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BEVEZETES

Az ¢l6 szervezetek szamdra elengedhetetlen a feleslegessé valt vagy a javithatatlan
sérulést szenvedett sejtek eltavolitdsa. Ekkor a sejtek jol szabalyozott kdérulmények kozott
beinditjak a programozott sejthalalt, azaz apoptozissal elpusztulnak.

T6bb atvonalon keresztil is indukalddhat apoptdzis: (i) a sejt 6regedése kévetkeztében
onmaga inditja be; (ii) javithatatlan sejtkarosodast kovetéen és (iii) a sejt felszinén
megtaldlhatd halél-receptorokon keresztiil. A sejthalalt kivalto kiils6 és belsé tényezok koziil
a belsd (intrinszik) utvonal a stressz, tdpanyag hiany, virusfertdzés, intracelluldris kalcium
szint emelkedés hatasara bekovetkez0 membrankarosodas hatasara aktivalodd kaszpaz
rendszeren keresztiil megy végbe, amelyek a sejt morfologiai valtozasai elétt megkezdik a
taléléshez szlikséges fehérjék inaktivalasat (pl. citoszkeletélis elemek, DNS javitd enzimek, a
tumor szupresszor retinoblasztoma fehérje, stb.) illetve a sejthaldl folyamatdban részt vevo
fehérjek aktivalasat (pl. endonukleazok, mas kaszpazok). A kiils6 (extrinszik) tutvonal
beindulasaban részt vehet példaul hormonok, névekedési faktorok, nitrogén monoxid vagy az
aktivalt falosejtek altal termelt, 19 tagbol allé tumor nekrdzis faktor (TNF) csaldd. A TNF
molekulak a receptoraikhoz kapcsoldodnak, majd a megfelelé fehérjék aktivalodnak, és vegil
bekapcsolddnak a kaszpéaz Gtvonalba (Wickremasinghe és Hoffbrand 1999). Erdeklédésiink
kdzéppontjaban kilonféle tényezok, pl. daganatellenes szerek és UV sugarzas altal kivaltott
sejthaldl allt. Egyre tobb tanulmany jelenik meg arrdl, hogy a leukémias megbetegedések
soran megvaltozik az apoptotikus jelatvitel, ami a sejtek megndvekedett tuléléséhez vezet. Az
onkoldgiaban, az apoptozis célzott folyamatain keresztll hatd kemoterapids szerek egyre
nagyobb figyelmet kapnak, hiszen a kemoterapias kezelések soran gyakran megfigyelhetd a
kemorezisztencia, ami a terdpia sikertelenségét eredmenyezi. A kemorezisztencia
létrejottének okai kozé tartoznak a multidrog-rezisztenciaért felelés (pl. P-glikoprotein) és
antiapoptotikus feherjék (pl. Bcl-2 fehérje csalad) megndvekedett expresszidja, pro-
apoptotikus ttvonalak gatlasa és tulélést eldsegitd folyamatok aktivalasa (Testa és Riccioni
2007; Reya és mtsia., 2001). Mig a daganatellenes szerek alkalmazasaval a mar kialakult
rdkos sejtek apoptOzisanak kivaltasa a cél, addig az UV sugarzas hatasara bekovetkezo
sejthaldl indukélasaval a szervezet 6nmaga védekezik a bor daganatos megbetegedése ellen. A
kiilonb6z6 UV sugarzasok, pl. az UVA és UVB, biolodgiai hatasa eltér, mivel az UVA f6leg
reaktiv oxigén gyokok felszabaditasaval és kisebb mértékii DNS Kkarosité hatasaival
eredmeényez apoptozist, mig az UVB sugarzas f6leg DNS toréseket, pirimidin dimereket,

fototermékeket hoz létre (Schwarz és mtsai., 1995; Tadokoro és mtsai., 2003). Akar a belsd,
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akar az emlitett kiils6 hatasokra bekovetkez6 apoptotikus jelatviteli Gtvonalakra kdzosen
jellemzé, hogy a pro- és antiapoptotikus faktorok foszforilacon/defoszforilacon keresztil
modosulnak (Cheng és mtsai., 2013). A foszforilacioért felelés protein kinazok szerepe jol
ismert a daganatos folyamatokban, azonban keveset tudunk a protein foszfatazokrol és az
altaluk szabalyozott folyamatokrdl. Irodalmi adatok alapjan a fehérjék foszforilaciojanak és
defoszforilacidjanak hatdsa ellentmondasos, szenzitizacidt és rezisztenciat is eredményezhet.
Ezeknek a folyamatoknak a pontosabb megértéséhez elengedhetetlen a szerin/treonin
specifikus foszfatazok kozé tartozd protein foszfataz-1 (PP1) és -2A (PP2A) fehérjék
szerepének tanulméanyozasa a kiilsé hatasok altal kivaltott apoptdzisban.

Az eukariota sejtekben foszfo-Ser/Thr specifikus enzimek koziil a legjelentdsebbek a
PP1 és PP2A enzimek. Altalanos szerkezetiikre jellemzd, hogy egy 36-38 kDa méretii
katalitikus alegységbdl és egy vagy tobb regulator alegységbdl allnak (1. abra).

MYPT1, MYPT2,
P85, spinofilin -
\ 7

B, B’
_s | PRES/AG,B

Regulator feherjék:

- ,Célra irdnyité” (targeting) funkcio
- szubsztrat specificitas szabalyozdsa

inhibitor fehérjék inhibitor toxinok - katalitikus aktivitds szabdlyozdsa

Katalitikus
alegység(C)
~ /) 3638kDa

x4
ot

aktiv centrum
‘o

Szabdlyozds a katalitikus alegységhez kétédé Szabdlyozds a reguldtor/kétodé fehérjékkel
effektorokkal

1. 4bra Protein foszfataz-1 és -2A enzimek altalanos szerkezete

A regulétor alegység adaptor és/vagy szubsztratfehérjékhez torténd kapcsolodasaval
képesek célra iranyitd (“targeting”) funkcid ellatasara, azaz a katalitikus alegységet a sejt
megfeleld kompartmentjeihez iranyitjdk. A szubsztratnak a regulator alegységhez valo
kotédése meghatarozhatja a katalitikus alegység szubsztratspecificitasat. A regulator alegység
6 szerepe még, hogy foszforilacidjaval a katalitikus alegység aktivitasat is szabalyozza, ami
akar gatlast, akar aktivalast is jelenthet. A Kkatalitikus alegyseg aktivitasanak szabalyozésa
torténhet membranpermeabilis inhibitor toxinokkal, vagy cellularis inhibitor fehérjéken
keresztiil is. A természetes eredetli toxinok koziill az okadansavnak, kalikulin-A-nak,
mikrocisztinnek, tautomicinnek és tautomicetinnek jelentds szerepe van a PP1 és PP2A

protein foszfatazok szerepének vizsgalataban, mivel koncentracio-fliggd modon szelektiven



gatoljak ezeket az enzimeket. A foszforilacios es defoszforilacids folyamatoknak kituintetett
jelentdsége van az extracellularis stimulusokra (hormonok, mitogének, citokinek, stb.) adott
valaszokban, igy a protein kinazok mellett a foszfatazoknak is megkérd6jelezhetetlen
szerepiik van a sejtek mitkodésének szabalyozasaban. Mivel ez a specifikus funkciéo még nem
minden részletében tisztazott, igy a foszfatdzok toxinokkal valé elkildnitése igen jelentds
mértékben hozzajarul a tanulmanyozasukhoz.

A protein foszfatazok gatlasara alkalmas fehérjék koziil el6szor az inhibitor-1 (I-1) és
inhibitor-2 (1-2) fehérjéket fedezték fel (Huang és Glinsmann 1976). Az I-1 gatlo képessege
tobb szazszorosara novelheté a Thr35 oldallanc PKA-val torténd foszforilalasaval. A tovabbi
kutatdsokban ez a PP1 protein foszfatazt gatlé foszfoprotein valt az inhibitor fehérjek
prototipusava. Ily mddon fedezték fel a DARPP-32 (32kDa dopamin és cAMP Altal
szabalyozott foszfoprotein) inhibitor fehérjét (Hemmings és mtsai., 1984), a CPI-17 (17 kDa
PKC Aaltal aktivalt inhibitor) inhibitor fehérjét (Eto es mtsai., 1997), és az altalunk vizsgalt
KEPI (protein kindz C aktivalt gatlo fehérje) inhibitor fehérjét is (Liu és mtsai., 2002).

Mindezek tiikrében célunk az volt, hogy a még kevésbé ismert foszforilacio fiiggd
KEPI gatlo fehérje szerepét feltarjuk a cellularis és apoptotikus fehérjék foszforilaciojaban és
ezaltal megéllapitsuk a sejthalal indukalasaban, ill. a talélés elOsegitésében betdltott
funkciojat, kulénds hangsulyt forditva a retinoblasztoma (pRb) fehérje foszforilaltsaganak
szabalyozéséra. Ehhez THP-1 leukémias sejtvonalat és a KEPI inhibitor fehérjét nem
tartalmazé6 MCF-7 emlé tumor sejtvonalat hasznaltunk modellként. Kimutattuk, hogy az
aktivalt KEPI fehérjének szerepe van a pRb fehérje foszforilacidjanak szabalyozasaban, igy
befolyasolja a sejtek tulélését. Tanulmanyoztuk tovabba HaCaT keratinocita sejteken PP1
csendesitést és Balb/c egereken PP1 géatld tautomicin (TM) toxint alkalmazva, hogy az UV
sugarzas hatasara bekovetkez6 patologias sejt- €s borelvaltozasokban milyen szerepe lehet a

PP1 enzimcsaladnak.



IRODALMI ATTEKINTES

Fehérje foszforilacié és defoszforilacio

A fehérjek poszttranszlacios szabalyozasanak gyakran vizsgélt lehetésége a
reverzibilis kovalens modositasok koz¢ tartozo foszforilacio, amelynek jelentOségére a
glikogén-foszforilazt szabalyozo foszorilaz kinaz miikodésének vizsgalata mutatott ra az
1960-as évek kozepén, a késébb Nobel-dijjal jutalmazott Edmond Fischer és Edwin Krebs
munkassaga nyoman. A reverzibilis foszforilacié kulcsfontossagu szerepére utal, hogy a
metabolikus Utvonalaktol kezdve a sejthalalon at szamos sejtfolyamatot szabalyoz. A reakciot
katalizalé enzimek a protein kinazok, amelyek foszfat csoportot épitenek be a fehérjék szerin
(Ser), treonin (Thr) vagy tirozin (Tyr) oldallancaiba, ezaltal befolyasolhatjak példaul enzimek
aktivitasat és a fehérjék kiilonboz6 funkcidjat. A protein kindzok altal katalizalt foszforilaciok
tobb mint 90 %-a Ser/Thr oldalld&ncokon zajlik (Olsen és mtsai., 2006). A Ser/Thr-kindzok az
alifas aminosav oldallanc hidroxil csoportjaval, mig a Tyr-kinazok pedig a Tyr aromas
aminosav oldallanc hidroxil csoportjaval 1étrejovo foszfoészter kétés kialakulasat katalizaljak.
A reakcio visszafordithatdsagat a protein foszfatdzok biztositjdk, amelyek a kindzok Altal
kialakitott foszfoészter kotést hidrolizaljak (2. abra). Mivel az eukariota sejtek 0sszes
fehérjéinek kb. egyharmada/fele tartalmaz kovalensen kotott foszfatot, igy érthetd, hogy e
modositas végrehajtasa szamos enzim reszvételét igényli és ennck megfeleléen a human
genom kb. 500 protein kinazt kddol. Ezzel szemben a protein foszfatdzok csaladjaba csak
mintegy 150 fehérje tartozik, kézullk is 40-nél kevesebb a szerin/treonin specifikus enzimek
szama. A tirozin kindzok és a tirozin foszfatazok mennyisége kozel azonos, mig a Ser/Thr
kinazok szama joval meghaladja a Ser/Thr foszfatazoket (Shi, 2009; Butler és mtsai., 2013).
A szambeli eltérés lehetdvé teszi, hogy a Ser/Thr kindzok valtozatos szerkezettel és szelektiv
szubsztratspecifitassal rendelkezzenek. Ezzel szemben a szerin/treonin protein foszfatdzok
katalitikus alegységei nagymertékben hasonlok, a szubsztratspecifitdsukat a hozzajuk

kapcsolodo regulator alegységek biztositjak (Cohen, 2002).



\/ . V ADP(P)
defoszforilacio (foszfataz) foszforilacio (kinaz)

H,0 ADP

2. &bra A fehérje foszforilacio és defoszforilacio

A Ser/Thr specifikus protein foszfatazok csoportositasa és jellemzése

A foszfoprotein foszfatdzokat harom csoportba sorolhatjuk, aszerint, hogy mely
aminosav oldallancokat defoszforilaljak. Igy megkilonboztetjuk a mar emlitett foszfo-
Ser/Thr- vagy foszfo-Tyr oldallancokat defoszforilalé enzimeket, de léteznek Kkettds
specifitasu foszfatazok is, amelyek mindharom foszfoaminosav oldallancot képesek
defoszforilalni (Barford, 1995; Hunter, 1995). Munkacsoportunk a szerin/treonin specifikus
foszfatazokkal foglalkozik, amelyek biokémiai tulajdonsagaik alapjan feloszthatdok
foszfoprotein foszfatazok (PPP), fémion-fiiggd protein foszfatazok (PPM) és aszpartat alapt
foszfatazok (FCP) csoportokra (Butler és mtsai., 2013) (3. abra).

3DxHG -S2XVORG N HGE
ARG H
R AN . — | 309
—PPa[l T HN 1 1T T Jao7
—PP6 [ | | I | [ N
—PP1[I I HN T T T T Jsa
BBEH CBD
-PP2B | | | | I | | W | s21
(Calcineurin)
PPP ___TPRdomain o)
PES [ | | I 1T [ 499
PP7 [ | .. P I [ Jas
1 ]
Catalytic core domain
RxxxD, DGxx DG, GxxDN;,
PPM pr2c [ I 1 | I | | 382
L I

Catalytic core domain

3. bra A Ser/Thr csaladba tartozo6 foszfatazok csoportositasa (Shi, 2009)
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A foszfoprotein foszfataz alcsaladban 7 foszfatdz kiilonithetd el: PP1, PP2A, PP2B
(vagy kalcineurin), PP4, PP5, PP6 és PP7 (Cohen, 1997). Habar a kutatasok a PP1, PP2A és
PP2B szerkezetét, szabalyozasat és szerepét vizsgaljak leginkdbb, az azonban csaknem
minden PPP enzimrdl ismert, hogy holoenzimként miikddnek, €s katalitikus és szabalyozo
alegységekbdl épiilnek fel.

Kutatasaink soran elsésorban a protein foszfataz-1 (PP1) és a protein foszfataz-2A
(PP2A) enzimek vizsgalataval foglalkozunk, ezért a tovabbiakban ezek jellemz6 sajatsagait

ismertetem.

A PP2A szerkezete

Az eukaridta sejtekben a PP1 mellett a masik f6 szerin/treonin protein foszfataz, a
PP2, amely a PP1-el ellentétben nem gatolhatd I-1 és 1-2 fehérjékkel és heparinnal. A PP2
fehérjeknek harom altipusa ismert: PP2A, amely az aktivitdsdhoz nem igényli fémion
jelenlétét, PP2B (kalcineurin), amely Ca®*-kalmodulin fiiggs, és PP2C, amely Mg*" fiiggd
(Ingebritsen és Cohen 1983). A PP2A az éleszt6t6l egészen az emberig nagyfoku homologiat
mutat, ami csakagy, mint a PP1 esetében (1d. kés6bb) az enzim széles korii szerepére utal. A
PP2A-nak fontos szerepe van a sejtosztddasban és sejthalalban, a sejtciklus szabalyozasaban,
a citoszkeleton dinamikajaban, szamtalan jelatviteli Gtvonalban (Janssens és Goris 2001) és
azonositottak, mint tumor szupresszort is (Janssens és mtsai., 2005).

€—Aktiv centrum

4. abra PP2A szerkezeti felépitése

Ennek a sokrétli feladatnak az ellatdsat a katalitikus alegységhez kapcsolddo
szabalyozo alegysegek biztositjak. A PP2A a 36 kDa-os katalitikus C alegységbdl (PP2A.), a
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65 kDa-0s A regulator alegységbdl (PR65) all. E két alegység egyiittesen az enzim alapvazat
(core enzyme) alkotja, és ehhez kapcsolddhatnak még a B alegység kiilonb6z6 valtozatai,
amely igy a trimer PP2A holoenzimet hozza létre (4. &bra). A Katalitikus alegységnek két
izoformdja, az a és B ismert. Annak ellerére, hogy a PPP csaladban a kataliti kus alegységek
nagyfoku homologiat mutatnak, a PP2Ac-t6] eltér6 enzimek mégsem képesek dimert
létrehozni az A regulator alegységgel, mert a kiilonboz6 katalitikus alegységek regulator
alegységek kotodéséért felelés szakasza varidbilis. Az A regulator alegység 15 helikalis
szerkezetli 39 aminosav méreti HEAT ismétlédésekbdl all, €s a katalitikus alegység a 11-15
HEAT szekvencidkhoz kotédik (Groves és mtsai., 1999; Xing és mtsai.,, 2007). A B
alegységnek tobb formjat mutattdk ki (B, B’, B”, B’""), amelyek szekvenciaja jelent6sen
eltér. Mindegyik alegységnek (A, B és C) legalabb két izoforméja létezik, amelyek sejt és
szovet specifikusak, ezzel is ndvelve a PP2A szerkezeti és funkciondlis diverzitasanak
lehet6ségét (Shi, 2009).

A PP1 szerkezete

A PPl az 0sszes eukariota sejtben megtalalhat6, ami jelentds szerepére utal az
¢lovilagban. Szamos, eltéré tipusi folyamatban vesz részt, mint példaul sejtosztodas,
apoptozis, fehérjeszintézis, metabolizmus, citoszkeletalis szervez6dés és membran receptorok
mitkodésének szabalyozasa (Ceulemans és mtsai., 2002).

Az emldsokben a 35-38 kDa méreti katalitikus alegység (PP1c) harom PP1 gén
terméke, amelyek 6t izoformat kddolnak: PP1ca; és annak ,,splice” variansa a PP1lau,, PP1cd,
PPlcy; és az utébbi ,,splice” varidnsa a PPl , (Dombradi és mtsai., 1990; Sasaki és mtsai.,
1990; Durfee és mtsai., 1993). A PPlcy, izoforman kivil, ami a tesztiszben és az agyban
talalhatd meg, az O0sszes izoforma altalanosan eléfordul mas szovetekben, de sejten beliili
lokalizaciojuk eltér. A PP1c kristalyszerkezetét mikrocisztin inhibitorral (Goldberg és mtsai.,
1995), foszfatanalég volframattal (WO4%) (Egloff és mtsai., 1995), a glikogén-kotd alegység
rovid peptidszakaszaval (Egloff és mtsai., 1997), okadansavval (Maynes és mtsai., 2001),
kalikulin-A-val (Kita és mtsai., 2002) és a MYPT1 szabalyozd alegység N-terminalis
peptidjével (Terrak és mtsai.,, 2004) egyutt kristalyositva hataroztdk meg. A PP1lc N-
termindlis doménjanak Y-alakl &rkdban helyezkedik el az aktiv centrum, amelyben keét
fémion, a Mn?* és a Fe®", talalhat6, és koordinaciéjaban harom hisztidin, két aszparaginsav és

egy aszparagin vesz részt. Az aktiv centrumok nagyfokd homologiat mutatnak az egyes PP1c
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izoformékban (Shi, 2009). Az aktiv centrumban taldlhato fémionok egy szerkezeti
vizmolekula aktivalasa révén eldsegitik a szubsztrat foszfo-Ser/Thr oldallancanak hidrolizisét.
Habar a PP1 Kkatalitikus alegységek ©nmagukban is képesek a szubsztratmolekulak
defoszforilaciojara, azonban egy vagy tobb regulator alegység kotddésével és szabalyozasaval

a kialakult holoenzim aktivitasa modosithato.

C-terminalis

Hidroféb arok

b /] o Conserved active site residues in PPP
PN H248 r\/ PP1 D64 HE66 D92 N124 H173 H248
H173 ;, 7 PP2A D57 H59 D85 N117 H167 H241
& ) De2 PP2B D90 H92 D118 N150 H199 H281
~ 4 PP4 D54 H56 D82 N114 H164 H238
< Des™ ® 0y PP5 D242 H244 D271 N303 H352 H427
Hoo PP6 D53 H55 D81 N113 H163 H237
PP7 D84 H86 D113 N149 H197 H303

5. &bra PP1c katalitikus alegység Y-arka (Terrak és mtsai., 2004) és a PP1 izoforméak katalitikus

alegységeinek az aktiv centrum kialakitasaban részt vevo, konzervalt aminosavak (Shi, 2009)

A Katalitikus alegységnek regulator alegységhez valo kotddésével a szabalyozasi lehetdségek
kiszélesednek. Tanulmanyok kimutattak, hogy habér a regulator alegységek szekvenciajukat
tekintve jelentds mértékben eltérnek egymastol, azonban altaldban tartalmazzak a PPlc
katalitikus alegység-kot6 motivumot, K/R-x1-V/l--F/IW (Egloff és mtsai., 1997), amelyet
altalanosan RVxF motivumként adnak meg. Az RVxF motivum a PPlc Kkatalitikus
centrumatol tavoli hidrofob zsebhez kotédik (Egloff és mtsai., 1997). Ezt a kapcsolatot tovabb
erésitik a regulator alegység bazikus oldallancai és a PP1c savas oldallancai kozoétt kialakult
kotések. Biokémiai és molekularis dinamikai modszereket felhasznalva pontosabban
meghataroztak a PP1c-ko6té motivum lehetséges szekvencia variansait (Meiselbach és mtsai.,
2006), ami ujabb és Gjabb regulator alegysegek felfedezését eredmenyezte. Munkacsoportunk
a miozin foszfataz holoenzimet (MP) is tanulmanyozza. A miozin foszfatazt elészor
izomszdvetekben jellemezték, és szerepét a kontraktilitas szabalyozasaban ismerték fel, amely
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a miozin 20 kDa molekulatomegii konnytilanc (MLC20) defoszforilacidja altal valosul meg.

A MP egy PPl katalitikus alegységb6l (PBlés a miozinhoz kotddd szabalyozo
alegységbdl (MYPT1) all, emellett tartalmaz egy 20 kDa méretli, MYPTI-hez kotodo
alegységet is (M20). A MP miikodését a MYPT1 célra iranyito (myosin phosphatase targeting
subunit) regulator alegyseg szabalyozza, hiszen kolcsonhatast létest adPRitalitikus
alegység és a szubsztrat kozott. A MYPTL szabalyoz6 alegység N-terminélis szakaszan
talalhaté a **KVFK® PP1c-k6té6 motivum. A MYPT1 tgy kapcsolédik a PP1c-hez, hogy az a
katalitikus arok hidroféb szardnak meghosszabbitasaval elGsegiti a szubsztrat kotodését és
ezzel a kialakult holoenzim Katalitikus aktivitasat novelni képes. A MYPTL1 regulator
alegységen taldlhatd gatld helyek (Thr696 és Thr853) kinadzok (pl. Rho-kindz (ROK),
integrinhez kapcsolodd kindz (ILK), leucin cipzar motivummal kélcsonhatd protein kinaz
(ZIPK)) altali foszforilacioja a MP aktivitdsdnak gatlasat eredményezi. Ez a gatld
foszforilacid eés a jelenleg meég vitatott PP1lc-MYPT1 komplex autodefoszforilacioja
szllkséges a miozin alapfoszforilaciojanak és a citoszkeleton stabilitdsanak a fenntartasahoz
(Khasnis és mtsai., 2014).

A Ser/Thr foszfatazok gatlasa természetes toxinokkal és inhibitor
feherjékkel

Inhibitor toxinok és szabalyozé szerepik

A PP1 Katalitikus alegység Thr320 aminosav oldallancanak (Li és mtsai., 2007),
illetve a PP2A Tyr307 aminosav oldallancanak (Chen és mtsai., 1994) foszforilalasaval a két
enzim aktivitasa gatolhatd. A PP1 és PP2A enzimek gatlasara a természetben eléforduld,
mikroorganizmusok altal termelt membranpermeabilis toxinok, nevezetesen a mikrocisztin-
LR (MC-LR), kantaridin, okadansav (OA), kalikulin-A (CLA), tautomicin (TM) is
alkalmasak. Hasznalatuk nagy el6nye, hogy koncentracié-fiiggé modon képesek bizonyos
mértéki szelektivitassal gatolni a PP1 és PP2A enzimeket, és csak magas koncentracioban
gatoljak a PP2B protein foszfatazt. Alkalmazasukkal a sejtekben megnd a foszforilacids szint,
ami az egyes foszfatdzok szerepének meghatarozasaban elengedhetetlen (MacKintosh és
MacKintosh, 1994; Erdédi és mtsai., 1995). A mikrocisztin-LR (ICs, értékek: PP1 0,2 nM;
PP2A 0,2 nM) egy olyan heptapeptid, amely gatolja a foszfo-szubsztrat hidrolizisét és

kotodését azzal, hogy az aktiv centrumban talalhato fémionokkal 1ép kapcsolatba, és a
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hidrofob arokba kotédve lefedi a katalitikus centrum szubsztratkéto zsebének egy részét. Ez a
gétlas irreverzibilis, mivel a MC-LR kovalens kotést letesit a PP1 katalitikus alegység Cys273
aminosav oldallancaval (Goldberg és mtsai., 1995). Az okadansav (ICs értékek: PP1 20 nM;
PP2A 0,2 nM) is a hidrofob arokkal Iép kélcsOnhatasba és ott hidrogén-kdtést hoz létre a
Tyr272 aminosav oldallanccal és a katalitikus centrum bazikus oldallancaival (Maynes és
mtsai., 2001). Munkank soran kalikulin-A (CLA) (ICs értékek: PP1 0,5-2 nM; PP2A 0,1-1
nM) és tautomicin (TM) (ICs értékek: PP1 0,2 nM; PP2A 1-10 nM) toxinokat hasznaltunk
olyan koncentracidban, amelyben a CLA a PP2A (50 nM, (Yan és Mumby, 1999)), miga TM
a PP1 (1 uM, (Favre és mtsai., 1997)) enzimeket szelektiven gatolta sejtes rendszerekben (Isd.
késébb az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben). Ezek a toxinok lefedik a katalitikus centrum

egy részét, igy megakadalyozzak a foszfo-szubsztrat kotédését és hidrolizisét.

Inhibitor fehérjék és szabalyoz6 szerepik

A legtobb inhibitor fehérje foszforilacio-fuggd, ¢és gatlo hatdsukat a treonin
oldallancukon torténé foszforilacié utan fejtik ki. A fehérjék foszforillasat kiilonb6z6 kinazok
végezhetik. Az 1-1 és a DARPP-32 PKA, mig a PHI, CPI-17 és KEPI PKC Altal
foszforilalodik (Eto és Brautigan, 2012). A foszforilalt treonin és a kornyezetében 1évé
aminosavak szubsztratanalogként viselkedve a PP1c katalitikus alegység centrumanak
kozelébe kotddve gatoljak az enzim milkodését (Goldberg és mtsai., 1995). Az inhibitor
fehérjék foszforilacio-figgésének jelentdségét jelzi, hogy ha egy-egy folyamatban magas
fehérje-foszforilacids allapotokra van szikseég, akkor a megndvekedett kindz aktivitasok révén
az inhibitor feherjék foszforilacidja foszfataz gatlast is eredményez.

A I-1 és I-2 volt az elsdként felfedezett PP1 inhibitor fehérje. Ezek azonban csak a
szabad éllapotban 1évé PPlc katalitikus alegység gatldsara képesek, mig ha a PPlc pl. a
miozin foszfatdz holoenzim része, akkor az I-1 es I-2 fehérjék csak kismértékben gatolnak
vagy hatastalanok. Egy 1993-ban megalkotott elmélet szerint, ha a PP1c glikogénhez is
kotéd6 regulator alegysége (Gm) a PPlc koté motivum Ser67 aminosav oldallancan
foszforilalodik PKA altal, akkor a PP1c disszocial a regulator alegységrol, igy azt a foszfo-1-1
gatolhatja (Hubbard és Cohen, 1993). Ez a felvetés azonban nem magyaradzta, hogy az
ujonnan felfedezett CPI-17, amely nem tartalmazza az RVxF PP1c-k6té motivumot, hogyan
képes a miozin foszfatdz holoenzim (MP) géatlasara. A CPI-17 a MP MYPT1 alegység
felszabaditasa helyett a MYPT1-hez és PP1c-hez is kotodik, igy gatolva a MP-t (Eto, 2009).

A CPI-17 csaladra (CPI-17, PHI-1, KEPI) kozosen jellemz6, hogy harom doménbdl épiilnek
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fel: N-terminalis domeén, C-terminalis domén és egy kozépsé PHIN domén (Hayashi és mtsai.,
2001). Mig a PHIN domén nagyfokd homoldgiat mutat, kuléndsen az enzimaktivitasért
felelds  treonin  aminosav  komyékén  (CPI-17:  A®RVTVKYDRKE®;  KEPI:
G°KVTVKYDRKE®), addig az N- és C-terminalis domén igen varidbilis az egyes
csaladtagok kozott (Eto, 2009). A legnagyobb kiilonbséget a PP1c kotd motivum megléte
adja, hiszen a CPI1-17 fehérjén kivil a tobbi enzim N-terminalis szakaszan ez a szekvencia

megtalalhatd (6. &bra), ezaltal foszforildlatlan forméaban is kdtédik PP1c-hez.

N-terminal tail EPP1 Holoenzyme Inhibitoryé C-terminal tail

: (PHIN) Domain :
[ —E T00 % ¢ w— 147 CPI-17
o T — 120 CPI-17-B
mollee—""T57 B mEm 147 PHI-1
————— . 203 PHI-2
L e —— 165 KEPI

6. abra A CPI-17 csaléd tagjai. A KEPI és PHI fehérjékben az N-terminalis doménen megtalalhato a
PP1 k6t6 motivum (z61d négyzet) (Eto, 2009)

A foszforilacio fiiggé KEPI inhibitor fehérje

A KEPI inhibitor fehérjérél igen keveset tudunk, annak ellenére, hogy PP1 gatld
szerepe miatt jelentdsen befolyasolhatja a sejtek foszforilacios allapotat. A KEPI-t 2002-ben
végzett kisérletek soran fedezték fel, mikdzben morfin altal szabalyozott gének utan kutattak
patkdny agyban (Liu és mtsai., 2002), de szivben és izomban is expresszalodik. Ugyanez a
munkacsoport egér agyi régidiban is meghatarozta a KEPI feherje jelenlétét, és feltetelezésik
szerint a KEPI-nek szerepe lehet a PP1 aktivitasanak szabalyozasan keresztul a kiilonb6zo
idegi folyamatokban és neurotranszmitterek felszabaduldsanak reguldlasaban (Gong és mtsai.,
2005). A KEPI fehérjét azonban nem sikertl azonositani az MCF-7 emlétumor sejtvonalban,
igy ez a sejtvonal kivaléan alkalmas a fehérje altal indukalt valtozasok tanulmanyozasara
(Wenzel és mtsai., 2007). A KEPI a CPI-17 fehérjecsalad tagja, és nagyfoku hasonlésagot
mutat a foszfatdz gatlé szekvencia tekintetében. A PKC, mint a CPI-17-szerli fehérjék
leggyakoribb foszforilald kinaza, a Thr73 aminosav foszforilaldsaval aktivalja a KEPI-t, és
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igy az gatolja a PP1 aktivitasat. A kiilonb6z6é kinazok altali foszforilacid eltéré biokémiai
folyamatokban vald részvételt jelez, ezért a KEPI szerepének feltarasa érdekeben a kutatasok
arra iranyultak, hogy a PKC-n kivil mely mas kindzok képesek még a KEPI-t foszforilalni,
elsésorban a gatld szekvencian. A ciklikus nukleotid-fiiggd kindzok (PKA ¢és PKG) nem
aktivaltdk a KEPI-t a Thr73 aminosav foszforilalasan keresztiil, habar a PKA a Serl57
oldallancot képes foszforilalni. Az ILK kindz a PKC-hez hasonl6an szintén foszforilalta a
KEPI-t a méar emlitett gatld szekvencian. Az ILK-r6l ismert, hogy a MP MYPT1
alegységének foszforilalasaval szabalyozza a holoenzim miikodését, azonban emellett a KEPI
ILK altali aktivaciojanak is szerepe lehet a MP mukoddésének szabalyozasaban (Erdédi és
mtsai., 2003).

PP1 szerepe leukémiaban

A daganatos elvaltozasok soran altalaban, igy leukémias megbetegedések esetében is,
elmondhato, hogy a kindzok altal katalizalt foszforilaciok es a foszfatazok altal végrehajtott
defoszforilaciok kenyes egyensulya felborul, igy a talélésben és apoptozisban részt vevod
kindz kaszkad utvonalak, mint pl. p42/44Erk1/2 (Dent és Grant, 2001) vagy Akt/PKB
(Martelli és mtsai., 2011) aktivalodhatnak/gatlédhatnak. A kezelések soran gyakran
alkalmazott kemoterapias szerek (pl. daunorubicin) hatasmechanizmusa azon alapul, hogy
azok proapoptotikus feherjék aktivalasaval és talélési faktorok gatlasaval a daganatos sejtek
apoptozisat indukaljak (Wickremasinghe és Hoffbrand, 1999). Korabban felismerték, hogy
leukémias sejtekben alacsony a pRb expresszioja, illetve hiperfoszforilalt allapotban van, ami
megndvelte a daganatos sejtek osztodasat és a kemoterapias szerekkel szembeni ellenallasukat
(Kornblau és mtsai., 1998). Munkacsoportunknak (Kiss és mtsai., 2008) sikerilt kimutatni
leukémias sejtekben, hogy a mar emlitett membranpermeabilis toxin (CLA) 6nmagaban
csokkentette a sejtek tulélését, azonban ha kemoterapias szerrel egyiitt alkalmazzuk, akkor a
foszfataz gatlas noveli a sejtek életképességét a kemoterapias szerrel szemben (Chatfield és
Eastman, 2004), azaz csokken a kemoszenzitivitas. Ez a felismerés, valamint az, hogy magas
PP1 és PP2A aktivitast figyeltek meg leukémias sejtekben (Yamamoto és mtsai., 1999), egyre
inkabb a foszfatazok szerepének feltarasa felé forditja az érdeklddést, mivel ezek az enzimek
a terapia Uj célpontjaiva valhatnak. Munkacsoportunk kordbban kimutatta, hogy a MP
holoenzim befolyasolhatja a retinoblasztéma fehérje (pRb) foszforilacios allapotat leukémias

sejtekben (Kiss eés mtsai., 2008), igy felvet6dott a kérdés, hogy a MP gatlasara alkalmas
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inhibitor fehérjéknek (CPI-17, KEPI) van-e szerepe a foszfo-pRb fehérje, és ezaltal a
daganatos sejtek sejtciklusanak/tulélésének szabalyozasaban.

A retinoblasztoma fehérje (pRb)

Osztodaskor a sejtek a Go-fazisbol a megfelelé stimulus, példaul novekedési
hormonok hatasara a G;-fazisba lépnek, amit az S-, G,- és M-fazis kdvet. A ciklin-dependens
kinazok és partnereik a ciklinek, adott fehéerjék foszforilalasaval szabalyozzak a G,/S és G,/M
atmenetet. E tekintetben az egyik legfontosabb fehérje a retinoblasztoma fehérje (pRb),
aminek sejtciklus fiiggd foszforilalasa/defoszforildldsa szerin és treonin oldallancokon
sziikséges a sejtciklus és a sejt proliferacio végbemeneteléhez, de e folyamatnak szerepe lehet
a tulélés/apoptozis egyensulyanak fenntartasaban is.

A pRb felfedezése sordn megfigyelték, hogy az adenovirus E1A onkoproteinjéhez
kotoédik, ami az E1A miikodését befolyasolta (Whyte és mtsai., 1988), illetve, hogy mas,
egymassal nem rokon tumor virusok (simian virus 40 altal kdédolt T antigén, human
papillémavirus E7 fehérje) fehérjéivel is kapcsolodhat (DeCaprio és mtsai., 1988; Dyson és
mtsai., 1989). Ezek alapjan feltételezték, hogy a pRb fehérjének esszencidlis szerepe van a
fehérjék transzkripcidjaban. A retinoblasztdbma tumorszupresszor gén termékeként
expresszalodo 928 aminosavbol felépiildé pRb a sejtciklus szabalyozas fontos eleme
(Mittnacht, 2005). A pRb a transzkripciét szabalyozé fehérjéktél egészen a kromatin
atrendezddést regulaldo enzimekig, tobb mint 30 cellularis fehérjével képes kapcsolatot
létrehozni, de a legfébb partnere, az E2F transzkripcids faktorhoz vald kotddése révén fontos
szerepe van az E2F altal iranyitott transzkripcio szabalyozasaban, a DNS replikécidban és a
sejtciklus regulalasaban (Dyson, 1998). Az E2F csalad tagjai (E2F1-8), a transzkripcio
aktivatorok (E2F1, E2F2, E2F3a) és a transzkripcid represszorok (E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6,
E2F7, E2F8) csoportokba sorolhatéak. A pRb N-terminalis régidja az 1-378 aminosav
szakaszt foglalja magaban, amit a kis-zseb (pocket) domén kdvet (379-772. aminosav). A Kis-
zseb egy S (spacer)-szakasszal elvalasztott A- (394-571. aminosav) es B- (649-773.
aminosav) doménra kulondl el, illetve tartalmazza azt a konzervalt régiot, ami az LxCxE
motivumot tartalmaz6 fehérjék kotéseéhez sziikséges. Ilyen fehérjék példaul a mar emlitett
human papillomavirus E7 fehérjéje és D-tipusu ciklinek (Durfee és mtsai., 1993). A nagy-
zseb domént a C-zseb (773-870. aminosav) a Kis-zseb szakasszal egyiitt alkotja, és ez felelds

az E2F1 transzkripcios faktor koteséért.
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A pRb partnerekhez valo kotddését foszforilacios allapota is befolyasolja. (Mittnacht,
2005). Korai G1-szakaszban a pRb alulfoszforilalt formaban kotédik az E2F1 faktorhoz, ami
a sejtciklus ledllasat eredményezi, mivel gatlodik a DNS szintézishez szilkséges E2F-fiiggd
gének atirdsa. Novekedést stimulalo szignalok hatasara a pRb CDK-fiigg6 hiperfoszforilacidja
kovetkeztében elveszti az E2F1 faktor-kot6 képességét, igy a felszabaduld0 E2F1 beinditja
azoknak a fehérjéknek a szintézisét, amelyek az S-fazisba valé atmenethez szlikségesek
(Chellappan és mtsai., 1991). A foszforilaciét kezdetben (G; szakasz) a ciklin D/CDK4
komplex, majd a Gi/S fazisban a ciklin E/CDK2, és az S fazisban a ciklin A/CDK2
komplexek végzik. A pRb a teljes foszforilaltsagat a G,/M fazis soran éri el. A pRb
foszforilalasanak szabalyozasaban a ciklin/CDK komplexet gétlé inhibitorok (p21°"**, p27"iP*,
p57¥P2) (Besson és mtsai., 2008) és CDK4 inhibitorok (Canepa és mtsai., 2007) vesznek
részt. Eddig tobb mint tiz aminosav oldallancot azonositottak, aminek a foszforilacidja eltérd
maodon befolyasolja a fehérjékkel valo kdlcsdnhatasat. Egyes aminosavak foszforilaciojanak
Kitlintetett szerepe van az E2F1 transzkripcios faktor felszabaditasaban, illetve kotédésének
gatlasdban. A Thr373 oldallanc foszforilacioja az N-terminalis domén és a kis-zseb domén
interakcidt, mig a Ser608, Ser612 aminosavak foszforilacioja az E2F-transzaktivacidés domént
kot régiohoz vald kapcsolodast eredményezi, a Thr821 és Thr826 aminosavak foszforilacioja
pedig az LxCxE domént tartalmazo fehérjék kotédését akadalyozza meg (Dick és Rubin,
2013) (7. abra). Kimutattak, hogy a ciklin A/CDK2 ¢és a PPlc kotd motivumok atfedésben
vannak egymassal a C-terminalis szakaszon, igy a pRb aktivitasanak szabalyozasaban a két
enzim versenyzik egymassal. Ezt a fajta kompeticiot nem figyelték meg a retinoblasztéma

csaladba tartozd mésik ket fehérjénél (p107 és p130) (Hirschi és mtsai., 2010).

7. &bra E2F és LXCXE motivumot tartalmazo fehérjék kotédésének feltétele (Dick €s Rubin, 2013)
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Defoszforilacidval a pRb Gjra képes az E2F1 faktor kotésére, igy gatolja annak miikodését. A
defoszforilaciét PP1 és PP2A enzimek egyarant katalizalhatjak (Ludlow és mtsai., 1993). A
PP2A a ciklin-fliggé kinazok aktivitasanak csdkkentése révén kozvetett modon jarul hozza a
defoszforilaciohoz (Yan és Mumby, 1999). Az is ismert, hogy tobb pRb oldallanc
defoszforilacidjaban valamennyi PP1c izoforma részt vehet, de a PP1cd a leghéitonyabb

(Liu és mtsai., 2006) (8. &bra). A PPlc izoformak azonban feltehetben holoenzimként
szabalyoznak, mint pl. a miozin foszfatdz holoenzim (MP), ami a munkacsoportunk
eredményei szerint defoszforilalalja a Thr826 oldallancot (Kiss és mtsai., 2008). A PPlc
illetve a PP1c-t tartalmazd holoenzimek aktivitasanak szabalyozésa akar inhibitor toxinokon,
akar inhibitor fehérjéken keresztiil Iényegesen befolysolja a pRb aktivitisat, és ezltal a
sejtciklus szabalyozasat, igy célunk volt a KEPI inhibitor fehérje lehetséges pRb regulald

szerepének feltarasa.

PP1 binding site

870 pLKLRFD?aaz
NLS
373 579 640 771 S 928aa
- T R
$230 S$567 $780 . CDK4/PP1
$249 . CDK4/PP1 $608 « CDK4, CDK2 $788  CDK4/PP1
T252.CDK4 $612 . CDK2, Chk1/2 $795  CDK4,CDK2/PP1
T356 « CDK4/PP2A S807 « CDK4/PP1
T373 .CDK4 , CDK2 S811  CDK4/PP1

T821.~CDK2/PP1/PP2A
T826. CDK4/PP2A

8. &bra A retinoblasztéma fehérje szerkezete és foszforilacios helyei (Kolupaeva és Janssens, 2013)

Az ultraibolya sugarzés

Az infravords sugarak felfedezése 1800-ban, William Herschel nevéhez fliz6dik.
Elmélete szerint a kiilonb6z6 szinek eltérd hot szallitanak a Napbol. Ennek bizonyitasara egy
elsoteétitett szobaban kivetitett egy prizma altal felbontott fénysugarat, és megmérte az egyes
szintartomanyokban a homérsékletet. A hémérséklet a lilatol a vords szinig emelkedett, sot a
legmagasabb homérséklet a voros alatti sotét teriileten volt. Ezt a tartomanyt elnevezte
infravords tartomanynak. 1801-ben ezt az elmeéletet tovabb gondolva, az elektrokémiaval
foglalkozd Johann Wilhelm Ritter a napfény sotétité hatasat tanulmanyozta, azaz eziist-
kloriddal atitatott papirokat milyen hamar sotétiti be a napfény. Felfedezése szerint az ibolya
szin felé haladva egyre hamarabb feketedtek be a papircsikok, s6t leghamarabb az ibolya
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folotti papir szinez6dott el. Ezt kezdetben ,kémiai sugarzasnak” nevezték el, amit ma
ultraibolya sugarzas néven ismerink. Az ultraibolya sugarzés tovabb bonthaté UVA, UVB és
UVC tartomanyra. A lathatd fényhez legkdzelebb a 320-400 nm hulldmhosszi UVA sugérzés
esik. Ezt koveti a 280-320 nm-es UVB sugarzas, és legvegul a 200-280 nm-es UVC
tartomany. Az eltéré hullamhossz eltéré energidval péarosul. A legnagyobb energidja a
legalacsonyabb hullamhosszi UVC sugarzasnak van, majd az UVB sugarzasnak és a
legalacsonyabb energiaval az UVA rendelkezik. A legnagyobb karosodast az UVC sugarzas
okozna, de a Fold 1égkore szinte teljesen kisziiri ezt a fényt, igy a felszint csak minimalis
sugarzas éri. Habar az UVB sugarzast szintén jelentés mértékben elnyelné a Fold 1égkore és
az Ozon réteg, azonban az Ozonréteg vékonyodasdval ez a sugarzas egyre er6sebbé valik.
Azok az UVA sugarzasnal 1000-10,000-szer karcinogénebb UVB sugarak, amelyek mégis
elérik a felszint, athatolnak a bér epidermisz rétegén (9 abra). A D-vitamin képzése mellett
magas energidjuk miatt jelentés a DNS kdérositd hatasuk, daganatok €s mas betegségek
kialakuldsaért tehetok feleldssé. Az UVA sugarzas okozza a bor barnulasat, azaz pigment
tartalmanak sotétedését, de gyulladast (erythema) és bérpirt is eredményez. A minimalis
gyulladast kivalté dézis (minimal erythemal dose) 36,4 J/cm? sugarzéasnak felel meg (Lavker
és mtsai., 1995). Az UVA a DNS karositd hatasat indirekt modon, a reaktiv oxigén gyokok

(ROS) létrehozasaval eredményezi (Rosenstein és Mitchell, 1987).

a természetes UVC

e aligériela bért

]- epidermisz

az UVB athatol az
epidermiszen

L dermisz

. az UVA él_thatol az
dermiszen

9. &bra UV sugarak penetralo képessége

Az epidermisz felépitese

A testiinket fedd bor harom 06 rétegbdl all, a foként zsirbdl all6 boralatti kdtdszovetbol

(hipodermisz), a féként kollagénbdl és elasztinbol allo irharétegb6l (dermisz) és a
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keratinocitakbol felépiilé hamrétegbdl (epidermisz). A hdmréteg tovabb tagolhatd alaprétegre
(stratum basale), sokszogletii sejtek rétegére (startum polygonale vagy stratum spinosum),
szemcsés rétegre (stratum granulosum), fénylé rétegre (stratum lucidum) és szarurétegre
(stratum corneum). Az epidermiszben f6leg a keratin-termeld keratinocita sejtek (hamsejtek)
talalhatok, de a melanint termelé melanocita sejtek (festéksejtek), az immun-védelemben
szerepet jatsz0, a monocita-makrofdg rendszerhez tartozd, Langerhans sejtek és az idegi
eredetii, lassan adaptalédd proprioreceptorok, a Merkel sejtek is jelen vannak. Igy az
epidermisz feladatai kdzé tartozik a mechanikai hatasokkal szembeni védelem, az egymassal
szorosan kapcsolodd sejtek altal létrehozott fizikai barrier és vizzard réteg kialakitasa,

valamint az UV védelem.

A Kkeratinocitak jellemzése

Az ektodermalis eredetii keratinocita sejtek a ham sejtjeinek 90 %-at alkotjék, az
epidermisz bazalis rétegében képzddnek epidermalis ssejtekbdl (Bickenbach, 2005), és a
szarurétegig vandorolnak. A keratinocitak elott két lehetséges szerep és utvonal Aall:
aktivalédnak vagy differencialédnak. Az aktivaciot novekedési faktorok, citokinek (pl.
interleukin-1, tumor nekrdzis faktor) valtjak ki. Az aktivalt keratinocitédk felgyorsult osztédo,
migrald, citoszkeleton szerkezetét atformald és a bazalis membran elemeit termeld
képességgel jellemezhetok. Emellett termelnek még ,,parakrin szignalokat”, amelyek a
kornyez6 endotél sejteket, melanocitakat, limfocitakat €s a szomszeédos Keratinocitakat
stimulaljak a sériilések utani hamosodas eldsegitésében. (Freedberg és mtsai., 2001). A kb. 28
napig tartd vandorlasuk soran differencialodnak, elszarusodnak, keratin filamentumokat
termelnek (keratinizacid) a stratum spinosum rétegt6l kezdédoen, és legvégiil apoptotizalnak
(Candi és mtsai., 2005). Ezzel egy barriert alakitanak ki, ami megakadalyozza a vizvesztést,
védelmet nyujt a fertézésekkel szemben, véd a hdvesztés és UV sugarzasok karos hatasai
ellen is. A keratinocitak barrier funkcioinak fenntartdsahoz kényes egyensulyra van sziikség a
sejtek proliferacidja, differenciacidja és apoptozisa kozott (Eckert és mtsai., 1997;
Gandarillas, 2000). Differenciaciojuk soran keratin fehérjét (KRT) termelnek, ami az
Osszfehérje 80 %-at teheti ki. A keratin fehérjék igen ellenall6 molekulak, hiszen nem hasitjak
Oket sem a pepszin sem a tripszin proteazok, illetve oldhatatlanok vizben, de intermedier
filamentumot képeznek (Steinert és mtsai., 1982), igy létrehozzak a szervezet elsé védelmi

vonalat. Kutatasok soran gyakran hasznalnak HaCaT keratinocita sejteket, amelyek szamos
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mutaciot hordoznak, pl. a p53 tumorszupresszor gén pontmutacidja miatt szinte korlatlan

ideig fenntarthatdak, és a KRT1 és KRT10 fehérjéket expresszaljak.

Melanoma kialakulasa és foszfofehérjék szerepe

A melanémas megbetegedésekre utald fehérjék és fehérjeparok jellemzo kifejezodése
el6tt a bor daganatos megbetegedéseinek kialakulasa torténhet familiaris, nem UV-indukalt és
UV-indukalt folyamatok altal (Timar és mtsai., 2013). Az UV sugarzasnak, szdrmazzon az
akar a napsugarzasbol, akar mesterseges forrasokbol, rovid és hosszd tavu hatésai is lehetnek.
A nagyobb energiaju UVB sugarzasnak kitett borén néhany 6ra mulva jelentkezhet bérpir,
gyulladas, felhdlyagosodas. UVA Aéltal pedig dgynevezett azonnali (direkt) pigmentacid
(immediate pigment darkening) (Honigsmann és mtsai., 1986) jon létre a béron. Azonban az
UVA sugarzasnak kitett keratinocita sejtekben a reaktiv oxigén gyokok (ROS) feleldsek a
karosodasok nagy hanyadaért (Svobodova és mtsai., 2003). Az UV (UVA és UVB) sugéarzas a
sejtmagba behatolva DNS sériilést is okozhat (Tadokoro és mtsai., 2003). A DNS Kkettés
szalain keletkez6 ciklobutan pirimidin dimerek (CPD) és a (6-4)-fototermékek (64PP) hosszu
tavu karosodasok kialakulasahoz is vezethetnek (Muramatsu és mtsai., 1992). A hosszU tavu
hatdsok kozé tartozik még a photoaging (Yaar és Gilchrest, 1998) és a melanogenezis, azaz a
melandmas megbetegedések (Gilchrest és mtsai., 1999). A melanocitak melanoszoémai éltal
termelt melanin kezdetben védelmet biztosit, illetve képes csokkenteni az UV sugarzas karos
hatasait, s6t, tovabbi melanin képz6dése indul meg. A keratinocita sejtekben aktivalodik a
p53, ami proopiomelanokortin (POMC), a melanocita stimuladldé hormon (MSH) vagy az
adrenokortikotrop hormon (ACTH) prekurzora (Cui és mtsai., 2007). A 7-transzmembran
régioval rendelkezd, kis G-fehérjével kapcsolt melanokortin-1 receptoron (MC1R) keresztl
az MSH aktivalja a cAMP/protein kinaz A (PKA)/CREB jelatviteli Utvonalat és ndveli a
melanocitakban homodimert alkoté microphthalmia-asszocialt transzkripcios faktor (MITF)
mennyisegét, ami részt vesz a pigment szintézisben, ezaltal a pigmentacioban, valamint
szabalyozza a melanin szintézisben részt vevd gének expresszidjat. A MCIR receptor
mutécidja, illetve csokkent kifejezédése melandmas megbetegedésekben figyelheté meg
(Gaggioli és mtsai., 2013). A melanin szint és a melanocitak szdmanak névekedése mellett az
UV indukalt vedekezésben a keratinocitak altal termelt mas molekulék is szerephez jutnak,
mint pl. az endotelin, granulocita-makroféag stimulalé faktor (GM-CSF), leukémia gatlo faktor
(LIF), fibroblaszt ndvekedési faktor (FGF) és a hepatocita ndvekedési faktor (HGF) (Hirobe

23



és mtsai., 2005). Ezek a molekulak a receptoraikhoz kotddve aktivaljak a MAPK/ERK és
PIBK/AKT (tvonalakat (Heck és mtsai., 2004; Cao és Wan, 2009), és az apoptdzis
kivédésében, illetve a tulélés eldsegitésében van szerepiik. A talzott UVB sugarzés altal
letrejott és felhalmozodott fototermékek és az UVA sugarzas gerjesztette ROS altal okozott
hatdsok azonban nem minden esetben védhetéek ki. Ezek a hatasok fenntartott aktivacidju
onkogéneket, alulmiik6dé vagy hianyz6 tumor szupresszor/DNS hibajavitd géneket
eredményeznek. A bor daganatos megbetegedéseiben fontos szerephez jutnak a CDKN2A ¢és
CDKN2B génekrél atirodo fehérjék, a p16™F* s a p15™K* amelyek ciklin dependens
kinazok (CDK4 és CDK®6) gatlasat okozzak. Alternativ ,,splicinggal” a CDKN2A génrél egy
masik fehérje, a p14°FF is atirodik. A p16™** és a p15™K*® fehérjék a DNS-ben
felhalmozddd hibak miatt, illetve annak kijavitasa érdekében ledllitjak a sejtciklust a G1

fazisban. A p14°~F

viszont nemcsak a G1, de a G2/M fazis leallitasat is végzi a p53 tumor
szupresszor MDM2 altali gatlasan keresztil (Sharpless és DePinho, 1999; Williams és mtsai.,
1999). Ezekben a fehérjékben vagy az ezeket kddold génekben kialakulé mutaciok a CDK4 és
CDKG6 allandd, fenntartott aktivacidjat eredményezik, és igy a retinoblasztéma fehérje
hiperfoszforilacidjahoz vezet. Az UVA sugarzas soran képz6dé ROS aktivalja a ciklin D
expressziojat, ami szintén a pRb megnovekedett foszforilacidjat okozza, megsziinik az E2F
gatlasa, és ez a sejtek korlatlan és szabalyozhatatlan osztédasahoz vezet. Emellett a ROS
termékek inaktivaljak a PP1 és PP2A enzimeket a cisztein aminosav oldallancok és a
katalitikus centrumokban megtalalhaté fémionok oxidaciojaval (Kim és mtsai., 2003). Mint
ahogy azt mar ,,A retinoblasztoma fehérje (pRb)” fejezetben emlitettem, a pRb aktivitasanak
szabalyozésiban a PP1 fehérjek is részt vesznek, igy szabalyozzak a sejtciklust, a sejtek
osztodasat, apoptozisat, ezért felmeriilt a kérdés, hogy a bér UVA sugarzas altal indukalt

daganatos megbetegedéseiben milyen szerepet télthet be a PP1.

Melandéma marker fehérjék jellemzése

A KRT1/10 fehérjepéar, az S100A8 kalcium-kot6 fehérje megnovekedett expresszidja,
és a hiszton 1b fehérje csokkent mennyisége gyakran megfigyelhet6 a bér daganatos
megbetegedéseiben, és ezeket egylittesen a bér tumor marker fehérjéinek is nevezik (Brown
és mtsai., 1996; Salama és mtsai., 2008; Karantza, 2011). A sejtek alakjat meghatarozo, a
citoszkeletont létrenoz6 filamentumok 3 csoportba sorolhatéak. Atmérdjiik, fizikai és kémiai
tulajdonsagaik alapjan mikrofilamentumokra, mikrotubulusokra és a sejtek citoplazmaéjaban
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kotegeket képz6 intermedier filamentumokra oszthatdak. Az intermedier filamentumokra
jellemzd a sejt- €s szovetspecifikus kifejezédés. Altalanossdgban elmondhat6, hogy az
intermedier filamentumok a sejtmagi laminahoz tapadva ,rogzitik” a sejtmagot, mig a
sejthartya belsd felszinén a dezmoszémékhoz és hemidezmoszémakhoz kapcsolodnak. A
keratinok az epitelidlis sejtekben talalhatok meg, és 54 gén expresszalja, amelyek két nagy
csoportra, az | tipust (savas kémhatasl) keratinokra (n=28) és a Il tipusu (bazikus vagy
semleges kémhatéast) keratinokra (n=26) oszthatdak fel. Erdeklédésiink kozéppontjaban az 1.
tipusba tartozo keratin 10 (KRT10) és a Il. tipusba tartozo keratin 1 (KRT1) all.

Keratin 1/10: a kb. 65 kDa mereti KRT1 az epidermisz szuprabazélis sejtjeiben
termelddik. A KRT10 egy 56,5 kDa méretli molekula, ami posztmitotikus elszarusodo
sejtekben fejez6dik ki (Coulombe és Omary, 2002). A KRT10 expresszidja csokken, ha séril
az epidermisz, és jelenléte gatolja a tovabbi sejtosztodast (Koch és Roop, 2004). A KRT1 és
KRT10 heterodimert alkotva hozzak létre az intermedier filamentumot.

S100A8: az EF-kéz tipusu, kalcium-koto fehérjék kozé tartozd S100 fehérjecsalad
tagjai kalcium kotést kovetdéen konformacio valtozason mennek keresztil, a célfehérjéikhez
kotédnek ¢€s extracelluléris és intracellularis folyamatok szabalyozdsaban vesznek részt. Az
intracellularis folyamatok kozé tartozik a kalcium homeosztazis fenntartasa, a sejtciklus,
migracio, foszforilacio és citoszkeletalis elemek szabalyozésa. Extracellularis molekulaként a
citokinekhez hasonléan miikddnek, és a glikozilalt végtermékek receptordhoz (receptor for
advanced glycation end products, RAGE), valamint a Toll-szeri receptorokhoz (TLR)
kotédnek. Az S100 fehérjék és a daganatos megbetegedések kozti kapcesolatot tobb tényezd is
alatamasztja: az S100 fehérjék az eltéré daganatokban eltéré mértékben expresszalodnak,
daganat-specifikusak; olyan fehérjékhez kapcsolddnak és szabalyozzak azokat, amelyek a
daganatok kialakulasaban jelent6s szereppel birnak (pl. NF-kB, p53) (Chen és mtsai., 2014).
Az S100 csaladba tartoz6 S100A8 fehérje a normal bérben kevésbé expresszalodik, de
sebgydgyulas folyamata soran megndvekedik az expresszidja (Thorey és mtsai., 2001).

Hiszton 1b (H1b): a hisztonok olyan nukleéris fehérjék, amelyek a nukleoszémak
kialakitasaban vesznek részt. A nukleoszomékban a H2A, H2B, H3 és H4 2-2 példanya
alakitja ki a hisztonmagot, amelyek 6sszekoteseben a H1-nek van szerepe. A H1 lizinben
gazdag fehérje, ami egy révid N-termindlis szakaszbol, egy kozéps6 globularis részbdl és egy
toltésben gazdag C-terminalis szakaszbol all. A H1 a nukleoszomak azon részéhez kotddik,
ahol a DNS be- és kilép. A H1-r6l ismert, hogy a transzkripcié nem-specifikus represszora is
lehet (Zlatanova és Van Holde, 1992), igy fokozddd- vagy csokkend regulacioja mas fehérjek

expresszidjara is hatassal lehet, illetve befolyasolhatja a sejtek osztddasat/apoptdzisat.
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CELKITUZESEK

Szamos vizsgalat iranyul arra, hogy a fehérjék foszforilacidjanak mértéke hogyan
befolyasolja a kiilonb6z6 szervekben és sejtekben kialakuld patologias folyamatokat, illetve a
sejtek tulélése és apoptdzisa kozti egyensulyt. Ennek ellenére ez a kérdés még nem minden
részletében tisztazott, kilondsen a tekintetben, hogy a protein foszfatdzok milyen szerepet
jatszanak a fehérjék defoszforilalasaban és ezzel a foszforilacio mértékének kialakitasaban. A
PP1 és PP2A enzimek szamos fehérjét szabalyoznak, amelyeknek szerepe van a sejtek
talélésében, azonban ellentmondas is megfigyelhetd, hiszen a protein foszfatazok gatlasa
tuléleés eldsegitése mellett eredményezhet sejthalalt is. Munkacsoportunk kordbban kimutatta,
hogy a PPl tipust miozin foszfatiz holoenzim befolydsolja a talélést eldsegitd
retinoblasztoma fehérje (pRb) defoszforilacidjat (Kiss és mtsai., 2008), igy a PP1 gétlasa
hatassal van sejtciklusra és a sejthalélra is. A PP1 enzim gatlasa membranpermeabilis toxinok
mellett inhibitor fehérjéken keresztul is torténhet. Munkank soran PP1 és PP2A specifikus
toxinok alkalmazasaval terveztik elklloniteni e két enzim szerepét a sejtfolyamatokban,
valamint tanulmanyozni kivantuk eddig kevésbe vizsgalt endogén PP1 inhibitorok szerepét a
pRb defoszforilacidjaban. Az is ismert, hogy az UV sugarzas altal létrejott DNS kéarosodas
szabalyozdsdban (Kuntziger és mtsai., 2011) ¢és a keratinocitakat érint6 patologias
folyamatokban is szerepe van a protein foszfatdzoknak, és e tekintetben a PP1 szerepe még
nem minden részleteben tisztazott.

Ezek alapjan a munkdm f6 célkitlizései az aldbbi kérdések tanulmanyozasara

irdnyultak:

1. Membranpermeabilis foszfatdz inhibitor toxinok hatdsdnak tanulmanyozasa
kemoterapias szerek sejthalélt indukalé folyamataira leukémiés sejtekben: a PP1 és
PP2A kemozenzitivitast szabalyoz6 szerepének vizgalata.

2. A KEPI foszfataz inhibitor fehérje expresszidja és hatasanak tanulmanyozasa a
retinoblasztoma fehérje foszforilacidjara.

3. A PP1 szerepének vizsgalata UVA altal kivaltott patoldgias folyamatokban HaCaT

keratinocita sejtekben és egér borben.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

A Kisérletekhez az alabbi vegyszereket és anyagokat hasznaltuk a megjeldlt forrasbol:
nitrocellul6z membran (0,45 um pérusméret) (GE Healthcare); BCA fehérje meghatarozo Kit,
nagy ¢érzékenységli kemilumineszcencidn alapulé (ECL) reagens (Pierce); DMEM tapoldat
(Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium); MEM tapoldat (Minimum Essential Medium);
RPMI 1640 tapoldat; EpiLife tapoldat; L-glutamin oldat; tripszin, borjuszérum (FBS); DNR
(daunorubicin); protedz inhibitor koktél tablettdk, (Roche); kalikulin-A (CLA); panPPlc
SiRNS (Santa Cruz); Gene Juice transzfekcids reagens; tautomicin (TM); kaszpaz-3
immunoassay/aktivitas kit (Merck Millipore); forbol-12-mirisztat-13-acetdt (PMA)
(Biokasztel); FLAG-KEPI plazmid (GenCopoeia); Texas Red Phalloidin (Molecular Probes);
dual color fehérje molekulatémeg standard (Bio-Rad); DharmaFect 2 transzfekcios reagens
(Thermo Scientific). Az egyéb felhasznalt vegyszerck a kereskedelemben elérhetd

legnagyobb tisztasagu készitmények voltak.

Antitestek

Kisérleteink soran a feherjék és foszfofehérjék detektalasara hasznalt antitesteket a
feltintetett irodalmi hivatkozasban leirtak szerint alkalmaztuk, illetve kereskedelmi
forgalombol szereztik be, amit a gyartok utasitasai szerint hasznaltuk: anti-CPI-17°7*® (Santa
Cruz), anti-pRbP"®? (Sigma-Aldrich), anti-ERK1/2°72°2Y204 (Cell Signaling Technology Inc.),
anti-Akt*>*® (Cell Signaling Technology Inc.), anti-MYPTP™® (Upstate), anti-MYPTPT8>
(Upstate), anti-MYPT1%® (Lontay és mtsai., 2004), anti-FLAG-tag (Sigma-Aldrich), anti-
KEPI (Abcam), anti-PPlca/y (E9) (Santa Cruz Biotechnology), anti-PP1cd (Upstate) anti-
aktin (Sigma-Aldrich), anti-a-tubulin (Upstate), anti-PARP (Cell Signaling Technology Inc.),
anti-hasitott-PARP (Cell Signaling Technology Inc.), anti-keratinl (KRT1) (Systems
Biology), anti-keratinl0 (KRT10) (Systems Biology), anti-S100A8 (Sigma Life Science),
anti-Histone H1 (AE-4) (Santa Cruz Biotechnology); HRP-konjugalt anti-nyul IgG, HRP-
konjugélt anti-egeér 1gG (Sigma-Aldrich); Alexa 488 anti-nyul 1gG (Molecular Probes).
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Kemoterapias szer (daunorubicin) és toxinok (kalikulin-A, okadansav, tautomicin)
szerkezete és hatasmechanizmusuk

Daunorubicin:

NH2

10. abra A daunorubicin szerkezete

A Cy7H29NO1g 0sszegképletli daunorubicin (daunomycin) egy olyan antraciklin alapu
antitumor agens, amelyet a Streptomyces peucetius gombabol nyernek ki (Di Marco és mtsai.,
1981), és az akut mieloid leukémia gyogyitasaban hasznalnak. A tetraciklikus gylirthoz
daur6zamin kapcsolddik, amit a citokrom Pyso reduktaz szemikinon formava alakit at, és ez
0xigénbdl folyamatos aktiv gyokok felszabadulasat eredményezi. Ez szerepet jatszhat a
hatasaban, de ez a folyamat leginkdbb kardiotoxicitasért felelés, valamint DNS- és
membrankarosodast is okozhat. A f6 apoptotikus hatasa azon alapul, hogy a topoizomeraz II
gatlasan keresztil ledllitja a DNS replikaciojat oly modon, hogy stabilizélja a topoizomeraz Il
komplexet miutan az elhasitotta a DNS kettés szalat. Képes a DNS-be interkalalodni, ezzel

megvaltoztatni a DNS integritasat, ami a DNS funkciok karosodasat okozhatja.

Kalikulin-A:
OH 0 CHa
A/'\)J\N/\/'\(O
CHs0 - . 1
A OH i i {
HaC™ ™CHg
. |

CN CHy CH: CHs3
Gy, :

11. dbra A kalikulin-A szerkezete
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A szerin/treonin foszfataz inhibitorok kozé tartozo, CsoHgiN4O1sP 0Osszegképleti
membranpermedbilis kalikulin-A-t a Discodermia calyx tengeri szivacsbol nyerték ki, ami
antitumor hatasa mellett erds toxicitast mutatott egereken (Kato és mtsai., 1988). A kalikulin-
A a foszfatcsoportjaval kapcsolodik a fémion-kotéhelyhez, valamint szoros kdlcsonhatast hoz
létre a hidrofdb és savas arokkal (Kita és mtsai., 2002). A kalikulin-A gatlasara jellemz6 1Cs
értékek: PP1 0,5-2 nM; PP2A 0,1-1 nM. Az altalunk alkalmazott koncentraciéban (50 nM) a
kalikulin-A korabbi eredmények szerint (Yan és Mumby, 1999) a PP2A szelektiv gatloszere
sejtes rendszerekben. A kalikulin-A nincs hatassal a savas vagy alkalikus foszfatazokra,

illetve a foszfotirozin foszfatazokra.

Okadansav:

12. abra Az okadansav szerkezete
A Cy4Hgs013 0sszegképletii membranpermeabilis okadansavat a Halichondria okadai
tengeri szivacsbol izolaltak el6szor (Tachibana. és mtsai., 1981). Az okadansav egy
reverzibilis és szelektiv gatlészere a szerin/treonin specifikus protein foszfatazoknak, a
gatlasra jellemz6 1Cso értékek: PP2A 0.2 nM; PP1 20 nM.

Tautomicin:

13. abra A tautomicin szerkezete

A CyHgO13 0sszegképleti membranpermeabilis tautomicint a Streptomyces
spiroverticillatus baktériumbol izolaltak el6észor (Cheng és mtsai., 1987), de antifugalis hatasa
mellett daganatellenes szerként is ismeretes. A PP1 és PP2A gétlasara is alkalmas toxin

azonban sejteken alkalmazva a PP1 aktivitasat hatékonyabban gatolja. A tautomicin gatlasara

29


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Halichondria_okadai&action=edit&redlink=1�

jellemz6 ICs ertékek: PP1 0,2 nM; PP2A 1-10 nM. Az altalunk alkalmazott koncentracioban
(1 uM) a PP1 szelektiv gatloszerének tekinthet6 sejtes rendszerekben (Favre és mtsai., 1997).

Sejttenyésztés

A Kisérletekben hasznélt sejtvonalak az ECACC-t61 (European Collection of Cell
Cultures) szarmaznak, mig az NHEK, normal huméan epidermalis keratinocita sejteket Dr.
Bir6 Tamas (Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Elettani Intézet) bocséjtotta
rendelkezésiinkre. A sejtek tenyésztése 37 °C-on, 5 % CO; és 95 % levegd vizgdzzel telitett
keverékében tortént. A THP-1 human akut leukémia monocita és a KG-1 myeloid leukémias
sejteket RPMI 1640 oldatban, az MCF-7 huméan emlé adenocarcinoma és a HeLa méhnyak
carcindbma sejteket MEM oldatban, mig a tsa201 human embrionalis vese sejteket és HaCaT
keratinocita sejteket DMEM oldatban tartottuk, amelyek 10 % FBS-t és 2 mM L-glutamint
tartalmaztak. Az MCF-7 sejtvonalhoz hasznalt MEM oldat ezen kivil tartalmazott még 0,1
mM nem esszencidlis aminosav oldatot is. Az NHEK sejteket EpiLife médiumban
tenyésztettiik, amely Human Keratinocyte Growth Supplement (HKGS) oldatot, 100 pg/ml
streptomicint, 100 IU/ml penicilint és 50 ng/ml amphotericin B-t tartalmazott, valamint a

sejteket 1 % kollagénnel bevont tenyésztd edényekben ndvesztettiik.

Sejtek kezelése és lizise

THP-1 és KG-1 sejtek

A Kisérletek soran a sejteket (~5x10%ml) szérummentes médiumban éheztettik 16
oran at, majd 50 nM CLA-val (1 6ra), JuM TM -el (1 6ra) vagy 21ig/ml DNR -rel (6 6ra)
kezeltilk. A DNR kezelést onmagaban, illetve CLA vagy TM eldkezeléssel kombinalva
alkalmaztuk. Western blot analizishez a sejteket centrifugalassal (3000 fordulat/perc, 3 perc)
osszegytijtottik. Ezt kovetéen PBS-sel mostuk, majd ujra centrifugaltuk (3000 fordulat/ perc,
3 perc), és a feliluszdt eltavolitottuk. A sejtekhez LQDRIPA puffert (50 m M Tris-HCI
(pH7,4), 150 mM NacCl, 1 % Triton X-100 és 0,5 % proteaz inhibitor koktél), valamint 0,1
uM MC-LR-t adtunk, majd 10 perces vizfiirdés ultrahangos feltarast kdvetden a lizdtumot
centrifugaltuk (10 000 g, 10 perc, 4 °C). A feliiliszot egy tiszta eppendorf csébe pipettaztuk,
majd 5 x SDS mintapuffert adtunk hozza, és a mintékat 100 °C-on 10 percig foztiik.

30



MCF-7 sejtek

FLAG-KEPI-vel valo transzfekcid utan a sejteket 16 dran keresztll szérummentes
médiumban éheztettiik, majd 25 nM CLA-val (1 6ra) vagy 100 nM PMA (30 perc) kezeltik.
A sejteket 100 pul RIPA pufferben, valamint 0,1 pM MC-LR jelenlétében felkapartuk, majd 10
perces vizfiirdds ultrahangos feltarast kovetden a lizatumot centrifugaltuk (10 000 g, 10 perc,
4 °C). A feliiluszot egy tiszta eppendorf csébe pipettaztuk, és 5 x SDS mintapuffert adtunk

hozz4, majd a mintékat 100 °C-on 10 percig foztiik.

HaCaT és NHEK sejtek

A primer NHEK sejtek kitiind modellként szolgalnak a human bdrrel foglalkozo
kutatasok soran, azonban a beindul6é differencidcidjuk kovetkeztében hamar elhalnak
apoptozissal, igy fenntartasuk korlatozott. Ezért munkam soran elsésorban HaCaT sejtekkel
dolgoztam, amelyekre jellemzéek az NHEK sejtfolyamatai, nem szenvednek malignus
transzformaciot, megnd a proliferacios képességiik, azonban csokken a differencidciora valod
hajlamuk. Az NHEK ¢és HaCaT sejtekkel torténd vizsgalatokat 90-100% konfluencia elérése
utan vegeztik el.

siPP1lc csendesitést kovetden, illetve TM kezelést megelézéen a sejteket 16 Oran
keresztiil szérummentes médiumban éheztettiik, majd 10 J/cm? UVA-val besugaroztuk, ami
alkalmanként 30-40 percet vett igénybe a fénycs6 allapotatol fiiggden. A besugarzas utan a
sejteket aktivitds méréshez azonnal lizaltuk 100 ul jeghideg 0,1 mM EDTA-t, 0,5 % proteaz
inhibitor koktélt és 50 mM 2-merkaptoetanolt tartalmazé TBS pufferben. Western blot és
immunfluoreszcencias vizsgélat, valamint RNS és microarray analizis el6tt a sejteket 24 6réig

inkubaltuk UVA besugarzast kovetoen.

Fluoreszcens in vitro gyogyszerérzékenységi teszt

A gyogyszerérzékenysegi vizsgalatokat 2 napos sejttenyészeteken végeztik 384-lyuku
lemezeken. Minden lyuk 1000 sejtet tartalmazott 3(érfidgatban. THP -1 vagy KG-1
sejteket 50 nM CLA-val vagy 1 uM TM-nel elékezeltiik (1 6ra), amit PBS mosas kovetett. A
Daunorubicin (DNR) hatasat 4 koncentracioban (0,1mM, 0,61 uM, 1,84 uMeés 7,38 uM),
triplikatumokat alkalmazva vizsgaltuk. 48 6ras inkubaciot kovetden az €16 és elpusztult sejtek
elkllonitésére VitalDye fluoreszcens festéket hasznéltunk. Kontrollként 15 lyuk csak
tapfolyadékban 1évé sejteket tartalmazott, amelyekhez 50 nl DMSO-t adtunk, illetve 5 lyuk
csak tapfolyadékban 1év6 sejteket tartalmazott DMSO nélkul. A két kontrollt 6sszehasonlitva
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nem tapasztaltunk DMSO altal okozott toxikus hatast, sejtpusztuldst. Az ¢16 sejtek szdmanak
meghatarozasahoz egy, a stockholmi Karolinska Intézetben (KIVIF) egyedileg kialakitott,
maodositott Perkin-Elmer UltraView LCI automatizalt fluoreszcens konfokalis mikroszkdpot
alkalmaztunk. Az €16 sejtek szdmat Count 3.0 programmal hataroztuk meg QuantCapture 4.0
program segitségevel készllt képeken. A programokat OpenLab (Improvision) hatteret
felhasznalva a KIVIF-ben fejlesztették ki. Az atlag talelést harom lyuk atlagabdl hataroztuk

meg (Markasz és mtsai., 2006).

Western blot

« sz

BCA reagenst hasznaltunk, amelyhez a lizatumokat 1:10 ardnyban higitottuk. Standardként
RIPA pufferben higitott BSA-t (marha szérum albumin) hasznaltunk, és az oldatok
abszorbancia értékeit 540 nm-en ELISA Reader (Labsystems Multiscan MS) segitsegével
detektaltuk.

Az 5x SDS mintapufferben megf6zott mintakbol foszfofehérjék analizis¢hez |66
fehérjét, mig az egyéb fehérjék vizsgalatahozu@Ofelérjét valasztottunk el Laemmli
(Laemmli, 1970) mddszerét alkalmazva 10-15 % akrilamidot tartalmazé gélen Bio-Rad
MiniProtean készuléket hasznalva. A géleken elvalasztott fehérjéket nitrocelluléz membranra
blottoltuk Bio-Rad transzfer egységgel 100 V-on 90 percig. A membran blokkolasahoz 5 %
(m/v) zsirszegény tejport és 0,05 % Tween 20-at tartalmazé PBS oldatot (PBST)
alkalmaztunk. 1 oras blokkolast kdvetéen a membranokat mostuk, majd PBST-ben higitott
(1:500-1:2000) primer antitesstel 4 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk. Mosasi lépéseket
kovetden a membranokat HRP-konjugélt masodlagos antitesttel torténd inkubacidé kovette
szobahoémérsékleten, 2  ordan at. Az  immunreakcidkat nagy  érzékenységii
kemilumineszcencian alapuld oldattal detektaltuk. A foszforilaciés helyre specifikus
antitestek hasznalata sordn minden esetben PBS/PBST helyett TBS/TBST puffert
alkalmaztunk, amelyben a foszfatot 25 mM Tris-HCI helyettesitette.

Kaszpaz-3 aktivitas mérés

Az apoptdzis sordn megnovekedett kaszpaz-3 aktivitas meghatarozasara egy
fluorimetrias Caspase-3 Immunoassay/Activity Kit-et alkalmaztunk, ahol egy peptid
szubsztratbol, DEVD-AMC konjugatumbol torténé AMC felszabadulast mértiik fluorimetrias
médszerrel. 5x10%/ml THP-1 sejtet inkubaltunk toxinok nélkiil, 2ug/ul DNR -rel (6 6ra), 50

nM CLA-val (1 6ra), CLA-val és DNR-rel (1 + 6 6ra), 1uM TM -nel (1 6ra) vagy TM-nel és
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DNR-rel (1 + 6 o6ra). A sejteket centrifugalassal Osszegytijtottik, majd jéghideg PBS-sel
torténé mosas utan 110ul lizis puffer rel (10 mM HEPES, 2 mM EDTA, 0,1 % CHAPS, 1
mM PMSF, 10 pg/ml Pepstatin A, 10 pg/ml Aprotinin, 20 pg/ml Leupeptin, 5 mM DTT, pH
7,4) lizaltuk. A lizatumot centrifugaltuk és a feluluszéhoz 100 ul 2 pg/ul DEVD-AMC
szubsztratot tartalmazo 2x reakcio puffert (200 mM HEPES, 20 % szacharoz, 0,1 % CHAPS,
0,1 % CHAPS, 5 mM DTT, pH 7,25) adtunk. A mintakat 60 percig 37 °C-on inkubaltuk 96-
Ilyuku platen, és a felszabaduld6 AMC mennyiségét 360 nm-es excitacios és 460 nm-es
emisszids hullamhosszak mellett hataroztuk meg ELISA Reader (Labsystems Multiscan MS)
segitségével. Az egyes kezelések azonos sejtszam (~5x10%/ml) mellett torténtek, illetve
meghatéroztuk a mintdk fehérje koncentraciojat, amelyre a kaszpéaz-3 aktivitas értékeket

normalizaltuk.

Eletképes, apoptotikus és nekrotikus sejtek detektalasa Hoechst festékkel

A kezeléseket kovetden a THP-1 sejteket (~5x10°/ml) haromszor mostuk PBS-el.
PBS-ben higitott 10 uM Hoechst 33342 fesékkel 15 percig, majd 5uM propidium jodiddal
(PI) 5 percig inkubaltuk a sejteket 37°C-on, sotétben. A morfoldgiai vizsgalatokhoz a sejteket
poli-L-lizinnel fedett fedGlemezekre helyeztiik. PBS-el torténd mosast kovetben a
feddlemezeket ProLong Gold antifade reagenssel rogzitettiik. A felvételeket Zeiss LSM 510
Meta konfokalis mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena, Germany) készitettik. A DNR
autofluoreszcenciajat a Pl emisszidjanak 710 és 750 nm kozotti mérésével kuszoboltuk ki. A
sejtek allapotanak meghatarozasakor “életképesnek” tekintettiik a Hoechst pozitiv/Pl negativ,
normal sejtmagi morfologiat mutaté sejteket, “apoptotikusnak” tekintettiik a Hoechst
pozitiv/PI negativ, kromatin kondenzacidt, magi fragmentaciot, blebbinget mutaté sejteket, és
“nekrotikusnak” tekintettlk a Hoechst pozitiv/Pl pozitiv sejteket. A Kkisérlet soran
alkalmanként (n=3) és kezelésenként 200 sejt kerlilt megszamolasra, a statisztikai adatok ezek

atlagabol késziiltek.

LDH felszabadulas mérése

A nekrotikus sejtek meghatarozésara ,,Cytoscan colorimetric assay” modszert
alkalmaztunk, és mértiik a sériilt sejtekbdl felszabadulo laktat dehidrogenaz (LDH)
mennyisegét. A kezeléseket kdvetden a sejteket centrifugaltuk (8000 g, 1 perc), majd 50 ul
feluliszéhoz 50 ul szubsztrdt mixet adtunk (G-Biosciences), 20 percig inkubaltuk 96-lyuki
platen, és az abszorbanciat 490 nm-en ELISA Reader (Labsystems Multiscan MS)

segitségevel detektdltuk. Negativ hattér kontrollnak a tenyészt6 médiumot hasznaltuk, mig
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pozitiv kontrollnak (teljes LDH felszabadulés) lizis pufferrel lizalt sejteket tekintettik. Az
LDH felszabadulast a maximalis LDH %-ban adtuk meg.

Metil-tiazol-tetraz6lium teszt (MTT assay)

MTT assay-t 96 Iyuk( plate-n végeztik Hela sejtek esetében ~10°/ml
sejtkoncentraciot alkalmazva, HaCaT sejtek esetében 85-90%-0s konfluenciat elérve, és a
sejtek életképességének meghatarozasara hasznaltuk. Az MTT reagens elkészitéséhez 5 mg 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium-bromidot 1 ml PBS-ben oldottunk fel. 48 6raval
a geén csendesitést kovetéen a médiumot szérummentes médiumra cseréltik (2Q0), és a
sejteket UV fénnyel besugaroztuk. Az UV kezelést koveté 24. 6raban a médiumot Ujra
lecseréltiik, ami 1/10 térfogatban tartalmazta az MTT oldatot, és 37 °C-on 1-3 6ran at
inkubaltuk. Az ép sejtek mitokondriélis enzimei képesek az MTT-t formazanna alakitani. A
médiumot eltavolitottuk a sejtekrdl, a formazan zarvanyokat DMSO-ban feloldottuk, és a
kialakuld szinintenzitast 450 nm-en fotometraltuk. Az optikai denzitas mérteke egyenesen

ardnyos az €16 sejtek szamaval.

Protein foszfataz aktivitds meghatarozasa

A kezeléseket megel6z6en a THP-1 és HaCaT sejteket (~5x10%/ml) 16 éran keresztiil
éheztettiik szérum mentes médiumban, és ez id6 alatt a sejttenyészet szinkronizalodott. A
THP-1 sejteket 50 nM CLA-val vagy 1 uM TM-el kezeltik 1 o6ran keresztil, a HaCaT
sejteket pedig 1 M TM-el 1 6réan &t inkubéltuk, ésivagy 10 J/cm® UVA-val sugéroztuk be.
PBS és 0,1 mM EDTA-t tartalmaz6 0,1 M Tris—HCI (pH 7,6), 150 mM NaCl (TBS) oldattal
torténé mosast kdvetden a sejtekhez 100 pl jéghideg 0,1 mM EDTA-t, 0,5 % proteaz inhibitor
koktélt és 50 mM 2-merkaptoetanolt tartalmazo TBS puffert adtunk. Folyékony nitrogénben
valé fagyasztas és ultrahangos szonikalas utan a lizatumot centrifugaltuk (16.000 g, 10 perc, 4
°C). A feliluszot 0,1 % BSA-t és 0,1 % 2-merkaptoetanolt tartalmazé 20 mM Tris-HCI (pH
7,4) pufferrel higitottuk (THP-1 sejtek eés HaCaT sejtek 30-szoros véghigitds, HaCaT
szubcellularis frakciok 300-szoros veghigitas), majd 21M His -inhibitor-2 (1-2) vagy 5 nM
OA jelenlétében, ill. tavollétében 10 percig inkubaltuk. A reakci6t a szubsztrat @M *2P-al
jelolt miozin kénnyt lanc (**P-MLC20)) hozzéadasaval inditottuk, és 2 percig 30 °C-on
inkubaltuk, majd 200ul 10 % TCAés 200ul 6 mg/ml BSA hozaadasaval &  llitottuk le. A
kihasitott 32P;-ot a kicsapodott fehérjék centrifugalassal (10.000 g, 1 perc) torténd elvalasztasa
utan 370ul feliluszobol hataroztuk meg szcintillacios szamlaloban. A foszfatdz aktivitas

valtozasat a kontroll mintdkhoz hasonlitva (azt 100 %-nak véve) szazalékosan adtuk meg.
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Flag-KEPI vektor

A Flag-taggel kapcsolt KEPI fehérje expresszidjahoz az EX-T2333-M11 vektort
(GeneCopoeia) hasznaltuk. A vektorban talalhatd Flag peptidet kodold szekvencia lehet6vé
tette az overexpresszalt KEPI fehérje detektaldsat Flag peptid elleni antitesttel. A plazmidot
felszaporitasra JIM109 kompetens E.coli sejtekbe transzformaltuk és ampicillint tartalmazo
LB agaron tenyésztettik. A kivant plazmidot hordozd telepekqigdfiD ampici llint
tartalmazo LB (10 g/l tripton, 5 g/ élesztd kivonat, 10 g/l NaCl, pH 7,0) tapoldatba oltottuk
le, majd egy éjszakan at 37 °C-on, 200 rpm fordulatszamu razatas mellett novesztettiik. A
plazmidokat MaxiPrep kit (QIAGEN) segitségével tisztitottuk. A Kitisztitott plazmidokat
EcoRI és Xhol restrikcios enzimekkel hasitottuk. Az EX-T2333-M11 vektor méretét (5790
bazispar), valamint az ORF méretét (498 bazispar) 1 %-o0s agardz gélelektroforézissel

ellendriztik.

o A
o
] Vector Features
i - -
pRecel\_rer M11 p—— vy
Expression Clone Host Cell Mammalian
Bactera selection antibiotic Ampicillin
Mammalian selection marker Yes
L) Tag Flag

SV40 PolyA signal

14. &bra Flag-KEPI plazmid. A Flag-KEPI-t kddolé szekvenciat az ORF (open reading frame) jelzi.

Flag-KEPI transzfekcio

A sejtek (~10°/ml) transzfekci6jahoz tisztitott Flag-KEPI plazmidot hasznaltunk, és a
transzfekciot szuszpenzidban végeztik. Tobb transzfekcios reagens (FUGENE, Roche; PEI)
Kiprobalasa utdn a Geneluice transzfekciés reagens bizonyult a leghatékonyabbnak, és
kisérleteinkhez a tovabbiakban ezt hasznaltuk. 8 ul transzfekcids reagenst és 2ug tiszfitott
plazmidot 100-100 ul sérum -mentes médiumban meghigitottuk. A plazmidot tartalmazé
elegyet a transzfekcios reagenst tartalmazd elegyhez cseppenként hozzéadtuk, és az igy
elokészitett premixet 20 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. A premix oldatot 1 ml, FBS-t
nem tartalmazo sejtszuszpenzidhoz (MCF-7) csepegtettiik, és 30 percig inkubaltuk

szobahOmérsékleten. Az overexpresszalt Flag-KEPI hatdsanak vizsgalatdhoz 6 Ilyukd
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tenyésztéedényeket hasznaltunk, amelyekbe Ilyukanként 1 ml premixet tartalmazo
sejtszuszpenzidt cseppentettiink, és ehhez 1 ml 20 % FBS-t tartalmazdé médiumot adtunk.
Masnap, a transzfekcios reagenst tartalmazé kozeget eltavolitottuk a sejtekrdl, és friss, 10 %

FBS-t tartalmazd médiumot adtunk hozza, és a sejteket tovabbi 48 draig inkubaltuk.

panPP1c siRNS transzfekcio

A HaCaT (~10%/ml) és HeLa sejtek (~10°/ml) csendesitését szuszpenziéban végeztiik.
SIRNS és transzfekcids reagens (DharmaFect2) premix oldat elkészitéséhez mindharom
izoforméat (PPlca, PP1cd, PPlcy) csendesité 10 pl pan PPlc siRNS-t (10 uMgs 2ul
transzfekcios reagenst hasznaltunk alkalmanként szérummentes médiumban (100 ul) higitva.
Ezt a premixet csepegtettik 1 ml sejtszuszpenzidhoz és inkubaltuk 30 percig
szobah6émérsékleten, 1idonként megkeverve. Az inkubéciot kovetéen 100 nM
végkoncentracioban panPP1c siRNS-t tartalmazo sejt szuszpenziot 6-lyuku tenyésztéedénybe
csepegtettik és 1 ml 20 % FBS-t tartalmazdé médiummal egészitettiik ki. 24 éra mdlva a
tapoldatot lecseréltik, ezzel eltivolitva a transzfekcid reagenst a sejtekr6l, és tovabbi 24 0rig
inkubaltuk a sejteket 10 % FBS-t tartalmazé tapoldatban.

Immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszkopia

Az MCF-7 sejteket (~10°/ml), illetve a HaCaT sejteket (~10%ml) szuszpenziéban
torténd PP1c csendesités utan steril liveg feddlemezeken novesztettiik 10 % FBS-t tartalmazé
médiumban, ¢és a kezeléseket megelézéen 16 oOrdig szérummentes médiumban tartottuk. A
lemezeket jéghideg PBS oldattal 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 tartalmaz6é PBS oldattal permeabilizaltuk 10 percig szobahdmeérsékleten. Az 1 % (v/v)
BSA-t tartalmazo PBS oldattal torténdé 1 oras blokkolas elétt a feddlemezeket jéghideg PBS
oldattal mostuk. Az elsddleges antitesteket 1:100 ardnyban higitottuk 0,1 % BSA/PBS
oldatban és a fedélemezeket éjszakan at inkubaltuk 4 °C-on. Haromszori PBS-sel torténé
mosas utan 1:200 aranyban 0,1 % BSA/PBS oldatban higitott Alexa 488-konjugalt anti-nyul-
IgG-vel (zold) és/vagy Alexa 543-konjugalt anti-egér-1gG-vel (piros) antitesttel, és egyes
mintdk esetében Texas Red Phalloidinnel inkubéltuk a feddlemezeken 1évé mintakat 90
percig, amit haromszori PBS-sel t6rténé 10 perces mosasi 1épés kovetett. A fedélemezek
rogzitésére és a sejtmagok festésére DAPI-t tartalmazd 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 konfokalis lézer
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pasztazd mikroszkop (Confocal Laser Microscope) segitségével detektaltuk. A felveteleken
nem tortént madisitas, az egyesitett abrék elkészitésehez Photoshop képkészitd szoftvert

alkalmaztunk.

UV (UVA, UVB) besugéarzas

MTT analizishez a kontroll és PPlc csendesitett HaCaT sejteket 96 lyuku, mig
Western blot analizishez 6 lyuku tenyésztéedényekben novesztettiik, PP1c csendesitést kovetd
48 0Orés inkubacio utan a médiumot 33ul szérummentes médiumra cseréltik 96 lyukd edény
esetén, mig 1 ml szérummentes médiumra cseréltik 6 lyukt edény esetén, ami egyenld
folyadékoszlop magassagot eredményezett. Az UVA és UVB besugarzasokat a Bio-Sun UV
irradiation system (Vilbert Lourmat, Franciaorszag) késziilékkel végeztiik el. A miszerrel

leadott UVA és UVB besugarzést J/cm?-ben adtuk meg.

Szubcellularis frakciok készitése HaCaT sejtekbol

A sejtmag, citoplazma es citoszkeleton frakciok izolalasdhoz 90%-os konfluenciaig
novesztettik a HaCaT sejteket, majd a sejteket PBS-ben ¢vatosan felkapartuk és
centrifugaltuk (1000 g, 4 °C, 5 perc). Hatszoros térfogati homogenizal6 pufferral (0,25 M
szachar6z, 20 mM HEPES (pH 7,5), 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 20x protedzgatld koktél)
15-20 athazassal homogenizaltuk 26G atmérdju steril orvosi tivel, majd 0,5% Nonidet P-40—
et adtunk hozza. A sejtlizatumot 10 masodpercig Ovatosan vortexszel kevertuk. A lizalas
hatasfokat tripan kék festékkel torténo festéssel ellendriztiik. A lizatumot centrifugaltuk (8000
g, 4 °C, 30 méasodperc). Az igy kapott lledék sejtmagot és sejttormeléket tartalmazott. A
pelletet hdromszoros térfogatu A pufferben (0,25 M szacharéz, 10 mM (pH ,9), 3,3 mM
MgCl,, 10 mM KCI, 0,5 mM DTT és proteazgatlok) szuszpendaltuk és centrifugaltuk (2000
g, 15 perc, 4 °C). A feliiluszot eltavolitottuk és a pelletet 2,5 térfogatnyi B pufferben (a puffer
Osszetétele ugyanaz, mint az A pufferé kivéve, hogy ez 0,35 M szachardzt tartalmazott) Ujra
szuszpendaltuk. A szuszpenzidt centrifugaltuk (1100 g, 15 perc, 4 °C), és az igy nyert pelletet
B pufferben vettik fel, majd ultrahangos kezelésnek (10 pulzussal, 3x30 maéasodperces
intervallum) vetettiik ald. A feltaras soran kapott szuszpenzié a sejtmag frakcié. A 8000 g
centrifugaléssal kapott feltiliszot ismét centrifugéltuk (1250 g, 20 perc, 4 °C), és az igy kapott
feluliszét tovabb centrifugéltuk (Bechman Type 65 rotor, 50000 g, 60 perc, 4 °C). A
feluliszé megfelel a citoszol frakcionak. Az 1250 g centrifugalas pelletét 1% Nonidet P-40—et
tartalmazé homogenizal6 pufferben szuszpendaltuk, majd a szuszpenziét tovabb

centrifugéltuk (50000 g, 60 perc, 4 °C). A pelletet, amely a citoszkeleton frakcidnak felel
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meg, kétszeres terfogatu RIPA pufferben inkubaltuk 5 percig 4 °C-on Western blot
analizishez, vagy 0,5% Nonidet P-40-et tartalamzé homogenizalépufferben tartuk fel (15x5

impulzus) protein foszfataz aktivitisméréshez.

Allatkisérletek

A Kkisérleteinkhez 6 hetes, him, Balb/c (Charles River) egereket hasznaltunk,
amelyeket kilon ketrecben tartottunk standard laboratoriumi korilmények kozott 19-25 °C
hémérsékletii, 35-75 % péaratartalmu, 12 6ras fény/sotét ciklusu szobéban. Tiszta viz és az étel
ad libitum allt rendelkezésre. Minden allatprotokoll az Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatkisérleti Bizottsag (Institutional Ethics Committee) (7/2010 DE MAB) engedélyével és
feliilvizsgalataval késziilt. Az egerek hatarol a szort az UV ¢és a PP1 inhibitor tautomicinnel
(TM, Takai és mtsai., 1995) torténé kezelés elbtt kereskedelmi forgalomban kaphatd Veet
szortelenitd krémmel tavolitottuk el, és a borfeliileteket azonnal mostuk és szaritottuk. 24
oraval a szOrtelenitést kovetden jeloltiik meg a borfeliileteket, ahol a kontroll esetén anionos
hidrofil krémmel, a kezelés soran anionos hidrofil krémben oldott tautomicinnel kezeltlik az
egerek borét. Az egereket két csoportra, UVA-val nem besugarzott kontroll csoportra, és
UVA-val besugarzott csoportra osztottuk (minden csoportban 8-8 egér volt). 1 oraval az UV
besugarzas el6tt a kijelolt borfeliileteket bekentiik anionos hidrofil krémmel vagy 1 uM
tautomicint tartalmazd anionos hidrofil krémmel. Az UVA sugarzashoz Philips TL-20W/12
lampaval (Philips, Eindhoven, Hollandia) felszerelt kesziiléket hasznéltunk, ami 315-400 nm
hullamhosszusagu sugarzast bocsajtott ki. Az UVA besugéarzas alkalmanként 30 percig tartott,
6t alkalommal, ami 8sszesen 531 J/cm? jelentett. Cervikalis diszlokacié utan az egerek b8rérél
a szubkutan zsirréteget eltavolitottuk és a mintdkbdol immunhisztokémiai és Western blot

analizist végeztink.

Immunhisztokémiai vizsgalatok

A kontroll és kezelt egérbér mintak felét azonnal 10 %-0s neutrdlis pufferelt
formalinban fixaltuk és paraffinba agyaztuk. A 4 um-es metszeteket fedélemezekre
(Superfrost/plus; A. Daigger & Company, Inc., Vernon Hills, IL) helyeztik, xilollal
deparaffinaltuk, felszallo alkoholsorral dehidraltuk, amit hematoxilin és eosin (H&E) festés
kovetett (Lontay és mtsai., 2010). Keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b fehérjek
immunhisztokémiai vizsgalatdhoz a metszeteket az adott fehérjék ellen termeltetett elsédleges
antitestekkel (1,5 pg/ml) egy €jszakan at inkubaltuk 4 °C-on. Mosasi 1épést koveten a
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mintakat tormaperoxidazzal kapcsolt anti-egér vagy anti-nyul antitestekkel inkubaltuk, és
3,3’-diaminobenzidin-nikkel (DAB-nikkel, 0,3 mg/ml) szinreakcioval tettik lathatova az
altalunk vizsgalt fehérjék lokalizacidjat, illetve mennyiségét. A bérmintak masik felét a szovet

homogenizalasat kovetden Western blot analizisre hasznaltuk fel.

Egérbor mintak feltarasa

Az egérbér mintakat a cervikalis diszlokéacié utan azonnal lefagyasztottuk folyékony
nitrogénben, majd lemértik a tomeglket. A mintdkhoz a mg-ban mért témeg tizszeresének
megfeleld ul térfogatu lizis puffert (25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,6 M NaCl, 2 mM EDTA, 1
mM DTT, 0,5% Triton X-100, 20x protidz inhibitor koktél) adtunk, majd Potter-féle
homogenizatorral lizadljuk a sejteket. A teljes lizatumok fehérje koncentraciojanak
meghatarozasahoz BCA reagenst hasznaltunk, amelyhez a lizdtumokat 1:10 aranyban
higitottuk. Standardként RIPA pufferben higitott BSA-t (marha szerum albumin) hasznéltunk,
és az oldatok abszorbancia értékeket 540 nm-en ELISA Reader (Labsystems Multiscan MS)
segitségével detektaltuk.

RNS és microarray analizis adatok elemzése

Génexpresszids vizsgalatokhoz 3 parhuzamos kontroll, panPP1c csendesitett, UVA
kezelt, illetve kombinalt kezelésen (panPP1c csendesitett és UVA besugarzott) atesett HaCaT
sejtekbdl RNS izolalast végeztiink. A total RNS preparatumok elkészitéséhez Trizol reagenst
(Invitrogen) hasznaltunk a gyartd cég utasitasainak megfelelden. A teljes expresszids mintazat
analizise Affymetrix GeneChip Rat Gene 1.0 ST array-vel tortént. A 250 ng total RNS minta
felszaporitasara és jelolésére Ambion WT Expression Kit-et (Life Technologies) és GeneChip
WT Terminal Labeling and Control Kit-et (Affymetrix) hasznaltunk. A mintdk 16 oraig 45
°C-on voltak hibridizaltatva, amit egy standard mosasi protokoll kdvetett Affymetrix
GeneChip Fluidics Station 450 hasznélataval. Az adatok feldolgozasat GeneChip Scanner 7G
(Affymetrix) készllékkel végeztik. Az RNS jel6lést és hibridizélast a UD-GenoMed Medical
Genomic Technologies Ltd (Debrecen) végezte. A microarray adatok elemzése GeneSpring

12 GX szoftverrel (Agilent BioTechnologies) tortént.

Statisztikai elemzés

A statisztikai kiértékeléseket egyutas Anova-val vagy t-probaval végeztik el, ahol n>3.
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EREDMENYEK

Protein foszfataz inhibitor toxinok és fehérjek hatasa a leukémias sejtek
kemoszenzitivitasara

Daunorubicin  és protein foszfatdz inhibitorok hatasa leukémias sejtek
kemoszenzitivitasara

Leukémias sejtek életképességének vizsgalata
Daganatos megbetegedések  kezelésénél gyakran el6forduldé probléma a

kemorezisztencia kialakulasa, ami a daganatos sejtek tulélését megnoveli, igy a terapia
hatékonysagat csokkenti. Egyes foszfatdz inhibitorokkal torténd kezelések hatasa a sejtek
életképességére ellentmondasos, apoptdzist indukalhatnak (Morimoto és mtsai., 1997), de
talélést is eldidézhetnek (Xin és Deng, 2006). Munkacsoportunk (Kiss és mtsai., 2008)
kordbban kimutatta, hogy leukémias sejtvonalon (THP-1) a PP2A kalikulin-A-val torténd
gatlasa a daunorubicin indukalta sejthalalt részlegesen cstkkentette, ndvelve ezzel a sejtek
talélését. Ezen folyamatok tovabbi vizsgalatanak céljabol a kisérleteket megismételtik THP-1
és KG-1 leukémias sejtvonalakon, tanulmanyozva a PP2A specifikusnak tekintett CLA

mellett a PP1 secifikus tautomicin (TM) hatasat is eltér6 DNR koncentracioknal.
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15. dbra CLA és TM hatasa THP-1 és KG-1 sejtek talélésére DNR jelenlétében és tavollétében.
Az ¢16 sejtek szamanak meghatarozasahoz automatizalt 1ézer konfokalis mikroszkopot hasznaltunk az
»Anyagok és mddszerek” fejezetben leirtak szerint. A THP-1 és KG-1 sejteket 1 6ran at elékezeltiik
CLA (50 nM) vagy TM (1 uM) inhibitor toxinnal, majd tovabbi 48 oraig inkubaltuk 6ket 4 kiillonbozo
DNR koncentraci6 (0,15 uM, 0,61 uM, 1,84 uM, 7,38 uM) mellett.

A specificitasi megfontolasoknak megfeleléen THP-1 és KG-1 sejteket 50 nM CLA-val vagy
1 uM TM-el inkubaltunk 60 percig. A 15. abran bemutatott eredmények szerint a CLA és TM
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a THP-1 és KG-1 sejtek esetében kismértékii (CLA: THP-1 sejtben 33 %, TM: THP-1 sejtben
30 %; CLA: KG-1 sejtben 7 %, TM: KG-1 sejtben 17 %) sejthalélt valtott ki. Ha a sejteket
daunorubicinnel (DNR) kezeltik (0,1uM, 0,61 puM, 1,84 uM, 7,28 uM), akkor a sejtek

életképessege koncentracio-fiiggé modon csokkent. A sejteket 50 nM CLA-val vagy 1 uM
(0,15 uM, 0,61 uM, 1,84 uM, 7,28 uM) DNR-rel inkubaltuk 48 éran keresztiil, és mértik a
sejtek életképességét. Az inhibitor toxinokkal torténd eldkezelés minden esetben fokozta a
sejtek tulélését, igy habar az inhibitor toxinok (CLA és TM) énmagukban val6 alkalmazasa is
sejthalalt indukal, ennek ellenére DNR kezelés soran ,,véd6” (relativ tulélést eldsegitd)
hatasuk is megfigyelhet6. Az eredményekbdl arra kovetkeztettink, hogy a PPl és PP2A
enzimek aktivitasa/gatlasa szerepet jatszhat a leukémias sejtek kemoszenzitivitasanak

szabalyozésaban.

Protein foszfatdz inhibitor toxinok szelektivitisanak ellendrzése THP-1 sejtekben
Az életképesség vizsgalata sordan kapott hasonld eredmények, miszerint foszfataz

inhibitor toxinokkal (CLA és TM) torténé el6kezeléssel a DNR altal kivaltott sejthalal
csokkenthet6, megkérddjelezi a toxinok specificitasat az altalunk alkalmazott koriilmények
kozott. Ennek tisztazasara a kezeléseket kovetéen a sejtek lizatumabdl foszfataz aktivitas
vizsgalatokat végeztiink **P-MLC20 szubsztrat alkalmazésaval, mivel azt a PP1 és PP2A
egyarant defoszforilalja. A PP1 és PP2A aktivitasanak elkulonitésére inhibitor-2 (I-2) feherjét
hasznaltunk, ami a PP1 specifikus gatlasara képes, igy az I-2 jelenlétében tapasztalt aktvitas
csokkenes a PP1 aktivitasat jellemzi, mig a fennmaradd aktivitds a PP2A aktivitasanak
tekinthet6. A sejtlizatumokban a PP1 1-2-vel torténé gatlasanak koncentracié fiiggése alapjan
valasztottuk a 2 uM koncentracio6t, ami telitési inhibitor koncentraciénak adédott, mivel a PP1
gatlasa 0,5-1 pM koncentracional is csaknem teljes volt. Kezeletlen kontroll sejteken I-2-t
alkalmazva ~47 % aktivitas csokkenést tapasztaltunk, amibdl megallapithato, hogy a PP1 és
PP2A kozel azonos aranyban vannak jelen THP-1 sejtekben. A CLA kezelés az aktivitast a
kontroll sejtekhez viszonyitva ~20 %-al csokkentette, és hasonld mértékli (~18 %) csokkenést
tapasztaltunk a CLA hatésara, ha az aktivitast 1-2 jelenlétében hataroztuk meg. Mindezekbdl
arra kovetkeztettiink, hogy a CLA specifikusan gatolja a PP2A-t. TM kezelések esetében a
kezeletlen kontroll sejtekhez viszonyitva ~62 %-ra csokkent a foszfataz aktivitas, azonban -2
jelenlétében a TM nem okoz szignifikans aktivitds valtozast. Ez az eredmeny pedig
alatdmasztja azt, hogy a TM szelektiven gatolta a PP1-t. Azonban az is megéllapithato, hogy a
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sejtek CLA-val és TM-el torténd kezelésével csak részleges PP2A és PP1 gatlas valthato ki
(16. abra).
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16. &bra CLA és TM specificitasanak ellenOrzése
Kezelésenként ~5x10°%/ml THP-1 sejtet szérummentes médiumban éheztettilk 16 6ran at 24-
lyukt tenyésztéedényben. A sejteket 50 nM CLA-val (1 6ra), 1 uM TM-nel (1 6ra) kezeltiik, majd
mosasi és feltarasi lépéseket kovetéen 1 pM *2P-MLC20 szubsztrétot felhasznalva mértiik a lizatumok
foszfatdz aktivitasat 2 uM 1-2 nélkil, illetve annak jelenlétében. A kezeletlen THP-1 sejtek foszfataz
aktivitasat tekintettik 100 %-nak. Szignifikans valtozasok: **p<0.01, ***p<0.001, ###p<0.001, n.s.
nem szignifikans, n=5

THP-1 sejtek kaszpaz-3 aktivitdsa
Mivel szdmos apoptotikus folyamat egyik elsé jeleként kaszpaz-3 aktivitas figyelhetd

meg, igy vizsgaltuk, hogy az inhibitor toxinok 6nmagukban, illetve DNR-el kombinalva
hogyan befolyasoljak a kaszpédz-3 aktivitast. Korabban mar kimutattak (Kiss és mtsai., 2008),
hogy a DNR megnovelte, illetve a PP2A gatlas is befolydsolta a kaszpaz-3 aktivitast.
Kisérleteink soran megerdsitettiik ezeket az eredményeket, és vizsgaltuk a PP1 TM-nel
torténd gatlasanak hatasat a kaszpaz-3 aktivitasra. A sejteket 50 nM CLA-val, 1 uM TM-nel
(egy ora) és/vagy 2ug/ml DNR -rel (6 6ra) kezeltiik, majd a sejtek lizdtumahoz a kaszpéz-3
enzim egy peptid szubsztratjat adtuk (DEVD-AMC konjugdtum), és mertik az AMC
felszabadulast fluorometrias modszerrel. Ha inhibitor toxinnal énmagaban kezeltiik a sejteket,
akkor CLA-val torténé inkubacié 4,5-szeresére, mig TM-nel torténd kezelés 1,5-szeresére
emelte a kaszpaz-3 aktivitdst. A DNR kezelés kb. nyolcszorosara emelte a kaszpaz-3
aktivitast THP-1 sejtekben, azonban a CLA el6kezelés ezt kb. 50 %-al csokkentette,

részlegesen kivédte a DNR altal indukalt kaszpaz-3 aktivaciot. TM-nel torténé el6kezelés
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esetében ezt a védd hatast nem tapasztaltuk, azaz nem kovetkezett be kaszpaz-3 aktivitas

csokkenés (17. abra).
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17. 4bra DNR, CLA és TM hatasa THP-1 sejtek kaszpaz-3 aktivitasara.
Kezelésenként ~5x10%/ml THP-1 sejtet szérummentes médiumban éheztettiik 16 6ran at 24-
lyuku tenyésztéedényben. THP-1 sejteket 50 nM CLA-val (1 6ra), 1uM TM -nel (1 éra) és/vagy 2
ug/ml DNR-rel (6 6ra) kezeltik, majd a lizdtumok kaszpéaz-3 aktivitasat vizsgaltuk. A kezeletlen THP-
1 sejtek kaszpaz-3 aktivitasat tekintettiik 100 %-nak. Szignifikans valtozasok: **p<0,01, ***p<0,001,
n=3.

A kezelések kovetkeztében bekovetkezo sejthalal tipusanak vizsgalata

Az, hogy a TM kezelés csak kismértékii kaszpaz-3 aktivitast eredményezett felvetheti,
hogy az altalunk tapasztalt életképesség csokkeneés nemcsak apoptdzis kovetkezménye,
hanem a sejtek egy része nekrozissal halt el. Mindamellett, hogy irodalmi adatokbdl is ismert,
hogy az apoptozis kaszpaz-3 atvonaltdl fuggetlenil is bekdvetkezhet foszfataz inhibitorok
hatasara (Park és mtsai., 2007), Hoechst 33342 festéket hasznalva morfoldgiai jelek alapjan
(kromatin kondenzalddas, blebbing, magi fragmentacid) kivantuk vizsgalni az apoptotikus
sejtek aranyat (18. A abra), valamint a nekrozis mértékét a laktat-dehidrogendz (LDH)
felszabadulas (18. B abra) mennyiségébdl hataroztuk meg.

A két mérési eredményt Osszevetve megallapitottuk, hogy a kezeletlen kontroll
sejtekben az apoptotikus sejtek aranya ~12 %, mig nekrozis a sejtek ~8 %-ban kovetkezett be.
A DNR kezelés sordn az apoptotizald sejtek aranya ~ 55 %-ra emelkedett, mig az LDH
felszabadulas kis mértékben nétt, ami azonban a sejtmembran integritdsanak elvesztése miatt
kései apoptozis soran is bekdvetkezhet. CLA kezelés a sejtek ~30 %-ban valtott ki apoptozist,
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illetve a nekrotikus sejtek mennyisége kdzel megegyezett a DNR altal kivaltott nekrozis
mértékével. A CLA-val torténé el6kezelés a nekrozis mértékét nem befolyasolta, de az
apoptotizald sejtek aranyat ~32 %-ra csokkentette. TM a sejtek ~32 %-ban okozott apoptozist.
Akarcsak a CLA el6kezelés esetében, TM-nel torténd eldinkubacio is csokkentette, ~55 %-rol
~35 %-ra a DNR altal kivaltott apoptdzist. A nekrozist (LDH felszabadulast) tekintve nem
tapasztaltunk valtozast a kontroll sejtekhez képest, sem akkor, amikor a TM-t édnmagéaban,
sem akkor, amikor DNR kezeléssel kombinalva alkalmaztuk. Eredményeink arra mutatnak,
hogy a sejtek CLA, TM, DNR és kombinalt kezelések soran elsésorban apoptdzissal halnak

el.
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18. abra Eletképes, apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyanak meghatarozasa DNR, CLA és TM
kezelést kovetden

Kezelésenként ~5x10°%/ml THP-1 sejtet szérummentes médiumban éheztettilk 16 éran at 24-
lyukt tenyésztéedényben. A sejteket 50 nM CLA-val (1 6ra), 1 uM TM-nel (1 6ra) és/vagy 2 pg/ml
DNR-rel (12 6ra) kezeltiik, majd 10 uM Hoechst 33342 és 5 uM propidium jodid festést kovetden (A),
illetve LDH felszabadulast vizsgalva (B) hataroztuk meg az apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyat.
LDH felszabadulas soran a lizalt sejtek (pozitiv kontroll) LDH mennyiségét tekintettik 100 %-nak.
Szignifikans valtozasok: *p<0.05, n.s. nem szignifikans, n=3.

Az, hogy a PP1 és PP2A enzimek gatlasa eltér6 hatassal van a DNR altal indukalt kaszpaz-3
aktivitasra, azt is feltételezi, hogy a PP1 és PP2A eltér jelatviteli Gitvonalak aktivacidjaban

vesz rész a DNR altal kivaltott apoptdzis sordn. Ennek tanulményozasara és molekularis

rrrrr

vizsgalatat is elvégeztiik Western blot analizissel.
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CLA, TM és DNR kezelés hatisa a tulélésben/apoptozisban részt vevd fehérjék
foszforilaciojara

Az ismert tény, hogy a tulélés eldsegitésében szerepet jatszo fehérjék (Erk1/2, Akt,
pRb) aktivitasat a fehérjék foszforilacios allapota befolyasolja, ezért vizsgaltuk, hogy a CLA
és TM hogyan befolyasolja az Erk1/2, Akt és pRb foszforilaltsagat (19. abra).

Az Erk1/2 fehérje a kezeletlen kontroll és DNR kezelt (6 6ra) THP-1 sejtekben
foszforilalatlan &llapotban taldlhatd, azonban CLA kezelést/elokezelést (1 ora) kdvetden
megndvekedett mennyiségii foszfo-Erk1/2 fehérjét detektaltunk Western blot analizissel. Egy
alap Akt foszforilacios szintet tapasztaltunk kezeletlen kontroll és DNR kezelt sejtekben, amit
a CLA kezelés/elokezelés tovabb novelt. A pRb fehérje Thr826 aminosav oldallancanak
ciklin D/CDK4 kinaz komplex altali foszforilacidja (Zarkowska és Mittnacht, 1997) a talélést

------

és Mittnacht, 2001). Defoszforilacidjat PP2A és PP1 enzimek katalizaljak (Kiss és mtsai.,
2008; Kolupaeva és Janssens, 2013). THP-1 kontroll, kezeletlen sejtek részleges pRb'™®?
foszforilacids szintjét a DNR kezelés csokkentette, mig a CLA eldkezelés jelentdsen novelte,
amely megnovekedett értek CLA eldkezelést kovetd DNR-rel torténd inkubacid utdn sem
valtozott szignifikansan (19. A abra). Ezek az eredmeények azt jelzik, hogy az Erk1/2, Akt és
pRb fehérjék foszforilacios allapotanak szabalyozasaban jelentds szerepe van a PP2A-nak,
ami tiikr6z6dhet a THP-1 sejtek tuléléseben is. Vizsgalatainkat a CLA-t TM-nel helyettesitve
is megismételtik, amely altal a PP1 szerepét kivantuk tanulmanyozni a fenti folyamatokban.
Kisérleteink azonban eltéré eredményt mutattak. A PP1 gatlasa TM-el nem ndvelte meg sem
az Erk1/2, sem az Akt fehérjék foszforilacids szintjét onmagaban vagy DNR kezelésel egyutt
alkalmazva sem. Ezzel szemben a pRb Thr826 oldallanc alap foszforilaltsagi szintje
szignifikans novekedést mutatott TM kezelést kovetden DNR tavollétében és jelenlétében is
(19. B abra). Az Akt és Erk1/2 esetében a kezeléseket kovetéen nem valtozott meg a fehérjék
expresszios szintje (eredmények nem keriilnek bemutatasra), azonban DNR kezelés hatasara
pRb degradacio kovetkezik be (Kiss és mtsai., 2008), igy belsé kontrollként aktin fehérjét
hasznaltunk. Eredményeink feltételezik, hogy a pRb defoszforilaciojanak PP1 és PP2A altali
szabalyozésa kozos pont lehet a DNR kezeles altal kivaltott sejthalal kivédésében THP-1
sejtekben, ez a tény figyelminket a foszfo-pRb szabalyozasanak tanulmanyozasara
irdnyitotta.
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19. &bra CLA és TM inhibitor toxinok hatasa kiilonb6z6 fehérjék foszforilacidjara (Erk1/2, Akt, pRb)
THP-1 sejtekben.

Kezelésenként ~5x10%/ml THP-1 sejtet szérummentes médiumban éheztettiik 16 6ran at 24-
lyuku tenyésztéedényben. THP-1 sejtekben vizsgaltuk 50 nM CLA (1 6ra) és/vagy 2 pg/ml DNR (6
ora) (A), illetve 1uM TM (16ra) és/vagy 2pug/ml DNR (606ra) (B) hatasat az Erk1/2, Akt és pRb
foszforilacijara anti-ErkyzP™0%PY2% anti-Akt">*"® és anti-pRbP™®* antitesttel. A gélre felvitt fehérje
mennyiségek 6sszehasonlitasara aktin kontrollt hasznaltunk. A pRbP™% denzitometrias analizisét az
expresszios jelek optikai intenzitdsdnak Osszehasonlitdsaval végeztik el. Szignifikans valtozasok:
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n>3.

CLA és TM kezelés hatasa PP1 inhibitor fehérjekre
Az irodalombol ismert, hogy a pRb defoszforilaciojat a kiilonb6zé PPlc izoformak

mellett PP1c katalitikus alegységet tartalmazd holoenzimek is defoszforilalhatjak (Nelson és
mtsai., 1997; Rubin és mtsai., 2001). Az egyik regulator alegység meghatarozasaban
munkacsoportunk is részt vett, kimutattak, hogy a miozin foszfataz (MP) szabalyozni keépes a
pRb foszforilacios szintjét (Kiss és mtsai., 2008). Mivel a MP aktivitadsdnak/PP1 gatlasanak
szabalyozasa a MP MYPT1 regulator alegységén talalhatd gatlo helyek (Thr696 és Thr853)
inhibitor toxinokkal eléidézett foszforilacidja mellett inhibitor fehérjéken keresztiil is
torténhet, ezért a daganatos kezeletlen kontroll sejtekben tapasztalt magas
fehérjefoszforilacios szintek miatt felvetddik annak a lehetésége, hogy a daganatos sejtben a
PP1 bizonyos fokig eleve gatolva van, és ebben PP1 specifikus fehérje inhibitoroknak lehet
szerepe. Ennek tikrében megvizsgaltuk, hogy THP-1 sejtekben jelen vannak-e foszforilacio-
fliggd szabalyozo/inhibitor fehérjék (CPI-17, KEPI).
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20. &bra MYPT1 és KEPI foszforilacidja THP-1 sejtekben.

Kezelésenként ~5x10%/ml THP-1 sejtet szérummentes médiumban éheztettiik 16 6ran at 24-
lyukt tenyésztéedényben. A: A MYPT1 foszforilaci6jat a Thr696 és Thr853 oldallancokon 50 nM
CLA (1 6ra) és 1 upM TM (1 6ra) kezelést kovetéen anti-MYPTPT®® és anti-MYPTP™® antitestekkel
mutattuk ki. A gélre felvitt mennyiségek Osszehasonlitasara anti-MYPT1"?® antitesttel detektalt
MYPTL1 kontrollt hasznaltunk. B: A KEPI fehérje jelenlétét THP-1 sejtekben anti-KEPI antitesttel
mutattuk ki. A KEPI gatlo helyen torténd foszforilaciojat anti-CPI-17""° antitesttel detektaltuk. Az
anti-CPI1-17°7 antitest a KEPIP'"® gatl6 foszforilacios helyet is felismeri. A gélre felvitt mennyiségek
0sszehasonlitasara aktin kontrollt hasznaltunk. C: A CPI-17 és a KEPI fehérjékben a foszforilacios
hely kdrnyezetének szekvenciaja.

Megerdsitettiik azokat az eredményeket, miszerint a PP2A, igy a defoszforilacids folyamatok
CLA altali gatlasa megnoveli a MP MYPT1 regulator alegység gatlo helyeinek (Thr696 és
Thr853) foszforilaciojat, illetve tanulmanyoztuk, hogy az altalunk alkalmazott TM kezelés
hatdsara is bekovetkeznek-e ezek a foszforilacids valtozasok. Az egy odras TNU)1

inkubécio hatdsara nem tapasztaltunk foszforilacios szint emelkedést a MYPT1 gatl6 helyein
(20. A &bra). MP gétlasa azonban torténhet inhibitor fehérjéken (CPI-17, KEPI) keresztil is,
igy THP-1 sejtekben tanulmanyoztuk, és kimutattuk a CPI-17 csaladba tartoz6 KEPI fehérje
jelenlétét. A KEPI fehérje azonban foszforilalt (foszfo-Thr73) allapotban képes a PP1
fehérjék gatlasara, igy vizsgaltuk, hogy a CLA és/vagy TM kezelés hatasara foszforilalodik,
azaz gatlo hatasanak kifejtésére képessé valik a KEPI. Tapasztalataink alapjan a KEPI mar

kezeletlen sejtekben is kismertékben foszforilalt a gatlo hatds Kkivaltasahoz sziikséges

47



oldallancon (Thr73), ez a foszforilacid jelentdsen ndvekszik a sejtek CLA kezelését kovetden,
mig a TM kezelés kovetkeztében nem tapasztaltuk a gatlé aminosav oldallanc foszforilacios
szint novekedését (20. B abra). A KEPIP™™ azonositasa anti-CPI-17°"*® antitesttel tortént,
amely korabbi irodalmi adatok szerint lehetséges (Erdddi és mtsai., 2003) a két fehérje

nagyfoku szekvencia azonossaga alapjan a foszforilacios hely kérnyezetében. (20. C abra).

KEPI fehérje szabalyozé szerepének tanulmanyozasa a pRb fehérje foszforilacidjara

Annak ismeretében, hogy a MP szabalyozza a pRb defoszforilacidjat (Kiss és mtsai.,
2008), illetve hogy a KEPI fehérje képes gatolni a MP aktivitasat (Erd6di és mtsai., 2003),
felmertlt a kérdés, hogy a KEPI fehérje részt vesz-e a pRb defoszforilacidjanak
szabalyozasaban.

THP-1 sejtek transzfekcioja Flag-KEPI fehérjével
A KEPI fehérje tovabbi tanulméanyozasa érdekében egy Flag-taggel ellatott KEPI

plazmidot kivantunk THP-1 sejtekbe transzfektalni. Tobb transzfekcids reagens: DNS aranyt
is kiprobaltunk, azonban kell6 mértékii transzfekciot nem tudtunk elérni, igy tovabbi

kisérleteinkhez mas sejtvonalakat hasznaltunk.

HelL a sejtek csendesitése siRNS technikéaval
A THP-1 sejtek sikertelen transzfekciojat kovetéen HeLa sejtekben csendesitettiik a

kiilonbozoé PP1c izoformakat siRNS technikat alkalmazva, hogy vizsgéaljuk a PP1 hianyanak
vagy alacsony jelenlétének milyen hatasa van a pRb fehérje foszforilacidjara. Kisérleteink
soran a mindharom izoforméat (PP1ca, PP1cy, PP1cd) csendesitd panPP1c siRNS-t hasznaltuk.
MTT assay-vel ellendriztiik a kezelt sejtek életképességét, és a kezeletlen kontroll sejtekhez
viszonyitva nem tapasztaltunk szignifikans kilonbséget a transzfekcids reagens kontroll
(DharmaFect2, D.F. ktr), a non-target kontroll és a csendesitett sejtek (siPP1c) kozott (21.

abra).
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21. &bra PP1 csendesités hatdsa a sejtek tulélésere HelL a sejtekben.
HelLa sejtekben csendesitettiik a PP1c izoformékat. A kontroll kezeletlen sejtek életképességét
tekintettiik 100 %-nak, ahhoz viszonyitottuk a transzfekcids reagens kontroll (D.F. ktr), a non-target
kontroll (non-target ktr) és a PP1c csendesitett (SiPP1c) sejtek életképességét.
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22. abra PP1 csendesités hatasa a retinoblasztoma fehérje foszforilacidjara Hela sejtekben.

A PP1c csendesitését kovetden (Isd. ,,Anyagok és mddszerek” fejezet), 48 ora poszttranszfekcids 1do
elteltével a PP1c fehérje mennyiségének és a retinoblasztoma foszforilacids szintjének valtozasat
Western blot analizissel detektaltuk (A). A PP1c/tubulin (B) és pRbP™/tubulin (C) denzitometris
analizisét az expresszios jelek optikai intenzitdsdnak Osszehasonlitasaval végeztik el. Szignifikans
valtozasok: *p<0,05, **p<0,01, n=3
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A csendesités hatékonysagat Western blot analizissel ellendriztiik (22. A abra felsé sav),
illetve denzitometraldssal meghataroztuk a relativ PP1c expressziét, ami tébb mint a felére
csokkent PP1c csendesitést kovetden (22. B abra). Megvizsgaltuk, hogy a PP1c csokkenés
megndveli-e a pRb Thr826 oldallancanak foszforilaciojat, ami tovabb bizonyitand a PP1lc
szerepét a pRb fehérje Thr826 aminosav oldallanc foszforilacidjanak szabalyozasaban.
Western blot kisérlet soran a csokkent PP1c expresszids szinttel parhuzamosan emelkedett
PRbP™®?® szintet tapasztaltunk (22. A abra kozépsé sav), amit a denzitometrias analizis is
megerdsitett (22. C abra). A csokkent PP1c mennyiség okozta pRb foszforilacio emelkedés

tanulmanyozasa mellett vizsgaltuk az overexpresszalt KEPI fehérje okozta valtozasokat is.

MCEF-7 sejtek transzfekcidja Flag-KEPI plazmiddal
Overexpresszalt KEPI fehérje hatasainak tanulmanyozésara ideélis modellként szolgal

az MCF-7 emlétumor sejtvonal, hiszen ezek a sejtek nem tartalmaznak KEPI fehérjét (Wenzel
és mtsai., 2007). Toébb transzfekcids reagens: DNS aranyt kiprobalva Flag-KEPI konstruktot
transzfektaltunk a sejtekbe, és a transzfekcid hatékonysagat immunfluoreszcens kisérletekkel
ellendriztiik. A szuszpenzidban torténé transzfektalas és 48 oras poszttranszfekcios id6 letelte
utan a sejteket a fedélemezeken fixaltuk és Flag-re specifikus antitesttel jeloltik, majd
fluoreszcens festékkel konjugalt masodlagos antitestet alkalmaztunk. A 23. A abra alapjan a
6:2 transzfekcids reagens:DNS arany mellett mar detektaltunk transzfektalt sejteket (d, f,
z6ld), azonban a transzfekcios reagens mennyiségéet tovabb novelve a 8:2 transzfekcios
reagens:DNS arany kb. 50 %-o0s hatekonysagot eredményezett (g, i, zld). Mivel ilyen foku
transzfekcié is elegendd volt ahhoz, hogy az expresszalt Flag-KEPI fehérje hatasa
érvényesiljon, igy minden tovabbi kisérletnél ezt az ardnyt hasznaltuk. A transzfekcid
mértékét Westen blot analizissel is ellendriztiik. Két antitestet, anti-Flag-et (23. B abra) és
anti-KEPI-t (23. C abra) is hasznaltunk, igy nemcsak a transzfekcidé hatékonysagat
ellendriztiik, hanem az anti-KEPI antitesttel arrol is meggy6zoédtiink, hogy az MCF-7 sejtek
val6ban nem tartalmaznak KEPI fehérjét.
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23. &bra Flag-KEPI overexpresszioja MCF-7 sejtekben.

Az MCF-7 sejtek (~10°/ml) transzfekciéjat szuszpenzidban végeztik kiilonbdzd transzfekcios
reagens (ul):plazmid (ug) adny mellett, majd 48 ora poszttranszfekcios id6 leteltével a transzfekcio
hatékonysagat immunfluoreszcencias mikroszkoppal ellendriztiik (A). A sejtket fixalas utan anti-Flag
antitesttel (a, d és g, zold) jeloltik, a sejtmagokat DAPI-val festettik (b, e, és h, kék) és a mintakat
fluoreszcens mikroszkoppal detektaltuk. Az egyesitett képek (c, f és i) a transzfekcié hatékonysagat
mutatjak. A transzfekcid sikerességét Western blot analizis (B, C) soran anti-Flag (B) és anti-KEPI (C)
antitestekkel ellendriztiik. Kontrollnak a nem transzfektalt (Kontroll MCF-7) csak transzfekcios
reagenssel inkubalt, valamint a transzfekcios reagens nélkil, csak Flag-KEPI plazmiddal (plazmid
kontroll) inkubalt sejteket tekintettiik.

Flag-KEPI lokalizacidjanak megvéaltozdsa PMA kezelés hatasara MCF-7 sejtekben
Mivel a pRb fehérje a sejtmagban talalhatd, a KEPI-n keresztul zajlé szabalyozashoz a

KEPI fehérjének feltehetden jelen kell lennie a sejtmagban. Ahhoz, hogy a KEPI és pRb kozti
kapcsolatot igazoljuk, a KEPI lokalizcidjara iranyul6 kisérletet végeztiink el. Az ismert,
hogy a KEPI fehérje foszforilacidjara tobb kindz (pl. PKC, PKA, ROK, ILK) is képes (Erd6di
¢s mtsai., 2003; Eto és Brautigen, 2012), azonban a gatld hely foszforilaciojat foleg a PKC
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végzi. Igy forbol-12-mirisztat-13-acetattal (PMA) torténd inkubacié a PKC aktivaciojahoz és

ezaltal megnovekedett KEPI foszforilacidhoz vezet.

Phalloidin anti-Flag

24. dbra KEPI lokalizacidja transzfektalt MCF-7 sejtekben.
Az MCF-7 sejteket (~10°/ml) szuszpenzidban transzfektaltuk Flag-KEPI plazmiddal, majd 48 6ra
poszttranszfekcios id6 utdn 16 oraig éheztettik szérumentes médiumban. Az MCF-7 sejteket
inkubéltuk effektor nélkil (a-c), illetve 100 nM PMA jelenlétében 30 percig (d-f). Fixalast kovet6en a
sejtekben az F-aktint TexasRed-phalloidinnel (a és d, piros), a KEPI fehérjét anti-Flag (b és e, z6ld)

antitesttel jeloltiuk és konfokalis mikroszkdppal detektaltuk. Az egyesitett képeken (c és f) a Flag-KEPI
kezelést koveté megvaltozott lokalizacioja lathato.

kontroll

PMA

Flag-KEPI transzfektalt sejteket 48 ora poszttranszfekcios id6 elteltével 100 nM PMA-val
inkubaltuk (30 perc), majd a sejteket fixaltuk a fed6lemezen és Flag-re specifikus antitesttel
és F-aktint felismer6 TexasRed Phalloidinnel jeloltik a mintakat. Az immunreakciod
detektalasara fluoreszcens festékkel konjugalt méasodlagos antitestet alkalmaztunk. Az
overexpresszalt KEPI fehérje eloszlasat a 24. 4bra mutatja. A kontroll sejtekben (a-c) a KEPI
féleg a citoplazmaban lokalizalodik (b, z6ld), azonban PMA kezelést (d-f) kovetden a KEPI
fehérjét elsésorban a sejtmagban (e, zOld) detektdltuk. A foszforilalt, azaz aktivalt KEPI

sejtmagba torténd transzlokacioja hozzajarulhat a foszfo-pRb fehérje szabalyozasahoz.
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PMA éltal aktivalt KEPI hatasa a pRb foszforilaciéjara MCF-7 sejtekben.
A 24. dbran bemutatott PMA altal indukalt KEPI transzlokacio mellett vizsgaltuk a

PMA kezelés hatasara bekovetkezé KEPI és pRb foszforilaciot Western blot analizissel.
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25. &bra PKC aktivacio hatasa a KEPI és pRb foszforilacidjara MCF-7 sejtekben.
Kontroll MCF-7 sejteket és Flag-KEPI transzfektalt MCF-7 sejteket 16 Gra széruméheztetést kovetden
effektor nélkil vagy 100 nM PMA jelenlétében (30 perc) inkubaltuk. A sejtek lizisét kovetben a
mintakat Western bloton anti-KEPIP'”, anti-KEPI, anti-pRb"™®?° és anti-aktin antitestekkel analizaltuk
(A). A KEPIP"®/KEPI (B) és pRbP™®*/aktin (C) denzitometrias analizisét az expresszios jelek optikai
intenzitasanak dsszehasonlitasaval végeztik el. Szignifikans valtozasok: *p<0,05, ***p<0,001, n=3.

A minték lizatumat anti-KEPI, anti-KEPIP'"®, anti-pRbP™®%® és aktin antitesttel inkubaltuk. A
transzfekcio sikerességét a 25. A abra 2. sav bizonyitja, hiszen a nem transzfektalt kontroll
sejtekben nem detektaltunk KEPI fehérjét, mig a transzfektalt sejtekben hatarozott sav lathato.
A nem transzfektalt, illetve a transzfektalt, de PMA kezeletlen sejtekben nem tapasztaltunk
KEPI foszforilacids szint emelkedést, azonban a 100 nM PMA (30 perc) kezelés kb. 1,5-
szeresére novelte a KEPIPT"® mennyiségét (25. A abra felsé sav; 25. B 4bra). A PMA kezelés
hatdsara megnovekedett a KEPI fehérje gatlo oldallancanak (Thr73) foszforilacios szintje,

amivel parhuzamosan fokozott pRbP™®% szintet detektaltunk (25. A abra 3. sav; 25. C &bra).
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CLA kezelés hatésa a KEPI és pRb fehérjék foszforilacidéjara MCF-7 sejtekben
A 24. és 25. abra alapjan feltételezzik, hogy a PMA altal aktivalt PKC megndveli a

KEPI géatlo helyének (Thr73) foszforilaciojat, aminek hatdsara a KEPI a sejtmagba
transzlokalodik, és ott szabdlyozza a pRb defoszforilacidjat.
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26. abra CLA hatasa a KEPI és pRb feherjék foszforilacidjara Flag-KEPI-vel transzfektalt MCF-7
sejtekben.

Flag-KEPI transzfektalt és kontroll sejteket 16 Ora széruméheztetés utan effektor nélkil és 25 nM
CLA jelenlétében (1 6ra) inkubaltuk. A sejtek lizisét kovetéen a mintakat Western bloton anti-KEPI és
anti-KEPIP™®  antitestekkel analizdltuk. A  KEPIP*/KEPI arany kvantitativ  analizisét
denzitometraldssal végeztik el. Szignifikans valtozas: **p<0,01 (A). Nem transzfektélt és Flag-KEPI-
vel transzfektalt MCF-7 sejteket széruméheztettink, majd 25 nM CLA-val (1 6ra) kezeltink. A sejtek
lizatumat Western bloton anti-pRb°™% és anti-aktin antitestekkel analizaltunk. A pRbP™% Jaktin arany
denzitometrias analizisét az expresszios jelek optikai intenzitdsanak 0sszehasonlitasaval végeztik el.
Szignifikans valtozéasok: *p<0,05, ***p<0,001, n=3.

Ahogy azt a 20. abra is mutatja, CLA (50 nM, 1 6ra) kezelés is KEPI aktivaciot, azaz a Thr73
aminosav oldallanc foszforilaciojat eredményezte THP-1 sejtekben, igy megvizsgaltuk, hogy
MCF-7 sejtek CLA-val torténdé inkubacioja kivaltja-e az overexpresszalt KEPI fehérje
foszforilaciojat és aktivaciojat, és ezéltal a pRbP ™82 foszforilacids szint emelkedését.

MCF-7 sejteket transzfektaltunk Flag-KEPI-vel, majd 25 nM CLA-val inkubaltuk (1
6ra), mivel a transzfekciot kovetden a sejtek érzékennyé valtak 50 nM CLA-val torténd
kezelésre. A 25 nM koncentracio is biztositja a PP2A szelektiv, de részleges gatlasat. A
transzfekcio sikerességét Western blot analizissel detektaltuk (26. A abra also rész). CLA-val
torténd kezelés hatasara aktivalddott a transzfektalt KEPI, azaz megnovekedett a Thr73
aminosav oldallanc foszforilacios szintje (26. A abra fels6 rész). Miutan megbizonyosodtunk
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arrol, hogy MCF-7 sejtekben is aktivalodik a KEPI CLA kezelés hatasara, vizsgaltuk a
pRbPT8? foszforilacios szintjét is. A CLA kezelés nem transzfektalt sejtekben is megnévelte a
PRbPT®?® foszforilaci6t (26. B &bra bal oldal), azonban ezt feltechetéen mas folyamatok
indukaltdk. Mar 6nmagaban a Flag-KEPI-vel torténd transzfekcid is foszfo-pRb emelkedést
eredményezett, ami még szembetlinébbé valt, ha a transzfektalt sejteket CLA-val kezeltiik
(26. B abra jobb oldal).

PP1c szerepének és UVA besugarzas hatasanak vizsgalata HaCaT
keratinocita sejtekben

Tulzott ultraibolya (UV) sugérzasok kovetkezményeként gyakran alakulnak ki a bort
érinté daganatos megbetegedések, amelyekben a Ser/Thr protein foszfatazok, igy a PP1 altal
szabalyozott jelatviteli Gtvonalak is részt vehetnek (Heck és mtsai., 2004; Cao és Wan, 2009).
Habar He és munkatarsai mar korabban vizsgaltdk az UVA hatdsait HaCaT Kkeratinocita
sejteken (He és mtsai., 2004), azonban a protein foszfatdzok szerepe meg nem tisztazott, ezért
munk&m sordn vizsgaltam a PP1 lehetséges funkcidjat az UVA sugarzasok altal kivaltott
megbetegedésekben.

PP1 katalitikus alegység izoformak azonositasa HaCaT sejtek frakcidiban

A kiilonboz6é PP1c izoformak sejten belili lokalizacidjat a hozzajuk kapcsolodd
regulator alegységek szabalyozzak (Cohen, 2002), ami eltéré funkciokat eredményezhet. Els
feladatként a PP1c izoformdainak és a PP2A sejten belili expresszidjat és lokalizaciojat
vizsgaltuk. HaCaT sejtekb6l elvalasztottuk a szubcellularis frakciokat és a sejtmagi,
citoszolikus és citoszkeletalis frakciokat Westen blottal analizaltuk anti-PP1cd, anti-PP1ca/y
és anti-PP2A antitesteket alkalmazva. A PP1cd izofornét mindharom frakcidban detektaltuk,
mig a PPlay/y izoformakat elsdsorban a citoszolban és a citoszkeletonban tudtuk kimutatni
(27. A éabra els6 és masodik sav), de kisebb mennyiségben a sejtmagi frakcidban is
detektaltuk. A PP2A a RPLcizoformhoz hasonloan fbleg a citoszkeletonban és
citoszolban volt kimutathaté (27. A @&bra harmadik sav). A frakcidk tisztasaganak
ellendrzésére anti-hiszton (27. A abra negyedik sav), anti-tubulin (27. A &bra 6tddik sav) és
anti-GAPDH (27. A abra hatodik sav) antitestet alkalmaztunk.
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27. &bra PP1c izoformék lokalizacioja HaCaT sejtekben és a HaCaT sejtfrakciok foszfataz aktivitasa.

A HaCaT sejteket, 90%-0s konfluencia elérése utan az ,,Anyagok és mddszerek” fejezetben leirtaknak
megfeleléen frakcionaltuk. A: A kiilonb6z6 HaCaT frakciokat (sejtmag, citoszkeleton, citoszol)
Western blottal analizaltuk anti-PP1cd, anti-PP1co/y és anti-PP2A antitesteket hasznéalva. A frakciok
tisztasaganak ellen6rzésére anti-hiszton (sejtmag), anti-tubulin (citoszkeleton) és anti GAPDH
(citoszol) antitesteket alkalmaztunk. B: HaCaT sejtfrakciok foszfataz aktivitasanak méréséhez *°p-
MLC20 szubsztratot hasznaltunk. A méréseket effektor tavollétében (fekete oszlopok) és 5 nM OA
jelenlétében (fehér oszlopok) végeztiik. A foszfataz aktivitas értékeit nmol **Py/perc egységben adtuk
meg. Szignifikans valtozasok: **p<0,01, ***p<0,001, ##p<0,01, ###p<0,001, n.s. nem szignifikans.
C: Fixalads utan a sejteket anti-PPlco/y (a, piros), anti-PP1cd (d, @ld) és anti -PP2A (g, piros)
antitestekkel jeloltik. A sejtmag festésére DAPI festéket (b, e, h kék) hasznéltunk. Az egyesitett
képeken (c, f, i) az egyes PP1c izoforméak és PP2A lokalizacidja lathat6. Méretvonal=20 um

A PP1 és PP2A altal is defoszforilalhatd 3P-MLC20 szubsztrat segitségével hataroztuk meg
az egyes frakcidk protein foszfataz aktivitasat (27. B &bra fekete oszlopok). A PP1 és PP2A

foszfataz aktivitasok megoszlasanak vizsgalatahoz a frakciok aktivitasat 5 nM okadansav
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jelenlétében (fehér oszlopok) is megmertik, ami ebben a koncentracioban a PP2A gatloszere
(Favre és mtsai., 1997). A sejtmag és citoszol frakciokban a PP1 és PP2A aktivitas
megoszlasa kb. 50-50 %, mig a citoszkeletonban a PP1 aktivitas dominans. Az izoformak
lokalizaciojat immunfluoreszcencias modszerrel is vizsgaltuk (27. C abra). A Western blot
analizis soran kapott eredményekkel 6sszhangban a P&A4c izoforma els6sorban a
citoszolban volt kimutathatd (a, c, piros), a PP1cd-t a citoszolon kivil a sejtmagban is
detektalni tudtuk (d, f, zold), és a PP2A szintén kimutathatd volt a citoszolon kivil a

sejtmagban is (g, i, piros).

UV sugarzas dozisfiiggo hatasa a HaCaT sejtek életképességére és foszfataz aktivitasara

Ahhoz, hogy a PP1 szerepét vizsgéljuk az UV sugarzasok altal okozott valtozasokban,
sziikséges a minimalis, de még kell6 mértékben hatasos UV dozis megallapitasa. Ehhez,
kiilonb6zé UVA és UVB besugarzasok utan mértiik a sejtek életképességét a besugarzast
kovetd 24. o6rdban MTT modszerrel (28. A abra). A foszfataz aktivitast a besugarzast
kovetben azonnal mértiikk (28. B dbra). Mindkét esetben a HaCaT sejteket 1, 5, 10, 15, 20
Jlcm? UVA (fekete oszlopok) és 0,025, 0,1 0,5, 1, 2 J/cm? UVB (fehér oszlopok) dézisokkal
sugaroztuk be. MTT moddszerrel a besugarzast kovetden 24 6ra mulva vizsgaltuk a sejtek
talélését, mig foszfatdz aktivitds soran a minimdlisra higitott lizatumok aktivitasat a
besugarzast kovetden azonnal megmértiik. Az sejtek életképessége UV dozis-fliggé modon
csokkent, azonban a foszfataz aktivitds esetében csak UVA sugérzast kovetden figyeltilk meg
dozis-fliggest. Mivel UVB sugarzas nem csokkentette szignifikansan a protein foszfataz
aktivitast, e sugarzas hatasat a tovabbiakban nem vizsgaltuk (atlagos napi dézis 2-4 Jicm?).
Minimalis, de még hatasos UV dézisnak a 10 Jlcm? UVA besugarzast valasztottuk (atlagos
napi UVA dozis (10-18 J/icm?®) (Staberg és mtsai., 1983) és tovabbi kisérleteinkben ezt

alkalmaztuk.
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28. abra HaCaT sejtek életképességének és foszfataz aktivitasanak valtozasa kiilonbz6 UV

sugarzasok és ddzisok hatasara.
A HaCaT sejteket 96-lyuku platen névesztettilk 90%-o0s konfluenca eléséréig, majd a sejteket 16 6ran
at éhesztettik szérummentes médiumban. A: HaCaT sejteket kiilonbozé UVA (1-20 J/icm?) (fekete
oszlopok) és UVB (0,025-2 J/cm®) (fehér oszlopok) ddzissal sugaroztuk be. A sejtek életképességét
MTT moédszerrel hatiroztuk meg a besugarzast kovetdé 24. draban. Az UVA-val és UVB-vel
besugarzott sejtek tulélését a kezeletlen kontroll sejtekhez hasonlitottuk, amit 100 %-nak tekintettink.
Szignifikans valtozasok: *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001, n=5. B: HaCaT sejteket kiillonb6z6 UVA (1-
20 Jicm?®) (fekete oszlopok) és UVB (0,025-2 Jicm?) (fehér oszlopok) dézissal besugaroztunk, és a
foszfataz aktivitast a sejtek lizatumabol *2P-MLC20 szubsztrattal hataroztuk meg kézvetlenil az UV
kezelést kovetéen. A kezeletlen kontroll sejtek aktivitasat tekintettiik 100 %-nak. Szignifikans
valtozas:***p<0,001, n=3.

Protein foszfataz inhibitor toxinok szelektivitasanak ellendrzése HaCaT sejtekben

Az inhibitor toxin szelektivitasanak ellendrzését nemcsak THP-1 sejteken (16. abra),
de HaCaT sejteken is elvégeztiik. 1uM TM (1 6ra ) és/vagy 10 J/cm? kezeléseket kdvetSen a
sejteket azonnal lizaltuk, és **P-MLC20 szubsztrat alkalmazasaval mértik a PP1 és PP2A
aktivitasat. A kezeletlen kontroll sejtek esetében a 2M inhibitor -2 (I-2) jelenlétében mért
aktivitas csokkenés (~60 %) a PP1 aktivitasat jellemzi, mig a fenmarad6 ~40 % a PP2A-nak
tulajdonithatd. A TM kezelést (1 6ra) kovetden ~ 30 %-o0s, az UVA kezelést kovetden ~20 %-
0s s a kombinalt kezelést (M TMeés 10 J/cm 2 UVA) kévetden ~28 %-0s aktivitas
csokkenest tapasztaltunk. 1-2 jelenlétében a kiilonb6z6 kezelések nem okoztak szignifikans
valtozast a kezeletlen kontroll sejtekhez képest, igy megallapithatd, hogy nemcsak a TM,
hanem az UVA kezelés hatasara is szelektiv PP1 gatlas torténik a HaCaT sejtekben (29.
abra).
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29. dbra TM kezelés és UVA besugarzas protein foszfataz specificitasanak ellenérzése.
90%-0s konfluencia elérése utan a HaCaT sejteket 16 6ran at széruméheztettilk, majd a sejteket luM
TM-nel (1 6ra), 10 J/cm? UVA sugérzassal, illetve ezek kombinacidjaval kezeltik. A sejteket az UVA
besugarzast kovetéen azonnal feltartuk, és 1 uM *P-MLC20 szubsztratot felhasznalva mértik a
lizdtumok foszfataz aktivitasat 2 uM 1-2 nélkil (fekete oszlop), illetve annak jelenlétében (fehér
oszlop). A kezeletlen HaCaT sejtek foszfatdz aktivitisat tekintettik 100 %-nak. Szignifikans
valtozdsok: *p<0.05, ***p<0.001, n.s. nem szignifikans, n=5.

PP1c csendesités és UVA besugarzas hatasa a PP1c izoformdak expresszidjara

A PPl enzimnek a keratinocitdk homeosztazisaban, ill. az UVA sugarzasok altal
okozott patologidas folyamatokban betdltott szerepének vizsgalatdra a PP1c izoformékat
csendesitettiik HaCaT sejtekben. 48 draval a csendesitést kovetéen a sejteket 10 J/cm? UVA-
val besugéroztuk, a sejteket lizaltuk, a csendesités hatékonysagat Western blot analizissel
ellendriztiik (30. abra), illetve denzitometralassal meghataroztuk a PP1c izoformak relativ
expresszidjat (PPlca/y ~0,6 PP1cd ~0,4). UVA kezelés utan a PP1c izoformak expresszioja
nem valtozott szignifikansan a kezeletlen kontroll sejtekhez viszonyitva, ami bizonyitja, hogy
a 29. B abran tapasztalt protein foszfataz aktivitas csokkenés nem a PPlc izoformak
degradacioja, vagy expressziojanak csokkenése miatt kovetkezett be. A két kezelést (PP1c
csendesités és UVA besugarzas) kovetden tovabbi, mérsékelt fehérjeszint csokkenést csak a

PP1cd izoforma esetén detektaltunk.
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30. abra PPIc izoformak expresszidjanak ellenérzése PP1c csendesitést és UVA besugarzast kovetden
HaCaT sejtekben.

panPP1 csendesitést (2. és 4. oszlop) és 16 dra széruméheztetést kovetden a sejteket 10 J/em® UVA

dozissal besugaroztuk (3. és 4. oszlop). 24 6ra malva a sejtek lizdtumat Western bloton anti-PP1ca/y

(A) és anti-PPlcd (B) antitestekkel analizdltuk. A PP1c/tubulin denzitometrias analizisét az

expresszios jelek optikai intenzitdsanak 6sszehasonlitdsdval vegeztilk el. Szignifikdns valtozas:

*p<0,05, n=5

PP1c csendesitett és UVA besugarzott HaCaT sejtek életkepessége és foszfataz aktivitasa

Vizsgaltuk, hogy a PPlc csendesités, illetve annak UVA kezeléssel torténd
kombinalasa hogyan befolyasolja a HaCaT sejtek tulélését és foszfatdz aktivitasat. Ennek
vizsgalatara MTT életképesség- (31. A abra) és foszfataz aktivitas meréseket (31. B abra)
végeztink. Csendesitést és UVA besugarzast kovetden a foszfataz aktivitast azonnal, mig a
sejtek életképességét 24 6Oras inkubacié utan mértik. A PPlc csendesités a HaCaT sejtek
életképességét kb. 25 %-kal, mig az UVA besugarzas kb. 80 %-kal csokkentette. Az UVA
besugarzas utan tapasztalt életképesseg csokkenés Osszhangban van az UV dozis-fliggés
vizsgalatanal tapasztaltakkal (29. A abra). Ha a két kezelést (PP1c csendesités és UVA
besugarzas) egyiitt alkalmaztuk, akkor tovabbi, kismértékii életképesség csokkenést
detektaltunk az UVA besugarzashoz képest (31. A &bra). A PP1c csendesités (kb. 20 %-kal)
és UVA besugarzas (kb. 30 %-kal) kulon-kalon is csokkentette a foszfataz aktivitast, azonban

a két kezelés kombinalasa utan a hatasok nem adodtak dssze (31. B abra).
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31. &bra PP1 csendesités és UVA besugarzas hatasa a HaCaT sejtek tulélésére és foszfataz
aktivitasara.

A: A 90-100% konfluenciat elért PPlc csendesitett és UVA (10 J/cm?) besugarzott sejtek
életképességét a besugarzast kovetden 24 oraval MTT modszerrel hataroztuk meg. A kezeletlen sejtek
életképességét tekintettilk 100 %-nak, n=4. B: PP1c csendesitett és UVA (10 J/cm?) besugérzott sejtek
foszfataz aktivitasat az UVA besugarzast kovtéen azonnal meghataroztuk *P-MLC20 szubsztratot
felhasznélva. A kezeletlen sejtek foszfataz aktivitasat tekintettiik 100 %-nak. Szignifikans valtozasok:
*p<0,05, ***p<0,001, n=3.

NHEK és HaCaT sejtek apoptozisanak vizsgalata

A tulélés vizsgalatakor felmeriild kérdés tisztazasara, miszerint a kezelt sejtek
életképességének csokkenése apoptozis vagy nekrdzis eredményeként kovetkezik-e be,
HaCaT és primer human epidermalis keratinocita (NHEK) sejteken vizsgaltuk a PARP és a
hasitott-PARP feherjék mennyiséget. Mivel a kaszpaz-3 képes hasitani a PARP fehérjét, igy a
PARP fehérje feldarabolddasat, illetve a hasitott-PARP fehérje megjelenését az apoptdzis
egyik markereként tekintik (Hur és mtsai., 2008). HaCaT és NHEK sejteket tM TM -el
kezeltilk és/vagy 10 J/cm? UVA-val besugaroztuk, és Western blot analizissel vizsgaltuk az
emlitett fehérjék hasitasat, illetve megjelenését. Mindket sejt esetében, a TM kezelés a teljes-
PARP részleges degradaciojat eredményezte, mig az UVA kezelés 6nmagéban, illetve TM
kezeléssel kombinalva a teljes-PARP eltlinéséhez, ezzel parhuzamosan a hasitott-PARP

megjeleneseéhez vezetett (32. abra).
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32. abra TM kezelés és UVA besugarzas hatasara bekovetkez6 sejthalal vizsgalata.
Az NHEK és HaCaT sejtket 90% -os konfluencia elérése utan 16 oran at széruméheztettilk, majd TM-
nel (1 puM, 16ra) kezeltik és/vagy UVA-val (10 J/cm®) besugaroztuk. A besugarzast kovets 24.
ordban NHEK és HaCaT sejtek lizdtumat Western bloton anti-PARP és anti-hasitott-PARP
antitestekkel vizsgaltuk. Bels6 kontrollnak aktint hasznaltunk. n=3.

PP1 csendesitett és UVA besugarzott HaCaT sejtek microarray analizise és

génontoldgiai elemzése

A valtozasok gén szintii hatterének, illetve a PP1 enzimek UV sugéarzas soran kifejtett
szerepének vizsgalatahoz 48 draval a PP1c csendesitést kovetéen a HaCaT sejteket UVA-val
besugaroztuk, majd 24 6ra malva RNS-t izolaltunk a mintakbol. A csendesités sikerességét
Western blot analizissel ellendriztiik. A PP1c csendesités (33. A abra), az UVA sugarzas (10
Jlcm?) (33. B &bra), valamint a két hatas egyiittes vizsgéalatat (33. C &bra) végeztik el
microarray analizissel. Az up- (piros) és downregulalodott (kék) gének valtozasait Affimetrix
programmal elemeztik és értékeltiik 1,5x detektéalasi limitet hasznélva. Az UV-kezelés soran
153 gén, mig a PP1c csendesités hatasara 40 gén expresszioja valtozott. A Venn- diagramm
alapjan (33. D abra) 19 gént azonositottunk, amelyeknek szerepe lehet a PP1 enzimcsalad és
az UVA dltal indukalt valtozasokban (33. bra). Az UVA sugarzas a gének tobb mint 80 %-ra
gatlo hatast fejtett ki, mig a PPlc-csendesités ezzel ellentétben a gének csaknem

haromnegyedének fokozott expressziojat okozta.
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33. abra PP1c csendesitett és UV A besugarzott HaCaT sejtek microarray analizise.
Kezeletlen kontroll (ktl), PP1c csendesitést (si) (A), UVA besugarzast (UV) (B) és kombinalt kezelést
(PP1c csendesités, UVA besugarzas) (C) kovetéen a HaCaT sejtekbdl kinyert RNS elemzése sorén a
legalabb 1,5-szeres ndvekedést mutaté géneket piros szinnel, mig a legalabb 1,5-szeres csokkenést
mutatd géneket kék szinnel jel6ltiik. A Venn-diagrammban (D) szereplé szamok az egyes kezelések
hatasara megvaltozott gének szamat jelolik.

A 34. abran, a Venn-diagramm alapjan kapott 19 gén vizsgalatabdl kiderll, hogy a
PP1 csendesités hatdsdra valamennyi PP1c izoforma génexpresszidja csokkent, ami
alatamasztja a fehérjeszinten Western blot analizissel kimutatott PP1c-szint csokkenését (30.
abra). A keratin 1 és 10 intermedier filamentumok expresszidja ndvekedett, ami a PP1
enzimcsaldd tumorképzdédésben ¢és citoszkeleton integritdsanak fenntartasaban betdltott
szerepére utalhat. Az S100A8 kalcium-koté fehérje egyben melanoma marker is, amely a

sejtciklusban és sejtdifferenciacidban jatszik szerepet, valamint a keratin 1/10 fehérjeparral
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egyutt melandma-asszocialt fehérjeként is leirtdk (Karantza, 2011). A hiszton

expresszidjanak csokkenése szintén jellemz0 egyes daganat tipusokra.

Gene symbol Gene description FCAbsolute p-value Regulation
SPRR1A small proline-nich protein 1A 1,6583863 0,028035454 | up
SYT14 synaptotagmin XIV 1,8127145 0,018231576 | down
| S100A8 5100 calcium binding protein A8 2,793098 | 0.008243864 | up
PPP1CA protein phosphatase 1, catalytic subunit, 24211235 0,002062404 | down
alpha isoform
PPP1CB protein phosphatase 1, catalytic subunit, 24115264 0,015460181 | down
beta isoform
PPP1CC protein phosphatase 1, catalytic subunit, 2,8308427| 0,007980243 | down
gamma isoform - —
KRT1 keratin 1 1,8237817 0,032815848 |up
KRT10 keratin 10 20168843 0,033456925 | up
CSTA cystatin A (stefin A) 1,7604542| 0,024688251 | up
SLC10A5 solute carrier family 10 1,5896987 0,030389255 | up
CALB1 calbindin 1, 28kDa 21373563 0,030286945 | up
AKR1B10 aldo-keto reductase family 1 1,6602112 8.43E-04 |up
HIST1H2BK histone cluster 1, H2bk 1,592079 0,030398045 | up
1TTH1B histone cluster 1, H1b 1,084/ /06 0,04305/82 | down
FST follistatin 1,5107898 0,040943876 | down
STC2 stanniocalcin 2 1,5897064 | 0,004003943 |up
RNU4-1 RNA, U4 small nuclear 1 2347584 0,020652581 |up
HSPAG heat shock 70kDa protein 6 (HSP70B") 2,4448695 0,03972742 |up
RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa 2,5820403 0,04596669 | up

34. abra Venn-diagramm alapjan kapott géenek listaja

1b

A génexpresszios vizsgalat adatainak genontoldgiai elemzésével azon molekuléris és

élettani folyamatokat, valamint megbetegedéseket és korképeket kivantuk megjel6lni,

amelyekben a PP1 enzimcsalad szerepet jatszhat az UVA sugarzas soran kialakult koros

elvaltozasokban. A legtdbb érintett gén a szovetfejlodésben, szor- és borfejlddésben jatszik

szerepet. A gének nagy része a jelatviteli folyamatokban és molekularis transzportban

valamint a sejtek fejlddésében is érintett. A lehetséges betegségcsoportok koziil kiemelendd a

rakos megbetegedésekkel, a genetikai rendellenességekkel valamint a borelvaltozasokkal és

bérbetegségekkel kapcsolatban 1év6 gének magas szama (35. 4bra).
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35. abra Génontoldgiai elemzés

Keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b fehérjék expresszidés véltozasa PPlc
csendesitést és UVA besugarzast kovetéen HaCaT sejtekben
A microarray analizis es génontologiai elemzések soran kapott valtozasok fehérje
szinten torténd vizsgalatahoz a bér daganatos megbetegedéseiben markerként szolgalo
fehérjék (keratin 1, keratin 10, SI00A8 és hiszton 1b) expresszidjat vizsgaltuk Western blot
analizissel. A csendesitést kovetd 48. ordban a sejtek egy csoportjat 10 J/em? UVA-val
besugaroztuk, majd 24 dra inkubacid utan a kezeletlen kontroll, a PP1c csendesitett es/vagy
UVA kezelt sejteket lizaltuk. A mintakat anti-keratin 1, anti-keratin 10, anti-S100A8 és anti-
hiszton 1b antitestekkel inkubaltuk. A keratin 1 (36. A abra) és keratin 10 (36. B abra)
fehérjék mennyisége PP1c csendesitést és UVA besugarzast kovetden szignifikdnsan megnétt,
és tovabbi, de nem Osszead0do emelkedést tapasztaltunk a két kezelés (PP1c csendesités és
UVA besugarzas) kombinalasat kovetéen. S100A8 fehérje (36. C abra) esetében a PP1c
csendesités dnmagaban nem okozott expresszids emelkedést, azonban az UVA kezelés és a
kombinalt kezelés megnovelte a fehérje mennyiségét. A hiszton 1b fehérje (36. D abra)
expresszidja az egyes kezelések és a kombinalt kezelés soran is csokkent. Ezek a valtozasok a
microarray analizissel kapott adatokkal (33. abra) Osszhangban allnak, és a tul- és
alulmiikodés nemcsak gén, de a fehérjék mennyiségi szintjén is kifejez6dott.
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36. abra PP1c csendesités és UV A besugarzas hatasa a keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b

fehérjék expresszidjara HaCaT sejtekben.
Kontroll kezeletlen, PP1c csendesitett, UVA (10 J/cm?) besugérzott valamint PP1c csendesitett és
UVA besugarzott HaCaT sejtek lizatumat vizsgaltuk Western blot analizissel. A fehérjék epresszios
valtozasat anti-keratin 1 (A), anti-keratin 10 (B), anti-S100A8 (C) és anti-hiszton 1b (D) antitestekkel
hataroztuk meg. A fehérje (keratin 1, keratin 10, S100A8, hiszton 1b)/tubulin denzitometrias analizisét
az expresszios jelek optikai intenzitasanak 6sszehasonlitasaval végeztik el. Szignifikans valtozasok:
*p<0,05, **p<0,01, n=3.

A PP1c szabéalyoz6 szerepének vizsgalata keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b
fehérjék expressziojara NHEK sejtekben

Mivel az NHEK sejtek nehezen transzfektalhatoak, azonban a bérrel foglalkozo
kutatasok legjobb medelljeként szolgalnak, igy PP1c csendesites helyett a PP1 gatlasat TM
toxin alkalmazaséaval értiik el. 1 pM TM (1 6ra) és/ivagy 10 Jicm? kezelést kovetd 24. 6raban
Western blot analizissel vizsgaltuk hogyan valtozik a keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton
1b fehérjék mennyisége. Akércsak a PP1c csendesitett HaCaT keratinocita sejtekben, itt is azt
tapasztaltuk, hogy a TM-nel t6rtén6 PPlc gatolt, illetve UVA-val besugarzott sejtekben
megndvekedett a keratin 1 és keratin 10 expresszioja (37. abra 1. és 2. sav). A TM
szelektivitdsanak vizsgalatabol (28. abra) kitlinik, hogy a TM csak részleges PP1 gatlast
eredmeényezett, igy az siPP1c HaCaT sejtekhez képest kisebb mértékii fehérje mennyiségbeli
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emelkedést tapasztaltunk. S100A8 fehérje esetében a TM kezelés 6nmagaban nem, azonban
az UVA kezelés dnmagaban és a kombinalt kezelés (TM, UVA) is megndvelte a fehérje
mennyiségét (37. bra 3. sdv). Az egyes kezeléseket kovetéen csokkent hiszton 1b fehérje
mennyiseget detektaltunk (37. abra 4. sav). Ezek az eredmények az siPP1c csendesitett

HaCaT sejteken kapott eredményeinkkel (36. abra) 6sszhangban allnak.
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37. &bra TM kezelés és UVA besugarzés hatasa a keratin 1, keratin 10, SI00A8 és hiszton 1b fehérjék
expressziojara NHEK sejtekben.

Az NHEK sejtket 90% -os konfluencia elérése utdn 16 6ran at széruméheztettik, majd a kontroll

kezeletlen, TM kezelt ( 1 uM, 16ra) és/vagy UVA (10 J/cm®) besugarzott sejtek lizatumat vizsgaltuk

Western blot analizissel. A fehérjék epresszios valtozasat anti-keratin 1, anti-keratin 10, anti-S100A8

és anti-hiszton 1b antitestekkel hataroztuk meg.

Keratin 1 lokalizacios valtozadsa HaCaT sejteken PP1c csendesitést és UVA besugarzast
kovetoen

Mivel a keratin molekuldk a keratinocita sejtek barrier funkcidjanak kialakitasaban és
citoszkeletalis vazanak felépitésében vesznek részt, ami daganatos megbetegedések soran
megvaltozik, ezért vizsgaltuk, hogy az egyes kezelések milyen szerkezeti valtozasokat
eredményeznek. TM kezelést, PP1c csendesitést és UVA besugarzast kovetd 24. oraban a
sejteket fed6lemezeken fixaltuk és a mintakat keratin 1-re (KRT1) (38. abra, a-f, z6ld) és
PP1-re (38. abra, g-l, piros) specifikus antitesttel jel6ltik. Az immunreakcio detektalasara
fluoreszcens festékkel konjugalt méasodlagos antitestet alkalmaztunk. A kezeletlen kontroll
sejtekhez viszonyitva (38. abra a, g) a csendesitést, TM kezelést, UVA besugarzast és a
kombinalt kezeléseket kovetéen megnovekedett keratin 1 fehérje mennyiséget detektaltunk,
ami perinuklearis elrendez6dést mutatott (38. abra, b-f, n-r). Majsejtekben mar korabban
kimutattdk, hogy mikrocisztin-LR (PP1 és PP2A gatlészere) kezelés hatdsara a keratin

intermedier filamentumok atrendez6dnek (Toivola és mtsai., 1997), igy nem meglepd, hogy
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PP1 csendesités, TM kezelés es/vagy UVA besugarzas kovetkeztében lecsokkent foszfataz
aktivitds hatdsara a kezeletlen kontroll HaCaT sejtekben a diffiz eloszlast keratin 1
lokalizaciojanak megvéltozasat tapasztaltuk.
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38. abra PP1c csendesités és UV A besugarzas hatdsa a keratin 1 fehérje lokalizaciojara.
HaCaT sejteket (~10°%ml) szuszpenzidban torténd PPlc csendesités utan, illetve a kezeletlen sejteket
steril tiveg fed6lemezeken novesztettik 10 % FBS-t tartalmazé meédiumban, és a kezeléseket
megeldzéen 16 oraig szérummentes médiumban tartottuk. A kontroll, az 1 uM TM-el kezelt, a PP1c
csendesitett, az UVA-val (10 J/cm?) besugarzott, az 1 pM TM és UVA-val (10 Jicm?) kezelt, a
csendesitett és UVA-val (10 J/cm?) besugarzott sejteket a fedSlemezre fixaltuk, és anti-keratin 1
(KRT1) (a-f zold), anti-PP1 (g-I piros) antitesttel jeloltik. A sejtmag festésére DAPI festéket
hasznaltunk. Az egyesitett képeken (n-r) a kontrollhoz (m) viszonyitott megnovekedett keratin 1
expresszio mellett perinuklearis tomorulés detektalhatd. Méretvonal=20 pm

PP1c szerepének és UVA besugarzas hatasanak vizsgalata Balb/c egereken

Kisérleteink eredményeit in vivo rendszerben is szerettik volna megerdsiteni,
amelyekhez Balb/c (Charles River) torzsbdl szarmazo hat hetes fehér egereket hasznaltunk.
Mivel nem rendelkeztiink PP1c knock out egerekkel, ezért a PP1c gatlasat PP1-re specfikus
koncentracidban (1uM), hidrofil anionos émben oldott tautomicin inhibitor toxinnal
végeztiik. Az egerek hatarol a szort kereskedelmi forgalomban kaphatd (Veet) szortelenitd
krémmel tavolitottuk el, és a kezelt borfeliletet megjeldltik (39. dbra). A kezeléseket a
szOrtelenités utdn 24 ordval kezdtiilk meg. Az egerek borét 1 6raval az UVA besugarzas eldtt
kezeltiik a PP1 inhibitor toxint (TM) tartalmaz6 krémmel. Az UVA besugarzas alkalmanként

30 percig tartott, 6t alkalommal, ami 6sszesen 531 Jicm? jelentett. A kontroll és UVA
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besugarzott egerek csoportja is 8-8 egyedbdl allt. Cervikalis diszlokaciot kovetéen mintat
vettlink, amit hisztoldgiai és Western blot analizissel vizsgaltunk.
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39. abra Balb/c egerek
A kontroll és UVA besugarzott (6sszesen 531 J/cm?) (8-8 egér) Balb/c egerek hatardl a szért
eltavolitottuk, és a kezelt teriileteket (kezeletlen kontroll, TM kezelt) megjeldltik.

PP1 gatlas és UVA hatasanak szovettani vizsgalata

A kezeléseket (PP1 gatlas TM kezeléssel, UVA besugarzas) kovetden, a biopsziaval
vett mintadk egy részét szovettani analizisnek vetettik ald. A metszeteket feddlemezekre
helyeztlk, xilollal deparaffinaltuk, felszallé alkoholsorral dehidraltuk, amit hematoxilin és
eosin (H&E) festés kdvetett (40. abra, als6 rész). A metszetek masik felét anti-keratin 1, anti-
keratin 10, anti-S100A8 és anti-hiszton 1b els6dleges antitestekkel inkubaltuk, majd
masodlagos antitesttel torténd inkubacid utan az immunreakciok eredményét 3,3’-
diaminobenzidin-nikkel (DAB-Ni) felhasznalasaval tettiik lathatova. Az immunhisztokémiai
vizsgalatok soran, a Westen blot analizissel kapott eredményekkel 06sszhangban
megnovekedett keratin 1, keratin 10 és S100A8, valamint csokkent hiszton 1b fehérje
expressziot detektaltunk TM és/vagy UV A kezeléseket kovetden (40. dbra).
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40. &bra PP1 gatlas és UVA hatésanak szovettani vizsgalata egérbéron.
Kezeletlen, TM kezelt és/vagy UVA besugarzott (6sszesen 531 J/cmz) Balb/c egérbér mintakbol
készilt metszeteken vizsgaltuk DAB-Ni immunhiszokémiai mddszert alkalmazva a keratin 1, keratin
10 (KRT1/10), hiszton 1b és S100A8 fehérjék mennyiségét. Az abra also részén a metszetek H&E
festése lathat6. Méretvonal=20 pm, n=8.

Az egyes kezelések utan a teljes bér vastagsaga nem valtozott szignifikansan a kezeletlen
kontroll b6rh6z képest (41. A &bra), azonban PP1 gatlast kovetéen az epidermisz vastagsaga

tobb mint masfélszeresére nétt (41. B abra).
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41. dbra PP1 gétlas és UVA hatasa egérb6ron.
A H&E-nal festett szovettani mintakbol mértiik a kezeletlen kontroll b6rh6z viszonyitva a teljes bor
(A) és epidermisz (B) vastagodast az egyes kezeléseket kovetben. Szignifikans valtozasok: *p<0,05,
**p<0,01, n=8.

PP1 gatlas és UVA besugarzas hatésa a keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b

fehérjék expresszidjara Balb/c egerekben

A szovetmintdk masodik felét Wester blot analizissel vizsgaltuk. A szovetdarabok
roncsolasa és feltardsa utan a gélen elvalasztott és nitrocellul6z membranra transzferalt
mintakat anti-keratin 1, anti-keratin 10, anti-S100A8 és anti-hiszton 1b antitesttel inkubaltuk.
Vérakozasunknak megfeleléen a keratin 1 és keratin 10 fehérjék mennyisége PP1 gatlast,
UVA besugarzast és a két egyiittes kezelést kovetden megndvekedett (42. A és B &bra). Az
S100A8 fehérje expresszidja UVA kezelés és a kombinalt kezelés soran szignifikansan
megemelkedett, de PP1 gatlast kovetden ebben az esetben sem tapasztaltunk névekedést (42.
C &bra), akarcsak HaCaT sejtek esetében. A hiszton 1b fehérje mennyisége a kontrollhoz

viszonyitva az egyes kezelések utan lecsokkent (42. D &bra).
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42. dbra PP1 gétlas eés UVA besugarzas hatasa a keratin 1, keratin 10, SL00AS8 és hiszton 1b fehérjék

expresszidjara egérbor mintakon.

Kontroll kezeletlen, PP1c gatolt (TM kezelés) és/vagy UVA besugarzott (0sszesen 531 chmz)
egérbOr mintak lizatumat vizsgaltuk Western blot analizissel. A fehérjék epresszios valtozasat anti-
keratin 1 (A), anti-keratin 10 (B), anti-S100A8 (C) és anti-hiszton 1b (D) antitestekkel hataroztuk
meg. A fehérje (keratin 1, keratin 10, S100A8, hiszton 1b)/tubulin denzitometrids analizisét az
expresszios jelek optikai intenzitdsdnak Osszehasonlitasaval végeztik el. Szignifikans véaltozasok:
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=3.
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MEGBESZELES

A daganatos megbetegedések sordn a koéros elvaltozasokat hordoz6 sejtek
kemoterapias szerekkel torténd eltavolitdsa a cél, azonban a kezelések sordn alkalmazott
kemoterapias szerek egyik f6 problémdja, hogy a daganatos sejtek kemoszenzitivitdsa, azaz a
szerek elleni érzékenysége csokken (Karami és mtsai., 2013; Karami és mtsai., 2014). A
protein foszfatazok szerepe még nem teljesen tisztazott ezekben a folyamatokban, habar
aktivitas valtozasuk jelent6sége vitathatatlan, mivel a kemoterapias szerek apoptdzist
indukalo hatasaban a PP2A és PP1 enzimek megnovekedett aktivitasat figyelték meg (Ruvolo
és mtsai., 2001; Wang és mtsai., 2001). A természetes forrasok kdzé tartozé UV sugarzasok
okozta apoptozishan a PP2A szerepét mar kordbban vizsgaltak (Lee és mtsai., 2011), azonban
a PP1 szerepe még kevésbé ismert UV-besugarzott keratinocitakban. Munkank soran
betekintést kivantunk nyerni a protein foszfatazok, elsésorban a PP1-nek és az aktivitasat
szabalyozo inhibitor KEPI fehérjének a tulélésben betdltott szerepébe leukemias sejtekben,

illetve a PP1 szabalyoz6 funkcidjaba UV sugarzas altal kivaltott valtozasokban.

PP1 és PP2A szerepe a sejtek életképességének szabalyozasaban

Kordbban mar tanulményoztdk a PP2A szelektivitast mutaté kalikulin-A (CLA)
membranpermeabilis toxin hatasat leukémias sejtek tulélésére (Kiss és mtsai., 2008). Jelen
munkank soran ugyancsak membranpermeabilis toxint felhasznalva, de elsdsorban a PP1
szerepét kivantuk tisztazni. Kemoterapias szerek (citozin arabinozid, etopozid, daunorubicin)
alkalmazasakor a CLA talélést elésegité tulajdonsagat mar korabban megfigyelték (Dou és
mtsai., 1995; Kiss és mtsai., 2008), azonban a foszfatdz inhibitor hatasanak molekul&ris
héattere csak részben tisztazott. Kisérleteinkben a PP1 szelektivitast mutatd tautomicin (TM)
gyakran alkalmazott daunorubicinnel (DNR) valtottuk ki. A DNR koncentracio-fiiggé modon
a THP-1 és KG-1 sejtek életkepességét csokkentette. Eredményeink szerint a PP2A-t gétlo 50
nM CLA (Yan és Mumby, 1999) és a PP1-t gatl6 1M TM ( Favre és mtsai., 1997)
onmagaban alkalmazva kismértékti sejtpusztulast eredmeényez THP-1 és KG-1 leukémias
sejtekben egyarant. A CLA és TM el6kezelés a DNR altal kivaltott apoptOzist mérsékelte,
még a legnagyobb DNR koncentracio alkalmazéasa sorén is. Az életképesseg csokkenésével
parhuzamosan az apoptozis egyik korai jeleként, megndvekedett kaszpaz-3 aktivitast is

detektaltunk DNR, CLA és TM kezelést kovetéen. A CLA-val vagy TM-nel torténé 1 oras
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clokezelés a DNR altal kivaltott sejthalal mértékét csokkentette, azonban csak a CLA-val
torténd elokezelés redukélta a kaszpdz-3 aktivitdst, mig a TM eldkezelés hatastalannak
bizonyult. Ezek a megfigyelések feltételezik, hogy a PP1 és PP2A kiilonb6z6 jelatviteli
utvonalakon keresztil szabalyozza és csokkenti a DNR kezelés okozta apoptozist. Mindennek
a hatterében a retinoblasztoma fehérje (pRb) megvaltozott foszforilacioja is allhat, hiszen
irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a pRb, ami a sejtciklus szabalyozas egyik fontos eleme,
citozin-arabinozid és etopozid (Dou és mtsai., 1995), valamint DNR (Kiss és mtsai., 2008)
kezelés hatasara defoszforilalodik és degradalddik. Az is ismert, hogy leukémias sejtekben a
CLA kezeles csokkent pRb degradaciot eredmenyez (Kiss és mtsai., 2008), ami a
megnovekedett taléléshez vezet. Az irodalmi adatokat és eredményeinket 0Osszevetve
feltételezhetd, hogy a DNR pRb defoszforildlo és degradald hatasat ellensulyozza a CLA ¢és
TM kezelés, hiszen a toxinokkal torténé elokezelés megnovelte a pRb fehérje foszforilaciojat
a Thr826 oldallancon, ami az E2F1 faktor kotésért, és ezéltal a sejtciklus szabalyozasert
felelos foszforilacios helyek egyike. Egyéb, talélés szabalyozdsdban részt vevd fehérjékrol
(Erk1/2, Akt) ismert, hogy a PP2A dltal szabalyozott foszforilaciojuk/defoszforilacidjuk a
sejtek tuléléséhez vezet (Martelli és mtsai., 2011; Steelman és mtsai., 2011). Vizsgalataink

pT202/pY204 és AktpT473 szintet

soran CLA kezelést/elokezelést kovetden megndvekedett Erk1/2
detektaltunk, ami tovabb erdsiti a PP2A tulélés szabalyozasaban betdltott szerepét leukémids
sejtekben. A TM eldkezelés annak ellenére, hogy fokozott talélést eredményezett, nemcsak a
DNR altal kivaltott kaszpdz-3 aktivitas mérseklésére volt hatastalan, de TM
kezelés/elokezelés a pRb fehérjén kiviil nem novelte meg az Erkl/2, Akt fehérjék
foszforilacids szintjét sem. Mindezekbdl ugy véljiik, hogy a PP1 és PP2A foszfatdzok kiilon
utakon eredményezik a sejtek talélését DNR kezelést kovetden, azonban egy kdzos pont lehet
a pRb Thr826 aminosav oldallanc foszforilacidjanak szabalyozasa kdzvetett vagy kozvetlen

maodon.

KEPI inhibitor fehérje hatasa a retinoblasztoma fehérje foszforilaciojara

A pRb Thr826 aminosav oldallancanak defoszforilaciojat PP1c izoformak végzik (Liu
és mtsai., 2006), de ezek a sejtekben a feltételezések szerint holoenzimként, regulator
alegységhez kapcsoldédva vannak jelen. A PPlc katalitikus alegység kiilonb6z6 regulator
alegységekhez kotddhet, és ezek eltéréen befolyasolhatjak a pRb defoszforilaciojat. igy pl. a
PNUTS alegységgel alkotott PP1 holoenzim csdkkenti a PP1c aktivitasat (De Leon és mtsai.,
2008), mig a MYPT1 alegységgel alkotott holoenzim esetében megndvelt PP1c aktivitast
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tapasztaltak a foszfo-pRb irant (Kiss es mtsai., 2008). Mivel a MP aktivitasat a MYPT1
regulator alegység gatld helyeinek (Thr696 és Thr853) foszforilacidja (Hartshorne és mtsai.,
2004; Ito es mtsai., 2004), illetve foszforilacio fiiggd inhibitor fehérjék (pl. CPI-17, KEPI)
befolyasolhatjak (Erdédi és mtsai., 2003; Eto, 2009), indokoltnak tiint megvizsgalni, hogy a
CLA és TM kezelés hogyan befolyasolja a MYPT1 regulator alegység gatlo helyeinek
(Thr696 és Thr 853), a CPI-17 (Thr38) és KEPI gatld helyének (Thr73) a foszforilacios
folyamatait. Kordbban méar kimutattdk, hogy PP2A-t gétld6 koncentracioban OA kezelés
HepG2 sejtekben (Lontay és mtsai., 2005), valamint CLA kezelés simaizom sejtekben
(Murényi és mtsai., 2005) eés THP-1 sejtekben (Kiss és mtsai., 2008) a MYPT1 gatld
foszforilacids helyei foszforilacidjanak megemelkedését okozza a PP2A protein foszfataz
gatlasa révén. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a CPI-17 nagymértékben expresszalodik
szamos daganatos sejtvonalban, ami a gatlé helyek (MP MYPTL1 alegységén talalhaté Thr696
és Thr853) foszforilacidja mellett szintén eredményezheti a MP csokkent aktivitasat (Jin és
mtsai., 2006). Ezek ismeretében CLA és TM kezelést kdvetden vizsgaltuk a MYPT1 gatlo
helyek foszforilacidjat, illetve a lehetséges inhibitor fehérjék jelenlétét és a kezelések
kovetkeztében bekovetkezd aktivacidjat THP-1 sejtekben. CLA kezelés hatasara megnétt a
MYPT1 gatlo helyek, és a THP-1 sejtekben azonositott KEPI fehérje gatlo aminosav
oldallancénak (Thr73) foszforilacidja. TM-nel torténd kezelés soran nem tapasztaltunk
foszforilaciés szint emelkedését az emlitett aminosav oldallancokon (MYPT1PT%,
MYPT1PTE, KEPIpT73). Ezek az eredmények megerdsitik azokat az irodalmi adatokat, amely
szerint TM-nel torténé PPlc gatlas nem befolyasolja a PPlc-MYPT1 komplex
autodefoszforilaciojat (Khasnis és mtsai., 2014). Ezzel 6sszhangban jelen eredményeink
alapjan megallapithatjuk, hogy a PP1c nem defoszforilalja a KEPI fehérje foszforilalt gatld
aminosav oldallancat sem. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a kezeletlen és CLA

vagy TM kezelt THP-1 sejtekben tapasztalt magas pRbP'8%

szint kialakitasaban elsddlegesen
a PP1c-nek, illetve a foszforilacié fiiggd PP1 gatlo KEPI fehérjének lehet szerepe. Tovabba, a
PP2A a pRb defoszforilacidjat kdzvetett Gton szabalyozza, a MP MYPT1 alegységének és az
inhibitor feherjéknek a defoszforilacioja altal.

A PP1 pRbP™®% defoszforilacioban valé részvételét a PP1lc csendesitésével is
bizonyitani kivantuk. HelLa sejtekben a PPlc expresszio csokkenésével parhuzamosan
PROPT®  emelkedést tapasztaltunk, ami megerdsitette a PPl részvételét a pRb
defoszforilacidjdban. Munkacsoportunk korabbi eredményei (Kiss és mtsai., 2008), valamint a
jelen THP-1 és HeLa sejteken (PPlc csendesités) végzett kisérletek tehat egyértelmiien

bizonyitottdk a PP1 szerepét a pRb Thr826 aminosav oldallancanak defoszforilalasaban.
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Irodalmi adatok alapjan a pRb Thr826 aminosav oldallanc defoszforilalasat a PP2A trimer
forméja is katalizalhatja, amely egy Ca’*-szenzitiv 70 kDa méretii B regulator alegységet
tartalmaz. Ez a B alegység képes a pRb-hoz kotédni és elésegiti a defoszforilaciot oxidativ
stressz, valamint intracellularis Ca?*-szint ndvekedést kdvetéen (Magenta és mtsai., 2008).
Ezt a tipusi PP2A holoenzimet, illetve a miikodéséhez sziikséges tényezok (oxidativ stressz,
Ca’") meglétét azonban THP-1 sejtekben még nem mutattak ki.

A PP1 géatl6 KEPI szerepének igazolasara azonban tovabbi kisérleteket is végeztiink,
amelyekhez MCF-7 sejtvonalat valasztottunk, hiszen az irodalombol ismert, hogy ezek a
sejtek nem tartalmaznak KEPI fehérjét (Wenzel és mtsai., 2007). Mig a pRb a sejtmagban
lokalizalodik, addig az overexpresszalt Flag-KEPI fehérjét a citoszolban detektéaltuk, és
vizsgaltuk, hogy a KEPI foszforilacidval torténd aktivalasa eredményez-e sejtmagba torténd
transzlokaciot, ami a KEPI fehérje pRb foszforilacidjaban jatszott szabalyozd szerepét
clésegitheti. A KEPI fehérje foszforilaciojat a gatld Thr73 oldallancon a PKC is katalizalja
(Erdédi és mtsai., 2003), ezért a PKC aktivalasdra PMA kezelést alkalmaztunk, ami a
foszforilalt KEPI szintjének emelkedését eredményezte. A foszforilacio altal aktivalt KEPI a
sejtmagba transzlokalédott MCF-7 sejtekben, ami névelte a pRbPT®% foszforilacié mértékét,
tovabbi bizonyitékot szolgaltatva a PP1 gatlas pRb szabalyozasaban betoltott szerepére. A
Flag-KEPI foszforilaciot kovetd transzlokacidja a citoplazmabol a sejtmagba ellentétes az
irodalomban a KEPI-hez hasonld CPI-17 fehérjére leirtakkal. Kimutattak, hogy ha a CPI-17
fehérjében a Serl2, vagy a Serl4 és Serl6 aminosav oldallancok foszforilalva vannak, akkor
a sejtmagba torténd transzlokacio gatolt (Eto és mtsai., 2013). Mivel a CPI-17 és a KEPI
nagyfoku hasonlésagot mutat, igy a KEPI fehérjében is megtalalhaté a gatlé szekvenciatdl
azonos tavolsagban a CPI-17 Ser12 aminosav oldallancanak megfeleld Ser oldallanc (Serd7)
az N-terminalis régidban. Ha a két fehérje szekvenciajat megvizsgaljuk, megallapithato, hogy
foglalja a Serl2 aminosavat is (S*?KLQ™), ami a KEPI fehérje C-terminalis szakaszaban
(S™'KLQ™) is jelen van. Felvetédik annak a lehetésége is, hogy ez utobbi szekvencia felelés
a sejtmagi lokalizacioert, ami a két fehérjében az eltér6 terminalis helyzetiik miatt eltérd
lokalizaciot is eredményezhet.

A KEPI tovabbi vizsgalatdhoz, a THP-1 sejtekben mar korabban alkalmazott CLA
altali aktivaciot MCF-7 sejtekben is megismételtiik. Ugyancsak beigazolédott, hogy a PP2A-
nak szerepe van a KEPI Thr73 gatld hely foszforilacidjanak szabalyozasaban, hiszen 25 nM
CLA kezelés hataséara megnovekedett a Flag-KEP! transzfektalt MCF-7 sejtekben a KEPIPT"

foszforilacidjanak mértéke. Annak ismeretében, hogy transzfektalt MCF-7 sejtekben is
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aktivalddik a KEPI fehérje CLA kezelés kovetkeztében, vizsgaltuk, hogy a CLA kezelés
hogyan befolyasolja a pRb Thr826 oldallanc foszforilacios szintjét. A CLA-val térténé PP2A
gatlas a nem transzfektalt, azaz KEPI fehérjét nem tartalmazé MCF-7 sejtekben is pRbPT82°
foszforilacids szint emelkedést eredményezett, ez azonban feltehetéen mas folyamatoknak a
kovetkezmenye. Ezek kozé a folyamatok kozé tartozhat példaul, hogy a CLA noveli a
MYPT]1 foszforilalo kindzok miikddését és/vagy gatolja a defoszforilaciot végzd foszfatazok
aktivitasat (Lontay és mtsai., 2005; Kiss és mtsai., 2008). A KEPI fehérje transzfekcidja mar
dnmagéaban pRbP8?° foszforilacios novekedéshez vezetett, ami még kifejezettebbé valt, ha a
KEPI-t CLA-val aktivaltuk. Ezek az eredmények 6sszhangban allnak a PP1 inhibitor fehérjek
jelent6ségének feltételezett szerepével a pRb defoszforilacidjaban, ugyanis egy masik PP1
gatlé feherje, az IPP5 (inhibitor-5 of protein phosphatase) overexpresszidjat kovetden is
megndvekedett foszfo-pRb szintet detektaltak SW480 sejtekben (Wang és mtsai., 2008).

PP1c szerepének és UVA besugarzas hatasanak vizsgalata HaCaT keratinocita
sejtekben

Altalanossagban, igy a keratinocitikra jellemzden is elmondhatd, hogy a fehérjék
foszforilacids/defoszforilacios allapotanak meghatarozd szerepe van a sejtek miikkodésében,
akar normal, akar UV sugarzasok kovetkezményekeént létrejott patologids korilmények kozott
(Heck és mtsai., 2004; Syed és mtsai., 2012). A jellemz6 protein foszfatazok koziil a PP2A és
PP2B szerepét reszletesebben vizsgaltdk az UV sugarzas indukalta apoptdzisban, az
epidermisz barrier funkcidjanak kialakitasaban és az epidermisz differenciacioban (Edwards
és Thomas, 2000; Lee és mtsai., 2011), azonban a PP1 szerepe még kevesbé tanulmanyozott.

Korabban mar kimutattak, hogy a PPlc izoformaknak eltérd a lokalizacidja HeLa
sejtekben (Andreassen és mtsai., 1998), ami eltéré funkcié lehetéségére utal. HaCaT sejtek
szubcellularis frakcioinak Western blottal, immunfluoreszcenciaval és foszfataz aktivitas
méréssel torténd vizsgalatdval arra az eredményre jutottunk, hogy ady PPlc foleg a
citoplazmaban talalhatd és csak kis mennyiségben van jelen a sejtmagban, ezzel szemben a
PP1cd izoforma dominénsan lokalizalodik a sejtmagban is, és feltehetéen ez az izoforma
befolyasolja a génexpresszios valtozasokat is. Ez a megfigyelés dsszhangban all Fernandez és
munkatarsai eredményeivel, miszerint a PP1cd GAzifban a sejtmagban lokalizalodik
elsésorban, és feltehetdleg részt vesz a génexpresszio szabalyozasaban (Fernandez és mtsai.,
1992). Kerestiik, hogy melyik az a minimalis UV do6zis, amely mar szignifikdnsan
befolyasolja a protein foszfatdzok aktivitasat, azonban a HaCaT sejtek eletképességét nem

gatolja teljes mértékben. Azt meg kell emliteni, hogy a foszfataz aktivitas vizsgalatakor mind
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a PP1, mind a PP2A aktivitasat detektaltuk és UVA sugarzas hatasara mindkét foszfataz
részben inaktivalodott. Irodalmi adatok alapjdn az UVA sugarzas reaktiv oxigén gyokok
keletkezését indukalja (Svobodova és mtsai., 2003), és ezek a PPl és PP2A enzimek
katalitikus centruméaban talalhaté aminosavak és fémionok oxidalésaval a foszfataz aktivitas
gatlasat is okozhatjak (Kim és mtsai., 2003). Mindezek alatdmasztjak azt az elkepzeléest, hogy
UVA sugarzas soran a PP1 és PP2A enzimekben bekovetkezd valtozasok vezethetnek a sejtek
életképességének altalunk tapasztalt csokkenéséhez. Lee és munkatarsai eredményei azonban
ellent mondanak az Altalunk tapasztaltaknak, mivel kisérleteik sordn PP2A aktivaciot
figyeltek meg UV besugarzast kovetden (Lee és mtsai., 2011). Az ellentmondas oka lehet,
hogy kisérleteik soran az UVB sugérzas hatasait vizsgaltak jelentésen eltérd dozis (70 J/m?)
alkalmazéaséval. Irodalmi adatokat, amelyek szerint a normal napi UVA dézis 10-18 J/cm?-
nek felel meg (Staberg és mtsai.,, 1983), illetve életképesség és foszfataz aktivitas
vizsgalatainkat is figyelembe véve, a kisérletekben, a tovabbiakban a 10 J/cm® UVA dézist
valasztottuk. Az UVB sugarzas hatasait nem vizsgaltuk, mivel még a legmagasabb dézis (2
Jlem?) sem csokkentette a foszfataz aktivitast, és a sejtek kb. 50 %-0s tulélését eredményezte.
Az UVA sugarzas hatasainak vizsgalata mellett szolnak azok a megfigyelések és irodalmi
adatok is, miszerint az UVB sugarzas elsésorban DNS karosodast ¢és fototermékek
kialakul&sat okozza (Rosenstein és Mitchell, 1987).

A PP1c szerepének célzott vizsgalatara PP1c izoformék csendesitéset végeztik el
HaCaT sejtekben, és ezt koveten vizsgaltuk a sejtek életképességét és foszfataz aktivitasat is.
A csendesités sikerességét Western blot analizis és a foszfatdz aktivitds csokkenése is
igazolta. Ezzel szemben az UVA sugarzas nem befolyasolja a PP1c izoformak expresszidjat,
ami arra utal, hogy az aktivitas mérés soran tapasztalt foszfataz gatlas nem az expresszids
szint csOkkenésének az eredménye. A PPlc csendesitése utan tapasztalt életkepesség
csokkenés a PP1 kiemelkedd szerepét tamasztja ala a HaCaT keratinocitak homeosztazisanak
a fenntartasaban.

A PP1c izoformak és az UVA besugarzas génexpressziot szabalyozd szerepének
vizsgalatara microarray analizist végeztiink. Csendesitést €¢s UV A besugarzast kdvetden olyan
gének expresszios valtozasat figyeltik meg, amelyeknek szerepe van a szabadgyok
megkdtésben (free radiacal scavengering), a sejtciklus és sejthalal szabalyozasban, a DNS
javitasban, valamint a sejtmorfoldgia kialakitasaban. Kittintetett figyelmet forditottunk egyes
fehérjék, igy a keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b génexpresszios valtozasaira, hiszen
ezeket egylttesen melanoma markereknek is nevezik (Karantza, 2011). A tapasztalt

génexpresszios valtozasok fehérjeszinten is érvényesultek, azaz megndvekedett keratin 1,
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keratin 10 és S100A8, valamint csokkent hiszton 1b mennyiséget detektaltunk Western blot
analizissel PP1c csendesités és UVA besugarzas egyiittes hatasara. Mivel a keratin molekulak
szabalyozésaban, igy az altalunk tapasztalt megndvekedett keratin 1/10 fehérjeszint PP1c
csendesités €s/vagy UVA besugarzast kovetden a tumoros borsejtek nagyfoka invaziv
tulajdonsagat és fokozott migracios képességét eredményezheti. S6t, keratin 1 fehérje
immunfluoreszcencias vizsgalata soran PP1c csendesitett és/vagy UV A besugarzott, és ezaltal
csokkent foszfatdz aktivitast mutato HaCaT sejtekben perinukleéaris lokalizaciot figyeltiink
meg. Megfigyeléseinket alatamasztja, hogy ilyen intermedier filamentum Ujra-rendezédést
mikrocisztin-LR-rel kezelt, azaz foszfataz aktivitasaban gatolt majsejtekben mar korabban

kimutattak (Toivola és mtsai., 1997).

PP1c szerepének és UVA besugarzas hatasanak vizsgalata Balb/c egerekben
Keratinocitakon veégzett kiseérletek eredményeit szerettiik volna megerdsiteni

egérmodell rendszert hasznalva. Mivel nem rendelkeziink PP1c knock-out egerekkel, ezért a
PP1 szerepenek tanulményozasara TM inhibitort hasznaltunk olyan koncentracioban,
amelyben a PP1-et szelektiven gatolja (1uM) ( Favre és mtsai., 1997). A minimalis eritmias,
azaz borpirt okozd UVA doézist (510 J/em?) mér korabban meghatéroztak (Lavker és mtsai.,
1995), igy Balb/c egérmodellt hasznalva az egyedeket 6sszesen 531 J/icm? UVA dézissal
sugaroztuk be. Irodalmi adatokkal 6sszhangban a szdvettani vizsgalatainkbol kiderult, hogy
az UVA sugarzasnak, TM kezelésnek vagy a két kezelés kombinacidjanak kitett bér esetében
els6sorban az epidermisz, az epidermalis szovetszaporulat (epidermal hyperplasia) tiineteként
megvastagodott, de gyulladasos elvaltozasokat nem tapasztaltunk (Lavker és mtsai., 1995). A
kezelt borfeliiletek masik felébdl Western blot analizissel vizsgaltuk, hogy a mar emlitett
fehérjek (keratin 1, keratin 10, S100A8 és hiszton 1b) expresszios szintje koveti-e a HaCaT
keratinocitak esetében tapasztalt valtozasokat. A kontroll kezeletlen bérfeliiletekhez képest a
TM-el kezelt, azaz PP1 géatolt mintakban megndvekedett a keratin 1, keratin 10 és S100A8
fehérjék mennyisége, azonban ez a novekedés szignifkans eltérést mutatott, miutan a
borfelileteket UVA-val besugaroztuk, vagy ha kombinalt kezelést alkalmaztunk. A
keratinocitakkal végzett kisérletekkel ugyancsak megegyez0o, de nem szignifikans csokkenést
tapasztaltunk, ha a mintdk hiszton 1b expresszios mennyiségét vizsgaltuk. A HaCaT

keratinocitakon és Balb/c egereken végzett kisérletek eredményeibdl egyértelmii bizonyitékot
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nyertiink arra nézve, hogy a bdr egészséges homeosztazis szabalyozasdban a PP1 tipusu
enzimeknek Kitlintetett szerepe van.

Vizsgalataink alapjan feltételezhetd, hogy a PP1 enzimnek nemcsak citoszkeletélis és
citoszolikus folyamatok szabalyozasaban van szerepe, de UVA besugarzott keratinocitak
génexpresszios szabalyozasaban is részt vesznek. Mindezek az eredmények ravilagitanak arra,
hogy a bor daganatos megbetegedéseinek kezelése sordn a protein foszfataz enzimek akér (j

terapias célpontokka valhatnak.
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OSSZEFOGLALAS

A protein foszfatdz-1 (PP1) és -2A (PP2A) enzimek szamos sejtfolyamat, igy
pl. az apoptozis és sejtciklus szabalyozasaban, ill. kornyezeti tényezék patoldgias
elvaltozasokat indukalé hatasaiban is szerepet jatszanak, azonban funkciojuk még nem
minden részletében tisztazott ezekben a folyamatokban. Kisérleteink sordn tanulményoztuk a
PP1 és PP2A szerepet a sejtciklus egyik fontos szabalyoz6 elemének tekinthet6
retinoblasztéma fehérje (pRb) foszforilaciojanak szabalyozasaban, illetve keratinocitdk UV-
sugarzasok altal indukalt patologiés folyamataiban.

Kimutattuk, hogy a leukémias megbetegedések terapidja soran gyakran alkalmazott
daunorubicin (DNR) sejthalalt kivaltd hatékonysaga THP-1 és KG-1 leukémias sejtvonalakon
a PP2A-t specifikusan gatlé kalikulin-A (CLA), és a PP1-et specifikusan gatlé tautomicin
(TM) toxinok jelenlétében jelentésen mérséklodik, ami a foszfatdz gatlas kemoszenzitivitast
csokkent6 hatasdra utal. A PPl és a PP2A hatdsaban kdzos, hogy mindkét enzim gatlasa
fokozza a pRb foszforilaciojat és ezzel eldsegithetik a sejtciklus GiS atmenet DNR éaltal
torténd gatlasanak részleges feloldasat. PP1 katalitikus alegység (PP1c) csendesitési kisérletek
HelLa sejteken, valamint a PP1 inhibitor KEPI fehérje expresszidja és foszforilacidjanak
indukéalasa MCF-7 sejtekben arra utaltak, hogy a pRb defoszforilaciojat kozvetlenil PP1
katalizélja, a PP2A pedig a PP1 inhibitor fehérjék foszforilacidjan keresztll szabalyozza a
pRb foszforilaciojanak mertékét.

A PPlc csendesitése HaCaT keratinocitak életképessegének  csokkenéset
eredményezte. HaCaT sejtek UVA besugarzasa sejthalalt és ezzel parhuzamosan a PP1
aktivitds csokkenéset okozta a PP1c izoformak expressziojanak valtozésa nélkil. A PP1
csendesités és UV A sugarzas egylttes hatasara 19 gén expressziojanak szignifikans valtozasat
figyeltik meg, amelyek kdzil a melanoma markerekként ismert keratin 1, keratin 10, S100A8
és hiszton 1b expresszios szintjének valtozasat fehérje szinten is bizonyitottuk egerek bérének
PP1 inhibitorral, UVA besugarzassal és ezek kombinacigjaval torténd kezelések soran is.

Osszefoglalva: eredményeink ravilagitanak arra, hogy a protein foszfatazok fontos
szerepet toltenek be a leukémia kezelése soran fellépé kemorezisztencia kialakulasaban,
valamint kiemelkedd szerepiik van a keratinocitdk homeosztdzisanak fenntartasaban. E
megfigyelések is erdsitik azt az elképzelést, hogy a protein foszfatdz enzimek akar 0j terapids

célpontokka is valhatnak kiilonb6z6 betegségek kezelésében.
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SUMMARY

The protein phosphatase-1 (PP1) and -2A (PP2A) play important roles in the
regulation of apoptosis and cell cycle as well as in pathological cellular processes induced by
environmental stresses. However, the role of PP1 and PP2A has not been revealed in details in
these processes. Our studies have been focused on the role of PP1 and PP2A in the regulation
of retinoblastoma protein (pRb) phosphorylation, a key mediator of cell cycle, and in the
UVA-induced pathological changes of human keratinocytes and mouse skin.

In THP-1 and KG-1 leukemic cells the cell-death inducing efficacy of daunorubicin
(DNR), a chemotherapeutic agent often applied to treat leukemia, decreased profoundly
during specific inhibition of PP2A by calyculin-A (CLA) or PP1 by tautomycin (TM)
suggesting that phosphatase inhibition was coupled with decreased chemosensitivity to DNR.
In these influences a common theme was that both PP1 and PP2A inhibition enhanced the
phosphorylation level of pRb which might help proceeding through G1—S transition in cell
cycle suppressed by DNR. Silencing PP1 catalytic subunit (PP1c) in HeLa cells as well as
expression of a PP1 inhibitor KEPI protein with inducing its phosphorylation in MCF-7 cells
suggested that direct dephosphorylation of pRb occurred by PP1 while PP2A mediates pRb
phosphorylation level via regulation of the dephosphorylation of PP1 inhibitory proteins.

Silencing PP1c isoforms in HaCaT cells resulted in decrease of cell viability. UVA-
irradiation also induced cell-death of HaCaT cells and in parallel decrease in PP1 activity
without causing any change in the expression of PP1c isoforms. The combined effect of PP1c
silencing and UVA-irradiation affected significantly the expression of 19 genes of which
keratin 1, keratin 10, S100A8 and histone 1b are known as melanoma marker proteins. The
changes in the expression of these genes on the protein levels were observed in mouse skin
treated with TM, UV A-irradiation and the combined effect of TM and UVA.

In summary, our results indicate that protein phosphatases may be implicated in the
development of chemoresistance to chemotherapeutic drugs during leukemia treatment as
well as they are involved in the maintenance of normal homeostasis of keratinocytes. These
data also confirm the presumption that protein phosphatases may be considered as novel drug

targets in the therapeutics of distinct diseases.
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