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BEVEZETES

A fehérjék poszttranszlacids maédositasanak gyakran vizsgalt lehetésége a
reverzibilis kovalens médositasok kozé tartozé foszforilacid, amelyet protein kinaz és
foszfataz enzimek szabalyoznak. Az eukaridta sejtekben a szerin/treonin (Ser/Thr)
oldallancok médositasa a leggyakoribb (az &sszes foszforilacio tébb mint 90 %-a),
amelyet specifikus protein kindzok és foszfatazok katalizalnak. Napjainkban mar
elfogadott tény, hogy a fehérje foszforilacid mértékének kialakitasaban a protein
kindzok ¢és foszfatazok szabalyozasanak is alapvetd szerepe van. Mindezen
felismerések az utobbi években a protein foszfatdzok sejtfolyamatok szabalyozd
szerepére iranyitottdk a figyelmet, és ezek kozil a foszfo-Ser/Thr specifikus
defoszforilacié tébb mint 90 %-aért felelds protein foszfataz-1 (PP1) és -2A (PP2A)

enzimek keriiltek a kutatasok el6terébe.

A PP1 és PP2A szerkezete és szabalyozasa

A PP2A fehérjéknek Kkitlintetett szerepik van a sejtosztddasban és
sejthalalban, a sejtciklus szabalyozasaban, a citoszkeleton dinamikajaban, szamtalan
jelatviteli Gtvonalban, de azonositottdk, mint tumor szupresszort is. A PP2A alap
szerkezeti egysége egy dimer molekula, amely 36 kDa katalitikus ,,C” alegységbdl
(PP2A), és 65 kDa ,,A” regulator alegységb6l (PR65) all. Ez a két alegység
egylttesen az enzim alapvazat (core enzyme) alkotja, és ehhez kapcsolodhatnak még a
»B” alegység kiilonb6z6 valtozatai, amelyek igy a trimer PP2A holoenzimet hozza
létre. Mindegyik alegységnek (A, B és C) legalabb két izoforméja létezik, amelyek
sejt és szovet specifikusak, ezzel is ndvelve a PP2A szerkezeti és funkcionalis
diverzitasanak lehet6ségét.

A PP1 az 0sszes eukariota sejtben megtalalhato, részt vesz a sejtosztodas,
apoptozis, fehérje szintézis, metabolizmus, citokeletdlis szervezédés és membran

receptorok miikodésének szabalyozasaban, ami a fehérje jelentGs szerepére utal az
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¢lévilagban. A sejtekben a PP1 holoenzim formaban fordul eld, amelyekben a PP1
katalitikus alegység (PP1c) egy regulator alegységhez kapcsolodik. A regulator
alegységek szekvencidjukat tekintve jelentds mértékben eltérnek egymastol, azonban
altalaban tartalmazzak a PP1c katalitikus alegység-kot6 motivumot, (K/R-xi-V/1-4o-
F/W), amelyet altalanosan RVXF motivumként adnak meg. Az emlésdkben a 35-38
kDa méreti PP1c harom PP1 gén terméke, amelyek 6t izoformat kddolnak (PPlc i
PPlcay, PP1cd, PPlcy;, PPlcy,). A PP1c N-termindlis doménjanak Y-alak( arkainak
keresztez6désében helyezkedik el az aktiv centrum, amelyben két fémion, Mn?* és a
Fe?* talalhatd, és koordinaciéjukban harom hisztidin, két aszparginsav és egy
aszparagin vesz részt. Az aktiv centrumban taldlhaté fémionok egy szerkezeti
vizmolekula aktivalasa révén segitik el a szubsztrat foszfo-Ser/Thr oldallancanak
hidrolizisét.

A PPl ¢és PP2A enzimek gatlasara a természetben el6fordulo,
mikroorganizmusok altal termelt membranpermeabilis toxinok (mikrocisztin-LR,
kantaridin, okadansav, kalikulin-A, tautomicin) alkalmasak. Hasznalatuk nagy elénye,
hogy koncentracié-fiiggd modon képesek bizonyos mértékii szelektivitassal gatolni a
PP1 és PP2A enzimeket, és csak magas koncentraciéban gatoljak a PP2B protein
foszfatézt. Megakadalyozzék a foszfo-szubsztrat hidrolizisét és kotédését azzal, hogy
az aktiv centrumban talalhatd fémionokkal Iépnek kapcsolatba, és a hidroféb arokba
kotodve lefedik a katalitikus centrum szubsztratkotd zsebének egy részét.

A természetes toxinokon kivil a PP1 enzimek aktivitasanak szabalyozasaban
hostabil, kis molekulatomegii (14-32 kDa) fehérjék is részt vesznek, mint pl. inhibitor-
1, inhibitor-2, DARPP-32, CPI-17, PHI-1 és az &ltalunk is vizsgalt, KEPI. A KEPI
fehérje gatlé hatdsa a tdbbi inhibitorokhoz (inhibitor-1, DARPP-32, CPI-17, PHI-1)
hasonldan foszforilacio fiiggd, és gatlo hatasat a Thr73 oldallancan PKC vagy ILK
kindzok altal torténé foszforilacioja utan fejti ki. Mivel a KEPlI a CPI-17
fehérjecsaladba tartozik, igy szekvencidjuk nagyfokd hasonlésagot mutat a gatld

hatasért felelés treonin aminosav kornyékén (CP1-17: A®RVTVKYDRKE®; KEPI:
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GKVTVKYDRKE®), azonban e fehérjék N- és C-termnalis doménjei igen
variabilisak az egyes csaladtagok kozott. A legnagyobb kiilonbséget a PPlc kotd
motivum megléte adja, ami a CPI-17 fehérjén kiviil a tobbi fehérje N-terminalis
szakaszdn megtalalhatd, ezéltal pl. a KEPI foszforilalatlan forméaban is kétédik a
PP1c-hez.

Korébban kimutattdk, hogy a PP1c-b6l és a miozinhoz is k6t6d6 regulator
alegységb6l (MYPT1) allo miozin foszfatdz (MP) holoenzim defoszforilalja, és ezzel
befolyasolhatja a retinoblasztéma fehérje (pRb) foszforilacids allapotat leukémias
sejtekben, igy felvetddott a kérdés, hogy a MP gatlasdra alkalmas inhibitor
fehérjéknek (CPI-17, KEPI) van-e szerepe a foszfo-pRb fehérje, és ezaltal a daganatos

sejtek sejtciklusanak/tulélésének szabalyozasaban.

A retinoblasztoma fehérje (pRb) szerkezete és funkcioja

A sejtek osztddasakor a ciklin-fiiggd kindzok és partnereik a ciklinek a
fehérjék foszforildlaciojaval szabalyozzak a sejtciklus G,/S és G,/M atmeneteit. E
tekintetben az egyik legfontosabb fehérje a retinoblasztéma fehérje (pRb), aminek
sejtciklus fiiggd foszforilalasa/defoszforilalasa szerin és treonin oldallancokon
szllkséges a sejtciklus és a sejt proliferacié végbemeneteléhez, hiszen a legfébb
partnere, az E2F transzkripcios faktorhoz valé kotddése révén fontos szerepe van az
E2F altal iranyitott transzkripcid szabalyozasaban, a DNS replikéacidban és a sejtciklus
regulalasaban, illetve a tulélés/apoptozis egyensulyanak fenntartdsaban is. A pRb
fehérjének a partnerekhez (E2F1, LXCXE motivumot tartalmazd fehérjék) vald
kotddését a foszforilacios allapota is befolyasolja. A pRb alulfoszforilalt allapotban
koti az E2F1 transzkripciés faktort, mig hiperfoszforilalt allapotban az E2F1
disszocial a pRb-rél. A foszforilaciot kezdetben (G, szakasz) a ciklin D/CDK4
komplex, majd a G,/S fazisban a ciklin E/CDK2, és az S fazisban a ciklin A/CDK2
komplexek végzik. A pRb a teljes foszforilalatsagat a G,/M fazis soran éri el. Egyes

aminosavak foszforilacidjanak kitiintetett szerepe van az E2F1 transzkripcios faktor
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felszabaditasaban, azaz kot6désének gatlasaban. A Thr373 oldallanc foszforilacidja az
N-terminalis domén és a kis-zseb domén interakciét, mig a Ser608, Ser612
aminosavak foszforilacidja az E2F-transzaktivaciés domént ko6t régiohoz vald
kapcsolddast eredményezi, a Thr821 és Thr826 aminosavak foszforilacidja pedig az
LxCxE domént tartalmazoé fehérjék kotddését akadalyozza meg. A defoszforilaciot
PP1 és PP2A enzimek egyardnt katalizdlhatjadk. A PP2A a ciklin-fiiggé kindzok
aktivitasanak csokkentése révén kdzvetett médon jarul hozza a pRb foszforilacids
szintjének csdkkenéséhez. Annak ellenére, hogy valamennyi PP1c izoforma részt
vehet a defoszforilacioban, feltételezhet, hogy a PPlc izoformak holoenzimként,
amint ezt a MP szerepe is példazza, szabalyozzak a pRb defoszforilaciojat. A
munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a MP defoszforilalalja a pRb Thr826
oldallancat, és mivel a PP1c-t tartalmaz6 holoenzimek aktivitasanak szabalyozasa akar
inhibitor toxinokon, akar inhibitor fehérjéken keresztill is torténhet, igy célunk volt a

KEPI inhibitor fehérje lehetséges pRb foszforilaciét szabalyozé szerepének feltarasa.

Az ultraibolya sugérzas hatasa a bér daganatos megbetegedéseiben

Az UV sugarzéds, UVA, UVB és UVC tartomanyra bonthaté fel. A lathato
fényhez legkozelebb a 320-400 nm hulldmhosszd UVA sugarzas esik. Ezt koveti a
280-320 nm-es UVB sugérzés, és legvégil a 200-280 nm-es UVC tartomany. A
legnagyobb karosodast az UVC sugarzas okozna, azonban a Fold légkoére szinte
teljesen kisziiri. Az UVA és UVB biologiai hatasa eltér, mivel az UVA foleg reaktiv
oxigén gyokok (ROS) felszabaditasaval és kisebb mértékii DNS karosité hatdsaival
eredményez apoptozist, addig az UVB sugarzas féleg DNS toréseket, pirimidin
dimereket és fototermékeket hoz létre.

A hamban megtalalhaté melanocitdk melanoszémai altal termelt melanin
kezdetben védelmet biztosit, illetve képes csdkkenteni az UV sugérzas karos hatasait.
Védo szerepe van szintén az ektodermalis eredetli keratinocita sejteknek, amelyek a

ham sejtjeinek 90 %-at alkotjak. Elszarusodnak, keratin filamentumokat termelnek,
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ezzel egy barriert alakitanak ki, ami véd az UV sugarzasok karos hatésai ellen,
emellett megakadalyozza a vizvesztést és védelmet nyajt a fert6zésekkel szemben is.
Az UV indukalt védekezésben a keratinocitak altal termelt molekulak is szerephez
jutnak, mint pl. az endotelin, granulocita-makrofag stimulalé faktor (GM-CSF),
leukémia gatlé faktor (LIF), fibroblaszt novekedési faktor (FGF) és a hepatocita
ndvekedési faktor (HGF), amelyek a receptoraikhoz kotddve aktivaljak a MAPK/ERK
és PI3K/AKT (tvonalakat, és az apoptdzis kivédésében, illetve a talélés
elésegitésében van szerepiik. Ezen Utvonalak szabalyozésdban is elengedhetetlen a
protein foszfatazok szerepe. A jellemzd protein foszfatazok koziil a PP2A és PP2B
szerepét részletesebben vizsgaltdk az UV sugarzas indukalta apoptozishan, az
ezzel szemben azonban a PP1 szerepe még kevésbé tanulmanyozott. Munkank soran
betekintést kivantunk nyerni a PP1c szerepére a b6r UVA Altal indukalt patologias

folyamataiban.



CELKITUZESEK
Szamos vizsgalat irdnyul arra, hogy a fehérjék foszforilaciéja hogyan
befolyasolja a kiilonbdzd szervekben és sejtekben kialakuld patologias folyamatokat,
illetve a sejtek tulélése és apoptdzisa kozti egyensulyt. Az még azonban nem minden
részletében tisztazott, hogy mely protein foszfatdzok vesznek részt e folyamatokat
szabalyozo fehérjék defoszforilalasaban. A PP1 és PP2A enzimek szamos fehérjét
szabalyoznak, amelyeknek szerepe van a sejtek tulélésében, azonban ellentmondas is
megfigyelhet6, hiszen a protein foszfatazok gatlasa tulélés eldsegitése mellett
eredményezhet sejthalalt is. Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a PP1 tipusu
miozin foszfatdz holoenzim befolyasolja a tilélést eldsegitd retinoblasztoma fehérje
(pRb) defoszforilacidjat, igy a PP1 gatlasa hatassal van a sejtciklusra és a sejthalalra
is. A PP1 enzim géatlasa membranpermeabilis toxinok mellett inhibitor fehérjéken
keresztiil is torténhet. Munkank soran PP1 és PP2A specifikus toxinok alkalmazasaval
terveztilk elkiloniteni e két enzim szerepét a sejtfolyamatokban, valamint
tanulmanyozni kivantuk eddig kevéshé vizsgalt endogén PP1 inhibitorok szerepét a
pRb defoszforilacidjaban. Ismert az is, hogy az UV sugarzas &ltal indukalt DNS
karosodas szabélyozasaban, és a keratinocitakat érintd patologias folyamatokban is
szerepe van a protein foszfatazoknak, és e tekintetben a PP1 szerepe még nem minden
részletében tisztazott.
A fentiek alapjan a munkdm f6 célkitiizései az alabbi kérdések
tanulmanyozaséara iranyultak:
1. Membranpermeabilis foszfatdz inhibitor toxinok hatdsadnak tanulmanyozasa
kemoterapias szerek sejthalalt indukald folyamataira leukémias sejtekben: a
PP1 és PP2A kemozenzitivitast szabalyoz6 szerepének vizsgalata.
2. A KEPI foszfataz inhibitor fehérje expresszitja és hatadsanak tanulmanyozasa
a retinoblasztoma fehérje foszforilacidjara.
3. A PP1 szerepének vizsgalata UVA altal kivaltott patolégias folyamatokban

HaCaT keratinocita sejtekben és egér bérben.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek tenyésztése, kezelése és lizise

A THP-1 human akut leukémia monocita és a KG-1 myeloid leukémias
sejteket RPMI 1640 oldatban, az MCF-7 human eml6 adenocarcinoma és a HelLa
méhnyak carcindma sejteket MEM oldatban, mig a tsa201 és HaCaT keratinocita
sejteket DMEM oldathan tartottuk, amelyek 10 % FBS-t és 2 mM L-glutamint
tartalmaztak. Az NHEK normal human epidermalis keratinocita sejteket EpiLife
oldatban tartottuk, amely 10 % FBS-t Human Keratinocyte Growth Supplement
(HKGS) oldatot, 100 pg/ml streptomicint, 100 IU/ml pdsicBbt ng/ml
amphotericin B-t tartalmazott. A sejtek tenyésztése 37 °C-on, 5 % CO, és 95 % levegd
vizgdzzel telitett keverékében tortént.

THP-1 és KG-1 sejtek esetében a kezeléseket megelézGen 5x10°/ml sejtet
szérummentes médiumban éheztettitk 16 éran at, majd 50 nM CLA-val (1 éra), 1uM
TM-el (1 6ra) vagy Rg/ml DNR -rel (6 6ra) kezeltik. Western blot analizishez a
sejteket centrifugalassal (3000 fordulat/ perc, 3 perc) Osszegytjtottik. Ezt kovetéen
PBS-sel mostuk, majd Ujra centrifugaltuk (3000 fordulat/ perc, 3 perc), és a fellillszot
eltavolitottuk.

Az MCF-7 sejteket FLAG-KEPI-vel valé transzfekcié utan 16 oran keresztiil
szérummentes médiumban éheztettiik, majd 50 nM CLA-val (1 éra) vagy 100 nM
PMA-val (30 perc) kezeltik, majd PBS-sel mostuk.

A THP-1 és MCF-7 sejtekhez 100 pl RIPA puffert (50 mm Tris-HCI (pH7,4),
150 mM NacCl, 1 % Triton X-100 és 0,5 % proteaz inhibitor koktél), valamint 0,1uM
MC-LR-t adtunk a PBS-sel tortén6 mosas utan, majd 10 perces vizfiirdds ultrahangos
feltarast kovetden a lizatumot centrifugaltuk (10 000 g, 10 perc, 4 °C). A fellilusz6t
egy tiszta eppendorf csébe pipettdztuk, majd 5 x SDS mintapuffert adtunk hozza, és a
mintékat 100 °C-on 10 percig féztiik.



NHEK ¢és HaCaT sejtek esetében siPPlc csendesitést kovetden, illetve TM
kezelést megelézéen a sejteket 16 oOran keresztiil szérummentes médiumban
éheztettilk, majd 10 J/cm? UVA-val besugéroztuk. A besugarzas utan a sejteket
aktivitas méréshez azonnal lizaltuk 100 ul jéghideg 0,1 mM EDTA-t, 0,5 % proteaz
inhibitor koktélt és 50 mM 2-merkaptoetanolt tartalmaz6 TBS pufferben. Western blot
és immunfluoreszcencias vizsgéalat, valamint RNS és microarray analizis el6tt a

sejteket 24 oraig inkubaltuk UV A besugarzast kdvetden.

Fluoreszcens in vitro gyégyszer-érzékenységi teszt

A gyogyszer-érzékenységi vizsgalatokat 2 napos sejttenyészeteken végeztiik
384-lyukl lemezeken. Minden lyuk 1000 sejtet tartalmazott 30 ul érfogatban. THP -1
vagy KG-1 sejteket 50 nM CLA-val vagy 1 uM TM-nel elékezeltiik (1 6ra), amit PBS
mosés kovetett. A daunorubicin (DNR) hatdséat 4 koncentraciéban (0,15uM, 0,61 uM,
1,84 uMés 7,38uM), triplildtumokat alka Imazva vizsgaltuk. 48 6rés inkubaciot
kovetden az €16 és elpusztult sejtek elkiilonitésére VitalDye fluoreszcens festéket
hasznaltunk. Kontrollként 15 lyuk csak tapfolyadékban 1év6 sejteket tartalmazott,
amelyekhez 50 nl DMSO-t adtunk, illetve 5 lyuk csak tapfolyadékban 1év6 sejteket
tartalmazott médium nélkil. A két kontrollt 6sszehasonlitva nem tapasztaltunk DMSQO
altal okozott toxikus hatast, sejtpusztulast. Az ¢éI6 sejtek szamanak meghatarozasahoz
egy, a stockholmi Karolinska Intézetben (KIVIF) egyedileg kialakitott, modositott
Perkin-Elmer UltraView LCI automatizalt lézer fluoreszcens konfokalis mikroszkopot
alkalmaztunk. Az ¢él6 sejtek szamat Count 3.0 programmal hatiroztuk meg
QuantCapture 4.0 program segitségével készilt képeken. A programokat OpenLab
(Improvision) hatteret felhasznadlva a KIVIF-ben fejlsztették ki. Az atlag talélést

harom lyuk atlagabol hataroztuk meg.
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Western blot

A fehérjéket denaturald poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE)
vélasztottuk el, majd nitrocellul6z membrénra blotoltuk. Inert fehérjékkel torténd
blokkolast kdvetden a membranokat elészor primer, majd HRP-konjugalt szekunder

antitesttel inkubaltuk, és az immunreakciokat ECL reagenssel detektaltuk.

Kaszpéaz-3 aktivitas mérés

A kaszpaz-3 aktivitdst egy DEVD-AMC konjugatumbdl torténd AMC
felszabadulassal mértiik fluorometrids modszerrel. Kezelést kovetéen a THP-1 sejteket
centrifugalassal Osszegyijtottikk, majd jéghideg PBS-sel torténd mosas utan 1101
lizis pufferben (10 mM HEPES, 2 mM EDTA, 0,1 % CHAPS, 1 mM PMSF, 10 ug/ml
Pepstatin A, 10 pg/ml Aprotinin, 20 pg/ml Leupeptin, 5 mM DTT, pH 7,4) lialtuk. A
lizadtumot centrifugaltuk és a felliliszéhoz 1001 2 pg/ul DEVD -AMC szubsztratot
tartalmazo 2x reakcié puffert (200 mM HEPES, 20 % szachar6z, 0,1 % CHAPS, 0,1
% CHAPS, 5 mM DTT, pH 7,25) adtunk. A mintakat 60 percig 37 °C-on inkubaltuk,
és a felszabadulé AMC mennyiségét 360 nm-es excitacioés és 460 nm-es emisszids

hullamhosszak mellett hataroztuk meg.

Eletképes, apoptotikus és nekrotikus sejtek detektalasa Hoechst festékkel és LDH
felszabadulas mérésével

A Kkezeléseket kovetéen a THP-1 sejteket haromszor mostuk PBS-el. PBS-
ben higitott 10 uM Hoechst 33342 festékkel 15 percig, majd 5 pM propidium jodiddal
(P1) 5 percig inkubaltuk a sejteket 37°C-on, s6tétben. A morfoldgiai vizsgalatokhoz a
sejteket poli-L-lizinnel fedett feddlemezekre helyeztiik. A felvételeket Zeiss LSM 510
Meta konfokalis mikroszkdppal (Carl Zeiss, Jena, Germany) készitettik. A sejtek
llapotanak meghatarozasakor “életképesnek” tekintettik a Hoechst pozitiv/PI

negativ, normal sejtmagi morfolégiat mutatd sejteket, “apoptotikusnak” tekintettiik a
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Hoechst pozitiv/Pl negativ, kromatin kondenzaci6t, magi fragmentéciét, blebbinget
mutaté sejteket és “nekrotikusnak” tekintettiik a Hoechst pozitiv/P1 pozitiv sejteket. A
nekrotikus sejtek meghatarozasara Cytoscan colorimetric assay-vel (Roche Applied
Science, Budadrs, Magyarorszag) mértiik a sériilt sejtekbdl felszabaduld laktat
dehidrogenaz (LDH) mennyiségét a gyartd utasitidsainak megfelelden. Az egyes

kezelések esetében a citotoxicitast a maximalis LDH %-ban adtuk meg.

Eletképesség vizsgalata Metil-tiazol-tetrazolium (MTT) teszttel

Kezeléseket kovetéen a sejtekhez metil-tiazol-tetrazolium (MTT)-reagenst
adtunk, amit az €16 sejtek szines formazanna alakitottak. A médiumot eltavolitottuk a
sejtekr6l, a formazan zarvanyokat DMSO-ban feloldottuk, és a kialakul6
szinintenzitast 450 nm-en fotometraltuk. Az optikai denzitds mértéke egyenesen

aranyos az €106 sejtek szamaval.

Protein foszfataz aktivitas meghatarozasa

A sejtlizaitumok foszfatdz aktivitdsanak meghatarozasahoz 3P-al jelélt
miozin kénnyi lancot (¥P-MLC20) hasznaltunk szubsztratként. A mintdkat 5 percig
inkubaltuk 30 °C-on inhibitor-2 (1-2) jelenlétében illetve tavollétében. A szubsztrathol
felszabaduld 3P-t a fehérjék triklor-ecetsavval torténd kicsapasat és centrifugélast

kovetben a feliiluszobol hataroztuk meg.

FLAG-KEPI és panPP1c siRNS transzfekcid

Az MCF-7 sejtek transzfekcidjat és a HelLa és HaCaT sejtek csendesitését
tisztitott FLAG-KEPI plazmid vagy panPP1c siRNS felhasznalasaval szérummentes
médiumban végeztiik. A transzfekcidhoz sziiksége Gene Juice transzfekcios reagenst
(6 ul/lyuk) és FLAG-KEPI plazmidot (2 pg/lyuk) tartalmazé premixet vagy a
csendesitéshez sziikséges DharmaFECT 2 transzfekcios reagenst (10ul) és panPP1

SiRNS-t (100 nM végkoncentracio) tartalmazo premixet cseppenként hozzaadtuk a
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sejtekhez és 30 percig inkubaltuk szuszpenzidban, majd megegyez6 térfogati 20 %
FBS-t tartalmazé médiumot adtunk a sejtekhez. 24 6ra malva a tapoldatot lecseréltik,
ezzel eltavolitva a transzfekcid reagenst a sejtekr6l, és tovabbi 24 6raig inkubaltuk a
sejteket 10 % FBS-t tartalmazo tapoldatban.

Immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszkdpia

A kiilonboz6 kezeléseket kovetden a sejteket PBS-sel mostuk, majd 3,7 %
paraformaldehid oldattal 10 percig szobahémérsékleten fixaltuk. PBS-sel torténd
mosas utan a sejteket 0,02 % (v/v) Triton X-100-at tartalmaz6 PBS oldattal
permeabilizaltuk 10 percig szobahdmérsékleten. Az 1 % (v/v) BSA-t tartalmaz6 PBS
oldattal t6rténd 1 oras blokkolas eldtt a fedélemezeket jéghideg PBS oldattal mostuk.
Az elsédleges antitesteket 1:100 aranyban higitottuk 0,1 % BSA/PBS oldatban és a
fed6lemezeken rogzitett sejteket éjszakdn &t inkubaltuk 4 °C-on, majd Alexa 488-
konjugalt anti-nydl (1:200), Alexa 543-konjugalt anti-egér (1:200) szekunder
antitesttel vagy Texas Red Phalloidinnel (1:1000) reagaltattuk. A fed6lemezek
rogzitésére és a sejtmagok festésére DAPI-t tartalmaz6 ProLong Gold Antifade oldatot
vagy Slow Fade antifade Kitet hasznaltunk. A mintakat Zeiss Axioskop HBO50/AC
mikroszkoppal (60 x nagyitasu objektiv) vizsgaltuk. A konfokalis képeket Leica TCS
SP8 Confocal Laser Microscope segitségével detektaltuk.

UVA besugarzas

MTT analizishez a kontroll és PP1c csendesitett HaCaT sejteket 96 lyukd,
mig Western blot analizishez 6 lyukl tenyésztdedényekben novesztettiik. PPlc
csendesitést kovetd 48 ords inkubacio utan sejteket 16 6raig szérum mentes DMEM
médiumban éheztettiik. Az UVA és UVB besugarzasokat a Bio-Sun UV irradiation
system (Vilbert Lourmat, Franciaorszag) késziilékkel végeztik el. A miiszerrel leadott
UVA és UVB besugarzast J/cm?-ben adtuk meg.
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Allatkisérletek és immunhisztokémiai vizsgalatok

A Kisérleteinkhez 6 hetes, him, Balb/c (Charles River) egereket hasznaltunk.
Minden &llatprotokoll az Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag
(Institutional Ethics Committee) (7/2010 DE MAB) engedélyével és felilvizsgalataval
késziilt. Az egerek hatarol a szort kereskedelmi forgalomban kaphatd Veet szortelenitd
krémmel tavolitottuk el. Kontroll esetén anionos hidrofil krémmel, a kezelés soran
anionos hidrofil krémben oldott tautomicinnel (1 pM) kezeltiik az egerek borét, majd
UVA-val besugéaroztuk. Az UVA sugarzashoz Philips TL-20W/12 lampéaval (Philips,
Eindhoven, Hollandia) felszerelt készlléket hasznaltunk, ami 315-400 nm
hulldamhosszisagu sugarzast bocsajtott ki. 5 napon &t, napi hdromszor sugaroztuk az
egereket 5 J/cm? UVA fénnyel. Cervikalis diszlokaciot koveten a kontroll és kezelt
egérbér mintak felét azonnal 10 %-0s neutralis pufferelt formalinban fixaltuk, amit
hematoxilin és eosin (H&E) festés kdvetett. Keratin 1, keratin 10, SI00A8 és hiszton
1b fehérjék immunhisztokémiai vizsgalatdhoz a metszeteket az adott fehérjék ellen
termeltetett elsédleges antitestekkel egy éjszakan at inkubaltuk 4 °C-on. Mosési lépést
kovetéen a mintakat tormaperoxidazzal kapcsolt anti-egér vagy anti-nyul antitestekkel
reagaltattuk, és 3,3’-diaminobenzidin-nikkel (DAB-nikkel) szinreakcidval tettiik
lathatova az altalunk vizsgalt fehérjék lokalizacidjat illetve mennyiségét. A bérmintak

masik felét a szdvet homogenizalasat kovetéen Western blot analizisre hasznaltuk fel.

RNS és microarray analizis adatok elemzése

Kontroll HaCaT, panPPlc csendesitett, UVA besugarzott és kombinalt
kezelésen (panPPlc csendesités, UVA besugarzas) atesett HaCaT sejtekb6l RNS
izolalast végeztiink, amelyhez Trizol reagent hasznaltunk. A teljes expresszids
mintazat analizise Affymetrix GeneChip Rat Gene 1.0 ST array-vel tértént. A 250 ng
total RNS minta felszaporitasara és jeldlésére Ambion WT Expression Kit-et (Life
Technologies) és GeneChip WT Terminal Labeling and Control Kit-et (Affymetrix)

hasznaltunk. Az adatok feldolgozéasat GeneChip Scanner 7G (Affymetrix) segitségével
14



végeztik. Az RNS jeldlést és hibridizalast az UD-GenoMed Medical Genomic
Technologies Ltd (Debrecen) végezte. A microarray adatok elemzése GeneSpring 12

GX software-rel (Agilent BioTechnologies) tortént.
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EREDMENYEK ES MEGBESZELES

PP1 és PP2A szerepe a sejtek életképességének szabalyozasaban

Kordbban mar tanulmanyoztdk a PP2A szelektivitast mutatd kalikulin-A
(CLA) membranpermeabilis toxin hatasat leukémias sejtek életképességére, ami
kemoterapias szerekkel (citozin arabinozid, etopozid, daunorubicin) egyitt alkalmazva
eldsegitette a talélést. E folyamatok molekularis hatterét tanulmanyoztuk, illetve
vizsgalni kivantuk a PP1 szelektivitast mutatd tautomicin (TM) szerepét is
daunorubicinnel (DNR) kivaltott sejthalalban. Kisérleteink soran a PP2A-t gatl6 CLA
és a PP1-t gatldé TM 6nmagaban alkalmazva kismértékii sejtpusztulast eredményezett
THP-1 és KG-1 leukémias sejtekben egyarant, azonban a két toxinnal torténd
elékezelés a DNR hatasat mérsékelte. Az apoptozis egyik korai jeleként DNR
jelenlétében kaszpaz-3 aktivitas novekedést detektaltunk, amelyet a CLA el6kezelés
csokkentett, mig a TM-el torténé elinkubacio nem befolyésolt. Irodalmi adatokbol
ismert, hogy a DNR hatésara defoszforilalédik és degradalédik a pRb, valamint
kimutattak azt is, hogy a CLA kezelés a pRb foszforilaciojat és csokkent degradaciot
eredményez, ami megndvekedett tlléléshez vezet. Eredményeink szerint a PP1 és a
PP2A gatlas is noveli a pRb foszforilacidjanak mértékét, amely mérsékelheti a DNR-
nek a G1-S atmenetre kifejtett gatlo hatasat. Egyéb, talélés szabalyozasaban részt
vev6 fehérjék (Erkl/2, Akt) vizsgalata soran kimutattuk, hogy ezek foszforilacids
szintjét (Erk1/2PT202PY204 g5 AKtPT473) csak a CLA novelte, a TM kezelés/el8kezelés
hatastalannak bizonyult. Mindezen adatokbdl arra kovetkeztetiink, hogy a PPl és
PP2A kiilonb6zé jelatviteli utvonalakon Keresztiil szabalyozza a DNR altal indukalt
apoptozist, és a leukémias sejtek terapias szerek iranti kemoszenzitivitasat, azonban e
folyamat mindkét enzim 4ltal befolyasolt kozds eseményének tiinik a pRb

foszforilacids szintjének szabalyozasa.
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KEPI inhibitor fehérje hatasa a retinoblasztéma fehérje foszforilacidjara

A pRb Thr826 aminosav oldallancanak defoszforilacidjat PP1c izoformak
végzik, de ezek a sejtekben a feltételezések szerint holoenzimként, regulator
alegységhez kapcsolddva vannak jelen. A regulator alegységek pRb-t defoszforilalo
hatasa eltéré lehet: a PNUTS regulator alegység csokkenti, a MP MYPT1 alegysége
viszont ndveli a PP1c aktivitast a foszfo-pRb irant. Mivel a MP aktivitasat a MYPT1
regulator alegység gatlé helyeinek (Thr696 és Thr853) foszforilacidja, illetve
foszforilacié fiiggé inhibitor fehérjék (pl. CPI-17, KEPI) befolyasolhatjék, igy
megvizsgaltuk, hogy a CLA és TM Kkezelés hogyan befolyasolja ezeket a
foszforilaciés folyamatokat. CLA kezelés hatdsara megnétt a MYPT1 gatlé helyek
(MYPT1PT®%  MYPT1P™®) és a THP-1 sejtekben azonositott KEPI fehérje gétld

aminosav ( KEPIPT?

) oldallancénak foszforilacidja, azonban TM-el torténd kezelés
soran nem tapasztaltunk foszforilacids szint emelkedését az emlitett aminosav
oldallancokon. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PP1c nem ,autodefoszforilalja” a
MYPT1 gatlé foszforilacids helyeit és nem defoszforilalja a KEPI fehérje foszforilalt
gatlé aminosav oldallancat sem. A PP1 pRbP™® defoszforilacioban val részvételét a
PPlc csendesitésével is bizonyitani kivantuk. HeLa sejtekben a PPlc expresszid

csokkenésével parhuzamosan pRbP™®2°

emelkedést tapasztaltunk, ami megerdsitette a
PP1 részvételét a pRb defoszforilacidjaban. Munkacsoportunk kordbbi eredményei,
valamint a jelen THP-1 és HelLa sejteken (PP1c csendesités) végzett kisérletek tehat
egyértelmiien bizonyitottdk a PP1 szerepét a pRb Thr826 aminosav oldallancanak
defoszforilalasaban.

A KEPI fehérje foszforilacidjat a gatldé Thr73 oldallancon a PKC is
katalizalja, ezért a PKC aktivalasara PMA kezelést alkalmaztunk, ami a foszforilalt
KEPI szintjének emelkedését eredményezte. A foszforilacié altal aktivalt
overexpresszalt KEPI MCF-7 sejtekben (amelyek nem tartalmaznak endogén KEPI
fehérjét) a citoszolbdl a sejtmagba transzlokalddott, ami ndvelte a sejtmagban

lokalizalod6 pRb foszforilacidjanak mértékét a Thr826 aminosav oldallancon.
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Mindezek tovabbi bizonyitékot szolgalnak a PP1 géatlas pRb szabalyozasaban betdltott
szerepére.

CLA altali foszforilacio indukciot a KEPI-t expresszal6 MCF-7 sejtekben is
megismeételtiik.lgazoltuk, hogy a PP2A-nak szerepe van a KEPI Thr73 gatlé hely
foszforilacidjanak szabalyozasaban, hiszen CLA kezelés hatasara megndvekedett a
Flag-KEPI transzfektalt MCF-7 sejtekben a KEPIP™™® foszforilaciés szint. A CLA
kezelés nem transzfektalt, azaz KEPI fehérjét nem tartalmaz6 MCF-7 sejtekben is
PRbPT82 foszforilacios szint emelkedést eredményezett, ez azonban feltehetéen mas
folyamatoknak (CLA ndveli a MYPT1 foszforilalé kinazok miikddését és/vagy gatolja
a defoszforilaciot végzd foszfatazok aktivitasat) a kdvetkezménye. A KEPI fehérje
transzfekciéja méar 6nmagaban pRbP™®% foszforilacios névekedéshez vezetett, ami
még kifejezettebbé valt, ha a KEPI-t CLA-val aktivaltuk.

A fenti adatokbol arra is kovetkeztethetiink, hogy a kezeletlen és CLA, vagy

bPT828  szint kialakitasaban

TM kezelt THP-1 sejtekben tapasztalt magas pR
els6dlegesen a PP1c-nek, illetve a foszforilacié fliggé PP1 gatldé KEPI fehérjének van
kozvetlen szerepe. A PP2A a pRb defoszforilaciojat kdzvetett Uton szabalyozza,
feltechetben a MP MYPT1 alegységének ¢és a KEPI inhibitor fehérje

defoszforilacidjanak befolyasolasaval.

PPlc gatlas és UVA besugarzas hatdsanak vizsgalata HaCaT keratinocita
sejtekben

Altalanossagban, igy a keratinocitakra jellemzden is elmondhat6, hogy a
fehérjék foszforilacios/defoszforilacios allapotanak meghatarozd szerepe van a sejtek
milkodésében, akar normal, akar UV sugarzasok kovetkezményeként Iétrejott
patoldgias korlilmények kozott. A P-Ser/Thr specifikus protein foszfatazok kozil a
PP2A és PP2B szerepét részletesebben vizsgaltdk az UV sugarzas indukalta

apoptoézisban, az epidermisz barrier funkciojanak kialakitasaban és az epidermisz
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differenciacidban, azonban a PPl szerepe a keratinocitdk homeosztazisdban még
kevéshé tanulmanyozott.

HaCaT sejtek szubcellularis frakcidinak Western blottal,
immunfluoreszcenciaval és foszfatdz aktivitds méréssel torténd vizsgalatabol arra
kovetkeztettink, hogy a PPle/y elsjsorban a citoplazmaban, és viszonylag kisebb
mennyiségben talalhatd a sejtmagban. Ezzel szemben a PP18 izoforma a sejtmagban
és a citoplazmaban is nagyobb mennyiségben lokalizalodik, igy feltehetéen a
sejtmagban ez az izoforma befolyasolja a génexpresszids valtozasokat.

UVA sugarzas a foszfatdzok (PP1 és PP2A) enzimaktivitdsanak és a HaCaT
sejtek életképességének csokkenését okozta. Az életképesség és foszfataz aktivitas
vizsgalatainkban alkalmazott dézisok, valamint irodalmi adatok szerint a normal napi
UVA doézis (~10-18 Jicm?) alapjan kisérletekben 10 J/cm? UVA besugarzas dézist
alkalmaztunk. A PP1c szerepének célzott vizsgalatara PP1c izoformak csendesitését
végeztiik el HaCaT sejtekben, és ezt kovetéen vizsgaltuk a sejtek €letképességét és
foszfataz aktivitasat is. A csendesités sikerességét Western blot analizis és a foszfataz
aktivitas csokkenése is igazolta. Ezzel szemben az UVA sugarzas nem befolyasolja a
PP1c izoformak expresszidjat, ami arra utal, hogy az aktivitds mérés soran tapasztalt
foszfatdz gatlds nem az expresszios szint cstkkenésének az eredménye. Irodalmi
adatok alapjan az UVA sugarzas reaktiv oxigén gyokok keletkezését indukalja és ezek
a PP1 és PP2A enzimek katalitikus centrumaban talalhatd aminosavak és fémionok
oxidalasaval a foszfatdz aktivitas gatlasat is okozhatjak. A PP1c csendesitése utan
tapasztalt életképesség csokkenés a PP1 kiemelkedd szerepét tamasztja ala a HaCaT
keratinocitdk homeosztézisanak a fenntartasaban.

A PPlc izoformak és az UVA besugarzas génexpressziot szabalyozo
szerepének vizsgalatdra microarray analizist végeztink. A PPlc izoformak
csendesitést és UVA besugarzast kovetden olyan gének expresszids Vvaltozasat
figyeltik meg, amelyeknek szerepe van a szabadgytk megkotésben (free radiacal

scavengering), a sejtciklus és sejthalal szabalyozasban, a DNS javitasban, valamint a
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sejt morfoldgiai allapotanak kialakitasaban. Kitlintetett figyelmet forditottunk egyes
fehérjék, igy a keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b génexpresszids
valtozasaira, mivel ezek a fehérjék melanéma markerekként is ismertek. A tapasztal
génexpresszids valtozasok fehérje szinten is érvényesiiltek, azaz megndvekedett
keratin 1, keratin 10 és S100A8, valamint csokkent hiszton 1b mennyiséget
detektaltunk Western blot analizissel PP1c csendesités és UVA besugarzas egyiittes

hatasara.

PP1 gatlas és UVA besugarzas hatasanak vizsgalata Balb/c egerek borén

Balb/c egérmodellen a PP1 szerepének tanulmanyozésara TM inhibitort
hasznaltunk és az egyedek bérfeliiletét Ssszesen 531 J/em? UVA dézissal sugaroztuk
be, ami megkozeliti a minimalis eritéma, azaz bérpirt okozé UVA dozist (510 J/cm?).
A szdvettani vizsgalatainkbdl kideriilt, hogy az UVA sugarzasnak, a TM kezelésnek
vagy a két kezelés kombinaciojanak kitett bor esetében elsésorban az epidermisz az
epidermalis szdvetszaporulat (epidermal hyperplasia) tlineteként megvastagodott, de
gyulladasos elvaltozasokat nem mutatott. A kezelt bérfeliiletek masik felébél Western
blot analizissel vizsgaltuk, hogy a HaCaT sejtekben valtozé expresszidt mutato
fehérjék (keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b) expresszios szintje valtozik-e
egér borben is a kezelések kovetkezményeként. A kontroll, kezeletlen borfeliiletekhez
képest a TM-el kezelt, azaz PP1 gatolt mintdkban megndvekedett a keratin 1, keratin
10 és S100A8 fehérjék mennyisége, amelyek szintje fokozddott a bérfeliiletek UVA
besugarzasat, vagy a két kezelés kombinacidjat kovetben is. A hiszton 1b esetében a
keratinocitakkal végzett kisérletekkel ugyancsak megegyezé irdnyt, de nem
szignifikans csokkenést tapasztaltunk. A HaCaT keratinocitakon és Balb/c egereken
végzett kisérletek eredményeibdl megerdsitést nyertiink arra nézve, hogy a bor
egészséges homeosztazisanak fenntartasdban a PP1 tipust enzimeknek Kkitiintetett

szerepe van. Mindezek az eredmények arra iranyitjak a figyelmet, hogy a protein
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foszfatdz enzimek 1j terdpids célpontokka valhatnak, akar a bdr daganatos

megbetegedéseinek kezelése soran is.
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OSSZEFOGLALAS

Kimutattuk, hogy a leukémias megbetegedések terapidja soran gyakran
alkalmazott daunorubicin (DNR) sejthalalt kivalté hatékonysaga THP-1 és KG-1
leukémias sejtvonalakon a PP2A-t specifikusan gatlé kalikulin-A (CLA), és a
PP1-et specifikusan gatlo tautomicin (TM) toxinok jelenlétében jelentGsen
mérséklddik, ami a foszfataz gatlas kemoszenzitivitast csokkentd hatasara utal. A
PP1 és a PP2A enzim gatlasa fokozza a pRb foszforilacidjat és ezzel
elésegithetik a sejtciklus GI-S atmenet DNR alt al torténd gatlasanak részleges
feloldasat.

PP1 katalitikus alegység (PP1c) csendesitési kisérletek, valamint a PP1 inhibitor
KEPI fehérje expresszidja és foszforilacidjanak indukalasa arra utaltak, hogy a
pRb defoszforilaciojat kozvetlenidl PP1 katalizalja, a PP2A pedig a PP1 inhibitor
fehérjék foszforilaciéjan keresztil szabadlyozza a pRb foszforilacidjanak
mértékeét.

A PP1 csendesités és UVA sugarzas egyiittes hatasara 19 gén expresszidjanak
szignifikans valtozasat figyeltiik meg, amelyek kézil a melandma markerekként
ismert keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b expresszids szintjének
valtozasat fehérje szinten is bizonyitottuk HaCaT keratinocita sejteken és egerek
bérének PP1 gatlassal (siPP1c vagy TM kezelés), UVA besugarzassal és ezek

kombinacidjaval torténd kezelések soran is.
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