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ludfGben (Arabidopsis thaliana) irtak le elészor

- E3 ubiquitin ligaz: szamos transzkripcios faktor
proteoszoOma-dependens degradacidja

- a fotomorfogenezis, vagyis a fény-indukalta novekedeés
kozponti regulatora

- sotétben a sejtmagban helyezkedik el — negativ regulator
szerep (HY5, HYH, LAF)

- lathato fény hatasara kiaramlik a sejtmagbal
- UVB hatasara a sejtmagban akkumulalodik
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Yi et al, Trends Cell Biol, 2005



huCOP1

Szerepe meg nem teljesen tisztazott

E3 ubiquitin ligaz (COP1, MDM2, Pirh2)

Rakos sejteknél: huCOP1 overexpresszio

=> represszalja a p53-fuggd tumorgatlast

=> gatolja az apoptozist eés sejtciklus
leallast



huCOP1

Represszalja ETV1, ETV4, ETVS (E26
transzformacio specifikus (ETS) csalad
tagjai) transzkripcios faktorokat

=>COP1csendesités hatasara ETV1,4,51
=>sejt proliferaciot =>hiperplazia
COP1-PTEN deficiencia =>fokozott tumor
progresszio

COP1 is a tumor supressor that causes

degradation of ETS transcription factors
Alberto C. Vitari et al., Nature 2011




Eddigi vizsgalatok

a huCOP1 expresszio detektalasa human
keratinocitakban és a human bérben

az UVB huCOP1-re gyakorolt hatasanak vizsgalata
normal human keratinocitakban és human bérben

a huCOP1-p53 kapcsolatanak vizsgalata human
keratinocitakban

az UVB hatasanak vizsgalata COP1-csendesitett human
keratinocitakban

a huCOP1 valtozasanak detektalasa a keratinocita
differenciacié soran

Kinyd A et al.COP1 contributes to UVB-induced signaling in
human keratinocytes.(J Invest Dermatol.2010)



Eddigi csendesitéses kisérletek:

tranziens transzfekcio és lentiviralis csendesités

Hosszutavu terv: COP-1 csendesitése stabil transzformaciot kovetéen

« HaCaT sejtvonal nem alkalmas

* Normal human keratinocita (NHK) korlatozott mennyiségben elérhet6, csak
tranziens transzfekciora alkalmas

 Lehetséges megoldas:HPV-KER sejtvonal

UV-B irradiation

HPV-KER NHK HaCaT
control 2h 8h 24h control 24h control 24h
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Boros Imre és mtsi Kinyé Agnes és mitsi



COP1 csendesitd konstrukciok

pSuperior puro vektor-siRNS COP1 A:

» Oligonukleotidok COP1 gén-Coiled-coil domén 697-716 szekvencia
reszletére:

5’A(GCTTct)tgatttggCcaatgtcaTTCAAGAGAtgacattggccaaatcaagttC3’
szensz

5'AgaactaaaccggttacagtAAGTTCTCTactgtaaccggtttagttcaaGAGCT3’
(antiszensz)

pSuperior puro vektor-siRNS COP1 B:

Oligonukleotidok COP1 gén-Coiled coil domén 801-821
szekvenciarészletére:

5’A(GCTch):tcaaggttgcaagaagaTTCAAGAGAtcttcttgcaaccttgaggTTG3’
szensz

5 TCGACAACCTCAAGGTTGCAAGAAGATCTCTTGAATCTTCTTGCA
ACCTTGAGGA3S' (antiszensz)

A konstrukciok ellenérzése Adam Eva iranyitasaval tortént.



COP1 stabil csendesitése HPV-K
sejtvonalban

* [I/15 sejtvonal

"y

A T-15 mmortalizalt human keratinocita sejtvonal kromoszoma szima (Che#) 46. Szép. 10
kartotipust sejtvonalnak tinik, homogén 46-0s kromoszomaszammal:
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Dr.Katona Rébert és mtsi.



COP1 stabil csendesitése HPV-K
sejtvonalban

X-treme gene 9 DNS transzfekcios reagenssel:

« COP1 A konstrukcio: kezdetben legdinamikusabban osztodo sejtek,
viszont nem elnek tul

« COP1B konstrukcio: 2 kulonb6z6 klon
« Ures pSuperior puro vektor (kontroll): 3 kiilénb6z6 klon

Nukleofekcid:
« Amaxa Cell line nucleofector Kit (Lonza)

« COP1A konstrukcio: kezdetben legdinamikusabban osztodo sejtek,
viszont nem ¢lnek tul

« COP1B konstrukcid: 1klon
« Ures pSuperior puro vektor (kontroll): 1klon

Osszesités:
« 3 fuggetlen specifikus klon
« 4 fuggetlen kontroll klon




Western blot kisérletek

« COP1
P53
* Actin



Western blot

COP1

Actin




Immuncitokémia




Immuncitokémia (kontroll)




Immuncitokémia (COP1B9csendesitett)




Immuncitokémia (COP1)

Kontroll COP1B9 csendesitett



Elert eredmények

« COP1 gen csendesitese HPV-K sejtvonalban
stabil transzformaciot kovetbéen

* Fehérjeszinten a COP1 mennyisége
alacsonyabb a specifikus klonok esetében a
kontroll klonokehoz kepest

(western blot, immuncitokémia)



Kutatasi terv
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PCR alapu array és/vagy

cDNS microarray

Cél: COP1 stabil csendesitéseét kovetéen a megvaltozott jelatviteli folyamatok
azonositasa PCR alapu Superarray €s cDNS microarray médszerekkel a COP1
tumorgenezisében résztvevd géneket is figyelembe véve
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