye szempontjabol kevésbé van jelentdsége. Vegylik észre, hogy amig a megengedd
hémérsékleten a kezeletlen termékek jottek fel hamarabb, a limitdld hémérsékleten azonban mar
az 5FdUR-kezelt mintak termékei jelentek meg elobb. Ez azt indikalja, hogy a kezelt mintak (ha
nem is az egész minta) tartalmaznak C—>T atmenetet szenvedett DNS-régiot. Az olvadasi goérbén
(16. abra) megfigyelhetd, hogy a limitalé homérsékleten a kezelt mintak gorbéi egy kicsivel balra

vannak a kezeletlen mintdkétol, azzal egylitt, hogy nem lettek egységes termékek.

Ez a mérés azt mutatja, hogy az SFdUR-kezelésen atesett sejtekbdl izolalt DNS valéban
tartalmaz C>T mutaciot. Az egyetlen faktor, ami cafolhatja ezt a feltevést, a termékek tomege.
Ha nem egyezik a termékek tomege, akkor a kiilonbség az olvadési gérbén a tomegkiilonbséggel
magyardzhato. Ennek eldontésére a termékekkel végeztem egy agardz gélelektroforézist. Ha a
fotermékek egy vonalban vannak, akkor hasonld a tomeg, ¢s a PCR-hatékonysag, tovabba

felmertilhet annak a lehetdsége is, hogy a C=>T mutacié okozza az eltérést.
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Ineg(3) 3pos(2)

NT 5FdUR NT SFdUR

18. dbra: Az Ineg3 és 3pos2 qPCR termékeinek agaroz elektroforézisének eredménye. Balrdl az 1., 2., 5., 8., 11. mintdk a
megengeddo homérséklet (95°C), a tobbi a limitalo homérsékletek (Ineg(3) 82,4 °C, 3pos(2) 84,6 °C) termékei.

Az elektroforézis eredménye (18. abra) egyszerre zavart kelt6 és igéretes. Nem az 0sszes mintat
futtattam meg, a megengedd homérséklet egy-egy mintdjat, és két-két mintat a limitald
homeérsékletrdl. Az 1neg(3) kezeletlen mintdibol a megengedd hdémérsékleten mindkettot
megfuttattam, mert az egyik termék olvadasi gorbéje egy kicsit mas volt, mint a tobbié. Az
elektroforézis eredménye alapjan az 1neg(3) kezeletlen és SFAUR-kezelt mintai kdzott nincsen
nagy kiilonbség, illetve a limitaldo hdmérseklet termékei alacsonyabb tomegiiek, mint a megengedd
hémérsékleté. A 3pos(2) esetében azonban (féleg az SFAUR-kezelt mintdk esetében) vannak olyan
termékek a limitald homérsékleten, amelyek tomegre hasonléak a megengedon 1évo termékekhez.

Ez az eredmény, ha nem is teljes bizonysaggal, de megerdsiti, hogy az olvadasi gérbék kiillonbsége

a pozitiv kontroll esetében a C>T mutaciobdl fakadhat.
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VIII.

Osszegzés

Kisérleteim soran kezeletlen és SFAUR-kezelt sejtekbdl izolalt DNS-mintakkal dolgoztam.
Elsédleges célom volt validalni azt a genomszekvenalasi adatokra alapozott allitast, hogy az
5FdUR kemoterapias szer noveli a C>T atmenet gyakorisagat, ezen keresztiil csokkentve a DNS-
szakasz olvadaspontjat. Ha tobb AT-par van a DNS-ben (2 H-hid), mint CG-par (3 H-hid), akkor
alacsonyabb a denaturacidos hdmérséklete. Ezt a torekvésemet 3D-PCR segitségével probaltam
elérni, amely gradiens homérsékleti intervallumot 1étrehozva méas-mas hdmérsékletre melegiti az
egyes mintakat, igy kettd homérséklet kozeé (ahol nem jon fel a termék, illetve ahol feljon) be lehet
tajolni. Azonban ez a modszer csak numerikus kozelitést ad, nem lehet precizen meghatarozni a

minta denaturdcios hdmérsékletét, de finomabb felbontassal pontositani lehet ezt a kozelitd értéket.

A munka a specificitas vizsgalattal kezd6dott. A megtervezett és megrendelt primerek
koziil megnéztem PCR-rel és agardz gélelektroforézissel, hogy melyik ad egycsikos, specifikus
terméket. Amelyek megfeleltek az elvarasoknak, azokkal ismét elvégeztem egy reakciot PCR-rel,
¢s elektroforézist kdvetden izolaltam a mintakat a gélbdl és tisztitasi eljarassal megtisztitottam
oket. A purifikalt mintdk mar készen alltak a 3D-PCR-rel valo kisérletezésre, de elotte még meg
kellett higitani dket, mert eddig genomi DNS-t hasznaltam templatnak. A PCR-termékek sokkal
rovidebbek a genomi DNS-nél, ezért higabb allapotban kell alkalmazni dket.

A NT-mintak a probareakcio6 soran specifikus termékeket adtak, ebbdl feltételeztem, hogy
a késziilék megfelelden miikodik. Amikor azonban a NT és SFdUR-kezelt mintakat parhuzamosan
reagaltattam, nem jott az atiit6 kiilonbség a pozitiv kontroll mintak esetén (a negativ kontrolloknal
sem volt jelentds kiilonbség, de ott az volt a vart eredmény is). A 3pos(2) SFAUR-kezelt mintaja
feltinden aspecifikus terméket adott, mind szélesebb, mind finomabb hémérsékleti felbontas
esetén. El6szor arra gyanakodtam, hogy a higitaskor szennyezddott, ezért ujra higitottam, és egy
masik pozitiv mintat is hasznalva 0jra reakciot végeztem el vele. Az eredmény valtozatlanul

aspecifikus termék lett, de a masik pozitiv kontroll specifikus volt.

A 3pos(2) mindkét mintajat a fentiek fényében ujra kipreparaltam, azaz PCR-rel
amplifikaltam, elektroforézis utan izolaltam és tisztitottam. Emellett a 3pos(3) mintait is izolaltam,
arra az esetre, ha a 3pos(2) ezuttal is aspecifikus lenne. Higitas és 3D-PCR-rel val6 reakcid utan

ugyan specifikus lett valamennyi termék, de igy se lehetett latni jelentds kiilonbséget a NT és az
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SFdUR-kezelt mintak kozott. Ezért fontolora vettiik, hogy milyen problémak allhatnak a hattérben.
Az agar6z elektroforézis csak végpontmérést szolgaltat, a gélbe toltés €s a denzitometrias értékelés
nagy hibaforrast jelentenek, ahogy a koncentraciok meghatarozdsa és a millios nagysagrendi

higitas is. igy a kvantitativ PCR-hez, azaz qPCR-hez fordultunk.

A gPCR €16 képet ad a termék koncentraciordl egy, a termék szerkezetébe interkalalddo és
ekkor fényt emittalo festékanyagot érzékeld detektorok segitségével. Kettd negativ és kettd pozitiv
DNS-szakasz mintdit vizsgaltuk meg ezzel a modszerrel. El6szor a primerek hatasfokait
hataroztuk meg abbol, hogy a termékek hany ciklus utén jelentek meg. Mér itt volt kiilonbség az
egyes specimenek kozott. Van, amelyik rendesen reagélt, és egyféle terméket adott, de olyan is
akadt, ami nagyon furcsa eredményeket produkalt. A legigéretesebb mintakkal egy gradiens qPCR
miveletet is elvégeztem, ahol mintdkat reagéltattam egy megengedd hdémérsékleten, és a
restrikcids  hémérsékleten, ami kozel esik a numerikusan meghatarozott denaturacids
homérséklethez. Itt a megengedd homérséklethez képest a restrikcios hdmérsékleten a pozitiv
kontrollok termékei hamarabb jottek fel, mint a negativak. Hogy alatamasszam, hogy a mintak
PCR-hatékonysaga nem kiilonbozik szignifikdnsan, agaroz gélelektroforézisnek vetettem alad a
mintdkat. A restrikcids homérsékleten reagalt mintdk nem voltak teljesen specifikusak, de a
fotermékek azonos hosszusagtiak voltak a megengedd hdmérsékleti termékekkel. Ezzel, ha nem is
teljes bizonyossaggal, de sikeriilt megerdsiteni az SFAUR feltételezett C>T pontmutacids ratat

noveld hatasat. A méréseket tobb bioldgiai paArhuzamos minta analizisével szeretnénk pontositani.

Ezeket az els6é eredményeket, melyek a csoport munkajaban mindenképp uttérd Iépést
jelentettek, a jovoben nyilvanvaldan sziikséges lesz mas modszerekkel is megerdsiteni. Tovabba a

méréseket szeretnénk a masik TS gatloszerrel, az RTX-szel kezelt mintakra is kiterjeszteni.

51



IX.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

Irodalomjegyzék

Cooper GM. The Cell: A Molecular Approach. 2nd edition. Sunderland (MA): Sinauer
Associates; 2000. The Development and Causes of Cancer. The Cell: A Molecular
Approach. 2000.

Krokan HE, Drables F, Slupphaug G. Uracil in DNA - Occurrence, consequences and
repair. Oncogene. 2002.

Smith HC, Bennett RP, Kizilyer A, McDougall WM, Prohaska KM. Functions and
regulation of the APOBEC family of proteins. Seminars in Cell and Developmental
Biology. 2012.

Sarno A, Lundbak M, Liabakk NB, Arne Aas P, Mjelle R, Hagen L, et al. Uracil-DNA
glycosylase UNGL1 isoform variant supports class switch recombination and repairs
nuclear genomic uracil. Nucleic Acids Res. 2019;

Pettersen HS, Visnes T, Vagbe CB, Svaasand EK, Doseth B, Slupphaug G, et al. UNG-
initiated base excision repair is the major repair route for 5-fluorouracil in DNA, but 5-
fluorouracil cytotoxicity depends mainly on RNA incorporation. Nucleic Acids Res. 2011,

Visnes T, Doseth B, Pettersen HS, Hagen L, Sousa MML, Akbari M, et al. Uracil in DNA
and its processing by different DNA glycosylases. In: Philosophical Transactions of the
Royal Society B: Biological Sciences. 2009.

Lewis CA, Crayle J, Zhou S, Swanstrom R, Wolfenden R. Cytosine deamination and the

precipitous decline of spontaneous mutation during Earth’s history. Proc Natl Acad Sci U
S A. 2016;

Wolfenden R, Snider MJ. The depth of chemical time and the power of enzymes as
catalysts. Acc Chem Res. 2001,

Békési A, Holub E, Palinkas HL, Vértessy BG. Detection of genomic uracil patterns. Vol.
22, International Journal of Molecular Sciences. 2021.

Blackledge G. New developments in cancer treatment with the novel thymidylate synthase
inhibitor raltitrexed ('Tomudex’). Br J Cancer. 1998;

Lindahl T. Instability and decay of the primary structure of DNA. Nature. 1993.

Schaaper RM, Dunn RL. Spontaneous mutation in the Escherichia coli lacl gene.
Genetics. 1991;

Schaaper RM, Danforth BN, Glickman BW. Mechanisms of spontaneous mutagenesis: An
analysis of the spectrum of spontaneous mutation in the Escherichia coli lacl gene. J Mol
Biol. 1986;

Kreutzer DA, Essigmann JM. Oxidized, deaminated cytosines are a source of C — T
transitions in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998;

Roy-Burman S, Roy-Burman P, Visser DW. Studies on the effect of triphosphates of 5-

52



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

aminouridine and 5-hydroxydeoxyuridine on ribonucleic acid and deoxyribonucleic acid
polymerases. Biochem Pharmacol. 1970;

Purmal AA, Kow YW, Wallace SS. Major oxidative products of cytosine, 5-
hydroxycytosine and 5-hydroxyuracil, exhibit sequence context-dependent mispairing in
vitro. Nucleic Acids Res. 1994;

Purmal AA, Kow YW, Wallace SS. 5-Hydroxypyrimidine deoxynucleoside triphosphates
are more efficiently incorporated into DNA by exonuclease-free klenow fragment than 8-
oxopurine deoxynucleoside triphosphates. Nucleic Acids Res. 1994;

Feig DI, Sowers LC, Loeb LA. Reverse chemical mutagenesis: Identification of the
mutagenic lesions resulting from reactive oxygen species-mediated damage to DNA. Proc
Natl Acad Sci U S A. 1994;

Liu M, Schatz DG. Balancing AID and DNA repair during somatic hypermutation. Trends
in Immunology. 20009.

Navaratnam N, Sarwar R. An overview of cytidine deaminases. International Journal of
Hematology. 2006.

Salter JD, Bennett RP, Smith HC. The APOBEC Protein Family: United by Structure,
Divergent in Function. Trends in Biochemical Sciences. 2016.

Vértessy BG, Toth J. Keeping uracil out of DNA: physiological role, structure and
catalytic mechanism of dUTPases. Acc Chem Res. 2009;

Longley DB, Harkin DP, Johnston PG. 5-Fluorouracil: Mechanisms of action and clinical
strategies. Nature Reviews Cancer. 2003.

Papamichael D. The Use of Thymidylate Synthase Inhibitors in the Treatment of
Advanced Colorectal Cancer: Current Status. Oncologist. 1999;

Muramatsu M, Nagaoka H, Shinkura R, Begum NA, Honjo T. Discovery of Activation-
Induced Cytidine Deaminase, the Engraver of Antibody Memory. Advances in
Immunology. 2007.

Pearl LH. Structure and function in the uracil-DNA glycosylase superfamily. Mutat Res -
DNA Repair. 2000;460(3-4).

Lindahl T. Suppression of spontaneous mutagenesis in human cells by DNA base
excision-repair. Mutat Res - Rev Mutat Res. 2000;462(2-3).

Danenberg P V., Lockshin A. Fluorinated pyrimidines as tight-binding inhibitors of
thymidylate synthetase. Pharmacol Ther. 1981;

Hakala MT. Assessment of Growth-Limiting Events Caused by 5-Fluorouracil in Mouse
Cells and in Human Cells. Cancer Res. 1980;

Ding WX, Liu S, Ma JX, Pu J, Wang HJ, Zhang S, et al. Raltitrexed increases radiation
sensitivity of esophageal squamous carcinoma cells. Cancer Cell Int. 2019;

Luo Y, Walla M, Wyatt MD. Uracil incorporation into genomic DNA does not predict

53



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

toxicity caused by chemotherapeutic inhibition of thymidylate synthase. DNA Repair
(Amst). 2008;7(2).

Palinkas HL, Békési A, Rona G, Pongor L, Papp G, Tihanyi G, et al. Genome-wide
alterations of uracil distribution patterns in human DNA upon chemotherapeutic
treatments. Elife. 2020;

Nagy KK, Skurnik M, Vértessy BG. Viruses with u-dna: New avenues for biotechnology.
Vol. 13, Viruses. 2021.

Weil AF, Ghosh D, Zhou Y, Seiple L, Moira AM, Spivak AM, et al. Uracil DNA
glycosylase initiates degradation of HIVV-1 cDNA containing misincorporated dUTP and
prevents viral integration. Proc Natl Acad Sci U S A. 2013;110(6).

Muha V, Horvath A, Békési A, Pukancsik M, Hodoscsek B, Merényi G, et al. Uracil-
containing DNA in Drosophila: Stability, stage-specific accumulation, and developmental
involvement. PLoS Genet. 2012;8(6).

Kavli B, Otterlei M, Slupphaug G, Krokan HE. Uracil in DNA-General mutagen, but
normal intermediate in acquired immunity. DNA Repair (Amst). 2007;6(4).

Peled JU, Fei LK, Iglesias-Ussel MD, Roa S, Kalis SL, Goodman MF, et al. The
biochemistry of somatic hypermutation. Annual Review of Immunology. 2008.

Maul RW, Saribasak H, Martomo SA, McClure RL, Yang W, Vaisman A, et al. Uracil
residues dependent on the deaminase AID in immunoglobulin gene variable and switch
regions. Nat Immunol. 2011,

Nabel CS, Manning SA, Kohli RM. The curious chemical biology of cytosine:
Deamination, methylation,and oxidation as modulators of genomic potential. ACS
Chemical Biology. 2012.

Shi K, Carpenter MA, Banerjee S, Shaban NM, Kurahashi K, Salamango DJ, et al.
Structural basis for targeted DNA cytosine deamination and mutagenesis by APOBEC3A
and APOBEC3B. Nat Struct Mol Biol. 2017;24(2).

Roéna G, Scheer I, Nagy K, Pélinkas HL, Tihanyi G, Borsos M, et al. Detection of uracil
within DNA using a sensitive labeling method for in vitro and cellular applications.
Nucleic Acids Res. 2016;

Sang PB, Srinath T, Patil AG, Woo EJ, Varshney U. A unique uracil-DNA binding
protein of the uracil DNA glycosylase superfamily. Nucleic Acids Res. 2015;43(17).

Galashevskaya A, Sarno A, Vagbe CB, Aas PA, Hagen L, Slupphaug G, et al. A robust,
sensitive assay for genomic uracil determination by LC/MS/MS reveals lower levels than
previously reported. DNA Repair (Amst). 2013;

Ren J, Ulvik A, Refsum H, Ueland PM. Uracil in human DNA from subjects with normal
and impaired folate status as determined by high-performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry. Anal Chem. 2002;

Pettersen HS, Galashevskaya A, Doseth B, Sousa MML, Sarno A, Visnes T, et al. AID

54



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52,

53.

54,

55.

expression in B-cell lymphomas causes accumulation of genomic uracil and a distinct AID
mutational signature. DNA Repair (Amst). 2015;

Lari SU, Chen CY, Vertéssy BG, Morr¢ J, Bennett SE. Quantitative determination of
uracil residues in Escherichia coli DNA: Contribution of ung, dug, and dut genes to uracil
avoidance. DNA Repair (Amst). 2006;

Kow YW, Dare A. Detection of abasic sites and oxidative DNA base damage using an
ELISA-like assay. Methods. 2000;

Drohat AC, Jagadeesh J, Ferguson E, Stivers JT. Role of electrophilic and general base
catalysis in the mechanism of Escherichia coli uracil DNA glycosylase. Biochemistry.
1999;

Horvath A, Vértessy BG. A one-step method for quantitative determination of uracil in
DNA by real-time PCR. Nucleic Acids Res. 2010;

Stewart JA, Schauer G, Bhagwat AS. Visualization of uracils created by APOBEC3A
using UdgX shows colocalization with RPA at stalled replication forks. Nucleic Acids
Res. 2020;48(20).

Anderson MW, Schrijver 1. Next generation DNA sequencing and the future of genomic
medicine. Vol. 1, Genes. 2010.

Hu J, Li W, Adebali O, Yang Y, Oztas O, Selby CP, et al. Genome-wide mapping of
nucleotide excision repair with XR-seq. Nat Protoc. 2019;14(1).

Jiang L, Yin J, Qian M, Rong S, Zhang S, Chen K, et al. UdgX-Mediated Uracil
Sequencing at Single-Nucleotide Resolution. J Am Chem Soc. 2022;144(3).

Suspéne R, Henry M, Guillot S, Wain-Hobson S, Vartanian JP. Recovery of APOBEC3-
edited human immunodeficiency virus G—A hypermutants by differential DNA
denaturation PCR. J Gen Virol. 2005;

Stenglein MD, Burns MB, Li M, Lengyel J, Harris RS. APOBEC3 proteins mediate the
clearance of foreign DNA from human cells. Nat Struct Mol Biol. 2010;

55



X. Fiiggelék

50x TAE-puffer (1 liter):

o 2429 Tris

e 57,1 mljégecet

e 100ml0,5MEDTA

e desztillalt vizzel jelre tolteni
e pH 7,5-7,8 kozott

1x TAE-puffer (1 liter):

e 20 ml 50x TAE-puffer
e 980 ml desztillalt viz

Primerek adatai:

1neg(1)

F: GGTCTGGTTCGTTTCCTCACT
R: AACCATGGAGGAGCTGGTTC
Termék hossza: 646 bp

1neg(2)

F: TGGTCTGGTTCGTTTCCTCA

R: GAACCATGGAGGAGCTGGTT
Termék hossza: 648 bp

1neg(3)

F: TGTCCTTATTGGTCTGGTTCGT
R: AAGCTCGAGGTGGATTTGCT
Termék hossza: 600 bp

4negTS(1)

F: AGTCGTGTGTTGAGCTGCTA
R: GTCATGAGATGGCCTTAGAGGT
Termék hossza: 513 bp

4negTS(2)

F: GTCAGTCGTGTGTTGAGCTG
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R: TGGCCTTAGAGGTCATCTATTACA
Termék hossza: 507 bp

4negTS(3)

F: AGTCAGTCGTGTGTTGAGCTG

R: ATGTCATGAGATGGCCTTAGAGGT
Termék hossza: 519 bp

3negDUT(1)

F: GCAGCATTTGCTATGTGGACT

R: TGGTGGTGTGAAGAGATGTCAA
Termék hossza: 501 bp

3negDUT(2)

F: AAGCAAGGTCCATCTCCAGG

R: TTTATGAAGAAGGTAGAGGTGGCT
Termék hossza: 538 bp

3negDUT(3)

F: GTGATCAGCTGTCTCCCTCAG

R: GTTTATGAAGAAGGTAGAGGTGGC
Termék hossza: 508 bp

3pos(1)

F: ATTGGAACTTGGGGTGGGAC

R: AGTGTGCAGCATGAGAGGAG
Termék hossza: 648 bp

3pos(2)

F: GTGTCAAGGGTGAGCTCTGT

R: GGGATTGGCGAGGAAGAGTG
Termék hossza: 642 bp

3pos(3)

F: GTGAGCTCTGTGGCGGAAAT
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R: GTGCAGCATGAGAGGAGAAGT
Termék hossza: 614 bp

2pos(1)

F: CCAATTCTGCCGACAAAGGC

R: GCCTCCCTTCCAGTCAGAAC

Termék hossza: 620 bp

2pos(2)

F: CTGGACAAGGGAGAGGGACT

R: GACACTGTGGCAGTGAGTCAT
Termék hossza: 500 bp

2pos(3)

F: TTCTGCCGACAAAGGCAGT

R: GTGGCAGTGAGTCATCCTCT

Termék hossza: 537 bp

1pos(1)

F: CAGCCTCACAGCCCCATTTT

R: GATACGGATAGTCCATGCTTACAGT
Termék hossza: 581 bp

1pos(2)

F: CTCACAGCCCCATTTTTGATAGC

R: TGATACGGATAGTCCATGCTTACAG
Termék hossza: 578 bp

1pos(3)

F: TCCTAACCCCTAGTACCTGTGA

R: ACACTTAAAGGTAGCAATTTGGTGA
Termék hossza: 542 bp

2negA3B(1)

F: CGCAGAGTGAAACATCAGGAAG



R: AAGTTTGGGTGGTACCTGGC
Termék hossza: 552 bp

2negA3B(2)

F: GCAGAGTGAAACATCAGGAAGG
R: CCAAAGGAGATTTGAGCGGC
Termék hossza: 512 bp

2negA3B(3)

F: CAGGAAGGAATTGAGCTGAAAGG
R: AAGACCCCTGTGTCCCAAAG
Termék hossza: 512 bp
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