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Bevezetés

Sejtjeinket életiink soran kiilsé és belsé forrasbol szarmazd
karositdo hatasok érik. A kiilsé forrasok koziil a boérsejtekre
leginkabb destruktiv hatas a Napbol a Foldre érkezd ultraibolya
(UV) sugarzas. Az UV sugarzasnak a szervezetiinkben szamos
karos fiziologiai és bioldgia kovetkezménye van, ilyen példaul
a sejtoregedés, immunszupresszid, gyulladasos folyamatok
kivaltasa, DNS karosodas, vagy akar apoptotikus folyamatok
inicializacioja.

Egy emlds sejtben naponta mintegy 10*10° DNS hiba
keletkezik. Ezeket a DNS karosodasokat rovid id6 alatt,
precizen javitani kell. A szervezet a DNS sériilés mentes
megoOrzésére szamos DNS hibajavit6 titvonalat fejlesztett ki. A
DNS hibajavité utvonalak koziil a nukleotid kivagd javitod
mechanizmus (NER- nucleotide excision repair) egy kivételes
tipus, hiszen a tobbit6l eltéréen, szdmos strukturalisan
kiilonb6z6 DNS 1€zi6 javitasara alkalmas, tobbek kozott az UV
indukalta ciklobutan pirimidin dimer (CPD), 6-4 pirimidin-
pirimidon fototermék (6-4 PP) eltavolitasara.

Mivel az emberi boér az elsédleges védelmi vonal a karositod
hatasok elleni védekezésben, igy ezen szerviink van a leginkabb
kitéve az UV sugarzas okozta destruktiv hatdsoknak. A bor

eredetli tumorok kozé sorolhatd minden olyan tumortipus, mely
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a boér egy meghatarozott tipusu sejtjébdl indul ki. A
rosszindulata boértumorok két nagy csoportra bonthatok:
melanoma és nem-melanoma tipusa tumorokra. A melanoma a
bér pigmentsejtjeibdl kialakulo rosszindulata daganat.

A nem-melanoma tipust tumorok (NMSC- non-melanoma skin
cancer), melyek a bértumorok eléfordulasanak 95%-at teszik ki,
a human rosszindulati daganatok leggyakoribb tipusai. Az
NMSC tumorok kialakuldsanak legfébb oka a gyakori, vagy
hosszu idejii UV sugarzasnak valo kitettség.

Az NMSC tumorok koziil a két legjelentésebb és leggyakoribb
a bazalis sejtes karcinoma (BCC- basal cell carcinoma),
valamint az elszarusodé laphamrak (SCC-squamous cell
carcinoma). Az SCC egy invaziv tumortipus, mely altalaban a
kornyez0 szoveteket is roncsolja. Gyakran alakul ki
metasztazis, azonban, ha korai stidiumban diagnosztizaljak, a
paciensek tulélési esélyei javulnak. BCC tumorokra jellemzd,
hogy lassan novekednek, és igen ritkan haldlos kimeneteltek.
Késoi diagnodzis esetében képesek a kornyezd szoveteket és
csontokat is roncsolni, azonban tavoli metasztazis igen ritkan
alakul ki ennél a tumortipusnal. A bértumorok koziil a BCC a
legnagyobb esetszammal rendelkez6 tumortipus a vilagon. Az
NMSC tumorok, igy a BCC-k esetében is bizonyitottak az UV

sugarzas igen erds iniciald hatasat.



A Serpinek az egyik legnagyobb és funkcionalisan legdiverzebb
fehérjecsalad. A Serpinek nevét Carrell és Travis alkotta meg a
serine protease inhibitor szavak kezddbetliibol, annak okan,
hogy a csalad akkor ismert szamos tagjanak funkciojat takarta
ez a név. Mara a Serpinek koriilbeliil 1500 tagot szamlalo,
doménszerkezetiikben hasonld fehérjecsaladot alkotnak. A
Serpinek szerepét leirtak mar szamos folyamatban, mint példaul
a tumorgenezis, véralvadas, hormon transzport,
immunrendszerben végbemend valtozasok, vagy akar a
gyulladasos folyamatok soran is. A DNS szekvenciajuk és
filogenetikai rokonsaguk alapjan a Serpineket 16 csoportba,
ugynevezett kladokba osztottak (A-P).

A SerpinB2 (SPB2) fehérjét eloszér 1970-ben Uemura és
munkatarsai izolaltdk human placentabol. A fehérjét sokaig
PAI-2 (Plasminogen activator inhibitor 2) néven jegyezték,
mely azon extracellularis funkcidjara utalt, hogy plazminogén
aktivatorokat képes gatolni, nevezetesen az uPA (urokinase
plasminogen activator) és tPA (tissue plasminogen activator)
enzimeket. Kezdetben az SPB2 fehérjét csak a terhesség alatt
megjelend inhibitornak vélték. Azdta szamos sejttipusban
kimutattdk az SPB2 mRNS ¢&s/ vagy fehérje szintjének
novekedését intracellularisan kiilonb6z6 koriilmények hatasara.
Ezzel 6sszhangban az SPB2 szdmos folyamatban részt vesz,

példaul a szignal transzdukcidban, apoptozis gatlasaban,
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makrofagok tulélését eldsegitd folyamatokban, monocita és
keratinocita sejtek  differenciaciojaban, gyulladasos és
immunfolyamatok szabalyozasaban. Az irodalmi adatok
alapjan feltételezhetd, hogy az SPB2 fehérjének szerepe lehet
kiilonb6z6 tumorok kialakulasaban. Plazminogén inhibitor
funkciojat emlitik emésztérendszeri-, emlé-, vagy tiiddérakok
esetében.

Mindezen eredmények arra utalhatnak, hogy az SPB2 szamos
fehérje mellett egy olyan protein, mely a szervezet
homeosztazisanak szabalyozasaban jatszhat szerepet kiilonb6z6
sériilések, hibak és stresszhatasok esetében.

A SerpinB10 (SPB10), vagy masnéven Bomapin a Serpinek B
kladjaba tartozé redox-szenzitiv hematopoetikus és mieloid
leukémia specifikus sejtmagi fehérje. A protein a mieloid
novekedési faktorok meglététol fiiggden. Tovabbad a
szakirodalom szerint, az SPB10 mRNS expresszidja emelkedik
tiildorakos paciensekben, mig mellrakos pacienseknél csokken.
Az eddig leirt irodalom alapjan lathato, hogy a SerpinB klad
igen diverz csaldd, mely tagjainak funkciéi igen sokrétiiek.
Feltételezhetd, hogy az SPB klad tagjainak szamos funkcidja
még ismeretlen, tovabba valoszinlisithetd, hogy a mar
jellemzett funkcidji fehérjék egyéb, még nem leirt

folyamatokban is részt vehetnek.
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Célkitiizések

A kutatasi iranyvonalunk f6 célpontjia az UV karosodas
indukcioja utan a két legerésebb génexpresszio valtozast
mutato SerpinB2 (SPB2) és SerpinB10 (SPB10) génekrol
termel6do  fehérjék funkciojanak jellemzése. A vizsgalatok

soran az alabbi kerdeésekre kerestiik a valaszokat:

SPB2:

» Microarray kisérletben tapasztalt SPB2 transzkripcios
aktivitas emelkedése UV sugarzas hatdsara igazolhato-e qPCR
modszerével?

» Az UV sugarzas hatdsara megemelkedd6 SPB2 mRNS
expresszio szint valtozas sejtvonal- vagy szovet specificitast
mutat-e?

» Az UV sugarzas befolyasolja-e az SPB2 fehérje szintjét?
» Az SPB2 szubcellularis lokalizacioja valtozik-e UV
kezelés hatasara?

» UV sugarzas kovetkeztében megfigyelhet6-e, hogy az
SPB2 a sériilt DNS régiokhoz kotodik?

» Az UV sugarzas mellett egyéb DNS karosité agensek is

kivalthatjak-e ezt a hatast?



» Megfigyelheto-e az SPB2 a hibajavitasi fokuszokban, ahol
a NER komplex tagjai 6sszeszerelodnek?

» Az SPB2 kapcsolata a NER komplex-szel ubiquitilacio
altal kozvetitett poszt-transzlacidos modositasokkal kapcsolt
folyamat-e?

» Lehet-e kapcsolat az SPB2 fehérje és a bazalis sejtes
karcinoma (BCC) kozott? Van-e kiilonbség az SPB2 fehérje
mennyiségében, vagy lokalizacidjaban az ép és tumoros

szOovetekben?

SPB10:

» Az clozetes microarray kisérletben tapasztalt SPB10
MRNS szint emelkedése UV sugarzas hatasara igazolhato-e
gPCR technika segitségével? A tapasztalt UV sugdrzasra adott
valasz sejttipus specifikus-e?

» Az SPBI10 csendesitése befolyasolja-¢ a sejtek talélését
UV kezelés hatasara?

» Az SPBI0 fehérje szerepet jatszik-e az UV karosodas
indukalta sejtvalasz folyamatokban?

» Az SPBI1O feltételezett szerepe a DNS hibajavitasban egy
koztes fehérjén keresztil valésul meg, vagy az SPB10
kozvetleniil a DNS-hez koétodik UV kezelést kovetden?



Alkalmazott modszerek

» Tripan kék és kristalyibolya festéssel vizsgaltuk az UV
sugarzas és a H,O, human sejtekre gyakorolt toxicitasat

» Microarray technikaval azonositottuk a Hker E6SFM
sejtek UV sugarzasra adott génexpresszio valtozasait.

» Kuvantitativ real time PCR (qPCR) technika segitségével
vizsgaltuk az SPB2 és SPB10 UV sugarzas hatasara
bekovetkezd expresszid valtozasait.

» Western blot technika segitségével vizsgaltuk az SPB2
fehérje szintjét ¢és szubcellularis lokalizacigjat UV
sugarzas hatasara.

» CSK-immunhisztokémia segitségével vizsgaltuk a
kromatin kotott SPB2 fehérje szintjét kiilonbozé DNS
hibékat kivaltd stresszhatasok kovetkeztében.

» CSK-Immunhisztokémia segitségével vizsgaltuk az SPB2
¢s a NER hibajavit6 fehérjék ko-lokalizaciojat.

»  Ko-immunprecipitacioval vizsgaltuk, hogy az SPB2
kolcsonhat-e az XPB, valamint az elongal6é Polimeraz II
(S2P RPB1) fehérjékkel, tovabba tanulmanyoztuk az
SPB10 ¢és a H3 fehérje kapcsolatat.

»> ,LacO-tethering” moddszer segitségével vizsgaltuk, hogy
az SPB2 megjelenik-e a hibajavitdo fokuszokban, ahol a



nukleotid kivago javitofolyamat pre-incizios komplexének
tagjai szerel6dnek Ossze.

Immunhisztokémiai eljarassal vizsgaltuk az SPB2
mennyiségét, valamint el6fordulasat bazalis sejtes
karcindma tumorokbol szdrmazé szévetmintakon.

Az SPB10-et csendesitd siRNS-sel vizsgaltuk, hogy a
SPB10 befolyasolja-e a sejtek UV kezelést kovetd
talélését.

Comet-esszé segitségével vizsgaltuk, hogy az SPB10-nek
szerepe van-e az UV sugarzas kovetkeztében kialakult

DNS hibak javitasanak folyamataban.



Eredmények

Kutatdécsoportunkkal nemrégiben kozoltiink egy tanulmanyt,
melyben egy immortalizalt keratinocita sejtvonal, a Hker
E6SFM UV sugarzasra adott génexpresszio valtozasait
vizsgaltuk. Az UV  kezelés hatasara megemelkedett
transzkripcios aktivitasi gének koziil kimutattuk a Serpin
fehérjecsalad tobb tagjat is, melyek szerepét korabban még nem
vizsgaltak a DNS karosodas hatasara indukalodo sejtvalaszban.
Disszertaciom f6 célja az UV karosodas indukcidja utan a két
legerésebb génexpresszid valtozast mutatd SerpinB2 (SPB2) és
SerpinB10 (SPB10) génekrdl termel6do fehérjék funkcidjanak

jellemzése volt.

Ph.D. munkdm soran sikeriilt kimutatnom, hogy UV kezelés
hatasara az SPB2 mRNS és fehérje szintje is megemelkedik
szdmos bor eredetli sejtvonalban. U20S oszteoszarkoma
sejtvonalban szintén igazoltuk az SPB2 mMRNS szint
emelkedését UV kezelés hatasara. Arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az SPB2 expresszi6 emelkedés UV sugarzas
hatasara egy altalanos, evolucidésan konzervalt folyamat, mely
sejtvalasz azonban a boérsejtekben sokkal intenzivebb hatast.
Tovabba azt is megfigyeltik, hogy az SPB2 fehérje UV

sugarzas hatasara a citoplazmabdl a sejtmagba transzportalodik



¢és ott fokuszokat alakit ki, mely utalhat a fehérje hibajavitd
lokuszokban torténé megjelenésére. Kimutattuk azt is, hogy ezt
a folyamatot nem csak az UV karosodas aktivalja, hanem
megfigyelhet6 H»O, kezelés hatasara is. Mindezen
eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az SPB2 fehérje
aktivacidja olyan stresszhatasok kovetkezménye lehet,
melyekbdl a nukleotidokat érintd és gyors javitast igényld DNS
hibak szarmaznak.

Kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy UV kezelést kdvetden az
SPB2 fehérje ko-lokalizalodik a NER utvonal kozépsod
szakaszaban aktiv XPB fehérjével. ,,LacO-tethering” modszert
alkalmazva az XPB kihorgonyzasat kévetéen megfigyelhettiik
az SPB2 fehérje NER pre-inciziés komplexszel vald ko-
lokalizacidjat kezeletlen és UV kezelt sejtekben is. Valamint
sikeriilt kapcsolatot kimutatnunk az SPB2 ¢s az UV kezelés
hatasara kialakuld ubiquitilacio-fiiggd utvonal kozott, amely
alapjan feltételeztiik, hogy az SPB2 fehérjének szerepe lehet a
NER ubiquitilacio altali finomszabalyozasaban.

Tovabba vizsgaltuk az SPB2 jelenlétét és szintjét bazalis sejtes
boértumorokbdl szarmazé human szovetmintadkon. Az SPB2
fehérje mennyiségében nem, de sejten beliili eloszlasaban
kiilonbséget talaltunk a normal és a tumoros szovetrészek
kozott. Ep szovetrészekben az SPB2 a sejtmagban és a

citoplazmaban helyezkedik el, mig a mintdk tumoros
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szovetrészeiben az SPB2 csak a citoplazmaban lokalizalodott.
Mindezen eredményekbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy az SPB2 egy potencialisan 0j szabalyz6 faktor az UV

sugarzas indukalta javitd mechanizmusban.

Korabbi microarray eredményeink arra utaltak, hogy Hker
E6SFM sejtekben az SPB2 mellett az SPB10 is szerepet jatszhat
az UV sugarzas kivaltotta sejtvalaszban. Annak érdekében,
hogy tanulmanyozzuk az SPB10 szerepét, els6 1épésként qPCR
modszert alkalmaztunk és azt tapasztaltuk, hogy UV sugarzas
hatasara az SPB10 mRNS szintje megemelkedett Hker E6SFM,
HaCaT és A375 melanoma sejtekben.

Comet-esszét alkalmazva kimutattuk, hogy SPB10 csendesitett
S-fazist sejtekben UV kezelés hatasara sokkal gyorsabb a DNS
hibdk javitdsa, mint a nem csendesitett sejtekben.
Valoszintisitjiik, hogy az SPB10 a DNS hibajavitést lassitja, igy
el6segitheti a precizebb, am tobb id6t igényld javitas folyamatat
replikalodd  sejtekben, ezzel csokkentve a mutaciok
eléfordulasanak gyakorisagat. Végiil igazoltuk, hogy az SPB10
kolcsonhat a H3 fehérjével és az interakcio a két fehérje kozott

UV kezelés hatasara er0sodik.

Osszefoglalasként elmondhato, hogy a SerpinB fehérjecsalad
tobb tagja is szerepet jatszik az UV kivaltotta sejtvalaszban.

Dolgozatomban két fehérje, az SPB2 és az SPB10 vizsgalataval

11



foglalkoztam. Eredményeink alapjan elmondhat6 roluk, hogy
UV sugarzast kovetéen megemelkedik az expressziojuk, és a
kromatin kotott frakcioban dasulnak fel. Arra kovetkeztetiink,
hogy az SPB2 és SPB10 az UV sugarzas hatasara bekdvetkezo
DNS hibajavitas finomszabalyzasaban vesznek részt.
Feltételezéseink szerint az SPB2 fehérjének a NER utvonalban,
szerepe, mig az SPB10 az UV kivaltotta replikacios stressz

feloldasaban mikodhet kozre.
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