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Bevezetés

Eukariota sejtekben az RNS polimeraz II (RNSPII) felel6s a
fehérjéket kodold gének és szamos kis sejtmagi RNS atirasaért.
Az enzim legnagyobb alegységének, az RPB1-nek, a karboxi
termindlis doménje (CTD) az egész ¢lovildgban jol konzervalt,
egy Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser heptapeptid ismétlddéseibol
all. A heptapeptid szerin és treonin aminosavainak
foszforilacios allapota kindz és foszfatdz enzimek miikodésének
eredményeként dinamikusan valtozik a transzkripcié folyaman,
és jelzésként szolgdl a transzkripcidval jaré valtozatos
folyamatokhoz. Iniciaciokor a TFIIH komplex CDK-7
alegysége az RPB1 CTD heptapeptidek 5. szerin (S5)
aminosavait foszforilalja, az elongacio kezdeti fazisaban pedig
a P-TEFb komplex CDK-9 alegysége foszforilalja a 2.
pozicioban levé szerineket (S2).

Az UV altal indukalt transzkripcidés blokkal jar6 DNS
karosodasok javitasaban a NER (nucleotid excision repair)
egyik tvonala, a TC-NER (transcription-coupled NER) vesz
részt. Ezen tilmenden a transzkripciés blokk az RPB1 poli-
ubiquitilacié altal kozvetitett degradaciojat is eredményezheti.
Az RNSPII DNS-16l torténo eltavolitasa lehetve teszi a TC-
NER hibajavité faktorok hozzaférését a keletkezett DNS-

1ézidkhoz.



DNS karosodast kdvetéen a P53 kiillonboz6é szignalizacios
utvonalakat  aktival, melyek arra szolgalnak, hogy
mikodésiikkel a sejt megsziintesse a karosodast, illetve annak
hatasat, vagy ha ennek lehetdsége nem all fenn, beinditsa a
programozott sejthalalt.

A kozelmultban tett néhany megfigyelés arra utal, hogy a P53
transzkripcio elongécios faktorként is képes miikddni azaltal,
hogy az RNSPII-h6z kotédve érzékeli a  transzkripcid
elakadasat. Saccharomyces cerevisiae-ben kimutattak, hogy a
P53 szamos olyan génhez kotddik, melyek nem kozvetlen
célgénjei. Az élesztében kifejeztetett human P53 DNS-kotd
doménjén keresztiil kolcsonhat az éleszt6 RNSPII-vel. Ezen
kiviil laboratériumunkb6l szarmazé korabbi adatok arra
utalnak, hogy Drosophilaban a P53 a politén kromoszémak
transzkripcidsan aktiv régidiban figyelhet6 meg, valamint az
RNSPII CTD de-foszforilacidja hatdssal van a DmP53
elhelyezkedésére.

Ezen megfigyelések alapjan egy olyan modellt allitottunk fel,
ami szerint a P53 egyiitt halad a transzkripciot végzé RNSPII-
vel és annak elakadasa esetén szerepet jatszhat az RNSPII
ubiquitin-fiiggd proteoszoémalis lebontasaban. Dolgozatomban
ennck a modellnek az igazolasara szolgald kisérletek

eredményeit mutatom be.



Célkitiizések

Human  sejtekben  vizsgdlni a P53 jelenlétét olyan

génszakaszokon, melyek nem a P53 kozvetlen célgénjei.

» A P53 ésaz RNSPII fehérje szintjének, illetve sejten beliili
elhelyezkedésének tanulmanyozasa transzkripcid elongicios

blokk hatasara

» A P53 fehérje jelenlétének vizsgalata transzkripcidsan

aktiv génszakaszokon

» A P53 ésaz RNSPII kotodése valtozik-e AktD-vel indukalt
transzkripcié  elongaciés blokk hatasdra a  vizsgalt

génszakaszokhoz

» A human P53 és az RNSPII kozti kolcsonhatas vizsgalata
normal koriilmények kozott és AktD-vel indukalt transzkripcid

elongacids blokkot kdvetden



Alkalmazott modszerek

A\

Tripan kék festéssel vizsgaltuk az AktD U20S sejtekre
gyakorolt toxicitasat

U20S sejtekben a transzkripcio elongacids szakaszanak
blokkolasa AktD kezeléssel

U20S sejtek kezelése MG132 proteoszoma inhibitorral
U20S sejtek kezelése Calpain V inhibitorral
Immuncitokémia segitségével vizsgaltuk a P53 és az RPB1
kiilonb6z6 formainak sejten Dbeliili elhelyezkedését,
valamint a P53 és a yYH2AX; az S2P RPB1 és a yYH2AX; az
S5P RPBI1 és a YH2AX ko-lokalizaciojat

Western blot technikaval vizsgaltuk a P53 és az RPBI1
fehérje szintjében AktD kezelés hatasara bekovetkezd
valtozasokat

Analizist végeztink kordbban mar publikalt, U20S
sejteken végzett ChIP-seq adatok alapjan, hogy kideritsiik,
a P53 és az RPBI ugyanazokon a génszakaszokhoz
kotodnek-e

Kromatin immunprecipitacios kisérlettel tanulmanyoztuk,
hogy a P53 kotddik-e olyan gének transzkripciosan aktiv
szakaszaihoz, melyek nem kozvetlen célgénjei
Ko-immunprecipitacioval vizsgaltuk, hogy a P53 és az

RPBI1 kolcsonhat-e egymassal
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» A P53-at csendesité siRNS-sel vizsgaltuk, hogy a P53-nak
szerepe van-e az S2P RPBI1 ubiquitilacijaban
transzkripcio elongécios blokkot kovetden

» Poli-ubiquitilalt fehérje immuoprecipitaciot végeztiink,
hogy igazoljuk az RPB1 ubiquitilacidjara hatassal van-e az
AktD-vel indukalt transzkripcié elongacios blokkra

»  Propidium-jodid festést alkalmaztunk a FACS analizishez,
melynek soran vizsgaltuk, hogy az AktD hogyan
befolyasolja az U20S sejtek sejtciklusat



Eredmények

1. Kisérleteink soran vizsgaltuk, hogy az AktD alacsony
(5 nM), illetve magas koncentracioban (200 nM) okozza-e a
sejtciklus fazisainak eltolodéasat. Azt tapasztaltuk, hogy AktD
kezelés hatasara a G1 fazisban levo sejtek szama csokkent, mig
a G2 fazisban 1évo sejtek szama emelkedett. A G2 fazisban
kimutatott emelkedett sejtszam a sejtciklus G2 fazisban torténd
leallasara utalhat, aminek kovetkeztében kevesebb G1 fazist
sejtet figyeltiink meg. Végiil az S fazist sejtek szamaban csak
alacsony dozisi AktD esetében és 24 oraval a kezelés utan
tapasztaltunk csokkenést.

2. Tanulmanyoztuk, hogy az AktD-nek milyen hatdsa van
a P53 és az RPBI1 fehérje szintjére. Kimutattuk, hogy AktD
kezelés hatasara az RPB1 szintje csokkent, mig a P53 fehérje

crer

fehérje aktivalédasat eredményezte. Az RPB1 fehérje
hatasara figyelhet6 meg jelentOsebb csokkenés, amely az
iniciacidra jellemzé S5P RPB1 és az elongaciora jellemz6 S2P
RPBI esetében is megfigyelhetd.

3. Vizsgaltuk, hogy megfigyelhetd-e a P53 egyiittes
elhelyezkedése az RPBI, illetve annak inicidciora jellemz6

S5P, illetve elongacidra jellemz6 S2P formaival. Ezentul
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tanulmanyoztuk, hogy az altalunk hasznalt kisérleti
elrendezésben az AktD indukal-e kettds szalG DNS torést,
illetve, hogy a P53 megfigyelheté-e ezeken a helyeken.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a P53 és az RPB1 AktD
kezelés hatasara ko-lokalizalédnak egymassal. Az S2P RPBI1 és
az S5P RPB1 24 ¢6raval 200 nM AktD kezelést kdvetden jol
definialhatd nukledris fokuszokban jelentek meg, mely
egybeesik a P53 sejten beliili elhelyezkedésével. Ez arra utal,
a két fehérje ko-lokalizacidja jol definialhatd sejtmagi
fokuszokra korlatozodik. Ezen kiviil kimutattuk, hogy a P53
AktD kezelést kovetden ko-lokalizalodik a yH2AX-szel, az S2P
¢és az SSP RPB1 viszont nem mutatott ko-lokalizaciot a yH2AX-
szel. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy az AktD hatasara
bekovetkezo transzkripcios blokk kovetkeztében keletkezo
kettos-szalu DNS torések helyén nincs aktiv transzkripcio, mely
elésegiti a hibajavitd faktorok konnyebb hozzaférését a
karosodott DNS-hez. A P53 fehérjének feltehetbleg szerepe van
az elongadldo RNSPII DNS-r6l torténd eltavolitdsdban
transzkripcios blokkot kdvetden. Kisérleteink soran kimutattuk,
hogy a P53 kolecsonhat az RPB1 S2P és S5P formaival mind
normal koriilmények kozott, mind pedig AktD kezelést

k6vetben.



4. Annak eldontésére, hogy a P53 és az RPB1 ugyanazon
a génszakaszokon helyezkedik el, korabban publikalt,
kezeletlen U20S sejteken végzett ChIP-seq adatok analizisével
vizsgaltuk a P53 és az RPBI1 eloszlasat az atir6do transzkripcios
egységeken. Kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy a P53 a
transzkripciosan aktiv génszakaszokhoz is kotédik és a
transzkripcio elongéacids blokk tovabbi P53 fehérjék kotodését
eredményezi. ChIP-seq kisérletbdl szdrmaz6é  adatok
analizisével harom egyedi géncsoportot kiilonitettiink el. Az 1.
géncsoportba olyan géneket soroltunk, melyeknél a P53
kotédése a TSH koril figyelhetd meg, a 2. géncsoportra
jellemz6, hogy a P53 kotodése a gének atirodd régioira
korlatozodik, mig a 3-as géncsoportba azok a gének sorolhatok,
melyeken nem talaltunk P53 fehérjét. A ChIP-seq adatok
alapjan elmondhato, hogy a kotott P53 fehérje mennyisége €s a
gének expresszidjanak mértéke dsszefliggésben van egymassal,
mivel a P53 foként a magasan expresszalodo géneken
figyelhetd meg. Ebbdl kiindulva, ChIP kisérlettel vizsgaltuk a
P53 és az RPB1 kotddését normal korilmények kozott és
transzkripcio elongacios blokkot kovetéen az ActB, a Cdk12, a
Bratl (1. géncsoport) és az Sdcbp (2. géncsoport) gének
foként a promoter és a kodolo régidban figyelheté meg, mely 6

oraval AktD kezelést kovetOen jelentds mértékben lecsokken,
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24 oraval a kezelés utan pedig kezd visszaallni. Ezzel
ellentétben normal koriilmények kozott a P53 fehérje kotddése
jelentésen lecsokken a vizsgalt génszakaszok tobbségénél,
majd AktD kezelés hatasara a P53 fehérje szintje emelkedik a
vizsgalt génszakaszokon. Ez aldl kivétel az ActB gén, ugyanis
itt a P53 és az RPB1 hasonlo eloszlast mutat.

5. Ahhoz, hogy kideritsiik, hogy az RPB1l fehérje
szintjében bekdvetkezd csokkenés a fehérje ubiquitilacidjanak
kovetkezménye-e, valamint, hogy a P53-nak van-e szerepe
benne, poli-ubiquitilalt fehérje immunprecipitacios kisérletet
végeztiink olyan sejteken is, ahol a P53-at SiRNS-sel
csendesitettiik. Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy az S2P
RPBI1 transzkripci6 elongacidos  blokk  kovetkeztében
ubiquitilalédik, ami P53-fliggd folyamat. A legtobb ubiquitilalt
S2P RPBI fehérje fokeént 6 oraval AktD kezelés utan figyelhetd
meg, mig 24 6raval AktD kezelést kovetden kevesebb volt az
ubiquitilalt fehérje mennyisége. A P53 fehérje hianyaban
azonban a transzkripcidos blokkot kovetéen megfigyelt
ubiquitilalt S2P-RPB1 fehérje mennyiségében nagy mértékii
csokkenést tapasztaltunk. Ez dsszefiiggésben van az S2P RPB1
fehérje szintjében tapasztalt valtozassal is: P53 hidnyaban t6bb
S2P RPBI fehérjét figyelhetiink meg, mint P53 jelenlétében 24
oraval AktD kezelést kovetéen. Ez aldtamasztja, hogy

transzkripcié elongacios blokkot kovetdéen a P53 fehérjének
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szerepe van az S2P RPBI1 ubiquitilacidjaban. Ez 6sszefiiggésbe
hozhato a kromatin immunprecipitdcid6 soran kapott
eredménnyel, mely egyiittesen azt mutatja, hogy transzkripciod
elongacios blokk indukalasa utan 6 6raval a P53 szerepet jatszik
a sériilés helyén leallt RPB1 ubiquitilaciojadban, aminek
kovetkeztében a karosodott DNS hozzaférhetové valik a
hibajavit6 faktorok szamara.

6. Tovabbi kisérleteket végeztiink annak kideritésére,
hogy a transzkripcié elongacié blokkoldsakor bekovetkezd
RPBI1 ubiquitilaciét kovetéen a fehérje proteoszomalis
degradacioja is megfigyelheté-e. MGI132 proteoszéma
inhibitorral kezeltiik a sejteket és vizsgaltuk, hogyan valtozik az
RPBI1 fehérje szintje AktD kezelés hatidsara. Az RPBI,
valamint annak transzkripciosan aktiv formdinak fehérje szintje
kozel megegyezo volt a kezeletlen kontrollban tapasztalt RPB1
szinttel, ami egyértelmiien jelzi, hogy a transzkripcio
elongacios blokk kovetkeztében leallt RPBl-et a 26S
proteoszéma lebontja. Ezen kiviil a P53, valamint annak S15P
formajanak fehérje szintjében csokkenést figyeltiink meg 24
oraval AktD kezelést kdvetGen a proteoszoma funkcidjanak
gatlasakor. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a P53 lebontasa
egy korabban mar leirt, Calpain-utvonalon keresztiil valdsul
meg, ezért Calpain V inhibitor kezelést kovetden vizsgaltuk a

P53 fehérje szintjében bekovetkezd valtozasokat. Azonban
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kisérleteink azt mutatjak, hogy a P53 fehérje szintjében
bekovetkezd csokkenés 24 oraval AktD kezelést kovetden a
proteoszoma gatlasakor nem Calpain-fiiggd ttvonalon

keresztiil megy végbe.

Eredményeim arra utalnak, hogy a P53 olyan transzkripcidsan
aktiv géneken is megfigyelhetd, melyek nem kozvetlen
célgénjei. Kotédése feltehetéleg az elongaldé RNSPII-vel
alkotott kolcsonhatdsan keresztiil valosul meg. Kisérleteink
rdmutatnak arra, hogy a P53 szerepet jatszik transzkripcios
blokk esetén. Kimutattuk, hogy a transzkripcié elongacio
blokkolasakor a P53-nak szerepe van az RPB1 ubiquitin-fiiggd
a P53 feltehetdleg szerepet jatszik a ledllt RPB1 kromatinrol
torténé eltavolitasaban, ezzel teret engedve a hibajavito
faktorok DNS-hez vald hozzaféréséhez. Eredményeim
Osszességében egy Ujfajta ralatast biztositanak arra, hogyan
tudjak a sejtek a kiillonbozé stresszhatasokra bekovetkezo

transzkripcio elongacios blokkot feloldani.
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