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1. Bevezetés

A genetikai informacidé meg0Orzése és valtozatlan tovabbadasa létfontossagu feladat minden
¢lolény szamara. Ennek ellenére a DNS szekvencia szamos moddosult bazist és hibas
épitdelemet tartalmaz az ismert Watson-Crick bazisparok mellett. Kutatémunkam
kbézéppontjaban az uracil all, mely az egyik leggyakrabban el6fordulé nem konvenciondlis DNS
alkoté bazis. A DNS-beli uracil megjelenése két, egymastdl fiiggetlen uton valdsulhat meg,
melyek a timinhelyettesitd beépiilés €s a citozin dezaminalodéasa. A timin helyett torténd uracil
beépiilés nem okoz mutdcidt, hiszen az uracil valtozatlanul adenninnel parosul. Az uracil
beépiilése a sejtbeli dezoxiuridin trifoszfat / dezoxitimidin trifoszfat (dAUTP/dTTP) aranytol
fiigg, melynek extrém alacsonyan tartasarol két enzim gondoskodik: a timidilat szintaz (TS) és
a dezoxiuridin trifoszfataz (dUTPaz) 2. A dUTP4z végzi a dUTP hidrolizisét dezoxiuridin
monofoszfatta (dAUMP-vé), igy képes hatékonyan csékkenteni a dUTP szintet. A dUMP-bdl a
TS szintetizal dezoxitimidin monofoszfatot (dATMP-t), mely a dTTP el6anyaga. A DNS kettds
hélixében 1évo citozin oxidativ dezaminacidja az egyik leggyakoribb spontan bekodvetkezo
DNS karosito folyamat. A kialakul6 uracil:guanin hibaspar stabil pontmutéciot eredményezhet,
mivel a DNS-be adenin fog beépiilni guanin helyett (C:G - T:A tranzicid), amennyiben a

hibaspar nem keriil javitasra a kovetkezé replikacios ciklusig °.

A timidilat (dTMP) bioszintézis a DNS szintéziséhez sziikséges dTTP egyetlen forrasa, ezért
kulcsfontossagu az oszt6do sejtek szamara. A timidilat szintézis szlik keresztmetszete pedig a
dUMP, melynek metilaciojat a TS katalizalja dTMP-vé. A megfeleld ANTP készlet és ezaltal a
genomi integritds fenntartdsa elengedhetetlen a sejtek miikkodéséhez, kiilondsen az olyan
aktivan replikalodo sejtekben, mint a rakos sejtek, ezért a TS a kemoterapias szerek altalanos
célpontjava valt®. A fluoropirimidinek (5-fluorouracil (5FU) és 5-fluoro-2'-dezoxiuridin
(5FdUR)) a legrégebbi és leghatékonyabb rakellenes szerek kozé tartoznak, azonban pontos
hatasmechanizmusuk még nem teljesen ismert. Egyrészt metabolitjuk, az 5-fluoro-dUMP
(5FdUMP) a TS enzim irreverzibilis gatloszere, mely a nukleotid készlet egyensulyanak
felborulasahoz vezet (csokkent dTTP szint és megndvekedett dUTP / dTTP arany). Masrészt a
DNS polimerdzok a dUMP és az SFAUMP molekuldkat is képesek beépiteni a DNS-be .
Az antifolat szarmazékok a folat ciklust gatolva hatnak, vagy kozvetleniil komplexet
képezhetnek a TS enzimmel (pl.: raltitrexed (RTX)), ami csokkenti a dTTP €és megndveli a
dUTP szintet *.

Mivel a timidilat bioszintézis kulcsfontossagu koztiterméke a dUMP, a TS mellett a dUTPaz

enzim szerepe szintén jelentds a folyamatban. A legtobb eukaridta szervezet két dUTPaz



izoformaval rendelkezik, amely a mRNS alternativ splicing-ja soran, az eltér6 promoter &és
5’ exon hasznalatbol adodik °. A gerincesekben 1évé dUTP4z izoformdk a sejtmagba (nDut)
vagy a mitokondriumba (mDut) transzlokalodnak. A fehérje esszencidlisnak bizonyult
Escherichia coli-ban (E. coli)® Saccharomyces cerevisiae-ben (S. cerevisiae) ’,
Caenorhabditis elegans-ban (C. elegans)®, Trypanosoma brucei-ben °, Arabidopsis
thaliana-ban ° és Mycobacterium smegmatis-ban !, ahol a dUTP4z hidnya sejthaldlhoz
vezetett. Ezenkiviill a dUTPaz csendesitése halalos fenotipust eredményezett a Drosophila
melanogaster korai bab stadiumaban, mig fiziologiai koriilmények kozott a larva, bab és imago
forméak emelkedett DNS-beli uracil tartalommal rendelkeznek 213, A dUTPaz hianyat
menekitette az uracil-DNS N-glikozilaz, Ungl egyidejii megvonasa E. coli-ban 4, S.
cerevisiae-ben I° és C. elegans-ban ¢, ahol a kettés mutans organizmusok DNS-ében nagy
mértékli uracil beépiilést figyeltek meg. Emlds sejtvonalakban eddig géncsendesitéssel
vizsgaltak a dUTPaz hidnyos allapotot, melybdl kideriilt, hogy a dUTPaz expresszids szintje
jelentésen befolyasolja a TS-ra irdanyuld kemoterapias szerek hatasat. Egyrészt a dUTPaz
megnovelt expressziodja rezisztenciat indukalt SFAUR-nal kezelt human rakos sejtekben 1718,
Masrészt a dUTPaz csendesitése vagy inhibicidja fokozta a sejtek TS géatlokra adott valaszat,
ami a dUTP szint novekedéséhez, replikacios hibakhoz és citotoxicitashoz vezetett 1°202122,
Eddig egyetlen tanulmanyban irtak le human megbetegedéssel dsszefiiggésbe hozhaté dUTPaz
missense mutacidt, melyben egy cukorbetegséggel ¢€s csontveld elégtelenséggel jaro
monogénes szindromat vizsgaltak 23, A dUTP4z genetikai polimorfizmusénak hidnya az emberi

populécidban arra enged kdvetkeztetni, hogy a fehérje hidnya olyan sulyos kovetkezményekkel

jar, amelyek az ¢€lettel 6sszeegyeztethetetlenek.

A DNS-ben megjelend 1ézidk eltavolitasarol elsésorban a baziskivagd (base excision repair
(BER)), illetve a hibaspar (mismatch repair (MMR)) javitd6 mechanizmusok gondoskodnak. Az
uracil-DNS glikozilazok (UDG-k) felelések a nem kanonikus dezoxinukleotidok, példaul a
DNS-beli wuracil, specifikus felismeréséért, majd elhasitjak a B-N-glikozidos kotést a
dezoxiribdz és a hibas bazis kozott 24?°. Az emldsok szamos UDG enzime koziil az UNG,
SMUGI, TDG és MBD4 fehérjék jol karakterizaltak az irodalomban. Human sejtekben az
uracil-DNS N-glikozildz (UNG) a legaktivabb enzim a DNS-beli uracil eltdvolitasaban 252627,
Az UNG izoformék képesek kivagni az uracilt egyes és kettds szala DNS szubsztratokbdl is,
rdadasul az uracil keletkezési modjatol fiiggetleniil. A keletkezd abazikus helyet az AP-
endonukledz ismeri fel, majd a fennmarad6 cukor rész eltavolitdsa utdn az egyes szala DNS

kiegésziil a DNS polimeraz és ligaz segitségével. Azonban magas dUTP/dTTP ardny vagy timin



megvonds esetén az uracilok ujra beéplilhetnek a javitasi szintézis sordn. Az uracil-kivago
javitas hiperaktiv, hidbavalé ciklusa abéazikus helyekhez, egyes- ¢és kettdsszaltorésekhez,
megakadt replikacios villakhoz és egyéb eddig ismeretlen kovetkezményekhez vezethet, mely

az iin. timin-mentes sejthalalban végzédhet 222°30,

A kutatasok kimutattadk, hogy az uracil genomi megjelenése meghatarozo hatast gyakorol tobb
fiziologiai kortilmények kozott lejatszodod folyamatban. Az uracil tartalmia DNS hossza tava
fenntartdsa az uracil kivagd javitd mechanizmusban részt vevé UDG enzimek hatékony
inaktivalasaval vagy teljes hianyaval érhet6 el. Szamos prokariota szervezetet talaltak, melyek
)3t

nem kodoljak a dUTPAaz és az UNG génjét (dut-, ung- genotipus) **, igy feltételezhetéen uracil

tartalmu DNS-sel (U-DNS) rendelkeznek. Ugyanakkor még tobb genombdl hidnyzik csupan a
dUTP4az génje (dut-, ung+ genotipus), mely veszélyeztetné a genetikai stabilitast 3.
Bakteriofagokban specifikus UNG inhibitorokat azonositottak, példaul a Bacillus subtilis
PBS1/PBS2-ben az UGI % és a ®29-ben a p56 ** fehérjéket. Erdekes modon ezen specialis
bakteriofagok genomja majdnem teljes mértékben uracilt tartalmaz timin helyett, hasonldan a
Yersinia enterocolitica ®R1-37 3* és a Staphylococcace S6 *° figokhoz, melyekben eziddig
nem irtak le UNG-gatld molekuldkat. Nemcsak fagok birtokolnak UNG inhibitorokat,
a Staphylococcus aureus baktériumban is taldltak egy DNS mimikalo fehérjét, a SAUGI -,

mely mobilis genetikai elemen kodolt. Egy masik példa a human immundeficiencia-virus

(HIV), amely nem kodol sajat dUTPazt vagy UNG-t. Feltételezhetden a HIV emelkedett uracil

DNS-be torténé kedvezd integraciés folyamatot, igy ndvelve a virus fertézéképességét ¥
Meglepd modon az eukariotdk kozott is vannak olyan szervezetek vagy szovetek, amelyekben
nincs dUTP4az vagy UNG enzim. Magas genomi uracilszintet (200-2000 uracil / milli6 bazis)
talaltak a Drosophila melanogaster larva, bab és imagé stadiuméban 2. Az uracil eltavolité
javitds indukalasa bizonyos szekvencia helyeken szintén fontos szerepet tdlthet be a sejt
milkodésében. A citozin-dezaminaz (AID) altal keletkezé uracil természetes intermedier az
immunoglobulin (Ig) gének variabilis régidiban, mely a szomatikus hipermutacié6 (SHM),
a génkonverzio (GC) és az osztalyvaltd rekombinacié (CSR) folyamataiban jelenik meg az
adaptiv immunitds részeként 5%, Mivel az uracil genomi eléfordulasa kulcsfontossagl
szabalyoz6 funkcidval bir a bioldgia szdmos teriiletén, kiilonféle modszereket fejlesztettek ki,
hogy kvalitativ és kvantitativ informaciokat Szerezzenek az uracilszintek alakulasarol.

A korébbi mddszerek (pl.: tomegspektrometria (MS); UNG-ARP assay; valos idejii polimeraz



lancreakcio (PCR) alapu technikak) alkalmazasat kiilonb6zo korlatozo tényezok nehezitik, és

egyik sem alkalmas a genomi uracil molekulak in situ, sejten beliili kimutatasara.

Ellentétben mas nem konvencionalis DNS-bazisokkal, uracilt felismerd antitest nem all a
rendelkezésiinkre. Az altalanosan elterjedt szekvenalasi modszerek sem hasznalhatdak uracilt

tartalmazo szekvencia jellemzésére, ezért uj modszerek kifejlesztése sziikséges.

2. Célkituzések

Figyelembe véve a fizioldgiai és koros allapotok széles skalajat, amelyben a DNS uracil szintje
megvaltozik, rendkiviili jelentéséggel bir az uracil genomi el6forduldsdval kapcsolatos

ismeretek bovitése, melyek feltarhatjak az eltéré okokat és kdvetkezményeket.

Ennek érdekében elengedhetetlen 1), megbizhat6 detektalasi modszerek kifejlesztése, amelyek
kvalitativ és kvantitativ ismeretekkel szolgalhatnak az U-DNS metabolizmusrol. Munkank
soran célul tliztiik ki egy dot-blot alapu U-DNS mérési modszer kidolgozasat. Egy katalitikusan
inaktiv UNG2 (AUNG) szenzorfehérje felhasznalasaval szamszeriisiteni kivantuk a genomi
uracilszintet kiilonféle bioldgiai mintakban. Doktori munkam soran bizonyitani kivantam, hogy
az altalunk kifejlesztett U-DNS szenzor alapti modszer lehetévé teszi az uracilok in situ, sejtbeli

detektalasat, melyhez immuncitokémiai megkozelitést alkalmaztam.

Ezutan a specifikus U-DNS érzékeld konstrukcid tovabbfejlesztését kiséreltem meg, hogy
lehetévé valjon a genomi uracil molekuldk mikroszkopos vizsgalata eukariota sejtekben.
Ehhez el6szor kisérletesen validaltam az optimalizalt AUNG-alapu szenzort és U-DNS jelolési
modszert, majd az uracil DNS-beli eloszlasat konfokalis és szuperrezolcidos mikroszkopia
segitségével tanulmanyoztam. Tovabbi célom volt egy megfeleld U-DNS immunprecipitacids
modszer kifejlesztése, hogy szekvencia-specifikus informaciokat szerezziink az uracil genomi

elhelyezkedésérdl Gjgeneracios szekvenalassal.

Mas szempontb6l nézve az uracil DNS-beli felhalmozddasa nagymértékben fiigg a dUTPaz
enzim preventiv miik6dését6l, amely alacsony sejtbeli dUTP/dTTP aranyt tart fenn, igy egyfajta
immunitasként szolgal az uracil DNS-be torténd beépiilése ellen. Eddig a dUTPaz funkciojat
csupan géncsendesitéssel vizsgaltak sejttenyészetekben, azonban génkiiitést nem publikaltak.
Ezért célul tiiztiik ki a dUTPaz élettani szerepének in vivo vizsgalatat, melyet a CRISPR/Cas9-
medialt génkilitési eljarassal kiséreltiink meg egérmodellben. Mindenekel6tt szerettiik volna
kideriteni, hogy a dUTPaz génjének kilitése utan sziilethetnek-e ¢€letképes emlds utodok,

vagy a dUTP4z hidnyos allapot 6sszeegyeztethetetlen az élettel.



3. Anyagok és médszerek

HCT116, MEF ¢és 293T sejteket McCoy’s SA (Gibco, Life Technologies), DMEM/F12 HAM
(Sigma), illetve DMEM (Gibco) tapoldatban tartottam, melyet 50 ug/ml penicillin-
sztreptomicin (Gibco) oldattal és 10% szérummal (FBS) (Gibco) egészitettem ki. A sejteket
37°C-0s termosztatban inkubaltam 5% CO; tartalom mellett. A Schneider S2 sejteket
Schneider Insect (Sigma) tapoldatban tartottuk, 26°C-os termosztatban.

A dot-blot alapa U-DNS mérésekhez CJ236 (dut-, ung-) E. coli térzsbél izolalt genomi DNS
szolgalt standardként. Az inert hordozé DNS (lazac sperma DNS (Invitrogen)) mennyiségét
allando értéken tartottuk a kétharmadolo higitasi sorokban. A DNS mintakat elénedvesitett,
pozitivan toltott nylon membranra (Amersham Hybond-Ny+; GE Healthcare) vittiik fel
vakuumvezérelt mikrosziiré késziilékkel (Bio-Dot, BioRad). A membranra vald rogzités
80°C-os inkubalassal tortént 2 6ran keresztiil. A membran blokkolasa ETBS-T (25 mM Tris-
HCI, pH = 7.4, 2.7 mM KCI, 137 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.05% Tween-20) blokkold
pufferben tortént, mely 100 pg/ml lazac sperma DNS-t, 5% sovany tejport és 10 mM
B-mercaptoetanolt tartalmazott. Ezutan a membrant a 3xFlag-AUNG fehérje (18.1 pg/ml)
jelenlétében inkubaltuk blokkold pufferben, 4°C-on 16 6ran at. Mosasi 1épések utan (ETBS-T)
anti-Flag M2 antitestet (Sigma) adtunk hozza 1 orara (1:2000, ETBS-T-ben 5% tejporral).
A membrdn mosasa utan torma peroxiddz kapcsolt masodlagos antitestet alkalmaztunk.
A membran el6hivasa kemilumineszcens reagenssel (GE Healthcare) tortént, majd
képalkotashoz a BioRad ChemiDoc™ MP Imaging késziiléket hasznaltuk. A képek
denzitometralasat ImageJ szoftverrel végeztiik.

Bakterialis DNS-ben talalhatdo uracil molekulak immunfluoreszcens festését XL1-Blue
(dut+, ung+) E. coli és CJ236 (dut-, ung-) E. coli sejteken végeztiik el. A sejteket Carnoy
oldattal (etanol:ecetsav:kloroform = 6:3:1) fixaltuk 20 percen keresztiil 4°C-on. A rehidratacio
a kovetkezd, 5 perces mosasokkal tortént: 1:1 etanol:PBS, 3:7 etanol:PBS és 0.05%
Triton X-100-et tartalmaz6é PBS (PBST). A sejteket egyszer mostuk GTE pufferrel (50 mM
glucose, 20 mM Tris, pH = 7.5, 10 mM EDTA), és 10 mg/ml lizozimet (Sigma) tartalmazé
GTE pufferben szuszpendaltuk fel éket. A szuszpenzidt poli-L-lizinnel kezelt oraiivegre
szaritottuk. A sejteket PBST-vel mostuk, majd blokkoltuk 6ket blokkold pufferben (5% BSA
PBST-ben) 15 percen keresztil. Az uracil jelolés 4.64 pg/ml Flag-AUNG-DsRed
konstrukcioval vald inkubalassal tortént blokkolo pufferben, 4°C-on, 16 6ran keresztiil. Mosasi
1épések (PBST) utan anti-FLAG M2 antitestet alkalmaztunk (1:2000) 1 éran at. A FLAG epitop
vizualizacidjahoz Alexa 488 konjugalt masodlagos antitestet adtunk (1:1000, Molecular



Probes). A sejtek DNS-t tartalmazo sejtmagjat 1 ug/ml DAPI-val (4°,6-diamidino-2-fenilindol,
Sigma) festettiik meg.

Az uracil festési eljaras emlds sejteken valo teszteléséhez, MEF sejteket transzfektaltam
6-lyuku pléten 4 pg normal pEGFP-N1 (XL1-Blue sejtekb6l nyert) vagy uracil-tartalmt
PEGFP-N1 vektorral (CJ236 sejtekbdl nyert), és 12 ul FUGENE HD (Promega) reagenssel a
gyarto javaslatait kovetve. Az extrakromoszomalis plazmid DNS festése MEF sejtekben a mar
ismertetett modon tortént kisebb modositasokkal. Fixalas és rehidratalas utan, az epitop feltaras
1 M HCI, 0.5% Triton X-100 jelenlétében ment végbe 15 percen at. Semlegesités (0.1 M
NazB4O7 (pH = 8.5), 5 perc) utan, a blokkolas 1 6ran keresztiil zajlott le blokkolo pufferben:
200 pg/ml lazac sperma DNS, 5% kecske magzati szérum (FGS), 3% magzati bovine szérum
albumin (BSA) és 0.05% Triton X-100 PBS-ben. A jelolés FLAG-AUNG-DsRed, majd anti-
FLAG M2 elsédleges és méasodlagos antitestek alkalmazéasaval tortént meg.

A FLAG-AUNG-SNAP konstrukcio kialakitasahoz a SNAP-et kodolo szekvenciat PCR-rel
sokszorositottam fel pPSNAPT plazmidrol. A Kpnl és Xhol enzimekkel emésztett fragmenseket
a FLAG-AUNG-DsRed (pET-20b hatterti) plazmid Kpnl/Xhol helyébe ligaltam. A primereket
a Sigma-Aldrich szintetizalta le, a konstrukciokat pedig szekvenalassal ellenériztik le
(Microsynth Seglab GmbH). Az UNG konstrukciokat E. coli BL21(DE3) ung- 151 t6rzsben
expresszaltam és Ni-NTA affinitas oszlopon (Qiagen) tisztitottam. A FLAG-AUNG-DsRed és
FLAG-AUNG-SNAP szenzor konstrukciok Osszehasonlitasat plazmid aggregatum festéssel
veégeztiik el.

Az UGI-t stabilan kifejez6 HCT116 sejtvonal létrehozésa retroviralis transzdukcioval tortént.
293T sejteket (1.5 x 108 db T25 flaskaban) 1.5 pg pLGC-hUGI/EGFP, 0.5 pg pCMV-VSV-G
pakol6 és 0.5 pg pGP csomagold plazmiddal transzfektaltam Lipofectamine 3000 reagenssel
(Invitrogen) a gyarto javaslatait kovetve. A transzfekcio utan 36 oraval 0.45 pm-es sziirén
(Merck Millipore) leszlirtem a lentiviralis részecskéket. A sikeresen transzdukalt GFP-pozitiv
HCT116 sejteket fluoreszcencia  aktivalt sejtszortirozd6  (FACS)  berendezéssel
(BD FACSAria Il Cell sorter (BD Biosciences)) valogattam le. Osszehasonlitasként HCT116
sejteket tranziensen is transzfektaltam FUGENE HD-vel. Az UGl-expresszalo sejteket 20 uM
5FdUR-rel (Sigma) vagy 100 nM RTX-szel (Sigma) kezeltem 48 oran keresztiil
immuncitokémidhoz sziikséges fixalast vagy genomi DNS (gDNS) izoldlast megel6zden.
Dot-blot mérésekhez vagy U-DNA-Seq-hez, az eukaryotic HCT116 sejtek (és bakterialis
mintak) DNS-ét a Quick-DNA™ Miniprep Plus Kittel (Zymo Research) tisztitottam ki a gyarto

utasitasait kovetve és nukleaz mentes vizbe elualtam.



A genomi uracil immunfluoreszcens festéséhez, UGI-t expresszalo HCT116 sejteket
fedélemezt tartalmazo 24-lyuka plétre vagy p-Slides-ra (ibidi GmbH) raktam ki. dSSTORM
képalkotasndl a fed6lemezeket poli-D-lizinnel eldkezeltik. A sejtkultardkat 4%
paraformaldehiddel (PFA, pH = 7.4, PBS-ben) vagy Carnoy oldattal fixaltuk 15 percen
keresztiil. Mosasi és rehidratacios 1épések utan az epitop feltaras 2 M HCI, 0.5% Triton X-100
jelenlétében tortént meg (30 perc). Semlegesités utdn a sejteket az 1. blokkold oldatban 15
percen keresztiil inkubaltuk (TBS-T (50 mM Tris-HCI, pH = 7.4, 2.7 mM KCI, 137 mM NacCl,
0.05% Triton X-100), melyet 5% sovany tejporral egészitettiink ki, majd ehhez 200 pug/ml lazac
sperma DNS-t adtunk és 45 percig inkubaltuk. Az uracil jel6lés 4 pg/ml FLAG-AUNG-SNAP
fehérjével tortént meg 1 o6ran keresztiik az 1. blokkold pufferben, melyet 200 ng/ml lazac
sperma DNS-sel egészitettem ki. Mosasi 1épések utan a sejtekhez adtam 2.5 uM SNAP-Surface
Alexa Fluor 546 vagy 647 (NEB) szubsztratot és 20 percen at inkubaltam a II. blokkolo
pufferben (5% FGS, 3% BSA, 0.05% Triton X-100 PBS-ben), majd opcionalisan festettem
1 ng/ml DAPI-val. A konfokalis képek a Zeiss LSCM 710 vagy a Leica TCS SP8 STED 3X
mikroszkoppal késziiltek. A STED képekhez 660 nm STED depletald 1ézert hasznaltunk.
Azonos beallitasokat alkalmaztunk a mintak Gsszehasonlithatosaga érdekében. A fluoreszcens
képek megjelenités¢hez a ZEN szoftvert hasznaltuk.

Az U-DNS immunprecipitalasdhoz 12 pg gDNS-t szonikaltunk BioRuptor (Diagenode)
késziilékkel tigy, hogy a fragmens méret 100 és 500 bazispar kozé essen. A minta 25%-at
inputként eltettiik, a tobbit a kovetkezo IP pufferben szuszpendaltuk fel: 30 mM Tris-HCl,
pH = 7.4, 140 mM NacCl, 0.01% Tween-20, 1 mM 0.5 mM EDTA, 15 mM B-merkaptoetanol,
1 mM fenilmetilszulfonil fluorid, 5 mM benzamidin. Az immunprecipitaciot 15 ug 1xFLAG-
AUNG konstrukcioval végeztem 2.5 oran keresztiil szobahdmérsékleten. Az anti-FLAG M2
agaroz gyongyoket (Sigma) IP pufferben ekvilibraltam, és hozzaadtam az IP keveréket 16 6ras
4°C-os inkubacidhoz. A gyongyoket elucié pufferben vettem fel, mely 1% natrium dodecil
szulfatot (SDS) és 0.1 M NaHCOg-t tartalmazott. Az U-DNS kotott uracil szenzor eltiicioja
5 perces vortex-szel tortént, melyet tovabbi 20 perc inkubacidé kovetett. Centrifugalas
(13000 rpm, 3 min) utan a feliilaszot 150 ng/ml RNAse A-val (Epicentre) 30 percen keresztiil,
majd 500 pg/ml Proteinase K-val (Sigma) 1 oran keresztiil inkubaltam 37°C-on. Az
immunprecipitalt DNS-t NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kittel (MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG) tisztitottam ki a gyartd javaslatai szerint. Az uracil tartalmi DNS dusulasat
dot-blot méréssel ellendriztem le, majd az input és a dasult U-DNS mintakat Gjgeneracios

szekvenalasra kiildtem (NGS).



A dUTPaz génkititésére iranyulo kisérletekhez a T7 single-guide RNS-t (sgRNS) és a Cas9
MRNS-t a Sigma-Aldrich cégtdl rendeltiik. A CRISPR/Cas9 hatékonysagat MEF sejteken
teszteltem 2.5 ug Cas9 mRNS, 250 ng target sgRNS és Lipofectamine™ 3000 reagens
(ThermoFisher Scientific) transzfektalasaval 6-1yuka pléten. 24 éraval a transzfekciot kovetden
a sejtekhez friss tapoldatot adtam tovabbi 24 o6rara, majd genomi DNS-t izoldltam a
MasterPure™ DNA Purification Kittel (Epicentre). PCR amplifikaciii utan, Cel 1 emésztési
tesztet készitettem a Transgenomic SURVEYOR Mutation Detection Kittel.

A kisérleteinkhez hasznalt FVB/N egerek szaporitasa és fenntartasa a Nemzeti Agrarkutatasi és
Innovéacids Kozpont (NAIK), Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdintézetében valosult meg.
A heterozigéta alapito egerek genotipizalasa soran felsokszorositottam a CRISPR target helyet
a gDNS-16l, és a fragmenseket a pBluescript SK (+) vektor Sall/EcoRI helyek k6zé klonoztam.
Egyedi baktérium koloniakbol izolaltam DNS-t a NucleoSpin Plasmid DNA Purification Kittel,
majd szekvenalasra kiildtem Oket. Az off-target analizist az online, predikcios CCTop
programmal készitettem eld. Az egerek genotipusat PCR-rel allapitottuk meg teljes gDNS-bol,
mely egérfarokbol vagy embriobol szarmazott. A mintakat DNS lizis pufferben (0.1 M Tris-
HCI, pH=7.4,0.2 M NaCl, 5 mM EDTA, 0.2% SDS) homogenizaltuk el és fenol-kloroformos
DNS kicsapast végeztiink. A blasztocisztak genotipusat Gn. semi-nested PCR-rel allapitottuk
meg a DNS fragmenseket 1%-os agar6z gélen megfuttatva.

A Dblasztocisztak in vitro tenyésztéséhez, az embriokat M2 médiummal mostak ki a vemhes
egérbol 3.5 dpc-nél. A blasztocisztakat egyesével novesztették 0.1%-0s zselatin-rétegen,
12-lyukt edényben, KO-DMEM ES sejttenyésztd tapoldatban (1000 U/mL LIF-fel és
20% FBS-sel kiegészitve), 5% CO, mellett 37°C-on, 4 napon keresztiil. A szaporodast minden
nap lefényképezték, €s a negyedik napon PCR-rel genotipizaltuk 6ket. Western blot analizishez
10.5 dpc korban 1évé embridkat tavolitottak el a vemhes egérbdl, utana PBS-sel mostuk és lizis
pufferben (20 mM HEPES, pH = 7.5, 420 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM ditiotreitol, 25%
glicerin) szuszpendaltuk fel 6ket. A homogenizalast vortex-szel segitettiik. Centrifugalas utan
a feltiluszokat SDS mintakoktélban forraltuk ki (95°C, 5 min). A teljes fehérjét megfutattuk
12%-0s poliakrilamid gélen és PVDF membranra (Immobilon-P, Merck Millipore)
blottoltuk at. A membrant 5% tejport tartalmazé TBS-T-ben (25 mM Tris-HCI, pH = 7.4,
140 MM NaCl, 3 mM KCI, 0.05% Tween-20) blokkoltuk 1 éran keresztiil 4°C-on, majd
dUTPazra (1:2000, Sigma) vagy a-aktinra (1:1000, Sigma), mint bemérési kontrollra hivtuk
eld. A kovetkezd Iépések megegyeztek a dot-blot elOhivasnal ismertetett Iépésekkel.

A denzitometralast a BioRad Image Lab™ 6.0 szoftverrel végeztem.



4. Eredmények

4.1. DNS-beli uracil kimutatasa katalitikusan inaktiv UNG konstrukcidok alkalmazasaval

in vitro és sejtes vizsgalatokban

Egy 1 dot-blot alapti mddszert dolgoztunk ki a genomi uracil tartalom relativ mennyiségi
meghatarozasara, melyhez egy katalitikusan inaktiv, Flag-cimkével jeldlt AUNG konstrukciot
alkalmaztunk. Az elsédleges és masodlagos ellenanyagokkal végzett jel6lés utan, a minta DNS-
ének uracil tartalma egy standard kalibracios gorbéhez torténd interpolacioval szamithato ki,
amelyhez (dut-, ung-) E. coli sejtekbdl izolalt uracilos DNS-t hasznaltunk fel. Az ung- genetikali
hattér (kiilonb6z6 baktériumtorzsek vagy Drosophila S2 sejtvonal) és a de novo timidilat
bioszintézis utvonalakat célzo drogkezelések (MTX, RTX, S5FdUR) kombindcidja
szignifikansan emelkedett genomi uracilszintet eredményezett a nem kezelt sejtekhez képest.
Ezutan az U-DNS szint valtozasat egy human vastagbél carcinoma sejtvonalon (HCT116)
mértiilk meg, melybdél megallapitottuk, hogy hasonlé drogkezelések 6nmagukban nem vezetnek
az U-DNS szint novekedéséhez. Annak érdekében, hogy a DNS-ben ujonnan megjelend
uracilokat vizsgalhassuk, az uracilt felismerd kulcsfontossagli faktor, az UNG gatlasa
elengedhetetlen volt. Kettds kezelésen (UGI expresszio és SFAUR hozzaadésa) atesett sejtekben
mar jelentésen megnovekedett genomi uracil tartalmat detektalhattunk a kezeletlen sejtekhez
képest. A genomi uracilok ,,festése” kdzvetett modon, a Flag epitop immuncitokémiai jelolésén
keresztiil, vagy kozvetlenill, a fluoreszcens DsRed szignalon keresztiil tortént CJ236
(dut-, ung-) sejtekben. Varakozasainknak megfeleléen ugyanezen festési eljaras az uracil-
mentes XL1-Blue (dut+, ung+) E. coli sejtekben nem eredményezett lathato jelet (1. abra). Az
uracilban gazdag sejtekben az U-DNS jel kolokalizalt a DNS festésre hasznalt DAPI jelével.

DAPI oaFLAG DsRed DIC

CJ236
[dut-, ung-]

XL1-Blue
[dut+, ung+]
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1. abra3 A genomi uracil lathatova tétele a Flag-AUNG-DsRed szenzor konstrukcio
felhasznalasaval uracil tartalma CJ236 (dut-,ung-) E. coli és uracil-mentes XL1-Blue
(dut+, ung+) E. coli sejtekben. Differencialis interferencia kontraszt (DIC) kép is késziilt,
mellyel kirajzolddnak a sejthatarok. A skala 10 pm-t jeldl.

Ezutan wuracil tartalm@ vagy normal Osszetételi plazmiddal ung-/- MEF sejteket
transzfektaltunk, melyekben a bemutatott U-DNS szenzor fehérjével sikeresen detektaltuk a

sejtbeli, DAPI festéssel kolokalizalo, uracilos plazmid aggregatumokat.

4.2. A AUNG-alapu U-DNS jelolési technikak alkalmazasi lehet6ségei az uracil eloszlasi

mintazatanak elemzésére human genomi DNS-ben

A tovabbiakban megkiséreltiik a AUNG-alapti U-DNS jelolési modszer adaptalasat a genomi
uracil kimutatasara komplex, eukariota sejtekben. Ehhez egy 0 konstrukciot (Flag-AUNG-
SNAP) hoztam 1étre a AUNG C-terminalisara torténd SNAP cimke klonozasaval, mellyel egy
sokoldalt jeldlési technikahoz jutottunk. A Flag-AUNG-SNAP és Flag-AUNG-DsRed
konstrukciok Osszehasonlitasaval bebizonyosodott, hogy az 0 szenzor U-DNS detektalasra
alkalmas. Ezutan egy UNG-gatolt HCT116 modellsejtvonalat hoztam létre a human kodon
optimalizalt UGI retrovirdlis transzdukcidjaval. Drogkezelés (SFAUR vagy RTX) hatasara
megemelkedett az U-DNS szint az UGI-t stabilan expresszalo sejtekben, melyet a Flag-AUNG-
SNAP fehérjével is sikeriilt kimutatnom in situ festési eljarasban. Az U-DNS-festést sikerrel
végeztiilk nemcsak Carnoy, de keresztkotd PFA fixalassal is, ezért festési technikank megfeleld
lehet kolokalizacios tanulméanyokhoz a jovoben. A genomi uracil eloszlasi mintazatat szintén
megvizsgaltuk szuperrezoliiciés mikroszkdpia segitségével, ahol kiillonbozé SNAP
szubsztratokat alkalmaztunk STED, illetve dSTORM képalkotasnal. Jellegzetes mintazat volt
megfigyelhetd a droggal (SFAUR vagy RTX) kezelt sejtekben, mely kiilonbozott a kezeletlen,
UGI-t expresszaldo sejtek U-DNS jelétol, ahogy azt a dSTORM-mal készitett felvételek
mutatjdk (2. abra). Az uracil festddés jellemz0 a sejtmagmembranra és a sejtmagvacska koriili

teriiletekre a drogkezelt sejtek esetén.

A genomi uracil eloszlas szekvencia-szintli elemzéséhez kifejlesztettem az in. U-DNA-Seq
modszert. Ennek sordn U-DNS immunprecipitaciot hajtottunk végre Flag-cimkével ellatott,
katalitikusan inaktiv AUNG szenzorfehérjével, tisztitott és fragmentalt gDNS-en, majd a
komplexet anti-FLAG gyongyokkel huztuk ki szekvenalas eldtt. Az uracilos DNS sikeres
dusulasat dot-blot modszerrel igazoltuk SFAUR vagy RTX kezelt, UGI-t expresszald sejtekbdl
szarmazo mintdk esetén. Végiil a kezdeti input és U-DNS dusitott DNS mintakat kdnyvtar

készitésre €s tjgeneracios szekvenalasra (NGS) kiildtiik.
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UGI-t stabilan expresszalé HCT116

nem kezelt + 5FdUR + RTX

dSTORM (SNAP647)

Zoom

2. abra A Flag-AUNG-SNAP szenzor lehetdvé teszi a genomi uracil szuperrezolucios
mikroszkopiaval torténd kimutatasat. ASTORM képalkotassal vizsgaltuk meg a kezeletlen és a
droggal (5FdUR vagy RTX) kezelt, UGI-t stabilan kifejez6 HCT116 sejtekben 1év6 uracil
tartalmat. A skala 10 um-t jeldl a fels6 sorban, mig 2 um-t az alsd, nagyitott képeken.

4.3. A dUTPaz fiziologiai szerepének vizsgalata emlés modellben, CRISPR/Cas9-medialt

génszerkesztéssel

A dUTPaz hiany in vivo hatasanak vizsgalatahoz megkiséreltiik a dut gén specifikus kiiitését a
CRISPR/Cas9 génszerkesztéssel. A kivalasztott sgRNS-t és Cas9 mRNS-t MEF sejteken
validaltam, majd kezdddhetett a CRISPR/Cas9 rendszer alkalmazasa dUTPaz knock-out egerek
elballitasahoz. Két alapitd egeret (#2 és #4 szamu) azonositottunk bekovetkezett CRISPR/Cas9
eseménnyel. Hat bazisparos delécio €s egy bazis szubsztitucio (D6, M1) tortént a #2-es egérben,
mig 47 bazisparos delécid (D47) tortént a #4-es egérben. Az indukalt D47 mutécio
kereteltolodassal jar6 mutaciot eredményezett a dut génben, mely korai stop kodonokhoz vezet.
A tovabbi kisérleteket a D47 mutéaciot hordozd #4-es egér leszarmazottain végeztik. A
heterozigota D47 keresztezésekbdl szarmazo nemzedékek PCR-rel végzett genotipizalasa soran
arra dertlt fény, hogy a dUTP4z hidnya embriondlis letalitashoz vezet. Kiilonb6zo fejlodési
stadiumban 1évé embriok vizsgalataval dut -/- mutansokat holyagcesira (3.5 dpc) allapotban
tudtunk azonositani, azonban késébb ezek nem voltak kimutathatoak (1. tablazat). A kiilonb6z6
dUTPaz genotipust hordozd blasztocisztakat in vitro kultarakban tanulmanyoztuk.
A homozigéta dut -/- embridkban mind a belsé sejtcsomod (ICM), mind a trofektoderma (TE)
mérete szignifikansan kisebb volt a dut +/+ WT vagy a dut +/- variansokhoz képest (3. abra),
mely a dUTP4az hianyaban bekdvetkezd fejlédési rendellenességre utal. Ezzel ellentétben nem
volt jelentds kiilonbség a dut +/- és a dut +/+ embriok kozott, sem a blasztociszta tenyésztési

kisérletben, sem a fejlettebb embriok boncolasakor (8.5 dpc, 9.5 dpc, 10.5 dpc).
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Genotipus N
DNS minta Felszivodas Osszesen
+/+ +/- -I-
Ujszilott 21 42 0 - 63
10.5 dpc 3 5 0 3 11
9.5 dpc 5 5 0 0 10
8.5 dpc 10 5 0 5 20
3.5 dpc 11 13 7 NA 31

1. tablazat*® A heterozigota D47 keresztezésekbdl szarmazéd utdédok genotipizaldsanak
eredménye. A tablazatban megtalalhatoak az altalunk vizsgalt, dut +/+; dut +/- vagy dut -/-
genotipussal rendelkezd allatok és embriok, illetve az azonositatlan felszivodasok szdma is.
NA, nem meghatarozhato.

a 3.5dpc 4.5 dpc 7.5 dpc, letapadt b . 0.3- S
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3. abra *© A heterozigota D47 keresztezésekbdl szarmazé blasztocisztdk in vitro tenyésztése.
(A) A dut -/-; dut +/-; dut +/+ embriok fazis kontraszt képe. Az elsé oszlopban lathatoak az
izolalt embriok (3.5 dpc). A masodik és harmadik oszlopban lathatéak a letapadt embriok
(4.5 dpc), melyeknél a fokusz a trofoblaszt sejtekre vagy a blasztocdlben elhelyezkedd ICM
sejtekre van beallitva. Az utolsé oszlopban a sejtszaporodas figyelheté meg (7.5 dpc). A skala
20 pm-et, vagy 100 um-t (az utolso6 oszlopban) jelol. Az ICM (B) és a trofektoderma (TE) (C)
mérete 7.5 dpc-nél keriilt kiszamitasra. A hiba a szorast mutatja. A mintaszamot az n szam jeloli
genotipusonként. * p < 0.05.

A Western blot vizsgalatok kimutattak, hogy a dut +/- embridkban szignifikansan csokkent a
dUTPaz fehérje szintje, a WT embridkhoz képest. Ez a kiilonbség felndtt allatokra is érvényes
lehet, de ehhez tovabbi szerv-specifikus kisérletes bizonyitékokra van sziikség. Vizsgalatunk
soran a D47 utédok nem mutattak novekedési vagy termékenységi rendellenességet, vagy
felnéttkori szisztémas betegséget. Ez alapjan a dut +/- heterozigotakban potencialisan fennallo

szuboptimalis dUTPaz fehérjeszint nem eredményez lathato fenotipusos valtozast egerekben.
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5. Ertekezés

A doktori értekezésemben bemutatott 11j, megbizhatéd detektalasi modszerek hozzajarulhatnak
az U-DNS metabolizmusr6l rendelkezésre 4allo kvalitativ és kvantitativ ismereteink
bovitéséhez. Dot-blot alapti U-DNS mérési modszeriink, amely egy katalitikusan inaktiv UNG2
(AUNG) szenzorfehérjén alapul, lehetdové teszi a genomi uracilszint szdmszerisitését
kiilonbozo bioldgiai mintdkban. Eredményeim tovabba igazoltak, hogy az U-DNS szenzoron
alapulé immuncitokémiai eljaras alkalmas az uracil in situ, sejtbeli kimutatasara bakterialis

vagy extrakromoszomalis DNS-ben.

Az U-DNS szenzor konstrukcid és festési modszert sikeres tovabbfejlesztésével lehetdvé valt a
genomi uracil molekulak képalkoté vizsgéalata komplex, eukaridta sejtekben konfokdlis,
valamint szuperrezolicios mikroszkopidval. Az eljards optimalizalasdhoz egy 0j HCT116
sejtvonalat alapitottam, amely stabilan képes expresszalni az UNG-gatlo UGI fehérjét.
Az UNG-gatolt sejtek drog (SFAUR vagy RTX) kezelése szignifikinsan megndvekedett
U-DNS-szintet eredményezett, mely megfeleld0 modellrendszernek bizonyult a genomban
megjelend uracil vizsgélatdhoz. Kordbban nem volt példa olyan technikara, mely alkalmas
lenne az wuracil human genomban megvalosuldo in situ mikroszkopos detektalasara.
Szuperrezolucids képalkotassal vizsgalva az uracil lokalizacigjat eltérd mintazatot talaltunk
drogkezelt és kezeletlen sejtekben. Nevezetesen, a droggal kezelt sejteknél az U-DNS jel a
sejtmagmembranon és a sejtmagvacskat koriilvevo teriileteken volt jellemzébb. A jovoben
kolokalizacios tanulmanyokkal lehetne Osszefliggéseket feltarni az U-DNS eloszlas és
hisztonmarkerek vagy mas genomi tulajdonsagok lokalizacidja kozott. Ebben fontos szerepet
jatszhat az altalam kifejlesztett U-DNS immunprecipitacios modszer (U-DNA-Seq), mellyel

szekvencia-specifikus informacié nyerhetd az uracil eloszlasrol ujgeneracios szekvenalassal.

A dUTPaz fizioldgiai szerepét in vivo, CRISPR/Cas9-indukalt génszerkesztéssel vizsgaltuk
meg egérmodellben. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a dUTPaz hianya korai
embrionalis letalitast okoz egerekben. Homozigéta dut-/- mutans embridok kizardlag
blasztociszta stddiumban voltak megtalalhatoak, igy feltételezhetben korai embriondlis
fejlddési rendellenességek vezethetnek az embrid bedgyazodas koriil bekdvetkezd halalahoz.
Figyelembe véve az anyai hatds korai lecsengését egerekben, az embriogenezis elsé néhany
eléfordulasa szamos fiziolodgiai és koros folyamatban szerepet jatszik, az itt bemutatott dut +/-
egerek €s korai dut -/- embriok hasznos modellek lehetnek tovabbi, az U-DNS metabolizmust

célzo kutatasokban.
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6. A doktori disszertacio tézisei

A doktori disszertacio téziseit a kdvetkezoképpen lehet 6sszefoglalni:

1.

Az altalunk kifejlesztett katalitikusan inaktiv, Flag-AUNG-DsRed konstrukcio
alkalmazéasa lehetévé teszi az uracil molekuldk in situ, sejten beliili detektalasat
baktériumokban. A detekcio torténhet immuncitokémiai uton a Flag-cimkén keresztiil,
vagy akar kozvetleniil is a fluoreszcens DsRed jelén keresztiil. Jelolési modszeriink
tovabbfejleszthetd6 a human sejtek rendkiviil Gsszetett kromatinjdban 1évd uracilok

kimutatasara.

A dUTPazt kodolo dut gén a CRISPR/Cas9-medialt génszerkesztési technika igéretes
célpontja, mellyel in vivo tanulmanyozhatoak a dUTP4z hidnyos allapot élettani hatasai

egérmodellekben.

CRISPR/Cas9 altali génkititéssel csupan heterozigdta dut +/- utodok érhetdk el egérben.
Az életképes homozigéta dut -/- utdédok hianya arra utal, hogy a dUTPaz deficiencia

prenatélisan halalos fenotipushoz vezet.

Kiilonb6z6 fejlodési stadiumban 1évé embriok vizsgalata soran homozigdta dut -/-
mutans embridkat hoélyagesira allapotban sikeresen azonositottunk, azonban késObbi
fejlodési szakaszokban mar nem voltak kimutathatoéak. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a dUTPaz hianya korai embrionalis letalitashoz vezet

egerekben.

Blasztocisztak in vitro vizsgalata kimutatta, hogy mind a bels6 sejtcsomo (ICM), mind
a kiils6 trofektoderma (TE) mérete szignifikansan alacsonyabb a dut -/- embriokban.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a dUTPaz hiany olyan sulyos
fejlodési rendellenességet okoz, mely halalos kimenetelli az embrid szaméra a méhbe
torténd beagyazodas idejében.

Western blot kisérletekkel igazoltam, hogy a heterozigota dut+/- embridk
szignifikdnsan alacsonyabb dUTPaz fehérjeszinttel rendelkeznek a vad tipusu

embriokhoz képest, amely kiilonbség a felndtt allatokra is érvényes lehet.
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