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2. Bevezetés

2.1. Az eukariota transzKkripcio szabalyozasa

Eukariota sejtekben az RNS polimeraz enzimnek harom tipusa ismert: RNS polimeraz I, 11
¢és III (RNSPI, RNSPII ¢s RNSPIII). Ezek koziil a 12 alegységbol (RPB1-12) felépiild
RNSPII felelés a fehérjéket kodold gének és szamos kis sejtmagi RNS atirasaért (5). Az
enzim legnagyobb alegységének, az RPB1-nek, a karboxi terminalis doménje (CTD) az
egész ¢lovilagban egy jol konzervalt, Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser heptapeptid
ismétlédéseibdl all (6). A heptapeptid szerin és treonin aminOsavainak foszforilacios
allapota kindz és foszfatdz enzimek miikddésének eredményeként dinamikusan valtozik a
transzkripcid folyaman, és jelzésként szolgdl a transzkripcidval jar6 valtozatos
folyamatokhoz (7).

A RNSPII enzim é&ltal katalizalt transzkripcido harom {6 1épésre kiilonithetd el: iniciacio,
elongacio és terminacio (8). Az iniciacio elsé 1épéseiben a promoter régional preiniciacios
komplex (PIC) alakul ki a nem foszforilalt RNSPII-b6l, a transzkripcios faktorokbol
(TFHA, -B, -D, -E, -F és —H) és a mediator komplexbdl (9). Az RNSPII kotédése a
promoterhez és a PIC kialakuldsa gyakran a transzkripcid sebesség-meghatarozo 1épése
(10). Az eukariota RNSPII és a bakterialis core RNS polimerdz miikodésiikben

hasonlésagot mutatnak abban a tekintetben, hogy a bakterialis enzim csak a szigma faktor

crer

crer

talalhato TATA elemhez (12). A TFIID egy 1,2 MDa-os komplex, amely a TBP-n (TATA-
binding protein) kiviil még 13-14 TAF-ot (TBP-associated factor) tartalmaz (13). A TFIID
¢s a TATA elem kozti szekvencia-specifikus kdlcsonhatas kialakitasdban foként a TFIID
TBP alegysége vesz részt. A TFIID kotddése utan egy jarulékos transzkripcids faktor, a
TFIIA kapcsolodik, majd a TFIIB is belép a komplexbe (14). A TFIIB-TFIID-DNS
komplexet az RNSPII és a TFIIF ismeri fel, majd a TFIIE és a TFIIH is bekotddik (2). Az
RNSPII-b6l és az altalanos transzkripcids faktorokbol jon l1étre a PIC komplex (1. abra). A
TFII faktorok, amelyek szamos esetben maguk is tobb alegységbdl felépiild komplexek,
szerkezetiikben eltéréek és mas-mas funkcidval vesznek részt a transzkripcid iniciacidban.
A PIC komplex Osszeszerelodésének kezdetén a TFIIA stabilizalja a TFIID-DNS, vagy a
TFIIB-TFIID-DNS komplexet, ezaltal segitve a transzkripcios aktivatorok hatasat (15). A
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TFIIB monomer az RNSPII promoterhez torténd kotddéséhez sziikséges. A TFIIF
heterodimer egy nagyon stabil komplexet alkot az RNSPII-vel (16), mig a TFIIE
heterotetramer feltehetleg az egyes-szalu DNS-hez kotodve stabilizalja a nyitott promoter
komplexet (17-20). A PIC masodik legnagyobb méretli tagja a TFIIH, ami egy 10
alegységbdl all6 multiprotein komplex. Az altaldnos transzkripcids faktorok tobbségétdl
eltérden a TFIIH szamos katalitikus aktivitassal rendelkezik: DNS-fiiggd ATP-4z, ATP-
fligg6 DNS-helikaz és szerin/treonin kinaz. Az utobbi aktivitassal az RPB1 CTD-jét
foszforilalja (21). A TFIIH részt vesz a promoter felnyitasaban, valamint alegységei koziil
kettd, az ERCC2 (Excision Repair Cross-Complementation Group 2) és az ERCC3
(Excision Repair Cross-Complementation Group 3) a DNS hibajavitas folyamatanak
fontos résztvevoi, ami arra utal, hogy a TFIIH komplex a transzkripcidban betoltott szerepe

mellett a DNS hibajavité mechanizmusokban is szerepet jatszik (20) (22).
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1. abra A preiniciacios komplex dsszeszerelédésének folyamata

Elséként a TFIID kotddik a TATA elemhez. Ezt koveti a TFIIB, majd a nem
foszforilalt RNSPII és TFIIF, végiil pedig a TFIIE és TFIIH kapcsolodasa. Az
elongécio elétt az RNSPII nagy alegységének (RPB1) C-termindlis doménje (CTD)
foszforilalodik (2).




A PIC 0Osszeszerelddését kovetden, nukleozid-trifoszfatok jelenlétében, a DNS-szalak
egymastol valo szétvalasaval a transzkripcios start helynél (TSH) transzkripcios buborék
jon létre (10). Ezt kovetéen az RNSPII és az altalanos transzkripcios faktorok kozti
kapcsolat megsziinik, az RNSPII elmozdul a promoéter régiérol, majd kezdetét veszi az
RNS atiras folyamata (23). A prokaridta szigma faktorhoz hasonloan, az eukariota
altalanos transzkripcids faktorok tobbsége is az inicidcid végén disszocidl az RNSPII
komplexrél, igy ezek az elongacioban mar nem vesznek részt (11).

A transzkripcié elindulasahoz sziikséges, hogy az RNSPII legnagyobb alegységének
(RPB1) CTD-jét kinazok foszforilaljak. Inicidciokor a TFIIH komplex CDK-7 (Cyclin
dependent kinase 7) alegysége az RPB1 CTD heptapeptidek 5. szerin (S5) aminosavait
foszforilalja, az elongacié kezdeti fazisaban pedig a P-TEFb (Positive transcription
elongation factor b) komplex CDK-9 (Cyclin dependent kinase 9) alegysége foszforilalja a
2. pozicidban levé szerineket (S2) (10). Ennek megfeleléen az iniciaciora jellemz6 SSP
RPBI1 forma a TSH kornyékén figyelhetd meg, mig az elongaciora jellemz6 S2P forma az
atirod6 gén egész szakaszan kimutathato (24). A CDK-7 az RPB1 CTD heptapeptidek S7
aminosavait, a CDK-9 pedig a treonin 4 aminosavait (T4) is foszforilalja (25-27). Tovabba
a kozelmultban kimutattdk, hogy a PLK3 (Polo-like kinase 3) is részt vesz a T4
foszforilacidjaban (28). Az RPB1 CTD heptapeptidek tirozin 1 (Y1) aminosavain
bekovetkez6 foszforilaciot az ABLL (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1)
¢s az ABL2 (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 2) tirozin kindzok végzik
(29,30) (2. abra). Ahhoz, hogy 1j transzkripcids ciklus kezdddjon, a terminaciot kdvetéen
az RNSPII-nek ismét defoszforilalt allapotba kell keriilnie, és a transzkripcié dinamikus
folyamatahoz is sziikséges, hogy az RPB1 a meghatdrozott aminosavakon
defoszforilalodjon. Ebben a folyamatban az FCP1 (TFIIH-associating CTD phosphatase 1)
és az SSU72 (SSU72 Homolog, RNA Polymerase Il CTD Phosphatase) foszfatazok
jatszanak szerepet. Az FCP1 foként az S2P, mig az SSU72 az SS5P ¢és az S7P aminosavak
defoszforilaciojat végzi (31-36).

Drosophila és human sejtekben a legtobb atirdédd gén promoéter régodjaban tobb RNSPII
mutathato ki, mint a kodolé részben (10). Ennek oka részben az, hogy az RNSPII az
elongacid kezdetén, az iniciacid kezddpontjatol 20-25 bazisparra 1évd szakaszon egy ideig
leall, ezt nevezziik RNSPII ,,promoter-proximal pausing”-nak (37-39). Ennek oka az, hogy
a NELF (Negative elongation factor) és a DSIF (DRB sensitivity inducing factor) faktorok
kapcsolodnak a korai elongéaciés komplexhez, és megakadalyozzdk a transzkripcio

elongacidé folytatasat (39,40). Amennyiben valamilyen stresszhatas éri a sejtet, a

6



NELF/DSIF komplex DNS-hez ko&tott allapotban tartja az RNSPII komplexet, igy
megakadalyozva egy esetleg hibas transzkripcios folyamatot (41). A transzkripcid
elongécio elinditdsdban a P-TEFb fontos szerepet tolt be: (I) egyrészt foszforildlja a
NELF/DSIF komplexet, melynek kovetkeztében a leallt RNSPII el tud mozdulni a
promoter régiordl, lehetdvé téve a transzkripcid elongécios szakaszanak elindulasat, (IT)
masrészt foszforilalja az RPB1 CTD S2 aminosavait, ezzel egyfajta platformot biztositva a
kiilonbozé kromatin modositd faktorok szamara, melyek a foszforilalt CTD-hez kotddnek

és hozzajarulnak a transzkripcié folyamatanak hatékony végbemeneteléhez (38,42,43).

CTD foszforilacios szint

2N\

TSH pA

2. abra Az RPB1 CTD-jének foszforilacios mintazata a transzKkripcio soran
A CTD Tyrl, Ser2, Thr4, Ser5 ¢és Ser7 aminosavain torténd foszforilacidé mértéke

kiilonbz6 szinnel van feltiintetve (1).

2.2. Az eukariota transzkripcido elakadasanak okai ¢és az aktinomicin D

hatasmechanizmusa

A DNS karosodasok rendszerint gatoljak a transzkripcié folyamatat, ezért sziikség van
olyan mechanizmusok aktivalasara a sejtben, melyek feloldjak a transzkripcios blokkot és
lehet6vé teszik a nukleotidokat érinté hibak kijavitasat (44). DNS karosodas esetén az
RNSPII ,,proofreading” aktivitasa segitségével képes eltavolitani a hibds RNS nukleotidot,
illetve az RNSPII visszalépését (,backtracking”) kovetden lehetévé valik a hibas
nukleotidot tartalmaz6 RNS szakasz kivagédsa azaltal, hogy a TFIIS elongacios faktor
hatasara indukalodik az RNSPII ribonukleaz aktivitasa (45).

A transzkripcios blokkal jaro DNS karosodasok javitasaban a NER (Nucleotide excision
repair) egyik utvonala, a TC-NER (Transcription-coupled NER) vesz részt (46,47). A NER
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egy tobb fehérje mikddése altal biztositott hibajavitd rendszer, amely az UV-sugérzas altal
indukalt CPD-k (Cyclobutane pyrimidin dimers), 6-4 PP-k (6-4 photoproducts) és
kiilonbozd vegyi anyagok hatasara keletkezd, mddositott DNS formak eltavolitasat végzi.
A TC-NER funkcidja azonban az atirddd szalon keletkezett DNS hibdk javitasara
korlatozodik (44).

Ezen tilmenden a transzkripcidés blokk az RPB1 poli-ubiquitilaci6é altal kozvetitett
degradaciojat is eredményezheti (48-51). Az RNSPII DNS-rél torténd eltavolitasa lehetévé
teszi a TC-NER hibajavité faktorok hozzaférését a keletkezett DNS-1ézidkhoz (48). A
DNS hibajavitéd faktorok koziil a CSA (Cockayne syndrome A), a BRCAL (Breast cancer
1) -BARD1 (BRCA1-associated RING domain protein 1) komplex és a NEDD4 (Neural
precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4) szerepet jatszanak az
RNSPII ubiquitilacidjaban (48,52-56). Abban az esetben, ha a DNS hibajavitas utan a
transzkripcid nem tud Wjraindulni, a poli-ubiquitilalt RNSPII a 26S proteoszémaban
lebomlik (24,57). Tovabba DNS karosodast kovetden az RNSPII hiperfoszforilalt
allapotban marad, hogy ne tudjon egy ujabb transzkripcios ciklust elinditani (58).

A proteoszoma kotédése megfigyelheté a transzkripciosan aktiv génrégidkban is (59).
Tovabba a proteoszoma foként a hiperfoszforilalt RPB1-et bontja le, ami azt jelzi, hogy az
RNSPII transzkripcid elongaciora jellemzd aktiv forméja kotdhelykeént szolgal az ubiquitin
ligazok szamara, amelyek az RNSPII poli-ubiquitilaciojat katalizaljak (50).

A transzkripcios blokk kivalthaté drogokkal is. Az aktinomicin D (AktD) az egyik
legrégebben ismert kemoterdpids szer, melyet gyakran alkalmaznak gesztacios trofoblaszt
tumor, hererdk, Wilms-tumor, rabdomioszarkdéma ¢€s Ewing-szarkoma kezelésére. Az AktD
hatassal van az RNSPI, RNSPII és RNSPIII 4ltal katalizalt transzkripcié folyamatara is
(60). Elsédlegesen a GC-gazdag szekvenciarészleteknél épiil be a DNS bazisai k6z¢é, ami
akadalyozza az RNSP haladasat a DNS-en (61). Az AktD alacsony, illetve magas
koncentracioban alkalmazva kiilonb6z6 eredménnyel fejti ki hatasat. Alacsony dézist
AktD a nutlin-3 MDM2 (Murine double minute 2) inhibitor hatasat mimikalja, mig magas
koncentracioban kett6s-szald DNS toréseket indukalhat, aminek koévetkeztében
transzkripcid elongacios blokk alakul ki (62). Az RNSPI altal atirt magas guanin és citozin
tartalmi rRNS gének transzkripcidja a legérzékenyebb az AktD kezelésre, ezért a
riboszomalis RNS transzkripcid gatlasa AktD kezeléssel szabad riboszomalis fehérjek
felhalmozddasahoz vezet. Ezek kolesonhatnak az MDM?2 ubiquitin ligdzzal és gatoljak azt,

aminek a végeredménye a P53 fehérje szint emelkedése (62-65). Az AktD magas



koncentracioban akadéalyozza a topoizomeraz I és II miikodését, ezaltal kettds-szali DNS

torések jonnek 1étre (66).

2.3. A P53 altalanos jellemzése

DNS kérosodast kovetden a P53 kiilonboz6 szignalizacids utvonalakat aktival, melyek arra
szolgalnak, hogy miikodésiikkel a sejt megsziintesse a karosodast, illetve annak hatésat,
vagy ha ennek lehet6sége nem all fenn, beinditsa a programozott sejthalalt. A DNS
karosodas mértékétdl fiiggden a P53 transzkripcios faktorként szdmos gén transzkripcidjat

aktivalja, melyek a sejtciklus felfiiggesztésben, illetve apoptdzis indukciojaban jatszanak

szerepet (3. abra) (67-69).
Qﬁ“u&uv
P53 o
; DNS karosodas

ps3 ‘P53 ps3
P53 | 1

PROMOTER

3. abra A DNS karosodas hatasara bekovetkezo P53 altal szabalyozott aktivacios
utvonalak

Alapallapotban a P53 fehérje alacsony szinten van jelen a sejtekben, mert az MDM?2
(Mouse double minute 2 homolog) ubiquitin ligdz ubiquitilalja, amely ezt kdvetéen a

crer

az MDM2 gitlasa alol, mivel az MDM2-t a 26S proteoszéma lebontja. Ezutan a P53
tetramerként kotodik célgénjei promoter régidjan 1évd specifikus szekvencia
részletekhez, mely indukalja célgénjei transzkripciojat. Ezaltal a P53 a DNS hibajavito,

apoptozist aktivalo, illetve a sejtciklust leallito folyamatok aktivalasat eredményezi.




A P53 altal szabalyozott sejtciklus felfiiggesztése lehetdséget biztosit a karosodott DNS
kijavitdsdra. Miutan a DNS hibajavité faktorok kijavitottdk a keletkezett DNS hibékat, a
sejtciklus tovabb folytatodik (70). Komolyabb DNS karosodast kdvetéen azonban a P53
apoptozist indukal pro-apoptotikus faktorokat felszabaditva a mitokondriumbol. A P53
altal aktivalt pro-apoptotikus gének kozé tartoznak a Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) csalad
tagjai: Bax, Noxa és Puma és a halal receptorok: Fas és DRS (71,72).

Alapallapotban a P53 nagyon alacsony szinten van jelen a sejtekben, foként az MDM?2
kovetkeztében, azonban DNS kérosodast kovetden a P53 fehérje felhalmozodik a
sejtmagban (3. abra) (73,74). A megemelkedett fehérje szintben szerepet jatszik a P53
fehérje lebontasanak gatlasa, valamint kiillonb6zé aminosavain torténd poszttranszlacios
modositasai (foszforilacid, acetilacio) is, melyek egyarant hozzajarulnak a fehérje
stabilizalodasahoz (70).

A P53 harom funkcionalis doménnel rendelkezik: amino-terminalis transzaktivacids, DNS-
koté és egy karboxi-terminalis, oligomerizaciés doménnel (3,67,68,75,76) (4. abra).
Kiilonbz6 genotoxikus stressz hatasara a P53 fehérje DNS-koté doménje segitségével
kotédik konszenzus P53 valasz elemekhez (RRRCWWGYYY, ahol R = adenin vagy
guanin; W = adenin vagy timin; Y = citozin vagy timin) (77,78). A P53 valaszelemek
Noxa), azonban néhany esetben a TSH kozelében (pl. HDM2, PCNA), vagy korai
intronikus szekvenciakban (pl. Puma, Pig3), illetve exonokban (pl. miR-34a) is
elhelyezkedhetnek (79). Mivel a P53 transzkripcios faktorként a sejtmagban specifikus
DNS szekvencia részletekhez kotddve fejti ki hatasat, fontos, hogy DNS karosodas esetén
bejusson a sejtmagba. Ehhez jarul hozzd a P53 szekvencidjaban 1évé harom sejtmagi
lokalizacios szignal (NLS), melyeket importin o/ komplexek ismernek fel és segitik a P53
bejutasat a sejtmagba (80). Ezen kiviil a P53 tartalmaz egy Leu-gazdag sejtmagi export
szignalt is (NES), melyet a receptor fehérjék karioferin B csaladjaba tartozo6 CRMI1
(chromosomal region maintanance 1) ismer fel, ezaltal a fehérje sejtmagbdl valo kijutasat
teszi lehetové (81). A P53 NES-e nem hozzaférheté abban az esetben, ha a fehérje
tetramerként van jelen a sejtmagban, melynek kdvetkeztében gatolt a P53 sejtmagi exportja
(82). Ezzel ellentétben, a P53 karboxi-terminalis részén bekovetkez6 MDM?2-altal
szabalyozott mono-ubiquitilacid hatasara a tetramer forma szétesik, ami lehetévé teszi a

CRMI1 hozzaférését a NES-hez, ezaltal pedig a P53 sejtmagi exportjat aktivalja (83). Ezen
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kiviil a P53 szekvenciajaban egy prolin-gazdag régiéo (PGR) is taldlhat6, melynek a P53

pro-apoptotikus aktivitasaban van jelentds szerepe (84,85).

NTD DKD CTD

I I Il 5
gﬁggbgﬂll
02 325 35 303

4. abra A P53 fehérje domén szerkezetének sematikus abrazolasa

A P53 N-terminalis részén (NTD) tartalmaz egy transzaktivaciés domént (TAD) és
egy prolin gazdag régiot (PGR). Ezt koveti a kozponti DNS-koté domén (DKD), majd
a C-termindalis domén (CTD), melynek k6zépso része, a tetramerizacidos domén (TET),
felelés a fehérje tetramer forméjanak kialakulasaért. A CTD-ben harom nuklearis

lokalizécios szignal (NLS) és egy nuklearis export szignal (NES) szekvencia talalhaté

(3).

crer

tobb, mint 50%-aban kimutattak (86). A mutaciok 95%-a a P53 DNS-ko6t6 doménjében
talalhatd, melynek kovetkeztében a P53 szekvencia-specifikus transzaktivacios képessége
megsziinik (76) (5. abra). A meglehetésen rovid féléletidejii (20 perc) P53-mal
ellentétben, mutans valtozatanak féléletideje hossz(i (2-12 6ra) (87-89). A P53 mutans
valtozata bizonyos tumorokban szdmos gén expressziojat indukdlhatja, melyek a P53
normal miikodése esetén nem tartoznak célgénjei kozé: MDR (Multiple drug resistance
gene), c-myc, PCNA (Proliferating cell nuclear antigen), IL-6 (Interleukin-6), IGF-1
(Insulin-like growth factor 1), FGF (Fibroblast growth factor) és EGFR (Epidermal growth
factor receptor) (90-96). Ezen kiviil kimutattak, hogy a P53 részt vesz az ASNS
(Asparagine  synthetase) ¢és a TERT (Telomerase reverse transcriptase)
transzaktivacigjaban is (97). Kovetkezésképpen a P53 mutacidja szamos esetben
eredményezi bizonyos novekedésben szerepet jatsz6 gének és  onkogének
transzaktivaciojat, amivel ezaltal indukalodik a tumorosodas folyamatanak el6rehaladasa
(70).
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A kiilonb6z6 DNS-t karosito agenseken kiviil még szamos stresszfaktor is szerepet jatszik
a P53 aktivalodasaban: hipoxia, hdsokk, hidegsokk, tapanyagforras kimeriilése,
antioxidansok, timidin dinukleotidok vagy a nukleotid készletben bekdvetkezd zavarok
(98-103).

5. abra A P53 koétédése a DNS-hez
Piros szinnel azt a teriiletet jelolték, amely mutacidja meglehetdsen gyakori, kékkel
azt, ahol a tumorokban megfigyelhetd muticid6 gyakorisdga ritka. A két

leggyakrabban mutal6doé rész nyillal van jeldlve (4).

2.4. A P53 szerepe a génexpresszio gatlasaban

A P53 transzkripcié aktivacidjaban betdltott szerepén kiviil részt vesz bizonyos gének
expresszidjanak csokkentésében is. Ez utdbbi szamos mechanizmuson keresztiil
megvalosulhat. A P53 kozvetleniil aktivalhatja ko-represszorainak transzkripciojat azok
promoterén 1évé P53 valaszelemekhez kotédve. A HDAC1 (Histon deacetylase 1)
kotddése specifikus promoter régiokhoz (mint pl. Map4, P21, Stathmin, HSP-90-beta, Myc
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vagy Nanog) az mSIN3A-val alkotott P53-fiiggd kolcsonhatasan keresztiil is ilyen modon
valosul meg (104-107). A P53 bizonyos gének represszidjat specialis represszor fehérjék
aktivalasan keresztiil indukalja. Erre a leginkabb tanulmanyozott példa a P21 P53-fliggd
transzaktivacioja, mely a retinoblasztoma (Rb) fehérje CDK-fiiggd foszforilaciojat gatolja,
hogy a sejtciklus G1/S fazisaban az E2F transzkripcios faktor altal szabalyozott géneket
inaktiv allapotban tartsa (108-112). Ezen kiviil a P53 specifikus DNS szekvenciakhoz
kapcsolodva gatolhatja mas transzkripcids aktivatorok hatasat. Hipoxias koriilmények
kozott a P53 az AFP (Alfa-fetoprotein) promoteréhez kotédve a HNF3 (Hepatocyte
nuclear factor 3) transzkripcios aktivator elmozditasaval gatolja az AFP expressziojat
(113). Mindemellett a P53 fehérje-fehérje kolesonhatasok kialakitasaval eredményezheti
olyan gének expressziojanak csokkenését is, melyek nem kozvetlen célgénjei. Erre tipikus
rendelkezik NF-Y (Nuclear factor Y) szekvencia-specifikus kothellyel. Az NF-Y a Ciklin
B2 prométeréhez kotddve kolesonhat a P53 fehérjével, aminek kovetkeztében a HDAC1
gatolja a Ciklin B2 génrdl torténd atirddast (114).

2.5. A P53 proteoszomalis és proteoszoma-fiiggetlen bontasa

crcr

sejtciklus felfliggesztést, illetve apoptozist indukal (115-117). Ezért sziikségesek az
0szt6do sejtekben olyan folyamatok, melyek a P53 miikodését valamennyire gatoljak. Az
alacsony P53 fehérje szint fenntartasaért elsésorban az MDM2 E3 ubiquitin ligaz felelds,
ami a P53-hoz kot6d6 ubiquitin K48 lizin aminosavahoz poli-ubiquitin lancot kapcsol,
ezaltal aktivalja a P53 proteoszomalis lebontasat (118). Ezen kiviil a P53 a hozza k6t6d6
ubiquitin K63 lizin aminosavan keresztiil is poli-ubiquitilalodik, ami a fehérje sejtmagbol
torténd exportjdhoz és ennek kovetkeztében a P53 citoplazmatikus felhalmozddasdhoz
vezet (119).

DNS karosodas hatasara néhany DUB (Deubiquitinase) a P53 ubiquitilacidjanak és az azt
specific peptidase 24) DUB elhasitja az ubiquitin és a P53 fehérje kozott 1évo peptidkotést,
amivel hozzajarul a P53 stabilitdsdnak és aktivitdsanak fenntartdsahoz. Az USP24 DNS
karosodast kovetd aktivacidja ATM-fiiggd (Ataxia telangiectasia mutated) — az USP24
ATM kinaz altali foszforilacioja vezet a P53 fehérje UV sugérzas hatasara bekovetkezd

stabilizalodasahoz (123).
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A P53 ubiquitin-medialt 26S proteoszoma-fiiggd lebontasan kiviil nemrég leirtak egy
masik utvonalat is, ahol a DEF fehérje (Digestive organ expansion factor) és egy sejtmagi
cisztein protedz, a Kalpain 3 vesz részt. Kimutattak, hogy a Kalpain 3 cisztein proteaz,
komplexet képezve a DEF fehérjével, részt vesz a P53 lebontdsaban. Ezekbdl az
eredményekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a DEF egy ,,Scaffold” fehérjeként, a Kalpain
3 proteazzal alkotott kdlcsonhatasdn keresztiil részt vesz a nuklearis P53 fehérje szint

szabalyozasaban (124,125).

2.6. A P53 fehérje és a transzkripcios blokk kapcsolata

A P53 bizonyos aminosavain torténd poszttranszlaciés modositasai jelentds szerepet
jatszanak a fehérje sejtmagon beliili felhalmozddasaban. Ezek a modositasok gyengitik a
P53 és annak negativ regulatora, az MDM2 kozti kolcsonhatast (126,127). A transzkripcid
elongacid gatlasa esetén a P53 foszforilalodik szerin 15 aminosavan, valamint acetilalodik
lizin 382 aminosavan, mely modositasok stabilizaljak és aktivaljak a P53 fehérjét (128).
Ezzel ellentétben a transzkripcid iniciacidjanak gatldsa nincs hatdssal ezekre a
modositasokra, ekkor a mddositatlan P53 fehérje szintje emelkedik a sejtmagban. Ebbdl
kovetkezdleg, a P53 sejtmagon beliili felhalmozodasa egy altalanos transzkripcids blokk
kovetkezménye lehet, amely valdszintileg fliggetlen az MDM?2 fehérjétdl és a P53 fentebb
emlitett poszttranszlacios modositasaitol (128).

DNS karosodast kovetéen RPA (Replication protein A) és ATR (Ataxia telangiectasia and
Rad3-related) kotédik az egyes-szala DNS-hez (129). Az ATR kinaz egy lehetséges
kapocs a P53 és a transzkripcid leallasa kozott, mivel a P53 S15P — ATR kinaz éltali —
poszttranszlacids modositdsa a DNS sériilések helyén figyelhetd meg. Tovabba az S15P
modositas indukalja a p300/CBP (CREB-binding protein) kotédését a P53-hoz, ami
fokozza a P53 transzaktivacios képességét (130) (6. abra). A p300/CBP acetilalja a P53-at
lizin 382 aminosavan, ami noveli a P53 szekvencia-specifikus DNS-kotését és a fehérje
stabilizalodasat is eredményezi (131,132). A P53 S15P ¢és K382ac modositasainak
megjelenése a sejtciklus leallasahoz, illetve apoptozishoz vezethet (130,133,134). A
transzkripcids blokk kiilonb6zé modokon vezethet apoptdzishoz: (I) felborul a tulélést €s
az apoptozist eldsegité faktorok aranya, (II) a P53 mitokondridlis felhalmozddasa

kovetkezik be, (III) valamint a P53 sejtmagi feldusulasa figyelheté meg (135-137).
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2.7. A P53, mint transzkripcié elongacios faktor

A P53 koréabbiakban részletezett funkcidin kiviil szerepet jatszik a transzkripcid elongécios
szakaszaban is — kolcsonhat szamos elongacios faktorral, mint példaul TFIIH-, ELL-
(Eleven-Nineteen Lysine Rich Leukemia) és hPAF1C-vel (Human polymerase associated
factor 1 complex) (138,139).

Aktinomicin D

5nM wnM

Rib. stressz

$

L11 akt.

1

MDM?2

v

pS3-fliggd utvonalak

pS3-fliggetlen
utvonalak

6. abra Az AktD Kkiilonb6zo biokémiai utvonalak aktivacidjaban jatszik szerepet
Az AktD alacsony koncentracidban (5 nM) riboszomalis stresszt indukal, melynek
kovetkeztében riboszomalis fehérjék (pl. L11) aktivalodnak. Az L11 gatolja az
MDM?2 ubiquitin ligazt, ezaltal P53-fiiggé Gtvonalak indulnak el. Az AktD magas
koncentracioban (200 nM) kettds-szala DNS toréseket (DSB) indukalhat, mely
egyrészt a p300 acetiltranszferaz RNSPII-hoz valo kotddését segiti eld, masrészt RPA
fehérjék megjelenését eredményezi a DNS hibdk helyén. Ezt kdvetéen a p300
acetilalja a P53 fehérjét 382-es lizinjén, mig az RPA fehérjék az ATR kindzt

aktivaljak, mely a P53 fehérjét S15 aminosavanal foszforilalja.

Ezen kiviil a kozelmultban tett néhany megfigyelés arra utal, hogy a P53 transzkripcid
elongacids faktorként is képes milkddni azéltal, hogy az RNSPII-hoz kotddve érzékeli a

transzkripcié elakadasat. Saccharomyces cerevisiae-ben kimutattak, hogy a P53 szamos
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kozvetlen célgénjei (140). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a P53 nemcsak
specifikus DNS-szekvenciakhoz kétddve tudja az adott gén transzkripcidjat szabalyozni.
Az ¢élesztOben kifejeztetett human P53 DNS-ko6té doménjén keresztiil kolcsonhat az élesztd
RNSPII-vel, feltehetdleg annak S5P CTD-jével (141). Ezen kiviil laboratoriumunkbol
szarmazd korabbi adatok arra utalnak, hogy Drosophildban a P53 a politén kromoszémak
transzkripcidésan aktiv régioiban figyelhet6 meg, valamint az RNSPII CTD de-
foszforilacidja hatassal van a DmP53 (Drosophila melanogaster P53) elhelyezkedésére
(142).

Ezen megfigyelések alapjan egy olyan modellt allitottunk fel, ami szerint a P53 egyiitt
halad a transzkripciot végz6 RNSPII-vel és annak elakadasa esetén szerepet jatszik az
RNSPII ubiquitin-fliggd proteoszémalis lebontasaban. Dolgozatomban ennek a modellnek

az igazolasara szolgalo kisérletek eredményeit mutatom be.
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3. Ceélkituzések

F6_célkitiizésiink volt, hogy human sejtekben vizsgiljuk a P53 jelenlétét olyan

génszakaszokon, melyek transzkripciojat az RNSPII Kkatalizalja. Célunk volt
tanulmanyozni, hogy milyen kapcsolat van a P53 és az elongalo RNSPII kozott,

valamint hogy a P53 szerepet jatszik-e a transzkripcio elongacidja soran.

Ennek megvalaszolasara az alabbiakat tiiztiik ki célul:

1. A P53 és az RNSPII globalis fehérje szintjében bekovetkezo valtozasok, valamint a
két fehérje ko-lokalizaciojanak vizsgalata alapallapotban és AktD kezelést kovetéen.
Annak tanulmanyozasa, hogy a P53, az S2P RPBL, illetve az S5P RPB1 ko-
lokalizalodik-e a transzkripcids blokk kovetkeztében kialakulé DNS karosodas esetén

megjelené YH2AX-szel.

Célul tliztiik ki a P53 és az RNSPII globalis fehérje szintjének vizsgalatat 6 és 24 oraval, 5
¢s 200 nM AktD kezelést kdvetden. Tanulmanyoztuk, hogy a két fehérje ko-lokalizacioja
hogyan valtozik AktD kezelés hatdsdra, valamint hogy a P53 és az RNSPII ko-
lokalizalodik-e a YH2AX-szel a vizsgalt fokuszokban. Ehhez immuncitokémiai eljarasokat

alkalmaztunk kezeletlen és AktD-vel kezelt U20S sejteken.

2. A P53 fehérje jelenlétének vizsgalata transzkripciosan aktiv génszakaszokon.

Célunk volt human sejtekben vizsgalni, hogy a P53 kotddése megfigyelhet-e olyan, az
RNSPII altalt atirt gének kiilonb6zé régidin (promoter, géntest, 3’UTR), melyek nem
tartalmaznak P53 konszenzus kotéhelyet. Ehhez korabban mar publikalt, kezeletlen U20S
sejteken végzett ChIP-seq adatok kiértékelését végeztikk el. Ezt kovetden kromatin
immunprecipitacios kisérleteket végeztliink annak kideritésére, hogy a P53 kotédik-e a
ChlP-seq adatok alapjan altalunk kivalasztott ActB, Cdk12, Bratl és Sdcbp gének

promoter, géntest €s 3°’UTR régioihoz.
3. A P53 és az RNSPII kotodése valtozik-e AktD-vel indukalt transzkripcio elongacios
blokk hatasara a vizsgalt génszakaszokhoz.

Céljaink kozott szerepelt, hogy vizsgaljuk, hogyan valtozik a P53 és az RNSPII kotddése a
fentebb emlitett génszakaszokhoz transzkripcid elongacidés blokk soran. Ennek

kivitelezésére 200 nM AktD-vel kezeltiink U20S sejteket, majd a kezelést kovetden 6 és
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24 o6ras id6pontokban gyiijtott mintdkbol kromatin immunprecipitaciot végeztiink. Ezt
kovetden tanulmanyoztuk, hogy a kezeletlen mintdkhoz képest megfigyelhetd-e valtozas a
P53 és az RNSPII eloszlasaban az ActB, a Cdk12, a Bratl és az Sdcbp gének promoter,
géntest ¢s 3’UTR régidiban.

4. A human P53 és az RNSPII kozti kolesonhatas vizsgalata stresszmentes

koriilmények kozott és AktD-vel indukalt transzkripcio elongacios blokkot kovetéen.

Célunk volt egy emlds modellrendszer eldallitasa, ahol vizsgaltuk az RPBI1, az S5P RPB1
(transzkripcid iniciaciés forma), illetve az S2P RPBI (transzkipico elongacids forma) és a
P53 kozti kolecsonhatast. Vizsgalni kivantuk, hogy a P53 és az RNSPII kozti kolcsonhatas
valtozik-e akkor, ha a transzkripcio elongaciés szakaszat AktD-vel blokkoljuk. Ehhez ko-
immunprecipitacios kisérleteket végeztiink AktD-vel kezelt, valamint kezeletlen sejtekbdl

izolalt fehérje mintakon.

5. A P53 szerepet jatszik-e a transzkripciés elongacios blokk kovetkeztében

megfigyelhetd S2P RPB1 ubiquitilacidjanak szabalyozasaban.

Célunk volt tanulmanyozni, hogy befolydsolja-e a P53 fehérje jelenléte az S2P RPBI1

crer

Western blot segitségével kimutattuk, hogyan valtozik a ubiquitilalt S2P RPBI

mennyisége transzkripcids blokk soran P53 jelenlétében, illetve annak hianyaban.

6. Célunk volt vizsgalni, hogy az S2P RPB1 AktD hatasara bekovetkezo
ubiquitilacioja hatassal van-e az RNSPII fehérje mennyiségére, és a fehérje szintbeli

valtozasok proteoszomalis degradacio kovetkezményei-e.

Célunk volt tanulményozni, hogy a transzkripcié elongacids blokk soran bekdvetkezd

RPB1 ubiquitilacié és a megfigyelt fehérje szintbeli valtozasok Osszefiiggésben vannak-e

crer

majd megfigyeltik az RPBI, illetve annak transzkripciésan aktiv formdinak fehérje

szintjében AktD kezelés hatdsara bekovetkezd valtozasait.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. U20S sejtek fenntartasa

A U20S sejtekben vad tipusu P53 expresszalddik, ezért ezt a sejtvonalat alkalmaztuk
kisérleteinkhez. U20S sejteket 10% FCS-t (Fetal Calf Serum) (Lonza), 1x antibiotikumot
¢s 4 mM glutamint tartalmazé DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Lonza)

tapoldatban ndvesztettiink 37 °C-on, CO2-os inkubatorban.

4.2. U20S sejtek viabilitasinak mérése tripan kék festéssel

A tripszines kezelést kovetden a U20S sejtszuszpenziot 1:1 aranyban DMEM médiummal
higitottuk. Ehhez 1:1 aranyban 0,4%-os tripan kék oldatot adtunk, majd 10-15 percig

inkubaltuk. Ezt kovetden Biirker kamraval szdmoltuk az €16- és elpusztult sejtek aranyat.

4.3. U20S sejtek kezelése AktD-vel, MG132-vel, valamint Calpain V inhibitorral

A sejteket 5-200 nM AktD-vel (Sigma-Aldrich) kezeltiik, majd 6, illetve 24 o6raig
inkubaltuk 37 °C-on. Az MG132 (Tocris Bioscience) proteoszoma inhibitort (20 uM) vagy
Calpain inhibitor V-t (Calbiochem) (2-10 uM) 1 éraval az AktD kezelés el6tt mértiik hozza
a sejtekhez.

4.4. Immuncitokémia

U20S sejteket osztottunk (3x10%1yuk) 6 lyuka plate-be, melybe fedélemezt helyeztiink,
25 percig fixaltuk 4%-o0s formaldehid/PBS oldatban. Ezt kdvetden a sejteket haromszor
mostuk PBS-sel, majd 20 percig permeabilizaltuk 0,3% Triton-X-100/PBS oldatban. PBS-
es mosast kovetden az aspecifikus fehérjekotd helyeket 20 percig blokkoltuk 5%
BSA/PBST oldatban (PBST 0,1% Tween 20-at tartalmazott). PBS-es mosast kovetden a
sejteket elsddleges antitesttel (1% BSA/PBST-ben volt higitva) 1,5 6rdn at inkubaltuk.
Haromszori PBS-es mosast kdvetden a sejteket 1 oran at 1% BSA-PBST-ben higitott
fluoroforral konjugalt masodlagos antitesttel inkubéltuk. Az immuncitokémia soran
alkalmazott ellenanyagok listdjat az 1. tablazat mutatja. Haromszori PBS-es mosast

kovetéen ProLong Gold mounting médium-ot (Life Technologies) cseppentettiink a
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targylemezre, melyre rahelyeztiikk az immunfestett sejteket tartalmazé fedélemezeket. A
mintakat Nikon eclipse 801 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk és ugyanazt az
expozicids 1dot alkalmaztuk minden egyes kezelés esetében. A fluoreszcencia intenzitasat

Fiji (Image J) szoftverrel értékeltiik ki.

4.5. CSK immuncitokémia

U20S sejteket PBS-el mostuk, majd kétszer 3 percig CSK pufferrel (10 mM HEPES pH
7,0 (Sigma-Aldrich), 100 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 300 mM szacharéz (Molar
Chemicals), 3 mM MgCl> (Molar Chemicals), 0,7% Triton-X-100 (Fluka) és 0,3 mg/ml
RNaz A (Sigma-Aldrich)) inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejteket kétszer mostuk PBS-el, majd
10 percig 4% formaldehid oldattal fixaltuk (Sigma-Aldrich). PBS-es mosast kovetden a
sejteket 5 percig permeabilizaltuk 0,2% Triton-X-100-at (Fluka) tartalmazé PBS oldatban.
Ezutan 20 percig 5% BSA-t tartalmazé PBST-ben (0,1% Tween 20 (Molar Chemicals))
inkubaltuk a mintdkat az aspecifikus festodés elkeriilése érdekében. PBST-vel torténd
mosasokat kovetden elsOdleges antitestekkel 1,5 oran at, majd megfeleld fluoroforral
konjugalt masodlagos antitestekkel 50 percig inkubaltuk a mintakat. A CSK
immunfestésben hasznalt ellenanyagok listajat az 1. tablazat mutatja. PBST-vel torténd
mosast kovetden a mintakra DAPI-t tartalmazé ProLong Gold Antifade reagenst (Life
Technologies) cseppentettiink, fedélemezt helyeztiink rd, majd a mintdkat Olympus
FluoView FVI1000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A mintdkndl ugyanazt az
expozicids 1d6t alkalmaztuk minden egyes kezelés esetében. A fluoreszcencia intenzitasat

Fiji (Image J) szoftverrel értékeltiik ki.

4.6. Western blot

U20S sejteket lizis pufferben (150 mM NaCl, 1% Triton-X-100, 50 mM Tris-HCI pH 8.0)
(Sigma-Aldrich) tartuk fel, jégen inkubaltuk 1 6ran at, majd centrifugalassal (13000 rpm, 5
perc, 4 °C) kiiilepitettiik a sejttormeléket. A fehérje koncentracié lemérése utan 20 pg
fehérjét a megfeleld térfogati f-merkaptoetanolt tartalmazo 2x SDS-loading pufferben 100
°C-on 5-10 percig forraltuk. Ezt kovetéen a fehérjéket 6, illetve 8%-os (a vart fehérje
méretétdl fliiggden) poliakrilamid gélelektroforézissel elvalasztottuk, majd nitrocelluloz
membranra régzitettiik. Ezutdan a membran szabad fehérjekotd helyeit 5% tejpor- TBST-
ben éjszakan at blokkoltuk. Masnap haromszor 10 percig 1x TBST-vel torténd mosast
kovetden 1,5 oran at inkubaltuk elsédleges ellenanyaggal, melyet 1% tejpor- TBST-ben
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higitottunk. Ezutan ismét hdromszor 10 percig 1x TBST-vel torténd mosast kovetden 50
percig torma-peroxidazzal konjugalt masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk. A Western blot
soran alkalmazott ellenanyagok listdjat a 2. tablazat mutatja. Ezutan a membranra ECL
eléhivo reagenst (Millipore) mértiink, és a kemilumineszcens jelet C-DIGIT blot scanner-
rel (LI-COR) mutattuk ki. Minden egyes mintasorozat esetében, a jel intenzitasat Fiji
(Image J) szoftverrel értékeltiik ki.

4.7. ChlP-seq analizis

A European Nucleotide Archive-bél (http://www.ebi.ac.uk/ena) letoltott, korabban mar

publikélt adatok alapjan késziilt: P53 és az ehhez tartozo input fajlok (srr847010,
srr847017), S2P RPB1 (srr987275), S5P RPB1 (srr987273) és total RPB1 (srr987271). Az
Osszes letoltott adat U20S sejtvonalon végzett kisérletekbdl szarmazik. A referencia
human genom ¢€s az annotalt gének listajat a UCSC Genom Browser-rél (www.ucsc.org),
Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) toltottik le. ChlP-seq tag eloszlasi értékek minden
refseq gén esetében az annotalt géntestrdl, illetve innent6l +/- 1500 bp-ra upstream vagy
downstream szarmaznak, melyeket a seqMINER program segitségével nyertiink ki (143).
A ChlP-seq tag-ek atlagos génprofiljat és a kiilonb6z6 kotdédési mintazatat Anamika és
mtsai 2012 cikke alapjan azonositottuk (144).

4.8. Kromatin immunprecipitacio (ChIP)

4.8.1. Kromatin preparalas

10 cm atmér6ji csészében novesztett U20S sejteket PBS-es mosast kdvetden 1%-0s
oldattal allitottuk le (5 perc). Ezutan haromszor mostuk PBS-sel, majd centrifugalassal
(1500 rpm, 5 perc, 4 °C) osszegyiijtottikk a sejteket. Ezt kovetden a sejtiiledéket sejt lizis
pufferben (5 mM PIPES pH 8,0, 85 mM KCI, 0,5% NP-40, 1x PIC) szuszpendaltuk fel,
majd 10 percig jégen inkubaltuk. Centrifugéalast (2000 rpm, 5 perc, 4 °C) kovetden a
csapadékot hideg sejtmag lizis pufferben (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0,
0,8% SDS, 1x PIC) felszuszpendaltuk. A kromatint 4x 20 mp ON/1 perc OFF beallitassal
Diagenode szonikatorral fragmentaltuk. A szonikalast kovetéen a kromatinhoz higito
puffert (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM EGTA pH 8,0, 1% Triton-X-100, 140 mM NaCl,
1x PIC) adtunk.
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A szonikalast kdvetéen megsziintettilk a keresztkotést és a szonikalt kromatinhoz RNézt
adtunk, 15 percig 37 °C-on aktivaltuk az enzimet, majd éjszakan at 65 °C-on inkubaltuk.
Masnap 500 pg/ml proteindz K-t és 0,5% SDS-t adtunk a mintdkhoz, majd 2 6rdn at, 50
°C-on inkubaltuk. Ezt kovetden hozzaadtunk egy térfogategység fenol-kloroform-
izoamilalkoholt és centrifugalast (13000 g, 15 perc, 4 °C) kovetéen a vizes fazist 0j
Eppendorf csébe mértiik. Hozzdadtunk 1/10 térfogat Na-acetatot, 2,5 térfogat 96%-0S
etanolt és 100 pg/ml glikogént, Osszekeverés utan 2 orara -20 °C-ra helyeztiik.
Centrifugaléas (13000 g, 15 perc, 4 °C) és a feliiluszo6 eltavolitasa utdn a csapadékot 70%-0S
etanollal mostuk. Centrifugalast kovetéen (13000 g, 15 perc, 4 °C) a csapadékot
megszaritottuk, majd TE pufferben (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0)
felszuszpendaltuk. 0,8%-o0s agardz gélen futtattuk a mintakat a szonikalas sikerességének

ellendrzése érdekében.
4.8.2. Immunprecipitacio és keresztkotés megsziintetése

4.8.2.1. Kromatin el6tisztitasa

A 30 ug kromatint azzal megegyez6 térfogata RIPA pufferrel (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1
mM EDTA pH 8,0, 1% Triton-X-100, 0,1% Na-DOC, 0,1% SDS, 150 mM NacCl, 1x PIC),
valamint 4 pl/minta magneses gyonggyel (Dynabeads) 2 oran keresztiil 4 °C-on
inkubaltuk.

4.8.2.2. Immunprecipitacid

A feliiluszohoz megfeleld mennyiségi ellenanyagot adtunk és a mintakat éjszakan at 4 °C-
on forgatva inkubaltuk. Az ellenanyag nélkiili kontrollt (,,no antibody control” = NAC)
hasonl6 modon kezeltilk. Masnap minden egyes mintdhoz 40 pl magneses gyongyot

mértiink, majd éjszakan at 4 °C-on forgatva inkubaltuk.

4.8.2.3. Mosas, eludlas és DNS kicsapas

crer

HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 8,0, 1% Triton-X-100, 0,1% SDS, 1x PIC),
majd magas sokoncentracioja pufferrel (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 2 mM
EDTA pH 8,0, 1% Triton-X-100, 0,1% SDS, 1x PIC), illetve LiCl pufferrel (250 mM LiCl,
1% NP-40, 1% Na-DOC, 1 mM EDTA (pH 8,0), 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1x PIC) 4 °C-
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on 10 percig mostuk. Ezt kovet6en a gyongyoket 10 percig 4 °C-on TE pufferrel mostuk.
Ezutan 200 pl elucios puffert (1% SDS, 100 mM NaHCO3) mértiink a gyongyokhoz, majd
15 percig 65 °C-on inkubaltuk. Ezutan 200 mM NaCl-ot adtunk a mintdkhoz és 6 6ran at
65 °C-on inkubaltuk. Végiil mindegyik mintahoz 2,5 térfogategységnyi 96%-0s etanolt
mértlink, majd éjszakan at -80 °C-on taroltuk. A DNS-t centifugélassal 6sszegyiijtottiik és
50 ul TE pufferben feloldottuk. Végiill qPCR segitségével vizsgaltuk a DNS-fehérje
kolcsonhatasokat. A qPCR soran alkalmazott primerek szekvencidi a 3. tablazatban
vannak feltiintetve. Az dbrazolt diagramok harom fliggetlen kisérlet, ezen beliil két-két
gPCR mérés eredményei. A TIC% a mérésekbdl szamolt atlagot mutatja minden egyes

minta esetében. Az oszlopokon 1év6 hibasévok a standard deviancidnak felelnek meg.

4.9. Ko-immunprecipitacié
4.9.1. Sejtek feltarasa

U20S sejteket PBS-es mosast kovetéen centrifugalassal (6000 rpm 5 perc, 4 °C)
Osszegylijtottiik, majd nem denatural¢ lizis pufferben (150 mM NaCl, 1% Triton-X-100, 50
mM Tris-HCI pH 8,0) feltartuk a sejteket. Ezt kovetden centrifugalassal (6000 rpm, 5 perc,

crer

Bradford reagenssel mértiik le.

4.9.2. Protein A/Sepharose gyongyok duzzasztasa

A gyongyoket 25 °C-on 1 oran at PBS-ben duzzasztottuk. 2x 10 percig PBS-sel
szobahdmérsékleten forgatva, majd Gjabb 2x 10 percig nem denaturald lizis pufferrel 4 °C-
on forgatva mostuk a gyongyoket és a mosasok kozott centrifugélassal (1000 rpm, 1 perc,
4 °C) gytjtottiik ossze azokat. A nem specifikus kotéhelyek blokkoldsa miatt a gydongyok
térfogataval megegyez0 térfogatu nem denaturald lizis puffert, valamint egyes-szali DNS-t
(1 pg/ul) és BSA-t (2 mg/ml) adtunk a gyongyokhoz és éjszakan at 4 °C-on forgatva
inkubaltuk. Masnap centrifugalast (1000 rpm, 1 perc, 4 °C) kovetden a gyongyoket 3x 10
percig nem denaturald lizis pufferrel, 4 °C-on forgatva mostuk, majd a mintakat
centrifugaldssal 0sszegyljtottik (1000 rpm, 1 perc, 4 °C). Végiil a gyongydket nem

denatural¢ lizis pufferben vettiik fel 1:1 aranyban.
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4.9.3. El6tisztitasi 1épés

A feliiluszéhoz 15 ul protein A/Sepharose gyongyo6t adtunk, majd 2 oran at forgatva
inkubaltuk 4 °C-on, végiil a gyongydket centrifugalassal eltavolitottuk (1000 rpm, 10 perc,
4 °C).

4.9.4. Immunprecipitacio

A fehérje mintdkhoz a megfeleld mennyiségli antitestet adtuk, majd éjszakan at 4 °C-on
kevertettiik. Masnap 40 pl protein A/Sepharose gyongyot adtunk a mintdkhoz, majd
¢jszakan at, 4 °C-on kevertettilk. Masnap a gyongyoket centrifugalassal 0sszegyljtottiik
(1000 rpm, 5 perc, 4 °C) és négyszer mostuk nem denaturald lizis pufferrel. A
gyongyokhoz 2x SDS loading puffert adtunk, majd 100 °C-on forraltuk 5 percig.
Centrifugalast (6000 rpm, 5 perc, 4 °C) kovetden a gyongyodket eltavolitottuk, a fehérje
komplexeket tartalmazé feliilisz6 felhasznalasaval a kolcsonhatasokat Western blot

segitségével vizsgaltuk.

4.10. U20S sejtek transzfekcioja siRNS-sel

A P53 gén csendesitésére U20S sejtekben P53 siRNS pool-t (L-003329-00-0005), illetve
negativ kontrollként 0n. ,,non-targeting” siRNS pool-t (D-001810-10-05) alkalmaztunk. 6
lyukt plate esetében 5 uM siRNS-sel transzfektaltunk 3x10° U20S sejtet INERFERIn
(Polyplus) transzfekcids reagenssel, majd a sejteket 48 ordig 37 °C-0s COz inkubatorban

taroltuk antibiotikumot nem tartalmazé DMEM médiumban.

4.11. Poli-ubiquitilalt fehérje pull-down

U20S sejteket PIC-el (Roche), deubiquitinaz inhibitorral (DUBIi) (Life sensors) és
PhosSTOP-al (Roche) kiegészitett hideg TENT pufferben (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 mM
EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton-X-100) szonikalassal tartuk fel. A mintakat
centrifugalassal Osszegyijtottik (14000 g, 10 perc, 4 °C), majd a feliluszo fehérje
TUBE2 (UM402) (Life sensors) gyongyhdz, majd 2 6ran at 4 “C-on forgatva inkubaltuk.
Ezt kovetden a gyongyoket haromszor mostuk PIC-el (Roche), deubiquitinaz inhibitorral
(DUBI) (Life sensors) és PhosSTOP-al (Roche) kiegészitett TBST (20 mM Tris-HCI pH

24



8.0, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20) pufferrel. Végiil a poli-ubiquitilalt fehérjéket 4x SDS
loading pufferrel elualtuk 100 “C-on 10 percig.

4.12. Propidium-jodid festés

U20S sejteket centrifugalassal (6000 rpm, 5 perc, 4 °C) dsszegy(jtottik, PBS-sel mostuk,
majd centrifugalassal ujra 6sszegytijtottiikk (6000 rpm, 5 perc, 4 °C), végiil a csapadékot 15
percig inkubaltuk jégen. Ezt kdvetden 70%-os etanolt csepegtettiink hozza, mikdzben
lassan vortexeltiik a sejteket. Az etanolt centrifugalassal (6000 rpm, 5 perc, 4 °C)
eltavolitottuk, majd PBS-es mosast kdvetden 100 pg/ml RNase oldatban felszuszpendaltuk
¢és 30 percig 37 ‘C-on inkubaltuk. Ezutan 40 ug/ml PBS-ben oldott propidium-jodidot
adtunk a mintdkhoz, majd 4 °C-on taroltuk 30 percig. Ezt kovetden FACS analizist
végeztiink.
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Tablazat 2. A Western blot soran alkalmazott antitestek
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Tablazat 3. A kromatin immunprecipitaciot kovetdé qPCR-hoz alkalmazott genomi

CGCCAAAACTCTCCCTCCTC

CTTTCTCTGCACAGGAGCCT

GTGAGGACCCTGGATGTGAC

CACACAGGGGAGGTGATAGC

GGAGCCTGGGAGTGTTTGTT

CCCCAGGTGAGCTATTTGTC

GCAGTGAGCCGAGATTGAGT

ACATCCCAGCATGTGTACCC

GTGGGGAACTGAGACTGCAC

CTCCTAATGTCCCCAGCAAG

CGAGCCAGCTACTCTCATCC

CTGTGGGATTTCTTGACCTTG

AGGAGTTGAGAAGGGGTCGT

TTTGCCAGTGTTTCCTACTTCA

TGGTTTTGTCAGCAGTTGGT

CCCCTTTTGTTCATTTGTGG

CCGAAGTCAGTTCCTTGTGG

TGGAACTTCTGGAAGACACTG

primerek szekvenciaja *(145)
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CCGCTGGGTTTTATAGGGCG

AGGTGTGGTGCCAGATTTTC

GCAAAGACCTGTACGCCAAC

ACATCTCAAGTTGGGGGACA

CGCTTTCACCTCATTCCCCT

CAACTGAAGACCCCACCACT

GCCTGGAGGTTGAGGATGTA

CCTCCAAATTATCCCATCC

CTCGGCATGAACCACTAGG

AGGCCCCTCAGTATCTGCTC

ACTCACCTCGCGTTTGTCTC

CAGCACCATGTCCTTCTGTG

GTCGCCTCCAATTCAAAGAG

TTTCCCATTTGTCCCTCAAC

GCCTGAGTCCAATTTTTCCA

GCAAGGAGGAGTCAGGAAAA

CGCTCTCTCACCTCCTCTGA

TACACCACTCAAGGGAAACTG



5. Eredmények

5.1. Az aktinomicin D koncentraciotol fiiggéen befolyasolja a U20S sejtek tialélését

Az AktD az egyik legismertebb kemoterapids szer, amivel hatékonyan lehet a transzkripcid
elongécios szakaszat blokkolni, ezért kisérleti elrendezésiinkben ezt alkalmaztuk
(146,147). Korabbi atadokbol mar ismert, hogy az AktD kiilonb6z6 koncentracidban eltérd
biokémiai Utvonalakra hat. Alacsony koncentracioban riboszémalis stresszt indukalva P53-
fliggé, mig magas koncentracioban P53-fliggetlen Gtvonalakat aktival (62). Azonban nem
alltak rendelkezésilinkre adatok a kemoterapids szer toxicitasarol az altalunk hasznalt U20S
sejtvonalon. Kisérletiinkben tripan kék festéssel vizsgaltuk, hogy az AktD 5-200 nM
koncentracidoban mennyire toxikus a U20S sejtekre 6 €s 24 oraval a kezelést kdvetden (7.

abra).
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7. abra Az AktD kiilonbozoképpen befolyasolja a U20S sejtek tulélését
U20S sejteket 5, 10, 50, 100 és 200 nM AktD-vel kezeltiink, majd tripan kék festés

segitségével vizsgaltuk a sejtek tulélését 6 és 24 6rat kdvetden.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az 5 nM-os kezelés 6 ora utdn nem befolyasolta a sejtek
tulélését, azonban 24 6rat kovetden a sejtek 82%-a maradt €életben. A 200 nM-os kezelést 6

ora utan a sejtek 55%-a, mig 24 ora elteltével a sejtek 24%-a élte tul. Ezek alapjan
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elmondhato, hogy az AktD 5 nM koncentracidban 6 ora elteltével még nem befolyasolja a
sejtek talélését, viszont 24 ora utan a sejtek 80%-a élte tl a kezelést. Ezzel ellentétben a
200 nM koncentracidé 6 ora utan félletalis, mig 24 6rat kdvetéen mar nagy mennyis€gu
sejtpusztulast okoz. Tovabbi kisérleti elrendezésiinkben alacsony (5 nM) és magas (200
nM) koncentracidoban alkalmaztuk a szert annak érdekében, hogy két kiilonb6zo utvonalra
hatva vizsgaljuk a P53 és az RNSPII kapcsolatat. Azért valasztottuk az 5 nM-0S
koncentraciot, mert az ett6l magasabb dézisok mar nem csak riboszomalis stresszt
indukalva hatnak. A masik koncentracid, melyet késobbi kisérleteinkben alkalmaztunk, a
200 nM volt, melyet a sejtek még talélnek, de kellden magas koncentracié ahhoz, hogy

transzkripcid elongacios blokkot aktivaljon.

5.2. Az aktinomicin D kezelés a sejtciklus fazisainak eltolédasat okozza

Annak tisztazasara, hogy az AktD kivaltotta sejtpusztulas elsdédlegesen az apoptotikus utak
aktivacigja miatt kovetkezik-e be, propidium-jodid festést alkalmaztunk, majd FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting) analizissel vizsgaltuk a Sub-G1 fazisban 1évd sejtek
szazalékos aranyat 6 és 24 oraval, 5 és 200 nM AktD kezelést kovetden (8. abra). Az
apoptotizald sejtekben 1év6 nukleoszomalis DNS fragmentéalodik, ami a lugos pH-ju puffer
hozzaadasat kovetéen a sejtekbOl konnyen kiszabadul. Az apoptotizald sejtek tehat
kevesebb DNS tartalmuk miatt kevésbé festddnek propidium-jodiddal és ellentétben a
normal, G1 fazisban 1év0 sejtekkel, kisebb fluoreszcenciat mutatnak a mérés soran, aminek
kovetkeztében a G1 fazis eldtti, ugynevezett Sub-G1 fazisban mérhetéek (148). AktD
kezelés hatasara a Sub-G1 fazisban nem figyelhetiink meg szamottevd valtozast a
kezeletlen kontrollhoz képest.

Kimutattuk, hogy AktD hatdsara a sejtciklus féazisainak sz4zalékos aranyaban
megfigyelhetdé bizonyos mértékii eltolodas (8. abra). AktD kezelést kovetden a Gl
fazisban 1€vo sejtek szdma kevesebb, mig a G2 fazisban tobb. Az S fazisban 1év0 sejtek
AktD hatdsara 6 ora utan tobb, 24 orat kovetden pedig kevesebb S fazisban 1€vd sejtet
mutattunk Ki.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az AktD sem alacsony, sem pedig magas
koncentracidban nem vezet apoptozishoz. Ezen kiviil kisérletliinkbdl kideriil, hogy U20S
sejtekben az AktD a sejtciklus fazisainak elotolodasat okozza, feltehetéleg a P53

aktivalasan keresztiil. A G1 fazisu sejtek szaméanak csokkenése valdsziniileg a sejtciklus
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G2 fazisaban torténd leallas kovetkezménye, ahol 1ényegesen tobb sejtet szamoltunk. Az
alacsony dozisi AktD hatasara 24 o6ranal megfigyelhetd csokkenés az S fazisi sejtek
esetében Osszefliggésbe hozhatok a sejtciklus G1 fazisaban torténd leallassal.

A, B,
500 500

Sejtek szama
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8. abra Az AktD kis mértékben befolyasolja a sejtciklus fazisainak aranyat U20S
sejtekben

U20S sejtek sejtciklusdnak FACS-al torténd vizsgalata, 6 €s 24 oraval, 5 és 200 nM
AktD kezelést kovetden. A-E, A FACS analizissel mért DNS mennyiség adbrazoléasa a
sejtek szdmanak fiiggvényében. F, Az AktD kezelés hatasa a sejtciklus fazisainak

(Sub-G1, G1, S, G2) szazalékos eloszlasara oszlop diagramon abrazolva.
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5.3. A P53 és az RPB1 osszfehérje szintje ellentétesen valtozik AktD kezelés hatasara

Bar az AktD mas-mas utvonalakat aktival a koncentraciojatol fiiggéen, a P53 fehérje
mindkét Utvonalban szerepet jatszik. A kovetkezd kisérletekben immuncitokémiaval
vizsgéltuk, hogy U20S sejtekben miként valtozik a P53 és az RPB1 fehérje szintje
hogy az AktD-nek milyen hatasa van a két fehérje sejten beliili elhelyezkedésére. Végiil
megvizsgaltuk, hogyan valtozik az RPB1 CTD szerin 5 (S5P RPBI1) ¢és szerin 2
aminosavakon foszforilalt (S2P RPB1) formainak szintje a kezelés hatasara.

24 6ras 5 nM, valamint 6 6ras 200 nM AktD kezelést kdvetéen nem tapasztaltunk jelentds
valtozast az RPB1 fehérje szintjében, mely 24 6rds 200 nM kezelést kovetden felére
csokkent a kontrollhoz viszonyitva (9. B abra, 12. B abra). Az S2P RPBL1 szintje 24
oraval 200 nM AktD kezelés utan felére (9. C abra, 12. C abra), mig az SSP RPB1 szintje
24 ¢6raval 5 nM AktD hatasara kis mértékben csokkent, azonban ugyanebben az
idopontban, 200 nM AktD kezelést kdvetden az 6tddére esett vissza (9. D abra, 12. D
abra). Erdekes megfigyelés volt, hogy 24 oraval 200 nM AktD kezelés utan bekovetkezd
S2P RPB1 és S5P RPBI fehérje szint csokkenés ellenére az RPB1 transzkripciosan aktiv
formai egyedi sejtmagi fokuszokban lathatoak (10-11. abra). A P53 fehérje szintje 6 ora
utan 1,5-szeres, mig 24 o6ra elteltével 3,5-szeres emelkedést mutatott mind 5 nM, mind
pedig 200 nM AktD kezelést kovetéen (9. A abra, 12. A abra). A P53 a sejtmagban, az
RPB1 pedig a nukleoplazmaban taldlhatdo a kezeléstdl fliggetleniil, tehat sejten beliili
elhelyezkedésiik nem valtozik. Az immuncitokémia kiértékelése a 12. abran lathato.
Eredményeink szerint az RPB1 szintjében 24 oraval AktD kezelést kovetden jelentds
csOkkenés tapasztalhatd, az RPB1 S2P ¢és SS5P formai egyedi sejtmagi fokuszokban
figyelheték meg 24 6raval magas dozisu AktD kezelést kovetden. Ezzel ellentétben a P53

fehérje szintjében nagy mértékii emelkedés kovetkezett be AktD kezelés hatdsara.
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9. abra A P53 globalis fehérje szintje né, mig az RPB1, az S2P RPB1 és az S5P
RPBI1 szintje csokken AktD kezelés hatasara

A, P53 (zold), B, RPBL1 (piros), C, S2P RPBI1 (piros) és D, SSP RPB1 (piros) fehérje
szintjében bekdvetkezd valtozdsok vizsgalata immuncitokémiaval 6 és 24 oraval, 5 és
200 nM AktD kezelést kovetden. A-D, DAPI (kék) fluoreszcens interkalalodo festék
segitségével tettiik 1athatova a sejtmagokat. A 1épték 30 pm-t jel6l minden egyes minta

esetében.
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24 h

10. abra Az S2P RPBI1 egyedi nuklearis fokuszokban jelenik meg 24 oraval 200

nM AktD kezelést kovetéen
A 9. C, abra kozéps6 oszlopanak (S2P RPB1) nagyitasa. A nyilak az egyedi sejtmagi
fokuszokat jelzik 24 6raval 200 nM AktD kezelést kovetden. A 1épték 7 pm-t jeldl

minden egyes minta esetében.

Kontroll SnM 200 nM

6h

24h

11. abra Az S5P RPBI1 egyedi nuklearis fokuszokban jelenik meg 24 o6raval 200
nM AktD kezelést kovetéen

A 9. D, abra kozéps6 oszlopanak (S5P RPB1) nagyitasa. A nyilak az egyedi sejtmagi
fokuszokat jelzik 24 o6raval 200 nM AktD kezelést kovetden. A 1épték 7 pm-t jeldl

minden egyes minta esetében.
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12. abra U20S sejtekben immuncitokémiaval vizsgalt P53, RPB1, S2P RPB1 és
SSP RPB1 fehérje szintjének kiértékelése
A 9. dbran lathaté fluoreszcencia intenzitasok (A, P53, B, RPB1, C, S2P RPB1, D,

S5P RPBI1) kiértékelésének eredménye Fiji (Image J) szoftver segitségével.

5.4. A P53 és az RPBI1 egyiittes lokalizacioja figyelheto meg AktD kezelés hatasara

Az elézdekben kimutattuk, hogy a P53 és az RPBI1 fehérje szintje ellentétesen valtozik
AktD kezelés hatidsara. Kivancsiak voltunk, hogy AktD kezelést kdvetden a sejtben
felhalmozddott P53 jelen van-e azokon a helyeken, ahol az RPB1 is megjelenik. Tovabba
megvizsgaltuk, hogy a P53 sejten beliili elhelyezkedése mutat-e atfedést az inicidciora
jellemzd S5P RPB1-gyel, valamint az elongalé S2P RPB1-gyel AktD kezelés hatasara.
Ennek kivitelezésére olyan immunfestést alkalmaztunk, melynek soran a citoszkeletalis,
valamint a DNS-hez nem kotott sejtmagi fehérjéket eltavolitottuk, igy kizardlag a

kromatin-kotott fehérjéket mutattuk ki.

34



P53 Egyesités

P53 Egyesités

200nM
6h

200nM
24h |

13. abra A P53 és az RPB1 ko-lokalizalodik AktD kezelést kovetoen
A P53 (zold) és az RPBI1 (piros) egyiittes jelenléte AktD kezelés hatasara figyelhetd
meg. DAPI (kék) fluoreszcens interkalalodod festék segitségével tettiik lathatova a

sejtmagokat. A 1épték 30 um-t (1-4. oszlop), illetve 4 um-t (5-7. oszlop) jelol.

Atfedd RPBI1 és P53 sejtmagi régiokat a kezeletlen mintakban nem figyeltiink meg, melyet
oraval a P53 és az RPB1 ko-lokalizacioja szamos helyen kimutathat6, mig 24 oraval AktD
(5 és 200 nM) kezelés utan mar kevesebb helyen figyelhetd meg a P53 és az RPBI1
fehérjék egyiittes elhelyezkedése (13. abra). Az elongaldé S2P RPBI1 és a P53 foként 24
oraval AktD kezelés hatasara ko-lokalizalédnak egymadssal, ami a 200 nM-os kezelés
esetében foként egyedi nuklearis fokuszokra korlatozodik (14. abra).

Ugyanez a mintazat érvényesiil az iniciaciora jellemz6é S5P RPBI1 és a P53 ko-lokalizacioja
esetében is: a két fehérje egyiittes elhelyezkedése 24 oraval a kezelést kovetden figyelhetd
meg, azonban ez a magas koncentracio esetében egyedi nuklearis fokuszokra korlatozodik
(15. abra). Eredményeink azt mutatjak, hogy a P53 transzkripcio elongacios blokk esetén
ko-lokalizalodik az S5P és az S2P RPB1-gyel, ami azt sugallja, hogy a P53 nemcsak a
transzkripcid iniciacios, hanem elongéacids szakaszaban is szerepet jatszhat, feltehetéleg az
RNSPII-n keresztiil. Ez a ko-lokalizacié 24 o6raval magas dozisu AktD kezelést kovetden

egyedi nukledris fokuszokra korlatozodik, melyek feltehetfleg a kromatinon 1évé fehérje
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degradacios kozpontok helyét jelzik, ahol a transzkripcié elongacids szakaszanak

blokkolasakor lealldo RNSPII talalhatd. Az immunfestés kiértékelése a 16. abran lathato.

DAPI S2P RPB1 P53 Egyesités S2P RPBI1 P53 Egyesités

Kontroll

5nM
6h

5nM
24h

200nM
6h

200nM
24h

14. abra A P53 és az S2P RPB1 ko-lokalizalédik AktD kezelést kovetéen

A P53 (z6ld) és az S2P RPBI1 (piros) egyiittes jelenléte AktD kezelés hatdsara figyelhetd
meg. DAPI (kék) fluoreszcens festékkel tettiik lathatova a sejtmagokat. A 1épték 30 pm-t
(1-4. oszlop), illetve 4 um-t (5-7. oszlop) jeldl.

DAPI S5P RPB1 Egyesités S5P RPB1 Egyesités

S5nM
24h

20011!\1

200nM
24h

Kontroll ESSEE

SnM
6h

15. abra A P53 és az S5P RPB1 ko-lokalizalodik AktD kezelést kovetéen

A P53 (z6ld) és az S5P RPBI1 (piros) egyiittes jelenléte AktD kezelés hatdsara figyelhetd
meg. DAPI (kék) fluoreszcens festékkel tettiik lathatova a sejtmagokat. A Iépték 30 um-t
(1-4. oszlop), illetve 4 um-t (5-7. oszlop) jelol.
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:RPBI

16. abra A P53 és RPB1, S2P RPBI1, valamint S5P RPB1 ko-lokalizicidjanak
kiértékelése stresszmentes koriilmények kozott és AktD kezelést kovetoen

A 13-15. abran lathaté kinagyitott sejtmagokban azonosithatdé P53 (zo6ld), RPB1
(piros), S2P RPBI1 (piros) és SS5P RPBI1 (piros) intenzitasanak kvantifikalésa,
valamint az adatokbol kapott grafikonok egymasra vetitésével A, P53 (z6ld) és RPB1
(piros), B, P53 (z61d) és S2P RPB1 (piros), illetve C, P53 (zold) és S5P RPB1 (piros)

ko-lokalizacidjanak abrazolasa Fiji (Image J) szoftver segitségével.
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5.5. Az AktD magas koncentracioban kettés-szala DNS toréseket idéz elé, mely a

transzkripcio folyamatanak leallasahoz vezet

Korabbi eredményekbdl mar ismert, hogy az AktD magas koncentracioban kettds-szalt
DNS toréseket idéz eld (62). DNS karosodas hatasara a DNA-PK (DNA-dependent protein
kinase) és az ATM altal szabalyozott transzkripcid gatlasa a karosodas helyén kovetkezik
vizsgaljuk, hogy az altalunk hasznalt kisérleti elrendezésben az AktD altal indukalt
transzkripcids blokk kettds-szali DNS torést eredményez-e, valamint hogy a P53 jelen
van-e ezeken a helyeken, a P53 és a yH2AX— kettés-szali DNS torések hatasara az ATM
kindz foszforildlja a H2AX-et Ser-139-es aminosavan - eloszlasat vizsgaltuk CSK
immunfestéssel 6 és 24 oraval AktD kezelést kovetden. A kontroll mintdk esetében
alacsony volt a P53 és a YH2AX szintje, azonban AktD kezelést kovetden 6 és 24 oraval a
fokuszokban megfigyelhetd fehérjék mennyisége jelentdsen emelkedett. Ezen kiviil AktD
kezelést kovetden megfigyelhetjiik a YH2AX ¢€s a P53 ko-lokalizaciojat az egyedi sejtmagi
fokuszokban, ami feltehetdleg azokat a helyeket mutatja, ahol DNS hibajavitas torténik
(17. A, abra).

Ahhoz, hogy kideritsiik, az AktD altal indukalt DNS sériilés a transzkripcié folyamatanak
csendesitését eredményezi-e, CSK immunfestéssel vizsgaltuk a yH2AX és az RPBI
foszforilalt formainak (S2P RPB1 és S5P RPBI1) ko-lokalizaciojat 6 és 24 oraval AktD
kezelést kovetden. Azt talaltuk, hogy sem az S2P RPB1, sem pedig az SSP RPB1 nem ko-
lokalizalodik a yH2AX-szel, mely alatdmasztja, hogy a DNS hibajavitas soran a
transzkripcid ledll és az RNSPII feltehetdleg eltdvolitasra keriil a hibajavitasi fokuszokbol,
hogy teret engedjen a hibajavitd faktorok szamara (17. B, C, abra) (152-155).
Eredményeink azt mutatjak, hogy a DNS hibajavitds helyein a transzkripcié folyamata
leall. Korabbi irodalmi adatok alapjan ismert, hogy DNS sériilés esetén az ATM és a DNA-
PK foszforilalja a P53 fehérjét Ser-15 oldallancan. Az altalunk kimutatott P53 és yH2AX
ko-lokalizaciodja is arra utalhat, hogy DNS sériilés esetén a P53 valamilyen modon szerepet
jatszik az RNSPII degradaciojaban (156-159). Ezt a mechanizmust feltehetleg a leallt
RNSPII, valamint a DNS karosodas hatasdra aktivalodott PI3K kindazok egyarant
indukaljak.
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17. abra A P53 és a YH2AX ko-lokalizalodik AktD kezelést kovetden

A, A P53 (zold) és a yYH2AX (piros) egyiittes jelenléte AktD kezelés hatasara
figyelhetd meg. B, Az S2P RPB1 (piros) és a YH2AX (z6ld) nem ko-lokalizalddnak
AktD kezelést kovetéen. C, Az S5P RPBI1 (piros) és a yH2AX (z6ld) nem ko-
lokalizalodnak AktD kezelést kovetden. DAPI (kék) fluoreszcens interkalalodo festék
segitségével tettiik lathatova a sejtmagokat. A 1épték 30 um-t (1-4. oszlop), illetve 4

um-t (5-7. oszlop) jelol.




5.6. A P53 kotodése megfigyelheto transzkripciosan aktiv géneken

Az elézéekben bemutatott eredmények arra utalnak, hogy a P53 és az RNSPII egyazon
sejtmagi fokuszokban helyezkednek el. Annak eldontésére, hogy a két fehérje tényleg
ugyanazon a génszakaszokon helyezkedik el, kordbban publikalt, U20S sejteken végzett
ChlP-seq adatok analizisével vizsgaltuk a P53 (srr847010, srr847017), az RPB1
(srr987271), az S2P RPBI (srr987275) és az S5P RPB1(srr987273) eloszlasat az atirodo
transzkripcios egységeken (160,161) (18. abra).
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18. abra A P53 és az RPB1 hasonlé eloszlast mutat a kiilonb6zé géncsoportok
esetében a kiértékelt ChIP-seq adatok alapjan

A, P53, B, RPB1, C, S2P RPBI1 ¢és D, S5P RPBI eloszlasa a transzkripcios start helytol
(TSH) az annotalt gén végéig (AGV).

Els6 1épésben a P53 atlagos eloszlasat vizsgaltuk annotalt géneken, valamint a gének
koriili 1500 bp-os régidban. A vizsgalt géneket harom kiilonb6z6 csoportra osztottuk a P53
¢s az RNSPII eloszlasa alapjan. Az 1. géncsoport esetében a P53 és az RPBI1 kotodése
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foként a transzkripcids start hely (TSH) kornyékén figyelheté meg. A 2. csoportba tartozd
géneknél a P53 és az RPB1 kotddése nagyrészt az atirddo régiodkra korlatozodik, a TSH-nal
csak kis mértékben van jelen mindkét fehérje. A 3. csoportba tartozé géneken a P53 nem
mutat kotdédést, mig az RPB1 is csak kis mértékben van jelen a TSH kornyékén. Az adatok
analizise alapjan feltételezhetjiik, hogy a P53 mintazata és a génexpresszids szint kozott

kapcsolat van: a P53 kotodése megfigyelhetd a magas expresszids mintazatot mutatod gének

crcr

5.7. Az RPBI1 és a P53 fehérje kotodése megfigyelhet6 olyan génszakaszokon, melyek

nem tartoznak a P53 kozvetlen célgénjei kozé

Az el6zéek soran kiértékelt ChIP-seq adatok azt jelzik, hogy a P53 ¢és az RPBI
megtalalhat6 az atirod6 gének nagy részén. A ChIP-seq adatok alatdmasztasara és a két
fehérje kotodésének tovabbi vizsgalatdhoz kromatin immunprecipitacidos kisérleteket
végeztiink U20S sejteken. A két fehérje eloszlasat az ActB, a Cdk12, a Bratl és az Sdcbp
gének promoter, Géntest 1, Géntest 2 és 3’UTR szakaszan vizsgaltuk. Az ActB, a Cdk12 és
a Bratl a ChlP-seq adatok alapjan az 1. csoportba sorolhatok, mig az Sdcbp gén a 2.
géncsoportba tartozik. A kisérlet pozitiv kontrolljaként egy jol ismert P53 célgént, a P21-et
kiilonb6zd koriilmények kozott. Negativ kontrollként egy géneket nem tartalmazo
intergenikus szakaszt (23. abra) vizsgaltunk, melyrdl nem térténik mRNS atirodas.

Eredményeink aldtdmasztjak a ChlIP-seq kisérletben tapasztalt P53 ¢s RNSPII fehérje
kotédeési mintazatokat, mivel a P53 jelen van olyan gének kiilonb6z6 régidin, melyek nem
kozvetlen célgénjei: ActB, Cdk12, Bratl és Sdcbp. A P53 az ActB gén esetében foként a
promoéteren és a Géntest 2 szakaszon mutat nagyobb mértékli kotddést (19. abra).
Stresszmentes koriilmények kozott a P53 hasonld eloszlast mutat a Bratl (21. abra)
esetében is, mig az Sdcbp (22. abra) esetében a P53 kotédése elhanyagolhatd. A Cdk12
gén (20. abra) esetében a P53 eloszlasa foként a géntest régiokon figyelhetd meg, mig a
promoter régioban a kezeletlen mintakban nem tapasztaltunk P53 kotédést. Az RPB1 az
Osszes vizsgalt gén esetében hasonlo eloszlast mutat: (I) az 1. csoportba tartozo ActB (19.
abra), Cdk12 (20. abra) és Bratl (21. abra) esetében tilnyomoérészt a prométer régidhoz
kotodik, azonban a Géntest 1 és a Géntest 2 régidban is egyarant megfigyelhetd. (1) A 2.

crer

kotddést, ami alatamasztja a korabban bemutatott ChIP-seq adatokat is. Ennek ellenére az

41



Sdcbp promoter régidjanal is nagy mértékii RPB1 kotodést tapasztaltunk (22. abra). A
vizsgalt gének 3°UTR (3’ untranslated region) szakaszan nem tapasztaltunk RPB1

kotodést.
ActB
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19. abra A P53 és az RPB1 hasonlé eloszlist mutat az ActB gén kiilonbozo
szakaszain, alapallapotban és transzKkripcié elongacios blokk esetén

Kromatin immunprecipitaciéval vizsgaltuk a P53 és az RPB1 kotodését az ActB gén
nM AktD-vel kezelt U20S kromatinon 6 és 24 orat kovetden. Az ActB gén sematikus
szerkezete, valamint a vizsgalt gén régiok elhelyezkedése a diagramok felett lathato. A
P53 és az RPB1 kotddését az immunprecipitacidhoz hasznalt kromatin mennyiség

(total input) szazalékos aranyaban abrazoltuk (TIC%).

Mivel a ChIP-seq adatok alapjan a P53 eloszlasa az elongaldé RPB1-gyel mutatott
hasonlésagot, U20S sejteken kromatin immunprecipitaciot végeztiink transzkripcios blokk
indukcidjat kovetden, hogy vizsgaljuk, hogyan valtozik a P53 kotddése a vizsgalt
kezeltiink, majd 6 és 24 oraval a kezelést kovetéen tanulmanyoztuk a P53 és az RNSPII
mintdzatdban bekdvetkezé valtozdsokat a vizsgalt génszakaszokon. A P53 hasonld
mintazatot mutat a legtobb vizsgalt gén (Cdkl1l2, Bratl, Sdcbp ¢és P21) kiilonb6zo
szakaszain: 6 oraval AktD kezelést kovetden a P53 kotddése nagyobb meértékii, majd 24
oraval a kezelés utan még jelent6sebb kotddést tapasztaltunk a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva. A P53 mintazataban az 1. géncsoportba tartozo Cdk12 (20. abra) és Bratl

(21. abra) promoter szakaszan, valamint a 2. géncsoportba tartozo Sdcbp (22. abra)
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20. abra A P53 és az RPBI1 eltéro eloszlast mutat a Cdk12 gén kiilonb6z6 szakaszain,
alapallapotban és transzkripcié elongacios blokk esetén

Kromatin immunprecipitacioval vizsgaltuk a P53 és az RPB1 kotédését a Cdkl2 gén
AktD-vel kezelt U20S kromatinon 6 és 24 orat kovetéen. A Cdkl2 gén sematikus
szerkezete, valamint a vizsgalt gén régiok elhelyezkedése a diagramok felett lathatd. A
P53 és az RPBI1 kotddését az immunprecipitdciohoz hasznalt kromatin mennyiség (total

input) szazalékos aranyaban abrazoltuk (TIC%).

Géntest 2 szakaszan tapasztaltunk nagyobb mértekii valtozast 6 oraval AktD kezelést
koveten. A P53 a legnagyobb mértéki kotddést 24 oraval AktD kezelést kovetden mutatja
a legtobb vizsgalt régidban. Az ActB gén esetében a P53 mintdzata eltér a tobbi génen
mutatott eloszlastol - ebben az esetben a P53 és az RPBI hasonlé mintdzatot mutat: az
ActB promoter, Géntest 1 és Géntest 2 szakaszan a kezeletlen mintdk esetében mindkét
fehérje kotodik, majd 6 ordval AktD hatdsira ez a kotddés csokken, 24 Ora utan pedig
ismét emelkedést tapasztalunk (19. abra). Ez a mintazat a P53 fehérje esetén sokkal
erdteljesebb, mig az RPBI1 kotddésében kisebb mértékii valtozas figyelheté meg 24 orat
kovetden. Az RPBI mintazatdban a tobbi gén esetében is ezt a kinetikat figyelhetjiikk meg:
6 oraval AktD kezelés utan az RPB1 kotddése jelentds mértékben csokken, majd 24 orat
kovetéen az RPB1 ujra megjelenik. Az ActB (19. abra), a Bratl (21. abra) és a P21 (23.

crer

tapasztaltunk.
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21. abra A P53 és az RPBI1 eltér6 eloszlast mutat a Bratl gén kiillonb6zo
szakaszain, alapallapotban és transzKkripcié elongacios blokk esetén

Kromatin immunprecipitacioval vizsgaltuk a P53 és az RPB1 kotodését a Bratl gén
promoter, Géntest 1, Géntest 2, valamint 3’UTR régiojaban kezeletlen, valamint 200
nM AktD-vel kezelt U20S kromatinon 6 és 24 orat kovetéen. A Bratl gén sematikus

szerkezete, valamint a vizsgalt gén régiok elhelyezkedése a diagramok felett 1athato.
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[ : Kezeletlen kontroll [ : 200 nM, 6h AkiD [ : 200 nM, 24h AktD

22. abra A P53 és az RPBI1 eltér6 eloszlast mutat az Sdcbp gén Kkiilonb6z6
szakaszain, alapallapotban és transzkripcié elongacios blokk esetén

Kromatin immunprecipitacioval vizsgaltuk a P53 és az RPB1 ko6tédését az Sdcbp gén
nM AktD-vel kezelt U20S kromatinon 6 és 24 orat kovetden. Az Sdcbp gén sematikus

szerkezete, valamint a vizsgalt gén régiok elhelyezkedése a diagramok felett lathato.

44




P21

—m :

P53 Promater P53 Intergenikus régio

Immunprecipititum (T1C%)
w
Immunprecipitatum (TIC%)

;| 0,1
E
00 —t l_—Ll 0 ,ﬁ:j;

RPBI Promater RPB1 Intergenikus régio

08

0,6

0,4 FC
:

0,2 ; F%

[ : Kezeletlen kontroll [ : 200 nM, 6h AktD I : 200 nM, 24h AktD

unprecipititum (TIC%)

Immunprecipititum (T1C%)
w

Imm

23. abra A P53 és az RPBI1 eltéré eloszlast mutat a P21 gén promoéter régidjan,
alapallapotban és transzkripcioé elongacios blokk esetén

Kromatin immunprecipitacioval vizsgaltuk a P53 és az RPBI1 kotédését a P21 gén
24 orat kovetden. A P21 gén sematikus szerkezete, valamint a vizsgalt gén régiok
elhelyezkedése a diagramok felett lathat6. A kromatin immunprecipitidcié negativ
kontrolljaként intergenikus régiora tervezett primereket hasznaltunk. A P53 és az RPB1
kotddeését az immunprecipitdcidhoz hasznalt kromatin mennyiség (total input)

széazalékos aranyaban abrazoltuk (TIC%).

Eredményeink raviladgitanak arra, hogy a P53 jelen van transzkripcidsan aktiv gének
kiilonboz6 szakaszain, valamint, hogy kotdédése a transzkripcid elongécids szakaszanak
blokkolasakor a legtobb vizsgalt génszakaszon emelkedik. Eddigi adatainkbol arra
kovetkeztethetliink, hogy a P53 egyiitt halad az RPBl-gyel az aktivan &tir6do
génszakaszokon, majd transzkripcio elongacios blokk esetében a P53 szerepet jatszhat az
RPB1 kromatinrdl térténd eltavolitasaban, hogy eldsegitse a DNS hibajavité faktorok
hozzaférését a keletkezett DNS hibakhoz.
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5.8. A P53 kolcsonhat az RPB1-gyel

Elézetes eredmények bizonyitjak, hogy a P53 kolcsénhat a TFIIH, ELL (elongation factor
RNA polymerase II) és hPAF1C transzkripcio elongacios fehérjékkel, ami azt sugallja,
hogy a P53-nak szerepe lehet a transzkripcid elongacié soran (138,139,162). Tovabba
¢lesztd heterolog rendszerben kimutattak, hogy a human P53 fehérje kolesonhat az élesztd
RPB1-gyel, viszont a két fehérje kozti kolcsonhatast emlds kisérleti renszerben még nem
vizsgaltak (141). Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy a P53 és az RPBI1 egyiittes
jelenléte megfigyelhetd a kromatinon a transzkripcio elongacié blokkolasakor. Ezen kiviil
a vizsgalt génszakaszokon mindkét fehérje kotddését kimutattuk 6 és 24 oraval AktD
kezelést kovetden. Ezekbdl kiindulva egyik feltevésiink volt, hogy a P53 kolesonhatést
alakithat ki az elongal6 RPB1-gyel, és ezen keresztiil jatszhat szerepet a transzkripcid
elongacid szabalyozasaban. Ennek megvalaszoldsara ko-immunprecipitacids kisérleteket
végeztiink stresszmentes koriilmények kozott és AktD kezelést kovetden 6 ¢€s 24 oraval
(24. abra). Az immunprecipitaciot anti-S2P RPB1 (az elongaciora jellemz6 S2P RPB1-et
felismerd antitest), illetve anti-S5P RPB1 (az inici4ciora jellemzd S5P RPB1-et felismerd
antitest) antitestekkel végeztiik, majd a Western blot soran anti-P53, valamint annak S15P
forszforilalt formajat felismerd ellenanyagot alkalmaztunk, hogy Kimutassuk az RPB1
kiilonb6zd formdi ¢és a P53 kozott esetlegesen fennalld kolcsonhatast. Az
immunprecipitacioé sikerességét anti-S2P RPB1 (24. A, abra), valamint anti-S5P RPB1
(24. B, abra) antitestekkel ellendriztiik. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy
stresszmentes koriilmények kozott a P53 és annak S15P aktiv forméaja is kolcsonhat az
RPB1 inicidciéra ¢és elongaciora specifikus foszforilalt formaival. A kolcsonhatés
kimutathatd 6 és 24 oraval AktD kezelést kdvetden is, ami aldtdmasztja az immunfestés
soran kapott eredményeinket, ahol kimutattuk, hogy transzkripcido elongacios blokk
indukcidjat kovetden a P53 és az SSP RPBI1, valamint az S2P RPBL1 egyedi sejtmagi
fokuszokban ko-lokalizalodnak.

A 23. D, 4bran feltiintetett Western bloton az immunprecipitacidhoz hasznalt U20S teljes
sejtlizatumbol szarmazo6 mintak lathatdak, ami minden egyes immunprecipitacio esetében a
Western blot kontrolljaként szolgal (24. D, abra).

Eredményeink rdmutatnak arra, hogy a P53 kdlcsonhat az RPB1 foszforilalt formaival
mind stresszmentes koriilmények kozott, mind pedig transzkripcidés blokk indukcidjat

kovetden.
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24. abra A P53 kolesonhat az S2P RPBI1 és az SSP RPBI1 fehérjékkel

A, P53 illetve S15P P53 és S2P RPBI1, B, P53 illetve S15P P53 és S5P RPB1 kozti
kolcsonhatas vizsgalata ko-immunprecipitacioval stresszmentes koriilmények kozott,
valamint 6 és 24 oraval 200 nM AktD kezelés utan. Az immunprecipitacidt anti-S2P
RPBL1 (A)) illetve anti-S5P-RPBL1 (B,) antitestekkel végeztiik. Az IgG kontroll a kisérlet
negativ kontrollja. Az A, és B, dbra esetében feltiintetett * az IgG nehézlancokat jeldli.
C, Az A, és B, abran lathat6 eredmények alatdmasztdsa anti-P53 antitesttel végzett
immunprecipitacioval. D, Az A, és B, abran lathatd ko-immunprecipitaciok input
kisérlete. E, A C, abran feltiintetett ko-immunprecipitacios kisérlet input kontrollja. Az
»Input” mintak esetében teljes sejtlizitumban vizsgaltuk a P53, az S15P P53 és az S2P
RPB1, valamint az S5P RPBI fehérje szintjét. Az egyenletes mintafelvitel pozitiv
kontrolljaként anti-GAPDH antitestet alkalmaztunk.

A ko-immunprecipitacios kisérletek megerdsitésére anti-P53 antitesttel is elvégeztiik az
immunprecipitaciét, majd a Western blotnal anti-S2P RPBI, illetve anti-S5P RPB1
antitesteket alkalmazva vizsgaltuk a kolcsonhatast stresszmentes koriilmények kozott,
illetve 6 és 24 o6raval AktD kezelést kdvetden (24. C, abra). A 23. E, abran feltiintetett

Western bloton az immunprecipitaciohoz hasznalt U20S teljes sejtlizatumbol szarmazo

47



mintdk lathatéak, ami minden egyes immunprecipitacid esetében a Western blot
kontrolljaként szolgal (24. E, abra). Kisérleteink megerésitik korabbi eredményeinket: a

P53 kolcsonhat az RPB1 iniciciora, illetve elongaciora specifikus aktiv formajaval is.

5.9. A P53-nak szerepe van az S2P RPBI1 ubiquitiliciéjaban transzkripcié elongacios

blokk esetében

Eddigi kisérleteinkben igazoltuk a P53 ¢és az RPBI1 egyiittes jelenlétét és kdlcsonhatasat.
Tovéabba azt tapasztaltuk, hogy azokon a kromatin régidokon, ahol az RPB1 kotodése 6 ¢€s
24 oraval az AktD kezelést kovetden csokkenést mutat, a P53 mintdzata ennek ellenkez6jét
mutatta. Végil kimutattuk, hogy a P53 és az RPBI1 kolcsonhatnak egymaéssal mind
stresszmentes koriilmények kozott, mind pedig transzkripcios blokk esetén. Ezekbdl az
adatokbol kiindulva feltételezésiink volt, hogy a P53-nak szerepe lehet a mar kordbban
kimutatott RPB1 globalis fehérje szint csokkenésében is, mely transzkripcidos blokk
indukcidjakor kovetkezik be. DNS karosodas esetén a hibajavitd faktorok hozzéaférése a
sériilt DNS-hez kiilonb6z6 modokon valosulhat meg: (I) kiillonbozd faktorok (pl. CSB)
segitségével a hiperfoszforilalt RNSPII konformacidja megvaltozik, (II) a hiperfoszforilalt
RNSPII és a transzkripcids buborék visszafelé elmozdul (,,backtracking”) az RNS-en, (111)
az RNSPII ubiquitilacié 4altal szabalyozott proteoszomalis lebontdsa torténik meg
(24,57,163,164). Eddigi kisérleteink azt mutatjak, hogy transzkripcié elongacids blokkot
kovetden az RNSPII fehérje szintje jelentés mértékben lecsokken, jelentds része levalik a
DNS-rdl, valamint jelenléte egyedi sejtmagi fokuszokra korlatozodik, melyek feltehetéleg
degradacios centerek. Annak kideritésére, hogy az RNSPII fehérje szintjében megfigyelt
csokkenés transzkripcido elongacids blokkot kovetden ubiquitilaciéo altal szabalyozott
degradacio kovetkezménye-e, agardoz-TUBE pull-down kisérletet végeztink AktD-vel
kezelt U20S sejtekbodl szarmazé fehérje mintakon. Korabbi adatok alapjan tudjuk, hogy
foként az RPBI elongacidra jellemzd formdja ubiquitilalodik, ezért kisérletiinkben az S2P
RPB1 ubiquitilacidjat vizsgaltuk transzkripcidés blokkot kovetden. Jelentds mértékii
AktD kezelést kovetden. 24 oraval 200 nM AktD kezelés utdn azonban kevesebb
ubiquitilalt S2P RPB1-et mutattunk ki. Ezen kiviil vizsgaltuk, hogy a P53 befolyasolja-e az
gatlasakor (25. A, abra). Ehhez a P53 gént siRNS-el csendesitettiik, majd az ubiquitilalt
S2P RPB1 mennyiségét 6 és 24 draval 200 nM AktD kezelést kovetden vizsgaltuk. A P53
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25. abra A P53-nak szerepe van az S2P RPBI1 ubiquitilaciéjaban transzkripcio
elongacios blokk esetén

A, A TUBE Kkisérlettel elvalaszott ubiquitilalt S2P RPB1 kimutatasa Western blottal
stresszmentes koriilmények kozott, illetve 6 €s 24 6raval 200 nM AktD kezelést kdvetden
P53 csendesitett (siP53) és kontroll (Kont. SiRNS) mintakban. B, A TUBE kisérlet input
mintdiban az S2P RPB1 és a P53 fehérjék Western blot analizise 6 és 24 6raval 200 nM
AktD kezelést kovetéen P53 jelenlétében (Kont. SiRNS) és annak hianyaban (SiP53).
Annak ellendrzésére, hogy mindegyik mintabdl azonos mennyiséget vittiink fel a gélre,
anti-GAPDH ellenanyagot alkalmaztunk. Kontrollként olyan siRNS-t (Kont. siRNS)
alkalmaztunk, mely nem csendesit gént, a P53 gén csendesitésére pedig P53 siRNS-t (si

P53) alkalmaztunk.

hidnyaban az ubiquitilalt S2P RPB1 mennyisége jelentds csokkenést mutat AktD kezelést
kovetden. Osszevetve a transzkripcid elongacids blokk hatdsara ubiquitilalt S2P RPBI
mennyiségét P53 jelenlétében ¢€s annak hianyaban, azt tapasztaltuk, hogy a P53
jelenlétében 6 oOranal tapasztalt nagy mennyiségii ubiquitilalt S2P RPBI1 jelentds
csOkkenést mutat P53 hianyaban; a 24 6ras mintdk esetében az ubiquitilalt S2P RPB1
szintje szinte teljesen lecsokkent. Tovabba az input mintdkban megfigyelhetd6 S2P RPB1
szint P53 hianyaban magasabb a 24 6ras AktD kezelés hatasara, mint P53 jelenlétében (25.

B, 4abra), ami alatdmasztja, hogy a P53 fehérje jelenléte sziikséges az RPB1 elongald

crer
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van feltiintetve. Kisérleteink ramutatnak arra, hogy a P53-nak szerepe van az elongélo

RPB1 ubiquitilacidjaban transzkripcié elongécios blokk esetén.
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26. abra A TUBE kisérlet kiértékelése
A 25. abran lathaté A, TUBE kisérlet és input mintaiban lathaté B, S2P RPB1, C, P53,
D, GAPDH fehérje mennyiségének kiértékelése Fiji (Image J) szoftverrel.

5.10. Transzkripcio elongaciés blokk esetén az RPB1 ubiquitin-fiiggo lebontasat a 26S

proteoszoma végzi

Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy a P53 globalis fehérje szintjében nagy mértéki
novekedés, mig az RPB1, az S2P RPB1, valamint az S5P RPB1 szintjében csokkenés
figyelheté meg AktD kezelést kovetden. Ezen kiviil kimutattuk, hogy az S2P RPBI

ubiquitilacidjaban a P53 fehérjének szerepe van a transzkripcioé leallasakor. Ezt kovetden
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27. abra A P53 fehérje szintje né, mig az RPBI1 szintje csokken magas
koncentracioju AktD kezelés hatasara; az RPB1 szintjében bekovetkezo csokkenés
proteoszomalis degradacio kovetkezménye

A P53, az S15P P53, az RPB1, az S2P RPBI ¢és az S5P RPBI fehérjék Western blot
detekciodja 6, illetve 24 oraval 5 nM, illetve 200 nM AktD kezelést kdvetéen MG132

proteoszoOma inhibitor hianyaban (&4bra bal oldala), valamint MG132 proteoszoma

inhibitor jelenlétében (&bra jobb oldala).

Western blottal vizsgaltuk, hogyan valtozik a P53 és az RPBI1 kiilonb6z6 formainak
fehérje szintje 5 és 200 nM AktD kezelés utan 6 és 24 oraval a 26S proteoszoma gatlasakor
(27. abra). Ezen kiviil tanulmanyoztuk, hogy a P53 Ser-15 foszforilalt formaja (S15P P53)
kimutathato-e a vizsgalt mintakban, mely a kettds-szaltt DNS torések, illetve transzkripcio
elongécids blokk esetén figyelhetd meg. Kisérletiinkben azt tapasztaltuk, hogy MG132
proteoszoma inhibitor és 200 nM AktD egyiittes alkalmazasa utan 24 o6raval az S2P RPB1
esetében nem figyelheté meg a kontroll kisérlette] megegyezd fehérje szint csokkenés. Az
S5P RPBI1 esetében ugyanezt tapasztaltuk 5 nM 24 6ras, valamint 200 nM 6 és 24 Oras
kezelés utan. Az RPB1 esetében a 200 nM AktD kezelés olyan nagy mértékii fehérje szint
csokkenést eredményezett, hogy proteoszoma gatlast kovetden, bar jelentds emelkedést
tapasztaltunk, nem érte el az alapallapotnal megfigyelt szintet. Ezzel ellentétben, MG132
kezelést kovetden a P53 fehérje szintjében 5 nM és 200 nM AktD kezelés utan 24 oraval

nagy mértéki csokkenés kovetkezett be, mig 6 6ranal nem tortént valtozas (27. abra).
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28. abra A 27. abra kiértékelése
A 27. abran lathat6 Western blot kiértékelése Fiji (Image J) szoftver segitségével.

Ugyanezt figyelhetjilk meg az S15P P53 esetében is, melynek szintje emelkedett magas
koncentracioji AktD kezelést kovetden, a proteoszoma normal miikodése esetén. Ez
alatamasztja, hogy a P53 S15P poszttranszlacios moédositasa transzkripcid elongacios
blokk, illetve kettds-szalt DNS torés hatasara kovetkezik be. Azonban a proteoszoma

gatlasakor, 24 oraval 200 nM AktD kezelés utan az S15P P53 fehérje szintje jelentésen
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lecsokkent. Coomassie brilliant blue (CBB) festéssel igazoltuk a fehérje mintdk egységes

felvitelét a gélre (27. abra). A Western blot kiértékelése a 28. és a 29. abran lathato.
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29. abra A 27. abra kiértékelése

A 27. abran lathat6 Western blot kiértékelése Fiji (Image J) szoftver segitségével.

Western blottal végzett kisérleteink alatamasztjak korabbi eredményeinket, melyek azt

mutatjak, hogy a P53 fehérje szintje emelkedik, mig az RPB1 és annak S2P és S5P



foszforilalt formainak szintje AktD kezelés hatisara csokken. Eredményeinkbdl kidertil,

hogy a P53 stabilizalodik, mig az RPB1 degradalodik transzkripcid elongacids blokkot
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Az elézbéekben kimutattuk, hogy a P53 fehérje szintje csokken 24 ordval AktD és MG132
egylittes kezelést kovetden. Mivel a P53 fehérje szintjében bekovetkezd drasztikus
csOkkenés a proteoszoma gatlasa esetén figyelhetd meg, feltételeztiik, hogy a P53
proteoszomatol fiiggetlen degradacioja valosul meg. Korabban mar kimutattak, hogy a P53
szamos mas utvonalon keresztiil képes lebomlani, kdztiik a kalpain cisztein proteazok altal
(124,125). Ahhoz, hogy kideritsiik, kisérletiinkben megfigyelt P53 fehérje szint csokkenés
24 oraval AktD és MGI132 egyiittes kezelését kovetden kalpainok altal szabalyozott
degradacion keresztiil valosul-e meg, Calpain V inhibitorral kezeltiink U20S sejteket. Az
eddigiekben alkalmazott 20 uM MG132 a Calpain V inhibitorral egyiittesen alkalmazva
toxikus volt a U20S sejtekre, ezért csokkentettik az MGI132 koncentriciojat.
Kisérletiinkben 2; 3,5; illetve 5 uM MG132-t alkalmaztunk 10 pM Calpain V inhibitorral
egylitt, majd vizsgaltuk a P53 és az RPBI1 fehérje szintjében bekovetkezd valtozasokat
transzkripcid elongacids blokkot kovetden. Az MG132-t alacsonyabb koncentracioban (5
uM) alkalmazva a P53 fehérje szintje nem csokkent olyan mértékben AktD kezelést
kovetden, mint azt kordbban tapasztaltuk 20 uM MG132 esetében. Meglepé mddon a
Calpain V inhibitor hozzaadéasat kdvetden a P53 fehérje szintje tovabb csokkent az MG132
RPBI1 fehérje szintjében sem kovetkezett be olyan mértékli emelkedés, amelyet csak
MG132 kezelést kovetden tapasztaltunk, ami arra utalhat, hogy a Calpain V inhibitor
valamilyen modon csokkentheti az MG132 hatasat (30. A abra). Ahhoz, hogy kideritsiik, a
¢és transzkripcios blokkot kovetden, Calpain V inhibitorral kezeltiink U20S sejteket, és
vizsgaltuk a P53 fehérje szint valtozasat AktD kezelést kovetden, illetve anélkiil (30. B

abra). Eredményeink azonban azt mutatjak, hogy a Kalpain fehérjék nincsenek hatéassal a
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proteoszomatol fiiggetlen ttvonalon keresztiil degradalodik a P53 AktD és MG132 kezelés

egylittes alkalmazasakor.

A,
P53 [
CBB 42 8 8. €8
200 nM AktD -+ -+ + + +
2 uM MG132 =
3,5 UM MG 132 +
5 UM MG132 N I n
10 uM Calp.V inh. a8 4 + ik
NG S «. 8
B, S 9 ¥ I
§F &S
¥ YT O YO
P53 —— P
CBB
| ~—— -

30. abra A P53 AktD és MG132 kezelést koveté degradaciora nem kalpain altal
szabalyozott utvonalon keresztiil valosul meg

A, A P53 és az RPB1 fehérje szintjében bekdvetkezo valtozasok 200 nM 24 6ras AktD,
illetve 2; 3,5; 5 uM MG132, valamint 10 uM Calpain V inhibitor alkalmazasa esetén. B,
A P53 fehérje szintje 24 oraval 200 nM AktD és/vagy 10 pM Calpain V inhibitor

kezelés utan.
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6. Eredmények megvitatasa

A transzkripcié elongacios szakaszanak blokkolasa gyakran vezet kettds-szala DNS
toréshez is, melyet a sejt kiillonbozo javitdé mechanizmusok aktivalasaval képes kijavitani
(44). Az AktD altal indukalt transzkripcio elongacios blokk kovetkeztében kialakuld
kettds-szalu torések helyére RPA fehérjék kotdédnek, aminek a hatasara ATR kinaz
aktivalodik, mely ezt kovetOen foszforilalja a P53-at S15 aminosavan (129,130). A p300
acetiltranszferaz a leallt RNSPII-h6z kotédik, majd acetilalja a P53-at annak 382-es lizin
aminosavan (132). Ezzel a P53 aktivalodik és stabilizalodik, ami lehetévé teszi a
transzkripcids stresszvalaszban részt vevd gének aktivalodasat (130,131). A P53
feltehetdleg mas utvonalon keresztiil is szerepet jatszik a transzkripcid elongacios
szakaszaban. Korabban, éleszté heteroldg rendszerben vizsgaltdk a P53 és az RNSPII
kapcsolatat, azonban human rendszerben, a transzkripci6 elongacios blokk tekintetében ezt
az eddigiekben még nem kutattak (140,141). Munkam soran human sejtekben vizsgaltuk a
P53 transzkripcidé elongacidban betoltdtt szerepét AktD-vel indukalt transzkripcio
elongacids blokkot kovetden. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a P53 kolcsonhat az
RNSPII legnagyobb alegységének, az RPB1-nek transzkripciosan aktiv formaival (S2P
RPBI1 ¢és S5P RPB1). Ezt alatdmasztja egy nemrégiben megjelent publikacio is, melyben
krio-elektronmikroszkopos és rontgen komputer-tomografias kisérletekkel igazoltak, hogy
a P53 kolcsonhat az RNSPII RPB1 és RPB2 alegységeivel is (165). Ezental eredményeink
bizonyitjak, hogy stresszmentes koriilmények kozott a P53 transzkripciosan aktiv gének
transzkripcid elongacios blokk hatasara a P53 erdteljesebb kotddést mutat a vizsgalt
génrégiokban. Ezzel ellentétben az RPB1 mintdzata jelentds mértékben csokken 6 éraval

AktD hozzaadasat kovetOen.

Az AktD kiilonb6zé molekuléris utvonalakat aktivalhat a koncentracio fiiggvényében.
Alacsony koncentracidoban (5 nM) alkalmazva az egyik jol ismert MDM2 inhibitor, a
nutlin-3 hatasat mimikalja azaltal, hogy az RNSPI altal végzett rRNS szintézist negativan
szabalyozza, ami szabad riboszémalis fehérjék (pl. L11, L23) felhalmozddasdhoz vezet,
melyek ezutdn kolcsonhatnak az MDM?2 fehérjével és gatoljadk annak aktivitasat
(62,63,65,76). Ezzel ellentétben az AktD-t magas koncentracioban (200 nM) alkalmazva a
transzkripcid elongacids szakaszdnak gatlasat eredményezi, ami egyes esetekben kettds-

szala DNS torést okozhat (166-168). Korabban kimutattak, hogy az AktD kezelés és az
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UV sugarzds az elongdlo RNSPII gétlasan keresztiil a transzkripcio elongacios

szakaszaban torténd leallashoz vezethet (169,170).

Kisérleteinkbdl kideriil, hogy az AktD kis mértékben hatassal van a U20S sejtek
sejciklusanak eltolodasara. Kimutattuk, hogy a G1 fazisban 1évo sejtek szdma csokkent,
mig a G2 fazisban 1évo sejtek szama emelkedett AktD kezelést kovetden. Az S fazisban
Ezzel ellentétben alacsony dozisu AktD kezelést kdvetden 6 oraval emelkedett, mig 24
oraval a kezelés utdn csokkent az S fazisban 1év0 sejtek szdma. Eredményeink
Osszefliggésbe hozhatdak korabbi, HCT116 sejtekben mért adatokkal. HCT116 sejtekben
csokken az 1d6 fliggvényében, ami a sejtek G1 fazisban torténd felhalmozodasahoz vezetett
(62). Mivel az MDM2 ubiquitin ligaz aktivitasanak gatlasa a P53 fehérje
felhalmozdodasahoz vezet, ennek kovetkeztében P53-fiiggd ttvonalak aktivalédnak, mint a
sejtciklus G1-, illetve G2-fazisban torténd felfliggesztése. Az altalunk végzett kisérletben
az AktD feltehetdleg P53-altal szabalyozott, G2 fazisban torténd leallast indukalt. Ezen
kiviil vizsgaltuk, hogy az AktD U20S sejtekre gyakorolt toxicitdsa a sejtek apoptdzisat
indukélja-e. Eredményeink alapjan azonban a Sub-Gl-ben 1év6 sejtek szdmaban nem

figyelhetiink meg jelentds valtozast a kezeletlen kontrollhoz képest.

A kettds-szalia DNS torést javitd mechanizmus (DSBR) és az UV sugérzas hatasara torténd
nukleotid excizios repair (NER) soran az elongalé RNSPII egy idére leall, majd az el6bbi
két folyamat aktivalhatja az RNSPII ubiquitilaciojat és lebomlasat is (24,149,151). Az UV
sugarzas hatasara bekovetkezd transzkripcids blokk a P53 bizonyos aminosavain torténd
poszttranszlacios modositasok (S15P, K382ac) hatasara a fehérje aktivaciojahoz vezet, ami
a DNS hibajavité fehérjék kotddését indukalja a keletkezett DNS-1éziokhoz, ezaltal
eldsegiti a genom stabilitas helyredllasat és a tumorok kialakuldsanak valdszinliségének
csokkenését (129). Eredményeink azt mutatjak, hogy a P53 részt vesz ebben a
folyamatban, mivel AktD-vel indukalt transzkripcids blokk hatasara a P53 foszorilalodik
Ser-15 aminosavan, ezaltal a P53 stabilizalodik és feltehetdleg szerepet jatszik a DSBR

soran.

Eredményeinkbdl kideriil, hogy transzkripcié elongacios blokkot kovetéen a P53 ko-

lokalizaloédik az S2P és az S5P RPB1-gyel, valamint ez a lokalizacio 24 6raval magas

feltehetdleg azokra a helyekre, ahol a DNS-t karosodas érte. Ezen kiviil kimutattuk, hogy
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az S2P RPBL1, sem az S5P RPB1 nem mutat ko-lokalizaciot a yYH2AX-szel. Kisérleteink
alatamasztjak, hogy az AktD kezelés kovetkeztében keletkezd kettds-szala DNS torések
helyén nincs aktiv transzkripcio, valamint feltételezhetjiik, hogy a P53-nak szerepe van a
torés helyén torténé RNSPII degradacidoban, mellyel hozzajarul ahhoz, hogy a DNS
hibajavité faktorok hozzaférjenek a keletkezett 1€ziokhoz. Ezen kiviil kimutattuk, hogy a
P53 kolcsonhat az RPBI1 transzkripciésan aktiv formaival (S2P RPB1 ¢és S5P RPBI)
stresszmentes koriilmények kozott és transzkripeid elongacios blokk indukaldsa esetén is.
Eredményeink 0Osszefliiggésbe hozhatok a korabban Caenorhabditis elegans-ban
tapasztaltakkal: a transzkripcio gétlasakor az RNSPII kromatin ,,degradacios kozpontok™-

ban helyezkedik el, ami maga utan vonja a fehérje proteoszomalis lebontasat (171).

Kimutattuk, hogy P53 hianydban, magas doézisi AktD hatasira az S2P RPB1
ubiquitilacidja csak részben jatszodik le, ami azt mutatja, hogy a P53-nak szerepe van az
RNSPII ubiquitilacidjanak szabalyozasaban és proteoszoémalis lebontdsaban a transzkripciod
leallasakor. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a P53-nak szerepe van a transzkripcio

crer

alegységének lebontasat, igy sejtes védekez6 mechanizmusok aktivalasaban is részt vehet.

Stresszmentes koriilmények kozott a sejteknek nincs sziiksége nagy mennyiségli P53
fehérje jelenlétére, ezért a P53 ubiquitilalodik, majd a 26S proteoszoma segitségével
lebomlik (73,74). Ebben a folyamatban kiilonb6z6 E3 ubiquitin-ligaz enzimek (MDM2,
PIRH2 és COP1) vehetnek részt (172). Emellett a P53 mas utvonalakon keresztiil is
degradalodhat, mint példaul sejtmagi cisztein proteazok, kalpainok altal szabalyozott
folyamatban (73,173,174). Kisérleteinkben AktD ¢és MGI132 proteoszoma inhibitor
egyidejli alkalmazasa utan 24 oraval a P53 és annak Ser-15 foszforilalt forméjanak fehérje
szintje csokkent, mig az RPB1 szintje kozel megegyezd volt a kezeletlen kontrollhoz
képest. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy transzkripcids blokk esetén a proteoszoma
jelenléte sziikséges a P53 aktivacigjahoz. A P53 aktivacidja valoszinlileg nem csdkken le
teljesen transzkripcios blokkot kovetden, mivel hasonld P53 fehérje mennyiséget
mutattunk ki 6 oraval MG132 hozzaadasat kovetben, és anélkiil is. Feltehetleg a P53, az
RPB1-gyel ellentétben, eddig még nem tisztazott, proteoszoOma-fiiggetlen modon
degradalodik transzkripcid elongécios blokkot kovetden. Amennyiben az alacsony P53

crer

kovetkezménye, ez a folyamat a proteoszomatdl fiiggetlen modon valdsul meg.
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Feltételezésilink volt, hogy a P53 kalpain-medialt utvonalon keresztiil degradalodik, ezért
vizsgaltuk, hogyan valtozik a P53 fehérje szintje AktD és Calpain V inhibitor egylittes
alkalmazasa esetén, azonban nem tapasztaltunk valtozast a fehérje szintjében. Ugyanez
érvényesiil abban az esetben is, amikor AktD-t, MG132-t és Calpain V inhibitort
egyiittesen alkalmaztunk. Megfigyeléseink azt mutatjak, hogy a transzkripcié elongacios

szakaszaban torténd leallasakor a proteoszoéma szerepet jatszik a P53 aktivacidjaban.

Korabban mar publikalt, kezeletlen U20S sejteken végzett ChIP-seq adatok
kiértékelésével a vizsgalt géneket a P53 mintazata alapjan harom csoportra kiilonitettiik
(160,161). Ezek alapjan megfigyelhetdé P53 és RPB1 kotddése a promoéter kornyékén (1.
géncsoport), valamint az egész transzkripcids egységen (2. géncsoport). A 3.
géncsoportban a P53 kotddése elhanyagolhatd volt. A ChIP-seq adatok alapjan a P53
kotédése megfigyelhetd a magas expresszioji gének régidiban, amit kromatin
immunprecipitacios kisérlettel is aldtdmasztottunk altalunk valasztott géneken: ActB,
Cdk12, Bratl és Sdcbp. Eredményeink Osszhangban vannak korabbi vizsgalatokkal,
melyeket éleszté heterolog rendszerben végeztek. Elesztd modellorganizmusban
régidjukon ¢és attol disztalis szakaszokon sem tartalmaznak P53 kotohelyeket (140).
Kisérleteinkben human sejtekben vizsgaltuk a P53 és az RPB1 kotodését a fentebb emlitett
génszakaszokon stresszmentes koriilmények kozott, és transzkripcid elongacios blokk
indukalasa utan 6 és 24 oraval. A P53 mennyiségi eloszlasdban emelkedést figyelhetiink
meg 6 ¢és 24 oraval transzkripcids blokk indukcigjat kovetéen, mig az RPB1 kotddésében 6
oranal nagy meértékli csokkenést tapasztaltunk, majd 24 oraval AktD kezelést kdvetden
visszaallt az eredeti szinthez kozeli értékre. Azonban az ActB gén esetében a P53 és az

RPB1 hasonl6é mintdzatot mutat a vizsgalt régidkban.

A kromatin immunprecipitacio soran kapott eredményeink 6sszhangban vannak azzal, amit
a TUBE-pull-down kisérletben mutattunk ki transzkripcio elongacios blokk indukcidja
esetén: 6 Oraval AktD kezelést kovetden az ubiquitilalt RPB1 szintje jelentdsen
megemelkedett, emellett az RPB1 kromatinhoz vald kotédése csokkent. 24 oraval a
kezelést kovetden az ubiquitildlt RPB1 mennyisége kevesebb volt, mint amit 6 oranal
figyeltiink meg, ami 0sszefiiggésbe hozhat6 a kromatinon megfigyelheté emelkedett RPB1
kotddessel. Ez alapjan feltételeztiik, hogy az elongalé RPBI1 a transzkripcidé elongécio
blokkolasakor nem tud tovabbhaladni a DNS-en, ami akadalyozza a hibajavitdé faktorok

hozzaférését a sériilt DNS-hez. Ennek felolddsara a 26S proteoszéma degradalja az RPB1-
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et, hogy a hibajavito faktoroknak hozzaférést biztositson a karosodott DNS kijavitasahoz.
Ezen kiviil eredményeink réavilagitanak arra, hogy transzkripcié elongacidés blokkot
kovetéen a P53-nak is szerepe van az RPB1 ubiquitin-fiiggé lebontasaban. Mindezek
0sszhangban vannak korabbi megfigyeléseinkkel, melyek azt mutatjak, hogy az RPB1 és a
P53 specifikus sejtmagi fokuszokban ko-lokalizdlodnak 24 oraval AktD kezelés utan.
Kisérleteinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a transzkripcié elongacids blokk hatasara
leallt RNSPII specialis degradaciés helyeken jelenik meg a kromatinon a P53
kdzremiikddésével. Osszeségében elmondhatd, hogy human sejtekben a P53 feltehetdleg
egylitt halad az elongal6 RNSPII-vel és a transzkripcié elongéacié blokkolasakor a P53
kromatinon megfigyelt kotédése nagyobb mértékili, ami segiti a leallt RNSPII ubiquitin-
fliggd eltavolitasat a kromatinrol, hogy hozzéjaruljon a hibajavito faktorok hozzaféréséhez

a karosodott DNS-en.

Munkam sordn kimutattuk, hogy a human P53 kolcsonhat az RNSPII legnagyobb
alegységével, az RPB1-gyel, valamint annak inicidciora (SSP RPB1) és elongaciora (S2P
RPB1) jellemz6 formajaval is, ami részben alatamasztja, hogy a transzkripcié soran a P53
egyiitt halad az elongdldé RNSPII-vel. A transzkripcid elongacids szakaszdban torténd
leallasa esetén a P53 és az RPB1 kiilonb6z0 eloszlast mutat a vizsgalt kromatin régidkon: a
P53 kotodése emelkedik, mig az RPB1 mintazatdban csokkenést figyelhetiink meg. Ezek
az eredmények arra utalhatnak, hogy human sejtekben a P53 RNSPII-vel alkotott
kolcsonhatasan keresztiil valamilyen modon szabalyozhatja a transzkripcid elongécio
folyamatat. Kordbban mar kimutattdk, hogy az RPB1 S2P hiperfoszforilalt formajaban
DNS karosodas hatasara bekovetkezd szerkezeti valtozdsok hozzdjarulnak az elongalod
RNSPII ubiquitin-fiiggd proteoszoémalis lebontasahoz (50,164). UV sugarzas hatasara
bekovetkez6 DNS karosodasok esetén az RPB1 hiperfoszforilacigja miatt nem tud
kialakulni jabb pre-iniciacidés komplex (PIC), ezaltal a sejt elkeriili egy esetleges hibas
transzkripcié végbemenetelét, mely tumorok kialakulasahoz is vezethetne (58,162).
Tovabba kimutattak, hogy a transzkripcidos blokk az RPB1 ubiquitin-fiiggd
degradaciojahoz vezet (24). Dolgozatomban kimutattuk, hogy human sejtekben
transzkripcids blokkot kovetéen az elongaldé RPB1 lebomlésa 26S proteoszoma-fiiggo,

valamint P53 altal szabalyozott folyamat.

Eredményeink ravildgitanak arra, hogy a P53 transzkripcios elongécios faktorként is
miikddhet humén sejtekben, feltehetdleg az elongalé RPB1-gyel kialakitott kdlcsonhatdsan

keresztiil. Ezen kiviil dolgozatomban leirt adatok ramutatnak, hogy a transzrkipcid
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elongécids szakaszanak leédlldsakor a P53-nak jelentds szerepe van az RPB1 egy adott
hozzajarul a hibajavitd faktorok DNS-hez torténé hozzaféréséhez (31. abra).
Eredményeink egy ujfajta megvilagitasba helyezik, hogyan tudjék a sejtek a kiilonbozo

stresszhatdsokra bekovetkezd transzkripcid elongécios blokkot feloldani.

A,
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B,
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31. abra A P53 és RNSPII kozti kolcsonhatas és a transzKkripcié elongacios blokk
kapcsolatanak sematikus modellje dolgozatom alapjan

A, Alapallapotban a P53 kolcsonhat az elongaldo RNSPII-vel. B, Magas
koncentracioju  AktD hatdsara transzkripcid elongacios blokk, majd ennek
kovetkeztében kettds-szali DNS torés kovetkezik be. A P53 Ser-15 aminosavan
foszforilalodik, mely hozzajarul a fehérje aktivalodasahoz és stabilizalodasahoz is. C,
AktD-vel indukalt transzkripcié elongacios blokk esetén az RNSPII ubiquitilalodik,
mely folyamatban a P53 is részt vesz. Ezt kovetden a proteoszoma, feltehetdleg a
sériillés helyén, degradalja az elongaldo RNSPII-t, hogy teret engedjen a DNS

hibajavito faktoroknak a keletkezett DNS sériilések kijavitasdhoz.
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8. A doktori értekezés osszefoglaloja

A P53 alapallapotban alacsony szinten van jelen a sejtekben, azonban stabilizacidjat és
ezaltal a fehérje szintjének emelkedését szamos stresszhatas (hdsokk, hidegsokk, UV
sugarzas, ionizald sugarzas, hipoxia, tapanyaghiany, stb.) kivalthatja (98-103).
Stresszmentes koriilmények kozott a P53 fehérjét az MDM?2 ubiquitin ligdz ubiquitilélja,
ezaltal proteoszomalis degradaciora jeloli ki (73,74). DNS karosodast kovetéen az MDM?2
ubiquitilaloédik, majd a proteoszémaban lebontasra keriil, ezaltal a P53 felszabadul annak
gatlasa aldl. Ezutdn a P53 felhalmozdodik a sejtmagban, mikdzben foszforilacids és
acetilacios lépéseken keresztiil aktivalodik (67,68,75,76). A P53 tetramerként kotédo
talalhato, specifikus konszenzus szekvencia részletekhez kotddve aktivalja azok
transzkripcidjat (67-69). Ezaltal a P53 szamos, nélkiilozhetetlen biokémiai folyamatban
fontos szabalyozd szerepet tolt be, mint az apoptdzis indukcidja, a sejtciklus
felfiiggesztése, illetve a transzkripci6 szabalyozasa (67,68,75-77). DNS karosodas hatasara
atir6do ciklin-dependens kindz inhibitor a DNS hibajavitas idejére a sejtciklus leallasat
szabalyozza. Amennyiben a DNS kéarosodds olyan nagy meértékii, hogy mar nem lehet
javitani, a P53 a pro-apoptotikus gének transzkripcidjat aktivalja, igy hozzajarul a genom
integritads fenntartasahoz, mivel megakadalyozza a karosodott DNS utdd sejtekbe jutisat

(71,72).

A kozelmultban ¢élesztd heterolog rendszerben végzett kisérleti eredmények arra utalnak,
hogy a P53 transzkripcid elongacids faktorként is képes mitkddni olyan géneken, melyek
nem tartalmaznak P53 kotéhelyeket (140). A P53 ezekhez a génekhez feltehetbleg az
elongald RNSPII-vel alkotott kolcsonhatasan keresztiil kotddik, azonban ennek pontos
mechanizmusa human sejtekben még nem ismert (141). Ezen kiviil laboratéoriumunkban
korabban kimutattuk, hogy a DmP53 (Drosophila melanogaster P53) a politén
kromoszomakon a transzkripciosan aktiv régiokban helyezkedik el, valamint ezt az RPB1

CTD foszforilacios allapota nagy mértékben befolyasolja (175).

Dolgozatomban human sejtkultran vizsgéltuk a P53 transzkripcidé elongécié soran
betdltott funkcigjat. Tanulmanyoztuk a P53 és az RNSPII kozti kapcsolatot alapallapotban
¢s AktD-vel indukalt transzkripci6 elongacids blokk esetén is. Ezen kiviil megvizsgaltuk a

P53 kotodését olyan transzkripciosan aktiv génszakaszokon, melyek nem tartoznak a P53
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célgénjei kozé. A P53 és az RNSPII eloszlasat alapallapotban és transzkripcid elongacios
blokkot kdvetden is analizaltuk a vizsgalt génszakaszokon. Tovabba tanulmanyoztuk, hogy
az AktD kezelés hogyan befolyasolja az RNSPII ¢és a P53 fehérje szintjét, valamint sejten
beliili elhelyezkedését.

Kisérleteinkben eltéré AktD koncentraciokat alkalmazva mas-mds stressz Utvonalak
aktivalodasat idéztiik el6. Az AktD alacsony koncentracioban a nutlin-3 MDM2 inhibitor
hatasat mimikalja, ami a riboszomalis fehérjék felhalmozodasat eredményezve gatolja az
MDM2 E3-ubiquitin ligazt. Ezt kovetden a P53 fehérje szintje emelkedik a sejtekben, ami
Ezzel ellentétben az AktD magas koncentracidban transzkripcio elongacids blokkot
indukal, aminek kovetkeztében kettds-szalit DNS torések is kialakulhatnak. A kettds-szala
DNS torések helyére RPA fehérjék kihorgonyozzédk az ATR kindzt, amely Ser-15
aminosavan foszforilalja, ezaltal aktivalja a P53 fehérjét (166-168).

Kisérleteink soran vizsgaltuk, hogy az AktD alacsony (5 nM), illetve magas
koncentracidban (200 nM) okozza-e a sejtciklus fazisainak eltolodédsat. Azt tapasztaltuk,
hogy AktD kezelés hatdsara a G1 fazisban levd sejtek szama csokkent, mig a G2 fazisban
1év6 sejtek szama emelkedett. A G2 fazisban kimutatott emelkedett sejtszam a sejtciklus
G2 fazisban torténd ledllasara utalhat, aminek kovetkeztében kevesebb G1 fazisu sejtet
figyeltiink meg. Végiil az S fazisu sejtek szamaban csak alacsony dozistt AktD esetében és
24 6raval a kezelés utan tapasztaltunk csokkenést.

Kimutattuk, hogy AktD kezelés hatasdra az RPB1 szintje csokkent, mig a P53 fehérje

e

crer

iniciaciora jellemzé S5P RPB1 és az elongaciora jellemzé S2P RPBI esetében is

kimutathato.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a P53 és az RPB1 AktD kezelés hatasara ko-
lokalizalodik egymassal. Az S2P RPB1 és az S5P RPB1 24 6raval 200 nM AktD kezelést

kovetden egyedi nuklearis fokuszokban jelentek meg, mely egybeesik a P53 sejten beliili

crc

kovetden a két fehérje ko-lokalizacidja egyedi sejtmagi fokuszokra korlatozodik. Ezen

kiviil kimutattuk, hogy a P53 AktD kezelést kovetden ko-lokalizalodik a yH2AX-szel, az
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S2P és az S5P RPBL1 viszont nem mutatott ko-lokalizaciét a yH2AX-szel. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az AktD hatasara bekovetkezd transzkripciés blokk
kovetkeztében keletkezd kettds-szali DNS torések helyén nincs aktiv transzkripcid, mely
elésegiti a hibajavitd faktorok konnyebb hozzaférését a karosodott DNS-hez. A P53
fehérjének feltehetdleg szerepe van az elongaldé RNSPII DNS-rdl torténd eltavolitasdban
transzkripcids blokkot kovetden. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a P53 kolcsonhat az
RPB1 S2P és S5P formaival mind stresszmentes koriilmények kozott, mind pedig AktD

kezelést kovetOen.

Kisérleteink azt mutatjak, hogy a P53 a transzkripcidsan aktiv génszakaszokhoz is kotddik
¢s a transzkripcid elongécios blokk tovabbi P53 fehérjék kotddését eredményezi. ChIP-seq
kisérletbdl szarmazé adatok analizisével harom egyedi géncsoportot kiilonitettiink el. Az 1.
géncsoportba olyan géneket soroltunk, melyeknél a P53 kotodése a TSH koriil figyelhetd
meg, a 2. géncsoportra jellemzd, hogy a P53 kotdédése a gének atirddd régidira
korlatozodik, mig a 3-as géncsoportba azok a gének sorolhatok, melyeken nem taldltunk
P53 fehérjét. A ChIP-seq adatok alapjan elmondhatd, hogy a kotott P53 fehérje
mennyisége és a gének expresszidjanak mértéke Osszefiiggésben van egymassal, mivel a
P53 fo6ként a magasan expresszalodo géneken figyelheté meg. Ebbdl kiindulva, ChIP
kisérlettel vizsgaltuk a P53 és az RPBI kotodését stresszmentes koriilmények kozott és
transzkripcid elongacios blokkot kovetdéen az ActB, a Cdk12, a Bratl (1. géncsoport) és az
fokeént a promoter és a Géntest 1 régioban figyelhetd meg, mely 6 6raval AktD kezelést
kovetden jelentds mértékben lecsokken, 24 oraval a kezelés utan pedig kezd visszadllni.
Ezzel ellentétben alapéllapotban a P53 fehérje kotddése jelentdsen lecsokken a vizsgalt
génszakaszok tobbségénél, majd AktD kezelés hatasara a P53 fehérje szintje emelkedik a
vizsgalt génszakaszokon. Ez alol kivétel az ActB gén, ugyanis itt a P53 és az RPB1 hasonlo

eloszlast mutat.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy az S2P RPBI1 transzkripcié elongacios blokk
kovetkeztében ubiquitilalodik, ami P53-fiiggd folyamat. A legtobb ubiquitilalt S2P RPB1
fehérje foként 6 oraval AktD kezelés utan figyelhetd meg, mig 24 o6raval AktD kezelést
kovetéen kevesebb volt az ubiquitilalt fehérje mennyisége. A P53 fehérje hianyaban
azonban a transzkripcios blokkot kovetéen megfigyelt ubiquitilalt S2P-RPB1 fehérje
mennyiségében nagy mértékli csokkenést tapasztaltunk. Ez Osszefiiggésben van az S2P

RPBI1 fehérje szintjében tapasztalt valtozassal is: P53 hianyaban tobb S2P RPBI1 fehérjét
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figyelhetiink meg, mint P53 jelenlétében 24 ordaval AktD kezelést kovetden. Ez
alatamasztja, hogy transzkripcid elongacios blokkot kdvetden a P53 fehérjének szerepe van
az S2P RPBI1 ubiquitilaciojaban. Ez 6sszefiiggésbe hozhat6é a kromatin immunprecipitacio
soran kapott eredménnyel, melyek egyiittesen azt mutatjak, hogy transzkripcié elongacios
blokk indukaldsa utdn 6 Oraval a P53 szerepet jatszik a sériilés helyén megrekedt RPB1
ubiquitildcidjaban, aminek kovetkeztében a kéarosodott DNS hozzaférhetévé valik a

hibajavito faktorok szamara.

Tovéabbi kisérleteket végeztiink annak kideritésére, hogy a transzkripcié elongacid
blokkolasakor bekovetkezd RPBI1 ubiquitilaciot kdvetden a fehérje proteoszomalis
degradacioja is megfigyelheto-e. Feltevéslink aldtdmasztasara MG132 proteoszéma
inhibitorral kezeltiik a sejteket és vizsgéltuk, hogyan valtozik az RPB1 fehérje szintje
AktD kezelés hatdsara. Az RPBI1, valamint annak transzkripcidsan aktiv formdinak fehérje
szintje kozel megegyezé volt a kezeletlen kontrollban tapasztalt RPB1 szinttel, ami
egyértelmiien jelzi, hogy a transzkripcid elongacids blokk kovetkeztében leallt RPB1-et a
26S proteoszéma lebontja. Ezen kiviil a P53, valamint annak S15P formajanak fehérje
szintjében csokkenést figyeltiink meg 24 6raval AktD kezelést kdvetden a proteoszoma
funkcidjanak gatlasakor. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a P53 lebontasa egy kordbban
mar leirt, kalpain-ttvonalon keresztiil valosul meg, ezért Calpain V inhibitor kezelést
kovetéen vizsgaltuk a P53 fehérje szintjében bekovetkezd valtozasokat (124,125).
Azonban kisérleteink azt mutatjak, hogy a P53 fehérje szintjében bekovetkezd csokkenés
24 oraval AktD kezelést kovetden a proteoszoma gatlasakor nem kalpain-fiiggé ttvonalon

keresztiil megy végbe.

Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a P53 olyan transzkripcidosan aktiv gének
kiilonb6zd szakaszain is megfigyelhetd, melyek nem tartoznak kozvetlen célgénjei kozé.
Ez a kotddés feltehetdleg az elongalo RNSPII-vel alkotott kdlcsonhatasan keresztiil valosul
meg. Kisérleteink rdmutatnak arra, hogy a P53 szerepet jatszik a transzkripcié elongécids
szakaszaban a transzkripcid blokkoldsakor is. Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a P53-
elongéciods blokkot kdvetden. A transzkripcid elongécios szakaszéban torténd leallasakor a
P53 feltehetdleg szerepet jatszik a ledllt RPB1 kromatinrdl torténd eltavolitidsaban, hogy
ezaltal teret engedjen a hibajavitd faktorok DNS-hez valo hozzéaféréséhez. Eredményeim
Osszességében egy ujfajta ralatast biztositanak arra, hogyan tudjak a sejtek a kiilonb6zd

stresszhatdsokra bekovetkezd transzkripcid elongacids blokkot feloldani.
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9. Summary

Under normal cellular conditions, the tumor suppressor protein P53 is present in a low
steady state level, while in response to stress conditions, such as temperature fluctuations,
irradiations or hypoxia, it is stabilized (98-103). During normal circumstances, the P53
level is regulated by MDMZ2, which forms a complex with P53 and ubiquitylates it by this
targeting P53 for proteasomal degradation (73,74). Different types of DNA damages
induce the dissociation of the P53-MDM2 complex which leads to the nuclear
accumulation of P53. Additionally, under stress conditions P53 is activated by different
posttranslational modifications, such as phosphorylation and acetylation (67,68,75,76).
Following its activation, P53 facilitates transcription by binding to consensus sequences at
the promoter regions of its target genes (pl. Bax, Noxa, Puma, P21) (67-69). Additionally,
P53 regulates various biochemical processes, such as cell cycle arrest, DNA repair or
apoptosis (67,68,75-77).

Upon DNA damage, depending on the extend of the damage, P53 can activate different
pathways: it can induce the expression of P21, which arrests the cell cycle at G1/S and
G2/M allowing sufficient time for DNA repair. Upon serious DNA damage, however, P53

could also induce apoptosis by activating the transcription of pro-apoptotic genes (71,72).

Recent data in yeast heterologous system have indicated that human P53 might have a so
far unrecognized role in the process of transcription elongation. In this function P53 acts as
a transcription elongation factor on actively transcribed genes, which are not direct targets
of it (140). Our previous results also showed that DmP53 (Drosophila melanogaster P53)
was localized at transcriptionally active regions on the Drosophila polytene chromosomes
and the phosphorylation state of RPB1 influenced P53 association to the chromatin (142).
Based on these findings, we presumed that P53 binds to actively transcribed genes through
its interaction with the elongating RNAPII. However, the exact mechanism and the
functional consequences of the interaction between P53 and RNAPII in human cells are
still unknown (141).

In my thesis work | studied the presumed novel role of P53 in the elimination of
transcription blocks. In order to block transcription in human cultured cells, we used
Actinomycin D (ActD) treatment. Depending on its dose, ActD can induce different
molecular pathways. At low concentration (5 nM) it mimics the effect of MDM2 inhibitor

nutlin-3, abolishing rRNA production by RNA polymerase I. This leads to the

67



accumulation of free ribosomal proteins that interact with and inhibit MDMZ2.
Consequently the P53 protein level is increased in the cells, which then induces the
transcription of P21 leading to the activation of P53-dependent pathways (62,63,65,76).
On the contrary, at high concentration (200 nM), ActD induces the inhibition of
transcription elongation leading to DNA double-stranded breaks. At the break sites RPA
proteins bind to the damaged DNA and recruit the ATR kinase which phosphorylates P53
protein at its Ser-15 residue leading to P53 activation (166-168).

During my PhD work, we investigated a still uncharacterized P53 function in the process
of transcription elongation. We examined the interaction between P53 and RNAPII under
physiological and ActD treated conditions. We also investigated the binding of P53 at
transcriptionally active gene regions and analyzed the occupancy of P53 and RNAPII at
selected gene regions under normal circumstances and upon induction of transcription

elongation blockage.

To examine P53 function during ActD induced transcription blockage, first we investigated
whether low (5 nM) or high (200 nM) concentration of ActD induced apoptosis or it had
any effects on the cell cycle. Upon 200 nM ActD treatment we detected a decreased cell
number in G1 phase and an increased cell number in G2 phase, while we did not observe
changes in the S phase upon ActD treatment. The accumulation of cells in the G2 phase
suggests a cell cycle arrest in G2 phase, which explains the reduction in the cell number in
G1 phase.

Upon ActD treatment the level of P53 protein increases, while the RPB1 protein level
decreases. We found that the total P53 level is increased both upon 6 and 24 h of 5 and 200
nM ActD treatments. On the contrary, we detected Ser15-phosphorylated P53 only upon
200 nM ActD treatment, which supports that this post-translationally modified form of P53
is present only following transcription elongation blockage induced DNA double-strand
breaks. On the other hand, RPB1, as well as the S5- and the S2-phosphorylated RPB1
levels were reduced mainly 24 h after high concentration of ActD treatment. These results
indicate that P53 is stabilized, while RPB1 may be degraded upon transcription elongation

blockage.

Our results also demonstrated that P53 co-localizes with S2- and S5-phosphorylated (S2P
and S5P) forms of RPB1 upon high concentration of ActD treatment. Interestingly, 24 h
after high concentration of ActD treatment, S2P and S5P RPB1 co-localize with P53 at
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discrete nuclear foci, suggesting strong S2P RPB1-P53 and S5P RPB1-P53 interactions at
locations where the transcription blockage results in DNA damage. We found that neither
yH2AX and S2P RPB1 nor yH2AX and S5P RPB1 co-localized supporting the hypothesis
that transcription is inhibited where DNA repair takes place. After 6 and 24 h ActD
treatment, yH2AX and p53 co-localize in discrete nuclear foci, marking the sites where
active DNA damage repair takes place. We found that P53 interacts both with the initiating
(S5P) and elongating form (S2P) of RPB1 under normal conditions and also upon ActD
treatment. We concluded that the DNA damage response may result in complete

transcriptional silencing at the DNA break sites.

Our results indicate that P53 binds to transcriptionally active gene regions upon
transcription elongation blockage. By the re-analysis of already existing ChlP-seq data, we
could classify genes into three distinct clusters depended on the occupancy of P53 at their
different regions. Cluster 1 consists of the group of genes that show high P53 occupancy at
the transcription start site. Cluster 2 genes show elevated P53 binding along the transcribed
units. In case of Cluster 3, P53 could not be detected. These data suggest the existence of a
correlation between P53 occupancy and gene expression level: P53 localizes on those
genes, which show higher expression rate.

Since ChlIP-seq data indicated that P53 localized at specific genes, we validated the
binding of P53 at specific gene regions (promoter, gene body and 3’UTR) of selected
groups of genes which included: ActB (Cluster 1), Cdk12 (Cluster 1), Bratl (Cluster 1) and
Sdcbp (Cluster 2). At most of the examined regions of randomly chosen 4 non-direct P53
target genes, P53 occupancy was increased upon 6 and 24 h transcription elongation
blockage. On the other hand, RPB1 occupancy was reduced 6 h after ActD treatment and
then restored after 24 h. ActB, however, behaved differently since P53 and RPB1
occupancies showed similar distributions on this gene.

We also investigated whether P53 played role in the removal of RNAPII by regulating its
ubiquitylation. Upon transcription elongation blockage, 6 h after ActD treatment, the level
of the ubiquitylated RPB1 was remarkably increased, while 24 h after the treatment, the
amount of ubiquitylated RPB1 was reduced compared to the 6 h samples in the presence of
P53. We detected a decreased amount of ubiquitylated S2P RPB1 following 6 and 24 h of
transcription elongation blockage in cases when P53 expression was silenced.
Additionally, in the absence of P53 S2P RPB1 level was higher 24 h after ActD treatment,

than it was in the presence of P53 under similar condition. These results highlight a
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mechanism by which the ubiquitylation of S2P RPB1 is somehow mediated by the P53
protein upon transcription elongation blockage. In accord with the results of the chromatin
immunoprecipitation experiment, these data suggest that 6 h after transcription elongation
blockage induction P53 plays a role in the ubiquitylation of the stalling RNAPII to allow

access for the repair factors to the damaged DNA.

By further experiments we attempted to reveal whether RPB1 ubiquitylation implicates its
proteasomal degradation upon transcription elongation blockage. We treated the cells with
MG132 proteasome inhibitor and measured the RPB1 protein level upon ActD treatment.
We found that the levels of both RPB1 and its transcriptionally active S2P and S5P forms
remained nearly unchanged upon ActD treatment. In contrast to that, the protein levels of
P53 also its Ser-15 phosphorylated form were reduced 24 h after ActD and MG132
treatment. These results support a hypothesis that upon stress conditions RPBL1 is degraded
by the 26S proteasome. On the other hand, the reduction in P53 protein level during
proteasome inhibition could be the result of a proteasome-independent degradation of P53
protein. We hypothesized that P53 was degraded by Calpains and tested the change in P53
protein level upon ActD-induced transcription blockage in the presence of Calpain V
inhibitor. We found that the P53 turn-over was unaffected since neither the unmodified nor
the Ser-15 phosphorylated P53 could be detected 24 h after the treatments. Based on these
findings, the reduced P53 protein level observed upon proteasome inhibitor treatment is
not the consequence of its degradation by Calpain proteases, rather a still unknown
mechanism could influence the P53 protein level in the cells in case of proteasome
inhibition.

In summary, our data highlight that P53 can be localized to different regions of
transcriptionally active genes, which are not direct targets of it. P53 can presumably bind
to those regions through its interaction with RNAPII. Our results indicate that P53 has a
role in transcription elongation during transcription blockage. We also showed that P53
plays role in the ubiquitin-dependent proteasomal degradation of RPB1 upon transcription
elongation blockage. Consequently, our results suggest that upon transcription elongation
blockage, P53 has a role in the removal of the stalled RPB1 from the chromatin to allow
access for the repair factors to the damaged DNA. The results of my PhD work therefore
provide a better understanding of the feed-back mechanisms by which cells can resolve the

transcription blockage upon different stress conditions.
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11. Roviditések jegyzéke

ABL.: Abelson murine leukemia viral oncogene
ACTB: Actin B

AFP: Alfa-fetoprotein

AGV: Annotalt gén vége

AktD: Aktinomicin D

ASNS: Asparagine synthetase

ATM: Ataxia telangiectasia mutated

ATR: Ataxia telangiectasia and Rad3-related
BARD1: BRCA1l-associated RING domain protein 1
BCL-2: B-cell lymphoma 2

BRATL1: BRCAl-associated ATM activator 1
BRCAL: Breast cancer 1

BSA: Bovine serum albumin

CBB: Coomassie Brilliant Blue

CBP: CREB-binding protein

CDK: Cyclin dependent kinase

ChlIP: Chromatin immunoprecipitation

COP1: Constitutively photomorphogenic 1
CPD: Cyclobutane pyrimidine dimer

CRM1: Chromosomal region maintanance 1
CTD: C-terminalis domén

CSA: Cockayne syndrome A

DEF1: RNA polymerase Il degradation factor 1
DKD: DNS-koté domén

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetil-szulfoxid

DNAPK: DNA-dependent protein kinase

DRB: 5,6-Dichloro-1-p-D-ribofuranosylbenzimidazole
DSBR: Double-strand break repair

DSIF: DRB sensitivity inducing factor

DUB: Deubiquitylating enzyme

ECL: Enhanced chemiluminescent
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EGFR: Epidermal growth factor receptor

ELL: Eleven-Nineteen Lysine Rich Leukemia

ERCC2: Excision Repair Cross-Complementation Group 2
ERCC3: Excision Repair Cross-Complementation Group 3
FACS: Fluorescence-activated cell sorting

FCS: Fetal calf serum

FGF: Fibroblast growth factor

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
HDAC: Histone deacetylase

HDMZ2: Human double minute 2

HNF3: Hepatocyte nuclear factor 3

hPAF1C: Human polymerase associated factor 1 complex
HRP: Horseradish peroxidase

IGF-1: Insulin-like growth factor 1

IL-6: Interleukin-6

MAP4: Microtubule-associated protein 4

MDM2: Murine double minute 2

MDR: Multiple drug resistance gene

miR-34a: Micro ribonucleic acid-34a

MNaz: Micrococcal nuclease

MRNS: Messenger ribonukleinsav

MY C: Myelocytomatosis oncogene

NAC: No antibody control

NEDDA4: Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4
NELF: Negative elongation factor

NER: Nucleotide excision repair

NES: Nuclear export signal

NF-Y: Nuclear factor Y

NLS: Nuclear localisation signal

NTD: N-terminalis domén

PBS: Phosphate-buffered saline

PCNA: Proliferating cell nuclear antigen

PGR: Prolin-gazdag régio

PIC: Pre-initiation complex; Protease inhibitor cocktail
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P1G3: Tumor protein P53 inducible protein 3
PIRH2: P53-induced protein with a RING-H2 domain
PLK3: Polo-like kinase 3

6-4-PP: 6-4 photoproduct

P-TEFb: Positive transcription elongation factor b
RB: Retinoblastoma

RNSP: RNS polimeraz

RPA: Replication protein A

rRNS: Riboszémalis ribonukleinsav

RPB1: RNS polimeraz II legnagyobb alegysége
SDCBP: Syndecan binding protein

SF1: Splicing factor 1

TAD: Transzaktivaciés domén

TAF: TBP-associated factors

TAT-SF1: Tat-specific factor 1

TBP: TATA-binding protein

TBS: Tris-buffered saline

TC-NER: Transcription-coupled nucleotide excision repair
TERT: Telomerase reverse transcriptase

TET: Ten-eleven translocation

TIC: Total input control

TF: Transzkripcios faktor

tRNS: Transzfer ribonukleinsav

TSH: Transzkripcios start hely

TSR: Transcriptional stress response

TUBE: Tandem ubiquitin binding entity

USP24: Ubiquitin specific peptidase 24

UTR: Untranslated region
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