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BEVEZETES

Az ADP-ribozilacio egy altalanosan eléforduld biomolekula-mddosité folyamat, amely
nukleinsavakat és kiilonb6z6 fehérje oldallancokat érint, és az ¢lovildg valamennyi szintjén
megtalalhat6. Az ADP-rib6z monomerek és polimerek képzddése szamos sejtes folyamatban
jatszik szerepet, tobbek kozott a DNS-karosodas valaszaban, a kromatin szerkezetének
szabalyozasaban, a transzkripcidban és az RNS-feldolgozasban. Mivel reverzibilis
modositasrol van sz6, az ADP-ribozilaci6 szigortian szabalyozott hdrom enzimcsalad altal:
ezek a DraG-szerli ADP-ribozil-hidrolaz csalad (ARHs), a makrodomént tartalmaz6 enzimek
csaladja, valamint a ,,nukleozid-difoszfat, valtozé oldallanccal” (Nudix) csalad. A
makrodomént tartalmazé enzimek az ¢ldvilag minden szintjein jelen vannak, és egy er0sen
konzervalt ADP-rib6z-kotd doménnel (makrodoménnel) rendelkeznek. Harom emberi
makrodomént hordozo6 fehérje képes mono-ADP-ribozilalt szubsztratokat hidrolizalni:
MacroD1, MacroD2 ¢és TARG]1. Ezek az enzimek képesek eltdvolitani az egyetlen ADP-ribdz
egyseéget a fehérjékrol, de nem a polimer (PAR) lancot. A TARGI ezen feliil képes hasitani a
glutamathoz kapcsol6dd PAR észterkotést is. Fontos, hogy a MacroD1, MacroD2 és TARG1
képesek az ADP-ribdz egység hasitasara kettds szali DNS vagy egyszala RNS 5’ vagy 3’
veégérol, igy reverzalva a nukleinsavak médositasat. Kordbbi vizsgalatok soran a TARG1
interaktomjanak feltérképezése kimutatta, hogy a riboszomalis fehérjék, valamint az rRNS-
anyagcserével és RNS-kotéssel 0sszefliggd fehérjék jelentették a f6 kdlcsonhatd partnereket.
A TARGI egyik mutaciojat olyan pacienseknél azonositottak, akik sulyos neurodegenerativ
tiineteket mutattak, bar a pontos molekularis mechanizmus egyeldre tisztazatlan. A
talexpresszalt TARG]1 a sejtmagvacskakban (nukle6lusz) és a magplazmaban is megtalalhato,
¢s ezek kozott a kompartmentek kozott folyamatosan ingdzik. Megtfigyelések szerint a
TARGTI a transzkripciosan aktiv nukledluszban akkumuldlodik, €s szerepet jatszhat a
riboszéma-bioszintézis mindségellendrzésében. A TARGI1 csokkent expresszioja a 293T
sejtvonal) szeneszcencia novekedését idézte eld. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a
TARGI] altal érintett sejtes folyamatokat nagyrészt a PI3K/Akt és MAPK jelatviteli utak
szabalyozzak, amelyek kulcsszerepet jatszanak a sejtek proliferaciojaban,

az EGFR, egy membranhoz kotott glikoprotein, amely az ErbB receptor tirozin-kinaz csalad
tagja. Az EGFR extracellularis szignalokat érzékel, majd aktivacioja sordn intracellularis

jelatvitelt indit el. Az EGFR szdmos human daganatban gyakran mutalodik, vagy tilzottan



expresszalodik, amit génamplifikacid, pontmutaciok vagy in-frame deléciok okozhatnak.
Korabbi tanulmanyok 6sszefliggést mutattak ki az EGFR és az ADP-ribozilacio kozott,
kiilondsen a DNS-kérosodas valasz (DDR) kontextusaban. EGFR-t tultermel6 sejtek
érzékenyeknek bizonyultak PARP-gétloszerekkel szemben. Az ADP-ribozilacié nemcsak a
DNS-javitast, hanem az EGFR-jelatvitelhez kapcsoldédd ERK1/2 aktivitasat is befolyasolja,
amely szerepet jatszik a sejtnovekedés, migracid és tulélés szabalyozasaban. Tovabba a

PARP1 gatlasa vagy kititése csokkentette az EGFR expressziojat és foszforilacidjat is.

A KUTATAS CELJA

Az EGFR ol ismert és kiemelt terapias célpont a daganatos megbetegedések kezelésében,
mivel kulcsszerepet jatszik a sejtnévekedés, a migracio, a tulélés, valamint a DNS-karosodas
valasz (DDR) szabalyozdsaban. Az EGFR-t a gatlo szerek elleni szerzett rezisztencia, illetve
maga a jelatviteli it komplexitasa, amelyet pozitiv s negativ visszacsatolasi hurkok, valamint
a kiilonboz6 receptorok kdzotti kereszt jelatvitel (cross-talk) jellemez, folyamatosan a
daganatos megbetegedésekkel kapcsolatos kutatdsok fokuszaban tartja. Szamos tanulmany
igazolta, hogy a PARP- és EGFR-géatlok kombinalt alkalmazasa igéretes terapias stratégia
lehet azon daganatos sejtek esetében, amelyek egyetlen kemoterapias szerrel szemben
rezisztenciat alakitottak ki. Ezzel szemben az ADP-rib6z-hidrolaz enzimek (amelyek a
PAR/MAR ir6 enzimek altal Iétrehozott modositasokat képesek visszaforditani) szerepét
ebben az 6sszefliggesben eddig kevésbé vizsgaltak. Jelen kutatas célja az volt, hogy
feltérképezziik a TARGL1 lehetséges szerepet az EGFR expresszidjanak, aktivitdsanak vagy
kapcsolddo jelatviteli utvonalainak szabalyozasaban. A makrodomént tartalmazo hidrolazok
kozul a TARGL volt az ideéalis célpont, mivel ez az egyetlen olyan enzim a harom kozil
(MacroD1, MacroD2, TARG1), amely mind mono-, mind poli-ADP-ribozil modositasokat
képes eltavolitani. Emellett a MacroD1 aktivitdsa f0ként mitokondriumban zajlik, mig a
MacroD2 foként idegrendszeri szévetekben expresszalodik. Tovabbi célunk volt annak
meghatarozasa, hogy létezik-e szignifikans 0sszefliggés az EGFR és a TARG1 expresszidja és
mitkodése kozott, és amennyiben igen, ez milyen jelentdséggel birhat a daganatellenes

terapias kutatasok szempontjabol.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Sejttenyészet

A U2-0S vad tipusu és TARG1 knockout (CRISPR/Cas) sejtvonalakat korébban irték le, és
DMEM téptalajban (LM-D1109 Dulbecco’s Modified Eagle Medium magas gliikdz
tartalommal, L-glutaminnal, natrium-piruvat nélkiil, Biosera Cholet, Franciaorszag), 10%
FBS-sel (FB-1090/500 magzati borju szérum (Dél-Amerika), Biosera Cholet, Franciaorszag),
1x NEAA-val (E1154 MEM, Biosera Cholet, Franciaorszag) és Penicillin/Streptomicin
készitménnyel (A4118, Biosera Cholet, Franciaorszag) 37 °C-on, 5% CO2 mellett, nedvesitett
inkubatorban tenyésztettiik. A sejtvonalakat rendszeresen ellendriztiikk mikoplazma fertézés
szempontjabol gPCR alapt modszerrel (MQ-50 MycoQuant Mycoplasma Quantification Kit
AVIDIN, Szeged, Magyarorszag). A TARG1 expresszio csokkentesére stabil U2-OS
sejtvonalat hasznaltunk, amely folyamatosan expresszal egy TARGL1 elleni miRNS-t. A stabil
TARG1 knockdown U2-0S sejtvonalat egy transzposzon-alapu vektor, a pNeo-miR genomba
integralasaval hoztuk létre, amely constitutivan expresszal egy amiR-t, amely a TARG1
MRNS GCCCACTGTATCAGTGAGGATT szekvenciajat célozza. Ezt a megkozelitést
korabbi mddszerekhez igazitottuk. Roviden, az amiR elemeket a miR-E gerincstruktiraja
alapjan terveztiik meg, a vezet6 szekvenciakat pedig a cél specifitasuk alapjan valasztottuk ki.
Az amiR szekvenciakat az Agel/Xbal helyeken klonoztuk be a pNeo-miR vektorba. Ez a
vektor tartalmazza a Sleeping Beauty (SB) transzposzon elemeket a stabil
genomintegraciohoz, valamint egy neomicin rezisztencia egységet. A genomintegralt klonok
szelekcidjahoz 800 pg/ml G418-at (HY-17561, MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ,
USA) hasznaltunk harom héten at. Az atmeneti sSiRNS transzfekciokhoz ON-TARGETDplus,
SMARTpool Human OARDL1 siRNS-t (Horizon Discovery; Dharmacon™ Reagents;
Katalogus szdm: L-015886-02-0005) hasznaltunk a TARGI célzasara, Ambion™
Silencer™Select Human C200rf133 (s44382, s4480 Ambion, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) MacroD2 célzasara, és ON-TARGETplus nem célzé kontroll SiRNS-t #1
(Horizon Discovery; Dharmacon™ Reagents; Katalogus szam: D-001810-01-20)
kontrollként.

A sejteket Screenfect siRNS transzfekcios reagenssel (ScreenFect; Cat#S-4001)
transzfektaltuk a gyart6 utasitasai szerint, majd a transzfekciot kovetd 72 oraval a lizatumokat

Osszegylijtottiik elemzés céljabol.



2. Western blot

A sejteket Ugy ultettlk le, hogy a kezelés idejére 70-80%-0s konfluenciat érjenek el. Az
alapallapotu (basal) mintakhoz a sejteket kdzvetleniil a konfluencia elérése utan gyujtottiik be.
A foszfo-EGFR jel detektaldsahoz 4 6réra eltavolitottuk a FBS-t, majd 100 ng/ml huméan
EGF-et (h-EGF; E9644 Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) tartalmazé tenyésztékozeggel
egészitettiik ki a sejteket a mintavételi idépontokig. A sejtlizatumokat 4%-0s SDS lizis
pufferben (4% SDS, 150 mM NacCl, 5 mM MgCl12, 50 mM HEPES pH 7,4) gytjtottiik ossze.
A lizdtumokat 13 000 rpm-en centrifugaltuk 25 percig, majd a fellliszé fehérjetartalmat
NanoDrop 2000™ spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc.) hatdroztuk meg.
Azonos fehérjemennyiseget tartalmazé mintakat 9%-os TRIS/Glicin SDS-PAGE gélen
valasztottuk szét, majd nitrocellul6z (GE10600004 Amersham Protran Premium 0.2 NC,
Cytiva, Boston, MA, USA) vagy PVDF membranra (GE10600021 Amersham™ Hybond® P,
Cytiva, Boston, MA, USA) transzferaltuk 10%-os metanoltartalmd transzfer puffert
hasznalva. A transzfer hatékonysagat Ponceau S festéssel ellendriztiilk. A membranokat
blokkoltuk 4% gelatin (G7765, Sigma Aldrich) vagy foszfo-blotok esetén 5% BSA-val
(A7906 Sigma Aldrich) 1 6ran at PBST-ben (1x PBS, 0,05% Tween-20). A blokkolast
kovetden a membranokat elsédleges antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on: anti-
EGFR [EP38Y] (ab52894, Abcam, Cambridge, UK, 1:1000), anti-pEGFR [foszfo Y1068]
(ab32430, Abcam, Cambridge, UK, 1:8000), anti-GAPDH (PA1-16777, Thermo Fisher
Scientific Inc., 1:3000) és anti-TARG1 (25249-1-AP, ChromoTek GmbH, Planegg-
Martinsried, Nemetorszag, 1:2000). A mosas utan a masodlagos antitestet (G-21234, Goat
anti-Rabbit 1gG (H+L), HRP, Thermo Fisher Scientific Inc., 1:10 000) adtuk hozza blokkol6
pufferben 1 6rara szobahdmérsékleten. A fehérjecsikokat fokozott kémilumineszcencia (ECL)
technikaval detektaltuk (SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, 34580
Thermo Fisher Scientific Inc.), az Alliance Q9 Advanced képalkoto6 rendszerrel (Uvitec,
Cambridge, UK). A jelsiiriiséget ImageJ programmal (ImageJ, NIH, Bethesda, MD, USA)

mértik, és a betoltési kontrollhoz normalizaltuk.

3. Sejt migracio (wound healing)

A kisérletet megel6z6 napon a sejteket Ibidi mikroinzert rendszerrel ellatott lemezekre
vetettiik (3x10° sejt/ml, 70 pl térfogat). Az inzert eltdvolitdsa utan a sejteket 37 °C-0s, FBS-
mentes DMEM-mel mostuk at, majd a kdvetkezd koriilmények kozott inkubaltuk:

szérummentes kozeg, 10% FBS-t tartalmazd teljes kdzeg, illetve 100 ng/ml h-EGF-et



tartalmazd szérummentes kozeg. A sejtmozgast Zeiss Cell Discoverer 7 fluoreszcens
mikroszkdoppal monitoroztuk (5% CO-, 37 °C), és 30 percenként képeket készitettiink 24 dran
keresztiil ugyanarrol a teriiletrél. A sebzarddasi ratat a kovetkezo képlettel szamitottuk:
sebzarddas (%) = [(Oh — 24h) / Oh] x 100,

ahol ,,0h” a kiindulasi sebszélesség, ,,24h” pedig az ugyanazon helyen mért végso érték. Az

analizist ImageJ szoftverrel végeztik.

4. EGFR internalization assay (immunfestés)

A sejteket fed6lemezekre vetettiik és konfluenciaig neveltiik. Ezutan a tenyésztékozeget 4
6réra szerummentes DMEM-re cseréltiik, majd 30 percig 100 ng/ml human EGF-vel (h-EGF)
kezeltuk. A kezelés utan a sejteket PBS-sel mostuk, majd 4% paraformaldehiddel 10 percig
szobahOmérsékleten fixaltuk. A permeabilizalashoz PBS 0,2% Triton X-100-t tartalmazo
oldatban inkubaltuk 10 percig. A blokkolast PBS 0,1% Triton X-100 és 5% FBS tartalmu
oldatban végeztiik 1 6ran at szobahdmérsékleten. Ezutan az anti-EGFR [EP38Y] antitesttel
(ab52894, Abcam, Cambridge, UK) a blokkolé oldatban, 1:1000-es higitasban inkubaltuk a
sejteket egy éjszakan at 4 °C-on. A mosasok utan haromszor 5 percig PBS 0,1% Triton X-
100-szal mostuk, majd 1 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk a Goat anti-Rabbit 1gG
(H+L) Cross-Adsorbed masodlagos antitesttel, Alexa Fluor™ 488 (A11008, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific Inc.) 1:500-as higitasban. Tovabbi mosasok utan a sejtmagnakot
Hoechst 33342-vel (H3570, Thermo Fisher Scientific Inc.) 1:10 000-es higitasban festettiik. A
fedélemezeket ProLong™ Glass Antifade Mountant-tal (P36982, Thermo Fisher Scientific
Inc.) régzitettuk. A képeket Zeiss LSM 800 konfokalis mikroszkoppal készitettik, Plan-
Apochromat 40x/0,95 NA és 20x/0,8 NA levegds objektivekkel, GaAsP PMT detektorral, a

Zen 2.6 szoftverrel vezérelve.

5. gRT-PCR

A sejtek novekedésének korlatozasahoz a sejteket 24 6ran keresztiil szérummegvonasos
koriilmények kozott tenyésztettiik, vagy 24 o6ras szérummegvonast kovetden tovabbi 5 6ran
keresztul 10%-o0s FBS-t tartalmaz6 DMEM tapoldatban inkubaltuk ¢ket az RNS izolalasa
elott. A transzkripcio és transzlacio gatlasanak vizsgalatahoz a sejteket 75 uM DRB-vel
(D1916, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) és/vagy 40 pg/ml cikloheximiddel (CHX,
C7698, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) kezeltiik 12 6ran keresztil. A teljes RNS-t a
NucleoSpin RNA Kit (740955, Macherey-Nagel) hasznalataval izolaltuk a gyartd utasitasai

szerint. Az RNS koncentracidjat NanoDrop 2000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher



Scientific) mértiik. Az els6 szali cDNS szintézisét 1 pg teljes RNS-bol végeztiik RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit segitségével (K1622, Thermo Fisher Scientific Inc.).

Minden qPCR reakcid 400 nM koncentracioban tartalmazta az adott génhez tartozo6 forward
és reverse primereket, 20-szor higitott cDNS-t, valamint 1x SYBR Select Master Mix-et
(CFX készulékhez, 4472953, Thermo Fisher Scientific Inc.). A hasznalt primerek a

kovetkez6k voltak:

EGFR: fwd: 5°- GACTGCTGCCACAACCAGT -3’
rev: 5°- CGTGGCTTCGTCTCGGAAT -3°
MYC: fwd: 5°- AGCGACTCTGAGGAGGAACAA-3
rev: 5’- CTTCAGACCATTCTCCTCCGG-3’
CCNDI: fwd: 5°- CCTGTCCTACTACCGCCTCA
rev: 5’- CAGTCCGGGTCACACTTGA
RPL27: fwd: 5°- CGCAAAGCTGTCATCGTG - 3’

rev: 5’- GTCACTTTGCGGGGGTAG - 3’

A qPCR-t 95 °C-on 2 percig torténé denaturalassal inditottuk, majd 40 cikluson keresztil

95 °C-on 5 masodperces denaturalas, valamint 60 °C-on 20 masodperces annealas és
elongacio kovette. A reakcidkat Rotor-Gene Q 2Plex készlléeken (Qiagen, Hilden,
Németorszag) futtattuk. A Ct-ertékeket a Rotor-Gene Q Series 2.3.1 szoftverrel szamitottuk.
A relativ génexpresszio szintjét a kovetkezd képlet alapjan hataroztuk meg:

dCt = Ct(RPL27) — Ct(célgén). Az atlagértékeket és a hibasavokat harom fliggetlen biologiai

ismétlés alapjan szamitottuk ki Microsoft Excel segitségével.

6. Teljes RNA festés

A sejteket feddlemezekre vetettik. A kovetkezd naptdl kezdve a sejteket 24 oOran at
szérumhianyos kodzegben tartottuk, majd 10%-0s szérumot tartalmazé DMEM-mel
rekonstitualtuk 5 o6ran keresztul, vagy 24 6ras mintak esetén szérummentes DMEM-ben
hagytuk. Az 0ssz-RNS-t a Cell Navigator Live Cell RNA Imaging Kit (AAT Bioquest,
Pleasanton, CA, USA) hasznalataval vizualizaltuk a gyart6 utasitasainak megfeleléen. A

készletben alkalmazott StrandBrite™ RNA Green kivald RNS-szelektivitdssal rendelkezik. A



DNS-t Hoechst 33342-vel (H3570, Thermo Fisher Scientific Inc.) festettik, amelyet PBS-ben
1:10 000 arényban higitottunk. A képeket Zeiss LSM 800 konfokalis mikroszkoppal
készitettlik, Plan-Apochromat 40X/0,95 NA és 20X/0,8 NA levegds objektivvel, valamint
GaAsP (gallium-arzén) PMT detektorral, a Zen 2.6 szoftver hasznalataval. A
nukleocitoplazmatikus RNS-intenzitas aranyt a nyilt forraskodu sejtkép-analizis szoftverrel, a
CellProfiler-rel mertiik egy egyedi elemzési folyamat (pipeline) segitségével. Roviden, a mag
terlletét a Hoechst csatorna alapjan szegmentéaltuk. Ezutdn a sejtek konturjait az RNS
csatorndbol kiindul6 propagécioval definidltuk, kezdve a szegmentalt magoktol. A citoplazmék
a propagalt citoplazmatikus teriiletek voltak, melyekb6l kivontuk a mag teriiletét. A
nukleocitoplazmatikus RNS-intenzitas arany kiszamitasahoz az RNS csatorna atlagintenzitasat
mértiik a citoplazmatikus és magterlleteken, majd a citoplazmatikus RNS atlagintenzitast
elosztottuk az adott mag atlagos RNS-intenzitasaval minden szegmentélt mag esetében. Az
adatokat abrazoltuk, es a statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism (GraphPad Software,

Boston, Massachusetts, USA, www.graphpad.com) programmal vegeztuk.

7. SUnSET assay (teljes fehérje szintézis kimutatasa)

Az U2-0S vad tipust, TARGI knockout és stabil TARG1 knockdown sejtek normal tenyészto
kozegben vagy 24 o6ras szérummegvonasos koriilmények kozott keriiltek tenyésztésre, majd
az adott mintakat tovabbi 5 6ran at szérummal stimulaltak. A fehérjeszintézist a SUunSET assay
segitségével detektaltuk. Roviden, 1 uM puromicin (sc-108071C, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) kertiilt hozzaadasra a sejtkultirdkhoz, majd 30 percig inkubaltuk. Negativ
kontrollként a mintakat 10 percen at 100 ug/ml cikloheximiddel (C7698, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA) kezeltiik a puromicin hozzdadasa el6tt. A puromicin kezelés utan a
sejteket PBS-sel mostuk, majd 4%-os SDS lizalo pufferrel lyzaltuk, és a fehérje
koncentracidjat NanoDrop 2000™ spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc.)
hataroztuk meg. Az egyenlé mennyiségli fehérjéket 10%-os SDS-PAGE gélen valasztottuk
szét, majd nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membranokat 3%-os gelatin PBST-ben
blokkoltuk, majd anti-puromicin egér monoklonalis ellenanyaggal (MABE343, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA, 1:20 000) inkubaltuk, ezt kovetden HRP-konjugalt kecske
anti-egér IgG (H+L) ellenanyaggal (31432, Invitrogen Thermo Fisher Scientific Inc., 1:10
000) kezeltiik. A fehérje savokat ECL oldattal (SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate, 34580 Thermo Fisher Scientific Inc.) vizualizaltuk az Alliance
Q9 Advanced képalkotd rendszerrel (Uvitec, Cambridge, UK). A GAPDH fehérjét toltési

kontrollként alkalmaztuk.


http://www.graphpad.com/

8. Sejt ploriferacio (resazurin assay)

A sejtosztodasi vizsgalatokhoz a sejtvonalakat Rapamicinnal (37094 Vetranal analytic standard,
Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) és U0126-tal (9903, Cell Signaling Technology Inc.,
Danvers, MA, USA) kezeltiik. Minden egyes 96-lyuku tenyésztdlap egy-egy jolébe 1000 sejtet
iiltettiink, majd masnap 100 ng/ml Rapamicint, 25 pM U0126-ot vagy ezek kombinacidjat
adtuk hozza 10%-os FBS-t tartalmaz6 DMEM kozeghez. 72 6ra elteltével a tenyésztokozeget
frissre cseréltiik tovabbi 72 orara. A gydgyszerek koncentracioja a teljes 6 napos kisérlet alatt
valtozatlan maradt. A 6. napon a tenyésztOkdzeget Gibco™ Leibovitz's L-15 Mediumra
(fenolvordset nem tartalmazo, 11540556, Thermo Fisher Scientific Inc.) cseréltiik, amely 25
pg/ml Resazurint (199303, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) tartalmazott, majd 30 percig
inkubaltuk CO: termosztatban. A fluoreszkal6 anyagcsere-terméket Bio-Tek Synergy HI
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) mikroplate olvasdval mértiik, 530/590 nm-es
szlirOkészlettel. Minden minta életképességét a megfeleld genotipusu, kezeletlen

kontrollmintakhoz normalizaltuk.

9. Statisztikai kiértékelés
Az eredményeket az egyes vizsgalatokban legaldbb harom biologiai ismétlés atlaga + SEM
értékeként adtuk meg. A statisztikai szignifikanciat a abrak alatti magyarazatokban leirt médon

hataroztuk meg (p=0,05-6t tekintettiink szignifikans kiilonbségnek minden elemzésben).



EREDMENYEK

10. A sejt migracio gyengiilt a TARG]1 Kkiiitott mutansokban

sebfeltoltd (wound healing) vizsgalatot végeztiink TARG1 KO és kontroll, vad tipust (WT)
sejtvonalakon. A sejteket Ibidi betétekkel ellatott tenyésztéedényekben tenyésztettiik
konfluenciaig, mely betétek eltavolitdsa utan egységes karcoldst hoznak 1étre a sejtrétegben. A
sejteket szérummentes kozegben inkubdaltuk a proliferacios hatasok minimalizalasa érdekében,
¢s human EGF-vel (h-EGF) stimulaltuk, hogy eldsegitsiik a sejtek migraciojat a létrejott résbe.
A sebzarodast 24 6raval a h-EGF hozzaadéasa utan mértiik. Kvantitativ elemzés kimutatta, hogy
a h-EGF-vel stimuldlt TARGI KO sejtek jelentdsen csokkent migracidt mutattak a WT
sejtekhez képest, lassabb sebzarddasi sebességgel. A 10%-os FBS-t tartalmazd kozeggel
stimulalt sejtek pozitiv kontrollként szolgéltak, mig a szérummegvonasos koriilmények kozott
tartott sejtek negativ kontrollként voltak jelen. A pozitiv kontroll eredményei mindkét
sejtvonalban hasonléak voltak a h-EGF stimulacioval kapott eredményekhez, mig a negativ
kontrollban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a TARG1 KO és WT koz6tt, ami arra utal,
hogy az észlelt eltérések valoban a migracionak, és nem a sejtvonalak eltérd proliferacios
kapacitasanak koszonhetok. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a TARGI sziikséges a

hatékony EGF-4ltal stimulalt sejtmigraciohoz.

11. Az EGFR vezikularis transzportjaban nem volt megfigyelhet6 szignifikans
kiilonbség a vad tipusu és TARG]1 kiiitott mutans sejtek kozott

A kovetkezd 1€pésben receptor internalizacids vizsgalatot végeztiink, hogy megtigyeljiik,
mutat-e eltérést a TARG1 mutans sejtvonal az internalizacid sebességében vagy az EGFR
receptor vezikularis traffickings dinamikajadban (a jel specifikus sejtszekrécid koriili
akkumulacioja, a jelintenzitds valtozasa idOben). A sejteket szérummegvonds utan 30 percig
huméan EGF-vel stimulaltuk, majd a mintdkat fixaltuk, és immunfestést végeztiink az EGFR
intracellularis doménjének epitdp-specifikus antitestével mind a szérummegvonasos, mind a 30
perces stimulacios mintdkon. A vad tipust és TARG1 mutéans sejtek nem mutattak eltérést az
internalizacio dinamikéjaban a kisérlet soran, kivéve, hogy a TARGI1 knock out sejtvonal
alacsonyabb jelintenzitast mutatott. Ez az adat arra engedett kovetkeztetni, hogy az EGFR
aktivacidja és internalizacidja soran a receptor vezikularis traffickings nem mutatott akkumulalt
visszatartast vagy gyorsitott degradaciot, valamint nem volt megfigyelhetd valtozas a
traffickings Gtvonaldban sem a sejtszervecskék felé a vad tipust és a TARG1 knock out mutans

kozott.



12. A TARGI Kkiiitott és csendesitett sejtek lecsokkent EGFR fehérje szintet mutattak
Mivel az immunfestéses (IF) kisérletek sordn az egyetlen kiilonbség az alacsonyabb
jelintenzitas volt, a kovetkezd 1épésként a receptor kifejezOdési szintjét és aktivitasi allapotat
western blot vizsgalattal ellendriztiikk. Mind az 6sszes, mind a foszforilalt EGFR fehérjeszintet
kvantifikaltuk a vad tipusa (WT) és TARG1 KO sejtek teljes sejtlizatumaibdl. Az eredmények
csokkent 6sszes EGFR fehérjeszintet és a receptor foszforilacidjanak mérséklodését mutattak a
TARGI1 KO sejtekben. Azonban, amikor a foszfo-EGFR szinteket az &sszes EGFR-hez
normalizaltuk, nem észleltiink szignifikans kiilonbséget a vad tipust és a TARG1 KO sejtek
kozott. A TARG1 EGFR-szintekre gyakorolt hatdsdnak megerdsitésére tovabbi kisérleteket
veégeztiink stabil miRNS-expresszios (TARGI KD) és tranziens siRNS transzfekcios
moddszerekkel, amelyekkel a vad tipusu sejtekben elnémitottuk a TARGI1 kifejezédését. Mind a
stabil miRNS-expresszios TARG1 KD sejtvonal, mind a siRNS-es TARGI némitas
csokkentette az EGFR fehérjeszintjét, bar kisebb mértékben, mint a TARG1 KO esetén. Ezek
az eredmények alatdmasztjak a korabbi migracios vizsgalat eredményeit, mivel a TARG1 knock
out sejtvonal csokkentett receptor szintje miatt kevesebb jel érkezik a sejt extracellularis
terébol, ezaltal csokken a jelintenzitas, amely aktivalja azokat az utvonalakat, amelyek

szabalyozzak a sejtek migracios képességét.
13. Fokozott RNS forgalom volt megfigyelhetéo a TARGI Kiiitott sejtekben

Annak vizsgalatara, hogy a TARG1 KO sejtekben megfigyelt EGFR fehérjeszint csdkkenése
kisér6 valtozasokat eredményez-e az mRNS szinten is, megmértilk az EGFR mRNS
expressziojat vad tipust (WT) és TARG1 KO sejtekben. A sejteket 24 6ran at
szérummegvonas kezelésnek vetettiik ala, majd 5 éras regeneralodasi idészak kovetkezett,
amely alatt a tenyésztokozeg 10%-0s FBS-t tartalmazott. Kvantitativ RT-PCR (QRT-PCR)
elemzés kimutatta, hogy mindkét koriilményben az EGFR mRNS szintje jelentésen
alacsonyabb volt a TARG1 KO sejtekben a WT-hez képest. Erdekes modon, mig a WT sejtek
EGFR mRNS szintje a 5 6ras regeneralodas alatt nem valtozott jelentdsen, a TARG1 KO
sejtekben ebben az iddszakban szignifikans novekedés volt megfigyelhetd, habar a szérum
indukalta génexpresszids valtozasok nem csokkentették az EGFR mRNS alacsonyabb szintjét
a TARGL1 KO sejtekben.

Az EGFR jelatvitelt a génexpresszio szintjén vizsgalva megmertik két EGFR-célgén, a MYC
és a ciklin D1 (CCND1) mRNS szintjének valtozasat szérum stimulacié hatasara. A MYC

transzkripciojat az EGFR a MAPK utvonalon keresztiil szabalyozza. A CCND1 expressziojat



tobb, az EGFR jelatviteli utvonal alsobb szintii effektorainak tekinthetd transzkripcios faktor
szabalyozza, tobbek koz6tt a MY C proto-onkogén és az AP-1 transzkripcios faktor komplex,
amely Jun és c-Fos fehérjékbdl all. A MYC mRNS szintje jelentésen megnétt mind WT, mind
TARG1 KO sejtekben szérum stimulacio hatasara. Ezzel szemben a CCND1 mRNS szintje
jelentésen emelkedett a vad tipusu sejtekben, mig a TARG1 KO sejtekben ez az emelkedés
nem volt szignifikans. Erdemes azonban megjegyezni, hogy szérum stimulacié utan a CCND1
mRNS szintje nagyon hasonld volt WT és TARG1 KO sejtekben, és a killonbség ink&bb a
szérummegvonasos allapotban mutatkozott meg, ahol a TARG1 KO sejtek CCND1 mRNS
szintje nem csokkent a WT-ben megfigyelthez hasonloan. Osszességében ezek az eredmények
arra utalnak, hogy az EGFR jelatvitel nem sériil a génexpresszio szintjén TARG1 hianyaban,
fiiggetleniil az EGFR fehérje szint csokkenésétdl. Az EGFR mRNS csokkenése a TARG1 KO
sejtekben 6szténzott minket arra, hogy tovabb vizsgaljuk az mRNS stabilitasat, valamint a
transzkripcio es a transzIlacio esetleges szerepét a szabalyozasban. Ehhez
Dichlorobenzimidazole 1-B-D-ribofuranoside-t (DRB) alkalmaztunk az RNS-polimeraz 11
altali transzkripcio gatlasara, valamint cikloheximidet (CHX) a transzlacio elongacidjanak
blokkolasara, és megmeértik ezek egyéni és kombinalt hatasat az EGFR, MYC és CCND1
mRNS szintjeire. Normal tenyésztokdzegben az EGFR mRNS szintje szignifikansan
alacsonyabb volt TARG1 KO sejtekben a WT-hez képest. Ezt alatamasztottak az EGFR
MRNS mérések siRNS transzfekcidval TARG1 némitott sejtekben. A transzkripcié 12 Oras
gatldsa mind a vad tipust, mind a TARG1 KO sejtekben csokkentette az EGFR mRNS
szintjét, azonban az EGFR mRNS csokkenése nagyobb volt TARG1 KO sejtekben. Mig a
CCND1 mRNS szintje csak a TARG1 KO sejtekben csokkent. A MYC mRNS szintek
enyhén, de nem szignifikansan emelkedtek mindkét sejtvonalban transzkripcio gatlas esetén,
ami az mRNS lebomlas és a transzkripcio kozotti bonyolult visszacsatolasra utal. A
transzlacié gatlasa CHX-szel mind WT, mind TARG1 KO sejtekben megnovelte a MYC
MRNS szintjét. Erdekes médon, az EGFR mRNS szintek kézotti kiilonbség a WT és TARG1
KO kozott megsziint, amikor a transzlaci6 gatolt volt, ami arra utalhat, hogy a TARG1
transzlacios szabalyozason keresztil hat. Ugyanakkor, amikor a transzkripciot és transzlaciot
egyszerre blokkoltuk, mindharom vizsgalt gén mRNS szintje szignifikansan nagyobb
mértékben csokkent TARG1 KO sejtekben, mint WT-hez képest a csak CHX-vel kezelt
allapotokhoz képest. Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TARGL1 hianya

csokkenti az mMRNS-ek stabilitasat és fokozza az mRNS lebomlast.



14. TARGT1 fiiggo szabalyozasa az RNS eloszlasnak és transzlacionak

Annak a hipotézisnek a tesztelésére, miszerint a TARG1 részt vesz az RNS-anyagcserében,
ahelyett, hogy csak néhany specifikus, ugyanazon uton szabalyozott gén mRNS szintjét
vizsgaltuk volna, teljes RNS festést végeztiink a sejtvonalakon, amely lehetové tette a teljes
RNS szintek esetleges valtozasainak gyors és egyszerii megfigyelését. Az altalunk hasznalt
festék kifejezetten RNS-re szelektiv volt, mikdzben alacsony hattérfesteést okozott a DNS-en
(a DNS-t Hoechst festékkel el6festettiik, hogy relevansabb eredményeket kapjunk).
Kisérleteinkben ugyanazt a beéllitast alkalmaztuk, mint a qRT-PCR méréseknél, azaz a
sejteket 24 6ran at szérummegvonasos kezelésnek vetettiik ala, majd 5 6ran at 10%-0s
szérummal stimulaltuk dket. Megfigyeltiik, hogy a TARG1 muténs sejtvonalakban a teljes
RNS szint szignifikdnsan magasabb volt a magban 24 6ras szérummegvonas utan, és
ugyanilyen tendencia figyelheté meg az 5 6ras szérum stimuldcio utan is. A citoplazmatikus
teriileten 24 6ra utan nem mutatkoztak jelentds kiilonbségek a sejtvonalak kozott, de az 5 6ras
szérum stimulaciot kovetden a vad tipusu sejtekben a teljes RNS szint jelentdsen magasabb
volt, mint a TARG1 mutans sejtvonalakban. Annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjunk
a teljes RNS eloszlasardl a mag és a citoplazma kozott a kiilonboz6 kezelések soran,
kvantifikaltuk az RNS citoplazmatikus és magi eloszlasat, ahol a citoplazmatikus RNS
intenzitast elosztottuk a magi RNS intenzitassal. A vad tipusu sejtekben a szérum stimulacio
szignifikdnsan ndvelte a citoplazmatikus/magi RNS aranyt, ami az RNS Ujraeloszlasat jelzi a
magbdl a citoplazmaba, ami a transzlacio Ujraindulasaval jarhat. TARG1 KO sejtekben a
szérummegvonas utan nem szignifikans csdkkenest figyeltiink meg a citoplazmatikus/magi
RNS aranyban a WT sejtekhez képest, amely csak enyhén emelkedett az 5 6ras szérum
stimulécio soran. A miRNS-indukalt TARG1 KD azonban jelentdsen csokkentette az RNS
ujraeloszlasat a magbodl a citoplazmaba a szérum stimulaciot kovetden a WT sejtekhez
viszonyitva, tovabba a szérum stimulacio alatt mért citoplazmatikus/magi arany
szignifikdnsan alacsonyabb volt a WT-hez képest. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
TARGL1 expresszios szintje szerepet jatszhat az RNS érésében, stabilitdsaban és exportjaban.
Annak megallapitasara, hogy az RNS eloszlasaban bekdvetkezett valtozasok dsszefliggesben
allnak-e a transzlacié valtozasaival, elvégeztiik a SUNSET tesztet, amely Gjonnan szintetizalt
fehérjéket mutat ki révid puromicin impulzus bejuttatasaval, amit anti-puromicin antitesttel
detektalnak. Kontrollként a WT és TARG1 KO sejteket vagy csak puromicinnel kezeltik,
vagy eldkezeltiik a transzlacios gatld cikloheximiddel (CHX), majd a puromicin beépiilést

Western blot segitségével elemeztiik. A puromicin hatékonyan jel6li az Ujonnan szintetizalt



fehérjéket, mig a transzIacio gatlasa megakadalyozza a puromicin beépiilését. Erdekes mddon
a puromicin jeldleés fokozott transzlaciot mutatott a TARG1 KO sejtekben a WT-hez képest.
Ezutan megvizsgaltuk, hogy a szérummegvonas, majd szérum stimulacio milyen hatdssal van
a transzlaciéra WT, TARG1 KO és TARG1 KD sejtvonalakban. Normal tenyésztési
koérilmények kdzott mind a TARG1 KO, mind a KD sejtvonalakban fokozott puromicin
jelolést figyeltink meg a WT-hez képest. A 24 6rés szérummegvonas alig befolyasolta a WT
sejtek transzlaciojat, mig a TARG1 KO és KD sejtek transzlacioja a WT szintjére csokkent.
Az 5 6rés szérum stimulacid hatasara a WT €s TARG1 KO sejtekben megndtt a transzlacio,
amit a fokozott puromicin jelolés mutatott, de ez a fokozodas nem volt megfigyelhetd a
TARGL1 KD sejtekben. Ezek az eredmények a WT-hez képest emelkedett transzlacios szintet
mutatnak TARG1 KO és KD sejtekben, ami tovabbi bizonyiték arra, hogy a TARG1 szerepet

jatszik a transzlacio szabalyozasaban.

15. TARGI1 mutans sejtvonalak nagyobb érzékenységett mutattak a vad tipusnal
MEK1/2 gatloszerrel szemben

A transzlaciot és a transzkripciot két 6 jelatviteli utvonal szabalyozza, a PI3K/mTOR és a
Ras/Raf/MEK/ERK utak. Célunk annak vizsgalata volt, hogy a sejtosztédasra milyen hatassal
van a TARGL1 expresszio megvaltozasa specifikus ttvonalgatlokkal torténd kezelés utan. A
sejteket rapamicinnel, az mTOR gétloval, valamint U0126-tal, a MEK1/2 géatldval kezeltiik
onmagukban, illetve kombinacidban. A rapamicinnel torténd kezelés 6nmagaban nem
eredményezett szignifikans kilonbséget a WT és a TARG1 KO sejtek életképességében.
Ugyanakkor az U0126 mind a TARG1 KD, mind a KO sejtekben nagyobb mértékben
csokkentette az életképességet, mint a vad tipust sejtekben. Erdekesség, hogy az U0126 és a
rapamicin egyuttes alkalmazésa csak a WT sejtek érzékenységét novelte, igy megsziintette a
WT és a TARG1 KO sejtek kozotti killonbséget a MEK1/2 géatlasra adott valaszban. A
TARG1 KD sejtek MEK1/2 és mTOR gatlasra adott érzékenysege gyakorlatilag megegyezett
a TARG1 KO sejtekével.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TARG1 hatéassal lehet egy olyan szabalyoz6
célpontra, amely a PI3BK/mTOR és a RassMEK/ERK utvonalak kézotti keresztbeszédben vesz

részt, potencialisan az mTOR aktivitds modulalasan keresztl.



OSSZEFOGLALO

A poszttranszlacios modositasok kulcsfontossagu szabalyozd elemei kiilonboz6é enzimatikus
aktivitasoknak €s mas biomolekulak stabilitdsanak, dinamikajanak, valamint interakcidinak a
sejtekben. Az elmult években kimutattdk, hogy az ADP-ribozilacid, mint poszttranszlacios
modositds, nemcsak a fehérjék kiilonbozé aminosav-csoportjait moddositja, hanem
nukleinsavakat is, ami még Osszetettebbé tette a PARP enzimcsalad kutatasanak teriiletét,
sz¢€lesebbkorli szerepét reprezentalva a mar jol ismert DNS hibajavitasban betoltott szerepén
kiviil. A csalad polimeraz aktivitasti enzimei mellett az ADP-rib6z modositasokat eltavolito
hidrolazok is rendkiviil fontosak, mivel képesek visszaforditani a polimerazok altal végzett
modositasokat, ezzel megsziintetve az adott jelet (aktivald vagy deaktivalo), vagy segitve egy
ciklikus, folyamatos jel 0jrairasat egy célmolekulan. A kdozelmultban végzett kutatasaink soran
a TARGI nevii ADP-riboz-hidrolaz enzim szerepét vizsgaltuk egy ismert, proto-onkogén
fehérje, az EGFR expresszios profiljadnak szabalyozasidban U2-OS oszteoszarkoma
sejtvonalban. “Wound healing” kisérlettel kimutattuk, hogy a TARG1 gén kiiit6tt sejteknek
gyengébb volt a sejtmigracios képessége. Western blot és RT-qPCR kisérleteink bizonyitottak,
hogy a TARGI mutansokban az EGFR expresszioja alacsonyabb volt, mind a fehérje, mind az
mRNS szinten, valamint immunfestéssel kimutattuk, hogy a receptor endocitézisa ¢és
endoszomalis eloszldsa aktivalt allapotaban nem kiilonb6zott a vad tipusu sejtektol. Tovabba,
annak ellenére, hogy a ligand altali aktivalasakor a foszforildlt (aktiv) receptor mennyisége
alacsonyabb volt (amely linearis Osszefliggést mutatott a receptor fehérje mennyiségének
expresszidjaval a sejtvonalakban), a TARG1 mutansok nem mutattak a receptor célgénenek
nagy mértékli deficiens transzkripcios szabalyozasat (CCNDI1, MYC). Masrészt, specifikus
inhibitorokkal végzett transzkripcids és/vagy transzlacids gatlds soran instabilabb mRNS
szinteket mértiink az id6 fliggvényében a TARG1 KO-ban. Ez az eredmény megerdsitette eddigi
kovetkeztetéseinket, amelyet RNS-specifikus jeloldvel végzett festéssel, ahol az RNS forgalom
citoplazma és mag kozotti ardnya, valamint puromycin specifikus western blottal (amely a
globalis transzlacios profilt vizsgalta) tAmasztottunk ald, szignifikans kiilonbségeket mutatott a
sejtvonalak kozott. Ezekbdl a kisérletekbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TARG1
szabalyozd szerepet jatszik RNS biogenezisben mind poszt-transzkripciondlis, mind
transzlacios szinten. Tovabba, a TARG1 mutansok sejt proliferdcios vizsgalatai érzékenységet
mutattak MEK inhibitorral valo kezelésre, de nem mutattak mTORC1inhibitor esetében (RNS
biogenezis fo enzimatikus szabalyoz6 Utvonalai), ami arra utal, hogy a TARG1 szerepet jatszhat

a RAS-RAF-MEK-ERK/AKT-mTOR kozos szabalyozasi Gitvonalon. Osszességében adataink



erdsen arra utalnak, hogy a TARGI1 szabalyozd szerepet jatszik az RNS biogenezisben, €s ezzel

egyiitt az EGFR szintjének szabalyozasaban az U2-OS sejtvonalakban.
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