A PACLITAXEL CITOTOXIKUS HATASANAK ES A FEHERJEK
O-GLIKOZILACIOJANAK SEJTCIKLUSFUGGO VALTOZASAI
Doktori (PhD) értekezés tézisei

Dr. Fisi Viktoria
Doktori Iskola Vezet6je: Prof. Dr. Kovacs L. Gabor

Programvezet6: Prof. Dr. Miseta Attila
Témavezetd: Prof. Dr. Miseta Attila, Dr. Nagy Tamas

Laboratériumi Medicina Intézet
Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar

Pécs, 2018.



BEVEZETES

1.Paclitaxel

Az cukaridta sejt osztodasa szigoruan szabalyozott, komplex folyamat, melynek
eredményeként fiziologids esetben két, vele genetikailag megegyezd leanysejt képzodik. A
sejtciklus vizsgalatahoz a leggyakrabban alkalmazott médszer a szinkronizalas. Ennek soran -
kiilonbozé modszerek révén - a sejtciklus progressziojat egy adott ponton felfiiggesztve fazis-
homolég populaciok nyerhetok. A gatlds felolddsa utan a sejtek egymaéssal szinkronizalt
moédon haladnak tovabb a sejtciklusban. Ezt kovetden meghatarozott idopontokban mintat
gytjtve képesek vagyunk az adott fazisban 1évd sejtcsoport ciklusfiiggd paramétereit
vizsgalni. A szinkronizalas nehézségei kozé tartozik, hogy a sejtciklusban blokkolt sejt
bizonyos id0 eltelte utdn az apoptdzis utjara 1ép, tehat 100%-os szinkronizaltsdgot nehéz
létrehozni. Emiatt sziikséges a kezelések idOpontjat és id6tartamat minden egyes
sejtpopuléciora és a vizsgdlni kivant fazisra optimalizdlni, hogy a lehetd legmagasabb
szinkronizaltsagi fokot érjiik el, minél kevesebb apoptotikus sejt 1étrejottével.

Az egyik gyakran alkalmazott szinkronizalé agens a természetes eredetli kemoterapias
szer, a paclitaxel (taxol). A paclitaxel a mikrotubulusokhoz kétédve (Kampan et al. 2015) a
tubulin-polimerizaciot serkenti, illetve annak depolimerizacidjat gatolja. Az igy képz6dd
mikrotubulusok kiilonosen stabilak €s diszfunkcionalisak. A mitézishoz és a vitalis interfazis-
folyamatokhoz sziikséges fiziologias mikrotubulus-dinamika hianyanak kovetkeztében a
sejtek a mitozis fazisaban rekednek, majd a blokk feloldasanak hianya esetén elpusztulnak.
(Rowinsky EK 1995; Parness & Horwitz 1981)

A paclitaxel Klinikai hasznalatat az Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerellen6rzd Hatosag
(U.S. Food and Drug Administration; FDA) emld-, ovarium- és tiidétumorokban, valamint
Kaposi sarcoma kezelésében engedélyezte. Emellett off-label moédon hasznalatos
endometrialis, cervix, prosztata, gastro-oesophagealis, illetve fej-nyaki tumorok esetén,
valamint egyes sarcomakban, lymphomakban és leukaemiakban.(Weaver 2014) Alkalmazasa
leggyakrabban 135 mg/m? illetve 175 mg/m? dézisban, 3 vagy 24 ora alatt beadott
infuziokban torténik, 21 vagy 7 napos kezelési ciklusokban. A taxanokat gyakran alkalmazzak
kombinacios kezelésben radioterapiaval vagy egyéb kemoterapais szerekkel. (Dyer et al.
2013; Kumar et al. 2015; Markman et al. 2013)

Habar irodalmi adatok alapjan a taxol okozta apoptdzis nemcsak a mitdzis-megallas

kovetkeztében, hanem interfazisu sejteken valo hatas eredményeként is 1étrejohet,(Janssen et



al. 2013; Zasadil et al. 2014) a szer citotoxikus hatasa mégis az M fazis soran a
legkifejezettebb.(Liebmann et al. 1993) Mar 5 nM paclitaxel-koncentracio elégséges a
malignus sejtek osztodasban vald gatlasahoz, illetve azt kovetd elpusztitasahoz. Az
effektivitas, a sziikséges koncentracio és a kezelési idGtartam azonban nagymértékben fiigg a
célzott sejttipustol.(Liebmann et al. 1993) A kezelésnek tehat a sejtciklus dinamikajahoz
sziikséges igazodnia. Korabbi kozlemények arr6l szamoltak be, hogy ovariumtumor-sejtvonal
szinkronizalasa megsziinteti a sejtek paclitaxellel szembeni rezisztenciajat,(\Wang et al. 2013)
illetve a paclitaxel okozta szinkronizacio hatasosnak bizonyult tumorsejtek radioterapiara valo
szenzitizacidja céljabol,(Supiot et al. 2005; Wenz et al. 1999) ugyanis a G, illetve M a
sugarterapia szempontjabol is legérzékenyebb fazisok.(Tishler et al. 1992)

2. O-glikozilacio a sejtciklus-szabalyozasban

A sejtciklus folyamatainak 6sszehangolt miikddése szigoru szabalyozas kovetkezménye,
melyben transzkripcids, transzlacids, poszttranszlacios, valamint degradacios folyamatok
egyarant kozremiikodnek. A sejtciklus minden egyes 1épése tobb szaz reguldtor befolyasa
alatt all, melyek miikodését intrinzik (mutacio) és extrinzik faktorok (kornyezeti tényezok,
kemikalidk) egyarant befolyasolhatjak, esetenként akar sulyos kovetkezményekkel jarva.
Ilyen kovetkezmény lehet malignus tumor képzdédése, de szerepet tulajdonitanak a sejtciklus-
szabalyozas zavarainak az Alzheimer-kér, diabetes, illetve egyes autoimmun betegségek
pathogenezisében is. (Wang & Wang 2015; Slawson et al. 2010; Balomenos & Martinez-A
2000)

Az O-glikozilacionak a sejtosztodasban betdltott jelentdségére az utdbbi években deriilt
fény. (Slawson & Hart 2011) Az O-glikozilacio egy, a fehérjék szerin (Ser) és treonin (Thr)
oldallancait érintd, dinamikus poszttranszlaciés mdodosulas. A folyamat soran citoplazmatikus,
nuklearis, valamint mitokondrialis fehérjék Ser, illetve Thr aminosavainak hidroxilcsoportjan
keresztiil egy O-B-N-acetilgliikozamin (O-GlcNAc) kapcsolodés jon 1étre. A moddosulés altal
érintett, ismert fehérjék szama a javulo technikai feltételeknek koszonhetéen az elmult néhany
évben megsokszorozodott. Napjainkig tobb mint 3000 O-glikozilalt fehérje keriilt leirasra,
melyek a génexpresszio, transzlacio, fehérjedegradacio, szignal transzdukcid, és egyebek
kozott a sejtciklus-szabalyozas szempontjabol is kiemelked6 jelentéséggel birnak.(Zachara et
al. 2015)

A modosulas egyik fontos jellemzdje, hogy a sejt metabolikus allapotaval szoros
kapcsolatban  all  (,,nutrient sensor”). Szubsztratja ugyanis az uridin-difoszfat-N-

acetilgliikozamin (UDP-GIcNAc), amely a hexozamin bioszintézis utvonal (HBP)



végterméke. Ebbe, a gliikkoz-, aminosav-, zsirsav- és nukleotid-metabolizmust 6sszekapcsold
utvonalba 1ép be a sejtbe jutd gliikoz 2-4%-a.(Goldberg et al. 2006)

Irodalmi adatok alapjan az O-GIcNAc statusz manipulalasa a sejtciklus progresszidjanak
zavaraihoz vezet.(Slawson et al. 2005; Wang et al. 2012; Dehennaut, Hanoulle, et al. 2008) A
modosulas  optimalis  mértéke  szikkséges a  megfeleld6  aranya  hiszton-
foszforilaciohoz,(Delporte et al. 2014) a mitotikus orso kialakulasahoz,(Tan et al. 2013)
illetve a sejtciklus soran  szintén jelent6s szerepet jatsz6 c-myc  fehérje
expresszidjahoz.(Itkonen et al. 2013) Emellett az egyik legmagasabb O-glikozilaltsagi fokot
mutatd fehérjék a maghartyaban elhelyezkedé nukleoporinok.(J. A. Hanover et al. 1987)
Rajtuk keresztiil, illetve a transzportalandé fehérjék modositasa révén az O-GICNAC hatassal
bir a sejtmag be- illetve kifelé irdnyuld transzportfolyamataira. A mitdzis folyamata soran
egyes szerzok emelkedett, (Wang et al. 2010; Dehennaut, Hanoulle, et al. 2008; Yang et al.
2012; Lefebvre et al. 2004) masok csokkent O-glikozilacios statuszt irtak le.(Fong et al.
2012; Sakabe & Hart 2010) Osszességében, bar az O-GlcNAc modosulasnak a sejtciklus
szabalyozasaban betoltott szerepe vitathatatlan, ezzel kapcsolatban részletes ismeretek még
nem allnak rendelkezésiinkre, a globalis O-glikozilacios valtozasok sejtciklus alatti

valtozasairol kozolt eredmények pedig ellentmondésosak.

CELKITUZESEK

1. A munka egyik célja egy olyan citotoxikus kezelési séma kidolgozéasa volt, melyet
specifikusan egy sejtvonalra optimalizalunk, az osztodasi karakterisztika figyelembe
vételével. Az ehhez sziikséges 1épések a kovetkezok voltak:

a. Sp2 sejtvonal osztodasi ciklusanak jellemzése, a duplikacios id6 meghatarozasan
tul az egyes fazisok id6tartaméanak megallapitasa.

b. Idozitett, ismétlédo paclitaxelkezelések optimalizalasa az Sp2 sejtek ciklusanak
megfeleléen. A kezelések iddtartamanak és idopontjanak meghatdrozasa annak
érdekében, hogy az elsdé kezelés altal a sejtek nagy hényada szinkronizalddjon,
majd az ismételt kezelés minél hatasosabb legyen.

2. Eltéro effektivitas kimutatasa az Sp2 ¢és egy toOle eltérd duplikacios idével rendelkezo
sejtvonal kozott, az el6bbire optimalizalt kezelés révén; a klinikai gyakorlatban megcélozni
kivant tumorsejtek és az eltérd osztodasi kinetikdval rendelkezd egészséges testi sejtek

analogiajaként:



a. Jurkat sejtvonal osztddasi karakterisztikajanak megallapitasa.

b. Jurkat és Sp2 sejteket tartalmazé kokultira ismétlédd, Sp2 sejtekre optimalizalt
kezelésének vizsgalata.

3. Tovabbi cél volt, hogy az O-glikozilacids statusz valtozasait nyomon kovessiik a sejtciklus
soran. Ennek céljabodl a kovetkezoket végeztiik el:

a. Paclitaxellel szinkronizalt HeLa sejtek O-GICNAC mintazatanak vizsgalata.

b. Dupla timidin blokk alkalmazasa utdan HelLa sejttenyészet O-glikozilacios
statuszanak detektalasa a sejtciklus kiilonboz6 fazisaiban, majd Szelektiv,
mitotikus sejtpopulacidban ugyanezen vizsgalatok elvégzése.

€. Magporusfehérjék O-glikozilacidjanak detekcidja a mitdzis soran.

d. Az O-GIcNAc modosulas sejten beliili eloszlasanak, citoszkeletalis fehérjékkel

valo esetleges kolokalizacidjanak analizise.

ANYAG ES MODSZER

1. Sejtkulturak, szinkronizalas

Vizsgalatainkat HeLa (ATCC CCL-2 human cervixcarcinomabol szarmazo epithelsejtek),
Sp2 (ATCC CRL-1581 egér hybridoma), valamint zo6ld fluoreszcens proteint (GFP)
tranziensen expresszald Jurkat (ATCC TIB 152 human akut T-sejtes leukaemia)
sejtvonalakon végeztiik a forgalmazo protokolljainak megfelelden. (A sejtvonalak a PTE
Immunolégiai és Biotechnoldgiai Intézetébdl Dr. Balogh Péter és Dr. Boldizsar Ferenc
ajandéka).

A paclitaxellel vald szinkronizacidéhoz friss, 6 mg/l-es paclitaxel torzsoldatot hasznaltunk,
a human gyogyaszatban alkalmazott 6 mg/ml-es paclitaxel oldatbol (Teva Gyogyszergyar
torténtek, 37°C-on. A citotoxikum eltavolitasa céljabol a sejteket centrifugaltuk (500 RCF, 5
perc) és haromszor mostuk paclitaxelmentes, teljes médiumban, majd reszuszpendalas utan
kiilonboz6 ideig inkubaltuk. A kisérletek egy részében ezt egy masodik paclitaxelkezelés
(0.05 mg/1, 8 6ran at) kdvette, mely utan ismételt regeneralodasi fazis tortént.

Dupla timidin blokkal val6é szinkronizalas soran adherens Hela sejttenyészetet ~40%-0S
konfluencia elérésekor vetettiink ala kezelésnek. A sejteket 2 mM timidin jelenlétében 19
oran at inkubaltuk, majd 9 6ran at timidinmentes médiumban tartottuk. Végil ismét 2 mM

timidintartalmi médiumban vald inkubacio tortént 16 oran at, majd a sejteket friss, komplett
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médiumban reszuszpendaltuk. A mintavételt a timidin blokk feloldasa utan kozvetleniil,
illetve 4 ora elteltével végeztiikk, hogy G; ¢és S fazisi sejtpopuldciokat gytljtsiink. A
szinkronizaci6 sikerességét propidium-jodiddal kombinalt flow cytometrids analizissel
ellendriztiik.

Ahhoz, hogy szelektivebb, mitdzisban levé sejtcsoportot nyerjiink, a dupla timidin blokkot
kovetd mitotikus lerazas modszerét valasztottuk. 9-13 oraval a timidin blokk feloldasa utan 25
percenként erds mechanikus razasnak tettiik ki a tenyészetet, mely altal a lekerekedett,
mitotikus sejteket a tenyészt6flaskatol elvalva Gsszegytijtottiik. Az elsé 6 (,,M17) és az utolsod
3 (,M2”) frakciot pooloztuk, majd az utolso lerazast kovetéen a flaskaban kitapadva maradt

sejtek szolgaltattak a G, fazisti mintakat.

2. Sejtszamlalasi modszerek

Meéréseink soran kiilonb6z6 sejtszamlalasi modszereket haszndltunk. Paclitaxellel végzett
kisérleteink sordn a szdmlalas célja az €16 sejtek mennyiségének meghatarozasa, illetve
kokultaraban a Jurkat és Sp2 sejtek aranyanak megéllapitdsa volt. Ennek megfelelden a
sejtszamokat tripankék ekxklizios festés segitségével, haemocytométerrel hataroztuk meg,
értekek atlagaként hatdroztuk meg, melyet elosztottunk a kisérlet kezdetén kapott atlagos
sejtszammal.

A Jurkat és Sp2 kokulturaban tortént vizsgalatok soran a két sejttipus aranyat homogén
sejtszuszpenzioban, flow cytometridval (Cytomics FC 500 flow cytometer, Beckman Coulter)
mértik. A GFP-pozitiv Jurkat-sejtek Sp2-sejtekt6l valo elkiilonitése az elére iranyuld
fényszoras (forward scatter), valamint az 525 nm-en (FL1 csatorna) mért
fluoreszcenciaintenzitas szimultan detekcidjaval tortént. Minden kisérletben azonos
szelekcids régiokat hasznalva 10.000 partikulumot detektaltunk.

HelLa sejtek esetén a szamlalas célja a kiilonbozd iddpontokban éppen mitdzisban 1€vo,
lekerekedett sejtek mennyiségénék meghatarozasa volt. Ehhez Leica DM IL inverz
mikroszkop alatt, 10x objektivet haszndlva meghataroztuk a lekerekedett sejtek szamat
legalabb 5 latotérben. Minden szamlalas utan erdteljes razassal eltavolitottuk a kerek sejteket
a flaskabol, igy a kovetkezd idépontban csupan az ujonnan mitdzisba 1épett sejtek keriiltek a

szamlalasba.



3. Sejtciklus-analizis

A sejtciklus vizsgalatat flow cytometriaval végeztiik permeabilizalt sejteken, propidium-
jodiddal (PT) valo jelolést kovetden.

A mérés el6tt az adherens sejteket 0.25% tripszint és 0.5 mM EDTA-t tartalmaz6 foszfat
pufferes soéoldattal (PBS) valasztottuk el a tenyésztOflaskatol. A tripszin neutralizalasa
céljabol a reszuszpendalt sejteket komplett médiummal mostuk. Az ezt kovetd 1épések az
adherens és a szuszpenzids kultirak esetén megegyeztek. Etanolos fixacio utan a sejteket 4
°C-ra helyeztiik legalabb 15 percig, majd haromszori PBS-es mosast kovetéen 0.2 mg/ml
RNaz A-t tartalmazd propidium-jodid (Pl) oldatban reszuszpendaltuk  Oket.
Szobahdmérsékleten, sotétben torténd 30 perces inkubacid utdn a fluoreszcenciaintenzitast
Cytomics FC 500 flow cytometerrel, 620 nm hulliamhosszon (FL3 csatorna) detektaltuk. A
kapuzasi beallitasok és a régiok (Go/Gy, S és Go/M fazis) aszinkron sejteken torténd kijelolése

utan minden minta esetén azonos beallitasokat alkalmaztunk

4. \Western blot, Immunprecipitacio

Western blot vizsgalatainkhoz Hela sejteket PBS oldatos mosast kdvetden jégen tartott
RIPA pufferbe gytijtottiink dssze. A mintakat 30 perces inkubacié utan 10 percig, 4°C-on,
3000 rpm fordulatszammal centrifugaltuk. A feliiliszo fehérjetartalmanak meghatarozasat
Bio-Rad DC Assay Kit segitségével végeztik el, majd a lizatumokat Laemmli-pufferrel
kiegészitve 5 percig forraltuk. Az immunprecipitacidos vizsgalatra szant sejtek lizise IP
pufferben tortént (25 mM Tris pH 7.2, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton-X 100, 5%
glycerol, 1 tabletta/10 ml proteaz inhibitor cocktail, 0,05% Na-azid és 100 pM O-(2-
acetamido-2-deoxi-D-glukopiranozilidén)-amino-N-fenilkarbamat (PUGNAQC)). Az
immunprecipitacié soran a lizatumot egy éjszakan at, 4°C-on MADb414, magporusfehérjék
ellen termeltetett, egér monoklonalis antitesttel inkubaltuk, majd az elegyhez Protein A
szefar6z gyongyoket (Sigma-Aldrich) adtunk. Harom oran at torténd tovabbi inkubaciot
kovetden a gyongyoket centrifugalassal 6sszegylijtottiik, a nem kotddott fehérjéket mosassal
eltavolitottuk. A kik6tddott fehérjéket 0.1 M, pH 2.8 glicinoldattal eludltuk, és a mintdkhoz 4x
Laemmli-puffert adtunk.

A fehérjéket SDS-tartalmu, 8%-os poliakrilamid gélelektroforézissel szeparaltuk, majd
polivinil-difluorid (PVDF) membranra elektroblottoltuk (Millipore). A membranokat O-
GIcNAC ellenes CTD110.6 (1:2000, Sigma-Aldrich), szintén O-GIcNAc ellenes RL2 (1:1000,
Thermo Fisher Scientific), MAb414 (1:1000, Biolegend), illetve anti-aktin (1:1500, Sigma-



Aldrich) els6dleges antitestekkel jeloltiik, a gyartok altal javasolt protokoll szerint. Végiil a
megfeleld, tormagyokér peroxiddzzal konjugalt maésodlagos antitestekkel (1:2500) vald
inkubacié tortént. Az elShivast Femto kemilumineszcens szubsztrattal (Thermo Fisher
Scientific) végeztiik, Kodak Image Station 2000r késziilékkel vizualizalva. A kapott jeleket

Kodak 1D és ImagelJ analizis szoftverrel értékeltiik ki.

5. Immunfluoreszcencia

HelLa sejteket ~50% konfluencia eléréséig fedélemezeken tenyésztettiink. 30 perces, 10%
formaldehid-tartalmu PBS-ben torténé fixalast, illetve 10 perces 50 mM ammonium-klorid-
oldatban val6 inkubaciot kovetden a sejteket 0.25% Triton-X 100 oldattal permeabilizaltuk.

5% borji szérum albumint tartalmazo PBS oldattal torténd blokkolas utan az elsédleges
ellenanyagokkal val6 jelolés (CTD110.6 (1:200), RL2 (1:100), anti-a-tubulin (Sigma-Aldrich,
1:100)) 2 oran at, szobahémérsékleten tortént. Haromszori PBS-es mosast kovetéen a
masodlagos antitestes jelolést 1 oran at, sotétben végeztiik. Az aktin lathatova tételéhez
phalloidin-Alexa Fluor 488 konjugatumot (Thermo Fisher Scientific, 1:20), a magfestéshez
Hoechst festéket hasznaltunk. A fedéemezeket Vectashield (Vector Laboratories)
feddmédiummal targylemezeken rogzitettiik. A fotokat CellD (Olympus) szoftverrel felszerelt
Zeiss Axiovert 35 inverz fluoreszcens mikroszkoppal készitettiik, a konfokalis képeket pedig
Zeiss LSM 710 konfokalis 1ézer scanning mikroszkop és ZEN szoftver segitségével, 63x

objektivvel.

6. Adatelemzés

Eredményeinket GraphPad Prism szoftverrel értékeltiik ki. A statisztikai analizist Student-
féle t-probaval, tobbszords Osszehasonlitasok esetén pedig egyutas ANOVA-t koveto
Bonferroni poszt-hoc teszttel végeztiikk. A csoportok kozotti eltéréseket p<0.05 érték esetén

tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A paclitaxel citotoxikus hatasanak sejtciklusfiiggé valtozasai

Eredmények

1. Sp2 sejtek szinkronizalasa és osztodasi ciklusanak jellemzése

crer

fazisban 4tmeneti blokkot értiink el. A szer kimosdsa utan a sejtek képesek voltak
szinkronizalt médon tovabbhaladni a kovetkez6 sejtciklusba. Ezt kvetden a Go/Gy, S, illetve
G,/M fazisban levé sejtek aranyat 4 oranként propidium-jodid jeloléssel meghatarozva, az
azonos fazisok ismétlédését (pl. S-S vagy Go/M-G,/M) ~16 oranként észleltiik. Az Sp2 sejtek
teljes sejtciklusanak ideje tehat hozzavetélegesen 16 orara volt tehetd.

Teljes, szinkronizalt sejtkultira egyes fazisainak id6tartama azonban nem csupan egy-egy
individualis sejtnek az adott fazisban eltoltott idejét jelenti. Megallapitasanal az 1n.
késlekedési 1d6t (Tq, delay time) is figyelembe kell venni, mely a fazisba elsdéként és
utolsoként belépd sejt kozt eltelt idétartamot fejezi ki. A teljes populaciora vonatkoztatott
fazisidOket (Tioral) @ kovetkezd képlet szerint hataroztuk meg:

Ta+ T fizis=Trotal,

ahol T, az egy-egy sejt altal a fazisban toltott atlagos 1d6. Tt a teljes idétartam, mely a
populacio elsé sejtjiének a fazisba vald belépésétdl az utolsonak abbol valo kilépéséig eltelik.
A fenti képletet a sejtciklus minden egyes fazisara alkalmazva a kovetkezd értékeket kaptuk:

Go/G1=1.5 6ra, S=9.5 ora, Go/M =5 ora, Tq =6.5 Ora.

2. Az idozités jelentoséoe a paclitaxel citotoxikus hatasaban

Mivel a paclitaxel foként a mitdzis alatt fejti ki hatasat, abbol a feltételezésbdl indultunk ki,
hogy a sejtek ezen idészakban mutatnak legnagyobb érzékenységet a kezelésre. E hipotézis
vizsgalatahoz szinkronizalt Sp2 sejteket a Go/M fazis lezajlasakor id6zitett masodik kezeléssel
torekedtiink a legmagasabb citotoxikus hatas elérésére.

A masodik kezelés id6tartamanak éppen elég hosszunak kellett lennie ahhoz, hogy a
legtobb sejt belépjen a Go/M fazisba (a szamitott 6.5 oras Td értéknél hosszabb), feleslegesen
hosszu inkubacios idé azonban a késébbi kokultiraban végzett kezelések miatt is keriilendd
volt. Az igy valasztott 8 oras idOtartam a vizsgalatok szempontjabol megtelelonek bizonyult.

A kezelés optimalis idépontjanak megallapitasahoz azonos kiindulasi sejtszamu kulturakon



kilonboz6 kezelési sémak effektivitasat hasonlitottuk 6ssze. Mivel az elsd, szinkronizald
paclitaxel-inkubacio utan ~16 ora elteltével volt varhaté a kovetkezd Go/M fazis, 8-22 ora
kozti idopontokban alkalmaztuk a mésodik dézist (0,05 mg/l, 8 6ran at). A masodik kezelés
~12-14 oraval az els6 kezelés befejeztét kovetden bizonyult leghatasosabbnak Ezzel szemben,
amennyiben a masodik kezelés az elsét kovetd 22-30 oraval - vagyis szamitasaink alapjan a
kovetkezd Go/M fazis lezajldsa utan - tortént, szignifikdnsan tobb taléld sejt maradt. Az
optimalis és szuboptimalis id6zités kozti kiilonbség a kezeléseket kovetd 2 napon keresztiil

tovabbkovethetd volt.

3. Sejtvonalak differencialasa ismételt, idozitett kezelések altal

Kovetkezd lépésként megvizsgaltuk, hogy egymast kovetd paclitaxelkezelések
segitségével elérhet6-e effektivitasbeli kiilonbség két, eltérd sejtciklus-karakterisztikaval bird
sejtvonal kozott. E célbol zold fluoreszcens proteint (GFP-t) expresszald Jurkat sejteket
kevertiink Ossze az Sp2 sejtvonallal. A Jurkat sejtek ciklusideje hozzavetdlegesen 24-36
oranak bizonyult az Sp2 sejtekével megegyezd tenyésztési koriilmények kozott. 14 oras, 0.05
mg/l paclitaxelkezelést kovetéen azt tapasztaltuk, hogy a Jurkat sejtek esetén az Sp2
tenyészetre optimalizalt 14 oras kezelés effektivitasa alacsonyabb volt, csak kismértékii
szinkronitdst eredményezett.

Ezutan az Sp2 és Jurkat sejtvonalat kezdetben 1:1 aranyban elegyitettilk egymassal és
kimosasat kovetden a sejteket tovabbtenyésztettiik. A két sejttipus mennyiségének kovetése
celjabol ismételt, fixalas nélkiili flow cytometrids méréseket végeztiink a kezelés kezdetétdl
szamitott 36., 50. és 74. oraban. Ismételt paclitaxelterapia hianyaban az Sp2 sejtek gyorsan
taln6tték a Jurkat sejteket. A masodik kezelést ,,szuboptimalis” esetben 22 6raval az elsd
végét kovetden végezve az Sp2/Jurkat sejtarany a masodik kezelés nélkiili eredményeket
kozelitette. ,,Optimalisan”, 14 6ra elteltével idozitve azonban az Sp2/Jurkat sejtarany az Sp2
sejtek gyorsabb osztddasa ellenére az utdnkovetési idé végéig szignifikdnsan alacsonyabb

maradt.

Megbeszélés

A jelenlegi onkologiai kezelések adott diagndzissal bird betegek esetében meghatarozott,
azonos 1d0zitésli és idotartami kezelési protokollok alapjan torténnek. Munkdnk soran
paclitaxelt alkalmazva mind a sejtciklusban valo szinkronizacid, mind a citotoxikus hatés

elérése céljabol, egy ismétlddd, idozitett kezelési tervet dolgoztunk ki az Sp2 sejtvonal
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osztodasi dinamikajara alapozva, melynek segitségével jelentés mértékben javitani tudtuk a
paclitaxel altal kifejtett citotoxikus hatast.

A kidolgozott kezelési séma segitségével ezutan szelektiven céloztuk az Sp2 sejteket a
hosszabb duplikacios idejii Jurkat sejtvonallal vald kokultGraban. Kimutattuk, hogy az
ismétl6doé kezelések optimalis id6zitése révén kiilonboz6 osztédasi kinetikaval rendelkezé
sejtvonalak kozt kiilonbség tehetd. Az Sp2 sejtvonalra optimalizalt paclitaxelkezelés
jelentdsen hatékonyabbnak bizonyult, mint a Jurkat sejtek ellen. Eredményeink szerint a
malignus sejtek osztodasi ciklusanak analizise €s az erre alapuldan tervezett kemoterapias
rezsimek segitségével javithatd volna a tumorellenes terapiak hatékonysaga.

A daganatellenes terapia kimenetelének joslasara tobb sejtciklus-Kinetikat leird paraméter
alkalmazhatosaganak vizsgalata szerepel az irodalomban, az eddigi tanulmanyok azonban
leginkabb a radioterapia hatékonysaganak esetleges fokozasaval kapcsolatban torténtek. A
sejtciklus-jellemzok mérésére napjainkban mar szamos modszer all rendelkezésre. In vivo
BrdU beadasat kovetd késleltetett biopszia lehetévé teszi a malignus sejtek potencialis
duplikacios idejének (Tpot) becslését, illetve a modszerrel a DNS szintézis idejérdl is
nyerhet6 informacio. (Bertuzzi et al. 1997; Riccardi et al. 1988) Biopszias mintabol vett sejtek
sejtciklus-analizise DNS-festék és flow cytometria vagy mikroszkopia segitségével szintén
lehetséges volna. Ugyanakkor noninvaziv technikdk, mint pl. MRI is hasznéalhato lenne az
0sztodo sejtek aranyanak megitélésére.(Xu et al. 2011) Igaz, a felsorolt moddszerek
mindegyike rendelkezik limitaciokkal. A BrdU esetleges mellékhatasairol, sejtciklus-
karakterisztikat modositd tulajdonsagairdl az utdbbi évek kutatasai szamoltak be.(Lehner et
al. 2011) Emellett ahhoz, hogy a DNS-mennyiség analizise flow cytometriaval kivitelezhetd
legyen, kiilonalld tumorsejtek szuszpenzidjat sziikséges eldallitani, amely bizonyos
tumorszovetek esetében igen nehézkes. 1zolalt sejtek in vitro tenyésztése altal novelhetd volna
az analizdlhat6 tumorsejtek szdma, azonban az igy nyert sejtciklus-tulajdonsdgok nem
feltétleniil tiikrozik az in vivo koriilmények kozti jellemzoket. Talan a legnagyobb nehézséget
viszont a tumorszévetek inhomogenitasa jelenti, mivel a tumortdmeg egy része akar
nekrotikus, mas teriileten lassabban nové lehet, mint amire a Tpot értékbdl
kovetkeztethetnénk.(Yano, Zhang, Miwa, et al. 2014) igy a teljes tumor szempontjabol
reprezentativ.  biopszids mintagylijtés vagy az noninvaziv képalkotd technikdk
tovabbfejlesztése igen fontos volna annak érdekében, hogy javitani tudjuk az intratumoralis
sejtciklus-analizis lehetdségeit.

A tumorterapia kdvetkeztében 1étrejovo bizonyos foku sejtszinkronizacié régota ismert. A

paclitaxelt eredményesen hasznaltak malignus sejtek szinkronizacidjahoz, radioterapiara valo
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szenzitizacio céljabol.(Wenz et al. 1999) S6t, Wang és mtsai a paclitaxelkezelést megel6z6
sejtszinkronizacié hatasait is vizsgaltak, kimutatva, hogy a szinkronizacidé csokkenti a
paclitaxelrezisztenciat sejtkultiras modellen.(Wang et al. 2013) Tudomasunk szerint azonban
jelenleg nincs olyan klinikai vagy preklinikai terapia, mely felhasznalna a sejtciklus-
analizisbol nyert specifikus adatokat.

Munkank soran a paclitaxelt mind a szinkronizalds, mind a malignus sejtek elpusztitasa
céljabol azonos, 0.05 mg/l-es, azaz 60 nmol/l koncentraciéban alkalmaztuk. A humén
gyogyaszatban hasznalt kezelések soran a szer plazmakoncetracidja ennél joval magasabb,
80-500 nmol/l kozotti, de az intracellularis koncentracio az 1-9 umol/I-t is elérheti.(Weaver
2014; Rowinsky et al. 1999) A kisérleteinkben alkalmazott koncentracio tehat a terapias
tartomany alsd értékével hasonlithatd Ossze. Az altalunk valasztott sejtvonalak jol
modellezhetik a gyorsan 0sztddo tumoros sejteket a lassabban 0sztddo, egészséges testi sejtek
mellett. Léteznek azonban olyan daganatok, melyek populaciés duplikacios ideje néhany
naptol néhany honapig is terjedhet, tehat novekedési iitemiik igen eltérd lehet.(Rew & Wilson
2000) Ilyen esetben a paciens elméletileg hosszabb id6 alatt is részesiilhetne a terapiaban,
mely révén tobb malignus sejt 1épne be, majd rekedne a sejtciklus G,/M fazisaban, azonban a
hosszabb expozicié a nem-malignus sejtekben okozott citotoxikus karosodast is fokozna. Ez,
a hagyomanyos daganatellenes kezeléseket érintd hatrany az idozitett kezelési modszert is
érinti, azonban az elsd kezelés sikeressége vagy sikertelensége a szinkronizaciot illetéen
nagymértékben meghatdrozza a soron kovetkezd, iddzitett kezelések effektivitasat, melyek
iddtartama azonban mar rovidithetd az elsé doézishoz képest. A kezelések masik nehezitd
tényezdje, hogy a daganatsejteknek gyakran jelentds hanyada nyugvo allapotban (Gg fazisban)
van, ezaltal rezisztens a kemoterapidra és a szinkroniziciora. Ennek kikiiszobdlésére tobb,
sikeresen alkalmazott modszert dolgoztak ki, melyek révén a nyugvoé allapotban 1évo sejtek a
G; fazis restrikcios pontjanak atlépésére birhatok. (Yano et al. 2013; Yano, Li, Han, et al.
2014)

A modszer korlatozéasai ellenére ugy gondoljuk, hogy az ismétlodo, idozitett kezelési
technika altal nyujtott akdr csak kismértékli javulas is hasznos volna az onkoterapidban,
tovabbi vizsgalatok segitségével pedig tobb limitacio kikiiszobolhetévé valna. Novelhetné a
modszer alkalmazhatosagat a paclitaxel egyéb szerekkel vald kombinacidja, példaul a
szinkronizaci6 rekombinans metioninazzal valo kivitelezése. Ez a viszonylag 0j szer ugyanis
a metionin deplécidja révén képes szelektiven a daganatsejteket blokkolni az S/G,

fazisban.(Hoffman 2015) Alkalmazhaté volna tehat szinkronizacid céljara, szelektivitasa
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miatt valdszintlileg kevesebb mellékhatas mellett. Ezaltal az emlitett lassan, illetve eltérd
iitemben 0sztdd6 tumorok hosszabb szinkronizacids ideje kisebb problémat jelentene.
Osszegezve, kisérleteink alapjan adott sejttipus ciklusanalizisébél nyert informaciok
segitségével megfeleléen idozitett citotoxikus kezelés hatékonysaga ndvelhetd. Sikeresen
hasznaltunk egy szert, a paclitaxelt ismétl6do, terapiasan relevans dozisokban malignus sejtek
szinkronizécidjara, majd azt kovetd elpusztitasara sejtkultiras modellben. Ezen tilmenden,
megfelelden kivalasztott kezelési id6pontok segitségével fokozni tudtuk a kezelés
szelektivitasat egy adott sejttipusra nézve, mig a masik sejtvonalat érintd, ,kollateralis”

karosodas csokkent.

Az O-glikozilacio valtozasai mitotikus Hel a sejtekben

Eredmények

1. Paclitaxelkezelést kovetoé O-glikozilacios valtozasok

Paclitaxellel végzett szinkronizacios kezeléseink soran Osszehasonlitottuk Hela sejtek O-
glikozilacios mintazatat aszinkron szinkronizalt sejtcsoportok esetén. Western blot modszert
alkalmazva, a fehérjéket CTD110.6 anti-O-GICNAC antitesttel jelolve a 4, illetve 8 oras
paclitaxelkezelés befejeztekor egy enyhe O-glikozilacio-fokozodast tapasztaltunk.

2. Hel a sejtek szinkronizalasa dupla timidin blokkal

Az O-glikozilaciés mintazat sejtciklus sordn torténd valtozasainak tovabbi vizsgalata
céljabol olyan szinkronizacidos modszer alkalmazasara torekedtiink, mely kevés potencialis
mellékhatassal jar. Ezért a dupla timidin blokkal valo szinkronizalast valasztottuk, mely soran
a Gi1/S atmenet gatlasa torténik.(Pederson & Robbins 1971; Bostock et al. 1971) Ennek
megfelelden, a modszert HelLa sejteken alkalmazva talnyomorészt G; fazisu sejtpopulaciot
nyertiink. Eredményeink szerint a blokk feloldasat kovetden, 4 oOra elteltével a sejtek
tovabbhaladtak a ciklus S fazisaba, 8 ora utan pedig jelentds résziik elérte a Go/M fazist. A
kezelés utan 12 oraval a sejtek koriilbeliil fele a mitozison is athaladt. Ennek megfelelden a
mérések soran megkiilonboztettiink ,,korai” és ,,kés6i” Go/M fazist. A ,korai Go/M” jeldli azt
az idészakot, melyben a populdcid nagyobb része még a G, fazisban taldlhato, mig a ,,késoi
Go/M” az a periddus, amelyben a sejteknek egy jelentds része athaladt a mitodzison, mig a
fennmarado hanyad annak kezdetén tart. Ezek a jelzOk tehat a teljes populacio fazison beliili

altagos elhelyezkedésére vonatkoznak, nem pedig az egyes sejtek allapotat jeldlik.
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3. A szinkronizacié 6nmagaban nem alkalmas az O-glikozilacios valtozasok detekcidjara

a G,/M - G; atmenet soran

A Gy/M fazisbol a Gi-be vald atmenet vizsgalatdhoz dupla timidin blokk feloldasat
kovetden 9, 10, 11 és 12 draval gyijtottiink mintakat. Méréseink alapjan a mitozis ~10-11 6ra
elteltével kezd6dott, 12 ora utan pedig a populacio koriilbeliil fele mar atesett az osztédason.
Ezek alapjan a mitozis szempontjabol kritikus iddszaknak a poszt-szinkronizéacios 8-13. 6rat
tekintettilk, igy kovetkezd 1épésként ebben az intervallumban végeztiink frakcionalt
mintavételezést. A mintakbol az O-GICNAc-moédositott fehérjék mennyiségét és mintazatat
western blot modszerrel, CTD110.6 anti-O-GIcNAC antitest segitségével végeztiik, azonban a
G,2/M — G; atmenetnek megfeleld idéintervallum soran az O-glikozilaciot illetéen 1ényegi

valtozast ezzel a mddszerrel nem tudtunk detektalni.

4. Szelektiv, mitotikus sejtgviijtéssel detektalhatdo O-GIcNAc-mintazatbeli eltérések

Habar a szinkronizacioval nyert mintdkban a sejtek csaknem 70%-a a ciklus azonos
fazisaban tartézkodott, a mitdzison beliili egyes, rovid ideig tartd torténések -eltérd
idépontokban zajlottak. Ahhoz, hogy egy sziikkebb sejtpopulacidt nyerjiink, lekerekedett
sejteket gyljtottiink szinkronizalt HeLa kultarakbol. Ehhez a dupla timidin blokkot kdvetd 9.
¢s 13. ora kozott 25 perces 1dokozokben mitotikus lerazassal gytijtottiik Ossze a lekerekedett
sejteket. Az els6 6 (,M1”) és az utols6 3 (,,M2”) frakciot pooloztuk, majd Gy, S és G, fazisu
sejtekkel egyiitt western blot vizsgalatnak vetettiik alda a mintakat. A jelolést ismét a
CTD110.6, illetve a szintén O-GlcNAc oldallancokat felismeré RL2 antitest segitségével
végeztilk. Ezen kisérleteink soran a mintdk feldolgozésat annyiban modositottuk, hogy a
sejtek lizisét kdvetd centrifugalasi 1épést kihagytuk, tehat teljes sejtlizatumokkal dolgoztunk.
A mitotikus, illetve a G; fazist fehérjemintakat ebben a kisérleti beallitasban dsszehasonlitva,
mindkét ellenanyag altal eltérést észleltink a sejtek mintazatdban. Az 0Osszességében
emelkedett O-glikozilacid mellett az egyik legszembetlinébb kiilonbség egy 100 kDa

magassagban megjelend band volt a mitotikus sejtek esetében.

5. Az O-glikozilacios valtozasok vizsgalata magporusfehérjék immunprecipitaciojaval

A magporusfehérjék (Nup, Nuclear pore protein) bar az egyik legmagasabb O-
glikozilaltsdgot mutatd fehérjék kozé tartoznak, a sejtciklus sordn torténd glikozilacios
valtozéasaikrol kevés ismerettel rendelkeziink. Ezért kdvetkezd 1épésben mitotikus lerdzassal
gyljtott sejtek és interfazisu mintak immunprecipitacidjat végeztiik a tobb magporusfehérjét
felismer6, MAb414 elnevezésii ellenanyaggal. Eredményeink az irodalomnak megfeleléen

er6s O-GICNAC jelolédést mutattak a Nup fehérjéken. Emellett a mitozis soran a teljes
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sejtlizatumban észlelt, 100 kDa magassagaban megjelend O-glikozilaciés mintazatbeli

valtozas is fellelhet6 volt, melyet az a-Nup ellenanyag nem detektalt.

6. Az O-glikozilacios valtozasok detektalasa immunfluoreszenciaval

Annak érdekében, hogy az O-GIcNAc-modositott fehérjék mennyiségét ne csupan a
populacid szintjén, hanem sejtszinten detektalhassuk, illetve azok szubcellularis eloszlasat
megvizsgaljuk, aszinkron HelLa sejteket O-GIcNAc ellenes RL2 antitesttel jeloltink. Az
eredmények  szamszerlsitése céljabol az interfazisG és a  mitotikus  sejtek
fluoreszcenciaintenzitasat hataroztuk meg. A mitozisban 1évé sejteket Hoechst-féle nuklearis
jelolés révén azonositottuk. Az osztodd sejteket morfologidjuk alapjan korai (pro- és
metafazist) és kés6i (ana- és telofazisu) mitotikus csoportokba soroltuk. Eredményeink a
mitotikus sejtek esetében szignifikansan magasabb fluoreszcencia-intenzitas értékeket
mutattak, a kés6i mitdzisban azonban jelentds csokkenést tapasztaltunk, melynek hatterében
az osztddas sordn torténd sejtméret-valtozasok hatasat feltételeztiik (a lednysejtek nagysaga
kb. 50%-a a mitozis kezdetéhez viszonyitva). Ezért az Gsszehasonlitast ismételten elvégeztiik
a sejtek méretére normalizalt fluoreszcenciaértékekkel, amely a két mitotikus csoport kozt
tapasztalt kiilonbség megsziinését eredményezte.

Mivel a citoszkeletalis fehérjék koziil a tubulin és az aktin az O-GICNAC proteom
részeként, illetve a sejtciklusban betoltott szerepiikrdl egyarant ismertek, kovetkezd 1épésként
az O-GlcNAc modosulasnak az emlitett fehérjékkel valo kapcsolatat vizsgaltuk. Ehhez
aszinkron HeLa tenyészeten CTDI110.6 és anti-tubulin, illetve az aktin detektalasahoz
phalloidin-Alexa Fluor 488 kettés jeloléseket végeztink. A CTD110.6 antitest az RL2-vel
kapott képhez hasonlot eredményezett. A mitotikus sejtek erds anti-O-GIcNAc jelolodésiik
alapjan egyértelmiien elkiilonithetéek voltak az interfazisi sejtektdl. A tubulin-jeldlés altal
lathatova valt mitotikus orsét tartalmazo sejtekben az emelkedett O-GICNAcC-szignal
ugyancsak jelen volt, de epifluoreszecns mikroszkopia soran tubulinnal vagy aktinnal valo
kolokalizaciot nem észleltiink. A pontosabb vizualizacid céljabol az vizsgalatokat ezutdn
konfokalis mikroszkopiaval egészitettiik ki, a kettds jelolés azonban ez esetben sem mutatott

érdemi kolokalizaciot a citoszkeletalis fehérjékkel.

Megbeszélés
Kutatasunk soran egy olyan fehérjemodosulas sejtciklus alatt térténd valtozasait kivantuk
elemezni, melynek az osztddas szabalyozasaban betdltott szerepével szamos tanulmany

foglalkozik. HeLa sejtek globalis O-glikozilacids szintjének €s mintazatanak valtozasait
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detektaltuk a sejtciklus kiilonb6z6 fazisai soran, dupla timidin blokkot kévetéen. Kimutattuk,
hogy a sejtek altalanos O-GIcNAc mintdzata a G; és S fazisok soran valtozatlan, azonban az
M fazisban szintje hirtelen megemelkedik, a mintdzat jellegzetes valtozasaival egyiitt jarva.
Ezen valtozasok rejtve maradtak a mitotikus lerazas modszerének alkalmazasa nélkiil, mely
szelektiv, csaknem tisztan mitotikus sejtgyljtést tesz lehetové.(Sakabe & Hart 2010)
Immunfluoreszcens eredményeink alapjan ez a modosulds csupan rovid ideig tart a
telofazisban, és a citokinézis idejére az O-GICNAc-modositott fehérjék mennyisége csokkenni
kezd.

Az O-GIcNAc modosulasnak a sejtciklus koordinaciojaban betdltott szerepét az elmult
években szamos tanulmany vizsgalta. Ennek soran valt ismertté, hogy a Go/G; atmenet idején
az OGT mennyisége jelentdsen megemelkedik. Sot, feltételezések szerint a fokozott OGT-
szintézis és az azt kovetd O-GICNAcC emelkedés elengedhetetlen a G; fazisba valo belépéshez.
Mivel az O-glikozilaci6 fontos szerepet tolt be a sejt taplaltsagi allapotanak érzékelésében, ez
a 1épés kozvetité szignalja lehet a sejtciklusba vald belépés elofeltételének, a megfeleld
tapanyag-ellatottsagnak.(Slawson et al. 2010; Butkinaree et al. 2010)

A Gy/M atmenet szempontjabol kulcsfontossagii Bl ciklin expresszidjanak csokkenését
irta le Fardini és mtsai mind az OGA, mind az OGT gatlasa esetén. Kimutattak tehat, hogy a
sejtciklus megfeleld progresszidjahoz mindkét enzim megfelelé miikddése, igy az optimalis
O-glikozilacios statusz fenntartasa elengedhetetlen.(Fardini et al. 2013).

A globalis O-GIcNAc statusz valtozasairol kozolt adatok a sejtciklus soran jelenleg
ellentmondasosak az irodalomban. Szamos kutatds szdmolt be a G, fazisban torténé OGT
expresszid és O-GIcNAc emelkedésérdl, illetve ezek sziikségességérdl a Go/M
atmenethez.(Dehennaut, Hanoulle, et al. 2008; Dehennaut et al. 2007; Yang et al. 2012,
Dehennaut, Slomianny, et al. 2008; Fardini et al. 2013; Tian et al. 2016) Ezt tamasztja ala,
hogy az OGT gatlasa a Go/M atmenet zavaraihoz vezet.(Dehennaut et al. 2007) Yang és mtsai
azonban mar az S fazisban elinduld, M fazisban tet6z6 O-glikozilacio fokozodasrol szamoltak
be MEF és HEK293 sejteken végzett kutatasaik alapjan.(Yang et al. 2012) Ezzel szemben
mas szerzOk egyaltalan nem észleltek valtozast, vagy éppen ellenkezbleg, csokkenést
detektaltak az OGT expressziot €és a globalis fehérje O-glikozilaciot illetéen az M fazis soran.
(Slawson et al. 2005; Sakabe & Hart 2010; Haltiwanger & Philipsberg 1997) Ezeknek az
ellentmond6 eredményeknek tobb tényezé allhat a hatterében. Egyfelol az O-GICNAc
modosulés igen gyors, dinamikus természete, masik oldalrol viszont a mitdzisban lejatsz6do,
szintén rovid ideig zajlé események, melyek akéar kismértékben eltérd szinkronizacios,

1ddzitési vagy mintavételezési modszerek esetén kiilonboz6 eredményekhez vezethetnek.
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Korabbi kozlemények szerint az O-GICNAC a mitdzis soran hatassal van a citoszkeletalis
fehérjékre. Munkank soran az O-GlcNAc két fontos citoszkeletalis fehérjével, aktinnal és
tubulinnal vald kapcsolatat vizsgaltuk, de kolokalizaciot nem tudtunk detektalni. Nem zarhato
ki azonban az emlitett fehérjék kisebb mértékli érintettsége a modosulas altal, amely rejtve
maradhatott az altalunk hasznalt kisérleti beallitas soran. Korlatozo tényezd ugyanis az O-
GlcNAc moédosulas redundanciaja a sejtben, mely neheziti a kisebb mértéki morfologiai
eltérések detektalasat, illetve a konfokalis mikroszkopia révén torténd kolokalizacios
vizsgalatot egyarant. Valosziniibbnek tartjuk azonban az O-GlcNAc modosulas sejten beliili
megoszlasa alapjan, hogy a mitozis soran bekovetkezé emelkedés kevésbé a citoszkeletalis
atrendezédéshez, inkabb egyéb sejten beliili mitotikus torténéshez kotheto.

Munkank egyik limitalo tényezdje az erésen O-glikozilalt magporusfehérjék jelenléte,(J A
Hanover et al. 1987) melyek az interfazist sejtek immunfluoreszcens analizisét torzithatjak.
Mivel azonban a magporusfehérjék a mitdzis soran nem degradalédnak,(Theisen et al. 2008;
Chatel & Fahrenkrog 2011) ez a tényez6 nem okozhat jelentds eltolodast az interfazisu és a
mitotikus sejtek Gsszehasonlitasaban. Emellett western blot modszerrel a sejtek Gsszfehérje-
tartalmat vizsgalva ez az esetleges torzito hatas nem all fenn, s az igy kapott eredményeink az
immunfluoreszcens elemzéssel megegyezd iranyl valtozast mutattak. Ezek alapjan tehat nem
valdszinli, hogy a magporusfehérjék modosuldsa jelentés mértékben torzitotta
immunfluoreszcens mikroszkopiaval nyert eredményeinket. Ezt timasztjak ala az anti-Nup
ellenanyaggal végzett immunprecipitacids vizsgalatok, melyek sordn a magporusfehérjék erds
glikozilaltsagat detektaluk az irodalomnak megfelelen, de ezt illetden valtozast a mitotikus
sejtmintakban nem észleltiink. Azonosithatd volt azonban a mitotikus, immunprecipitalt
fehérjék O-GIcNAc mintazatdban a teljes lizatumban is detektalt, 100 kDa magassagban
elhelyezked6 band, mely anti-Nup antitesttel azonban nem mutatott jelol6dést. Ezek alapjan
az adott O-GIcNAcC jel feltehetéen olyan fehérjéhez kapcsolodik, mely a MADb414 antitest
altal felismert Nup-fehérjék egyikéhez asszocialodik, igy megjelent az immunprecipitacios
mintakban.

Bar jelenlegi ismereteink még kezdetlegesek az O-glikozilacio sejtciklus-
szabalyozasban betoltott szerepérdl, szamos tanulmany bizonyitja, hogy a metabolizmus és a
sejtosztddas szoros kapcsolatban 4all egymdssal. A modern életvitel egyik jelentds
rizikofaktora a tumoros megbetegedések szempontjabol az excessziv taplalékbevitel.(Dossus
& Kaaks 2008) Annak ismeretében, hogy az O-GIcNAc egy igen jelentds szignalizacids utat
képvisel a taplaltsagi allapot érzékelésében (,,nutrient sensing”), az O-glikozilacid a

metabolikus valtozasok egyik potencialis kozvetitdje a sejtciklus felé. Ezzel osszecseng a
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malignus sejtek fokozott tapanyagfelvétele és emelkedett O-glikozilacios statusza.(Fardini et
al. 2013) A jovében tehat az O-glikozilacié mértékének megallapitasa hasznos diagnosztikai,
illetve prognosztikai markerré valhat. Az OGT és OGA mRNS-szintjének vizeletben vald
kimutatasara hagyholyagtumor diagnosztikai eszkOzeként mas szerzOk mar korabban
javaslatot tettek. (Rozanski et al. 2012) Ezen tulmenéen az O-glikozilaciohoz kapcsolodo
fehérjék, igy az OGA ¢és OGT enzimek, de a O-glikozilalt sejtciklus-regulatorok is igéretes
terapias célpontta valhatnak a malignus daganatokkal szemben.(Lefebvre 2016)
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