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III. Roviditésjegyzék

Rovidités Jelentés

5,10-MTHF 5,10-metiléntetrahidrofolat

AID Aktivacié indukalt citidin dezaminaz

APOBEC apolipoprotein B mRNA-szerkeszt0 enzim, katalitikus protein
CAPS puffer 3-ciklohexilamino-1-propanszulfonsav, puffer alapanyag
CRC vastagbélrak (colon rectal cancer)

dCTP dezoxi-citidin-trifoszfat

DNS dezoxiribonukleinsav

dsDNS kétszalu DNS

dTMP dezoxi-timidin-monofoszfat

dTTP dezoxi-timidin-trifoszat

dUMP dezoxi-uridin-monofoszfat

dUTP dezoxi-uridin-trifoszfat

dUTPaz dezoxi-uridin-trifoszfataz

E. coli Escherchia coli

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

ETBS pufter EDTA-s TBS puffer (“EDTA Tris Buffer Saline”)

ETBS-T puffer

Tween-20 detergenst is tartalmazé EDTA-s TBS puffer

bakterialis flagellin fehérjébdl szarmazo rovid peptid, affinitas cimkeként

FLAG hasznélatos

GST glutation-S-transzferaz

HRP Torma peroxidaz (“Horse Radish Peroxidase”)
Ni*-NTA nikkel-nitrilo-triecetsav

PBS fiziologias sokoncentracioju fosztat puffer

PMSF fenil-metil-szulfonil-klorid

RNS ribonukleinsav

SDS-PAGE Natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
ssDNS egyszali DNS




TAE

Tris, acetat, EDTA puffer

TBS puffer

crer

TBS-T puffer

Tween-20 detergenst is tartalmazd TBS puffer

TE puffer EDTA tartalmu Tris puffer

TS timidilat-szintaz

Tris Tri-hidroximetil-aminometan

UDG Uracil-DNS-glikozilaz enzimcsalad

UdgX Mikobaktériumban azonositott sajatos UDG
UNG Uracil-N-DNS-glikozilaz, a {6 UDG enzim




IV. Bevezetés

A dezoxiribonukleinsav (DNS) minden €16 szervezetben a genetikai informéciod
tarolasara, és tovabb Orokitésére szolgal. Alapvetden 4 féle bazisbol all, ezek a timin (T), az
adenin (A), a citozin (C) és a guanin (G), melyek sorrendisége hordozza a genetikai
informaciot. Ellenben minden szervezet DNS-e folyamatosan mutalodik, valtozik, karosodik.
Ez természetes, hiszen a DNS-t sok behatas éri akar a kornyezetébdl, akar direkt enzimatikus
hatasokbol.

Ebben a kutatdsban mi a DNS wuracil tartalmat vizsgaltuk. A DNS eldbbi rovidke
ismertetésébdl is kiolvashatd, hogy a DNS szabaly szerint nem tartalmaz uracilt. Ellenben
kiilonb6zo hatasokra, mint példaul oxidativ agensek hatasara keletkezhet uracil spontan is a
DNS-ben, amelyet aztan a hibajavitd mechanizmusok megprobalnak az eredetire
visszaallitani. A leggyakoribb ilyen mutacié a citozin dezaminalddas, amely bekdvetkezhet
mind spontdn, mind enzim katalizdlt modon. Ha ez kés6bb nem korrigalddik, ez
pontmutacidhoz vezethet, hiszen a citozin a guaninnal képez bazispart, mig az uracil a
timinhez hasonl6an az adeninnel.

Ugyanakkor ez a véltozas lehet “szandékos” is. Ilyen a “szandékossagot” figyelhetlink
meg az adaptiv immunvalasz soran bekdvetkezd hipermutacio soran. Az adaptiv immunvalasz
célja, hogy minél hamarabb megtalalja a megfeleld specifikus antitestet az adott kérokozo
antigénjeivel szemben. Ilyen esetben rendkiviil hasznos egy ilyen katalizalt mutacid sorozat
bekovetkezte, amely nagyon sokféle specifitasii antitestet fog eredményezni, melyekbdl
klonalisan kivélasztodhatnak azok, amelyek ténylegesen specifikusan felismerik az
immunvalasz soran bemutatott antigéneket.

A fenti folyamatban nagy katalizatorként nagy szerepet betdltd activation induced
DNA cytosine deaminase (AID), szintugy mint az enzim csalddjanak tobbi tagja, az
Apolipoprotein B mRNA Editing Cytosine deaminase (APOBEC) enzimek, szabalyozott
mukodése hasznos, ellenben kontrollalatlan aktivitasuk, akar rdkos elfajulas vagy tovabbi
tumorevolicid melegagya is lehet. A ridkos betegekbdl szarmazé genomszekvenalasi
adatokban kimutathat6 ezen enzimekhez kothetd muticiés mintdzat (1). Illetve arra is van
kisérletes adat, hogy a széleskorben alkalmazott rakellenes kemoterapids szerek bizonyos
helyzetekben képesek az APOBEC enzimcsalad tagjait rendellenes médon aktivalni, ami az
amugy 1is szétesett szabalyozasu tumorsejtekben tovabbi mutacidkhoz, igy felgyorsult
tumorevolocidhoz, attétképzddéshez, vagy akéar gyogyszerrezisztencia megjelenéséhez is

vezethet (2).


https://sciwheel.com/work/citation?ids=6592775&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10212131&pre=&suf=&sa=0

Az uracil tartalmi DNS azonban még mas sikokban is dsszefiiggésbe hozhat6 a rakos
megbetegedésekkel. Egyrészrol régota elterjedten alkalmazott rakterapias eljaras a timidilat
bioszintézisének gatlasa, amelyen keresztiil igy megnd a sejtbeli dezoxiuracil-trifoszfat
(dUTP) / dezoxitimin-trifoszfat (dTTP) ardny a sejtben, hiszen lecsokken a dTTP szintézise,
amely egyébként dUTP-bdI keletkezik. Azonban 1évén, hogy az uracil a timin analdgjaként
tud viselkedni igy a dTTP-ben hidnyt szenved6 sejt timin helyett uracil épit be a DNS-be, igy
jelentésen megnovelve annak wuracil tartalmat. A tlzott uracil szint felerdsitett mértéki
aktivizaciojat eredményezi a javitd mecanizmusoknak. Igy tehat a DNS-szintézis
akadalyozdsa mellett, a talzott javitdsok miatt felszaporodd szaltoréses koztitermékek
programozott sejthalalt valtanak ki a sejtb6l. Tudvan, hogy a rakos sejtek kiilondsen gyorsan
osztodnak, igy érthetd, hogy ez a stratégia miért is igazan hatékony ezek szaporoddsanak
gatlasara.

Masrészrdl azonban ismert, hogy a rakos sejtvonalak DNS-e jellemzden alulmetilalt.
Ez visszavezethetd a sejtbeli metildonorok alacsony szintjére, vagy akar altalanos hidnyukra.
Lehetséges igy akar az is, hogy emiatt a timidilat bioszintézis is kart szenved, hiszen ehhez a
folyamathoz is sziikség van metildonorra, és ez gyakoribb genomi uracil beépiiléshez vezet

Ebben a kutatasban két kollaboracids projektbdl szarmazé DNS minték uracilosodasat
vizsgaltam. Az egyikben kemoterapias szerrel kezelt hasnyalmirigy rak sejtvonalban a kezelés
soran rezisztenciat mutato sejtekben az APOBEC-ek indukalodasat mutattak ki - ezek nyoman
a DNS-ben megjelend wuracil tobbletet szerettik volna kimérni. A masik esetben
hiper-homociszteinémiat mutat6 betegek DNS mintédin vizsgéaltuk az esetleges uracilosodast.

A DNS-beli uracil kimutatasahoz egy megfelelden hatékony detektalasi eljarasra van
sziikség, amire a csoport évek Ota fejleszt kiilonbozé szenzorfehérjéket. Ezeket
gyogyszerkezelt rakos sejtekben megemelkedett uracil-szintek esetén sikerrel alkalmaztak
(3,4). Azonban a most vizsgalt mintdk pontos vizsgalatdhoz érzékenyebb szenzorfehérjék
sziikségeltetnek, amelyek termelése sem teljesen optimalizalt még. Ezért kutatdsom a
szenzorfehérjék eldallitasara ¢és tesztelésére  is kiterjedt. A kimutatdshoz sziikséges
bioszenzorok a sejt hibajavitd enzimjei kozil elmutalt, és a Prof. Vértessy Beata

kutatocsoportjaban eddig is hasznalt uracil-DNS-glikozilazok (UDG-k) koziil valok.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=3678783,13026157&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0

V. Irodalmi attekintés
1. A DNS-rol altalaban

A DNS egy polimer molekula, amely az ¢ldvildgban az genetikai informécio
tarolasara, ¢és orokitésére szolgal.

Monomere, a nukleotid harom tovabbi részre bonthatd: kozponti dezoxiribdz
molekuléra, egy foszfatcsoportra, €s egy nitrogén tartalmi szerves bazisra. A polimer gerincét
a dezoxiriboz-foszfat lanc adja. Minden monomer cukranak 5°-OH csoportja altal észteresitett
foszfatcsoport a kovetkez6 monomer 3’-OH csoportjaval képez foszfodiészter kotést, igy
kialakitva a hires kettds spiralis szerkezetet, amelyben a két cukor-foszfat gerinc egymassal
ellentétes iranyban fog elhelyezkedni, tehat ahol az egyiknek az 5’ vége talalhato, ott a masik
3’ vége, és forditva.

Azonban mind a szerkezetét, hdt még a feladatat tekintve fontos a 3. alkotorész, a
nitrogén-tartalmu szerves bazis. Ez a purin, vagy pirimidin vazas vegyiilet a dezoxiriboz 1’
szénatomjahoz kapcsolodik un. glikozidos kotéssel. A DNS-ben alapvetden 4 ilyen bazis
talalhaté meg: a timin, a citozin (pirimidin véazasok), az adenin és a guanin (purin vazasok).
Ezeknek szekezetiikbdl kovetkezden péarosodasi szabdlyaik vannak. A két szalban egy
pirimidin bézissal szemben mindig purin bazis helyezkedik el. Ezen kiviil a két szél
Osszekapcsolodasat hidrogénkotések stabilizaljadk. A timin és az adenin 2, mig a citozin és a
guanin 3 hidrogénkotés kialakitasara képes, igy egy adott bazissal szemben konkrétan csak
egy masik helyezkedhet el. Ezért a két szal bazissorrendje egymasnak komplementere lesz,
pontosabban a cukor-foszfat gerinc ellentétes irdnyultsagu lefutdsa miatt reverz
komplementere. A DNS kettds hélix szerkezete fordulatonként 10 bazisparbdl all, ennek
hossza 3,4 nm.

A genetikai jelentést is ezeknek a bazisoknak a sorrendje fogja kddolni, amely
informécio aztdn a centralis dogma szerint kifejezOdik fehérjék funkcidjdban, melyek
bonyolult biokémiai folyamatok lancolata révén biztositjdk a sejt alapvetd tulajdonsagait,
anyagcser¢jét, sejtciklusat, ingerekre adott valaszreakcidit. A centralis dogma elsd 1épése a
transzkripcid, amely sordn a DNS “értelmes” szélanak egy szakaszardl (gén) atirodik a
genetikai kod egy lényegesen rovidebb ribonukleinsav (RNS) molekulava, amely hasonlo
szerkezetl és felépitésti, mint a DNS, ugyanakkor egyes szalu. Az RNS-t is nukleotidok épitik
fel, de dezoxiriboz helyett rib6z a cukor egység, €s a négy nitrogén tartalmi bazis koziil a

timint az uracil helyettesiti. Ezért az 4atirodas is a DNS-ben megismert bazisparképzés



szabalyossagan alapul. Ezt fogja kovetni mar a sejtmagon kiviil a transzlacio, amikor a
riboszomak a transzfer RNS-ek (tRNS) kozvetitésével az RNS-rdl olvasott informaciot
leforditjak egy aminosav szekvencidra A riboszomakon szintetizalédott polipeptid elsédleges
szerkezete, az aminosav sorrendje tehat a genetikai informdci6 alapjan adott, mig a konkrét
haromdimenzids szerkezetiiket egy bonyolult feltekeredési folyamatban nyerik el. Az olyan
masodlagos szerkezeti elemek, mint az alfa-hélix, mar a riboszoma kivezetd csatornajaban
kialakulnak, a harmadlagos térszerkezetiiket pedig a riboszéma felszinén nyerik el, sokszor
dajka fehérjék kozremiikodésével. A “kész” fehérjék funkcioit ezen tal is szamos un.
poszt-transzlaciés médositds és mas fehérjékkel valo kolcsonhatas szabalyozza. Igy a sejtet
tulajdonképpen tekinthetjiik a makromolekuldk és kismolekuldk bonyolult tarsadalménak is.
A képet tovabb arnyaljdk a nem-kodolo RNS-ek is, melyeknek “sajat jogon” is van
valamilyen biokémiai funkciojuk, bar beldliik fehérje sohasem keletkezik. Ezek jelentdsége
mostanaban bontakozik ki a tudomany szamara.

Az 6roklédéshez elhanyagolhatatlan, hogy a DNS-t megkettézziik. Ezt a folyamatot
replikdcionak nevezziik. A folyamat soran a DNS kettds hélixe felnyilik, és a két szalnak
egy-egy masa képzodik. Ezutan a replikacids enzimek ujra 6sszezarjak a replikacios villat, €s
a folyamat végére két kiilondllo DNS molekulénk lesz, amelyek egymdésnak (tobbé-kevésbe)
pontos masai.a folyamat végére a két j DNS spirdl csak egyik szdla szarmazik majd az
eredetibdl, a masik az Ujonnan szintetizalodott szal lesz. Ezért nevezziik ezt a folyamatot

szemikonzervativ megkett6zddésnek.

2. A DNS karosodasa ¢s hibajavitasa

A DNS-t azonban szamos behatds éri, amelyek esetlegesen valtozasokat is
eldidézhetnek benne. Itt beszélhetiink akdr spontan a koOrnyezet hatasara, akar enzim
katalizalta folyamatokrol, de akdr a replikacid soran is csuszhat hiba a rendszerbe. Mi a
kovetkezOkben a DNS-ben megjelend és ott kanonikusnak nem tekinthetd uracil bazisra

kihegyezve jarjuk korbe a témat.

2.1.  Spontan citozin dezaminalddaés €s javitasa

Mind a citozin, mind az uracil, €s a timin is pirimidin bazis, melyek szerkezete és a
Watson-Crick bazisparokat kialakitdé H-kotéseik az 1. dbran lathatd. Arrol tehat kdnnyedén
leolvashat6, hogy a citozin atalakuldsa uracilla, avagy a metilcitozin atalakuldsa timinné

pontmutaciohoz vezet. Ez bekdvetkezhet spontan, de enzim katalizalt médon is.
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1. abra: A pirossal keretezett részek mutatjak a Watson-Crick bazisparokat kialakito csoportok a

pirimidin bazisokban. A szaggatott vonalak jeldlik a H-kotéseket. Az nyillal jelolt atalakulds mutatja a
citozin dezaminalodasat. Forras: Uracil a DNS-ben: hiba vagy jel? A dUTPaz szabalyozasa és egy

;.

ujonnan azonositott U-DNS nukleaz a Drosophila melanogaster

A citozin dezaminalédasa aerob ¢ldlényekben bekovetkezhet oxidativ agensek
hatasara. Ennek els6 1épéseként eldszor a citozin mddosul 5-hidroxicitozinnd. Ezutan tovabbi
oxidativ hatasra dezamindlodik, ¢és igy keletkezik beldle 5-hidroxiuracil, ami mar a
korabbiakban bazisparosodasi szabalyok értelmében pontmutaciohoz vezet.

Azonban mds mod is van még az emlitett muticid kialakuldsara. A hidrolitikus
dezaminacid soran a citozinbol uracil, mig ennek metildlt valtozatabol, az 5-metilcitozinbol
timin keletkezik. Ez gyakran lejatszodik spontdn moddon is, de az is eléfordul, hogy enzim
katalizaltan megy végbe.

A spontdn citozin dezaminalodas gyakorisdga lehetett az ok, ami miatt mar az
egyedfejlodés igencsak korai szakaszaban egy hatékony uracil-DNS javitds fejlodott ki.
Csaknem minden ¢él6lényben baktériumtol az emberig megtalalhatd az uracil-DNS
glikozilazoknak egy vagy akar tobb képviseldje is.

Emberben 4 féle UDG talalhaté meg, amelyek mind kivagjak a DNS-bdl az uracilt, igy
inicialva a baziskivagéasos javitds (BER) mechanizmusat. A kivagéas hatdsara egy abazikus

hely jon 1étre (AP), amelynél a DNS 5’ vége iranyban az AP endonukleazok elvagjak a DNS
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szal gerincét. Ezutan a folyamat kétféleképpen folytatddhat. Az Gn. rovid ut esetében egy
B-polimeraz kivagja az adott dezoxiribdz-foszfat monomert, és beilleszt egy megfeleld
monomert, a hatramarado6 szakadast a cukor-foszfat gerincen pedig a Ligaz III “befoltozza”. A
hosszi Gt sordn az AP helytdl kezdve egy polimerdz (e/0) helyettesitd szintézissel 2-8
nukleotidot épit be Ujonnan a DNS szdlba, majd a helyettesitett lelogd szélat a FEN1
endonukledz lehasitja. Ezt kovetden a Ligdz 1 pedig 0Osszekdti a DNS gerincét add

cukor-foszfat lancot.

Hibas bazis
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2. abra: A BER lehetséges utvonalai. Forras: Holub Eszter: Genom szintii uracil beépiilési mintazatok

vizsgalatara alkalmas szenzorfehérje tovabbfejlesztése és alkalmazasanak finomitasa (2020)

2.2.  Enzim katalizalta citozin dezaminaldodas a DNS-ben és ennek
biologiai szerepe

Erdekes, hogy a citozin dezaminalodas mutagén jellege ellenére, eukariotakban tobb
DNS citidin dezamindz enzim is megtalalhato, melyek éppen ezt a folyamatot katalizaljak.
Ezek az AID/APOBEC enzimcsaladba tartoznak, és kiilonféle sejtbeli funkcidkat latnak el.
Emberben 11 ebbe a csaladba tartozo fehérjét kodold gén van: AID, Al, A2, A3A, A3B,
A3C, A3D, A3F, A3G, A3H ¢és A4 (5). Ezek mindegyike valamilyen mddon az éldlény
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védelmében fejtik ki a hatasukat, habar még nem mindegyik enzim funkcidja van teljesen
tisztazva. Példaul az AID-nek jelentds szerep jut az adaptiv immunitds kialakitdsdban. Az
aktivalodott B-sejtekben az antitesteket kodoldé DNS szakaszok elmutaldsaval javito
mechanizmusokat indit be, amelyek esetleg még tobb hibat vétenek. Ez a jelen esetben
igencsak elény0s, hiszen a B-sejtek célja minél tobbféle affinitast 0 antitestet kiiiltetni a
membranjukra. Mivel ily modon rengeteg 1j antitest képzddik, igy az esély is megnd, hogy
hamar meglesz a megfeleld antitest a bemutatott antigénre. A hatékony antigént bemutato
B-sejt ezutan klonalisan felszaporodik, €s kezdetét veszi az antitest nagymértékii legyartasa a
koérokozé semlegesitése végett.

Az APOBEC enzimeket eldszor RNS szerkesztd funkciojuk kapcsadn azonositottak,
majd tobbjlik esetén egyszali DNS-en vald aktivitdsukat is kimutattdk (5). Az RNS
szerkesztési funkcidjuk révén a genetikai informacié valtozatossagat nem a DNS szinten
oroklédé modon novelik, de atmeneti jelleggel, az adott sejt adott allapotaban jelentkezd
kihivasaihoz rugalmasan alkalmazkodva teszik ezt. Az RNS szerkesztésben persze nem

csupan csak az APOBEC enzimek, de mas enzimcsaladok is aktivan résztvesznek (6)

3. Timint helyettesitd uracil beépiilesének elkeriilése - “preventiv
DNS javitas”

Arr6él mar esett sz6, hogy az RNS-ben az uracil a DNS-beli timin analdgjaként
funkcional. Tehdt a DNS-be esetlegesen beleépiild uracil nem okozna jelentésvaltozast,
azonban ez normalis koriilmények kozott egyébként is csak nagyon ritkdn eshet meg az
alacsonyan tartott dUTP/dTTP arany miatt. Ezen arany kialakulasa a timin bioszintézis¢hez
kapcsolodo két enzim, a timidilat-szintdz (TS) és a dezoxiuracil-trifoszfataz (dUTPaz),
miikodésének kdszonhetden jon 1étre.

A dUTP/dTTP arany megfeleléen alacsonyan tartasaért egyrészrol a dUTPaz felel,
amely katalizalja a dUTP elbomldsat dUMP-vé ¢és inorganikus pirofoszfatta. A dUMP-t
azutan a TS metilalja 5,10-metiléntetrahidrofolat (MTHF, 3. abra) metildonorrdl szarmazé
metil-csoporttal, igy 1étrehozva a dTMP-t. Az MTHF ebben a reakcioban Un. ko-szubsztrat,
ami azt jelenti, hogy ugyanugy atalakul, mint a “f6” szubsztrat, és a recirkularizacidjahoz
tovabbi enzimek sziikségesek (vO. folatciklus, 3. abra) (9). Ezt ezutdn a bazisfiiggetlen
kinazok 4atalakitjak dTTP-vé (dTDP-n keresztiil), amely mar igy kész a DNS-be valo

beépiilésre. Az eldbbi folyamattal meg természetesen egyensulyt tart a bazisfiiggetlen
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foszfatazok defoszforilaldé miikddése, tehat ezek bontjdk el a dTTP-t dTDP-re, majd azt
dTMP-re.

Azonban ha az uracil mégiscsak beéplilne (mert példaul valamilyen oknal fogva
megemelkedik a dUTP/dTTP ardny), akkor habar analdég béazisnak mindsiil, de mégis az
uracil-N-DNS-glikozilaz (UNG), és feltehetden még az egyszalit DNS szelektiv egyfunkcios
DNS glikozilaz (SMUGT!) aktivitdsa miatt hibaként értelmezddik, és ezek inicidljak a javitd

mechanizmusokat.

dUTP dTTP

TAS-114, Sti
D e |
dUTPaz

g dUDP dTDP

X
UDP I 5Fd_L]l-R, RTX I

dCMP—PdUMPﬁP dTMP

DCDT
MTHF DHF
SHMT\ A/DHFR
THF T

MTX

3. abra (10): A timidilat bioszintézis és kapcsolt utvonalai.

Az abran lathato, hogy a cukor redukalodasa az UDP ribozaval fog megtorténni. Ez a ribonukleotid
reduktaz (RNR) enzim hatasara alakul at majd dezoxiribozza, igy dUDP-t képezve. Az abran minden
nyil valamilyen enzim hatasara lejatszodo atalakulast jelol. A nem jeldlt nyilak, azok az egymassal
egyensulyt tarto abazikus foszfatazokat és kinazokat jelolik. A dUDP-b6l dUTP, illetve dUMP
keletkezhet. A dUTP jelentds része a dUTPaz enzim hatasara hatasara atalakul dUMP-vé. Ellenben az
sem kizart, hogy ez beépiil a DNS-be egy polimeraz segitségével. A dUMP a fentiek mellett még
keletkezhet dCMP-bdl is egy dCMP dezaminaz (DCDT) hatasara. A dUMP-b6l a TS katalizisa altal
keletkezik dTMP, ami azutdn két 1épésben atalakul dTTP-vé. A TS miikddéséhez azonban sziikség van
az 5,10-metiléntetrahidrofolat (MTHF) metildonorra. Ez a koszubsztrat dihidrofolatta (DHF) alakul at
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a reakci6 soran. Ez a dihidrofolat reduktaz (DHFR) hatasara alakul at tertrahidrofolatta majd az tovabb
alakulva a hidroximetil transzferaz kozremtikddésével 0jra 5,10-MTHF-t képez. A pirossal jelolt
anyagok az adott enzimek gatldszerei, ezek koziil csak a methotrexat (MTX) van klinikai

alkalmazasban.

A Genom metabolizmus kutatocsoportban mar régéta foglalkoznak a dUTPézzal.
Vizsgaltdk az enzim szerkezetének és funkciojanak dsszefliggéseit, elsésorban egy hatékony
szelektiv gatloszer kifejlesztésének céljabol (11-13). Emelett a TS legatalasaval uracilosabba
valéo DNS uraciltartalmanak mennyiségi meghatarozasaval ¢és az uracilosodés eloszlasaval a

sejtmagban is foglalkoztak (4).

4. A timidilat bioszintézis gatlasa, mint rakterapias stratégia

Amint az el6zéekben lathattuk, a DNS-beli uracil a javitd6 mechanizmusok
aktivalodasat valtja ki. Ezek talmikodése viszont a genom integritasat veszélyezteti:
emelkedett dUTP/dTTP arany esetén az uracilbeépiilés a javito szintézis soran megismétlodik,
a szaltoréses koztitermékek felhalmozodnak, ami iddvel a sejtet programozott sejthalal Gtjan
jo0 eséllyel elpusztitja. Ezért régdta hasznalt rakterapids stratégia az, hogy a DNS uracil
szintjét megnoveljik a dUTP/dTTP arany megnovelésével. Ezt pedig a két kulcsenzim
valamelyikének, vagy mindkettd egyiittes gatlasaval érhetjik el (3. abra). Hiszen a TS
gatldsaval egyszerlien nem metildlodik a dUMP, és igy a dTMP hidnya révén hamar a dTTP
mennyisége is lecsokken. A dUTPaz gatlasaval pedig a dUMP szintje csokken, s egyuttal
tobb dUTP is marad, és ezért csak kevés dUMP-bOl képzodhet dTMP, tehat a természetesnél
megint csak kevesebb lesz a dTTP mennyisége a sejtben.

A klinikai gyakorlatban elterjedten hasznalt TS gatld szere a nukleotid analdg
fluoro-uracil szarmazékok, ill. az antifolat raltitrexed (14,15). Ezenkiviil alkalmazzak még a

folat ciklust altalanosabban gatlé antifolatokat is, ilyen példaul a methotrexat (16).

5. Nukleotid anyagcsere zavarok kiilonbozo betegségek hatterében

Mar elhangzott, hogy példaul a timin szintéziséhez sziikségeltetik egy metil-donor (1d.
3. dbra, MTHEF, folat ciklus). A sejtbeli metildonor anyagcsere egy komplex rendszer, szamos
bioszintetikus utban fontos szerepet jatszik, igy egyes aminosavak és nukleinsav bazisok
(purinok ¢€s a timin) bioszintézisében, valamint a DNS metilacioban is (4. abra). Ezért az

ebbéli zavar a sejt normalis homeosztadzisanak felboruldsit eredményezi, igy példaul a
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dUTP/dTTP arany felborulasat is, vagy éppen a DNS alulmetilaltsagat, ami a tumorokra
kiilondsen is jellemzd (17,18). A metildonor anyagcsere egyfajta felboruldsat jelzi a
homocisztein megemelkedett szintje, ezt a tiinetegyiittest nevezziik

hiper-homociszteinémianak.

_ DHFR
DHF ’
dTMP
Folsav
Szerin THF/
TS
Met :
Glicin </ SHMT \
B12 Vitamin SAM
5,10-MTHF " o
dUMP NAD(P)H Metionin- £ Metilaciés
szintaz metabolizmusok
MTHFR
AD(P)+ Hcy SAH
Purin . —
5-MTHF Szerln—)l

Cisztein

4. abra: A timidilat bioszintézis kapcsolata a metil-donor anyagcserével. A dUMP-bdl a TS hatasara
keltkezik dTMP, amely enzimnek az 5,10-MTHF a kofaktora. Ez a folamat sora DHF-¢ alakul, amely
aztan a DHFR hatasara THF-¢ alakul. A THF folsavbol (B, vitamin) keriil be a rendszerbe. A THF-t az
SHMT alakitja at 5,10-MTHF-¢, amivel kapcsoltan egy szerinbdl glicint alakit. Az 5,10 MTHF
azonban még fontos metil-donor a purin eldallitasdban is. Azonban az 5,10-MTHF-t (ebben a
ciklusban maradva) a metiléntetrahidrofolat reduktaz alakitja tovabb 5-metiltetrahidrofolatta, amely
kozben sziiksége van egy nikotinamid adenin dinukleotid oxidalasara (foszfat) (NAD(P)) is. Az
5-MTHF kapcsoltan alakul 4t a homociszteinnel (Hcy) B,, vitamin jelenlétében a metionin-szintaz
hatasara. Az el6bbibdl Gjbol THF, mig az utdobbibdl metionin (Met) képzddik. Ez azutan (természetsen
1épésenként enzimkatalizis hatasara) el6szor S-adenozil-metioninnd (SAM), majd
S-adenozil-homociszteinné (SAH) alakul at. Ezek is fontos metil-donorok példaul a
DNS-metilacidjaban. A SAM azutan visszaalakul Hcy-né. Ez utébbi még kiindulési anyaga a cisztein
képzddésének, (amely szerin hatdsara megy végbe). Forras részben innen: Paro R, Grossniklaus U,

Santoro R, et al. Springer; 2021.Chapter 9, Epigenetics and Metabolism.

Ez sokféle betegséggel Osszefliggésben megjelenhet. Rakos tumorokban (19), sziv- és
érrendszeri megbetegedések kockazatat noveli (20-22), vesebetegségekkel is bizonyitottan

Osszefiiggésben all (23), és sulyos COVID megbetegedések esetén is rizikofaktornak
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mindsitették (24,25), de még az Alzheimer- €s a Parkinson-korral is asszocidlhatd (26,27).
Tobb esetében mint diagnosztizaciés marker hasznalhato.

A hiper-homociszteinémia visszavezetheto a B, a B,
(5,10-metiléntetrahidrofolat(5,10-MTHF)) ¢és a B,, vitaminok hidnydra. Ezek koziil az
5,10-MTHF a kofaktora a TS-nek, ami miatt tehat konnyen érthetd, hogy a timidilat
bioszintézis mitkddése is sériil, igy eldsegitve a DNS uracilosodasat, hiszen megnd a
dUTP/dTTP arany. Ez tovabb mutéalhatja a sejtet, vagy szélsOséges esetben annak halalat

valthatja ki a mar targyalt modon.

6. Enzimatikus citozin dezaminalas kontrollalatlan aktivaldodasa

kemoterapidban

Mindazonaltal, hogy az AID/APOBEC enzimcsalad a sejt szdmara rengeteg esetben
hasznos, €s elonyt is biztosit ezaltal az ¢161ény szamara, szamos veszélyt rejt magaban.

Erthet§ természetesen, hogy a kiilonbozé nukleinsavak informacio tartalma feletti
nagymértéki szerkesztési szabadsaguk megfeleld szabalyozas nélkiil rendkiviil veszélyes.
Konnyedén eldidézhetnek karos elvaltozasokat, amely aztdn mint egy dngerjesztd folyamat
egyre tobb és tobb muticiot fog eredményezni, igy kialakitva végiil daganatokat, akéar
metasztazisokat is (1). Az dngerjesztést legjobban gy érthetjiik, hogy mar egy amugyis sériilt
szabalyozasu sejtben bekdvetkezd tovabbi elvaltozasok tovabbi szabalyozatlan miikodést
eredményezhetnek. Végezetil pedig minél tobb muticido 1ép fel, anndl nagyobb a
valészinlisége egy rakos elvaltozasnak. Az AID/APOBEC enzimek pedig ezt a
tulajdonképpeni mikroevoluciot segitik, hiszen rendeltetésiik is a nukleinsavak szerkesztése,
de megfeleld regulacio nélkiil, elszabadulva, csak Gjabb és tjabb mutacidkat fognak eldidézni,
amelyek altal aztdn az egyes tumorsejtek tovabbi eldnydkre tesznek szert, és ezaltal
elterjednek a tumorban, az “lemaradottabb” tumorsejteket kiszoritva.

A fentiekre bizonyiték a tumorokban fellelhet6 APOBEC-ekre jellemzd mutacios
mintazat (1). A mutacios mintazatokrol késziil adatbazisban, a COSMIC adatbazisban 4 olyan
mintdzat is taldlhat6, amelyek feltehetdleg az AID/APOBEC enzimek aktivitdsanak
kovetkeztében jonnek 1étre. Ezek a kovetkezdek: SBS2, SBS13, SBS84 ¢s SBS85 (COSMIC
SBS - Mutational Signatures).

Az elébb mar beszéltem a tumorprogresszioban vallalt szerepiikrél az AID/APOBEC

enzimcsaladba tartozd proteineknek. Legljabban azt is kimutattak, hogy egyes kemoterapids
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szerek hatasara APOBEC enzimek is aktivalodnak (2). Ezen aktivacidjuk nyomén
gyogyszerrezisztencia alakul ki, a fentebb targyalt felgyorsitott evolucios ut altal.

Tovabba Grant Brown kollaboral6 partneriink €s csoportja kimutatta, hogy az A3C és
A3D feltehetdleg felelds a gemcitabin rakterapids szerrel kezelt hasnyalmirigy rakos
sejtekben a gyogyszerrezisztencia kialakuldsaért (kézirat publikalas alatt). A kutatasuk soran
eloszor észrevették, hogy gemcitabinra rezisztenssé vald hasnyalmirigyrdkos (Pancreatic
Ductal Adenocarcinoma, PDAC) sejtekben az apobec3c €s az apobec3d gének aktivaldodnak.
Masodjara rajottek arra, hogyha ezeket a géneket kiiitik, akkor megsziinik a
gyogyszerrezisztencia. EbbOl kovetkeztetve azt feltételezték, hogy a gemcitabin beépiilése
révén megallitott replikdcios villa Ujrainditasanak segitje lehet a citozin enzimatikus
dezaminalasabdl szadrmazo6 uracil, amely a javitéfolyamatok bekovetkeztét indukalja. Ezt
alatdmasztando azt is kimutattdk, hogy a rezisztenssé valt sejtekben az elakadt replikacios
villak szdma valdban lecsokkent. Az A3C és A3D enzimek nyomén a replikacids villdkban
megjelend uracil kimérése volt a munkéban a mi feladatunk, amiben a jelen TDK munka

soran részt vehettem.
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VI. Célkitiizés

A DNS uracilosoddsa, mint az eldbbiekben lattuk, szamos esetben bioldgiai
jelentdséggel bir. Azért fontos megértenlink ennek a hatterét, mert talan kulcsa lehet egyes
megbetegedések megeldzésének, vagy megfeleld gydgyitasanak. A dolgozatban kétféle
biologiai rendszerben vizsgéaltam meg a genomi uracilosodast: egyrészt gemcitabin kezelésre
rezisztenssé valo hasnyalmirigyrdk sejtek esetén, ahol enzimatikus citozin dezaminalast
feltételeztek, masrészt vastagbélrdkos paciensek szovetmintaibol izolalt DNS-en, ahol
hiper-homociszteinémia tiinet altalanos metildonor hianyt feltételez. Azonban ezen esetekben
nem varhato tal nagy genomi uracilszint ndvekedést, ezért a megméréséhez sziikséges egy
hatékony uracil-DNS meghatarozasi metodus kialakitasa. Prof. Vértessy Beata Genom
metabolizmus kutatdcsoportjaban el6zdleg kifejlesztettek tobb uracil-DNS-t felismer6 fehérje
konstruktot is, amelyeket eddig is hasznaltak magas uracilszintek mérésére. Tovabba jelenleg
is folyik olyan konstruktok, illetve finomitott csepp blot protokollok kidolgozasa, amelyekkel
érzékenyebben ¢€s specifikusan tudunk alacsony uraciltartalmi mintakat is mérni. Azonban
ezen szenzorok eldallitasa €s tisztitdsa kordntsem optimalis meég..

TDK munkdm sordn egyrészt a csoportban mar uracil-DNS kimutatdsra hasznalt
szenzor konstruktok hatékonyabb eldallitasat, kiprobaldsat, masrészt a kollaboracidkban
kapott betegmintakban ¢€s betegség modellekben a genomi uracil mennyiségi meghatarozasat
tliztem ki célul.

e AVBIOI sejtekben termeltetett €s in vivo biotinilalt Avi-AUNG fehérje konstrukt
tisztitasa.

e BL21 ung- sejtekben termeltetett Avi-AUNG, illetve GST-Avi-UdgX konstruktok
tisztitasa €s in vitro biotinilalasa

o Az elballitott szenzorok tesztelése alacsony uracil tartalmu mintdkon csepp bloton.

e Betegmintdk: joindulatd vastagbél szdveti daganatok, és ugyanezek egészséges
biopszias mintai, valamint teljes egészségnek drvendd egyének ugyanilyen biopszias
szovetmintai (Molnar Béla, SOTE, Belgyogyaszati Klinika & 3DHisTech Kft.)

e Gemcitabinnal kezelt mutans (apobec3c, apobec3d, ung génkiiitétt (KO))
hasnyalmirigyrak sejtvonalbdl izolalt genomi DNS (Grant Brown & Tajinder Ubhi,
Torontdi Egyetem, Kanada)

A kétféle mintarendszeren, a kozépiskolds TDK munka keretében konkrétan altalam

végzett csepp blot kisérletek természetesen nem fedik le a kérdések megvalaszolasdhoz
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sziikséges, illetve elvégzett blotok teljességét. A méréseimet ezért egy szélesebb
Osszefiiggésbe helyezve fogom targyalni, de minden esetben vilagosan jelzem, hogy hol volt

sajat a mérés, €s hol mutatom mas csoporttagok altal végzett kisérletek eredményét.
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VII. Anyagok és modszerek

1. Vizsgalt mintik és alkalmazott uracil-DNS szenzorok

1.1.  Gemcitabinnal kezelt mutans (apobec3c, apobec3d, ung génkiiitott
(KO)) hasnyalmirigyrak sejtvonalbol izolalt genomi DNS (Grant
Brown & Tajinder Ubhi, Torontéi Egyetem, Kanada)

Biological replicate |

'\f‘, '\"b '\’b( '\'03 '\'b ’\‘.\ \i\ '\g’ '\9 '\:\Q '\I\\ \3\"1' '\:{b '\:\bk '\"\% '\I\b ’\'(\ '\:{b '\I\CB '\'q/Q )\l)\
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Biological replicate Ill
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5. abra: A kollaboral6 partneriink a sejtvonalakbol RNaz kezeléssel kiegészitett ... (Quiagen)
eljarassal izolalta a genomi DNS mintakat, amelyek mindségét aztan 1% agaroz gélelektroforézissel
jellemezte. A mintak kezeletlen és gentamicin kezelt, génmodositott PDAC sejtvonalakbol
szarmaznak, kétféle kezelési id6 és dozis mellett (1. Tablazat). A négyféle génmodositasra (ung™”,
ung’" apobec3d’”, ung" apobec3c’, ung”" apobec3d" apobec3c’) vonatkozdan a mintdkat

randomizaltan kaptuk dsszesen 3 bioldgiai replikatumban.

) ogyszer e an s

Minta Eyosy , ., [kezelésiid6  |genetikai hattér
koncentracio

Kezeletlen 0 0 ung’”
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gyogyszer

Minta Koneentracio kezelési id0  |genetikai hattér

Kezeletlen 0 0 ung™”

Gemcitabin kezelt 500 nM 24 h ung”

Gemcitabin kezelt 1 uM 24 h ung”

Gemcitabin kezelt 500 nM 72 h ung”

Gemcitabin kezelt 1 uM 72 h ung”

Kezeletlen 0 0 ung”" apobec3d’”
Gemcitabin kezelt 500 nM 24 h ung”" apobec3d”
Gemcitabin kezelt 1 uM 24 h ung”" apobec3d”
Gemcitabin kezelt 500 nM 72 h ung”" apobec3d”
Gemcitabin kezelt 1 uM 72 h ung” apobec3d”
Kezeletlen 0 0 ung”” apobec3c™”
Gemcitabin kezelt 500 nM 24 h ung”" apobec3c”
Gemcitabin kezelt 1 uM D4 h ung” apobec3c™”
Gemcitabin kezelt 500 nM 72 h ung’” apobec3c™
Gemcitabin kezelt 1 uM 72 h ung""apobec3c™

Kezeletlen 0 0 ung”” apobec3d’- apobec3c™”
Gemcitabin kezelt 500 nM 24 h ung”" apobec3d” apobec3c™
Gemcitabin kezelt 1 uM 24 h ung”" apobec3d’" apobec3c”
Gemcitabin kezelt 500 nM 72 h ung”" apobec3d” apobec3c™
Gemcitabin kezelt 1 uM 72 h ung" apobec3d" apobec3c™
5-fluorouracil kezelt 50 uM 24 h ung’”

1. tablazat:

Egy biologiai replikdtumhoz tartozé mintak jellemzoi.
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1.2.

Betegmintdk: joindulata vastagbél szoveti daganatok, €s ugyanezek

egészséges biopszids mintai, valamint teljes egészségnek Orvendd

egyének ugyanilyen biopszids szdvetmintai (Molnar Béla, SOTE,

Belgyogyaszati Klinika & 3DHisTech Kft.)

Nanodrop Qubit
2000 ng
Minta Qubit
Mintanév| tipus [Megjegyzés| ng/ul 260/280 | 260/230 ng/ul alapjan
egeszséges
39NEG |[BDNS |biopszia  {46,00 1,96 2,43 48 41,7
egeszséges
40 NEG [BDNS |biopszia  [23,00 1,90 2,12 23 87,0
egeszséges
56 NEG |BDNS |biopszia  [20,00 1,91 2,19 21 95,2
42 NAT |BDNS AT-AD 29,40 1,82 2,44 24 83,3
42 AD B DNS  |par 39,70 1,95 2,35 54 37,0
86 NAT |B DNS NAT-AD 134,00 1,87 1,97 82 24,4
86 AD B DNS  |par 135,00 1,90 2,42 100 20,0
108 NAT B DNS NAT-AD 47,90 1,83 1,78 39 51,3
108 AD [BDNS  |par 30,90 1,83 1,98 25 80,0

2. tablazat: A vizsgalt mintak altalanos jellemz6i. A NAT-AD minta parok egy joindulata

vastagbéldaganatos beteg (adendma, AD) és egészséges (NAT) szoveteibdl szarmazo biopszias

1.3.

mintak.

Uracil-DNS szenzorok

A csoportban tobbféle bioszenzort is fejlesztettek, melyek a DNS uracil szintjének

megmérésére hasznalhatok. Ezek az ¢l6

sejtben is mikodd javitd enzimek kissé

megvaltoztatott, mutans formadi, amelyek a DNS-b&l immaron mar nem vagjak ki az uracilt,

ellenben erésen hozzakotnek. Emellett tartalmaznak még kiilonbozo,

a hatékony

tisztitasukhoz ¢és kimutatasukhoz sziikséges aminosav szekvencia részleteket, in cimkéket.

fgy egyiitt alkalmassa valnak a genomi DNS kvantitativ kimutatasara.
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'D154N’ "H277N'
His6X | |

3XFLAG deltaUNG
21 43 279
'D1?4N‘ 'HZTTN' 268
Ayitag deltaUNG HisbX
17 273
Thrombin
His6X
| [ LAG UdgX
35 255
22
FLAG
Avitag| UdgX
38 248
Thrombin
246
FLAG
GST Avitag| UdgX
1 2|24 262 472

6. abra: Uracil-DNS szenzorok domén ¢€s szerkezeti abra
A AUNG konstruktokon kék szinnel van jeldlve a két pontmutacio, és azok helye az eredeti
fehérjében. (A vadtipusu fehérje elsé 84 aminosavat, mely mas fehérjékkel valo kolcsonhatasért
felelds, eltavolitottak, ezért a szenzor konstruktban mar mas a szamozas)

A fehérjékben vildgoskékkel van jelolve a His-cimke, a FLAG szekvencia narancssargéaval, az Avitag
pedig zolddel. Az utols6 UdgX fehérjén talalhatd egy GST cimke (1-224) A FLAG cimke ugyanezen a
fehérjén a 262. aminosavnal fejezddik be, az egész konstrukt pedig 472 aminosav hosszasagu. Az 1.
UdgX szenzor tartalmaz egy trombin vago helyet, emellett egy trombin vagé hely talalhatdo még a GST
¢s az UdgX kozott is. A konstruktok szekvencidi a Fliggelékben talalhatoak.

1.3.1. Inaktiv UNG alapa konstruktok: flag-AUNG  ¢és
(biotin)Avitag-AUNG

A csoportban mar régota foglalkoznak ezzel a szenzorral és magas uracil tartalmi
mintakon sikerrel is alkalmaztak ezeket (3,4).

Az eredeti fehérje N-terminalisatdl szamitott 84 aminosavbdl allo részét eltavolitottak,
ez volt felelos tobbek kozott a replikacios fehérjével valo kolcsonhatas kialakitasaért. Ezzel a
céljuk az volt, hogy csokkentsék a konstrukt aspecifikus kotddését mas fehérjékhez. A
AUNG-ban ezen feliil kettd pontmutacid is megtaldlhatd, amelyek a fehérje inaktivitasért
felelnek (, hogy ne vagjak ki az uracilt a DNS-bdl, hanem hogy ahhoz kotve ott maradjanak).
Az eredeti proteinben a 154. helyen taladlhatd aszpartatot aszparaginra (D154N), mig a 277.
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aminosavként szerepld hisztidint is szintugy egy aszparaginra cserélték (H277N) (a pontos
szekvencia a Fliggelékben talalhat6).

Az 6. dbran kétféle AUNG fehérje van feltiintetve, és én is foglalkoztam mind a kettd
eldallitasaval, elualasaval, alkalmazisaval. Az elsdn az N-termindlis felé elhelyezkedve
talalhatunk egy His-cimkét, amelynek a fehérje elvalasztasakor az oszlopkromatografiaban
lesz majd szerepe (Ni*-NTA gyanta). Szintén ezen a végen talalhaté még a 3x-FLAG cimke,
amely a fehérje felismeréséhez, €s kimutatasdhoz sziikséges a csepp blot mérés soran. Az
eljaras keretében eldszor egy egérben termeltetett anti-FLAG antitestet csatolunk majd ide,
majd egy ezt felismer6 masodlagos antitestet, amely egy Un. torma peroxiddz (HRP)
enzimmel van konjugilva. Az igy elkészitett “szendvics” mar készen all a kimutatési
reakciora: a HRP megfeleld kismolekulas szubsztratok atalakitisaval ugyanis 1n.
kemilumineszcens fényjelet produkal, amit le tudunk fot6zni.

A masodik AUNG fehérje Avitaggel van ellatva, amely az N-terminalison helyezkedik
el. Az Avitag egy olyan szekvencia, amit a BirA nevii biotin ligdz enzim felismer, és a 15.
fehérjék enzimatikus a baktériumsejtekben az expresszio folyaman. A bioitinilalt konstrukt
hasznalata elviekben azért lenne elénydsebb, mert ehhez elegendd csak egy “ellenanyagot”
(valamilyen avidin szdrmazékot) csatolni, nincs sziikség masodlagos antitestre. Ez tobbek
kozott kisebb méretet, eggyel kevesebb disszociacids lehetdséget, €s ennélfogva jobb
kotddést, kimagaslobb pontossagot jelentene. Mindemellett a biotin-szteptavidin kotddése is
meglehetdsen erds (Kd=~10"" M). A 6 db hisztidint tartalmazé His-cimke itt a C-terminalison

kapott helyet.

1.3.2.  Udgx alapt konstruktok: flag-UdgX ¢és (biotin)Avi-UdgX

Az UdgX egy Mikobaktériumbdl izolalt UDG-fehérje, mely eukariotdkban, igy
emberben sem taldlhatd meg (28). Ennek a fehérjének a specialitdsa az , hogy az uracilt
kivagja, és helyére kovalensen odakot a DNS-hez. Ez a csoport kutatdsainak szemszogébol
nézve igencsak eldny0Os tulajdonsag, hiszen igy nem kell szdmolni a szenzor DNS-r6l valo

Az 6. abran az UdgX alapt szenzorok 3 valtozata lathat6. Az elsé N-terminalisan egy
His-tag ¢és egy 3x-FLAG-tag taldlhatdo, a 3x-FLAG-AUNG konstrukthoz hasonldan.
Ugyanakkor (ijabb publikaciokban kimutattik, hogy a His-cimkés fehérje Ni**-oszloprol
imidazollal torténd elucidja soran inaktivalodhat (29). A csoportban elézbleg ilyen tisztitdson

atesett konstrukt érzékenysége nem haladta meg a AUNG szenzorokét. Eppen ez motivalta a
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masodik fehérje konstrukt létrehozasat, 0, alternativ tisztitdsi lehetdségek utdn kutatva.
Ugyanakkor az 1j konstruktot az igéretesebb, biotinilalhaté Avitag cimke eldnyeivel is el
akartak latni. A tisztitdst monomer-avidin agar6z gyantan tervezték megvalosiani, és szabad
biotinnal kompetalva eludlni, ami egy meglehetdsen draga, és kevéssé hatékony eljarasnak
bizonyult. A FLAG cimkét a biztonsdg kedvéért hagytdk a konstruktban, ami nemcsak
kimutatasra, de tisztitasra is felhasznalhato, bar ez az eljaras is a monomer avidin agar6zoshoz
hasonldan draga, €¢s nagy mennyiségekre nem alkalmazhat6 koltséghatkony modon. Mind az
Avitag, mind pedig a FLAG-cimke ezesetben az N-terminalis feldli végen talalhato.

A 3. szenzorfehérje eléallitdsaval én is foglalkoztam. Ebben a konstruktban a fenti
Avitag-FLAG-UdgX N-termindlisan fuzionaltatva van egy, az eddigiek sordn még nem
targyalt, Un. glutation-S-transzferaz (GST) fehérjével. Ennek tobb szempontbol is eldnyt
kellene hajtania a protein szamara. Egyrészt ez a tag altaldban megnodveli a fehérjék
expressziojat és oldhatosagat is (30). Emellett masik eldnye még, hogy lehetdvé teszi a fehéje
glutation oszlopon torténd tisztitasat, amelyet aztdn majd trombinos elicio segitségével
hozhatunk le az oszloprél. A trombin a GST-tag végénél, a 224. aminosav helyen vagja el a

fehérjét, igy a kotodést biztositd GST-taget az oszlopon hagyva.

2. Uracil-DNS szenzorok eldallitasa

A fent ismertetett konstruktok eldallitdsat a csoportban mar hasznélt protokollok

alapjan kiséreltem meg. A konstruktokat eldszor is egy bakterialis expresszids rendszerben
termeljiik, azaz Escherichia coli (E. coli) sejteket hasznalunk, amelyekbe bejuttatjuk a
rekombinans technikaval elzdleg eldallitott plazmid DNS-t. Ez egy olyan kor alaki DNS
molekula, mely egyrészt kddolja a tervezett fehérje konstruktot, illetve annak transzkripciojat
lehetové tévo egyéb elemeket, valamint még egy meghatarozott antibiotikum rezisztenciat is.
Tehat egyarant E. coli sejtekkel allittattam eld az adott szenzort, majd a sejtekbdl kioldva,
azok tobbi anyagatdl elvalaszottam kiilonb6zé moddszerekkel, mint a centrifugalds és az

oszlopkromatografia.

2.1.  Avi-AUNG konstrukt tisztitasa AVBI101 (Avidity) toérzsben

termelve

A fehérjét AVB101 E. coli torzsben termeltettiilk meg, amelyekben még lehetdség nyilt
az in vivo biotinilalasara is. A sejttdrzs tartalmazott egy BirA biotin ligdzt kodold plazmidot

is, amely emellett kloramfenikol (10 pg/ml) rezisztanciat is ad a sejtnek. A masik plazmid a
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konstruktot kodolta, ez ampicillin (100 pg/ml) rezisztencidaval jart egyiitt. Az
antibiotikumokra mutatott rezisztenciara azért van sziikség, mert amikor transzformaljuk a
baktérium kultarat ezekkel a plazmidokkal, akkor nem minden sejt fogja felvenni dket. A
transzformalés soran alkalmazott 42°C-os hdsokk utan hagytunk nekik id6t jégben allva, hogy
ezt megtegyék, akkor a tapoldatukhoz hozziadjuk még az el6zd ketté antibiotikumot is. igy
biztosra mehetiink, hogy mar csak olyan sejtek maradnak, amelyek felvették mind a kettd
plazmidot. Mindkét plazmid Lacl promoter tégioval van ellatva, igy aktivalasuk Isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside-dal (IPTG-vel) indukéalhat6. A tapoldathoz egyidejlleg
hozzadott biotint a sejtek felveszik, és azt a sejtben a konstruktunkkal egytitt kifejez6d6 BirA
enzim annak Avitag-jére kapcsolja, azaz a konstrukt enzimatikusan katalizalt biotinilalasa mar
a sejtben megtorténik.

A kultarat LB-mediaban novesztettiik 37°C-on optikati denzitas (OD) = 0,5-6s értékig.
A tapoldathoz mar hozzdadtuk az antibiotikumokat is. Ezutdn elinditjuk az expressziot
parhuzamosan a biotinilalassal 1,5 mM IPTG ¢és 50 uM biotin hozzdadasaval. Ezutan hagyjuk
tovabb noni 4 6ran keresztiil 37°C-on.

Ezutan a baktériumokat 4°C-on 4000 rpm-en 20 percen at centrifugalva gytjtjiik be,
majd a kiiilepedd sejtpelletet PBS pufferben ujra eloszlatva (felszuszpendalva) ujra
lecentrifugaljuk 50 ml-es falcon csdvekben. A feliiliszot ledntjiik, majd a sejtpellet ezutan
-80°C-on tarolhatdva valik, amig el nem kezdjiik a konstrukt kinyerés folyamatat.

A kioldéas (extrakcid) folyamatanak kezdd 1épéseként lizis pufferben a sejt pelletet
homogenizaljuk Un. potter homogenizator segitségével. Ezutdn a maradék membranok
eltavolitasa végett szonikaltuk 15 egymast kovetd ciklusban 50%-os hatasfokon 2 percig, és
minden 2 perc kozott masik 2 percig magneses keverdvel kevertiik az oldatot végig jégben
hiitve. Az eredményként kapott oldatot (homogenatum) 10500 rpm-mel 4°C-on legalabb 35
percig centrifugaljuk. A feliiluszot ezt kovetéen 0,2 pm-es steril sziirn is atszlirjiik, hogy az
esetleges lebeg6 részecskéktdl (aggregatumok) megszabaduljunk.

Kovetkez6 1épésként az oldatban 1évé szenzor fehérjéket kell elvalasztani az oldat
tobbi részEétdl oszlopkromatografidval, végiil a szennyezddések eltavolitdsa utan az oszloprol
eludlni kell a fehérjét. A kromatografiat a fehérjéken taldlhatd His-cimke altal valositjuk meg
Ni*-NTA gyanta segitségével. Ezt az eljarast Ni*'-affinitds kromatografidnak nevezziik. A
gyanta elkészitése a kovetkezOképp ment végbe: El0szor egy lires oszlopba Ni*-NTA gyanta
szuszpenziot toltiink. Ezt kdvetden 10 oszloptérfogatnyi desztillalt vizzel atmossuk a 20%
etanolban tarolt gyantat, majd lizis pufferrel egyenstlyba hozzuk és 1 M imidazol oldattal is

atmossuk, ha esetleg lenne rajta valami szennyezddés, ami ezzel lejon, akkor az ne a fehérje
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prepardtumunkat szennyezze majd. Ezutan lizis pufferrel Gjra egyensulyba hoztuk, és benne is
hagytuk. Az elvélasztds folyamata 4°C-on torténik. El0szor természetesen az elvalasztandd
fehérjéket tartalmazo oldatot (extraktumot) adtam hozzé, pontosabban az eldkészitett gyantat
adtuk az extraktumhoz, amit egy 6ran at cséforgaton, 4°C-on inkubaltunk. Ezutan a csdveket
ovatosan (500 rpm, 4°C, 15 perc) lefugaltuk, eldszor a feliiluszot toltottiik vissza az oszlopba,
¢s hagytuk atfolyni rajta, majd a stirlibb oszloptoltet szuszpenziot is az oszlopba toltottiik.
Ezutan kovetkezhetett a mosasi eljards, amely soran a célunk a gyantaban maradt
nem-célfehérje anyagok kimosasa. El0szor lizis pufferrel, majd high salt, végiil pedig wash

crer

imidazolt tartalmazé elicios pufferrel valdsitottuk meg. Az elicio hatékonysagat a lecsopogo

oldatbol idénként egy-egy csepp mintat véve Bradford esszével kovethetjiik. A Bradford

crer

crer

spektrofotometrias meghatarozasara

2.2.  Ung- BL21 torzsben termelt Avitag-AUNG tisztitdsa €s in vitro

biotinilalasa

Kutatdsom soran egy tarsammal parhuzamosan megprobalkoztunk az Avitag-AUNG
konstrukt eldallitasaval ung- BL21 E. coli torzsben. A sejtekkel felvetett plazmid ez esetben
pAN4-es volt, amelyen ampicillin rezisztencia volt kddolva a sejtek transzformalds utani
szelektalasa végett. Ezek a sejtek nagyobb expressziora képesek, mint az AVB101 torzs tagjai,
ugyanakkor le kellett igy mondanunk az in vivo biotinilalas lehetdségérol.

A konstrukt biotinilalasat a tisztitads kozben két alkalommal kiséreltiik meg. El6szor a
homogenizalas soran. Ez azért tlint alkalmas idOpontnak, hiszen ez egy viszonylag
hosszadalmas eljaras, ezért ennek soran juthatott id6 a konstrukt biotinilalodasara. Emellett a
kornyezet is egész hasonld a citoplazmatikus viszonyokhoz. Ezért a mddositott lizis pufferhez
(a NaCl-ot kicseréltiik KCl-ra a BirA eldbbire vald szenzitivitdsa miatt) hozzaadtunk még
biotint, BirA enzimet, ATP-t és magnézium-acetatot, ezzel elvileg megteremtve a
biotinilalodas lehetdségét.

A masodik lehetdség az oszlopkromatografia soran mutatkozott. Miutdn mar minden
szennyezO6t eltavolitottunk a konstrukt mell6l, az éjszakan at tartd inkubalas alatt a fenti négy
anyagot Ujra hozzdadtuk a rendszerhez, most mar azonban nagyobb mennyiségben. Itt

amellett, hogy szintén jut id6 a reakcié végbemenetelére, az sem elfeljtendd, hogy az oszlop
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tisztitottsdga miatt itt van mar a legkisebb esély arra, hogy valamely fehérje degradalodjon
egy “elszabadult” protedz altal, habar ezt elkeriilendd eddig is adtunk mindig protedzgatlot a
rendszerhez.

A tisztitas tobbi 1€épése hasonlatos volt az elézdekben leirtakhoz.

2.3.  GST-Avi-UdgX tisztitdsa BL 21 torzsben termelve

A konstruktot BI21 ung- E. coli baktériumtorzsben termeltettem meg. A fehérje a
pGEX-4T-1 plazmidban volt kédolva.

A sejteket LB tapoldatban ndvesztettem 37°C-on OD=1 eléréséig. A médium mar
tartalmazza ekkor az antibiotikumokat, és 0,005 w%-ban FeCl;-t. A folyamatot ezutan
16°C-on folytatom. 0,6 mM IPTG hozzdadasaval elinditom az expresszidt, és 2 Oran at
hagyom munkalkodni a baktériumokat.

Masnap a kultarat 4°C-on 3600-as fordulatszamon 20 percig lecentrifugalom. A kapott
pelletet Gjra felszuszpendalom PBS pufferben, és 50 perces falkon csében az eldbbiekhez
hasonloan Ujra lecentrifugdlom. Ezutan a végeredményképpen kapott pelletet
lefagyaszthatom, és a tovabbi feldolgozasig -80°C-on tarolhatom.

A feltaras elsé lépése képpen potter homogenizator segitségével homogenizalom a
pelletet lizis pufferben. Ezutdn kovetkezik egy szonikalds, amely sordn 2 percig 50%-0s
hatasfokon szonikdlom az oldatot, majd 2 percig magneses keverdvel kevertetem, mindezt
jégben hiitve. A kovetkezd 1épésként 4°C-on 11000 rpm-en 35 percig centrifugdlom az
oldatot.

Ezutan elokésziilok a glutation affinitas alapu oszlopkromatografidhoz. Az oszlopot at
kell mosni 3 oszloptérfogat A pufferrel. Az esetleg rajta 1év6 szennyezddések eltavolitasa
végett atmossuk még 10 mM-os glutation oldattal is. (8-9) Ezutan kezdetét veheti az oszlop

atmosasa. El6szor 5 oszloptérfogatnyi dializis puffert engediink 4t rajta, majd A puffert még 2

alkalommal.

Az eliciot 4°C-on éjszakan atnyuloan valositom meg, az oldatot rotatoron torténd
folyamatos forgatisa mellett. A folyamatot trombin (40 pl/ 1 U/ul trombin per
GST-Avi-UdgX 500 ml-es kulturabol) hozzaadasaval inicializdlom. Ezzel parhuzamosan
ejtem meg az in vitro biotinilalast is. Ez 80 uM biotin, 160 uM ATP ¢és 1 pg GSTBirA
segitségével torténik meg.

Az eluciot masnap 1 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) hozzdadéasaval

allitom le, és az eludtumot még egyszer &tmosom A pufferrel.
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3. SDS-PAGE

A sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) soran
fehérjéket valaszthatunk el méretiik alapjan egy elektrolizald celldban. A modszer lényege,
hogy a kiilonb6z6é méreti fehérjéket denaturdljuk (, hogy az alakujuk ne zavarja a pontos
mérés menetét), majd azonos mértékben negativan polarizaljuk (ebbdl kdvetkezdleg a pozitiv
polus felé fognak majd vandorolni), igy mar csupan csak mérettdl fiiggd lesz egy-egy protein
tényleges toltése. Végezetiil tehat ugyanazon cellaban toltésiik alapjan fognak elvalni
egymastol a kiillonbozo fehérjék, amely, mint mar vilagos, egyértelmi dsszefiiggésben van a
méretiikkel. A tényleges méret az egyik zsebbe toltott standard minta segitségével hatarozhato
meg, amelyben a fehérjék ismert méretiiek.

A gél maga akrilamidbdl és bisz-akrilamidbol all6 polimer. A keletkezd gél poérusos
szerkezetli lesz, amely az Osszetevok aranyanak valtoztatasaval allithato, az adott fehérjék
méret tartomanyahoz illéen, hogy a lehetd legjobb felbontasti képet kaphassuk az eljaras
végén. A gél elkészitése soran egy polimerizaciés reakcid megy végbe, amelyet
ammonium-perszulfat inicidl. A reakcid gyorsitdsdhoz sziikséges még katalizatort hasznalni,
amely szerep a tetrametil-etiléndiaminra (TEMED) jut. A reakci6 sebessége szamos faktortol
fiigg, ellenben iigyelni kell rd, hogy ne legyen til gyors, maskiilonben a pérusszerkezet nem
lesz egyenletes. Ilyen befolyasold tényezOk a monomerek, illetve a katalizator koncentracioja,
de a hdmérséklet is, hiszen a reakci6 termodinamikailag exoterm.

A gél két alapvetd részbdl all: a tomoritdé €s a szeparald gelbdl. A tomoritd gél
feladata, hogy a zsebben talalhato fehérjék egy vonalbdl, azonos helyrdl kezdhessék meg a
méret szerinti szétvalast. A gél futdsanak elején igy az valik majd lathatova, hogy a mintak
szépen egy vonalban kezdik majd meg utjukat a szeparald gélben. A szeparald gél feladata,
mar nevébdl kovetkezdleg is, a proteinek méret szerinti elvalasztasa.

A mintak tartalmaznak bromfenolkék festéket is, amely segitségével konnyen nyomon
kovethetd lesz az Un. fehérjefront haladasa. Ez fontos, hiszen ez alapjan latjuk, hogy még
meddig kell folytatni a gélelektroforézist.

Amiutan befejeztiik az elektrolizist, a gélt megfesthetjiik coomassie kék festékkel,
amely egy altalanos protein festék, ha nem specifikusan egy fehérjét (, vagy fehérje csoportot)
szeretnénk kimutatni. A gélt eldszor desztillalt vizben 3-szor 5 percig aztatjuk, igy eltavolitjuk
beldle a zavar6 SDS-t. Ezutan PageBlue™ coomassie festékben fél o6ran keresztiil razatjuk. A
gélt ezutan a folosleges festék eltavolitasa végett idedlis esetben egy ¢€jszakan keresztiil

hagyom desztillalt vizben 4zni. Ellenben, ha jobban szorit az idd, akkor egyes esetekben lehet
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egy gyorsitott eljarast alkalmazni. Ennek elsd 1épéseként a desztillalt vizbe 4z6 gélt forrasig
melegitem, majd 3-szor ledblitem wjfent desztillalt vizben. Ezt kovetden a festékkel is az els6
buborékok megjelenéséig melegitem, de szigortan lefedve, a felszabadulé metanol gdézok
miatt. Ezt kovetden tovabb aztatjuk desztillalt vizben a gélt, esetleg a festek felszivasa végett
tehetiink a vizbe zsebkendét, vagy valamilyen hasonld nedvszivo anyagot. Ezt minnél tovabb
hagyjuk, annal részletesebb lesz a végleges gélkép. A kiértékelést ImagelLab (BioRad)

szoftverrel végzem el.

4. Western blot

A Western blot eljaras soran immunfestéssel mutatunk ki el6zdleg (SDS-gélen) méret
szerint elvalasztott fehérjéket. Jelen esetben én a szenzorok biotinilaltsdganak ellendrzésére
hasznaltam ezt az eljarast.

Els6é Iépésként az SDS-PAGE-en elvélasztott proteineket atvisszilk egy un.
polyvinilidén-difluorid (PVDF) membranra. A blottolast MiniProtean blottold apparatusban
(Bio-Rad) vissziik végbe. Az apparatusba illesztendd két kazetta kozé eldszor 1-1 szivacsot,
majd 1-1 filter papirt tesziink. Ezutan a negativ polus feldli oldalra tessziik a gélt, a PVDF
membrant pedig értelemszertien a masik oldal feldl ugy, hogy a membran és a gél szorosan ¢és
buborékmentesen simuljon Ossze. A kazettat 6sszecsukva betessziik a miliszerbe, és az atviteli
folyamatot CAPS pufferben, 350 mA-s aramerdsséggel, 3 oran at, jéghiités mellett végezziik.

Az antitestes festést megeldzve eldszor blokkolod pufferben 1 6ran keresztiil razatas
mellett 4ztatjuk a PVDF membrant szobahdmérsekleten. Ezutan kovetkezhet az antitestes
festés. Esetiinkben azonban nem is antitesteket, hanem a biotint felismerd szterptavifin-HRP
alkalmaztuk, amelyet 1:5000-es higitasban visziink fel blokkolé pufferben a membranra, és
inkubéljuk jabb 1 oran at. Ezutdn még a kdvetkezd mosasi 1épéseket kell megejtentink: 3*10
mp TBS-ben, 2*20 p TBS-T-ben és aztan ujra 3*10 mp TBS-es mosas.

A fényjelek generalasa végett ECL reagenseket hasznalunk. A kapott jelek detektalasat
a Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+ késziilékben végezziik el.

5. Uracil-DNS mennyiségi meghatarozasa

5.1. DNS gélelektroforézis

Az agar6z gélelektroforézis soran DNS polimer darabokat valasztunk el egymastol
méret szerint. Hasonloképp a fehérjék méretbeli elvalasztasdhoz, itt is végezetiil toltés és

tomeg alapjan fognak a kiilonb6z6 molekuldk kiillonbozd sebességgel vandorolni a gélben. A
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folyamat sordn azonban nincs sziikség a molekuldk polarizaldséra, hiszen ez mar alapvetden
adott a DNS molekuldk negativan toltott cukor-foszfat gerince révén. A DNS nagyobb
méreténél fogva altaldban mas felbontdsu gélt igényel, ezért ezeket (hacsak nem
oligonukleotidok finom felbontast elvalasztasa a célunk) nem is poliakrilamid gélben, hanem
nagyobb porusméretli agaréz gélben valositunk meg. 1% agar6éz gél készitéséhez 0,3 g
agarozt oldunk fel TAE pufferben forrasig melegitve, és a teljes oldodasig razogatva. A kissé
lehiilé oldathoz adunk 3 pl GelRed DNS festéket, a géltartd kadba toltjiik, és behelyezziik a
mintafelvivo helyeket kialakito féstit. A gél megdermedése utan a DNS mintakat 6X tomény
mintafelvivé koktéllal (loading dye) keverjiik 6ssze és a TAE pufferrel feltoltott horizontalis
futtatokadba (Bio-Rad) helyezett gél mintazsebeibe pipettazzuk. A felvitt mintakat tartalmazo
gél két végére fesziiltséget kapcsolva megkezdddik az elvalasztas. A procedura végén a
hasznalt standard minta segitségével konnyen lehet kovetkeztetni a molekulak méretére. A
beolvasast Gel Doc XR+ géldokumentécios rendszerrel (Bio-Rad) vittiik véghez. ImagelLab
(Bio-Rad) szoftverrel ki is értékelhetdek a gélek: egyrészt a latszélagos molekulatomeg
meghatarozhaté, de denzitometrias értékeléssel a mennyiségi viszonyokra s

kovetkeztethetink.

5.2. DNS koncentracid6 meghatarozadsa (UV spektrum (NanoDrop),

Qubit fluoreszcens esszék)

crcr

mindegyiknek megvannak sajnos a maga korlatai.

Az egyik altalanosan elterjedt moddszer, hogy az oldat UV/lathatd fényelnyelési
nukleinsavaknak 260 nm-nél, mig az aromas oldallancokat tartalmazo fehérjék 280 nm-nél
adnak elnyelési maximumot (7.abra). A spektrumokat spektrofotométerrel tudjuk régziteni. A
hagyomanyos késziilékekbe erre a célra készitett specialis mintatartoba (Un. kiivettaba) kell
viszonylag nagy mennyiségli mintat behelyezni (800 pl). Azonban az altalunk mérendd
mintdk rendszerint kis mennyiségben allnak rendelkezésre. De szerencsére az ilyen fehérje és
nukleinsav mintdk megmérésére kifejlesztett NanoDrop™ (Thermos Fisher Scientific)
késziilékben (8A abra) 2 pl mintdbdl higitas és kiivetta tisztitasi 1épések nélkiil kozvetleniil
meg tudjuk mérni az UV spektrumot. A DNS mintdk esetén a spektrum alakjabol arra is
kovetkeztethetlink, hogy mennyire tiszta nukleinsavval van dolgunk. Az A260/A280, illetve
az A260/A230 aranyok egyarant 2 koriil idealisak. Az UV spektrummal viszont nem tudunk
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kiilonbséget tenni a hasonld elnyelést mutatd anyagok kozott, igy példaul a kiilonbozd

nukleotidok kézott sem (DNS, RNS, szabad nukleotid).

230 260 280
I I !
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1.6 4

1.4 4

1.24
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organikus
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7. abra: Az UV-spektrum gorbék lefutasa kiilonb6z6 anyagcsoportok szerint. Forras: UV-Vis

Spectrophotometry — Easy and Quick Quantification of Nucleic Acids - Eppendorf Handling Solutions

A kiilonbozé nukleinsavak szelektiv mérésére jobban megfelel egy fluorimetrids
eljaras, ahol RNS-re, kettés szali DNS-re (dsDNS), illetve egyes szalu DNS-re (ssDNS)

t™ fluoriméterben

specifikus fluoreszcens festéket hasznalunk, és az erre kifejlesztett Qubi
(Thermo Fisher Scientific, 8B 4bra) megmérjiik ezek fluoreszcencidjat. Ezek a festékek a
nukleinsavhoz kotddve fluoreszcensekké valnak, ami azt jelenti, hogy kiillonb6z6 hosszisagi
fényre fognak egy mas hulldmhossz tartomanyban fényt leadni (emittalni), és az emittalt fény

Mi a DNS koncentraci6 meghatarozasara Qubit™ dsDNA Quantification Assay
High-sensitivity Kit-et (Invitrogen™) hasznaltuk. Itt a festékbdl elészor egy 200-szoros
higitast készitettlink a kitben adott pufferrel, majd ennek 199 pl-¢hez egy 0,5 ml vékonyfalu
PCR csdben 1-1 pl-DNS mintat adtunk, amelyet vortex-szel alaposan dsszekevertiik, majd 2

percig szobahOn inkubaltuk, végiil pedig a fluoriméterben a megfelelé programmal

megmeértik.
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5.3.  Uracil csepp blot

A csepp blot eljards soran egy blotra maximalisan 96 mintat vihetiink fel a Bio-Dot
mikrofilter apparatus (Bio-Rad) segitségével (8C abra). A 5 percig 95°C-on hddenaturalt,
majd hirtelen jégen lehiitott mintdkat Hybond-N+ nylon membranra (Amersham) vissziik fel,
amelyen a vakuum altali raszivast és 10 perces szaradast kovetden a mintakat 80°C-on 2 6ran

at immobilizaljuk.

8. abra: alkalmazott késziilékek: A: NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
UV-spektrofotométer, B: Qubit 4 fluoriméter (Thermo Fisher Scientific), C: Bio-Dot mikrofilter

apparatus (Bio-Rad). A fotdok a gyartok honlapjarol, illetve brosstiraibol szdrmaznak.

A vizsgalt mintakbol higitasi sorokat készitiink, amelyeket megeléz a standard
mintasor. Ez egy dut-/ung- mutans E. coli-bol szarmazd magas uraciltartalmiu DNS. Ebbdl
egy hosszabb higitasi sort készitettiink, amelynek a utolsé tagja mar a tiszta puffer. Ez utobbi
az abszolit minimumot hivatott meghatarozni, amelynél kisebb vagy egyenld értéket mar nem
lehet figyelembe venni (puffer altali hattér). A higitasi sor eredményeibdl szamitjuk majd a
kalibracios egyenest, amely segitségével majd a tobbi mintat fogjuk tudni meghatarozni.

Ezek mellett minden mintabdl a higitasi sor elsé elemével megegyezd mennyiségi
mintabol bemérési kontrollt (un. “loading control”) készitiink, amellyel nem csak a higités
pontossagat ellendrizziik, de a kiilonb6z6 DNS mintdk esetlegesen eltéré immobilizalasi
hajlandosagat is. Egy ilyen loading kontrollal vald korrekcid majd mérések pontossagat fogja
el0segiteni. A membranon immobilizalt DNS-eket ekkor metilénkék festékkel festjiik, majd a
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) késziilékben a kolorimetrias médban fotézzuk, amit igy a tobbi
blothoz hasonléan az ImagelLab (Bio-Rad) szoftverrel tudunk denzitometridsan kiértékelni.
Egy atlagos értéket egységnyinek véve, ahhoz hasonlitjuk a tobbi minta mennyiségét.

A blot fejlesztése soran eldszor a blokkolo oldatot vissziik a membranra (ETBS-T + 5

w% tejpor, 10 mM B-merkaptoetanol; UdgX szenzor esetén csak 2 mM B-merkaptoetanol),
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amelyhez hozzdadjuk a szenzor konstruktot is. A tejporra a membranhoz val6 aspecifikus
kotodések megeldzése végett van sziikség. Ezt azutan egy €jszakan at egyenletes mozgatassal
(talcdban himban, vagy csOben csdforgaton) 4 °C-on inkubaljuk. Ezutdn egy mosasi
proceduara kovetkezik. Ekkor a membran 3*10 mp-ig, majd 3*10 percig hagyjuk 4zni ETBS-T
pufferben egyenletes mozgatds mellett. A kovetkezd 1€pés kétféle lehet a szenzor
konstruktban 1év0 cimkék szerint. Amennyiben a szenzor FLAG-taggel van ellatva, akkor
egy egérben termeltetett anti-FLAG antitestet visziink fel a membranra 1 w%-os tejporos
oldatban 1:10000-szeres higitasban. Ha a konstrukton van biotinilalt Avitag, akkor
sztreptavidin-HRP-t visziink fel a membranra ugyanugy 1 w%-os tejporos oldatban,
ugyanakkor ezt mar sotétben tessziikk meg a HRP-fényérzékenysége miatt. Mind a két esetben
1-1,5 oraig hagyjuk inkubalddni a membrant megintcsak folyamatos rdzatas mellett. Ezutan
FLAG-tag hasznalata esetében sziikség van még egy antitestes festésre, amelyet megeléz az
elébbihez hasonld6 ETBS-T-s mosas (3*10 mp, majd 3*10 p). Az anti-egér-Ig masodlagos
antitestet, amely konjugdlva van egy HRP-taggel, 1:80000-es higitdsban 1 w%-os tejpor
oldattal hasznaljuk, ¢és hagyjuk a membrant allni benne jabb 1-1,5 6rdn at. Persze ez is
fénytdl védetten torténik mar. Miutdn mar a szendvics detektaldo komplex (9. abra) teljes
egészében elkésziilt, a membrant Gjra atdblitjik 3*10 mp-ig ETBS-T oldattal, majd mossuk
3*10 percig. Ezutdn még sziikséges a Tween-20 lemosdsa is a membranrdl, mert az géatolja a
HRP enzim aktivitasat, ezt 3*10 mp, majd még egyszer 10 p ETBS-s mosassal valositjuk

meg.

Secondary ¢
antibody =
Primary antibody L
Uracil sensor ‘L‘
( ) G
— ~ —~ D =Wl

9. abra: Uracil-DNS detektalasa csepp bloton. A membranon immobilizalt DNS-ben talalhato
uracil (U) kotoédik az U-DNS szenzor (babszem forma), aminek FLAG-cimkéjét egy anti-FLAG
antitest (primary antibody), majd azt egy HRP enzimmel konjugalt anti-egér-Ig (secondary antibody)
ismeri fel. A HRP enzim kemilumineszcens szubsztratok hozzaadasara fényjelet produkal. Az abrat

Rona Gergd6 cikkébdl vettem (3).

Ezutan mar a membran készen all a beolvasasra. A kimutatds ECL-reagenssel (V3

desztillalt viz, /5 - /5 a két reagensbdl) torténik, amely a HRP altal katalizalt reakcidoban fény
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jelet ad. A beolvasas ChemiDoc XRS+ késziilékben torténik, annak Un. “Chemi High
Resolution Protocol”-ja szerint. Tobbféle exponalasi idot hasznaltam a megfeleld jelek
beolvasasa végett (ne is legyenek a jelek tul halvanyak, ugyanakkor kiégettek se).

A kiértékelés a Bio-Rad Imagelab szoftverével tortént, az adatokat pedig Excel
tablazatban foglaltam Ossze. Elszor a standard mintara kapott térfogati intenzitds értékek
alapjan kiszdmoljuk a kalibracios egyenes lefutasat. Ez a minta egy korabbi fiiggetlen mérés
alapjan 6580 db uracilt tartalmaz milli6 bazisonként. Ezt megszorozva a tomeggel kapunk egy
aranyszamot, amely az egyenes y-tengelyéiil fog szolgalni. Az x-tengely természetesen a
foltban mért intenzitds integralja lesz. A mintdk uracil tartalmanak meghatirozasa magatol
értetddden az el6zé visszafejtésével kaphatjuk meg. A kapott intenzitds érték alapjan
megkapjuk eldszor a tomeg filiggvényében az uracilosodottsdg mértékét, majd mivel a
tomeget is ismerjiik, konnyedén ki tudjuk szamolni az uracil eléfordulasat a DNS-ben
egymillio bazisra vetitve. Ezutdn a kapott értékekbdl (az esetlegesen tulsdgosan kiugrod
értékeket kihagyva) atlagot és szorast szamitunk. Ezeket az értékeket is mar diagramban
kimutatjuk, ugyanakkor késziil egy masik diagram is, amelyben a loading control értékei
alapjan pontositott értékeket tlintetjilk fel. Az utdbbinak a jobb Osszehasonlithatosag végett
van értelme, ha esetleg nem sikeriilt minden mintat azonos mennyiségben felvinni.

A TDK munkém soran a szenzorok tesztelése mellett kettd, valodi bioldgiai mintak

uraciltartalmat mérd csepp blottot csinaltam tarsaimmal egyiitt. Ezek a mintak kollaboracios

projektekbdl szarmaztak. Az egyik sorozatban gemcitabinnal kezelt mutans hasnyalmirigyrak
sejtvonalbdl szdrmazé DNS-mintak voltak, amelyek Grant Brown és Tajinder Uhbi kanadai
kollaboracios partneriinktdl szarmaztak. Ezekben az APOBEC3C ¢s APOBEC3D miikodését

feltételezték. A masik mintasorozat hiper-homociszteinémids tiineteket mutatd, vastagbél

adenomas betegek, illetve egészséges kontroll személyek biopsziaibdl szarmazé DNS-mintak
voltak. Ezek a mintdk Molnar Béla (SOTE) kutatdcsoportjabdl szarmaztak.
A két kisérleti elrendezést a 3. és a 4. (Molnar Béla kollaboracio), ill. az 5. és a 6.

(Grant Brown kollaboraci6) tablazatokban foglaltam Gssze:

DNS”az c(start) c(start) . . |oldat végs6| minta C
elsé _ c(végso) . . TE puffer | higitas
cseppben Mintak [ng/ul] [ng/ Hl] [ug/ul] térfogata | térfogata ] mértéke
nanodrop Qubit [pl] [wd]
[ug]
0,005 dg‘c‘;’;lg' 0,0229 | 0,0229 | 0,000125 | 528,0 2,88 525,1 23
0,5 39 NEG 0,046 0,048 0,0125 120,0 31,25 88,8 1/2
0,5 40 NEG 0,023 0,023 0,0125 120,0 65,22 54,8 1/2
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DNS az (o .
elsé inték c(st/ari[) c(st/ar? c(végso) ol(ria; VOESo ’n}mta TE puffer | higitas
cseppben Minta [ng/pl] [ng B ] [ug/ul] térfogata | térfogata m mértéke
nanodrop Qubit | (]
[ug]
0,25 56 NEG 0,02 0,021 0,00625 120,0 35,71 84,3 1/2
0,5 42 NAT 0,0294 0,024 0,0125 120,0 62,50 57,5 172
0,5 42 AD 0,0397 0,054 0,0125 120,0 27,78 92,2 12
0,5 86 NAT 0,134 0,082 0,0125 120,0 18,29 101,7 1/2
0,5 86 AD 0,135 0,1 0,0125 120,0 15,00 105,0 12
0,5 108 NAT | 0,0479 0,039 0,0125 120,0 38,46 81,5 12
0,5 108 AD 0,0309 0,025 0,0125 120,0 60,00 59,5 172

3. tablazat: A Molnar Béla kollaboracios partneriinktdl szarmaz6 vizsgalt mintak szamolashoz

sziikséges jellemzoi, €s a blottal kapcsolatos adatai. A dut-, ung-, E. coli DNS-¢ a méréshez

standardként szolgal. A NEG mintak egészséges emberekbdl szdrmazd biopszias szovetmintak. A

NAT és az AD mintak parosaval ugyanabbdl a személybol szarmazd biopszias szovetmintak. Az AD

mintak a joindulata daganatokbol (vastagbél adenomabol) szarmaznak, a NAT mintak pedig

ugyanennek a szovetnek az egészséges részébol. A c(start) a mintak kiindulasi koncentraciojat jelzi két

modszerrel is megmérve: a szamolashoz a Qubit esszével mért koncentraciokat hasznaltuk, a

NanoDroppal mért értékeket csak dsszehasonlitasképpen hagytuk benne a tablazatban.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 39 56 42 42 86 86 108 108
NEG | NEG | NEG | NAT | AD | NAT | AD | NAT | AD

B

C

D E. coli

E 39 56 42 42 86 86 108 108
NEG | NEG | NEG | NAT | AD | NAT | AD | NAT | AD

F

G

H

4. tablazat: A dot bloton a mintak (mintasorok) elrendezési sorrendje. A 12. oszlop iires. A

kék hatterti cellak a loading control-t jeldlik, amelyet a membranon torténd immobilizalast kdvetéen

levagtunk a membran tobbi részétol, és kiilon, metilénkékkel festettiink.
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DI;E;‘Z o c(start) c(start) o(végsd) olcélat végso ’minta TE puffer | higités
cseppben Mintak [ng/u] [ug/u.l] [ug/ul] térfogata | térfogata (] mértéke

el nanodrop Qubit (] [ul]

0,002 d‘g' 0018 0,018 | 0,00005 | 360,0 1,00 359,0 12

. col

0,6 TU1-1 0,6179 0,386 0,015 120,0 4,66 1153 1/2
0,6 TU1-2 0,3764 0,52 0,015 120,0 3,46 116,5 1/2
0,6 TU1-3 0,5997 0,414 0,015 120,0 4,35 115,7 12
0,6 TU1-4 0,3246 0,25 0,015 120,0 7,20 112,8 12
0,6 TU1-5 0,1832 0,26 0,015 120,0 6,92 113,1 1/2
0,6 TU1-6 0,173 0,139 0,015 120,0 12,95 107,1 1/2
0,6 TU1-7 0,8275 0,48 0,015 120,0 3,75 116,3 1/2
0,6 TU1-8 0,5497 0,422 0,015 120,0 427 115,7 1/2
0,6 TU1-9 0,5471 0,526 0,015 120,0 3,42 116,6 1/2
0,6 TU1-10 0,7378 0,272 0,015 120,0 6,62 113,4 12
0,6 TU1-11 0,5562 0,156 0,015 120,0 11,54 108,5 172
0,6 TU1-12 0,661 0,536 0,015 120,0 3,36 116,6 12
0,6 TU1-13 0,3712 0,426 0,015 120,0 423 115,8 12
0,6 TU1-14 0,4111 0,452 0,015 120,0 3,98 116,0 12
0,6 TU1-15 0,1878 0,232 0,015 120,0 7,76 112,2 12
0,6 TU1-16 0,1506 0,244 0,015 120,0 7,38 112,6 1/2
0,6 TU1-17 0,4025 0,404 0,015 120,0 4,46 115,5 1/2
0,6 TU1-18 0,2631 0,334 0,015 120,0 5,39 114,6 12
0,6 TU1-19 0,5677 0,334 0,015 120,0 5,39 114,6 12
0,6 TU1-20 | 0,1255 0,139 0,015 120,0 12,95 107,1 172
0,6 TU1-21 0,26 0,172 0,015 120,0 10,47 109,5 12

5. tablazat: A Grant Brown kollaboracios partneriinktél szarmazo vizsgalt mintak szamolashoz
sziikséges jellemzoi, €s a blottal kapcsolatos adatai. A dut-, ung-, E. coli a DNS-e a méréshez
standardként szolgal. TU1-1 pozitiv mintaként szerepel, mely SFAUR-rel kezelt UNG kiiitott sejtekbol
szarmaz6 genomi DNS volt. A tovabbi mintakat részben 6sszekeverve kaptuk: 5-6s csoportokban
a sorrendben szerepelnek, viszont azt nem adtak meg szamunkra, hogy melyik 5-6s csoport szarmazik
az ung”, illetve az apobec3c” ung”, az apobec3d” ung”, vagy az apobec3c” apobec3d” ung”

sejtekbdl (vé. 1. tablazat).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B TU1 | TU1 | TUL | TU1 | TU1 | TU1 | TU1 | TU1 | TU1 | TU1
C -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 -10 | -11
D E
E coli
F TU1l | TUI | TU1 | TU1 | TU1 | TU1 | TU1 | TU1 | TU1 | TU1 | TU1
G -1 12 -13 | -14 | <15 | -16 | -17 | -18 | -19 | -20 | -21
H

6. tablazat: A kiilonb6z6 mintakhoz tartozé higitasi sorok elrendezése a dot bloton. A higitasi

sorokban a koncentraciok fentrol lefelé csokkennek.
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VIII. Eredmények és értékelésiik
1. AVBI0I1 sejtekben termeltetett és in vivo biotinilalt Avi-AUNG

fehérje konstrukt eloallitasa.

Els6 megkdzelitésben egy elézdleg letermelt és sejtben a feltehetdleg biotinilalt
Avi-AUNG szenzort szerettem volna eldallitani. Ehhez a sejteket feltdrtam, majd a kioldhato
fehérjék koziil a szenzor konstruktot a rajta 1évé His-cimkén keresztiil Ni**-affinitas
kromatografiaval szerettem volna tisztitani (Id. protokoll). Sajnos az Avi-AUNG eldallitasa
korant sem volt sikeres ebben a kisérleti Osszeallitasban. Négy pont nevezheté meg
problémaként, amelyeken megprobaltunk javitani a kovetkezd probalkozaskor.

Az expresszalas ¢€s tisztitds kiillonbozo fazisait bemutatdé SDS-PAGE-n (10. abra) jol
észrevehetd, hogy a 27 kDa latszélagos molekulatomeg koriili pozicioban varhatoé szenzor
fehérje nem tiinik el6 markénsan a sejt tobbi fehérjéje koziil (1-4 savok), ami az expresszio

igen kicsi voltara utal a sejtekben.

1 2 3 4 5 6 MM8 9 10

LI

10. abra: SDS-PAGE az el6allitas kiilonboz6 szakaszaibol. A mintak sorrendje a kovetkezo:

1.: pellet, 2.: homogenizatum, 3.: extraktum, 4.: atesd, 5.: mosas, 6.: magas s6s koncentraciés mosas,
MM: marker, 8.: els6 elucié (350 mM imidazollal), 9.: mésodik elucié (1 M imidazollal), 10.: dializalt
elsé elucio. Jobb oldalon a marker altal jelolt két (a konstrukt szempontjabdl relevans) méret 1athato

kDa-ban megadva. A kék nyil jeldli a konstrukt helyének magassagat a gélben.

Az AVBI101 sejtek eldallitottak a BirA fehérjét is, amely in vivo lett volna hivatott

biotinilalni a konstruktot a sejttaphoz adagolt biotinbol. Egyéb biotinilalasi modozatot ezért itt
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nem alkalmaztunk. Azonban a mintakrol késziilt Western bloton (11. &bra) lathato, hogy a
szenzor biotinilaloddsa nem igazdn ment végbe. De az is lehetséges, hogy annyira kicsi volt
az eldallitott konstrukt mennyisége, hogy még a bitoinilaltsdga se volt kimutathat6. Ehelyett

az E. coli-ban kifejez6d6 endogén BirA szubsztrat jelent meg a szterptavidines festés soran.

1 23 4 56 7MM

35

,; biotin-AUNG

20 z

- E_ndogen
BirA

"' szubsztrat

11. abra: A biotinilaltsagot ellendrz6 sztreptavidin-HRP-s Western blot. A minta sorrend a
kovetkezo: 1.: pellet, 2.: homogenatum (itt kimutathatd a maradék endogén BirA szubsztrat), 3.:
extraktum (itt is kimutathaté a maradék endogén BirA szubsztrat), 4.: 350 mM imidazolos elucio, 5.:
350 mM imidazolos elucio és a biotinos elucio, 7.: 1 M imidazolos elucio, 8.: 1 M imidazolos elacid

és biotinos elicid. A kép mellett lathatd a marker altal meghatarozott méretek kDa-ban megadva.

Az SDS gélen (12. abra) az is megfigyelhetd, hogy az oszlopkromatografis
elvalasztas sordn az elicid sok mas fehérjét is tartalmazott, mint az elvalasztani kivant
konstrukt. A Ni**-NTA gyantas elvalasztas feltételezhetden az alacsony expresszid miatt nem
volt kell6képpen hatékony és specifikus. Mivel til kevés volt a magas affinitdsu konstrukt az
oldatban, emiatt marad hely a kevésbé erdsen kotddo mas egyéb fehérjék szamara is, amelyek
azutan ugyanugy levaltak az imidazolos mosassal. Ezért sajnos az igy kapott eludtum nem
volt tiszta, ebben a formajaban uracil-DNS mérésekben nem volt hasznalhato.

Par nap elteltével a csoportban egy kollégdm megprobalta a konstrukt tovabbi
tisztitasat, most annak Avitag-jénél fogva Monomer avidin agar6z gyantan (Thermos Fisher).

Ellenben ez a tisztitasi kisérlet sem jart igazan sikerrel. Az ezen probalkozas lépéseinek
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allapotar6l informaciot nyujtdé SDS-gél (12. abra) jol megmutatja, hogy az eluatum, mar
tisztabb volt az elohdz viszonyitva. Ebben a 1épésben az is megerdsitést nyert, hogy az el6z6
imidazolos eluciok (350 mM ¢és 1 M) fehérjetartalmanak sajnos csak kis toredéke a valoban a
tisztitani kivant biotinilalt szenzorfehérje. A masodik, 1M imidazolos elucidé gyakorlatilag
nem tartalmaz mar fehérjét. Ez a kromatografids eljaras sikertelensége is feltehetdleg az

alacsony expresszi6 és/vagy biotinilaltsag miatt 1éphetett fol.
MM 2 3 4 iS 6 7 3

12. abra: A 3 nappal késobbi tisztitas 1épéseit bemutato SDS-PAGE. A gélnek két része volt,
amelynek a masik fele blotként volt hasznositva, ezért a markernél (MM) ketté lett vagva a gél. A
minta sorrend a kdvetkez6: MM: marker, 2.: dializalt elticio, 3.: 350 mM imidazolos elucié 3 nappal
késébb, 4.: 350 mM Monomer Avidin Agar6éz (MA) atesd, 5.: 350 mM MA els6 elucid, 6.: 1 M
imidazolos elicié 3 nap utan, 7.: 1 M MA ateso, 8.: 1 M MA masodik elicio. A gal mellett a marker
altal meghatarozott, a konstrukt szempontjabdl relevans méret van megadva kDa-ban. A savokra
mutaté 2 piros nyil az két elucio savjat hivatott kiemelni. A vizszintes piros nyil a szenzor

magassaganak pozicidjat jeloli.
Az eredményként kapott fehérje rendkiviil kis mennyiségii lett, mérések végzéséhez

nem elegendd mennyiségi.

2.  Avi-AUNG illetve GST-Avi-UdgX konstruktok tisztitasa €s in
vitro biotinilalasa
Id6kozben a labor munkatérsai tovabbi eldrehaladasokat tettek a téméban. Egyrészt az

Avi-AUNG-His konstruktot atklonoztadk pET20b plazmidba, igy megteremtve az erdsebb
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expresszid lehetdségét, de lemondva az in vivo biotinildlas eldnyeir6l. Masrészt a sok
szempontbol igéretes UdgX alapt szenzorral kapcsolatban is azt talaltdk, hogy az AVB101
sejtekben az Avitag-UdgX konstrukt hasonldéan gyenge expressziot mutat. Az UdgX esetében
emellette lakartdk keriilni a Ni-affinitds kromatografiat, de legalabbis az imidazolos elticiot. A
korabbi FLAG-UdgX konstruktot a laborban ugyanigy tisztitottak, de az idékdzben publikalt
eredmények szerint az imidazol tonkreteszi az UdgX egyszali DNS-re szelektiv, specifikus
uracil-DNS-t koté aktivitasat (29). A fenti kettdé sezmpontnak megfelelden ezért Uj
konstruktot terveztek, melyben az Avitag-UdgX konstruktot GST-cimke mogé klonoztak,
mert ezzel altalaban jol novelhetd a problémésabb rekombinans fehérjék expresszidja és
oldhatosaga is (30). Ezzel szemben az elsd kisérletekbdl vildgosan kideriilt, hogy az
expresszio ugyan hihetetlen mértékben megnétt, a fehérje gyakorlatilag oldhatatlan maradt.
Ezért a “kevesebb néha tobb” elvet kdvetve, ugyanezen konstruktnak egy visszaszoritottabb
termelésével probalkoztak. Azonban még alacsony hdéfokon (16 °C) is tal hosszinak
bizonyult az éjszakan atnytld expresszalds, és az oldhatdsdg sem javult szamottevéen. Tul
sok fehérjét termelt egy-egy sejt, igy feltehetdleg nem volt képes ezek végleges térszerkezetét
megfelelden kialakitani, és ezért elkiilonitette azokat un. “inclusion body”-kba. Ennek
eredményeképp azt észlelték, hogy a szenzor nem volt jol oldhatd. Emelett a GST peptid altal
lehetdvé tett glutation gyantés elvalasztas a hagyomanyos, redukalt glutationnal valé elucidval
sem bizonyult megfelelonek, mert tonkretette az UdgX aktivitasat. A tonkretétel feltételezett
oka valészintileg a fehérjében 1évo vas-kén klaszter redukalasabol kovetkezhetett (a glutation
egy redukaloszer). Ezeket a tapasztalatokat felhasznélva, az expresszios protokollt tovabb
modositottuk, és erdsebben felndvesztett sejtekben (OD=1), rovidebb ideig (2 6rés) alacsony
héfokon (16 °C) fejeztettiik ki a fehérjét.

A fenti két konstruktot egy tdrsammal egyiitt parhuzamosan probaltuk meg tisztitani.

2.1. BL21 ung- sejtekben termelt Avitag-AUNG tisztitasa és in vitro
biotinilalasa

Az Avitag-AUNG konstrukt ekkori eldallitasdban eldrehaladas mutatkozott a korabbi

probalkozashoz képest abban, hogy az expresszid most valoban sokkal erdsebb volt. Az

eldallitas kiilonbozd fazisait bemutatdé SDS-PAGE-n is jol lathatd a hattérbdl egyértelmiien

kitind fehérje tobblet (13. &bra, elsé 5 mintasav). Azonban sajndlatos mddon az is lathato,

hogy a centrifugalas utani feliiliszoban, az extraktban mar nem talalhatd6 meg ez a jelentds

konstrukt tobblet. Feltételezhetéen a konstrukt nem nyerte el teljes térszerkezetét a sejtben,
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mivel tul sok fehérje szerkezetének helyes kialakitdsat (feltekeredését) a sejt nem tudta
abszolvalni. Emiatt a keletkezett hibas térszerkezetli fehérjéket “inclusion body”’-kba
kiilonitette el, amelyek aztan a centrifugélas soran a csapadékba keriiltek. Ezt mar sejtettiik a
tisztitads folyaman is, hiszen a homogenatum furcsa modon fehér szinii volt, mint ahogyan a
csapadék is. A mintaknak ezt a fehér szint az “inclusion body”-k jelenléte kolcsondzhette.
Ezzel egyiitt az affinitds kromatografia révén sikeriilt 0sszegyujteni az oldatban 1évé kis
mennyiségli Avitag-AUNG fehérjét (13. 4dbra 12. mintasav), melyet dializis utdn még

valamelyest tovabb tudtunk toményiteni (13. dbra 16. mintasav).

12 34567 891011121314 MM  16*

... . 3 E
-
-
-
'- 35
. = - 25
® - 20
. -
‘ — —

13. abra: Az Avi-AUNG tisztitasarol késziilt SDS-PAGE, és a tisztitas eredményeképpen
kapott koncentralt AUNG oldatrol késziilt coomassie festéses membran. A minta sorrend: 1.: indukcid
el6tt, 2.: indukcid utan, 3.: pellet, 4.: homogenatum biotinilalas el6tt, 5.: homogenatum biotinilalas
utan, 6.: extrakt, 7.: Ni-oszloprol ateso, 8.: elsé mosas (magas sos), 9.: 2. mosas (magas sos), 12.: atesd
az oszlopon tortént in vitro biotinilalasi probalkozas utan (€jszakan at, 4°C), 11.: mosas, 12.: 1. elticio
350 mM imidazollal, 13.: 2. elucié 1M imidazollal, 14.: gyantan maradt frakcié SDS mintakoktéllal
leoldva, MM: marker, a masik membranon pedig (16) a dializalt AUNG konstrukt lathato. Jobb
oldalon a szenzor szempontjabol relevans marker altal meghatarozott méretek vannak feltiintetve,

kDa-ban megadva.

Az Avi-AUNG BL21 sejtekben torténd kifejezésével lemondtunk az in vivo
biotinilalas lehetdségérol. A biotinilalast tehat in vitro kivantuk megkisérelni, amit egyrészt a
homogenizalas soran, masrészt a Ni*"-oszlophoz ko6tott allapotban a rendszerhez adott
tisztitott BirA enzimmel, biotinnal és egyéb sziikséges reagensekkel (1d. protokoll) kivantunk

elérni. Azonban a folyamatrol készitett Western blot-on (14. &bra) jol lathato, hogy sem a
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homogenatumban, sem az oszlopkromatografids eljaras sordn nem sikeriilt biotinilalni a

konstruktot.

12 3 4 MM1415

- 35
25

14. abra: A biotinilaltsagot ellenérz6 sztreptavidin-HRP-vel festett Western blot. A blotnak itt
csak a relevans részletei vannak feltiintetve. A minta sorrend: 1.: homogenatum biotinilalas elétt, 2.:
extrakt biotinilalas utan, 3.: Ni-oszloprol ateso, 4.: els6 elucié 350 mM imidazollal, MM: marker, 14.:
els6 koncentralt, dializalt elicio, 15.: egy biotin pozitiv minta. Jobb oldalon a szenzor szempontjabol
relevans marker altal meghatarozott méretek vannak feltiintetve, kDa-ban megadva. A konstruktot 27

kDa kortiil varjuk.

2.2. BL21 ung- sejtekben termelt GST-Avitag-UdgX tisztitasa €s in vitro

biotinilalasa

A GST-Avi-UdgX esetében is az expresszd sikeresnek titulalhat6. A folyamatrol
késziilt SDS-PAGE-n 50 kDa koriil lathaté a vastagabb sdv, ami a GST-vel konjugalt
szenzornak felel meg (15. abra, 1-4. mintasdvok). Azonban sajnos az is megéllapithatd, hogy
jelen esetben a GST tovéabbra sem ndvelte jelentdésen az oldhatosagot. Ez kdvetkezhet esetleg
a fehérje tul nagy méretébol adddoan, de akar a teljes térszerkezet kialakulasanak hianyabol
is.

A fehérje tisztitdsat a fent leirt tapasztalatok tiikrében Ugy modositottuk, hogy a
glutation gyantarol vald eliciét nem glutation oldattal, hanem a gyongyokhoz kotott
GST-fuziés konstruktot trombin proteazzal hasitottuk le specifikus médon (v6. VII. 2.3
fejezet, 6. abra). Ez esetben is in vitro probalkoztunk meg a biotinilalassal, amit az éjszakan at
torténd trombinos hasitasi reakcioval egyidejlileg terveztiink megvalositani, habar mar a

homogenizalaskor is adtunk reagenseket a biztosabb eredmény érdekében. A
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homogenatumban ugyan ez esetben sem volt sikeres a biotinildlas, de a trombinos éjszakan at
tart6 elucioval parhuzamos kisérletet siker koronazta (16. abra).

Az eljarasrol készitett elsé SDS-gélen (15. abra) jol lathatd, hogy az elsé trombinos
elticio nem volt teljes, sok fehérje még a GST-vel dsszekottetésben a gyantahoz kdtve maradt.
Ezt latva a késObbiekben megprobalkoztunk a trombinos eltcios 1épések ismétlésével (17.
abra). Azonban lathatd, hogy csak lassacskan sikeriilt levalasztani a konstruktot a gyantarol,
¢s az igy kapott szenzor rdadasul nem is mutatkozott igazén stabilisnak az oldatban. Tehat a

trombinos elicid elég koriilményes volt és hosszura nyult, nem a leghatékonyabb eljaras.
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15. abra: GST-Avi-UdgX tisztitasat bemutato SDS-PAGE. A minta sorrend: 1.:
homogenatum, 2.: csapadék, 3.: extrakt, 4.: ates6, 5.: mosas, 6.: mosas, 7.: mosas, 8.: eliicio, 9.: mosas
eltcio utan, 10.: gyanta maradék, MM: marker. A jobb oldalon a marker altal meghatarozott néhany

meéret érték lathato kDa-ban.
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16. abra: A biotinilaltsagot ellendrzé sztreptavidin-HRP festéses western blot. A minta sorrend: 1.:
homogenatum biotinilalas eldtt, 2.: extrakt, 3.: ates6 a glutathion oszloprol, 4.: 1. elucid, 5.: 1. elacio
mosas, 6.: glutation gyanta 1. kor utan, 7.: 2. elticids kor trombinnal, 8.: 3. elicids kor trombinnal,
MM: marker, 10.: egy biotin negativ minta, 11.: 1. elucio oszlopon és eltcidban biotinilalva, cc

dializat frakcio. A jobb oldalon a marker altal meghatarozott néhany méret lathaté kDa-ban megadva.
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17. abra: A GST-Avi-UdgX tovabbi trombinos elticioirdl készitett SDS-PAGE. A minta sorrend: MM:
marker, 2.: 1. elucié E1, 3.: iires, 4.: iires, 5.: 1. elucié mosas ,,E2”, 6.: gyanta maradék 1. eluci6 utan,
7.: 2. elicios kor trombinnal, 8.: gyanta maradék 2. elucio utan, 9.: 3. elacios kor trombinnal, 10.:

gyanta maradék 3. elicio utan, 11.: 1. elicio , cc dializat frakcio. Sajnos a gél nem igazan volt jo
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allapotu, ez kissé bizonytalanna teszi a kiértékelést (a szomszédos mintasavok atfolytak néhol

egymasba). A bal oldalon a marker altal meghatarozott néhany méret lathat6 kDa-ban megadva.

A fentiekben tehat lathattuk, hogy mind a ketté konstrukt esetében nehézségekbe
iitkoztliink azoknak oldhatosagaval kapcsolatban. Ha €s amennyiben sikeriilt oldatba vinni a
fehérjéket, akkor is nehezen volt abban tarthatd. Rdadasul az Avitag-AUNG konstrukt in vitro
biotinildldsa sem miikodott valamilyen okbol kifolyolag. Osszességében a két szenzor
tisztitdsabol egyontetiien az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy az Avitag az N-termindlison
feltételezhetden destabilizalja a fehérjéket. Ez konnyen beldthatd, hiszen mind a két
konstruktban igy helyezkedik el ez a szekvencia, €s a tobbi résziik pedig hasonlatos volt az
eddig hasznalt konstruktokéval, amelyek eldallitdsa sordn ilyen problémak nem léptek fel.
S6t, az N-termindlis FLAG-cimkékkel kezddédd konstruktokat, még az UdgX-et is,
hatékonyan lehet egészen magas koncentraciokig (20 mg/ml {6l¢ is) toményiteni, ami azok
kifejezetten jo stabilitasara/oldhatosagara utal. Ezért a csoportban a kozeljovoben 1j
konstruktok klonozasat tervezik, ahol a mar bevalt az N-terminalis FLAG-cimkét érintetlentil

hagyva a C-terminalison helyezik el az Avitag-et.

3. Az celdallitott szenzorok tesztelése alacsony uracil tartalmu

mintakon csepp bloton.

A szenzorok eldallitasat kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy mennyire hatékonyak
ezek alacsony uracil-tartalmi mintdkon. Ugyan ezen szenzorok kis mennyisége tovabbi
méréseket nem enged mar, de egy-egy uracil-DNS-t méré csepp blot teszttel
megprobalkoztunk, amely méréseket két tarsam segitségével vittem véghez.

Az els6 esetben (18. abra és 7. tablazat) a két ujonnan eldallitott szenzor
érzékenységére és specifitasara voltunk kivancsiak. Ezért ugyanazokon a mintakon teszteltiik
ezt a kettdt, és pozitiv kontrollként (harmadik blot a 18. abran) hasznaltunk egy FLAG-UdgX
szenzort (v0. 6. abra). A blotokon egyrészt a magas uraciltartalmt ung- dut- E. coli genomi
DNS-€bdl, masrészt két human biopsziabol (vastagbélrak (CRC) és egészséges szovet (NAT))
szarmazo6, feltehetéen alacsony uraciltartalmii genomi DNS mintdbol készitettiink higitasi
sorokat (v0. 7. tablazat). Mindezt pedig Ugy, hogy minden mintabdl készitettiink
hédenaturalassal egyszalusitott, illetve nativ, azaz kétszald DNS minta sorozatot is. A 18.

abran jol lathatok a jelentds kiillonbségek a szenzorok kozott.
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Az Avitag-AUNG, mint azt mar elézdleg a rola készitett Western blot-bol is
megtudhattuk nem biotinilalédott, igy kimutathatatlan. Ennél fogva nem is érkezik a
membrannak arrdl a részérdl, amelyet ezzel kivatunk kimutatni, semmilyen jel. (Megjegyzés:
Az uracil-DNS-t detektald csepp blot készitésekor a Western blot eredménye még nem volt
meg.)

Az Avitag-UdgX esetében egy erOs specifitast kaptunk. Ez a szenzor csak az egyszalu
€s magas uraciltartalmu E. coli DNS-t mutatta ki, habar talsagosan gyors lefutassal (18. &bra).
Ez utobbi talan kovetkezhetett egy nem teljes biotinilaltsagbol. Ha nem minden konstrukt lett
biotinilalva, akkor habar mindegyik csatlakozik a DNS-hez, nem mindegyik ad jelet, igy
hibas informaciot kozvetitve.

A FLAG-UdgX azonban sokkal kevésbé mutatkozott specifikusnak, mint az
Avitag-gel ellatott parja. Ez is elsésorban az egyszalu DNS-t mutatta ki, de ezzel mar
szamottevden érkezett a kevésbé uracilos beteg mintakbdl is jel. A kétszala DNS-rdl érkezett
jelek ugyan itt is gyengébbek, mint ami az egyszalu parjukrol érkezett, de 6sszehasonlitasban
a biotinossal fejtorésre adnak okot: vajon az imidazolt is latott FLAG-UdgX konstrukt
uracil-DNS specifitdsa és/vagy ssDNS szelektivitasa sériilt-e, amint az az irodalmi adatok
alapjan feltételezhetd.

Erdekes még megemliteni azt a tényt, miszerint a kétszala DNS legalabb ugy, vagy
még jobban immobilizalédik a membranon, mint az egyszali. Ez jol lathaté a loading
kontrollon (18. abra). Ez egyben azt is jelenti, hogy a szenzorok az ssDNS mintakbol érkezo

erdsebb jelei nem az eltérd immobilizalasi hatékonysagbol erednek.
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18. abra: Az els6 teszt csepp blotjai. A blotokat két kiilonb6z6 expozicios idovel rdgzitve is mutatjuk
(felso és alsoé sor), hogy a relativ kiilonbségek jobban lathatoak legyenek. Legjobboldalt a 2 expozicids
1dét feltiintettem. Alul az alkalmazott szenzorfehérjék jeldlése (Avi=Avitag). ssDNS: hddenaturalassal
egyszalusitott DNS mintak, dsDNS: “nativ”’ kétszala DNS mintak. A mintdk elrendezését egyébirant a
7. tablazat mutatja. A piros foltok az expozicié soran telitésbe mend jeleket jelzi. A loading kontroll

ugyanezen mintak egy-egy cseppben tortént felvitele utani metilénkékes festéssel késziilt. Az E. coli
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minték joval kisebb mennyiségiik miatt ezzel a modszerrel nem latszoédnak.

1-4 5-8 9-12
E. coli st nativ E. coli st nativ E. coli st nativ
E. coli st nativ E. coli st nativ E. coli st nativ
NAT* nativ NAT* nativ NAT* nativ
CRC* nativ CRC* nativ CRC* nativ

E. coli st denaturalt

E. coli st denaturalt

E. coli st denaturalt

E. coli st denaturalt

E. coli st denaturalt

E. coli st denaturalt

NAT* denaturalt

NAT#* denaturalt

NAT#* denaturalt

mlQ|E| S alw] e

CRC* denaturalt

CRC* denaturalt

CRC* denaturalt

biotin-AUNG

biotin-UdgX

3XFlag-UdgX

49




7. tablazat: Az els6 dot blot mintainak elrendezési rendje. Az E. coli st szolgal magas uracil tartalmu
standard mintaként. A NAT, ill. a CRC mintak Molnar Béla kollaboracids partneriinktdl szarmazik. A
vastagbélrakos (CRC) szdvetbol szarmazo biopszias minta. A NAT ugyanennek a paciensnek az
egészséges vastagbél szovetébdl szarmazo biopszias minta. A mintakbol az E. coli DNS esetén 7 tagl
(két sorban), a CRC és NAT DNS-ekbol 4 tagn felez6 higitasi sorokat készitettiink. Az elsé pontokban
az E. coli DNS-b61 2 ng, a NAT és CRC DNS-ekbol 0.3-0.3 pg mintat vittiink fel. A legalsé sorban
lathatd, hogy melyik blotot melyik szenzorral mutattuk ki.

A 2. teszt (19. abra és 8. tablazat) alkalmaval a FLAG-cimkés konstruktokkal vald
mérés lehetdségére, annak érzékenységére és specifikussagara, illetve a AUNG ¢és az UdgX
specifitasa kozotti kiilonbségekre voltunk kivancsiak.

A FLAG-cimke alapu detektalasbol adddo esetleges aspecifikussadgot ugy probaltuk
tesztelni, hogy a szenzorokat kihagyva, de ugyanazon antitestes inkubacids, illetve mosasi
1épéseket alkalmaztuk, mint az éles blotoknal. Igy az elsé kérdésre hamar meg is kaptuk a
vélaszt. A jobb oldali membran részlet (vo. 19. abra, 9-12 oszlopok a 8. tablazatban) nem ad
semmiféle jelet, még rendkiviil hosszu expozicids idonél sem, ahol a két szenzorral fejlesztett
blot mar bdven telitésbe megy. Tehat a FLAG-tag festése soran nem beszélhetiink az
antitestek aspecifikus kotédésérol.

A 3XFLAG-AUNG azonban a FLAG-UdgX-hez képest jelentdsen kevesebb jelet
produkal, mind az egyszal, mind a kétszald human DNS mintakon. Erdekes azonban, hogy

ez a magas uraciltartalmu E. coli DNS mintan egyaltalan nem olyan nyilvanvalo.
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19. abra: A masodik. teszt csepp blotjai. A mintak teljesen megegyeznek a 18. abran bemutatott
blottok mintaival. A bal oldali blotot 3XFLAG-deltaUNG, a kdzéps6t pedig FLAG-UdgX szenzorral
fejlesztettem, mig a jobboldali egy U-DNS szenzor nélkiil, csak antitestekkel fejlesztett blot volt,
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mellyel az antitestek aspecifikus kotddését akartam kizarni. Az dbran 200 masodperces expozicios idot

hasznaltunk. A piros foltok az expozicié soran mar telitésbe mend jeleket mutatnak.
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8. tablazat: A masodik dot blot teszt mintdinak elrendezése. A dot blotot a mintak elrendezése
ugyanaz, mint ami a 7. tdblazatban lathato. A legalsé sorban azt tiintettem fel, hogy melyik 4 oszlopot
melyik szenzorral mutattuk ki. A 9-12 oszlopokra csak anti-FLAG antitestet vittiink fel, egy alapvetd

hattér feltérképezése végett.

Konkluzioként a két tesztbdl levonhatd, hogy az UdgX (legalabbis az imidazollal
elualt FLAG-UdgX) feltételezhetéen kialakit az immobilizalt DNS mintdkkal valamiféle
aspecifikus kotddést is, legalabbis bizonyos mintatipusok (pl.: humén biopszidbdl szarmazo
DNYS) esetén. Sajnos arra még nincs nagyon oOtlet, hogy vajon mi is lehet ez a kolcsonhatas, és
mi okozza. Ugyanakkor az erdsebb jelek akar nagyobb szenzitivitast is jelenthetnek, sot akar
még egy forditott helyzet is elképzelhetd, hogy a kérdéses mintakban valamiért a AUNG

alapt szenzor kotddése gatolt.

4. Betegmintak uraciltartalmanak vizsgalata

Molnar Béla (SOTE, Belgyogyaszati Klinika & 3DHisTech Kft.) kollaboracios
partneriinktél tobb mintat is kaptunk, hogy megmérjiik azok uraciltartalmat. Ezek tobbek
kozott joindulatth vastagbél szoveti daganatok €s egészséges biopszids mintaparok, valamint
teljes egészséges egyének biopszias mintdibdl izolalt genomi DNS mintdk voltak.

Jomagam egy tarsammal egyiitt egy ilyen csepp blot mérést végeztink el. A

kimutatashoz FLLAG-UdgX szenzort hasznaltunk.
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A dot blot eljards mar ismertetett menete alapjan a szdmitasaink a 20. dbran lathato

standard egyenesbdl indultak ki. Az egyenes felallitdisahoz csak a lathatdé pontokat vettiik
figyelembe €s 0-ként a puffert kezeltiik.

E.coli standard y = 2.20E-06x- 3.57E-01
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20. abra: A standardként hasznalt E. coli DNS blot és annak értékelésébdl kapott kalibracios egyenes.
Balra a FLAG-UdgX szenzorral fejlesztett blot képe lathato a denzitometrias értékeléshez definialt
mintasav teriiletének (kék fliggbleges vonalak), illetve a foltok pozicidinak (r6zsaszin vizszintes
vonalak) feltiintetésével. A grafikon x-tengelyén szerepel a foltokban denzitometridsan mért intenzitas
(denzitometrids integral), az y-tengelyen pedig az uracilosodas mértéke millio bazisonként a tomeg
fliggvényében. Az illesztett kalibral6é egyenest hasznaltuk az ismeretlen uaciltartalmi mintak csepp

blotjainak értékeléséhez.

A 21A ébran lathatdo a dot blot képe a kimutatasi reakci6 utan. (A felvitt mintak
mennyiségérdl és elrendezésérdl tovabbi részletek a 3. és 4. tdblazatban taldlhatok) A
kiértékelésben a a 9. oszlop 4. sordban szerepld minta szennyezddott, igy ezt értelemszeriien a
kiértékelés folyaman nem vettiik figyelembe. Emellett az 5. oszlopban szereplé 56 NEG
mintabdl tul kevés allott rendelkezésre, ebbdl kifolydlag annak a higitasi sora eleve fele

akkora mennyiségli minta bemérésével kezd6dott (0,25 pg; 3. tablazat).
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21. abra: A betegmintakon készitett uracil-DNS cseppblot és értékelése. A: A dot bolt a 20. dbran
mutatott kalibracioés sorral egy membranon, FLAG-UdgX szenzorral egyszerre fejlesztve €s ugyanugy
83,6 mp-es hosszisagh expondlasi idovel lett rogzitve. A denzitometrias értékeléshez definialt
mintasav teriilete (kék fiiggbleges vonalak), illetve a foltok pozicidi (rozsaszin vizszintes vonalak) itt
is feltiintetésre keriiltek. A mintdk 0.5 pg DNS-bdl indul6 felez6 higitasi sorban keriiltek a membranra
(kivéve a 3. oszlopban 1évot, amibdl csak 0.25 pg-ot tudtunk felvinni). A mintak a kiilénb6z6
oszlopokban a kovetkezoképpen kovetik egymast: 39 NEG, 40 NEG, 56 NEG, 42 NAT, 42 AD, 86
NAT, 86 AD, 108 NAT, 108 AD. A bemérési kontroll (loading, fent) a masodik ponttal megegyezd
mennyiségli DNS mintak metilénkékkel festett membranja.. B: A blot értékelése alapjan a mintak
uraciltartalma milli6 bazisra vetitve. A fenti grafikonon a nyersadatokbol, mig az alatta talalhato a

loading kontrollal korrigalt adatokbdl szamitott értékek lathatoak.

A 21A abrén feliil 1athat6 a szamitdsainkon pontositdé bemérési (loading) kontroll. Itt is
jol megfigyelhetd, hogy a balrél a 3. minta (56 NEG) bemérési koncentracidja jelentésen
kisebb, mint a tébbieké. Szamitasaink soran a 39 NEG (balrodl az elsd) mintabol érkezo jelet
vettiik 1-nek, ehhez viszonyitottuk a tobbit. Az elébb emlitett 56 NEG, amely 0,63-as
aranyszdmot mutatott, mellett azonban még a 42 AD (balrdl 5.) minta is kisebb tomegben van
jelen, itt az arany 0,60 volt.

A 21B abran lathatd a moddszer ismertetésénél mar leirt modon kiszamitott
uraciltartalom millié bazisra kivetitve oszlopdiagramos elrendezésben. Sajnos a mintak
jelentds szorast mutatnak (nem egyenletes lefutastiak, illetve masféle tendencia szerint
valtoznak mint ami szerint a standardként hasznalt E. coli). A masik oszlopdiagramon (21B
abra, a loading kontrollal korrigalt) is hasonl6d értékeket lathatunk az elézdvel, talan kicsit

jobban kiegyenlitettebbet egymashoz képest.
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A szoras az feltételezéseink szerint az UdgX szenzor valamiféle aspecifikus
kotddésébodl kovetkezhet. Az azonban eddig még nem ismert, hogy micsoda okozhatja ezt a
pontatlansagot. Emellett vélhetdleg a standard E. coli DNS-ében is szerepelhet valami olyan
tényez0, amely az eukaridta beteg mintdkban nincsen, avagy forditva. Ez eredményezheti a
tendencidk kevéssé dsszehasonlithatosagat, és igy a nagy szorast.

Ismerve a mintak eredetét, nem lehet levonni messzemend bioldgiai kovetkeztetéseket,
a mintdk csekély szama miatt. Az jol lathatd, hogy az egészséges emberekbdl szarmazo
szovetekben a DNS-ben talalhato uracil szintje elég alacsony. Ugyanakkor a harom jéindulata
daganatos beteg koziil is a 42-es szamUnak mind a daganatos, mind az egészséges szovetébol
szarmaz6o DNS mintak uraciltartalma az egészséges emberekébdl szarmazoval gyakorlatilag
megegyeznek, mig a masik kettOben érdekes mdodon az egészséges szovetekben mutathaté ki
jelentésen tobb wuracil, habar a daganatokban is megemelkedett ez a szdm. Ezek az
eredmények kovetkezhetnek egyedi sajatossagokbol, amelyek kiértékeléséhez még sokkal
tobb mintara lesz sziikség. Ugyanakkor azt is szem eldtt kell tartani, hogy a detektalt
kiilonbségeket valamely fliggetlen modon, vagy legalabb egy masik uracil-DNS szenzorral is

meg kell tudni erdsiteni ahhoz, hogy hihet6é eredményeket kapjunk.

5. Kiilonb6z6  genetikai  hatterli,  gemcitabinnal = kezelt
hasnyalmirigyrdk  sejtvonalbol  izoladlt  genomi  DNS

uraciltartalmanak vizsgalata

Grant Brown (Torontéi Egyetem, Kanada) kollaboracios partneriinktél kapott
gemcitabinnal kezelt mutans (apobec3c, apobec3d, ung génkiiitott (KO)) hasnyalmirigyrak
sejtvonalbol i1zolalt genomi DNS (feltehetdleg alacsony uraciltartalmi mintak) koziil én is
megmértem az egyik mintasort FLAG-UdgX szenzort hasznalva. A mérés soran azt akartuk
kideriteni, hogy vajon van-e detektalhato kiilonbség a kiilonb6zé mutaciokkal rendelkezd (1d.
mintaleirds) sejtvonalak DNS-ének uraciltartalma kozott. Osszesen négyféle genetikailag
modositott sejtvonalbol szarmazod mintat kaptunk. A 6 uracil-DNS glikozilazt kédolo ung
gént mind a négyben kiiitotték, hogy az APOBEC enzimek hatdsara citozinbol kis
mennyiségben keletkezd uracil jobb eséllyel kimutathatdéva valjon. Az ung kititésen kiviil mas
modositdst nem tartalmazé sejtek (amelyek gemcitabinra rezisztensek és az A3C-t és D-t
kifejezik) voltak a kontroll sejtek, mig a masik haromban a két APOBEC gén egyike, vagy
mindkettd kititésre keriilt (ezekben a gemcitabinra mutatott érzékenység megnoétt). A végso

Osszesités kollaboracios partneriink tudta csak megcsinalni, mivel mi a mintdkat részben
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kevert sorrendben kaptuk. A mintdk 5-0s csoportokban rendezetten szerepelnek (1d. 1.
tablazat). Azt viszont nem adtdk meg szamunkra, hogy melyik 5-0s csoport szarmazik a
kiilonbozd genetikailag manipulalt sejtekbdl.

Az elkésziilt csepp bloton (22. abra) a pozitiv minta szépen kiemelkedik a tobbi minta
koziil. Azonban a kiértékelésben nem kaptunk semmilyen tendencidzus valtozast a mintdk
kozott, mondhatni teljesen véletlenszerii eredmények érkeztek.

Emellett a kapott eredmények meglehetdsen magasak is, irredlisnak tlinhetnek.
Osszehasonlitasképp, a vad tipusi UNG csendesitése mellett TS gatloval kezelve érhetd el
egy 600 uracil / millio bazis koriili érték, ami a genom nagy részét érintd replikacid soran
timint helyettesitve épiil be (4), szemben a jelen mintakkal, ahol az APOBEC enzimek hatasa
nyilvanvaldan az egyszali DNS szakaszokra szoritkozik, amelyek meglehetdsen limitaltan,
leginkabb az elakadt replikécids villakban van jelen ezekben a gemcitabinnal kezelt sejtekben.
Emiatt nem tlinik valdosnak a kezelés ismeretében az itt kapott érték, ennek nagy
valdsziniiséggel alacsonyabbnak kell lennie.

A fentieken tul sajnos elég nagy szorast is mutattak a mintdk egy-egy higitasi soron

beliil, ami egybecseng a FLAG-UdgX szenzorral kapcsolatban kapott korabbi
tapasztalatainkkal.

A mintak uraciltartalma - FLAG-UdgX szenzorral
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A mintak uraciltartalma kontrollal korrigalva - FLAG-UdgX
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22. abra: Grant Brown kollaboracios partneriinktdl szarmazé minték uraciltartalmanak kimutatasa
FLAG-UdgX szenzort hasznalva. TU1-1 pozitiv minta SFdUR-rel kezelt, ung kiiitott sejtekbol

szarmaz6 genomi DNS. A t6bbi mintaval kapcsolatos részleteket az 1. tablazat tartalmazza. Balra fent

55


https://sciwheel.com/work/citation?ids=13026157&pre=&suf=&sa=0

a dut- ung- E. coli DNS alapjan felvett kalibracios egyenes lathato (vo. 20. abra). Balra lent az
eléhivott uracil-DNS dot blot képe (a mintak elrendezése 1d. a 6. tablazatban). A két grafikonon a blot
denzitometrias értékelésével kapott eredmények a nyers adatbol (fent), illetve a kiillon membranon
elkészitett loading kontrollal korrigalt értékek alapjan (lent). A mintak bemérési mennyiségei az 5.
tablazatban talalhatoak.

A kapott eredmények kevéssé meggy6z0 és értelmezhetd volta miatt késobb a
csoportban megismételték a mérést a kevésbé érzékeny, de lehet, hogy specifikusabb
3XFLAG-AUNG konstruktot hasznalva is (23. 4bra).

Ezesetben mar egyértelmii tendencia mutatkozott a kiilonb6zé mintdk kozott. Jol
leolvashat6 mindkét oszlopdiagramrodl, hogy egy-egy csoportban a kezeletlenek és a 24 6ras
kezelésen atesett sejtvonalak esetében alacsony az uraciltartalom, gyakorlatilag megegyezik.
Azonban 72 6ras kezelés utdn mdr kimutathaté a genomi uracil szint ndvekedése. Ezek
mellett az is megallapithatd, hogy a gemcitabin koncentracioja (500 nM vagy 1 uM) nem
igazan jatszik szerepet az uracil szint kialakitasaban.

Ezen mérés soran mar a nagy szords sem jellemz0 annyira a higitasi sorokon beliil, €s
a kapott értékek (5-30 uracil / millié bazis) is sokkal hihetdbb intervallumban mozognak.

Ez a két blot is azt a feltételezésiinket tdmasztja, ald, amelyet mar lattunk a szenzorok
tesztelése sordn is (19. abra). Az UdgX konstrukt feltételezhetden valamiféle aspecifitassal
rendelkezik, és ebbdl kovetkezhetnek a kapott magasabb értékek, és a kevésbé tendenciozus

eredmények.
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A mintdk uraciltartalma
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23. abra: Grant Brown kollaboracids partneriinkt6l szarmazo6 mintdk kimutatasa 3XFLAG-AUNG
szenzorral. A jobb fels6 sarokban talalhaté a standard minta a r4 illesztett kalibracios egyenessel (vo.
20. abra). A bal als6 sarokban a dot blot képe lathatd (mintak elrendezése 1d. a 6. tablazatban). A jobb
oldalon fent a nyersadatokbol szamitott értékek lathatdak, alatta pedig ugyanezek a loading kontrol

értékeivel korrigalva.

Ezek a mérések természetesen nem fedik le a kollaboraciés projekt teljes anyagat. A
blotokat mindkét szenzorral tovabbi két biologiailag parhuzamos minta csoporton is
megismételték a csoportban a nyar folyaman. A visszakiildott 3XFLAG-AUNG szenzorral
késziilt eredmények alapjan a kollaboracios partneriink a kovetkez6 abrat készitette, amelyet

bele tett a Nature Cancer folyoiratba visszakiildott atdolgozott kéziratba is (24. abra).
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24, abra: Az uracil mérések konkluzidja az atdolgozott, visszakiildott kéziratban (5h 4bra). Az
abraban a 3XFLAG-deltaUNG szenzorral a 1 uM gemcitabinnal 72 6rdn at kezelt illetve a kezeletlen
mintak adatai keriiltek 0sszesitésre. Az A3C és az A3D egyiittes kilitése jelentdsen csokkentette a

genomi DNS-ben a kezelés hatdsara mérhet6 emelkedett uracilszintet.

A 24. abran az lathatd, hogy a kezeletlen sejtvonalakban az uracil szint hasonloan
alacsony. A gemcitabinnal kezelt sejtekben a genomi uracilosodas mértéke jelentdsen megnd.
Ez az érték azonban csak akkor csokken, ha mindkét vizsgalt APOBEC gént kilitottiik, de
még ekkor sem 4ll vissza a kezeletlen mintdkhoz hasonlo érték. Ebbdl kovetkezik, hogy az
uracilosodasban még mas faktorok is szerepet jatszhatnak, mint a méréseink soran vizsgalt két

APOBEC enzim miikkodése.
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IX. Osszegzés

TDK munkdmban a Genom metabolizmus kutatocsoport munkajaba volt alkalmam
bekapcsolddni, ahol egyrészt uracil-DNS szenzor fehérjék eldallitasaban vettem részt,
masrészt kétféle bioldgiai minta sorozaton végeztem uracil-DNS kimutatast. A munkdm soran
megismerkedtem tobb molekularis biologiai és fehérje kémiai moddszerrel: rekombinans
fehérje termeltetéssel, oszlopkromatografiaval, nukleinsav mérési és analizal6 eljarasokkal,
SDS-gélelekroforézissel és Western blot technikaval, valamint a kutatocsoportban fejlesztett,
a DNS uraciltartalmanak mérésére szolgalo csepp blot modszerrel.

A munkam egyik célja az volt, hogy az alacsony uraciltartalmi genomi DNS mintak
méréséhez is elég érzékeny szenzor fehérjéket allitsak eld. Ehhez a laborban mar klonozott
Ujabb, Avitag cimkén biotinildlhaté konstruktokat probaltam bakteridlis expresszios
rendszerben kifejezni, majd kromatografias technikakkal tisztitani. Mind AUNG, mind pedig
az uracilos DNS-t kovalensen kotd UdgX fehérjékbdl szarmaztatott szenzorokkal dolgoztam.
A sejtbeli biotinilalast biztositd6 AVB101 sejteket el6zéleg mar hasznaltak a laborban, de
minden esetben nagyon kis mennyiségli fehérjét sikeriilt csak eldallittatni veliik. Els6
1épésként én is ebben a rendszerben probaltam a biotinilalt AUNG szenzort eléallitani, de ez
tovabbra sem adott kielégité eredményt: az expresszid ezuttal még alacsonyabb volt, mint
elozoleg. A munka masodik szakaszaban mar elérhetd volt szdmomra a konstruktnak egy
pET20b plazmidba atklonozott valtozata, ami alkalmassa tette, hogy a hatékonyabb
BL21(DE3) expresszios sejteket hasznaljam a fehérje termelésre, és ennek is egy olyan
valtozatat, amelybdl az endogén ung fehérje génje ki volt iitve. Itt a fehérjeexpresszio
rendkiviili mértékben megndvekedett, viszont a fehérje oldhatdosaga nagyon kicsi volt, a
legnagyobb része “inclusion body”-ba zarédva a csapadékban maradt. Réaadasul a
kismennyiségli kitisztitott fehérje in vitro biotinilalasa sem ment, aminek az okat valahol
szintén a fehérje feltekeredésében, illetve ezen beliill az Avitag cimke elérhetéségében
kereshetjiik.

Ezzel péarhuzamosan az UdgX alapti biotinilalhatd szenzorok kozil egy az
N-terminalison GST-cimkével ellatott konstruktot probaltam meg kifejeztetni €s tisztitani. Itt
az expresszio visszaszoritasara is sziikség volt, mert az el6z0 tapasztalatok alapjan a tulzott
expresszio nagyon rossz oldhatosaggal parosult. Ennek az UdgX szenzornak a tisztitasa soran
el akartuk keriilni az imidazollal vald taldlkozést, hogy kizarjuk az aktivitds és/vagy a
specifitas sériilését (29). Tovabba a GST-cimke révén glutation oszlopon torténd tisztitas

soran el kellett keriilniink az amugy legkézenfekvdébb elucios stratégiat, amelyben redukalt
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glutation oldattal szoritjuk le az oszlopon kotott GST-fuzios fehérjét. Ugyanis a glutation
tonkretette a fehérje aktivitasat, feltehetleg az UdgX szerkezetében talalhatod vas-kén klaszter
redukalédsa révén. Ezeket megfontolva a GST-Avitag-UdgX konstruktot sok sejttel rovid ideig
alacsony hdfokon (keveset és lassan) termeltettilk, majd glutation oszlopon tisztitottuk,
ahonnan a GST-cimke trombinos hasitasaval elualtuk a fehérjét. A trombinos hasitéssal
parhuzamosan tortént az in vitro biotinilalas is 4 °C-on éjszakan at, ami ezen konstrukt
esetében sikeres is volt. Ugyanakkor a fehérje oldhatdésaga tovabbra sem javult kielégitd
modon, a trombinos elucidja nehézkes, a hasitott fehérje oldatbeli stabilitasa pedig kétséges
volt. Mivel az N-terminalison FLAG-cimkével ellatott konstruktok ennél joval stabilabbak, és
akar 20 mg/ml feletti koncentracioig is toményithetdek, a jovében egy masik stratégiat fogunk
alkalmazni a biotinilalhatd konstruktok Iétrehozasara: az Avitag cimkét a konstruktok
C-terminalisara klonozzuk, és az N-terminalist a mar bevalt konstruktokrol mintazzuk. A kis
mennyiségben eldallitott (GST)-Avitag-UdgX szenzort azért csepp bloton is teszteltiik, és
elgondolkodtatd kiilonbséget mutatott az imidazollal tisztitott FLAG-UdgX-hez képest
szenzitivitasban €s specifitasban egyarant.

A munka masodik felében a csoportban készen elérhetd FLAG-cimkés konstruktokat
hasznaltuk, elsdsorban az érzékenyebbnek tiind FLAG-UdgX-et. Két biologiai rendszerbdl
szarmazO mintasorozat uraciltartalmat vizsgaltuk, melyeket egyarant kollaboralo
partnereinktdl kaptunk. Egyrészt megkiséreltik huméan szdveti mintakbol nyert DNS-ek
vizsgalatat, melyeket joindulati vastagbél daganatos betegek beteg, illetve egészséges
szoveteibdl, valamint teljesen egészséges emberekbdl vett biopszidkbdl szarmaztak. A
FLAG-UdgX szenzorral kimutatott kiilonbségek megerdsitése, illetve értelmezése még
tovabbi kutatas targyat képezi.

A masik mintarendszer kanadai kollaboralé partneriinkt6l, Grant Browntdl (Torontoi
Egyetem) szarmazik. Ok hasnyalmirigyrak sejtvonalon gemcitabin kemoterapias szerre
rezisztenssé valo klonokat izolaltak, és benniik kimutattak tobbek kozott az A3C és az A3D
enzimek megnovekedett expresszidjat. Ha ezekben a sejtvonalakban kiiitotték ezt a két
apobec gént egyesével, vagy mindkettét, akkor a gydgyszerérzékenység valamelyest
visszaallt. Ebbd] tehat arra kovetkeztettek, hogy az APOBEC-ek valamiképp elviselhetébbé
teszik, vagy fel tudjdk oldani a sejt szamara problémat jelentd, a gemcitabin kezelés miatt
elakadt replikacids villakat. A gemcitabin ugyanis egy olyan citidin nukleotid szdrmazék,
amely beépiilése esetén a polimeraznak egyszerien nincs hol folytatnia a replikacidt. Az
APOBEC enzimek, DNS citozin dezaminazok 1évén, ezeket a beépiilt nukleotidokat elérhetik

¢s/vagy az elakadt villdban hosszabb ideig jelenlevd egyszalt DNS-en 1évd tovabbi
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citozinokat is. A dezaminaldssal a DNS-ben megjelend uracil aktivalja a lebontdssal és
Ujraszintézissel jard javitast, ami az elakadt replikacios gépezet Gjrainditdsahoz hozzéjarulhat.
Ezt a hipotézist tudtuk az uracil-DNS szintek megmérésével alatdmasztani, amivel a mar
elbiralt kézirat atdolgozott verzidjanak visszakiildéséhez hozzdjarultunk. A csoporttdl kapott
haromszor 21 mintdn 6sszesen 6 blotot végeztiink el, 3-at 3-at mindegyik szenzorral. Ezek
kozil én egy FLAG-UdgX szenzorral fejlesztett blotot készitettem el, mely eredménye
egyseéges volt a masik két UdgX szenzoros blottéval. Habar ez az eredmény inkabb negativ, és
tovabb erdsiti a gyantinkat, miszerint az imidazollal tisztitott UdgX (vagy az UdgX altalaban
is) bizonyos mintdkban az uracilon kiviil valami mast is 14t, ezzel a blottal, illetve a megel6z6
tesztekkel én is hozzdjarultam a teljes kép kialakulasahoz és a két szenzor kozti helyes

valasztasi dontés megsziiletéséhez.
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XI. Fuggelek

1. A hasznalt konstruktok szekvenciai
1.1. A vad tipusu UNG szekvencidja

>sp|P13051 |UNG_HUMAN Uracil-DNA glycosylase OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=UNG
PE=1 SV=2

MIGOKTLYSEFEFSPSPARKRHAPSPEPAVOGTGVAGVPEESGDAAATPAKKAPAGOQEEPGT
PPSSPLSAEQLDRIQRNKAAALLRLAARNVPVGEFGESWKKHLSGEFGKPYFIKLMGEVAE
ERKHYTVYPPPHOQVFTWTOMCDIKDVKVVILGODPYHGPNQAHGLCEFSVQRPVPPPPSLE
NIYKELSTDIEDEFVHPGHGDLSGWAKQGVLLLNAVLTVRAHQOANSHKERGWEQEFTDAVVS
WLNONSNGLVFLLWGSYAQKKGSAIDRKRHHVLOQTAHPSPLSVYRGFFGCRHFSKTNELL

QKSGKKPIDWKEL

His-tag, FLAG-tags, Avitag, TEV/protease cleavage site. ALU-ag
1.2.  3XFLAG-AUNG

MGSSHHHHHHS SGLVPRGSHMDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKPLAARNVPVGEFGESWKKHL

SGEFGKPYFIKLMGFVAEERKHYTVYPPPHOVFTWTQMCDIKDVKVVILGONPYHGPNQAHG
LCFSVQRPVPPPPSLENIYKELSTDIEDFVHPGHGDLSGWAKQGVLLLNAVLTVRAHQANSH
KERGWEQFTDAVVSWLNONSNGLVFLLWGS YAQKKGSAIDRKRHHVLQTANPSPLSVYRGEF
GCRHFSKTNELLQKSGKKPIDWKE L DR

1.3.  Avitag-AUNG

MSGLNDIFEAQKIEWHEGAPSSRILENBMBOSAEP . AARNYPVGEFGESWKKHLSGEFGKPYF
IKLMGFVAEERKHYTVYPPPHQVETWTOMCDIKDVKVVILGQONPYHGPNQAHGLCFSVQRPV
PPPPSLENIYKELSTDIEDFVHPGHGDLSGWAKQGVLLLNAVLTVRAHQANSHKERGWEQFT
DAVVSWLNQNSNGLVFLLWGSYAQKKGSAIDRKRHHVLQTANPSPLSVYRGFFGCRHFSKTN
ELLQKSGKKPIDWKELAGPHHHHHH

1.4. Avitag-UdgX

MSGLNDIFEAQKIEWHEGAPSSRILDYKDDDDK PMAGAQDFVPHTADLAELAAAAGECRGCG
LYRDATQAVFGAGGRSARIMMIGEQPGDKEDLAGLPFVGPAGRLLDRALEAADIDRDALYVT
NAVKHFKFTRAAGGKRRIHKTPSRTEVVACRPWLIAEMTSVEPDVVVLLGATAAKALLGNDF
RVTQHRGEVLHVDDVPGDPALVATVHPSSLLRGPKEERESAFAGLVDDLRVAADVRP

vas-kén klaszter kialakitdsaban fontos aminosavak

katalitikus aktivitasban fontos aminosav
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1.5. His-FLAG-UdgX
MAHHHEHHVGTGSNDDDDKSPDPNWELDYKDDDDK r s SEEVIBRGS 11 GAQDFVPHTADLAE

LAAAAGECRGCGLYRDATQAVEFGAGGRSARIMMIGEQPGDKEDLAGLPEFVGPAGRLLDRALE
AADIDRDALYVTNAVKHFKFTRAAGGKRRIHKTPSRTEVVACRPWLTIAEMTSVEPDVVVLLG
ATAAKALLGNDFRVTQHRGEVLHVDDVPGDPALVATVHPSSLLRGPKEERESAFAGLVDDLR
VAADVRP

1.6.

GST-Avitag-FLAG-UdgX

EOTDRRS SR ANBHOGORTEG ! - SENBRER -~ r OSGLNDI FEAQK LENHEGA

PSSRILDYKDDDDK PMAGAQDFVPHTADLAELAAAAGECRGCGLYRDATQAVEGAGGRSARI
MMIGEQPGDKEDLAGLPFVGPAGRLLDRALEAADIDRDALYVTNAVKHFKFTRAAGGKRRIH
KTPSRTEVVACRPWLIAEMTSVEPDVVVLLGATAAKALLGNDFRVTQHRGEVLHVDDVPGDP
ALVATVHPSSLLRGPKEERESAFAGLVDDLRVAADVRP

2. Pufferoldatok:
2.1. LB média:

pH=7

1000 ml H,O

10 g tripton

10 g NaCl

5 g ¢élesztd extrakt

sterilezés autoklavban

2.2.  Lizis puffer

pH=7,5

50 mM TRIS-HCI

300 mM NacCl

0,5 mM EDTA

0,1% Triton-X100

1 mM PMSF

5 mM benzamidin

2 x cOmplete (EDTA-free) Protease Inhibitor Cocktail from Roche
10 mM B-merkaptoetanol
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0,1 mg/ml lizozim

0,1 mg/ml DNaz

0,01 mg/ml RNaz A

5 mM B-merkaptoetanol

2.3.  Wash puffer

pH=7.5

50 mM Tris/HCI

300 mM NacCl

5 mM B-merkaptoetanol

2.4. High Salt (HS) pufter

pH=7,5

50 mM Tris/HCI

500 mM NaCl

40 mM Imidazol

5 mM B-merkaptoetanol

2.5.  Elucio puffer

pH=7,5

350 mM Imidazol

10 mM B-merkaptoetanol
0,1 mM PMSF

0,5 mM benzamidine

dializis pufferben

2.6.  Dializis puffer

pH=7,4

30 mM TRIS-HCI

140 mM NacCl

0,01% Tween-20

1 mM EDTA

15 mM B-merkaptoetanol
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2.7. CAPS pufter

pH=12
10 mM CAPS

10% metanol

2.8.  TBS pufter

pH=7,5
20 mM TRIS
150 mM NaCl

2.9. TBS-T puffer

pH=7.5

20 mM TRIS
150 mM NacCl
0,1% Tween-20

2.10.  Western blot blokkolo puffer

5% sovany tejpor

TBS-T pufferben

2.11. UNG puffer

pH=7.4

30 mM TRIS-HCI

140 mM NaCl

0,01% Tween-20

1 mM EDTA

15 mM B-merkaptoetanol
1 mM PMSF

5 mM benzamidin

2.12.  ETBS puffer

pH=7,4
25 mM TRIS-HC1



2,7mM KCl
137 mM NaCl
1 mM EDTA

2.13.  ETBS-T puffer

pH=7,4

25mM TRIS-HCI
2,7 mM KCI

137 mM NacCl

1 mM EDTA
0,05% Tween-20

2.14. Dot blot blokkolé puffer

5 % sovany tejpor
10 mM B-merkaptoetanol
ETBS-T pufferben

2.15. TE puffer

pH=8.0
10 mM TRIS-HCI
1 mM EDTA

2.16. PBS pufter

0,137 M NaCl
0,0027 M KCl
0,01 M Na,HPO,
0,0018 M KHPO,

2.17. A puffer
pH=7.5
20 mM Tris
500 mM Nacl
10 % glicerin
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