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Bevezetés

A fehérjék reverzibilis foszforilacidja az egyik leggyakoribb poszttranszlaciés modositas az
Eukaridta sejtekben. Ezt a gyors €s egyszeri modositast a fehérje kindzok szabalyozzak, mig a
fehérje foszfatazok képesek eltavolitani a foszfat csoportokat. Erdekes médon, mig az emberi
genom tobb mint 500 fehérje kindzt kodol, ehhez képest a fehérje foszfatazok szama viszonylag
kevés (kb. 120). Azért, hogy a foszfatazok ellenstllyozni tudjak ezt a szambéli kiilonbséget tobb
alegységes, un. holoenzimeket hoznak létre, melyek kiilonb6zé szubsztratum garnitiraval
rendelkeznek. Az igy létrejott holoenzimek részt vesznek a génexpresszid, az apoptozis, a
sejtosztodasi ciklus, az egyedfejlédés, a DNS hibajavitas és kiilonféle jelatviteli utak
szabalyozasaban.

Amikor a sejtek 6rokité anyaga (DNS) kiils6 vagy belsé hatasokra karosodast szenved, egy
szigoruan szabalyozott folyamat, a DNS-karosodasra adott valasz-mechanizmus (DDR)
aktivalodik, hogy megoérizze a genom integritasat. A DDR szdmos folyamatot koordinal,
beleértve a kiilonféle DNS sériilés érzékelését, a sejtciklus leallitasat, valamint a DNS
hibajavitd mechanizmusok aktivalasat és a miikodését. A kettdsszali DNS toréseket a homolog
rekombinacios hibajavito mechanizmus (HR), valamint a nem homolog végek
Osszekapcsolasan alapulo apparatus (NHEJ) képes kijavitani. A HR folyamatot szamos fehérje
kinadz szabalyozza, ideértve az ATR, ATM és DNA-PK enzimeket, valamint a Chk1 és a Chk2
kinazokat. Ugyanakkor, a folyamat finomhangolasaban, leéllitasaban és a sejt normalis ciklusba
valo visszatérésében kulcsszerepe van a fehérje foszfatazoknak, ideértve a PP1, PP2A, PP4 és
Cdc14 enzimeket. A PP4 tobbek kozott defoszforilalja és ezzel moduldlja az ATR kinazt,
valamint annak egyik végrehajtd6 molekulajat a Chk2 kinazt, tovabba a DNS hibakat jelz6
YH2AX fehérjét és a DNS hibajavitasban szerepet jatszo RPA2 toborzo polipeptidet is.

Az evoluciosan konzervalt és Iétfontossagi PP4 holoenzim komplex egy katalitikus (PP4c),
egy allvanyzat (R2), és egy szabalyozo6 (R3, Drosophila melanogaster-ben Falafel, emberben
R3A, illetve R3B) alegységbdl szerelddik ssze. Kutatocsoportunk korabbi munkai ramutattak,
hogy az R3 alegység N-terminalisan talalhaté nem kanonikus EVH1 domén felelés a PP4-
célfehérjékben 1évo FxxP vagy MxPP rovid linedris motivumok felismeréséért és megkotésért.
Ennek a felismerésnek kdszonhetéen az ecetmuslica PP4 szamos FxxP, illetve MXPP motivum
tartalmu, feltételezett szubsztratumat azonositottuk, beleértve a Centrobin (Ctb) fehérjét is,
amelyet emberben is kimutattak. A Ctb egy centroszomalis fehérje, amely részt vesz a
centriolumok osztdédasanak, valamint a mikrotubulusok (ideértve a mitotikus orsot is)

dinamikajanak szabalyozasaban a sejtciklus folyaman. A fentiek mellett Ryu és munkatarsai



kimutattak, hogy a Ctb-t az ATR kinaz foszforilalja UV sugarzas okozta DNS karosodas
hatasara, valamint a fehérje 781-es pozicidjaban talalhato szerin (S781) aminosava
foszforilalodik rontgensugarzassal vald kezelést kovetden, ami szintén duplaszala toréseket
indukalhat a DNS-ben. Kovetkezésképpen, a Ctb részt vesz a DDR folyamataiban is.

Ezért célul thztik ki, hogy megvizsgaljuk a Ctb és PP4 holoenzim kozotti kdlcsonhatés
mechanizmusat, az FxxP motivum integritdsanak sziikségét, valamint a két fehérje

egyiittmiikodését a DNS hibajavitas soran. Végezetiil pedig a Ctb S781-es aminosavanak
szerepét a DNS hibajavitasban.



Az alkalmazott modszerek

1. Alkalmazott molekularis biolégiai, biokémiai és mikroszképos technikak

pFlagCMV4-Ctb variansokat kodoldé plazmid DNS konstrukciok létrehozasa
hagyomanyos kloénozassal

A Centrobin 771-FxxP-774, illetve 781-SQ-782 motivumainak mutacidja
helyspecifikus mutagenezissel

Plazmid preparalas alkalikus lizis médszerével

pDEST15 és pDESTS53 plazmid konstrukcidk 1étrehozasa Gateway klonozassal
Baktériumok transzformacioja

Rekombinans fehérje termeltetés és tisztitas affinitdskromatografidval
Fehérjetermelddés vizsgalata a sejtekben natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE) és western blot technikaval

In vitro kotési kisérlethez radioaktivan jelolt fehérje termeltetése in vitro
transzkripcios és transzlacios rendszerben, 3°S-jeldlt fehérjék autéradiografian
alapulo detektalasa

Sejtkulturak fenntartasa (HeLa, HEK293, DR-GFP U20S), legyiijtése

Human sejtek transzfektalasa plazmid konstrukciokkal és siRNS-sel

In vivo kotés kimutatasa ko-immunoprecipitacioval

Polimeraz-lancreakcié (PCR)

Human sejtek kulturalasa, fixalasa és immunfestése

S fazisos sejtek EAU jelolése és YH2AX fokuszok szamolésa

Reprezentativ mikroszkopos képek készitése

GFP alapt homolog rekombinacios kisérlet kivitelezése

Mitétikus kromoszomak prepardlasa human sejtekbol

1. Insilico moédszerek

Oligonukleotid primerek és plazmid DNS konstrukciok tervezése (SnapGene)
Képelemzés (Image]) ¢és képszerkesztd programok hasznalata (Adobe
Illustrator, Adobe Photoshop)

Statisztikai elemzés (OriginGraph)

Homolog rekombinacids frekvencia meghatarozasa (CellProfiler)



Eredmények és megvitatasuk

1. A PP4 foszfataz R3 alegységének konzervalt szubsztratum-felismero

mechanizmusanak vizsgalata

Bizonyitottuk, hogy a PP4 foszfataz R3 alegységének EVHI doménje €s a Ctb fehérje kozti
kolcsonhatasa konzervalt. Korabban kimutattuk, hogy a Drosophila Ctb és R3-EVHI fehérjék
kozti kolcsonhatds a Ctb fehérje 36-t61 39 aminosavig tart6 MPPP motivumatol fiigg.
Kisérleteinket tovabb folytatva igazoltuk, hogy nemcsak a Drosophila, hanem a human R3-
EVH1 domén is képes kotni ugyanazt a 36-t6l 39 aminosavig tart6 MPPP motivumot az
ecetmuslica Ctb (Dm-Ctb) fehérjében. Az MPPP motivum mutacioja APPA-ra a kotés
megsziinéséhez vezet in vitro. Az emberi Ctb fehérjében egy FRVP motivum talalhato a fehérje
C-terminalisan, mely sziikséges az ember R3 alegységek és emberi Cth (Hs-Ctb), illetve az
ecetmuslica Ctb fehérjék kozti interakciora. A human Ctb FRVP motivumanak ARVA-ra és a
Drosophila MPPP motivumanak mutacioja APPA-ra helyspecifikus mutagenezissel a kotés
megsziinését eredményezi az R3 fehérjékkel, annak ellenére, hogy e motivumok a fehérjékben
nem konzervaltak. Ezek a megfigyelések ravilagitanak a PP4R3 és a Cth kozotti kolesonhatas

konzervalt természetére.

2. A teljes hosszusagi Flag-Ctb és a Flag-Ctb fragmentum fehérjék sejtben valo

lokalizaciojanak vizsgalata

A teljes hosszasagii Ctb fehérje nem volt alkalmazhaté funkcionalis (in vivo kotés
kimutatésa, a fehérje lokalizaciojanak vizsgalata) vizsgalatokhoz, mert talzott kifejezdésekor
a sejtben kristalyszerii struktarakat képzett. Ezért a fehérjét a masodlagos szerkezete és korabbi
tanulmanyok alapjan kisebb darabokra osztottuk. Az altalunk vizsgélt fragmentumok koziil a
legnagyobb a 180-t61 903 aminosavig tarté darab (Flag-Ctb-180-903aa) maradt szolubilis és

mutatta a Ctb-re jellemz6 centroszomalis lokalizaciot.
3. A human PP4R3 és Ctb kolcsonhatasanak vizsgalata in vivo modszerrel

A Ctb-180-903aa fragmentum hasznalhato volt in vivo kotési kisérletekhez. Ehhez egyiitt
transzfektaltuk a GFP-t, a GFP-R3A-t vagy a GFP-R3B-t és a vad tipusi Flag-cimkével
megjelolt Ctb-180-903aa (Flag-Cth-180-903aa-WT), valamint annak ARVA (Flag-Cth-180-
903aa-ARVA) mutans verzidjat kédolo plazmid konstrukciokat. Eredményeink azt mutattak,
hogy mind az R3A-hoz, mind az R3B-hez ko6tédik a Flag-Ctb-180-903aa fragment az FRVP



motivumon keresztiil. A motivum mutacioja a kotés megsziinéséhez vezetett in vivo is. Ezen
eredmények igazoljak, hogy a Ctb-180-903aa fragmentum egyetlen FxxP motivum révén
kotédik a PP4-hez.

4. A PP4R3 és Ctb egyiittmiikodése a DNS hibajavitasban

4.1. A PP4 alegységek és Ctb hianya késést okoz a DNS hibajavitasban

A YH2AX a H2AX hiszton egyik valtozata, ahol a 139-es szerin gyors foszforilacion megy
keresztlil valaszul a DNS karosodasra. Ezt a jelenséget a folyamat nyomon kovetesére
hasznaljak, lehetévé téve a DNS hibajavito mechanizmusok vizsgalatat. A DNS hibajavitast
kovetden a YH2AX PP4 4ltali defoszforilacioja utan a sejtciklus ujra indulhat. A Ctb és a PP4
kozotti kapesolat vizsgalatara a DNS hibajavitas soran kisérleteket végeztiink EAU-impulzus-
jelolt S-fazisu Hela sejteken. Rontgensugarzas kezelés és a Cth, valamint a PP4 alegységek
csendesitése a YH2AX sejtmagi fokuszok szignifikins novekedését eredményezte, ami
fennmaradt 8 ora elteltével a besugarzast kovetden. Mindez a DNS hibajavitas csokkent

hatasfokat jelezi.

4.2. A PP4 és Ctb csendesités hatasara jelentésen lecsokken a homolog

rekombinacié hatékonysaga

Emellett homoldg rekombinacios mechanizmus (HR) frekvenciaméréseket is végeztiink a
DR-GFP U20S riporter sejtvonal segitségével. Ez a sejtvonal két csonka gfp kazettat tartalmaz,
amelyek koziil az egyik egy 1-Scel meganukledz felismerési helyet hordoz. Az I-Scel hasitast
kovetden a DSB-et a sejt HR-val javitja ki a masik csonka gfp kazettat templatként hasznalva,
igy a GFP expresszioja helyreallhat. A GFP-pozitiv sejtek szama hatarozza meg a HR
hatasfokat. Kisérleteinkben a ctb, a pp4c, az r3a, az r3b vagy a ctb és a pp4c egyiitt csendesitése
a HR jelentds csokkenését eredményezte, alatimasztva, hogy a PP4 és Ctb szerepet jatszik a

HR szabalyozasban.

4.3. A PP4 alegységek és Ctb hianyaban kromoszéma hibak jelentkeznek a mitézisban

Ezt kovetden a Ctb ¢és a PP4 alegységek csendesitésének késdi hatasat vizsgaltuk
rontgensugarzast kovetéen a kromoszomakarosodasok elemzésével. Megfigyeltiik, hogy a
kontrollhoz képest rontgen kezelés hatasara a Ctb és PP4 hianyos mintdkban megndvekedett a
kromoszdéma-rendellenességek szama, kiilondsen az tgynevezett zart kromoszoémakarok

(angolul arms-closed) eléfordulasa. A jelenség az Gn. Holliday Junction struktirak nem



megfeleld felbontasara és a testvérkromatidak Osszetapadasara utalhat. Az el6bb emlitett és a
fenti eredmények azt mutatjak, hogy a Ctb és a PP4c egyiitt dolgozhatnak a Holliday Junction
struktarak megfeleld feloldasanak szabalyozasaban a HR altal kozvetitett DNS-hiba javitas

folyamatéban.

5. A Ctb ATR kinaz altali foszforilacios helyének vizsgalata

5.1. In vitro kotési kisérlet a Ctb ATR foszforilaciés helyének mutans valtozatai és a
PP4-R3A és R3B alegységek kozt

A kozelmultban, egy kutatocsoport SILAC-vizsgalat segitségével kimutatta, hogy a Ctb SQ-
motivumaban taldlhaté S781 az ATM vagy az ATR kinaz altal foszforilalodhat rontgen kezelés
hatasara. A Ctb elsédleges szerkezetének tanulmanyozasakor észrevettiik azt, hogy az SQ
motivum a Ctb PP4 kotohelyének kozelében talalhato (771-FRVP-774), amely kolcsonhatasba
1ép a PP4R3A és R3B alegységeivel. Annak érdekében, hogy az SQ motivum szerepét iS meg
tudjuk vizsgélni a DNS-karosodasra adott valaszban a mar vizsgalt ARVA valtozat mellett
1étrehoztunk tovabbi két mutans Ctb fehérjét: S7T81A és S781D. Kisérletinkben arra lettiink
figyelmesek, hogy az S781A és S781D mutaciok nem voltak hatassal a Ctb és az R3A vagy
R3B kozotti kdlesonhatasra in vitro, ami arra utal, hogy mig az FRVP motivum sziikséges a

kotéshez, ahogy azt kordbban kimutattuk, addig az SQ motivum nem.

5.2. In vivo kotési kisérlet a Ctb Ser781 pontmutansai és a PP4AR3A/B alegységek
kozott

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk arr6l, hogy a kotés in vivo is létrejon,
immunoprecipitacids kisérletet végeztiink human sejtekbdl. Ehhez HEK293 sejteket egytitt
transzfektaltuk GFP, GFP-R3A vagy GFP-R3B, valamint Flag-Ctb-180-903aa-WT, Flag-Ctb-
180-903aa-S781A vagy Flag-Ctbh-180-903aa-S781D fehérjéket kodold plazmidokkal.
Eredményeink az in vitro kisérletekhez hasonléan azt mutattak, hogy az R3 alegységek és a
Flag-Cth-180-903aa kozti kolcsonhatast nem befolyasolja az ATR kinaz foszforilacids

helyének mutacidja in vivo sem.

5.3. A Ctb csendesités és rontgenkezelés hatasara kialakul6 hibas kromoszéma

morfologia menekitése

Tovabbi kisérletekben megvizsgaltuk a kiilonb6zé Ctb-valtozatok hatasat a DNS-
hibajavitas mechanizmusaban. A vad tipust Flag-Ctb-180-903aa-WT, Flag-Ctb-180-903aa-
771-ARVA-774 (FRVP mutans formaja), Flag-Ctb-180-903aa-S781A vagy Flag-Ctb-180-
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903aa-S781D mutanst kodold plazmid konstrukciokat és Ctb siRNS-t egyiitt transzfektaltuk
HelLa sejtekbe, majd vizsgaltuk a DNS hibajavitds hianyaban megjelené kromoszéma
rendelleneségek szamat. A kromoszdma-rendellenesség-vizsgalatban a Ctb-t nem tartalmazé
sejtek megnovekedett szama zart kromoszomakari morfologiat mutattak rontgensugarzast
kovetden, amely fenotipust a vad tipusu Ctb-fragmentumok expresszidja képes volt
helyreallitani. A kiilonb6zé Ctb-fragmentumok expresszidja pedig nem tudta menekiteni ezt a
fenotipus valtozast, kimutatva a PP4 FRVP-motivumhoz val6 kotédésének és az SQ-motivum

integritasanak fontossagat a Ctb DNS hibajavitas szabalyozasaban betoltott szerepében.



Osszefoglalas

A fehérje kinazokon tul, a fehérje foszfatazoknak is kritikus szerepe van a megfeleld6 DNS
hibajavitasban. Azaltal, hogy a kinazok aktivitasat ellensulyozzak, valamint segitik a sejtet a
normal sejtciklusba valo visszatérésbe. Az evolucidésan konzervalt PP4 foszfataz szerepe ismert
a DNS hibajavitasban, de annak molekuléris részletei eddig ismeretlenek voltak. A PP4
foszfataz leggyakrabban a sejtben a PP4c-R2-R3 heterotrimer holoenzimként van jelen, ahol a
PP4c az enzim katalitikus, az R2 a vaz, az R3 pedig a szabalyoz6 alegysége.

Megel6z6 kutatasunk soran azonositottuk, hogy az R3 alegység N-terminalis EVHI
doménje ismeri fel és koti meg a PP4 kolcsonhat6 partnereit, azokban talalhaté FxxP és MxPP
konszenzus motivumokon keresztiil. Ezek a koté motivumok szamos fehérjében megtalalhatok,
példaul a centridlum-specifikus Centrobin (Ctb) fehérjében. Eredményeink szerint a human Ctb
FxxP motivuma (771-FRVP-774) fontos szerepet jatszik az R3 alegységhez torténd kotéshez,
mind in vitro, mind in vivo koérnyezetben. Tovabbi kutatasok ramutattak arra, hogy az ATR
kinaz foszforilalja a Ctb fehérjét, és rontgensugarzas hatasara a fehérje Ser781-es aminosava is
foszforilalt. Tanulményaink szerint a PP4 foszfatdz katalitikus és regulator alegységeinek (R3A
¢s R3B), valamint a Ctb hianyaban a yH2AX fokuszok, azaz a DNS hibajelzések szama magas
marad a rontgensugarzast kovetden 8 oraval. Ezen kiviil megfigyeltiik, hogy a vizsgalt fehérjék
hianyaban a homolog rekombindaci6 javitasi frekvencidja is csokken. Tovabba kimutattuk, hogy
a G2/M ellendrzd pont inaktivalasakor, a rontgensugarzas kezelés utan a PP4 alegységek ¢és a
Ctb csendesitése rendellenes kromoszoémamorfologiat okoz.

Eredményeink ravilagitottak arra, hogy az S781 aminosav, valamint a FRVP-motivum
megléte, 1étfontossagu a Ctb megfeleld DNS hibajavito funkcidjdhoz. A szerin cseréje alaninra
(S781A), vagy pedig aszparaginsavra (S781D), illetve a fenilalanin és a prolin kicserélése
alaninra (771-ARVA-774) a Ctb fehérjében megakadalyozta, hogy a fehérje potolja az endogén
Ctb funkciojat.

Osszefoglalva, kutatasaink soran igazoltuk a PP4 Cth FRVP-motivumahoz valé ktédésének

fontossagat és az SQ-motivum integritasat a fehérjében a DNS hibajavitas soran.



Summary

Beyond protein kinases, protein phosphatases also play a critical role in DNA damage
response. They counterbalance the activity of kinases and assist the cell in returning to the
normal cell cycle. The evolutionarily conserved role of PP4 phosphatase in DNA repair has
been known, but its molecular details have remained unknown. PP4 phosphatase is most
commonly present in cells as the PP4c-R2-R3 heterotrimer holoenzyme, where PP4c is the
catalytic component, R2 serves as the scaffold, and R3 acts as the regulatory subunit.

In our previous research, we explored that the N-terminal EVH1 domain of the R3 subunit
recognizes and binds to PP4 interacting partners through FxxP and MxPP consensus motifs
found within them. These binding motifs are found in numerous proteins, including the
centriole-specific Centrobin (Ctb) protein. In addition, our results indicate that the human Ctb's
FxxP motif (771-FRVP-774) plays a crucial role in binding to the R3 subunit, both in vitro and
in vivo conditions.

Further studies have revealed that the ATR kinase phosphorylates the Ctb protein, and
exposure to X-rays results in the phosphorylation of the protein's Ser781 amino acid. Based on
our results, in the absence of PP4 phosphatase's catalytic and regulatory subunits (R3A and
R3B) and Ctb, the number of YH2AX foci, which serve as DNA damage markers, remains
increased 8 hours after X-ray exposure. Furthermore, we observed a reduction in the frequency
of homologous recombination repair in the absence of these proteins. In addition, we found that
silencing the PP4 subunits and Ctb after G2/M checkpoint inactivation following X-ray
treatment leads to abnormal chromosomal morphology.

Our findings underline the key role of the Ser781 amino acid and the presence of the FRVP
motif in maintaining the DNA repair function of Ctb. Substituting serine with alanine (S781A)
or asparagine (S781D) or replacing phenylalanine and proline with alanine (771-ARVA-774)
in the Ctb protein prevented it from restoring its endogenous Ctb function.

In sum, our research confirms the importance of Ctb's binding to the PP4 FRVP motif and
the integrity of the SQ motif within the protein during DNA repair.
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3. Egyéb szakmai anyagok:
3.1. Konferencia eloadasok:

46th FEBS Congress 2022 (Lisszabon)

XXV. Tavaszi Sz¢l Konferencia 2022 (Pécs), 3. dij

Magyar Biokémiai Egyesiilet éves talalkozoja 2022 (Pécs)

27. ELTE Karpat-Medencei Szakkollégiumi Konferencia 2022 (Budapest)
26. ELTE Karpat-Medencei Szakkollégiumi Konferencia 2021 (online)
21. Kolozsvari Biologus Napok 2021 (Kolozsvar)

19. Vajdasagi Magyar Tudomanyos Diakkori Konferencia 2020 (online)
XXIII. Tavaszi Sz¢él Konferencia 2020 (online)

Straub-Napok, 2019 (Szeged)

24. ELTE Karpat-medencei Nyari Egyetem 2019 (Budapest)

XXXIV. Orszagos Tudomanyos Didkkori Konferencia 2019 (Budapest), 2. dij
23. ELTE Karpat-medencei Nyari Egyetem 2018 (Budapest)

19. Kolozsvari Biologus Napok 2018 (Kolozsvar)

S6fi Osztondij konferencia 2019 (Szeged), 2.dij

3.2. Poszterek

Straub-napok 2023 (Szeged)

22nd FEBS Young Scientists’ Forum 2022 (Vimeiro)
Hungarian Molecular Life Sciences 2021 (Eger)

Serbian Biochemical Society Ninth Conference 2019 (Belgrad)
Hungarian Molecular Life Sciences 2019 (Eger)
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Témavezetoi Nyilatkozat

Alulirott Dr. Lipinszki Zoltan a jelolt (Réthi-Nagy Zsuzsianna) témavezetdjeként
kijelentem, hogy a disszertaci6 a jelolt sajat munkdja, melyet a témavezetésem mellett 6nalldan
készitett el. Kijelentem, hogy a disszertacid megfelel az SZTE TTIK Biologia Doktori Iskola

formai és tartalmi kovetelményeinek.

Szeged, 2023. 09. 27.

Dr. Lipinszki Zoltan
tudomanyos fdmunkatars

Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont
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