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1. Tartalmi 6sszefoglald

A szteroid hormonok szintézisét szdvetspecifikusan expresszalodo citokrom P450
enzimek végzik. A bioszintézisben résztvevé enzimek transzkripcios szabalyozasaban
meghatarozé szerepe van az SF-1 (steroidogenic factor-1) sejtmagi receptornak, mely minden
olyan szdvetben jelen van, ahol szteroid hormonok termelédnek. Az SF-1 célgénjei kdzé
tartozik az altalunk vizsgalt, CYP11A1 enzimet kodolé gén is, mely a szteroid hormonok
bioszintézisének els6 1épését Kkatalizalja. Az SF-1 miikodésének szabalyozasaban
poszttranszlacios modositasok (acetilacid, foszforilacio és szumoilacio) és fehérje kdlcsonhato
partnerek jatszanak szerepet. Jelentds szerepe van az SF-1 acetilalasdban a GCN5 hiszton
acetil-transzferaz aktivitasu fehérjének, mely az ATAC és SAGA hiszton acetil-transzferaz
komplexek egyik katalitikus alegysege.

Korabbi kisérleteink azt mutatjadk, hogy ADA2a (ATAC HAT komplex egyik
alegysége) mutans Drosophila-kban a szteroid konverziét szabalyozé Halloween gének
expresszidja lecsokkent. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az ATAC hiszton acetil-transzferaz
komplex és az acetilacid valamilyen mddon szerepet jatszik a szteroid hormonok
szintézisének szabalyozasaban.

Munkank f6 célja az volt, hogy vizsgaljuk, az acetilacié hogyan befolyésolja a szteroid
konverzidoban résztvevé gének miikodését emlds sejtvonalakban. Feltételezésiink szerint,
acetilacio hatdsara az SF-1 fehérje aktivalodik, és a sejtmagba jutva indukalja a szteroid
konverzidban résztvevd gének transzkripciojat. Vizsgaltuk, hogy az acetilacids szint
megnovelése TSA — trichostatin A — hiszton deacetilaz inhibitor kezeléssel befolyasolja-e az
SF-1 szubcelluléris lokalizaciojat és hatassal van-e a transzaktivacios kepességére. Célunk
volt tovabba annak vizsgalata, hogy hogyan valtozik maganak az Sf-1 génnek és az altala
szabalyozott Cypllal génnek az expresszioja kiilonb6z6 hiszton deacetilaz gatld kezelések
hatéséara.

A Kkisérletek sordn GCN5 inhibitor (HATi V), illetve hiszton deacetilaz gatlo
kezeléseket alkalmazva modositottuk a sejtek acetilacios allapotat. Immuncitokémia
segitségevel megallapitottuk, hogy az SF-1-et nem termel6 HeLa és U20s sejtekben a
taltermeltetett SF-1 fehérje TSA kezelés hatasara foként a sejtmagban, mig HATI IV kezelés
hatdsara a citoplazmaban van jelen. Kisérleteink eredményei arra utalnak, hogy az acetilacio
befolyasolja az SF-1 transzaktivacios képességét. Real-time PCR  segitségével
megallapitottuk, hogy az acetilacios szint novelése Y1 sejtekben befolyasolja a Cypllal és az

Sf-1 génekrol atirodo mRNS mennyiségét.



2. Tartalomjegyzék

1. Tartalmi GSSZEFOGIAI0 .........ccveieiiieei e 2
2. TartalOMJEOYZEK ......ocoii ettt sttt nreere e e nre e 3
3. ROVIAITESEK JEGYZEKE ...t e 4
4. 1rodalmi AETEEKINTES ..ot 5
4.1 Az eukariota kromatinszerkezetet befolyasold tenyezoK........coovvviiiiiiiniiiieiie e 5
4.2 A szteroid hormonoK DIOSZINEZISE. .......cccoueuiiiiiieiieiee ettt 6
4.3 A cypllal gén altalanos jellemz6i €s transzKripcios SZabalyozasa..........ccovvviviiininiiiene s 7
4.4 A szteroid konverzi6 altalanos szabaly0z0ja: 8Z SF-L.......cccocceiiiiininieiereeee s 9
4.5 Az SF-1 poszttranszlacios modositasai és kOIcSONhatd partnerei.........ocevevveeveieeneieeneee e 11
5. CEIKILUZESEK ...t e e neesnne s 14
6. Felhasznalt anyagok €S MOASZEIEK ..........cccoiiiiiiiiiee e 15
6.1 AQAroz QEIEIEKIrOTOIEZIS ..o e 15
6.2 DNS visszaizolalasa agaroz GEIDOL..........ccveiiiiiiiiiiiic e 15
6.3 BaKLErium tranSZfOrMACIO .........coveuiiiiieiiie et ettt e s 15
6.4 Plazmid DN tiszitas bakterium SejtekbOL .........c.covviiiiiiiiiiiic e 15
6.5. Plazmid DNS tisztitas Midiprep Qiagen Kittel ..........ccoeviiiiiiiiiiiie e 16
6.6. Emlos sejtvonalak fenntartasa €s transzfeKtalasa .........cvovvviviiiiiiciienieieee e 16
6.7. EmlGs sejtek kezelése HDAC inhibitorokkal és HATi IV-€l ...cccooiiiiiiiiiiiiiicecc e 17
6.8. LUCITErAZ aKUIVITAS MEIES ... ..ottt bbbt bttt bbb 17
6.9. WESLEN DIOt ANAITZIS .....oviiieiee bbb et 17
6.10. IMMUNCITOKEMIA. ...ttt bbb bbbt bbb bt et b et st b bt 18
6.11 RNS izolalas Y1 sejtekbdl s reverz transzKripeio ........ccovvvirriiiiiirieiieie s 19
6.12. REAI-TIME PCR.....ooiiiiiiteie et b e nr et b ettt er e b nr e bt nn e ere s 20
7. A kisérletek soran hasznalt konstrukciok elKeszitése ...........ccooeviviiiiiineniiiscsce, 21
7.1. A patk&ny SF-1 klénoz&sa pPCDNA3-FLAG VEKEOMDA ..o 21
7.2. A patkany Cypllal promoéterének klonozasa pGL3 luciferaz riporter gént tartalmazé vektorba....... 22
8. EFEAMENYEK ...ttt sttt sbe e e e s be e be et e sreesteennearaenreans 25
8.1. A HATi IV megfeleld koncentracidjanak beallitdsa Y1 sejteken........ccccovvrinirininiiicncniic s, 25
8.2. Az SF-1 szubcellularis lokalizaciojanak vizsgalata TSA és HATI IV kezelés hatasara...................... 26
8.3 Az acetilacid szerepének vizsgalata a Cypllal gén prométerének milkodésében........oovvririreerinnnne. 28
8.4. HDAC inhibitor és HATI IV kezelések hatdsa az SF-1 transzaktivacié KEpessegére ..........ccocvvverrnnen. 29
8.5. Az HDAC inhibitorok hatasa a Cypllal és Sf-1 gének expresszidjara Y1 sejtekben........c.ccccevvevneen. 31
0. OSSZEFOGIAIAS .......cocvivviiecctee et 33
10. Felhasznalt irodalom és hivatkozasok ... 35
11, KOSZONEINYIIVANTTAS .....cveiiicie et 42
12, NYHATKOZAT ... bbbt 43



3. Roviditések jegyzéke

AP-2 — Activating Protein 2

CAMP — ciklikus adenozin-monofoszfat

CBP — Creb Binding Protein

CPTH2 — cyclopentylidene-[4-(4'-chlorophenyl)thiazol-2-yl)hydrazone
CREB — cAMP Responsive Binding Protein
DAX-1 — Dosage-Sensitive Sex Reversal

DKD — DNS-K6t6 Domén

FTZ — Fushi Tarazu Protein

FTZ-F1 — Fushi Tarazu Factor 1

GATA4 — GATA-Binding Factor 4

HAT — Hiszton Acetil-transzferéaz

HATiI IV — Hiszton Acetil-transzferaz Inhibitor IV
HDAC — Hiszton Deacetilaz

LKD - Ligand-Kot6 Domén

MAPK — Mitogen Activated Protein Kinase
MBF1 — Multiprotein Binding Factor 1

NaB — Natrium-butirat

NLS — Nuklearis Lokalizacios Szignal

PCNR - Proliferating Cell Nuclear Antigen
PKA — Protein Kinaz A

RIP140 — Receptor Interacting Protein 140
SF-1 — Steroidogenic Factor 1

SMRT - Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid Receptor
SOX9 — SRY-box containing gene 9

SRC1,2 — Steroid Receptor Coactivator 1,2
StAR — Steroidogenic Acute Regulating Protein
TSA — Trychostatin A

TSPO — Translocator Protein

UBC9 — Ubiquitin Carrier Protein 9

VPA — Valproinsav

ZIP67 — Zinc-finger Protein 67 kDa



4. Irodalmi attekintés

4.1 Az eukaridéta kromatinszerkezetet befolyasolo tényezok

A hiszton fehérjék eukariota sejtekben szerepet jatszanak a DNS kompakt
szerkezetének kialakitdsdban és a farki vegukon torténd kovalens modositasok segitségével
fontos szabalyozdi a génexpresszidnak. A hisztonok - féleg a H3 és H4 - N-terminalis farki
végein szamos poszttranszlacidés modositas lehetseges, ezek kozul leggyakrabban az acetilacio
(Wade és mts., 1997), metilacié (Jenuwein és mts., 2001), foszforilacid, szumoiléacio (Shiio és
mts., 2003) és ubikvitinacié (Shilatifard és mts., 2006) fordul el6. A lizin aminosavak
acetilalodasanak hatasara az oldallanc pozitiv toltése megsziinik, igy a nukleoszomanak
nehezebb lesz semlegesiteni a DNS negativ téltését, a kromatin komplex destabilizalodik,
lazabb lesz. Ilyen koriilmények kozott bizonyos specifikus DNS szakaszokon 1évé gének

hozzaférhetové valnak, foként génexpresszid aktivaciot, esetenként repressziot eredményezve.
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1. dbra A HATI IV (A) és a TSA - HDAC inhibitor - (B) szerkezete.

A kromatinszerkezetet befolydsold hiszton acetilacié enzimatikusan katalizalt. A
hisztonok acetilaciojat hiszton acetil-transzferaz (HAT) enzimek végzik, mig a hiszton
deacetilazok (HDAC) miikddése soran a hisztonok acetilaltsdga megsziinik, illetve
nagymértékben lecsokken. A szabalyozatlan HAT és HDAC aktivitasnak fontos szerepe van
tobb raktipus kialakulasaban, igy ezen enzimek specifikus inhibitorai potencialis rakellenes
szerek (1. bra). Ilyen inhibitorokkal torténd kezelés soran a sejtekben altalanosan acetilalt
vagy deacetilalt allapot indukalhaté. A HDAC inhibitorok alkalmazédsa soran a hiszton
molekuldk acetilalt allapotban maradnak, esetenként hiperacetilacié is megfigyelhetd. Ilyen
koralmenyek kozott a megvaltozott kromatinszerkezet miatt altalanosan megemelkedett
génexpresszio tapasztalhato (Bolden és mts., 2006). HDAC inhibitor a Streptomyces platensis

gomba altal termelt trichostatin A (TSA), melyet a klinikumban kemoterapias szerként



hasznalnak, a valproinsav (VPA), mely alkalmazéasa hatékony gydégymddnak bizonyul az
epilepszia kezelésében (Kang és mts., 2012) illetve a natrium-butirat (NaB) is. Erdekes
megfigyelés, hogy a klinikumban alkalmazott HDAC inhibitorok a betegekben
mellékhatasként csokkent szteroidhormon produkciét okoznak (Gregoraszczuk és mts., 2000).
A HAT inhibitor molekuldkbdl eddig keveset jellemeztek, irodalmuk kevésbé jol ismert. A
HAT inhibitorként miikod6 garcinol 5-10 mM-os koncentracidban képes gatolni a p300/CBP
és a GCN5/PCAF acetil-transzferdzokat (Balasubramanyam és mts., 2003, 2004), mig a
Curcuma longa noévénybdl izolalt kurkumin csak a p300/CBP sepcifikus gatloszere
(Balasubramanyam és mts., 2004). Az djonnan leirt CPTH2 (HATi IV) kezelés in vitro és in
vivo is specifikusan gatolja a GCN5 acetil-transzferdz halozat elemeit (Chimenti és mts.,
2009).

4.2 A szteroid hormonok bioszintézise

A humian szervezetben a szteroid hormonok f6 forrasai az ovarium, a testis és a
mellékvesekéreg, illetve embriondlis fejlddés sordn a placenta. Az ovarium granulosa és theca
sejtjei felelosek az Gsztrogén €s a progeszteron termeléséért, mig a testis Leydig-féle sejtjei
tesztoszteront termelnek. A mellékvesekéreg morfologiailag és funkcionélisan héarom
felelds fasciculata, és a reticularis zona, ahol elsddlegesen dehidroepiandroszteron termelddik.
Lokalisan a kozponti idegrendszerben és a szivben is torténik szteroid hormon szekrécio. Az
idegrendszerben ¢és a szivben termel6dott szteroidok bioszintézisének szabalyozésa hasonl6
mechanizmusokkal torténik, mint a f6 szteroid hormonokat termel6 szévetekben (Brown és
mts., 2000, Kayes-Wandover és mts., 2000).

A szteroid hormonok szintézisének kézds prekurzora a koleszterin. A biosztintetikus
utvonal két nagy lépésre bonthato: az els6 a koleszterin bejutasa a mitokondriumba, és
atalakulasa pregnenolonnd, a masodik a keletkezett pregnenolon kiilonb6zd szovetspecifikus
enzimekkel torténd modositasa, mely soran kialakul az adott hormontermeld szerv szekrécios
profilja. Az els6é 1épés soran a StAR protein az intracellularis koleszterint a mitokondrium
kiils6 membranjahoz transzportalja, ahol a TSPO transzlokator segitségével bejut a
mitokondrium matrixba (Rone és mts., 2009). A mitokondriumban 1évé CYP11AI, egy
citokrom P450 enzim, a bejutott koleszterint pregnenolonna alakitja, ami képes szabadon
diffundalni a citoplazmaba, ahol kiilonb6z6 enzimek szdvetspecifikus szteroid hormonokat

szintetizalnak bel6le (Daniel B. Martinez-Arguelles és mts., 2010) (2. 4bra).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Martinez-Arguelles%20DB%5Bauth%5D
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2. dbra A mitokondriumban 1év6é cypllal gén altal kodolt szteroid-hidroxilaz az elsé
enzim, ami részt vesz a szteroid hormonok szintézisében. A koleszterinbdl keletkezett
pregnenolon a mitokondrium membranjan keresztill szabadon diffundal a citoplazmaba,

ahol szoévetspecifikus enzimek étalakitjadk a megfeleld hormonna (Daniel B. Martinez-
Arguelles és mts., 2010).

4.3 A cypllal gén altalanos jellemzdi és transzkripcios szabalyozésa

A széleskorti bioldgiai funkciokat ellatd citokrom P450 enzimek kozos jellemzdje,
hogy fehérjénként egy hem csoportot tartalmaznak, mely redukalt &llapotban, szén-monoxidot
kétve 450 nm-es hulldmhosszon abszorbedlja a fényt. A CYP11Al P450 enzim a
szteroidhormonokat szintetizald szdvetek mitokondriumaiban fordul el6, és a koleszterin
pregnenolonna torténd atalakitasat katalizalja. Sokaig ezt a 1épést tartottdk a szteroidszintézis
sebesség-meghataroz6 lépésének, de ma mar tudjuk, hogy a szintézis kritikus Iépése a
koleszterin szallitasa a mitokondriumba, melyet a StAR fehérje végez (Stocco és mts., 2000).
A StAR fehérje minden olyan szovetben el6fordul, ahol szteroidszintézis torténik, Kivéve a
placentadban, igy ebben a szervben a CYP11Al Aaltal katalizalt reakcid a sebesség-
meghatarozo lépése a teljes bioszintézisnek (Tuckey és mts., 2005).

Az SF-1 (steroidogenic factor 1, NR5A1) egy sejtmagi receptor, mely fontos szerepet
jatszik a szteroidkonverzidban résztvevd gének — igy a cypllal szabalyozasaban is. Ezt
alatamasztja az, hogy patkanyban az SF-1 overexpresszidja soran a Cypllal mRNS szintje

jelentésen megemelkedik (Hong és mts., 2004). Az SF-1 szabalyozo hatésa in vivo €s in vitro


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Martinez-Arguelles%20DB%5Bauth%5D
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is kimutathat6: SF-1 knock out egerekben lecsokken a P450 enzimek mérhetd aktivitasa a
herékben (Jeyasuria és mts., 2004), mutans SF-1-et expresszald Y1 sejtvonalban pedig a
Cypllal mRNS szintje a felére csokken a vad tipust SF-1-et kifejezé sejtekhez képest
(Frigeri és mts., 2000).

Ember -23
Juh -21
Sertés GTCTC CGC 8 TAACCTTGAGC TTATAAG =24
Patkany GG/ ) WCACTCCATC CTCTTAGCCTTGAGCT G -23
Egér 2 : ICTCT TAGCCTTGAGCT GGT-==~GGTTATAAG =24
A
SF-1 TATA-box
AP-2

3. abra A cypllal gén proximélis promoterének Osszehasonlitdsa kilonbozo emlés fajok
kozott. Mind a szekvencia, mind az egyes transzkripcids faktorok kotdhelyeinek elhelyezkedése
nagy hasonlosdgot mutat. Az SF-1 proximalis kot6helye minden fajban megtalalhato,

ragcsalokban létezik egy disztalis célszekvencia is (Holly és mts., 2009).

A cypllal gén proximalis promdterének szekvencidja emlésok kozt konzervalt, és
nagyjabll azonos pozicioban tartalmazza egyes transzkripcios faktorok kotShelyeit. A
patkdny Cypllal promoter szekvencidjdban egy proximalis és egy disztalis SF-1-ko6td
szekvencia is talalhato (3. abra). Transzgenikus egerekben, a human promoter proximalis SF-
1 kotéhelyének mutécidja kovetkeztében a CYP11AL LacZ fazids partnere nem detektéalhato,
ami azt jelenti, hogy ez a kotéhely fontos szerepet jatszik a human cypllal gén
expresszidjaban in vivo (Hu és mts., 2001). A disztalis SF-1-k6t6 szekvenciaban 1étrehozott
deléci6 nem okoz jelentdsebb valtozast a gén kifejezodésében (Liu és mts., 1999).
Amennyiben ragcsalokban mindkét SF-1 kotéhelyet elmutéaltdk, az &llatokban — a vartnak
megfeleléen — csokkent a termelt szteroid hormonok szintje, viszont az ovariumban és a
placentdban a P450 enzimek expresszidja nem valtozott (Shih és mts.,, 2008). Ez
magyarazhat6 azzal, hogy ragcsalokban az SF-1 nem expresszalodik a placentdban. Bar
emberben az SF-1 kifejez6dik a placentaban, valésziniileg nem szabalyozza a cypllal gén
mikodését. A proximalis SF-1 koétéhely patkanyban és egérben is atfed egy AP-2 koétéhellyel.
Kiserletes eredmények azt tamasztjak ala, hogy egérben az AP-2y, emberben pedig az AP-2a

jatszik nagyobb szerepet a placenta cypllal génjének szabalyozasaban (Ben és mts., 2002).



4.4 A szteroid konverzio altalanos szabéalyozoja: az SF-1

Az SF-1 egy szOvetspecifikusan kifejez0d0 sejtmagi receptor, mely transzkripcios
faktorként miikddve fontos szerepet jatszik a szteroid konverzidban résztvevd gének
szabalyozédsaban. Az SF-1 méar az embrionalis fejlédés soran megkezdi miikodését. A nemi
differencialodas soran nélkiilozhetetlen szabalyozo faktornak bizonyul, majd késobb, a
posztnatélis élet alatt fontos szabalyozdja az adrenalis és gonadalis funkcidknak, minden
olyan szévetben expresszalodik, ahol szteroid hormon szintézis torténik (Parker és mts.,
1997).

Az SF-1 fajok kozotti konzervaltsdga igen magas, az egér és a human SF-1 fehérje
szinten 95%-0s homoldgiat mutat. Ezen kivul az SF-1-nek léteznek ortoldgjai gerinctelen
fajokban is. llyen ortoldg a Drosophila melanogaster-ben termelédé FTZ-F1 fehérje, melynek
- az FTZ fehérje transzkripcios faktoraként - jelentds szerepe van a szegmentacio
kialakulasaban (Ohno és Petkovich, 1993) és a szteroid konverzidoban résztvevé Halloween
gének expresszidjanak szabalyozasaban is. Az SF-1-et ortoldgjaival egyittesen az NR5SA
sejtmagi receptor csaladba soroljuk (Parker és mts., 1999).

N L DKD "0 Osszel

NI 7NN s Pro- d = A1 -
ZINI  ZNIl  NLS Pro;gezdag AF-1 AF-2

4. abra Az SF-1 doménszerkezete. A DNS-k6t6 doménben (DKD) talalhato a DNS
megkotéseben szerepet jatszo cink-ujj motivum. A DNS-koté6 domént az NRSA csaladra
jellemzé FTZ-F1 box egésziti ki, ahol egy nuklearis lokaliz&cios szignal (NLS) is
elhelyezkedik. A DNS-ko6td domént a ligand-k6té doménnel (LKD) egy prolin-gazdag
régiot tartalmazo domén koti Ossze. Az 6sszekotd régidban és a ligand-koté doménben

talalhatd 1-1 aktivaciés domén (AF-1, AF-2) (Erling A. Hoivik és mts., 2010).



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720709003608

Az SF-1 fehérjének a sejtmagi receptorokra jellemz6 doménszerkezete van (4. abra).
Az N-terminalis végen talalhato a DNS-k6té domén, ahol egy Cys-Cys cink-ujj motivum
segiti a célszekvenciahoz torténé kotédést. C-termindlis részén helyezkedik el a ligand-ko6td
domén, amit a DNS-k6t6 doménnel egy prolin gazdag flexibilis régidé kot 6ssze. Az NRSA
csalad jellegzetessége, hogy a DNS-koté domént kiegésziti egy konzervalt ,,FTZ-F1 box”,
ahol egy sejtmagi lokalizacios szignal talalhatd. A legtdbb sejtmagi receptorral ellentétben az
SF-1 monomerként k6tddik a DNS-hez, nem dimerként. Az SF-1 legnagyobb affinitassal az
5’ YCAAGGYCR 3’ szekvenciahoz kotédik, ahol Y=T/C és R=G/A (Ueda és Hirose, 1991).

Sokaig az SF-1-et az ,,arva” sejtmagi receptorokhoz soroltak, jelezve ezzel, hogy nem
talaltak még olyan molekulat, ami kélcsonhat a ligand-kétd doménjével. Ugy tiinik, az SF-1
ligand kotése nélkidl is képes ellatni funkcidjat, ugyanis overexpresszalva folyamatos
aktivitast mutat ligand kotése nélkdl is. In silico strukturalis vizsgalatok soran a ligand-ko6té
domeénben felfedeztek egy olyan specialis konformaciot, amely lehetové teheti az SF-1
ligand-fuggetlen, aktiv mikodését (Desclozeaux és mits., 2002). Baktériumokkal termeltetett
SF-1 molekuldk krisztallografids analizisével felfedeztek a ligand-kot6 doménben egy
hidrofob ligand-koté zsebet, amely szamos foszfolipid molekulat tartalmazott, foként
foszfatidil-glicerint és foszfatidil-etanolamint. (Krylova és mts., 2005). Amikor a ligand-k6t6
zsebben pontmutacidkat generaltak, az SF-1 nem tudott kolcsdnhatast Kialakitani
koaktivatoraival és transzkripciot sem tudott aktivalni (Wang és mts., 2005). Néhany ilyen
mutéansnal megfigyelték, hogy az SF-1 nem foszforilalodott, melybdl feltételezhetd, hogy az
SF-1 ligand-kot6 tulajdonsaga és poszttranlszlacios mddositasai 6sszefiiggésben vannak
egymassal.

Az SF-1 transzkripcios faktorként gének nagy csoportjat szabalyozza. Az SF-1 a
koleszterin metabolizmus f6 szabalyozoja — szinte az 6sszes gén szabalyozasaban részt vesz,
melyek termékei szerepet jatszanak a koleszterin mobilizalasaban vagy a szteroid hormonok
bioszintézisében. Az SF-1 aktivalja a koleszterin szintézisében résztvevé HMG-CoA szintazt
kodold gént (Mascero €s mts., 2000) és a koleszterin transzportjaban résztvevd StAR
az SF-1 fontos szabalyoz6 faktora a citokrom P450 szteroid hidroxilazoknak (CYP enzimek)
is, melyek a koleszterin szteroid hormonokka torténd atalakitasaban vesznek részt. Az SF-1
celgénjei koze tartoznak olyan gének is, melyek fontos szabalyozéi a szexudlis
determinacionak és differenciacionak (Parker és mts., 1997). Ugy tiinik, az embrionalis élet
sordn az SF-1 tobb gén szabalyozasan keresztiil a him fenotipus fejlédésének kedvez.

Embrionalis korban a szteroid hormon szintézisen kivul a Wolff-csé megjelenése is SF-1-
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fligg6. Az SF-1 a Sox-9-cel és Gatad-gyel egyutt stimulalja az anti-Mdaller hormon
képzOdését, amely sziikséges a ndi fenotipusra jellemzdé Miiller-csé degeneralédasahoz (De
Santa Barbara és mts., 1998).

Az SF-1 in vivo pontos szerepének tisztazasa érdekében sf-1 7 knock out egér
modelleket hoztak létre a kilencvenes évek kdzepén (Shinoda és mts., 1995, Sadovsky és
mts., 1995, Lou és mts., 1994 ). A kiilonb6z6 laboratoriumokban létrehozott knock out
modellek mind hasonlé fenotipust mutattak. Az 1jsziilott egerekben nem fejlodtek ki a
mellékvesék és a gonadok, kromoszomalis nemiiktél fliggetleniil néstény genitaliakkal
rendelkeztek. A knock out egerek élve szuletnek, ami azt jelenti, hogy in utero nincs szerepe
az SF-1-nek az allat tulélésében, viszont a létfontossagu szervek hidnyaban az Ujszilottek
néhany oOraval szuletésiik utadn elpusztulnak. Mellékvese transzplantacioval, vagy hormon

injekciok alkalmazésaval az ujszilétt allatok élete meghosszabbithaté (Majdic és mts., 2002).

4.5 Az SF-1 poszttranszlacios modositasai és kdlcsonhato partnerei

A szteroid hormonok bioszintézisét az agyalapi mirigy altal termelt peptid hormonok
(FSH, LH, ACTH) stimuldljadk. ACTH hatasara mellékvesekéreg sejtekben 0Osszetett
szignalizaci6s utak aktivalodnak, mint példaul a cAMP és Ca®*-fiigg$ vagy a protein kinaz C
és MAP-kindz Utvonalak (Gallo-Payet és mtsai., 2003). Az aktivalt CAMP szintézis és az
emelkedett cCAMP-fiiggd protein kinaz A (PKA) aktivitas hatasara a CYP-hidroxilaz enzimek
transzkripcids szintje megemelkedik (Sewer és mts., 2003), és ezzel parhuzamosan fokozott
szteroid-szintézis figyelhetd meg (Guo és mts.,, 2007). Az emelkedett cAMP-szint
kdvetkeztében aktivalodott gének nagy része egyben SF-1 célgén is. Az ¢sszefliggés, ami a
két mechanizmust 6sszekoti, jelenleg is intenziven kutatott. In vitro a PKA kdzvetlendl
foszforilalja az SF-1-et (de Santa Barbara és mts., 2001), ennek ellenére az emelkedett cAMP-
szint nem befolyasolja annak foszforilacids allapotat in vivo (Sewer és Waterman, 2002). Az
SF-1-fliggd gének transzkripcios szintjének emelését a cAMP és a PKA valdszinlileg nem
kozvetlenll az SF-1 foszforilalasan keresztul, hanem mas kozvetett utakon okozzak. Eddig
csak egy foszforilacids helyet - a S203-at - azonositottak az SF-1-en. A 203. szerin alaninna
torténd cseréje nem befolyasolja a feherje stabilitasat, szubcellularis lokalizaciojat és DNS-
koto tulajdonsagat sem (Hammer és mts., 1999).

A szumoil&cié lizin oldallancokon torténd, eukariota sejtek kozt evollcidsan
konzervalt poszttranszlacios modositas. Szumoilacié soran egy harom 1épésbol allo folyamat

torténik, mely soran egy E1 aktivalo, egy E2 konjugalé enzim és E3 ligaz enzimek lépnek
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mitkodésbe. A kromatin vagy a transzkripcids faktorok szumoilécioja altalaban negativ jel,
mely a gének kifejez6désének represszidjat eredményezi. (Shilatifard és mts., 2006). Az SF-1
a DNS- és ligand-kot6 doméneket 6sszekotd régidban két lizin oldallancon is (K119 és K194)
szumoilalédik. Kozvetlenil kdlcsdnhat az UBC9 SUMO-1 E2 konjugal6é enzimmel és a PIAS
csalad E3 ligazaival. (Yang és mts., 2009). Szumoilaci6 hatdsara az SF-1 funkcioja
represszalddik (Chen és mts., 2004). Egér mellékvesekéreg eredetli Y1 sejtvonalban
szumoil&cid hidnyaban az SF-1 célgének expresszidja megnd (Yang és mts., 2009).

Az acetilacio egy olyan poszttranszlaciés modositas, ami egy acetil-csoport kovalens
kotését jelenti egy fehérje szubsztraton. Az acetilacid fontossagat elsdsorban a hiszton
fehérjék modositasai kdzott szokas emliteni. A hisztonok acetilalt &llapota sok esetben
Osszefuigg a transzkripcionalisan aktiv kromatin szerkezettel. A HAT és a HDAC enzimeknek
a hisztonokon kivil sok mas nem hiszton fehérje szubsztratjai is vannak. Az acetilacié a
foszforilacioval szemben a fehérjék miikddésének finom szabalyozasat teszi lehetdve,
egyszerre tobb funkcid is valtozhat egy fehérje acetilalodasa soran.

A sejtmagi receptorok koziil el0szor az Osztrogén és az androgén receptorrol
allapitottak meg, hogy létezik acetilalt és deacetilalt allapota is (Fu és mts., 2000). Ezek az
eredmények sugalltak, hogy mas sejtmagi receptoroknal is torténhet acetilacio, és hogy ez
hatassal van a sejtmagi receptorok miikodésére. Jelenleg 11 sejtmagi receptorrdl tudjuk, hogy
egyes lizin oldallancaikon acetilalédhatnak. Acetilacid hatdsara a sejtmagi receptoroknak
megvaltozhat a DNS-koté képességuk, ligandjukhoz valdé affinitdsuk, stabilitdsuk és
szubcellularis lokalizaciojuk (Chenguang és mts., 2011).

Az SF-1 fehérjén eddig 3 acetilacios helyet talaltak, melyek egy konzervalt KQQKK
aminosav-szekvencia lizinjein talalhatoak. A 34-es, 38-as eés a 72-es lizin oldallancok a
fehérje DNS-kot6 doménjében talalhatoak és a GCNS5 acetil-transzferaz altal acetilalodnak. A
GCNS5 altal katalizalt acetilacio hatasara az SF-1-nek megnd a transzaktivacios képessége
(Jacob és mts., 2001). Az FTZ-F1-boxban talalhatd lizin-gazdag régiét a CBP/p300 is
acetilalhatja. A CBP/p300 altali acetilacO a fehérje transzaktivacios képesseégeére nincs
hatassal, de megnoveli az SF-1 DNS-kot6 képességét (Chen és mits., 2005).

Az SF-1-nek szdmos koaktivatorat és korepresszorat irtak le eddig (5. dbra). Az SF-1
koaktivator partnerei kézé tartoznak a CBP/p300 és a GCN5 acetil-transzferazok (Dammer és
mts., 2007), az SRC-1, SRC-2 (Winnay és mts., 2006) és a PCNR (Zhou és Chen, 2001).
Korepresszorként miikodnek a RIP140 (Mellgren és mts., 2003) es az SMRT (Kelly és mts.,
2005) hiszton deacetilazok. Az SF-1-gyel tobb transzkripcids faktor — a Sox 9 (De Santa
Barbara és mts., 1998), a CREB (Carlone és Richards, 1997) és a DAX-1 (Ito és mts., 1997) -
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is kolcsonhat, igy modosithatjak annak transzaktivacios képességet. A DAX-1 és az SF-1
fehérjék kozott nagyon fontos funkciondlis és fehérje-fehérje kapcsolat van, egyitt jatszanak
szerepet az adrenogonadalis fejlédésben is (Yu és mts., 1998), melynek egyik jele, hogy ez a
két faktor a szteroidhormonokat termel6 szovetekben egyiitt expresszalodik (Saito és mts.,
2005). A két faktor szoros funkcionalis miikodését igazolja, hogy azok a betegek, akik az Sf-1
vagy a Dax-1 génekben hordoznak mutéciot, hasonlo fenotipust mutatnak. A DAX-1 egy
atipikus sejtmagi receptor, ugyanis nem rendelkezik konzervalt DNS-k&6t6 doménnel, viszont
rendelkezik olyan ismétl6d6 peptidszekvenciakkal, amelyek kiilondsen alkalmassa teszik mas
fehérjékkel torténd kolcsonhatasra. Ezek a motivumok szabalyozzak a DAX-1 kdlcsdonhatasat
az SF-1 ligand-koté6 doménjével (Suzuki és mts., 2003). A DAX-1 oly mddon gatolja az SF-1
celgénjeinek expresszidjat, hogy az SF-1 koaktivatoraival — mint az SRC-1 — kompeticioban
all, igy sok esetben a DAX-1 hat kélcson az SF-1-gyel, gatolva annak funkciojat (Altincicek
és mts., 2000). Sejtkulturakon végzett kisérletek alapjan a DAX-1 az SF-1 celgének kozil
gatolja a StAR (Yu és Li., 2006) és a Cypllal (Kim és mts., 2005) gének expressziojat is.

HAT aktivitasu fakiorok

r

|TREp_132|!TranSI'I"I|
MBF1 |[SNURF |

SF- 5

Koaktivatorok E
Korepresszorok §
5?;
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HDAC akiivitdsi faktorok

5. dbra Az SF-1 kolcsonhato fehérjepartnerei. A hiszton modositasokat végzd faktorok
kodzul a HAT enzimek aktivatorként, a HDAC enzimek pedig represszorként miikodnek,
de ezeken kivil egyéb koaktivatorok (pl. Translin, MBF1) és korepresszorok (pl. DAX-1,
ZIP67) is szabalyozzak az SF-1 miikodését (Erling A. Hoivik és mts., 2010).
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5. Célkituzések

Munkank soran {6 cél volt, hogy emlés rendszerben vizsgaljuk, hogyan torténik a

szteroid konverzi6 szabalyozésa, és az acetilacio milyen szerepet jatszik benne.

1. Ennek kivitelezéséhez sziikség volt arra, hogy SF-1-et tudjunk expresszalni olyan
sejtvonalakban (HeLa, U20Os), ahol alapvetéen a fehérje nem termelédik. Ennek
érdekében a patkany SF-1 kodold szekvenciajat egy emlds sejtvonalakban miikodé
PCDNAS3-FLAG vektorba klonoztuk.

2. Celunk volt, hogy megallapitsuk, az SF-1 aktivalasban szerepet jatszik-e az
acetilacio. Ennek érdekében U20s és Hela sejtekben vizsgaltuk, hogyan véltozik az

SF-1 fehérje szubcellularis lokalizacidja TSA, illetve HATI IV kezelés hatasara.

3. Célul tiztiik ki, hogy vizsgaljuk, az SF-1 egyik célgenjének, a Cypllal promoterének
aktivitasa fugg-e a sejtek acetilacios allapotatél. Ennek érdekében sziikség volt arra,
hogy létrehozzunk egy olyan riporter vektort, amely segitségével kozvetve mérhetd a

Cypllal gén promoterének aktivitasa.

4. Munkank soran célunk volt megallapitani, hogyan befolyasoljak a kiilonb6zé6 HDAC

inhibitorok és a HATI IV az SF-1 transzaktivacios képességét.

5. Real-time PCR-ral vizsgalni, milyen hatdsa van a HDAC inhibitoroknak (TSA, VPA
és NaB) az Sf-1 génjének és célgénjének, a Cypllal-nek az mRNS szintjére.
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6. Felhasznalt anyagok és modszerek

6.1 Agaroz gélelektroforézis

A DNS mintak elektroforézisét 1%-os agar6z/TAE (40 mM Tris-ecetsav, pH=7,6; 1 M
Na,EDTA) gélen végeztik. A mintdkat a DNS bazisai kdzé interkalalodd etidium-bromid
festékkel tettik UV fény alatt lathatovd. A molekulaméret meghatarozasdhoz 1 kb plus

markert hasznaltunk (Fermentas).

6.2 DNS visszaizolalasa agaréz gélbol

A megfuttatott gélt par masodpercre megvilagitottuk UV fénnyel, majd steril pengével
kivagtuk a megfeleld fragmenteket. Miutan lemértik a géldarabok sulyat, Qiagen
gélextrakcios kitet hasznaltunk a gyartd utasitasa szerint. A visszaizolalt fragmentek méretét

¢s mennyiségét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

6.3 Baktérium transzformacio

A transzformaldshoz DH5a Escherichia coli kompetens sejteket hasznaltunk. 50 ul
kompetens sejthez 2,5 pul DNS-t adtunk, majd 30 percig jégen inkubaltuk. 45 méasodpercig
42°C-on hésokkoltuk a mintat, hogy a baktériumsejtfal pérusai kitdguljanak. Ez utan, hogy a
porusokon a DNS bejusson, 2 percig jégen inkubaltuk. 950 pl LB tapoldattal 1 ml-re
egészitettik ki a térfogatot, majd 1 orén at 37°C-on novesztettik a sejteket. Ezt kovetden
3000 rpm-en 3 percig centrifugaltuk a baktériumsejteket, a felillszé LB-t ledntottik, és a
baktériumsejteket ampicillines LB lemezre szélesztettiik. 37°C-on 16 0Oraig novesztettik a
telepeket.

6.4 Plazmid DNS tisztitas baktérium sejtekbdl

A lemezen felnétt telepekbdl a miniprepet megel6z6 napon ampicillint tartalmazé LB

tapoldatba oltottunk le, melyeket 37°C-on, éjszakan at forgatva inkubaltunk. Masnap a
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tapoldatbol centrifugaldssal 0sszegyljtottiik, és mintanként 100 pul BRS oldatban (50 mM
glikdz, 50 mM Tris-HCI pH=8,0; 10 mM EDTA) felszuszpendaltuk a sejteket. A tovabbi
Iépések sordn a mintékat tartalmazd Eppendorf csdveket végig jégen tartottuk. Mintanként
200 pl LS oldattal (200 mM NaOH, 1% SDS) lizaltuk a sejteket, majd 150 pl KoAc oldattal
(11,5% jégecet, 3 M K-acetat) kicsaptuk a baktérium kromoszomalis DNS-ét és a fehérjéket.
A feluldszobol 96%-os etanollal kicsaptuk a plazmid DNS-t, amit aztan 75%-os etanollal
mostunk a szennyez6 soktol. Szaritas utan a preparalt plazmid DNS-t RNzt tartalmazo TE
pufferben (100 mM Tris-HCI pH=8,0; 1 mM EDTA) oldottuk vissza.

6.5 Plazmid DNS tisztitads Midiprep Qiagen Kittel

Annak érdekében, hogy az emlds sejtkulturdkat transzfektalhassuk az elkésziilt
konstrukcidkkal, a plazmid DNS-t nagy tisztasagban Qiagen Midiprep Kit segitsegével
tisztitottuk. E16z6 nap 50 pl ampicillint tartalmazé, 50 ml LB tapoldatba oltottunk le az
ampicillines lemezen feln6tt telepekbdl és éjszakan at 37°C-0s razatOban novesztettik a
sejteket. Masnap elvégeztiik a megfeleld protokollt a gyart6 utasitasa szerint. A midiprep utan

a kapott DNS koncentraciojat és tisztasagat Nano Droppal ellendriztiik.

6.6 Emlés sejtvonalak fenntartasa és transzfektalasa

Munkank soran a human eredetii HeLa (méhnyakrak), U20s (csontvelérak) és egérbol
szarmazd Y1 (mellékvesekéreg tumor) sejtvonalakkal dolgoztunk. A U20s és Hel a sejteket
10% (U20s) illetve 5% (HelLa) FCS-t (Fetal Calf Serum), 1x antibiotikumot és 4 mM
glutamint tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) tapoldatban (Lonza), az
Y1 sejteket 2,5% FCS-t, 15% HS-t (Horse Serum), 1x antibiotikumot és 1 mM glutamint
tartalmazé F12 médiumban (Lonza) ndvesztettik 37°C-on, CO»-0s inkubatorban.

A transzfektalasok elétt 3x10° sejtet osztottunk 6-lyukd plate-be. A sejteket Biirker
kamra segitségével szamoltuk. A U20s sejteket ExGen 500, a Hela és Y1 sejteket TurboFect
in vitro transzfekcios reagens felhasznalasaval transzfektaltuk a gyartd (Thermo scientific)

utasitasa szerint.
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6.7. Emlos sejtek kezelése HDAC inhibitorokkal és HATI 1V-gyel

A kezelés el6tt 24 oraval 6x10° sejtet osztottunk 6 cm-es csészékbe. A transzfektalt
mintak esetében a transzfekcid utdn 24 éraval alkalmaztuk a kezelést. A TSA-t 30-120 mM, a
VPA-t és a NaB-ot 1-2 mM, a HATI IV-et pedig 20-150 uM koncentracidban alkalmaztuk. A

kezelést kovetden a sejteket 24 oraig 37°C-0s termosztatban inkubaltuk.

6.8. Luciferaz aktivitas mérés

A kezelések utan a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd 1500 ul PBS pufferben
kapartuk fel 6ket. A mintakat Eppendorf csdévekbe mértiik, majd 6 percig tarté 8000 rpm-es
centrifugéléassal Ulepitettik a felkapart sejteket. A felliliszo eltavolitdsa utan mintanként 200
ul 1x lizis pufferben (Promega) szuszpendaltuk fel, majd 60 percen keresztil jégen tartottuk a
sejteket. Az inkubaci6 alatt a mintakat a lizis elsegitése érdekében idonként vortexeltiik. A
lizist kovetéen a keletkezett sejttormeléket 5 percig tartdé 13000 rpm-es centrifugalassal
Ulepitettik és a fellluszét Uj Eppendorf csovekbe mértik at. A sejtextraktumok
fehérjekoncentréaciéjat Bradford reagens felhasznélasaval hataroztuk meg. A luciferaz
aktivitas mérése soran 96-lyuku plate egy well-ébe 20 pl-t mértiink a sejtextraktumbol és 25
ul luciferaz-esszé reagenst (20 mM tricin, 1,07mM (MgCO3)sMg(OH)2x5H,0, 2,67 mM
MgSO,, 0,1 mM EDTA, 33,3 mM DTT, 270 uM koenzim A, 470 uM luciferin, 530 uM ATP)

adtunk hozza. Az aktivitast luminométerrel mértik.

6.9. Western blot analizis

Y1 sejtekben a H4AKS5 specifikus acetilacio mértékét western blot segitségével
vizsgaltuk. A kezelések utan a 6x10° sejtet tartalmazé csészéket PBS-sel mostuk, majd a
mintakat 40 pl szonikaciés pufferben (50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 50 mM
NaCl) vettik fel. A sejtek feltdrdsat haromszor egymast kovetéen folyékony nitrogénben
torténd fagyasztas és 37°C-on torténd olvasztas valtakozasaval segitettiik el6. A mintak
mintakat 5 percig B-merkaptoetanolt tartalmazé 2x SDS-loading pufferben 100°C-on
forraltuk.

Mindegyik mintabol 20 pg fehérjét vittink fel SDS-t tartalmazd poliakrilamid gélre.
1x ELFO pufferben 100 V-on futtattuk a mintakat, amig a mintak el nem érték a geél aljat.
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Ezutan transzfer puffert hasznalva masfél oraig 200 mA aramerdsségen nitrocelluloz
membranra blottoltuk a méret szerint elvalasztott fehérjéket. A membréant Ponceau festékkel
(Reanal) festettiik, igy ellenérizve, hogy sikeres volt-e a transzfer. A festést vizzel
kontrasztositottuk, majd a Ponceau-t TBST-vel (5 mM TRIS, 15 mM NaCl pH=7,4; 0,05%
Tween) kimostuk a membranbdl. A membrant éjszakan at 5%-os tejpor-TBST oldatban 4°C-
on inkubaltuk, igy a membran szabad fehérjekotd helyeit blokkoltuk.

Masnap a membrant hdromszor 10 percig TBST-vel mostuk, majd az 1%-o0s tejpor-
TBST-ben higitott elsédleges ellenanyaggal masfél oran keresztil ringaton inkubaltuk. Az
inkubacio utdn a membrant ismét haromszor 10 percig TBST-vel mostuk, majd ramertik a
megfeleld, torma-peroxidazzal konjugalt méasodlagos ellenanyagot, melyet szintén 1%-o0s
tejpor-TBST-ben higitottunk ki. Egy 6ras ringatas utdn haromszor mostuk a membrant TBST-
vel, majd ECL el6hivo reagenst (Millipore) mértiink ra 1:1 ardnyban (luminogén reagens és a
torma-peroxidaz enzim szubsztratja). 5 percig a membranon hagytuk, majd ezt kdvetden az
oldatot alaposan leitattuk. A membranra félidt helyeztink, majd a Kkeletkezett
kemilumineszcens jelet sotét szobaban rontgen filmre expondltuk, a filmet eléhivtuk és
fixaltuk. A membrant amidoblack festékkel festettiik, majd a festést TBST-s mosassal

kontrasztositottuk.

Fehérje Méret | Akrilamid EIsc’Sd’Ieges eIIenafn,y:jlg Mé§odlagos eIIer)a’nyag_
Tipus Higitas Tipus Higitas
SF-1-FLAG | ~55KDa 10 % anti-M2FLAG | 1:10000 | anti-mouse 1:20000
H4K5 ac 11 kDa 12 % anti-H4K5ac | 1:2000 | anti-rabbit 1:4000
Aktin ~40 kDa 12 % anti-aktin 1:5000 anti-goat 1:10000

1. tablazat Az egyes fehérjék kimutatasdhoz hasznalt antitestek és higitasuk

6.10. Immuncitokémia

A FLAG-peptiddel jeldlt, overexpresszalt SF-1 fehérje szubcellularis lokalizacidjat
immuncitokémia segitségével vizsgaltuk U20s és Hela sejtekben. Négy well-t tartalmazo
,,Chamber Slide” tenyészt6edényekbe well-enként 1x10° sejtet osztottunk, majd mintanként 1

Mg DNS-t transzfektaltunk, a transzfekcids reagensek (Tubofect, ExGene) gyartdinak
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utasitasa szerint. A transzfektalast kovetd 24 ora mulva TSA illetve HATi IV kezelést
alkalmaztunk. A 24 6ras kezelés utén a tapoldatot eltavolitottuk és a PBS-sel mosott sejteket
4%-0s paraformaldehid oldattal (4% paraformaldehid-PBS, 2 mM NaOH) ringaton
inkubaltuk, igy azokat fixaltuk. A mintakat 10 percig PBS-sel mostuk, majd 20 percig 0,3%-
0s, PBS-ben higitott Triton-X-100 oldattal kezeltlk, igy a sejteket permeabilizaltuk. 5 perces
PBS-es mosast kovetéen az aspecifikus fehérjekoté helyeket 5%-o0s, PBS-ben feloldott BSA
oldattal blokkoltuk. 20 perc blokkolads utdn 5 percig mostuk a mintakat PBS-sel, majd
ramertik a mintakra az ellenanyagot tartalmazo oldatokat.

Az M2 FLAG-peptid-specifikus elsddleges ellenanyagot 1%-0S BSA-PBS oldatban
higitva 1:1000 koncentracioban alkalmaztuk. Az elsddleges ellenanyaggal a mintdkat masfél
oraig ringaton inkubaltuk, majd kétszer 10 percig PBS-sel mostuk. A méasodlagos ellenanyag
szintén 1%-0s BSA-PBS oldatban volt higitva. A masodlagos ellenanyagok (Alexa-anti
mouse) zo6ld, illetve piros fluoroférral voltak jel6lve, és 1:2000 higitasban alkalmaztuk. Az
immunreakciok utdn haromszor 10 percig tartd6 PBST-s mosast végeztiink. Az utolsé PBST-s
mosodoldat 1:1000 higitasban tartalmazott a sejtmag megfestésére szolgalé DAPI fluoreszcens
DNS festéket (Sigma). A sejtmagok festését kovetden, a felesleges DAPI festéket 5 percig
tarto PBST-s moséassal tavolitottuk el. Végul a mintadkra 20-20 pl fluoromount-ot (Sigma)
mértlink, majd, fed6lemezzel lefedtiik azokat. Az SF-1 fehérje szubcellularis lokalizacidjat ezt

kovetden fluoreszcens mikroszkdp segitségével vizsgaltuk.

6.11. RNS izolalas Y1 sejtekbdl és reverz transzkripcio

A Kkezelések utdn a sejteket PBS-sel mostuk. Ezt kovetéen a sejtekbél RNS-t
izolaltunk RNeasy Plus Mini Kittel (Qiagen) a gyartd utasitasa szerint. A tisztitott RNS
koncentracidjat Nano Droppal mértik le.

Az izolalt RNS-ek cDNS-re torténé atirasahoz reverz transzkripciot végeztiink. Egy
reakcio soran mintanként 6sszesen 2 pug RNS-t irtunk at. A reverz transzkripcié soran ABI

Reverse Transcription Kit-et hasznaltunk a gyartd utasitasa szerint.
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6.12 Real-time PCR

A Cypllal és Sf-1 génekrdl atirodo mRNS mennyiségét ABI 7500 real-time PCR
készllek segitségével hataroztuk meg. A real-time PCR soran a kovetkezd expresszios

primereket hasznaltuk:

Cypllal Fwd: 5° CTGCCTCCAGACTTCTTTCG 3’
Rev: 5 TTCTTGAAGGGCAGCTTGTT 3°

Sf-1 Fwd: 5 TGAGAGCTGCAAGGGCTTC 3’
Rev: 5’CTTGTACATCGGCCCAAACT 3°

18S RNS Fwd: 5 AAACGGCTACCACATCCAAG 3’
Rev: 5’CGCTCCCAAGATCCAACTAC ¥’

A képz6dott dsDNS termék detektalasat SyberGreen interkalalodod festékkel végeztik
(Applied Biosystems SYBR Green PCR Master Mix). A PCR reakcidok bels6 kontrolljaként a
18S RNS gén expresszigjat vizsgaltuk. A reakcid lefutasa utdn az mRNS-ek mennyiségét
AACt analizis segitségével szamoltuk ki. Az mRNS-ek mennyiségét a primerek hatékonysaga
alapjan gy szamoltuk ki, hogy a kapott AACt érték -1-szeresét 2 hatvanyara emeltik

(expresszié = 2 24
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7. A kisérletek soran hasznalt konstrukciok elkészitése

7.1 A patkany SF-1 klénozdsa pCDNA3-FLAG vektorba

Munkéank soran szikség volt arra, hogy létrehozzunk egy olyan konstrukciot, amely
segitségével az SF-1-et tudjuk termeltetni olyan sejtekben is, melyekben alapvetéen nem
expresszalodik. A pPCDNAS3-FLAG vektor eml6s sejtekben miik6dé vektor, és tartalmaz egy
N-terminalis FLAG-peptid szekvenciat, amivel ha fuzionaltatjuk a SF-1 génjét, a
kés6bbickben vizsgalni tudjuk M2-FLAG antitest segitségével is a vektorrdl termel6dd
fehérjet.

Az SF-1 kodold szekvenciajat PCR segitségével patkany herébdl izolalt RNS-rél atirt
cDNS templéatrol amplifikaltuk. A forward primer egy EcoRV (GATATC), a reverse primer
egy Xhol (CTCGAG) restrikciés enzim hasitohelyet tartalmazott. Ezekkel a restrikcios
enzimekkel tudtuk a SF-1 kodold szekvencidjat beépiteni a vektorba ugy, hogy a leolvasasi
keret ne tolodjon el. A PCR soran hasznélt, restrikcids hasitohelyeket tartalmazd primerek

szekvenciai a kovetkezok voltak:
Fwd: 5> TCGATATCTGGACTATTCGTACCGACGA 3’
Rev: 5 TACTCGAGTCAAGTCTGCTTGGCCT 3°

Az SF-1 amplifikdlasdhoz Pfu polimerdaz enzimet hasznaltunk, igy nagyobb
pontossaggal tudtuk atirni a szekvenciat a cDNS templatrél, elkerlltik a pontmutaciok
kialakulasat. A PCR reakcié komponenseit és lépéseit a 2. tablazat foglalja dssze:

1 reakcio 6sszetétele 25 pl végtérfogatban

0,8 mM dNTP 400 nM fwd primer
2 mM MgSO, 400 nM rev primer
1x Pfu puffer 0,5 pl DNS templat
0,03 U/ul Pfu enzim 13,7 pl dH,0

A PCR reakci6 lépései

Eldédenaturacid 95°C - 5 perc
Denaturéacio 95°C-30mp )
Hibridizacio 54°C - 40 mp 40 ciklus
Polimerizacid 72°C - 165 mp_J
Utopolimerizacio 72°C 10 perc

2. téblazat Az SF-1 kddol6 szekvencigjanak amplifikalasdhoz hasznalt PCR reakcio

komponensei €és lépései.
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A PCR reakcio termékét 1%-os agar6z gelen megfutattuk, a termék a vart
mérettartomanyban adott jelet (~1500 bp). A PCR terméket eldszér pJET 1.2 blunt végi
klonoz6é vektorba ligaltuk a gyartd (Fermentas) utasitasa szerint. A ligalt vektort, ami
tartalmazta a SF-1 kodolo szekvenciajat, DHSa E. coli kompetens sejtekbe transzformaltuk. A
sejteket ampicillines lemezre szélesztettiik, majd a masnapra felndtt telepekbdl 3 ml LB
tapoldatba oltottunk at, ami 3 pl ampicillinnel volt kiegészitve. A sejtekbdl a kovetkezd napon
miniprepet készitettlink.

A tisztitott plazmidot és az Gires pPCDNA3-FLAG vektort ECORV és Xhol enzimekkel
emesztettik, majd az emeésztési reakciokat 1%-os agar6z gélen megfuttattuk. A pJET
vektorbdl kivagott SF-1 fragmentet és a linearizalt pPCDNAS3-FLAG vektort a gélboél Qiagen
gélextrakcios kit segitségével visszaizolaltuk, majd dsszemértik a ligalasi reakciot. A ligalast
4°C-on két napon Keresztil inkubaltuk, majd E. coli DHS5a kompetens sejtekbe
transzformaltuk. A felnétt telepekbdl miniprepet készitettiink, és a plazmidokat tesztemésztiik
a klonozésnal hasznalt restrikcios enzimekkel. Mivel az eredmény a vartnak megfeleld volt, a
sejtekb6l midiprepet készitettlink Qiagen Midiprep Kit segitségével. A midiprepet
megszekvenaltattuk, igy ellendriztiik, hogy a leolvasasi keret nem tolodott el, és a szekvencia
nem tartalmaz pontmutaciot.

Az elkésziilt vektort U20s sejtekbe transzfektaltuk, és a termel6dott SF-1 fehérjét
western blot segitségével mutattuk ki FLAG peptidet felismer6 elsddleges ellenanyaggal. A

fehérje a vartnak megfeleld mérettartomanyban adott jelet.

7.2 A patkdny Cypllal prmoterének klonozasa pGL3 luciferaz riporter gént tartalmazé

vektorba

Annak érdekében, hogy a Cypllal gén szabalyozasat in vitro korilmények kozott
vizsgalni tudjuk, a gén promoter szekvenciajat luciferaz riporter gent tartalmazé klonozé
vektorba épitettiik be. A vektor multiklonoz6 régidja mogott egy luciferdz riportergén van,
amit a vektorba beépitett promoter tud meghajtani, igy a luciferaz enzimaktivitasanak
méresevel kdzvetve vizsgalhatd a beépitett promoter aktivitasa is.

A Cypllal promoter régidjat PCR segitségével amplifikaltuk patkany genomi DNS
templatrdl. A primereket Ugy terveztik, hogy a kapott termék a Cypllal gén transzkripcios
strart pontjatdél upstream 1046 bazisparnyi szakaszt tartalmazott. Az amplifikalt szakasz

hadrom SF-1 kot6helyet is tartalmazott. Az amplifikacio soran hasznalt forward primer egy
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Sacl (GAGCTC), a reverse primer pedig egy Nhel (GCTAGC) restrikcids hasitohelyet
tartalmazott. Ezekkel a restrikcios enzimekkel emésztve a vektort, illetve a PCR terméket
ragados, kompatibilis végeket kapunk. A hasitéhelyeket tartalmazé primerek szekvenciai a
kovetkezok voltak:

Fwd: 5> TCGAGCTCGGCAAGGGGATCTTAAAAG 3’
Rev: 5> TAGCTAGCACTGTCCCCACGACT 3°

A szekvencia amplifikalasahoz hasznalt PCR reakcié komponenseit és lépéseit a 3.

tablazat foglalja 6ssze.

1 reakcid 6sszetétele 25 yl végtérfogatban

0,8 mM dNTP 400 nM fwd primer
2 mM MgCl, 400 nM rev primer
1x Taq puffer 3 ul DNS templat
0,05 U/ul Taq enzim 11,25 pl dH,O

A PCR reakcid Iépései

Elddenaturacio 95°C - 5 perc
Denaturéacio 95°C -30 mp )
Hibridizacid 56°C - 40 mp (40 ciklus
Polimerizacid 72°C - 70 mp_J
Utopolimerizacio 72°C 10 perc

3. tdblazat A Cypllal promoter szekvencidjanak amplifikélasahoz hasznalt PCR reakcio

komponensei és lépései.

A PCR reakci6 termékét 1%-os agar6z gélen megfuttattuk, a termék a vart
mérettartomanyban (~1000 bp) adott jelet. A PCR terméket eldszér pJET 1.2 blunt végl
klonoz6é vektorba ligaltuk a gyartd (Fermentas) utasitasa szerint. A ligalt vektort, ami
tartalmazta a Cypllal promoter szekvenciajat, DHS5a E. coli kompetens sejtekbe
transzformaltuk. A sejteket ampicillines lemezre szélesztettiik, majd a masnapra felnott
telepekbdl 3 ml LB tipoldatba oltottunk at, ami 3 pl ampicillinnel volt kiegészitve. A
sejtekbdl a kovetkez6 napon miniprepet készitettiink.

A miniprepet és az Ures pGL3 vektort Nhel és Sacl enzimekkel emésztettiik, majd az
emésztesi reakciot 1%-os agardz gélen megfuttattuk. A pJET-b6l kiemésztett fragmentet, és a

linearizalodott pGL3 vektort Qiagen gélextrakcios kit segitségével visszaizolaltuk az agaréz
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g¢lbol. A visszaizolalt fragmenttel és az emésztett pGL3 vektorral ligalasi reakciot mértiink
Ossze. A T4 ligazt tartalmazo ligalasi reakciot 4°C-on inkubaltuk egy hétvégén keresztil. A
ligatumot E. coli kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd a feln6tt telepekbdl miniprepet
készitettiink. A miniprepek tesztemésztése a vartnak megfelelé volt, igy a sejtekbdl Qiagen
Midiprep Kit segitségével tisztitottuk a plazmid DNS-t. A midiprepet tesztemésztettik, az

eredmeny a vartnak megfelel volt.
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8. Eredmények

8.1. A HATI IV megfelel6 koncentraciéjanak beallitasa Y1 sejteken

Munkank soran tobbszér hasznaltuk az egér mellékvesekéreg tumor eredeti Y1
sejtvonalat. Az Y1 szteroid hormonokat termeld szovetbdl szarmazd sejtvonal, ezért
expresszaljak a szteroid hormonok bioszintéziséhez szikséges enzimeket kodold geneket
és szabalyozo faktorokat. Mivel ezek a faktorok jelen vannak az Y1 sejtekben, ez a
sejtvonal jé in vitro modell az SF-1 és a gerincesek szteroid konverzié-szabalyozasanak

vizsgalatara.

H4K5ac

a-aktin

6. abra A HATI IV 80 — 100 uM koncentracioban jelentésen csokkenti a H4KS specifikus
acetilacio mértéket Y1 sejtekben. A DMSO-t (dimetil-szulfoxid) oldoszeres kontrollként

alkalmaztuk. A western blot loading kontrolljaként o-aktin ellenanyaggal hivtunk a

membranra.

Az SF-1 regulator partnere a GCN5 hiszton acetil-transzferaz aktivitasu fehérje,
melynek mitkodését a HATI IV gatolja. A HATI IV hiszton acetil-transzferaz inhibitor
alkalmazasrol nem jelent meg publikdcid, ezért a megfelel6 koncentracioban vald

alkalmazasat vizsgaltuk Y1 sejtekben.
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Ennek kivitelezesehez Y1 sejteket 20 — 100 uM koncentracioban kezeltiink HATi
IV-gyel, majd western blot segitségével vizsgaltuk a H4K5 - ATAC specifikus acetilacio
mértékét. A kezelések soran a HATI IV oldészerével — DMSO-val (dimetil-szulfoxid) —
végeztink oldoszeres kontroll kisérletet is. A DMSO-val kezelt mintak esetén a 100 uM
koncentracidban hasznalt inhibitor térfogataval megegyez6 mennyiségti oldoszert adtunk a
sejtek médiumahoz.

A western blot eredményeként megéllapithatjuk, hogy a 20 uM-os HATI IV
kezelés nem befolyasolta jelentdsen a H4KS acetilacié mértékét. Magasabb koncentracio
esetén, 80 — 100 uM tartomanyban, a kezeletlen mintdkhoz képest mar lényegesebb
csokkenes latszik a H4K5 specifikus acetilacio mértékeben. Mivel a sejtekre a magasabb
koncentracidban alkalmazott HATi IV sem volt toxikus hatassal, ezért a kés6bbi munkak
soran 80 uM és ennél nagyobb koncentracidban alkalmaztuk a gatloszert. A western blot

soran loading kontrollként a-aktin ellenanyaggal hivtunk a membranra (6. 4bra)

8.2. Az SF-1 szubcellularis lokalizaciojanak vizsgalata TSA és HATI IV kezelés

hatasara

A sejtmagi receptor fehérjékre altalanosan jellemz6, hogy inaktiv allapotban a
citoplazméban vannak jelen, majd aktivalédasok soran — melyet okozhat példaul ligand
kotése, kolcsonhatas méas fehérjékkel vagy poszttranszlaciés maédositds — a sejtmagba
jutnak, ahol részt vesznek célgénjeik szabalyozasaban. Ezért a sejtmagi receptorok sejten
beliili elhelyezkedése fontos tényezd mitkddésiik szempontjabol.

A Kkisérlet soran HelLa és U20s sejtekbe transzfektaltuk a korébban létrehozott
pCDNA3-SF-1-FLAG vektort. Ezek a sejtvonalak nem expresszaljak sem a szteroid
szintézishez szilkséges enzimeket, sem az SF-1-et, viszont jelen van bennik az SF-1
szabalyozasaban is szerepet jatsz6 GCN5. A transzfekcio utan 24 draval a sejteket 30 mM
TSA-val és 80 uM HAT IV-gyel kezeltlk, igy befolyasoltuk az acetilacio mertékét. A
TSA HDAC inhibitorként miikddik, igy a sejtekben ,hiperacetilalt allapot” lesz jelen a
kezelés hatasara. A kezelések utan 24 éraval immuncitokémia segitségével vizsgaltuk a
transzfektalt fehérje szubcellularis lokalizaciojat. Az SF-1-et a flziés FLAG-peptid ellen
eléallitott elsddleges ellenanyag (M2-FLAG) segitségével mutattuk ki. U20s sejtek esetén
a hasznalt masodlagos antitest z6ld, HelLa sejteknél piros fluorofér festékkel volt jel6lve.
A sejtmagokat DAPI DNS festékkel tettlik lathatova (7. abra).
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7. dbra A kezeletlen sejtekben az SF-1 mind a sejtmagban, mind a citoplazméban
megtalalhat6. 30 mM TSA kezelés hatdséra a fehérje a sejtmagban detektalhato, 80 uM
HATI IV kezelés hatasara az SF-1 citoplazmatikus lokalizacioja figyelheté meg. A kapott
eredmény mind U20s (A), mind HeLa (B) sejtekben megegyezik.
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Az SF-1 a transzfekciot kovetben a citoplazmaban transzlalodik, viszont hordoz
egy sejtmagi lokalizacios szignalt is, ami a fehérjét a nukleuszba irdnyitja. A vartnak
megfeleléen a kezeletlen sejtekben a fehérje mind a sejtmagban, mint a citoplazméaban
jelen volt. TSA kezelést kovetéen megfigyelhetd, hogy az SF-1 a sejtmagban
lokalizalodik, ezzel ellentetben HATi IV kezelést kovetéen pedig az SF-1 csak a
citoplazmaban volt detektalhato.

A Kkisérlet eredménye mind HelLa, mind U20s sejtek esetén megegyezett. Mivel
két kiilonboz6 sejten beliili kornyezetben is ugyanazt a hatast kaptuk, kovetkeztethetiink
arra, hogy a kezelések utdn megfigyelt valtozas az SF-1 fehérje tulajdonsagabol adodik,
nem a sejtvonalanként eltéré specifikus faktorok jelenlététol. Mivel a sejtmagi receptorok
aktivalt allapotban a sejtmagban talalhatéak és a TSA kezelést kovetden szinte kizarolag a
sejtmagban volt jelen a fehérje, arra kdvetkeztethetlink, hogy az acetilacid szerepet jatszik
az SF-1 aktivalasaban, és igy a szteroid szintézis szabalyozasaban is. A HATi IV kezelés

soran a GCN5 aktivitasa gatolva volt, az SF-1 kizarolag a citoplazméaban volt jelen.

8.3. Az acetilacid szerepének vizsgalata a Cypllal gén promoterének miikkodésében

A hisztonok acetilacija fontos szerepet jatszik a kromatin szerkezetének
befolyasolasaban, igy hatassal van specifikus gének expresszidjara. Munkank soran célunk
volt vizsgalni, hogy a Cypllal gén promoterének miikodését hogyan befolyasolja az
acetilacio mértéke. Ennek érdekében a Cypllal promoterét tartalmazo luciferaz riporter
gént tartalmazd vektort Hela sejtekbe transzfektaltuk, majd a sejteket kezeltik HDAC
inhibitorokkal (30 mM TSA, 1 mM VPA, 1 mM NaB) és 80 uM HATI IV hiszton
acetiltranszferaz inhibitorral. Az alkalmazott HDAC inhibitorok koncentracioit irodalmi
eredmények alapjan hataroztuk meg (Wei-Yi Chen és mts., 2007). A kezelések utan 24
oraval a sejtekben mértiik a luciferaz riportergén aktivitasat. A mért enzimaktivitasokat a
mintak fehérjetartalmaval korrigltuk és a kezeletlen sejtek esetén mért értékekre
normalizaltuk. A Kisérletet ketszer ismételtik, az eredményekbdl szamolt atlagot és
szorast a 8. abra mutatja.

A Kkisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy az HDAC inhibitorok hatasara a mert
promoteraktivitas jelentdsen megemelkedett. A HATI IV kezelés soran a mért

enzimaktivitas nem tért el jelentdsen a kezeletlen mintak esetén mért aktivitastol.

28



= = = =
o] =y (s} co
1 1 1 ]

=
=]
1

Relativ Luciferaz Aktivitas

ZJ
| M M B

TSA VPA NaB HATI IV

8. &bra A 30 mM TSA, 1 mM VPA és 1 mM NaB inhibitor kezelések hatasara a mért
luciferaz aktivitas jelentdsen megemelkedett a kezeletlen mintanal mért aktivitashoz

kepest. A HATI IV kezelés nem modositotta a prométer aktivitasat.

8.4. HDAC inhibitor és HATiI IV kezelések hatdsa az SF-1 transzaktivacios

képességére

Az acetilacio képes befolyasolni a transzkripcios faktorok transzaktivacios
képességét is. Munkank soran vizsgaltuk, hogyan véltozik az SF-1 transzaktivald
képessége a kiilonboz6 kezelések soran. A kiserlet soran HelLa sejteket kotranszfektaltunk
az SF-1-et termel6 és a Cypllal promoter szekvencidjat tartalmazo riportervektorral. A
kotranszfekcié soran mindkét vektorbol 1 pg DNS-t juttatunk a sejtekbe. A transzfekcio
utan 24 oraval a sejteket kezeltiik HDAC inhibitorokkal (30 mM TSA, 1 mM VPA, 1 mM
NaB) és 80 uM HATi IV hiszton acetil-transzferaz inhibitorral. A Kisérlet soran az egyes
kezelésekhez készitettlink kontroliméréseket is. Ezekben a mintakban a riporter vektorral
egyutt tres pHC624 vektor volt kotranszfektalva a sejtekbe. A transzfektalas utan 24
oraval a sejteket HDAC inhibitorokkal és HATI 1V-gyel kezeltiik. A kezeléseket kovetéen
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24 Ora mulva mértik a luciferaz enzim aktivitasat. A relativ luciferdz aktivitast Ggy
szamoltuk, hogy az SF-1-gyel kotranszfektalt, kezelt mintaknal mért értékeket, az SF-1-et
nem tartalmazd, kezelt kontroll mintdknal mért aktivitasokra normalizéltuk, igy meg
tudtuk hatarozni, hogy a kezelések hogyan befolyasolték a transzfektalt SF-1 mitkodését.
A Kkisérletet kétszer ismételtiik, az eredményekbdl atlagot és szorast szamoltunk. (9/A.
abra).

A Kisérletet megismételtiik Y1 sejtvonalban is. Mivel ebben a sejtvonalban
expresszalodik az SF-1, a transzfektaldsok soran nem kotranszfektaltunk az SF-1-et
expresszalo vektorral, csak a Cypllal promoterét tartalmazé riporter vektort jutattuk be a
setjekbe. A transzfekcio utan a sejteket kezeltlik 30 mM TSA-val és 80 uM HATi IV-gyel,
majd 24 6ra mulva mértlik a luciferaz aktivitast. Ebben a kisérletben a kezeletlen mintak
esetén mért aktivitdsra normalizaltunk. A kisérletet kétszer ismételtik meg. A kapott

eredményekbdl szamolt atlagot és szorast a 9/B. dbra mutatja.
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9. abra A, Az SF-1 transzaktivacios képessége a kiilonboz6 kezelések segitségével
befolyasolhaté. HelLa sejtekben HDAC inhibitorok (VPA és NaB) és HATi IV
jelenlétében megnd, TSA kezelést kovetéen nem valtozik jelentdsen a mért aktivitas. B,

Y1 sejtekben a TSA kezelés nem befolyasolja jelentésen, a HATi IV kezelés megemeli a

Cypllal gén promoterének aktivitasat.
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HeLa sejtekben a mért luciferdz aktivitds magasabb volt, ahol az SF-1 is
kotranszfektalva volt, mint azokban a sejtekben ahol a Cypllal riporter vektor mellett
ures pHC624 vektor volt bejuttatva a sejtekbe, tehat az SF-1 részt vesz a riporter vektorba
épitett promoter szabalyozdsaban. Amikor a kotranszfektalas utan a sejteket VPA-val és
NaB-tal kezeltiik, a mért aktivitas megemelkedett a kezeletlen mintakhoz képest. Erdekes,
hogy az HDAC inhibitor TSA hatasara a mért aktivitas nem valtozott jelentGsen, mig a
HATI IV hiszton acetiltranszferaz inhibitor jelenlétében a mért aktivitds megemelkedett a
kezeletlen mintakhoz képest. Y1 sejtekben a mért aktivitads hasonld dinamikat mutat, mint
a kotranszfektalt HeLa sejtekben: TSA kezelést kovetden a mért luciferaz aktivitas nem tér
el jelentdsen a kezeletlen mintdk esetén mért értékektdl, viszont a HATi IV kezelés

megemelte a mért aktivitast.

8.5. Az HDAC inhibitorok hatdsa a Cypllal és Sf-1 gének expresszidojara Y1
sejtekben
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10. abra Az Sf-1 és Cypllal génekr6l képz6dé mRNS szintje HDAC inhibitor kezelések
hatasara. A kezelések soran az Sf-1 és a Cypllal gének expresszidja is lecsokken a

kezeletlen sejtekben mért értékekhez képest.
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Munkank soran vizsgaltuk, hogy az alkalmazott HDAC inhibitor kezelések soran
hogyan valtozik maganak az SF-1-nek és célgénjének a Cypllal-nek az expresszioja. A
kisérlethez Y1 sejtvonalat hasznaltunk, ahol az Sf-1 és Cypllal gének kifejez6dnek. A
sejteket 120 mM TSA-val, 2 mM VPA-val és 2 mM NaB-al kezeltiik 24 6raig, majd a
sejtekb6l RNS-t izolaltunk. A kapott RNS mintakbol 2 pg-ot atirtunk reverz
transzkripciéval cDNS-re. Az Sf-1 és Cypllal génekrél atiroddO mRNS mennyiségét,
specifikus expresszids primereket hasznalva, real-time PCR segitségével kvantifikaltuk. A
relativ mRNS-szintet a kapott Ct értékekb6l AACt analizissel hataroztuk meg. A kisérletet
kétszer ismételtik meg, majd a kapott ertékeket atlagoltuk és szorast szamoltunk (10.
abra).

A kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy az HDAC inhibitor kezelések hatdséara mind
a Cypllal, mind az Sf-1 génrél atirod6 mRNS mennyisége lecsokken a kezeletlen,

kontroll mintdkhoz képest.
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9. Osszefoglalas

Laborunkban végzett korabbi kisérletekbdl azt feltételezziik, hogy az ATAC
hiszton acetil transzferdz komplexnek szerepe lehet a szteroid hormonok bioszintéziseben.
Ennek kovetkeztében, munkank soran fé célunk volt vizsgélni, hogy milyen hatésa van az
acetilacionak a szteroid konverzi6 egyik f6 szabalyozé faktoranak, az SF-1-nek a
miikodésére. Ennek kivitelezésére létrehoztunk egy FLAG-peptiddel flazionalt SF-1
fehérjet expresszald vektort és egy olyan riporter konstrukciot, ahol a luciferaz riporter gén
elé a Cypllal gén promoter szekvenciajat épitettiik be. Kisérleteink soran optimalizaltuk
a HATi IV sejttenyészeteken torténd alkalmazasat. Megallapitottuk, hogy Hela és U20s
sejtekben a transzfektalt SF-1 fehérje sejten beliili elhelyezkedése kiilonboz6 kezelésekkel
modosithatd. TSA kezelés hatdsara, amikor a sejtekben a hiszton deacetilaz enzimek
miitkodése gatolva van, az SF-1 a sejtmagban lokalizalédott, mig HATi IV - GCN5 acetil-
transzferaz inhibitor — kezelés hatdsara a fehérje csak a citoplazméban volt jelen.
Korabban mér kimutattdk, hogy a GCN5 és az SF-1 fehérjék kdlcsonhatd partnerek, és in
vitro a GCN5 képes acetilalni az SF-1-et (Anne. L. Jacob és mts., 2001). A GCN5 tébb
hiszton acetil-transzferdz komplexnek alegysége, koztilk a csoportunkban részletesen
kutatott ATAC HAT komlpexnek is. Mivel TSA kezelést kovetéen az SF-1 a sejtmagban
lokalizalodott, feltételezhetjik, hogy az acetilacio hatasara aktivalodik az SF-1 sejtmagi
receptor funkcidja.

Munkénk soran vizsgéltuk a Cypllal gén promoéterének miikodését kiilonb6zo
kezelések hatasara. Ennek érdekében Hela sejtekbe transzfektaltuk a Cypllal gén
promoterét tartalmazé riporter vektort, majd a sejteket HDAC inhibitorokkal (TSA, VPA,
NaB) és HATI 1V-gyel kezeltik. Azt az eredményt kaptuk, hogy a HDAC inhibitorként
miikodé TSA, VPA ¢és NaB is lényegesen megemelte a promoter aktivitasat a kezeletlen
mintdkhoz képest, mig a HATi IV kezelés nem valtoztatta jelentdsen. Utobbibol arra
kovetkeztethetlink, hogy a GCN5 acetil-transzferazt tartalmazd komplexek — mint az
ATAC komplex — feltehetdleg nem jatszanak jelentds szerepet kozvetleniil a promdter
szabalyozasaban.

Annak érdekében, hogy vizsgaljuk, az SF-1 transzaktivacios képessége fligg-e az
acetilaci6 mértékét6l, HeLa sejteket kotranszfektaltunk a Cypllal promdter régidjat
tartalmazo riporter vektorral és az SF-1-et expresszalo vektorral, majd kiilonbozé6 HDAC
inhibitorokkal (TSA, VPA, NaB) és HATI IV-gyel kezeltiik a sejteket. Azt az eredményt
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kaptuk, hogy a tultermeltetett SF-1 megemelte a Cypllal gén promoter aktivitasat, tehat
az SF-1 transzkripcios faktorként valGban részt vesz a beépitett szekvencia
szabalyozasaban. A II tipusi HDAC enzimeket gatlo VPA és NaB kezelést kovetden a
promoter aktivitdsa tovabb emelkedett, mig az | és Il tipust HDAC enzimek gatlasat
végz6 TSA kezelés nem valtoztatta meg jelent6sen az SF-1 transzaktivacids képességet.
Azt tapasztaltuk, hogy a HATiI IV kezelés szintén tovabb emelte a Cypllal gén
promoterének aktivitasat. Y1 sejtekben mivel jelen van az endogén SF-1 fehérje, itt nem
transzfektéaltuk az SF-1-et expresszald vektort, csak a Cypllal gén promoterét tartalmazo
riporter vektort. A kezelések eredménye ebben az esetben is ugyanaz volt, mint amit a
HeLa sejtek esetében tapasztaltunk: a TSA kezelés nem befolyasolta a promoter
mikodését, mig a HATi IV kezelés megemelte az aktivitast. A HDAC inhibitorok hatasa
promoterenként eltéré lehet (Wei-Yi Chen és mts., 2007). Azt feltételezzik, hogy az
acetilacio aktivalja az SF-1 transzaktivalo képességét, viszont lehetséges, hogy TSA
kezelés soran egy olyan faktor miikodését is befolyasoltuk, ami acetildlodva represszélja a
Cypllal promoter mikodését. A HATi IV kezelés soran tapasztalt aktivitdsemelkedés
kdvetkezhet abbol, hogy egy endogén, szabalyozo faktor a kezelés soran aktivalodott, igy
megemelte a mért luciferdz aktivitast.

A kisérletek soran real-time PCR-ral vizsgaltuk, hogy a HDAC inhibitorok
jelenlétében hogyan valtozik az Sf-1 és a Cypllal gének expresszidja a kezeletlen
mintdkhoz képest. Azt az eredményt kaptuk, hogy a kezelések hatdsara az Sf-1 és a
Cyplilal génekrol atiroddo mRNS-ek mennyisége kevesebb volt. Az eredmény magyarazza
azt a megfigyelést, hogy miért csokken a HDAC inhibitorokkal kezelt betegekben a
szteroid hormonok szintje (Gregoraszczuk és mts., 2000). Az mRNS szint kdvetkezhet
abbol, hogy valosziniileg az SF-1 fehérje HDAC inhibitorok hatasara ubikvitinalddik,
majd degradalodik, ezaltal nem képes a Cypllal mRNS atirédasat indukalni (Wei-Yi
Chen és mts., 2007).

Tovabbi celunk kozé tartozik, hogy vizsgaljuk az Sf-1 és Cypllal gének
expressziojanak valtozasat kiillonbozo ideig tartd6 HDAC inhibitor kezelések hatasara, hogy
tisztazzuk, miért csokken az altalunk vizsgalt géneknek az expreszidja ilyen korilmények
kdzott. Ezen kiviil célul tiztik ki, hogy részletesebben vizsgaljuk, az ATAC komplex
milyen szerepet jatszik ezeknek a géneknek a szabalyozasaban. Ennek érdekében SiRNS
segitségével szeretnénk csendesiteni a kiilonboz6 ATAC-specifikus alegységek
expresszidjat, és vizsgalni, hogy ilyen korilmények kozott hogyan valtozik a szteroid

konverzio mikodése.
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