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A daganatosbetegségekkialakuldsdnakjelentdsokaasejtciklusésgénexpresszid
fenntartasaért felelés enzimek tul- és alulmiikodése, melyet mutaciojuk
mellett azok normalistdl eltéré poszttranszlacios modositasa is okozhat. A
protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMT5) hiszton fehérjék szimmetrikus
arginin dimetilaciojat katalizdlja, amely a génexpresszio gatlasat eredményezi.
Szabalyozasaért a RhoA aktivalt kindaz (ROK) és a miozin foszfataz (MP)
felel6s a Thr80 foszforilacios helyen keresztiil. A PRMT5 Thr80 szabalyozo
oldallancanak mutdciéit tobb daganattipusban leirtak a COSMIC adatbazis
alapjan.

Vizsgalataink célja a PRMTS5 Thr80 mutaciéinak biokémiai vizsgalata.

Vad tipusu, illetve mutans PRMT5 fehérjét kdédolé plazmiddal tsA201
sejteket transzfektaltunk és tisztitottunk. Tomegspektrometrias elemzéssel
WT PRMTS5 enzimhez képest a PRMT5 Thr80 mutans fehérjék esetén egy
Uj foszforilacios helyet, a PRMT5 Ser74 irtuk le ROK kezelés hatdsara. A
PRMT5 Thr80 mutacidinak aktivitasra kifejtett hatasanak vizsgalatahoz
overexpresszalt fehérjéket affinitasi gélhez kotottiink ki. A kotott PRMTS5
fehérjét ROK-kal inkubaltuk, majd Western blottal vizsgaltuk a PRMT5
foszforilaciot.

Mig a WT PRMT5 ROK kezelés hatdsara nem mutatott emelkedést a Ser
oldallancokon, addig a Thr80 mutansokndl emelkedést detektaltunk. A
mutans PRMTS5 in vitro ROK enzimaktivitasi vizsgalattal egyértelmi PRMT5
Ser foszforilaciot mutatott, amit a MP hozzdaddsa csokkentett. Elemeztiik a
WT és PRMTS5 mutans fehérjék altal kotott hiszton szubsztratok mennyiségét
és azt tapasztaltuk, hogya ROK hatasaraa mutans PRMT5 szignifikansan tobb
hiszton szubsztratot kot, ezen a tovabbi foszforilaci6 mar nem valtoztatott.
Eredményeinket mdj karcindma szo6veti array vizsgalattal és mas daganatos
sejtvonalakon is validaltuk anti-foszfo-Ser74 antitesttel, és a szovetmintak
foszforildcidjanak gradussal és statusszal korreldl6 valtozdsat tapasztaltuk.
Vizsgalataink alapjan megallapithaté, hogy a tumorokban megtalalhaté
mutaciok a PRMT5 emelkedett aktivitdsat az enzim altal megkotott szubsztrat
mennyisége altal szabalyozza, és ezt a mutdcidk altal okozott térszerkezeti
valtozasok és uj aktivalo foszforilacids helyek expozicidja eredményezheti.
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