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1. Bevezetés

1.1. A fehérje foszforilacio szerepe a sejtben

A fehérjék poszttranszlaciés modositasai (PTM) kulcsfontossaga szerepet
jatszanak a polipeptidek, és ezaltal a sejt életében. A leggyakoribb PTM-ek egyike a
reverzibilis fehérje foszforilacio: a sejtekben talalhato fehérjék harmada legalabb egyszer
foszforilalodik a sejtciklus soran (1). A moédositasnak szerepe van tobbek kozott a
metabolizmus, az ozmotikus stresszre adott valasz, a novekedés, a DNS hibajavitas,
valamint a sejtosztodas szabalyozasaban (2—6). A foszforilacio kovetkeztében egy kindz
enzim, az ATP y-foszforil csoportjat egy észter reakcioban az akceptor fehérje egyik
aminosavanak oldallancara rakja (1. abra). A foszfat csoportot képesek eltavolitani a
fehérje foszfatazok. Allatokban és ndvényekben leggyakrabban a szerin (Ser, S), a tirozin
(Tyr, Y), és a treonin (Thr, T) aminosavak foszforilalodnak, amelyeknek aranya a
gerincesek sejtjeiben a kdvetkezoképpen alakul: 1800:200:1 (pSer: pThr: pTyr) (1,7). A

baktériumok és gombak szignaltranszdukcios folyamatai soran eléfordul még a hisztidin

p

ATP AD
N

¢s az aszparaginsav aminosavak foszforilacioja is (8,9).
> P

Pi Foszfataz

Fehérje Fehérje

1. 4bra. A reverzibilis fehérje foszforilacio. A foszforilacio és a defoszforilacio két
ellentétes hatasu reakcio. EIobbit a fehérje kinazok katalizaljak energia felhasznalasaval,
mig utobbit a fehérje foszfatazok. Foszforilaciokor az ATP-r6l a foszforil csoport a
fehérjére egyik aminosavanak oldallancaba épiil be, mig defoszforilaciokor a fehérje
mellett egy szervetlen foszfat (Pi) keletkezik.



A kinazok egyszeriibb szerkezetii, tobbnyire monomert vagy egy szabalyozo
alegységgel dimert (példaul a ciklin fiiggd kinazok) alkotd fehérjék, amelyek hasonlo
biokémiai mechanizmus alapjan mitkédnek (10). A foszforilacio kovetkeztében gyors
konformécio valtozas altal kozel keriil egymashoz az ATP-t kotd N-terminalison
helyezkedd B-red6 és a C-terminalis a-hélixe, amely a szubsztratumot koti (11). A
foszforilacid ellentétes reakcidja a defoszforilacio, amit a haztartasi gének egy jelentds
csoportja, a foszfatdzok Kkatalizalnak. Szerkezetiiket tekintve a foszfatazok joval
bonyolultabb enzimek, hiszen kiilonb6zé foszfatazok eltéré aktiv centrummal
rendelkeznek, valamint gyakran kiilonb6z6 mechanizmusokat hasznalnak a hidrolizishez
(12). Mig a human genomban tobb mint 500 fehérje kindz ismert, ezek koziil 90 Tyr
kinaz, és kozel 400 Ser/Thr kinaz, addig megkozelitéleg csak 150 fehérje foszfatazt, 107
Tyr foszfatazt és 30 Ser/Thr foszfatazt ismeriink (7,13). A nagy szambeli kiilonbséget ugy
ellenstilyozza a sejt, hogy a példaul a foszfofehérje foszfatdzok (angolul: phosphoprotein
phosphatase, PPP) esetében a katalitikus alegységek kiilonbozé regulator alegységgel,
eltér6 komplexeket, tgynevezett holoenzimeket alkotnak. A regulator alegységek
meghatarozzak a komplex szubsztraitum garnitirdjat, a holoenzim helyét a sejtben és

gyakran befolyasoljak azt, hogy a komplex mely inhibitorokkal gatolhat6 (7,14).

1.2. A foszfatazok csoportositasa

A foszfatdzokat tobbnyire az alapjan csoportositjuk, hogy a fehérje mely
aminosavarol tavolitjak el a foszfat csoportot. Két nagy csoportot kiilonitiink el a Try

foszfatazokat és a Ser/Thr foszfatdzokat (2. abra).



Fehérje foszfatazok

Tyr foszfatazok Ser/Thr foszfatazok
FCP/
PTP DSP LMW PPM PPP HAD
PP1 PP2A PP2B PP5 PP7
tipusu

PP2A  PP4 PP6

2. 4bra. A fehérje foszfatazok csoportositisa. Az alapjan, hogy a szubsztratum mely
aminosavar6l tavolitjak el a foszfat csoportot, két nagy csalddot kiilonitiink el: Tyr
foszfatazok €s a Ser/Thr foszfatazok. A Try foszfatazok kozé tartoznak a fehérje Tyr
foszfatdzok (PTP), a kettds specificitasu foszfatazok (DSP) és a kis molekulasulyu
foszfatdzok (LMW). A Ser/Thr foszfatazokhoz sorolhat6 a fémfiiggd fehérje foszfatazok
(PPM), a foszfofehérje foszfatazok (PPP) és az aszparaginsav alapu foszfatazok (HAD
és FCP/SCP foszfatazok).

A Tyr foszfatazok kozé tartoznak a fehérje Tyr foszfatazok (angolul protein
tyrosine phosphatase, PTP). Az emberi genom 100 PTP-t kodol, amelyeknek szerepe van
andvekedésben és a migracioban a Ras/Raf/MEK/ERK, illetve a PI3K/Akt szignalizacios
azaltal, hogy szabdlyozza a T sejt progenitorok expresszidjat a STATS fehérje
defoszforilacidja révén (16). Ebbe a csoportba tartoznak még a kis molekula tomegii
fehérje Tyr foszfatazok (angolul: low molecular weight protein tyrosine phosphatase,
LMW-PTP), amelyek féleg a novekedési faktor altal kivaltott sejtosztodas
szabalyozasaban vesznek részt, azaltal, hogy defoszforilaljak és aktivaljak a PDGF-R
novekedési faktort, valamint a RhoGAP defoszforilacidja révén szabalyozzak a
citoszkeleton atszervezddését (17). A szakirodalom ide sorolja még a kettGs specificitasu
foszfatazokat is (angolul: dual specificity phosphatase, DSP) annak ellenére, hogy ezek
az enzimek képesek mind tirozin, mind pedig szerin aminosav defoszforilaciojara. Az ide
tartozd MKP-8 foszfatdz taltermelése a p38 fehérje inaktivacidjat eredményezi, ami egér
embriokban apoptozist idéz elé (18). A JINK fehérje MKP-5 foszfataz Aaltali

defoszforilacidja velesziiletett immunvalaszt valt ki (18).

A Ser/Thr foszfatazok kozé tartoznak a fémfiiggd fehérje foszfatazok (angolul:

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



phosphoprotein phosphatase, PPP) és az aszparaginsav alapu foszfatazok (angolul:
halocid dehidrogenase, HAD; angolul: formin capping protein/ supervisior of
chromosome condensation-like phosphatase, FCP/SCP) (12). A PPM-ek nem
rendelkeznek kiilon szabalyozé alegységekkel, hanem Kkatalitikus alegységiik
monomerként funkcional, szubsztratum specificitasukat pedig az egyes doménjeik
biztositjak (12). lde sorolhatok a PP2C és a piruvat dehidrogenaz foszfatazok (19). A
PP2C-nek szerepe van a stressz aktivalt fehérje kinazok altal szabalyozott jelatviteli
utvonalak inaktivalasaban azaltal, hogy defoszforildlja a MKK kinazokat (angolul:
mitogen activated protein kinase kinase), valamint az apopt6zis gatlasaban, ahol az ASK1
kinaz (angolul: apoptosis signal-regulating kinase 1) defoszforilacidja révén
megakadalyozza a sejtek mitokondrium fliggé apoptozisat, valamint a PP2C a p85 fehérje
defoszforilacidja altal az adipocitakban szabalyozza az inzulin érzékelést (20). A piruvat
dehidrogenaz foszfataznak szerepe van a piruvat dehidrogenaz komplex aktivalasaban,

ami aerob koriilmények kozott dekarboxilalja a piruvatot, ami igy a glikolizisbe 1ép (19).

Az FCP/SCP ¢és a HAD csoport tagjai esetében a defoszforilacioban a DxDxT
(ahol D-aszparaginsav, X-barmilyen aminosav, T-treonin) motivum aszparaginsavjai
vesznek részt. Az FCD/SCP csoport egyetlen ismert szubsztratuma az RNS polimeraz 11
C-terminalisa, melynek foszforilalt-defoszforilalt allapota befolyasolja a polimeraz altali
transzkripcio sebességét (12). A HAD csaladba tartozo foszfatazoknak nagy szerepe van
a szénhidrat anyagcserében, ismert szubsztratumaik a gliikoz-6-foszfat, a fruktoz-6-

foszfat és a mannoz-6-foszfat (21).

A foszfofehérje foszfatazok (PPP) egy nagyfokt konzervaltsagot mutaté foszfataz
csalad, amely tagjai a sejtben két vagy harom alegységes holoenzimeket alkotnak és a
lejatszodo defoszforilacios események 80%-aért felelések (7). Ide tartoznak a PP1, PP2A,
PP2B (ismertebb nevén kalcineurin), PP4, PP5, PP6 és PP7 foszfatazok (12).

A PP1 az eukariota sejtek legabundansabb foszfatdza. A mitdzis soran a
profazisban a Greatwall kinaz foszforilalja és ezaltal inaktivalja a foszfatazt. A metafazis-
anafazis atmentekor a PP1 defoszforilalja dnmagat, majd a PP2A-B55 és PP2A-B56
komplexet, ami lehetévé teszi tobb szaz mitdtikus foszfofehérje defoszforilalasat és a
mitdzis befejezését (22). Szerepe van a stresszvalaszban azaltal, hogy defoszforilalja az
elF2a transzkripciot inicializalo fehérjét, ami sziikséges ahhoz, hogy a stressz
megsziinése utdn a fehérjeszintézis elinduljon és ezéltal a sejt visszatérjen a normal

sejtciklusba (23,24). Emellett a PP1 foszfataznak szerepe van a DNS hibajavitasban, amit
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részletesen a késdbbiekben targyalok. Ezen szerepek betdltéséhez széles szubsztratum
specificitassal kell rendelkeznie, melyet az eddig azonositott tobb mint 100 regulator

alegységgel alkotott kiilonb6zé holoenzim komplexei tesznek lehetvé (22).

A PP2B egy katalitikus alegységbdl (Kalcineurin A) és egy regulator alegységbdl
(Kalcineurin B) all (12). Szerepe van szamos kalcium-fiiggé élettani folyamatban, mint
példaul az idegrendszer normal miikddése: az NMDA (N-methyl-D-aspartate) és AMPA
(Alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) glutamat receptorokat
defoszforilalja, amelyeknek ezaltal csokken az aktivitasa. A receptoroknak szerepe van
két idegsejt kozti hosszan tartd szinapszis 1étrehozasaban, ezaltal a tanulas és a memoria
kialakitasaban (25,26). A PP2B-nek fontos szerepe van az izomfejlédésben, itt
defoszforilalja az NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) és MEF2 (Myocyte
Enhancer Factor 2) transzkripcios és az IGF-1 novekedési faktort eldsegitve olyan gének
expresszidjat, amelyek az izomfejlddéshez, -differenciaciohoz és

-adaptaciohoz sziikségesek (27).

A PP2A fontos szerepet jatszik a sejtciklusban. A PP2A a G2 fazisban nagy
aktivitast mutat, részt vesz tobbek kozt a DNS hibajavitasban (28). Ezt kovetéen a
Greatwall kindz inaktivalja a foszfatazt, ami ahhoz sziikséges, hogy a sejt belépjen a
mitozisba. A metafazis-anafazis atmenetkor a PP1 foszfataz fogja Gjra aktivalni a PP2A-
t, igy az defoszforilalja a CDK és az Aurora B kinaz szubsztratumait (29) Emellett a
PP2A-nak szerepe van az egyedfejlddésben, egerekben kimutattak, hogy sziikséges a sziv
¢és a csontok fejlddéséhez. Hianya embrio letalitassal jar (29). Szabalyozo alegységeit
négy csalddra oszthatjuk, amelyekkel a katalitikus alegység sokféle holoenzimet
képezhet: B (B55 vagy PRS5S5), B’ (B56 vagy PR61), B” (PR48/PR72/PR130), és B"
(PR93/PR110) (29,30).

A PP2A-ra nagyban hasonlit a PP4 és a PP6 enzim, mind szerkezeti, mind pedig
funkcioit tekintve. A PP4 katalitikus alegysége 65 %-ban megegyezik a PP2Aa és a
PP2APB alegységekkel, valamint 45 %-ban azonos a PP1 katalitikus alegységének
izoformaival. A 35 kDa-os katalitikus alegység akarcsak a PP2A katalitikus alegysége
érzékeny az okadainsavra és a mikrocisztinre (31). A PP4 kozremiikodik tobbek kozt az
apoptozis gatlasasban, ahol csokkenti a DR4 (death receptor 4) kifejezddését és
defoszforilalja a DBC1-et (Deleted in Breast Cancer-1) (32). A PP4 részt vesz a T sejtek

----------

(példaul IL-2, TNF-a), kemokinin (példaul IL-8) és anti-apoptotikus molekula (példaul
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Bcl-2) kifejezddését szabalyozza (32). A PP4 a gliikéz metabolizmus soran aktivalja a
JNK fehérjét, ami altal csokken a IRS-1 (Insulin receptor substrate-1) szintje és a meglévo
fehérjének nod a foszforilaltsagi allapota, ami végso soron inzulin rezisztencidhoz vezet
(32) A PP4 megtalalhat6 a sejtmagban ¢€s a citoplazmaban egyarant és intenziv fest6dést

mutat a centroszomanal (31).

Emberben csak egy PP6 katalitikus alegységet kodoldo gén van jelen, ami a
regulator alegységeivel alkotott holoenzimként szerepet jatszik a sejtciklusban, ahol
gatolja a Ciklin D1 expressziojat, defoszforilalja az Aurora A Kinazt és a CK2 kinaz
(casein kindz-2) szubsztratumait, mint példaul a condensin I-et (33). PP6 gatlas esetén
lassabban torténik meg a G1-S fazis atmenet és késébb a sejtek megakadnak az S
fazisban. A PP6 foszfataz defoszforilalja és aktivalja a DNA-PK-at (DNS-fiiggd fehérje
kinaz), aminek szerepe van a kettGsszalu DNS torés javitasaban a NHEJ soran (33). A
PP6 novényeknél részt vesz a gyokérnovekedés és a viragzas szabalyozasaban (14). A
PP6 képes a bZIP transzkripcios faktort defoszforilalni, ami az ABA (abszcizinsav)
érzékelését lehetdve tevd gének expresszidjat szabalyozza. PP6 tultermelésekor csokken
az ABA érzékenység, mig hianyaban a gyokér sejtek ABA hiperszenzitivek lesznek, ami
a gyokér novekedését gatolja. Emellett egy masik novényi hormon, az auxin érzékelését
is befolyasolja azaltal, hogy a PIN auxin csatornak elhelyezkedését iranyitja a sejtben és

ezaltal a viragzast szabalyozza (14).

Mig a legtobb PPP tobb alegységes holoenzimként épiil fel, addig a PP5 monomer,
vagyis katalitikus és szabdlyozd doménje mind ugyanazon fehérje része. Szerepe van a
ASKI1 fehérjék defoszforilacidja révén. A sejtciklus esetében kimutattak, hogy PP5
hianyaban a p53 fehérje hiperfoszforilalt, valamint fizikai kdlcsonhatasba 1ép az APC
(Anaphase-promoting complex) komplex tagjaival a CDC16 és a CDC27 fehérjékkel,
valamint csoportunk kimutatta, hogy defoszforilalja a Plk4 kinazt (Polo-like kinase 4) (2).
Szerepe ismert a DNS hibajavitasban, ahol az ATM és ATR kinazok aktivitasat csokkenti,
valamint a transzkripcioé soran befolyasolja a HSF1 (heat shock factor 1), az dsztrogén és

a glikokortikoid receptorok altal szabalyozott gének atirasat (34).
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A PP7 kevésbé ismert, eddig foleg ndvényi modellorganizmusokban vizsgaltak és
mutattak ki szerepét a fitokrom jelatviteli utakban, ahol magat a fitokromot vagy a
kriptokromot defoszforilalhatja, de ennek bizonyitasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek
(35). Emberben a retinaban és retinoblasztoma sejtekben sikertilt kimutatni az

expresszidjat, valosziniileg itt a foszforeceptorok szabalyozasaban van szerepe (36).

A PPM csalad tagjai manganion- vagy magnéziumion-fiiggé foszfatazok, ez a
PPP foszfatazok koziil csak a PP2B-re jellemz6 (12). Ami viszont k6zos a két foszfataz
csaladban, hogy a defoszforilacios reakcioban kulcsfontossagi szerepet jatszik két
fémion, amelyeknek feladata a vizmolekula aktivalasa. Ehhez a HAD és a FCP/SCP
csoport tagjai egy aszparaginsav-oldallancot hasznalnak a katalizishez (12).

1.3. A foszfofehérje foszfatazok (PPP) felépitése és célfehérje-koto
mechanizmusuk

A foszfofehérje foszfatazok a fémion-fliggé fehérje foszfatazok csoportjaba
tartoznak, mert a katalitikus alegységiik felépitésében két fémion vesz részt: Mn?* és Fe?",
vagy Zn®* és Fe®', vagy két Mn?*. A két fémiont harom hisztidin oldallinc, két
aszparaginsav és egy aszparagin koti be a katalitikus zsebbe. A fémionok képesek egy
vizmolekula megkotésére és aktivaldsara, ami egy nukleofil tdmadast eredményez a

foszforilalt fehérje foszfor csoportja ellen (37,38).

A PPP foszfatazok rovid linearis konszenzus motivumokat (angolul: short linear
motifs, SLiM) ismernek fel és kdtnek meg az interakcios partner fehérjéken (illetve a
szubsztratumokon). A motivumok az evolucié soran spontan mutaciok, inszerciok és
deléciok révén jottek létre (39). A PPP-k felismeré motivumaik tobbnyire az interakcios
partner fehérjék gyorsan evolvalodo rendezetlen régidiban fordulnak eld, és az evolacids
folyamatok soran a motivum ¢és a koto zseb egyiittes valtozasa hozta 1étre a motivum-kotd
feliiletet (39). A PP1 katalitikus alegység esetében ez a kotdé motivum a RVXF (ahol R-
arginin, V-valin, x-barmilyen aminosav, F-fenilalanin) szekvencia, amelyet tobb szaz
interakcios partnere tartalmaz (40-42). A PP2A szubsztratumok kotéséért a PP2A
regulator alegységei feleldsek, amelyek koziil a B56 az LXXIXEX/LSPIXE (ahol L-leucin,
X-barmilyen aminosav, I- izoleucin, E- glutaminsav, S-szerin és P-prolin) szekvenciakat
kotik meg (43,44). A PP2B esetében, akarcsak a PP1-nél, szintén a katalitikus alegység
felel6s a szubsztratum kotéséért, ami LxVP és PxIXIT (ahol L-leucin, V-valin, P-prolin,

X-barmilyen aminosav, I-izoleucin és T-treonin) szekvenciat ismer fel (45-47).
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1.4. A PP4 foszfataz felépitése

A PP4-rdl is ismert, hogy a katalitikus alegység sokféle holoenzim komplexet
hozhat 1étre a regulator alegységekkel. Ot regulator alegysége ismert: R1 és R2
(allvanyzat alegység), R3 (Drosophila melanogasterben Falafel (FIfl), emberben R3A
(R3a) és R3B (R3p) izoformak), R4 és a4 (3. abra). A leggyakoribb holoenzim komplex
a PP4c-R2-R3A vagy PP4c-R2-R3B, amelynek szerepe van a replikacio soran a DNS
karosodasok markerének, a YH2AX-nek a defoszforilaciojaban (48). Ez a holoenzim
befolyasolja még a transzkripciot azaltal, hogy példaul tapanyaghianykor defoszforilalja
a Mafl-et (RNA polymerase Il transcription repressor Mafl), ami igy kotédik az RNS
polimeraz IlI-hoz és leallitja a transzkripciot (49). A sejtciklus soran defoszforilalja a
BAF-ot (Barrier to Autointegration Factor), ami befolyasolja a fehérje kromatinhoz és a
magmembranhoz val6 kotddését (50). DNS kettdsszall torésnél defoszforilalja a KAP-1-
et (KRAB-associated protein 1) és S3BP1-et (p53-binding protein 1), amivel befolyasolja
a fehérjéknek a DNS karosodas helyére valo lokalizacigjat és funkcigjat (51,52). Eddig
az R3A és az R3B kozott nem tudtak interakciot Kimutatni (48).

3. abra. A PP4 lehetséges holoenzim komplexeinek sematikus képe. A PP4 enzim a
sejtekben alkothat heterodimer (PP4c-R1, PP4c-R4, PP4c-04) vagy heterotrimer (PP4c-
R2-R3A(R3a) és PP4c-R2-R3B(R3p)) komplexeket.

A PP4c alkothat két alegységes holoenzimet (heterodimert) a PP4R 1 alegységgel,
amelynek Caenorhabditis elegans-ban a meiozisban a MEI-1 (meiotic spindle formation
orsofonalak kialakulasaért, az orsofonalak lebomlasahoz a fehérjének is le kell bomlania
a meiozis befejezéséhez (53). Az R1 alegységnek szerepe van a szignal transzdukcios
folyamatokban, ahol a TRAF1, TRAF2, TRAF6 fehérjék révén gatolja az NF-kB

szignalitvonalat (54).

Egy masik heterodimer komplex az R4 alegységgel (KIAA1622) jon 1étre, ez a

komplex in vitro kisérletekben kevésbé bizonyult aktivnak, mint a tobbi ismert
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holoenzim, de ezt okozhatja az a tény is, hogy még egyetlen specifikus szubsztratumat
sem azonositottak, igy a teszteket mas holoenzimek szubsztratumaival végezték el (55).
Immortalizalt sejtvonalakban a citoszolban talalhatd, valamint kimutattak azt, hogy
egerek esetében f6leg az agyban dusul fel, igy feltételezhetd, hogy ennek a komplexnek

szovetspecifikus szerepe van és a kognitiv folyamatokban vesz részt (55).

A fentiek mellett a katalitikus és a regulator alegységek még tobb kiilonb6zo
holoenzim komplexet hozhatnak létre. A PP4c két alegységes holoenzimet alkothat a
PP4R2-vel, melynek szintén DNS hibajavitasban van szerepe, részt vesz a RPA2, illetve
a DBC1 fehérjék defoszforilacidjaban (56,57). Vazizombol és tesztiszbdl pedig mar
tisztitottak egy 450 és egy 600 kDa-0s komplexet, amit a PP4c és a PP4R2 aszimmetrikus
eloszlasa ad (58).

A fentiek mellett, nagyon fontos szerepet kap az o4 alegység (Sacharomyces
cerevisae-ben Tap42), ami a PP2A-tipust foszfatazok nem-kanonikus szabalyozoja. Az
a4 fizikai kolcsonhatasba 1ép a foszfatazok katalitikus alegységével, ami in vitro
befolyasolja a foszfatdz expresszidjat és aktivitasat. Emellett kimutattdk, hogy szdmos

raktipusban abundansan expresszalodik (59-61).

1.4.1.Az R3 alegység felépitése

Az R3 fehérje N-terminalisan egy 122 aminosavbol allo un. EVH1 (Enabled
(Ena/vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) homology 1)) domén talalhato (4.
abra). Az EVH1 domént elséként az Ena és a VASP fehérjékben irtak le, a szubsztratum
felismerésében és kotésében van szerepe. Az EVHI domént koveti egy Smk1 vagy R3
kozponti domén (R3-like central domain), ami csak az R3 ortologjaiban fordul elé és az
EVH1 doménhoz hasonldéan nagyfokt konzervaltsagot mutat. Csoportunk korabbi
munkdjaban kimutatta, hogy ez a domén is részt vesz az EVHI1-t6] fliggetleniil a
szubsztratumok megkdtésében, azonban a felismerési szekvencigja ismeretlen (62). A
fehérje kozépso részén kiilonbozoé hosszusagban Armadillo ismétlédések talalhatoak,
ezek koriilbeliil 42 aminosav hosszusagu tandem ismétlédések és szerepet jatszhatnak az
intermolekularis kolcsonhatasok kialakitasaban (63). Végiil pedig az R3 alegységek az

egyes fajok kozt eltérd hosszusagi rendezetlen C-termindlis részben végzddnek.
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1 122 166 357 630 833

1 122 168 359 667 849

\ . \
R3B EVH1 — Smk1

2 123 170 361 622 980

LCR

4, abra. A PP4R3 alegységek sematikus domén szerkezete. A fehérje N-terminalisan
talalhato a 122 aminosav hosszisaga EVH1 domén, ezt koveti egy hasonlo méretti Smk1
domén. A fehérje kozepén van néhany Armadillo ismétlédés, végiil pedig egy valtozo
hossztisagu rendeztelen C-termindlis rész.

1.4.2.Az EVH1 domének jelentdosége

Ahogy a fentiekben emlitettem, az EVHI doméneket els6ként az Ena/Vasp
fehérjékben irtak le. Jelenleg négy fehérje csaladot ismeriink, amelyek ezt a domént
hordozzak. Minden esetben a szubsztratum felismerésében és kotésében van szerepe. Az
Ena/Vasp csaladba tartozé fehérjék Un. prolinban gazdag motivumokat ismernek fel és
kotnek meg alacsony affinitassal. Ilyen pl. az FPPPP, amelynek konszenzus szekvenciaja
az FPx®P (ahol F-fenilalanin, ®-barmilyen hidroféob aminosav, x-barmilyen aminosav
lehet és P-prolin) (64). Az ide tartozo fehérjéknek els6ésorban az aktin filamentumok
szervezddésében van szerepe. A masodik csalad a WASP fehérjék csaladja, amelyeknek
a citoszkeleton szervezddésében van szerepe. Az is ismert, hogy részt vesznek a
hosszatava memoria kialakulasaban. A WASP-EVH1 domén egy hosszabb poliprolin
(tobb prolinbol all6) motivumot ismer fel. A harmadik osztaly képvisel6i a Homer
fehérjék, amelyek nagy mennyiségben vannak jelen az idegszdvetben és szintén a
memoria kialakitadsdban vesznek részt. A Homer-EVH1 domén felismerési szekvenciaja
PPxxF. A negyedik csaladba tartoz6 SPRED a legkevésbé jellemzett EVHI domént
tartalmazo fehérje, melynek felismerési szekvencidja nem ismert, de szerkezete alapjan
azt feltételezik, hogy kevésbé prolin gazdag szekvencidkat ismer fel. A fehérje kititése

egerekben a hypochondroplasia tiineteihez hasonlo tiineteket okozott (65-67).

Osszességében elmondhatd, hogy az EVHI domének kis affinitissal, de nagy
specificitassal prolinban gazdag szekvenciakat ismernek fel. A kis affinitas lehetdveé teszi
a kotés gyors kialakitadsat a domén és interakcios partnere kozt. A kotéshez egy hidrofob

zseb sziikséges, amit egy hdrom aminosavbol allo klaszter (Tyr16 (vagy Ilel6 Homer-
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ben), Trp23 és Phe79) alakit ki. A 1étrejott zsebbe hatékonyan be tud kapcsolddni a ligand
prolin aminosava (66).

Amikor megvizsgaltuk a Drosophila melanogaster PP4 R3 alegységének EVH1
doménjének aminosav szekvenciajat két fo kiilonbséget fedeztiink fel a kanonikus EVH1
doménekhez képest. Egyrészt, az R3 (Falafel) EVH1 doménje hidrofob zsebét, a fehérje
kristalyszerkezete alapjan, harom aminosav, a tirozin és a triptofan mellett egy leucin
hozza létre (62,63). Megvizsgalva mas fajokban az R3 alegységet kimutattuk, hogy ez a
leucin aminosav konzervaltsigot mutat, valamint, hogy a leucin alaninra torténé
cseréjekor a domén elvesziti interakcios partnereinek kotési képességét (62). Masrészt,
amikor megvizsgaltuk az R3-EVHI1 két ismert interakcids partnerét (Cenp-C és Miranda),
akkor kideriilt, hogy nem tartalmaznak a kanonikus EVHI1 domének felismerési
motivumaira jellemz6 prolinban gazdag szekvenciakat (63,68). Tovabba, korabbi
kutatasok kimutattak, hogy a Cenp-C esetében a PPAR3-EVHI1 specifikusan koti az
FKKP motivumot, amelyhez nélkiilozhetetlen az F és a P jelenléte (63). Tovabbi
kisérleteinkben fény deriilt arra, hogy ecetmuslicdban a PP4R3-EVH1 domén FxxP,
illetve MxPP motivumokat ismer fel (62). Ezekhez hasonldo megfigyeléseket irt le egy
dan kutatocsoport emberi sejtekben (69). Kovetkezésképpen megallapitast nyert, hogy a
PP4R3 alegység nem-kanonikus EVH1 doménjének konszenzus feliSmerési motivumai
az FxxP és MxPP motivumok (ahol F-fenilalanin, X-barmilyen aminosav, M-metionin és

P-prolin) (69).

1.5. A DNS hibajavito mechanizmusok

Egy emberi sejtben koriilbeliil 10°-en DNS kérosodas keletkezik naponta. A DNS
karositd agensek lehetnek endogén eredetliek, ilyen példaul a szervezet biokémiai
folyamatai sordn keletkezd reaktiv oxigén gyokok (ROS) vagy a DNS replikacid és
rekombinacid soran létrejovo 1€zidk. A karositd agensek masik nagy csoportja exogén
eredetii, mint példdul az ultraibolya (UV) és ionizalo (IR) sugdrzas okozta karosodasok
(70). Mindkét fajta karosodas kiilonb6z6 DNS karosodast okoz, amelyeknek a nem
megfeleld korrigalasa betegségek kialakulasahoz vezethet, éppen ezért javitasukra
szervezetiink szdmos valaszmechanizmust fejlesztett ki. Ezt Osszességében DNS
karosodas sejtvalasznak nevezziik (angolul: DNA Damage Response, DDR), ami magaba
foglalja a DNS karosodas érzékelését, annak szignalizacidjat, a sejtciklus leallasat, hogy

a sejt ne tudja a hibat tovabb orokiteni, majd magat a DNS hibajavitast, végiil pedig, ha a
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hibajavitas nem torténik meg, a sejt az apoptdzist irant kotelezddik el, ha sikertil kijavitani
a karosodast, akkor a sejt visszatér a normal sejtciklusba (71,72). A kettdsszala DNS
torést a sejt homoldg rekombinacios repair (HR) vagy nem homolog-vég illesztés
mechanizmussal (NHEJ) javitja (5. abra) (70,73). NHEJ soran a két DNS vég
0sszekotddik, mig HR esetében a testvér kromatidat mintaként hasznalva torténik meg a

hibajavitas (71).

A DNS Kkettésszalu torést a foszfatidil-inozitol-3-kinaz szerii fehérje kinazok
(angolul: phosphatidylinositol 3-kinase-like protein kinase, PIKK) csaladjaba tartozo
Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) kinaz érzékeli, ami foszforilalja a H2A hisztont a
139-es szerin aminosavon, ezt a modositott format yH2AX-nek neveziink (71). A
foszforilacids esemény pozitiv visszacsatolasként hat az ATM kindzra, ami igy tovabbi
fehérjéket foszforilal. Ha a foszforilacio mellett a yYH2AX metilalodik és ubiquitilalodik,
akkor lehetévé valik az 53BP1 kotése, majd az ATM altali foszforilacidja, ami a hiba
helyére toborozza a RIF1 fehérjét. Ez jelként szolgal tovabbi fehérjék toborzasara,
valamint a DNS szal reszekcidjanak gatlasara, igy a sejt a NHEJ segitségével javitja a
karosodott DNS-t (74,75). A HR repair soran az ATM a hiba helyére toborozza és
foszforilalja az MRN komplex tagjait (MRE11-RAD50-NBS1), ez elésegiti a BRCAL,
CtIP és az Exol foszforilacidjat (74). Az Mrel1 és az Exol exonukleaz aktivitasanak
koszonhetden 1étrehoz egy 3° tulnytlo DNS véget (76,77). Ezt kdvetden az egyes szl
DNS-hez (ssDNA) az RPA fehérjekomplex (RPA70-RPA32-RPA14) kotédik, amihez
sziikséges a RPA32 fehérje ATM kinaz altali foszforilacidja (78). Az RPA komplexnek
amellett, hogy védi a DNS-t a nukledzoktdl, az a szerepe, hogy fizikai kdlcsonhatasba 1ép
az ATRIP-el odakotve az ATR-ATRIP komplexet (79-81). Az ATR kinaz aktivalasahoz
viszont tovabbi aktivator fehérjékre van sziikség, mint a RAD9-RAD1-HUS1
gytrikomplex, a TopBP1 és az ETAAl (73,82,83). Ezt kovetéen a ATR kinaz
foszforilalja a Chk2/RAD53 kinazt, ami majd tovabbi fehérjéket foszforilal (84). Végsé
soron a DNS szalak kicserélését és ezaltal a DNS hibajavitast a RADS1 rekombinaz végzi
(85). Emberben a BRCA2 mediator fehérje toborozza a RADS51-et az RPA fehérje
komplex-el bevont DNS-hez (86). A BRCA2 képes csokkenteni az RPA affinitasat a
DNS-hez és stimulalni elmozdulasat, valamint megkatni és stabilizalni a RADS1 fehérjét
és eldsegiteni a fehérje DNS kotését is (87-89). A BRCA2 és az RADS1 kozotti
interakcio foszforilacio fliggd, a foszforilaci6 megakadalyozza a kolesonhatast (90). A

BRCAZ2 interakcids partner fehérjéi a PALB2, a BRCAI és a BARDI szintén megkdtik
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a RADS1 fehérjét, ami elésegiti a DNS homolog szakaszok keresését és az tin. Holliday

junction struktarak stabilizalasat és a szalcserét (91,92).

A fent leirtak alapjan kijelenthetjiik, hogy a homoldg rekombinacioban tobb
Ser/Thr kinaz veszt részt. Az ATM, az ATR, a Chk1 és Chk2 kinazok altal tobb mint 700
fehérje foszforilalodik egérben és emberben a DNS karosodasra valaszolva (93). Az
elmult években az is nyilvanvalova valt, hogy a DNS hibajavitas sordn a fehérjemiikodés
finomhangolaséban, valamint a javitast kovetden a jelek megsziintetésében esszencialis

szerepet kapnak a Ser/Thr foszfatazok is.
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abra. A DNS hibajavitas sematikus képe. A DNS kett0s szalu torést elsoként az ATM kinaz érzékeli, ami foszforilalja a H2A hisztont (YH2AX). Ez
lehetévé teszi tovabbi fehérjék toborzasat. Ha az ATM foszforilalja az S3BP1-et, az oda toborozza a RIF1-et és a sejt a nem homolog végillesztés
mechanizmusa (NHEJ) irant kotelezédik el. Ha az ATM a MRN komplex tagjait toborozza és foszforilaja (HR mechanizmus), az tovabbi fehérjék révén
a DNS szal visszaemésztését indukalja és az egyes szalit DNS-hez az RPA komplex tagjai ktodnek. Az RPA koti az ATRIP-ATR komplexet, ami
aktivalodas utan elGsegiti az RPA komplex cseréjét RADS1-re a BRCA2, BRCAL, PALB2, BARDI fehérjék altal. Végiil a RADS1 elvégzi a
rekombinaciot.
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1.6. A foszfatiazok szerepe a DNS hibajavitasban

A foszfatazok részt vesznek mind a DDR aktivdlasdban mind annak
inaktivalasaban és a sejt visszatérésében a normal sejtciklushoz. A fent emlitett kinazok
mellett a DNS hibajavitasban 6t foszfataz vesz részt: PP1, PP2A, PP2C, PP4 és a Cdcl4
(28). Az els6 arra utalo tényt, hogy a PPP foszfatazoknak szerepe van a DNS hibajavitast
kovetden a sejt normal ciklusba vald visszatérésében Schizosaccharomyces pombe-ben
talaltak, ahol a Chkl korai defoszforilacidja miatt a PP1 taltermeld sejtek hamarabb
visszatértek a mitozisba, mint a kontroll csoporthoz tartozé sejtek, még a hibak kijavitasa
el6tt (94). Ma mar tudjuk, hogy replikacios stressz utan a PP1 elengedhetetlen a yH2AX
és a RADS3 defoszforilaciojahoz (95). A p53 aktivitasa is a PPI1-t6l fligg, a
defoszforilacié csokkenti az aktivitast (96). Rontgensugarzassal kezelt sejtekben a
kettOsszalu torés kijavitasakor végbemendé homoldg rekombinacio végén a PPI

defoszforilalja a BRCAl-et (97).

A masik jelentOs foszfataz a PP2A, melynek kiemelt szerepe van a G2/M atmenet
iranyitasaban és a DNS hibajavitasban (98,99). A foszfataz hianyaban az éleszté sejtek
tal koran Iépnek be a mitdzisba (100). Az ATM kinaz autofoszforilacidja megné PP2A
hianyaban rontgensugarzas kezelés nélkiil is, ami kihat az ATM altal szabalyozott Chk1
kinaz aktivitasara (101,102). A PP2A fontos szerepet jatszik a masik kinazparos, az ATR
¢s a Chk2 szabalyozasaban is (103,104). A PP1 mellett a PP2A is szerepet jatszik a p53
defoszforilacidjaban, rontgensugarzas kezelést kovetden eltavolitja a foszfat csoportot a
Ser37 aminosavrdl. A szerin alaninra valé mutacidja csokkentette a p53 transzkripcios
faktor aktivitasat, igy az apoptdzis indukcidja elmarad (105). Emellett a p53 Thr55
aminosavanak defoszforilacioja sziikséges a sejt proliferacio gatlasahoz, valamint, ha a
fehérje defoszforilacioja elmarad csokken a stabilitasa, hianyaban kifejezddik a Bax

apoptotikus fehérje és a sejt apoptotizist valasztja (106).

1.7. A PP4 foszfataz szerepe a DNS hibajavitasban

A PP4 jelenlétét a DNS hibajavitasban elészor élesztében a Psy2 (R3) regulator
alegység révén bizonyitottak, ahol megfigyelték, hogy UV hatdsasra a R3 alegység
stabilizalja a replikacios villat (107). Késobb kideriilt, hogy ennél joval tobbrél van szo
¢és a PP4 foszfataz egyiittmiikodésben a PP2A foszfatazzal, fontos szerepet jatszik a DNS

hibajavitasban, majd azt kovetéen a normal sejtciklus helyreallitasban (28).
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A PP4c-R2-R3B holoenzim foként sejtmagi lokalizaciot mutat, mely komplex
alegységeinek kiiitése a homoldg rekombinacids frekvencia csokkenését okozza (48,56).
Az is ismert, hogy PP4R2 alegységének eltavolitasara a DNS szintézis lelassul, valamint
a sejt hosszabb ideig all a G2/M ellenérz6é ponton és rontgensugarzas utan nokodazol
kezelés ellenére, ami megallitja a sejteket M fazisban, 35 %-kal csokken a mitotikus

sejtek szama (56).

A PP2A ¢és a PP4 atfedd szerepeire a legjobb példa a YH2AX defoszforilacidja.
Exogén eredetli DNS karosodast kovetéen a PP2A kolokalizal a YH2AX hisztonnal és
defoszforilalja azt (48). A kamptotecin (CPT) egy alkaloid, ami DNS 1éziokat okoz a
replikacio soran. Elesztében kimutattdk, hogy PP2A hianyaban CPT kezelést kovetSen a
YH2A szint magasra ugrik, de a CPT eltavolitasat kovetden a jel teljesen megsziinik. Ezzel
ellentétben PP4c csendesitéskor a CPT eltavolitasat kovetden megmarad a bazalis yYH2A
szignal (48). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a PP4 szabalyozza nem csak az exogén
tényezOk altal okozott karosodasra megjelend YH2A jelet, hanem annak hianyaban is
jelen 1év6 alapszinti yH2A defoszforilaciojaért is felel. A bazalis yH2A jel
megndvekedés szintén ATR fliggd és a DNS-replikacié okozta DNS hibak miatt alakul
ki (48). A yYH2AX defoszforilaciojaban a PP4c katalitikus alegység mellett a PP4R2
alegysége és a PP4R3B alegysége is részt vesz. Kimutattdk mind Drosophila
melanogasterben, mind humanban és Saccharomyces cerevisaeben, hogy a H2A hiszton
varians defoszforilacidja is sziikséges ahhoz, hogy a karosodas kijavitasat kovetden a sejt
visszatérjen a normal sejtciklus folyamatba. A yH2AX foszforilacio sziikséges a
sejtciklus ellendrzépont fehérjék és a DNS hibajavitdsban részt vevd fehérjék
toborzasahoz a torés helyén. PP4c csendesités esetén a replikacios hibak kijavitasa lassul
¢s a sejtek érzékenyebbek a replikacio gatloszereire. In vitro mind a PP4c, mind a PP2Ac
defoszforilalja a YH2AX-t dozis fliggd modon és a két enzim hasonlé mértékd aktivitast

mutat (48).

Az RPA komplex sziikkséges a harom R mechanizmusdhoz, vagyis a
replikaciohoz, a rekombinacidhoz €s a hibajavitashoz (repair). Hasonléan a YH2AX-hez
az RPA2-t is mind az PP2A, mind pedig a PP4 defoszforilalja. Az RPA2-t ATM/ATR
foszforilalja a Thr2l1 és Ser33 aminosavakon, ami sziikséges a tovabbi DNS
hibajavitasban résztvevd fehérjék toborzasdhoz. Ha az RPA hiperfoszforilalt marad a
Ser33 aminosavon (pl. a PP4 deplécidjakor) akkor lassabban torténik meg az RPA

komplex RAD51-re valo cseréje a DNS szalon és a homolog rekombinacios hibajavitas
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is lassabban megy végbe (56). A hidroxiurea kezelést kovetden csak a PP2A sziikséges
az RPA defoszforilaciojahoz, ezzel ellentétben CPT kezelés és rontgensugarzas hatasasra
a PP4c és a PP4R2 komplex kotédik az RPA2-hoz. A PP4 foszfataz deplécidjakor
megndvekedik a foszfo-RPA2 mennyisége. A PP4 altali RPA2 defoszforilacié sziikséges
a G2/M ellendrz6 ponton valo athaladashoz, a masik két RPA alegységre nincs hatassal
(56,108).

A RAD?S53 fehérjének szerepe van a repliszoma stabilizalasaban, szabalyozza mas
hibajavitasban részt vevo fehérjék expressziojat, valamint a replikacios villa ujrainditasat
(111). A DNS hibajavitas soran a RAD53 (humanban Chk2) nevii fehérje, a Mecl és Tell
(humanban ATR és ATM) a RADS3 altal (auto-) foszforilalodik. A PP4c-R3 foszfataz
komplex szerepet jatszik a RADS3 deaktivacidjaban metil-metanszulfonat kezelést
kovetben, ami fiiggetlen a yYH2AX defoszforilacios eseményt6l (109,110). A PP4 nem
csak a RAD53-at, hanem egy foszfoproteomikai vizsgalat szerint magat a Mec1-et (ATR)
is defoszforilalja a Ser1991 aminosavon (109). Ennek ellenére a PP4c, PP4R2 és PPAR3B
hianya nem zavarja sem az ATR kinaz aktivitasat, sem a lokalizaciot és nem hat a kinazok
mas szubsztratumainak foszforilaltsagi allapotara sem, mint példaul Chkl (ATR

szubsztratum) és p53 (48).

A PP4c sziikséges a 53BP1 fehérje defoszforilacidjahoz is, ami sziikséges a RIF1
fehérje toborzasédhoz és a folyamat a nem homolog végillesztés felé vald iranyitasahoz.
Az 53BP1 foszforilalt allapotban nem tud k&tddni a mitdtikus kromatinhoz, ami mitotikus
hibak megjelenését ¢és kromoszoma vesztést eredményez. A Gl fazisban a 53BP1
defoszforilacio sziikséges ahhoz, hogy a fehérje tjra a kromatinhoz tudjon kétédni a DNS
hiba helyén (52).

A PP4c-R2 komplex sziikséges a DBCI1 (deleted in breast cancer-1)
defoszforilacidjahoz, ami kell a hibajavito folyamatok leallitasahoz és a sejtciklusba valo
visszatéréshez (57). Ha a defoszforilacios esemény elmarad a PP4c csendesitése miatt,

akkor a p53 aktivacioja fennmarad és a sejt apoptotizal (57).

A DNS hibajavitasban nem csak a PP4 altali defoszforilacios események jatszanak
nagy szerepet, hanem magéanak a PP4 holoenzimnek a poszttranszlaciés modositasai is
befolyésoljak a hibajavitas lefolyasat. Oxidativ stressz hatasasra a PP4 interakcidba 1ép a
SIRTI1 fehérjével, ami egy acetiltranszferdz. Ez a kdlcsonhatas nem hat ki a SIRT1

aktivitasara, annal inkabb a foszfatazéra (112). Az PPAR3-EVHI1 domén 64-es lizinje (K)
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szubsztratuma a SIRT1-nek, ami nem vesz részt az EVHI1 szubsztratum kotésében, de
acetilalasa gatolja az interakciot és ez csokkenti a foszfataz aktivitasat, ami megnoveli a
YH2AX ¢és a p-RPA fehérje mennyiségét (112). A K64R mutacidja csokkenti a homoldg

rekombinacié frekvenciajat. SIRT1 hianyaban a foszfataz aktivitasa né (112).

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

aminosavon, a foszforilacio kamptotecin kezelés hatasara jelenik meg a fehérjén (113).

1.8. A centroszéma és a DNS hibajavito fehérjék kapcsolata

A centroszoma az allati sejtekben megtaldlhatd két centriolumbdl és az ket
koriilvevd centroszomalis anyagbol (PCM) allo sejtszervecske (114). Az érett
centriolumot anyainak, mig a kevésbé érettet és Osszetettet, leany centriolumnak
nevezzik. A PCM fehérjékben gazdag matrix, amely fehérjéknek szerepe van a
mikrotubulus nukleacioban és kihorgonyzasaban (115). A centroszoma érése az S
fazisban megy végbe rendkiviil szabalyozott mddon, sejtciklusonként egyszer. A
folyamat magaba foglalja a centriolumok szemikonzervativ replikacigjat, itt az anyai
centriolum mintaként szolgal a leany centriolum képzddéséhez, majd ezek elvalasztasast
¢és a PCM felhalmozodasat (114). A sejtosztodas soran a két centroszoma a sejt két polusa
felé vandorolva elsédleges mikrotubulus szervezd kozpontként funkcional (angolul:
microtubule organizing centre, MTOC) azaltal, hogy a PCM olyan fehérjékben gazdag,
mint példaul y-Tubulin gyiri komplex fehérjéi (y-TuRC), amelyek részt vesznek a
szétvalasztasaban (116,117). Ha a centroszoma duplikacié nem megfelelden megy végbe,
akkor a mikrotubulusok rendellenesen szervezédnek, ami genom instabilitashoz és végs6

soron betegségekhez, koztiik a rak kialakulasahoz vezethet (118).

A DNS karosodas utan a hibajavitasban résztvevd fehérjék megjelenésére a hiba
helyén gyorsan van sziikség. Az elmult években megvizsgaltak, hogy a hibajavitasban
résztvevd fehérjék megjelenését vajon a DNS karosodas valtja-e ki, vagy azok mas
esetben is jelen vannak a DNS-en vagy mashol a sejtben. A vizsgalatok egyértelmiien
kimutattak, hogy a mito6zis soran az ATM, ATR, Chkl, Chk2 és ATRIP jelen van a
centroszOman (119). Az ATM csendesités esetén a centroszomak nem tudnak
megkett6zodni. ATR Kkiiités esetén ennek ellenkezdjét figyelték meg, a sejtek tl sok
centroszomat tartalmaztak, akarcsak a BRCA1 delécioja esetén (120). Az is ismert, hogy
a BRCA1 és BARDI egy ubiquitin E3 ligazt alkot, ami ubiquitilalja a y-Tubulin
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centroszomalis fehérjét. Ennek szabalyozasat a MRE11-RAD50-NBS1 komplex végzi
(120,121). A BRCAZ2 gatlasa a centroszoma duplikéacié és a magmembran lebomlas
késését eredményezi, ami végsd soron egy lassabb sejtosztodast jelent (120,122). A
BRCAZ2 egyik interakcios partnerének, a RAD51-nek a taltermelése is hasonlo fenotipust
mutat (120). Kimutattak azt is, hogy egy masik, a DNS hibajavitasban részt vevé kinazt,
a Chk1-et foszforilaja a Cdk1 mitotikus kinaz, mely esemény, ha elmarad szintén idében
hosszabb sejtciklust eredményez, a sejt késébb 1ép be a mitozisba a kontrollhoz képest
(123).

A centroszomak megsokszorozodnak rontgensugarzas vagy hidroxiurea kezelés
hatdsara, ami tobbpolusu orsok kialakuldsahoz vezet, igy a kromoszomak nem
megfeleléen szegregalodnak ami vagy daganat képz6déshez, vagy a sejt az apoptdzisahoz
vezet (124,125). Mindemellett a mikrotubulusok szerepet jatszhatnak a DNS-karosodasi
valaszitvonalak aktivalasanak segitésében és szabalyozasaban azaltal, hogy a fenti
folyamatokban részt vevé fehérjék a mikrotubulusok mentén kdnnyen szallithatoak a
DNS-karosodas helyére (126).

1.9. A PP4 megjelenése a centroszoman

Ahogy mar a fentiekben emlitésre keriilt, a PP4 foszfataznak szerepe van a DNS
hibajavitasban, a gliik6z metabolizmusban, a T sejtes immunvalaszban €s az apoptdzisban
(32,50,63). Mindemellett kimutattak, hogy a PP4 jelenléte és aktivitasa a centroszoman

fontos a centroszoma éréséhez és a mikrotubulus orso kialakulasahoz (127).

A PP4 katalitikus alegységérdl ismert, hogy mind az interfazisban mind a mit6zis
els6 harom fazisaban jelen van a centroszoman (31). Szerepe van a centroszoma érésben
¢s a mikrotubulusok nukleaciojaban (31). A fehérje hianyaban csokken a centroszémalis
a-Tubulin és Aurora A fehérjék szintje, valamint PP4c gatlasakor a Plk1 (Polo-like kinase
1) mennyisége is csokken (128,129). Ezt alatamasztja, hogy a PP4c delécidja Drosophila
melanogaster embriokban, ugynevezett cmm (centrosomes minus microtubules) szemi-
letalis fenotipust okoz. Ezekben az allatokban hianyoznak a mitotikus magorsok vagy
nem csatlakoznak a centroszomakhoz, ami végso soron mitdtikus blokkot okoz, valamint

csokken a y-Tubulin mennyisége a centroszéman, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a

fehérje egy konformacio valtozas miatt nem tud a centroszomahoz kapcsolodni (130).
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Ismert az is, hogy mitotikus sejtekben a PP4c katalitikus alegység mellett jelen
van az R3A és R3B alegység is a centroszoman, interfazisos sejtekben pedig a sejtmagban
expresszalodnak (129). Az el6bbi tények alapjan feltételezhetd, hogy a PP4-R2-
R3A/R3B holoenzim centroszomalis jelenléte és DNS hibajavitasban bet6ltott szerepe

Osszekapcsolhato.

1.10. A Centrobin fehérje centroszémalis funkcidja

A Centrobin (Ctb) egy leany-centriolum-specifikus fehérje, amely sziikséges a
centroszoma duplikacidhoz és a mikrotubulusok stabilitasahoz. Ecetmuslicaban
kimutattak, hogy jelenléte az anyai centriolumon gatolja a csillok képz6dését, hianyaban
pedig a centriolum nem kett6z6dik meg, valamint csonka centroszomak keletkeznek,
illetve, a sejt nem képes végig haladni a mitozis fazisain (125,131). Spermatocitakban
megtalalhatd mind az anya, mind pedig a leany centriolumoknal, ami sziikséges a C- és
B-tubulusok kapcsolddasahoz és a centriolumok novekedéséhez (132). A Ctbh-nek az C-
terminalis doménje sziikséges a mikrotubulus szervez6 kozpont (MTOC)
szervezOdéséhez a centroszoman, de nem sziikséges a fonalak meghosszabbitasdhoz

(133).

A Ctb-t a sejtciklus kiilonboz6 fazisaiban tobb kinaz is foszforilalja. Plk1 altali
foszforilacidja révén a Ctb képes stabilizalni a mikrotubulusokat annak kovetkeztében,
hogy interakcié alakul ki a Ctb és az a-Tubulin k6zott (134,135). Ezzel ellentétben a
NEK?2 kinaz altali foszforilacié pont ellentétes hatast valt ki, az interfazisban csokken a
Ctb aktivitasa, a mikrotubulusok instabilla valnak (136,137). A Plkl altali Ctb
foszforilacié ahhoz is sziikséges, hogy a Ctb felhalmozodjon a leany-centriolumokon,

ezaltal biztositva a molekularis kiilonbséget a két centriolum kozott (138).

1.11. A Ctb szerepe a DNS hibajavitasban

A Ctb centroszomalis szerepe jol ismert €s jellemzett: Nemrég kimutattak, hogy a
fehérje UV sugarzast kdvetden ATR kinaz-fiiggé mddon foszforilalodik és megjelenik a
sejtmagi matrixban (93,139). Deplécidja pedig csokkenti a homoldg rekombinacid
hatékonysagat, csokken a sejtek ¢letképessége, valamint kijavitatlan DNS hibak
jelentkeznek (139). Emellett egy masik tanulmanyban kimutattak, hogy a Ser781

aminosav rontgensugarzas hatasara foszforilalodik (93). Mindemellett a DNS karosodas
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soran csokken a NEK2 aktivitasa, ami eloidézheti a Ctb mikrotubulus stabilizal6 hatasat
(137). Ezért felmeriil a kérdés, hogy a Ctb mas centroszémalis fehérjékhez hasonloan

kettds szerepet jatszik-e a centroszéma érésben és a DNS hibajavitasban (139).
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2. Célkitiizés

A PP4 katalitikus alegység jelenléte és szerepe a DNS hibajavitasban kisérletesen
bizonyitott, az R3 alegység szerepét is kimutattak mar a folyamatban. Korabbi munkank
soran leirtuk, hogy a PP4 R3 szabalyozé alegysége FxxP, illetve MxPP felismerési
szekvenciakat kot (62,63). Mikozben a felismerd szekvencia azonositasahoz jabb
interakcios partnereket kerestiink, szamos olyan fehérjét talaltunk, amelyeknek ismert
szerepe van a DNS hibajavitasban. Ezek koziil a Ctb fehérje keltette fel az
érdeklddésiinket, mert mig a szerepe jol jellemzett a centroszéma megkettézddésében és
érésében, addig a DNS hibajavitasban jatszott szerepét csak egy tanulmanyban vizsgaltak
(139). Ezért célul tiztik ki, hogy megvizsgaljuk a Ctb és a PP4 kapcsolatait a DNS

hibajavitasban:

1. Teszteljiik in vitro és in vivo kisérletekben, hogy a Ctb kotése csak egy FxxP
motivumtol fiigg-e?

2. Megvizsgaljuk, hogy a Ctb és a PP4 holoenzim alegységeinek csendesitése
hatassal van-e a rontgensugarzast kovetden torténd DNS hibajavités
kinetikajara?

3. Kimutatjuk, hogy a Ctb és a PP4 holoenzim alegységeinek delécioja hatassal
van-e a homolog rekombinacié mechanizmusara?

4. Ellenérizziik, hogy amennyiben a DNS hibajavitas nem megfeleléen megy
végbe ezen fehérjék hianyaban, akkor az jar-e valamilyen fenotipusos
valtozassal a sejtekben?

5. Megvizsgaljuk a Ctb fehérje Ser781 foszfo-null és foszforilaciot-mimikalo

variansainak szerepét ezekben a folyamatokban.
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3. Anyagok és médszerek
3.1. DNS konstrukciéok

3.1.1. Klasszikus klénozas

A human Ctb-t kddolé pOTB7_Hs_Ctb-rol PCR reakcioban amplifikaltuk a
teljes hosszasagi human ctb CDS-t (Uniprot azonosito: Q8N137; cDNA név:
MHS6278-202832427, klon ID: 4859539) a Fiiggelék 1. tablazatban megadott
oligonukleotid primerekkel, melyek Notl és Xbal restrikciés endonukleaz
felismerdhelyet tartalmaztak. A kapott PCR termék emésztést kovetden konnyen
ligalhat6 volt a pFlagCMV4 (kat#E7158, Merck Millipore) vektor multiklonozo
helyére a fent emlitett enzimekkel valo hasitast kovetéen, valamint pHY?22 (140)
vektorba is a Notl-EcoRV restrikcios endonukleaz felismeréhelyre. Ebben az esetben
viszont az Xbal talnyuld véget Klenow (kat#EP0051, Thermo Fisher Scientific)

enzimmel feltoltottik.

A Ctb fragmenteket szintén PCR reakcioban amplifikaltuk, a Filiggelék 1.
tablazatban megadott oligonukleotid primerekkel, melyek EcoRI ¢és Acc65I
restrikcids enzim felismerdhelyet tartalmaztak. A kapott PCR termék restrikcids
emésztést ¢€s gélbol vald izolalast kovetden ugyanezen helyekre ligalhatdé a
pFlagCMV4 vektorba. A kovetkezé Ctb fragmenteket allitottuk eld: 1-t61 180-ig,
180-t6l 903-ig, 1-t6l 460-ig és 460-t6l 903 aminosavig, a fehérje masodlagos

szerkezetének megbecsiilése (3. Fliggelék) és a szakirodalom alapjan (69).

A Drosophila melanogaster Ctb-t kodoldo plazmid konstrukcidkat mar
korabban 1étrehoztak a csoportunkban (62).

3.1.2. Gateway klonozas

Gateway klonozas soran két rekombinacids reakcid jatszodik le: BP és LR
reakci6. A gyartd utmutatoit figyelembe véve (Thermo Fisher Scientific),
amplifikaltuk PCR reakcioban a teljes hosszasaga R3A (Uniprot azonositd: Q6INSS,
cDNS neve: MHS6278-202759611, klon ID: 6142109), illetve R3B (Uniprot
azonosito: QS5SMIZ7-3, cDNA név: MHS6278-202807853; klon ID: 5259789)
CDS-t, oly moédon, hogy a felhasznalt oligonukleotid primerek (Fiiggelék 1. tablazat)

tartalmaztak a génspecifikus szakaszon tul egy attB helyet. Ez a termék konnyen
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bevihetd a BP rekombinacids reakcid soran egy attP felismerd helyet tartalmazo
donor vektorba (kat#12536017, Thermo Fisher Scientific). A rekombinaciot kdvetden
az clkészilt pPDONR221 R3A, illetve a pDONR221_R3B plazmidokban mar attL
hely talalhato, illetve itt felhasznaltuk a korabban elkészitett pPDONR221 FIfl_ EVH1,
pDONR221 R3A_EVH1 plazmidokat is (62). A masodik reakcioban, az LR
reakcidban, az attR helyekre, amit az expresszios célvektor tartalmaz, rekombinalhato
a fehérjét kodold szekvencia. Egy donor vektor segitségével szamos expresszios
konstrukcio 1étrehozhato. Esetiinkben a pPDONR221_R3A, illetve apDONR221_R3B
vektorokat felhasznalva az N-terminalis GFP fehérjét tartalmazé pDESTS3
célvektorban (kat#12288015, Thermo Fisher Scientific) 1étrehozhat6 a GFP-R3A-t,
illetve a GFP-R3B-t kodolo plazmid konstrukcio. A pDONR221 FIfl EVH1, a
pDONR221 R3A EVHI, a pDONR221 R3A ¢és a pDONR221 R3B
felhasznalasaval az N-terminalis GST fehérjét tartalmazé pDEST15 célvektorban
(kat#11802014, Thermo Fisher Scientific), létrehozhat6 a GST-FIfl-EVH1-et,
a GST-R3A-EVH1-et, GST-R3A-t, illetve a GST-R3B-t kodolé plazmid

konstrukciok.

3.2. Helyspecifikus mutagenézis

A pFlagCMV4-Ctb-180-903 fragmentet templat segitségével a QuickChange
Il XL Mutagenesis Kit-et (kat#200522, Agilent Technologies) felhasznalva
létrehoztuk a Flag-Ctb-180-903aa-771-ARVA-774, a Flag-Ctb-180-903aa-S781A,
illetve a Flag-Ctb-180-903aa-S78 1D mutaciokat a Ctb fragmentben a 25 pl térfogata

reakciokban:

2,5 pl 10x tomény reakcio puffer, 50 ng DNS templat, 125-125 ng forward és
reverz iranyu oligonukleotid primer, 1 ul dNTP mix, 0,5 pl Pfu Ultra polimeraz.
A PCR program a kovetkezd volt:
95 °C, 30 méasodperc;
majd tizenhat ciklusban: 95 °C, 30 masodperc; 55 °C, 1 perc; 68 °C
5 perc;
68 °C, 7 perc
A program befejeztével 2 pl-t kivettiink a reakciobol, a maradékhoz
hozzdadtunk 1 pl (10 U/ul) Dpnl restrikcios enzimet. A reakcidt 3 oran at 37 °C-on
inkubaltuk, majd 2 pl-rel Escherichia coli DHS5a kompetens sejteket
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transzformaltunk. A Dpnl enzim csak a templatként hasznalt metilalt DNS-t képes
emészteni, a PCR reakcidban ijonnan szintetizalt mutans DNS intakt marad, igy a
transzformalt baktériumok nagyobb valdsziniiséggel hordoznak megfeleld plazmid
konstrukciot. Az emésztetlen 2 pl-t kontrollnak hasznaltuk.

A 1étrehozott plazmid konstrukciokat minden esetben restrikcios enzimekkel,

illetve ezt kdvetden szekvencia meghatarozassal ellendriztiik.

A felhasznalt oligonukleotid primerek az 1. Fliggelékben van kozolve.
3.3. Rekombinans fehérjetermelés és affinitas-tisztitas

A kisérletekben hasznalt rekombindns fehérjéket a kovetkezoképpen
termeltettik  és  tisztitottuk: A pDEST15-R3A-EVH1, pDEST15-R3A,
pDEST15-R3B és pDEST15-FIfI-EVHI1 vektorokkal transzformaltuk az Escherichia
coli SixPack sejteket (141). A baktérium kultarat a standard protokoll szerint
novesztettik  Terrific  Broth autdindukciés médiumban (kat#AIMTBO0210,
Formedium) 16 °C-on 48 o6raig, majd centrifugalassal leiilepitettiik (5000 g, 8 perc,
4 °C-on) és a sejteket Gjra felszuszpendaltuk foszfattal-pufferelt sooldatban (PBS),
majd lefagyasztottuk -80 °C-ra. Felolvasztast kovetéen a sejtszuszpenziot
kiegészitettiik 0,2 mg/ml lizozimmal (kat#L6879, Sigma-Aldrich) és 1 mM PMSF-el
(fenil-metil-szulfonil-fluorid, szerin proteaz gatloszer, kat#P7626, Sigma-Aldrich) és
a sejteket ultrahangos roncsolassal lizaltuk. A sejttormeléket centrifugalassal
letilepitettiik (12000 g, 15 perc, 4 °C), a lizatumot pedig hozzaadtuk 150 ul PBS-sel
equilibralt glutation-szefardz 4B (kat#17-0756-01, Cytiva) gyongyhoz, majd 3 oran
at 4 °C-on lassan kevertettiik. Ezt kovetden a gyongyoket mostuk négyszer 0,05 %
Triton X-100-zal kiegészitett PBS-sel, majd felhasznalasig 50 % glicerol tartamt
PBS-ben taroltuk -20 °C-on.

3.4. In vitro kotési kisérletek

A Ctb variansok és az R3A vagy R3B kozotti in vitro kotés kimutatasara
%S-metioninnal jellt radioaktiv Ctb fehérjét allitottunk eld in vitro transzkripcios és
transzlacios rendszerrel (IVTT, kat#L.1170, Promega). A 15 ul végtérfogath reakciot
a kovetkezoképpen mértiik 6ssze: 11 pl TNT T7 retikulocita lizatum (TNT Quick
Master Mix, Promega), 0,33 ul proteaz inhibitor koktél (PIC, kat#11873580001,
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Roche), 0,33 pl RNaz gatloszer (RNasin, kat#N261B, Promega), 0,4 pl MBq
%3-L-metionin (Kat#NEG709A, PerkinElmer) és 2,9 pl viz. Hozzdadtunk 100 ng-ot
a termeltetni kivant fehérjét kodold T7 promotert tartalmazo plazmid konstrukciobol.
A reakciot 30 °C-on 1 6ran at inkubaltuk, majd kivettiink 1 pl-t — ez késébb inputként
a fehérje expresszio ellenérzésére szolgalt —, a maradékot hozzaadtuk az A oldattal-
equilibralt (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 1 mM DTT,
0,1 % Triton X-100), glutation-szefaréz matrixhoz immobilizalt, GST-vel fuzionalt
csali fehérjékhez. A gyongyoket elétte kotépufferben (A oldat kiegészitve EDTA-
mentes 1x PIC-el és 0,5 mg/ml borju szérum albuminnal (BSA)) szuszpendaltuk fel.
A csoveket 4 °C-on, lassu forgatassal 2 oran keresztiil kevertettiik, majd mostuk
kotépufferrel, kétszer A oldattat és négyszer B oldattal (50 mM HEPES, 200 mM
NaCl, 2 mM MgCl;, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,2 % Triton X-100). A k&t6d6
fehérjéket 4 perc forralassal 1x Laemmli pufferbe elualtuk. A fehérjéket
hagyomanyos Tris-Glicin alapi SDS-PAGE gélen molekulatomeg szerint
elvalasztottuk. A futtatashoz a BioRad fehérje futtaté késziilékét hasznaltuk a
kovetkezo futtatopufferben: 25 mM Tris, 0,01 % SDS, 192 mM Gilicin, pH 8,2- 8,5.
A futtast kovetden a géleket 10 % ecetsavas fixalast kovetéen 0,1 % Coomassie
brilliant blue oldattal festettiik, a felesleges festéket 10 % metanol 7% ecetsav
eleggyel eltavolitottuk, majd a gélt beszkenneltiik és BioRad gélszarito berendezéssel

kiszaritottuk.

A %S-metioninnal jeldlt fehérjék detektalasa: A 35-6s kén izotop egy alacsony

energiaju P-sugarzo, detektalasahoz autoradiografidt hasznaltunk. Az expoziciot
-80 °C-on végeztiik rontgenfilmmel (Kodak), Kis-energiajh erdsito folia alkalmazasa
mellett (kat#1111681, Kodak). 24-48 o6ras expoziciot kovetden a filmet sotét
szobaban hivtuk eld, majd szaritast kovetden a filmet szkennerrel dokumentaltuk
(140).

3.5. Sejtkultarak fenntartasa

HelLa (ATCC CRM-CCL-2), HEK293 (ATCC CRL-1573) és U20S DR-GFP
(142) sejtvonalakat 37 °C-on, 5 % CO, mellett tartottunk fenn magas glukoz tartalmu
Lonza Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (DMEM, kat#61965026, Thermo
Fisher Scientific), amit 10 % magzati borju szérummal (FBS, kat#ECS0180L,

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

3.6. Ko-immunopreciptacio

Az invivo kotési kisérletekhez HEK293 sejteket ndvesztettiink 10 cm-es Petri
csészében 70 %-os sejt konfluenciig a fent leirt modon. Amikor elérték a 6x10°
sejtszamot ko-transzfektaltuk éket 2-2 plazmid konstrukcidval, mindkét plazmidbol
3-3 pug-ot hasznaltunk, 56 ul 0,4 mg/ml koncentraciés polietilénimin (PEI,
cat#408727, Merck Millipore) transzfekcids reagenst haszndlva a gyari protokoll

alapjan a kovetkezé kombinaciokban:

1. plazmid 2. plazmid

pDESTS3 pFlagCMV4-Ctb-180-903-WT

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

pDEST53 pPFlagCMV4-Ctb-180-903-S781A

pDESTS3 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
pDESTS53-R3B pFlagCMV4-Cth-180-903-771-ARVA-781
pDEST53-R3B PFlagCMV4-Ctb-180-903-S781A
pDEST53-R3B pFlagCMV4-Ctb-180-903-S781D

1.Tablazat. Az egyiitt transzfektalt plazmid konstrukciok a felhasznalt

kombinaciokban.

A sejteket 48 oraval a transzfekcid utan sejtkapardval Gsszegytjtottik 1 ml
PBS oldatba, lecentrifugaltuk (1000 g, 5 perc, szobahdmérsékleten), majd mostuk
1 ml PBS-sel, Gjra lecentrifugaltuk és -80 °C-on taroltuk. A sejteket feltartuk 900 pl
A oldatba (50 mM Tris pH 7.6, 50 mM NaCl, 2 mM MqgCl;, 0,5 mM EGTA,
0,1 % NP-40, 5 % glicerin, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1x EDTA-mentes PIC,
25 uM  MGI32 (kat#10012628, Cayman Chemical Company) ¢és

31



0,1 pl/ml benzonaz/nukleaz (kat#70746-10KUN, Merck Millipore)), majd a
sejtlizatumot Osszekevertik 7 pl A oldattal equilibralt GFP-Trap magneses
gyonggyel (kat#gtma-20, ChromoTek GmbH) és 2 oran keresztil 4 °C-on
kevertettiik, majd mostuk kétszer A oldattal és haromszor B oldattal (50 mM Tris
pH 7.6, 50 mM NaCl, 2 mM MgClz, 0,5 mM EGTA, 0,1 % NP-40, 5 % glicerin). A
felkotott fehérjét 25 pl 1xLaemmli minta-pufferben 5 perc forralassal elualtuk. A
fehérjék 20, illetve 80 %-at méret szerint elvalasztottuk SDS-PAGE-en, a fent leirt
moédon, majd transzferaltuk PVDF (polivinilidén fluorid, kat#IPVH00010, Merck
Millipore) membranra és western blot eljarassal analizaltuk a 3.15.-6s pontban

felsorolt ellenanyagokat hasznalva.

3.7. Géncsendesités siRNS-ek felhasznalasaval

A Hela vagy U20S sejteket 70 %-os (8,4x 10° sejt) sejt konfluencidig
novesztettik 6 lyukua lemezen, majd a gyartd altal javasolt protokollt kovetve
transzfektaltuk: 500 ul OptiMEM (kat#31985-047, Gibco) médiumhoz hozzaadtunk
120 pmol siRNS-t (a kett6s csendesitett vonalaknal 60-60 pmolt). Egy masik csébe
belemértink 8 pl Lipofectamine 2000 (kat#11668-018, Invitrogen) vagy
DharmaFECT (kat#T-2022-02, GE Healthcare Dharmacon) transzfekcids reagenst.
Ot perc inkubaci6 utan a két cs6 tartalmat dsszekevertiik vortex-szel, majd tovabbi 20
percig inkubaltuk, végiil a transzfekcios komplexet a sejtekhez csepegtettiik 4 ora
mulva az OptiMEM-et lecseréltiik komplett DMEM magas gliikoz tartalmi
médiumra. A felhasznalt siRNS-ek a 2. Fliggelékben van kozolve. A csendesiteni
kivant gének transzkriptumainak mennyiségét minden esetben qPCR és western blot

technikaval ellen6riztiik.

3.8. yYH2AX sejtmagi fokuszok szamolasa

Az siRNS transzfekciot kovetéen 24 oraval a sejteket tripszin oldattal
(kat#TRY-3B, Capricorn Scientific) kezeltik és fed6lemezekre szélesztettiik két
részre osztva, majd ujabb 24 ora elteltével a sejtekhez 10 uM 5-ethynyl-2°-
deoxyuridine (EdU) timidin bazis analogot adtunk. Az EdU egy nukleozid analog,
amely a szintézis fazisdban beépiil a DNS-be és kapcsolhatd hozza egy fluoreszcens

festék. Ezt kovetéen az egyik mintasorozatot 2 Gray (Gy) rontgensugarzassal
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kezeltiik, mig a masikat kezeletleniil hagytuk (kontroll). A kezelés utan 2, 4 ¢és 8
oraval a fedélemezeket 3 % paraformaldehid (PFA, kat#158127, Merck Millipore)
oldattal 10 percig fixaltuk. A yH2AX fokuszokat anti-yH2AX elsédleges és Alexa
Fluor 488 masodlagos ellenanyaggal vizualizaltuk, a DNS-t PBS-ben higitott
0,15 pg/ml koncentracioju Hoechst33342 (kat#H21492, Thermo Fisher Scientific)
oldattal festettiik, valamint hozzaadtuk az EdU-hoz kapcsolodo fluoreszcens festéket,
EdU Click 555 (kat#BCK-EdU555-1, BaseClick GmbH). Lemezenként 50-50 EdU-
pozitiv sejtben szamoltuk meg a yYH2AX fokuszokat.

3.9. A homolég rekombinacio sikerességének mérése human sejtekben

Ehhez a kisérlethez az ugynevezett DR-GFP riporter sejteket hasznaltuk
(142). Az siRNS-ckel valé transzfekciot kovetden 24 oraval a sejteket tripszin oldattal
kezeltiik és feddlemezekre szélesztettiik, majd Gjabb 24 ora elteltével a sejteket
pCBAScel (kat#26477, Addgene Watertown) plazmid konstrukciéval transzfektaltuk
a fent leirt modon 8 pul Lipofectamine 2000 (kat#11668-018, Invitrogen) transzfekcios
reagenst felhasznalva. 96 oraval a csendesités utan a sejteket 3 % PFA oldattal
fixaltuk, majd a DNS-t PBS-ben higitott 0,15 pg/ml koncentracioju Hoechst33342
oldattal festettiik. A GFP és a Hoechst33342 jeleket Zeiss LSM 800 (Carl Zeiss)
mikroszkop 20x objektivével detektaltuk, majd a GFP pozitiv sejteket CellProfiler
software segitségével szamoltuk (143). A Hoechst33342 festés a sejtmagok
(kromatin) kijelolésére szolgal, a GFP pozitiv sejtek aranya pedig megbecsiili a
homoldg rekombinacié eredményességét a kiilonféle mintakban. Minden esetben

legalabb 2500 sejtet fotoztunk le és szamoltattunk meg a szoftverrel.

3.10. Mitotikus kromoszéma preparalas és jellemzés human sejtekbol

24 oraval az SIRNS transzfekcié utan a sejteket két Petri csészébe osztottuk
fele-fele aranyban, majd Gjabb 24 ora elteltével az egyik Pertri csészében 1évo sejteket
kezeltiik 2 Gray rontgensugarzassal, mig a masik csoport kezeletlen maradt (kontroll).
Ezutan a sejtekhez hozzaadtunk 20 pg/ml kaffeint (kat#C0750, Merck Millipore) és
10 pg/ml kolhicint (kat#D00138122, Calbiochem) és tovabb novesztettiik 6 oran
keresztiil, 37 °C-on, 5 % CO, mellett (144). A kaffein és a kolhicin kezelés altal

noveljiik a metafazisos kromoszéma izolalas hatékonysagat (145). A 6 ora elteltével
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a sejteket tripszin oldattal kezeltik ¢és centrifugalassal (900 g, 5 perc,
szobahdmérsékleten) leiilepitettilk, majd felszuszpendaltuk 75 mM KCI oldatba és
37 °C-on fél orat inkubaltuk. A sejteket Gjabb centrifugalassal (900 g, 5 perc, RT)
Osszegytujtottiik és felvettik 1 ml metanol: ecetsav (3:1 arany) fixalé oldatba, a
folyamatot haromszor megismételtiik. Végiil a sejteket felvettiik 1 ml fixalo oldatba
¢s 20-50 pl-t fedélemezre szélesztettiik. Egy éjszakdn at szaritottuk, majd festettiik
1 pg/ml Hoechst33342 oldattal és targylemezre raktuk. Mintankként 150-150
kromoszéma csoportot fotoztunk le és szamoltunk meg, majd osztalyoztunk
morfolégiai jegyek alapjan. Osszetapadt kromatidaju kromoszomaknak neveztiik
azokat a kromoszomakat, amelyek a mitotikus X vagy V formaji kromoszomakhoz

képest a kromoszoma két rovid, illetve két hossza karja egymashoz tapad (144-146).

3.11. Ctb csendesités és menekités Flag-Ctb variansokkal

Az l-es szamu Ctb siRNS célszekvenciaja (lasd 2. Fiiggelék) a cDNS
5’ végéhez kozel esik, igy a Flag-Ctb-180-903aa fragmentet kodold szakaszt nem
érinti. Annak vizsgalatara, hogy a vad tipusi Flag-Ctb-180-903aa-WT, illetve
Flag-Ctb-180-903aa-771-ARVA-774, Flag-Ctb-180-903aa-S781A ¢és Flag-Ctb-180-
903aa-S781D mutansok kepések-e potolni a hidnyzo endogén Ctb fehérjét kettds
transzfekciot végeztiink a Ctb SiRNS-sel, illetve a fent felsorolt fehérjéket kodolo
plazmid konstrukciokkal. A sejteket 70 %-o0s sejt konfluencidig (8,4x 10° sejt)
novesztettiik 6 lyukd sejttenyésztd lemezen, majd 8 pl Lipofectamine 2000
transzfekcios reagenssel bevittiink 60 pmol siRNS-t és 1500 ng-ot valamelyik
Flag-Ctb-180-903aa valtozatot kodoldo plazmid konstrukciobol. 24 oraval a
transzfekcid utan a sejteket tripszin oldattal kezeltiik és szétosztottuk fele-fele
aranyban két Petri csészébe, ujabb 24 ora elteltével az egyik Petri csészében 1évo
sejteket 2 Gray rontgensugarzassal kezeltiik, mig a masikat kezeletleniil hagytuk
(kontroll), majd a fent leirt modon mitotikus kromoszomat preparaltunk.

A Flag-Ctb-180-903aa variansok kifejezédését western blottal vizsgaltuk.

3.12. Western blot kisérletek

A fehérjék detektalasahoz a ko-immunoprecipitacios, az SIRNS csendesités

hatékonysaganak ellendrzésére és az endogén Ctb menekités kisérletekben western
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blot modszert alkalmaztunk. A fehérjéket Tris-Glicin alapi SDS-PAGE-en a
molekulastly szerint elvalasztottuk, majd a BioRad Trans-Blot Semi-Dry
késziilékével PVDF-re membranra transzferaltuk a kovetkez6 pufferben: 50 mM Tris,
40 mM Gilicin, 20 % metanol és 0,04 % SDS.

A blottolds utdn a membran szabad fehérjekotd feliiletét kezeltik 5 %-0s
zsirszegény tejport, TBS-t (Tris pufferelt sooldat), 0,5 % Tween 20-t tartalmazo
oldattal, 30 percig szobahémérsékleten inkubalva. Az ellenanyagokat 1x TBST+B
(1xTBS és 0,5 % Tween 20, 1 mg/ml BSA) oldatban higitottuk, majd a membrant
3 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az elsddleges ellenanyag utan a membrant
mostuk haromszor 10 percig 1XTBST oldattal, majd inkubaltuk TBST+B higitott
tormaperoxidaz (HRP) konjugalt egér elleni masodlagos ellenanyaggal a fent leirt
korilmények kozt 1 ordn 4. A membrant Ojra mostuk, majd Immobilon
kemilumineszcens HRP szubsztratummal inkubaltuk 5 percig (kat#WBKLS0500,
Merck Millipore). A HRP altal oxidalt kromogén szubsztraumat jelét Azure c300
géldokumentacios rendszerrel (Azure Biosystems) detektaltuk. A felhasznalt

ellenanyagokat a 3.15.-6s alpontban targyaljuk.

3.13. Géncsendesités hatékonysaganak ellenorzése qPCR segitségével

A fent leirt kisérletekben minden esetben az siRNS transzfekcio altal kivaltott
csendesités hatékonysagat qPCR technolodgiaval ellendriztiik. A sejtek teljes RNS
tartalmat izolaltuk Zymo Research Quick-RNA MiniPrep (kat#R1054, Zymo
Research) segitségével, majd egyesszalu CDNS-t készitettiink RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (kat#K1670, Thermo Fisher Scientific) felhasznalasaval.
Végezetiil, Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-et (kat#K0222, Thermo
Fisher Scientific) hasznaltunk a valos idejii kvantitativ PCR-hez a gyartok megadott
protokolljai  alapjdn  megfeleléen  megtervezett oligonukleotid  primerek
felhasznalasaval (1. Fiiggelék). Minden minta esetében négy parhuzamos reakciot
futtattunk le a Rotor-Gene Q Real-Time PCR Detection (QIAGEN) rendszerrel a
kovetkezd koriilmények kozott: 95 °C 10 perc, 40 ciklus 95 °C-on 15 mésodpercig,
55 °C 30 masodperc, 72 °C 30 mésodperc. Az adbrakon a négy parhuzamos mérés

atlaganak értéke és azok szorasai lathatoak (15. és 26. abra).
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3.14. Immunfluoreszcencia

A 3 %-0s PFA oldattal torténé fixalasat kovetden a sejteket permeabilizaltuk
10 percig 0,5 % Triton X-100 tartalma PBS-ben, mostuk haromszor 0,1 %
Triton X-100-at tartalmazé PBS pufferrel, majd a szabad fehérjéket blokkoltuk 3 %
FBS-sel kiegészitett moso pufferrel, szobahdmérsékleten 30 percig. A sejtekre ezutan
a blokkol6 oldatba higitott els6leges ellenanyagot raktuk és egész éjszakan at,
4 °C-on inkubaltuk nedves kamrdban. Harom ujabb mos6 pufferel vald6 mosasat
kovetden a sejteket a fluoreszcensen jelolt masodlagos ellenanyaggal (3.15.-6S
alpont) sotétben inkubaltuk szobahémérsékleten 1 orat. A sejteket mostuk haromszor
festettiik 10 percig. A mikroszkopos képeket Zeiss LSM 800 mikroszkoppal
készitettiik.

3.15. Felhasznalt ellenanyagok

A western blot és az immunfestés kisérletében a kovetkezd elsddleges
ellenanyagokat hasznaltuk a megadott higitasban: egér anti-FlagM> (WB: 1:10000,
kat#F1804, Merck Millipore), egér anti-GFP, (WB: 1:200, kat#11814460001,
Roche), egér anti-a-Tubulin (WB: 1:10000, kat#T6199, Merck Millipore), nyul anti-
Centrobin (WB: 1:1000, kat#PA5-96990, Invitrogen), nyul anti-R3A (WB: 1:1250,
kat#PA566644, Invitrogen), nyual anti-R3B (WB: 1:1250, Kkat#PA551545,
Invitrogen), egér anti-PP4c (WB: 1:1000, kat#MA5-32946), nyul anti-Flag (IF: 1:500,
kat#F7425, Merck Millipore), egér anti-yH2AX (IF: 1:500, kat#ab81299, Abcam) és
egér anti-y-Tubulin (IF: 1:300, kat#T6557, Merck Millipore). A masodlagos
ellenanyagok a kovetkezOk voltak: kecske anti-egér HRP-konjugalt IgG ellenanyag
(WB: 1:10000, kat#P044701-2, Dako), kecske anti-nyal HRP-konjugalt IgG
ellenanyag (WB: 1:10,000, kat # P044801-2, Dako), szamar anti-nyal 1gG Alexa
Fluor 488 konjugalt (IF: 1:500, kat#A21206, Thermo Fisher Scientific), szamar anti-
egér IgG Alexa Fluor 488 (IF: 1:500, kat#A21202, Thermo Fisher Scientific), szamar
anti-nyul IgG Alexa Fluor 594 (IF: 1:500, kat#A21203, Thermo Fisher Scientific).
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3.16. Statisztikai elemzés

Minden kisérletet legalabb haromszor végeztiink el (n=3). A statisztikai
elemzések soran az Origin  Graph statisztikai  szoftver segitségével
(https://wwwe.originlab.com/origin) egy probas ANOVA tesztet végeztiink (147). A
csillagok a P érték, regresszids egylitthatd szignifikanciajat jelolik (*P < 0,05,
**p < 0,01, és ***P < 0,001).
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4. Eredmények
4.1. A PP4 foszfataz R3 alegységének konzervalt szubsztratum-felismero

mechanizmusanak vizsgalata

Kutatasaink soran kimutattuk, hogy a Ctb fehérje specifikusan kotédik a PP4
foszfataz R3 regulator alegységének EVH1 doménjéhez Drosophila melanogasterben
(62). Ueki és munkatarsai 2019-ben megjelent tanulmanyaban, szintén azt talalta, hogy a
Ctb fehérje kotddik az R3 szabalyozd alegységhez human sejtekben is (69). Ez azért
meglepd, mert a Cth fehérjék csupan funkcionalis ortologjai egymasnak és szekvencia
szinten csak 39 %-ban azonosak és sem a humanban azonositott, kdtéshez sziikséges
FRVP motivum nem talalhat6 meg ecetmuslicaban, sem a Drosophila melanogasterben

azonositott MPPP motivum nincs meg emberben (6. abra) (62).

FRVP (771-774)

. v
Hs_Centrobin 1—903

MPPP (36-39)

1
Dm_Centrobin M 689

6. abra: A Drosophila melanogaster és a human Ctb sematikus dsszehasonlitasa. Mig a
human Ctb egy C-terminalison elhelyezked6 FRVP (771-FRVP-774) motivummal, addig
az ecetmuslica egy N-terminalison elhelyezked6 MPPP (36-MPPP-39) motivummal
kotodik az R3 alegységhez.

Ezért hipotézisiink az volt, hogy ha a kétési motivumok nem is, de a kolesonhatas
mechanizmusa az R3A/R3B/Falafel és a Ctb kozott valdszintileg nagyfoka
konzervaltsagot mutat. Ennek vizsgélatara helyspecifikus mutagenézis segitségével
Kicseréltiik az ecetmuslica Ctb ismert MPPP PP4-hez k&t6d6 motivumat Ctb-36-APPA-
39-ra (50). Kontrollként a kotést nem befolyasold FLHP motivum mutans verziojat (Ctb-
51-ALHA-54) hasznaltuk. A fehérjéket in vitro transzkripcios €s transzlacios rendszerben
termeltettiik meg, amihez ¥S-metionint adtunk, majd vizsgéltuk kotddési képességiiket
glutation-szefaroz matrixhoz kotott Falafel-EVH1 (muslica fehérje) és R3A-EVH1
(human fehérje) doménnel. Eredményeink megerdsitették, hogy a PP4 R3 alegységek
konzervalt modon kotik interakcids partner fehérjéjiiket, mivel mind a Drosophila
Falafel-EVH1, mind pedig a human R3A-EVH1 megkototte az ecetmuslica Ctb fehérjét.
Nemcsak a Drosophila Falafel-EVH1 hanem a human R3 EVHL1 is elvesztette kotési

képeségét, ha megvaltoztattuk a kdlcsonhatashoz sziikséges MPPP motivumot (Ctb-36-
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AXPA-39), valamint megmaradt a kotés, ha egy az interakciot nem befolyasold hasonlo

motivumot valtoztattunk meg (Ctb-51-ALHA-54) (7. ébra).

-180
-130

=1 -100
= 1-70

GST-Falafel/R3A- ' =
- D = W | 55
vt > -~ - -

“|-40

GSTH|  w» - - - »5

9% SDS-PAGE/Coomassie BB
_Autorad

s -— - - -

35S-Centrobin  38S-Centrobin 35S-Centrobin
36-APPA-39 51-ALHA-54

7. abra: A Ctb fehérje kotési tesztje a human R3A-EVH1-gyel és az ecetmuslica
Falafel-EVH1-gyel. Mindkét EVH1 domén kototte a vad tipust Ctb (bal oldal) fehérjét.
Elvesztették kotési képességiiket, ha megvaltoztattuk a korabban azonositott esszencialis
motivumot: Ctb-36-APPA-39 (kézépen). A kotést nem befolyasolta mas FxxXP/MxPP
motivum mutagenézise: Ctb-51-ALHA-54 (jobb oldal). A kisérletben negativ
kontrollként GST fehérjét hasznaltunk. A fehérjetermelddés ellenérzésére az input
mintabol vittlink fel a gélekre.

Tovabbi bizonyitékokat kerestiink arra, hogy az R3 alegységek csak egy
motivumot kotnek mind emberben, mind pedig ecetmuslicaban. Ha a teljes hosszlisagu
human R3 alegységeket (GST-R3A és GST-R3B) immobilizaltuk glutation-szefar6z
matrixhoz, azok képesek voltak megkotni a human (Hs-Ctb) és ecetmuslica (Dm-Ctb)
Ctb fehérjéket, de a kdtés megsziint, hogyha megvaltoztattuk a korabban azonositott PP4-
kotd konszenzus motivumokat: 771-FRVP-774 motivumot 771-ARVA-774 motivumra
(human Ctb), 36-MPPP-39 szekvenciat 36-APPA-39 szekvenciara (muslica Ctb) (8. abra)
(62,69).
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8. 4bra. Az R3A és R3B koti mind a human és mind az ecetmuslica Ctb-t in vitro. A
teljes hosszusag human R3 alegységek (GST-R3A és R3B) kotédnek a vad tipusu teljes
hosszusagu human Ctb fehérjéhez (autoradiografia, elsé panel), valamint az ecetmuslica
Ctb-hez (autoradiografia, harmadik panel). Elvesztik a kotési képességet, ha elrontjuk az
esszencialis FRVP motivumot ARVA-ra a human Ctb (autoradiografia, kettes panel),
vagy az MPPP motivumot APPA-ra a muslica Ctb (autoradiografia, négyes panel)
esetében. A Kkisérletben negativ kontrollként GST fehérjét hasznaltunk. A fehérje
termel6dés ellendrzésére az input mintabol vittiink fel a gélekre.
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4.2. A teljes hossziusagu Flag-Ctb és a Flag-Ctb fragment fehérjék sejtben valé

lokalizaciojanak vizsgalata

Miutan megvizsgaltuk, hogy a human R3A és R3B koti a human Ctb fehérjét in
vitro, igazolni szerettik volna, hogy a Ctb in vivo is interakcids partnere a PP4
holoenzimnek, és hogy ez a kotés a human Ctb esetében a 771-FRVP-774 motivumatol
fiigg. Ehhez eléallitottunk egy Flag-Ctb-t kodold plazmid konstrukciot. Ezzel human
sejteket transzfektaltunk ¢és immunfluoreszcensen jeloltikk anti-Flag ellenanyaggal.
Megfigyeltiik, hogy a kifejez6d6 Flag-Ctb fehérje lokalizacio nem megfeleld, a fehérje
kristalyszerti strukturadkat képzett a citoplazméban. Ezt a jelenséget korabban mar mas
kutatok is megfigyelték (125). Ezért megprobaltuk a teljes hosszasagu Ctb helyett, annak
kiilonféle méretli darabjait tultermelni human sejtekben. Ueki és munkatarsai két részre
vagtak a Ctb fehérjét egy viszonylag szimmetrikus felosztassal a 460. aminosavnal (69).
Ez alapjan mi is erre a két részre osztottuk a Ctb fehérjét (Ctb-1-460aa és Ctb-460-903aa),
valamint megvizsgaltuk a Ctb prediktalt masodlagos szerkezetét is és azt talaltuk, hogy
180-t61 520 aminosavig egy nagy kiterjedésti a-hélix helyezkedik el a fehérjében. A
fehérje masodlagos szerkezetének predikcidja a 3. Fiiggelékben talalhato. Azért, hogy a
a-hélix intakt maradjon, létrehoztunk tovabbi két Ctb fragmentet, egy 1-t6l 180
aminosavig terjed6 N-terminalis fragmentet és egy 180-t6l 903 aminosavig terjed6 C-
terminalis részt. Ezekkel a plazmid konstrukciokkal HeLa sejteket transzfektaltunk és
immunfluoreszcens jelolést végeztiink anti-Flag ellenanyaggal. A 9. abran jol lathato,
hogy a két N-terminalis fragment (1-t61 460-ig és 1-t61 180-ig) citoplazmatikusan
lokalizal, mig az Ueki altal hasznalt C-termindlis darab a magmembran koré tomoril. Az
altalunk vizsgalt leghosszabb fragment, 180-t61 903 aminosavig bizonyult a
legigéretesebbnek, amely a centroszomalis fehérjékre jellemz6 fokuszszerli megjelenést
mutatta, tovabba egyiitt lokalizalt a centroszoma-marker y-Tubulinnal (10 abra). Ezt a
megfigyelést alatamasztja egy masik tanulmany is, ahol leirtak, hogy a Ctb fehérje C-

terminalisa elegendd lehet a centroszomalis lokalizaciohoz (125).
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9. abra. A Flag-jelolt Ctb-fragmentek lokalizaciojanak mikroszkopos vizsgalata. HelLa
sejteket tranziensen transzfektaltunk kiilonb6z6 hosszusagi Flag-jelolt Ctb-t kodold
plazmid konstrukciokkal. 48 oraval a transzfekciot kovetden a sejteket PFA oldattal
fixaltuk és anti-Flag-gel festettiik (piros). Egyediil a Flag-Ctb-180-903 aminosavas
fragment mutatta a vart fokusszerii lokalizaciot. A 1éptéksav 10 um hosszasagu. A DNS-
t Hoechst33342 (kék) oldattal festettiik.

Merge Flag yTub Hoechst

Flag-Ctb
180-903aa

10. abra. A Flag-Ctb-180-903aa fehérje centroszomalis lokalizaciéja. HelLa sejteket
tranziensen transzfektaltunk a Flag-Ctb-180-903aa fragmentet kodoldé plazmid
konstrukcioval. A transzfekcié utdn a sejteket fixaltuk, majd anti-Flag (piros) és
anti-y-Tubulin (yTub, z6ld) ellenanyaggal festettiik. A két fehérje egyiitt lokalizal. A
léptéksav 10 um hosszusagu. A DNS-t Hoechst33342 oldattal festettiik.
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4.3. A human PP4 R3 és Ctb kolcsonhatasanak vizsgalata in vivo médszerrel

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a human Ctb és a PP4R3 alegysége in vitro
kozvetleniil kotédik egymashoz. A tovabbiakban in vivo koriilmények kozott is meg
akartuk vizsgalni a kolcsonhatast. Ehhez a jol kifejez6d6 és a fenti eredményeink alapjan
megfeleld centroszomalis lokalizaciot mutatd Flag-Ctb-180-903aa csonkolt fehérjét
hasznaltuk. HEK293 sejteket egyiitt transzfektaltunk GFP-R3A-val vagy GFP-R3B-vel,
valamint vad tipust vagy 781-ARVA-784 mutans Flag-Ctb-180-903aa fehérjét kodolo
plazmid konstrukciokkal. Negativ kontrollként GFT-t hasznaltunk. Eredményeink
megerésitettek, hogy az R3A és R3B in vivo is képes kotni a Flag-Ctb-180-903aa-t, de
elvesziti kotési képességét hogyha helyspecifikus mutagenézissel megvaltoztatjuk a
771-FRVP-774 PP4-felismerési motivumot 771-ARVA-774 motivumra (11.abra).

INPUT GFP-Trap IP
GFP-  GFP- GFP- GFP-
GFP R3A R3B GFP R3A R3B
\& N\ \g \g \eg \g
& &« & & & &
kDa $ ??‘ $ & $ V?~ $ & @ ??" $ & kDa
180 m 3 180
130 = YD e cous (g’gg_;gg‘) S S e e =130
100 = =100
75m =75
55w b= 55
45m = 45
e < GFP > |semewm - 35
25= o =25
IB: anti-GFP IB: anti-GFP
1oo-| = 180-903aa }l L1°0
IB: anti-FlagM, IB: anti-FlagM,

11. abra. Az R3A és R3B fehérje in vivo is koti a Flag-Ctb-180-903aa fehérjét. HEK293
sejteket ko-transzfektaltunk GFP, GFP-R3A vagy GFP-R3B és Flag-Ctbh-180-903aa-WT
(vad tipus, az abran WT) vagy Flag-Ctb-180-903aa-781-ARVA-784 (az 4bran ARVA)
mutans fehérjét kodoldo plazmid konstrukciokkal. Az input mintdkban (bal panel)
ellendriztik a GFP-jelolt fehérjék (felsé panel) és a Flag-jelolt (also panel) fehérjék
expresszojat. A jobb oldali panellen a GFP-Trap mintakat lathatjuk. Mind a GFP-R3A,
mind a GFP-R3B ko&t6dott a gyongydkre (jobb, felsé panel) és kototte a Flag-Ctb-180-
903aa fehérjét, mig mutans valtozatat egyik sem (jobb, als6 panel). A negativ kontroll
GFP egyik fehérjét sem kototte.
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4.4. A PP4R3 és Ctb egyiittmiikodése a DNS hibajavitasban
4.4.1. A PP4 alegységek és Ctb hianya késést okoz a DNS hibajavitasban

2019-ben kimutattak, hogy a Ctb-t az ATR kinaz foszforilalja UV kezelt sejtekben
(139). Mivel a PP4 szerepe a DNS hibajavitasban jol ismert és mi magunk is sok olyan
PP4-kolcsonhatd partnert azonositottunk, melyeknek szerepe van a folyamatban, igy
felmertilt benniink a kérdés, hogy a két fehérje egyiittmiikodhet-e a DNS karosodasra
adott valaszban? Ennek kideritésére HelL a sejteket transzfektaltunk kiilén a ctb-t, pp4c-t,
r3a-t, r3b-t és egyiitt a ctb-t és pp4c-t célzo kis interferaldo RNS-sel (siRNS), majd 24 6ra
elteltével a sejteket tripszin oldattal kezeltiik és két egyenld részre osztva Petri csészében
fed6lemezeken tovabb novesztettiik. Mivel a homolog rekombinacio a sejtciklus S és G2
fazisaban megy végbe, mi is az ilyen fazisban 1évd sejtekben voltunk kivancsiak arra,
hogy milyen fenotipus valtozast okoz a fent emlitett fehérjék hianya. Ezért 48 6raval a
transzfekciot kovetden a sejthez egy timidin analogot, 5-etinili-2’-dezoxiuridint (EdU)
adtunk, amely képes beépiilni a DNS-be az S (szintézis) fazis soran. 1 ora pulzusjel6lés
elteltével a sejteket 2 Gray (Gy) rontgensugarzassal kezeltiik, majd 2, 4 és 8 6ra mulva
3 % PFA oldattal fixaltuk és festettiik yYH2A X ellenanyaggal (12. abra) (148). Az EdU-t
kés6bb, a gyartd altal meghatarozott leirast kdvetve, egy fluoreszcens festékkel

vizualizaltuk.

A yH2AX jel a DNS karosodasra adott valasz kezdetétdl egészen a hibajavitas
végéig fennmarado jel (148). A yYH2AX a H2AX hiszton egyik valtozata, amely a 139-es
szerinnél (Serl39) ATM altali gyors foszforilacion megy keresztiil, valaszul a DNS
kettdsszalu torésekre (DSB). Ezt a jelenséget a DNS-kdrosodds nyomon kovetésére
hasznaljak, lehetdvé téve a DNS hibajavitd6 mechanizmusok vizsgalatat. A YH2AX PP4

altali defoszforilacioja utan a sejtciklus a DNS hibajavitast kovetden Gjraindulhat (148).

50 EdU pozitiv jelet ad6 sejtben megszamoltuk a YH2AX fokuszt formald hiszton
jeleit. Eredményeink alatamasztottak azt a tényt, hogy az altalunk vizsgalt Ctb és PP4
foszfataz alegységeknek szerepe van a DNS hibajavitasban, mivel hianyuk a kontrollhoz
képest késleltette a DNS hibajavitas befejezését a sejtekben, hosszabb ideig
fennmaradnak a yH2AX fokuszjelek, akar a rontgen kezelés utan 8 éraval is. Ez arra utal,
hogy a Ctb és PP4 fehérjék deplécidjakor a rontgen okozta DNS karosodas javitasa
lelassul (13. abra).
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12. dbra. A Ctb és PP4 alegységek csendesitése késletetett DNS hibajavitast
eredményez. A rontgen kezelés utan és 8 oraval is magasan marad a YH2AX fokuszok
(z0ld) szama az EdU pozitiv (sarga) csendesitett sejtekben. Reprezentativ képek
kezeltelen (A panel) és rontgen kezelés utan 2 (B panel), 4 (C panel) és 8 6raval (D panel).
A léptéksav 10 um hosszisagu. A DNS-t Hoechst33342 oldattal festettiik.
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13. abra. A Ctb és PP4 alegységek csendesitése késletetett DNS hibajavitast

eredményez. Kezeletlen (NT) és a rontgensugarzassal valo kezelést kdvetden 2, 4 és 8
oraval EdU pozitiv sejtekben. A csillag a P értéket jeloli, ami megfelel a regresszios
koefficiens szignifikanciajanak (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001). A kisérletet 3-
szor ismételtiik meg (n=3), minden alakalommal 50-50 EdQU pozitiv sejtben manualisan
szamoltuk meg a fokuszokat.

Ezt tdmogatja az a tény is, hogyha a fenti kisérletet megismételtiik egy mas target

szekvenciat célzo kis interferalo RNS készlettel, akkor hasonlé eredményt kaptuk (14.

abra).
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14. abra. A Ctb és PP4 alegységek csendesitése elhiizodo YH2AX jelet eredményez. A
rontgen kezelés utan 8 o6raval is magasan marad a YH2AX fokuszok szama egy masik
siRNS szettel csendesitett sejtekben is. Reprezentativ képek (bal panel) és a statisztikai
elemzés grafikonon vald abrazolasa (jobb panel). Kezeletlen (NT) és a rontgen kezelést
utan 8 oraval. A csillag a P értéket jeloli, ami megfelel a regresszios koefficiens
szignifikanciajanak (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001). A kisérletet 3-szor
ismételtiik meg (n=3), minden alakalommal 50-50 EdU pozitiv sejtben manualisan

megszamoltuk a fokuszokat.

Mindkét esetben a kis interferaldo RNS-ek hatékonysagat western-blot és gPCR

technikéval ellendriztiink. A qPCR sordn a transzkript mennyiségét az aktint kodolo

mRNS mennyiségéhez viszonyitottuk, ami a 15. abran lathat6. A western-blot esetében

10-10 pg fehérjét valasztottunk el méret szerint SDS-PAGE segitségével, majd a

fehérjéket PVDF membranra blottoltuk és gén specifikus ellenanyagokkal detektaltuk

(16. abra).
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15. dbra. A géncsendesités hatékonysaganak vizsgalata qQPCR technikaval az aktin gén
kifejezodésére normalizalva. A transzfekcio utan 48 o6rdval meghataroztuk a sejtek
mRNS tartalmat, a csendesitett cth, pp4c, r3a, r3b szintet, Minden esetben 3 technikai
ismétlést végeztiink, melyek szorasat az abran feltiintettiik.
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16. abra. A géncsendesités hatékonysaganak vizsgalata western blot technikaval. A
transzfekcid utan 48 oraval a sejteket 1x Leammli pufferbe forraltuk, 10-10 pg-ot SDS-
PAGE-en méret szerint elvalasztottuk, PVDF membranra blottoltuk, majd Ctb, PP4c,
R3A, R3B specifikus ellenanyaggal vizsgaltuk.

4.4.2. A PP4 és Ctb csendesités hatasara jelentésen lecsokken a homolég
rekombinacié hatékonysaga

A rontgensugarzas egyes és kettOsszalu toréseket okoz a DNS-ben, noveli a
reaktiv oxigén gyokok (ROS) mennyiségét, valamint DNS-fehérje keresztkotések
létrejottét indukalja, melyeket tobb hibajavitd mechanizmus korrigal, koztiik a homolog
rekombinacios (HR) hibajavitas (149). A HR lejatszodasanak vizsgalatara Jeremy Stark
kutatocsoportja (Beckman Research Institute, USA) létrehozott egy olyan U20S human
immortalizalt stabil sejtvonalat (DR-GFP-U20S), amelyben két modositott szekvenciaja
gfp-t kodolo gén talalhato. Az egyikben talalhato egy I-Scel meganukleaz hasitohely,
amely eltolja a GFP fehérje nyitott leolvasasi keretét, melynek kovetkeztében az intakt
fluoreszcens fehérje nem tud termelddni. A masik gfp génrél szintén nem képzodik
funkcioképes fehérje, mert a gén 5’ és 3’ vége hianyzik. Funkcionalis, zold fluoreszcens
jelet adé GFP fehérje csak akkor tud kifejezédni, ha a sejteket transzfektaljuk az 1-Scel
endonukleazt kodolo plazmid konstrukcioval. Az enzim altal DNS kettdsszalu toréséket
tudunk indukalni, specifikus helyen a riporter kazettaban. A sejt felhasznalja a masodik
gfp gént mintaként és homolog rekombinacioval létrehozza a hibatlan gént (142).
Feltételezésiink szerint a PP4 és a Ctb a homolog rekombinacidban jatszik szerepet. Ezt

alatamasztotta, hogy a ctb, pp4c, r3a ¢s r3b kiilon-kiilon vagy a ctb és pp4c egyiittes
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csendesitése a rekombindcids frekvencia csokkenését vonta maga utdn a fent emlitett

tesztrendszerben (17. abra).
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17. abra. A PP4 alegységek és a Ctb kiiitése csokkenti a homolég rekombinaciés
hibajavitas frekvenciajat. A DR-GFP U20S sejtek két csonkolt gfp gént hordoznak,
amely, csak az 1-Scel hasitas és a homoldg rekombinacio utan tud funkcioképes GFP
fehérjét produkalni (sematikus &dbra, bal oldal). 48 o¢raval az endonukledz hasitast
kovetden a sejtpopulacioban vizsgaltuk a GFP pozitiv sejtek aranyat. A statisztikai
elemzést 3 fiiggetlen kisérletb6l (n=3) a jobb oldalon lathatjuk, minden esetben legalabb
2500 sejtet szamoltunk meg, A rekombinacios frekvencia minden csendesitett sejtvonal
esetében csokkent. A csillag a P értéket jeloli, ami megfelel a regresszids koefficiens
szignifikanciajanak (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001).

4.4.3. A PP4 alegységek és Ctb hianyaban kromoszoma hibak jelentkeznek

a mitdzisban

Ha a DNS homolog rekombinaciés hibajavitdsi mechanizmusa nem tud
megfeleléen végbemenni, akkor az kromoszoma-rendelleneségekhez, morfologiai
valtozasokhoz vezethet. A homoldg rekombinaciokor a homolog kromoszomak kozt
atkeresztezOdések jonnek 1étre, amiket Holliday strukturaknak neveziink, melyet a DNS
szintézis utan fel kell oldani, elvalasztva ezzel a homoldgokat. Ha a Holliday junction
strukturak feloldasa tul koran torténik meg, példaul egy genetikai betegség, a Bloom
szindroma esetében, akkor a rekombinacid és a DNS szintézis nem tudja a DNS hibat
kijavitani, ami megnoveli a genomi instabilitds és a tumorok kialakulasdnak kockazatat
(144). Szintén e betegség kapcsan mutattak ki, hogy 1éteznek olyan fehérjék, amelyek az
un. Holliday keresztek dsszetartasaért felelnek. A GEN1 gén delécidja soran a kromatidak

egymas mellett maradnak, megnyulnak és tagolodnak (145). Annak kideritésére, hogy a
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PP4 alegységek és a Ctb a DNS hibajavitas egy késobbi szakaszaban, a Holliday
struktarak feloldasaban jatszik-e szerepet, SIRNS-sel csendesitettiik kiilon-kiilon a ctb, a
pp4c, a r3a és a r3b, vagy a ctb és pp4c géneket egyiitt. 24 ora elteltével a sejteket fele-
fele aranyban két Petri csészébe raktuk at, 48 ora elteltével pedig a sejtek felét 2 Gy
rontgensugarzassal kezeltiik, a masik fele pedig kezeltelen maradt. Mindkét csoporthoz
adtunk kaffeint (20 pg/ml végkoncentracioban) és  kolhicint (10 pg/ml
végkoncentracioban), majd még 6 oran at novesztettiik 37 °C-on 5 % CO, mellett.
A koffein ebben a koncentracioban eldsegiti, hogy a sejtek a DNS karosodas ellenére se
alljanak meg az S fazisban, hanem atjussanak a G2/M ellenérz6-ponton (150). A kolhicin
megakadalyozza a mikrotubulusok polimerizaciojat, ezaltal a sejteket M fazisban tartja.
A kezelés hatésara feldisulnak a mitotikus sejtek, amelyekbdl metafazisos kromoszomak
preparalhatok (151). A fent leirt kisérletb6l késziilt kromoszéma csoportokbol
150-150-et szamoltunk meg, jellemeztiink és osztalyoztunk morfoldgiai jegyeik alapjan.
Els6sorban azt vizsgaltuk, hogy a testvérkromatidak Gssze vannak-e tapadva (rossz
morfologia, amit arms-closed fenotipusnak neveztiink el), vagy szétvaltak és a
metafazisra jellemz06 X vagy V alakl kromoszémékat hoztak 1étre. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a rontgensugarzassal kezelt és a cth, a pp4c, a r3a és a r3b kiilon-
kiilon, vagy a ctb és pp4c egyiitt csendesitett sejtekben jelentdsen megnétt az Gsszetapadt
kromatidaju kromoszémak (arms-closed) aranya, ami arra utal, hogy a Holliday
struktarak ezen fehérjék hianyaban nem tudnak feloldodni (18. és 19. abra). Ezzel
ellentétesen a kezeletlen sejtekben, vagy a kontroll csendesitett sejtekben nem lattunk
jelentds novekedést az arms-closed morfoldgidban. Eredményeink alapjan elmondhato,
hogy a PP4 alegységek és a Ctb csendesitésének kovetkeztében rontgenkezelés utan

sériilhet a DNS hibajavitas.

siControl siCtb siPP4c siR3A siR3B siCtb és PP4c

Kezeltelen
B
I ;&.
L | | t'f’.-

e

Rontgen kezelt

18. abra. A Ctb és a PP4 alegységek csendesitése kromoszoma hibakat eredményez
rontgenkezelés hatasara. Reprezentativ képek a kezeletlen, normal X vagy V alakot
mutatd kromoszomakrol (felsé sor) és a rontgenkezelés és géncsendesités hatdsara
megjelend Osszetapadt-karu (arms-closed) kromoszoémakrol (also sor). A 1éptéksav 10
pum hosszusagu.
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19. abra. A PP4 alegységek és Ctb csendesitése minden esetben megnovekedett
osszetapadt karu kromoszéma csoportot eredményezett. A statisztikai elemzést 3
fliggetlen kisérletbdl (n=3) végeztiik, minden esetben 150-150 kromoszéma csoportot
osztalyoztunk. Az Gsszetapadt kromatidaju kromoszomak szazalékos aranya minden
esetben szignifikansan noétt. A csillag a P értéket jeloli, ami megfelel a regresszios
koefficiens szignifikanciajanak (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001).

4.5. A Ctb ATR Kkinaz altali foszforilaciés helyének vizsgalata
4.5.1. In vitro kotési kisérlet a Ctb ATR foszforilacios helyének mutans
valtozatai és a PP4 R3A és R3B alegységek kozt

Korabban kimutattak, hogy a Ctb-t UV sugarzas hatasara az ATR kinaz
foszforilalja (139). Egy masik tanulmanyban, ahol ATM és ATR felismerd konszenzus
SQ-motivumokat vizsgaltak nagyléptékii modszerekkel, azonositottak egy foszforilacios
helyet a human Ctb fehérjében, Ser781 (p-Ser781), ami rontgenkezelés hatasara jelent
meg (93). Megfigyeltiik, hogy ez az SQ motivum (és a benne talalhatd Ser781) csupan
10 aminosavra talalhato a 771-774-es pozicioban 1év6 PP4-koté FRVP motivumtol. Ezért
azt feltételeztiik, hogy a p-Ser781 lehet a PP4 altal defoszforilalt aminosav is (20. abra).
Ennek vizsgalatara, helyspecifikus mutagenézissel a Ser781-et alaninra cseréltiik
(S781A), amely a defoszforilalt fehérjét mimikalja, illetve aszparaginsavra cseréltiik
(S781D), ami egy foszformimikrit jelent, vagyis a sejt Ggy érzékeli, hogy a fehérje
allandoan foszforilalt. Tekintve, hogy a p-Ser781 sziikséges a Ctb funkcidjahoz, mindkét

pontmutéciot hordozd Ctb esetében valtozast vartunk a DNS karosodési valaszban.
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20. abra. A Ctb fehérje sematikus képe. A fehérje C-terminalisan talalhaté az R3 kotési

motivum (771-FRVP-774), t6le pedig tiz aminosavra egy lehetséges ATR foszforilacios
hely (S781).

El6szor azt vizsgaltuk, hogy az aminosavcserék befolyasoljak-e a Ctb és a R3A,
illetve a Ctb és a R3B kozotti fizikai kolcsonhatast in vitro. Ehhez, a mar korabban is
alkalmazott GST-IVTT modszert hasznaltuk (140). In vitro transzkripcios és transzlacios
rendszerben eldallitottuk a radioaktivan jelolt 3°S-Ctb-S781A, illetve **S-Ctb-S781D
mutans fehérjéket, majd kotési kisérletet végeztiink a glutation-szefar6z matrixhoz
immobilizalt GST-R3A, illetve GST-R3B csali rekombinans fehérjékkel. Kimutattuk,
hogy mindkét R3 izoforma kozvetlen kdlesonhatasba 1ép a Ctb SQ mutansaival. A fenti
kisérlet alapjan elmondhatjuk, hogy a Ser781 mutacioja nem befolyasolja a kolcsonhatast

a Ctb és az R3 alegységek kozott (21. abra).
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21. abra In vitro kotési kisérlet a Ctb mutiansok és a R3 alegység kozott. A teljes
hosszusag human R3 alegységek (R3A és R3B) kotik mind a S781D mutans Ctb-t (felsd
panel), mind pedig az S781A mutans Ctb-t (k6zéps6 panel). A kisérletben negativ
kontrollként GST fehérjét hasznaltunk. A fehérje termelddés ellenérzésére az input
mintabol vittiink fel a gélekre.
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4.5.2. In vivo kotési kisérlet a Ctb Ser781 pontmutansai és a PP4R3A/B
alegységek kozott

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk arr6l, hogy a kotés in vivo is 1étrejon, ko-

immunoprecipitacios (co-1P) kisérletet végeztiink human sejtekbél. Ehhez HEK293
sejteket transzfektaltunk GFP-vel vagy GFP-R3A-val vagy GFP-R3B-vel, valamint
Flag-Ctb-180-903aa-S781A vagy Flag-Ctb-180-903aa-S781D fehérjékkel. Pozitiv
kontrollként a Flag-Ctb-180-903aa-WT vad-tipusu fehérjét hasznaltuk. A GFP-Trap

colP-t kisérletben kimutattuk, hogy az R3A, illetve az R3B és a Ctb k6zotti kdlcsonhatast

nem befolyasolja az ATR kinaz foszforilacios helyének mutacidja sem in vitro (21. abra,),

sem pedig in vivo (22. abra). Ezzel ellentétben a PP4-k6t6 FRVP hely elrontasa mind in

vivo, mind pedig in vitro megsziintette a kdlcsonhatast (9. és 11. abra).
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22. abra. A R3A és R3B fehérje kotési tesztje a Flag-Ctb-180-903aa variansokkal. Az
R3A ¢és R3B in vivo is koti a Flag-Cth-180-903aa-S781A, illetve a
Flag-Ctb-180-903aa-S781D fehérjét. HEK293 sejteket ko-transzfektaltunk GFP-vel,
GFP-R3A-val vagy GFP-R3B-vel és Flag-Ctb-180-903aa-WT (vad tipus) vagy
Flag-Ctb-180-903aa-S781A vagy Flag-Ctb-180-903aa-S781D mutans fehérjét kodold
plazmid konstrukciokkal. Az input mintdkban (bal panel) ellenériztik a GFP-jelolt
fehérjék (fels6é panel) és a Flag-jelolt (alsé panel) fehérjék termelédését. A jobb oldali
panelen a GFP-Trap mintak lathatok. Mind a GFP-R3A, mind a GFP-R3B kotodott a
gyongyokre (fels6 panel) és kototte a Flag-Ctb-180-903aa fehérjét vagy annak mutans
valtozatat (also panel). A negativ kontroll GFP egyik fehérjét sem kototte meg.

54



4.5.3. A Ctb csendesités és rontgenkezelés hatasara kialakul6 hibas

kromoszoma morfolégia menekitése

Felmeriilt a kérdés, hogy a Ctb csendesités és rontgenkezelés okozta
megnovekedett hibas kromoszoma fenotipust képes-e menekiteni a transzgenikus Ctb
vagy annak ARVA (FRVP mutans), illetve S781A és S781D variansai. Ennek
vizsgalatara human sejteket egylitt transzfektaltuk az endogén ctb 5” végét célzo siRNS-
sel, valamint Flag-cimkézett Flag-Ctb180-903aa-WT, Flag-Cth-180-903aa-S781A,
Flag-Ctb-180-903aa-S7891D, vagy Flag-Ctbh-180-903aa-771-ARVA-774 mutans
fehérjét kodolod plazmidokkal, 24 oraval a transzfekcio utan a sejteket fele-fele aranyban
ketté¢ osztottuk, majd ujabb 24 o6ra elteltével a felét kezeltik 2 Gy erdsségi
rontgensugarzassal, majd kaffeinnel és kolhicinnel kezelve tovabbi hat oran at
novesztettilk 6ket 37 °C-on 5 % CO2 mellett. Ezt kovetden mitotikus kromoszomakat
prepardltunk ¢és mintankként 150-150 kromoszéma csoportot szamoltunk meg,
jellemeztiink és osztalyoztunk a karjaik 6sszetapadasi morfoldgiaja alapjan. A csendesités

igazolo qPCR eredmények a 26. dbran lathatok.

Ahogy azt kordbban megfigyeltik a Ctb fehérje szintjének csokkenésére és
rontgenkezelés hatasara megnétt az Osszetapadt testvérkromatidaja, arms-closed
morfologiat mutatd kromoszomak aranya a mitotikus sejtekben (23. abra, vilagos sziirke).
Fontos megfigyelés, hogy ezt az aranyt a normalis szintre tolta vissza a vad-tipusu
Flag-Ctb-180-903aa kifejezddése (23. abra sziirke), vagyis a transzgenikus Flag-Ctb-180-
903aa fragment képes menekiteni az endogén Ctb fehérje hianyabol eredd fenotipus
valtozast. Ezzel ellentétben, habar ugyanolyan mennyiségben fejezédtek ki, mint a vad-
tipust konstrukci6 (24. abra), a Flag-Cthb-180-903aa-771-ARVA-774, a Flag-Ctb-180-
903aa-S781A, vagy pedig a Flag-Ctb-180-903aa-S781D Ctb variansok egyike sem tudta
komplementalni az endogén Ctb homolog rekombinacioban betdltott szerepét (23. abra).
A fenotipus valtozast bemutatd reprezentativ képeket a 25. abran mutatjuk be.
Kovetkezésképpen elmondhatjuk, hogy az PP4 Ctb-hoz torténd fizikai kapcsolodasanak,
azaz az FRVP motivum integritasanak, valamint az ATR kinaz altal foszforilalt SQ
motivumnak nélkiilozhetetlen szerepe van a Ctb HR-ben betoltott szerepének

szabalyozasaban.
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23. abra. A Ctb csendesités okozta fenotipus valtozas menekitése. A Ctb csendesités
megnovekedett 6sszetapadt kromatiddju kromoszdma csoportot eredményezett, amit csak
a vad tipusi Ctb fragment tudott menekiteni (Flag-Ctb-180-903as-WT),
a Flag-Ctb-180-903aa-771-ARVA-781, a Flag-Ctb-180-903aa-S781A és a Flag-Cth-180-
903aa-S781D mutans nem, ez esetben mindenhol szignifikans kiilonbséget talaltunk a
negativ kontroll (siCtrl) és az siCtb és Flag-Ctb-WT kozott. A statisztikai elemzést 3
fiiggetlen kisérletbdl (n=3) végeztiik, minden esetben 150-150 kromoszoéma csoportot
osztalyoztunk. A csillag a P értéket jeloli, ami megfelel a regresszios koefficiens
szignifikanciajanak (*P <0.05, **P <0.01, és ***P <0.001).
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24. abra. A Flag-Ctb fragment variansok kifejez6désének ellenérzése western blot
technikaval. A bevitt Flag-Ctb-180-903aa-WT, Flag-Ctb180-903aa-781-ARVA-774 (az
abran Flag-Ctb-180-903aa-ARVA), Flag-Ctb-180-903aa-S781A, illetve Flag-Cth-180-
903aa-S781D fehérjék minden esteben termelddtek (felsé panel). Az azonos fehérje
mennyiségeket a gélen a-Tubulin-nal igazoltuk. Negativ kontrollnak siCtrl-t hasznaltunk
ko-transzfektalva a pFlagCMV4 iires plazmiddal, pozitiv kontrollként a siCtb és a
pFlagCMV4-et hasznaltunk.
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Flag-Ctb-180-903aa

25. abra. A Flag-Ctb-180-903aa fragment variansok menekitési kisérlete. A Ctb
csendesitése rontgenkezelésen atesett sejtekben kromoszéma morfoldgiai abberaciokat
eredményez, melyet csak a Flag-Ctb-180-903aa-WT fehérje termelddése tudott
menekiteni. Reprezentativ képek a kezeletlen, normal X vagy V alakot mutato
kromoszomakrdl (felsoé sor) és a rontgen kezelés hatdsdra megjelend dsszetapadt karu
kromoszomakrol (also 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 Iéptéksav 10 um hosszusagu.

[ siControl + Flag

[ JsiCtb + Flag

I siCtb + Flag-Ctb-180-903aa-WT
Il siCtb + Flag-Ctb-180-903aa-ARVA
Il siCtb + Flag-Ctb-180-903aa-S781A
[ siCtb + Flag-Ctb-180-903aa-S781D

100 I
80
60
40

20

A génexpresszid szazalékban kifejezve
az aktinhoz normalizalva

Ctb

26. abra. Az endogén Ctb csendesitésének igazolasa transzgenikus Ctb taltermeld
hattéren qPCR technolégidval az aktin kifejez6désére normalizalva. A transzfekcio
utan 48 oraval meghataroztuk a sejtek mRNS tartalmat a csendesitett Ctb-re nézve.
Minden esetben 3 technikai ismétlést végeztiink, melyek szorasat az abran feltiintettiik.
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5. Megbeszélés

A sejtek genetikai anyaga minden nap ki van téve olyan exogén és endogén
karositd hatassal bird tényezéknek, amelyek kiilonb6z6 DNS hibakat okoznak. Ezen
hibakra reagal a DNS kérosodasi valasz (DDR). A DDR detektalja a karosodast,
szignalizalja, leallitja a sejtciklust, kijavitja a kdrosodast, majd, ha ez megtortént, a
sejtciklust ujrainditja. A folyamat Osszes pontjanak szabalyozasaban elengedhetetlen a
fehérje kindzok ¢és a fehérje foszfatazok egylittmiikodése. A  foszfatazok
nélkiilozhetetlenek a genom integritasanak megdrzésében, azaltal, hogy a DNS
hibajavitas folyamataban a kinazok aktivitasat ellenstulyozzak, valamint a hiba kijavitasa
utan szabalyozzak a sejt visszatérését a normal sejtciklusba. Ismert, hogy a rakos sejtek
kontrollalatlan novekedésre tesznek szert, mert ezekben a sejtekben nem miikédnek
megfelelden az ellenérzépontok. Nem meglepd, hogy a legtobb onkogén a ndvekedés és
osztodas f6 szabalyozoi, a fehérje kinazok és foszfatazok, valamint ismertek ezen kiviil a
foszfatazok tumorszupresszor funkcidi is. Ezen tényezdk egyiittesen hangsulyozzak,
hogy a kinazok és a foszfatazok vizsgalata és mitkodésének megértése fontos cél a rakos

megbetegedések elleni harcban, lehetévé téve a célzott, személyre szabott terapiat
(152,153).

Emiatt kutatok olyan természetes szereket probalnak azonositani, amelyek a
foszfatazok miikodeését célzottan gatoljak vagy stimuléljak. Példaul, a rovarokbol izolalt
kantaridin vegyiilet gatolja a PP1, PP2A és PP4 foszfatazok katalitikus alegységeit A
kantaridin  hatékonysagat igéretesnek talaltak tiid6- és holyagrak kezelésére
allatmodelleken végzett kisérletekben (154). Fontos azonban megjegyezni, hogy a fenti
és mas vizsgalt szereknek a klinikai alkalmazasa egyelére korlatozott, mert a katalitikus
alegységek tobb kiilonb6zé holoenzimet tudnak létrehozni, melyek kozt kicsi a
gatloszerek szelektivitasa. Ahhoz, hogy ezeket a klinikumban terapids szerként
hasznalhassuk  fontos, hogy megértsik a foszfatizok  szubsztratum-koto
mechanizmusainak ~ molekularis  részleteit és  tisztazzuk a  szubsztratum
defoszforilacidjanak mechanikai alapjait. Csak ezen részletek megértése teszi lehet6vé,
hogy létrehozzunk, olyan vegytileteket, amelyek hatékonyan €s szelektiven befolyéasoljak

a foszfatazok miikodését a sejtben.

Az evolucidsan konzervalt PP4 foszfataz szamos folyamat szabéalyozasdban vesz

részt a sejtben, tobbek kozt a sejtciklus szabalyozasaban, a T sejtes immunvalaszban, az
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apoptozisban és a gliikoz metabolizmusaban (32). A DNS hibajavitasban betoltott szerepe
régota ismert, de ennek molekularis részleteit tovabb kell vizsgalni, ugyanis a PP4 fehérje
a tobbi foszfatdzhoz hasonloan viselkedhet onkogénként és tumorszupresszorként is,
valamint a katalitikus alegység ez esetben is tobb kiilonb6z6 holoenzimet képes
létrehozni a regulator alegységekkel (155-157). Kimutattak példaul, hogy mig mellrak,
tiidorak és vastagbélrak tumorokban tilzottan expresszalodik, addig petefészekrak esetén
alacsonyan fejez6dik ki (155-157). A PP4c-R2-R3 a leggyakoribb heterotrimer
holoenzim a sejtben, melyben az R2 vaz alegység, az R3 regulator alegység szerepet tolt
be. Korabbi munkank soran kimutattuk, hogy az R3 alegység két N-terminalis doménje
(EVHI és Smk1) ismeri fel és koti meg az interakcios partnerfehérjéket (célfehérjéket és
szubsztratumokat). Mig az EVHI esetében korabbi tanulmanyunkban feltartuk, hogy ez
a domén a kanonikus EVHI doménekkel ellentétben kevésbé prolin gazdag
szekvenciakat, FxxP, illetve MxPP konszenzus motivumokat ismer fel és kot meg,
valamint a kotésben a kanonikus EVH1 doménekre jellemz6 izoleucin, valin aminosavak
mellett egy leucin aminosav, ami konzervalt minden R3 alegységben, vesz részt a
kotésben a fenilalanin helyett (62,66,67). Az Smk1 estében még nem ismert kotési
szekvencia, de igazoltuk, hogy FxxP, illetve MxPP motivum fiiggetlen modon egy
teljesen mas szubsztratum garnitirat kot a holoenzimhez, mint az EVH1 domén. A
felismer6 szekvencia ismerete azért fontos, mert igy olyan kis peptid-, illetve nem peptid-
analog molekuldkat lehet tervezni és szintetizalni, amelyek interferalnak az EVHI1 és

interakcios partnere kozti kotéssel.

Munkank soran els6ként megvizsgaltuk a kotést egy ujonnan azonositott
interakcios partner fehérje, a Centrobin (Ctb) és az R3-EVHI1 ko6z6tt. Eredményeink
alapjan kijelenthetjiik, hogy mig humanban egy C-terminalison elhelyezkedd, a 771-t61
774-ig tarto FRVP (771-FRVP-774) motivum, addig ecetmuslicaban az N-terminalison
talalhato Ctb-36-MPPP-39 motivum Kritikus az R3 alegységhez valo kotéshez in vitro.
Erdekes, hogy mig a Ctb-R3 interakcio 1étrejon, addig ugyanazon kétési motivum nincs
jelen mindkét fajban. Ezért munkank soran megvizsgaltuk és kimutattuk, hogy ha a kotési
motivum nem is, de a kotés mechanizmusa konzervalddott az evolicio soran. Képes mind
az ecetmuslica, mind a human R3 koétni az ecetmuslica, illetve human Ctb fehérjéket. A
kotés megsziinik a human R3 alegységek és a human, illetve Drosophila melanogaster
Ctb fehérjével, ha megvaltoztatjuk a kotéshez sziikséges MxPP, illetve FxxP

motivumokat.
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Ezt kovetéen a kotést megvizsgaltuk in vivo koriilmények kozott. A teljes
hossztisagu Ctb fehérje a sejtben nem volt szolubilis, kristalyszert strukturakat képezett,
ahogy azt mar korabban masok is leirtak (158). Ezért az in vivo kisérletekhez tobb
kiilonb6z6é méretli Ctb fragmentet hoztunk 1étre és vizsgaltunk meg, melyek kozt a Ctb-
180-903aa fragment szolubilis volt és centroszomalis lokalizaciot mutatott. Az in vivo
kotési kisérletben a Ctb-180-903aa fragment képes volt kotddni a R3A, illetve az R3B
alegységgel, az interakcié megsziint, ha megvaltoztattuk az FRVP motivumot ARVA
motivumra. Kdvetkeztetésképpen elmondhato, hogy a Ctb és az R3 alegységek kozti
interakci6é egyetlen FRVP motivumtdl fiigg mind in vivo mind in vitro koriilmények
kozott. Ez azért is fontos, mert a human Ctb-FRVP motivum prolin aminosavanak
szerinre vald mutacidjat, vagyis R3-hoz nem kotd variansat, leirtdk rosszindulata
melanoma daganatos betegek mintaiban, igy elképzelhetd, hogy ez az interakcio fontos a
betegségek megel6zésében (159). Ezt alatamogatja az a tény, hogy a Ctb fehérjérol
leirtak, hogy részt vesz a DNS hibajavitasban (139). A PP4 szerepe ezen folyamatban
mar ismert, de molekularis részletei még nem teljesen tisztazottak (28). Ezért
megvizsgaltuk a két fehérje szerepét a DNS hibajavitas soran. Kimutattuk, hogy a PP4
foszfataz katalitikus és két regulator alegysége (R3A és R3B), valamint Ctb fehérje
hianyaban a DNS hibajelként szamitéo YH2AX fokuszok szama magasan marad a kontroll
mintdhoz képest 8 oraval a rontgensugarzassal torténd kezelést kovetden, ami egy késést

eredményez a DDR-ben.

A PP4-r6l ismert, hogy tobb homolog rekombinacids repairben (HR) részt vevo
fehérjét defoszforilal, mint példaul a yYH2AX-et, az RPA komplexet és a RAD53-at (28).
Ezért a PP4c, R3A, R3B és Ctb fehérjék szerepét megvizsgaltuk a DR-GFP rendszert
hasznalva a HR-ban. A fehérjék hianyaban a homolog rekombinacio repair frekvenciaja
csokken, a I-Scel endonukleaz altal létrehozott DNS kettésszalti torést nem tudjak

hatékonyan javitani ezek a sejtek.

Ha a DNS hibajavitdis nem megfeleloen megy végbe az kromoszoma
rendelleneségekkel jarhat. Kimutattuk, hogy a PP4 alegységek és a Ctb csendesités
rontgensugarzassal valo kezelés utan a G2/M ellendrz6 pont kikapcsolasakor rendellenes
morfologiaju kromoszomak keletkeznek, a két testvérkromatida dsszekapcesolodik, amit
az ugynevezett Holliday junction struktira rogzitett szerkezete eredményezhet. Ez
Osszefiiggésbe hozhato azzal, hogy a foszfatazok hianya betegségekhez vezethet, hiszen

mar mas fehérjék esetében is kimutattak, hogy ezek a struktirak, ha nem keriilnek idédben
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feloldasra, akkor a sejtosztodas folyaman ezek a kromoszomak elveszhetnek, eltdrhetnek,
vagy esetleg egy-egy leany sejtbe tobb DNS keriilhet és aneuploidda valhatnak a sejtek
(144,145).

Kisérleteinkben azért vontuk be a 781-es pozicioban 1év6 szerin (S781)
vizsgélatat, mert egy korabbi foszfoproteomikai elemzés sordn azt talaltdk, hogy
rontgenkezelés hatasara képes foszforilalodni (93). Foszfatazok esetében korabban mar
leirtak, hogy a defoszforilaland6 aminosav kozel helyezkedik el a felismeré motivumhoz
(160). A PP4 R3-hoz k6t6 FRVP (771-FRVP-778) motivum ¢és a 781-es szerin aminosav
kozt csupan tiz aminosav talalhat6. Kisérleteinkben a szerint alaninra (S781A), vagy
pedig aszparaginsavra (S781D) valtoztattuk. Ez nem volt hatassal az R3A vagy R3B,
illetve a Ctb fehérje kozti kolecsonhatasra sem in vivo, sem pedig in vitro koriilmények
kozt. A S781A, S781D, illetve 771-ARVA-774 mutaciok a Ctb fehérjében nem tette
lehetdvé a megfeleld DNS hibajavitast. A fent leirt kromoszoéma fenotipus, megfigyelhetd
volt, hogyha az endogén Ctb fehérjét depletaltuk és a mutans Cth-180-903aa-S781A, Ctb-
180-903-S781D, Citb-180-903aa-771-ARVA-774 fragmenteket transzfektaltuk a
sejtekbe. A vad tipust Ctb (Ctb-180-903aa-WT) fehérje menekiteni tudta az aberrans
kromoszéma fenotipus megjelenését. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy az S781
aminosav, valamint a FRVP-motivum integritisanak megléte, 1étfontossagu a Ctb

megfeleld DNS hibajavito funkciojahoz.

Korabban egy ¢lesztd kettds-hibrid kisérletben kimutattak, hogy a Ctb kotdédik a
BRCA2 DNS hibajavitasban résztvevé fehérjéhez (125). Innen ered a neve is,
Centrosomal BRCAZ2-interacting protein. Munkank soran fény deriilt arra, hogy a Ctb
sziikséges a megfeleld homolog rekombinacios repair miikodéséhez, hianyaban késik a
DNS hibajavitas és aberrans kromoszomak jelennek meg. Annak megértése, hogy a Ctb
¢s a BRCA2 fehérje kozti interakcid a fehérjék DNS hibajavitasban betoltott szerepéhez
vagy centroszomalis funkciojahoz sziikséges-e, valamint, hogy ehhez indokolt-e a Ctb
PP4 altali defoszforilacidja még nyitott kérdés maradt, és tovabbi kutatasok targyat

képezi.
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8. Magyar nyelvi osszefoglalo

A reverzibilis fehérjefoszforilacid a leggyakoribb poszttranszlaciés modositas,
amely szamos sejtfolyamatot szabalyoz. Ezt a dinamikus moédositast a fehérje kinazok
katalizaljak, mig a fehérje foszfatdzok antagonistaként miikddnek, megkonnyitve a
foszfatcsoportok eltavolitasat. Erdekes modon mig az emberi genom tébb mint 500
fehérje kinazt kodol, a fehérje foszfataz aktivitassal rendelkezd fehérjék szama
viszonylag alacsony (kb. 120). Azonban a fehérje foszfatazok kompenzaljak ezt az
eltérést azaltal, hogy katalitikus egységiik kiilonb6z6 holoenzimeket alkot a regulator
fehérjékkel, ezaltal bdvitve funkciondlis repertoarjukat a sejtjeinkben. Ezek a
holoenzimek szdmos sejtfolyamat szabalyozasaban vesznek részt, beleértve az
apoptozist, a sejtciklus szabalyozasat, a fejlodést és a jelatvitelt.

Amikor a sejtek DNS-e karosodast szenved, egy erdsen szabalyozott folyamat, az
ugynevezett DNS-karosodasra adott valasz mechanizmus (DDR) aktivaloédik, hogy
megodrizze a genom integritdsat. A DDR szamos folyamatot koordinal, beleértve a DNS
1€z16 érzékelését, a sejtciklus megallitasat és a DNS hibajavitdé mechanizmusok
elinditasat. A DNS-kérosodasok egyik legsulyosabb tipusanak, a kettdsszala toréseknek
(DSB-k) hatékony helyreallitasa kritikus fontossagu a karos mutaciok és kromoszoma-
rendellenességek megeldzésének érdekében. Az eukaridta sejtekben a fehérje kindzok és
foszfatazok kozotti pontos szabalyozas és koordinacio elengedhetetlen a DNS hibajavitas
hatékony végrehajtasdhoz. Az olyan kinazok, mint az ATR, az ATM ¢és a DNA-PK, a
Chkl ¢és Chk2/RADS53 effektoraikkal egyiitt kulcsszerepet jatszanak az ellendrzépontok
aktivalasaban és a DNS hibajavitasban. A kinazaktivitds egyensulyozasa és a DDR
szabalyozasa érdekében a fehérje foszfatdzok, koztik a PP1, PP2A, PP4 és Cdcl4,
defoszforilaljak a célfehérjéket. A PP4 defoszforilal tobb DDR-fehérjét is, mint példaul
az ATR-kinazt, a yYH2AX-et, a RAD53/Chk2-kinazt, az RPA2 fehérjét. Ily modon a PP4
hozz4jarul az ellendrzOpontok aktivalasdhoz és a DNS hibajavitashoz, a sikeres javitas
utan pedig megkonnyiti a sejtek helyredllitdsat és a sejtciklus ujra indulasat. A f6 PP4
komplex egy katalitikus (PP4c), egy allvanyzat (R2) és egy szabalyozé (R3) alegységbdl
all. Az R3 szabalyozo alegység felelds a célfehérjékben 1évo specifikus motivumok, mint
az FxxP vagy MxPP felismeréséért, lehetové téve a szubsztratum-felismerését, emellett a
PP4 komplex szubcellularis lokalizaciojat is meghatarozza. Legutobbi tanulmanyunkban
a Drosophila PP4 szamos feltételezett szubsztratumat azonositottuk, amelyek FxxP vagy

MxPP motivumokat tartalmaznak, ideértve a Centrobin (Ctb) fehérjét is.
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A Ctb egy centroszomalis fehérje, amely részt vesz a centriolumok
megkettézédésében és  érésében, valamint a mikrotubulusok dinamikajanak
szabalyozasaban. A PP4 R3 alegysége ¢s a Ctb kozotti kdlesonhatas a fajok kozott nagy
foka konzervaltsagot mutat. Leirtuk, hogy a Drosophila és R3 alegység N-terminalis
nem-kanonikus EVH1 doménje ugyanahhoz az MxPP motivumhoz k&t6dik a Drosophila
Ctb-ben (Dm-Ctb). Tovabba szakirodalmi adatok alapjan maga a kotési mechanizmus is
konzervaltnak bizonyul a kiilonb6z6 fajokban. Valamint eredményeink is arra utalnak,
hogy a teljes hossztsagi human R3 alegységek (R3A és R3B) is képesek kolcsonhatasba
1épni mind a human, mind pedig az ecetmuslica Ctb fehérjékkel, annak ellenére, hogy kis
foku szekvenciahomologiat mutatnak és a human Ctb-ben (Hs-Ctb) egy C-terminalis
FxxP-t, mig az ecetmuslica Cth-ben (Dm-Ctb) egy N-terminalis MxPP-t ismer fel a PP4.
Ez a kolcsonhatas csak az esszencialis FxxP és MxPP motivumok jelenlététdl fligg, mivel
a motivumok elrontdsa az R3 alegységek és a Ctb-ok kozotti kotési képesség
elvesztéséhez vezet. Ezek a megfigyelések ravilagitanak a PP4 R3 alegység és a Ctb
kozotti kolcsonhatas konzervalt természetére, és a kotés mechanizmusanak a kiilonb6zo
biologiai 6sszefliggésekben vald miikodésére.

El6szor, az in vitro kotést szerettiik volna igazolni in vivo koriilmények kozt is.
Az in vitro eredmények in vivo kisérletes megerdsitésében azonban kihivast jelentett a
tulzottan expresszalt teljes hossziusadgu Ctb aggregacioja és nem megfeleld lokalizacioja
a sejtekben. A probléma megoldasara azonositottuk azt a minimalis hosszusagu Ctb
csonkolt fehérjét, ahol hianyzik az els¢ 180 aminosav (Flag-Ctb-180-903aa), és mégis
funkcioképes, valamint centroszomalis lokalizaciét mutat. Ezen kiviil a ko-
immunoprecipitacios kisérletek azt mutattak, hogy mind a R3A, mind az R3B kotddik a
Flag-Cth-180-903aa-hoz az FRVP motivumon keresztiil. Ezek az eredmények igazoljak,
hogy a PP4 specifikusan egyetlen FxxP motivumon keresztiil koti a Flag-Ctb-180-903aa
fragmentet, valamint a Flag-Ctb-180-903aa fragment alkalmazhat6 tovabbi funkcionalis
vizsgalatokra.

A DNS kérosodds soran a Ctb-t az ATR-kindz foszforildlja, a Ctb
defoszforilacidjaért felelds foszfataz ugyanakkor eddig ismeretlen volt. A YH2AX a
H2AX hiszton egyik valtozata, valaszul a DNS kettdsszali torésekre (DSB)
foszforilalodik és a DNS-karosodas nyomon kovetésére hasznaljak. A yH2AX PP4 altali
defoszforilacidja utan a sejtciklus a DNS hibajavitast kdvetden Gjraindulhat. A Ctb és a
PP4 kozotti kapesolat vizsgalatara a DNS hibajavitas soran az S-fazisban kisérleteket

végeztiink EAU-impulzus-jel6lt HeLa sejtekben. A ctb, pp4c, r3a, r3b vagy ctb és pp4c
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csendesitése a YH2AX sejtmagi fokuszok szignifikdns novekedését eredményezte, ami
szinergikus kapcsolatot jelez a Ctb és a PP4 kozott a DNS hibajavitasi folyamatban. A
YH2AX tartésan magas szintje 8 oOra elteltével a rontgensugarzast kovetéen a DNS
hibajavitas csokkent hatasfokat jelezte.

Emellett homoldg rekombindcios repair frekvencia méréseket is végeztiink a DR-
GFP U20S riporter sejtvonal segitségével. Ez a sejtvonal két csonka gfp kazettat
tartalmaz, amelyek koziil az egyik I-Scel felismerési helyet hordoz. Az I-Scel kozvetitett
DSB indukalas utdn homoldg rekombinacid repair aktivalas kovetkeztében a masik
csonka gfp kazettat mintaként hasznalva, a GFP expresszioja helyre all. Végiil a GFP-
pozitiv sejtek szama hatdrozza meg a homoldg rekombinacios repair hatdsfokat.
Kisérleteinkben a ctb, pp4c, r3a, r3b vagy ctb és pp4c egyiittes csendesitése a homolog
rekombinacid jelentds csokkenését eredményezte, aldtdmasztva, hogy a PP4 és Ctb
szerepet jatszik a homoldg rekombinécios repair szabalyozasban.
vizsgaltuk rontgensugarzast kovetéen a kromoszoma kérosodasok elemzésével.
Megfigyeltilk, hogy ezekben a mintdkban megndvekedett a kromoszdéma-
rendellenességek szama, kiilonosen az igynevezett zart kromoszoémakarok (arms-closed)
el6fordulasa, amely a Holliday junction struktirdk nem megfeleld felbontasara és a
testvérkromatiddk Osszetapadasara utalhat. Ennek a fenotipusnak a gyakorisaga
jelentésen magasabb volt a Ctb- vagy PP4-hianyos, rontgenkezelésnek kitett sejtekben,
mint a kontroll csoportban. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a Ctb és a PP4 egyiitt
dolgoznak a Holliday junction struktirak megfeleld feloldasanak szabalyozasaban a
homolog rekombinacio altal kozvetitett DNS hibajavitas folyamata soran.

SILAC-vizsgalat segitségével kimutattak, hogy a Ctb SQ-motivumaban talalhato
Ser781 az ATM vagy az ATR kinaz altal foszforilalodhat (93). Ezt kiegészitve pedig a
mi laborunk felfedezte, hogy az SQ motivum a Ctb PP4 ké&tohelyének kozelében
talalhat6, amely kolcsonhatasba 1ép a PP4R3A és PP4R3B alegységeivel. Annak
érdekében, hogy az SQ motivum és az FRVP szekvencia szerepét tudjuk vizsgalni a DNS-
karosodasra adott valaszban, a Ctb kiilonb6z6é mutans formait (Cth-771-ARVA-774,
Flag-Ctb-S781A és Falg-Ctb-S781D) hoztuk 1étre. Munkank soran kimutattuk, hogy ezek
a mutaciok nem voltak hatassal a Ctb és az R3A/R3B kozotti kolesonhatasra, ami arra
utal, hogy az FRVP motivum sziikséges a kotéshez, mig az SQ motivum nem.

Tovabbi kisérletekben megvizsgaltuk a kiilonbozé Ctb-variansok hatasat a DNS

hibajavitas mechanizmusaban is. Ehhez a Flag-jelolt vad-tipusu Flag-Ctb-180-903aa-
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771-ARVA-774 (FRVP mutans formaja), Flag-Ctb-180-903aa-S781A vagy Flag-Ctb-
180-903aa-S781D mutanst kodold plazmid konstrukciot és a Ctb siRNS-sel egyiitt
transzfektaltuk, majd rontgen sugarzassal kezeltiik és funkcionalis kisérleteket
végeztiink. Rontgensugarkezelés utdn a kromoszoma-rendellenesség vizsgalatban a
Ctb-t nem tartalmazo sejtek megnovekedett szama zart kromoszémakari morfologiat
mutattak, amely fenotipust a vad tipusu Ctb-fragment expresszidja képes volt
helyreallitani a vad tipusi mintahoz hasonlitva. A kiilonb6z6 Flag-Ctb-180-903aa
variansok expresszioja ugyanakkor nem allitotta helyre ezt a fenotipus valtozast,
kimutatva a PP4 FRVP-motivumhoz valé kotédésének és az SQ-motivum integritasanak
fontossagat a Ctb szerepében, és ezzel egyiitt DNS hibajavitas szabalyozasaban.
Osszefoglalva, a reverzibilis fehérjefoszforilacid egy alapvetd mechanizmus,
amely szabdlyozza a kiilonféle sejtfolyamatokat, magaba foglalva a DNS-karosodasra
adott vélaszt. Igy fontos szerephez jut a fehérje kinazok és a foszfatazok osszehangolt
miikodése a genom integritasanak fenntartasaban, hogy a sejt elkeriilje a rakos
folyamatok aktivalodasat. Osszességében, eredményeink ravildgitanak a PP4-kotés és az

SQ-motivum fontossagéra a Ctb miitkodésében a DNS hibajavitasi folyamatok soran.
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9. Angol nyelvii 6sszefoglalé

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
Chkl and Chk2/RADS53, 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, YH2AX protein, RAD53/Chk?2 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.

78



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-Cth) 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-Ctbh-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.
YH2AX 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 YH2AX 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 YH2AX nuclear foci,
indicating a synergistic relationship between Ctb and PP4 in the DNA repair process.

Sustained levels of YH2AX 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 U20OS reporter cell line. This
particular cell line contains two truncated gfp cassettes, with one of them carrying an I-
Scel recognition site. By inducing double-strand breaks (DSBs) through I-Scel, 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.

81



10. Fiiggelék

Fiiggelék 1. A felhasznalt oligonukleotid primerek

Oligonukleotid Primer | Szekvencia

Ctb_771-774- GCATCCAGTCTTGCCCGGGTCGCCGAGCCTCCCTCC
FxXxPAxXxAmut fw

Ctb_771-774- GGAGGGAGGCTCGGCGACCCGGGCAAGACTGGATGC

FXXPAXXAmut_rev

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 Acc65l rev

GGAATTCGACAGAGCGGCTG

Ctb_Notl_fw GAGGTACCTCACACCCGCTGCTCCAG
Ctb_Xbal_rev GAGGTACCTCATCTCCAGACTCC
R3A_GW_Stop_rev CAGCGGCCGCAGCAACATCAGCTGAC
R3A_GW_fw CCTCTAGACTCATCTCCAGACTCCCCC

R3B_GW_Stop_rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTATGAAT
CAAATTTTGCTTTCTTT

R3B_GW_fw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGACC
GACACCCGGCGGCGGGTG
gPCR_Ctb_fw1l GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTATGAGC

CAAGACGAGGTCTTTTC

gPCR_Ctb _revl

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGTCG
GATACGCGGCGGCGAGTG

gPCR Ctb _fw2 GCATTGGATTCAGAGCATAC
GPCR_Cth _rev2 ACGGCTAATTGTTGCTGTAG
GPCR_PP4c_fw2 CCTGGGCTCAACCAAGTGTC
GPCR_PP4c_rev? TACAGCTGGGCTCGGGCCG

gPCR R3A fw AGCTGGACGAGCATCTCC
GPCR_R3A_rev TCACAGGAAGTAGTCGGCCA

gPCR R3B_fw CGTCTGGCTACGTGGAGC
GPCR_R3B_rev CCTGTTGTTTCTGGTATGCAGTGTTA
gPCR_actin_fw ATGCGGATACGCGGCGGC
gPCR_actin_rev GCGACATCCCCTTGAGCTC
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Fiiggelék 2. A felhasznalt kis interferald RNS-ek (sSiRNS) szekvenciaja

SIRNA

Antiszensz

Szensz

Ctb-1

GCUCUAUGCUUCUUUGCGCtt

GCGCAAAGAAGCAUAGAGCtg

Ctb-2

CCAUGAUUGAACAACUGGALt

UCCAGUUGUUCAAUCAUGGta

PP4c-1

UCAAGGCCCUGUGCGCUAATtt

UUAGCGCACAGGGCCUUGAct

PP4c-2

GGUUACAAGUGGCACUUCAtt

UGAAGUGCCACUUGUAACCtt

R3A-1

GCACCAUACCUACCACAUATtt

UAUGUGGUAGGUAUGGUGCTtc

R3A-2

GCGACGGUUCUCUACUUUULt

AAAAGUAGAGAACCGUCGCtc

R3B-1

CCAUCUAUAUUGCGUAGUALtt

UACUACGCAAUAUAGAUGGta

R3B-2

CCAAGAAUAGUGCUGAAUULtt

AAUUCAGCACUAUUCUUGGTtt

Fiiggelék 3. A human Ctb szekvencidja. A Ctb masodlagos szerkezeti elemeit PsiPred

(http://bicinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) szoftverrel prediktaltuk. Pirossal jeldlve a vizsgalt

fragmentek végpontjai lathatoak. Az a-hélix félkovér és alahuzott, a PP4 R3 FxxP

felismerési motivum sziirkével kiemelt, az ATR felismerési motivuma 781-SQ-782 piros

betlivel irva.

MATSADSPSSPLGAEDLLSDSSEPPGLNQVSSEVTSQLYASLRLSRQAEATARAQLYLPSTSPPHE
GLDGFAQELSRSLSVGLEKNLKKKDGSKHIFEMESVRGQLQTMLQTSRDTAYRDPLIPGAGSER

REEDSFDSDSTATLLNTRPLQDLSPSSSAQALEELFPRYTSLRPGPPLNP [l PDFQGLRDALDSEHT
RRKHCERHIQSLQTRVLELQQQLAVAVAADRKKDTMIEQLDKTLARVVEGWNRHEAERTEVL

RGLQEEHQAAELTRSKQQETVTRLEQSLSEAMEALNREQESARLQQRERETLEEERQALTLRLE

AEQQRCCVLQEERDAARAGQLSEHRELETLRAALEEERQTWAQQEHQLKEHYQALQEESQA

QLEREKEKSQREAQAAWETQHQLALVQSEVRRLEGELDTARRERDALQLEMSLVQARYESQRI

QLESELAVQLEQRV B TERLAQAQESSLRQAASLREHHRKQLQDLSGQHQQELASQLAQFKV

EMAEREERQQQVAEDYELRLAREQARVCELQSGNQQLEEQRVELVERLQAMLOAHWDEAN

QLLSTTLPPPNPPAPPAGPSSPGPQEPEKEERRVWTMPPMAVALKPVLQQSREARDELPGAPP
VLCSSSSDLSLLLGPSFQSQHSFQPLEPKPDLTSSTAGAFSALGAFHPDHRAERPFPEEDPGPDGE
GLLKQGLPPAQLEGLKNFLHQLLETVPQNNENPSVDLLPPKSGPLTVPSWEEAPQVPRIPPPVHK

TKVPLAMASS

EPPSSHSQGSGPSSGSPERGGDGLTFPROQLMEVSQLLRLYQARGWGAL

PAEDLLLYLKRLEHSGTDGRGDNVPRRNTDSRLGEIPRKEIPSOQAVPRRLATAPKTEKPPARKKSG
HPAPSSMRSRGGVWR
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