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1. Bevezetés 

1.1. A fehérje foszforiláció szerepe a sejtben 

A fehérjék poszttranszlációs módosításai (PTM) kulcsfontosságú szerepet 

játszanak a polipeptidek, és ezáltal a sejt életében. A leggyakoribb PTM-ek egyike a 

reverzibilis fehérje foszforiláció: a sejtekben található fehérjék harmada legalább egyszer 

foszforilálódik a sejtciklus során (1). A módosításnak szerepe van többek között a 

metabolizmus, az ozmotikus stresszre adott válasz, a növekedés, a DNS hibajavítás, 

valamint a sejtosztódás szabályozásában (2–6). A foszforiláció következtében egy kináz 

enzim, az ATP γ-foszforil csoportját egy észter reakcióban az akceptor fehérje egyik 

aminosavának oldalláncára rakja (1. ábra). A foszfát csoportot képesek eltávolítani a 

fehérje foszfatázok. Állatokban és növényekben leggyakrabban a szerin (Ser, S), a tirozin 

(Tyr, Y), és a treonin (Thr, T) aminosavak foszforilálódnak, amelyeknek aránya a 

gerincesek sejtjeiben a következőképpen alakul: 1800:200:1 (pSer: pThr: pTyr) (1,7). A 

baktériumok és gombák szignáltranszdúkciós folyamatai során előfordul még a hisztidin 

és az aszparaginsav aminosavak foszforilációja is (8,9).  

  

1. ábra. A reverzibilis fehérje foszforiláció. A foszforiláció és a defoszforiláció két 

ellentétes hatású reakció. Előbbit a fehérje kinázok katalizálják energia felhasználásával, 

míg utóbbit a fehérje foszfatázok. Foszforilációkor az ATP-ről a foszforil csoport a 

fehérjére egyik aminosavának oldalláncába épül be, míg defoszforilációkor a fehérje 

mellett egy szervetlen foszfát (Pi) keletkezik. 
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A kinázok egyszerűbb szerkezetű, többnyire monomert vagy egy szabályozó 

alegységgel dimert (például a ciklin függő kinázok) alkotó fehérjék, amelyek hasonló 

biokémiai mechanizmus alapján működnek (10). A foszforiláció következtében gyors 

konformáció változás által közel kerül egymáshoz az ATP-t kötő N-terminálison 

helyezkedő β-redő és a C-terminális α-hélixe, amely a szubsztrátumot köti (11). A 

foszforiláció ellentétes reakciója a defoszforiláció, amit a háztartási gének egy jelentős 

csoportja, a foszfatázok katalizálnak. Szerkezetüket tekintve a foszfatázok jóval 

bonyolultabb enzimek, hiszen különböző foszfatázok eltérő aktív centrummal 

rendelkeznek, valamint gyakran különböző mechanizmusokat használnak a hidrolízishez 

(12). Míg a humán genomban több mint 500 fehérje kináz ismert, ezek közül 90 Tyr 

kináz, és közel 400 Ser/Thr kináz, addig megközelítőleg csak 150 fehérje foszfatázt, 107 

Tyr foszfatázt és 30 Ser/Thr foszfatázt ismerünk (7,13). A nagy számbeli különbséget úgy 

ellensúlyozza a sejt, hogy a például a foszfofehérje foszfatázok (angolul: phosphoprotein 

phosphatase, PPP) esetében a katalitikus alegységek különböző regulátor alegységgel, 

eltérő komplexeket, úgynevezett holoenzimeket alkotnak. A regulátor alegységek 

meghatározzák a komplex szubsztrátum garnitúráját, a holoenzim helyét a sejtben és 

gyakran befolyásolják azt, hogy a komplex mely inhibitorokkal gátolható (7,14). 

1.2. A foszfatázok csoportosítása  

A foszfatázokat többnyire az alapján csoportosítjuk, hogy a fehérje mely 

aminosaváról távolítják el a foszfát csoportot.  Két nagy csoportot különítünk el a Try 

foszfatázokat és a Ser/Thr foszfatázokat (2. ábra).  



7 
 

.

 

2. ábra. A fehérje foszfatázok csoportosítása. Az alapján, hogy a szubsztrátum mely 

aminosaváról távolítják el a foszfát csoportot, két nagy családot különítünk el: Tyr 

foszfatázok és a Ser/Thr foszfatázok. A Try foszfatázok közé tartoznak a fehérje Tyr 

foszfatázok (PTP), a kettős specificitású foszfatázok (DSP) és a kis molekulasúlyú 

foszfatázok (LMW). A Ser/Thr foszfatázokhoz sorolható a fémfüggő fehérje foszfatázok 

(PPM), a foszfofehérje foszfatázok (PPP) és az aszparaginsav alapú foszfatázok (HAD 

és FCP/SCP foszfatázok). 

A Tyr foszfatázok közé tartoznak a fehérje Tyr foszfatázok (angolul protein 

tyrosine phosphatase, PTP). Az emberi genom 100 PTP-t kódol, amelyeknek szerepe van 

a növekedésben és a migrációban a Ras/Raf/MEK/ERK, illetve a PI3K/Akt szignalizációs 

útvonalak résztvevőinek szabályozásával (15). Elősegíti a T sejtek differenciációját 

azáltal, hogy szabályozza a T sejt progenitorok expresszióját a STAT5 fehérje 

defoszforilációja révén (16). Ebbe a csoportba tartoznak még a kis molekula tömegű 

fehérje Tyr foszfatázok (angolul: low molecular weight protein tyrosine phosphatase, 

LMW-PTP), amelyek főleg a növekedési faktor által kiváltott sejtosztódás 

szabályozásában vesznek részt, azáltal, hogy defoszforilálják és aktiválják a PDGF-R 

növekedési faktort, valamint a RhoGAP defoszforilációja révén szabályozzák a 

citoszkeleton átszerveződését (17). A szakirodalom ide sorolja még a kettős specificitású 

foszfatázokat is (angolul: dual specificity phosphatase, DSP) annak ellenére, hogy ezek 

az enzimek képesek mind tirozin, mind pedig szerin aminosav defoszforilációjára. Az ide 

tartozó MKP-8 foszfatáz túltermelése a p38 fehérje inaktivációját eredményezi, ami egér 

embriókban apoptózist idéz elő (18). A JNK fehérje MKP-5 foszfatáz általi 

defoszforilációja veleszületett immunválaszt vált ki (18).  

A Ser/Thr foszfatázok közé tartoznak a fémfüggő fehérje foszfatázok (angolul: 

metal dependent protein phoshatase, PPM), a foszfofehérje foszfatázok (angolul: 

Fehérje foszfatázok

Tyr foszfatázok Ser/Thr foszfatázok

PTP DSP LMW PPM PPP
FCP/
HAD

PP1
PP2A 
típusú

PP2B PP5 PP7

PP2A PP4 PP6
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phosphoprotein phosphatase, PPP) és az aszparaginsav alapú foszfatázok (angolul: 

halocid dehidrogenase, HAD; angolul: formin capping protein/ supervisior of 

chromosome condensation-like phosphatase, FCP/SCP) (12). A PPM-ek nem 

rendelkeznek külön szabályozó alegységekkel, hanem katalitikus alegységük 

monomerként funkcionál, szubsztrátum specificitásukat pedig az egyes doménjeik 

biztosítják (12). Ide sorolhatók a PP2C és a piruvát dehidrogenáz foszfatázok (19). A 

PP2C-nek szerepe van a stressz aktivált fehérje kinázok által szabályozott jelátviteli 

útvonalak inaktiválásában azáltal, hogy defoszforilálja a MKK kinázokat (angolul: 

mitogen activated protein kinase kinase), valamint az apoptózis gátlásában, ahol az ASK1 

kináz (angolul: apoptosis signal-regulating kinase 1) defoszforilációja révén 

megakadályozza a sejtek mitokondrium függő apoptózisát, valamint a PP2C a p85 fehérje 

defoszforilációja által az adipocitákban szabályozza az inzulin érzékelést (20). A piruvát 

dehidrogenáz foszfatáznak szerepe van a piruvát dehidrogenáz komplex aktiválásában, 

ami aerob körülmények között dekarboxilálja a piruvátot, ami így a glikolízisbe lép (19).  

Az FCP/SCP és a HAD csoport tagjai esetében a defoszforilációban a DxDxT 

(ahol D-aszparaginsav, x-bármilyen aminosav, T-treonin) motívum aszparaginsavjai 

vesznek részt. Az FCD/SCP csoport egyetlen ismert szubsztrátuma az RNS polimeráz II 

C-terminálisa, melynek foszforilált-defoszforilált állapota befolyásolja a polimeráz általi 

transzkripció sebességét (12). A HAD családba tartozó foszfatázoknak nagy szerepe van 

a szénhidrát anyagcserében, ismert szubsztrátumaik a glükóz-6-foszfát, a fruktóz-6-

foszfát és a mannóz-6-foszfát (21). 

A foszfofehérje foszfatázok (PPP) egy nagyfokú konzerváltságot mutató foszfatáz 

család, amely tagjai a sejtben két vagy három alegységes holoenzimeket alkotnak és a 

lejátszódó defoszforilációs események 80%-áért felelősek (7). Ide tartoznak a PP1, PP2A, 

PP2B (ismertebb nevén kalcineurin), PP4, PP5, PP6 és PP7 foszfatázok (12). 

A PP1 az eukarióta sejtek legabundánsabb foszfatáza. A mitózis során a 

profázisban a Greatwall kináz foszforilálja és ezáltal inaktiválja a foszfatázt. A metafázis-

anafázis átmentekor a PP1 defoszforilálja önmagát, majd a PP2A-B55 és PP2A-B56 

komplexet, ami lehetővé teszi több száz mitótikus foszfofehérje defoszforilálását és a 

mitózis befejezését (22). Szerepe van a stresszválaszban azáltal, hogy defoszforilálja az 

eIF2α transzkripciót inicializáló fehérjét, ami szükséges ahhoz, hogy a stressz 

megszűnése után a fehérjeszintézis elinduljon és ezáltal a sejt visszatérjen a normál 

sejtciklusba (23,24). Emellett a PP1 foszfatáznak szerepe van a DNS hibajavításban, amit 
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részletesen a későbbiekben tárgyalok. Ezen szerepek betöltéséhez széles szubsztrátum 

specificitással kell rendelkeznie, melyet az eddig azonosított több mint 100 regulátor 

alegységgel alkotott különböző holoenzim komplexei tesznek lehetővé (22). 

A PP2B egy katalitikus alegységből (Kalcineurin A) és egy regulátor alegységből 

(Kalcineurin B) áll (12). Szerepe van számos kalcium-függő élettani folyamatban, mint 

például az idegrendszer normál működése: az NMDA (N-methyl-D-aspartate) és AMPA 

(Alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) glutamát receptorokat 

defoszforilálja, amelyeknek ezáltal csökken az aktivitása. A receptoroknak szerepe van 

két idegsejt közti hosszan tartó szinapszis létrehozásában, ezáltal a tanulás és a memória 

kialakításában (25,26). A PP2B-nek fontos szerepe van az izomfejlődésben, itt 

defoszforilálja az NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) és MEF2 (Myocyte 

Enhancer Factor 2) transzkripciós és az IGF-1 növekedési faktort elősegítve olyan gének 

expresszióját, amelyek az izomfejlődéshez, -differenciációhoz és  

-adaptációhoz szükségesek (27). 

A PP2A fontos szerepet játszik a sejtciklusban. A PP2A a G2 fázisban nagy 

aktivitást mutat, részt vesz többek közt a DNS hibajavításban (28). Ezt követően a 

Greatwall kináz inaktiválja a foszfatázt, ami ahhoz szükséges, hogy a sejt belépjen a 

mitózisba. A metafázis-anafázis átmenetkor a PP1 foszfatáz fogja újra aktiválni a PP2A-

t, így az defoszforilálja a CDK és az Aurora B kináz szubsztrátumait (29) Emellett a 

PP2A-nak szerepe van az egyedfejlődésben, egerekben kimutatták, hogy szükséges a szív 

és a csontok fejlődéséhez. Hiánya embrió letalitással jár (29). Szabályozó alegységeit 

négy családra oszthatjuk, amelyekkel a katalitikus alegység sokféle holoenzimet 

képezhet: B (B55 vagy PR55), B′ (B56 vagy PR61), B″ (PR48/PR72/PR130), és B″′ 

(PR93/PR110) (29,30).  

A PP2A-ra nagyban hasonlít a PP4 és a PP6 enzim, mind szerkezeti, mind pedig 

funkcióit tekintve. A PP4 katalitikus alegysége 65 %-ban megegyezik a PP2Aα és a 

PP2Aβ alegységekkel, valamint 45 %-ban azonos a PP1 katalitikus alegységének 

izoformáival. A 35 kDa-os katalitikus alegység akárcsak a PP2A katalitikus alegysége 

érzékeny az okadainsavra és a mikrocisztinre (31). A PP4 közreműködik többek közt az 

apoptózis gátlásásban, ahol csökkenti a DR4 (death receptor 4) kifejeződését és 

defoszforilálja a DBC1-et (Deleted in Breast Cancer-1) (32). A PP4 részt vesz a T sejtek 

aktiválásában, differenciációjában és proliferációjában azáltal, hogy számos citokinin  

(például IL-2, TNF-α), kemokinin (például IL-8) és anti-apoptótikus molekula (például 
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Bcl-2) kifejeződését szabályozza (32). A PP4 a glükóz metabolizmus során aktiválja a 

JNK fehérjét, ami által csökken a IRS-1 (Insulin receptor substrate-1) szintje és a meglévő 

fehérjének nő a foszforiláltsági állapota, ami végső soron inzulin rezisztenciához vezet 

(32) A PP4 megtalálható a sejtmagban és a citoplazmában egyaránt és intenzív festődést 

mutat a centroszómánál (31).  

Emberben csak egy PP6 katalitikus alegységet kódoló gén van jelen, ami a 

regulátor alegységeivel alkotott holoenzimként szerepet játszik a sejtciklusban, ahol 

gátolja a Ciklin D1 expresszióját, defoszforilálja az Aurora A kinázt és a CK2 kináz 

(casein kináz-2) szubsztrátumait, mint például a condensin I-et (33). PP6 gátlás esetén 

lassabban történik meg a G1-S fázis átmenet és később a sejtek megakadnak az S 

fázisban. A PP6 foszfatáz defoszforilálja és aktiválja a DNA-PK-át (DNS-függő fehérje 

kináz), aminek szerepe van a kettősszálú DNS törés javításában a NHEJ során (33). A 

PP6 növényeknél részt vesz a gyökérnövekedés és a virágzás szabályozásában (14). A 

PP6 képes a bZIP transzkripciós faktort defoszforilálni, ami az ABA (abszcizinsav) 

érzékelését lehetővé tevő gének expresszióját szabályozza. PP6 túltermelésekor csökken 

az ABA érzékenység, míg hiányában a gyökér sejtek ABA hiperszenzitívek lesznek, ami 

a gyökér növekedését gátolja. Emellett egy másik növényi hormon, az auxin érzékelését 

is befolyásolja azáltal, hogy a PIN auxin csatornák elhelyezkedését irányítja a sejtben és 

ezáltal a virágzást szabályozza (14).  

Míg a legtöbb PPP több alegységes holoenzimként épül fel, addig a PP5 monomer, 

vagyis katalitikus és szabályozó doménje mind ugyanazon fehérje része. Szerepe van a 

sejt növekedésben és differenciációjában a MAPK útvonal tagjainak: Rac GTPáz, Rad és 

ASK1 fehérjék defoszforilációja révén. A sejtciklus esetében kimutatták, hogy PP5 

hiányában a p53 fehérje hiperfoszforilált, valamint fizikai kölcsönhatásba lép az APC 

(Anaphase-promoting complex) komplex tagjaival a CDC16 és a CDC27 fehérjékkel, 

valamint csoportunk kimutatta, hogy defoszforilálja a Plk4 kinázt (Polo-like kinase 4) (2). 

Szerepe ismert a DNS hibajavításban, ahol az ATM és ATR kinázok aktivitását csökkenti, 

valamint a transzkripció során befolyásolja a HSF1 (heat shock factor 1), az ösztrogén és 

a glükokortikoid receptorok által szabályozott gének átírását (34). 
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A PP7 kevésbé ismert, eddig főleg növényi modellorganizmusokban vizsgálták és 

mutatták ki szerepét a fitokróm jelátviteli utakban, ahol magát a fitokrómot vagy a 

kriptokrómot defoszforilálhatja, de ennek bizonyítására további vizsgálatok szükségesek 

(35). Emberben a retinában és retinoblasztóma sejtekben sikerült kimutatni az 

expresszióját, valószínűleg itt a foszforeceptorok szabályozásában van szerepe (36). 

A PPM család tagjai mangánion- vagy magnéziumion-függő foszfatázok, ez a 

PPP foszfatázok közül csak a PP2B-re jellemző (12). Ami viszont közös a két foszfatáz 

családban, hogy a defoszforilációs reakcióban kulcsfontosságú szerepet játszik két 

fémion, amelyeknek feladata a vízmolekula aktiválása. Ehhez a HAD és a FCP/SCP 

csoport tagjai egy aszparaginsav-oldalláncot használnak a katalízishez (12). 

1.3. A foszfofehérje foszfatázok (PPP) felépítése és célfehérje-kötő 

mechanizmusuk 

A foszfofehérje foszfatázok a fémion-függő fehérje foszfatázok csoportjába 

tartoznak, mert a katalitikus alegységük felépítésében két fémion vesz részt: Mn2+ és Fe2+, 

vagy Zn2+ és Fe3+, vagy két Mn2+. A két fémiont három hisztidin oldallánc, két 

aszparaginsav és egy aszparagin köti be a katalitikus zsebbe. A fémionok képesek egy 

vízmolekula megkötésére és aktiválására, ami egy nukleofil támadást eredményez a 

foszforilált fehérje foszfor csoportja ellen (37,38).  

A PPP foszfatázok rövid lineáris konszenzus motívumokat (angolul: short linear 

motifs, SLiM) ismernek fel és kötnek meg az interakciós partner fehérjéken (illetve a 

szubsztrátumokon). A motívumok az evolúció során spontán mutációk, inszerciók és 

deléciók révén jöttek létre (39). A PPP-k felismerő motívumaik többnyire az interakciós 

partner fehérjék gyorsan evolválódó rendezetlen régióiban fordulnak elő, és az evolúciós 

folyamatok során a motívum és a kötő zseb együttes változása hozta létre a motívum-kötő 

felületet (39). A PP1 katalitikus alegység esetében ez a kötő motívum a RVxF (ahol R-

arginin, V-valin, x-bármilyen aminosav, F-fenilalanin) szekvencia, amelyet több száz 

interakciós partnere tartalmaz (40–42). A PP2A szubsztrátumok kötéséért a PP2A 

regulátor alegységei felelősek, amelyek közül a B56 az LxxIxEx/LSPIxE (ahol L-leucin, 

x-bármilyen aminosav, I- izoleucin, E- glutaminsav, S-szerin és P-prolin) szekvenciákat 

kötik meg (43,44). A PP2B esetében, akárcsak a PP1-nél, szintén a katalitikus alegység 

felelős a szubsztrátum kötéséért, ami LxVP és PxIxIT (ahol L-leucin, V-valin, P-prolin, 

x-bármilyen aminosav, I-izoleucin és T-treonin) szekvenciát ismer fel (45–47). 
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1.4. A PP4 foszfatáz felépítése  

A PP4-ről is ismert, hogy a katalitikus alegység sokféle holoenzim komplexet 

hozhat létre a regulátor alegységekkel. Öt regulátor alegysége ismert: R1 és R2 

(állványzat alegység), R3 (Drosophila melanogasterben Falafel (Flfl), emberben R3A 

(R3α) és R3B (R3β) izoformák), R4 és α4 (3. ábra). A leggyakoribb holoenzim komplex 

a PP4c-R2-R3A vagy PP4c-R2-R3B, amelynek szerepe van a replikáció során a DNS 

károsodások markerének, a γH2AX-nek a defoszforilációjában (48). Ez a holoenzim 

befolyásolja még a transzkripciót azáltal, hogy például tápanyaghiánykor defoszforilálja 

a Maf1-et (RNA polymerase III transcription repressor Maf1), ami így kötődik az RNS 

polimeráz III-hoz és leállítja a transzkripciót (49). A sejtciklus során defoszforilálja a 

BAF-ot (Barrier to Autointegration Factor), ami befolyásolja a fehérje kromatinhoz és a 

magmembránhoz való kötődését (50). DNS kettősszálú törésnél defoszforilálja a KAP-1-

et (KRAB-associated protein 1) és 53BP1-et (p53-binding protein 1), amivel befolyásolja 

a fehérjéknek a DNS károsodás helyére való lokalizációját és funkcióját (51,52). Eddig 

az R3A és az R3B között nem tudtak interakciót kimutatni (48).  

 

 

3. ábra. A PP4 lehetséges holoenzim komplexeinek sematikus képe. A PP4 enzim a 

sejtekben alkothat heterodimer (PP4c-R1, PP4c-R4, PP4c-α4) vagy heterotrimer (PP4c-

R2-R3A(R3α) és PP4c-R2-R3B(R3β)) komplexeket. 

A PP4c alkothat két alegységes holoenzimet (heterodimert) a PP4R1 alegységgel, 

amelynek Caenorhabditis elegans-ban a meiózisban a MEI-1 (meiotic spindle formation 

protein 1) fehérje degradációját szabályozza. A MEI-1 felelős a meiózis során az 

orsófonalak kialakulásáért, az orsófonalak lebomlásához a fehérjének is le kell bomlania 

a meiózis befejezéséhez (53). Az R1 alegységnek szerepe van a szignál transzdukciós 

folyamatokban, ahol a TRAF1, TRAF2, TRAF6 fehérjék révén gátolja az NF-KB 

szignálútvonalat (54). 

Egy másik heterodimer komplex az R4 alegységgel (KIAA1622) jön létre, ez a 

komplex in vitro kísérletekben kevésbé bizonyult aktívnak, mint a többi ismert 

PP4c PP4c PP4c PP4c

R2 R2 R1 R2
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holoenzim, de ezt okozhatja az a tény is, hogy még egyetlen specifikus szubsztrátumát 

sem azonosították, így a teszteket más holoenzimek szubsztrátumaival végezték el (55). 

Immortalizált sejtvonalakban a citoszolban található, valamint kimutatták azt, hogy 

egerek esetében főleg az agyban dúsul fel, így feltételezhető, hogy ennek a komplexnek 

szövetspecifikus szerepe van és a kognitív folyamatokban vesz részt (55).  

A fentiek mellett a katalitikus és a regulátor alegységek még több különböző 

holoenzim komplexet hozhatnak létre. A PP4c két alegységes holoenzimet alkothat a 

PP4R2-vel, melynek szintén DNS hibajavításban van szerepe, részt vesz a RPA2, illetve 

a DBC1 fehérjék defoszforilációjában (56,57). Vázizomból és tesztiszből pedig már 

tisztítottak egy 450 és egy 600 kDa-os komplexet, amit a PP4c és a PP4R2 aszimmetrikus 

eloszlása ad (58).  

A fentiek mellett, nagyon fontos szerepet kap az α4 alegység (Sacharomyces 

cerevisae-ben Tap42), ami a PP2A-típusú foszfatázok nem-kanonikus szabályozója. Az 

α4 fizikai kölcsönhatásba lép a foszfatázok katalitikus alegységével, ami in vitro 

befolyásolja a foszfatáz expresszióját és aktivitását. Emellett kimutatták, hogy számos 

ráktípusban abundánsan expresszálódik (59–61).  

1.4.1.Az R3 alegység felépítése  

Az R3 fehérje N-terminálisán egy 122 aminosavból álló ún. EVH1 (Enabled 

(Ena/vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) homology 1)) domén található (4. 

ábra). Az EVH1 domént elsőként az Ena és a VASP fehérjékben írták le, a szubsztrátum 

felismerésében és kötésében van szerepe. Az EVH1 domént követi egy Smk1 vagy R3 

központi domén (R3-like central domain), ami csak az R3 ortológjaiban fordul elő és az 

EVH1 doménhoz hasonlóan nagyfokú konzerváltságot mutat. Csoportunk korábbi 

munkájában kimutatta, hogy ez a domén is részt vesz az EVH1-től függetlenül a 

szubsztrátumok megkötésében, azonban a felismerési szekvenciája ismeretlen (62). A 

fehérje középső részén különböző hosszúságban Armadillo ismétlődések találhatóak, 

ezek körülbelül 42 aminosav hosszúságú tandem ismétlődések és szerepet játszhatnak az 

intermolekuláris kölcsönhatások kialakításában (63). Végül pedig az R3 alegységek az 

egyes fajok közt eltérő hosszúságú rendezetlen C-terminális részben végződnek.  
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4. ábra. A PP4R3 alegységek sematikus domén szerkezete. A fehérje N-terminálisán 

található a 122 aminosav hosszúságú EVH1 domén, ezt követi egy hasonló méretű Smk1 

domén. A fehérje közepén van néhány Armadillo ismétlődés, végül pedig egy változó 

hosszúságú rendeztelen C-terminális rész. 

1.4.2.Az EVH1 domének jelentősége 

Ahogy a fentiekben említettem, az EVH1 doméneket elsőként az Ena/Vasp 

fehérjékben írták le. Jelenleg négy fehérje családot ismerünk, amelyek ezt a domént 

hordozzák. Minden esetben a szubsztrátum felismerésében és kötésében van szerepe. Az 

Ena/Vasp családba tartozó fehérjék ún. prolinban gazdag motívumokat ismernek fel és 

kötnek meg alacsony affinitással. Ilyen pl. az FPPPP, amelynek konszenzus szekvenciája 

az FPxΦP (ahol F-fenilalanin, Φ-bármilyen hidrofób aminosav, x-bármilyen aminosav 

lehet és P-prolin) (64). Az ide tartozó fehérjéknek elsősorban az aktin filamentumok 

szerveződésében van szerepe. A második család a WASP fehérjék családja, amelyeknek 

a citoszkeleton szerveződésében van szerepe. Az is ismert, hogy részt vesznek a 

hosszútávú memória kialakulásában. A WASP-EVH1 domén egy hosszabb poliprolin 

(több prolinból álló) motívumot ismer fel. A harmadik osztály képviselői a Homer 

fehérjék, amelyek nagy mennyiségben vannak jelen az idegszövetben és szintén a 

memória kialakításában vesznek részt. A Homer-EVH1 domén felismerési szekvenciája 

PPxxF. A negyedik családba tartozó SPRED a legkevésbé jellemzett EVH1 domént 

tartalmazó fehérje, melynek felismerési szekvenciája nem ismert, de szerkezete alapján 

azt feltételezik, hogy kevésbé prolin gazdag szekvenciákat ismer fel. A fehérje kiütése 

egerekben a hypochondroplasia tüneteihez hasonló tüneteket okozott (65–67).  

Összességében elmondható, hogy az EVH1 domének kis affinitással, de nagy 

specificitással prolinban gazdag szekvenciákat ismernek fel. A kis affinitás lehetővé teszi 

a kötés gyors kialakítását a domén és interakciós partnere közt. A kötéshez egy hidrofób 

zseb szükséges, amit egy három aminosavból álló klaszter (Tyr16 (vagy Ile16 Homer-
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ben), Trp23 és Phe79) alakít ki. A létrejött zsebbe hatékonyan be tud kapcsolódni a ligand 

prolin aminosava (66).  

Amikor megvizsgáltuk a Drosophila melanogaster PP4 R3 alegységének EVH1 

doménjének aminosav szekvenciáját két fő különbséget fedeztünk fel a kanonikus EVH1 

doménekhez képest. Egyrészt, az R3 (Falafel) EVH1 doménje hidrofób zsebét, a fehérje 

kristályszerkezete alapján, három aminosav, a tirozin és a triptofán mellett egy leucin 

hozza létre (62,63). Megvizsgálva más fajokban az R3 alegységet kimutattuk, hogy ez a 

leucin aminosav konzerváltságot mutat, valamint, hogy a leucin alaninra történő 

cseréjekor a domén elveszíti interakciós partnereinek kötési képességét (62). Másrészt, 

amikor megvizsgáltuk az R3-EVH1 két ismert interakciós partnerét (Cenp-C és Miranda), 

akkor kiderült, hogy nem tartalmaznak a kanonikus EVH1 domének felismerési 

motívumaira jellemző prolinban gazdag szekvenciákat (63,68). Továbbá, korábbi 

kutatások kimutatták, hogy a Cenp-C esetében a PP4R3-EVH1 specifikusan köti az 

FKKP motívumot, amelyhez nélkülözhetetlen az F és a P jelenléte (63). További 

kísérleteinkben fény derült arra, hogy ecetmuslicában a PP4R3-EVH1 domén FxxP, 

illetve MxPP motívumokat ismer fel (62). Ezekhez hasonló megfigyeléseket írt le egy 

dán kutatócsoport emberi sejtekben (69). Következésképpen megállapítást nyert, hogy a 

PP4R3 alegység nem-kanonikus EVH1 doménjének konszenzus felismerési motívumai 

az FxxP és MxPP motívumok (ahol F-fenilalanin, x-bármilyen aminosav, M-metionin és 

P-prolin) (69). 

1.5. A DNS hibajavító mechanizmusok 

Egy emberi sejtben körülbelül 105-en DNS károsodás keletkezik naponta. A DNS 

károsító ágensek lehetnek endogén eredetűek, ilyen például a szervezet biokémiai 

folyamatai során keletkező reaktív oxigén gyökök (ROS) vagy a DNS replikáció és 

rekombináció során létrejövő léziók. A károsító ágensek másik nagy csoportja exogén 

eredetű, mint például az ultraibolya (UV) és ionizáló (IR) sugárzás okozta károsodások 

(70). Mindkét fajta károsodás különböző DNS károsodást okoz, amelyeknek a nem 

megfelelő korrigálása betegségek kialakulásához vezethet, éppen ezért javításukra 

szervezetünk számos válaszmechanizmust fejlesztett ki. Ezt összességében DNS 

károsodás sejtválasznak nevezzük (angolul: DNA Damage Response, DDR), ami magába 

foglalja a DNS károsodás érzékelését, annak szignalizációját, a sejtciklus leállását, hogy 

a sejt ne tudja a hibát tovább örökíteni, majd magát a DNS hibajavítást, végül pedig, ha a 



16 
 

hibajavítás nem történik meg, a sejt az apoptózist iránt köteleződik el, ha sikerül kijavítani 

a károsodást, akkor a sejt visszatér a normál sejtciklusba (71,72). A kettősszálú DNS 

törést a sejt homológ rekombinációs repair (HR) vagy nem homológ-vég illesztés 

mechanizmussal (NHEJ) javítja (5. ábra) (70,73). NHEJ során a két DNS vég 

összekötődik, míg HR esetében a testvér kromatidát mintaként használva történik meg a 

hibajavítás (71).  

A DNS kettősszálú törést a foszfatidil-inozitol-3-kináz szerű fehérje kinázok 

(angolul: phosphatidylinositol 3-kinase-like protein kinase, PIKK) családjába tartozó 

Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) kináz érzékeli, ami foszforilálja a H2A hisztont a 

139-es szerin aminosavon, ezt a módosított formát γH2AX-nek nevezünk (71). A 

foszforilációs esemény pozitív visszacsatolásként hat az ATM kinázra, ami így további 

fehérjéket foszforilál. Ha a foszforiláció mellett a γH2AX metilálódik és ubiquitilálódik, 

akkor lehetővé válik az 53BP1 kötése, majd az ATM általi foszforilációja, ami a hiba 

helyére toborozza a RIF1 fehérjét. Ez jelként szolgál további fehérjék toborzására, 

valamint a DNS szál reszekciójának gátlására, így a sejt a NHEJ segítségével javítja a 

károsodott DNS-t (74,75). A HR repair során az ATM a hiba helyére toborozza és 

foszforilálja az MRN komplex tagjait (MRE11-RAD50-NBS1), ez elősegíti a BRCA1, 

CtIP és az Exo1 foszforilációját (74). Az Mre11 és az Exo1 exonukleáz aktivitásának 

köszönhetően létrehoz egy 3’ túlnyúló DNS véget (76,77). Ezt követően az egyes szálú 

DNS-hez (ssDNA) az RPA fehérjekomplex (RPA70-RPA32-RPA14) kötődik, amihez 

szükséges a RPA32 fehérje ATM kináz általi foszforilációja (78). Az RPA komplexnek 

amellett, hogy védi a DNS-t a nukleázoktól, az a szerepe, hogy fizikai kölcsönhatásba lép 

az ATRIP-el odakötve az ATR-ATRIP komplexet (79–81). Az ATR kináz aktiválásához 

viszont további aktívator fehérjékre van szükség, mint a RAD9-RAD1-HUS1 

gyűrűkomplex, a TopBP1 és az ETAA1 (73,82,83). Ezt követően a ATR kináz 

foszforilálja a Chk2/RAD53 kinázt, ami majd további fehérjéket foszforilál (84). Végső 

soron a DNS szálak kicserélését és ezáltal a DNS hibajavítást a RAD51 rekombináz végzi 

(85). Emberben a BRCA2 mediátor fehérje toborozza a RAD51-et az RPA fehérje 

komplex-el bevont DNS-hez (86). A BRCA2 képes csökkenteni az RPA affinitását a 

DNS-hez és stimulálni elmozdulását, valamint megkötni és stabilizálni a RAD51 fehérjét 

és elősegíteni a fehérje DNS kötését is (87–89). A BRCA2 és az RAD51 közötti 

interakció foszforiláció függő, a foszforiláció megakadályozza a kölcsönhatást (90). A 

BRCA2 interakciós partner fehérjéi a PALB2, a BRCA1 és a BARD1 szintén megkötik 
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a RAD51 fehérjét, ami elősegíti a DNS homológ szakaszok keresését és az ún. Holliday 

junction struktúrák stabilizálását és a szálcserét (91,92).  

A fent leírtak alapján kijelenthetjük, hogy a homológ rekombinációban több 

Ser/Thr kináz veszt részt. Az ATM, az ATR, a Chk1 és Chk2 kinázok által több mint 700 

fehérje foszforilálódik egérben és emberben a DNS károsodásra válaszolva (93). Az 

elmúlt években az is nyilvánvalóvá vált, hogy a DNS hibajavítás során a fehérjeműködés 

finomhangolásában, valamint a javítást követően a jelek megszüntetésében esszenciális 

szerepet kapnak a Ser/Thr foszfatázok is.  
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5. ábra. A DNS hibajavítás sematikus képe. A DNS kettős szálú törést elsőként az ATM kináz érzékeli, ami foszforilálja a H2A hisztont (γH2AX). Ez 

lehetővé teszi további fehérjék toborzását. Ha az ATM foszforilálja az 53BP1-et, az oda toborozza a RIF1-et és a sejt a nem homológ végillesztés 

mechanizmusa (NHEJ) iránt köteleződik el. Ha az ATM a MRN komplex tagjait toborozza és foszforilája (HR mechanizmus), az további fehérjék révén 

a DNS szál visszaemésztését indukálja és az egyes szálú DNS-hez az RPA komplex tagjai kötődnek. Az RPA köti az ATRIP-ATR komplexet, ami 

aktiválódás után elősegíti az RPA komplex cseréjét RAD51-re a BRCA2, BRCA1, PALB2, BARD1 fehérjék által. Végül a RAD51 elvégzi a 

rekombinációt.  
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1.6. A foszfatázok szerepe a DNS hibajavításban  

A foszfatázok részt vesznek mind a DDR aktiválásában mind annak 

inaktiválásában és a sejt visszatérésében a normál sejtciklushoz. A fent említett kinázok 

mellett a DNS hibajavításban öt foszfatáz vesz részt: PP1, PP2A, PP2C, PP4 és a Cdc14 

(28). Az első arra utaló tényt, hogy a PPP foszfatázoknak szerepe van a DNS hibajavítást 

követően a sejt normál ciklusba való visszatérésében Schizosaccharomyces pombe-ben 

találták, ahol a Chk1 korai defoszforilációja miatt a PP1 túltermelő sejtek hamarabb 

visszatértek a mitózisba, mint a kontroll csoporthoz tartozó sejtek, még a hibák kijavítása 

előtt (94). Ma már tudjuk, hogy replikációs stressz után a PP1 elengedhetetlen a γH2AX 

és a RAD53 defoszforilációjához (95). A p53 aktivitása is a PP1-től függ, a 

defoszforiláció csökkenti az aktivitást (96). Röntgensugárzással kezelt sejtekben a 

kettősszálú törés kijavításakor végbemenő homológ rekombináció végén a PP1 

defoszforilálja a BRCA1-et (97). 

A másik jelentős foszfatáz a PP2A, melynek kiemelt szerepe van a G2/M átmenet 

irányításában és a DNS hibajavításban (98,99). A foszfatáz hiányában az élesztő sejtek 

túl korán lépnek be a mitózisba (100). Az ATM kináz autofoszforilációja megnő PP2A 

hiányában röntgensugárzás kezelés nélkül is, ami kihat az ATM által szabályozott Chk1 

kináz aktivitására (101,102). A PP2A fontos szerepet játszik a másik kinázpáros, az ATR 

és a Chk2 szabályozásában is (103,104). A PP1 mellett a PP2A is szerepet játszik a p53 

defoszforilációjában, röntgensugárzás kezelést követően eltávolítja a foszfát csoportot a 

Ser37 aminosavról. A szerin alaninra való mutációja csökkentette a p53 transzkripciós 

faktor aktivitását, így az apoptózis indukciója elmarad (105). Emellett a p53 Thr55 

aminosavának defoszforilációja szükséges a sejt proliferáció gátlásához, valamint, ha a 

fehérje defoszforilációja elmarad csökken a stabilitása, hiányában kifejeződik a Bax 

apoptótikus fehérje és a sejt apoptótizist választja (106).  

1.7. A PP4 foszfatáz szerepe a DNS hibajavításban  

A PP4 jelenlétét a DNS hibajavításban először élesztőben a Psy2 (R3) regulátor 

alegység révén bizonyították, ahol megfigyelték, hogy UV hatásásra a R3 alegység 

stabilizálja a replikációs villát (107). Később kiderült, hogy ennél jóval többről van szó 

és a PP4 foszfatáz együttműködésben a PP2A foszfatázzal, fontos szerepet játszik a DNS 

hibajavításban, majd azt követően a normál sejtciklus helyreállításban (28).  
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A PP4c-R2-R3B holoenzim főként sejtmagi lokalizációt mutat, mely komplex 

alegységeinek kiütése a homológ rekombinációs frekvencia csökkenését okozza (48,56). 

Az is ismert, hogy PP4R2 alegységének eltávolítására a DNS szintézis lelassul, valamint 

a sejt hosszabb ideig áll a G2/M ellenőrző ponton és röntgensugárzás után nokodazol 

kezelés ellenére, ami megállítja a sejteket M fázisban, 35 %-kal csökken a mitótikus 

sejtek száma (56). 

A PP2A és a PP4 átfedő szerepeire a legjobb példa a γH2AX defoszforilációja. 

Exogén eredetű DNS károsodást követően a PP2A kolokalizál a γH2AX hisztonnal és 

defoszforilálja azt (48). A kamptotecin (CPT) egy alkaloid, ami DNS léziókat okoz a 

replikáció során. Élesztőben kimutatták, hogy PP2A hiányában CPT kezelést követően a 

γH2A szint magasra ugrik, de a CPT eltávolítását követően a jel teljesen megszűnik. Ezzel 

ellentétben PP4c csendesítéskor a CPT eltávolítását követően megmarad a bazális γH2A 

szignál (48). Ez arra enged következtetni, hogy a PP4 szabályozza nem csak az exogén 

tényezők által okozott károsodásra megjelenő γH2A jelet, hanem annak hiányában is 

jelen lévő alapszintű γH2A defoszforilációjáért is felel. A bazális γH2A jel 

megnövekedés szintén ATR függő és a DNS-replikáció okozta DNS hibák miatt alakul 

ki (48). A γH2AX defoszforilációjában a PP4c katalitikus alegység mellett a PP4R2 

alegysége és a PP4R3B alegysége is részt vesz. Kimutatták mind Drosophila 

melanogasterben, mind humánban és Saccharomyces cerevisaeben, hogy a H2A hiszton 

variáns defoszforilációja is szükséges ahhoz, hogy a károsodás kijavítását követően a sejt 

visszatérjen a normál sejtciklus folyamatba. A γH2AX foszforiláció szükséges a 

sejtciklus ellenőrzőpont fehérjék és a DNS hibajavításban részt vevő fehérjék 

toborzásához a törés helyén. PP4c csendesítés esetén a replikációs hibák kijavítása lassul 

és a sejtek érzékenyebbek a replikáció gátlószereire. In vitro mind a PP4c, mind a PP2Ac 

defoszforilálja a γH2AX-t dózis függő módon és a két enzim hasonló mértékű aktivitást 

mutat (48).  

Az RPA komplex szükséges a három R mechanizmusához, vagyis a 

replikációhoz, a rekombinációhoz és a hibajavításhoz (repair). Hasonlóan a γH2AX-hez 

az RPA2-t is mind az PP2A, mind pedig a PP4 defoszforilálja. Az RPA2-t ATM/ATR 

foszforilálja a Thr21 és Ser33 aminosavakon, ami szükséges a további DNS 

hibajavításban résztvevő fehérjék toborzásához. Ha az RPA hiperfoszforilált marad a 

Ser33 aminosavon (pl. a PP4 depléciójakor) akkor lassabban történik meg az RPA 

komplex RAD51-re való cseréje a DNS szálon és a homológ rekombinációs hibajavítás 
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is lassabban megy végbe (56). A hidroxiurea kezelést követően csak a PP2A szükséges 

az RPA defoszforilációjához, ezzel ellentétben CPT kezelés és röntgensugárzás hatásásra 

a PP4c és a PP4R2 komplex kötődik az RPA2-höz. A PP4 foszfatáz depléciójakor 

megnövekedik a foszfo-RPA2 mennyisége. A PP4 általi RPA2 defoszforiláció szükséges 

a G2/M ellenőrző ponton való áthaladáshoz, a másik két RPA alegységre nincs hatással 

(56,108).  

A RAD53 fehérjének szerepe van a repliszóma stabilizálásában, szabályozza más 

hibajavításban részt vevő fehérjék expresszióját, valamint a replikációs villa újraindítását 

(111). A DNS hibajavítás során a RAD53 (humánban Chk2) nevű fehérje, a Mec1 és Tel1 

(humánban ATR és ATM) a RAD53 által (auto-) foszforilálódik. A PP4c-R3 foszfatáz 

komplex szerepet játszik a RAD53 deaktivációjában metil-metánszulfonát kezelést 

követően, ami független a γH2AX defoszforilációs eseménytől (109,110). A PP4 nem 

csak a RAD53-at, hanem egy foszfoproteomikai vizsgálat szerint magát a Mec1-et (ATR) 

is defoszforilálja a Ser1991 aminosavon (109). Ennek ellenére a PP4c, PP4R2 és PP4R3B 

hiánya nem zavarja sem az ATR kináz aktivitását, sem a lokalizációt és nem hat a kinázok 

más szubsztrátumainak foszforiláltsági állapotára sem, mint például Chk1 (ATR 

szubsztrátum) és p53 (48).  

A PP4c szükséges a 53BP1 fehérje defoszforilációjához is, ami szükséges a RIF1 

fehérje toborzásához és a folyamat a nem homológ végillesztés felé való irányításához. 

Az 53BP1 foszforilált állapotban nem tud kötődni a mitótikus kromatinhoz, ami mitótikus 

hibák megjelenését és kromoszóma vesztést eredményez. A G1 fázisban a 53BP1 

defoszforiláció szükséges ahhoz, hogy a fehérje újra a kromatinhoz tudjon kötődni a DNS 

hiba helyén (52).  

A PP4c-R2 komplex szükséges a DBC1 (deleted in breast cancer-1) 

defoszforilációjához, ami kell a hibajavító folyamatok leállításához és a sejtciklusba való 

visszatéréshez (57). Ha a defoszforilációs esemény elmarad a PP4c csendesítése miatt, 

akkor a p53 aktivációja fennmarad és a sejt apoptotizál (57).  

A DNS hibajavításban nem csak a PP4 általi defoszforilációs események játszanak 

nagy szerepet, hanem magának a PP4 holoenzimnek a poszttranszlációs módosításai is 

befolyásolják a hibajavítás lefolyását. Oxidatív stressz hatásásra a PP4 interakcióba lép a 

SIRT1 fehérjével, ami egy acetiltranszferáz. Ez a kölcsönhatás nem hat ki a SIRT1 

aktivitására, annál inkább a foszfatázéra (112). Az PP4R3-EVH1 domén 64-es lizinje (K) 
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szubsztrátuma a SIRT1-nek, ami nem vesz részt az EVH1 szubsztrátum kötésében, de 

acetilálása gátolja az interakciót és ez csökkenti a foszfatáz aktivitását, ami megnöveli a 

γH2AX és a p-RPA fehérje mennyiségét (112). A K64R mutációja csökkenti a homológ 

rekombináció frekvenciáját. SIRT1 hiányában a foszfatáz aktivitása nő (112).   

A KAP1 (KRAB-associated protein 1) fehérjét a PP4 defoszforilálja a Ser824-es 

aminosavon, a foszforiláció kamptotecin kezelés hatására jelenik meg a fehérjén (113).  

1.8. A centroszóma és a DNS hibajavító fehérjék kapcsolata 

A centroszóma az állati sejtekben megtalálható két centriólumból és az őket 

körülvevő centroszómális anyagból (PCM) álló sejtszervecske (114). Az érett 

centriólumot anyainak, míg a kevésbé érettet és összetettet, leány centriólumnak 

nevezzük. A PCM fehérjékben gazdag mátrix, amely fehérjéknek szerepe van a 

mikrotubulus nukleációban és kihorgonyzásában (115). A centroszóma érése az S 

fázisban megy végbe rendkívül szabályozott módon, sejtciklusonként egyszer. A 

folyamat magába foglalja a centriólumok szemikonzervatív replikációját, itt az anyai 

centriólum mintaként szolgál a leány centriólum képződéséhez, majd ezek elválasztásást 

és a PCM felhalmozódását (114). A sejtosztódás során a két centroszóma a sejt két pólusa 

felé vándorolva elsődleges mikrotubulus szervező központként funkcionál (angolul: 

microtubule organizing centre, MTOC) azáltal, hogy a PCM olyan fehérjékben gazdag, 

mint például γ-Tubulin gyűrű komplex fehérjéi (γ-TuRC), amelyek részt vesznek a 

mikrotubulusok nukleációjában és szerveződésében és végső soron a kromoszómák 

szétválasztásában (116,117). Ha a centroszóma duplikáció nem megfelelően megy végbe, 

akkor a mikrotubulusok rendellenesen szerveződnek, ami genom instabilitáshoz és végső 

soron betegségekhez, köztük a rák kialakulásához vezethet (118). 

A DNS károsodás után a hibajavításban résztvevő fehérjék megjelenésére a hiba 

helyén gyorsan van szükség. Az elmúlt években megvizsgálták, hogy a hibajavításban 

résztvevő fehérjék megjelenését vajon a DNS károsodás váltja-e ki, vagy azok más 

esetben is jelen vannak a DNS-en vagy máshol a sejtben. A vizsgálatok egyértelműen 

kimutatták, hogy a mitózis során az ATM, ATR, Chk1, Chk2 és ATRIP jelen van a 

centroszómán (119). Az ATM csendesítés esetén a centroszómák nem tudnak 

megkettőződni. ATR kiütés esetén ennek ellenkezőjét figyelték meg, a sejtek túl sok 

centroszómát tartalmaztak, akárcsak a BRCA1 deléciója esetén (120). Az is ismert, hogy 

a BRCA1 és BARD1 egy ubiquitin E3 ligázt alkot, ami ubiquitilálja a γ-Tubulin 
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centroszómális fehérjét. Ennek szabályozását a MRE11-RAD50-NBS1 komplex végzi 

(120,121). A BRCA2 gátlása a centroszóma duplikáció és a magmembrán lebomlás 

késését eredményezi, ami végső soron egy lassabb sejtosztódást jelent (120,122). A 

BRCA2 egyik interakciós partnerének, a RAD51-nek a túltermelése is hasonló fenotípust 

mutat (120). Kimutatták azt is, hogy egy másik, a DNS hibajavításban részt vevő kinázt, 

a Chk1-et foszforilája a Cdk1 mitótikus kináz, mely esemény, ha elmarad szintén időben 

hosszabb sejtciklust eredményez, a sejt később lép be a mitózisba a kontrollhoz képest 

(123).  

A centroszómák megsokszorozódnak röntgensugárzás vagy hidroxiurea kezelés 

hatására, ami többpólusú orsók kialakulásához vezet, így a kromoszómák nem 

megfelelően szegregálódnak ami vagy daganat képződéshez, vagy a sejt az apoptózisához 

vezet (124,125). Mindemellett a mikrotubulusok szerepet játszhatnak a DNS-károsodási 

válaszútvonalak aktiválásának segítésében és szabályozásában azáltal, hogy a fenti 

folyamatokban részt vevő fehérjék a mikrotubulusok mentén könnyen szállíthatóak a 

DNS-károsodás helyére (126).  

1.9. A PP4 megjelenése a centroszómán 

Ahogy már a fentiekben említésre került, a PP4 foszfatáznak szerepe van a DNS 

hibajavításban, a glükóz metabolizmusban, a T sejtes immunválaszban és az apoptózisban 

(32,50,63). Mindemellett kimutatták, hogy a PP4 jelenléte és aktivitása a centroszómán 

fontos a centroszóma éréséhez és a mikrotubulus orsó kialakulásához (127). 

A PP4 katalitikus alegységéről ismert, hogy mind az interfázisban mind a mitózis 

első három fázisában jelen van a centroszómán (31). Szerepe van a centroszóma érésben 

és a mikrotubulusok nukleációjában (31). A fehérje hiányában csökken a centroszómális 

α-Tubulin és Aurora A fehérjék szintje, valamint PP4c gátlásakor a Plk1 (Polo-like kinase 

1) mennyisége is csökken (128,129). Ezt alátámasztja, hogy a PP4c deléciója Drosophila 

melanogaster embriókban, úgynevezett cmm (centrosomes minus microtubules) szemi-

letális fenotípust okoz. Ezekben az állatokban hiányoznak a mitótikus magorsók vagy 

nem csatlakoznak a centroszómákhoz, ami végső soron mitótikus blokkot okoz, valamint 

csökken a γ-Tubulin mennyisége a centroszómán, ami arra enged következtetni, hogy a 

fehérje egy konformáció változás miatt nem tud a centroszómához kapcsolódni (130).  
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Ismert az is, hogy mitótikus sejtekben a PP4c katalitikus alegység mellett jelen 

van az R3A és R3B alegység is a centroszómán, interfázisos sejtekben pedig a sejtmagban 

expresszálódnak (129). Az előbbi tények alapján feltételezhető, hogy a PP4-R2-

R3A/R3B holoenzim centroszómális jelenléte és DNS hibajavításban betöltött szerepe 

összekapcsolható.  

1.10. A Centrobin fehérje centroszómális funkciója 

A Centrobin (Ctb) egy leány-centriólum-specifikus fehérje, amely szükséges a 

centroszóma duplikációhoz és a mikrotubulusok stabilitásához. Ecetmuslicában 

kimutatták, hogy jelenléte az anyai centriólumon gátolja a csillók képződését, hiányában 

pedig a centriólum nem kettőződik meg, valamint csonka centroszómák keletkeznek, 

illetve, a sejt nem képes végig haladni a mitózis fázisain (125,131). Spermatocitákban 

megtalálható mind az anya, mind pedig a leány centriólumoknál, ami szükséges a C- és 

B-tubulusok kapcsolódásához és a centriólumok növekedéséhez (132). A Ctb-nek az C-

terminális doménje szükséges a mikrotubulus szervező központ (MTOC) 

szerveződéséhez a centroszómán, de nem szükséges a fonalak meghosszabbításához 

(133). 

A Ctb-t a sejtciklus különböző fázisaiban több kináz is foszforilálja. Plk1 általi 

foszforilációja révén a Ctb képes stabilizálni a mikrotubulusokat annak következtében, 

hogy interakció alakul ki a Ctb és az α-Tubulin között (134,135). Ezzel ellentétben a 

NEK2 kináz általi foszforiláció pont ellentétes hatást vált ki, az interfázisban csökken a 

Ctb aktivitása, a mikrotubulusok instabillá válnak (136,137). A Plk1 általi Ctb 

foszforiláció ahhoz is szükséges, hogy a Ctb felhalmozódjon a leány-centriólumokon, 

ezáltal biztosítva a molekuláris különbséget a két centriólum között (138).  

1.11. A Ctb szerepe a DNS hibajavításban 

A  Ctb centroszómális szerepe jól ismert és jellemzett: Nemrég kimutatták, hogy a 

fehérje UV sugárzást követően ATR kináz-függő módon foszforilálódik és megjelenik a 

sejtmagi mátrixban (93,139). Depléciója pedig csökkenti a homológ rekombináció 

hatékonyságát, csökken a sejtek életképessége, valamint kijavítatlan DNS hibák 

jelentkeznek (139). Emellett egy másik tanulmányban kimutatták, hogy a Ser781 

aminosav röntgensugárzás hatására foszforilálódik (93). Mindemellett a DNS károsodás 
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során csökken a NEK2 aktivitása, ami előidézheti a Ctb mikrotubulus stabilizáló hatását 

(137). Ezért felmerül a kérdés, hogy a Ctb más centroszómális fehérjékhez hasonlóan 

kettős szerepet játszik-e a centroszóma érésben és a DNS hibajavításban (139).  
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2. Célkitűzés 

A PP4 katalitikus alegység jelenléte és szerepe a DNS hibajavításban kísérletesen 

bizonyított, az R3 alegység szerepét is kimutatták már a folyamatban. Korábbi munkánk 

során leírtuk, hogy a PP4 R3 szabályozó alegysége FxxP, illetve MxPP felismerési 

szekvenciákat köt (62,63). Miközben a felismerő szekvencia azonosításához újabb 

interakciós partnereket kerestünk, számos olyan fehérjét találtunk, amelyeknek ismert 

szerepe van a DNS hibajavításban. Ezek közül a Ctb fehérje keltette fel az 

érdeklődésünket, mert míg a szerepe jól jellemzett a centroszóma megkettőződésében és 

érésében, addig a DNS hibajavításban játszott szerepét csak egy tanulmányban vizsgálták 

(139). Ezért célul tűztük ki, hogy megvizsgáljuk a Ctb és a PP4 kapcsolatát a DNS 

hibajavításban:  

1. Teszteljük in vitro és in vivo kísérletekben, hogy a Ctb kötése csak egy FxxP 

motívumtól függ-e?  

2. Megvizsgáljuk, hogy a Ctb és a PP4 holoenzim alegységeinek csendesítése 

hatással van-e a röntgensugárzást követően történő DNS hibajavítás 

kinetikájára? 

3. Kimutatjuk, hogy a Ctb és a PP4 holoenzim alegységeinek deléciója hatással 

van-e a homológ rekombináció mechanizmusára? 

4. Ellenőrizzük, hogy amennyiben a DNS hibajavítás nem megfelelően megy 

végbe ezen fehérjék hiányában, akkor az jár-e valamilyen fenotípusos 

változással a sejtekben? 

5. Megvizsgáljuk a Ctb fehérje Ser781 foszfo-null és foszforilációt-mimikáló 

variánsainak szerepét ezekben a folyamatokban.   
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3. Anyagok és módszerek 

3.1. DNS konstrukciók 

3.1.1. Klasszikus klónozás  

A humán Ctb-t kódoló pOTB7_Hs_Ctb-ról PCR reakcióban amplifikáltuk a 

teljes hosszúságú humán ctb CDS-t (Uniprot azonosító: Q8N137; cDNA név: 

MHS6278-202832427, klón ID: 4859539) a Függelék 1. táblázatban megadott 

oligonukleotid primerekkel, melyek NotI és XbaI restrikciós endonukleáz 

felismerőhelyet tartalmaztak. A kapott PCR termék emésztést követően könnyen 

ligálható volt a pFlagCMV4 (kat#E7158, Merck Millipore) vektor multiklónozó 

helyére a fent említett enzimekkel való hasítást követően, valamint pHY22 (140) 

vektorba is a NotI-EcoRV restrikciós endonukleáz felismerőhelyre. Ebben az esetben 

viszont az XbaI túlnyúló véget Klenow (kat#EP0051, Thermo Fisher Scientific) 

enzimmel feltöltöttük.  

A Ctb fragmenteket szintén PCR reakcióban amplifikáltuk, a Függelék 1. 

táblázatban megadott oligonukleotid primerekkel, melyek EcoRI és Acc65I 

restrikciós enzim felismerőhelyet tartalmaztak. A kapott PCR termék restrikciós 

emésztést és gélből való izolálást követően ugyanezen helyekre ligálható a 

pFlagCMV4 vektorba. A következő Ctb fragmenteket állítottuk elő: 1-től 180-ig,  

180-tól 903-ig, 1-től 460-ig és 460-tól 903 aminosavig, a fehérje másodlagos 

szerkezetének megbecsülése (3. Függelék) és a szakirodalom alapján (69).  

A Drosophila melanogaster Ctb-t kódoló plazmid konstrukciókat már 

korábban létrehozták a csoportunkban (62). 

3.1.2. Gateway klónozás  

Gateway klónozás során két rekombinációs reakció játszódik le: BP és LR 

reakció. A gyártó útmutatóit figyelembe véve (Thermo Fisher Scientific), 

amplifikáltuk PCR reakcióban a teljes hosszúságú R3A (Uniprot azonosító: Q6IN85, 

cDNS neve: MHS6278-202759611, klón ID: 6142109), illetve R3B (Uniprot 

azonosító: Q5MIZ7-3, cDNA név: MHS6278-202807853; klón ID: 5259789)  

CDS-t, oly módon, hogy a felhasznált oligonukleotid primerek (Függelék 1. táblázat) 

tartalmaztak a génspecifikus szakaszon túl egy attB helyet. Ez a termék könnyen 
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bevihető a BP rekombinációs reakció során egy attP felismerő helyet tartalmazó 

donor vektorba (kat#12536017, Thermo Fisher Scientific). A rekombinációt követően 

az elkészült pDONR221_R3A, illetve a pDONR221_R3B plazmidokban már attL 

hely található, illetve itt felhasználtuk a korábban elkészített pDONR221_Flfl_EVH1, 

pDONR221_R3A_EVH1 plazmidokat is (62). A második reakcióban, az LR 

reakcióban, az attR helyekre, amit az expressziós célvektor tartalmaz, rekombinálható 

a fehérjét kódoló szekvencia. Egy donor vektor segítségével számos expressziós 

konstrukció létrehozható. Esetünkben a pDONR221_R3A, illetve a pDONR221_R3B 

vektorokat felhasználva az N-terminális GFP fehérjét tartalmazó pDEST53 

célvektorban (kat#12288015, Thermo Fisher Scientific) létrehozható a GFP-R3A-t, 

illetve a GFP-R3B-t kódoló plazmid konstrukció. A pDONR221_Flfl_EVH1, a 

pDONR221_R3A_EVH1, a pDONR221_R3A és a pDONR221_R3B 

felhasználásával az N-terminális GST fehérjét tartalmazó pDEST15 célvektorban 

(kat#11802014, Thermo Fisher Scientific), létrehozható a GST-Flfl-EVH1-et,  

a GST-R3A-EVH1-et, GST-R3A-t, illetve a GST-R3B-t kódoló plazmid 

konstrukciók.  

3.2. Helyspecifikus mutagenézis  

A pFlagCMV4-Ctb-180-903 fragmentet templát segítségével a QuickChange 

II XL Mutagenesis Kit-et (kat#200522, Agilent Technologies) felhasználva 

létrehoztuk a Flag-Ctb-180-903aa-771-ARVA-774, a Flag-Ctb-180-903aa-S781A, 

illetve a Flag-Ctb-180-903aa-S781D mutációkat a Ctb fragmentben a 25 µl térfogatú 

reakciókban:  

2,5 µl 10x tömény reakció puffer, 50 ng DNS templát, 125-125 ng forward és 

reverz irányú oligonukleotid primer, 1 µl dNTP mix, 0,5 µl Pfu Ultra polimeráz.  

A PCR program a következő volt:  

95 ℃, 30 másodperc; 

majd tizenhat ciklusban: 95 ℃, 30 másodperc; 55 ℃, 1 perc; 68 ℃ 

5 perc; 

68 ℃, 7 perc 

A program befejeztével 2 µl-t kivettünk a reakcióból, a maradékhoz 

hozzáadtunk 1 µl (10 U/µl) DpnI restrikciós enzimet. A reakciót 3 órán át 37 ℃-on 

inkubáltuk, majd 2 µl-rel Escherichia coli DH5α kompetens sejteket 
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transzformáltunk. A DpnI enzim csak a templátként használt metilált DNS-t képes 

emészteni, a PCR reakcióban újonnan szintetizált mutáns DNS intakt marad, így a 

transzformált baktériumok nagyobb valószínűséggel hordoznak megfelelő plazmid 

konstrukciót. Az emésztetlen 2 µl-t kontrollnak használtuk.  

A létrehozott plazmid konstrukciókat minden esetben restrikciós enzimekkel, 

illetve ezt követően szekvencia meghatározással ellenőriztük.  

A felhasznált oligonukleotid primerek az 1. Függelékben van közölve.  

3.3. Rekombináns fehérjetermelés és affinitás-tisztítás 

A kísérletekben használt rekombináns fehérjéket a következőképpen 

termeltettük és tisztítottuk: A pDEST15-R3A-EVH1, pDEST15-R3A,  

pDEST15-R3B és pDEST15-Flfl-EVH1 vektorokkal transzformáltuk az Escherichia 

coli SixPack sejteket (141). A baktérium kultúrát a standard protokoll szerint 

növesztettük Terrific Broth autóindukciós médiumban (kat#AIMTB0210, 

Formedium) 16 ℃-on 48 óráig, majd centrifugálással leülepítettük (5000 g, 8 perc, 

 4 ℃-on) és a sejteket újra felszuszpendáltuk foszfáttal-pufferelt sóoldatban (PBS), 

majd lefagyasztottuk -80 ℃-ra. Felolvasztást követően a sejtszuszpenziót 

kiegészítettük 0,2 mg/ml lizozimmal (kat#L6879, Sigma-Aldrich) és 1 mM PMSF-el 

(fenil-metil-szulfonil-fluorid, szerin proteáz gátlószer, kat#P7626, Sigma-Aldrich) és 

a sejteket ultrahangos roncsolással lizáltuk. A sejttörmeléket centrifugálással 

leülepítettük (12000 g, 15 perc, 4 ℃), a lizátumot pedig hozzáadtuk 150 µl PBS-sel 

equilibrált glutation-szefaróz 4B (kat#17-0756-01, Cytiva) gyöngyhöz, majd 3 órán 

át 4 ℃-on lassan kevertettük. Ezt követően a gyöngyöket mostuk négyszer 0,05 % 

Triton X-100-zal kiegészített PBS-sel, majd felhasználásig 50 % glicerol tartamú 

PBS-ben tároltuk -20 ℃-on. 

3.4. In vitro kötési kísérletek  

A Ctb variánsok és az R3A vagy R3B közötti in vitro kötés kimutatására  

35S-metioninnal jelölt radioaktív Ctb fehérjét állítottunk elő in vitro transzkripciós és 

transzlációs rendszerrel (IVTT, kat#L1170, Promega). A 15 µl végtérfogatú reakciót 

a következőképpen mértük össze: 11 µl TNT T7 retikulocita lizátum (TNT Quick 

Master Mix, Promega), 0,33 µl proteáz inhibitor koktél (PIC, kat#11873580001, 
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Roche), 0,33 µl RNáz gátlószer (RNasin, kat#N261B, Promega), 0,4 µl MBq  

35S-L-metionin (kat#NEG709A, PerkinElmer) és 2,9 µl víz. Hozzáadtunk 100 ng-ot 

a termeltetni kívánt fehérjét kódoló T7 promotert tartalmazó plazmid konstrukcióból. 

A reakciót 30 °C-on 1 órán át inkubáltuk, majd kivettünk 1 µl-t – ez később inputként 

a fehérje expresszió ellenőrzésére szolgált –, a maradékot hozzáadtuk az A oldattal-

equilibrált (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 

0,1 % Triton X-100), glutation-szefaróz mátrixhoz immobilizált, GST-vel fuzionált 

csali fehérjékhez. A gyöngyöket előtte kötőpufferben (A oldat kiegészítve EDTA-

mentes 1x PIC-el és 0,5 mg/ml borjú szérum albuminnal (BSA)) szuszpendáltuk fel. 

A csöveket 4 ℃-on, lassú forgatással 2 órán keresztül kevertettük, majd mostuk 

kötőpufferrel, kétszer A oldattat és négyszer B oldattal (50 mM HEPES, 200 mM 

NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,2 % Triton X-100). A kötődő 

fehérjéket 4 perc forralással 1x Laemmli pufferbe eluáltuk. A fehérjéket 

hagyományos Tris-Glicin alapú SDS-PAGE gélen molekulatömeg szerint 

elválasztottuk. A futtatáshoz a BioRad fehérje futtató készülékét használtuk a 

következő futtatópufferben: 25 mM Tris, 0,01 % SDS, 192 mM Glicin, pH 8,2- 8,5. 

A futtást követően a géleket 10 % ecetsavas fixálást követően 0,1 % Coomassie 

brilliant blue oldattal festettük, a felesleges festéket 10 % metanol 7% ecetsav 

eleggyel eltávolítottuk, majd a gélt beszkenneltük és BioRad gélszárító berendezéssel 

kiszárítottuk.  

A 35S-metioninnal jelölt fehérjék detektálása: A 35-ös kén izotóp egy alacsony 

energiájú β-sugárzó, detektálásához autoradiográfiát használtunk. Az expozíciót  

-80 ℃-on végeztük röntgenfilmmel (Kodak), kis-energiájú erősítő fólia alkalmazása 

mellett (kat#1111681, Kodak). 24-48 órás expozíciót követően a filmet sötét 

szobában hívtuk elő, majd szárítást követően a filmet szkennerrel dokumentáltuk 

(140).  

3.5. Sejtkultúrák fenntartása  

HeLa (ATCC CRM-CCL-2), HEK293 (ATCC CRL-1573) és U2OS DR-GFP 

(142) sejtvonalakat 37 ℃-on, 5 % CO2 mellett tartottunk fenn magas glukóz tartalmú 

Lonza Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (DMEM, kat#61965026, Thermo 

Fisher Scientific), amit 10 % magzati borjú szérummal (FBS, kat#ECS0180L, 

Euroclone), 1x penicillin- sztreptomicinnel (kat#XC-A4122, Biosera) és 1x nem 
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esszenciális aminosav (kat#BE13-114E, Lonza Group AG.) oldatokkal egészítettünk 

ki.  

3.6. Ko-immunopreciptáció 

Az in vivo kötési kísérletekhez HEK293 sejteket növesztettünk 10 cm-es Petri 

csészében 70 %-os sejt konfluenciáig a fent leírt módon. Amikor elérték a 6x106 

sejtszámot ko-transzfektáltuk őket 2-2 plazmid konstrukcióval, mindkét plazmidból 

3-3 µg-ot használtunk, 56 µl 0,4 mg/ml koncentrációs polietilénimin (PEI, 

cat#408727, Merck Millipore) transzfekciós reagenst használva a gyári protokoll 

alapján a következő kombinációkban: 

1. plazmid 2. plazmid 

pDEST53 pFlagCMV4-Ctb-180-903-WT 

pDEST53 pFlagCMV4-Ctb-180-903-771-ARVA-781 

pDEST53 pFlagCMV4-Ctb-180-903-S781A 

pDEST53 pFlagCMV4-Ctb-180-903-S781D 

pDEST53-R3A pFlagCMV4-Ctb-180-903-WT 

pDEST53-R3A pFlagCMV4-Ctb-180-903-771-ARVA-781 

pDEST53-R3A pFlagCMV4-Ctb-180-903-S781A 

pDEST53-R3A pFlagCMV4-Ctb-180-903-S781D 

pDEST53-R3B pFlagCMV4-Ctb-180-903-WT 

pDEST53-R3B pFlagCMV4-Ctb-180-903-771-ARVA-781 

pDEST53-R3B pFlagCMV4-Ctb-180-903-S781A 

pDEST53-R3B pFlagCMV4-Ctb-180-903-S781D 

1.Táblázat. Az együtt transzfektált plazmid konstrukciók a felhasznált 

kombinációkban. 

A sejteket 48 órával a transzfekció után sejtkaparóval összegyűjtöttük 1 ml 

PBS oldatba, lecentrifugáltuk (1000 g, 5 perc, szobahőmérsékleten), majd mostuk  

1 ml PBS-sel, újra lecentrifugáltuk és -80 ℃-on tároltuk. A sejteket feltártuk 900 µl 

A oldatba (50 mM Tris pH 7.6, 50 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0,5 mM EGTA,  

0,1 % NP-40, 5 % glicerin, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1x EDTA-mentes PIC,  

25 µM MG132 (kat#10012628, Cayman Chemical Company) és  
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0,1 µl/ml benzonáz/nukleáz (kat#70746-10KUN, Merck Millipore)), majd a 

sejtlizátumot összekevertük 7 µl A oldattal equilibrált GFP-Trap mágneses 

gyönggyel (kat#gtma-20, ChromoTek GmbH) és 2 órán keresztül 4 ℃-on 

kevertettük, majd mostuk kétszer A oldattal és háromszor B oldattal (50 mM Tris  

pH 7.6, 50 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0,5 mM EGTA, 0,1 % NP-40, 5 % glicerin). A 

felkötött fehérjét 25 µl 1xLaemmli minta-pufferben 5 perc forralással eluáltuk. A 

fehérjék 20, illetve 80 %-át méret szerint elválasztottuk SDS-PAGE-en, a fent leírt 

módon, majd transzferáltuk PVDF (polivinilidén fluorid, kat#IPVH00010, Merck 

Millipore) membránra és western blot eljárással analizáltuk a 3.15.-ös pontban 

felsorolt ellenanyagokat használva.  

3.7. Géncsendesítés siRNS-ek felhasználásával 

A HeLa vagy U2OS sejteket 70 %-os (8,4x 105 sejt) sejt konfluenciáig 

növesztettük 6 lyukú lemezen, majd a gyártó által javasolt protokollt követve 

transzfektáltuk: 500 µl OptiMEM (kat#31985-047, Gibco) médiumhoz hozzáadtunk 

120 pmol siRNS-t (a kettős csendesített vonalaknál 60-60 pmolt). Egy másik csőbe 

belemértünk 8 µl Lipofectamine 2000 (kat#11668-018, Invitrogen) vagy 

DharmaFECT (kat#T-2022-02, GE Healthcare Dharmacon) transzfekciós reagenst. 

Öt perc inkubáció után a két cső tartalmát összekevertük vortex-szel, majd további 20 

percig inkubáltuk, végül a transzfekciós komplexet a sejtekhez csepegtettük 4 óra 

múlva az OptiMEM-et lecseréltük komplett DMEM magas glükóz tartalmú 

médiumra. A felhasznált siRNS-ek a 2. Függelékben van közölve. A csendesíteni 

kívánt gének transzkriptumainak mennyiségét minden esetben qPCR és western blot 

technikával ellenőriztük.  

3.8. γH2AX sejtmagi fókuszok számolása 

Az siRNS transzfekciót követően 24 órával a sejteket tripszin oldattal 

(kat#TRY-3B, Capricorn Scientific) kezeltük és fedőlemezekre szélesztettük két 

részre osztva, majd újabb 24 óra elteltével a sejtekhez 10 µM 5-ethynyl-2’-

deoxyuridine (EdU) timidin bázis analógot adtunk. Az EdU egy nukleozid analóg, 

amely a szintézis fázisában beépül a DNS-be és kapcsolható hozzá egy fluoreszcens 

festék. Ezt követően az egyik mintasorozatot 2 Gray (Gy) röntgensugárzással 
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kezeltük, míg a másikat kezeletlenül hagytuk (kontroll). A kezelés után 2, 4 és 8 

órával a fedőlemezeket 3 % paraformaldehid (PFA, kat#158127, Merck Millipore) 

oldattal 10 percig fixáltuk. A γH2AX fókuszokat anti-γH2AX elsődleges és Alexa 

Fluor 488 másodlagos ellenanyaggal vizualizáltuk, a DNS-t PBS-ben higított  

0,15 μg/ml koncentrációjú Hoechst33342 (kat#H21492, Thermo Fisher Scientific) 

oldattal festettük, valamint hozzáadtuk az EdU-hoz kapcsolódó fluoreszcens festéket, 

EdU Click 555 (kat#BCK-EdU555-1, BaseClick GmbH). Lemezenként 50-50 EdU-

pozitív sejtben számoltuk meg a γH2AX fókuszokat.  

3.9. A homológ rekombináció sikerességének mérése humán sejtekben  

Ehhez a kísérlethez az úgynevezett DR-GFP riporter sejteket használtuk 

(142). Az siRNS-ekel való transzfekciót követően 24 órával a sejteket tripszin oldattal 

kezeltük és fedőlemezekre szélesztettük, majd újabb 24 óra elteltével a sejteket 

pCBASceI (kat#26477, Addgene Watertown) plazmid konstrukcióval transzfektáltuk 

a fent leírt módon 8 µl Lipofectamine 2000 (kat#11668-018, Invitrogen) transzfekciós 

reagenst felhasználva. 96 órával a csendesítés után a sejteket 3 % PFA oldattal 

fixáltuk, majd a DNS-t PBS-ben higított 0,15 μg/ml koncentrációjú Hoechst33342 

oldattal festettük. A GFP és a Hoechst33342 jeleket Zeiss LSM 800 (Carl Zeiss) 

mikroszkóp 20x objektívével detektáltuk, majd a GFP pozitív sejteket CellProfiler 

software segítségével számoltuk (143). A Hoechst33342 festés a sejtmagok 

(kromatin) kijelölésére szolgál, a GFP pozitív sejtek aránya pedig megbecsüli a 

homológ rekombináció eredményességét a különféle mintákban. Minden esetben 

legalább 2500 sejtet fotóztunk le és számoltattunk meg a szoftverrel.  

3.10. Mitótikus kromoszóma preparálás és jellemzés humán sejtekből  

24 órával az siRNS transzfekció után a sejteket két Petri csészébe osztottuk 

fele-fele arányban, majd újabb 24 óra elteltével az egyik Pertri csészében lévő sejteket 

kezeltük 2 Gray röntgensugárzással, míg a másik csoport kezeletlen maradt (kontroll). 

Ezután a sejtekhez hozzáadtunk 20 µg/ml kaffeint (kat#C0750, Merck Millipore) és 

10 µg/ml kolhicint (kat#D00138122, Calbiochem) és tovább növesztettük 6 órán 

keresztül, 37 ℃-on, 5 % CO2 mellett (144). A kaffein és a kolhicin kezelés által 

növeljük a metafázisos kromoszóma izolálás hatékonyságát (145). A 6 óra elteltével 
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a sejteket tripszin oldattal kezeltük és centrifugálással (900 g, 5 perc, 

szobahőmérsékleten) leülepítettük, majd felszuszpendáltuk 75 mM KCl oldatba és  

37 ℃-on fél órát inkubáltuk. A sejteket újabb centrifugálással (900 g, 5 perc, RT) 

összegyűjtöttük és felvettük 1 ml metanol: ecetsav (3:1 arány) fixáló oldatba, a 

folyamatot háromszor megismételtük. Végül a sejteket felvettük 1 ml fixáló oldatba 

és 20-50 µl-t fedőlemezre szélesztettük. Egy éjszakán át szárítottuk, majd festettük  

1 µg/ml Hoechst33342 oldattal és tárgylemezre raktuk. Mintánkként 150-150 

kromoszóma csoportot fotóztunk le és számoltunk meg, majd osztályoztunk 

morfológiai jegyek alapján. Összetapadt kromatidájú kromoszómáknak neveztük 

azokat a kromoszómákat, amelyek a mitótikus X vagy V formájú kromoszómákhoz 

képest a kromoszóma két rövid, illetve két hosszú karja egymáshoz tapad (144–146).  

3.11. Ctb csendesítés és menekítés Flag-Ctb variánsokkal  

Az 1-es számú Ctb siRNS célszekvenciája (lásd 2. Függelék) a cDNS  

5’ végéhez közel esik, így a Flag-Ctb-180-903aa fragmentet kódoló szakaszt nem 

érinti. Annak vizsgálatára, hogy a vad típusú Flag-Ctb-180-903aa-WT, illetve  

Flag-Ctb-180-903aa-771-ARVA-774, Flag-Ctb-180-903aa-S781A és Flag-Ctb-180-

903aa-S781D mutánsok kepések-e pótolni a hiányzó endogén Ctb fehérjét kettős 

transzfekciót végeztünk a Ctb siRNS-sel, illetve a fent felsorolt fehérjéket kódoló 

plazmid konstrukciókkal. A sejteket 70 %-os sejt konfluenciáig (8,4x 105 sejt) 

növesztettük 6 lyukú sejttenyésztő lemezen, majd 8 µl Lipofectamine 2000 

transzfekciós reagenssel bevittünk 60 pmol siRNS-t és 1500 ng-ot valamelyik  

Flag-Ctb-180-903aa változatot kódoló plazmid konstrukcióból. 24 órával a 

transzfekció után a sejteket tripszin oldattal kezeltük és szétosztottuk fele-fele 

arányban két Petri csészébe, újabb 24 óra elteltével az egyik Petri csészében lévő 

sejteket 2 Gray röntgensugárzással kezeltük, míg a másikat kezeletlenül hagytuk 

(kontroll), majd a fent leírt módon mitótikus kromoszómát preparáltunk.  

A Flag-Ctb-180-903aa variánsok kifejeződését western blottal vizsgáltuk.  

3.12. Western blot kísérletek 

A fehérjék detektálásához a ko-immunoprecipitációs, az siRNS csendesítés 

hatékonyságának ellenőrzésére és az endogén Ctb menekítés kísérletekben western 
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blot módszert alkalmaztunk. A fehérjéket Tris-Glicin alapú SDS-PAGE-en a 

molekulasúly szerint elválasztottuk, majd a BioRad Trans-Blot Semi-Dry 

készülékével PVDF-re membránra transzferáltuk a következő pufferben: 50 mM Tris, 

40 mM Glicin, 20 % metanol és 0,04 % SDS.  

A blottolás után a membrán szabad fehérjekötő felületét kezeltük 5 %-os 

zsírszegény tejport, TBS-t (Tris pufferelt sóoldat), 0,5 % Tween 20-t tartalmazó 

oldattal, 30 percig szobahőmérsékleten inkubálva. Az ellenanyagokat 1x TBST+B 

(1xTBS és 0,5 % Tween 20, 1 mg/ml BSA) oldatban hígítottuk, majd a membránt  

3 órán át szobahőmérsékleten inkubáltuk. Az elsődleges ellenanyag után a membránt 

mostuk háromszor 10 percig 1xTBST oldattal, majd inkubáltuk TBST+B hígított 

tormaperoxidáz (HRP) konjugált egér elleni másodlagos ellenanyaggal a fent leírt 

körülmények közt 1 órán át. A membránt újra mostuk, majd Immobilon 

kemilumineszcens HRP szubsztrátummal inkubáltuk 5 percig (kat#WBKLS0500, 

Merck Millipore). A HRP által oxidált kromogén szubsztráumát jelét Azure c300 

géldokumentációs rendszerrel (Azure Biosystems) detektáltuk. A felhasznált 

ellenanyagokat a 3.15.-ös alpontban tárgyaljuk.  

3.13. Géncsendesítés hatékonyságának ellenőrzése qPCR segítségével  

A fent leírt kísérletekben minden esetben az siRNS transzfekció által kiváltott 

csendesítés hatékonyságát qPCR technológiával ellenőriztük. A sejtek teljes RNS 

tartalmát izoláltuk Zymo Research Quick-RNA MiniPrep (kat#R1054, Zymo 

Research) segítségével, majd egyesszálú cDNS-t készítettünk RevertAid First Strand 

cDNA Synthesis Kit (kat#K1670, Thermo Fisher Scientific) felhasználásával. 

Végezetül, Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-et (kat#K0222, Thermo 

Fisher Scientific) használtunk a valós idejű kvantitatív PCR-hez a gyártók megadott 

protokolljai alapján megfelelően megtervezett oligonukleotid primerek 

felhasználásával (1. Függelék). Minden minta esetében négy párhuzamos reakciót 

futtattunk le a Rotor-Gene Q Real-Time PCR Detection (QIAGEN) rendszerrel a 

következő körülmények között: 95 °C 10 perc, 40 ciklus 95 °C-on 15 másodpercig, 

55 °C 30 másodperc, 72 °C 30 másodperc. Az ábrákon a négy párhuzamos mérés 

átlagának értéke és azok szórásai láthatóak (15. és 26. ábra).   
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3.14. Immunfluoreszcencia 

A 3 %-os PFA oldattal történő fixálását követően a sejteket permeabilizáltuk 

10 percig 0,5 % Triton X-100 tartalmú PBS-ben, mostuk háromszor 0,1 %  

Triton X-100-at tartalmazó PBS pufferrel, majd a szabad fehérjéket blokkoltuk 3 % 

FBS-sel kiegészített mosó pufferrel, szobahőmérsékleten 30 percig. A sejtekre ezután 

a blokkoló oldatba hígított elsőleges ellenanyagot raktuk és egész éjszakán át,  

4 ℃-on inkubáltuk nedves kamrában. Három újabb mosó pufferel való mosását 

követően a sejteket a fluoreszcensen jelölt másodlagos ellenanyaggal (3.15.-ös 

alpont) sötétben inkubáltuk szobahőmérsékleten 1 órát. A sejteket mostuk háromszor 

mosó pufferrel, majd a DNS-t 0,15 μg/ml koncentrációjú Hoechst33342 oldattal 

festettük 10 percig. A mikroszkópos képeket Zeiss LSM 800 mikroszkóppal 

készítettük.  

3.15. Felhasznált ellenanyagok  

A western blot és az immunfestés kísérletében a következő elsődleges 

ellenanyagokat használtuk a megadott hígításban: egér anti-FlagM2 (WB: 1:10000, 

kat#F1804, Merck Millipore), egér anti-GFP, (WB: 1:200, kat#11814460001, 

Roche), egér anti-α-Tubulin (WB: 1:10000, kat#T6199, Merck Millipore), nyúl anti-

Centrobin (WB: 1:1000, kat#PA5-96990, Invitrogen), nyúl anti-R3A (WB: 1:1250, 

kat#PA566644, Invitrogen), nyúl anti-R3B (WB: 1:1250, kat#PA551545, 

Invitrogen), egér anti-PP4c (WB: 1:1000, kat#MA5-32946), nyúl anti-Flag (IF: 1:500, 

kat#F7425, Merck Millipore), egér anti-γH2AX (IF: 1:500, kat#ab81299, Abcam) és 

egér anti-γ-Tubulin (IF: 1:300, kat#T6557, Merck Millipore). A másodlagos 

ellenanyagok a következők voltak: kecske anti-egér HRP-konjugált IgG ellenanyag 

(WB: 1:10000, kat#P044701-2, Dako), kecske anti-nyúl HRP-konjugált IgG 

ellenanyag (WB: 1:10,000, kat # P044801-2, Dako), szamár anti-nyúl IgG Alexa 

Fluor 488 konjugált (IF: 1:500, kat#A21206, Thermo Fisher Scientific), szamár anti-

egér IgG Alexa Fluor 488 (IF: 1:500, kat#A21202, Thermo Fisher Scientific), szamár 

anti-nyúl IgG Alexa Fluor 594 (IF: 1:500, kat#A21203, Thermo Fisher Scientific).  
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3.16. Statisztikai elemzés  

Minden kísérletet legalább háromszor végeztünk el (n=3). A statisztikai 

elemzések során az Origin Graph statisztikai szoftver segítségével 

(https://www.originlab.com/origin) egy próbás ANOVA tesztet végeztünk (147). A 

csillagok a P érték, regressziós együttható szignifikanciaját jelölik (*P < 0,05,  

**P < 0,01, és ***P < 0,001).  
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4. Eredmények  

4.1. A PP4 foszfatáz R3 alegységének konzervált szubsztrátum-felismerő 

mechanizmusának vizsgálata 

Kutatásaink során kimutattuk, hogy a Ctb fehérje specifikusan kötődik a PP4 

foszfatáz R3 regulátor alegységének EVH1 doménjéhez Drosophila melanogasterben 

(62). Ueki és munkatársai 2019-ben megjelent tanulmányában, szintén azt találta, hogy a 

Ctb fehérje kötődik az R3 szabályozó alegységhez humán sejtekben is (69). Ez azért 

meglepő, mert a Ctb fehérjék csupán funkcionális ortológjai egymásnak és szekvencia 

szinten csak 39 %-ban azonosak és sem a humánban azonosított, kötéshez szükséges 

FRVP motívum nem található meg ecetmuslicában, sem a Drosophila melanogasterben 

azonosított MPPP motívum nincs meg emberben (6. ábra) (62). 

 

6. ábra: A Drosophila melanogaster és a humán Ctb sematikus összehasonlítása. Míg a 

humán Ctb egy C-terminálison elhelyezkedő FRVP (771-FRVP-774) motívummal, addig 

az ecetmuslica egy N-terminálison elhelyezkedő MPPP (36-MPPP-39) motívummal 

kötődik az R3 alegységhez.  

Ezért hipotézisünk az volt, hogy ha a kötési motívumok nem is, de a kölcsönhatás 

mechanizmusa az R3A/R3B/Falafel és a Ctb között valószínűleg nagyfokú 

konzerváltságot mutat. Ennek vizsgálatára helyspecifikus mutagenézis segítségével 

kicseréltük az ecetmuslica Ctb ismert MPPP PP4-hez kötődő motívumát Ctb-36-APPA-

39-ra (50). Kontrollként a kötést nem befolyásoló FLHP motívum mutáns verzióját (Ctb-

51-ALHA-54) használtuk. A fehérjéket in vitro transzkripciós és transzlációs rendszerben 

termeltettük meg, amihez 35S-metionint adtunk, majd vizsgáltuk kötődési képességüket 

glutation-szefaróz mátrixhoz kötött Falafel-EVH1 (muslica fehérje) és R3A-EVH1 

(humán fehérje) doménnel. Eredményeink megerősítették, hogy a PP4 R3 alegységek 

konzervált módon kötik interakciós partner fehérjéjüket, mivel mind a Drosophila 

Falafel-EVH1, mind pedig a humán R3A-EVH1 megkötötte az ecetmuslica Ctb fehérjét. 

Nemcsak a Drosophila Falafel-EVH1 hanem a humán R3 EVH1 is elvesztette kötési 

képeségét, ha megváltoztattuk a kölcsönhatáshoz szükséges MPPP motívumot (Ctb-36-

Hs_Centrobin

FRVP (771-774)

1 903

Dm_Centrobin
1 689

MPPP (36-39)
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AxPA-39), valamint megmaradt a kötés, ha egy az interakciót nem befolyásoló hasonló 

motívumot változtattunk meg (Ctb-51-ALHA-54) (7. ábra).  

  

7. ábra: A Ctb fehérje kötési tesztje a humán R3A-EVH1-gyel és az ecetmuslica 

Falafel-EVH1-gyel. Mindkét EVH1 domén kötötte a vad típusú Ctb (bal oldal) fehérjét. 

Elvesztették kötési képességüket, ha megváltoztattuk a korábban azonosított esszenciális 

motívumot: Ctb-36-APPA-39 (középen). A kötést nem befolyásolta más FxxP/MxPP 

motívum mutagenézise: Ctb-51-ALHA-54 (jobb oldal). A kísérletben negatív 

kontrollként GST fehérjét használtunk. A fehérjetermelődés ellenőrzésére az input 

mintából vittünk fel a gélekre. 

További bizonyítékokat kerestünk arra, hogy az R3 alegységek csak egy 

motívumot kötnek mind emberben, mind pedig ecetmuslicában. Ha a teljes hosszúságú 

humán R3 alegységeket (GST-R3A és GST-R3B) immobilizáltuk glutation-szefaróz 

mátrixhoz, azok képesek voltak megkötni a humán (Hs-Ctb) és ecetmuslica (Dm-Ctb) 

Ctb fehérjéket, de a kötés megszűnt, hogyha megváltoztattuk a korábban azonosított PP4-

kötő konszenzus motívumokat: 771-FRVP-774 motívumot 771-ARVA-774 motívumra 

(humán Ctb), 36-MPPP-39 szekvenciát 36-APPA-39 szekvenciára (muslica Ctb) (8. ábra) 

(62,69). 
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8. ábra. Az R3A és R3B köti mind a humán és mind az ecetmuslica Ctb-t in vitro. A 

teljes hosszúságú humán R3 alegységek (GST-R3A és R3B) kötődnek a vad típusú teljes 

hosszúságú humán Ctb fehérjéhez (autoradiográfia, első panel), valamint az ecetmuslica 

Ctb-hez (autoradiográfia, harmadik panel). Elvesztik a kötési képességet, ha elrontjuk az 

esszenciális FRVP motívumot ARVA-ra a humán Ctb (autoradiográfia, kettes panel), 

vagy az MPPP motívumot APPA-ra a muslica Ctb (autoradiográfia, négyes panel) 

esetében. A kísérletben negatív kontrollként GST fehérjét használtunk. A fehérje 

termelődés ellenőrzésére az input mintából vittünk fel a gélekre.  
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4.2. A teljes hosszúságú Flag-Ctb és a Flag-Ctb fragment fehérjék sejtben való 

lokalizációjának vizsgálata  

Miután megvizsgáltuk, hogy a humán R3A és R3B köti a humán Ctb fehérjét in 

vitro, igazolni szerettük volna, hogy a Ctb in vivo is interakciós partnere a PP4 

holoenzimnek, és hogy ez a kötés a humán Ctb esetében a 771-FRVP-774 motívumától 

függ. Ehhez előállítottunk egy Flag-Ctb-t kódoló plazmid konstrukciót. Ezzel humán 

sejteket transzfektáltunk és immunfluoreszcensen jelöltük anti-Flag ellenanyaggal. 

Megfigyeltük, hogy a kifejeződő Flag-Ctb fehérje lokalizáció nem megfelelő, a fehérje 

kristályszerű struktúrákat képzett a citoplazmában. Ezt a jelenséget korábban már más 

kutatók is megfigyelték (125). Ezért megpróbáltuk a teljes hosszúságú Ctb helyett, annak 

különféle méretű darabjait túltermelni humán sejtekben. Ueki és munkatársai két részre 

vágták a Ctb fehérjét egy viszonylag szimmetrikus felosztással a 460. aminosavnál (69). 

Ez alapján mi is erre a két részre osztottuk a Ctb fehérjét (Ctb-1-460aa és Ctb-460-903aa), 

valamint megvizsgáltuk a Ctb prediktált másodlagos szerkezetét is és azt találtuk, hogy 

180-tól 520 aminosavig egy nagy kiterjedésű α-hélix helyezkedik el a fehérjében. A 

fehérje másodlagos szerkezetének predikciója a 3. Függelékben található. Azért, hogy a 

α-hélix intakt maradjon, létrehoztunk további két Ctb fragmentet, egy 1-től 180 

aminosavig terjedő N-terminális fragmentet és egy 180-tól 903 aminosavig terjedő C-

terminális részt. Ezekkel a plazmid konstrukciókkal HeLa sejteket transzfektáltunk és 

immunfluoreszcens jelölést végeztünk anti-Flag ellenanyaggal. A 9. ábrán jól látható, 

hogy a két N-terminális fragment (1-től 460-ig és 1-től 180-ig) citoplazmatikusan 

lokalizál, míg az Ueki által használt C-terminális darab a magmembrán köré tömörül. Az 

általunk vizsgált leghosszabb fragment, 180-tól 903 aminosavig bizonyult a 

legígéretesebbnek, amely a centroszómális fehérjékre jellemző fókuszszerű megjelenést 

mutatta, továbbá együtt lokalizált a centroszóma-marker -Tubulinnal (10 ábra). Ezt a 

megfigyelést alátámasztja egy másik tanulmány is, ahol leírták, hogy a Ctb fehérje C-

terminálisa elegendő lehet a centroszómális lokalizációhoz (125). 
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9. ábra. A Flag-jelölt Ctb-fragmentek lokalizációjának mikroszkópos vizsgálata. HeLa 

sejteket tranziensen transzfektáltunk különböző hosszúságú Flag-jelölt Ctb-t kódoló 

plazmid konstrukciókkal. 48 órával a transzfekciót követően a sejteket PFA oldattal 

fixáltuk és anti-Flag-gel festettük (piros). Egyedül a Flag-Ctb-180-903 aminosavas 

fragment mutatta a várt fókusszerű lokalizációt. A léptéksáv 10 µm hosszúságú. A DNS-

t Hoechst33342 (kék) oldattal festettük. 

 

  

10.  ábra. A Flag-Ctb-180-903aa fehérje centroszómális lokalizációja. HeLa sejteket 

tranziensen transzfektáltunk a Flag-Ctb-180-903aa fragmentet kódoló plazmid 

konstrukcióval. A transzfekció után a sejteket fixáltuk, majd anti-Flag (piros) és  

anti-γ-Tubulin (γTub, zöld) ellenanyaggal festettük. A két fehérje együtt lokalizál. A 

léptéksáv 10 µm hosszúságú. A DNS-t Hoechst33342 oldattal festettük. 
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4.3. A humán PP4 R3 és Ctb kölcsönhatásának vizsgálata in vivo módszerrel  

Kísérleteinkben kimutattuk, hogy a humán Ctb és a PP4R3 alegysége in vitro 

közvetlenül kötődik egymáshoz. A továbbiakban in vivo körülmények között is meg 

akartuk vizsgálni a kölcsönhatást. Ehhez a jól kifejeződő és a fenti eredményeink alapján 

megfelelő centroszómális lokalizációt mutató Flag-Ctb-180-903aa csonkolt fehérjét 

használtuk. HEK293 sejteket együtt transzfektáltunk GFP-R3A-val vagy GFP-R3B-vel, 

valamint vad típusú vagy 781-ARVA-784 mutáns Flag-Ctb-180-903aa fehérjét kódoló 

plazmid konstrukciókkal. Negatív kontrollként GFT-t használtunk. Eredményeink 

megerősítettek, hogy az R3A és R3B in vivo is képes kötni a Flag-Ctb-180-903aa-t, de 

elveszíti kötési képességét hogyha helyspecifikus mutagenézissel megváltoztatjuk a  

771-FRVP-774 PP4-felismerési motívumot 771-ARVA-774 motívumra (11.ábra).  

 

11.  ábra. Az R3A és R3B fehérje in vivo is köti a Flag-Ctb-180-903aa fehérjét. HEK293 

sejteket ko-transzfektáltunk GFP, GFP-R3A vagy GFP-R3B és Flag-Ctb-180-903aa-WT 

(vad típus, az ábrán WT) vagy Flag-Ctb-180-903aa-781-ARVA-784 (az ábrán ARVA) 

mutáns fehérjét kódoló plazmid konstrukciókkal. Az input mintákban (bal panel) 

ellenőriztük a GFP-jelölt fehérjék (felső panel) és a Flag-jelölt (alsó panel) fehérjék 

expresszóját. A jobb oldali panellen a GFP-Trap mintákat láthatjuk. Mind a GFP-R3A, 

mind a GFP-R3B kötődött a gyöngyökre (jobb, felső panel) és kötötte a Flag-Ctb-180-

903aa fehérjét, míg mutáns változatát egyik sem (jobb, alsó panel). A negatív kontroll 

GFP egyik fehérjét sem kötötte.   
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4.4. A PP4R3 és Ctb együttműködése a DNS hibajavításban 

4.4.1. A PP4 alegységek és Ctb hiánya késést okoz a DNS hibajavításban  

2019-ben kimutatták, hogy a Ctb-t az ATR kináz foszforilálja UV kezelt sejtekben 

(139). Mivel a PP4 szerepe a DNS hibajavításban jól ismert és mi magunk is sok olyan 

PP4-kölcsönható partnert azonosítottunk, melyeknek szerepe van a folyamatban, így 

felmerült bennünk a kérdés, hogy a két fehérje együttműködhet-e a DNS károsodásra 

adott válaszban? Ennek kiderítésére HeLa sejteket transzfektáltunk külön a ctb-t, pp4c-t, 

r3a-t, r3b-t és együtt a ctb-t és pp4c-t célzó kis interferáló RNS-sel (siRNS), majd 24 óra 

elteltével a sejteket tripszin oldattal kezeltük és két egyenlő részre osztva Petri csészében 

fedőlemezeken tovább növesztettük. Mivel a homológ rekombináció a sejtciklus S és G2 

fázisában megy végbe, mi is az ilyen fázisban lévő sejtekben voltunk kíváncsiak arra, 

hogy milyen fenotípus változást okoz a fent említett fehérjék hiánya. Ezért 48 órával a 

transzfekciót követően a sejthez egy timidin analógot, 5-etinili-2’-dezoxiuridint (EdU) 

adtunk, amely képes beépülni a DNS-be az S (szintézis) fázis során. 1 óra pulzusjelölés 

elteltével a sejteket 2 Gray (Gy) röntgensugárzással kezeltük, majd 2, 4 és 8 óra múlva  

3 % PFA oldattal fixáltuk és festettük γH2AX ellenanyaggal (12. ábra) (148). Az EdU-t 

később, a gyártó által meghatározott leírást követve, egy fluoreszcens festékkel 

vizualizáltuk.  

A γH2AX jel a DNS károsodásra adott válasz kezdetétől egészen a hibajavítás 

végéig fennmaradó jel (148). A γH2AX a H2AX hiszton egyik változata, amely a 139-es 

szerinnél (Ser139) ATM általi gyors foszforiláción megy keresztül, válaszul a DNS 

kettősszálú törésekre (DSB). Ezt a jelenséget a DNS-károsodás nyomon követésére 

használják, lehetővé téve a DNS hibajavító mechanizmusok vizsgálatát. A γH2AX PP4 

általi defoszforilációja után a sejtciklus a DNS hibajavítást követően újraindulhat (148). 

50 EdU pozitív jelet adó sejtben megszámoltuk a γH2AX fókuszt formáló hiszton 

jeleit. Eredményeink alátámasztották azt a tényt, hogy az általunk vizsgált Ctb és PP4 

foszfatáz alegységeknek szerepe van a DNS hibajavításban, mivel hiányuk a kontrollhoz 

képest késleltette a DNS hibajavítás befejezését a sejtekben, hosszabb ideig 

fennmaradnak a γH2AX fókuszjelek, akár a röntgen kezelés után 8 órával is. Ez arra utal, 

hogy a Ctb és PP4 fehérjék depléciójakor a röntgen okozta DNS károsodás javítása 

lelassul (13. ábra).   
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12.  ábra. A Ctb és PP4 alegységek csendesítése késletetett DNS hibajavítást 

eredményez. A röntgen kezelés után és 8 órával is magasan marad a γH2AX fókuszok 

(zöld) száma az EdU pozitív (sárga) csendesített sejtekben. Reprezentatív képek 

kezeltelen (A panel) és röntgen kezelés után 2 (B panel), 4 (C panel) és 8 órával (D panel). 

A léptéksáv 10 µm hosszúságú. A DNS-t Hoechst33342 oldattal festettük. 
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13.  ábra. A Ctb és PP4 alegységek csendesítése késletetett DNS hibajavítást 

eredményez. Kezeletlen (NT) és a röntgensugárzással való kezelést követően 2, 4 és 8 

órával EdU pozitív sejtekben. A csillag a P értéket jelöli, ami megfelel a regressziós 

koefficiens szignifikanciájának (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001). A kísérletet 3-

szor ismételtük meg (n=3), minden alakalommal 50-50 EdU pozitív sejtben manuálisan 

számoltuk meg a fókuszokat.  

Ezt támogatja az a tény is, hogyha a fenti kísérletet megismételtük egy más target 

szekvenciát célzó kis interferáló RNS készlettel, akkor hasonló eredményt kaptuk (14. 

ábra). 
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14. ábra. A Ctb és PP4 alegységek csendesítése elhúzódó γH2AX jelet eredményez. A 

röntgen kezelés után 8 órával is magasan marad a γH2AX fókuszok száma egy másik 

siRNS szettel csendesített sejtekben is. Reprezentatív képek (bal panel) és a statisztikai 

elemzés grafikonon való ábrázolása (jobb panel). Kezeletlen (NT) és a röntgen kezelést 

után 8 órával. A csillag a P értéket jelöli, ami megfelel a regressziós koefficiens 

szignifikanciájának (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001). A kísérletet 3-szor 

ismételtük meg (n=3), minden alakalommal 50-50 EdU pozitív sejtben manuálisan 

megszámoltuk a fókuszokat. 

Mindkét esetben a kis interferáló RNS-ek hatékonyságát western-blot és qPCR 

technikával ellenőriztünk. A qPCR során a transzkript mennyiségét az aktint kódoló 

mRNS mennyiségéhez viszonyítottuk, ami a 15. ábrán látható. A western-blot esetében 

10-10 µg fehérjét választottunk el méret szerint SDS-PAGE segítségével, majd a 

fehérjéket PVDF membránra blottoltuk és gén specifikus ellenanyagokkal detektáltuk 

(16. ábra). 
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15.  ábra. A géncsendesítés hatékonyságának vizsgálata qPCR technikával az aktin gén 

kifejeződésére normalizálva. A transzfekció után 48 órával meghatároztuk a sejtek 

mRNS tartalmát, a csendesített ctb, pp4c, r3a, r3b szintet, Minden esetben 3 technikai 

ismétlést végeztünk, melyek szórását az ábrán feltüntettük.  
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16.  ábra. A géncsendesítés hatékonyságának vizsgálata western blot technikával. A 

transzfekció után 48 órával a sejteket 1x Leammli pufferbe forraltuk, 10-10 µg-ot SDS-

PAGE-en méret szerint elválasztottuk, PVDF membránra blottoltuk, majd Ctb, PP4c, 

R3A, R3B specifikus ellenanyaggal vizsgáltuk. 

4.4.2. A PP4 és Ctb csendesítés hatására jelentősen lecsökken a homológ 

rekombináció hatékonysága  

A röntgensugárzás egyes és kettősszálú töréseket okoz a DNS-ben, növeli a 

reaktív oxigén gyökök (ROS) mennyiségét, valamint DNS-fehérje keresztkötések 

létrejöttét indukálja, melyeket több hibajavító mechanizmus korrigál, köztük a homológ 

rekombinációs (HR) hibajavítás (149). A HR lejátszódásának vizsgálatára Jeremy Stark 

kutatócsoportja (Beckman Research Institute, USA) létrehozott egy olyan U2OS humán 

immortalizált stabil sejtvonalat (DR-GFP-U2OS), amelyben két módosított szekvenciájú 

gfp-t kódoló gén található. Az egyikben található egy I-SceI meganukleáz hasítóhely, 

amely eltolja a GFP fehérje nyitott leolvasási keretét, melynek következtében az intakt 

fluoreszcens fehérje nem tud termelődni. A másik gfp génről szintén nem képződik 

funkcióképes fehérje, mert a gén 5’ és 3’ vége hiányzik. Funkcionális, zöld fluoreszcens 

jelet adó GFP fehérje csak akkor tud kifejeződni, ha a sejteket transzfektáljuk az I-SceI 

endonukleázt kódoló plazmid konstrukcióval. Az enzim által DNS kettősszálú töréséket 

tudunk indukálni, specifikus helyen a riporter kazettában. A sejt felhasználja a második 

gfp gént mintaként és homológ rekombinációval létrehozza a hibátlan gént (142). 

Feltételezésünk szerint a PP4 és a Ctb a homológ rekombinációban játszik szerepet. Ezt 

alátámasztotta, hogy a ctb, pp4c, r3a és r3b külön-külön vagy a ctb és pp4c együttes 
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csendesítése a rekombinációs frekvencia csökkenését vonta maga után a fent említett 

tesztrendszerben (17. ábra).  

 

17.  ábra. A PP4 alegységek és a Ctb kiütése csökkenti a homológ rekombinációs 

hibajavítás frekvenciáját. A DR-GFP U2OS sejtek két csonkolt gfp gént hordoznak, 

amely, csak az I-SceI hasítás és a homológ rekombináció után tud funkcióképes GFP 

fehérjét produkálni (sematikus ábra, bal oldal). 48 órával az endonukleáz hasítást 

követően a sejtpopulációban vizsgáltuk a GFP pozitív sejtek arányát. A statisztikai 

elemzést 3 független kísérletből (n=3) a jobb oldalon láthatjuk, minden esetben legalább 

2500 sejtet számoltunk meg, A rekombinációs frekvencia minden csendesített sejtvonal 

esetében csökkent. A csillag a P értéket jelöli, ami megfelel a regressziós koefficiens 

szignifikanciájának (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001). 

4.4.3. A PP4 alegységek és Ctb hiányában kromoszóma hibák jelentkeznek 

a mitózisban  

Ha a DNS homológ rekombinációs hibajavítási mechanizmusa nem tud 

megfelelően végbemenni, akkor az kromoszóma-rendelleneségekhez, morfológiai 

változásokhoz vezethet. A homológ rekombinációkor a homológ kromoszómák közt 

átkereszteződések jönnek létre, amiket Holliday struktúráknak nevezünk, melyet a DNS 

szintézis után fel kell oldani, elválasztva ezzel a homológokat. Ha a Holliday junction 

struktúrák feloldása túl korán történik meg, például egy genetikai betegség, a Bloom 

szindróma esetében, akkor a rekombináció és a DNS szintézis nem tudja a DNS hibát 

kijavítani, ami megnöveli a genomi instabilitás és a tumorok kialakulásának kockázatát 

(144). Szintén e betegség kapcsán mutatták ki, hogy léteznek olyan fehérjék, amelyek az 

ún. Holliday keresztek összetartásáért felelnek. A GEN1 gén deléciója során a kromatidák 

egymás mellett maradnak, megnyúlnak és tagolódnak (145). Annak kiderítésére, hogy a 
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PP4 alegységek és a Ctb a DNS hibajavítás egy későbbi szakaszában, a Holliday 

struktúrák feloldásában játszik-e szerepet, siRNS-sel csendesítettük külön-külön a ctb, a 

pp4c, a r3a és a r3b, vagy a ctb és pp4c géneket együtt. 24 óra elteltével a sejteket fele-

fele arányban két Petri csészébe raktuk át, 48 óra elteltével pedig a sejtek felét 2 Gy 

röntgensugárzással kezeltük, a másik fele pedig kezeltelen maradt. Mindkét csoporthoz 

adtunk kaffeint (20 µg/ml végkoncentrációban) és kolhicint (10 µg/ml 

végkoncentrációban), majd még 6 órán át növesztettük 37 ℃-on 5 % CO2 mellett.  

A koffein ebben a koncentrációban elősegíti, hogy a sejtek a DNS károsodás ellenére se 

álljanak meg az S fázisban, hanem átjussanak a G2/M ellenőrző-ponton (150). A kolhicin 

megakadályozza a mikrotubulusok polimerizációját, ezáltal a sejteket M fázisban tartja. 

A kezelés hatására feldúsulnak a mitótikus sejtek, amelyekből metafázisos kromoszómák 

preparálhatók (151). A fent leírt kísérletből készült kromoszóma csoportokból  

150-150-et számoltunk meg, jellemeztünk és osztályoztunk morfológiai jegyeik alapján. 

Elsősorban azt vizsgáltuk, hogy a testvérkromatidák össze vannak-e tapadva (rossz 

morfológia, amit arms-closed fenotípusnak neveztünk el), vagy szétváltak és a 

metafázisra jellemző X vagy V alakú kromoszómákat hoztak létre. Eredményeink alapján 

elmondhatjuk, hogy a röntgensugárzással kezelt és a ctb, a pp4c, a r3a és a r3b külön-

külön, vagy a ctb és pp4c együtt csendesített sejtekben jelentősen megnőtt az összetapadt 

kromatidájú kromoszómák (arms-closed) aránya, ami arra utal, hogy a Holliday 

struktúrák ezen fehérjék hiányában nem tudnak feloldódni (18. és 19. ábra). Ezzel 

ellentétesen a kezeletlen sejtekben, vagy a kontroll csendesített sejtekben nem láttunk 

jelentős növekedést az arms-closed morfológiában. Eredményeink alapján elmondható, 

hogy a PP4 alegységek és a Ctb csendesítésének következtében röntgenkezelés után 

sérülhet a DNS hibajavítás.  

 

18.  ábra. A Ctb és a PP4 alegységek csendesítése kromoszóma hibákat eredményez 

röntgenkezelés hatására. Reprezentatív képek a kezeletlen, normál X vagy V alakot 

mutató kromoszómákról (felső sor) és a röntgenkezelés és géncsendesítés hatására 

megjelenő összetapadt-karú (arms-closed) kromoszómákról (alsó sor). A léptéksáv 10 

µm hosszúságú. 
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19.  ábra. A PP4 alegységek és Ctb csendesítése minden esetben megnövekedett 

összetapadt karú kromoszóma csoportot eredményezett. A statisztikai elemzést 3 

független kísérletből (n=3) végeztük, minden esetben 150-150 kromoszóma csoportot 

osztályoztunk. Az összetapadt kromatidájú kromoszómák százalékos aránya minden 

esetben szignifikánsan nőtt. A csillag a P értéket jelöli, ami megfelel a regressziós 

koefficiens szignifikanciájának (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001). 

4.5. A Ctb ATR kináz általi foszforilációs helyének vizsgálata  

4.5.1. In vitro kötési kísérlet a Ctb ATR foszforilációs helyének mutáns 

változatai és a PP4 R3A és R3B alegységek közt 

Korábban kimutatták, hogy a Ctb-t UV sugárzás hatására az ATR kináz 

foszforilálja (139). Egy másik tanulmányban, ahol ATM és ATR felismerő konszenzus 

SQ-motívumokat vizsgáltak nagyléptékű módszerekkel, azonosítottak egy foszforilációs 

helyet a humán Ctb fehérjében, Ser781 (p-Ser781), ami röntgenkezelés hatására jelent 

meg (93). Megfigyeltük, hogy ez az SQ motívum (és a benne található Ser781) csupán 

10 aminosavra található a 771-774-es pozícióban lévő PP4-kötő FRVP motívumtól. Ezért 

azt feltételeztük, hogy a p-Ser781 lehet a PP4 által defoszforilált aminosav is (20. ábra). 

Ennek vizsgálatára, helyspecifikus mutagenézissel a Ser781-et alaninra cseréltük 

(S781A), amely a defoszforilált fehérjét mimikálja, illetve aszparaginsavra cseréltük 

(S781D), ami egy foszformimikrit jelent, vagyis a sejt úgy érzékeli, hogy a fehérje 

állandóan foszforilált. Tekintve, hogy a p-Ser781 szükséges a Ctb funkciójához, mindkét 

pontmutációt hordozó Ctb esetében változást vártunk a DNS károsodási válaszban.   
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20.  ábra. A Ctb fehérje sematikus képe. A fehérje C-terminálisán található az R3 kötési 

motívum (771-FRVP-774), tőle pedig tíz aminosavra egy lehetséges ATR foszforilációs 

hely (S781). 

Először azt vizsgáltuk, hogy az aminosavcserék befolyásolják-e a Ctb és a R3A, 

illetve a Ctb és a R3B közötti fizikai kölcsönhatást in vitro. Ehhez, a már korábban is 

alkalmazott GST-IVTT módszert használtuk (140). In vitro transzkripciós és transzlációs 

rendszerben előállítottuk a radioaktívan jelölt 35S-Ctb-S781A, illetve 35S-Ctb-S781D 

mutáns fehérjéket, majd kötési kísérletet végeztünk a glutation-szefaróz mátrixhoz 

immobilizált GST-R3A, illetve GST-R3B csali rekombináns fehérjékkel. Kimutattuk, 

hogy mindkét R3 izoforma közvetlen kölcsönhatásba lép a Ctb SQ mutánsaival. A fenti 

kísérlet alapján elmondhatjuk, hogy a Ser781 mutációja nem befolyásolja a kölcsönhatást 

a Ctb és az R3 alegységek között (21. ábra).  

 

21.  ábra In vitro kötési kísérlet a Ctb mutánsok és a R3 alegység között. A teljes 

hosszúságú humán R3 alegységek (R3A és R3B) kötik mind a S781D mutáns Ctb-t (felső 

panel), mind pedig az S781A mutáns Ctb-t (középső panel). A kísérletben negatív 

kontrollként GST fehérjét használtunk. A fehérje termelődés ellenőrzésére az input 

mintából vittünk fel a gélekre. 
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4.5.2. In vivo kötési kísérlet a Ctb Ser781 pontmutánsai és a PP4R3A/B 

alegységek között  

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk arról, hogy a kötés in vivo is létrejön, ko-

immunoprecipitációs (co-IP) kísérletet végeztünk humán sejtekből. Ehhez HEK293 

sejteket transzfektáltunk GFP-vel vagy GFP-R3A-val vagy GFP-R3B-vel, valamint  

Flag-Ctb-180-903aa-S781A vagy Flag-Ctb-180-903aa-S781D fehérjékkel. Pozitív 

kontrollként a Flag-Ctb-180-903aa-WT vad-típusú fehérjét használtuk. A GFP-Trap 

coIP-t kísérletben kimutattuk, hogy az R3A, illetve az R3B és a Ctb közötti kölcsönhatást 

nem befolyásolja az ATR kináz foszforilációs helyének mutációja sem in vitro (21. ábra,), 

sem pedig in vivo (22. ábra). Ezzel ellentétben a PP4-kötő FRVP hely elrontása mind in 

vivo, mind pedig in vitro megszüntette a kölcsönhatást (9. és 11. ábra). 

 

22.  ábra. A R3A és R3B fehérje kötési tesztje a Flag-Ctb-180-903aa variánsokkal. Az 

R3A és R3B in vivo is köti a Flag-Ctb-180-903aa-S781A, illetve a  

Flag-Ctb-180-903aa-S781D fehérjét. HEK293 sejteket ko-transzfektáltunk GFP-vel, 

GFP-R3A-val vagy GFP-R3B-vel és Flag-Ctb-180-903aa-WT (vad típus) vagy  

Flag-Ctb-180-903aa-S781A vagy Flag-Ctb-180-903aa-S781D mutáns fehérjét kódoló 

plazmid konstrukciókkal. Az input mintákban (bal panel) ellenőriztük a GFP-jelölt 

fehérjék (felső panel) és a Flag-jelölt (alsó panel) fehérjék termelődését. A jobb oldali 

panelen a GFP-Trap minták láthatók. Mind a GFP-R3A, mind a GFP-R3B kötődött a 

gyöngyökre (felső panel) és kötötte a Flag-Ctb-180-903aa fehérjét vagy annak mutáns 

változatát (alsó panel). A negatív kontroll GFP egyik fehérjét sem kötötte meg.  
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4.5.3. A Ctb csendesítés és röntgenkezelés hatására kialakuló hibás 

kromoszóma morfológia menekítése  

Felmerült a kérdés, hogy a Ctb csendesítés és röntgenkezelés okozta 

megnövekedett hibás kromoszóma fenotípust képes-e menekíteni a transzgenikus Ctb 

vagy annak ARVA (FRVP mutáns), illetve S781A és S781D variánsai. Ennek 

vizsgálatára humán sejteket együtt transzfektáltuk az endogén ctb 5’ végét célzó siRNS-

sel, valamint Flag-címkézett Flag-Ctb180-903aa-WT, Flag-Ctb-180-903aa-S781A,  

Flag-Ctb-180-903aa-S7891D, vagy Flag-Ctb-180-903aa-771-ARVA-774 mutáns 

fehérjét kódoló plazmidokkal, 24 órával a transzfekció után a sejteket fele-fele arányban 

ketté osztottuk, majd újabb 24 óra elteltével a felét kezeltük 2 Gy erősségű 

röntgensugárzással, majd kaffeinnel és kolhicinnel kezelve további hat órán át 

növesztettük őket 37 ℃-on 5 % CO2 mellett. Ezt követően mitótikus kromoszómákat 

preparáltunk és mintánkként 150-150 kromoszóma csoportot számoltunk meg, 

jellemeztünk és osztályoztunk a karjaik összetapadási morfológiája alapján. A csendesítés 

igazoló qPCR eredmények a 26. ábrán láthatók.  

Ahogy azt korábban megfigyeltük a Ctb fehérje szintjének csökkenésére és 

röntgenkezelés hatására megnőtt az összetapadt testvérkromatidájú, arms-closed 

morfológiát mutató kromoszómák aránya a mitótikus sejtekben (23. ábra, világos szürke). 

Fontos megfigyelés, hogy ezt az arányt a normális szintre tolta vissza a vad-típusú  

Flag-Ctb-180-903aa kifejeződése (23. ábra szürke), vagyis a transzgenikus Flag-Ctb-180-

903aa fragment képes menekíteni az endogén Ctb fehérje hiányából eredő fenotípus 

változást. Ezzel ellentétben, habár ugyanolyan mennyiségben fejeződtek ki, mint a vad-

típusú konstrukció (24. ábra), a Flag-Ctb-180-903aa-771-ARVA-774, a Flag-Ctb-180-

903aa-S781A, vagy pedig a Flag-Ctb-180-903aa-S781D Ctb variánsok egyike sem tudta 

komplementálni az endogén Ctb homológ rekombinációban betöltött szerepét (23. ábra). 

A fenotípus változást bemutató reprezentatív képeket a 25. ábrán mutatjuk be. 

Következésképpen elmondhatjuk, hogy az PP4 Ctb-hoz történő fizikai kapcsolódásának, 

azaz az FRVP motívum integritásának, valamint az ATR kináz által foszforilált SQ 

motívumnak nélkülözhetetlen szerepe van a Ctb HR-ben betöltött szerepének 

szabályozásában.  
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23.  ábra. A Ctb csendesítés okozta fenotípus változás menekítése. A Ctb csendesítés 

megnövekedett összetapadt kromatidájú kromoszóma csoportot eredményezett, amit csak 

a vad típusú Ctb fragment tudott menekíteni (Flag-Ctb-180-903as-WT),  

a Flag-Ctb-180-903aa-771-ARVA-781, a Flag-Ctb-180-903aa-S781A és a Flag-Ctb-180-

903aa-S781D mutáns nem, ez esetben mindenhol szignifikáns különbséget találtunk a 

negatív kontroll (siCtrl) és az siCtb és Flag-Ctb-WT között. A statisztikai elemzést 3 

független kísérletből (n=3) végeztük, minden esetben 150-150 kromoszóma csoportot 

osztályoztunk. A csillag a P értéket jelöli, ami megfelel a regressziós koefficiens 

szignifikanciájának (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001). 

 

 
24.  ábra. A Flag-Ctb fragment variánsok kifejeződésének ellenőrzése western blot 

technikával. A bevitt Flag-Ctb-180-903aa-WT, Flag-Ctb180-903aa-781-ARVA-774 (az 

ábrán Flag-Ctb-180-903aa-ARVA), Flag-Ctb-180-903aa-S781A, illetve Flag-Ctb-180-

903aa-S781D fehérjék minden esteben termelődtek (felső panel). Az azonos fehérje 

mennyiségeket a gélen α-Tubulin-nal igazoltuk. Negatív kontrollnak siCtrl-t használtunk 

ko-transzfektálva a pFlagCMV4 üres plazmiddal, pozitív kontrollként a siCtb és a 

pFlagCMV4-et használtunk. 
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25.  ábra. A Flag-Ctb-180-903aa fragment variánsok menekítési kísérlete. A Ctb 

csendesítése röntgenkezelésen átesett sejtekben kromoszóma morfológiai abberációkat 

eredményez, melyet csak a Flag-Ctb-180-903aa-WT fehérje termelődése tudott 

menekíteni. Reprezentatív képek a kezeletlen, normál X vagy V alakot mutató 

kromoszómákról (felső sor) és a röntgen kezelés hatására megjelenő összetapadt karú 

kromoszómákról (alsó sor, Flag-Ctb-180-903aa-771-ARVA-774, Flag-Ctb-180-903aa-

S781A és Flag-Ctb-180-903aa-S781D esetében), kivétel a  

Flag-Ctb-180-903aa-WT. A léptéksáv 10 µm hosszúságú. 

 

 
26.  ábra. Az endogén Ctb csendesítésének igazolása transzgenikus Ctb túltermelő 

háttéren qPCR technológiával az aktin kifejeződésére normalizálva. A transzfekció 

után 48 órával meghatároztuk a sejtek mRNS tartalmát a csendesített ctb-re nézve. 

Minden esetben 3 technikai ismétlést végeztünk, melyek szórását az ábrán feltüntettük.  
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5. Megbeszélés 

A sejtek genetikai anyaga minden nap ki van téve olyan exogén és endogén 

károsító hatással bíró tényezőknek, amelyek különböző DNS hibákat okoznak. Ezen 

hibákra reagál a DNS károsodási válasz (DDR). A DDR detektálja a károsodást, 

szignalizálja, leállítja a sejtciklust, kijavítja a károsodást, majd, ha ez megtörtént, a 

sejtciklust újraindítja. A folyamat összes pontjának szabályozásában elengedhetetlen a 

fehérje kinázok és a fehérje foszfatázok együttműködése. A foszfatázok 

nélkülözhetetlenek a genom integritásának megőrzésében, azáltal, hogy a DNS 

hibajavítás folyamatában a kinázok aktivitását ellensúlyozzák, valamint a hiba kijavítása 

után szabályozzák a sejt visszatérését a normál sejtciklusba. Ismert, hogy a rákos sejtek 

kontrollálatlan növekedésre tesznek szert, mert ezekben a sejtekben nem működnek 

megfelelően az ellenőrzőpontok. Nem meglepő, hogy a legtöbb onkogén a növekedés és 

osztódás fő szabályozói, a fehérje kinázok és foszfatázok, valamint ismertek ezen kívül a 

foszfatázok tumorszupresszor funkciói is. Ezen tényezők együttesen hangsúlyozzák, 

hogy a kinázok és a foszfatázok vizsgálata és működésének megértése fontos cél a rákos 

megbetegedések elleni harcban, lehetővé téve a célzott, személyre szabott terápiát 

(152,153).  

Emiatt kutatók olyan természetes szereket próbálnak azonosítani, amelyek a 

foszfatázok működését célzottan gátolják vagy stimuláljak. Például, a rovarokból izolált 

kantaridin vegyület gátolja a PP1, PP2A és PP4 foszfatázok katalitikus alegységeit A 

kantaridin hatékonyságát ígéretesnek találták tüdő- és hólyagrák kezelésére 

állatmodelleken végzett kísérletekben (154). Fontos azonban megjegyezni, hogy a fenti 

és más vizsgált szereknek a klinikai alkalmazása egyelőre korlátozott, mert a katalitikus 

alegységek több különböző holoenzimet tudnak létrehozni, melyek közt kicsi a 

gátlószerek szelektivitása. Ahhoz, hogy ezeket a klinikumban terápiás szerként 

használhassuk fontos, hogy megértsük a foszfatázok szubsztrátum-kötő 

mechanizmusainak molekuláris részleteit és tisztázzuk a szubsztrátum 

defoszforilációjának mechanikai alapjait. Csak ezen részletek megértése teszi lehetővé, 

hogy létrehozzunk, olyan vegyületeket, amelyek hatékonyan és szelektíven befolyásolják 

a foszfatázok működését a sejtben.   

Az evolúciósan konzervált PP4 foszfatáz számos folyamat szabályozásában vesz 

részt a sejtben, többek közt a sejtciklus szabályozásában, a T sejtes immunválaszban, az 
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apoptózisban és a glükóz metabolizmusában (32). A DNS hibajavításban betöltött szerepe 

régóta ismert, de ennek molekuláris részleteit tovább kell vizsgálni, ugyanis a PP4 fehérje 

a többi foszfatázhoz hasonlóan viselkedhet onkogénként és tumorszupresszorként is, 

valamint a katalitikus alegység ez esetben is több különböző holoenzimet képes 

létrehozni a regulátor alegységekkel (155–157). Kimutatták például, hogy míg mellrák, 

tüdőrák és vastagbélrák tumorokban túlzottan expresszálódik, addig petefészekrák esetén 

alacsonyan fejeződik ki (155–157). A PP4c-R2-R3 a leggyakoribb heterotrimer 

holoenzim a sejtben, melyben az R2 váz alegység, az R3 regulátor alegység szerepet tölt 

be. Korábbi munkánk során kimutattuk, hogy az R3 alegység két N-terminális doménje 

(EVH1 és Smk1) ismeri fel és köti meg az interakciós partnerfehérjéket (célfehérjéket és 

szubsztrátumokat). Míg az EVH1 esetében korábbi tanulmányunkban feltártuk, hogy ez 

a domén a kanonikus EVH1 doménekkel ellentétben kevésbé prolin gazdag 

szekvenciákat, FxxP, illetve MxPP konszenzus motívumokat ismer fel és köt meg, 

valamint a kötésben a kanonikus EVH1 doménekre jellemző izoleucin, valin aminosavak 

mellett egy leucin aminosav, ami konzervált minden R3 alegységben, vesz részt a 

kötésben a fenilalanin helyett (62,66,67). Az Smk1 estében még nem ismert kötési 

szekvencia, de igazoltuk, hogy FxxP, illetve MxPP motívum független módon egy 

teljesen más szubsztrátum garnitúrát köt a holoenzimhez, mint az EVH1 domén. A 

felismerő szekvencia ismerete azért fontos, mert így olyan kis peptid-, illetve nem peptid-

analóg molekulákat lehet tervezni és szintetizálni, amelyek interferálnak az EVH1 és 

interakciós partnere közti kötéssel. 

Munkánk során elsőként megvizsgáltuk a kötést egy újonnan azonosított 

interakciós partner fehérje, a Centrobin (Ctb) és az R3-EVH1 között. Eredményeink 

alapján kijelenthetjük, hogy míg humánban egy C-terminálison elhelyezkedő, a 771-től 

774-ig tartó FRVP (771-FRVP-774) motívum, addig ecetmuslicában az N-terminálison 

található Ctb-36-MPPP-39 motívum kritikus az R3 alegységhez való kötéshez in vitro. 

Érdekes, hogy míg a Ctb-R3 interakció létrejön, addig ugyanazon kötési motívum nincs 

jelen mindkét fajban. Ezért munkánk során megvizsgáltuk és kimutattuk, hogy ha a kötési 

motívum nem is, de a kötés mechanizmusa konzerválódott az evolúció során. Képes mind 

az ecetmuslica, mind a humán R3 kötni az ecetmuslica, illetve humán Ctb fehérjéket. A 

kötés megszűnik a humán R3 alegységek és a humán, illetve Drosophila melanogaster 

Ctb fehérjével, ha megváltoztatjuk a kötéshez szükséges MxPP, illetve FxxP 

motívumokat.  
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Ezt követően a kötést megvizsgáltuk in vivo körülmények között. A teljes 

hosszúságú Ctb fehérje a sejtben nem volt szolúbilis, kristályszerű struktúrákat képezett, 

ahogy azt már korábban mások is leírták (158). Ezért az in vivo kísérletekhez több 

különböző méretű Ctb fragmentet hoztunk létre és vizsgáltunk meg, melyek közt a Ctb-

180-903aa fragment szolúbilis volt és centroszómális lokalizációt mutatott. Az in vivo 

kötési kísérletben a Ctb-180-903aa fragment képes volt kötődni a R3A, illetve az R3B 

alegységgel, az interakció megszűnt, ha megváltoztattuk az FRVP motívumot ARVA 

motívumra. Következtetésképpen elmondható, hogy a Ctb és az R3 alegységek közti 

interakció egyetlen FRVP motívumtól függ mind in vivo mind in vitro körülmények 

között. Ez azért is fontos, mert a humán Ctb-FRVP motívum prolin aminosavának 

szerinre való mutációját, vagyis R3-hoz nem kötő variánsát, leírták rosszindulatú 

melanoma daganatos betegek mintáiban, így elképzelhető, hogy ez az interakció fontos a 

betegségek megelőzésében (159). Ezt alátámogatja az a tény, hogy a Ctb fehérjéről 

leírták, hogy részt vesz a DNS hibajavításban (139). A PP4 szerepe ezen folyamatban 

már ismert, de molekuláris részletei még nem teljesen tisztázottak (28). Ezért 

megvizsgáltuk a két fehérje szerepét a DNS hibajavítás során. Kimutattuk, hogy a PP4 

foszfatáz katalitikus és két regulátor alegysége (R3A és R3B), valamint Ctb fehérje 

hiányában a DNS hibajelként számító γH2AX fókuszok száma magasan marad a kontroll 

mintához képest 8 órával a röntgensugárzással történő kezelést követően, ami egy késést 

eredményez a DDR-ben. 

A PP4-ről ismert, hogy több homológ rekombinációs repairben (HR) részt vevő 

fehérjét defoszforilál, mint például a γH2AX-et, az RPA komplexet és a RAD53-at (28). 

Ezért a PP4c, R3A, R3B és Ctb fehérjék szerepét megvizsgáltuk a DR-GFP rendszert 

használva a HR-ban. A fehérjék hiányában a homológ rekombináció repair frekvenciája 

csökken, a I-SceI endonukleáz által létrehozott DNS kettősszálú törést nem tudják 

hatékonyan javítani ezek a sejtek.  

Ha a DNS hibajavítás nem megfelelően megy végbe az kromoszóma 

rendelleneségekkel járhat. Kimutattuk, hogy a PP4 alegységek és a Ctb csendesítés 

röntgensugárzással való kezelés után a G2/M ellenőrző pont kikapcsolásakor rendellenes 

morfológiájú kromoszómák keletkeznek, a két testvérkromatida összekapcsolódik, amit 

az úgynevezett Holliday junction struktúra rögzített szerkezete eredményezhet. Ez 

összefüggésbe hozható azzal, hogy a foszfatázok hiánya betegségekhez vezethet, hiszen 

már más fehérjék esetében is kimutatták, hogy ezek a struktúrák, ha nem kerülnek időben 
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feloldásra, akkor a sejtosztódás folyamán ezek a kromoszómák elveszhetnek, eltörhetnek, 

vagy esetleg egy-egy leány sejtbe több DNS kerülhet és aneuploiddá válhatnak a sejtek 

(144,145).  

Kísérleteinkben azért vontuk be a 781-es pozícióban lévő szerin (S781) 

vizsgálatát, mert egy korábbi foszfoproteomikai elemzés során azt találták, hogy 

röntgenkezelés hatására képes foszforilálódni (93). Foszfatázok esetében korábban már 

leírták, hogy a defoszforilálandó aminosav közel helyezkedik el a felismerő motívumhoz 

(160). A PP4 R3-hoz kötő FRVP (771-FRVP-778) motívum és a 781-es szerin aminosav 

közt csupán tíz aminosav található. Kísérleteinkben a szerint alaninra (S781A), vagy 

pedig aszparaginsavra (S781D) változtattuk. Ez nem volt hatással az R3A vagy R3B, 

illetve a Ctb fehérje közti kölcsönhatásra sem in vivo, sem pedig in vitro körülmények 

közt. A S781A, S781D, illetve 771-ARVA-774 mutációk a Ctb fehérjében nem tette 

lehetővé a megfelelő DNS hibajavítást. A fent leírt kromoszóma fenotípus, megfigyelhető 

volt, hogyha az endogén Ctb fehérjét depletáltuk és a mutáns Ctb-180-903aa-S781A, Ctb-

180-903-S781D, Ctb-180-903aa-771-ARVA-774 fragmenteket transzfektáltuk a 

sejtekbe. A vad típusú Ctb (Ctb-180-903aa-WT) fehérje menekíteni tudta az aberráns 

kromoszóma fenotípus megjelenését.  Kísérleteink során kimutattuk, hogy az S781 

aminosav, valamint a FRVP-motívum integritásának megléte, létfontosságú a Ctb 

megfelelő DNS hibajavító funkciójához. 

Korábban egy élesztő kettős-hibrid kísérletben kimutatták, hogy a Ctb kötődik a 

BRCA2 DNS hibajavításban résztvevő fehérjéhez (125). Innen ered a neve is, 

Centrosomal BRCA2-interacting protein. Munkánk során fény derült arra, hogy a Ctb 

szükséges a megfelelő homológ rekombinációs repair működéséhez, hiányában késik a 

DNS hibajavítás és aberráns kromoszómák jelennek meg. Annak megértése, hogy a Ctb 

és a BRCA2 fehérje közti interakció a fehérjék DNS hibajavításban betöltött szerepéhez 

vagy centroszómális funkciójához szükséges-e, valamint, hogy ehhez indokolt-e a Ctb 

PP4 általi defoszforilációja még nyitott kérdés maradt, és további kutatások tárgyát 

képezi.  
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8. Magyar nyelvű összefoglaló 

A reverzibilis fehérjefoszforiláció a leggyakoribb poszttranszlációs módosítás, 

amely számos sejtfolyamatot szabályoz. Ezt a dinamikus módosítást a fehérje kinázok 

katalizálják, míg a fehérje foszfatázok antagonistaként működnek, megkönnyítve a 

foszfátcsoportok eltávolítását. Érdekes módon míg az emberi genom több mint 500 

fehérje kinázt kódol, a fehérje foszfatáz aktivitással rendelkező fehérjék száma 

viszonylag alacsony (kb. 120). Azonban a fehérje foszfatázok kompenzálják ezt az 

eltérést azáltal, hogy katalitikus egységük különböző holoenzimeket alkot a regulátor 

fehérjékkel, ezáltal bővítve funkcionális repertoárjukat a sejtjeinkben. Ezek a 

holoenzimek számos sejtfolyamat szabályozásában vesznek részt, beleértve az 

apoptózist, a sejtciklus szabályozását, a fejlődést és a jelátvitelt. 

Amikor a sejtek DNS-e károsodást szenved, egy erősen szabályozott folyamat, az 

úgynevezett DNS-károsodásra adott válasz mechanizmus (DDR) aktiválódik, hogy 

megőrizze a genom integritását. A DDR számos folyamatot koordinál, beleértve a DNS 

lézió érzékelését, a sejtciklus megállítását és a DNS hibajavító mechanizmusok 

elindítását. A DNS-károsodások egyik legsúlyosabb típusának, a kettősszálú töréseknek 

(DSB-k) hatékony helyreállítása kritikus fontosságú a káros mutációk és kromoszóma-

rendellenességek megelőzésének érdekében. Az eukarióta sejtekben a fehérje kinázok és 

foszfatázok közötti pontos szabályozás és koordináció elengedhetetlen a DNS hibajavítás 

hatékony végrehajtásához. Az olyan kinázok, mint az ATR, az ATM és a DNA-PK, a 

Chk1 és Chk2/RAD53 effektoraikkal együtt kulcsszerepet játszanak az ellenőrzőpontok 

aktiválásában és a DNS hibajavításban. A kinázaktivitás egyensúlyozása és a DDR 

szabályozása érdekében a fehérje foszfatázok, köztük a PP1, PP2A, PP4 és Cdc14, 

defoszforilálják a célfehérjéket. A PP4 defoszforilál több DDR-fehérjét is, mint például 

az ATR-kinázt, a γH2AX-et, a RAD53/Chk2-kinázt, az RPA2 fehérjét. Ily módon a PP4 

hozzájárul az ellenőrzőpontok aktiválásához és a DNS hibajavításhoz, a sikeres javítás 

után pedig megkönnyíti a sejtek helyreállítását és a sejtciklus újra indulását. A fő PP4 

komplex egy katalitikus (PP4c), egy állványzat (R2) és egy szabályozó (R3) alegységből 

áll. Az R3 szabályozó alegység felelős a célfehérjékben lévő specifikus motívumok, mint 

az FxxP vagy MxPP felismeréséért, lehetővé téve a szubsztrátum-felismerését, emellett a 

PP4 komplex szubcelluláris lokalizációját is meghatározza. Legutóbbi tanulmányunkban 

a Drosophila PP4 számos feltételezett szubsztrátumát azonosítottuk, amelyek FxxP vagy 

MxPP motívumokat tartalmaznak, ideértve a Centrobin (Ctb) fehérjét is. 
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A Ctb egy centroszómális fehérje, amely részt vesz a centriólumok 

megkettőződésében és érésében, valamint a mikrotubulusok dinamikájának 

szabályozásában. A PP4 R3 alegysége és a Ctb közötti kölcsönhatás a fajok között nagy 

fokú konzerváltságot mutat. Leírtuk, hogy a Drosophila és R3 alegység N-terminális 

nem-kanonikus EVH1 doménje ugyanahhoz az MxPP motívumhoz kötődik a Drosophila 

Ctb-ben (Dm-Ctb). Továbbá szakirodalmi adatok alapján maga a kötési mechanizmus is 

konzerváltnak bizonyul a különböző fajokban. Valamint eredményeink is arra utalnak, 

hogy a teljes hosszúságú humán R3 alegységek (R3A és R3B) is képesek kölcsönhatásba 

lépni mind a humán, mind pedig az ecetmuslica Ctb fehérjékkel, annak ellenére, hogy kis 

fokú szekvenciahomológiát mutatnak és a humán Ctb-ben (Hs-Ctb) egy C-terminális 

FxxP-t, míg az ecetmuslica Ctb-ben (Dm-Ctb) egy N-terminális MxPP-t ismer fel a PP4. 

Ez a kölcsönhatás csak az esszenciális FxxP és MxPP motívumok jelenlététől függ, mivel 

a motívumok elrontása az R3 alegységek és a Ctb-ok közötti kötési képesség 

elvesztéséhez vezet. Ezek a megfigyelések rávilágítanak a PP4 R3 alegység és a Ctb 

közötti kölcsönhatás konzervált természetére, és a kötés mechanizmusának a különböző 

biológiai összefüggésekben való működésére. 

Először, az in vitro kötést szerettük volna igazolni in vivo körülmények közt is. 

Az in vitro eredmények in vivo kísérletes megerősítésében azonban kihívást jelentett a 

túlzottan expresszált teljes hosszúságú Ctb aggregációja és nem megfelelő lokalizációja 

a sejtekben. A probléma megoldására azonosítottuk azt a minimális hosszúságú Ctb 

csonkolt fehérjét, ahol hiányzik az első 180 aminosav (Flag-Ctb-180-903aa), és mégis 

funkcióképes, valamint centroszómális lokalizációt mutat. Ezen kívül a ko-

immunoprecipitációs kísérletek azt mutatták, hogy mind a R3A, mind az R3B kötődik a 

Flag-Ctb-180-903aa-hoz az FRVP motívumon keresztül. Ezek az eredmények igazolják, 

hogy a PP4 specifikusan egyetlen FxxP motívumon keresztül köti a Flag-Ctb-180-903aa 

fragmentet, valamint a Flag-Ctb-180-903aa fragment alkalmazható további funkcionális 

vizsgálatokra. 

A DNS károsodás során a Ctb-t az ATR-kináz foszforilálja, a Ctb 

defoszforilációjáért felelős foszfatáz ugyanakkor eddig ismeretlen volt. A γH2AX a 

H2AX hiszton egyik változata, válaszul a DNS kettősszálú törésekre (DSB) 

foszforilálódik és a DNS-károsodás nyomon követésére használják. A γH2AX PP4 általi 

defoszforilációja után a sejtciklus a DNS hibajavítást követően újraindulhat. A Ctb és a 

PP4 közötti kapcsolat vizsgálatára a DNS hibajavítás során az S-fázisban kísérleteket 

végeztünk EdU-impulzus-jelölt HeLa sejtekben. A ctb, pp4c, r3a, r3b vagy ctb és pp4c 
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csendesítése a γH2AX sejtmagi fókuszok szignifikáns növekedését eredményezte, ami 

szinergikus kapcsolatot jelez a Ctb és a PP4 között a DNS hibajavítási folyamatban. A 

γH2AX tartósan magas szintje 8 óra elteltével a röntgensugárzást követően a DNS 

hibajavítás csökkent hatásfokát jelezte. 

Emellett homológ rekombinációs repair frekvencia méréseket is végeztünk a DR-

GFP U2OS riporter sejtvonal segítségével. Ez a sejtvonal két csonka gfp kazettát 

tartalmaz, amelyek közül az egyik I-SceI felismerési helyet hordoz. Az I-SceI közvetített 

DSB indukálás után homológ rekombináció repair aktiválás következtében a másik 

csonka gfp kazettát mintaként használva, a GFP expressziója helyre áll. Végül a GFP-

pozitív sejtek száma határozza meg a homológ rekombinációs repair hatásfokát. 

Kísérleteinkben a ctb, pp4c, r3a, r3b vagy ctb és pp4c együttes csendesítése a homológ 

rekombináció jelentős csökkenését eredményezte, alátámasztva, hogy a PP4 és Ctb 

szerepet játszik a homológ rekombinációs repair szabályozásban. 

További kísérletekben a ctb, pp4c, r3a, r3b vagy ctb és pp4c depléciójának hatását 

vizsgáltuk röntgensugárzást követően a kromoszóma károsodások elemzésével. 

Megfigyeltük, hogy ezekben a mintákban megnövekedett a kromoszóma-

rendellenességek száma, különösen az úgynevezett zárt kromoszómakarok (arms-closed) 

előfordulása, amely a Holliday junction struktúrák nem megfelelő felbontására és a 

testvérkromatidák összetapadására utalhat. Ennek a fenotípusnak a gyakorisága 

jelentősen magasabb volt a Ctb- vagy PP4-hiányos, röntgenkezelésnek kitett sejtekben, 

mint a kontroll csoportban. Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a Ctb és a PP4 együtt 

dolgoznak a Holliday junction struktúrák megfelelő feloldásának szabályozásában a 

homológ rekombináció által közvetített DNS hibajavítás folyamata során. 

SILAC-vizsgálat segítségével kimutatták, hogy a Ctb SQ-motívumában található 

Ser781 az ATM vagy az ATR kináz által foszforilálódhat (93). Ezt kiegészítve pedig a 

mi laborunk felfedezte, hogy az SQ motívum a Ctb PP4 kötőhelyének közelében 

található, amely kölcsönhatásba lép a PP4R3A és PP4R3B alegységeivel. Annak 

érdekében, hogy az SQ motívum és az FRVP szekvencia szerepét tudjuk vizsgálni a DNS-

károsodásra adott válaszban, a Ctb különböző mutáns formáit (Ctb-771-ARVA-774, 

Flag-Ctb-S781A és Falg-Ctb-S781D) hoztuk létre. Munkánk során kimutattuk, hogy ezek 

a mutációk nem voltak hatással a Ctb és az R3A/R3B közötti kölcsönhatásra, ami arra 

utal, hogy az FRVP motívum szükséges a kötéshez, míg az SQ motívum nem. 

További kísérletekben megvizsgáltuk a különböző Ctb-variánsok hatását a DNS 

hibajavítás mechanizmusában is. Ehhez a Flag-jelölt vad-típusú Flag-Ctb-180-903aa-
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771-ARVA-774 (FRVP mutáns formája), Flag-Ctb-180-903aa-S781A vagy Flag-Ctb-

180-903aa-S781D mutánst kódoló plazmid konstrukciót és a Ctb siRNS-sel együtt 

transzfektáltuk, majd röntgen sugárzással kezeltük és funkcionális kísérleteket 

végeztünk. Röntgensugárkezelés után a kromoszóma-rendellenesség vizsgálatban a  

Ctb-t nem tartalmazó sejtek megnövekedett számú zárt kromoszómakarú morfológiát 

mutattak, amely fenotípust a vad típusú Ctb-fragment expressziója képes volt 

helyreállítani a vad típusú mintához hasonlítva. A különböző Flag-Ctb-180-903aa 

variánsok expressziója ugyanakkor nem állította helyre ezt a fenotípus változást, 

kimutatva a PP4 FRVP-motívumhoz való kötődésének és az SQ-motívum integritásának 

fontosságát a Ctb szerepében, és ezzel együtt DNS hibajavítás szabályozásában. 

Összefoglalva, a reverzibilis fehérjefoszforiláció egy alapvető mechanizmus, 

amely szabályozza a különféle sejtfolyamatokat, magába foglalva a DNS-károsodásra 

adott választ. Így fontos szerephez jut a fehérje kinázok és a foszfatázok összehangolt 

működése a genom integritásának fenntartásában, hogy a sejt elkerülje a rákos 

folyamatok aktiválódását. Összességében, eredményeink rávilágítanak a PP4-kötés és az 

SQ-motívum fontosságára a Ctb működésében a DNS hibajavítási folyamatok során. 

  



78 
 

9. Angol nyelvű összefoglaló 

Reversible protein phosphorylation is the predominant posttranslational 

modification controlling numerous cellular processes. This dynamic modification is 

catalysed by protein kinases, while protein phosphatases act as antagonists, facilitating 

the removal of the phosphate group. Interestingly, the human genome encodes over 500 

protein kinases, while the number of protein phosphatases is relatively small (approx. 

120). However, catalytic subunits of protein phosphatases compensate this discrepancy 

by forming different holoenzymes with multiple regulators, hence expanding their 

functional repertoire within the cell. These holoenzymes are involved in a variety of 

cellular processes, including apoptosis, cell cycle regulation, development and signal 

transduction. 

When DNA damage occurs in cells, a highly regulated system called the DNA 

damage response (DDR) is activated to protect the integrity of the genome. The DDR 

coordinates several processes, including DNA lesion detection, cell cycle arrest, and 

initiation of DNA repair mechanisms. Efficient repair of one of the most severe types of 

DNA damage, double-strand breaks (DSBs), is critical to prevent deleterious mutations 

and chromosomal abnormalities. Precise control and coordination between protein 

kinases and phosphatases is essential for the effective execution of DNA repair in 

eukaryotes. Kinases such as the ATR, ATM, and DNA-PK, together with their effectors 

Chk1 and Chk2/RAD53, play key roles in checkpoint activation and DNA repair. To 

balance kinase activity and regulate DDR, protein phosphatases, including PP1, PP2A, 

PP4 and Cdc14, dephosphorylate target proteins. In particular, PP4 dephosphorylates 

critical DDR proteins such as the ATR kinase, γH2AX protein, RAD53/Chk2 kinase and 

RPA2 protein. In this way, PP4 contributes to checkpoint activation and DNA repair, 

facilitating cell recovery and cell cycle resumption after successful repair. The major form 

of PP4 comprises a catalytic (PP4c), a scaffolding (R2), and a regulatory (R3) subunit. 

The regulatory subunit (R3A and R3B isoforms in mammalians) is responsible for 

recognizing specific consensus motifs, such as the FxxP or MxPP, in target proteins (e.g. 

substrates of PP4), allowing substrate recognition and directing subcellular localization 

of the PP4 complex. In our recent study, we identified several putative substrates of PP4 

in Drosophila that contain FxxP or MxPP motifs, including the Ctb (Ctb) protein.  
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Ctb is a centrosomal protein involved in centriole duplication and microtubule 

dynamics. The interaction between PP4R3 and Ctb reveals intriguing cross-species 

conservation. We discovered that both the Drosophila and human R3’s EVH1 domains 

have binding abilities to the same MxPP motif in Drosophila Ctb (Dm-Ctb). Remarkably, 

this binding mechanism remains intact even between different organisms. Furthermore, 

our results suggest that the full-length human R3 subunits (R3A and R3B) also have the 

ability to interact with both human and fly versions of Ctb, although they show a small 

degree of sequence homology, in the human Ctb (Hs-Ctb) PP4 recognizes a C-terminal 

FxxP motif and in the fly Ctb (Dm-Ctb) an N-terminal MxPP is recognized. This 

interaction depends on the presence of the essential FxxP and MxPP motifs, as mutation 

of these motifs impairs the binding ability between the R3 subunits and Ctbs. These 

observations highlight the conserved nature of the interaction between PP4’s R3 and Ctb 

and shed light on the binding mechanism in various biological contexts. 

First, we wanted to validate the in vitro binding in vivo. However, validating the 

in vitro results in vivo was challenging due to aggregation and mislocalisation of 

overexpressed full-length Ctb. To solve this problem, a transgenic fragment of Ctb was 

developed that lacks the first 180 amino acids (Flag-Ctb-180-903aa). When we 

overexpressed the Flag-Ctb-180-903aa it is shown solubility and centrosomal 

localization. Co-immunoprecipitation experiments showed that both R3A and R3B bind 

to Flag-Ctb-180-903aa via the intact FRVP motif. These results highlight the specific 

binding of PP4 to the single motif in Flag-Ctb-180-903aa and the potential of Flag-Ctb-

180-903aa for functional assays. 

Ctb is phosphorylated by ATR kinase in response to DNA damage. The 

phosphatase responsible for dephosphorylation of Ctb during DNA repair is unknown. 

γH2AX is a variant of histone H2AX that undergoes rapid phosphorylation in response 

to DNA double-strand breaks (DSBs). This phosphorylation acts as a signal for DNA 

damage and facilitates the accumulation of DNA repair machinery. PP4 is responsible for 

the dephosphorylation of γH2AX so that allowing the cell cycle can resume after DNA 

repair. To investigate the connection between Ctb and PP4 during DNA repair in S-phase, 

we performed experiments with EdU pulse-labelled HeLa cells. Silencing of ctb, pp4c, 

r3a, r3b or ctb and pp4c resulted in a significant increase in γH2AX nuclear foci, 

indicating a synergistic relationship between Ctb and PP4 in the DNA repair process. 

Sustained levels of γH2AX 8 h after irradiation indicated a delay in DNA repair. 
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Furthermore, we conducted measurements to determine the frequency of 

homologous recombination repair using the DR-GFP U2OS reporter cell line. This 

particular cell line contains two truncated gfp cassettes, with one of them carrying an I-

SceI recognition site. By inducing double-strand breaks (DSBs) through I-SceI, we 

activated the homologous recombination repair process. The other truncated gfp cassette 

served as a template to restore GFP expression. Ultimately, the efficiency of homologous 

recombination repair was determined by counting the number of GFP-positive cells. Our 

experimental findings revealed a significant reduction in homologous recombination 

when ctb, pp4c, r3a, r3b, or both ctb and pp4c were simultaneously silenced. These 

results provide further evidence supporting the involvement of PP4 and Ctb in the 

regulation of homologous recombination repair. 

On the other hand, we investigated the effects of depleting ctb, pp4c, r3a, r3b or 

ctb and pp4c on DSB repair at the chromosome level by analysing chromosome spreading 

after X-ray irradiation. We observed an increased incidence of chromosome aberrations, 

particularly closed chromosome arms, indicating improper resolution of Holliday 

junction structures and retention of sister chromatids. The frequency of this phenotype 

was significantly higher in cells depleted of Ctb or PP4 compared to the control group. 

These results suggest that Ctb and PP4 work together to regulate the proper resolution of 

Holliday junctions during HR-mediated DNA repair. 

In a recent SILAC study, Ser781 in the SQ motif of Ctb was identified as a 

phosphorylation site by ATM or ATR kinase. We discovered that the SQ motif is located 

next to the PP4 binding site of Ctb (FRVP), which interacts with the R3A and R3B 

subunits of PP4. To investigate the importance of the SQ motif and the FRVP sequence 

for the function of Ctb in responding to DNA damage, we generated mutant forms of Ctb 

forms (Ctb-771-ARVA-774, Flag-Ctb-S781A and Falg-Ctb-S781D). Surprisingly, the 

mutations had no effect on the interaction between Ctb and R3A/R3B, suggesting that the 

FRVP motif is necessary for binding, whereas the SQ motif is not. 

We also investigated the effects of the different Flag-Ctb-180-903aa variants on 

the course of DNA repair. By co-transfecting cells with Flag-tagged Flag-Ctb-180-903aa 

or its ARVA (FRVP mutant form), Flag-Ctb-180-903aa-S781A or Flag-Ctb-180-903aa-

S781D mutants, together with Ctb siRNA, we treated the cells with X-ray and then we 

targeted the function of these variants. After X-ray irradation the chromosomal aberration 

assay showed an increased number of abnormal closed arm morphology in cells lacking 
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endogenous Ctb, which was restored by expression of the wild-type Ctb180-903aa 

fragment. However, expression of the mutant Flag-Ctb-180-903aa derivatives did not 

restore normal DNA repair function, highlighting the importance of PP4 binding to the 

FRVP motif as well as the integrity of the SQ motif in the role of Ctb in regulating DNA 

repair. 

In summary, reversible protein phosphorylation is a fundamental mechanism that 

regulates cellular processes, including DNA damage response and repair. It involves the 

coordinated action of protein kinases and phosphatases to maintain genome integrity and 

prevent disease. Overall, our results highlight the importance of PP4 binding and the SQ 

motif for the function of Ctb during the DNA repair process. 
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10. Függelék  

Függelék 1. A felhasznált oligonukleotid primerek  

Oligonukleotid Primer Szekvencia 

Ctb_771-774-

FxxPAxxAmut_fw 

GCATCCAGTCTTGCCCGGGTCGCCGAGCCTCCCTCC 

 

Ctb_771-774-

FxxPAxxAmut_rev 

GGAGGGAGGCTCGGCGACCCGGGCAAGACTGGATGC 

 

Ctb_S781A_mut_fw GCATCCAGTCTTGCCCGGGTCGCCGAGCCTCCCTCC 

Ctb_S781A_mut_rev GGAGGGAGGCTCGGCGACCCGGGCAAGACTGGATGC 

Ctb_S781D_mut_fw CCTCCTCCCATGCCCAAGGCAGTGGTCC 

Ctb_S781D_mut_rev GGACCACTGCCTTGGGCATGGGAGGAGG 

Ctb_1_EcoRI_fw CCTCCTCCCATGATCAAGGCAGTGGTCC 

Ctb_180_Acc65I_rev GGACCACTGCCTTGATCATGGGAGGAGG 

Ctb_180_EcoRI_fw CGGAATTCGGCAACATCAGCTGACA 

Ctb_460_EcoRI_fw GAGGTACCTCAGGGATTGAGTGGAGG 

Ctb_460_Acc65I_rev GGAATTCCCCCCCAGATTTTCAG 

Ctb_903_Acc65I_rev GGAATTCGACAGAGCGGCTG 

Ctb_NotI_fw GAGGTACCTCACACCCGCTGCTCCAG 

Ctb_XbaI_rev GAGGTACCTCATCTCCAGACTCC 

R3A_GW_Stop_rev CAGCGGCCGCAGCAACATCAGCTGAC 

R3A_GW_fw CCTCTAGACTCATCTCCAGACTCCCCC 

R3B_GW_Stop_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTATGAAT

CAAATTTTGCTTTCTTT 

R3B_GW_fw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGACC

GACACCCGGCGGCGGGTG 

qPCR_Ctb_fw1 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTATGAGC

CAAGACGAGGTCTTTTC 

qPCR_Ctb_rev1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTCG

GATACGCGGCGGCGAGTG 

qPCR_Ctb _fw2 GCATTGGATTCAGAGCATAC 

qPCR_Ctb _rev2 ACGGCTAATTGTTGCTGTAG 

qPCR_PP4c_fw2 CCTGGGCTCAACCAAGTGTC 

qPCR_PP4c_rev2 TACAGCTGGGCTCGGGCCG 

qPCR_R3A_fw AGCTGGACGAGCATCTCC 

qPCR_R3A_rev TCACAGGAAGTAGTCGGCCA 

qPCR_R3B_fw CGTCTGGCTACGTGGAGC 

qPCR_R3B_rev CCTGTTGTTTCTGGTATGCAGTGTTA 

qPCR_actin_fw ATGCGGATACGCGGCGGC 

qPCR_actin_rev GCGACATCCCCTTGAGCTC 
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Függelék 2. A felhasznált kis interferáló RNS-ek (siRNS) szekvenciája  

siRNA Antiszensz Szensz  

Ctb-1 GCUCUAUGCUUCUUUGCGCtt GCGCAAAGAAGCAUAGAGCtg 

Ctb-2 CCAUGAUUGAACAACUGGAtt UCCAGUUGUUCAAUCAUGGta 

PP4c-1 UCAAGGCCCUGUGCGCUAAtt UUAGCGCACAGGGCCUUGAct 

PP4c-2 GGUUACAAGUGGCACUUCAtt UGAAGUGCCACUUGUAACCtt 

R3A-1 GCACCAUACCUACCACAUAtt UAUGUGGUAGGUAUGGUGCtc 

R3A-2 GCGACGGUUCUCUACUUUUtt AAAAGUAGAGAACCGUCGCtc 

R3B-1 CCAUCUAUAUUGCGUAGUAtt UACUACGCAAUAUAGAUGGta 

R3B-2 CCAAGAAUAGUGCUGAAUUtt AAUUCAGCACUAUUCUUGGtt 
 

Függelék 3. A humán Ctb szekvenciája. A Ctb másodlagos szerkezeti elemeit PsiPred 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) szoftverrel prediktáltuk. Pirossal jelölve a vizsgált 

fragmentek végpontjai láthatóak. Az α-hélix félkövér és aláhúzott, a PP4 R3 FxxP 

felismerési motívum szürkével kiemelt, az ATR felismerési motívuma 781-SQ-782 piros 

betűvel írva.  
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