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Roviditések jegyzéke

5-FU, 5-fluorouracil

ATP, adenozin-trifoszfat

BSA, borji szérum albumin

Cdk1, ciklin-fiiggé kindz 1

CID, uitkozéses aktivalas

co-IP, ko-immunprecipitacio

DAPI, 2,4 diamidino-2-fenilindol

DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNS, dezoxiribonukleinsav

DTT, dikl6r-difenil-trikl6retan

Dut, a dUTPaz enzimet kédol6 gén egérben

DUT, a dUTP4z enzimet kédol6 gén emberben
DUT-N, a DUT gén nukleéris izoforméja emberben
dANMP, dezoxiribonukleotid-monofoszfat

dTTP, dezoxitimidin-trifoszfat

dUMP, dezoxiuridin-monofoszfat

dUTP, dezoxiuridin-trifoszfat

dUTP4z, dezoxiuridin-trifoszfat-nukleotido-hidrolaz
FBS, fotalis borjaszérum

FDR, hamis felfedezési arany

FAUMP, fluorodezoxiuridin monofoszfat

FdUR, fluorodezoxiuridin

FA, hangyasav

HCT 116, human vastagbélkarcinéma sejtvonal
HPLC, nagy teljesitményd folyadékkromatografia
ICM, embri6écsomod

IP, immunprecipitacio

LC-MS/MS, folyadékkromatogréfidval kapcsolt tandem tomegspektrometria
M?72, citomegalovirus dUTP4az homolégja

MTOC, mikrotubulus-szervezé kézpont



MS, tomegspektrometria

MS/MS, tandem tomegspektrometria

NLS, nukleéris lokalizacios szignal

nDut, a Dut gén nukleéris izoformdja egérben
PBS, foszfattal pufferolt sboldat

PCM, pericentriolaris anyag

PFA, paraformaldehid

PTM, poszttranszlaciés moédositas

rNMP, ribonukleotid-monofoszfat

RNS, ribonukleinsav

TE, trofektoderma

TFA, trifluorecetsav

TRiC komplex, T-complex protein Ring Complex
TS, timidilat-szintaz

UDG, uracil-DNS glikozilaz



Bevezetés

A DNS, mint az €16 szervezetek genetikai informdaciéjanak hordozéja, kulcsszerepet
jatszik az oroklGdésben és a sejtek zavartalan miikodésének fenntartdsdban. Eppen
ezért a DNS stabilitasa és sértetlensége elengedhetetlen a genetikai informécié hosszu
tav megGrzéséhez, valamint a sikeres sejtosztédas szempontjabol. A sejtosztédds sordn
kiilonosen fontos, hogy a genetikai anyag sértetlentil és hibamentesen 6roklédjon az
utddsejtekbe. Ennek érdekében a sejtekben szdmos mechanizmus miikédik a DNS in-
tegritisdnak megd@rzésére. Ezek kozé tartoznak a DNS-javité mechanizmusok, amelyek
feladata a replikdci6 soran keletkez§ hibak megel6zése és korrigdldsa. A preventiv hiba-
javitdsban fontos szerepet jatszik a dUTP4z enzim, amely a dUTP hidrolizisét katalizalja,
ezéltal megel6zi az uracil timin helyetti hibas beépiilését a DNS-be, valamint biztositja a

sejtek szamara a dTTP nukleotid de novo bioszintézishez sziikséges dUMP prekurzort.

Bar a dUTPaz els6dleges feladata az uracil DNS-be torténd beépiilésének meg-
akadalyozasa, kutatdsok azt sugalljdk, hogy az enzim tovébbi fontos funkciékkal is
rendelkezhet. Bizonyos biol6giai folyamatokhoz, példaul a B-sejtek differencidciéjdhoz
vagy a retrovirusokkal szembeni védekezéshez, elengedhetetlen a DNS uracilosoda-
sa. Ugyanakkor figyelembe véve, hogy a dUTP4z enzim ezekben a folyamatokban is
jelen van, feltételezhet, hogy szerepe talmutat az ismert dUTP-szint szabalyozasan, és

szélesebb kort bioldgiai jelentdséggel birhat.

Kutatdsi eredmények ravilagitottak arra, hogy ez a potencidlisan eddig nem ismert
funkci6 a sejtosztddés szabédlyozasdhoz kapcsolddhat. Humén sejtekben ismert, hogy
a dUTP4z a mit6zis sordn foszforilalédik, mely citoplazmas lokalizaciét eredményez.
Tovéabba, a dUTPazt kédold gén kiiitésével végzett kisérletek kimutattak, hogy az enzim
hidnya embrionalisan letdlis a blasztociszta stddiumban egerekben. Legtjabb kutata-
si eredményeink szerint a dUTPaz sejten beliili eloszldsa egytittes jelenlétet mutat a
kromoszémak pontos szegregacidjat biztosité mitotikus orsé struktiraival, human sejt-
vonalakban és egér embriondlis fibroblasztokban. Ezen igéretes eredmények 6sztonozték
a dolgozat elkészitését, amelynek célja a dUTP4z enzim fizioldgiai szerepének feltérképe-
zése, valamint funkcidjdnak mélyebb megértése a mitotikus események lejatszédasaban

és az embrionalis fejlédés soran.



Célkitizés

Kutatomunkam sordn a dUTP4z sejtosztédasban betoltott szerepét vizsgaltam.
Célul ttiztem ki a dUTP4z élettani funkcidjdnak tanulményozasat az embriondlis fejl6dés
soran egérmodellben. A kisérletekhez immunfluoreszcens festési eljarast alkalmaztam.
A dUTP4z jelolésével célom volt meghatarozni az enzim lokalizaciéjat az embrionélis
fejlédés sordn, illetve a kiilonbozé sejttipusokban. Ezen feliil tovabbi kisérletek sordn a
dUTPaz mellett jeloltem a mit6zisban fontos szerepet bettlté mikrotubularis halézatot
is a dUTP4z sejosztédasban betoltott szerepének vizsgalatdra. Munkdm soran 3,5, 4,5
és 6,5 napos blasztociszta 4llapotban 1év§ egér embridkon végeztem el a kisérleteket,
és a mintakat fluoreszcens konfokalis mikroszképpal elemeztem. Azt taladltam, hogy a
dUTPA4z a mitdzis kiilonbozd fazisaiban kolokalizdciot mutat a mikrotubuléris halézattal,

ezért célom volt igazolni a vélhetS kolcsonhatést.

A dUTPaz fehérje kolcsonhaté partnereinek azonositdsdhoz human sejteket al-
kalmaztam. A kisérletek elvégzéséhez a mitdzis fazisdban dusitottam a sejteket szink-
ronizédlassal, majd a mintakbdl ko-immunprecipitaciot végeztem a dUTP4z fehérjére
specifikus antitesttel. A mintdkat el6készitettem LC-MS/MS mddszerrel torténd vizsga-
latra, majd a mérést és az adatok kiértékelését kollaboracié keretein beliil végeztem. A
kapott eredmények alatdmasztottdk a korabbi megfigyeléseinket.

A kutatémunkam sordn kapott eredmények a dUTP4z eddig ismeretlen funkcijat
vetitik el§ mind a sejtosztédds, mind az embriondlis fejlédés soran.



1. fejezet

Irodalomi attekintés

1.1. Az uracil hatdsa a genomi integritasra

A DNS az €16 szervezetek egyik legfontosabb, esszencidlis alkot6eleme. Ennek
koszonhetSen képesek az egyes él6lények a felépitésiikhoz, fenntartasukhoz és tulajdon-

sagaik tovabbadasdhoz sziikséges genetikai informéciot megfelel6 médon megdrizni.

Erthetd tehat, hogy az informécié ilyen hosszatavi, generacidkon keresztiili taro-
lasahoz egy alapvetSen stabil és kevéssé reaktiv molekuldra van sziikség. Ez az egyik
oka annak, hogy a DNS, a nukleinsavak mésik nagy csoportjat alkoté RNS molekulaval
szemben, nem ribonukleotid-monofoszfatokb6l (rNMP), hanem 2’-hidroxil csoporttal
nem rendelkezd$ dezoxiribonukleotid-monofoszfatokbol (ANMP) épiil fel. Ezen kémiai
stabilitast illet§ kiilonbség ellenére a DNS és az RNS baziskomponenseinek sszetételé-
ben csak minimalisan tér el: mindkét makromolekula egyardnt tartalmazhat guanint,
adenint és citozint, negyedik bazisként azonban a DNS-re timin, mig az RNS-re uracil
jellemzé.

Ugyanakkor ismert, hogy uracil bazis helyteleniil a DNS-ben is megjelenhet
(1.1 &bra). Egyrészt beépiilhet dezoxiuridin-trifoszfat (AUTP) a dezoxitimidin-trifoszfat
(dTTP) helyett, masrészt megjelenhet citozin dezaminalédasa révén is. A dUTP koz-
vetlen beépiilése dTTP helyett abbdl adoédik, hogy a replikativ DNS-polimerdzok DNS
szintézis kozben nem képesek kiilonbséget tenni a csupan egyetlen metil-csoportban
kiilonb6z6 dUTP és a dTTP kozott [1]. Mivel mind az uracil, mind a timin adeninnel
alkot bazispart, ez a folyamat 6nmagédban nem mutagén. Mindazonatal a baziscsere meg-
zavarhat bizonyos DNS-fehérje kolcsonhatasokat [2], valamint ha az ily médon hibdsan
beépiilS uracil mennyisége jelentGsen megnovekszik, az kromoszéma fragmentdciéhoz
és sejthaldlhoz is vezethet [3, 4].
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1.1. dbra. Az uracil DNS-be épiilésének lehetséges nitvonalai, és azok hatdsa a genomi integritdsra.

(A) Az uracil nem mutagén beépiilése dTTP helyett, amely a genom uracilosoddsihoz és bionyos DNS-fehérje
kolesonhatdsok megzavardsihoz vezethet. (B) Uracil megjelenése a DNS-ben citozin dezamindloddsa révén. Az
dtmenetileg megjelend hibds bdzis replikdcio utdn stabil pontmutdciot eredményezhet.

Ezzel szemben a citozin dezaminécidja mutagén folyamat, hiszen az uracil bazispa-
rositasi preferencidja nem egyezik a citozinéval. A deamindcié kovetkeztében dtmenetileg

beépiilS hibés uracil bazis ezaltal replikacié utdn stabil pontmutaciét eredményezhet.

1.2. A dUTPaz enzim élettani jelentdsége

Belathat6 tehat, hogy a genom uracilosoddsanak megel&zésében nélkiilozhetetlen
a megfelel§ nukleotid ardny fenntartdsa, valamint a hibat felismeré és javit6 folyama-
tokban résztvevs enzimek preciz miikodése. Ez utébbi feladatért a legtobb organizmus-
ban - Gigy mint a prokariétakban, az eukariétakban, valamint szamos DNS-virus és
egyes retrovirusok esetében is [1] - két enzimcsalad felels: a dezoxiuridin-trifoszfat-
nukleotido-hidroldz (dUTPaz), amely megel6zi az uracil timin helyetti beépiilését a
dUTP hidrolizise altal, valamint az uracil-DNS glikozilaz (UDG), amely kivégja az
uracilt a DNS-bdl, és kiilonbozé javitasi folyamatokat indit el [5]. A tovabbiakban a
dolgozat részletesen csak a dUTP4az enzimet targyalja.

A dUTP4z enzim els6sorban a dUTP hidrolizisét katalizalja, amely altal a sejt sz&-
mara egyrészt a dTTP nukleotid de novo bioszintézishez sziikséges dUMP prekurzor,

valamint szervetlen pirofoszfat keletkezik, mésrészt ez az enzimreakci6 felelés a ko-



rdbban részletesen targyalt létfontossdagu sejtes dUTP/dTTP ardny alacsony szinten
tartasaért [1].

Ezekkel a funkcidkkal kapcsolatban nem meglepd tehat, hogy kutatasi eredmé-
nyek alapjdn a dUTPazok jelenléte esszencialis tobb modellorganizmusban is [6, 7].
Ezzel szemben azonban azt is kimutattdk, hogy a DNS uracilosodésa bizonyos biolo-
giai folyamatokban kifejezetten hasznos [8, 9, 10] és tekintve, hogy a dUTP4az enzim
ezekben a folyamatokban is jelen van, feltételezhetd, hogy a dUTP-szint csokkentésében
jatszott els6dleges szerepe mellett mas sejtfunkciokat is ellathat. Szorosan dsszefiiggve
ezzel kutatécsoportunk korabban kimutatta, hogy a dUTPazt kédolé Dut gén kiiitése
egérben embrionalis letalitast okoz a blasztociszta dllapotban [11], valamint a jelenle-
gi eredményeink arra utalnak, hogy a dUTPaz enzimnek szerepe lehet a sejtosztédas

folyaman.

1.3. A timidilat-anyagcsere, mint terdpias célpont

Mindezek mellett érdemes megemliteni, hogy a dUTP felhalmoz6désabdl és a
javitassal osszefiiggé DNS-kdrosodasbol kovetkezd sejthalal széleskorben kutatott és
alkalmazott kemoterdpids stratégia a timidilat-anyagcsere gatlasa ltal a vastagbélrdk, tii-
dérék, emldrak, akut limfoblasztos leukémia, valamint kdzponti idegrendszeri limféma
kezelésére is [12, 13, 14].

Az ilyen tipsu terdpidk két leggyakrabban alkalmazott szere a fluoropirimidin
és az antifolét tartalma készitmények [4, 15]. A fluoropirimidin kemoteradpias szerek
kiilonboz6, olyan uracil analégokat tartalmaznak (pl. 5-fluorouracil (5-FU) vagy fluo-
rodezoxiuridin (FAUR)), amelyek timinhez valé hasonlésaguk miatt képesek a sejten
beliilre jutni ugyanazokat az titvonalakat hasznalva, mint a természetes nukleobéazis. A
transzportot kdvetSen az analégok egy sor reakcion keresztiil fluorodezoxiuridin mono-
foszfatta (FAUMP), a gydgyszer aktiv hatéanyagava alakulnak. A keletkez6 FAUMP a
timidilat-szintaz enzim (TS) inhibitoraként mtikodik, ezzel korlatozva a dTTP elérhetd-
ségét a DNS-szintézishez. Ezen feliil a timidinszintézis antifolatokkal is gétolhat6. Az
antifolat kemoterapids szerek megszakitjak a folattol fiiggs egy szénatomos metilezési
reakciokat, ezéltal erés gatléi kiilonbozé folatfiiggs enzimeknek, koztiik a TS-nek is. Az
enzim gatlasa pedig ismételten a dTTP kimeriiléséhez, valamint a folat Gjrahasznositasi

és purinszintézis tutvonalak megszakadasdhoz vezet [13, 16].

Ezen terdpidk hatdsossdgat azoban nagymértékben befolyasolja a szervezet sajat
hibajavit6 folyamatai miatt kialakulé gyégyszer-rezisztencia [16, 17, 18]. Tekintve, hogy
a dUTP4z elsGdleges szerepet jatszik az uracil és az 5-FU beépiilése elleni mechanizmus-



ban, igy gatlasa potencialis célpontta teszi rdkkezelések soran kiilondsen dUTPaz és TS
inhibitorok egytittes alkalmazasaval [4, 19, 20].

Ilyen kiegészit6 kezelésnek szantak a kismolekulas TAS-114 gétloszert, a dUTPaz
egy erds inhibitorat. Maga a TAS-114 ugyan nem rendelkezik daganatellenes hatéssal,
azonban képes megakadélyoznia a dUTP és az FAUTP monofoszfat formava torténd
atalakulésat, ezéaltal a kezelés soran 5-FU szarmazékokkal kombindlva novelheti az
FAUTP mennyiségét és fokozhatja a kemoterdpia hatékonysagét [21, 22]. Mindazonéltal
bar a készitmény ilyen kombinaciéban adva a klinikai vizsgalatok soran magasabb
terdpids valaszaranyt és tumorcsokkenést eredményezett tobb daganattipus esetén,
azonban sem a betegek progresszidmentes ttilélését, sem a teljes ttilélést nem javitotta
jelentSsen [23, 24].

A DNS hibajavité titvonalak mellett egyre nagyobb figyelem irdnyul més potencia-
lis kemoterdpids célpontokra is, mint példaul a mikrotubuldris hélézatra [25, 26]. Sok
természetes hatéanyag és azok analdgjai (pl. paclitaxel, vindolin) képesek a szabad és/-
vagy kozvetleniil a mikrotubulusokban 1év6 tubulinhoz kétni. Ezen vegyiiletek tobbsége
olyan antimitotikus szer, amely a mikrotubulusok szerkezetének polimerizaciés dinami-
kéjéra hatva gétolja a sejtek proliferdcidjat [27, 28]. Mivel a sejtosztédds kritikus fazisait
célozzdk meg, igy ezek a szerek hozzdjarulnak a hatékonyabb kezelési lehetdségekhez és
igéretes alternativat jelentenek a daganatellenes terapidkban. A gyakorlatban is alkalma-
zott szerek kozé tartozik a Nocodazole, mely a mikrotubulusok polimerizécidjat gatolja,
illetve a Taxol, mely a mikrotubuldris hal6zat depolimerizaciéjat gatolja. Mindkét szer

feltartéztatja a sejteket a mitdzis sordn, ezzel elgidézve a sejtosztédds megakadalyozasat.

1.4. A mikrotubuldris hdlézat szerepe a sejtosztédasban

1.4.1. A mikrotubuldris hdlozat felépitése

A prokariétaknal jéval nagyobb és bonyolultabb eukaridta sejtek belsS szerkezetét
elsGsorban a sejtvaz biztositja. Ezt a fehérje polimerekbdl all6 vazat jellegzetesen harom
6 komponens alkotja: az intermedier filamentumok, amelyek mechanikai szilardsagot
biztositanak a sejteknek, az aktin mikrofilamentumok, amelyek az alak fenntartaséban,
a sejtek letapadasaban és mozgasaban jatszanak szerepet, valamint a tovabbiakban

részletesebben targyalt mikrotubularis halézat [29].

A mikrotubulusok mtikddése és szerkezete igen hasonlé minden eukariétaban.
Egyrészt legf6képpen a sejt belsé rendezettségéért felelGsek - beleértve a sejtmag és az
organellumok elhelyezkedését - valamint nélkiilozhetetlenek kiilonb6z6 transzportfo-

lyamatokban, a kromoszémaék szegregdcidjdban sejtosztodaskor, és a csillok és ostorok



vazanak kialakitasdban is [30]. Masfeldl kiemelend§, hogy a sejtvaz ezen elemei egytit-
tesen Oridsi hordozoéfeliiletet képeznek, amelyhez szamos makromolekula, példaul
enzimek is képesek kotédni, és az igy kialakult mikrokornyezet igen optimélis az altaluk

katalizalt reakciok szamara [31, 32].

Szerkezetét tekintve a mikrotubularis halézat alapegysége egy evoliiciésan erésen
konzervélt fehérje, a tubulin, amely egy a- és p-tubulinbdl 4116 heterodimer. A polimeri-
z&cios folyamat sordn a tubulin alegységei kozott kétféle kapcsolat alakul ki: egyrészt a
dimerek "fej-vég" kotGdéssel igynevezett protofilamentumokat hoznak létre, masrészt a
protofilamentumok oldalirdnybdl pdrhuzamosan 6sszekapcsolddva alkotjadk magat az
tireges, de viszonylag merev mikrotubulust (1.2. dbra). Egy ilyen szerkezet jellemz&en
tiz-tizenot protofilamentumbdl all, ahol az a-tubulin a mikrotubulus lassabban névekvd
(minusz) végénél, mig a f-tubulin a gyorsabban névekvd (plusz) végnél helyezkedik el
[33, 34].

Ahhoz azonban, hogy ez a két alegység dinamikusan 0ssze tudjon kapcsolédni
sziikség van egy chaperone fehérjére is, az tigynevezett TRiC komplexre (T-complex
protein Ring Complex) [35]. Ez az eukari6ta chaperon a citoszolikus fehérjék kortilbeliil
10%-anak, tobbek kozott a tubulinnak és az aktinnak segit a nativ konformaciéjuk kiala-
kitdsaban egy ATP-vezérelt konformdcios ciklus révén, azoban pontos mechanizmusa a
kiilonb6zé szubsztratjai esetében nem ismert [35]. Szerkezetét tekintve nyolc kiilonb6z6,
meghatédrozott sorrendd alegységbdl all, amelyek két egymassal szemben elhelyezkedd
gytrtt formdlnak [36]. A megfelel§ energiaszintek kialakitdsdhoz a gytrtk egymads
utan aktivalédnak, és 1épésrél-1épésre kozvetitik a tubulin fehérjék feltekeredését. Ez a
1épés mindazonaltal kulcsfontossagt a megtelel§ mikrotubularis halézat kialakuldsdhoz
is, hiszen a TRiC komplex segitsége nélkiil az Gjonnan szintetizalt tubulin monomerek

hajlamosak aggregatumokat képezni [37].

Mindezeken kiviil az a- és p-tubulin heterodimerek mellett 1éteznek olyan nem-
mikrotubuldris tubulinok is, amelyek elsédlegesen a mikrotubulus-szervezé kdzpontok-
ban lokalizdlédnak. Ezek kozé tartozik a y-tubulin, amely alapvets szerepet jatszik a
mikrotubulusok szervezésében [38] , valamint a kevésbé ismert 6- és e-tubulin, ame-
lyek elGsegitik a centridlumban 1évé mikrotubulus tripletek stabilitasat, illetve a cilidk
kialakuldsat (lasd az 1.4.3-es fejezet) [39, 40]. Bar pontos miikodési mechanizmusuk
még nem teljesen tisztdzott, ugyanakkor mutaciéik jelentSs karosodéast okozhatnak a
tubulin-alapt struktirakban, ami szokatlan mitézist, stlyosabb esetben pedig sejthalalt
is eredményezhet [41, 42].
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1.2. dbra. A mikrotubulusok dinamikus szerkezetének kialakuldsa.

Szdmos citoszolikus fehérjéhez hasonléan az a- és p-tubulin alegységek nativ konformdciéjinak kialakuldsdt is a
TRiC komplex segiti. Miutin az alegységek megfeleld térszerkezetet éltenek, tubulin heterodimerekké asszocidlédnak,
majd polimerizidlédnak, protofilamentumokat alkotva. Végiil mikrotubulusok jellemzd szerkezete 10-15 protofilamen-
tum oldalirdnyii 6sszekapcsolodisdval formaldédik meg. Az igy kialakult mikrotubulus aszimmetrikus szerkezettel
rendelkezik: az a-tubulin a lassabban névekvd (minusz) végen helyezkedik el, mig a B-tubulin a gyorsabban névekvd
(plusz) vég felé orientdlédik. Ez az aszimmetria kiilénds jelentdséggel bir: a plusz végen koncentrdlédo tubulin
heterodimerek folyamatos asszocidcidja és disszocidcidja biztositja a mikrotubulus dinamikus névekedését vagy
rovidiilését.

1.4.2. Az acetildcié és mds poszttranszliciés modositisok szerepe a

mikrotubuldris halozatban

A mikrotubuléris halézat 6sszetett miikodése szdmos kiilonb6z6 szinten valésul
meg, melyek kozott kiemelt szerepet jatszanak a poszttranszlaciés médositdsok (PTM-
ek) [43]. Ezek olyan kémiai médositasok, amelyek szabalyozzdk a fehérjék aktivitdsat,
lokalizaciojat és kolcsonhatasait mas molekuldkkal, lehetévé téve a sejtvaz dinamikus
atrendez8dését a kiilonféle ingerekre adott valaszként. Emellett a PTM-ek nagyfoka
komplexitast és heterogenitdst biztositanak egyéb géntermékek szdmara is, mind miné-
ségi, mind mennyiségi szempontbdl; lehet&vé téve a preciz tér- és idSbeli szabalyozést a
fehérjeaktivitasban [44]. M(ikodési zavaruk szamos betegség, igy példaul a mellrak, a
cukorbetegség és kiilonféle neurolégiai rendellenességek kialakuldsaban is szerepet jatsz-
hat, melyek eredete gyakran a korai embriondlis fejlédés soran fellépé PTM-zavarokhoz

vezethet§ vissza [45, 46, 47].

Altalénossdgban elmondhat6, hogy a PTM-ek aminosav oldalldncokon vagy peptid-
kotéseken torténnek, és tobbnyire enzimatikusan irdnyitott folyamatok [48]. A legismer-

tebb citoszkeletélis PTM-ek kozé tartozik a foszforilacio, a glikozildcio, és az ubiquitiné-



cig; valamint a mikrotubulusokat alkoté tubulinok esetében kiemelkedd szerepet jatszo
tirozindcié/detirozinacio, (poli)glutamilacio, (poli)glicildcié és acetilacié [49, 50, 51].

Az emlitett poszttranszlaciés médositasok koziil kiilondsen jelentds az acetilacio,
amelyet eddig f6ként az a- és a f-tubulinon irtak le. Funkcidjat tekintve kulcsszerepet
jatszik a tubulinok moédositasdban, kiilondsen a sejtosztédas sordn, amikor az acetilalt
mikrotubulusok jelent§s gazdagodésa figyelhet§ meg a kozponti mitotikus orséban és a
kozéptestben [52]. Emellett kdlcsonhatasban all mds poszttranszlaciés médositasokkal,
mint példaul a foszforildciéval vagy az ubiquitinaciéval, amelyek tovabb befolyésol-
hatjak az acetilalt fehérjék biolégiai funkcidjat [53]. Az a-tubulin acetilaciéja a mar
kialakult mikrotubulus polimerek bels¢ felszinén torténik. Ezt a poszttranszlaciés médo-
sitast el6szor csillok és ostorok belsé felépitésében figyelték meg, majd késSbb bizonyos
sejttipusok citoplazmds mikrotubulusain és az embrionélis fejlédés kiilonbozé stadiu-
maiban is azonositottak [54, 55, 56]. Noha az a-tubulin acetildciéja gyakran stabilabb
és rugalmasabb mikrotubulusokkal tarsul, az acetildcié 6nmagéban nem feltétleniil
eredményez stabilizaciét [57]. Ennek egyik oka lehet, hogy az acetildcié nem idéz el
kozvetlen szerkezeti valtozast a mikrotubulusokban, hanem az azokhoz kapcsol6dé
fehérjékre gyakorolt hatds révén noveli a stabilitast [58, 59]. A p-tubulin acetildcidja
f6ként a nem-polimerizalt tubulinon fordul el§, és hatdssal van a tubulin polimerizaciés
kinetikdjara [60].

1.4.3. A mikrotubulus-szervezd kozpontok

A mikrotubulusok térbeli elrendez8dését a sejtben elsGsorban az tgynevezett
mikrotubulus-szervez§ kbzpontok (microtubule-organizing center - MTOC) irdnyitjak
[61, 62, 63]. Allati sejtekben a legfontosabb MTOC a centroszéma, amely a sejtmag
kozelében taldlhato, koriilbeliil 1-1,5 pm atmérdjd organellum [64]. Mivel kiviilr6l nem
hatédrolja membran, igy anyaga nem kiiloniil el élesen a citoplazmatdl. Felépitése jelleg-
zetesen két {6 részre bonthat6: a centri6lumokra és a koriil6ttiik 16vS pericentriolaris
anyagra (PCM) (1.3. dbra) [65].

Alegtobb [66], gerinceseknél el6forduld sejttipus egyetlen egy vagy két centriélum-
pérral rendelkezik, melyek kilenc sugarasan elrendezett tubuluscsoportbél éptilnek fel
[67]. Ezek a tubuluscsoportok mindegyike harom, poli-glutamilélt a- és f-tubulinbdl
all6 mikrotubulusbdl szereldik Ossze [68], és igy egyiittesen egy jellegzetes henger-
alaku struktarat hoznak létre [67]. Bar alapszerkezetiiket tekintve nagyon hasonléak, a
centroszéma két centriluma morfolégiailag nem teljesen azonos (1.3. abra). Az éret-
tebb anyai centri6lum, amely mar legaldbb egyszer végighaladt a sejtcikluson, képes
a plazmamembranhoz kapcsolddni és egyediilallé nytulvanyokat kialakitani, amelyek

szerepet jatszanak a mikrotubulusok és az tgynevezett cilidk rogzitésében. Ezek a nem



mozgékony csillok kiterjednek az extracelluléris térbe, igy a sejt szdmara mind belsd,
mind kiilsé jelatviteli kozpontként szolgédlnak olyan meghatarozé biolégiai folyama-
tokban, mint a sejtek proliferdci6ja, az embrionalis neurélis csé és a fejl6d6 végtagok
kialakuldsa vagy a fényérzékelés a retindban [65, 69, 70]. Ezzel szemben az éretlen
leany centri6lumrol, amely még nem ment &t teljes sejtcikluson, kezdetben hianyoznak
ezek a nyulvanyok, igy nem képes cilidk képzésére, és kevesebb mikrotubulus kapcso-
l6dik hozza [71]. A kovetkez§ sejtciklusban azonban fokozatosan differencialédik, és

funkciondlisan, valamint szerkezetileg is azonos lesz az anyai centri6lummal [72].

Mindezek mellett a centri6lumok egy mdsik jelentSs funkciéval is rendelkeznek,
ugyanis a kozel szaz azonositott centroszéma fehérje és jelatviteli molekula jelentSs
hanyada a tubuluscsoportoknal és a cilidk kornyezetében lokalizalédik [73]. Sokuk
szerepe a centroszomaban még nem teljesen tisztazott, de j61 szemléltetik az organellum
Osszetett miikodését: mig egyes fehérjék dllanddan jelen vannak bizonyos sejtfolyamatok
zavartalan mikodésének biztositdsa érdekében, addig masok atmenetileg toborzédnak,
elGsegitve a sejtciklus szabalyozdsanak egyes lépéseit, kiilondsen a Gy-fazis és mit6zis

kozotti atmenet sordn [74].
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1.3. dbra. A centroszéma és a centriélumok felépitése.

Allati sejtekben a legfontosabb mikrotubulus-szervezd kizpont a sejtmag kozelében elhelyezkedd centroszéma, amely
két {6 részre, a centridlumokra és a pericentrioldris anyagra (PCM) oszthaté. A centridlumok kilenc, sugdr szertien
elrendezett tubulustripletbdl dllnak, jellegzetes hengeralakii struktiirdt hozova létre. Bdr a két centriolum alapszer-
kezetében hasonlé, morfoldgiailag eltérdek. Az érettebb anyai centridlum képes a plazmamembrinhoz kapcsolodni,
és nyitlvanyokat kialakitani a mikrotubulusok és cilidk régzitéséhez. Ezzel szemben az éretlen ledny centriolumrol
kezdetben hidnyoznak ezek a nyiilvdnyok, igy éréséig foként a sejt jeldtviteli folyamataiban betéltétt szerepe domindl.
A centriélumokat kériilvevé PCM kiilonféle makromolekulik 6sszessége, melyek szabilyozzik a mikrotubulusok
szervezését és biztositjik a megfeleld kinetikai kirnyezetet a sejtosztédds sorin.
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A centroszéma fehérjék egy tovabbi jelentSs csoportja a centroszéma masik lénye-
ges komponensében, a pericentrioldris anyagban helyezkedik el. [73, 75]. A PCM olyan
kiilonb6z6, specialis makromolekuldk 6sszessége, amelyek szabdlyozzak az anyagok
szallitadsat, a fehérjék lebontasat, valamint sejtosztédas sordn kedvezdé kinetikai kornyeze-
tet biztositanak a mikrotubulusok nukleaciéjdhoz és szerkezeti kozpontként szolgélnak
a mikrotubulusok minusz végeinek régzitéséhez [76]. Ez utébbi alapveten az itt el-
helyezked§ y-tubulinbdl 4ll6 gytrtiknek koszonhetd; két y-tubulin molekula ugyanis
képes fehérjék egy csoportjaval olyan komplexet alkotni, amely polimerizaciés magként
miikodik az a- és p-tubulin heterodimerek szamara [77].

A centridlumokhoz hasonléan a pericentrioldris anyag is dinamikus, sejtciklus-
tiiggd atalakuldasokon megy keresztiil. A legtobb éllati sejtben ugyanis a PCM mennyi-
sége jelentGsen megnovekszik az anyai centriélum koriil a centroszéma érés folyaman,
mikozben a sejt mitézisra késziil [76, 78, 79]. Ennek a fokozott PCM felhalmozddas-
nak koszonhetSen ezek a centroszémék képesek joval tobb mikrotubulust szervezni,
melyek létfontossagu szerepet jatszanak a mitotikus orsé kialakitdsaban és megfelel§

poziciondalasaban [61].

1.4.4. A mikrotubuldaris halozat a sejtosztodas sordin

Az interfazistol eltérSen a centroszomék szerepében és elhelyezkedésében is je-
lent8s véltozasok mennek végbe amikor egy sejt osztédni kezd és mitézisba 1ép. A
centroszémdk ekkor megkezdik szervezni is a mitotikus orsé mikrotubulusait, amely
elengedhetetlen a kromoszémék pontos szegregéldsdhoz az utdédsejtek kozott, valamint
a helyes sejtosztédashoz (1.4. abra) [80, 81].

A folyamat sordn el§szor a meglévé anyai centridlumok replikalédnak, két leany
centriélumot hozva létre, amelyek az anyai centri6lumokra merélegesen helyezkednek
el [72]. Az igy megkett6z8dott centroszémak egészen a mitézis kezdetéig egytitt ma-
radnak [82], azonban amint a sejt profazisba 1ép a kozottiik 1évé kapcesolat felbomlik, és
megkezdddik a szétvalasuk folyamata. Ehhez nagymértékben hozzajarul, hogy az inter-
fazisban kialakult mikrotubulus-vaz depolimerizal6dik, valamint megnd a centroszémak
mikrotubulus-szervez§ aktivitdsa, ezéltal koriilottiik nagy sebességgel képzddnek 4j
mikrotubulusok, amelyek tol6erejiikkel segitik a centroszémak eltdvolodasat egymaéstol
a sejtmag két ellentétes oldaldra [81, 83]. Ahogy a két centroszéma egyre messzebb kertil,
ugy kezd el kialakulni egy 1j, ellentétes irdnyultsaga, tiikdrszimmetrikus mikrotubulus-
halézat [84].

A tényleges, érett mitotikus orsé azonban csak a prometafazis sordn all teljes mérték-
ben 0ssze, amikor a sejtmaghartya végleg széttoredezik, egyszersmind a mikrotubulusok

hozzaférnek a kondenzalt kromoszémakhoz [80, 85]. Az igy kialakult hdlézat ekkor
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mar harom, j61 megkiilonboztetheté mikrotubulusbdl all: asztrélis, polaris és kinetochor
mikrotubulusokbdl (1.4. dbra). Ezek eltérd szerepe alapvets fontossagu a sejtek pontos
és hatékony osztédasdhoz, biztositva, hogy minden lednysejt megkapja a megfelels ge-
netikai informéaciét, valamint hogy az osztédasi folyamat ellenérzott és rendezett médon
menjen végbe [84]. Ahogy a mit6zis el6rehalad, az asztralis és polaris mikrotubulusok
stabilizaljak és a sejtmembranhoz rogzitik az orsét, a kinetochor mikrotubulusok pedig
a kromoszémakhoz kapcsolédnak. A 1étrejovs ellentétes htizo- és taszitéerSk révén
a kromoszémak igy az orsé két polusatol egyenld tavolsagra 1évé metafdzisos sikba
kényszertilnek [86].
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1.4. dbra. A mitézis szemléltets dbrdzoldsa.

Mitézis soran a mikrotubuldris hilézat kulcsszerepet jatszik az 0sztodé sejtek kromoszomdinak szegregildsiban. A
centroszomdkbol kiindulé mikrotubulusok dinamikusan viltozé bipoldris orsot alkotnak, amely hiromféle kiilénbozo
mikrotubulust tartalmaz: a kinetochor mikrotubulusokat, amelyek a kromoszomikhoz kapcsolédnak; az asztrilis
mikrotubulusokat, amelyek az orsét a sejtmembrinhoz régzitik; és a poldris mikrotubulusokat, amelyek a sejtosztodds
sordn a két sejtk6zpont tavoloddsat segitik.

A kialakult, immaron metafdzisos orsé egy igen Osszetett, dinamikus egyenstlyi
allapotban van, ahol az asztralis és poldris mikrotubulusok plusz végei felvaltva noveked-
nek és zsugorodnak. Mindekozben a kinetochor mikrotubulusok htzéereje csillapodik,
a kromoszémak pedig enyhén oszcilldlnak a kijelolt sikjuk mentén és varjak az anafazis
megkezdésére adott jelet [80, 83, 87]. Amint ez bekovetkezik, az anafazis a kromoszémak
gyors szétvalasaval indul meg, ahol a kinetochor mikrotubulusok depolimerizacidja

révén a leanykromoszomak a sejt ellentétes polusai felé vandorolnak. Emellett a p6-
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lusok is tavolodni kezdenek egymadstol, az atfedésben 1év§ polaris mikrotubulusok

szétcstiszasdnak eredményeként. [88].

Az anafazis végére az ellentétes polusokon elhelyezkedett leinykromatidak elkezde-
nek dekondenzalédni. Ezt kovetSen a mit6zis végss szakaszdban, a telofdzisban, kialakul
az Uj sejtmaghartya mindkét kromatida-csoport koriil, 1étrehozva a két utédsejt inter-
fazisos sejtmagijat [89]. Az Uj sejtmagok létrejottével egyuttal a mitdzis is befejezédik,
a mitotikus ors6 minden eleme végérvényesen depolimerizalédik és tubulin monome-
rekkeé esik szét. Ezek késébb a keletkezd utddsejtek citoszkeletonjanak dsszeéllitdsahoz
fognak majd felhasznal6dni [80, 81].

Ahhoz hogy a sejt végleg befejezze az osztédast, mar csak a citoplazma megfelel§
elosztdsanak, a citokinézisnek kell végbemennie. Megjegyzendd, hogy a mar szétesett
mikrotubulusok szerepe ebben a f4zisban sem elhanyagolhat6: az utdédsejtek beftiz6dé-

sének sikjat ugyanis a kordbbi orsé helyzete hatdrozza meg [90].

1.5. Az egér embrionalis fejlédés korai szakasza

1.5.1. A korai embrio kialakuldsa

A megtermékenyitett egér petesejt (zigota) el6szor olyan korai osztédasok so-
rozatdn megy keresztiil, amelyek soran egyre tobb és egyre kisebb sejt, igynevezett
blasztoméra képzd&dik olymédon, hogy minden osztédasi kor utdn megduplazédik az
embrio teljes sejtszdma, a mérete azonban kozel valtozatlan marad. Ha a fejl6dés ezen
kezdeti szakaszdban vizsgaljuk az embriét, azt tapasztaljuk, hogy a felszinén egyre
tobb bardzda alakul ki; ezért ezt a folyamatot barazdalédésnak nevezziik. A barazda-
16dés egészen a szedercsira allapotig tart, és fokozatosan egy 2, 4, 8, 16, majd 32-sejtes
embriét eredményez [91]. Ugyanakkor annak érdekében, hogy ezeket a stadiumokat a
fejl6d6 embri6 sikeresen elérje, a bardzdalodas mellett nélkiilozhetetlen, hogy szdmos

morfogenetikai esemény is végbemenjen (1.5. dbra).

Az elsé ilyen esemény nyolcsejtes dllapotban kovetkezik be, amikor minden blasz-
toméra az dgynevezett kompakciéon megy keresztiil [92, 93]. Ekkor az embrié kiilsé
régidjdban a sejtek szorosabb kapcsolatot alakitanak ki egymadssal, tomor, ellaposodé
struktarat hozva létre. Ezek utan a blasztomérdk polarizal6dni kezdenek, egy kifelé

nézG apikalis és egy befelé néz6 bazolateralis régiét hozva létre [94].

A kompakci6t és a polarizaciét kdvetSen a nyolcsejtes embri6 sikeresen, tovabbi két
osztdédasi cikluson megy keresztiil, nyolc sejtesbdl tizenhatra, majd tizenhat sejtesbél
harminckettére névekedve. Ezek az osztédasi folyamatok azonban mar valéban két, a
korabbiaktdl j6l megkiilonboztethetd sejtcsoportot hoznak 1étre: azok a blasztomérak,
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amelyek a bardzddk tengelye mentén osztédnak, két kiilss, polaris lednysejtet hoznak
létre, mig azok, amelyek osztéddsa a bardzdak tengelyére merdlegesen jatszodik le egy

kiils6 polaris és egy bels6 nem polaris leanysejtet hoznak létre [95].

Ennek a jelenségnek igen fontos élettani szerepe van. A 32-sejtes, szedercsira lla-
pottdl kezdSdden ugyanis ez a két sejtcsoport eltérd fejlédési sorssal rendelkezik: a kiils§
sejtek a trofektoderma réteget alkotjak, amely hozzdjarul a méhlepény kialakuldsdhoz,
mig a belsd sejtekbdl fejlédik ki az embriécsomé (inner cell mass - ICM), amelybdl ké-
s6bb az embrio lesz [96, 97]. Ezzel parhuzamosan, ahogy az embri6 sejtjei kiilonvélnak
és teljesen elkotelez6dnek, egy folyadékkal teli lireg, az tigynevezett blastocoel kezd
kialakulni, amely megjelenésével az egér embrié mér blasztocisztdnak szamit. Ezutan

7

még tovabbi 24 6ran keresztiil érik, miel6tt megkezdheti a bedgyaz6dds folyamatat.

ICM trofektoderma

blastocoel

O—®

Kései Bélcsira
blasztociszta
(128 sejt vagy
késabb)
Barazdalodas Sejtdifferenciacio
Kompgkc’:ic}'& Beagyazodas
polarizacio
Bélcsiraképzddés

1.5. dbra. Az egér embrionilis fejlédés korai szakaszainak szemléltetd abrazoldsa.

Feliil: az egér embrio fejlédési stadiumai a megtermékenyitett petesejttdl a bélcsiraképzodésig. Alul: a folyamat
sordn megjelend sejtosztoddsok és morfolégiai viltozdsok, amelyek fokozatosan vezetnek az elsédleges szévetek
kialakuldsdhoz.

A blasztociszta beagyazodasa koriilbeliil 5 nappal a megtermékenyités utan tor-
ténik és egy intenziv sejtvandorldssal jaré folyamat, a bélcsiraképz8dés (gasztrulacio)
koveti. A bélcsiraképz8dés sordn alakul ki a harom {6 csiralemez: a bels§ csiralemez
(endoderma), a kozépsé csiralemez (mezoderma) és a kiilsg csiralemez (ektoderma).
A kiilsé csiralemez a kdzponti idegrendszert és a bér felsS rétegét adja. A kozépsé csira-
lemez alkotja késébb a test izomsejtjeit és a kdtGszoveteket, mig a belsS csiralemezbdl
alakul ki a tdpcsatorna és maés belsé szervek. Ahogy az egyes szervtelepek helyzete
meghatdrozodik, tgy rogziil a kifejlett egér testének végss szerkezeti elrendezése is

[98].
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1.5.2. Az embriondlis dssejtek differencidloddsa

A sejtdifferencidlédés kulesfontossagi bioldgiai folyamat a tobbsejtti organizmusok
tejl6désében, novekedésében és szaporodasaban, amely lehet6vé teszi, hogy kiilonb6z
sejttipusok alakuljanak ki, melyek sziikségesek a szovetek és szervek felépitéséhez. A
differencialodas Osszetett menetét a génexpresszio szabdlyozasa, jelatviteli utak, epige-
netikai médositasok és a kornyezé mikrookoldgiai tényez6Sk iranyitjdk [99, 93 ].

A differencialédas egyediilallo képességével tobbek kozott az Gssejtek is rendelkez-
nek, melyek képesek a folyamatos dnmegtjuldsra. Azonban a kiilonb6z6 tipust Gssejtek
altaldban eltérd életkorokban fordulnak el8 a szervezetben. Kezdetben, az embrionélis
fejlédés soran a korai stddiumu blasztomérak totipotens sejtek, amelyek még barmely
sejttipussa differencidlodhatnak. Egy emlds blasztociszta embrionélis Gssejtjei ugyanak-
kor mar pluripotensnek szamitanak, mivel fejlédési potencialjuk korlatozott; az ICM
csak a hdrom csiralemez sejtjeivé differencidlédhat, mig a trofoblaszt csak a placentét
alkothatja [100, 101].

A fejl6dés részeként a pluripotens sejtek el6szor multipotens sejtekké valnak, ame-
lyek szamos kiilonboz4 sejttipus kialakitasara képesek egy adott sejtvonalon beliil. A
multipotens sejtek végiil tovabb alakulnak oligopotens sejtekké, amelyek csak néhany
sejttipussa képesek differencidlédni, vagy unipotens sejtekké, amelyek csak egyetlen
adott sejttipust képesek létrehozni .

Az embrionadlis Gssejtekkel ellentétben a felnétt szovetekben talalhat6 Gssejtek alta-
laban multipotensek. Ezek a sejtek is képesek tovabbi sejttipusokka differencidlédni, de
{6 szerepiik a folymatosan megujulé szovetek fenntartasa és a sériilések regeneraldsa
[102].

1.5.3. A médositott mikrotubulusok szerepe a blasztociszta dllapot
kialakuldsdig

Az embrionalis fejlédés mar a megtermékenyitéstSl a beagyazddasig rendkiviil
Osszetett és precizen 6sszehangolt folyamatokat igényel annak érdekében, hogy a szim-
metrikus és aszimmetrikus sejtosztédasok, valamint a szedercsira és a blasztociszta
megfelelS kialakuldsa biztositott legyen. Ebben a szabdlyozott fejlédési folyamatban
kiemelkedd szerepet jatszanak a sejtciklus-specifikus poszttranszlaciés modositasok,
amelyek a genetikai és epigenetikai tényez&k mellett kulcsfontossagtiak az embri6 fejls-

désének iranyitdsaban [43].
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Eml&sokben, igy egérben is az elsé ilyen ismert PTM a médsodik meiotikus blokk fel-
oldasa és a meidzis folytatdsa, amely jellemzden a megtermékenyité spermium hatdséara
torténik. Ezt a folyamatot jelentds citoszkeletélis dtrendez&dés és szerkezeti atalakulas
koveti, mely sordn az a-tubulin specifikus térbeli és iddbeli acetildcidja figyelhet§ meg a
mikrotubulusok mentén [52]. El@szor a meidzis sordn az anafézisos ors6é mikrotubulu-
sai acetilaléodnak, telofazisra azonban kizarélag a meiotikus kdzéptest marad acetilalt.
Kés6bb a meidzist kovetSen, a mitdzis sordn is megfigyelhets egy tubulin-acetilaciés min-
tdzat, amely az Gjonnan képz8dé sejtek citoszkeletdlis stabilitdsdban jatszhat szerepet.
Az els6 mitdzis utdn az acetildlt mikrotubulusok kezdetben metafizisban a centroszoé-
mak koriil jelennek meg. Anafézisban jelenlétiik fokoz6dik a mitotikus orsén, azonban
telofdzisban szelektiv deacetil4cio 1ép fel, kivéve a kozéptest mikrotubulusait, amelyek
tovabbra is acetilaltak maradnak. A késéi blasztociszta stddiumban az osztédédsok soran
mar sem a citoplazmads, sem a metafdzisos ors6 mikrotubulusai nem mutatnak acetilaciét,

csupdn a kozéptest esetében figyelhet§ meg ez a médositas.

A korai sejtosztédasok mellett a poszttranszlaciés modositasok kulcsfontossagu
szerepet jatszanak a kompakci6 és a polarizacié folyamataiban is. Megfigyelték, hogy a
8-sejtes stddiumban, amikor a sejtek trofektodermava és embriécsomoéva differencidléd-
nak, a citoplazmas mikrotubulusok részpopuléciéiban tirozinalt és acetilalt a-tubulin
van jelen. Az acetilaci6 ekkor f6ként a sejtek kiils6 részein, a kortikélis régidiban halmo-

z6dik fel, kiilonosen a sejtek kozotti kontaktzéndkban.

Hasonl6é mikrotubulus-médositasi mintdzatot figyeltek meg a 16-sejtes stadiumban
is, ahol a trofektodermat képzg sejtek kortikdlis mikrotubulusai acetildlédtak [103]. Ez
a jelenség 6sszhangban 4ll a polarizalt vese epitelidlis sejtek PTM-mint4zatédval, ahol a
haromdimenziésan polarizalt sejtek tobb olyan acetilalt mikrotubulust tartalmaznak,

amelyek fokozatosan a szovet kiilsG régi6 felé orientalédnak [104].

Mindazonaltal ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a mikrotubulusok dinami-
kaja a kiils6 és belsS sejtrégiokban jelentds eltéréseket mutat a morfogenezis soran. A
blasztociszta kialakuldsakor a trofektodermat alkoto kiils6, poléris réteg fokozatosan a
hamrétegre jellemz6 tulajdonsdgokat 6lt. Ennek kovetkeztében a sejtek haromdimenzios
polarizaciét alakitanak ki, amelyet bizonyos mikrotubulus populacidk aktiv acetilacidja
jellemez. Bar a PTM pontos szerepe az embrionalis fejl6dés ezen szakaszdban még nem
teljesen tisztazott, valoszintsithetd, hogy a differencidciéhoz sziikséges fehérjeszinté-
zis novekedése fokozza a mikrotubulusok mentén torténé célzott anyagszallitas iranti

igényt, amelyet a stabilabb acetilalt a-tubulin biztosithat [43].
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1.5.4. A mitotikus orsé kialakuldsa korai egér embriéban

A mei6zisrél mitézisra val6 atmenet létfontossagt az emlds sejtek fejlédése soran.
A folyamat meghatarozoé sajatossaga, hogy a centroszémalis orsé kialakulasa el6tt az
egér korai fejlédésének els§ néhany sejtciklusa még acentroszémalis, azaz centroszéma-

figgetlen osztédast mutat [105].

Mig a legtobb szervezetben a spermium biztositja az egyetlen centridlumpért a
zigb6tanak, hiszen a petesejt centridlumai még a megtermékenyités el6tt degeneralédnak
[106, 107]; addig ragcsaloknal a spermium centriélumai is elttinnek [108]. Centroszéma
hianyaban igy kozvetleniil a megtermékenyitést kovetden, az els6 harom embrionalis
sejtosztodés ors6képzddési mechanizmusa még leginkdbb a meiézishoz hasonlit. Ekkor
a mikrotubulusok térbeli elrendez8déséért a petesejtts] 6rokolt pericentrin fehérjében
gazdag MTOC-k felel6sek, amelyek véletlenszertien oszlanak el a citoplazmaban és
az orsO polusaindl. Ez a véletlenszerd elhelyezkedés osztédaskor multipoldris orsé6t
eredményez. Tovabba megfigyelték, hogy interfdzisban a citoplazmas MTOC-k altal
létrehozott mikrotubulusok viszonylag révidek, és nem alkotnak térkitolté mikrotubulus-
hélézatot sem [109].

Meidzis Mitozis

Prometafazis

Metafazis

petesejt 2-4-sejtes embrid 8-64-sejtes embrid blasztociszta

O MTOC
@ centroszéma

1.6. dbra. A mei6zisbél mitézisba torténd dtmenet az egér embriondlis fejlodésének kezdeti szakaszdn.
A folyamat egyik meghatdrozo jellemzdje, hogy az egér korai fejlodésének elsé néhdiny sejtciklusidban centroszoma-
fiiggetlen, multipoldris orso alakul ki, mieldtt a tipikus bipoldris orsé megjelenne a mitotikus osztédds sordan. [105]

Nyolcsejtes stadiumtol kezdve a citoplazmas MTOC-k fokozatosan elveszitik aktivi-
tasukat [109]. Ezzel szemben az ors6 pélusaindl elhelyezked§d MTOC-k megnovekednek,
és a beldliik kiindul6 mikrotubulusok egyre inkdbb polimerizdlédnak. A prometafazis
sordn ekkor el6szor egy dtmeneti multipoldris orsé alakul ki, amely mar egy hosszanti

tengely mentén szervezSdik, de még nem kizdrdlagosan a pélusokndl. A korai osztédé-
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soktdl eltéréen azonban ez az orsé metafazisra megnyulik és a pericentrin pontszertien
a két polusra koncentralédik, egy tipikus bipoldris orséra hasonlitva [105].

Ugyanezen kutatds eredményei tovdbba arra is rdimutattak, hogy a kései blaszto-
ciszta allapot elérésekor mind az interfazisos, mind az oszt6dé sejtekben elektronmik-
roszképpal csupan egy vagy két fényes MTOC észlelhets a sejtmag kozelében. Profazis
soran ezek az MTOC-k szétvalnak, és metafdzisra két jol azonosithaté pontra 6ssz-
pontosulnak. Ekkor mar valészintileg mikodé centroszomakrol beszélhetiink, amit
megerdsit a centridlumok elektronmikroszképos észlelhetSsége 64-sejtes dllapotban
[110], valamint az egyik centroszémalis komponens, a centrin kolokaliz4ci6ja is ebben
a két pontban. A centroszémak megjelenésével ezek a sejtosztédasok immaér tipikus

mitdzisként definidlhatok.
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2. fejezet

Anyagok és modszerek

2.1. Immunfluoreszcens festés egér embriékon

2.1.1. Az immunfluoreszcens festés lépései

A dolgozat elkészitéséhez az egerek szaporitdsat, az embridk tenyésztését, valamint
az embriondlis immunfestés kihivasainak megfelel§ kivitelezését kollaboraci6 keretein
beliil a Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és Biotechnoldgia Intézetben
végeztiik Dr. Gécza Elen segitségével.

A felhasznalni kivdnt embridkat szuperovulalt vemhes néstény egerek petevezetgjét
atmosva izolaltdk, majd tivegkapilldris és kézi pipetta segitségével gyijtotték ossze a
folyadékbdl. A kinyert, 2-sejtes dllapott embridkat ezt kdvetSen tobb cseppben alaposan
atmostak, majd médium cseppekbe helyezték tovabbtenyésztésre. Az in vitro tenyésztés
37 °C-on, 5% CO; mellett zajlott, 3,5, 4,5 és 6,5 napig, a blasztociszta &llapot eléréséig.
Ezt kovetSen az immunfluoreszcens festéshez az embridkat 100 pl 0,1% BSA-t (Bovine
Serum Albumin, Pierce™, Thermo Scientific™) tartalmazé PBS (Phosphate-buffered
saline 1X, Thermo Scientific™) cseppbekben mostak szobahdmérsékleten 1 percig, majd
elémelegitett 4% paraformaldehidet (PFA) és 0,1% BSA-t tartalmaz6 PBS oldatban
3 6ran keresztiil 37 °C-on egy 4-lyuk plate-en fixaltak azokat.

Fixadlas utan az embridkat Petri-csészékre kirakva 0,01% BSA-t tartalmazé PBS
oldatban (BSA/PBS) 100 pl-es cseppekben ismételten dtmostuk 2x5 percig, el6szor
szobahdmérékleten, majd 4 °C-on, fényt6l védve. A permeabilizalast 0,1% Triton™ X-100
oldattal (Thermo Scientific™) végeztiik, majd 1 6ran at blokkoltunk szobahdmérsékleten
2% BSA-t, valamint 5% szamadr szérumot tartalmazé PBS blokkol6 pufferrel. Blokko-
last kovetSen az inkubalast az els6dleges antitesttekkel (2.1. tabl4zat: anti-tubulin és
anti-dUTP4z) 2 6ran keresztiil, 50 pl-es cseppekben szobahdmérsékleten, fénytsl védve
végeztiik, majd az embridkat BSA /PBS cseppekben 3x5 percig mostuk. A festést a masod-
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lagos antitesttekkel folytattuk (2.1. tdblazat: anti-patkany Alexa 488 és anti-egér Alexa
633), ismételten 50 pl-es cseppekben, 1 6ran keresztiil inkubalva szobahémérsékleten és
ténytdl védve.

Ezt kovetSen az embridkat 2x5 percig 100 ul BSA /PBS cseppekben mostuk szobahd-
mérsékleten, majd 1:10 000 ardnyt 0,01%BSA-PBS-ben higitott DAPI-val (4’,6-diamidino-
2-phenylindole, Sigma-Aldrich®) tovabbi 15 percig kezeltiik, fénytsl védve. Ujabb ha-
romszori mosdas utan végiil az embridkat mikroszképos megfigyel§ kamrara kihelyezve
egyenként 10 pl DAPI Fluoroshield™ (Sigma-Aldrich®) médiumba agyaztuk. A kamrat

fedSlemezekkel lefedve, 4 °C-on, fényt6l védve taroltuk az immunfluoreszcens képek

elkészitéséig.
Elsédleges antitest neve Gyarté Higitasi arany
Anti-a-Tubulin antibody;, . : 1:1000
Mouse monoclonal Sigma-Aldrich® (0,1% BSA-PBS)
Anti-dUTPase antibody, : : 1:1000
Rat monoclonal Sigma-Aldrich® (0,1% BSA-PBS)
Maisodlagos antitest neve Gyarté Higitasi arany
Goat anti-Rat IgG (H+L) Cross-Adsorbed Th Scientific™ 1:1000
Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 488 IO Clentitic (0,1% BSA-PBS)
Goat anti-Mouse IgG (H+L) 1:1000
Highly Cross-Adsorbed Thermo Scientific™ (0,1% 'BS A-PBS)
Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 633 e

2.1. tablazat. Az immunfluoreszcens festés sordn haszndlt antitestek.

2.1.2. Konfokalis mikroszkopia és képfeldolgozis

Az egér embriokrol késziilt immunfestett képeket Zeiss LSM 710 1ézerpasztazé
konfokalis mikroszképpal rogzitettem, amely Zeiss AXIO Observer Z1 inverz allvanyt
hasznal, transzmissziés (HAL), UV (HBO) és lézeres megvilagitassal. A képekhez
Plan-Apochromat 20x /0,8 M27 (szaraz) és Plan-Apochromat 63x/1,4 olajos DIC M27
(immerzids) objektivet hasznaltam. A felvételek sordn a mikroszképot a Zen Black 2.3
szoftverrel vezéreltem. A DAPI festéket 405 nm-es diddalézerrel, az Alexa Fluor 488-at
488 nm-es argon lézerrel, mig az Alexa Fluor 633-at 633 nm-es hélium/neon lézerrel
gerjesztettem, szekvencidlis képalkotdsi médszerrel, minimalizdlva a fluoroférok kozotti
athallast. A hattérzaj csokkentésére a Zeiss Zen Blue 2.3 Lite szoftvert alkalmaztam, az

immunfluoreszcens képek megjelenitését pedig az Image] (Fiji) programmal végeztem.
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2.2. Ko-immunprecipitacid

A kiilénb6z6 biolégiai folyamatokban gyakran el6fordul, hogy egy fehérje nem
onmagaban, hanem egy komplex részeként vesz részt, ennélfogva a fehérje-fehérje
kolcsonhatédsok vizsgélata a tudoményos kutatasok kozéppontjaba keriilt. A kolcson-
haté partnerek azonositasdra az utébbi években az immunprecipitacié (IP) és a ko-
immunprecipitcié (co-IP) valt az egyik legelterjedtebb médszerré [111]. Az IP sordn
specifikus antitesteket alkalmaznak Protein A/G affinitdsgyongyokkel kombinélva, le-

het6vé téve a fehérje-antitest komplexek izoldlasat [112].

A co-IP lényegében az IP tovabbfejlesztett véltozata, amely sordn a kisérlet nemcsak
az elsédleges célfehérjére (az antigénre), hanem az ahhoz nativ kolcsonhatasok révén
kotddé6 tovabbi makromolekuldkra is koncentral. Egy tipikus co-IP kisérlet tobb 1épésbél
all: el6szor a fehérje extraktumot (altalaban sejtlizatumot) készitik el§, majd az antitestet
affinitdsgyongyokhoz kapcsoljdk. Ezutdn a specifikus fehérjekomplexet megtisztitjak
agy, hogy a nem kotddott fehérjéket eltavolitjadk, mig az antigén és az ahhoz koét6dé
kolcsonhat6 fehérjék eludlodnak. Végiil a tisztitott fehérjekomplexeket leggyakrabban

tomegspektrometridval vagy Western blot analizissel azonositjak [112].

2.2.1. Eukariota sejtek tenyésztése és fenntartisa

A kisérletek soran HCT 116 (ATCC® CCL-247™, Imanis Life Sciences) sejtvona-
lat alkalmaztam. A sejteket 37 °C-on, 5% CO, mellett tenyésztettem magas gliik6z- és
piruvattartalmi DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco™) tdpoldatban,
amelyet 10% FBS-sel (Fetal Bovine Serum, Gibco™), 4% L-glutaminnal és 1% sterilre
szUrt penicillin-sztreptomicin oldattal (Sigma-Aldrich®) egészitettem ki. A sejtek no-
vekedését rendszeresen figyeltem inverz mikroszkép segitségével, a sejtek megfelel§
morfolégidjanak és konfluencidjanak ellenérzésére. A tadpoldatot 2-3 naponta cseréltem,

fenntartva a sziikséges tenyésztési koriilményeket.

2.2.2. Sejtciklus szinkronizalds Gy fazisban

A dUTP4z mitézis alatti kolcsonhaté partnereinek vizsgalatdhoz a HCT 116 sejteket
a sejtciklus G fazisdban szinkronizéltam, 18 6ran at 9 yM RO-3306-tal (Calbiochem™,
Sigma-Aldrich®) kezelve. A RO-3306 egy specifikus sejtciklus-szinkronizal6 szer, amely
a ciklin-fliggé kindz 1 (Cdk1) aktivitasat gatolja [113]. Ennek eredményeként a sejtek
osztédasa reverzibilisen megall a G, /M fazis hatdran, lehet6vé téve, hogy az inhibitor
friss tapkozegre cserélése révén, a kezelés megszakitdsat kovetSen a sejtek jelentds része

kozvetleniil mit6zisba 1épjen.
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2.2.3. A ko-immunprecipiticio lépései

A sejtciklus szinkronizéldsa utdn, a co-IP-hez elegendSen nagy konfluencia mellett
a sejteket friss, elémelegitett tdpba gyjtottem, mintanként kiilon Eppendorf™ csévekbe.
A mérésekhez ebbdl a sejtmintabdl 6sszesen két bioldgiai parhuzamost és egy negativ

kontrollt allitottam el@.

Ezt kovetSen a mintakat centrifugaltam (Eppendorf™ MiniSpin®), és a sejtpel-
letet megtartva kétszer mostam PBS-sel 5 percen keresztiil (1800 rpm, szobahSmér-
sékleten). Mosds utdn a pelletet 6tsz6ros mennyiségd citoplazma extrakciés pufferben
(2.2. tablazat) reszuszpendaltam, majd jégen 15 percig inkubéltam, idénként enyhén
megrazogatva. A mintael6készités soran innentdl kezdve minden 1épést 4 °C-on végez-
tem, valamint a mintdkat végig jégen tartottam a fehérjék szerkezeti és funkcionalis
stabilitdsdnak megG@rzése érdekében. Az inkubalast kovetSen a mintdkat ismételten 5
percig centrifugaltam (3000 g 4°C-on) a frakcidk elvalasztdsa érdekében. Ekkor a kapott
feliilasz6 tartalmazta azt a citoplazma extraktumot, amelyet a tovdbbiakban vizsgédlni
kivantam. Bér a pelletben 1év§ sejtmagok a mérés szempontjabol nem voltak relevansak,
azokat httve taroltam a mérés sikerességének ellenérzéséig. A citoplazmas frakciokat
4j, tiszta Eppendorf™ csévekbe atmértem, majd glicerollal egészitettem ki tigy, hogy a
glicerol végkoncentracidja 6,5%-o0s legyen a mintdkban.

Ezt kovetSen a nem-specifikus kot6dések minimalizalasa érdekében a mintdkat
Protein A/G agar6z gyongyokkel (Pierce™, Thermo Scientific™) elStisztitottam. A
gyongyok el6készitése sordn mintdnként 60 pl gyongyot 300 ul mosé pufferrel
(2.2. tablazat) kétszer mostam 3 percen keresztiil (3000 rpm, szobah&mér-
sékleten), tigyelve arra, hogy a gyongyoket ne szuszpenddljam. Ezutin a
gyongyokhoéz hozzdadtam a glicerollal kiegészitett mintdkat, és 2 O6rdn &t
folyamatos forgatds mellett 4 °C-on inkubdltam. Az inkubdciét kovetSen
a kapott elegyet 5 percig centrifugdltam (3000 g, 4 °C-on). Az ilymdédon
nyert tisztitott feliildszékat Gj Eppendorf csovekbe mértem &t, és mintanként
1 yl anti-dUTP4z antitestet (2.1. tdblazat) adtam hozzéjuk, a negativ kontrollt kivéve.

Ezt kdvetSen a mintdkat egy éjszakan at 4 °C-on inkubéaltam folyamatos forgatas mellett.

Masnap az antitestes tisztitott feliiliisz6kon mégneses Protein A/G gyongyokkel
(Pierce™, Thermo Scientific™) ko-immunprecipitaciét végeztem. Ehhez a gyongyoket
el6szor mosé pufferrel haromszor centrifugalva mostam (3000 rpm, szobahémérsék-
leten), majd a mintdkat hozzdadva 2 6ran at 4 °C-on inkubaltam Gket, folyamatosan
forgatva. Az inkubaciét kovetGen méagneses tart6 segitségével az Eppendorf™ csévek
faldhoz gydtjtottem a gyongyoket. Ekkor a gyongyos pelleten talalhaték a mérés szem-
pontjabdl relevans, kihtizott fehérjék, ezért a feliiltiszot leszivtam és a mérés sikerességé-

nek ellendrzéséig félretettem. Ezutdn a magneses gyongyoket haromszor mostam 200 ul
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alacsony sékoncentraciéju pufferrel (2.2. tdblazat). Végiil a célfehérjéket 0,1 M glicin
(pH 3,5) segitségével eludltam, tigy, hogy mintdnként 3 x 50 ul-t adtam hozzajuk, min-
den 1épésnél 10 percig inkubélva a mintdkat szobahémérsékleten, folyamatos forgatas
mellett. Az igy kapott eludtumokat egy tiszta Eppendorf™ csében -20 °C-on taroltam a

proteomikai mérés megkezdéséig.

X3
Puffer neve Osszetevik

Citoplazmas extrakcids .
puffer (pH 7,4) 20 mM Tris

20 mM HCl
10 mM NaCl
3 mM MgCl,
0,5 mM DTT
0,05% NP-40
1x protedz
inhibitor koktél
Milli-Q® viz
0,5% Tween-20
PBS-ben oldva

Mosé puffer (pH 7,4)

Alacsony s6koncentraciéju

puffer (pH 8) 150 mM NaCl
20 mM Tris
20 mM HCI
2 mM EDTA
1% Triton X-100

1x protedz
inhibitor koktél

Milli-Q® viz

2.2. tablazat. A ko-immunprecipiticio sordn haszndlt tobbkomponensii pufferek.

2.3. HPLC-MS/MS alapt proteomika

Az folyadékkromatografidval kapcsolt tandem tomegspektrometria (LC-MS/MS)
alapt proteomika komplex biolégiai mintdkban az egyik legelterjedtebb eszkoz a fe-
hérjék pontos azonositdsara és kvantifikalasdra [114]. A fehérjék kozotti interakciok
vizsgélataban kiilondsen hatékony megkozelitést kinal, ha ko-immunprecipitacidval
kombindljak, mivel igy a gyenge vagy dtmeneti interakciéban részt vevé fehérjék is
megbizhatéan detektdlhatok [115].

A moédszer alkalmazasakor a vizsgélni kivant komplex fehérjekeverékeket el§szor

izolaljdk, majd proteolitikus emésztésnek vetik ala. Az specifikus hasitéhelyeken végzett
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emésztésbdl keletkezd peptidtermékeket ezutan folyadékkromatogréafias médszerrel
(leggyakrabban valamilyen nagy szelektivitasi HPLC-vel) kapcsolt tandem tomeg-
spektrométerrel elemzik. A tandem tomegspektrométerben a peptidek azonositasa agy
torténik, hogy el6szor meghatarozzak az egyes peptidek prekurzor ionjainak tomeg-
toltés aranyat (m/z) az MS spektrumon; majd ezt kovetSen egy {itkozési cellaban még
kisebb részekre, fragmens ionokra bontjak Sket. Végiil az MS/MS spektrumon megalla-
pitjdk a fragmens ionok m/z ardnyat is. A kiindulasi mitaban taldlhato fehérjék tényleges
azonositdsa az MS/MS spektrumok adatbézisokkal val6 dsszeegyeztetése révén torténik
[116].

2.3.1. Mintaelbkészités

A dolgozat elkészitése soran az HPLC-MS/MS mérések megfelel végrehajtasat és a
proteomikai adatok kiértékelését a HUN-REN Természettudomanyi Kutatokdzpont MS
Proteomika Kutatécsoportjaval egyiittmiikddésben, Dr. Drahos Laszl6 és Szab6 Daniel

segitségével végeztem.

A HPLC-MS/MS mérés el6készitéséhez a co-IP-bdl szarmazé mintdk 0,1 M glicin
(pH 3,5) oldészerét 50 mM NH4HCO3 oldatra cseréltitk, Amicon Ultra (Millipore™)
10 kDa pérusmérett centrifugalis sztirSk segitségével. Ehhez a sztir6ket el6szér LC-MS
vizzel 10 percen keresztiil mostuk (13 500 g, 4 °C-on). Ezutan felvittiik a mintakat agy,
hogy a térfogatukat 200 pl-re egészitettiik ki 200 mM NH;HCO5 oldattal, majd 10 percig
centrifugaltuk (13 500 g, 4 °C-on). Ezt a centrifugélasi 1épést (10 perc, 13 500 g, 4 °C-
on) az oldészercsere végrehajtasdhoz még kétszer megismételtiik gy, hogy az els6nél
200 pl 200 mM NH4HCO3 oldatot, a masodiknal pedig 200 ul 50 mM NH4HCO3 oldatot

adtunk a mintakhoz.

Ezt kovetSen a mérés el6készitését a mintdk emésztésével folytattuk. Ehhez el§szor
a mintak hozzavetdleges fehérjekoncentraciéit NanoDrop™ segitségével meghatéroztuk,
majd minden mintdbdl egy koritilbeliil 10 pg fehérjét tartalmazoé részt LC-MS vizzel
és metanollal 25 pl végsé térfogatra higitottunk fel, 5%-os végsS metanolkoncentracio-
val. A fehérjék denaturédlasat 5 pl 0,5% RapiGest SF (Waters™) hozzaadésaval végez-
tuk. Az S-S hidak redukélasdhoz diklor-difenil-trikléretant (DTT) adtunk a mintakhoz
12,5 mM végsS koncentrdcidoban, amivel 30 percig inkubaltunk 60 °C-on. Az alkila-
lashoz jéd-acetamidot hasznaltunk 12,5 mM végsé koncentraciéban, amivel 30 percig
sotétben inkubaltunk szobahdmérsékleten. Az enzimatikus emésztést tripszin/Lys-C
keverék (100:1 fehérje arany) hozzaaddsaval végeztiik, 1 éras inkubdlédssal 37 °C-on,
amit Gjabb tripszin hozzdadasa kovetett (25:1 fehérjearany), 2 6ras inkubalassal 37 °C-on.
Az inkubdci6 végeztével a reakciot 1,5 pl hangyasav (FA) hozzdadasaval allitottuk le,
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majd a mintat vakuumcentrifugaban széritottuk 60 °C-on a mintael6készités masnapi
folytatasaig.

KovetkezdS nap az emésztett mintdkban taldlhat6 peptidek tisztitasat és sétalani-
tasat C18 centrifugal6 oszlopokon (Pierce™) végeztiik. Az oszlop kondiciondalasat és
ekvilibraldsat 2 x 200 pul 50% MeOH, 2 x 200 pl 0,5% trifluorecetsav (TFA) és 5% ace-
tonitril hozzaadasaval végeztiik. Ezt kovetSen az oszlopokat 2 x 200 pul 0,1% TFA-val
mostuk. Ezutdn kétszer felvittiik a mintakat (amelyeket el6z6leg 50 pl 0,1% TFA-ban
rekonstrudltunk) az oszlopra tgy, hogy az atszlir6dott, dtesé folyadékot tjra alkalmaz-
tuk. A mintdk mosdaséra 2 x 100 pl 0,1% TFA-t haszndltunk. Végiil a mintak eluédlasat
2 x 50 ul 70% acetonitrilt és 0,1% TFA-t tartalmaz6 oldattal végeztiik. A centrifugalé
oszlop hasznélatanak minden lépésben 1 percig centrifugaltunk 1500 rpm-en. A C18
tisztitast kovetSen a mintdkat ismét vakuumcentrifugdban széritottuk 60 °C-on, majd
-4 °C-on taroltuk a HPLC-MS/MS mérés megkezdéséig.

2.3.2. HPLC-MS/MS meérés

A tomegspektrometrids méréseket egy Bruker™ Maxis II ETD Q-TOF mtiszeren
végeztiik, amely egy CaptiveSpray nanoBooster ionforrassal és egy egy Ultimate 3000
nanoRSLC-vel volt 6sszekapcsolva. A mérés elvégzéséhez a beszaritott mintakat 0,1%
hangyasavat tartalmaz6 2%-os acetonitrilben oldottuk fel, majd a minték sétalanitdsara
minden futtatds soran 2 pg fehérjét injektaltunk az Acclaim™ PepMap™ 100 C18 HPLC
el6kezeld (trap) oszlopra (100 A, 5 pm, 100 pm x 20 mm).

A peptidek szétvalasztasat egy ACQUITY UPLC M-Class Peptide BEH (Waters™)
C18 oszlopon (130 A, 1,7 ym, 75 pm x 250 mm) végeztiik 48 °C-on, gradiens eluélast
alkalmazva (2% B 0-t61 11 percig, majd egy 120 perces gradiens 50% B-ig). A gradienshez
hasznélt eluenst A esetében viz + 0,1% FA, mig B esetében acetonitril + 0,1% FA alkotta.
A tomegspektrumokat 150-2200 m/z tomegtartomanyban rogzitettiik 3 Hz-en, mig az
utkozéses aktivalast (CID) 16 Hz-en hajtottuk végre a béséges prekurzor ionoknal, és 4
Hz-en az alacsony mennyiségtieknél. Belsé standardként natrium-formidtot hasznéltunk,
és a nyers adatokat a Compass Data Analysis 4.3 szoftverrel kalibraltuk djra.
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2.3.3. Adatbdzis-keresés

A potencialis kolcsonhat6 partner fehérjéket a Byonic™ v3.5.0 keresémotor segit-
ségével azonositottuk, a SwissProt Human adatbazisban keresve (letoltve: 2024.07.18).
A Byonic szoftvercsomag vélasztasat az indokolta, hogy széleskord lehetSségeket ki-
nal mas keresémotorokkal (példdul Mascot vagy SEQUEST) szemben. Harom egyedi
funkciéja — a médositasok finomhangoldsa (Modification Fine Control™), a Wildcard
Search™ és a glikopeptid keresés (Glycopeptide Search) — kiiléndsen hasznos az isme-
retlen fehérjék vizsgalatakor. A Modification Fine Control lehetévé teszi a tal sziik vagy
tal tag keresési feltételek elkertilését, ezzel megel6zve a relevéns taldlatok elvesztését
vagy alpozitiv eredmények kialakuldsat. A Wildcard Search funkci6 révén varatlan, a
szakirodalomban nem szereplé médositdsok azonositdsa is lehetévé valik. A Glycopep-
tide Search pedig segit a glikozilalt peptidek azonositdsaban anélkiil, hogy el6zetes
ismeretekkel rendelkeznénk a glikozilaciés helyekrél vagy az adott glikan tomegérdl
[100].

Az elvégzett LC-MS/MS mérések eredményeit a Byonic a kdvetkez§ beéllitott para-
méterek figyelembevételével elemeztiik. A fehérjeazonosités feltételeit pedig a Scaffold
4.10-ben allitottuk be, a kovetkez§ paraméterekkel: LFDR-Gjrapontozas 95%-os peptid
konfidencia kiiszobértékkel, minimum két egyedi peptid, és 1%-os fehérjeszinti hamis
felfedezési arany (False Discovery Rate, FDR).
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3. fejezet

Eredmények

3.1. Immunfluoreszcens festés egér blasztocisztakon a

dUTPaz enzim funkcidjanak feltérképezésére

3.1.1. A dUTPiz enzim blasztomérikon beliili lokalizdicioja

Korébbi kutatdsi eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
dUTP4z enzim nem csupdn a dUTP-szint cs6kkentésében jatszik szerepet, hanem mds
sejtosztodasi funkcidkat is betolthet. Ezt a feltételezést tovabb erdsiti, hogy a dUTPazt
kédolé Dut gén kititése egérben korai embriondlis letalitast okoz [11], arra utalva, hogy

az enzim miikédése elengedhetetlen az embrionalis fejl6dés soran.

A dUTP4z potencialis 4j funkcidjanak feltérképezése érdekében immunfluoresz-
cens festést végeztiink egér blasztocisztakon, hogy tanulmanyozni tudjuk az enzim
lokalizacidjat és kiilonb6z6 sejttipusokban betoltott szerepét az embrionalis fejlédés fo-
lyamén. Ennek megfelelSen a sejtmagokat DAPI-val, mig a dUTP4z enzimet anti-dUTPaz
antitesttel jeloltiik.

Az enzim blasztomérakon beliili eloszldsét vizsgalva kétféle mintazatot figyeltiink
meg: a fehérje helyenként mind a sejtmagban, mind a citoplazmaban jelen volt; mig mas
sejtekben teljesen kizarédott a sejtmagbdl, citoplazmas lokalizaciét mutatva (3.1. dbra).
Ez a megfigyelés 6sszhangban all azzal, hogy a dUTP4az izoformai koziil a tébbletben
1évé sejtmagi izoforma (DUT-N) sejtciklus-fiiggé dinamikat mutat human sejtekben
[117,118,119]. Bar az izoforma tartalmazza az eml6s fajokban konzervalédott nukleéris
lokalizacids szignalt (NLS), 6nmagéban ez nem elegendd a teljes sejtmagi lokalizacié
biztositdsdhoz, mivel a fehérje szekvencidjanak tobb mint haromnegyede sziikséges a
megfelel§ orientaciéhoz [120, 121].
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(A) DAPI DAPI + DUT

(B) DAPI DAPI + DUT

(€) DAPI + DUT (D) DUT DAPI + DUT

DAPI + DUT

(E) DAPI

3.1. abra. A dUTPaz sejten beliili eloszldsa a kiilonbozd korii egér blasztocisztikban.

Fluoreszcens immunfestés DNS-re (kék) és dUTPiz enzimre (z6ld). Skdla: 20 ym. Mig a 3,5 napos blasztocisztikban
a dUTPaz kizidrolag a citoplazmdban lokalizdlédott (A), addig a 4,5 napos blasztocisztikban mdr sejtmagi jelenléte
is megfigyelhetd volt (B). A 6,5 napos blasztocisztikban (C), amelyek megkezdték a polarizicié folyamatdit, a
trofektoderma (TE) sejtjeiben az enzim csak a citoplazmdban volt detektilhato (D), mig az ICM sejtjeiben citoplazmds
és sejtmagqi lokalizicié eqyarant megjelent (E).
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Tovabba kimutattdk azt is, hogy szdmos fehérje rendelkezik olyan foszforildcids
hellyel az NLS szekvencidjan beliil vagy annak kozelében, amelynél a foszforildcié szaba-
lyozza a fehérje sejtmagi importjat [122]. Az DUT-N esetében ez a foszforildcié az NLS
melletti egyik szerin aminosavon kovetkezik be, és az enzim kizar6dasat eredményezi
a sejtmagbol mitézis alatt [118, 123 ]. Bar egér sejtekben a sejtmagi dUTP4z izoforma
(nDut) foszforilaciéjanak mechanizmusat eddig részletesen nem vizsgéltak, a fehérje
tobb mint 85%-0s szekvenciaegyezést mutat a human DUT-N-nel, és rendelkezik a fosz-
forilacidhoz sziikséges kritikus hellyel is. Ezen homolégia alapjan feltételezhets, hogy a
humdan dUTP4z-hoz hasonlo, foszforilaci6 éltali szabalyozéds miikodhet egér sejtekben is

a mitdzis soran.

Az enzim eltérd lokalizacidjat azonban nemcsak a sejten beliili eloszlés variabilitasa
jellemezte. A dUTP4z elhelyezkedése az embridk fejlédési koratol fliggden is valtozott; a
3,5, a 4,5 valamint a 6,5 napos embridk esetében kiilonb6z6 mértékben volt megfigyelhe-
t6 az enzim sejtmagi és citoplazmas jelenléte (3.1. dbra). A 3,5 napos blasztocisztdkban
a dUTPaz egyértelmden a sejtmagon kiviil, a citoplazméaban helyezkedett el (3.1A abra).
Ezzel szemben a 4,5 napos blasztocisztdkban a dUTP4z mar sejtmagi lokalizaci6t is
mutatott, nem kizarélag a citoplazmaban volt jelen (3.1B abra). Ezen feliil megfigyelhetd
intenziv pottyos lokalizaciés mintdzat a citoplazméaban, melyet kordbban nem karak-
terizaltak. Az aspecifikus fest6dés azért nem valészind, mert a kutatécsoport egyéb
kisérleteiben is tapasztalhat6 hasonlé pottyds fest6dési mintazat, f6ként a foszforilélt
dUTP4z esetében, melynek vizsgélata jelenleg is folyamatban van. Tovabba a legidésebb,
6,5 napos blasztocisztdkban (3.1C &bra), amelyek mar megkezdték a polarizaci6 folya-
matét, eltérd eloszldsi mintdzatot figyeltiink meg a trofektoderma és az ICM sejtjei kozott.
A trofektoderma sejtjeiben, hasonléan a 3,5 napos embridékhoz, a dUTP4z kizardlag
a citoplazmaban volt detektalhat6 (3.1D &bra), mig az ICM sejtjeiben a dUTPaz mér
citoplazmads és sejtmagi lokalizaciét is mutatott (3.1E abra). Ezen feliil a trofektoderma
sejtjeiben jellegzetes szdlas mintazat figyelhet§ meg a dUTP4z lokalizacidjaban, mely
hasonlit a j6l ismert mikrotubuléris hal6zat mintdzatahoz.

A fluoreszcens immunfestés eredményei Osszességében arra utalnak, hogy a
dUTP4az sejten beliili eloszldsa szoros 0sszefliggést mutat mind az embriok fejlédési
allapotaval, mind a mitotikus aktivitast mutat6 sejttipusok jelenlétével. Ezek a tényezSk
tehét egyiittesen befolyasolhatjak az enzim sejtmagbdl valé kizaréddasat és citoplazmds
lokalizacidjat. A két jelenség kozotti Osszefiiggést tovabb erdsiti ezt a megfigyelést. Egy-
részt ismert, hogy az nDut mRNS expresszidja kiilonosen magas olyan szervekben,
ahol nagymérték sejtosztodas figyelhet§ meg, mint a csecsemdmirigy és a 1ép [124].
Masrészt, az egér embridcsomo sejtjei gyorsabban, rovidebb sejtciklusokkal osztédnak
[125]. Ekkor mds nukleotid prekurzorok bioszintéziséért felel6s enzimekhez hasonléan
az nDut kifejez6dése is jelentGsen megné az S fazisban [120, 126]. Ennek kovetkezmé-
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nyeként ezekben a sejtekben a dUTP4az enzim sejtmagi jelenléte is fokozddhat. Ezzel
szemben, az embriondlis fejlédés el6rehaladtéval a trofektoderma sejtek nem mutatjak
a sejtciklus idStartamanak rovidiilését, és kevesebb oszt6do sejtet tartalmaznak [127].
Ennek kovetkeztében csokkentett mértékben expresszalhatjdk a nukledris izoformat,

ami magyardzhatja a sejtmagban tapasztalt alacsony dUTPaz szintet.

Bér a kapott eredményeink j6 6sszhangban vannak a meglévé tudoményos ismere-
tekkel, fontos megjegyezni, hogy a kisérleteket in vitro embridkkal végeztiik. Kordbbi
kutatasok pedig bizonyitottdk, hogy az in vitro tenyésztett és az in vivo fejl6dé blasztoci-
sztak sejtjei kozott eltérések mutatkozhatnak [128]. Ezért az eredmények igazoldsdhoz

o

sziikséges a vizsgélatok in vivo embridkon végzett megerdsitése.

3.1.2. A dUTPaz enzim és az a-tubulin kolokalizdicidja

A kapott eredmények alapjdn a dUTP4z enzim sejten beliili lokalizaciéjanak és
az embriondlis fejl6dés kiilonbozé sejttipusaiban betoltott szerepének mélyebb megér-
téséhez tovabbi vizsgalatokat végeztiink. Célunk az enzim lehetséges kapcsolatainak
feltardsa volt a sejtosztédasban részt vevs egyéb sejtstruktirdkkal, kiilonos figyelmet
forditva a mitotikus orséra. Hiszen a kutatécsoport korabban kimutatta tobb human
sejtvonalon, valamint egér embriondlis fibroblasztok vizsgalata soran is, hogy mikrotu-
bulus struktarédk jelentds dtfedést mutatnak a dUTP4z enzim sejten beliili eloszlasaval.
Kovetkezésképpen a vizsgalt blasztocisztdkon Osszevetettiik az enzim és a tubulin vaz
fluoreszcens jel6lését, amely soran egyértelmii kolokalizaciét tapasztaltunk a két fehérje

kozott a 3,5 és a 6,5 napos embridk esetében.

7

A 3,5 napos blasztocisztdk vizsgalata sordn sikeriilt tobb mitézisban 1évé sejtet
is detektdlnunk, amelyek a sejtciklus kiilonb6zé fazisaiban tartézkodtak (3.2. dbra).
A kromoszomak elhelyezkedése és a mikrotubuléris hdl6zat szervez&dése alapjan egy-
értelmten azonositottunk tobb metafdzisban, valamint telofdzisban 1év§ sejtet is. Ezek
elemzésekor kiemelkedett, hogy a dUTPaz enzim és az a-tubulin kolokalizacidja leg-
intenzivebben a mitotikus ors6 strukttrdin volt kimutathat6, igy a metafazisos orsén
(3.2A, 3.2B abra), valamint a telofazis soran kialakul6 centrélis orsén (3.2C, 3.2D ébra),
amely a polaris mikrotubulusokon kiviil nagyon sok kiilonb6z6 eredetti és funkciéju fe-
hérjét tartalmaz. A 6,5 napos embridk esetében kolokalizaci6 leginkdbb a trofektoderma
sejtjeinél volt megfigyelhets azokban a kiilsé felszint noveld, ujjszert kitiiremkedésekben,
amelyek a hosszutava vezikuldris transzport és az anyai szovettel valé kdlcsonhatasok

el6segitésében jatszanak szerepet (3.3. dbra).
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(A) DAPI + o-TUBULIN DAPI + DUT DAPI + DUT + a-TUBULIN

(B) a-TUBULIN DUT + a-TUBULIN

(©) DAPI + a-TUBULIN DAPI + DUT DAPI + DUT + o-TUBULIN

3.2. dbra. A dUTPaiz és az a-tubulin kolokalizdciéja mitézis sordn 3,5 napos egér blasztocisztikon.
Fluoreszcens immunfestés DNS-re (kék), a-tubulinra (piros) és dUTPiz enzimre (z6ld). Skala: 20 ym. A fehérjék
kolokalizicidja (sdrga) legintenzivebben a metafizisos orson (A, B), valamint a telofizis sordn kialakulo centrdlis
orson (C, D) volt kimutathato.

(D) a-TUBULIN
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A dUTPA4z és az a-tubulin egyiittes jelenlétét mutatd megfigyelt struktardk kozos
jellemzgje, hogy f6ként acetildlt mikrotubulusokbdl épiilnek fel [52]. Ez a poszttranszla-
ciés modositas lehet6vé teszi a mikrotubulusok aktivitdsanak és dinamikéjanak tér- és
idébeli szabédlyozasat azéltal, hogy befolyasolja a molekularis kdlcsonhatédsokat, vala-
mint a fehérjék lokalizaciéjat és stabilitdsat 50, 57]. A dinamikus véltozas biztositasa
kiilonosen jelentSs az embrionalis fejlédés soran, ahol az embrié mikrotubularis hal6zata
az osztddasok alatt Osszetett dtrendez6déseken megy keresztiil. E folyamatokhoz maér-
pedig elengedhetetlen lehet a mikrotubulusok szelektiv stabilizéldsa, igy az a-tubulinok
specifikus térbeli és idébeli acetilacidja. A korai osztédasok sordn ez a poszttranszlacids
modositas egyrészt a metafdzisos, valamint a centrdlis orsé6t alkoté mikrotubulusokra
jellemzd [52]. Az acetildlt mikrotubulusok megjelenése a metafdzisos ors6 pélusain arra
utalhat, hogy mar ebben a korai fazisban megjel6lédhetnek a centralis orsé maradva-
nyaib6l kialakulé kozéptest struktirai; még mielStt a mitézis el6rehaladtaval ezek a

mikrotubulusok valéban kiterjednének a centrélis orsé régidira [129].

a-TUBULIN DAPI + DUT + a-TUBULIN

a-TUBULIN DUT DAPI + DUT + a-TUBULIN

3.3. dbra. A dUTPaz és az a-tubulin kolokalizdciéja 6,5 napos egér blasztocisztikon.

Fluoreszcens immunfestés DNS-re (kék), a-tubulinra (piros) és dUTPiz enzimre (z6ld). Skila: 20 ym. A fehérjék
kolokalizdcidja (sdrga) leginkdbb a trofektoderma (TE) sejtjeinél volt megfigyelhetd azokban a sejtstruktiirikban,
amelyek az anyai szévettel valé kélcsonhatisok és a hossziitdvil vezikuldris transzport eldsegitésében jatszanak
szerepet.
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Masrészt a kiilonbdzé mikrotubulusok poszttranszlaciés médosulasai 1étfontossa-
guak a blasztomérdk kompakcidja és polarizacidja soran, a fejlédés ezen szakaszédban
kialakul kiils6 és belsé sejtcsoportok funkciondlis sokfélesége szempontjabdl. A kiilsd,
poléris réteg, amelybdl a trofektoderma keletkezik, ekkor fokozatosan a hamrétegre
jellemzd tulajdonsdgokat vesz fel. Ennek eredményeként hairomdimenzids polarizaciét
alakit ki, amely elengedhetetlen a kornyezettel val6 interakci6ihoz és a méhlepény kép-
zésében betoltott szerepéhez. Ezekben a hdromdimenzidsan polarizalt sejtekben pedig
kimutattdk, hogy tobb acetildlt mikrotubulus taldlhat6 [103, 104]. Bar e médositasok
funkcidja a trofektodermdban még nem tisztazott, feltételezhetd, hogy hozzéjarul a
hosszutava iranyitott anyagszallitashoz a mikrotubulusok mentén [43].

Mindezeket figyelembe véve a dUTP4z enzim és az a-tubulin kolokalizaci6jabol
szarmaz6 eredmények alapjan valdszintsithetS, hogy a dUTP4z szoros Osszefiiggésben
all a folyamatosan alakulé mikrotubuléris hal6zattal az embrionélis fejl6dés soran.
Mindez kiilondsen érvényes a sejtosztédas és sejtdifferencidlédéds azon szakaszaiban,
ahol a sejtek poszttranszlaciés modositasokkal, kivéaltképpen acetilaciéval segitett aktiv
citoszkeletdlis atrendezédést végeznek.

A dUTP4z és az a-tubulin blasztomérakban megfigyelt egytittes jelenléte tovabbi
kisérletek elvégzését indokolta, a fehérjék kozotti kdlcsonhatdsok kimutatasara. Ennek
érdekében ko-immunprecipitacidval kapcsolt LC-MS/MS méréseket végeztiink human
sejtvonalakkal a dUTPéaz mitézisban megjelend kolcsonhaté partnereinek azonositasara.
A valasztott LC-MS/MS moédszer egyik jelentSs elénye a konfokalis mikroszképpal
szemben, hogy az a-tubulin mellett olyan fehérjepartnerek is azonosithatok, amelyek a

specifikus fluoreszcens immunfestés sordn nem voltak kimutathatok.
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3.2. A dUTPaz enzim mitézisbeli kolcsonhato partnereinek

azonositdsa co-IP kapcsolt LC-MS/MS analizissel

Az egér embridkon végzett fluoreszcens immunfestés eredményei alapjan ko-
immunprecipitaciéval kapcsolt LC-MS/MS méréseket végeztiink a dUTP4z kolcsonhato
partnereinek azonositdsdra human HCT 116 sejtvonalon. Mivel a megfelel§ interakciok
azonositdsa szempontjabodl kritikus volt, hogy a vizsgélatot 0szt6do6 sejteken végezziik,
ezért a HCT 116 sejteket el6szor G, fazisban szinkronizéltuk. A sejtciklus-szinkronizald
szer eltavolitasat kdvetSen a sejtek jelentSs része varhatéan mitézisba 1épett. Mivel a
dUTP4z sejtmagi izoformaja dontd tobbségben van jelen, és célunk a mitézisbeli kdlcson-
hatédsok feltérképezése volt, ezért a vizsgédlatokhoz kizarélag a kezelt sejtek citoplazmaéjat
tartuk fel, hogy a sejtmagban lokalizal6dé dUTPaz ne befolyasolja a mérési eredménye-
inket. A mintdkat ezutan dUTPaz-specifikus antitesttel konjugalt magneses protein A/G
gyongyokkel tisztitottuk (3.4. dbra). A dUTPazt és potencidlis kdlcsonhaté partnereit

tartalmazé mintdkat ezt kovetGen LC-MS/MS analizissel elemeztiik (3.5. abra).
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legyijtése  extraktum protein A/G antitesttel magneses a kdlcsonhato HPLC-MS/MS alapu
kinyerése gyongyokkel protein A/G partner elualasa proteomikaval
gyongyokkel

3.4. dbra. A co-IP lépései a célfehérje izoldldsdra és a potencidlis kélcsénhaté partnerek azonositdsdra.

Ekkor az LC-MS/MS mérés soran vizsgalt mintaink a kdvetkezdk voltak:
o Kétbioldgiai paArhuzamos minta a ko-immunprecipitaciobdl, amelyek a sejtlizatum-
bl antitesttel kinyert dUTP4z enzimet és annak potencidlis kdlcsonhat6 partnereit

tartalmazték.

o Egy negativ kontroll minta, amely a co-IP soran antitest inkubacié nélkiil kertilt
eléallitdsra. Ez a minta a co-IP-bél szarmaz6 aspecifikus fehérjekotédések kizardsat
szolgdlta.

o Egy tires ("blank") kontroll, amely az LC-MS/MS mérés sordn nem tartalmazott
sejtes mintat, de a mintael6készitési és mérési folyamatokon ugyantgy keresztiil-
ment. Ez a kontroll az LC-MS/MS mérés sordn fellép§ aspecifikus fehérjekotddések
kisztirését szolgalta.
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3.5. dbra. AZ LC-MS/MS analizis lépései a célfehérje izoldldsdra és a potencidlis kdlcsonhaté partnerek
azonositdasdra.

A kapott MS/MS spektrumok adatbazisokkal valé 6sszeegyeztetése révén a pepti-
dekbdl sszesen 139 fehérjét azonositottunk a mintakban, eltér$ szekvencia lefedettségi
aranyokkal. A potencidlis kdlcsonhat6 partnerek feltérképezése érdekében el§szor szi-
kitettiik a taldlatokat tartalmazo listat, kisztirve azokat a fehérjéket, amelyek vélhetSen
nem relevdnsak a vizsgalat szempontjabol. Ezek kozé tartoztak a kiilonb6z6 keratinok,
amelyek a mérések sordn jellegzetes szennyezé fehérjeként jelentek meg, valamint a
mintdk emésztéséhez hozzaadott tripszin. Tovabba kizarasra kertilt a 90 kDa-os hésokk
fehérje is, amely egyrészt a negativ kontrollban is detektalhat6 volt, mésrészt a hé-
sokk fehérjék csaladja a tomegspektrometrids elemzések sordn az egyik leggyakrabban

el6fordul6 nem-specifikusan k6t6d6 fehérjecsoportként ismert.

Ezt kovetden a lesztkitett eredmények koziil kivalasztasra keriiltek azok a fehérjék,
amelyek legaldbb 10%-o0s szekvencidlis egyezést mutattak valamelyik kisérleti min-
taban, tekintve, hogy ez a mértékd fehérje lefedettség bonyolultabb proteom mintdk
esetében elegend§ az azonositashoz [130, 131]. Mivel a vizsgalt mintak biolégiai parhu-
zamosak, tovabbi fontos kritérium volt, hogy a kivalasztott fehérjék mindkét mintaban
jelen legyenek, még akkor is, ha az egyikben nem érik el a meghatarozott szekvenci-
alis lefedettségi értéket. A negativ és iires kontroll mintdk esetében azonban csak a
10%-nél alacsonyabb egyezést fogadtuk el. Az igy kapott listabol végiil a korabbi kutata-
si eredmények és az irodalmi attekintés alapjdn azok a taldlatok keriiltek kiemelésre,

amelyek a sejtosztédashoz és a mikrotubuldris hal6zathoz kapcsolédtak.

Ennek megfelelen a kovetkezs fehérjéket sikeriilt azonositani: a human dUTPaz
enzimet, az a- és a f-tubulin egy-egy klaszterét, valamint a TRiC komplex hat alegységét
(3.1. tablazat). A dUTPaz mindkét mintdban kimutatott, magas szekvencidlis egye-
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zést mutato jelenléte, valamint annak hidnya a kontrollokban, egyértelmten igazolta a
ko-immunprecipitaci6 sikerességét. Ezen feliil megerdsiti, hogy a tovabbi azonositott
fehérjék valéban potencidlis kolcsonhaté partnerekként értelmezhetSk.

A dUTPaz esetében tapasztalt tobb mint 40%-o0s egyezés ugyanakkor azért nem
magasabb, mert a kiértékeléshez hasznalt adatbdzisban a mitokondrialis dUTPaz izofor-
ma szekvencidja szerepel. A dUTP4z mitokondrialis izoformajanak elsé 93 aminosav
hossz régidja alkotja a mitokondridlis leader szekvenciajat, mely a szekvencia 37%-a és
nem része a sejtmagi izoforma szekvencidjanak. Az altalunk vizsgalt mitotikus folya-
matokban a mitokondridlis izoforma nem jatszik szerepet, tehat a dUTPazra vonatkozé
lefedettség kozel teljes.

# | Azonositott fehérjék (139 db) Blank | Kontroll | Minta 1 | Minta 2
1 | Keratin (P13645) 531% | 50,30% | 46,40% | 53,60%
2 | Keratin (P04264) 14,00% | 41,60% | 3590% | 48,00%
3 | Tripszin (TRYP_PIG) 25,10% | 46,80% | 31,20% | 37,70%
4 | Keratin (P35527) 9,79% | 49,90% | 50,40% | 70,60%
5 | Keratin klasztere (P35908 [4]) 41,20% | 36,90% | 61,00%
6 | dUTPaz (P33316) 44,40% | 48,40%
7 | Aktin klasztere (P63261 [7]) 30,90% | 31,70% | 56,80%
8 | HSP 90-béta (P08238) 5,39% 12,80% | 36,50%
11 | HSP 90-alfa (P07900) 1,91% 576% | 51,40%
10 | Tubulin -lanc klasztere (P07437 [4]) 5,41% 14,20% | 57,40%
15 | Tubulin a-lanc klasztere (P68363 [3]) 6,87% 9,09% 30,40%
57 | TRiC a-alegység (P17987) 21,40%
60 | TRiC 6-alegység (P50991) 16,30%
66 | TRiC 0-alegység (P50990) 9,49%

67 | TRiC p-alegység (P78371) 12,30%
76 | TRIiC C-alegység (P40227) 11,30%
88 | TRiC n-alegység (Q99832) 6,63%

3.1. tablazat. Az LC-MS/MS analizis sordn azonositott fehérjék.

A taldlatok sziirése kézel 10%-os szekvencia-lefedettség alapjdn tortént, legqaldbb az eqyik kisérleti mintira nézve.
Az igy kapott listabol végiil azok a taldlatok keriiltek kiértékelésre, amelyek a sejtosztéddshoz és a mikrotubuldris
hdlézathoz kapcsolodtak. A dUTPizt kékkel, az erds taldlatokat zélddel emeltiik ki. A fehérrel jelolt fehérjék az
eredmények értékelése sordan kizdrdsra keriiltek.

Az a- és az B-tubulin esetében tobb tényezdre vezethet§ vissza, hogy a fehérjék
az analizis soran inkabb klaszterként, nem pedig kiilondll6 fehérjeként jelentek meg.
Egyrészt a dUTPaz kolcsonhaté partnereinek pontos mennyiségi és mindségi ismere-
tének hidnya miatt a vizsgdlt mintak igen Osszetett keveréknek tekintheték. Masrészt
a szekvencidlis lefedettséget illetGen egyes fehérje komplexeknél el6fordulhat, hogy a
program nem rendelkezett elegend$ egyedi peptiddel vagy fragmentummal az adott
fehérjébdl, igy nem volt képes magabiztosan azonositani azt. Ezek kovetkeztében a
felismert fehérjék a hasonl6 karakterisztikaja fehérjékhez lettek csoportositva.
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Ezen feliil az eredmények értékelésekor kittint, hogy a program a tubulin fehérjé-
ket a két minta kozott eltér$ hatékonysaggal detektalta, amit a szekvencia-lefedettség
nagymérték kiilonbsége jol mutat. Ez a jelenség tobb tényezé egytittes hatdsdnak ered-
ménye lehet. EgyfelSl a mintak komplexitdsa befolydsolhatta az emésztés hatékonyséagat.
Tovabbéa, mivel a sejtciklus-szinkronizédlds sohasem tokéletes, illetve nem egyforma, a
sejtek csak megkozelitSleg lehettek a mit6zis dllapotaban. EbbSl adéddan a fehérje eltérd
mennyiségben lehetett jelen a mintakban, ami kiilonb6z6 mértékd peptidkimutatashoz

és lefedettséghez vezethetett.

Mindazonéltal, ezek figyelembevételével is megallapithatd, hogy mind az a-, mind
a p-tubulin megfelelSen erds taldlatként szerepel az analizisben, igy potencidlisan kol-
csonhato partnerei lehetnek a human dUTP4z enzimnek. Az eredményt tovabb erdsiti a
dUTP4z és a tubulin véaz kolokalizaci6ja, amelyet egyértelmtien kimutattunk az egér

embridkon végzett fluoreszcens immunfestés soran.

Az a- és a f-tubulin mellett a mikrotubuléris halézat szempontjabdl jelentGs fe-
hérjetalalatként azonositottuk a TRiC komplex hat alegységét, amelybdl 6t érte el a
kivant szekvencia lefedettséget. Ennek ellenére a hatodik alegység is relevédns talalatként
értelmezhetd, hiszen a TRiC komplex része. Bar ezek az alegységek csupan az egyik
mintdban keriiltek detektalasra, ez valészintileg ismételten a sejtciklus-szinkronizacié

nem 100%-o0s hatékonysdganak tudhat6 be.

Az azonositott TriC komplex egy a nyolc alegységbdl 4ll6 eukariéta chaperon,
amely szamos citoszolikus fehérje, koztiik a tubulin és az aktin nativ konformacidja-
nak kialakitdsaban is kulcsszerepet jatszik [35, 132]. Eredményeinket tovabb erdsiti,
hogy az egérfélék csaldadjaba tartoz6 virdlis dUTPaz homoléggal, a citomegalovirus
M72-vel is kimutattak a TRiC komplex kolcsonhatédsat [133]. Tovabba ismert, hogy az
M72 nem funkciondlis enzim, és hidnyzik bel6le az az 6t jellemz8 motivum, amelyek az

enzimatikus aktivitdshoz sziikségesek [133, 134].

Mindezekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a human dUTP4z kdlcsonhat mind a
tubulin alegységek feltekeredését szolgalé TRiC komplex fehérjével, mind az a- és a
B-tubulinnal. A két fehérje kozotti interakcié pontos feltérképezéséhez tovabbi kisérletek

elvégzése sziikséges.
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4. fejezet

Osszefoglalas

A DNS stabilitasa elengedhetetlen a genetikai informéacié pontos 4torokitéséhez és a
sejtek normal miikodésének fenntartdsdhoz, ezért a sejtek tobb mechanizmussal védik a
DNS integritasat. Ezen mechanizmusok koziil a dUTP4z enzim kdzponti szerepet jatszik
azaltal, hogy megel6zi az uracil hibds beépiilését a DNS-be, ezzel hozzéjarulva a genomi
integritas fenntartasdhoz és a DNS-replikdcié megbizhatésagahoz. Kutatécsoportunk
jelenlegi eredményei arra utalnak, hogy a dUTP4az enzim més sejtfunkcidkat is ellathat,
és aktiv résztvevdije lehet a sejtosztédds és az embrionalis fejlédés kritikus folyamatainak.
Eppen ezért dolgozatom céljaul ezen folyamatok részletes vizsgalatét tliztem ki.

Kutatdsaim sordn immunfluoreszcens festés alkalmazaséaval vizsgaltam a dUTPaz
enzim lokalizaciéjat egér embridkon, az embrionalis fejlédés kiillonb6z6 szakaszaiban.
Megfigyeltem, hogy a dUTP4z sejten beliili eloszldsa valtozik az embridk fejlédési 4l-
lapota sordn. Mig 3,5 napos blasztocisztakban a dUTPaz kizar6lag a citoplazmdaban
lokalizal6dott, addig a 4,5 napos blasztocisztadkban mar sejtmagi jelenléte is megfigyel-
hetd volt. A 6,5 napos blasztocisztdkban, amelyek megkezdték a polarizacié folyamatat,
a trofektoderma sejtjeiben az enzim csak a citoplazmaban volt detektalhaté, mig az ICM
sejtjeiben citoplazmads és sejtmagi lokalizacié egyardnt megjelent. Mivel a két sejttipus
mitotikus aktivitdsa eltér, ezért ez a tényezé is befolydsolhatja az enzim sejtmagbdl vald
kizar6dasat és citoplazmas lokalizacidjat. Kiemelendd, hogy a trofektoderma sejtjeiben
a lokalizécio jellegzetes szdlas mintazatot mutatott, mely hasonl6 volt a mikrotubuléris
halézatéhoz, ezért tovabbi kisérleteim soran nemcsak a dUTP4zt, hanem az a-tubulint

is jeloltem fluoreszcens festéssel.

Ezen kisérleteim sordn kolokalizaci6t figyeltem meg a dUTPaz és a mikrotubularis
halézat kozott. Korai blasztociszta dllapotban a metafazisos, valamint a centralis orsé
struktardiban, mig késébbi stddiumban a trofektoderma sejtjeiben detektaltam a dUTPaz
és az a-tubulin egyiittes jelenlétét. Feltételezhets, hogy a megtigyelt struktardk f6ként
acetilalt mikrotubulusokbdl épiilnek fel.
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A dUTP4z és az a-tubulin blasztomérakban megtigyelt mit6zisbeli egytittes jelenléte
felvetette az enzim és a mikrotubulusok kozotti kdlcsonhatas lehetéségét, ami tovabbi
kisérletek elvégzését indokolta. Ennek érdekében ko-immunprecipitdciéval kapcsolt
LC-MS/MS méréseket végeztem humén sejtvonalakkal a két fehérje kozotti kdlesonhatas
kimutatasara. A megfelel§ interakcidk azonositdsa szempontjabdl kritikus volt, hogy a
vizsgélatot 0szt6do6 sejteken végezziik, valamint a sejtmagban lokalizalédé dUTP4z ne
befolyasolja a eredményeket, ezért a méréseket mitdzisban dusitott sejtek citoplazma

teltarasaval végeztem el.

Az analizis soran mind az a-, mind a f-tubulin megfelelGen erés taldlatként sze-
repelt, amely megerdsiti az egér embridkon végzett fluoreszcens immunfestés sordn
kordbban kimutatott dUTPaz és a tubulin vaz kolokalizaciéjat. Tovabbé a TRiC komplex
tobb alegységét is azonositottam, amely a tubulinok nativ konformaciéjanak kialakit4sa-

ért felelGs.

Eredményeim arra utalnak, hogy a dUTPaz enzim szerepe talmutat az uracil be-
épiilésének megel5zésén, és fontos szerepet jatszhat a sejtosztédas és az embrionélis
tejlédés soran. A dUTPaz és a tubulin kozotti interakcidk részletes feltérképezése tovabbi
kutatdst igényel, amely célja az enzim eddig ismeretlen bioldgiai funkciéinak alaposabb
vizsgélata. E funkciok és kolcsonhatdsok részletesebb megértése nemcsak az alapkutatds,
hanem a terapias alkalmazdsok szempontjabdl is kiemelked§ jelentSséggel bir. Mivel a
dUTP4z és a mikrotubularis hdl6zat kapcsolata esszencidlis lehet a sejtosztédés kritikus
fazisaiban, igy a kolcsonhatas igéretes célpont lehet daganatos megbetegedések kezelé-
sében. A gyakorlatban alkalmazott antimitotikus kemoterdpids szerek esetén gyakori
a meglévé vagy kialakul6 gyogyszer-rezisztencia, igy minden 1j, a mikrotubulusok
dinamikajat befolyasol6 potencialis kismolekulds inhibitor tovabb névelheti a terdpidk
hatékonysagat.
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