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2. Bevezetés

2.1. Az UV sugarzas és annak hatasai

Sejtjeinket életiink soran folyamatosan kiils6 és belsd forrasbol szarmazé karositd hatasok
érik. A kiils6 forrasok koziil a borsejtekre leginkabb destruktiv hatas a Napbol a Foldre
érkez6 ultraibolya (UV) sugarzas. Az UV a lathato fénynél rovidebb hullamhossza, 200-400
nanométeres (nm) tartomanyba es6 elektromagneses sugarzas. Hullamhossza alapjan harom
fobb tipust kiilonboztetiink meg: (1) UVA (315-400 nm), (1) UVB (280-315 nm) és az (I11)
UVC (200-280 nm) sugarzas (1. abra). A Foldet koriilvevo 6zonréteg megszri a rovidebb
hullamhosszu sugarakat, igy a foldfelszint és ezaltal a boriinket ért sugarzasok koziil az UVB
a bér dermisz rétegéig, mig az UVA a hipodermiszig hatolhat 1°. Az UV sugarzas tipusait
az 1. abra szemlélteti. Az 6zon réteg sériilése miatt nem torténik meg a teljes UVC spektrum
kiszlirésre, és ezzel a sugarzassal is szamolnunk kell, mint szervezetiinket érint6 sejtkarosito
hatas. Az UV sugarzasnak hatasara szamos karos fiziologiai és biologia kdvetkezménye van
szervezetiinkben, ilyen példaul a sejtéregedés, immunszupresszio, gyulladasos folyamatok
kivaltasa, DNS karosodas, vagy akar apoptotikus folyamatok inicializacidja &7. Az UV
sugarzas kozvetleniil, vagy szdmos faktor altal, mint példaul a reaktiv oxigéngyokok (ROS),
képes kozvetetten is olyan DNS karosodasok kivaltasara, melyek mutaciokhoz és modosult
génexpressziohoz vezethetnek. Ezek végsé soron pedig a normal sejtmiikodéstol eltérd,
ugynevezett tumoros folyamatok elindulasat eredményezhetik 48°. Az UV sugarzas hatasara
kialakul6 DNS karosodasok fajtajat elsdsorban a sugarzas hullamhossza hatirozza meg.
UVA sugarzés hatasara foként oxidativ DNS modositasok figyelhetok meg, mint példaul a
8-hidroxiguanin képzédés, DNS-fehérje keresztkotések kialakulasa, tovabba 1étrejohetnek
abazikus helyek, valamint akar egyes-szali DNS torések 312, A rovidebb hullamhosszi UVB
¢s UVC sugarzas jellemzdéen inkabb direkt modon karositja a DNS-t, ezek hatasara
ciklobutan pirimidin dimerek (CPD), vagy 6-4 pirimidin-pirimidon fototermékek (6-4 PP)
alakulnak ki 2,

Mivel az emberi bor az elsddleges védelmi vonal a karositd hatasok elleni védekezésben,
igy ezen szerviink van a leginkabb kitéve az UV sugarzas okozta destruktiv hatasoknak. Igy
nem meglepd modon az UV sugarzas a fo kivaltd oka a human bor eredetii tumorok
kialakuldsanak, melyek lehetnek melanoma- (mely a bor pigmentsejteibdl kialakulo
rosszindulati daganat) és nem-melanoma tipust daganatok, koztiik bazalis sejtes karcindma

(BCC), valamint elszarusodé laphamrak (SCC) 314,
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1. abra: UV sugarzas tipusai és elnyelodésiik a bér rétegeiben:
Az UV sugarzasok hullamhosszuktol fliggden a bor kiilonboz6 rétegéig képesek hatolni,
Az abra a Bright Vision Optometry ¢és az AIM (At Melanoma Foundation) oldalak alapjan

késziilt.

2.2. Nukleotid kivagé hibajavitas (NER)

A genom folyamatos kiilsé és belsd forrasbol szarmazd DNS karosité agenseknek van
kitéve, igy egy emlds sejtben naponta mintegy 10%-10° DNS hiba keletkezik *°. Ezeket a
DNS karosodasokat rovid id6 alatt, precizen javitani kell, hisz a rosszul, vagy nem
megfeleléen kijavitott 1ézidk a DNS intaktsaganak elvesztését, a replikacid megallasat,
mutagenezist, illetve kromoszoéma aberraciokat eredményezhetnek. Mindezek a hibak

onkogének aktivacidjahoz és tumorszupresszorok inaktivaciojahoz vezethetnek, mellyel a



tumorképzddés kockdzata is megnovekedhet. A szervezet a DNS sériilés mentes
megoOrzésére szamos DNS hibajavité utvonalat fejlesztett ki. Ezen utvonalakban kozos
elemek a hibat felismerd szenzor molekuldk és szignalizacios kinazok, melyek szamos, az
utvonalban késobb aktivaloddé medidtor és effektor molekulat szabdlyoznak, ezaltal
koordinalva a DNS hibajavitast, a sejtciklust és a sejt sorsat °. A DNS hibajavité utvonalak
kozil a nukleotid kivagd javitdé mechanizmus (NER- nucleotide excision repair) egy
kivételes tipus, hiszen a tobbitdl eltérden, szamos strukturdlisan kiilonbozé DNS 1€zi6
javitasara alkalmas. Ilyen példaul az UV indukalta ciklobutan pirimidin dimer (CPD), 6-4
pirimidin-pirimidon fototermék (6-4 PP), vagy a kémiailag indukalt bulky adduct, tovabba
a kiilonb6zd drogok, példaul cisplatin okozta DNS szalak kozotti keresztkotések, és akar a
reaktiv oxigéngydkok (ROS) kivaltotta ciklopurinok 1’. Mas DNS hibajavité titvonalhoz
hasonloan, a NER is szamos alfolyamatbo6l 4ll, tobbek kozott a hiba felismerésébdl, majd a
hibat tartalmazé DNS szal 22-30 nukleotidnyi szakaszanak eltavolitasabol, valamint a
kivagott rész potlasabol. A DNS lézio felismerése, illetve a javitdé mechanizmus helyének és
idejének aktivacidja alapjan két nukleotid kivago javitbmechanizmust kiilonbdztetliink meg:
a teljes genomra kiterjed6 GG-NER-t (global genomic NER), valamint a transzkripcio
kapcsolt TC-NER-t (transcription coupled). Ezen altipusok, csak a DNS hiba felismerési
szakaszaban kiilonboznek egymastol, a tobbi részfolyamat azonos médon torténik. A GG-
NER esetében a DNS-hélix torzulasat okozd hibak aktivaljak a mechanizmust a teljes
genomban, fliggetleniil a hiba helyzetétdl, mig a TC-NER esetében olyan hibdkat ismer fel
az utvonal, melyek megakadalyozzak az elongaldo RNS polimeraz II tovabbhaladasat a

templat DNS-en, vagyis transzkripcios blokkot idéznek el6.

2.2.1. Teljes genomra kiterjedd nukleotid kivago hibajavitis (GG-NER)

A GG-NER-ben a f6 hibafelismerd szenzor fehérje az XPC (Xeroderma pigmentosum C),
mely a Rad23B és a centrin 2 (CETN2) molekulakkal képez komplexet, és a 3 fehérje
osszekapcsolodva DNS hélix-disztorziok felismerését végzit®2°, Ha DNS torzulést észlel, a
komplex a hibaval szembeni szalhoz k6tddik, majd a Rad23B disszocial a komplexrdl. Ezzel
befejezve a hibafelismerd szakaszt, és elinditva a hiba jelenlétének igazolasat. Kimutattak,
hogy szamos hibahoz, melyet az XPC komplex in vivo képes felismeri, in vitro koriilmények
kozott nem tud kotddi 2. Ezt a jelenséget az n. két 1épéses felismerd modellel magyaraztak,
mely szerint az XPC bekotése utan a hiba meglétét igazolni kell, amihez tovabbi fehérjék

szilkségesek 21?2, Azt is kimutattdk, hogy a Rad4, mely az XPC ortologja sarjadzé
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¢lesztékben, hogyan képes a DNS torzulasok felismerésére. Az XPC a hibaval szembeni
DNS szalhoz kotédik, majd a karboxi-terminalis végén elhelyezkedd dupla B-hairpin
doménjét helyezi be a DNS két szala koz¢ a dsDNS (double stranded) és az ssDNS (single
stranded) talalkozasi pontjanal, ezzel egyszerre felismerve és megndvelve a DNS disztorziot
23, Azonban kideriilt, hogy a CPD hibak hiidba okoznak eltérést a hélixben, az XPC

onmagéaban ezen 1éziokat nem, vagy csak igen nehezen ismeri fel 2124,

. .
‘“

2. a abra: A teljes genomra kiterjedé nukleotid kivagé hibajavitéo (GG-NER) titvonal
hibafelismerési szakasza. Az XPC komplex a hibaval szembeni DNS szalhoz

kapcsolodik. A CPD hibak esetében az UV-DDB-komplex segiti a hibafelismerést, mely

aktivitasat kiilonb6z6 PTM modositasok szabalyozzak.

Ezen hibak felismerésében egy tovabbi komplex, az UV-DDB-komplex (Ultraviolet
radiation DNA damage- binding protein) segit az XPC-nek, mely az UV indukalta DNS
hibdhoz kotédik, majd kihurkolva a DNS szalat 1étrehoz egy nagyobb szakaszi ssDNS
torziot, ezzel eldsegitve az XPC hibafelismerését 2°2°. Az UV-DDB komplex két tagbol



tevodik Ossze, a linker DDBI1 fehérjébdl, valamint a DDB2-b61, mely egy DCAF (DDB1
and Cul4- associated factors) molekula, mely WD40-DNS ko6té doménje segitségével
kapcsolodik a hibahoz 2. Az UV-DDB egy masik, a CRL-komplex-szel (Cullin-RING
ubiquitin ligase) alkot egy nagyobb egységet, mely sajat magat és kornyezetét is szabalyozza
a hibafelismerés soran 2. A CRL-komplex két proteinbél all: a Cul4A fehérjébsl, mely egy
E3 ubiquitin ligaz, valamint a Roc1 E2 ubiquitin konjugaldé enzimbdl.

Az UV sugarzas okozta hibafelismerés soran osszedll az un. CRLPPB2 komplex. Ezen
komplex alap esetben a COP9 (Constitutive photomorphogenesis 9) fehérje negativ
szabalyoz6 hatdsa miatt inaktiv allapotban talalhato. A komplex hibdhoz torténd
lokalizaci6jakor, a COP9 protein disszocial a komplexrdl, ezzel szabadda téve a NEDDS
felismeré helyét a komplexen, mely hozzakotédésével neddilalja a CRLPPB2-t 20392, g
abra). Az aktiv CRLPPB2 komplex szamos fehérje ubiquitilaciojat végzi, példaul a kornyezd
hiszton fehérjéket (H2A, H3, H4), mellyel kozvetleniil, illetve szamos segitGfehérje
részvételével kozvetetten, a kromatin fellazulasat eredményezi 3733, Tovabba az XPC
fehérje is ubiquitilalodik ebben a folyamatban, azonban ez nem jar annak proteoszomalis
lebomlasaval, hanem az XPC DNS-hez valé erésebb kotédését eredményezi 34, Tovabba a
CRL komplex onmagat is, pontosabban a DDB2 fehérjét ubiquitilalja, mely ezaltal
degradalodik *. Azonban, mivel a DDB2 hibanal valo jelenléte sziikséges az XPC
toborzasahoz, igy e folyamat sokrétiien €s pontosan szabalyozott. Tobbek kozott a DDB2-t
az USP24 deubiquitilalhatja, meggatolva ezaltal annak lebontasat (2. b abra). Ismeretes,
hogy a PARP1 képes a DDB2 fehérje parildlasara, ezzel stabilizalva annak szerkezetét 338,
Ennek a poszttranszlaciés moédositasnak az a kiilonlegessége, hogy a DDB2 fehérjének
ugyanazon N-terminalis doménjén talalhato 7 darab lizin oldallancon térténhet meg, mint
amely ubiquitilalodhat is, igy a két poszttranszlacios modositas (PTM) egyszerre nem
fordulhat ¢l6, vagyis a DDB2 parilacidja egyben gatlas is annak ubiquitilaciéjaval szemben
39 UV sugarzas hatasdra a DDB2 a parilacio mellett szumoilalédik is, melyet a SUMO-1
enzim hajt végre 4°. A DDB2 egyiittes szumoilacidja és parilacidja sziikséges ahhoz, hogy
az XPC fehérje a hibahoz lokalizdlodjon **#2 (2. a 4bra). Az XPC hibafelismerése utén az

UV-DDB komplex disszocial a DNS-r61 (DDB2 proteoszomalis lebontésa révén), atadva a

10



helyét a kovetkez6 hibafelismerd fehérjének, az XPA-nak. Az XPC fehérje DNS hibahoz

torténd kotddésének erdssége €és hossza kiemelt jelentdségli a folyamat szabalyozasaban.

3. b abra: A teljes genomra Kkiterjed6 nukleotid kivagé hibajavité (GG-NER) itvonal
hibafelismerési szakaszanak masodik fele. E3 szumo és ubiquitin ligazok, valamint
deubiquitilazok jelentds szerepet jatszanak az XPC és DDB2 fehérjék aktivitasanak

szabalyzasaban.
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Emlitésre keriilt mar, hogy CRLPP®? komplex képes K-48 oldallancon ubiquitilalni, mely
erdsiti az XPC DNS-hez vald kotédését. Ezen ubiquitilacios jelet az USP7 deubiquitilaz
enzim képes eltavolitani, mely folyamat valosziniileg akkor torténik, mikor mar nincs
sziikség az XPC és a DNS erds kapcsolatara 4. Azonban a K-48 ubiquitilacios jel sziikséges
ahhoz, hogy az XPC-t a SUMO-1 enzim DDB2, és XPA fehérje fliggd médon szumoilalja
4445 Az XPC-t az UBC9 is szumoildlja egy tovabbi poziciéban*®*’. Ezen masodik
szumoilaciés modositast képes felismerni és ezaltal az XPC-hez kotédni az Arkadia
(RNF111) fehérje, mely ezutan K-63 oldallancon poliubiquitilalja az XPC-t “8, Ez egy igen
fontos 1épés a GG-NER hibafelismerésben, valamint ezen modositas is szabalyozza az XPC
DNS 1éziohoz torténd kapcsolodasat 4452, Az XPC komplex a hibdhoz vonzza és
kihorgonyozza a transzkripcios faktor Il H (TFIIH) komplexet. Az XPC a TFIIH komplex
P62 alegységével 1ép kapcsolatba, annak PH (pleckstrin homology) doménjén keresztiil 534,
Ezt kovetden az XPC-nek el kell tdvolodnia a DNS-r6l, hogy helyet biztositson a NER
tovabbi Iépéseihez sziikséges fehérjék kotédéséhez. Az XPC disszociacidjat a DNS-16l a
VCP/p97 ubiquitin szelektiv szegregaz szabalyozza, mely arr6l ismeretes, hogy a megkotott
fehérjéket a 26S proteoszémahoz szallitja, hogy ott degradalodjanak *°. Azonban még nem
sziiletett arr6l konszenzus, hogy az XPC is lebomlik-e ilyen esetekben, vagy csak cirkulal a
DNS koriil, arra ,,varva”, hogy Ujra részt vegyen a hibafelismerésben “*%6(2. b abra). A
tovabbi Iépések, vagyis a hiba meglétének igazolasa és javitasa a TC-NER és GG-NER
kozos szakaszahoz tartoznak. A GG-NER hibajavito Gtvonal sematikus abrazolasa lathato a

2. a és b abran.

2.2.2. Transzkripcio kapcsolt nukleotid kivago hibajavitis (TC-NER)

A transzkripcié kapesolt nukleotid hibajavitast elészér Hanawalt és munkatarsai irtak le °°8,

A TC-NER esetében a hibafelismerés egy indirekt folyamat, melynek sordn a hiba az
elongaldo RNS Polimeraz II (Pol 1l) elakadasdhoz vezet, mely aktivalja a hibajavitd
folyamatokat. A transzkripcio alatt a Pol 11-vel tranziensen kolcsonhat a CSB (Cockayne-
szindroma B fehérje), valamint az UVSSA (UV-stimulated scaffold protein A) fehérje. A
transzkricié folyaman a Pol IT megallhat a promoter proximalis pausing soran (transzkripcid
iniciacio soran bekovetkezé Pol II komplex leallas), valamint a DNS szerkezetét nagy
mértékben befolyasolo hiba hatasara is. Ekkor a CSB fehérje, mely a Pol IT upstream oldalan
helyezkedik el, meghajlitja a DNS-t, Iétrehozva egy 80°-o0s hajlasszoget, majd a 3°-5° ATP-

dependens transzlokaz aktivitasa révén megprobalja kihuzni a DNS-t a Pol 11 komplexbdl,
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ezzel elére mozditva a transzkripcids komplexet a templat szalon, amelyet transzkripcios
pausingnak neveziink °°. Azonban, a sikertelen a ,,forward” transzlokécié, a CSB fehérjének
jelzés értékii, mely azt jelenti, hogy egy DNS szerkezetét nagy mértékben befolyasold hiba
talalhato a templat szalon. Ezen jelzés hatasara erGsebb kotés alakul ki a Pol 11 és a CSB
kozott, amely aktivalja a TC-NER hibajavitast. A folyamat els6 1épéseként a CSA fehérje a
DNS karosodashoz lokalizalodik (Cockayne-szindroma A fehérje), mely sziikséges a TC-
NER tovébbi faktorainak hibahoz valé kotédéséhez 0. A kovetkezd lépésben az UVSSA a
hibahoz vonzza az USP7 (Ubiquitin specific-processing protease 7) fehérjét, majd a DDB1-
CRL-komplex kotédése is megtorténik (amely a DDB1 linker proteinbél, tovabba a Cul4A
és a Rocl fehérjékbol all) 8. igy osszeall a nagyobb, CRLCSA komplex, mely ubiqutin ligaz

9., __/

3. a abra: A transzkripcio kapcsolt nukleotid kivagé (TC-NER) hibajavité utvonal
hibafelismerési szakasza. A CSB fehérje kozponti szerepet tolt be a Pol Il megallasat

kdvetd javitdutvonal aktivalasaban.
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funkcioval rendelkezik, és sajat magat, valamint kornyezetét is szabalyozza a hibafelismerés
folyamataban.

Ezen komplex szabalyozasa hasonl6 a GG-NER-ben tapasztalt CRLPPB? komplexéhez,
vagyis alapesetben a COP9 fehérje altal inaktivalt allapotban talalhato (3. a abra). A
komplex hibahoz torténé kotédésekor, a COP9 protein disszocial a komplexrdl, amit a

NEDDS neddilal, ezzel aktivalva azt. Az aktiv komplex szamos fehérje ubiquitiléciéjét

“L

55
_{

3. b abra: A transzkripcio kapcsolt nukleotid kivago (TC-NER) hibajavité titvonal
hibafelismerési és Pol 11 sorsainak meghatarozé szakasza. A CRL** komplex kdzponti
szerepet tolt be a Pol II megallasat kovetd javitottvonal szabalyzasaban. A Pol 1l

eltavolitasanak a hibat hordozo DNS szalrol 3 modja ismert.
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A CRLCA komplex ubiquitildlja a CSB fehérjét is, ezzel proteoszémalis lebontésra kijeldlve
azt. Azonban a CSB ubiquitilacios allapotat az UVSSA altal a hibahoz vonzott USP7
deubiquitilaz is befolyasolja. Mig az USP7 a DNS karosodasnal lokalizalodik, addig a CSB
nem ubiquitilalodik, ezaltal nem degradalodik. Mikor az USP7 deubiquitilaz disszocial a
hibas DNS szakaszrol, akkor az ubiquitilaciés gatlas megsziinik, igy a CSB
poliubiquitilalédik, majd lebontja a proteoszoma. Az USP7 helyére a TFIIH komplex p62
alegységén keresztiil kapcsolodik az UVSSA protein centralis felszinén 1év6 rovid, erdsen

konzervélt, savas karakterii aminosav oldallancokkal rendelkezé régi6jahoz ®2. A TFIIH

3. C abra: A transzkripcié kapcsolt nukleotid kivagé (TC-NER) hibajavité tutvonal
hibafelismerési szakaszanak masodik fele vagyis a Pol Il ubiquitilaciojat koveté
degradacidja. A Pol II 26S proteoszoma altali lebontésa egy tobb lépéses, szamos fehérje
altal szabalyozott folyamat, melyben az ubiquitin ligazok és ubiquitilaizok jatszanak

kdzponti szerepet.
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faktor szdmos funkciot 1t el a NER folyaman, tobbek kozott a Pol II elmozditasdban is
szerepet jatszik.

A Pol II a hibanal all meg a DNS-en, igy fizikalisan letakarva azt, valamint a kornyezd 35
nukleotidot, ezzel gatolva a hibajavitd fehérjék DNS-hez vald hozzaférését ®3. Ennek
feloldasara a DNS hibajavité rendszer 3 modszert alkalmazhat: (I) a Pol II visszalép,
ugynevezett ,backtracking” kovetkezik be, valoszintileg a TFIIH komplex segitségével,
mely folyamatot tamogatja: a CSB protein i) eltavolitasa, ii) degradacioja vagy iii) ATPaz
aktivitasanak gatlisa °°®4%°, A folyamat sordn a mar megszintetizalt pre-mRNS is megmarad
5. (1) Az is eléfordulhat, hogy a DNS karosodas helyérél a Pol 11 is disszocial 7. Ha ezek
egyike sem megoldhato, (I11) akkor szamos komplex segitségével a Pol II ubiquitilalodik,
majd a 26S proteoszoma altal lebomlik ¢7¢8 (3. b 4bra). Ez egy tobb 1épéses, szamos fehérje
altal szabalyozott folyamat. Elséként a Pol 11 legnagyobb alegysége az RPB1 fehérje K-63
oldallancon keresztiil mono- vagy poliubiquitilalodik a NEDD4 fehérje altal, mely egy E3
ubiquitin ligdz. Ezt kdvetden az ubiqutin ldncot az USP2 deubiqutilaz enzim lerdviditi egy
ubiquitin molekulara *. Ezen K-63 monoubiquitin jelet ismeri fel egy masik E3 ubiquitin
ligaz komplex, mely tagjai az Elongin A (ELOA), ELOB, ELOC, CUL5, RBX2 (RING-box
protein 2). A felismerés utan K-48 oldallancon keresztiil poliubiqitilaljak az RPB1 fehérjét,
melyet ezaltal a VCP/p97 a proteoszoméahoz szallitja, ahol lebomlik %7(3. ¢ 4bra).

Miutan a Pol II eltavolitasa vagy elmozgatasa (backtracking) eredményeként a hibas DNS
szakasz hozzaférhetové valik, a hibahoz kotddik az XPA ¢és folytatodik a hibajavitds. A
tovabbi lépések mar TC-NER ¢és GG-NER ko6z0s szakaszdhoz tartoznak. A TC-NER

sematikus abrazolasa a 3. a, b és ¢ abran lathato.

2.2.3. A transzkripcio kapcsolt és a teljes genomra kiterjedd nukleotid kivdago hibajavitds

kozos lépései

Az XPC aktivacidja, valamint a Pol II hibatol valé eltavolitasa utan, a GG-NER és a TC-
NER egy koz6s hibajavitod Gtvonalban egyesiil, melynek els6 1épéseként a TFIIH és az XPA
a DNS karosodas helyéhez kotddik. A kovetkezd lépés a karosodott DNS koriili kettds szala
DNS szakasz nagyobb mértékii felnyitasa, valamint a DNS hiba meglétének ellenérzése.
Erre azért van sziikség, hogy ténylegesen csak azokon a DNS szakaszokon torténjen meg a
javitas, ahol DNS hiba talalhato. A TFIIH komplex XPB (ERCC3 gén altal kodolt fehérje),
valamit XPD (ERCC2 gén altal kodolt fehérje) proteinjeinek ellentétes polaritasu helikaz

aktivitasa révén a DNS két szdla felnyilik a 1ézio6 kdrnyékén %", Ezzel parhuzamosan az
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XPD az XPA fehérje segitségével ellenérzi a hiba jelenlétét a DNS-en 5°-3° helikaz
aktivitasa révén 273, Kimutattak, hogy az archeakban taldlhat6 XPD ortolég fehérje ArcH
¢s Fe-S domainjei egy csatornat képeznek az ssDNS koré, melyen csak a hibatlan DNS szél

tud athaladni 4. Ha az XPD a DNS-en nem érzékel hibat, vagyis megakadas nélkiil képes

4. abra: A transzkripcio kapcsolt és a teljes genomra Kkiterjedé nukleotid kivago
hibajavitas kozos 1épéseinek sematikus abrazolasa. Ebben a szakaszban az XPB és XPD
helikazok kiterjesztik a DNS buborékot a hiba koriil, miutan az XPD igazolta a hiba
jelenlétét. Végiil egy 22-30 nukleotidnyi DNS szakaszt vagnak ki az XPF-ERCCI és XPG
endonukleazok, melyet a DNS Polimeraz feltolt.
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az ssDNS szalon athaladni, akkor a teljes hibajavité komplex disszocial a DNS-r6l, ezzel
megakadalyozva a hibajavitd utvonal kés6bbi Iépéseinek aktivaciojat.

Ha a DNS karosodas jelen van €s a DNS buborék kiterjedt, a DNS hibaval szembeni ssDNS
szalat RPA (Replication protein A) fehérjék burkoljak be, ezzel védve a sériilékeny DNS
szalat. Az XPA fehérje az RPA proteinek segitségével a hibahoz vonzza az XPF-ERCC1
heterodimert, melyet az RPA fehérjék pozicionalnak a DNS szalon a hibatol 5’ iranyba,
valamint az XPG (ERCC5 gén altal kédolt fehérje) fehérjét, melyet a hibatol 3’ irdnyba
vezérelnek °. Az XPF-ERCC1 endonukleaz aktivitasa révén 5” irinyban bemetszi a DNS-t,
mig az XPG pedig a 3’ bevagasért felelds, ezzel kimetszve egy 22-30 nukleotid hossziisagu
ssDNS szakaszt, mely tartalmazza a DNS 1éziot 881, Az 5° végi bemetszést kovetden, vagy
a hibas szal teljes eltavolitasa utan, a PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) a DNS-hez
kotodik, majd magahoz vonzza az RFC (Replication factor C) proteint, valamint a DNS
feltoltésé¢hez sziikséges egyéb faktorokat!’#2. Replikalodé sejtekben a DNS Polimeraz ¢, a
DNS ligdz 1-gyel miikodik egyiitt a folyamatban, mig nem replikalodo sejtek esetében a
szerepiiket a DNS Polimeraz § vagy k, valamint az XRCC1-DNS ligaz 3 latja el 1%,

A GG-NER ¢s a TC-NER kezdeti Iépéseit kovetd egyesiilt hibajavitdé ttvonal sematikus

abrazolasat a 4. abra szemlélteti.

2.3. Az UV hatasara kialakulé tumoros folyamatok biokémiai hattere

Az UV sugarzas hatasara kialakul6 DNS hibékat elsédlegesen a NER fehérjéi ismerik fel és
javitjak ki. Azonban, mint minden rendszerben, ebben is kialakulhatnak defektusok. A NER
utvonalban résztvevé fehérjéket kodolo gének mutacid miatt kialakulo betegségek
tiinetegyiittesei igen széles skalan mozognak, a tumorok kialakulasanak megndvekedett
hajlamatol egészen az idegrendszeri fejlddési zavarokig. A tiinetek sulyossagat, illetve a
betegség fajtajat befolyasolja, hogy a hibas faktor a NER utvonal melyik szakaszaban latja

el feladatat normal koriilmények kozott.

A GG-NER-ben résztvevd faktorok kiesésével, mint példaul az XPC az Un. Xeroderma
pigmentosum betegség alakul ki. Ezen betegségben szenvedd paciensek jellemzden
érzékenyek az UV sugarzasra, hipo- vagy hiperpigmentaci6é figyelheté meg a boriikon,
tovabbd igen magas hajlamuk van kiiloSnbdz8 bértumorokra ®. A kiilonbozdé belsé

szervrendszeri tumorok kialakulasa is gyakrabban eléfordul ezen paciensek korében, hisz a
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GG-NER kiesésével az endogén kérositd agensek, mint példaul a reaktiv oxigéngyokok

miatt kialakult DNS karosodasok javitasa is elmarad®,

A TC-NER utvonalban szerepet jatszé fehérjék kiesésével kialakuld betegségek sulyosabb
tiinetekkel jarnak. Ilyen esetekben a Cockayne-szindromat és a COFS betegséget (Cerebro-
oculo- facio-skeletal syndrome) figyelték meg. Mindkét szindromara jellemz6 a progeroid
fenotipus, vagyis a korai 6regedés, tovabba a microcephalia, diszmielinizaci6é miatt kialakuld
mentalis retardacid, retina degenerdcid, cachexia, azaz koros lesovdnyodas, valamint
fényérzékenység is. A varhato élettartam igen rovid, Cockayne-szindrémanal 12, mig COFS

betegség esetében 2 év &',

Erintett XPC CSB. CSA TFIIH XPB, XPD, XPF-
feheérje : alegvségei TTDA ERCC1
| | | |
NER -ben : Vo Vo i Kozds NER
elfoglalt | GG-NER | TC.Ngr | WOPOsNER I KozssNER I o1 1cL,
helye | | venal - uvonal | ggp
I TR R A R -
i I I I Xeroderma
: ' Xeroderma ! ' pigmentosum,
Kialakult | Xeroderma l COFS. !pigmentaﬁmﬂ: !Tﬂchaﬂﬁad}'ﬁt! Coclkayne-
beteasé 4i entosum | Cockayne- ! COFS, ! rophy- ! szindréma,
gseg | piem | szindréma | Cockayne- | szindréma | COFS,
i | szindréma | | Fancom
I Lo I S | amemia
i progenoid I I I
py | femotwus | |
_ . ‘microcephalia, ' Cockayne-
erzekenység, | .. | I C g
. ) ¢ mentalis . ¢ szindroma
hipo- vagy | retarddci6, | I tinetei '
hiperpigmenta- T kevert 0 kevert
Tiinetek .. | retina I B I wvalammt | B
Cl0, nagy ., ., 1 tinetegyittes . . Hinetegyiittes
hailam | degeneracio, | | térékeny haj |
bﬁmimamk | cachexia. | | eskorom. |
. ., fényérzékeny- ! : pikkelyes bér !
megjelendsére | - O I |
o seg, rivid I I
elettartam : :

5. abra: A NER hibajavitasban szerepet jatszo fehérjék mutacidja kovetkeztében

kialakulo betegségek és szindromak osszefoglalo tablazata.

A NER tutvonal k6z6s szakaszaban résztvevd faktorok kiesésével, igen valtozatos korképek

crer
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megfigyeltek Xeroderma Pigmentosum, Cockayne-szindoma, vagy COFS betegség
kialakulasat is, vagy ezen megbetegedések tiineteinek kevert valtozatat is. Az XPB, XPD,
vagy a TTDA gének specifikus mutacioja kivalthat Trichothiodystrophy szindromat, mely
tiinetei a Cockayne-szindromara hasonlitanak és jellemz6 az ebben szenvedd betegekre a
torékeny haj és korom, tovabba a pikkelyes bér 8, Az eltéré tiinetek oka, hogy ezekben a
betegekben a TFIIH stabilitasa és mikodése nem megfeleld, ezaltal a haj, bor és korom

sejtjeinek terminalis differencidcioja kart szenved 8-,

XPF-ERCC1 komplexet alkot6 fehérjéket kodolo DNS szakaszok mutacioi Osszetett
tiinetegyiittest eredményeznek °2. Ennek oka, hogy a fehérje nem csak a NER folyamataban
vesz részt, hanem endonukleaz aktivitasa az ICL (interstrand crosslink repair), valamint az
SSA (single-strand anneling) hibajavitasban is szerepet jatszik. Attdl fliggden, hogy adott
paciensben milyen funkcio6 veszik el, a tliinetek megegyezhetnek a Xeroderma pigmentosum,

a Cockayne-szindroma, a COFS betegség, valamint a Fanconi anémia szimptomaival is 92
%6

Mindezen tiinetekbdl lathatd, hogy egyetlen fehérje kiesése vagy megvaltozott miikodése
igen jelentdésen befolydsolhatja a nukleotid kivagd hibajavitast, ezaltal pedig a sejtek
miikodését, mely végsd soron szamos betegség, tobbek kozott a tumorok kialakulasahoz is
vezethet. A NER hibajavitasban szerepet jatszo fehérjék mutacidja kovetkeztében kialakulo

betegségek ¢és szindromak 0sszefoglald tdblazata az 5. abran lathato.

2.4. Bor eredetii sejtekbol kialakulé tumortipusok

A bor eredetli tumorok ko6zé sorolhaté minden olyan tumortipus, mely a bor egy
meghatarozott tipust sejtjébdl indul ki. A rosszindulati bértumorok két nagy csoportra
bonthatok: melanoma és nem-melanoma tipust tumorokra. A melanoma a bor
pigmentsejtjeibé] kialakulod rosszindulata daganat, mely legtobbszor az alsd végtagokon
vagy a torzson jelentkezik®’. Azonban nagyon ritkan, de eléfordul, hogy a melanoma a
szajiireg, anus, vagina, kotShartya vagy a retina sejtjeibdl is kialakul ®8. Evente koriilbeliil
76.000 yj esetet diagnosztizalnak, valamint a betegség okan az USA-ban 10.000 halalesetet
jegyeznek. A borrakok koziil a melanomak csak az esetek 4%-at teszik ki, de a legnagyobb
morbiditast és mortalitasti tumortipus. Novekvé incidencidja mellett a betegség egyre

fiatalabb korban jelentkezik ®. Megjelenésére jellemzd, hogy az anyajegyek nagysiga,
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alakja, szine megvaltozik, széle szabalytalan lesz, szdmos esetben viszket és vérzik 1%,
Feltind a nagyfoku szinvariabilitds az elvaltozason beliil. Kiilonb6zd éarnyalatu barna,

sziirke, fekete, kék, rozsaszin és akar fehér teriiletek is észlelhetdk °7.

A melanomak tobbsége hosszii ideig csak oldaliranyba, cirkularisan terjed, melyet
horizontalis novekedési fazisnak hivnak. Ezen fazisban a melanoma sejtek csak az
epidermiszben, vagy az epidermisz-dermisz hataran képesek osztodni. Esetlegesen néhany
tumorsejt kimutathato a papillaris dermiszben, de bizonyos szovettani jelek szerint még nem
képesek a szarmazasi helyiikon kiviil (epidermisz) ndvekedni. Mikor a plakkban csomo
jelenik meg, a melanoma atlép az ugynevezett vertikalis novekedési fazisba. Ilyenkor a
tumorsejtek mar a dermisz mélyebb rétegeiben is megjelennek és osztodnak. Klinikai
szempontbdl a melanomék ilyenkor mar egyértelmli gobként mutatkoznak. A kovetkezd
fazis a metasztazis képzés, melynek soran az eredeti daganat mellett, de azzal 6ssze nem

fliggd tumorgobok, szatellitak jelennek meg ¥'.

A melanoma harom leggyakoribb szovettani altipusa: (I) Cutan, mely a leggyakoribb
formaja. A tobbségét a betegek korai stddiumban fedezik fel. A betegség elorehaladott
allapotaban megnagyobbodott nyirokcsomok, bércsomok tiidé-, maj-, bél-, mesenterium-
tiinetek vagy agyi metasztazis tiinetei figyelhetok meg. (II) Az uvealis melanoma az irisz, a
sugartest vagy az érhartya melanocitdibdl eredé daganat, melyet altaldban véletlentil, vagy a
beteg lataspanaszai miatt fedeznek fel. (III) A mucosalis a nyalkahartya-feliiletek

melanocitaibol eredé forma, melyre a nyalkahartyavérzés jellemzd %°.

A malanoma fizikai vizsgalatara az un. ABCDE pontrendszer jellemzd: A: asszimetria, B:
szabalytalan szélek (borders), C: valtozatos szinek (color), D: a tumor atmérdjének nagysaga

(diameter), valamint E: a valtozo kép (evolution) %,

A melanoma stadium besorolasanal a kovetkez6 paramétereket veszik figyelembe:

Q) a tumor vastagsaga (mm)

(1) a primer tumor fekélyesedésre vald hajlama

(1) nyirokcsomostatus patologiai jellemzése (érintett nyirokcsomok szama és
mérete)

(IV)  metasztazis megléte és helyének jellemzése %
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Azonban Olah Judit és Dobozy Attila Magyar Onkoldgia 2003-as folyoirataban megjelent
értekezése szerint a kovetkezd pontokkal kiegészitve kell a melanomdk stadiumat

meghatarozni:

(V)  Orszemnyirokcsomo-biopszia segitségével nyirokcsomoéstatusz — patologiai
felmérése
(VI) in transit/satellita attét meghatarozasa

(VII) szérum laktatdehidrogendz szintjének meghatarozasa 101,

A melanoma stadiumbeosztasat a 6. abra szemlélteti *°

A melanoma AJCC szerinti stadiumbesoroldsa
Stadium
(diagnozis Tumor (T) Nyirokesomo (N)| Metasztazis (M)
megallapitasakor)
< Imm vagy 1,01- . .
1A/B 2 mm fekély nélkil Nines Nines
1,01-22 mm
HA-C (I/11=80- fekéllyel, vagy . .
85%) barmilyen, ha > Nincs Nincs
2,01 mm
Regionalis
HTA-C (10-15%) Barmilyen T nyirokcsomo vagy Nincs
tranzit metasztazis
IV (1A-1C) (5%) Barmilyen T Barmilyen N Tavoli metasztazis

6. abra: A melanoma stadiumbesorolasat szemlélteto osszefoglalo tablazata.

A tabldzatban a kiilonb6zd stddiumu melanoma tumor-, nyirokcsomo- és metasztazis
allapota szerepel. Az abra az Onkologia kézikonyv (Alexander E. Drilon, Michael A.
Postow, 2016.) alapjan késziilt.

A nem-melanoma tipust bdrtumorok (NMSC- non-melanoma skin cancer) koziil a két

legjelentdsebb és leggyakoribb a bazalis sejtes karcinoma (BCC- basal cell carcinoma),
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valamint az elszarusod6 laphdmrak (SCC-squamous cell carcinoma) 314, Az SCC egy igen
invaziv tumortipus, mely altalaban a kornyezé szoveteket is roncsolja. Gyakran alakul Ki
metasztazis, azonban, ha korai stadiumban diagnosztizaljak, a paciensek tulélési esélyei
javulnak. BCC tumorokra jellemz6, hogy lassan novekednek, és igen ritkan halalos
kimeneteliiek. Kés6i diagnozis esetében képesek a kornyezd szoveteket €s csontokat is
roncsolni, azonban tavoli metasztazis igen ritkdn alakul ki ennél a tumortipusnal 192, A bér
tipust tumorok felosztasarol és a bor rétegeiben torténd elhelyezkedésérdl osszefoglald

grafika a 7. abran lathato6.

A nem-melanoma tipust tumorok, melyek a bértumorok el6fordulasanak 95%-at teszik ki,
a human rosszindulatt daganatok leggyakoribb tipusai 1. Az NMSC tumoros esetek szama

1960 ota évrél-évre nd, azonban a halalozasi rata szerencsére csokken 102,

Az NMSC tumorok kialakuldsanak legfobb oka a gyakori, vagy hosszu ideji UV
sugarzasnak valo kitettség. Ebbol kovetkezik, hogy az NMSC daganatok f0képp a napnak
kitett borfeliileteken jelennek meg, mint példaul az arc, nyak, a torzs felsé része vagy a
végtagok 1941%° Kutatasok eredményeként kapcsolatot talaltak a tumorok kialakulasa és az
immunszupresszio, valamint a fehér bértonus kozott is 1°2. Tovabba kimutattak, hogy a
transzmembran receptor PTCH1 (patched homolog 1) gén, valamint az azzal k6lcsonhato
G-protein-kapcsolt receptor, az SMO (smoothened homolog) génjében bekovetkez6 mutacio
kovetkeztében a sonic hedgehog szignalizacios ttvonal allando aktivacioja figyelhetd meg,

mely kovetkeztében az epidermalis bazalis sejtek korlatlan osztodasa tapasztalhato 1%,
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a Bor tipust
tumorok

! !

Melanoma Nem-melanoma

BCC

b Bazalis
sejtes
karcinoma Melanoma
(BCO)

Elszarusodo
laphamrak
(SCC)

Epidermisz

Dermisz

7. abra: Bor tipusu tumorok felosztasa és elhelyezkedésiik a bér rétegeiben:
(a) A bor tipust tumorok felosztasa sejt eredetiik szerint. (b) A bdr tipusu tumorok

elhelyezkedésének sematikus dbrdzolasa a bor kiillonbozd rétegeiben. Az abra a Mayo

Clinic BCC 6sszefoglalo oldala alapjan késziilt.

2.5. A BCC tumorok jellemzése

A bazalis sejtes karcinoma (BCC) egy rosszindulatu bor eredetli daganatos elvaltozas, mely
az epidermisz als6, bazalis rétegébdl szarmazo sejtjeibdl alakul ki. Altalaban a kozépkor,
vagy idésebb paciensek fénynek kitett borfelilletein alakul ki. Az esetek 10-13%-4ban
tapasztalhatd a fényvédett borteriileteken valo megjelenése. A teljes esetszam 20-30%-at az
orron megjelend BCC-k teszik ki. A BCC tumorok megjelenésére altalanosan jellemzd a
borszinli vagy attetsz0 vordses papula, illetve csomd forméju képlet, mely szélei

lekerekedettek, kozépen kifekélyesedés, vérzés, porkképz6dés lathato . A
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nyalkahartyafelszinek, melyekben adnexumok (fliggelékek) nem fordulnak el (pl. nyelv,
ajak, cervix), soha nem szerepelnek primert kiinduldsi helyeként. A tumorok némelyike
valtozé mértékben pigmentalt. Az elhanyagolt 1éziok lokalisan penetralhatnak, destruktivva

valhatnak, de szokvanyos lefolyasuk lassti, ami honapokon, vagy akar éveken at is tarthat %,

Szovettanilag a BCC-k kompakt, sotét kromatinnal bir6d, orsé alaku sejtek invasiv
csoportjaibdl, kotegeib6dl allnak, melyek a metszés sikjaban gyakran nincsennek

osszefiiggésben sem a felszini epidermalis réteggel, sem az adnexumokkal %,

A BCC stadiumbesoroldsa

Stadium
0.stadium Carcinoma in situ
L.stadium Tumorméret €2 cm
IL.stadium Tumorméret > 2¢cm

A tumor raterjed a mandidulara, maxillara, szemiiregre vagy az os
I.stadium temporaléra, de nincs nyirokcsomo érintettség, vagy barmely méretii
tumor €s azonos oldali nyirokcsomoé-érintettség <3cm

Azonos oldali nyrrokcsomo-érintettség >3cm, kétoldali vagy
IV.stadium ellenoldali nyirokcsomd-érintettség, tobbszords azonos oldali
nyirokcsomo-érintettség, nyirokcsomo = 6¢m, tavoli metasztazis

8. abra: A BCC stadiumbesorolasat szemléltetod osszefoglalo tablazata.
A tablazatban a kiilonb6z6 stadiumu BCC tumorra jellemz6é paraméterek szerepelnek. Az
abra az Onkologia kézikonyv (Alexander E. Drilon, Michael A. Postow, 2016.) alapjan

készult.

A bértumorok koziil a BCC a legnagyobb esetszammal rendelkez6 tumortipus a vilidgon 7,
Az Egyesiilt Allamok lakosai kozott a nem melanoma tipusa bérrakok a leggyakoribb
carcinomak, melyek kdziil a BCC 6tszor gyakoribb, mint a csoportba tartozé SCC *°. ABCC
tumorokat klinikai €s hisztologiai tiineteik alapjan 5 altipusba soroljak nevezetesen: (1)

nodularis, vagy csomoés, mely a leggyakoribb valtozata. A daganataira a gyongyhaz vagy
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viaszos kupolaszerii dudorok jellemzdk, szamos esetben lathatd véredényekkel és centralis
fekélyesedéssel, (II) a szuperficidlis vagy multicentrikus BCC-kre jellemzd a lapos,
erythemas plakkok, melyek rendszerint a torzson jelennek meg. Anamnézisiik esetében
gyakori a beteg korabbi sugarkezelése vagy arzénexpozicioja. (III) A pigmentalt BCC-re a
barna, kemény vagy hegszerii kdrosodas jellemz6. Mind a nodularis, mind a szuperficialis
BCC lehet pigmentalt, mely gyakoribb megjelenésti a sotétebb borti egyéneknél. (IV) A
szklerotizalé vagy morpheaform BCC-re jellemz6 az atrophias plakk, mely altalaban az
arcon jelenik meg, leggyakrabban az orr vagy fiil kornyékén. A tumorok gyakran a kérnyezo
szovetekbe is attornek. Igen rossz prognoézissal jarod forma. (V) Az Ulcus terebrans extrém
mértékben agressziv BCC, mely raterjedhet a kornyezd szovetekre. Gyakran haldlos
kimenetelii, azonban igen ritka betegség °>1%. A BCC-k esetében a sebészeti kimetszés, a

besugarzas vagy az adekvat kauterezés modszerét alkalmazzak a gyogyulas érdekében %,

Az NMSC tumorok, igy a BCC-k esetében is bizonyitottak az UV sugarzas igen erds iniciald
hatasat 1%°. Ezen inicialé hatas egyik bizonyitéka, hogy bdrtumorokban a p53 mutacidja
gyakran megfigyelhetd, melyrdl bebizonyitottak, hogy az UV sugarzas kivaltotta CPD hibak
is eredményezhetik °. Tovabbi kockazati tényezok még a vilagos bdrszin, fiatalkori
sugarexpozicio, tartos PUVA (psoralent UV A) expozicié vagy immunszupresszio. A BCC

stadiumbeosztasat a 8. abra szemlélteti.®®

2.6. Serpinek: Szerin proteaz inhibitor (SP) fehérjecsalad

A Serpinek az egyik legnagyobb és funkcionalisan legdiverzebb fehérjecsalad. E16sz6r Hunt
¢s Dayhoft, valamint munkatarsaik talaltak hasonldsagot a csirke ovalbumin és két human
proteinaz inhibitor, az antitrombin és az al-proteinaz inhibitor (a1P1) aminosav szekvenciaja
kozott, mely fehérjék lettek a késdbb felfedezett fehérjecsalad elsé tagjai 1. A Serpinek
neveét Carrell és Travis alkotta meg a serine protease inhibitor szavak kezddbetiliibdl, annak
okén, hogy a csalad akkor ismert szdmos tagjanak funkciojat takarta ezen név 2. Méra a
Serpinek kortilbeliill 1500 tagot szamlald, doménszerkezetiikben hasonld fehérjecsaladot
alkotnak, melynek tagjai megtalalhatoak az emldsok és gerincesek mellett az allatvilag mas
osztalyaiban is, valamint a ndvényeknél, virusoknal, baktériumokndl és mar az archedknal
is 113118 A Serpinek szerepét leirtak mér szamos folyamatban, mint példaul a tumorgenezis,

véralvadéas, hormon transzport, immunrendszerben végbemend valtozasok, vagy akér a

26



gyulladasos folyamatok soran is 1°. A DNS szekvenciajuk és filogenetikai rokonsaguk
alapjan a Serpineket 16 csoportba, ugynevezett kladokba osztottdk (A-P), melyekbdl az elsd
9 tagjai kozott szerepelnek a huméan Serpinek (A-1) °. A human Serpinek csoportjait a 9.

abra szemlélteti.

9. abra: Human Serpinek csoportjainak sematikus abrazolasa:
A human Serpineket 9 csoportba oszthatjuk (A-I), melyek szamos fehérjét foglalnak

magukba. Az abra Heit és munkatarsai: Update of the human and mouse SERPIN gene

superfamily cikke alapjan késziilt.

A Serpinek altalaban 330-500 aminosavat tartalmazo, konzervalt, jellegzetes harmadlagos
strukttraval rendelkez6 fehérjék. Tartalmaznak harom B-redét (A, B és C), 8 vagy tobb a-
hélixet, tovabba egy jellegzetes kihurkolodo szakaszt, az in. RCL (reactive center loop)
strukturat, mely a proteazok aktiv centrumaval kapcsolodva gatolja azok fehérjebontd
aktivitasat, azon Serpinek esetében, melyek, mint inhibitorok miikddnek 2122, A human
Serpinek koziil eddig 34 gént és 5 pszeudogént irtak le 1*°. Ezen Serpin fehérjéket kodold
gének tobbsége 2 kromoszomalis 16kuszban helyezkedik el, ami a 14. (nagyrészt az A klad
tagjai) és a 18. kromoszoman (foleg a B klad tagjai) talalhatd, ami alatamasztja azon
hipotézist, hogy a Serpinek gén-duplikacioval (majd ezt kdvetd differenciacioval) jottek létre

123124~ A kromoszoman egy lokuszban torténd elhelyezkedésiik ellenére ezen gének
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funkciondlisan igen kiilonbdzdéek 12°. Tovabba az is elmondhatd ezen Serpin génekrdl, hogy
jellegzetes exon-intron mintazattal rendelkeznek, mely szintén az azonos filogenetikai

prekurzor génre utal 126127,

2.6.1. SPB fehérjecsalad

A SerpinB csalad (SPB) a legnagyobb human géneket tartalmazé Serpin klad, mely 13 gént
¢s egy pszeudogént foglal magaba. Ezen gének a 6. kromoszoma rovid karjan (6p25) és a 18.
kromoszoman (18g21) helyezkednek el 12912 Akar a tobbi Serpinnél, az SPB csaldd
esetében is azt feltételezik, hogy tagjai egy ,,0si” SerpinB génbdl jottek létre, mely az
emlOsoknél duplikalodott €és ezutan két eltérd lokuszban lokalizdlodott. Az evolucio
folyaman ezen gének altal kodolt fehérjék funkcidjukban elvaltak egymastol, igy példaul
szamos protedzt képesek felismerni €s gatolni, szamos modszerrel, szdmos helyen
(extracellularisan, intracellularisan a citoplazmaban, vagy akar a sejtmagban), tovabba igen
sokrétii funkcioval rendelkeznek '2°. A SerpinB-re két tipust génszerkezet jellemzé: a 7
exon- 6 intron, illetve a 8 exon- 7 intron eloszlas, mely szintén alatamasztja a fentebb emlitett

,koz0s 6sgén eredet” hipotézist 12°.

A B klad tagjai foképp intracellularis Serpinek **°. Ezen kladba tartozo fehérjék altalaban
rovidebb C- és N-terminalis véggel rendelkeznek, mint az A klad tagjai, valamint hidnyzik
a szekréciot jelzd szignal peptid szekvencia is roluk, tovabba jellemz6jiik, hogy az utolséd
elétti aminosavuk szerin 2131, Az SPB csalad nyolc tagjara jellemzé egy egyedi inter-
helikalis hurok, melyet CD-loop-nak nevez a szakirodalom, mely altalaban jelent6s
funkcionalis doménje az adott Serpin fehérjének 29132, Az SPB csalad fehérjéi szamos
funkcidval rendelkeznek, tobbek kozott leirtak mar ezen csalad tagjait az immunvalaszban,
gyulladdsos folyamatokban, nyaltermelésben, apoptézisban, a tumor metasztazis

szabalyozasaban, valamint az autoimmunitas folyamataban is 133134,

2.6.2. Az SPB2 fehérje jellemzése

A SerpinB2 (SPB2) fehérjét elészor 1970-ben Uemura és munkatarsai izolaltak human
placentabol 13°. 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)
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enzimeket 135139 Az SPB2 fehérjét csak a terhesség alatt megjelend inhibitornak vélték 40,
A késobbi kutatasok ravilagitottak, hogy az SPB2 nagymértéki expresszidja figyelhetd meg
intracellulrisan lymphoma sejtekben is 4142 Azota szamos sejttipusban, mint példéul
monocita, makrofag, eosinofil, keratinocita, microglia, endothelial, és epithelialis sejtekben
kimutattdk az SPB2 mRNS ¢és/ vagy fehérje szintjének novekedését intracelluldrisan
kiilonbdzd koriilmények hatasara 1437149 Ezen oknal fogva az SPB2 szamos folyamatban
részt vesz, példaul a szignal transzdukcidban, apoptdzis gatlasdban, makrofagok tulélését

......

immunfolyamatok szabalyozasaban 143150157,

Az SPB2 mRNS vagy fehérje szintjében bekovetkezd valtozast szamos tumor tipusnal
kimutattdk, azonban a szakirodalomban megtaldlhaté eredmények igen valtozatosak. Az
alacsony SPB2 expressziot Osszefliggésbe hoztak a talélési arany csokkenésével
emésztészervrendszeri-, emlé-, vagy tiidordkban szenvedd péciensek esetében®®16L,
Tovabba oralis elszarusodo6 laphdmrak (oral SCC) esetében az SPB2 génjében bekdvetkezd

génexpresszio csokkenést figyelték meg 12

Ezen eredményekkel ellentétes az a
megfigyelés, hogy melanoma tumorban az SPB2 tualtermelése a szolubilis és sejtfelszin
kapcsolt plazminogén aktivatorok gatlasaval jar, igy akadalyozva az extracellularis matrix
degradacidjat, mely a metasztazis elsé lépésének tekinthetdé. Ennek eredményeként az

emelkedett SPB2 expresszio noveli a talélési aranyt melanoma esetében 163164,

Az SPB2 polimorfizmusat is 0Osszefliggésbe hoztak kiilonb6zé betegségekkel és
szindromakkal. Az SPB2 két polimorf formajat irtdk le, melyeknél a kodonokban
bekovetkezd baziskicserélodések miatt aminosav csere figyelheté meg a 120, 404 és 413.
poziciokban 6166 Nem tisztazott, hogy ezen valtozasok milyen hatdssal vannak az SPB2
funkciojara, azonban az SPB2 A variansat megfigyelték lupus erythematosus, thrombozisos
tiiddgyulladasban, valamint antifoszfolipid szindromaban szenvedd pacienseknél 167168,
Ezen betegségekben kdzos pont a vérképzddés szabalyozasadnak zavara. Feltételezhetden az
SPB2 normal koriilmények kozott a vérképzddés folyamatanak szabalyozasaban is szerepet
jatszhat %%, Tovabba Shioji és munkatarsai kapcsolatot taldltak az SPB2 A variansa és a
prosztata rak kozott, mig Di Bernardo és munkatarsai pedig az SPB2 B varidnsar6l mutattak

ki, hogy a nem-kissejtes tiidé karcindmas betegek tilélési aranyat befolyasolja 17017,
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Mindezen eredmények arra utalhatnak, hogy az SPB2 szdmos fehérje mellett egy olyan
protein, mely a szervezet homeosztazisanak szabalyozasaban jatszhat szerepet kiilonb6zo

sériilések, hibak és stresszhatasok esetében.

2.6.3. Az SPB10 fehérje jellemzése

A SerpinB10 (SPB10), vagy masnéven Bomapin a Serpinek B kladjaba tartozd redox-

szenzitiv hematopoetikus és mieloid leukémia specifikus sejtmagi fehérje. A protein a

crcr

172 Miewald és

novekedési faktorok hianydban a sejtek apoptozisat indukalja
munkatarsainak sikeriilt kimutatni az SPB10 expressziojat a csontveld sejtjeiben, azonban
szamos szovettipusban a fehérjét nem sikeriilt kimutatni, mint példaul a sziv, agy, placenta,

tiidd, maj, vazizom, vese, hasnyalmirigy, 1ép, csecsemdmirigy, prosztata vagy vastagbél 172,

Az SPB10 fehérje szerkezetérdl elmondhatd, hogy egy 22 aminosav hossz CD-loop-pal
rendelkezik, melyrél kimutattak, hogy nukleéris lokalizaciés szignalt tartalmaz 7417, A
fehérje aminosav szekvencidja 48%-ban megegyezik egy mar jol jellemzett Serpinnel, az

SPB2 -vel 178,

Az SPB10 és SPB2 génben eléforduld SNP missense mutaciokrdl kimutattédk, hogy a japan
populacioban eldforduld prosztatarak kialakuldsanak kockazatat novelik 'L, Tovabba a
szakirodalom szerint, az SPB10 mRNS expresszioja emelkedik tiidérakos paciensekben, mig
mellridkos pacienseknél csdokken '®3. Schleef és munkatirsai kimutattdk, hogy SPB10
taltermeltetd vektorral kezelt HeLa sejtekben a TNF-a indukéalta sejthalal csokken, mely

szerintiik az SPB10 fehérjének koszonhetd 17°.

Az eddig leirt irodalom alapjan lathatd, hogy a SerpinB klad igen diverz csalad, mely
tagjainak funkcioi igen sokrétiiek. Feltételezhetd, hogy az SPB klad tagjainak szdmos
funkci6ja még ismeretlen, tovabba valoszinlisithetd, hogy a mar jellemzett funkcidja

fehérjék egyéb, még nem leirt folyamatokban is részt vehetnek.
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3. Célkituzések

Munkank soran elsédleges célunk volt az UV sugarzas, mint mindennapjainkat érintd
kornyezeti faktor, és az altala kivaltott DNS karosodasok, illetve ezekre adott sejtvalaszban
szerepet jatszo folyamatok és fehérjék vizsgalata. Kutatdcsoportunkkal nemrégiben
kozoltiink egy tanulmanyt, melyben egy immortalizalt keratinocita, a Hker E6SFM UV
sugarzasra adott génexpresszid valtozasait vizsgaltuk a kontroll és UV sugarzassal kezelt
sejtek MRNS profiljanak 6sszehasonlitdsaval *’’. Az UV kezelést kdvetéen emelkedett
transzkripcios aktivitasu gének koziil kimutattuk a Serpin fehérjecsalad tobb tagjat is,
melyek szerepét korabban még nem vizsgaltak a DNS karosodas hatasara indukalodo

sejtvalaszban.

A kutatési iranyvonalunk 6 célpontja az UV karosodds indukcidja utdn a két legerésebb

génexpresszio valtozast mutatd SerpinB2 (SPB2) és SerpinB10 (SPB10) génekrol termel6dd

fehérjék funkcidjanak jellemzése. A vizsgalatok sordn az alabbi kérdésekre kerestiik a

valaszokat:

SPB2:

1) Az el6zetes microarray kisérletben tapasztalt SPB2 transzkripcids aktivitas emelkedése
UV sugarzas hatasara Hker E6SFM sejtekben validalhato-e kvantitativ realt-time PCR
(gPCR) technika segitségével?

2) Az UV sugarzas hatasara megemelkedé SPB2 mRNS expresszié szint specifikus a Hker
E6SFM sejtvonalra, esetleg mas, bérben eléfordulod sejtben is megfigyelhetd ezen valtozas?
A tapasztalt UV sugéarzasra adott valasz csak bdrsejtekben figyelhetd meg, vagy konzervalt
folyamat, igy olyan sejtekben is kimutathat6, melyek normal koriilmények kozott nem

érintkeznek UV sugarzéssal?

3) Az UV sugarzas befolyasolja-e az SPB2 fehérje szintjét?
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4) Szamos proteaz stresszhatas kdvetkeztében a citoplazmabol a sejtmagba transzportalodik,
ahol kiilonbozo sejtvalasz folyamatokban vesz részt. Az UV sugarzas hatdsdira mRNS és
fehérje szinten is aktivalodo SPB2 feltételezhetden az UV sugarzés kivaltotta sejtvalaszban
szerepet jatszo proteaz inhibitor. Vajon az SPB2 szubcellullaris lokalizacidja valtozik-e UV

kezelés hatasara?

5) UV sugarzas kovetkeztében megfigyelhet6-e, hogy az SPB2 a sériilt DNS régiokhoz
kotodik? Az UV sugarzas mellett egyéb DNS karositod agensek is kivalthatjak-e ezt a hatast?
Megtigyelhet6-e az SPB2 lokalizacidja azokban a sejtmagi pozicidkban, ahol a NER

hibajavito fehérjéi felhalmozodnak?

6) Kimutathato-e fizikai kapcsolat az SPB2 és a NER utvonalban szerepet jatszo XP fehérjék
kozott, illetve megfigyelhet6-e az SPB2 a hibajavitasi fokuszokban, ahol a NER pre-incizids

komplex tagjai 6sszeszerelddnek?

7) Az SPB2 ubiquitilalt fehérjékhez képes kotédni, mig 6nmaga nem ubiquitilalodik. Az
SPB2 kapcsolata a NER komplex-szel ubiquitilacié altal kozvetitett poszt-transzlacios

modositasokkal kapcsolt folyamat-e?

8) Lehet-e kapcsolat az SPB2 fehérje és a bazalis sejtes karcinoma (BCC) k6zott? Van-e
kiilonbség az SPB2 fehérje mennyiségében, vagy lokalizaciojaban az ép és tumoros

szovetekben?
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SPB10:

9) Az eldzetes microarray kisérletben tapasztalt SPB10 transzkripcios aktivitas emelkedése
UV sugarzas hatasara Hker E6SFM sejtekben validalhato-e kvantitativ realt-time PCR
(gPCR) technika segitségével? A tapasztalt UV sugarzasra adott valasz sejttipus specifikus-

e, vagy mas in vitro fenntartott sejtvonalban is kimutathat6-e?

10) Az SPB10 csendesitése befolyasolja-e a sejtek tulélését UV kezelés hatasara?

11) Az SPBI10 fehérje szerepet jatszik-e az UV karosodas indukalta sejtvalasz
folyamatokban?

12) Az SPBI10 feltételezett szerepe a DNS hibajavitasban egy koztes fehérjén keresztiil
valosul meg, vagy az SPB10 kdzvetleniil a DNS-hez kotédik UV kezelést kovetden?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Hker E6SFM, HaCaT, A375, U20S és U20S17 sejtek fenntartasa

Kisérleteink soran az alabbi sejtvonalakat hasznaltuk: a Hker EGSFM és HaCaT Keratinocita,
az A375 melanoma, a U20S oszteoszarkoma, valamint az ebbdl szarmaztatott U20S 17178179

sejtvonalat.

Az oszteoszarkoma (U20S) sejtek ugyan fiziologias allapotukban nincsenek kitéve UV
sugarzasnak, azonban szamos tudomanyos cikkben, mely a DNS hibajavitas és annak
regulaciojaval foglalkozik, alkalmazzak ezen sejtvonalat. Tovabba ezen sejtvonal azért is
alkalmas modell a hibajavitas vizsgélatara, mert szekvenalasi eredmények kimutattak, hogy
nem tartalmaz mutaciot egyik DNS hibajavitdsban résztvevd fehérjét kodoldé DNS

szekvenciaban sem.

A felhasznalt sejtvonalakhoz a kovetkezd tapoldatokat hasznaltuk: HaCaT, A375, U20S
sejteket 10% FBS-t (Fetal Bovine Serum) (Lonza), 1% antibiotikumot (Sigma-Aldrich) és 4
mM glutamint (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(Lonza) tapoldatban ndvesztettiink 37 °C-on, CO.-os inkubatorban.

U20S17 sejteket DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Lonza) tépoldatban

novesztettiink, kiegészitve 10% FBS-sel (Fetal Bovine Serum) (Lonza).

A Hker E6SFM sejtvonalat 37 °C-on tartottuk kultiraban Keratinocyte-SFM Medium with
L-Glutamine, EGF and BPE (Thermo Fisher Scientific) tdpoldatban, kiegészitve 2 mM

glutaminnal és 1% antibiotikummal.

4.2. Human sejtek viabilitasanak mérése tripankék festékkel

A sejtkultiraban novesztett és kitapadt sejteket tripszin segitségével felemésztettiik, majd a
felemésztett sejteket tartalmazod szuszpenzioban FBS segitségével leallitottuk a tripszin
milkodését. A sejteket centrifuga segitségével dsszegylijtottiik, majd megfestettiik 0,4%-0s
tripAnkék és DMEM tapfolyadék 1:1 ardny oldataval. Az optimalis festddés elérése
érdekében a mintakat 10-15 percig inkubaltuk, majd Biirker kamra segitségével

megszamoltuk és meghataroztuk az ¢l6- és elpusztult sejtek aranyat.
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4.3. Human sejtek életképességének mérése kristalyibolya oldattal

A kristalyibolya bazikus szinezOanyag, mely bejutva a DNS szalak koz¢ (interkalalodo
festékként) a sejtek DNS-ét festi meg. A 24-lyuku tenyésztdedényben felndvesztett sejtekrol
eltavolitottuk a tapoldatot, majd a feliiletiiket PBS pufferrel [137 mM NaCl (Sigma-Aldrich),
2,7 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10 mM Na,HPO4 (Molar Chemicals), 1,8 mM KH:PO4
(Molar Chemicals)] mostuk. igy az eljaras soran a halott sejteket kimostuk és csak az ¢é16
sejtek maradtak a tenyésztéedényben letapadva. Ezaltal csak az él6 sejtekben talalhato
nukleotidok festédnek, mely egyenesen aranyos a sejtek szamaval (amely elsédlegesen a
keletkezett kolonidk szamatol és kolonia méretétdl fligg), igy azok szamat tudjuk ezzel a
modszerrel meghatarozni. A folyadék dvatos eltavolitasat kovetden a sejtekre 200 pl 0,2%-
os kristalyibolya oldatot mértiink, mellyel 10 percig szobahémérsékleten inkubaltuk. Ezt
kovetden a sejteket kétszer mostuk desztillalt vizzel, majd a festék sejtekbdl torténd
kiszabadulasa érdekében a sejteket 600 ul 1%-0s SDS oldattal 10 percig kevertettiik. Az
oldat abszorbanciajat 590 nm-en BioTek-Synergy HTX multi-mode reader eszkoz
segitségével mértik meg. Az abszorbancia adatokbol meghataroztuk a talélé sejtek

mennyiségét a kontrollhoz képest.

4.4, UV sugarzas

A sejtek UV kezelését steril kamraban, Viber Lourmat VL-/6. LM sziirt UV lampaval
végeztiik, melyhez a sugarzas dozisat minden kezelés alkalmaval UVX Digital Ultraviolet
Intensity Meter (Cole-Palmer) késziilékkel allitottuk be. A sejtek félletalis dozissal (LDso)
kezeltiik, melynek meghatarozasahoz elézetes kisérleteket végeztiink kiilonb6z6 intenzitasu
sugarzas alkalmazasaval. A kovetkezé LDso UV dozisokat alkalmaztuk kisérleteink soran:
16 mJ/cm? U20S, mig 80 mJ/cm? Hker E6SFM, HaCaT és A375 sejtvonal esetében. A
sejteket az UV kezelés idétartama alatt egységes mennyiségii PBS-ben tartottuk [137 mM
NaCl (Sigma-Aldrich), 2,7 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10 mM NaHPO4 (Molar Chemicals),
1,8 mM KH2POs4 (Molar Chemicals)], majd a kezelést kdvetden visszahelyeztiik Oket
kiegészitett sejtkultra tapoldatba (minden sejtvonal esetében a sajat tapoldatat alkalmazva,
mely a sejtek fenntartasa cimii fejezetben megtalalhatd). A PBS mennyisége az UV kezelés
kozben a tenyésztéedény nagysagatol figgott. 3,5 cm atmérdji csészénél 1 ml, 6 cm-nél 3
ml, mig 10 cm atmérdjii csésze esetében 8 ml PBS-t tettiink a sejtekre. Az UV kezelést

kovetden a sejteket 37 °C-on inkubaltuk 2, 4, 8 vagy 24 oraig.
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4.5. H,O; kezelés

A U20S sejteket 1,25 mM H202-dal kezeltiik (LDso), majd 2 oran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk 6ket. Ezen id6 eltelte utan a sejteket PBS-sel [137 mM NaCl (Sigma-Aldrich),
2,7 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10 mM Na;HPO4 (Molar Chemicals), 1,8 mM KH2PO4
(Molar Chemicals)] mostuk, majd friss tapoldattal inkubaltuk 6ket 2 és 4 6ra hosszaig.

4.6. Neocarzinostatin (NCS) kezelés

A sejteket 15 percig 50 ng/ml koncentracioji NCS-sel kezeltiik. A kezelést kovetGen, a
sejteket PBS-sel [137 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 2,7 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10 mM
NazHPO4 (Molar Chemicals), 1,8 mM KH2PO4 (Molar Chemicals)] mostuk, majd friss
tapoldattal 37 °C-on inkubaltuk 6ket 2 és 4 6ra hosszaig.

4.7. Microarray

Hker E6SFM Kkeratinocita sejtvonalban az UV sugarzas hatasara bekovetkez6é globalis
transzkripcios valtozasokat microarray kisérlettel vizsgaltuk. Az UV sugarzassal kezelt €s
kontroll sejtekbdl teljes RNS-t izolaltunk RNeasy Mini Kit (Qiagen) segitségével, a gyarto
cléirasanak megfeleléen. Minden kategéria esetében harom fliggetlen mintagyiijtést
alkalmaztunk. A teljes expresszidS mintazat analizisére GeneChip Human Gene 1.0 ST
array-t (Affymetrix) alkalmaztunk. Mintanként 250 ng teljes RNS tipust tartalmazé mintat
felhasznalva cDNS-t készitettlink, majd amplifikaltunk €s jeloltiink Ambion WT Expression
Kit (Life Technologies) ¢s GeneChip WT Terminal Labeling and Control Kit (Affymetrix)
segitségével, a gyarto utasitasait kovetve. Az analizist GenSpring GX7.3.1 (Agilent) szoftver
segitségével végeztiik, majd a mérésbdl szarmazo adatokat (CEL file-ok) RMA algoritmus
segitségével analizaltuk. A kapott eredmények normalizalasahoz per-chip normalization

(global scaling) eljarast alkalmaztunk.

4.8. Plazmid konstrukciok eléallitasa

Uj plazmidok létrehozasahoz specifikus klonozé primereket terveztiink, melyekkel
felszaporitottuk az SPB2 és SPB10 fehérjéket kodold génszakaszokat. Az amplifikaciohoz
tervezett primerek 5’ végét restrikcios endonukleaz felismeréhellyel lattuk el, elosegitve
ezzel a DNS szakasz plazmidba valo beépitését. A tervezett klonozo primerek szekvencidjat
a 1. tablazat tartalmazza. A PCR folyamat alatt az alabbi koriilményeket alkalmaztuk: 98
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°C 10 masodperc, 65 °C 30 masodperc, 72 °C 1 perc, mindezt 40 cikluson keresztiil. A
felszaporitott PCR terméket CloneJET PCR Cloning Kit segitségével (Thermo Fisher
Scientific) klonozo plazmidba ligltuk, a gyartd eldirasait kovetve. Ezt kovetden pPEGFP-C1
célvektorba épitettilk at az inszerteket, SPB2 esetében Bglll és EcoRI, mig SPBI0

alkalmaval BglII és Sall restrikcios enzimhasitasi helyek és azok felismeré enzimjeinek

segitségével.
Plazmid Hasznalt Forward primer | Hasznalt Reverse primer
neve restrikcios szekvencidja (5°-3”) | restrikcids szekvencidja (5°-37)
endonukleaz endonukleaz

pEGFPCL1 | Bglll ATAAGATCTGA | EcoRI CGAATTCTTAGG

-SPB2 GGATCTTTGTGT GTGAGGAAAATC
GGCA TGC

pEGFPC1 | Bglil GCGAGATCTGA | Sall ATGTCGACTTAG

-SPB10 CTCTCTAGCAA GGGGAGCATAAT
CATCA CT

1. tablazat: Az alkalmazott klonozo6 primerek adatai

4.9. Baktérium transzformacio és plazmid tisztitas

A ligalt plazmidokat E. coli DH5a baktérium kultaraba juttattuk és felszaporitottuk, majd a
tovabbi felhasznalas érdekében Macherey-Nagel NucleoBond Xtra Midi kittel tisztitottuk, a

gyarto eldirasanak megfeleloen.

4.10. Human sejtek transzfekcioja plazmid DNS-sel

U20S sejteket 10 cm atmérdjii csészében novesztettiink, majd transzfektaltuk dket 7,5 pg
plazmid DNS-sel, jetPEI transzfekcios reagens (Polyplus) segitségével, a gyarto eldirasainak
megfelelden. A transzfektalt sejtek aranya a transzfekcios kisérletek soran minimum 50%
volt. Az eljarast kovetden a sejteket 24 oran keresztiil 37 °C-on, CO:z inkubétorban
novesztettilk. Az inkubéacios 1d6 lejarta elott 2 és 4 oraval a sejteket UV sugarzassal kezeltiik.

A kisérletek soran hasznalt plazmidok listaja a 2. tablazatban talalhato.
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Alkalmazott plazmid neve

pPEGFPCI iires vektor
pEGFPC1-SPB2 vektor
pEGFPC1-SPB10 vektor
pcDNA-HA-ubiquitin vektor
PEGFPC1-XPC vektor

2. tablazat: Kisérletek soran alkalmazott plazmidok

4.11. RNS izolalas human sejtekbél és reverz transzkripcios reakcio

Human sejtekbol teljes RNS-t izolaltunk ReliaPrep RNA Cell Miniprep System Kit
(Promega) segitségével, a gyartdo altal mellékelt protokoll szerint. A mintdk RNS
koncentraciojat NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) miiszerrel hataroztuk meg.
Minden minta esetében 1 pg mennyiségi RNS-t irtunk at cDNS-re TagMan Reverse
Transcription reagens (Thermo Fisher Scientific) hasznalataval, a gyarto altal megadott
utmutatés szerint. A folyamat alatt az alabbi koriilményeket hasznaltunk: 25 °C 10 perc, 37
°C 60 perc és 95 °C 5 perc.

4.12. SPB2 és SPB10 primer tervezése

A génexpresszid mérésekhez specifikus primereket terveztiink Primer3 szoftver
segitségével. Belsé kontrollként 18S RNS-re specifikus primerpart hasznaltunk, melyet Dr.
Ujfaludi Zsuzsanna tervezett 7. Az alkalmazott primerparok listaja és szekvenciaja a 3.

tablazatban szerepel.

Gén neve Forward primer szekvenciaja (5’-3°) | Reverse primer szekvenciaja (5°-3”)
SPB2 GATGTGTCCACTGGCTTGGA | CCTCTCCGACATCCCTGAGA
SPB10 CAAGCAAACCAGTGCAAATG | TAGGTGATGGCCTTTTCCAG
18S RNS AAACGGCTACCACATCCAAG | CGCTCCCAAGATCCAACTAC

3. tablazat: A génexpresszié méréseknél alkalmazott primerparok

4.13. Génexpresszié mérése kvantitativ real time PCR (QPCR) technikaval

A kvantitativ real-time PCR reakcidkat Thermo Scientific PikoReal Real-Time PCR

késziilékkel végeztiik. A reakcid soran keletkezd termékek kvantitativ meghatarozasahoz
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SYBR Green PCR Master Mixet hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific). A reakcidk soran
az alabbi koriilményeket alkalmaztuk: 95 °C 10 perc, 95 °C 15 masodperc, 60 °C 1 perc, 40
cikluson keresztiil. A reakcid végén olvadasi gorbe analizis segitségével hatdroztuk meg a
termék mindségét, kizarva az esetleges primer-dimerek detektdlasat. A mintdk ,.cycle
treshold” (Ct) értékét normalizaltuk 18S RNS bels6é kontroll segitségével, majd a gének
relativ expresszié értékét AACt metddussal szamoltuk ki 0. Kisérleteink soran harom

egymastol fliggetleniil gylijtott mintasorozaton végeztiik a méréseket.

4.14. Western blot

A sejteket 0sszegytjtottiik, majd a feltarasuk érdekében egy Oran at jégen inkubaltuk lizis
pufferben [150 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100 (Molar Chemicals), 50 mM
Tris-HCI pH 8 (Sigma-Aldrich) és 1xPIC (Roche)]. Ezutan a sejttérmeléket centrifugalassal
(13000 RPM, 5 perc, 4 °C) iilepitettiik ki. A feliilusz6 fehérje koncentraciojat Bradford
reagens (Bio-Rad, 500-006) segitségével mértiik meg. Ezt kovetden minden mintabol 30 ug
fehérjét, megfeleld térfogatt 5% PB-merkaptoetanol tartalmu 2xSDS mintafelvivé pufferben
(Sigma-Aldrich) 5 percig, 100 °C-on forraltuk. A fehérjéket SDS-PAGE segitségével
elvalasztottuk, majd nitrocellul6z membranra (GE Healthcare) rogzitettiik. Az aspecifikus
kotdhelyek felismerésének elkeriilése érdekében a membranokat egy éjszakan keresztiil 5%-
os tejpor-TBST oldatban blokkoltuk [20 mM Tris-HCI pH 7.4 (Sigma-Aldrich), 150 mM
NaCl (Sigma- Aldrich), 0,05% Tween 20 (Molar Chemicals)].

Masnap 1x TBST pufferrel torténd mosasokat kovetden, a membrant 1,5 6ran at inkubaltuk
elsédleges ellenanyaggal, melyet 1%-0s tejpor-TBST-ben oldottunk. Ezt kdvetéen ismét
mostuk a membrant 1x TBST pufferrel, majd egy oraig torma-peroxidazzal (HRP) konjugalt
masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk, mely az elsddleges ellenanyagra specifikus (GAR-
goat anti rabbit, valamint RAM- rabbit anti mouse). A Western blot soran alkalmazott

ellenanyagok listaja a 4. tablazatban szerepel.

A kemilumineszcens jel el6hivasahoz Immobilon Western Chemiluminescent HRP reagenst
(Merck Millipore) alkalmaztunk, amit Li-Cor 3600 C-DiGit Blot Scanner késziilékkel
detektaltunk. A kapott mintasorozatokban a jel intenzitasat Fiji (Imagel) szoftverrel

értékeltiik ki
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Elsédleges ellenanyag Masodlagos ellenanyag
Neve Higitas | Higitas Gyarto  és | Neve Higitas | Higitas Gyarto
(1P- (Inputnal) | kat. szama (IP-nal) | (Inputnal) | és kat.
nal) szama
anti- - 50x Atlas GAR- - 200x Dako,
SPB2 Antibodies, | HRP P0448
HPA015480
anti- - 50x Santa Cruz, | RAM- - 200x Dako,
Lamin A sc-293162 HRP P0260
anti-H3 | 1500x | 3000x Abcam, GAR- 3000x | 6000x Dako,
ab1791 HRP P0448
anti- 500x 1000x Abcam, GAR- 1000x | 2000x Dako,
GFP ab6556 HRP P0448
anti-HA | 500x 2000x IGBMC RAM- | 1000x | 4000x Dako,
HRP P0260
anti- - 2000x Sigma, RAM- - 4000x Dako,
Tubulin T9026 HRP P0260
anti-S2P | 350x 1000x Abcam, GAR- 1500x | 4000x Dako,
Pol Il ab5095 HRP P0448

4, tablazat: A Western blot soran alkalmazott ellenanyagok. A tablazatban szerepld

roviditések a roviditések jegyzékében talalhatok.

4.15. Frakcionalt sejtlizatum készitése Western blot technikahoz

Az eljaras kezdetén a sejteket 1XPI1C-kel kiegészitett PBS pufferben [137 mM NaCl (Sigma-
Aldrich), 2,7 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10 mM Na,HPO. (Molar Chemicals), 1,8 mM
KH2PO4 (Molar Chemicals)] 6sszegytijtottiik, majd centrifugalassal koncentraltuk dket a csé
aljara. A kitilepitett sejteket hipotonias pufferben [10 mM Tris-HCI pH 8.0 (Sigma-Aldrich),
1,5 mM MgCl, (Sigma-Aldrich), 10 mM KCI (Sigma-Aldrich), 1xPIC (Roche)]
visszaoldottuk és 21G atmérdji tii segitségével homogenizaltuk. Ezt kovetden szukroz
puffert [20 mM Tris-HCI pH 8.0 (Sigma-Aldrich), 15 mM KCI (Sigma-Aldrich), 60 mM
NaCl (Sigma-Aldrich), 0,34 mM szukréoz (Sigma-Aldrich), 0,15 mM Spermine (Sigma-
Aldrich), 0,5 mM Spermidine (Sigma-Aldrich), 1xPIC (Roche)] adtunk a lizatumhoz, majd
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centrifugalassal (10000 RPM/ 10 perc/ 4 °C) valasztottuk el a feliilliszoként megjelend
citoplazmatikus frakciot a tobbi Gsszetevotél. A megmaradd csapadékot ismét Szukrdz
pufferben visszaoldottuk, majd kiegészitettiilk magas so tartalmu pufferrel [20 mM Tris-HCI
pH 8.0 (Sigma-Aldrich), 25% Glycerol (Fermentas), 1,5 mM MgCl. (Sigma-Aldrich), 0,2
mM EDTA (Sigma-Aldrich), 900 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 1xP1C (Roche)]. Ezt kdvetden
idonként megkeverve Oket, fél oraig jégen taroltuk a mintdkat. Ismételten centrifugalassal
valasztottuk el a kromatinhoz nem kotédd fehérjéket tartalmazo frakciot. A visszamarado
kromatin kotott fehérje frakciot szukroz pufferben felszuszpendaltuk és 6 percig, 30
masodperc ON ¢és 30 masodperc OFF beallitassal Diagenode Bioruptor (Diagenode)
szonikator felhasznalasdval fragmentaltuk. A szonikalt mintdk az inszolubilis nuklearis
frakcionak feleltek meg, melyet centrifugdlassal gyljtottiink Ossze. Az eljaras soran

keletkezett mintdkat Western blot technika segitségével analizaltuk.

4.16. CSK immunhiszokémiai eljaras alkalmazasa human sejteken

A sejteket PBS pufferrel [137 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 2,7 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10
mM Na;HPO4 (Molar Chemicals), 1,8 mM KH.PO4 (Molar Chemicals)] torténé mosast
kovetden haromszor harom percig CSK pufferrel inkubaltuk [10 mM Hepes pH 7.0 (Sigma-
Aldrich), 100 mM sucrose (Sigma-Aldrich), 3 mM MgCl. (Sigma-Aldrich), 0,7% Triton X-
100 (Sigma-Aldrich), 0,3 mg/ml RNase A (Roche)] annak érdekében, hogy eltavolitsuk a
sejtek citoplazmatikus és szolubilis nuklearis frakciojat. Ezt kovetéen PBS pufferrel
haromszor mostuk a sejteket, majd 10 perc inkubacios id6 alkalmazasaval, 4% formaldehid
(Sigma-Aldrich) oldattal rogzitettiik 6ket a targylemezhez. Ismételt PBS pufferrel torténd
mosast kovetden feltartuk a sejteket 0,2% Triton X-100/PBS (Fluka) permeabilizal6 oldat 5
percig valo alkalmazasaval. PBS oldattal atmostuk a sejteket, majd 20 percig blokkoltuk
6ket 5% BSA-PBST [BSA (Sigma-Aldrich), 0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich), PBS]
oldatban, az aspecifikus jelek eltavolitasa érdekében. A sejteket PBST oldattal mostuk, majd
1,5 6raig inkubaltuk specifikus elsédleges ellenanyaggal, melyet 1% BSA-PBST pufferben
oldottunk. Ismételt PBST pufferrel torténé mosast kovetden 1 ora inkubalas kovetkezett
fluoroférral konjugalt masodlagos ellenanyaggal, mely az els6dleges -ellenanyagra
specifikus (GAR- goat anti rabbit, valamint GAM- goat anti mouse). Az eljaras soran
alkalmazott ellenanyagok listaja az 5. tablazatban szerepel. Az eljaras végén a sejteket PBS
oldattal mostuk, majd interkalalodd6 DAPI festéket tartalmazd ProLong Gold reagenssel
(Thermo Fisher Scientific) fedtiik le. A mintakat Olympus FluoView FV1000 konfokalis
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mikroszkoppal vizsgaltuk. Minden egyes kezelés esetében a mintdknal azonos expozicids
idot alkalmaztuk. A kapott fluoreszcencia intenzitasat Fiji (Image J) szoftverrel értékeltiik

Ki.

Elsodleges ellenanyag Masodlagos ellenanyag
Specifitasa Higitasa | Gyarto és Kat. | Specificitasa | Higitasa | Gyartd és Kat.
szdma szdma
anti-SPB2 300x Atlas GAR 600x Abcam,
Antibodies, Dylight 550 ab96984
HPA015480
anti-XPB 1000x | IGBMC GAM Alexa | 2000x Thermo  Fisher
488 Scientific,
A11029
anti-XPF 1000x | IGBMC GAM Alexa | 2000x Thermo  Fisher
488 Scientific,
Al11029

5. tablazat: A CSK-immunhisztokémia soran alkalmazott ellenanyagok. A tablazatban

szerepld roviditések a roviditések jegyzékében talalhatok.

4.17. Immunhisztokémiai eljaras alkalmazasa human sejteken

A sejteket PBS pufferrel [137 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 2,7 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10
mM Na;HPO4 (Molar Chemicals), 1,8 mM KH.PO4 (Molar Chemicals)] torténé mosast
kovetéen 30 percig 4%-o0s formaldehid (Sigma-Aldrich) oldattal rogzitettik a
targylemezhez. Ismételt PBS pufferrel torténd mosast kovetden feltartuk a sejteket 0,3%
Triton X-100/PBS (Fluka) permeabilizal6é oldat 20 percig valo alkalmazasaval. Mostuk a
sejteket PBS pufferrel, majd 20 percig blokkoltuk 6ket 5% BSA-PBST [BSA (Sigma-
Aldrich), 0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich), PBS] oldatban, az aspecifikus kotéhelyek
blokkolasa érdekében. A sejteket PBST [0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich), PBS] oldattal
mostuk, majd 1,5 o6rdig inkubaltuk specifikus elsddleges ellenanyaggal, melyet 1% BSA-
PBST pufferben oldottunk. Ismételt PBST pufferrel torténd mosast kovetden 1 6ra inkubalas
kovetkezett fluoroforral konjugalt masodlagos ellenanyag oldatanak segitségével. Az eljaras
soran alkalmazott ellenanyagok listaja a 6. tablazatban szerepel. Az eljaras végén a sejteket

mostuk PBST pufferrel, majd interkalalodd DAPI festéket tartalmazd ProLong Gold
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antifade reagenssel (Thermo Fisher Scientific) fedtiik le. A mintdkat Olympus FluoView
FV1000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Egy kisérleten beliil minden egyes minta

esetében azonos expozicids idot alkalmaztuk.

Elsédleges ellenanyag Masodlagos ellenanyag
Specifitasa Higitasa | Gyarto és Kat. | Specificitasa | Higitasa | Gyartd és Kat.
szama szama
anti-SPB2 300x Atlas GAR 600x Abcam,
Antibodies, Dylight 550 ab96984
HPAO015480
anti-Tubulin | 500x Sigma, T9026 GAM Alexa | 1000x Thermo  Fisher
488 Scientific,
A11029

6. tablazat: A human sejteken elvégzett immunhisztokémia eljaras soran alkalmazott

ellenanyagok. A tablazatban szerepl6 roviditések a roviditések jegyzékében talalhatok.

4.18. Immunhisztokémia human szoveteken

A 7 um vastagsagu paraffinizalt bazalis sejtes karcinoma (BCC) metszeteket xilol (Sigma-
Aldrich) tartalma deparaffinizalo oldatba meritettiik haromszor 15 percre, majd kétszer
mostuk 96% és egyszer 70% etanol tartalmu oldattal a paraffin szovetek koziili eltavolitasa
érdekében. Ezt kovetéen a mintakat desztillalt vizzel, majd PBS oldattal [137 mM NaCl
(Sigma-Aldrich), 2,7 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10 mM NaHPO4 (Molar Chemicals), 1,8
mM KH2PO4 (Molar Chemicals)] mostuk. A mintafeltarast EnVision FLEX Target Retrieval
Solution alacsony pH-ja pufferrel (Dako, K8005) végeztiik 15 percig emelkedé hoémérséklet
mellett (65-92 °C). A mintakat 15 perc hiitést kdvetéen PBS oldattal mostuk, majd 1 6raig
blokkoltuk 6ket 5% BSA/ 0,3% Triton X-100-PBS oldatban, az aspecifikus koétéhelyek
blokkolasa érdekében. Ezt eldsegitve a blokkold oldatba torma-peroxidédzzal konjugalt
masodlagos ellenanyagokkal [GAR HRP (Dako, P0448) ¢és RAM HRP (Dako, P0260)]
egészitettiik ki 1:2000 higitasban. PBST pufferrel PBST [0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich),
PBS] torténd mosast kovetéen, 1% BSA-PBST pufferben oldott specifikus elsédleges
antitestekkel 1,5 o6rdn 4at, majd ezt kovetden fluoroforral konjugilt masodlagos
ellenanyagokkal a mintakat 1 6rat inkubaltuk. A felhasznalt antitestek listajat a 7. tablazat

tartalmazza. Az eljaras végén a sejteket PBST pufferrel mostuk, majd interkalalodo DAPI
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festéket tartalmazé ProLong Gold reagenssel (Thermo Fisher Scientific) fedtik le. A
mintakat Leica SP5 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Minden egyes minta esetében
azonos expozicios iddt alkalmaztunk. A kapott fluoreszcencia intenzitasat Fiji (Image J)

szoftver, Plot profile plugin eszkoz segitségével értékeltiik ki.

Elsédleges ellenanyag Masodlagos ellenanyag

Specifitasa Higitasa | Gyarto és Kat. | Specificitasa | Higitasa | Gyartd és Kat.
szama szama

anti-SPB2 50x Atlas GAR Alexa | 100x Invitrogen,
Antibodies, 555 A21429
HPAO015480

anti-Pol I1 250x IGBMC (7G5) | GAM Alexa | 500x Molecular

488 Probes, A11029

7. tablazat: A human sejteken elvégzett immunhisztokémia eljaras soran alkalmazott

ellenanyagok. A tablazatban szerepld roviditések a roviditések jegyzékében talalhatok.

4.19. A human sziévetek hematoxilin és eozin festése

A festési modszert a bazalis sejtes karcinoma (BCC) metszetek tumoros és ép régidinak
elkiilonitése érdekében alkalmaztuk. Elsé 1épésként a metszeteket timsds hematoxilin
oldattal (Sigma-Aldrich) festettiik, majd a mintakat desztillalt vizzel mostuk és a mosast
kovetden a mintakat 1g/l-es koncentracidju eozin-B oldattal (Sigma-Aldrich) festettiik meg.
Ezt kdvetden a metszeteket kétszer mostuk desztillalt vizzel, és egyszer izopropil-alkohollal,
majd ismételten desztillalt vizes mosas koOvetkezett. Ezt kovetOen vizmentesitettiik,
deritettiilk, majd lefedtiik a mintakat. A metszetek hiszto-architekturajanak valtozasat

Olympus FluoView FV1000 konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk.

4.20. LacO-tethering eljaras

U20S17 sejteket 24-lyuku tenyésztdedényben novesztettilk, majd FuGENE transzfekcios
reagens (Promega) hasznalataval 1 ug plazmid DNS-t juttatunk a sejtekbe, a gyartd
eléirasainak megfelelden. Az eljarast kovetden a sejteket 24 6ran keresztiil 37 °C-on, CO:
inkubétorban ndvesztettiik, majd immunfluoreszcens festéssel tettiik lathatova a fehérjéket.
Az inkubacios id6 lejarta elétt 1 ordval a sejteket 12 mJ/cm? erdsségli UV sugarzassal

kezeltik. A felhasznalt plazmidok listaja a 8. tablazatban szerepel. Kisérleteink soran
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harom egymastol fiiggetlentil festett mintasorozaton végeztiik az analizist, 100 sejt/kondiciot

megmeérve.

Alkalmazott plazmidok nevei
GFP-LacR-NLS vektor
GFP-LacR-XPB vektor
GFP-LacR-XPB AN vektor

8. tablazat: A LacO-tethering eljaras soran alkalmazott plazmidok

4.21. Ko-immunprecipitacié

U20S sejteket PBS pufferrel [137 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 2,7 mM KCI (Sigma-
Aldrich), 10 mM NaHPOs; (Molar Chemicals), 1,8 mM KH:PO4 (Molar Chemicals)]
mostuk és centrifugalassal (6000 RPM, 5 perc, 4 °C) Gsszegytjtottiik, majd 1 ora jégen
torténd inkubacio alatt nem denaturalo lizis pufferben [150 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 1%
Triton X-100 (Molar Chemicals), 50 mM Tris-HCI pH 8.0 (Sigma-Aldrich) és 1xPIC
(Roche)] feltartuk. Ezek utan centrifugalassal megszabadultunk az esetlegesen keletkezett
sejttormeléktbl. A feliiliszoban 1évé fehérje oldat koncentraciojat Bradford reagenssel (Bio-
Rad, 500-006) megmértiik. Minden mintabol 250 pg fehérjét elétisztitottunk 15 pl egyes-
szala DNS-sel blokkolt Protein A-Sepharose gyonggyel (Sigma.Aldrich). Ezen folyamat 2
Oran keresztiil, 4 °C-on zajlott, majd a gydongyoket centrifugalassal (6000 RPM, 5 perc, 4°C)
eltavolitottuk. Ezt kdvetbéen a mintakhoz megfeleld mennyiségii elsddleges ellenanyagot
adtunk, mellyel 4 °C-on egy éjszakan at kevertettiik. A nem specifikus fehérje kotédések
kizarasa érdekében negativ kontrollként olyan mintat készitettiink, amelynél nem
hasznaltunk ellenanyagot (no antibody control- NAC). Mésnap minden mintdhoz 40 pl
blokkolt Protein A-Sepharose gydngyot adtunk, és egy ujabb éjszakan at kevertettikk. Az
inkubacios id6 lejarta utan a gyongyoket centrifugalassal (1000 RPM, 5 perc, 4 °C)
Osszegyliijtottik. Miutan négyszer mostuk a gyongyoket nem denaturald lizis pufferrel,
elualtuk a mintakat 5% B-merkaptoetanol tartalmt 2xSDS loading pufferben (Sigma-
Aldrich) 5 percig vald forralassal. Ezt kovetden centrifugalassal kiiilepitettiik, majd
eltavolitottuk a gyongydket. Az immunprecipitacios kisérletben a kolesonhatd fehérjék
jelenlétét Western Blot technika alkalmazasaval, a célfehérjékre specifikus ellenanyagok
felhasznalasaval mutattuk ki. A kisérletek sordn hasznéalt ellenanyagok listdja a 9.

tablazatban szerepel.
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Felhasznalt ellenanyag neve | Gyarto6 és kat. szama

anti-HA IGBMC (12CA5)
anti-H3 Abcam, ab1791
anti-GFP Abcam, ab6556

9. tablazat: A ko-immunprecipitacios eljarasok soran alkalmazott ellenanyagok

4.22. Comet-esszé

Az siSPBI10 ¢és siSCR RNS-sel transzfektalt U20S sejteket bromodeoxyuridine (BrdU)
festékkel jeloltiik, hogy lathatova tegyiik az S-fazisban 1évo sejtek replikaciods villait, illetve
a DNS hibak javitasa soran létrejott egyes-szalu DNS szakaszokat. Az eljaras soran a sejteket
20 percig, 37 °C-on kezeltiik 20 uM BrdU tartalmia DMEM tapoldattal, majd a sejteket PBS
oldattal [137 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 2,7 mM KCI (Sigma-Aldrich), 10 mM NaxHPO4
(Molar Chemicals), 1,8 mM KH2POs (Molar Chemicals)] mostuk, és UV sugarzassal
kezeltiik Oket. A kezelés utan a sejtekre frissen bekevert 200 uM 4x dNTP tartalmt
tapoldatot tettlink, majd 0, 6 €s 24 6ran keresztiil 37 °C-0s CO; inkubatorba helyeztiik dket.
Az inkubaciés id6 lejarta utan a sejteket PBS pufferrel mostuk, majd a kitapadt sejteket
tripszin segitségével felemésztettiik és szuszpenzidba vittiikk. Az igy kapott sejt szuszpenziot
centrifugalassal (2009, 5 perc) kiiilepitettiik, majd feloldottuk 70 ul 37 °C-os 0,75%-0s
alacsony olvadaspontu agardzban (Sigma-Aldrich). Ezt kovetGen az agardz-sejtpellet
keverékét az eldre elkészitett 1% agardzzal boritott targylemezre cseppentettiik ¢€s
feddlemezzel leboritottuk, igy egy egységes, vékony réteget 1étrehozva a két livegfeliilet
kozott. A sejtpelletes- agaroz réteg megdermedése érdekében a targylemezeket 4 °C-ra
helyeztiik 3 percre. Ezt kovetden a fedélemezeket 6vatosan eltavolitottuk a mintakrol. A
sejteket tartalmazo targylemezeket jéghideg lizis pufferbe [2,5 M NaCl (Sigma-Aldrich),
100 mM EDTA (Sigma-Aldrich), 10 mM Tris-HCI pH 10 (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-
100 (Molar Chemicals), 0,5% N-lauroylsarcosine sodium salt (Sigma-Aldrich)] helyeztiik,
¢és 4 °C-on 1,5 orat inkubaltuk Oket, hogy eltavolitsuk a sejtmembrant és a fehérjéket. Az
inkubacios id6 eltelte utan a targylemezeket haromszor 5 percig neutralizald oldattal [400
mM Tris-HCI pH 7.4 (Sigma-Aldrich) és PBS] mostuk, az esetleges sejttormelék és a lizis
puffer eltavolitasa érdekében. Ezt kovetden a targylemezeket jéghideg elektroforetikus
pufferrel [300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13] feltoltott kadba helyeztiik és 40 percig
inkubéltuk benne, hogy az egyes-szali DNS kihurkolédhasson. Ezt kovetéen végrehajtottuk
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a mintdk elektroforézisét 1 V/ecm (25 V, 300 mA) fesziiltséggel, 20 percen keresztiil. A
targylemezeket haromszor mostuk neutralizalo pufferrel és kétszer PBS pufferrel. A hattér
festddés csokkentése érdekében a targylemezeket 1% BSA-PBST pufferben
szobahémérsékleten 15 percig blokkoltuk, majd 1% BSA-PBST pufferben oldott specifikus
elsédleges antitesttel 4 °C-on, 1,5 dran at taroltuk, végiil fluoroforral konjugalt masodlagos
ellenanyaggal a mintakat fed6lemez alatt, nedves kamraban 1 6rat inkubaltuk. A felhasznalt
antitestek listajat a 10. tablazat tartalmazza. Az immunfestés végén a mintdkat PBS
pufferrel mostuk, majd Zeiss, Axioscope fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. Minden
egyes kezelés esetében a mintaknal azonos expozicios id6t alkalmaztunk. A kapott
fluoreszcens képeket Komet 5.0 image analysis szoftverrel (Kinetic Imaging Ltd., Liverpool,
UK) értékeltiik ki. A DNS fragmentaltsagat a comet fejének (nukleusz) és farkanak
(karosodott DNS) fluoreszcencia intenzitasbeli kiilonbségébd1 szamoltuk ki, mintanként 100

véletlenszertien kivalasztott sejt felhasznalasaval.

Elsddleges ellenanyag Masodlagos ellenanyag

Specifitasa Higitasa | Gyarto és Kat. | Specifitasa | Higitasa | Gyartd és Kat.

szama szama
anti-BrdU 300x Ab-Direct GAR Alexa | 600x Thermo Fisher
Serotech, V061 | 488 S., A-11006

10. tablazat: A Comet-esszé soran alkalmazott ellenanyagok. A tablazatban szerepld

roviditések a roviditések jegyzékében talalhatok.

4.23. siRNS csendesités

Az SPB10 gén csendesitésére SPB10 SiRNS pool-t (L-019923-02-0005, Dharmacon)
alkalmaztunk. Minden kisérlet alkalmdval un. nem kdédolé (SCR) (D-001810-10-05,
Dharmacon) siRNS pool-t hasznaltunk negativ kontrollként. 3x10° U20S sejtet hat lyuku
sejttenyésztd edényben novesztettiink, majd transzfektaltuk dket SPB10 esetében 40 uM,
mig SCR esetében 5 pM siRNS-sel. A kisérletekhez INTERFERin (Polyplus) transzfekcios
reagenst hasznaltunk a gyart6 eldirasainak megfelelden. A transzfekciot kovetden a sejteket
48 oraig 37 °C-os CO: inkubdatorban taroltuk, antibiotikumot nem tartalmazoé sejtkultura
médiumban (minden sejtvonal esetében a sajat tapoldatat alkalmazva, mely a sejtek

fenntartasa cimii fejezetben megtalalhato).

47



5. Kisérleti eredmények

5.1. Microarray eredmények UV kezelt Hker E6SFM sejteken

Az UV sugarzés, mint mindennapjainkat érint6 kornyezeti faktor, és az altala kivaltott DNS
karosodasok, illetve ezekre adott sejtvalasz egy napjainkban intenziven tanulmanyozott
teriilet, hiszen a nem tokéletesen, vagy nem megfeleld sebességgel kijavitott hibak tumoros
folyamatok elindulasahoz vezethetnek. Kutatocsoportunkban nemrégiben egy immortalizalt
keratinocita, a Hker E6SFM UV sugarzasra adott génexpresszié valtozasait vizsgaltuk 177,
Microarray kisérlettel Hker E6SFM kezeletlen és UV sugarzassal kezelt sejtek mRNS
profiljat hasonlitottuk Ossze. Az adatok elemzése alapjan 244 gén mutatott szignifikans
expresszié valtozast UV kezelés hatasara. Ezen gének tilnyomo tobbségénél, pontosan 223
esetben, a relativ expresszi6 értékének csokkenését tapasztaltuk. Csupan 21 gén mRNS

szintjében mutattunk ki novekedést a kezelés hatasara.

Az UV kezelés hatdsara emelkedett transzkripcids aktivitdsu gének koziil kimutattunk egy
olyan fehérjecsalad néhany tagjat, mely szerepét korabban még nem vizsgaltak az UV
kivaltotta sejtvalaszban. Ezen gének a SerpinB2, mely 2,233 a SerpinB10, mely 18,08,
valamint a SerpinB13, mely 1,39-szeres expresszid novekedést mutattak UV kezelés
hatasara (10. abra). Ezen eredmények arra utalhatnak, hogy a SerpinB fehérjecsalad t6bb
tagjanak is szerepe lehet az UV kivaltotta sejtvalaszban Hker E6SFM sejtvonalban. Ezért a
tovabbiakban a két leger6sebb valtozast mutaté gén a SerpinB2 (SPB2) és SerpinB10
(SPB10) vizsgalataval foglalkoztunk.
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Gén relativ valtozas Gén relativ valtozas
(log2) (log2)
AGT nem valtozik SERPINB2 1,495
SERPINA1 nem valtozik SERPINB5 nem valtozik
SERPINA10 nem valtozik SERPINB9 nem valtozik
SERPINA1l nem valtozik SERPINB10 4,253
SERPINA12 nem valtozik SERPINB13 1,180
SERPINA13 nem valtozik SERPINC1 nem valtozik
SERPINA2 nem valtozik SERPIND1 nem valtozik
SERPINA4 nem valtozik SERPINF2 nem valtozik
SERPINAS nem valtozik SERPINF3 nem valtozik
SERPINAG6 nem valtozik SERPING1 nem valtozik
SERPINA9 nem valtozik SERPINH1 nem valtozik

10. abra: A Serpin fehérjecsalad néhany tagjanak génexpresszié valtozasa UV
sugarzas hatasara (80 mJ/cm?):
Hker E6SFM sejteken végzett microarray kisérletbdl szarmazo relativ génexpresszio

valtozasok értéke log2-ben meghatarozva.

5.2. Kiilonb6z6é koncentracioju, illetve erésséglii DNS Kkarosito agensek félletalis

dozisanak meghatarozasa

A kisérleteink soran olyan intenzitasu stresszhatast alkalmaztunk, ami a lehet6 legnagyobb
valaszreakciora serkenti a sejteket anélkiil, hogy a tobbségiiket elpusztitana. Ezért minden
uj kisérleti elem bevezetése elétt meghataroztuk az adott sejtvonal, bizonyos stresszhatasra
mutatott félletalis (LDso) dozisat. A laboratériumunkban az UV LDsg értéket Hker E6SFM
(80 ml/cm?)) HaCaT (80 mJ/cm?), illetve U20S (16 mJ/cm?) és U20S17 (16 ml/cm?)
sejtvonalak felhasznalasaval mar korabban meghataroztak, mig az A375 sejtekben ezt az
értéket tripAnkék festéssel allapitottuk meg. Az A375 sejteknél tapasztalt tulélési arany
hisztogramjat a 11. abra szemlélteti, melybd] megallapithatd, hogy a 80 ml/cm? erdsségii

sugarzast élte tul a sejtek 50%-a.
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11. abra: Kiilonb6z6 erdsségii UV sugarzas hatasa A375 sejtek tulélésére:
Az A375 sejteket 20, 40 és 80 mJ/cm? erésségii UV sugarzassal kezeltiik, majd tripankék

festék segitségével vizsgaltuk a sejtek tulélését 24, 48 és 72 orat kdovetden. A szaggatott

vonal az LDsp értéket jeloli.
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12. abra: Kiilonbozo koncentraciéju H20: kezelés hatasa U20S sejtek tulélésére:
A U20S sejteket 0,8; 0,9; 1; 1,1; 1,2; 1,3; 1,4; 1,5 és 1,6 mM koncentracioju H2O»-dal
kezeltiik, majd kristalyibolya festék segitségével vizsgaltuk a sejtek tulélését. A szaggatott

vonal az LDsp értéket jeloli.
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A késobbi kisérleteink alkalmaval a H2O2, oxidativ stresszt kivaltd vegyiilet tulélést
befolyasold hatasat is vizsgaltuk és U20S sejteken kristalyibolya festék hasznalataval

meghataroztuk az LDso értéket. Az tulélési gorbe hisztogramjat a 12. abra szemlélteti.

s

¢li tal mig, ha 1,3 mM-t alkalmaztunk, csak 39,5% tulélést tapasztaltunk, igy a tovabbi

kisérletekben az 1,25 mM koncentracioja H2O; kezelést alkalmaztuk.

5.3. SPB2 UV sugarzas hatasara kialakulé sejtvalaszban betoltott szerepe

A dolgozatom elkovetkez6 szakaszaban az SPB2 fehérje vizsgalatat célzo eredményeinket

mutatom be.

5.3.1. UV kezelés hatisara az SPB2 relativ mRNS szintje megemelkedik a vizsgalt

sejtvonalakban

Az el6zetes eredményeink arra utaltak, hogy Hker E6SFM sejtekben a SerpinB2 szerepet

jatszhat az UV sugarzas kivaltotta sejtvalaszban. Annak érdekében, hogy igazoljuk a

SPB2 relativ expresszidja
oo
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NK 24h
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13. abra: UV sugarzas hatasara bekovetkezé6 SPB2 génexpresszio valtozas Hker
E6SFM sejtekben:
A Hker E6SFM sejteket 80 mJ/cm? erésségii UV sugarzassal kezeltiik, 24 6ra inkubécios

1d6t kovetéen qPCR modszerrel meghataroztuk az SPB2 relativ mRNS szintjét.
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korabban mar részletezett microarray kisérlet eredményeit, kvantitativ real-time PCR
(qPCR) modszerével vizsgaltuk az SPB2 expresszi6 szintjének valtozasat Hker E6SFM
kezeletlen és UV sugarzassal kezelt sejtekben. Azt tapasztaltuk, hogy 24 oraval az UV
kezelést kovetéen az SPB2 mMRNS szintje 12-szeresére megemelkedik a kezeletlen mintahoz

viszonyitva (13. abra).
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14. abra: UV sugarzas hatasara bekovetkez6 SPB2 génexpresszio valtozas A375
sejtekben:

Az A375 sejteket 80 ml/cm? erdsségli UV sugarzassal kezeltiik, majd 2, 8 és 24 6ra
inkubacios idot kovetden qPCR modszerrel meghataroztuk az SPB2 relativ mRNS szintjét.

Annak eldontésére, hogy ezen jelenség csak keratinocita sejtekben jatszodik le, vagy egyéb,
borben eléforduld sejtben is megfigyelhetd, az SPB2 expresszio valtozasat melanoma
(A375) sejtekben is vizsgaltuk. Az eljaras soran nem kezelt, valamint 2, 8 és 24 oraval az
UV kezelést kovetden mértitk az SPB2 mRNS szintjét qPCR segitségével. Azt tapasztaltuk,
hogy melanoma sejtek esetében is megnd az SPB2 expresszio szintje UV kezelés hatasara.
Az SPB2 mRNS szintje 2 oraval az UV sugarzast kovetéen mar 12,8-szorosara emelkedett
a kezeletlen mintahoz képest. Ezen expresszio érték 8 oraval a kezelést kovetéen, mar 22,9-
szeres emelkedést mutatott. A 24 6ras mintaknal csokkenni latszott ez a tendencia, de még
mindig 4,3-szor magasabb MRNS értéket mértiink, mint a kezeletlen mintaknal. Tehat

elmondhat6, hogy melanoma sejtek esetében is emelkedett az SPB2 mRNS szintje UV
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sugarzas hatdsara, és abrazolva ezen értékeket egy haranggorbéhez hasonld lefutést

tapasztaltunk. A kapott eredményeket a 14. abra szemlélteti.

Kovetkezd 1épésként vizsgaltuk, hogy az UV kezelés soran tapasztalt SPB2 génexpresszio
valtozas egy specifikus, csak az UV sugarzassal érintkez6 sejtekben megfigyelhetd jelenség,
vagy evolicidésan konzervalt folyamat, és olyan sejtvonalakban is megfigyelhetd, melyek
normal koriilmények kdzott nincsenek kitéve UV sugéarzasnak. Ezért U20S oszteoszarkdma
sejteken is teszteltiik a fentebb emlitett kisérleti elrendezést és qPCR mérést. A korabbiakhoz
hasonloan az UV sugarzas hatasara U20S sejtekben is emelkedett az SPB2 mRNS szintje 2,
8 és 24 oraval a kezelést kovetéen (1,8, 4,7, 2,4-szeresére). A kapott eredményeket a 15.
abra szemlélteti. Az expresszio értékeket abrazolva hasonlo lefutasu kinetikat tapasztaltunk,
mint melanoma sejtek esetében, azonban a U20S sejtvonalban mért SPB2 mRNS
szintemelkedés joval alacsonyabb volt, mint a keratinocita, vagy melanoma sejteknél

tapasztalt valtozas.
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15. dbra: UV sugarzas hatasara bekovetkezé6 SPB2 génexpresszio valtozas mértéke

U20S sejtekben:
A U20S sejteket 16 ml/cm? erésségli UV sugarzassal kezeltiik, majd 2, 8 és 24 ora

inkubécios id6t kdvetden qPCR modszerrel meghataroztuk az SPB2 relativ mRNS szintjét.

Ez magyarazhat6 azzal, hogy ugyan az UV sugarzasra adott valasz egy konzervalt folyamat,

ezért szamos sejtvonalnal megfigyelhetd, azonban azon sejtek esetében - melyek az emberi
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test felszinén talalhatok és azért alakultak ki, hogy megvédjék a szervezetiinket a kiilsé

kornyezeti kdrosodasoktol- ezen sejtvalasz sokkal erdteljesebb.

5.3.2. UV kezelés hatdsara az SPB2 fehérje szintje megemelkedik a vizsgalt sejtvonalakban

Annak tisztazasara, hogy a megfigyelt SPB2 aktivacid UV sugarzas hatasara csak mRNS
szinten kovetkezik be, vagy az mRNS valtozast SPB2 fehérje szintemelkedés is koveti,
Western blot technikaval vizsgaltuk az SPB2 fehérje mennyiségét Hker E6SFM és A375
sejteken. Méréseink mindkét sejtvonalban hasonld eredményt mutattak: az SPB2 fehérje
szintje UV sugarzas hatdsara megemelkedett 2, 8 és 24 dra inkubacios 1dot kovetden a nem

kezelt mintakhoz képest (16. abra).
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16. abra: Hker E6SFM és A375 sejtekben bekovetkezé6 SPB2 fehérje szintjének
valtozasa UV sugarzas hatasara:

(a)A Hker E6SFM és (c) az A375 sejteket 80 mJ/cm? erdsségii UV sugarzast kdvetden 2, 8
¢s 24 ora inkubdacids idovel Osszegylijtottiik, majd a sejtekbdl izolalt fehérjemintakon
Western blot technika segitségével mértiik az SPB2 fehérje szintjét. Az egyenletes
mintafelvitel pozitiv kontrolljaként anti-H3 ellenanyagot alkalmaztunk. A kisérletek
fehérje mennyiségének kiértékelése Fiji (Image J) szoftverrel tortént, melyet Hker E6SFM
sejteknél a (b), mig A375 sejteknél a (d) dbra szemléltet.
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A 16. abran megfigyelhetd, hogy az SPB2 fehérje legmagasabb mennyiségét 8 6raval a UV
sugarzast kovetden tapasztaltuk, majd 24 6raval az SPB2 szintje csokkenni kezdett. Tovabba
megallapithatd, hogy a tapasztalt SPB2 fehérjeszint valtozas a Hker E6SFM-nél kisebb, mig
az A375 sejteknél joval nagyobb mértékii volt. A tapasztalt kiilonbség egy idobeli elcsuszas
lehet, ami magyarazhato a két sejtvonal tipusabol eredd kiilonbségekkel. Mindazonaltal a
fehérjeszint valtozds hasonld lefutdsi mintazatot mutatott, mint amit a relativ mRNS
expresszidjanak mérésénél tapasztaltunk. Ezen eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy

az UV sugarzas az SPB2 mRNS és fehérje szintjét is befolyasolja.

5.3.3. UV kezelés hatdisara az SPB2 fehérje sejten beliili elhelyezkedése megvaltozik a

vizsgalt sejtekben

Korabbi irodalmi adatokt6l ismert, hogy az SPB2 fehérje fertézés vagy gyulladasos

folyamatok eredményeként a citoplazméban halmozodik fel 81, Azonban Lee és Yerbury

DAPI SPB2 Tubulin

NK

SPB2+DAPI SPB2+Tubulin SPB2+DAPI+Tubulin

Egyesités

17. abra: U20S sejtekben kimutathat6 az SPB2 fehérje jelenléte:

Nem kezelt (NK) U20S sejtekben az SPB2 fehérje (piros) lokalizaciojat
immunhisztokémiai eljarassal vizsgaltuk, mig a sejtmagokat DAPI (kék) fluoreszcens
interkalalodd festék segitségével tettiik lathatova. A citoszkeleton kimutatisara anti-

Tubulin ellenanyagot (z6ld) hasznaltunk. A nyilak a két fehérje ko-lokalizacios helyeit

mutatjak. A Iépték 30 pm-t jelol.
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kimutattak, hogy az SPB2-GFP fuzios fehérje human, vese eredeti sejtekben mind a
citoplazméban, mind a sejtmagban megfigyelhetd 82, Az SPB2 lokaliz4ci6janak nyomon
kovetésére U20S sejteket hasznaltunk és benniik immunhisztokémiai modszerrel

vizsgaltunk az SPB2 sejten beliili elhelyezkedését.

A 17. abran lathatd, hogy az SPB2 fehérje U20S sejtekben foleg a citoplazméban talalhato,
¢s csak kevés festddést tapasztaltunk a sejtmagban. Szadmos esetben megfigyeltiik, hogy a

fehérje a citoplazmaban, a tubulin halozattal egytitt festodik.

A szakirodalombdl azt is tudjuk, hogy szamos protedz, mely normal koriilmények kozott a
citoplazmaban taldlhato, stressz hatasra a sejtmagba transzportalodik. EI6bbi kisérleteinkben
kimutattuk, hogy az SPB2 mRNS ¢és fehérje szintje is megemelkedik UV sugarzés hatasara,
ami alapjan azt feltételezziik, hogy ezen Serpinnek az UV sugarzas kivaltotta sejtvalaszban
lehet szerepe. Mivel az SPB2 egy protedz inhibitor csalad tagja, mely inhibitorok a
proteazokat kovetve stressz hatasra a sejtmagba transzportalodhatnak, ezért megvizsgaltuk
az SPB2 fehérje szubcellularis lokalizaciojat UV sugarzas hatasara. A kezeletlen, valamint
2 ¢s 4 oraval az UV kezelést kovetd U20S sejtek szubcellularis frakcioit elvalasztottuk
citoplazmatikus, nuklearis szolubilis és inszolubilis részekre, majd ezen mintakat Western
blot technikaval vizsgaltuk. Eredményeink azt mutattak, hogy kezeletlen U20S sejtekben az
SPB2 fehérje foleg a citoplazmaban talalhato. UV sugarzas hatasara megemelkedett az SPB2
fehérje szintje, mind a citoplazmatikus, mind a nuklearis frakciokban. Azonban a kromatin
nem kotott (szolubilis) és a kromatinhoz kot6do (inszolublis) sejtmagi frakciokban ezen
emelkedés idében elkiiloniilt egymastol, ugyanis 2 6raval az UV kezelést kovetéen csak a
szolubilis nuklearis frakcidban lattunk emelkedést. Ezzel szemben 4 oOraval a kezelést
kovetden a szolubilis frakcidoban a fehérje szintje csokkenést mutat, mig az inszolubilis, azaz

kromatin k6tott frakcioban szintemelkedést tapasztaltunk (18. abra).

Ezen eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy U20S sejtekben amellett, hogy az SPB2
fehérje szintje emelkedik UV sugéarzas hatasara, szubcellularis lokalizacioja is megvaltozik,
ugyanis a citoplazmabol a sejtmaghba transzportalodik, ahol 4 6raval a kezelést kovetéen mar

az inszolubilis, azaz kromatin kotott sejtmagi frakcioban figyelhet6é meg.

Eredményeinket A375 melanoma sejteken is igazoltuk, ahol 4 6raval UV kezelést kdvetéen

az inszolubilis nuklearis frakcioban szintén emelkedett az SPB2 fehérje szintje (19. abra).
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Eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy az UV sugarzas az id6 fliggvényében indukalja
az SPB2 fehérje nukledris transzportjat, valamint feltételezésiink szerint a sériilt DNS koriil

a kromatinhoz valo kotédését is befolyasolja.
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18. abra: U20S sejtekben torténé SPB2 fehérje szintjének és lokalizacidjanak
vizsgalata UV kezelést kovetoen:

(@) U20S sejteket 2 és 4 oraval a 16 mlicm? erdsségli UV sugarzast kovetden
Osszegyljtottiik, majd a fehérjemintdkat frakciokra bontottuk (citoplazmatikus, sejtmagi
szolubilis és inszolubilis) és ezt kdvetden Western blot technika segitségével detektaltuk az
SPB2 fehérje szintjét. Az inszolubilis sejtmagi frakcio elkiilonitésének és egyenletes
mintafelvitel igazolasahoz anti-H3 ellenanyagot hasznaltunk. A kisérletben az azonositott
fehérje mennyiségek kvantitativ kiértékelése Fiji (Image J) szoftver segitségével tortént,

melyet a (b) abra szemléltet.
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19. abra: Az SPB2 fehérje szintjének és lokalizaciéjanak valtozasa A375 sejtekben UV
kezelést kovetden:

(@) A375 sejteket 2 és 4 oraval a 80 ml/cm? erésségli UV sugarzast kdvetden
Osszegyljtottiik, majd a fehérjemintakat frakciokra bontottuk (citoplazmatikus, nukledris
szolubilis és nukledris inszolubilis) és ezt kdvetden Western blot technika segitségével
detektaltuk az SPB2 fehérje szintjét. Annak bemutatasara, hogy az egyes frakciok csak az
elézetes varakozasainknak megfeleld fehérjéket tartalmazzak, a kdvetkezd ellenanyagokat
hasznaltuk: anti-H3 (inszolubilis nuklearis), anti-LaminA (szolubilis nuklearis) és anti-
Tubulin (citoplazmatikus). A kisérletben detektalt fehérje mennyiségének kvantitativ

kiértékelése Fiji (Image J) szoftverrel tortént, melyet a (b) abra szemléltet.
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5.3.4. Kiilonbizo stresszhatdisok kovetkeztében az SPB2 fehérje fokuszokat alakit ki a

sejtmagban

Az SPB2 kromatin kotott allapotanak igazolasara CSK-immunhisztokémiat alkalmaztunk,
melynek soran eltavolitottuk a citoplazmatikus, valamint a DNS-hez nem kotott sejtmagi
fehérjéket. Erre az eljarasra azért is sziikség volt, hogy a korabban tapasztalt nagy
mennyiségl citoplazmatikus SPB2 fehérje jelenléte ne befolyasolja a sejtmagban talalhato
SPB2 kimutatasi hatékonysagat. Munkank soran a kezeletlen, valamint 2 és 4 6raval az UV
kezelést kovetden U20S sejtekben immunhisztokémiai modszerrel detektaltuk az SPB2
sejtmagon beliili elhelyezkedését. Eredményeink igazoltak, hogy 2 ¢és 4 oraval az UV
kezelést kovetéen a kromatin kotott SPB2 fehérje szintje szignifikansan megemelkedik,
illetve az SPB2 fokuszokat alakit ki a sejtmagban, mely utalhat a fehérje hibajavitd

fokuszokban torténé megjelenésére (20. abra).
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20. abra: Az SPB2 fehérje szintjének valtozasa UV kezelés hatasara U20S sejtek
sejtmagi régiojaban:

(a) Kezeletlen, valamint 16 mJ/cm? erésségili UV sugéarzassal kezelt U20S sejtekben az
SPB2 fehérje (piros) szintjét és lokalizaciojat vizsgaltuk CSK-immunhisztokémiai
eljarassal. A sejtmagokat DAPI (kék) fluoreszcens interkalalodo festék segitségével tettiik
lathatova. A Iépték 30 um-t jelol. Az SPB2 festddés fluoreszcencia intenzitdsanak
kvantitativ kiértékeléséhez Fiji (Image J) szoftvert hasznaltunk, melynek eredményét a (b)

abra szemlélteti.
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Annak tisztdzasara, hogy ezen fokusz formacié megfigyelhetd-e kiillonbozé DNS hibakat

kivalto egyéb stresszhatasok kovetkeztében, hidrogén-peroxiddal (H20.), valamint
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21. abra: Az SPB2 fehérje szintjének vizsgalata H.O. és NCS kezelés hatasara U20S
sejtek nukleuszaban:

Kezeletlen, valamint 2 és 4 6raval a (a) H202 (1,25 mM), vagy (c) NCS (50ng/ml) kezelést
kovetd U20S sejtekben az SPB2 fehérje (piros) szintjét és lokalizacidjat vizsgaltuk CSK-
immunhisztokémiai eljarassal. A sejtmagokat DAPI (kék) fluoreszcens interkalalodo festék
segitségével tettiik lathatova. A Iépték 30 pm-t jelol. A kisérlet fluoreszcencia
intenzitasanak kiértékelése Fiji (Image J) szoftverrel tortént, melyet H2O2 kezelésnél a (b)

abra, mig NCS kezelés esetében a (d) dbra szemléltet.
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neocarzinostatinnal (NCS) kezelt U20S sejteken CSK-immunhisztokémiai vizsgalatot

végeztiink.

Az irodalombol ismert, hogy a H2O> oxidativ stressz kivaltasara hasznalhatd, mig az NCS
egy rontgensugarzas hatasat mimikalé drog, mely kettds-szala DNS toréseket idéz elg183184,
Hasonloan az UV sugarzashoz, a HO» kezelést kovetd 2 és 4 6raban az SPB2 fehérje szintje
megemelkedett a kezeletlen mintdkhoz képest, tovabba az UV kezeléshez hasonloéan, a H20>
kezelést kovetden SPB2 fokusz formacié figyelhetd meg a sejtmagokban (21. a és b abra).
Ezzel ellentétben az NCS kezelés hatasdra nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a

fehérje mennyiségében, a kontroll mintakhoz képest (21. ¢ és d abra).

Annak tisztazasara, hogy a kettds-szala DNS torés hatdsara valoban nem torténik SPB2
aktivacio, vagy esetleg mas idopontokban valésul meg ez a folyamat, megismételtiik az
elobbi eljarast és az NCS kezelést kovetden immunhisztokémiai modszerrel tobb idépontban
vizsgaltuk az SPB2 sejtmagon beliilli eloszlasat. Azonban tovabbra sem tapasztaltunk
szignifikans SPB2 felhalmozodast a sejtmagban a kontroll mintakhoz képest, sem rovid (fél,

1 és 2 ora), sem hosszabb (6 és 24 6ra) inkubacios idéket alkalmazva (22. abra).

Mindezen eredmények arra utalnak, hogy az SPB2 felhalmozodasa és fokusz formacidja a
sejtmagban olyan stresszhatdsok kovetkezménye, melyekbdl szarmazé DNS hibdk a
nukleotidokat érintik és javitasuk gyors sejtvalaszt igényel. Ilyen DNS hibajavitasi
utvonalak lehetnek a bazis kivago hibajavitas (BER), valamint a nukleotid kivago hibajavitas
(NER). Az irodalombol ismert, hogy azon hibak, melyek a BER altal nem javitodnak ki,
aktivalhatjak a NER utvonalait is. Ezen megfontolasbol a tovabbiakban az SPB2 NER

utvonalban val6 lehetséges szerepét tanulmanyoztuk.
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22. abra: Az SPB2 fehérje szintjének valtozasa NCS kezelés hatasara U20S sejtek
nukleusziban:

Kezeletlen, valamint 30 perc, 1, 2, 6 és 24 6ra inkubacios idével az 50 ng/ml koncentracioju
NCS kezelést kovetden CSK-immunhisztokémiai eljarassal vizsgaltuk U20S sejtekben az
SPB2 fehérje (piros) sejtmagon beliili eloszlasat. A kettds-szala DNS torések kimutatasara
YH2A.X ellenanyagot (z6ld) hasznaltunk, mig a sejtmagokat DAPI (kék) fluoreszcens
interkalalodo festék segitségével tettiik 1athatova. A lépték 30 pm-t jelol.
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5.3.5. Az SPB2 és a Nukleotid Kiviagé Hibajavitisban szerepet jdtszo fehérje, az XPB
(Xeroderma pigmentosum B) egyiittes lokalizdcidja figyelhetd meg UV kezelés hatasdra

Irodalmi adatok alapjan ismeretes, hogy az UV ¢€s oxidativ stressz altal eldidézett nukleotid
modositasok javitasat a NER utvonal végzi 17, Ezért eldzetes eredményeinkbdl feltételeztiik,
hogy az SPB2 szerepet jatszhat ezen hibajavité ttvonalban. Hipotézisiink alatdmasztasara
U20S sejtekben 2 és 4 oraval az UV kezelést kovetéen CSK immunfestéssel vizsgaltuk az
SPB2 és a NER tutvonalban szerepet jatszo XPC, XPB, XPF fehérjék ko-lokalizaciojat.

Kisérleteink sordn olyan XP fehérjéket valasztottunk ki, melyek a NER utvonal kiilonb6zd
fazisaiban jatszanak szerepet. Torekedtiink arra, hogy ezzel a szelekcioval olyan NER-ben
szerepld fehérjéket valasszunk, melybdl kovetkeztethetiink, hogy az SPB2-nek a NER
utvonal mely részfolyamataban lehet funkcioja. Azt tapasztaltuk, hogy az SPB2 nem, vagy
csak kevés fokuszban lokalizalodik egyiitt az Gtvonal korai fazisaban aktiv XPC-vel (23.
abra), ill. a kés6i fazisban miikodé XPF fehérjével (24. abra). Azonban UV kezelés hatasara
az XPB és az SPB2 fehérje kozott (szignifikansan) gyakori ko-lokalizaciot mutattunk ki (25.

abra).

Eredményeinket igazoltuk A375 melanoma sejteken is. Ezen sejtvonal esetében is azt
tapasztaltuk, hogy az SPB2 nem, vagy csak kevés fokuszban lokalizalodik egyiitt az XPC és
XPF fehérjékkel. Tovabba UV kezelés hatasara az SPB2 és XPB fehérjék azonos fokuszban

val6 el6fordulasa szignifikinsan megné melanoma sejtekben is. (26. abra).

Eredményeink azt sugalljak, hogy az SPB2 részt vehet a NER utvonal k6zépso szakaszaban,
ahol az XPB helikéaz aktivitasa révén a DNS-buborék kialakitdsaért felelds. Feltételezéseink
szerint az SPB2 befolyasolhatja a XPB medialta DNS széttekeredését, vagy a hibajavitasban

résztvevd, a DNS-sel keresztkotott fehérjek eltavolitasaért felelds proteazokat gatolhatja.
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23. abra: Az SPB2 és az XPC hibajavito fehérje ko-lokalizacios gyakorisaganak
meghatarozasa U20S sejtekben:

(a) Kezeletlen, valamint 2 és 4 oraval a 16 ml/cm? erdsségli UV sugarzist kovetden
vizsgaltuk U20S sejtekben az SPB2 fehérje (piros), valamint az XPC fehérje (zold)
lokalizacidjat CSK-immunhisztokémiai eljarassal. A sejtmagokat DAPI (kék) fluoreszcens
interkalalodd festék segitségével tettiik lathatova. A 1épték 30 pm-t jelol. (b) Az
alkalmazott ellenanyagok fluoreszcencia intenzitdsanak kvantifikaldsa, valamint az
adatokbol generalt grafikonok egymasra vetitésével az SPB2 (piros) és XPC (z6ld) fehérjék

ko-lokalizaci6janak abrazolasa Fiji (Image J) szoftverrel tortént.
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24. abra: Az SPB2 és az XPF hibajavito fehérje ko-lokalizacios gyakorisaganak
meghatarozasa U20S sejtekben:

(a) Kezeletlen, valamint 2 és 4 oraval a 16 mJ/cm? erdsségli UV sugarzist kovetden
vizsgaltuk U20S sejtekben az SPB2 fehérje (piros), valamint az XPF fehérje (zold)
lokalizacidjat CSK-immunhisztokémiai eljarassal. DAPI (kék) fluoreszcens interkaldlodo
festék segitségével tettilk lathatova a sejtmagokat. A Iépték 30 pum-t jelol. (b) Az
alkalmazott ellenanyagok fluoreszcencia intenzitdsanak kvantifikildsa, valamint az
adatokbol generalt grafikonok egymasra vetitésével az SPB2 (piros) és XPF (zold) fehérjék

ko-lokalizacidjanak abrazolasa Fiji (Image J) szoftverrel tortént.
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25. abra: Az SPB2 és az XPB hibajavito fehérje ko-lokalizacios gyakorisaganak
meghatarozasa U20S sejtekben:

(a) Kezeletlen, valamint 2 és 4 oraval a 16 ml/cm? erdsségli UV sugarzist kovetden
vizsgaltuk U20S sejtekben az SPB2 fehérje (piros), valamint az XPB fehérje (zold)
lokalizacidjat CSK-immunhisztokémiai eljarassal. DAPI (kék) fluoreszcens interkaldlodo
festék segitségével tettilk lathatova a sejtmagokat. A Iépték 30 pum-t jelol. (b) Az
alkalmazott ellenanyagok fluoreszcencia intenzitdsanak kvantifikildsa, valamint az
adatokbol generalt grafikonok egymasra vetitésével az SPB2 (piros) és XPB (zold) fehérjék

ko-lokalizaci6janak abrazolasa Fiji (Image J) szoftverrel tortént.
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26. abra: Az SPB2 és a NER hibajavité fehérjék ko-lokalizicios gyakorisaganak

meghatarozasa A375 sejtekben:

Kezeletlen, valamint 2 és 4 6raval a 80 mJ/cm? erdsségii UV sugarzast kdvetden vizsgaltuk
A375 sejtekben az SPB2 fehérje (piros), valamint az (a) XPC (z61d), (b) XPB (z61d), illetve
(c) XPF fehérje (zold) lokalizaciojat CSK-immunhisztokémiai eljarassal. DAPI (kék)

fluoreszcens interkaldlodo festék segitségével tettiik lathatova a sejtmagokat. A 1épték 30
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5.3.6. Az SPB2 és a Nukleotid Kiviagé Hibajavitisban szerepet jdtszo fehérje, az XPB
(Xeroderma pigmentosum B) egyiittes lokalizdacidja ellenére a két fehérje kozort nem

mutathato ki kolcsonhatads

Az elézéekben bemutatott eredmények arra utalhatnak, hogy UV sugarzast kovetden az
SPB2 a NER hibajavitasi fokuszokba lokalizalodik, ahol feltételezéseink szerint az XPB
fehérjével 1ép kapcsolatba. Annak vizsgalatara, hogy ezen két fehérje kozott kimutathato-e
kolcsonhatas, ko-immunprecipitacios (co-IP) eljarast alkalmaztunk. A kisérlet elsé
lépéseként a U20S sejteket SPB2-GFP fuzios fehérjét expresszald plazmiddal
transzfektaltunk. A kezeletlen, és az SPB2-GFP transzfektalt UV kezelt U20S sejteken anti-
GFP (green fluorescent protein) ellenanyaggal immunprecipitacios kisérletet végeztiink,
majd Western blot technika segitségével, anti-XPB ellenanyag felhasznalasaval teszteltiik a
kolcsonhatast a két fehérje kozott, valamint az immunprecipitacio sikerességét anti-GFP
ellenanyagokkal vizsgaltuk. A kisérleti eredményeket a 27. abra szemlélteti. A Western blot
kontrolljaként az immunprecipitacios eljaras soran alkalmazott transzfektalt U20S sejtek

lizatumabodl szarmazd, Gn. input mintak szolgaltak, melyek képe a 27. b abran lathato.

Az altalunk hasznalt kisérleti kondiciokkal nem tudtunk interakcidt kimutatni az SPB2 és az
XPB fehérjek kozott. Ennek okai lehetnek, hogy habar UV sugarzas hatasara az SPB2 a NER
hibajavitd fokuszokba lokalizalodik, ahol az XPB fehérjével mutat azonos elhelyezkedést,
lehetséges, hogy a két fehérje csak egy koztes interakcios partneren keresztiil kapcsolodik
0ssze. Tovabba az is eldfordulhat, hogy az SPB2 és XPB fehérjék egy idoben és térben
fordulnak eld, de koztiik nincs se fizikai, se funkcionalis kapcsolat. Ennek tisztazasara LacO

technikat hasznaltunk, amit a kovetkezo fejezetekben ismertetek részletesen.
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27. abra: Az SPB2 és az XPB hibajavité fehérje koztt UV kezelés hatasara létrejovo
kolcsonhatas vizsgalata U20S sejtekben:

(a) Kezeletlen, valamint 2 és 4 6ra inkubécids idével a 16 md/cm? erdsségii UV sugarzast
kezelést kovetden vizsgaltuk az SPB2-GFP transzfektalt U20S sejtekben az SPB2 és az
XPB fehérje esetleges interakciojat — ko-immunprecipitaciés —eljarassal. Az
immunprecipitaciot anti-GFP antitesttel végeztiikk. A NAC a kisérlet negativ kontrollja
(b) A ko-immunprecipitacios kisérlet input kontrollja. Az ,,Input” mintak esetében teljes
sejtlizatumban vizsgéltuk az SPB2-GFP fuziods fehérje (GFP) és az XPB protein szintjét.

Az egyenletes mintafelvitelt Ponceau festéssel igazoltuk.




5.3.7. LacO rendszer bemutatdsa

A hipotézisiink bizonyitasara, hogy az immunfestésben tapasztalt SPB2-XPB Kko-
lokalizacios fokuszok megjelenése az SPB2 és az XPB funkcionalis kapcsolatanak lehet a
jele, U20S17 sejtekben LacO-tethering technikat hasznaltuk. Vizsgaltuk, hogy az SPB2 UV
sugarzas hatasara az XPB fehérjét is magaban foglalo NER hibajavitasi fokuszokban jelenik-
e meg. Ezen technika segitségével kimutathatunk olyan fehérjék kozotti kapcsolatot, melyek
fizikailag nem kapcsolodnak 6ssze egymassal. A LacO/LacR rendszer miikkodésének alapja,
hogy a U20S17 sejtek 256 specifikus LacO szekvencia ismétlodést tartalmaznak, melyeket
a LacR fehérje képes felismerni és hozzakotédni. Igy a LacR fehérjével fuzionaltatva
képesek vagyunk specifikus proteineket kihorgonyozni bizonyos DNS régiokhoz, valamint
GFP fuzios epitoppal kimutatni ezeket. Ziani Salim és munkatarsai ezt a kisérleti elrendezést
hasznalva létrehoztak egy Gijabb rendszert, melyben az adott XP fehérje (esetiinkben a GFP-
LacR-XPB) kotheté a DNS-hez anélkiil, hogy el6z6leg DNS hibat idéztiink volna ¢l6 az
adott DNS szekvencia kornyezetében. A kisérleti rendszer tovabbi elénye, hogy a
kihorgonyzott fehérje képes aktivalni a NER utvonal tovabbi fehérjéinek DNS-hez valo
toborzasat is. A kisérleti megkdozelités elénye, hogy sejtekben valosul meg, tovabba nem
megfordithato, azaz a kihorgonyzott XP faktor a hibajavitasi Gtvonalban kézvetleniil utana
aktivalodo fehérje toborzasara képes és sem az clbtte, sem a folyamatban joval késébb
aktivalodo fehérjék nem jelennek meg az adott hibajavité fokuszban 17818518 Ezen rendszer
fobb elemeit a 28. abra szemlélteti. Felhasznalva a LacO- GFP-LacR-XPB komponenseket
tartalmazo sejteket, kimutattuk, hogy az SPB2 fehérje k6t6dott azokban a DNS régidkban,
ahova az XPB faktort kihorgonyoztuk, ezaltal igazoltuk, hogy az SPB2 és az XPB NER

hibajavitasi itvonal egyazon Iépéseiben vesznek részt.
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28. abra: LacO/ LacR rendszer miikodésének sematikus abrazolasa.
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5.3.8. Az XPB kihorgonyzasdt kivetden az SPB2 ko-lokalizdciot mutat a NER komplexszel

Az elézdekben igazoltuk, hogy az SPB2 fehérje UV sugarzas hatasara ko-lokalizalodik az
XPB proteinnel, ko-immunprecipitacioés kisérletekben azonban nem tudtunk Kimutatni
interakciot a két fehérje kozott. Ezért kdvetkezd 1épésként a LacO modszer hasznélataval
megvizsgaltuk, hogy az SPB2 fehérje megjelenik-e a hibajavitasi fokuszokban, ahol a
nukleotid kivagoé javitofolyamat pre-incizidés komplexének tagjai szerelddnek 6ssze. Ahhoz,
hogy vizsgéljuk az SPB2 megfigyelhet6-e a hibajavitdsi fokuszokban az XPB fehérje
kozelében, U20S17 sejteket transzfektaltunk GFP-LacR-XPB vektorral, majd immunfestés
utan kvantifikaltuk SPB2 ¢és az XPB fuzids fehérje ko-lokalizacidjanak gyakorisagat.
Negativ kontrollként GFP-LacR-NLS vektor transzfekciot alkalmaztunk, amely esetében
szintén detektalunk GFP jelet, azonban a NER komplex tagjai nem jelennek meg a
fokuszban. A kisérlet eredményét a 29. abra szemlélteti. Eredményeink igazoltak, hogy az
SPB2 és az XPB ko-lokalizacio gyakorisaga megnétt, dsszehasonlitva GFP-LacR-NLS
sejtekben tapasztalttal. Kévetkez6 1épésben megvizsgaltuk, hogy az eldbbiekben kimutatott
funkcionalis kolcsonhatasért az XPB fehérje mely régioja felelés. Ezért egy olyan vektort
alkalmaztunk, melyben az XPB N-terminalis doménje hianyzik (GFP-LacR-XPBAN),
aminek eredményeként, az XPB bar képes kotédni a DNS-hez, de nem képes kolesonhatni
a DNS hibajavitas lejatszodasahoz sziikséges fehérjékkel. Azt tapasztaltuk, hogy az XPB C-
terminalis doménje 6nmagaban nem képes a hibajavitasi fokuszhoz vonzani az SPB2
fehérjét. Ennek oka két mdédon magyarazhatd: (I) az XPB normal allapotdban az N-
terminalis doménje segitségével vonzza a hibahoz az SPB2 fehérjét a hibajavitas folyaman,
vagy (1) a javitasi folyamat soran az XPB mas XP fehérjén keresztiil toborozza a DNS-hez
az SPB2-t, igy, ha nem all 6ssze a pre-incizios komplex a mutalt XPB miatt, akkor az SPB2
fehérje sem transzportalodik a hibahoz. Tovabba azt tapasztaltuk, hogy habar a rendszer
milkddéséhez nem sziikséges DNS karosodas indukalasa, UV kezelés hatasara az SPB2-
XPB ko6zos fokuszok szama megemelkedett a GFP-LacR-XPB vektorokkal transzfektalt
sejtek esetében, mig az ires plazmid (GFP-LacR-NLS), valamint a csonkolt XPB-t
expresszald (GFP-LacR-XPBAN) vektor alkalmazasaval csak kevés helyen figyeltiink meg

ko-lokalizaciot.
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29. abra: Az XPB és az SPB2 fehérjét tartalmazé NER pre-inciziés komplex
Osszeszerel6désének vizsgalata:

Az SPB2 fehérje hibajavitasi fokuszban valéo megjelenését LacO rendszer felhasznalasaval
GFP-LacR-NLS, GFP-LacR-XPB, valamint GFP-LacR-XPBAN vektorral transzfektalt
U20S17 sejtekben vizsgéltuk. A kisérletet kezeletlen (NK), valamint 1 6raval a 12 mJ/cm?
erdsségli UV sugérzast kdvetden fixalt sejteken végeztiik el. (a) Az immunhisztokémiai
kisérletben SPB2 fehérje (piros) és a GFP-LacR fizios fehérje (z6ld) ko-lokalizaciojat
mértiik a LacO fokuszokban. A sejtmagokat DAPI (kék) fluoreszcens interkalalodo festék
segitségével tettiik lathatova. A nyilak a LacO hibajavitasi fokuszokat jelzik A Iépték 5 um-
tjelol. (b) Az SPB2 és XPB-GFP fehérjék ko-lokalizacios gyakorisaga kezeletlen (abra bal
oldala) és UV kezelt sejtekben (dbra jobb oldala).
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Mindezen eredmények alatamasztjak azon korabbi feltételezésiinket, hogy UV sugarzas
hatasara az SPB2 a nukleotid kivagé hibajavitasi fokuszokba transzportalodik, ahol az XPB
faktorral ugyan fizikai kapcsolatba nem 1ép, de funkcionalis egylittmiikodés tapasztalhato
kozottik.

5.3.9. Az SPB2 és az RNS Polimerdz 11 komplex kélcsonhatdasanak vizsgdlata.

Korabbi kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az SPB2 az XPB fehérjével egyiittmiikodve szerepet
jatszik a NER hibajavit6 utvonal k6zépsd szakaszédban. Tovabba eredményeinkbdl az is
kideriilt, hogy a GG-NER hibafelismeré folyamatdban az SPB2 nem jatszik szerepet,
valamint szintén nem taldltunk bizonyitékot arra, hogy kapcsolat allna fent az SPB2 és az
XPF fehérje kozott. Azonban az nem zarhat6 ki, hogy az SPB2 protein rendelkezik mas
funkcioval is a NER utvonal tovabbi szakaszaiban. Ilyen folyamat lehet példaul a TC-NER
hibafelismerési szakasza, illetve a Pol Il elmozditasa a hibas DNS szakaszrol (backtracking).
Annak eldontésére, hogy ezen lépésekben sziikséges-e az SPB2, vizsgaltuk, hogy
kolcsonhat-e olyan fehérjével, mely mindkét hibajavitd szakaszban szerepet jatszhat. Ennek
igazolasara Ko-immunprecipitacios kisérletet végeztiink GFP-SPB2 fazidés fehérjét
expresszald vektorral transzfektalt U20S sejteken. A transzfekciot kovetden a sejteket UV
sugarzasnak tettiik ki, majd 2 és 4 6ra inkubacios 1d6t kovetden vizsgaltuk az SPB2 és az
elongalo Pol Il (S2P RPB1) kélcsonhatasat. Az immunprecipitaciot anti-GFP ellenanyagal
végeztiik, majd az ezt koveté Western blot soran anti-S2P RPB1 ellenanyagot alkalmaztunk
a fennalld kolcsonhatas kimutatdsara. Az immunprecipitacid sikerességét anti-GFP
ellenanyaggal teszteltiik (30. a abra). Azonban nem tudtunk az SPB2 és az S2P RPB1 k6zott
interakciot kimutatni. A Western blot kontrolljaként az immunprecipitacidés eljaras
alkalmaval hasznalt transzfektalt U20S sejtek lizatumabol szarmazo, un. input mintadk

szolgaltak, melyek kemilumineszcens jele a 30. b abran lathato.
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30. abra: Az SPB2 és az S2P RPBI1 fehérje kozti kolcsonhatas vizsgalata U20S
sejtekben:

(a) Kezeletlen, valamint 2 és 4 6ra inkubacios idével a 16 ml/cm? erésségli UV sugarzast
kovetden Osszegytijtott SPB2-GFP transzfektalt U20S sejtekben az SPB2 és az S2P RPB1
fehérje interakcidjat vizsgaltuk ko-immunprecipitacioval. Az immunprecipitaciot anti-GFP
antitesttel végeztiik. A NAC a kisérlet negativ kontrollja (b) A ko-immunprecipitacios
kisérlet input kontrollja. Az ,Input” mintdk esetében teljes sejtlizatumbol szarmazod
mintakon vizsgaltuk az SPB2-GFP fuzids fehérje (GFP) és az S2P RPBI protein szintjét.

Az egyenletes mintafelvitelt Ponceau festéssel igazoltuk.
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5.3.10. Az UV sugarzds hatdsara kialakulo ubiquitilalt kornyezetben kimutathato az SPB2
fehérje jelenléte

Korabbi eredményekbdl mar ismert, hogy az ubiquitin szignalizaciés folyamatok szdmos
DNS hibajavité Gtvonal finom szabalyzasaban szerepet jatszanak. llyen az UV indukalta
NER ttvonal is, amely soran a DNS hibajavitasban részt vevé fehérjék ubiquitilalédnak 3.
Irodalmi adatokbol tudjuk, hogy az ubiquitin PTM mar a hiba felismerés soran szerepet kap,
ugyanis az XPC fehérje DNS-hez kotddésének erdsségét a DDB-Culd4 altali ubiquitin
modositasa szabalyozza 18718, A szakirodalombol azt is ismerjiik, hogy az SPB2 ubiquitilalt
fehérjékhez tud kapcsolodni, azonban &nmaga nem ubiquitildlodik 82, Kordbbi
eredményeinkben igazoltuk, hogy UV kezelés hatasara az SPB2 a NER hibajavitasi
fokuszokba transzportalodik, ahol az XPB fehérjével azonos genomi lokuszokban jelenik
meg. Ezen eredmények felvetették annak lehetdségét, hogy az SPB2 asszociacidja a NER
komplexszel ubiquitilacio altal szabalyozott lehet. Annak vizsgalatara, hogy az ubiquitilacio
befolyasolja-e az SPB2 DNS hibanal valo megjelenését, ko-immunprecipitacios (co-1P)
technikat alkalmaztunk. Az SPB2 és az ubiquitin k6zotti interakcié kimutatasara U20S
sejteket transzfektaltunk SPB2-GFP, valamint hemagglutinin-ubiquitin (HA-Ub) fazids
fehérjéket expresszald plazmidokkal. A kezeletlen, valamint 2 és 4 6ra inkubacios id6vel az
UV kezelést kdvetden Osszegyiijtott transzfektalt U20S sejteken co-1P-t hajtottunk végre
anti-hemagglutinin ellenanyaggal, majd Western blot soran anti-GFP antitesttel mutattuk ki
az SPB2 és az ubiquitin molekulak kozott esetlegesen fennalld kolcsonhatast. Az
immunprecipitacio sikerességét anti-HA ellenanyagokkal teszteltiik (31. a abra). A Western
blot kontrolljaként az immunprecipitacios eljaras alkalmaval hasznalt transzfektalt U20S
sejtek lizatumabol szarmazo, Gn. input mintak szolgaltak, melyek képe a 31. b abran lathato.
Az UV sugarzassal nem kezelt mintdk esetében nem tapasztaltunk interakciot az SPB2 és az
ubiquitilalt fehérje pool k6zott, azonban sikertilt kapcsolatot kimutatnunk az SPB2 és az Ub

kozott mind 2, mind 4 o6raval UV kezelést kovetoen.

Mindezen eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az SPB2 fehérjének szerepe lehet a
NER utvonal ubiquitilaci6 altali finomszabalyozasaban. Azonban az sem zarhato ki, hogy
az ubiquitin, mint poszttranszlaciés modositas befolyasolja az SPB2 NER utvonalban valo

részvételét.
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31. abra: Az SPB2 fehérje és az ubiquitin molekulik kozti kolcsonhatas vizsgalata
U20S sejtekben:

(a) Kezeletlen, valamint 2 és 4 6ra inkubacios idével a 16 ml/cm? erésségii UV sugarzast
kovetden Osszegyijtott SPB2-GFP, HA-ubiquitin ko-transzfektalt U20S sejtekben ko-
immunprecipitacios eljarassal vizsgaltuk az SPB2 ¢és ubiquitin interakciojat. Az
immunprecipitaciot anti-HA antitesttel végeztiik. A NAC a kisérlet negativ kontrollja (b)
A Kko-immunprecipitacioés kisérlet input kontrollja. Az ,Input” mintak esetében teljes
sejtlizatumban vizsgaltuk az SPB2-GFP fuzids fehérje (GFP) és ubiquitin (HA) szintjét. Az

egyenletes mintafelvitelt Ponceau festéssel igazoltuk.

Tovéabba az irodalmi adatokkal ellentétben az sem zarhat6 ki, hogy a vizsgalt sejtvonalban

maga az SPB2 fehérje ubiquitilalodik UV sugarzas hatasara, mely funkcidjanak
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modositasahoz vezet. Ezen hipotézisek igazolasara tovabbi kisérleteket terveziink elvégezni

a kozeljovoben.

5.3.11. Az SPB2 fehérje lokalizdcidja eltéré kontroll és BCC (bazdlis sejtes karcinoma)

tumoros szovetmintak kozott

A kozelmultban szamos olyan tanulmany latott napvilagot, melyben a tumorképzdédést,
valamint a metasztazis elérehaladasat elésegité vagy gatlo fehérjéket azonositottak, azonban
ezen fatorok hatasa eltérd a kiilonboz6 tumorok esetében. Az irodalomban talalunk példat az
SPB2 emelkedett expressziojanak a hugyhdlyag tumorral vagy nyel6csé laphamrakkal
diagnosztizalt betegek tlélési aranyara gyakorolt negativ hatasarol is 1891%° Ezekkel pont
ellentétes folyamatot irtak le emld-, ill. hasnyalmirigy tumorok esetében, ahol a csokkent
SPB2 expresszié hozhatd dsszefiiggésbe az alacsony tulélési eséllyel °21%, A dolgozatom
korabbi részében bemutattam, hogy az SPB2 relativ mRNS szintje szignifikansan megné UV
sugarzas hatasara mind keratinocita, mind malonoma sejtekben (13. és 14. abra). Tovabba
kapcsolatot talaltunk UV sugdrzas hatasara az SPB2 ¢és a NER tutvonalban részt vevé XPB
kozott (25., 26. és 29. abra). Az irodalombdl ismert, hogy a NER utvonal barmely tagjanak

mutacidja stlyos bortumorok kialakulasdhoz vezethet, melyek esetében a paciensek

alacsony tulélési esélyeivel szamolhatunk 9%, Az SPB2 szerepének, valamint

14684 14698 14717 14772 15151
: S =

H&E

32. abra: Bazalis sejtes karcinoma (BCC) tumoros szovetmetszetek hematoxilin-e0zin
festése:

Péciensekbdl szdrmazo BCC tumorok hematoxilin-eozin festésével kiilonitettiikk el a
metszetek tumoros €s ép részeit. A szamok a betegek kodszamait jelzik. A 1épték 4000 pm-

tjelol.
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elofordulasanak vizsgalatara borsejt eredetii bazalis sejtes karcinoma (BCC) tumorokbol
szarmazo szovetmintdkon, immunhisztokémiai eljarast végeztiink, melyet a 32. abra

szemléltet.

A vart eredményekkel ellentétben nem tapasztaltunk kiilonbséget az SPB2 fehérje
mennyiségében a normal és tumoros szovetrészek kdzott, azonban megfigyeltiik, hogy az
SPB2 sejten beliili lokalizicidja kiilonbozik a vizsgalt szovettipusok kozott. Ep
szovetrészekben az SPB2 a sejtmagban és a citoplazmaban is megfigyelhetd, mig a tumoros
részeken az SPB2 kizarolag a citoplazmaban helyezkedik el. A sejtmagban egyaltalan nem,
vagy csak nagyon Kkis mennyiségben lattunk SPB2 fehérjét, mely eredménylinket a képek
analizisével is meger0sitettiik. Ezen eredményeket a 33. dbra szemlélteti. Az SPB2
szubcellularis lokalizacidjanak eloszlasardl a normal és tumoros szovetekben reprezentativ
hisztogramokat készitettiink, melyek a 33. b és d abran lathatok. Mindezen eredményekbdl
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az SPB2 egy potencialisan uj szabalyozo faktor az UV
sugarzas indukalta javit6 mechanizmusban. Feltételezéseink szerint a tumoros sejtekben az
SPB2 sejtmagba torténd transzportja hibat szenved, ezaltal a fehérje nem képes ellatni a
feladatat a hibajavitasi fokuszokban, emiatt a DNS javité mechanizmus hibat szenved, mely

akar a mutacios rata emelkedéséhez is vezethet.
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33. abra: Az SPB2 fehérje mennyisége és lokalizaciéja bazalis sejtes karcinoma

mintakban:

(a és ¢) Daganatos betegekbdl szarmaz6 BCC metszetekben az SPB2 (piros) és RPB1 (zold,
anti-Pol 11) fehérjék mennyiségét és ko-lokalizaciojat vizsgaltuk immunhisztokémiai
eljaras segitségével. DAPI (kék) fluoreszcens interkaldlodo festék segitségével tettiik
lathatova a sejtmagokat. A szdvetek ép, (N) és tumoros (T) részeit jeloltiik. Az FK a
faziskontraszt képeket jeloli. A 1épték 180 pm-t jeldl. (b és d) Az alkalmazott ellenanyagok
fluoreszcencia intenzitisanak meghatarozasaval, valamint az adatokbol generalt
grafikonok egymasra vetitésével az SPB2 (piros) és DAPI (kék) ko-lokalizaciojat
vizsgaltuk Fiji (Image J) szoftverrel, mellyel az SPB2 szubcellularis lokalizaciojat

szemléltettiik normal (bal oldali) és tumoros (jobb oldali) szovetrészekben.
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5.4. SPB10 UV sugarzas hatasara kialakulé sejtvalaszban betoltott szerepe

A tovabbiakban az SPB10 fehérjéhez kapcsolodo vizsgalati eredményeinket mutatom be,

melyek egy jelenleg is folyd, mindeddig befejezetlen kutatasi téma részei.

5.4.1. UV kezelés hatasara az SPBI10 relativ mRNS szintje megemelkedik a vizsgalt
sejtvonalakban

A dolgozatom elsd felében ismertetett microarray kisérletben UV kezelés hatasara az
SerpinB10 gén is igen erds, 18,08-szoros expresszio novekedést mutatott, melyb6l arra
kovetkeztettiink, hogy szerepe lehet az UV sugarzas hatasara kialakult sejtvalaszban Hker
E6SFM sejtekben (10. abra). Az eredmények ellendrzését ebben az esetben is qPCR
modszerrel végeztiik, amihez az SPB10 relativ expresszio szintjének valtozasat kezeletlen,
valamint UV sugarzast kovetéen 2, 8 és 24 oraval 6sszegyljtott Hker EGSFM sejtekben
vizsgaltuk. Az eredmények a 34. abran lathatok. Azt tapasztaltuk, hogy a microarray
eredményekhez hasonldoan, az SPB10 mRNS szintje emelkedett Hker E6SFM sejtekben,
mivel 2 6raval az UV sugarzast kovetéen 7,3-szoros, 8 ora elteltével 54,7-szeres mMRNS szint
novekedést figyeltiink meg. A 24 o6ras mintaknal, ahogy az SPB2 esetében is, MRNS
szintbeli csokkenést mutattunk ki a 2 és 8 6ras mintakhoz képest, de még mindig 12,2-szer

tobb mRNS mennyiséget mértiink a kontrollhoz képest.

Annak eldontésére, hogy ezen jelenség csak Hker E6SFM sejtvonalban, vagy mas
keratinocita sejtekben (HaCaT), illetve egyéb borben eléforduld, melanoma (A375) sejtben
is megfigyelhet6-e, az SPB10 relativ expressziojat vizsgaltuk qPCR-ral kezeletlen, valamint
2, 8 és 24 o6ra inkubacios idével az UV kezelést kovetbéen Osszegyjtott sejtekben.

Eredményeinket a 34. abra szemlélteti.

A Hker E6SFM sejtvonalban tapasztalt eredményhez hasonloan, UV sugarzas hatasara
mindkét sejtvonalnal hasonld mintazatot figyeltiink meg a relativ. mRNS értékeket
abrazolva. A kapott mMRNS szintek értékeinek szazalékos valtozasai kiilonboztek egymastol,
HaCaT sejtvonal esetében 5,2, 27,3 és 4,4-szeres emelkedést, mig A375 sejtek vizsgalatakor
0,5, 4,5 és 1,4-szeres mRNS szintbeli novekedést mutattunk ki az UV kezelt mintakban a
kezeletlen sejtekhez viszonyitva. Ezen kiilonbség magyarazhatdo a sejtvonalak eltérd
eredetével, de elmondhatjuk, hogy a vizsgalt sejtvonalak mindegyikében megfigyeltiik az

SPB10 relativ expressziojanak emelkedését UV sugérzas hatasara.
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34. abra: Hker E6SFM, HaCaT és A375 sejteken mért UV hatasara bekovetkezo
SPB10 génexpresszié valtozas mértéke:

A Hker E6SFM, HaCaT és A375 sejteket 80 mJ/cm? erdsségli UV sugarzassal kezeltiik,
majd 2, 8 ¢és 24 ora inkubacids 1d6t kovetden qPCR modszerrel meghataroztuk az SPB10

relativ mRNS szintjét

5.4.2. Az SPB10 fehérje csendesitése nem befolydsolja a sejtek tulélését

Irodalmi adatokbol ismert, hogy normal koriilmények k6zott az SPB10 a mieloid leukémia
sejtek proliferaciojat segiti eld, mig a ndvekedési faktorok hianyaban a sejtek apoptozisat
indukalja 12, Elézetes eredményeink arra utalnak, hogy az SPB10-nek szerepe lehet az UV
kivaltotta sejtvalaszban. Ezen eredményekbdl kiindulva, kivancsiak voltunk, hogy az SPB10
befolyasolja-e a sejtek tulélését UV sugarzas hatasara. Ezért U20S sejtekben SIRNS
segitségével csendesitettiik az SPB10-et, majd UV sugarzas hatasara 2, 4, 6 és 24 ora
inkubécios id6 elteltével tripankék festék segitségével meghataroztuk az €16 sejtek aranyat.

A kisérletek Osszesitett eredményét a 35. abra szemlélteti.
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35. abra: SPB10 csendesitett sejtek UV kezelés utani tilélésének aranya:
A U20S sejteket 16 mlicm? erésségii UV sugarzassal kezeltiik, majd tripankék festék
segitségével vizsgaltuk a sejtek tulélését 2, 4, 6 és 24 orat kovetden. A kisérletet SPB10

csendesitett (siSPB10), valamint nem csendesitett (siSCR) sejteken is elvégeztiik.

A korabbi irodalmi adatoknak megfelelden az UV sugarzas hatdsara a sejtek életképessége
csokkent, majd az inkubacids id6 novelésével a talélé sejtek mennyisége emelkedett.
Azonban a kontroll sejtekben (siSCR) tapasztalt tulélési értékekhez képest nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget SiSPB10 sejtekben, amely alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy az SPB10 nem befolyasolja a sejtek UV kezelést kovetd tulélési

aranyat.

5.4.3. Az SPB10 fehérje csendesitése befolydsolja a DNS hibajavitds gyorsasdagadt

Elézetes eredményeink arra utalnak, hogy a Serpin fehérjecsalad két tagja, az SPB2 ¢és az
SPBI10 is szerepet jatszik az UV kivaltotta sejtvalaszban. Ezért megvizsgaltuk, hogy az
SPB10 befolyasolja-e az UV okozta DNS hibak javitasat. U20S sejtekben az SPB10
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géntermék siRNS csendesitését végeztiik, majd az SPB10 hianyos sejteket UV kezelésnek
vetettiik ald. A kezeletlen sejteken, valamint 0, 6 és 24 6raval az UV kezelést kdvetden a
sejteken Comet-essz¢é kisérletet végeztiink, ahol az S-fazist sejtekben vizsgaltuk az UV
okozta DNS karosodas hatasara kialakult egyes-szali DNS szakaszok jelenlétét. A DNS
karosodas mértékét a Comet kisérletben az listokos ,,fejének” (sejtmagi) és ,,farkanak” vagy

csovajanak (karosodott DNS) fluoreszcencia intenzitasbeli kiilonbségébdl szamoltuk ki.

A 36. abran bemutatott eredményeink alapjan megallapithato, hogy S-fazisu sejtekben a
sériilt DNS mennyisége UV sugdrzas hatdsara 6 ¢és 24 oraval a kezelést kovetden
megemelkedik. Azonban SPB10 csendesités hatasara U20S sejtekben bar megjelenik az
ugynevezett ,.csova” UV kezelést kovetden, viszont a DNS hibak sokkal gyorsabban
kijavitodnak, igy mar 6 orandl is szignifikdnsan kisebb DNS csovat tapasztalunk, a kontroll
sejtekben tapasztalthoz képest. Az UV kezelés utan 24 oraval vizsgalt sejteknél a karosodott
DNS mennyisége siSPB10 kezelt mintaknal a kontrollhoz hasonléan csdkken. Mindezen
eredményekbdl azt a konkluziot vontuk le, hogy az SPB10-nek szerepe van az UV sugarzas
kovetkeztében kialakult DNS hibak javitasanak folyamataban, valdszintsithetéen az SPB10

a DNS hibajavitast lassitja, igy segiti el6 a precizebb, hibaktol mentes javitas folyamatat.
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36. abra: Az SPB10 hatasanak vizsgalata az UV sugarzas okozta DNS hibak javitasara
S-fazisu U20S sejtekben:

Kezeletlen, valamint 0, 6 és 24 ora inkubaciés idével a 20 mJ/cm? erésségii UV sugarzast
kovetden 0sszegylijtott S-fazisu U20S sejtekben vizsgaltuk a karosodott DNS mennyiségét
Comet-esszé segitségével. A kisérletet SPB10 csendesitett (siSPB10), valamint kontroll
(siSCR) sejtpopulacion is elvégeztiik. (a) Reprezentativ abra, mely az siSPB10 (jobb oldali)
¢s siSCR RNS-sel (bal oldali) transzfektalt, valamint bromodeoxyuridine (BrdU) festékkel
jelolt S-fazisa U20S sejtekben mutatja az egyes-szali DNS szakaszok jelenlétét. (b) A
kisérlet sordn azonositott egyes-szali DNS szakaszok szézalékos aranyanak kvantitativ

kiértékelése lathato a grafikonon.

84




5.4.4. Az SPB10 kélcsonhat a H3 fehérjével

Az el6z6ekben bemutatott eredményeink arra mutattak, hogy az SPB10 - hasonléan az SPB2
fehérjéhez - szerepet jatszik az UV okozta DNS hibajavitasban, bar a két fehérje az UV
sugarzas hatasara kialakult hibak kijavitdsaban mas folyamatokat szabalyozhat. Annak
tisztazasara, hogy az SPB10 és a kromatin szerkezet épitékoveinek szamito hiszton fehérjék
kozott alakul-e ki kapcsolat UV kezelés hatasara ko-immunprecipitacios eljarast
alkalmaztunk. Az SPB10 ¢és a H3 kozti interakcid kimutatdsara U20S sejteket
transzfektaltunk SPB10-GFP fuzios fehérjét expresszald plazmiddal, majd a kezeletlen és
UV kezelt sejteken immunprecipitaciot végeztiink anti-GFP ellenanyaggal. Végiil Western
blot technika segitségével, anti-H3 ellenanyagot alkalmazva, teszteltiik a kolcsonhatast a két
fehérje kozott. Kisérletiinkbdl kideriil, hogy az SPB10 kélesonhat a H3 fehérjével, valamint
UV kezelés hatasara ez a kapcsolat er6sodik a két fehérje kozott. A kisérleti eredményeket
a 37. a abra szemlélteti. A Western blot kontrolljaként az immunprecipitacios eljaras
alkalmaval hasznalt transzfektalt U20S sejtek lizatumabdl szdrmazo, un. input mintak

szolgaltak, melyek képe a 37. ¢ abran lathato.

A Ko-immunprecipitacios kisérletek megerdsitésére anti-H3 antitesttel is elvégeztiik az
immunprecipitacidt, majd Western blot kisérletben anti-GFP ellenanyaggal vizsgaltuk a
kolcsonhatast kontroll koriilmények kozott, illetve 2 és 4 oraval az UV kezelést kdvetden
(37. b abra). Az immunprecipitacidhoz hasznalt U20S teljes sejtlizitumbol szarmazo input
mintak a 37. d abran lathatok. A kisérlet meger6siti korabbi eredményeinket, mely szerint
az SPB10 fizikai kapcsolatba Iép a H3 fehérjével normal korilmények kozott, és UV
sugarzas hatasara a kolcsonhatasuk erdsodik. Eredményeink alatdmasztjak hipotézisiinket,
mely szerint az SPB10 fehérje részt vesz az UV sugarzés hatasara képzodott DNS hibak

javitasdnak folyamatéaban.
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37. abra: Az SPB10 és a H3 fehérje kozti kolcsonhatas vizsgalata UV kezelés hatasara
U20S sejtekben:

(a) Kezeletlen, valamint 2 és 4 6ra inkubacios idével a 16 ml/cm? erésségli UV sugarzast
kovetden 0sszegyliijtott SPB2-GFP transzfektalt U20S sejtekben az SPB2 és a H3 fehérje
interakciojat vizsgaltuk ko-immunprecipitacids eljarassal. Az immunprecipitaciot anti-
GFP antitesttel végeztiikk. A NAC a kisérlet negativ kontrollja (b) Az ,,a” abran lathato
eredmények alatamasztasa anti-H3 antitesttel végzett immunprecipitacioval. (c) Az ,.a”
abran, (d) a ,,b” abran lathato ko-immunprecipitacios kisérlet input kontrollja. Az ,,Input”
mintak esetében teljes sejtlizdtumban vizsgaltuk az SPB2-GFP fuzids fehérje (GFP) és a

H3 protein szintjét. Az egyenletes mintafelvitelt Ponceau festéssel igazoltuk.
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6. Eredmények megvitatasa

A szervezetiinket folyamatos kiilsé és belsd forrasbol szarmazé DNS kérosité hatasok érik.
Ezek koziil az egyik legismertebb az UV sugarzas, amelybdl az 6zonpajzs vastagsaganak
csokkenése miatt ndvekvo mennyiség keriil a Fold légkorébe. Az UV altal kivaltott DNS
karosodasok, illetve ezekre adott sejtvalasz igen fontos kutatasi teriilet, hiszen a nem, vagy
lassan kijavitott hibak gyakran tumorképz6déshez vezetnek.

Kutatocsoportunk egy korabban Iétrehozott Hker E6GSFM sejtvonalat felhasznalva vizsgalta
az UV sugarzas hatasara kialakulo génexpresszio valtozasokat 7"1971%8 Tanulmanyunkban
kezeletlen, valamint UV sugarzassal kezelt Hker E6SFM sejtek mRNS profiljat
hasonlitottuk 0ssze microarray kisérletben. Eredményeinkben 244 génben mutattunk ki
szignifikdns valtozast UV sugarzast kovetden, melybdl 21 gén mRNS szintjében
tapasztaltunk emelkedést a kezelés hatasara. Az UV kezelést kovetden emelkedett
transzkripcios aktivitasu gének kozott megjelent egy fehérjecsalad — Serpinek — néhany
tagja, nevezetesen a SerpinB2, SerpinB10, valamint a SerpinB13. A SerpinB csalad
fehérjéivel az irodalomban szamos funkciot feljegyeztek, tobbek ko6zott ezen csalad tagjait
leirtdk mar az immunvalaszban, gyulladdsos folyamatokban, nyaltermelésben,
apoptozisban, a tumor metasztazis szabalyOzasidban, valamint az autoimmunitas
folyamatdban 1is, azonban szerepiiket az UV kivaltotta sejtvalaszban még nem
vizsgaltak'®3 134, Eredményeink azonban azt sugalltdk, hogy a SerpinB fehérjecsalad tobb
tagjanak is szerepe lehet az UV kivaltotta sejtvalaszban Hker E6SFM sejtvonalban. Ezért
dolgozatomban a két legnagyobb valtozast mutatdé gén, a SerpinB2 (SPB2) és SerpinB10
(SPB10) vizsgalataval foglalkoztunk.

A SerpinB2 fehérjét eloszor csak a terhesség alatt megjelend extracellularis proteinként
jellemezték, mely plazminogén aktivatorokat képes gatolni, nevezetesen az uPA (urokinase
plasminogen activator) és tPA (tissue plasminogen activator) enzimeket ¥ Azota
szamos sejttipusban, mint példaul monocita, makrofag, eozinofil, keratinocita, mikroglia,
endotelialis, és epitelidlis sejtben is kimutattak az SPB2 mRNS és fehérje szintjének
novekedését intracellularisan kiilonbozé faktorok és valtozasok hatisara 4314, Az SPB2
szamos folyamatban vesz részt, példaul a szignal transzdukcidban, apoptozis gatlasaban,
makrofagok tulélését eldsegitd folyamatokban, monocita és keratinocita sejtek

differencidciojiban, gyulladasos és immunfolyamatok szabalyozasaban 1°0-1571% Mindezek

87



ellenére az SPB2 szerepe az UV sugarzas kivaltotta DNS hibajavitas folyamataban maig

nem tanulmanyozott teriilet.

Az el6zetes microarray eredményeink arra utaltak, hogy Hker E6SFM sejtekben az SPB2
szerepet jatszhat az UV sugarzas kivaltotta sejtvalaszban. Annak érdekében, hogy ezen
eredményeinket igazoljuk, kvantitativ real-time PCR (qPCR) moddszerével vizsgaltuk az
SPB2 expresszi6 szintjének valtozasat két eltérd bor eredetii sejtvonalban. Azt tapasztaltuk,
hogy UV kezelés hatasara az SPB2 mRNS szintje megemelkedik a kontroll sejtekben mért
mRNS szinthez képest. Eredményeink felvetették a kérdést, hogy az SPB2 mRNS szint
emelkedése UV sugarzas hatdsara egy evolicidsan konzervalt folyamat, vagy csak olyan
sejtvonalakra jellemzd, melyek normal koriilmények kozott is érintkeznek az UV
sugarzassal. Ezért U20S oszteoszarkoma sejteken is megismételtiik a qPCR méréseket. Az
expresszid értekeket abrazolva hasonld lefutdst kinetikéat tapasztaltunk, mint melanoma
sejtek esetében. Azonban a U20S sejtvonalban mért MRNS szint emelkedés joval
mérsékeltebb volt, mint a bér eredetii sejtvonalakndl tapasztalt valtozas. Igy arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az SPB2 mRNS szintjének emelkedése UV sugarzas
hataséara egy konzervalt folyamat, mely sejtvalasz azonban a test perifériajan megtalalhaté

sejtekben sokkal intenzivebb valtozasokat mutat.

Kimutattuk, hogy az UV kezelés nem csak a fehérje mennyiségét ndveli meg, hanem sejten
beliili lokalizacidjanak megvaltozasat is eredményezi, mivel az SPB2 fdleg a citoplazmaban
talalhatd, de az UV kérosodas sejtmagi felhalmozodast okozott. Az irodalomban a legtobb
leiras az SPB2 intracellularis lokalizdcidjarol, a citoplazmaban emliti a fehérjét. Schroder €s
munkatarsai példaul megfigyelték az SPB2 felhalmozodasat a citoplazmaban fertdzés vagy
gyulladasos folyamatok eredményeként 81, Azonban Lee és Yerbury human, vese eredetii
sejtekben kimutattak, hogy az SPB2-GFP fuzi6s fehérje mind a citoplazmaban, mind a
sejtmaghan megfigyelheté %2 Eredményeinkben azt tapasztaltuk, hogy az SPB2 fehérje
szintje megemelkedik UV sugarzas kovetkeztében, valamint a szubcellularis lokalizacioja is
megvaltozik, ugyanis a citoplazmabol a sejtmagba transzportdlodik és feltételezhetéen
kotodik a sérilt DNS régidhoz. Ezen eredményt sikeriilt CSK-immunhisztokémia
segitségével is igazolnunk. Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy az SPB2 fokuszokat alakit ki
a sejtmagban, mely utalhat a fehérje hibajavitd l6kuszokban torténd megjelenésére, vagy
egyéb, példaul transzkripcios blokk kovetkeztében kialakulo fehérje degradacios
kozpontokban valo lokalizacidjara is. Mivel mind a fehérjeszint emelkedést, illetve a sejten

beliili lokalizacio valtozést sikeriilt kimutatni tobb sejttipusban, ezért feltételezziik, hogy ez

88



egy altalanos, minden human sejtben lejatszodo folyamat és nem kizarolag a borsejtekre

jellemzd mechanizmus.

Az UV sugarzas mellett a sejtekben taldlhatd DNS-t mas tipusa DNS karosit6é agensek is
roncsolhatjak. Kovetkezo Iépésben azt vizsgaltuk, hogy az SPB2 fokuszokat alakit-e a
sejtmagban oxidativ karosodast okozd H»O2, valamint kettés-szali DNS torést okozo
neocarzinostatin kezelés hatasara. Eredményeink igazoltak, hogy hasonléan az UV
sugarzashoz, az oxidativ stressz hatasara az SPB2 fokuszokat alakitott ki a sejtmaghban,
azonban az NCS kezelésnél nem lattunk hasonldé SPB2 felhalmozodast. Mindezen
eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az SPB2 fehérje szintje megemelkedik és
fokuszokat alakit ki a sejtmagban olyan stresszhatdsok kdvetkeztében, melyekbdl szarmazod
DNS hibak a nukleotidokat érintik €s javitasuk gyors valaszt igényel. Ilyen DNS hibajavito
utvonalak lehetnek a bazis kivago hibajavitas (BER), valamint a nukleotid kivagoé hibajavitas
(NER). Azonban az irodalombdl ismert, hogy azon hibak, melyek nem javitodnak ki a BER
utvonal altal, aktivaljadk a NER-t. Feltételezésilink szerint a nehezen kijavithatd DNS hibak
végeredményben a NER aktivacidjat okozzak és ezért latunk UV, illetve H2O2 kezelés
hatasara SPB2 szintemelkedést és sejtmagi fokuszok kialakulasat, ezért feltételeztiik, hogy

az SPB2 fehérjének az UV indukalta NER utvonalban lehet szerepe.

Hipotézisiink alatdmasztasara UV kezelést kovetden CSK-immunfestéssel vizsgaltuk az
SPB2 ¢és szamos, a NER utvonalban résztvevd Xeroderma pigmentosum (XP) fehérje
funkcionalis kapcsolatat. Azt tapasztaltuk, hogy az SPB2 nem lokalizalodik egyiitt a NER
utvonal korai fazisaban aktiv XPC, illetve a késéi fazisban miikodé XPF fehérjével, de a
NER utvonal kozéps6 szakaszaban aktiv, XPB fehérjével igen. A SPB2-XPB kapcsolata a
kovetkezOképpen magyarazhat6: (I) Az SPB2 direkt modon, fizikalisan is kapcsolodva
szabalyozza az XPB miikodését. Ezen feltételezést alatamaszthatja, hogy az SPB2 fehérjérdl
kimutattak, hogy tobb mas Serpinnel egyetemben, chaperon aktivitassal is rendelkezik,
mellyel befolyasolhatja az XPB funkciojat °®°. (II) Tovabbd az is eléfordulhat, hogy az SPB2
proteaz inhibitor funkcidja 1évén kdzvetett modon befolydsolja az XPB aktivitasat, példaul
a hibajavitasban résztvevd, a DNS-sel keresztkotott fehérjék eltavolitasaért felelds
proteazokat inaktivalhatja. A kozelmtltban kimutattak, hogy a NER folyamatanak
finomszabalyozasaban részt vesz az UPS (ubiquitin-proteasome system) rendszer, valamint
szamos protedz 21293, Lee és munkatérsai pedig arrdl szamoltak be, hogy neuronokban az
SPB2 az UPS rendszerrel kozremitkddve akadalyozza meg a fehérjék aggregaciojat 182,

Azonban a direkt kapcsolatot az SPB2 és a NER hibajavito folyamat kdzott még nem sikerdilt
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bizonyitani. (I11) Bar az XPB és az SPB2 fehérje egyidoben fordul elé a hibas DNS
kornyékén, de funkcionalis kapcsolat nem all fenn koztiik. Hipotéziseink igazolasara els6
Iépésben ko-immunprecipitacios eljarassal vizsgaltuk az XPB-SPB2 kolcsonhatasat. Az
altalunk hasznalt alacsony sokoncentracidéju mosas ellenére sem tudtunk fizikai kapcsolatot
Kimutatni az SPB2 és az XPB fehérje kozott, amely alapjan kizarhatd a hipotézisiink elsé
pontja. Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy az SPB2 és az XPB fehérje kozott van-e
funkcionalis kapcsolat, vagy az UV sugarzas hatasara latott SPB2 ¢s XPB ko-lokalizacios
fokuszok csak a két fehérje egy idOben és térben torténd el6fordulasat jelzik. Ennek
tisztazasara LacO technikat alkalmaztunk. Ezen rendszer hasznalataval az XPB
kihorgonyzéasat kovetden megfigyelhettiik az SPB2 fehérje NER pre-inciziés komplexszel
val6 ko-lokalizaciojat kezeletlen és UV kezelt sejtekben is. Ezen eredmények alatamasztjak
azon korabbi feltételezésiinket, hogy UV sugérzas hatasara az SPB2 a nukleotid kivago
hibajavitasi fokuszokban jelenik meg, ahol az XPB faktorral ugyan fizikai kapcsolatba nem
1€p, de funkcionalis egyiittmitkodés tapasztalhatd kozottiik, igy az SPB2 feltehetdleg az UV
indukalt sejtvalaszban szabalyozo szerepet tolthet be. Tovabba vizsgaltuk, hogy a kimutatott
funkcionalis k6lcsonhatasért az XPB fehérje mely régioja felelds. Azt talaltuk, hogy az XPB
C-terminalis doménje dnmagaban nem képes a hibajavitasi fokuszhoz vonzani az SPB2
fehérjét. Eredményeinkbdl egyértelmiien lathatd, hogy az SPB2 fehérjének a NER hibajavito
utvonal kozépsd szakaszaban lehet szerepe, azonban nem zarhato ki teljesen, hogy az SPB2
protein rendelkezik mas funkcioval is a NER ttvonal tovabbi szakaszaiban. Ilyen folyamat
példaul a TC-NER hibafelismerési szakasza, illetve az RNS Polimeraz Il elmozditasa a hibas
DNS szakaszrol (backtracking). Annak eldontésére, hogy ezen 1épésekben szerepe van-e az
SPB2-nek, ko-immunprecipitacios kisérletben vizsgaltuk az elongald Polimeraz II — SPB2
kolcsonhatast, azonban nem tudtunk interakciot kimutatni a két fehérje kozott. Ezzel az
eljarassal ugyan nem tudtuk teljesen kizdrni az SPB2 lehetséges szerepét a TC-NER
hibafelismerd szakaszaban, hiszen csak azt igazoltuk, hogy nincs fizikai interakcié az SPB2

és az S2P RPB1 kozott.

Nemrégiben arra deriilt fény, hogy az UPS rendszernek és specifikus proteazoknak igen
nagyfokt szerepe van a NER utvonal korai szakaszainak finomszabalyzasaban 201203,
Azonban az UPS rendszer kozremiitkodésének nem csak a NER fehérjék proteoszomalis
lebontasa lehet az eredménye. Kimutattdk, hogy a DDB-Cul4 E3 ubiquitin ligdz az USP7
deubiquitilazzal versengve szabalyozza az XPC kotddésének erdsségét a hibas DNS

szakaszhoz #48187  Azonban az USP7 hatisat a NER tutvonalban késébb aktivalodo
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fehérjékre még nem vizsgaltak, annak ellenére, hogy példaul az XPB és a 26S proteoszoma
kapcsolatat mar leirtdk %, Az SPB2 fehérjérdl kimutattak, hogy az UPS rendszerrel all
kapcsolatban idegsejtekben. Az SPB2 hianyaban az aggregalodott proteinek
kompartmentalizacioja sériil, mely az UPS rendszer meghibdsodasédhoz vezet. Tovabba Lee
¢s munkatarsai azt is kimutattdk, hogy az SPB2 interakcioba 1ép az ubiquitilalt fehérjékkel,
de 6nmaga nem ubiquitilalodik 82, Ezen eredmények felvetették a kérdést, hogy az SPB2
asszociacidja a NER komplexszel ubiquitilacio altal szabalyozott-e. Az SPB2 és az ubiquitin
kozti interakcid vizsgalatara Szintén Ko-immunprecipitacios kisérleteket végeztiink és
sikeriilt kapcsolatot kimutatnunk az SPB2 és az Ub kozott UV kezelés hatasara. Mindezen
eredményekbdl feltételezziik, hogy az SPB2 fehérjének szerepe lehet a NER utvonal
ubiquitilacié altali finomszabalyozasaban, melyet alatamaszt azon irodalmi adat, hogy az
SPB2 az UPS rendszerrel is kapcsolatban all 82, Tovabba az irodalomban emlitett
neuronokban kimutatott eredményekkel ellentétben az sem zarhato ki, hogy a vizsgalt U20S
sejtvonalban maga az SPB2 fehérje ubiquitilalodik UV sugarzas hatasara, mely ezaltal a

funkciojanak médositasahoz vezet 182,

Az irodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy az SPB2 fehérjének szerepe lehet kiilonboz6
tumorok kialakulasaban, mint ahogy plazminogén inhibitor funkcidjat emlitik
emésztérendszeri-, emlé-, vagy tiidérakok esetében 18159161205 - Azonban az SPB2
mennyiségi hatdsarol eltéré eredmények lattak napvilagot. Taldlunk példat az SPB2
emelkedett expresszidjanak a higyhdlyag tumorban szendevd paciensek vagy nyeldcso
laphamrakkal diagnosztizalt betegek tulélési aranyara gyakorolt negativ hatasarol is 1891%,
Ezekkel ellentétes folyamatot irtak le eml6-, ill. hasnyalmirigy tumorok esetében, ahol a
csdkkent SPB2 expresszid hozhatd sszefiiggésbe az alacsony tulélési esélyekkel 191194,
Mivel munkank soran kapcsolatot talaltunk az SPB2 és a NER tutvonal kozott, ezért
megvizsgaltuk az SPB2 mennyiségi eloszlasat bazalis sejtes bértumorokbdl szarmazod
humén szovetmintdkon. Bar az SPB2 fehérje mennyiségében nem, de sejten beliili
eloszlasaban kiilonbséget tapasztaltunk a normél és tumoros szovetrészek kozott. Ep
szovetrészekben az SPB2 a sejtmagban €s a citoplazméban is egyarant megtalalhato, mig a
mintdk tumoros szdvetrészein az SPB2 lokalizacioja csak a citoplazmara korlatozodott.
Mindezen eredményekbdl arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az SPB2 egy potencialisan
uj szabalyoz6 faktor az UV sugéarzas indukalta javitdé mechanizmusban. Feltételezéseink

szerint a tumoros sejtekben az SPB2 sejtmagba torténd transzportja akadalyozott, ezaltal a

91



fehérje nem képes ellatni a feladatat a hibajavitasi fokuszokban, emiatt a DNS javito

mechanizmus hibat szenved, mely akar a mutéacids rata emelkedéséhez is vezethet.

Az SPB10 fehérje funkcioja kevésbé jellemzett, irodalmi adatok szerint a mieloid leukémia
sejtek proliferacidjanak eldsegitésérdl ismert normal koriilmények kozott, mig novekedési
faktorok hidnyaban a sejtek apoptézisat indukalja 1’2, Az SPB10 szerepét az UV sugarzas
hatasara kialakuld sejtvalaszban azonban még nem vizsgaltak. Elbzetes microarray
eredményeink arra utaltak, hogy az SPB2 mellett az SPB10 is szerepet jatszhat az UV
sugarzas kivaltotta sejtvalaszban Hker E6SFM sejtekben, hiszen az SerpinB10 gén
expresszid novekedést mutatott UV kezelés hatdsdra. Az eldkisérletek validalasara
kvantitativ real-time PCR (qPCR) kisérletet végeztiink és kimutattuk, hogy UV sugarzas
hatasara az SPB10 mRNS szintje megemelkedett Hker E6SFM és tovabbi két bor eredetii
sejtvonalban. Kovetkez6 1épésként megvizsgaltuk, hogy az SPB10 befolyasolja-e a sejtek
tulélését UV sugarzas hatasara. Azonban nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a
tulélési aranyban a kontroll és SPB10 csendesitett kezeletlen és UV kezelt U20S sejtek

kozott.

Az eddigi eredményeink ellentmondasosak, mivel bar az SPB10 mRNS szintje emelkedik
UV kezelés hatasara, ami azt sugallja, hogy az UV karosodés indukalta sejtvalaszban lehet
szerepe, de ez a funkcid nem esszencialis, mivel az SPB10 hianyaban a sejtek képesek a
DNS karosit6 kezelést tulélni. Az ellentmondas feloldasara tanulmanyoztuk, hogy az SPB10
hogyan befolyasolja az UV okozta DNS hibak javitasat. U20S sejtekben SPB10 siRNS
csendesitést végeztiink, majd az SPB10 hianyos sejteket UV kezelésnek vetettiik ala és az
UV sugarzast koveté DNS javitas hatékonysagat Comet-esszé segitségével vizsgaltuk. Azt
tapasztaltuk, hogy UV kezelést kovetden az S-fazisti sejtekben az SPB10 csendesités
hatasara sokkal gyorsabb a DNS hibak javitasa, mint a kontroll sejtekben. Mindezen
eredményekbdl azt a konkluziot vontuk le, hogy az SPB10 befolyasolja az UV sugérzas
kovetkeztében kialakult DNS hibak javitasat. Valosziniisitjiik, hogy az SPB10 a DNS
hibajavitast lassitja, igy eldsegitheti a precizebb, 4m tobb id6t igényld javitds folyamatat
replikalodo sejtekben, ezzel csokkentve a mutaciok eléfordulasdnak gyakorisdgat. Ezen
hipotézisiinket igazolhatja, hogy az SPB10 génben el6éforduld SNP missense mutaciokrol
kimutattak, hogy a japan populdcioban megjelend prosztatarak kialakuldsanak kockazatat

novelik 171,
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A bemutatott eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy az SPB10 szerepet jatszik az UV
sugarzast kovetd DNS hibajavitasban. Annak tisztdzasara, hogy ezen folyamat kozvetleniil
a kromatinon torténik, vagy indirekt modon, egyéb fehérjéken keresztiil, ko-
immunprecipitacios eljarast alkalmaztunk, melynek soran vizsgaltuk az SPB10 és a H3
fehérje kapcsolatat. Kisérletiink eredményébdl kideriil, hogy az SPB10 kdlcsonhat a H3
fehérjével. Ezen fizikai interakci6 UV kezelés hatasara erdsodik a két fehérje kozott.
Eredményeink alatdmasztjak korabbi hipotézisiinket, mely szerint az SPB10 fehérje részt

vesz az UV sugarzas hatasara képz0dott DNS hibak javitasanak folyamataban.

Osszefoglaldsként elmondhatd, hogy a SerpinB fehérjecsaldd harom tagjanal is 11j funkciot
azonositottunk, mivel kimutattuk, hogy a SerpinB2, SerpinB10 és SerpinB13 is szerepet
jatszik az UV kivaltotta azonnali sejtvalaszban. Dolgozatomban két fehérjével, az SPB2 és
SPB10 vizsgalataval foglalkoztam. Kisérleti eredményeinkbdl levont kovetkeztetéseink
alapjan elmondhato, hogy UV sugarzas hatasara emelkedik az expressziojuk, illetve mindkét
fehérjérol kimutattuk, hogy UV sugarzas hatasara a kromatin kotott frakcioban dasulnak fel,
amely arra utalhat, hogy az SPB2 és SPB10 a DNS hibajavitas finomszabalyozasaban vehet
részt. A protedzok szerepérdl kiilonboz6 hibajavitasi utvonalakban mar szdmos tanulmany
beszamolt, és az Gjabb eredmények arra is ravilagitanak, hogy a protedz inhibitorok is
befolyasolhatjak a DNS hibajavito utvonalakat. Eredményeinkbdl azt feltételezziik, hogy
mindkét fehérje az UV sugarzés hatasara bekovetkezO hibajavitasban jatszik szerepet: az

crcr

lehet szerepe, mig az SPB10 az UV kivaltotta replikacios stresszben mitkodhet kozre.
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7. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetOmnek, Prof. Dr. Boros Imre Mikldsnak, aki lehetOséget
biztositott szdmomra, hogy PhD hallgatoként a Biokémiai ¢s Molekularis Biologiai

Tanszéken dolgozhassak és szakmai tudasaval segitette munkamat.

Szeretném koszonetemet kifejezni témavezetémnek, Dr. habil. Pankotai Tibornak, hogy
tandcsaival, iranyitasaval, valamint aldozatos munkajaval hozzijarult fejlédésemhez ¢€s
szakmai eldémenetelemhez. Koszonom tlrelmét €s bizalmat iranyomban, valamint a

lehetdséget, hogy kutatdcsoportja tagja lehettem.

K6sz6nom Dr. Borsos Barbara Nikolettnek, Dr. Ujfaludi Zsuzsannanak és Dr. Pahi Zoltan
Gabornak a segitségiiket, tamogatasukat és hasznos tanacsaikat, melyet munkam soran
nyujtottak, valamint a Genom Integritas €s DNS hibajavité Kutatdcsoport minden tagjanak

a segitségiiket.

K&szondm Okrosné Katalinnak és Pataki Edindnak a kisérletekben nyujtott segitségiiket és
tamogatasukat. K6szondm a Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék Osszes jelenlegi

¢s volt munkatarsanak, hogy munkajukkal tdmogattak.

Koszo6nom Dr. Frederic Coinnak és Dr. Nagy Zitanak a Iehetdséget, hogy a ,,Genom
expression and repair” kutatocsoportnal végezhettem kisérleteim egy részét, valamint

szakmai segitségiiket ez id6 alatt.
Ko6szondm Dr. Mérocz Moénikanak a Comet-essz¢ kisérletekben nytjtott segitségét.

Ko6szo6nom Dr. Siikosd Farkasnak, Dr. Bir6 Tamasnak, Dr. Buzas Krisztindnak és Dr.
Kovacs Ilondnak a bazalis sejtes karcindma mintdkkal kapcsolatos kisérletekben nytjtott

segitségiiket.

Nem utolsé sorban kdszondm csalddomnak, hogy mindvégig mellettem alltak és tdmogattak.
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8. A doktori értekezés osszefoglaloja

Az UV sugarzas, mint mindennapjainkat érinté kdrnyezeti faktor, és az altala kivaltott DNS
karosodasok, illetve ezekre adott sejtvalasz egy napjainkban intenziven tanulmanyozott
kutatasi teriilet, hiszen a nem tokéletesen, vagy nem megfeleld sebességgel kijavitott hibak
tumorképzddéshez  vezethetnek. Kutatdocsoportunkkal nemrégiben kozoltink egy
tanulmanyt, melyben egy immortalizalt keratinocita sejtvonal, a Hker E6SFM UV
sugarzasra adott génexpresszid valtozasait vizsgaltuk kontroll és UV sugarzassal kezelt
sejtek mRNS profiljanak Osszehasonlitasaval. Az UV kezelés hatdsara megemelkedett
transzkripcios aktivitdsu gének koziil kimutattuk a Serpin fehérjecsalad tobb tagjat is,
melyek szerepét kordbban még nem vizsgaltdk a DNS kéarosodads hatdsara indukalodo
sejtvalaszban. Disszertaciom f0 célja az UV karosodés indukcidja utdn a két legerdsebb
génexpresszid valtozast mutatd SerpinB2 (SPB2) és SerpinB10 (SPB10) génekrdl termel6dd

fehérjék funkcidjanak jellemzése volt.

A SerpinB2 plazminogén aktivatorokat képes gatolni, nevezetesen az uPA és tPA enzimeket.
Azo6ta szamos sejttipusban kimutattdk az SPB2 mRNS és fehérje szintjének novekedését
intracellularisan, kulonbozo faktorok és valtozasok hatasara. Ezért az SPB2 szamos
folyamatban részt vesz, példaul a szignal transzdukcidban, apoptozis gatldsaban,
makrofagok talélését elosegité folyamatokban, monocita és keratinocita sejtek

differenciacidjaban, gyulladasos €s immunfolyamatok szabalyozasaban.

Ph.D. munkam soran sikeriilt kimutatnunk, hogy UV kezelés hatasara az SPB2 mRNS és
fehérje szintje is megemelkedik szamos bor eredetli sejtvonalban. U20S oszteoszarkoma
sejtvonalban szintén igazoltuk az SPB2 mRNS szint emelkedését UV kezelés hatasara,
azonban ezen valtozas kisebb mértékii volt, mint a bor eredetii sejtvonalak esetében. Igy arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az SPB2 expresszio emelkedés UV sugéarzas hatdsara egy
altalanos, evolucidsan konzervalt folyamat, mely sejtvalasz azonban a bdrsejtekben sokkal
intenzivebb hatasu. Tovabba azt is megfigyeltiikk, hogy az SPB2 fehérje UV sugérzas
hatasara a citoplazmabol a sejtmagba transzportalodik és ott fokuszokat alakit ki, mely
utalhat a fehérje hibajavito l0kuszokban torténd megjelenésére. Kimutattuk azt is, hogy ezt
a folyamatot nem csak az UV kérosodds aktivdlja, hanem megfigyelhetd H20. kezelés
hatésara is, azonban NCS kezelést kovetden nem tapasztaltunk ilyen valtozasokat. Mindezen

eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az SPB2 fehérje aktivacidja olyan stresszhatasok
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kovetkezménye lehet, melyekbdl szarmazé DNS hibak a nukleotidokat érintik és javitasuk

gyors valaszt igényel.

A nukleotidokat ért hibak egyik f6 javitdé mechanizmusa a nukleotid kivago hibajavitas.
Kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy UV kezelést kdvetden az SPB2 fehérje ko-lokalizalodik
a NER utvonal kdzéps6 szakaszaban aktiv XPB fehérjével. Azonban az SPB2 sem az XPC,
XPF, illetve az elongdlé Polimeraz II (S2P RPB1) sem mutat ko-lokalizaciot, mely
eredmény miatt feltételezhetd, hogy az SPB2 nem sziikséges a NER korai hibafelismerési,
valamint késéi szakaszaban, illetve az RNS Polimeraz Il elmozditasanak (backtracking)
szabalyzasaban sem. Bar kisérleteinkben nem tudtunk fizikai kapcsolatot kimutatni,
funkcionalis kapcsolatot talaltunk az SPB2 és az XPB fehérje kozott. LacO rendszer
hasznalataval az XPB kihorgonyzasat kovetden megfigyelhettiik az SPB2 fehérje NER pre-
incizi6és komplexszel vald ko-lokalizaciojat kezeletlen és UV kezelt sejtekben is. Mindezen
eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az SPB2 az UV indukalt sejtvalaszban részt vevo
potencialis regulator fehérje lehet. Egyes folyamatok finomszabalyozasaban legtobbszor
poszt-transzlaciés modositasok - mint példaul az ubiquitilacio-kapcsolt szignalizacid -
jatszanak regulator szerepet. Sikeriilt kapcsolatot kimutatnunk az SPB2 ¢és az UV kezelés
hatasara kialakuld ubiquitilacio-fliggd utvonal kozott, amely alapjan feltételeztiik, hogy az

SPB2 fehérjének szerepe lehet a NER ubiquitilacié altali finomszabalyozasaban.

Az irodalombol ismert, hogy a NER hibajavité utvonal barmely tagjanak mutécioja sulyos
bortumorok kialakuldsahoz vezethet, ezért vizsgaltuk az SPB2 jelenlétét €s szintjét bazalis
sejtes bortumorokbol szdrmazdé human szévetmintdkon. Az SPB2 fehérje mennyiségében
nem, de sejten beliili eloszlasaban kiilonbséget talaltunk a normal €s a tumoros szévetrészek
kozott. Ep szovetrészekben az SPB2 a sejtmagban és a citoplazméaban helyezkedik el, mig a
mintdk tumoros szovetrészeiben az SPB2 csak a citoplazmaban lokalizalodott. Mindezen
eredményekbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az SPB2 egy potencialisan U]
szabalyzo faktor az UV sugarzas indukalta javitd mechanizmusban. Feltételezéseink szerint
a tumoros sejtekben az SPB2 sejtmagba torténd transzportja akadalyozott, emiatt a DNS
javitdé mechanizmus nem miikodik megfelelden, mely akar a mutacios rata emelkedéséhez

is vezethet.

Irodalmi adatok alapjan elmondhatd, hogy az SPB10 fehérje szabalyozza a mieloid leukémia
sejtek proliferaciojat, illetve indukélhatja azok apoptdzisat is a ndvekedési faktorok

jelenlététdl fliggden. Korabbi microarray eredményeink arra utaltak, hogy az Hker EGSFM
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sejtekben az SPB2 mellett az SPBI10 is szerepet jatszhat az UV sugarzéas kivaltotta
sejtvalaszban. Annak érdekében, hogy tanulmanyozzuk az SPB10 szerepét UV sugarzast
kovetden, elsé 1épésként kvantitativ real-time PCR (qPCR) modszert alkalmaztunk és azt
tapasztaltuk, hogy UV sugarzas hatasara az SPB10 mRNS szintje megemelkedett Hker
E6SFM, A375 melanoma és HaCaT sejtekben. Tovabba megallapitottuk, hogy az SPB10
siRNS csendesitése nem befolyasolja a sejtek UV sugarzast kovetd talélését. Az el6zo
eredményeink arra utaltak, hogy SPB10 is szerepet jatszhat az UV sugarzds hatasara
kialakult sejtvalaszban, de a fehérje hianya nem befolyasolja a sejtek UV utani talélését.
Ezért kovetkezo6 1épésként vizsgaltuk, hogy az SPB10 hogyan jatszhat szerepet az UV okozta
DNS hibak javitasaban. Comet-esszét alkalmazva kimutattuk, hogy SPB10 csendesitett S-
fazist sejtekben UV kezelés hatasara sokkal gyorsabb a DNS hibak javitdsa, mint a nem
csendesitett sejtekben. Ebb6] arra kovetkeztettiink, hogy az SPB10 csendesitett sejtekben
feltételezhetden gyorsabb a hibajavitas. Valdsziniisitjiik, hogy az SPB10 a DNS hibajavitéast
lassitja, igy eldsegitheti a precizebb, am tobb 1d6t igényld javitas folyamatat replikalodo
sejtekben, ezzel csokkentve a mutacidk eldfordulasanak gyakorisagat. Végiil igazoltuk, hogy
az SPBI10 kolcsonhat a H3 fehérjével €s az interakcid a két fehérje kozott UV kezelés

hatasara erdsodik.

Osszefoglalasként elmondhato, hogy a SerpinB fehérjecsalad harom tagja, a SerpinB2, a
SerpinB10 és a SerpinB13 is szerepet jatszik az UV kivaltotta sejtvalaszban. Dolgozatomban
két fehérje, az SPB2 és az SPB10 vizsgalataval foglalkoztam. Eredményeink alapjan
elmondhaté réluk, hogy UV sugarzast kovetden megemelkedik az expresszidjuk, €s a
kromatin kotott frakcioban dusulnak fel. Eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy az
SPB2 ¢és SPBIO az UV sugarzds hatdsara bekovetkez6 DNS hibajavitas
finomszabalyzasaban vesznek részt. Feltételezéseink szerint az SPB2 fehérjének a NER

crer

SPB10 az UV kivaltotta replikacios stressz felolddsaban miitkodhet kozre.
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9. Summary

Ultraviolet light-induced DNA damage response is an extensively studied process. However,
several proteins involved in DNA damage repair have been already identified, the entire
repair cascade and the protein-protein interactions have remained unexplored. Our recently
published data performed on an immortalized keratinocyte Hker E6SFM cell line, have
indicated that several members of the Serpin protein family show elevated expression upon
UV irradiation. This high-throughput screen prompted us to hypothesize a still
uncharacterized, potential role of the Serpin family during the process of DNA repair. Based
on these preliminary data, during my PhD work, | have characterized the function of the two
most dramatically upregulated genes, SerpinB2 (SPB2) and SerpinB10 (SPB10) following
UV irradiation.

SPB2 protein was originally identified as an extracellular inhibitor of the plasminogen
activator uPA and tPA enzymes during pregnancy. Since then, the upregulation of SPB2
MRNA and protein levels has been confirmed in several cell types and it has been also
reported that SPB2 is involved in numerous cellular processes, such as signal transduction,
inhibition of apoptosis, macrophage survival, monocyte and keratinocyte differentiation,
regulation of inflammatory and immune processes.

Our data demonstrated in various cell types that UV irradiation resulted in an increase on
both SPB2 mRNA and protein levels. We detected the strongest activation of SPB2 in Hker
E6SFM keratinocyte and A375 melanoma cells following UV irradiation. U20S cells also
showed similar, but milder increase in the mMRNA level of SPB2. It could be explained by
evolutionary conserved mechanisms in response to UV irradiation, which was a more robust
process in keratinocyte cells. In addition, we also proved that UV irradiation triggered the
nuclear transport of SPB2, where it appeared at discrete nuclear foci at the sites of DNA
damage. This phenomenon was also observed following H203, but not with NCS treatment.
These might indicate that the activation of SPB2 in response to UV irradiation is a common
mechanism among different cell types owing tissue-specific repair mechanisms.
Consequently, SPB2 protein might play role in the fine-tune regulation of nucleotide
excision repair pathway, but it is presumably not involved in DNA double-strand break

repair.

To reveal the possible role of SPB2 protein in UV-induced repair process, we examined the

co-localization between SPB2 and XP proteins involved in NER pathway. Our data showed
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that SPB2 co-localized with XPB protein upon UV irradiation. Furthermore, we also found
that neither XPC, nor XPF co-localized with SPB2 following UV irradiation. Furthermore,
we did not show interaction between SPB2 and the elongating RNA Polymerase 11 (S2P
RPB1), by which we excluded the involvement of SPB2 in DNA-damage recognition or in
the backtracking steps of the TC-NER pathway. However, we did not detect physical
interaction between XPB and SPB2, an indirect connection between them cannot be
justified. Finally, we showed that XPB tethering resulted in the recruitment of SPB2 protein
to the repair foci suggesting that SPB2 could be a potential regulator of the UV-induced
cellular processes, which might be recruited to the damaged sites during the middle steps of
the NER pathway.

In addition, we detected connection between SPB2 protein and ubiquitin residues following
UV treatment. This result suggests that SPB2 can play an important role in the ubiquitin-
mediated fine-tune regulation of the NER pathway.

Since mutations of any member of the NER pathway can lead to skin tumorigenesis, we
investigated the subcellular localization and the possible changes in the level of SPB2 protein
in human basal cell carcinoma tissues. Although we did not observe any significant
differences in the protein level of SPB2 in the tumorous part of the tissue compared to its
normal part, we found that SPB2 protein localized both in the cytoplasm and in the nucleus.
In the tumorous part of the tissue, SPB2 was mainly detected in the cytoplasm, while in the
normal part it was found in both cellular compartments. Our data suggest that beside the
inhibition of plasminogen activators, SPB2 might have additional function in tumour cells.
These results underlie the hypothesis that in non-tumorous cells, SPB2 promotes the repair
process upon UV irradiation in the nucleus, thereby decreasing the mutation rate. On the
other hand, in tumorous cells, SPB2 cannot be translocated to the nucleus to be involved in
the repair process, hereby elevating the mutation rate. Based on our results we conclude that
SPB2 protein is a potential player in UV-induced NER pathway by regulating the removal
of the NER complex from the damaged DNA, therefore malfunction of SPB2 can result in

tumour progression.

SPB10 is a redox-sensitive nuclear Serpin that promotes proliferation or apoptosis of
leukaemia cells, depending on the availability of growth factors. The primary screen also
suggested that beside SPB2, SPB10 could also play a role in the UV-induced cellular
processes. During my thesis work, my second project was focused on the investigation of

that uncharacterized function of SPB10 following UV irradiation.
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As a first step, we verified the results of the microarray experiment by using quantitative
real-time PCR (qgPCR) method and we found that the mRNA level of SPB10 was elevated
upon UV irradiation in Hker E6GSFM and also in two additional skin-derived cell lines (A375
melanoma and HaCaT keratinocytes). As a following step, we studied whether SPB10
played a role in NER, but we found that SiRNA silencing of SPB10 had no effect on cell
viability upon UV irradiation. Based on these, we concluded that SPB10 could play a role in
the UV-induced cellular response, but it had no indispensable function in this process.
Additionally, we investigated whether SPB10 was involved in the UV-triggered DNA repair
mechanism. Using Comet assay, we showed that the process of DNA repair was accelerated
in SPB10-silenced S-phase cells compared to the control. We conclude that SPB10
influences the repair of the UV-induced DNA damages, presumably by slowing down that
process in replicating cells, which facilitates a more precise, but time-consuming repair
mechanism by further reducing the mutation rate. Finally, we demonstrate that SPB10

interacts with H3 and this physical interaction is enhanced following UV irradiation.

In conclusion, |1 demonstrated that three members of the SerpinB protein family (SerpinB2,
SerpinB10 and SerpinB13) might have been involved in the UV-induced cellular response
and | further characterized the regulatory role of SPB2 and SPB10. Based on experimental
evidences we established that the expression of these two Serpins was increased upon UV
irradiation and we also showed that both proteins were enriched in the chromatin-bound
fraction after UV irradiation. Eventually, our results suggest that SPB2 and SPB10 are
involved in the fine-tune regulation of the DNA repair processes. We assume that SPB2
protein can play a pivotal role in the regulation of NER pathway after the activation of XPB

protein, whereas SPB10 can participate in the resolution of UV-induced replication stress.
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11. A dolgozatomban hasznalt roviditések

6-4PP- 6-4 pirimidin-pirimidon fototermékek

01Pl- al-proteindz inhibitor

A375- melanoma sejtvonal

BCC- bazalis sejtes karcindma

BER- bazis kivago hibajavitas (base excision repair)
BrdU- bromodeoxyuridine

BSA- bovine serum albumin

CETN?2 fehérje- centrin 2

CSA- Cockayne-szindroma A fehérje

CSB- Cockayne-szindroma B fehérje

COFS betegséget- Cerebro-oculo- facio-skeletal syndrome
co-IP: ko-immunprecipitacio

COP9 (Constitutive photomorphogenesis 9)

CPD- ciklobutéan pirimidin dimerek

CRL- Cullin-RING ubiquitin ligase

Ct- cycle treshold

DCAF- DDB1 and CUI4- associated factors

DDR- DNS hibara aktivalodo sejtvalasz (DNA-damage response)
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DSB- kettds-szala DNS torés (double strand break)
dsDNS- kettds-szalit DNS (double stranded DNA)

ELOA- Elongin A protein

FBS- Fetal Bovine Serum

GAM- Goat Anti Mouse

GAR- Goat Anti Rabbit

GFP- Green Fluorescent Protein

GG-NER- teljes genomra kiterjedd NER (global genomic NER)
H20:>- hidrogén-peroxid

HA- hemagglutinin

HRP- torma-peroxidaz (Horseradish peroxidase)

ICL- interstrand crosslink
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LDso- félletalis dozis

MRNS- messenger ribonukleinsav

NAC- no antibody control

NCS- neocarzinostatin

NER- nukleotid kivagé hibajavitas (nucleotide excision repair)
NK- kezeletlen

NLS- nuclear localisation signal

nM- nanométer

NMSC- nem-melanoma tipusu bértumorok (non-melanoma skin cancer)
PAI-2- Plasminogen activator inhibitor 2

PBS- Phosphate- buffered saline

PCNA- Proliferating cell nuclear antigen

PH domén- pleckstrin homology domain

PI1C- Protease inhibitor cocktail

Polll- Polimeraz 11

PTCH1- patched homolog 1

PTM- poszttranszlacios modositas

gPCR- kvatitativ realt-time PCR (quantitative PCR)
RBX2- RING-box protein 2

RCL- reactive center loop

RFC- Replication factor C protein

ROS- reaktiv oxigéngyok, (reactive oxigen species)
RPA- Replikacios protein A (Replication protein A)
RPB1- RNS polimeraz II legnagyobb alegysége
S2P Pol l1-elongald Polimeraz I1

S2P RPB1-elongéld Polimeraz I1

SCC- elszarusod6 laphamrak

SCR- nem kédol6 (scramble)

SMO- smoothened homolog gene

SP- Szerin protedz inhibitor

SPB- Serpin B csalad

SPB2- SerpinB2 fehérje

SPB10- SerpinB10 fehérje

SSA repair- single-strand anneling
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SSDNS- egyes-szalu DNS (single stranded)

TC-NER- transzkripcié kapcsolt NER (transcription coupled NER)
TFIIH- Transzkripcios Faktor II H

tPA- tissue plasminogen activator

U20S- oszteoszarkoma sejtvonal

Ub- ubiquitin

UPA- urokinase plasminogen activator

UPS- ubiquitin-proteasome system

USP7- Ubiquitin specific-processing protease 7

UV- ultraibolya

UV-DDB- Ultraviolet radiation- DNA damage- binding protein
UVSSA- UV-stimulated scaffold protein A

XP- Xeroderma pigmentosum

XPB- Xeroderma pigmentosum B

XPC- Xeroderma pigmentosum C
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