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2. Bevezetés

T6bb tanulmany és klinikai adat is kapcsoltba hozza a CHRAC1 (Chromatin Accessibility
adatok alapjan a tiidérakos betegeknél a tumorban a CHRACI] magas expresszidja rossz

progndzist jelent, ezért a CHRACT igéretes daganatterapids célpont lehet a jovoben.

A CHRACI a kromatinszerkezet szabalyozasaban résztvevo fehérje, ami a POLE3-hoz
kot. A POLE3 ugyanakkor a DNS polimerdz epszilon komplex-ben is megtalalhatd, ahol a
POLEA4-gyel egylitt alkot dimert. A POLE3 és POLE4 knockout sejtek fokozott érzékenységet
mutatnak a replikécios stresszre, ami ramutat azok fontos szerepére a replikacios folyamatok
szabalyozasaban. Miutan mind a CHRACI, mind a POLE4 a POLE3 fehérjével alkot dimert, a
CHRACI1 fehérje mennyiségének valtozasa hatassal lehet a POLE3-POLE4 dimer

mennyiségére, €s ezaltal a replikécios stresszvalaszra.

A CHRACI tultermelddés hatasait az altalunk ismert szakirodalom szerint masok még
nem vizsgaltak. Kutatdsunk célja egy CHRACI fehérjét taltermeld sejtvonal 1étrehozasa volt,
amely segitségével tanulmanyozhato, hogy a CHARCI1 expresszidja hogyan befolyasolja a

POLE3-POLE4 dimer mennyiségét és ezen keresztiil a replikacids stressz toleranciat.

A kisérletek soran CHRACI1 -et indukalhatd6 mddon tultermeld stabil sejtvonalat hoztunk
létre. A stabil transzfektans sejtvonal 1étrehozasahoz sziikséges CHRAC1 ¢cDNS-t tartalmazé
plazmidkonstrukciot a SLIC klonozési technikaval allitottuk eld, majd a pozitiv klonokat
kolonia-PCR-rel valasztottuk ki, és szekvenalassal ellendriztiik. A 1étrehozott sejtvonalakban a
CHRACI indukélhato tultermelését kvantitativ valds ideji PCR-rel és Western blottal
validaltuk. Kimutattuk, hogy a CHRACI-taltermeld sejtekben a POLE4 expresszioja
szignifikansan lecsokken, mig a POLE3-¢ ndvekszik, ami a kiilonb6zd komplexek kompetitiv
modon torténd 6sszeszerelddését jelzi. Majd megvizsgaltuk a replikacids stresszt indukaléo ATR
gatloszer hatdsat a CHRACI1 -taltermeld sejtek életképességére. A talélési kisérlet azt mutatjak,
hogy a CHRACI tiltermeld sejtek fokozottan érzékenyek az ATR inhibitorokkal szemben.

Az eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az ATR gatloszerek

alkalmazasanak akar terapids jelentdsége is lehet a CHRACI1-tltermeld tumorok kezelésében.
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tumortipusokban, mint a nyel6csérak, hepatocellularis karcinoma, emlérak.[4] A CHRAC1-et
tovabba driver génként azonositottdk mellrdkban, ahol magas expresszidja esszencialis a
tumorsejtek osztoédasahoz ¢és életben maradasahoz.[5] Mindemellett a CHRACI1 fehérje
emelkedett szintjét figyelték meg végbél- €s tiidérak szovetekben, tovabba azonositottak a

CHRACI gén egyik mutaciojat, a D121Y-6t, mely végbél rakra jellemz6. [6][7][8]

Ezek az eredmények igéretes daganatterapias célpontta teszik a CHRAC1 -et és igy a ra

iranyul6 kutatdsok hozzajarulhatnak a rakos betegségek megértéséhez és kezeléséhez.

3.2 Az ISWI csalad komplexei

Az ATP-fiiggd kromatin-atrendez6 komplexeket négy csalddba soroljak a konzervalt
ATPaz doménjék fliggvényében: ISWI, CHD, SWI/SNF ¢és INO80. Az ISWI csalad tagjai
kiemelkedéen fontos szerepet toltenek be a DSN-hibajavitasban, ezaltal pedig a genom
integritas és stabilitas fenntartdsaban. A DNS-karosodas tipusanak fliggvényében kiilonb6zo
hibajavité utvonalak aktivalodnak, az eddigiekben harom DNS-hibajavité utvonal, a HR
(homolog rekombinacid), NHEJ (nem-homolog végillesztés) és NER (nukleotid kivago javitas)
szerepldjeként azonositottak az ISWI komplexeket.[3]

Az ISWI-tipusi ATPaz domént tartalmazd kromatin-atrendez6 komplexeket elsoként
Drosophila melanogaster embriokbol izolaltak. Ezek a komplexek a NURF (Nucleosome
Remodeling Factor), CHRAC (Chromatin Accessibility Complex) és ACF (ATP-utilizing
Chromatin Assembly and Remodelling Factor).[9] A késObbiekben tovabbi négy ISWI
komplexet talaltak: WICH, NORC, RSF, CERF[3].

Az ISWI kromatin-atrendez6 komplexek kdzponti egységei a SMARCAS és SMARCAL
katalitikus aktivitassal rendelkezd fehérjék, melyek N-termindlis ATP4z doménbdl és egy C-
terminalis szubsztratfelismeré6 HSS doménbol allnak. Az utobbit a HAND, SANT ¢és SLIDE
aldomének alkotjak, melyek az ATPaz domén aktivitasanak és specifitasanak szabalyozasaban
vesznek részt. Az ISWI komplexek nukleoszoma cstsztato aktivitassal rendelkeznek, melyet
,hucleosome sliding” -nak nevez az angol szakirodalom. Ezen aktivitasuk altal beallitjak a
nukleoszomak stiriségét a DNS-szal mentén, illetve szabalyozzak a kiilonb6z6 faktorok (pl:

transzkripcios faktorok, DNS-hibajavito faktorok) hozzaférését a célszekvenciahoz. [3][9][10]

Az ACF (ATP-utilizing chromatin assembly and remodelling factor) 6nmagaban is egy
kromatin-atrendez6 komplex, mely a SMARCAS és ACF1 fehérjékbdl all. Az ACF1 alegység
stimuldlja a SMARCAS5 miukodését, ezaltal pedig jelentésen ndé a komplex nukleoszoma

csusztatd aktivitdsa. Emellett az ACF1 egység szabalyoz6 funkciot is ellat azaltal, hogy

5



meghatarozza a SMARCAS templatspecifitasat, és a nukleoszoma cstsztatas iranyat.[9][11] Az
ACF komplex nélkiilozhetetlen részét képezi a NHEJ és HR hibajavito utvonalaknak. Kettds
szalu DNS torés bekovetkeztekor, az alegységei, a SMARCAS és ACF1, egymastol fliggetleniil
a torés helyénél felhalmozodnak ADP-ribozilaci6 fiiggdé modon. Tovabba az ACF komplex a
heterokromatikus régiok replikacioja sordn is fontos szerepet tolt be, azaltal, hogy atrendezi a

kromatin strukturajat, amivel lehetévé teszi a replikacios apparatus haladasat.[12]

Az ACF-hez kis méretii hiszton-fold fehérjék kapcsolddhatnak, ezaltal egy 1) funkcioval
rendelkez6 komplex all 6ssze, melyet 1997-ben izolaltak elészor Drosophila embridbdl és a
CHRAC (Chromatin Accessibility Complex) elnevezést kapta[9][10]. A Drosophila CHRAC-
ben az ISWI ATPaz-hoz kapcsolodik az Acfl két hiszton-fold fehérjével, a CHRAC14-gyel és
CHRAC16-tal [13]. Raymond és tarsai HeLa sejtek nuklearis extraktumabdl tisztitottak a
human CHRAC-et, és azonositottak a Drosophila hiszton-fold fehérjéinek homologjait, melyek
a molekulasulyuknak megfeleléen a CHRAC15 (masik nevén CHRACI1) és CHRACI17
elnevezést kaptak.[14] A CHRAC1 és CHRACI17 hiszton-fold fehérjék dimert alkotva segitik
az ACF1-ISWI egység nukleoszoma atrendezd és 6sszeszereld aktivitasat. Egyes feltételezések
szerint, a CHRACI1/17 fehérjék részt vesznek a kettds szala DNS torések javitasaban azaltal,
hogy a helyszinre vonzzak és kotik az ACFl-et és a NHEJ egyik kulcsfaktorat, a KU
heterodimer Li Lan és tarsai kisérletesen igazaltak, hogy mind a SMARCAS5, ACF1 és
CHRAC1/17 sziikséges be a NHEJ és HR hibajavitd Gtvonalakhoz, ennek fényében a cikk
szerzOi ugy gondoljak, hogy az ACF helyett inkdbb a CHRAC komplex vesz részt a DNS
hibajavitasban.[11]

3.3 CHRACI1-POLES3 heterodimer jellemzése

A CHRACI ¢és POLE3 fehérjét 2000-ben azonositottdk elséként Raymond és tarsai, a
human CHRAC kromatin-atrendez6 komplex részeként.[14] A két fehérje H2A-H2B tipusu
,histone fold” doménnel rendelkezik, melyen keresztiil képesek a DNS-t kotni, illetve
egymassal heterodimert formalni. A CHRAC komplexben dimer formaban van jelen a
CHRAC1-POLE3. A POLE3 ugyanakkor a DNS polimeraz epszilon komplex-ben is
megtalalhato, ahol egy masik ,,histone fold” fehérjével, a POLE4-gyel alkot heterodimert [18].

A DNS polimeraz epszilon a DNS vezet6 szaljanak szintéziséért felel S-fazis alatt.[14]



POLE4 POLE3 CHRAC15

. \q/ \'/ '

2. dbra. A POLES3 fehérje két komplexben is megtalalhato, a CHRAC-ben és a

DNS polimeraz epszilon holenzimben.[18]

A POLE3 fehérje élesztd ortoldogja (Dpb4) kettds szerepet tolt be replikacid soran az
epigenetikai Oroklédésben, annak fliggvényében, hogy melyik komplex tagja. A DNS
polimerdz epszilon részeként a heterokromatikus régiok atorokitéséhez jarul hozza. Ezt a
POLE3-POLE4 dimer H3-H4 hiszton chaperon aktivitasa révén teszi, mely altal a replikacio-
kapcsolt nukleoszéma Osszeszerelésben vesz részt.[15] A CHRAC komplex tagjaként az
eukromatikus régiok atorokitésében vesz részt a Dpb4, azonban ennek pontos mechanizmusa
még nincs feltarva.[16] A Dpb4 fehérje tovabba részt vesz a DNS karosodas kontrollpontjatnak
aktivalasaban. [17]

A DNS polimeraz epszilon holoenzim négy alegységbdl all: a POLE 1-4. A POLE1
fehérje rendelkezik a polimerdz és a ,proofreading” 3’-5’-exonukleaz aktivitassal, mig a
POLE3-POLE4 ,histone fold” fehérjék kotik a komplexet a DNS-hez. S. cerevisiae-ben
detektaltak, hogy a POLE3 és POLE4 ortologjai (Dpb4 és Dpb3) nem esszencialisak az életben
maradashoz, azonban hianyuk megnévelte a mutacios ratait Dpb4-Dpb3 delécios mutans
torzsekben. Bizonyos feltételezések szerint ennek hatterében a DNS polimeraz epszilon-DNS
kotés meggyengiilése all, mely a repliszoma defektes miikodését eredményezi, viszont nem
vezet a replikécids villa megallasahoz és nem valt ki replikacios stresszt. Replikacios stressz
fennallasakor azonban a POLE3-POLE4 nélkiilozhetetlenné valik a sejtek taléléséhez.[17]
[18][19]



3.4 ATR gatlészerek terapias lehetéségei

Az ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related) fehérje a G2/M kontrollpont egyik
kozponti kinaza, melyet egyes szali DNS torések aktivalnak, és nélkiilozhetetlen szerepet tolt
be a replikacios stressz kezelésében és toleralasaban.[21][22] A DSN torések akadalyozzak a
replikacios apparatus haladasat a DNS szdlon, ezért a replikacids villa lassuldsat vagy
megallasat vonjak maguk utan. Ezt az allapotot replikacids stressznek nevezi a
szakirodalom.[20] Az ATR fehérje replikacidés stressz esetén leallitia a sejtciklust,
megakadalyozva a sejtek korai mitozisba 1épését, mely replikacios katasztrofahoz és
sejthalalhoz vezetne. Emellett gatolja a replikacios origok tiizelését és stabilizalja a replikacios
villat. Ezen Iétfontossagti funkcidi az ATR fehérjét igéretes tumorterapias célpontta

teszik.[22][24]

Az legels6 ATR inhibitor kozel két éve keriilt felfedezésre, ma mar pedig két igéretes
ATR inhibitor, az AZD6738 és VX-970, I/II fazist klinikai tesztelések alatt all.[23] A Klinikai

vizsgalatokat nyilvantart6 webhely (www.clinicaltrials.gov) alapjan az AZD6738

(Ceralasertib) gatloszerrel 8 befejezett, 16 most futd, aktiv és 27 szervezés alatt allo, javarész
11 fazist vizsgalat folyik napjainkban. Kicsit kevesebb szamu klinikai tesztelés van folyamatban
a Berzosertibbel (VX-970) 4 befejezett és 13 aktiv klinikai fazis I/II vizsgalatot tartanak
szamon. A rak kialakulasdban gyakran DNS-hibajavito és sejtciklus szabalyozo6 gének mutacioi
vesznek részt, melyek megzavarjak a replikacid folyamatat és replikacids stresszt valtanak
ki.[22] Magas replikacios stresszel rendelkez raksejtekkel szemben alkalmazhatoak az ATR

inhibitorok monoterapiaban.[20]

[géretes terapias eljarass az ATR inhibitorok PARP inhibitorokkal valé kombinalt
alkalmazasa, mely jelenleg klinikai tesztelések alatt allnak €s 2 befejezett, 3 aktiv és 8 toborzas
alatt 4llo klinikai kiprobalast jelez a ClinicalTrials.gov adatbazis. Az ATR kinaz gatlasa
jelentdsen noveli a PARP inhibitorok citotoxicitasat azaltal, hogy lehetdvé teszi az éretlen,
hibas sejtek mitdzisba 1épését, mely replikacidos katasztrofat és a mitdzisos defektet
eredményez.[22] A kombinalt terapia egyik hatuliitdje, hogy kellemetlenebb mellékhatasokat
okoz. A mellékhatdsok csokkenthetéek olyan genetikai valtozatok azonositdsaval, melyek

egyes tumorfajtakra fogékonyabba és szelektivebbé teszik a kezelést.


http://www.clinicaltrials.gov/

4. Célkituzés

Jelenleg kutatocsoportunk egyik f6 kutatasi teriilete a DNS polimeraz epszilon és

CHRAC komplex hiszton-fold fehérjéinek vizsgalata és Gjabb terapias eljarasok fejlesztése

DNS-javitast célz6 inhibitorok alkalmazasaval. Munkdm célja egy CHRACI fehérjét

tultermeld sejtvonal létrehozasa volt annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk, hogyan

befolyéasolja a CHRACI1 expresszioja a POLE3-POLE4 dimer mennyiségét és a replikacios

stressz toleranciat. A CHRAC1-tultermel6 sejtvonal eléallitasahoz a Flip-In T-REX rendszer

modszerét valasztottuk. Ehhez a kdvetkez6 vizsgalatokat terveztiik elvégezni:

1.

Létre kivantuk hozni a pcDNAS/FRT/TO-CHRACT plazmidkonstrukciot, ennek
érdekében a CHRAC1 gén pcDNAS/FRT/TO expresszios vektorba valod
integralasat terveztiik elvégezni.

A pcDNA5/FRT/TO-CHRACT plazmidkonstrukcio és a pOG44 Flp rekombinaz
expresszios vektor kotranszfekcidjaval a CHRAC1-et indukalhaté modon termeld
U20S sejtvonal megalapitasat.

Terveztiik a létrehozott CHRACI-taltermeld sejtvonal jellemzését, CHRACI1
kifejezddésének vizsgalatat.

Célunk volt annak vizsgélata, hogy a CHARCI expresszidja hogyan befolyésolja
a POLE3-POLE4 dimer mennyiségét.

Terveztik a CHRACI-taltermeld sejtvonal ATR gatloszerekkel szembeni

érz¢kenységét meghatarozni.



5. Anyagok és eszkozok

5.1 Alkalmazott tapkozegek, tapoldatok, antibiotikumok

Luria-Bertani (LB) tapoldat/taptalaj 100 pg/ml Ampicillin-nel kiegészitve: A tapkozeget a

transzformans 2T1 E. coli sejtek szelekciojahoz, illetve mini és midi prep készitéséhez

hasznaltuk.

SOB tapoldat: 2T1 E.coli sejtek transzformalasa soran, a hdsokkot kdvetd egy oras inkubacio

alatt hasznaltuk.

Transzfekcios médium (Opti-MEM): U20S ,host” sejtvonal kotranszfekcidja soran volt

alkalmazva.

DMEM/10%FCS 250 pug/ml Hygromycin-nel és 4 ug/ml Blasticidin-nel kiegészitve: Stabil

klénok poliklonalis szelekcidjahoz én fenntartdsdhoz alkalmaztuk.

Doxiciklin: CHRACI1 expresszio indukalas soran 1 pg/ml végkoncentracidban adtuk a

sejtkulturahoz.

Tulélési kisérletek soran alkalmazott tapoldatok:

e DMEM/10%FCS ATR inhibitorral (VE 821, Selleck Chemicals) kiegészitve a

kovetkezd végkoncentracidkban: 5, uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,63 uM, 0,31 uM, 0,16

uM

CHRACI expresszio indukalasa soran 1 pg/ml végkoncentracidban Doxiciklin-nel

egészitettiik ki.

5.2 Alkalmazott enzimek

¢ (Q5® High-Fidelity DNS Polimeraz (NEB, M0491S)
e 20 U/ml Dnpl enzimet (NEB, R0176S)
e 5 U/ul T4 DNS Polimeraz (ThermoFisher, EP0061)

e GoTaq® DNS Polimeraz (Promega, M3001)

e Pierce Universal Nuclease for Cell Lysis (ThermoFisher, 88700)

e RevertAid reverz transzkriptdz (ThermoFisher, EP0441)

5.3 Felhasznalt ellenanyagok

A Western blot soran felhasznalt ellenanyagokat az 1. tablazat foglalja dssze:

Antigén Szarmazasi | Jelolés Gyarto Katalogusszam | Higitas
organizmus mértéke
POLE3 nyul - ABclonal A6469 1:1000
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POLE4 nyul - ABclonal A9882 1:1000
CHRAC1 nyul - ABclonal A14896 1:1000
GAPDH nyul - Proteintech 10494-1-AP 1:5000
nyul kecske HRP ThermoFisher | G-21234 1:10000

1. tablazat. Western blot sordan alkalmazott ellenanyagok

5.4 A kisérletek soran felhasznalt oldatok

SDS denaturalo lizis puffer:

Anyagok: Végkoncentracio: | 10 ml-hez:
10% SDS 4% 4 ml

1 M Tris- 50 mM 500 ul
HCI, pH=7,4

1MMgCl2 [4mM 40 ul

4 M NaCl 100 mM 250 ul
MQ viz 5,21 ml

2. tablazat. SDS lizis puffer komponensei

13%-os akrilamid gél:

Anyagok: Osszetevok 2 gél-hez:
MQ viz 6,5 ml

1,5 M Tris, pH=8,8 4 ml

akrilamid 52ml

10% SDS 160 ul

10% APS 160 ul

TEMED 16 ul

3. tablazat. tablazat: 13 %-os akrilamid gél komponensei

6%-os akrilamid gél:

Anyagok: Osszetevok 2 gél-hez:
MQ viz 3,48 mi

0,5 M Tris pH=6,8 1,5 ml

akrilamid 0,9ml

10% SDS 60 ul

10% APS 60 ul

TEMED 6 ul
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4. tablazat. 6%-os akrilamid gél komponensei

e 1% SDS futtato puffer: 28.8 g Glycine, 6.04 g Tris alap, 20 ml 10% SDS
e Transzfer puffer: 100 ml 10x Transzfer puffer, 200 ml metanol, 800 ml MQ viz

e 1x TBS-Tween puffer: 10xTBS puffer, 0,05% TWEEN20

o 5%-o0s tejes telité: 12 ml TBS-Tween puffer, 0,6 g zsirmentes tejpor
e PBSoldat: (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na2HPO4, and 2 mM KH2PO4,

pH7.4).

e Tripszin EDTA (0.05% tripszin) (Biosera)

5.5 PCR primerek
A vizsgélatok soran alkalmazott PCR primereket az 5. tdblazat foglaltam 6ssze:
1. | SlicCHRAC1FOR 5’-AAGCTTGGTACCGAGCTCAGATCTCGAGATGGCGGACG-3’
2. | SlicCHRACL1StopREV | 5’-CCACACTGGACTAGTGGATTCAGGAGTCAGCTTCATCATGG
TCACTTTC-3°
3. | SlicpcDNAFOR 5’- GATCCACTAGTCCAGTGTGGTG -3’
4. | orirev 5’-CACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGC-3’
5. | SlicocDNAREV 5’-CGAGCTCGGTACCAAGCTTAAG -3°
6. | ori forw 5’-GCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG-3’
7. | CMV for 5’- CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG- 3’
8. | CHRACL1 colonyRev2 | 5’- ACTGCCGTGTCTGTAGGAATAGGTG- 3’
9. | gPCR-HsCHRAC1for | 5’- GAGGTGTCCAGCATCAACCA-3’
10. | gPCR-HSCHRACL1rev | 5’- TTCCACTGCCGTGTCTGTAG - 3’
11. | gPCR-HsRPL27for 5’- CGCAAAGCTGTCATCGTG - 3°
12. | qPCR-HsRPL27rev 5’- GTCACTTTGCGGGGGTAG - 3°

5. tablazat. PCR primerek

Az inszert amplifikalasa a pCHRAC1-EGFP (1222) plazmidrol tortént az 1-2. primerek
felhasznalasaval. A pcDNAS/FRT/TO vektor eléallitisa soran két kiilonallo PCR-rel

amplifikaltuk a teljes szekvenciat (vektorl, vektor2). A vektorl amplifikalasdhoz a 3-4., mig a

vektor2-h6z az 5-6. primerpart alkalmaztuk. A kolénia PCR soran a 6-7. primereket

alkalmaztuk a klonok tesztelésére. A qPCR-ben az expresszids szintek meghatarozasdhoz a

CHRAC1-hez a 9-10., mig a haztartasi génhez (RPL27) a 11-12 primerek voltak alkalmazva.

5.6 Alkalmazott plazmidok

e pCHRACI-EGFP (1222): a laborban korabban létrehozott plazmid.
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pcDNAS5-FRT-TO
pcDNAS5-FRT-TO CHRAC1
pOG44: Flp rekombindz expresszios vektort.

5.7 A Kkisérletek soran hasznalt sejtvonalak

U20S Flp-In T-REx ,,host”: Két plazmid transzfektalasaval lett 1étrehozva: A
pFRT/lacZeo egy specifikus FRT-helyet hordoz, mig a pcDNA6/TR plazmid a
Tet represszort fejezi Ki.

U20S Flip-In T-REx CHRAC1: Altalunk 1étrehozott sejtvonal, mely Hygromycin
¢s Blasticidin rezisztens.

U20S Flip-In T-REx empty vector: Altalunk létrehozott sejtvonal, melybe az iires
pcDNAS/FRT/TO plazmid volt transzfektalva.

2T1E. coli
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6. Alkalmazott modszerek

6.1 CHRACI tiltermelé stabil sejtvonal 1étrehozasa FIp-In T-REX rendszerrel
6.1.1 pcDNAS/FRT/TO-CHRACI plazmidkonstrukcio eléallitasa
6.1.1.1 Polimeraz lancreakcio

A CHRACL1 gént tartalmazo inszert PCR reakcidval lett eldallitva, mely soran a 4.3. és
4.6. fejezetben megadott primerek és templat plazmidok voltak hasznalva. Az 50 ul-es PCR
reakcid a kovetkezd komponenseket tartalmazta: 1 ng tempat plazmid, 2,5-2,5 ul 10 uM primer,
10 pl 5X Q5 puffer (NEB, B9027S), 1 ul 10 mM dNTP (NEB, N0447S), 0,5 ul Q5® High-
Fidelity DNS Polimeraz (NEB, M0491S) és nukledzmentes viz.

Alkalmazott PCR program:

Elddenaturacio: 98°C, 30 mp
30x: Denaturécio: 98°C, 5 mp
Hibridizacio: 63°C, 10 mp
Extenzio: 72°C, 10 mp (30 ciklus)
Végso extenzio: 72°C, 2 perc
A pcDNAS/FRT/TO vektort két részletben amplifikaltuk (vektorl, vektor2) két kiiliin
PCR reakcidéban. A PCR reakcidhoz a 4.3. fejezetben megadott primerek voltak haszndlva. Az
50 ul-es PCR reakciok a kovetkezé komponenseket tartalmaztak: 1 ng templat plazmid, 2,5-2,5
pl 10 uM primer, 10 pl 5X Q5 puffer (NEB, B9027S), 1 ul 10 mM dNTP (NEB, N0447S), 0,5
ul Q5® High-Fidelity DNS Polimeraz (NEB, M0491S), nukledzmentes viz.

Alkalmazott PCR program:

Elédenaturacio: 98°C, 30 mp
30x: Denaturaci6: 98°C, 5 mp
Hibridizacio: vektorl*: 68°C, 10 mp
vektor2*: 70°C, 10 mp
Extenzio: 72°C, 1,5 perc
Végso extenzio: 72°C, 2 perc,
A Tm-ek a NEBTm Calculator-ral voltak kiszamolva. A PCR termékekbdl 5 pl-t 1%-0s

agar0z gélen futtattunk a reakcio ellendrzéseként.
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6.1.1.2 Agardz gélelektroforézis

Agardz gélelektroforézissel a PCR reakciok sikerességét ellendriztiik. A vizsalatokhoz
1% agaroz gélt készitettiink. Az agardzt TBE pufferben oldottuk fel forraldssal. A DNS
lathatova tétele céljabol etidium-bromidot adtunk a gélhez 1000x-es higitadsban. A mintadkat
konstans ~100 V-on futtattuk. Molstly markerként a Lambda DNA/HindIII (Thermo Scientific,
SMO0101) 1 kb-os 1étrat alkalmaztuk. Futtatast kovetéen a gélt UV fény alatt vizsgaltuk.

6.1.1.3 Restrikcios emésztés Dpnl-gyel

A templat plazmid eliminalasa érdekében 1 pl 20,000 U/ml Dnpl enzimet (NEB, R0176S)
adtunk a PCR termékekhez, majd 37 °C-on 1 6rat inkubaltuk a mintakat.

6.1.1.4 PCR termék tisztitasa

A PCR termékeket a NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kittel (Macherey-Nagel) a
hozza tartozo6 protokolt hasznélva tisztitottuk. A PCR fragmentumok mennyiségét NanoDropp

Spektrofotométerrel hataroztuk meg.

6.1.1.5 Szekvencia- és Ligalas-fiiggetlen klonozas (SLIC)

Kiindulasi Reakciohoz Vegso
koncentracio [ng/ul] adott mennyiség [ull  koncentrdcio [ng/ul]

Vektorl (2555 20,2 4,4 8,8

bp)
Vektor2 (2611 26,6 3,4 9,0

bp)
Inszert (440 bp) 24,5 0,6 15
10X Fermentas 1

puffer
T4 DNS pol (5 0,5
U/ul, ThermoFisher)
H20 kiegészités 10 pl-re

6. tablazat. SLIC reakcio komponensei

A vektorl, vektor2 fragmentumok ¢és CHRACI gént tartalmazo inszert 1:1:1

molekulaaranyban lettek 6sszemérve a SLIC reakciohoz. Ennek megfeleléen a SLIC reakcio a
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6. tablazat feltiintetett komponenseket tartalmazta: A reakcid 0sszemérését kovetden az elegy

2,5 percet szobahdmérsékleten volt tartva, majd 10 percre jégre téve a reakcio ledllitasahoz.
6.1.1.6 Kompetens E. coli sejtek transzformalasa

200 pul kompetens 2T1 E. coli sejtekhez 1-5 ul-t lett hozzaadva a SLIC reakcidelegybdl,
majd 20 percet jégen inkubalodtak. Ezutan 40 masodpercig 42 °C-on hésokknak tettiik ki a
baktériumokat, majd 2 percret jégre helyeztiik. Ezt kovetéen 800 pul SOB tioldatot adtunk 200
ul sejthez és 1 orat, 37 °C-on inkubaltuk razatas mellett. Végezetiil ampicillinnel kiegészitett
LB lemezekre szélesztettik a sejteket 1x-es, 10x-es és 100x-os higitasban és 37 °C-0s

termosztatban novesztettik ~16 Orat.
6.1.1.7 Kolonia PCR és emésztés restrikcios enzimekkel

A klonozas kolonia PCR-rel lett ellendrizve. A baktérium telepekbdl fogpiszkaloval PCR
csovekbe juttattunk egy kis mennyiséget. A kolonia PCR- a 4.5. fejezetben megadott primerek
hasznalataval lett kivitelezve. A reakcid a kovetkezd komponensekbdl allt: templat baktérium
minta, 10-10 pmol primer, 4 ul 5x Green GoTaq Flexi reakcio puffer (Promega, M8911), 1 nl
25 mM MgCI2 (Promega, A3511), 0,5 ul 10 mM dNTP (Promega, U1515), 0,1 ul GoTaq®
DNS Polimeraz (Promega, M3001), MQ viz. A 20 pl-es reakciokat vortexeltiik, majd a PCR
késziilékbe helyeztiik.

Alkalmazott PCR program:

Elddenaturacio: 95°C, 2 perc
30x: Denaturacio6: 95°C, 30 mp
Hibridizacio: 60°C, 30 mp
Extenzio: 72°C, 45 mp
Végso extenzio: 72°C, 5 perc
4°C, ©
A PCR termékeket 1 %-o0s agardz gélen futtattuk. A gélkép elemzésével harom minta ki

valasztottunk ki és kildtik el szekvenaltatni.
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6.1.1.8 Mini prep készités és plazmid tisztitas

A transzformalast kovetden kindtt baktérium telepek fogpiszkaldval le lettek oltva 2-2 ml
ampicillines LB tapfolyadékba, majd 37°C -on razatas mellett egy ¢jszakan at voltak novesztve.
A felnétt miniprepekbdl a Macherey-Nagel cég altal forgalmazott Plasmid Extraction Mini Kit-
tel plazmidot tiszitottunk a hozza tartozo protokolnak megfeleléen. A plazmid mennyiségét

NanoDrop Spektrofotométerrel hataroztuk meg.

6.1.1.9 Midi prep készités és plazmid preparalas

A pozitiv klonokbdl midi prep lett készitve. Ehhez, a kész mini prepekbdl 100-100 pl
volt leoltva 100 ml ampicillines LB médiumba, majd egy éjszakan at 37 °C-on voltak a sejtek
novesztve razatds mellett. Ezt kovetden plazmidot tisztitottunk a Macherey-Nagel cég altal

forgalmazott Plasmid Extraction Midi Kit-tel a hozza tartozo protokollnak megfeleléen.

6.2 Emlodssejt tenyésztés

6.2.1 Hygromycin érzékenység vizsgalat

Annak érdekében, hogy meghatdrozzuk a stabil klonok szelekcidjdhoz sziikséges
optimalis Hygromycin koncentraciot, tesztet végeztiink a U20S Flip-In T-REx ,,host” sejteken.
A sejtek 6 lyukt lemezre lettek kiiiltetve ugy, hogy ~25%-o0s konfluenciaval rendelkezzenek.
A sejteket Hygromycinnel kiegészitett DMEM/10% FCS médiumban ndvesztettik. A
Hygromycin koncentracié lyukanként eltért, a kovetkezd koncentraciok mellett teszteltiik a
sejtek novekedését: 150,200, 250, 300, 350, 400 mg/ml Hygromycin B. A 4. napon lett médium

cserélve a sejteken.

6.2.2 ,,Host” sejvonal kotranszfekcidja X-fect-tel

A transzfekcidhoz ~70%-os konfluenciaval rendelkezd lemezeket haszndltunk. Egy
oréval a transzfekcio el6tt az antibiotikumos médium el lett tavolitva a lemezekrdl, és a sejtek
2x at lettek mosva PBS-sel. Ezutan transzfekcios médium lett a sejtekhez adva. 300 pl X-fect
reakcio pufferhez 18 pug pOG44 és 2 ug pcDNAS/FFT/TO-CHRACL plazmidot adtunk, majd
5 mp-et vortexeltiik az elegyet. Kontrollként az iires pcDNAS/FRT/TO plazmidot hasznaltuk.
Tovabbi 300 ul reakcid pufferhez 6 pl X-fect polimert adtunk. A két elkészitett oldatot
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elegyitettiik, majd 10 percet szobahOmérsékleten inkubaltuk. Cseppenként, egyenletesen

eloszlatva a lemezen, a teljes 600 pl-es mennyiség hozza lett adva a sejtekhez.

6.2.3 Poliklonalis szelekcio

A transzfekcid utdn 48 oraval a sejteket leemésztettiik €s attettiik 5 db 10 cm atmérdji
sejttenyésztd csészébe, hogy a konfluencidjuk ne legyen nagyobb 20%--nal. A stabilan
transzfektalodott klonokat 250 pg/ml Hygromycinnel és 4 pg/ml Blasticidinnel kiegészitett
médiumban szelektaltuk. Az egy sejtbdl kindt telepek kiilon novesztésére nem volt sziikséges,
mivel a pcDNS5/FRT/TO-CHRACI1 egyazon 10kuszon épiil be a genomba minden egyes

klénnal, ezaltal izogén klonok keletkeznek.

6.2.4 Sejtkulturak fenntartasa

A kisérletek ideje alatt a U20S sejtek szovettenyésztd kulturaban vannak DMEM + 10%
FCS médiumban, 37 °C-on, 5%-0s CO, mellett a termosztatban, és 2-3 naponta osztjuk Oket.
Passzalas soran a letapadt sejteket 0.5%-os trypsin oldattal kezeltiik. Miutan a sejtek felvaltak
a tenyésztOcsésze aljarol, 2/3-4t eltavolitottuk és csak az 1/3-4t helyeztiik vissza egyenletesen
eloszlatva. Ezutan friss médiumot (DMEM/10% FCS) adtunk a lemezhez, a megfeleld

antibiotikumus kiegészitéssel.

6.2.5 Sejtek felolvasztasa és fagyasztasa

A sejtek tarolasa hosszl tdvon folyékony nitrogénben torténik. A munkahoz sziikséges
sejtek nitrogénes tartalybol valo kivételiiket kovetden 37 °C-os vizfiirddre lettek helyezve mig
felolvadtak. A fagyaszté médium eltavolitasa végett, a felolvasztott sejtek 9 ml DMEM/10%
FCS médiumban le lettek centrifugalva (10 perc, 1400 rpm), majd a médium le lett szivva. A
sejteket 2 ml friss médiumban felszuszpendaltuk, majd lemezre kiiiltettiik. A sejtek

felhasznalasa eldtt vartunk 2-3 passzalast, addig a sejtek osztodtak és magukhoz tértek.

Fagyasztas elott a sejtek fel lettek trypsinezve, majd ~6 ml médiumban le lettek
centrifugélva (10 perc, 1400 rpm). A fugalast kovetden a régi médium le lett szivva és a
sejtpellet ujra lett szuszpendalva fagyasztdé médiumban. A fagyaszté médium Osszetétele a
kovetkezd: 900 ul DMEM/10% FCS +100 ul DMSO. A DMSO vortexelés kdzben cseppenként
lett a médiumhoz adagolva. A csovekbe 1-1 ml sejtes médium keriilt, majd izopropanolos

tartalyban -80 °C -ra lettek eltéve. 24 ora elteltével a sejtek at lettek helyezve nitrogénbe.
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6.3 A CHRACI tialtermel6é U20S sejtvonal jellemzése

A vizsgalatokhoz U20S Flip-In T-REx CHRACI és a U20S Flip-In T-REx empty
sejteket tiltettiink ki két-két lemezre DMEM/10% FCS médiumban. Egy 3 cm atmérdjii lemezre
2,5x10"5 sejt kertlt kiiiltetésre. 24 oraval a kiiiltetést kovetden egy-egy lemezen mindkét
sejttipusbol Doxiciklinnel indukaltuk a CHRACT1 expressziojat. A médium 1 pg/ml Doxiciklint
tartalmazott. 24 ora elteltével begytijtottiik a sejteket.

6.3.1 RNS izolalasa és atirasa cDNS-sé

A kiilonféle sejtvonalakbol RNS-t izolaltunk a NucleoSpin RNA nevezeti RNS izolalo
kittel (Macherey-Nagel) a hozza tartozo protokollt kovetve. A tisztitott RNS mennyisége

NanoDrop spektrofotométerrel lett meghatarozva.

A c¢DNS atirashoz RevertAid First Strand cDNA Synthesis kittet (Thermo Scientific,
K1621) hasznaltuk, a kovetkez6 komponenseket mértiik 6ssze: 1-1 ul Random Hexamer Primer
¢és Oligo(dT)1s Primer, 1 pl RiberLock RN4z inhibitor, megfeleld mennyiségben RNaz-mentes
viz, 1 ug RNS, 6 ul puffer, 3 ul 10 mM dNTP, 1 ul RevertAid reverz transzkriptaz. A kdvetkezd
reakciokoriilmények mellett ment a reakcio végbe a PCR késziilékben: 1: 70 °C, 5 perc, 2: 25
°C, 5 perc, 3: 42 °C 59 perc, 4: 70 °C, 10 perc, 5: 4°C oo.

6.3.2 gPCR

A cDNS-t tartalmaz6 mintakat 20x-ra higitottuk, majd a kovetkezd qPCR rakciot mértiik
ossze: 2,5 pl 20x cDNS, 2,5 ul primer mix, 5 pl master mix (SYBR for CFX). 200 pl primer
mix komponensei: 28-28 ul 10 uM forward és reverse primer, 144 pl nukledzmentes viz. Két
primer parral végeztiik a vizsgalatot: HsSRPL27, HsSCHRACI1 (4.5. fejezet). A mérés a Rotor-
Gene Q qPCR késziilékkel tortént, a kovetkez6 reakciokoriilmények mellett: 1: 95 °C, 5 perc,
2. 30 ciklus: 95 °C, 15 masodperc, 60 °C 15 masodperc, 72 °C 30 masodperc, 3: 60°C-99 °C
kozt 1 °C —onként emelked6 hOmérséklet. A 3. 1épésben az amplikon szalszétvalasat
detektaltuk. A Ct értekeket a Rotorgene Q (software version 2.3.5 Build:1) program
segitségével hataroztuk meg és a Livak [25] modszer alkalmazasaval analizaltuk az

eredményeket.
6.3.3 Western blot

A CHRACI fehérjekifejez6dését Western blot-tal vizsgaltuk.
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Mintak elokészitése: A sejtek feltarasa 4%-os SDS lizis pufferrel (4.4. fejezet) tortént,
melyhez alkalmazés el6tt 2,5 U Pierce Universal Nuclease for Cell Lysis (ThermoFisher,
88700) lett hozzaadva. A sejtekrdl elészor el lett tavolitva a médium, majd 2x at lettek mosva
PBS-sel. A lizis pufferb6l 40 ul lett hozzdadva a sejtekhez és sejtkapard segitségével
Osszegytjtve reakciocsdvekbe. NanoDrop Spektrofotométerrel OD 280-on mért abszorbancia
értékek alapjan egységes koncentraciora allitottuk be az 6sszes mintat, majd hozzaadtunk 4x-

es Laemmli puffert. A mintakat forralassal denaturaltuk 5-10 percen keresztiil 95 °C-on

SDS-poliakrilamid gélelektroforézis: A futtatds soran 13%-o0s szepardld gélt és 6%-0S

tomoritd gélt készitettlink, az ehhez sziikséges mennyiségeket a 4.4 fejezetben tiintettem fel. A
mintakat denaturalas utan vittiik fel a gélre. A kovetkezé markert hasznaltuk: PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, 26619). A futtatas 1% SDS futtatdé pufferben
(4.3. fejezet) 110 V-on tortént 1-2 6ran keresztiil.

Fehérjetranszfer: A blotting ,,szendvics” Osszedllitasa soran eldszor transzferpufferbe

aztattuk a kazetta szivacsait, a szlir@papirokat €s a Protran nitrocellul6z membrant, majd a
kazetta pozitiv oldalara helyeztiik a kovetkezd sorrendben: 2 db szivacs, 2 db 8x9-es szlir6papir,
nitrocelluléz membran, gél, 2 db sziir6papir, 2 db szivacs. A kazettat 0sszezarva a transzfer
tankba helyeztiik, melybe transzferpuffert toltottiink (4.3. fejezet). Konstans 100 mA-en, 4 °C-

on tortént a blottolas 16 6ran keresztil.

Immunodetekcio: A transzfert kovetden a membran 2%Ponceau-festékkel lett kezelve,

majd a felesleges festéket TBS-Tween pufferes mosassal eltdvolitottuk. A membran blokkolasa
5%-os tejben tortént, mely soran 1 6rat himbara helyeztiik egy lefedett edényben. Ezutan
hozzaadtuk az elsddleges ellenanyagot a membranhoz, melyet 5%-o0s tejben higitottunk és 1,5
orat inkubaltuk himban. Az elsddleges ellenanyagokat és az alkalmazott higitast az 1. Tablazat-
ban tiintettem fel. Ezutdn a membranokat 3x10 percig TBS-Tween oldatban mostuk. A mosést
kovetden hozzaadtuk a masodlagos antitesteket is a membranhoz és 1-1,5 6ran keresztiil

inkubdltuk enyhén razatva. Ezutan ismét 3x10 perces TBS-Tween-nel valéo mosas kovetkezett.

A detektalas soran kemilumineszcens szubsztrat kittet hasznaltunk, a kovetkezo két
reagenssel: Peroxiddz oldatot (Thermosciencific, REF: 1863096) és Luminol enhanszert
(thermosciencific, REF: 1863096). A HRP-konjugalt masodlagos antitest a luminolt
hidrogénperoxidaz jelenlétében atalakitja termékké, kozben kemilumineszcens jel keletkezik.

A detektalas eldtt 1:1 aranyban osszemértiik a két reagenst, majd eloszlattuk a membranon. A
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kemilumineszcens jelet az ALLIANCE Q9 képalkotdo rendszer (UVITEC) segitségével
detektaltuk.

6.4 Sejtek tulélési vizsgalata az ATR inhibitor kezelés soran

A kisérletek soran az ATR inhibitor hatasat vizsgaltuk a U20S Flip-In T-Rex CHRAC1
stabil sejtvonal életképességére. 96 lyuku lemezre soronként 50 ul DMEM/10%FCS-ben
ramértiik az ATR inhibitort a kdvetkezd végkoncentraciokban: 5, uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,63
uM, 0,31 uM, 0,16 pM. Ezutan lyukanként 1000-1000 sejtet adtunk hozzd 50 pul
DMEM/10%FCS -ben. Két sejttipussal végeztiik a vizsgalatot: U20S Flip-In T-Rex CHRAC1
¢s U20S Flip-In T-Rex empty vector. Egy-egy sejttipusbol 24 Doxiciklinnel kezelt és 24
kezeletlen lyukat igényelt a kisérlet, ezért 60 lyukra szamoltuk ki a sejteket. Mindkét
sejtvonalbol 6x10™4 sejtet mértiink ki 3 ml médiumban. melyett ketté osztottunk és az egyik
feléhez 1000x-es higitasban hozzamértiik a Doxiciklint. Ezutan a megfelel6 oszlopokba 50-50
pl-enként lettek kimérve a sejtek. Az €16 sejtszamot automatizalt sejtszamlalod késziilékkel
(BioRAD TC1) hataroztuk meg, mely soran 10 pl-t kivettiink a tripszinezett tenyészetbdl és 1:1
aranyban vegyitettiik 0.4%-os tripankék festékkel. A sejtkultirat egy héten keresztiil
novesztettilk, és a 3. napon cseréltink médiumot. A sejtek tulélését Resazurin teszttel
hataroztuk meg. A modszer a sejtek metabolikus aktivitasat jelzo Resorufin mennyiséget méri,
mely a Resazurin festék sejten beliili redukcidjaval keletkezik mitokondridlis enzimek
kozremiikddésével. A teszt soran 100 pl 25 pg/ml Resazurin oldatot (Leibovitz médium + 1,8
ml 150 pg/ml Resazurin mértiink lyukanként a sejtkultirdra, majd 25 percen keresztiil
inkubaltuk 37 °C -0s termosztatban, foliaval lefedve. A keletkezd Resorufin abszorbancidjat
Biotek Synergy H1 mikrotiter olvaso segitségével mértiikk 530/590 nm-es filtert hasznalva. A
harom parhuzamos mérés atlagos fluoreszcencia értékeit abrazoltuk és t-tesztet hasznaltunk a
szignifikancia vizsgalatara. Az IC50 értékeket az online elérheté "Quest Graph™ IC50
Calculator™ programmal (AAT Bioquest, Inc) hataroztuk meg

(https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator ).
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/. Eredmények és kiértékelésiik

7.1 CHRACI tiltermel6 stabil sejtvonal 1étrehozasa

A CHRACI taltermel sejtvonal létrehozasdhoz a Flp-In™ T-REX™ rendszer-t
alkalmaztuk. Ez a rendszer olyan emlds sejtvonalak Iétrehozasara lett tervezve, melyek stabilan
¢s indukalhatéoan expresszaljak a vizsgalatokra kivalasztott fehérjét, mely esetliinkben a
CHRACL1 volt. A a Flp-In™ T-REX™ stabil sejtvonalunkat a kdvetkezé f6 1épések mentén
hoztuk Iétre: a CHRACL gént integraltuk a pcDNAS/FRT/TO expresszios vektorba. Az ezaltal
1étrehozott pcDNAS/FRT/TO-CHRACI plazmidkonstrukciot és a pOG44 Flp rekombinaz
expresszios vektort kotranszfektaltuk a U20S Flp-In™ T-REX™ _host” sejtvonalunkba. A
transzfekciot kovetden a pOG44-rdl kifejezddik az Flp rekombindz és egy rekombindcios
eseményt katalizal, mely soran a pcDNAS/FRT/TO-CHRACI integralodik a genomba az FRT-
helyen. A stabil, izogén klonokat hygromycinre és blasticidinre szelektaltuk, végiil a 1étrehozott
sejtvonalon elvégeztiik a kisérleteinket, mely soran a CHRACI kifejezddését doxiciklinnel
indukaltuk.

Els6 1épésben célunk, a CHRAC1 gén pcDNAS/FRT/TO vektorba torténd bevitele volt
ugy, hogy a CMV prométer szabalyozasa ala keriiljon (3. abra). A klonozast a Szekvencia- és
Ligalas-fiiggetlen klonozas (SLIC) modszerrel hajtottuk végre, az ehhez sziikséges primerek
tervezése a SNAPGene program segitségével tortént. Az inzertet az 1222 pCHRAC-EGFP
plazmidrdl amplifikaltuk fel polimeraz-lancreakcioval. Ehhez a primerek ugy lettek tervezve,
hogy az 5’ talnytl6 végei rendelkezzenek egy ~20 bp hosszusagu, a vektor végeivel homolog
karral. Az 1222 pCHRAC-EGFP plazmidot Eva Pinto-tdl kaptuk, az eluciés pufferben oldott
plazmid koncentracidja 400 ng/ul volt. A vektort a pcDNAS/FRT/TO plazmid linearizalasaval
allitottuk eld. Ennek soran két félre osztottuk fel a plazmidszekvenciat (vektorl, vektor2), majd
ezeket kiilondllo PCR-rel amplifikdltuk. A PCR reakciok sikerességét agardz
gélelektroforézissel ellendriztiikk. A reakciok sikeresnek bizonyultak, mivel tiszta és erds
bandeket kaptunk a megfeleld6 mérettartoményban, az inszert esetén 440 bp-nal, a vektorl
esetén 2611 bp-nal és a vektor2 esetén 2555 bp-nal (4. abra). A tovabbiakban a templat
plazmidot Dpnl enzimmel elemésztettiik, majd a PCR termékeket Macherey-Nagel oszlopon
tisztitottuk. A tisztitott DNS fragmentumok mennyiségét NanoDrop Spektrofotométerrel

hataroztuk meg. A kovetkezd koncentraciokat mértiik:

C(Inszert) = 24,5 ng/ul, C(Vektorl) = 2 0,2 ng/ul, C(Vektor2)=26,6 ng/ul
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pcDNA5/FRT/TO_CHRAC1
5542 bp

3. dbra. A pcDNAS5/FRT/TO-CHRACI plazmidkonstrukcio szekvenciatérképe.

A-Hindl1 1 A-Hindlll V1 V2

564

2322
2027

b)

4. abra. A klonozashoz elddllitott inzert és vektor gélelektroforézie. a) 1222
PCHRAC-EGFP templatrol felamplifikalt inzert gélelektorofiézise. b) pPcDNAS/FRT/TO
plazmidrol eléallitott vektorl és a vektor2 fragmentum gélelektroforézisei lathatoak. A
gélelektroforézisekhez a Lambda DNA/HindIIl molekulasuly markert alkalmaztuk (8
fragmentum[bp]: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564, 125).
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A klonozas a SLIC technikaval lett kivitelezve. A moddszer a klasszikus eljarassal
szemben, restrikcids emésztés helyett polimeraz-lancreakciot alkalmaz az inzert eldéllitasahoz.
Ehhez olyan primerek sziikségesek, melyek a linearizalt vektor végeivel homolog régidkat
tartalmaznak. Az inzert és vektor homolog karjait a T4 DNS-polimeraz exonukleaz aktivitasa
révén ragados végekké formalja, majd szobahdmérsékleten a végek hibridizalnak. Az ezaltal
nyert cirkuldris konstrukcié nem teljes, el6fordulhatnak ,,nick”-ek a szekvencidban. A lyukak
befoltozasa a baktériumsejt sajat DNS hibajavité rendszere altal torténik. A SLIC reakcidt
kompetens 2T1 E.coli sejtekbe transzformaltuk és ampicillines Luria-Bertani lemezekre
sz¢lesztettiilk. Az ampicillin rezisztenciagén megatalhato a pcDNAS/FRT6TO-CHRAC1
konstrukcioban, igy a létrejott klonok ampicillinnel kiegészitett agarlemezen szelektalhatoak.
A kovetkezd napra sok telepet kaptunk a lemezeken, ami azt jelzi, hogy a transzformalas
hatékony volt. A kontroll klonozas soran, melynél a T4 DNS-polimeraz hianyzott a SLIC
reakciobol, majdnem ugyanannyi telepet kaptunk mint a rendes klonozas esetén, igy arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a T4 DNS-polimeraz nem jatszik 1ényeges szerepet ebben a
modszerben.  9-9 telepbdl fogpiszkaldoval mintat vettiink és kolonia PCR-rel ellendriztiik a
transzformalas sikerességét. Ehhez olyan primer parokat alkalmaztunk, melynél a forward
primer a CMV promoterhez, a reverse primer pedig a CHRC1 génhez hibridizal (5. tablazat).
A PCR termékeket agardz gélen futtattuk, majd a gélképet elemezve kivalasztottunk harom
mintat (#1-, #2- és #6-0s) mely megbizhatonak tiint (5. ébra). Ezekbdél a mintakbol
folyadékkultarat hoztunk 1étre, plazmidot izolaltunk, majd a tisztitott palzmidot tovabb kiildtiik

szekvenaltatasra. Mindharom elkiildott klon az altalunk megtervezett szekvenciat tartalmazta.

A U20S Flip-In T-Rex ,host” sejtvonal transzfekcidjahoz nagy mennyiségi
pcDNAS/FRT/TO-CHRACI plazmidra volt sziikségiink. A harom szekvenalassal visszaigazolt
klon kozil kivalasztottunk egyet, melybdl endotoxin mentes Midi prepet készitettiink az emlds
sejtek transzfektalasahoz. NanoDrop spektrofotométer segitségével meghataroztuk a tisztitott

plazmid mennyiségét, mely 420 ng/ul volt.

A Flp-In™ T-REX™ _host” sejtvonal korabbrol mar rendelkezésiinkre allt. A ,host”
sejvonalunk két plazmid betranszfektalasaval lett Iétrehozva: pFRT/lacZeo egy specifikus FRT-
helyet hordoz, mely eredetileg a Saccharomyces cerevisiae-bdl lettek izolalva és az Flp

rekombinaz kotohelyéiil szolgal. A pcDNAG6/TR plazmid a Tet represszort fejezi ki.
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5. dbra.  Hdarom kiilonbozd primer parral Kivitelezett kolonia PCR
gélelektorofrézise.

MolekuAz #1-, #2- és #6-os mintakat valasztottuk ki szekvenaltatasra, illetve tovabbi
munkankhoz. A gélelektroforézishez a Lambda DNA/HindIll molekulasuly markert
alkalmaztuk (8 fragmentum[bp]: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564, 125).

A U20S Flp-In™ T-REX™ 293 | host” sejtekbe kotranszfektaltuk az altalunk létrehozott
pcDNAS5/FRT/TO-CHRACI plazmidkonstrukciot és a pOG44, Flp rekombinaz expresszios
vektort. A transzfekciot kovetden a pOG44-rdl kifejezédik az Flp rekombinaz és katalizalja az
FRT helyek homolog rekombinacidjat. Ennek eredményeként a pcDNAS/FRT/TO-CHRACL1
integralodik a genomba az FRT-helyen. Mivel a pcDNAS5/FRT/TO-CHRACL egyazon
lokuszon ¢épiill be a genomba minden transzfektansndl, izogén klonok keletkeznek. A
hygromycin és blasticidin rezisztenciagén a pcDNA5S/FRT/TO-CHRACT1 és a pcDNAG/TR
plazmid integralodasa utan megtalalhato a klonok genomjaban. A tovabbiakban 2-3 héten
keresztiil szelektaltuk a stabil klonokat 250 pg/ml hygromycint, és 4 ug/ml blasticidint

tartalmazo szelektiv médiumban.

7.2 Hygromycin érzékenység vizsgalata

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk a stabil klonok szelekcidjdhoz sziikséges
optimalis hygromycin koncentraciot, tesztet végeztiink a U20S Flip-In T-REx ,,host” sejteken.
Célunk annak a minimalis koncentracionak a megéllapitasa volt, mely sziikséges a nem
transzfektalt Flip-In T-REx ,,host” sejtvonalak elpusztitdsdhoz ~1 hét alatt. Ennek érdekében
kiilonb6z6 hygromycin koncentraciok mellett mikroszkoppal kovettiik a ,,host” sejtek talélését
egy héten keresztiil. Megfigyeléseink alapjan a 250 pg/ml koncentracioé mellett a sejtek nagy
része elpusztult egy hét alatt. Ezt abbol lehetett megallapitani, hogy az elpusztult sejtek
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felvaltak a lemez aljarol, és csomosodva usztak a médiumban (6. abra). A kovetkezd
koncentraciok mellett teszteltilk a sejtek ndvekedését: 150, 200, 250, 300, 350, 400 pg/ml
Hygromycin B.

6. abra.  Hygromycin kezekés hatdasa a U20S Flip-In T-REx ,,host” sejtekre. A
jobb oldali mikroszkopos képen 150 ug/ml hygromycinnel, a bal oldali képen 250 ug/ml

hygromycinnel voltak a sejtek kezelve.

7.3 A CHRACI-tultermelé6 sejtvonal jellemzése

Az altalunk 1étrehozott U20S Flip-In T-REx-CHRACL sejtvonal CHRACL taltermeld
képességét ellendriztiik RNS-szinten kvantitativ real-time PCR-rel, illetve fehérje-szinten
Western blottal. Kontrollként egy olyan sejtvonalat alkalmaztunk, melybe a CHRAC1-et
kifejez6 plazmidkonstrukcié helyett {tires vektort transzfektdltunk a U20S ,host”

sejtvonalunkba.

A CHRAC1 indukalhaté modon fejezddik ki a 1étrehozott U20S Flip-In T-REX stabil
sejtvonalban. Ennek hatterében a kovetkez0 mechanizmus all: A CHRACL olyan
cytomegalovirus (CMV) promoter szabalyozasa alatt all, amihez tet operator 2 (TetOs)
szekvenciaja csatlakozik. Tetraciklin/doxiciklin hianyaban a pcDNAG6/TR plazmidrol
expresszalodo Tet represszor homodimert formal és kot a TetO» szekvencidhoz, ezaltal
represszalja CHRACI1 kifejez6dését. Az indukci6 soran a tetraciklin/doxiciklin nagy
affinitassal képes kotni a Tet homodimerekhez, melynek szerkezetében ezaltal
konformaciovaltozas kdvetkezik be. Ennek hatdsara a Tet represszor dimerek disszocialnak a

CMYV promoterrdl lehetdveé téve a CHRACL kifejezddését.
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A kvantitativ valds idejii PCR-el végzett kisérleteink soran 24 6ran keresztiil indukaltuk
a sejtek CHRACI expressziojat 1-2,5 ug/ml doxiciklinnel. A sejteket ezutan begytijtottiik és
RNS-t izolaltunk bel6liik a Macherey-Nagel cég altal forgalmazott NucleoSpin RNA nevezeti
kittel. A tisztitott RNS mennyiségét NanoDrop spektrofotométerrel hataroztuk meg, majd
mintanként 1-1 ug RNS-t reverz transzkriptdzzal cCDNS-s¢ irtuk at. A cDNS-t tartalmazé
mintakat 20x-ra higitottuk, majd egyenként 2,5 pl-t Kimértiink egy-egy qPCR reakciohoz
beldliik templatnak. Mintanként harom technikai parhuzamossal végeztiik a kisérleteket.

Normalizacios kontrollként a RPL27 haztartasi gént hasznaltuk.

Az els6 vizsgalat soran 1 pg/ml végkoncentracidban alkalmaztuk a doxiciklint. A g°PCR
kiértékelésénél a génexpressziot a kezeletlen, iires vektort hordozd sejtek mMRNS
mennyiségéhez viszonyitottam. A kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a
doxiciklin kezelés az iires vektort tartalmazo kontrollban nem volt hatassal a CHRACI
expressziora. Ezzel szemben a CHRACI taltermeld sejtvonalakban a doxiciklin kezelés
mintegy 17-szeresara emelte (2*%°) novelte a CHRAC1 expressziot a kontroll, kezeletlen iires
vektorral transzfektalt sejtekhez képest. A CHRACI taltermeld sejtvonal indukélatlan
allapotaban is 2,5-szeresére (213%) emelkedett a CHRAC] kifejezdése a kontroll sejtvonalhoz
képest. Ezt a jelenséget ,,leaky” génexpresszionak nevezi a szakirodalom és gyakori problémat

jelent biologiaban. (7. abra)

CHRACI expresszio
4,5

3,5
2,5
1,5

0,5

Relativ génexpresszid (AACt)

Ures vektor, Ures CHRAC, CHRAC1+dox
kezeletlen vektor+dox kezeletlen

7. dbra.  CHRACI expresszidjanak vizsgdlata gPCR-rel. A sejteket indukcidja 1
ugl/ml doxiciklinnel, 24 ordn keresztiil tortént. A génexpresszio a Kezeletlen kontroll

mRNS mennyiségéhez |ett viszonyitva az abrdzolas soran.
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A Flip-In T-REx rendszerrel generalt sejtvonalak egyik elény0s tulajdonsaga, hogy a GOI
(gene of interest) expresszidja szabdlyozhatdé a megfelelé indukalé agens
doxiciklin mennyiségét 2,5 ug/ml-re emeltiik annak reményében, hogy a CHRACI taltermel6
sejtvonalnal magasabb CHRACI1 expressziot ériink el. Kis mértékben nétt a CHRACI
transzkriptek mennyisége, nem tapasztaltunk jelent6s hatasbéli valtozast az 1- és 2,5 pg/ml
doxiciklin kezelések kozott abban az esetben, ha a kezeletlen CHRAC1 U20S CHRAC1

sejtekhez hasonlitjuk a kétféle koncentracioban alkalmazott doxiciklint (8. abra).

CHRACI expresszio

= N w
N U W W,

Relativ génexpresszid (AACt)
o
(9]

o

1 ug/ml doxycycline 2,5 ug/ml
doxycycline

8. dabra. 1 ug/mlés 2,5 ug/ml doxiciklin indukcio hatasanak dsszehasonlitisa
qPCR-el, CHRACI tultermeld sejtvonalon. A génexpresszio a kezeletlen CHRAC1

tultermeld sejtek mRNS-Szintéjhez lett viszonyitva.

Kovetkezd kisérletiinkben Western blot technikaval vizsgaltuk a CHRACI kifejezddését.
A sejtkulturdkat 1 pg/ml doxiciklinnel kezeltiik 24 6ran keresztiil. Ezutan a sejteket 4%-0s SDS

lizis pufterrel lizaltuk €s begylijtottiik.

A fehérjéket méret szerint elvalasztottuk SDS-PAGE technikéval, majd nitrocelluléz
membranra blottoltuk. A CHRACI1 fehérjét specifikus ellenanyagokkal detektaltuk. A
membranrdl késziilt képen szépen latszik a CHRAC] fehérje fokozott kifejezddése az indukalt,

CHRACT taltermeld sejteknél (9. abra).
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9. abra.  CHRACI fehérje detektalasa \Western blottal. A bal oldali képen a
Poneceaue-vel valo festés lathato, a jobb oldali képen a detektdalt CHRACI fehérje 15
kDa-os mérettartomanyban. A sejtek indukcioja 1 ug/ml doxiciklinnel, 24 ordn keresztiil

tortént.

7.4 POLE3-POLE4 Western-blot

A POLE3 ¢és POLE4 knockout sejtek fokozott érzékenységet mutatnak a replikécios
stresszre, ami ramutat azok fontos szerepére a replikacios folyamatok szabalyozasaban. Miutan
mind a CHRACI, mind a POLE4 a POLE3 fehérjével alkot dimert, a CHRACI1 fehérje
mennyiségének valtozasa hatassal lehet a POLE3-POLE4 dimer mennyiségére, és ezaltal a
replikacios stresszvalaszra. Kisérleteink soran Western blot technikaval tanulmanyoztuk, hogy
a CHARC1 magas expresszidja hogyan befolyasolja a POLE3-, illetve POLE4 mennyiségét. A
24 oras 1 pg/ml doxiciklinnel tortén6 CHRACI tultermelés hatasara a POLE3 expresszidja
jelentdsen novekedett (10. abra), mig a POLE4 fehérje szintje 1ényegesen csokkent (10. abra).
A POLE3, POLE4 és CHRACI fehérjék heterodimereket alkotnak és kifejezodési szintjeik is
hatnak egymasra. A munkacsoportunk kozlés alatt allo publikacidja alapjan, amikor knockout
technikaval eliminaljuk a POLE3-t akkor a POLE3 KO sejtekben mind a POLE4, mind a
CHRACL1 fehérje eltiinik, mivel a kdzds partneriik hidnya instabilitasukat okozza (2 abra).
Tovabbi megfigyelés volt, hogy a POLE4 KO sejtekben a CHRACT fehérje szintje nd, ami
érdekes egyezést mutat azzal, amit a dolgozatomban bemutattam, hogy a CHRACI] taltermelése
viszont csokkenti a POLE4 szintjét. A POLE4 fehérje eltiinése hatterében a feltehetdleg az
allhat, hogy megemelkedett CHRAC1 szint miatt tobb POLE3/CHRAC1 komplex képzddik és
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a DNS polimeraz epszilon komplexbdl kevesebb, igy a POLE4/POLE3 heterodimer nem tud
1étrejonni. Mivel a heterodimerizaci6 fontos a POLE3 ¢s POLE4 stabilitasahoz [26] az egyediil
maradt POLE4 lebomlik, amint a 11. abran lathato.

22853 993%
2 £ 2 2E
Q9 Q9
DOX
(lugimy _ -+ - + =& = &

25 kDa

POLE3
15 kDa
10 kDa

10. dbra. POLE3 fehérje detektdilasa Western blottal A bal oldali képen a Poneceaue-
vel valo festés lathato, a jobb oldali képen a detektalt POLE3 fehérje 17 kDa-nal A
sejteket 24 orat indukaltuk 1 ug/ml doxiciklinnel.
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11. dbra. POLE4 fehérje detektilasa Western blottal. A bal oldali képen a Ponceaue-
vel valo festés lathato, a jobb oldali képen a detektdlt POLE4 fehérje 17 kDa-0s

mérettartomanyban.
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7.5 ATR gatloszer iranti érzékenység meghatarozasa

A tovabbi kisérleteink soran az ATR inhibitor (ATRI) (VE-821) hatasat vizsgaltuk a
U20S Flip-In T-Rex CHRACL1 stabil sejtvonal életképességére mind CHRACT indukci6 elott,
mind utana. Az ATR gatlasa a rakos sejtekben replikacios stresszt indukal, ami a sejtek
pusztuldsat okozza. Resazurin teszttel mérheté meg, hogy kiilonboz6 koncentracioban
alkalmazott ATRi hogyan hat a sejtek tulélésére. Az ATRi érzékenység meghatirozasat 3

technikai parhuzamos kisérletben hajtottam végre.

12. dbra. A talélési kisérlet 96 lyuku lemezei a Resazurin hozzdaddsa utdn 2 ordval.

A munkacsoportunk egyik korabbi kisérletben meghatarozta a U20S POLE4 KO sejtek ATRi
érzékenységét.(13. abra) Az IC50 érték azt a gatldszer koncentraciot jeldli, amelynél a sejtek
50%-a elpusztul, és ezt mérdszamot hasznaljak leggyakrabban egy drog hatdsossaganak
mérésére. Megallapitottuk, hogy a POLE4 KO sejtek IC50 értéke: 0.4624 uM alacsonyabb,
mint a vad tipusta U20S sejteké (IC50: 0.9564 uM), tehat a POLE4 hianya érzékennyé teszi a
sejteket az ATR gatloszerre. Mivel a CHRAC1-tultermeld sejteknél lecsokken a POLE4
fehérjeszintje (11. abra) kivancsiak voltunk, hogy az ATR gatlasban is latszik-e a hasonlosag a
POLE4 KO sejtekkel.
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U20S POLE4 KO sejtek ATRi érzékenysége

Tulélés (%)

13. abra. A POLEA4 KO sejtek fokozott érzékenységet mutatnak az ATR

inhibitorokra (Dr. Fajka-Boja Roberta mérése)

a CHRAC1-taltermeld sejteknél is (14. abra). A U20S Flip-In T-REx CHRACL1 sejteknek 1C50
érteke a 0.8593 pM-nak adodott a doxiciklin kezelés nélkiil és a CHRACI taltermelés utan az
IC50= 0.6515 uM, tehat szintén nétt a sejtek érzékenysége ugy, mint azt a POLE4 KO esetén

lattuk.

Talélés (%)

ATRi koncentracio (uLM)

14. abra. A CHRACI tultermeld sejtek fokozott érzékenységet mutatnak az ATR

inhibitorokra
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Eredményeink aldtamasztjdk, hogy a CHRACI-tultermeld tumorok esetén az ATR
inhibitorral torténd kezelés igéretes terapids tamadaspont lehet. A CHRAC1 magas expresszioja
biomarkerként szolgalhat olyan, petefészek-, tiidé- ¢és mellrak tumorfajtdk azonositdsdhoz,
melyeknél az ATR inhibitorral torténé kezelés alkalmazhaté lehetne. Mivel a CHARCL1
tultermelés bizonyos raktipusokban viszonylag gyakori, példaul a petefészekrakos esetek 1/3-
ara jellemz6, érdemes tovabbi kutatasokat végezni a hatékonyabb terapias célpontok
meghatdrozasara. Mivel eldzetes eredményeink vannak arra nézve, hogy a PARP gatlassal
egylitt alkalmazott replikacios stressz fokozza a POLE4 KO sejtek érzékenységét a jovoben a
CHRACI taltermeld U20S sejteken a PARP és ATR kombinalt gatlasanak hatasat kivanjuk

tanulmanyozni.
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8. Diszkusszio

Kutatasom kozéppontjaban a CHRAC1 (Chromatin Accessibility Complex Subunit 1)
fehérje allt, mely igéretes daganatterapias célpont lehet a jovoben. A CHRACI a
kromatinszerkezet szabalyozasaban résztvevo fehérje, mely a SMARCAS kromatin atrendezé
komplexen beliil a POLE3-hoz kot. A POLE3 fehérje ugyanakkor a DNS polimerdz epszilon
komplex-ben is megtalalhato, ahol a POLE4-gyel egyiitt alkot heterodimert. Laborunkban
végzett korabbi kutatdsok alapjan [18] a POLE3 és POLE4 knockout sejtek fokozott
érzékenységet mutatnak a replikécios stresszre, ami rdmutat azok fontos szerepére a replikacios
folyamatok szabalyozasdban. Miutan mind a CHRACI1, mind a POLE4 a POLE3 fehérjével
alkot dimert, a CHRACI fehérje mennyiségének valtozasa hatassal lehet a POLE3-POLE4

dimer mennyiségére, és ezaltal a replikécios stresszvalaszra.

A kisérleteink soran a FIp-In™ T-REX™ rendszer-t alkalmazva létrehoztunk egy
CHRAC!1-¢et indukalhatdé médon taltermeld stabil sejtvonalat. Ez a rendszer olyan emlds
sejtvonalak létrehozasara lett tervezve, melyek stabilan ¢és indukalhatoan expresszaljak a
vizsgalatokra kivalasztott fehérjét, mely esetiinkben a CHRACT volt. Azért valasztottuk ezt a
modszert, mert a GOI (gene of interest) szekvencia minden transzfektans esetében egyazon

l16kuszon integralédik a genomba, igy izogén klonok jonnek létre.

A CHRACI-taltermel6  sejtvonal  létrehozasa  soran  eldallitottunk  egy
plazmidkonstrukciot, mely a CHRACI ¢DNS-ét tartalmazza a pcDNA5 FTR/TO vektorban,
majd transzfektaltuk a U20S ,host” sejtvonalunkba. Végiil a sikeres genomintegraciot hordozo
sejteket poliklonalis modon szelektaltuk hygromycinre és blasticidinre. Kisérleteink soran a
CHRACI1 kifejez6dését a tet represszorok hatasat semlegesité doxiciklin 1 pg/ml

koncentracioban torténd adasaval indukaltuk.

A CHRACI1-taltermeld sejtvonal transzfekcios validalasat RNS szinten qPCR-rel, fehérje
szinten pedig Western blot technikaval végeztik. A CHRACI1-tultermeld sejtvonalban a
doxiciklin kezelés mintegy 17-szeresére novelte a CHRAC1 mRNS-expressziot. A CHRAC1-
tultermeld sejtek indukalatlan allapotaban is 2,5-szeresére emelkedett a CHRACT kifejezddése
az uires vektort hordozo sejtekhez képest. Ezt a jelenséget ,,leaky” génexpresszionak nevezi a
szakirodalom, és gyakori problémat jelent toxikus fehérjét kodolo gének esetén, mivel ekkor

lassu sejtnovekedést és sejtpusztulast eredményez.

Western blot technikaval tanulmanyoztuk, hogy a CHARC1 emelkedett expresszidja
hogyan befolyasolja a POLE3-POLE4 dimer mennyiségét. A munkacsoportunk kozlés alatt allo
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publikécidja alapjan, amikor knockout technikaval eliminaljuk a POLE4-et HELA, méhnyak
karcindma sejtekben, akkor a POLE4 KO sejtekben a CHRACI expresszidja megnovekszik,
mig a POLE3-¢é lecsokkent.[18] Ennek hatterében feltételezéseink szerint az allhat, hogy a
POLE3-ért versengés folyik CHRACI ¢és a POLE4 fehérje kozott, ezért a POLE4 eliminacid
hatasara tobb CHRAC1-POLE3 heterodimer tud 1étrejonni. A versengésbdl kovetkezik, hogy a
fehérjek kifejezddési szintjei hatdssal vannak egymasra, igy a CHRAC1-taltermeld tumorok
esetén a CHRACI fehérje mennyiségének valtozasa hatassal lehet a POLE3-POLE4 dimer
mennyiségére. A Western blot-tal végzett vizsgalataink alapjan a CHRACI-taltermel6
sejtekben a POLE4 fehérje expresszidja szignifikansan lecsokkent, mig a POLE3-¢ novekedett.
A POLE4 fehérje csokkenését feltehetdleg az instabilitasa okozza, mivel nem tud heterodimert
alkotni a POLE3-mal ugyanis a megnovekedett CHRACL fehérjemennyiség tobb POLE3-at
igényel a CHRAC remodelling komplex kialakitasdhoz. Ez az eredményiink erdsiti azt a
feltevést, amit az el6z6 kisérleteink alapjan megfogalmaztunk, hogy a POLE4 és a CHRACI1
versengenek a POLE3-ért.

Munkacsoportunk egy korabbi kisérletben meghatarozta a POLE4 fehérje hianyanak
hatasat a sejtek ATR gatloszerekkel szembeni érzékenységére. Megallapitottuk, hogy a POLE4
hianya érzékenyiti a HeLa, méhnyak karcinoma sejteket az ATR gatloszerre (13. abra). Mivel
a CHRACI1-taltermel6 sejteknél lecsokken a POLE4 fehérje szintje kivancsiak voltunk, hogy a
POLE4 KO sejtek esetén tapasztalt ATR inhibitor érzékenység itt is jelentkezik-e. A tulélési
kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a U20S CHRACLIL-taltermel6 sejtek hasonloan
fokozott érzékenységet mutatnak az ATR inhibitorokkal szemben, mint a POLE4 KO sejtek.
Ennek hatterében a POLE4 fehérje egyik nélkiilozhetetlen funkcidjanak elvesztése allhat, mely

feltehetdleg a replikacios folyamatok szabalyozasaban jatszik fontos szerepet.

Az ATR és PARP inhibitorok kombindlt alkalmazédsa igéretes terapias eljaras, mely
jelenleg klinikai tesztelések alatt all. Az ATR kindz gatlasa jelentésen noveli a PARP
inhibitorok citotoxicitasat azaltal, hogy lehet6vé teszi a sejtek korai mitdzisba 1épését, ami
replikacios katasztrofahoz és a mitdzisos defekthez vezet. A kombinalt terapia egyik hatranya,
hogy erésebb mellékhatasokat okoz. A mellékhatasok csokkenthet6k olyan genetikai
valtozatok azonositasaval, melyek egyes tumorfajtakra fogékonyabba és szelektivebbé teszik a
kezelést.[22] A munkacsoportunk korabbi kisérletei soran tesztelte az ATR-PARP inhibitorok
kombinalt kezelésének hatékonysagat POLE4 KO sejtek esetén, a kombinalt kezelés joval

hatékonyabbnak bizonyult, mint a gatloszerek kiilonallo alkalmazasa [18]. A jovoben a
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CHRACI tualtermeld U20S sejteken a PARP és ATR kombinalt gatlasdnak hatasat kivanjuk

tanulmanyozni.

Eredményeink aldtamasztjdk, hogy a CHRACI-tultermeld tumorok esetén az ATR
inhibitorral torténd kezelés igéretes terapids tamadaspont lehet. A CHRAC1 magas expresszioja
biomarkerként szolgalhat olyan, petefészek-, tiidé- ¢és mellrak tumorfajtdk azonositdsdhoz,
melyeknél az ATR inhibitorral torténd kezelés alkalmazhatd. Mivel a CHARCI taltermelés
bizonyos raktipusokban viszonylag gyakori, példaul a petefészekrakos esetek 1/3-ara jellemzo,

érdemes tovabbi kutatasokat végezni ebbe az iranyba.
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