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|. Bevezetés

I.1. Az RNS polimeréaz 11 (RNAP II)

Az eukaridta szervezetekben a fehérjekddold géneket az RNAP 1l irja &t. Ez az
alapvet6 enzim 12 alegységbdl all (Rpb1-Rpb12), mérete kb. 0.5 MDa, az egyes alegységek
szerkezetileg és funkciondlisan konzervéltak. Legnagyobb alegysege (Rpbl) a C-termindlisan
egy sajatsdgos domént tartalmaz, amit CTD-nek neveznek., és a Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser
konszenzus heptapeptid tandem ismétlédéseibdl all [1, 2]. Az ismétlodések szama a
kiilonboz6 él6lényekben eltérd: Plasmodium falciparum-ban 17, Saccharomyces cerevisiae-
ben 26, nematoddkban 32, Drosophila fajokban 45 és emberben 52. Az ez idaig vizsgalt allat-,
novény- és gombafajok nagy tobbségében a heptapeptidek tdlnyomd része megfelel ennek a
konszenzus szekvencianak, de pl. emberben, bér az elsé 26 szoros egyezést mutat, a masodik
26-ban csak harom heptapeptid egyezik meg [2]. A disztélis részek véltozatossiga talan a
génexpresszid szabalyozasaban lehet fontos. A két prolin nagymértékben konzervalt az 52
ismétlddésben, és fontos szerepet jatszik a megfeleld térszerkezet kialakitasaban, valamint a
mas fehérjékkel vald kolcsonhatasban. A tirozin is tokéletesen konzervalt az emlds RNAP II-
ben, fontossdgt mutatja, hogy mutécidja letalis élesztOben. A legnagyobb valtozatossagot a
hetes poziciéban talalhatd szerin mutatja [3]. A CTD-ben talalhatd aminosavak reverzibilis
poszttranszlacidos madositdsokon mehetnek keresztil, pl. foszforilacio, glikozil&cio és prolin-
izomerizacio. A CTD-vel kolcsonhatasba 1ép6 fehérjék alapvetd folyamatokban vesznek részt:
RNS érésben és transzkripcid-szabalyozasban, kromatinszerkezet-atrendezésben, DNS
javitasban, fehérje lebontasban és kis nukledris RNS maodositasban [4, 5]. Ezek utdn nem
meglepd, hogy a CTD a sejtek életbennmaradasahoz nélkiilozhetetlen, és 1985-0s felfedezése
Ota a transzkripcio-szabalyozés kutatasanak egyik legintenzivebben vizsgélt objektuma; sok

A CTD dinamikus, reverzibilis modositasa alapvetd fontossagu a hatékony és pontos
mRNS szintézishez. A transzkripcid szabalyzdsaban es a termék éréseben szerepet jatszo
faktorok megfeleld6 idoben torténd kolcsonhatdsa nagyban fiigg a CTD-n jelenlévo
modositasoktol. A CTD foszforilacioja elésegiti példdul az mRNS 5' végi sapka-
struktarajanak és 3' végi poliA farkanak kialakitasat végzé enzimek kapcsolodasat. Ezen
megfigyelések azt sugalljak, hogy a heptapeptid ismétlédések valtozatos modositasai egyfajta

kddként szolgalnak, mely a kiilonb6z6 fehérjék kapcesolodasat iddben iranyitja [6, 7]. In vivo



kisérletekben kimutattak a tirozin, treonin és mindharom szerin foszforilacidjat, a szerinek és
treoninok glikozilaciojat és a két prolin izomerizacidjat, tehat a CTD minden aminosava
modosulhat. Ez nagyszami jelkombinaciot tesz lehetévé, és mintegy binaris kodként
olvashaté.

Szdmos vizsgalat bebizonyitotta, hogy a CTD nagymértékben foszforilalodhat. A
foszforilaltsag foka nem allandd, hanem dinamikusan valtozik [8-11]. Az RNAP Il-nek két,
mobilitasa folytan jol elkiilonithetd konformécidés allapota van: az RNAP 11O
(hiperfoszforilalt) és az RNAP I1A (hipofoszforilalt). Mivel az RNAP 110 és 1A forméanak
mas a funkcidja a transzkripcio soréan, ezért a CTD kindzoknak és foszfatadz(ok)nak — melyek
a CTD foszforilaltsagi fokat szabalyozzak — rendkivil fontos szereplk van a génexpresszio
szabalyozésaban. A 1A forméban az enzim képes a promoterhez kotédni, és mas faktorokkal
kapcsolodva létrehozni a preiniciaciés komplexet [12-14]; a foszforilacio géatolja ezt a
folyamatot. Ellenben az elongéciot a hiperfoszforilalt 110 forma végzi [8, 15], tehat a
transzkripcios ciklus sordn a CTD foszforilalodik [15, 16]. A heptapeptid ismétlédés 5
aminosava (Y1, S2, T4, S5, S7) lehetséges foszforilaciés hely, am in vivo a szerinek
foszforil4cidja a legnagyobb mértékii [17, 18]. Az hiperfoszforilalt emlés CTD atlagban kb. 1
foszfatcsoportot tartalmaz ismétlédésenként, de a CTD-n adott iddben jelenlévo
foszfatcsoportok szamat még nem hataroztak meg [19].

A CTD foszforilacid szerepének tisztazasat a kiilonb6z6 szerineken foszforilalt
heptapeptideket felismerd ellenanyagok nagyban segitették [5, 20]. A foszforilalt Ser2-t vagy
Ser5-6t felismerd ellenanyagokat irtak le eldszor [21], ennek megfeleléen ezen aminosavak
foszforilaciojat  vizsgaltidk legkimeritbben [6]. Elesztégombakban és emldsokben
megfigyelték, hogy a foszforilaciés mintdzat ezen aminosavakon Osszefiigg azzal, hogy az
RNAP Il a fehérjekodold gének mely részén helyezkedik éppen el [5]. A ciklinfiggd kinaz 7
(CdK7) — élesztében kinaz 28 (Kin28) — altal végzett Ser5 foszforilacio a gének 5' végének
kozelében a legnagyobb mértékii. In vivo vizsgalatok azt mutatjdk, hogy ez elésegiti a
metilguanozin sapka kialakitasat végzé enzimek és az éretlen RNS-ek 5' végének térkozelbe
hozasat. A Ser2 foszforilacidjanak szintje a gének 3' vége felé emelkedik [9, 22, 23]; a
Cdk9/Ctkl — mely a pozitiv elongaciés faktor b (P-TEFb) komplex tagja — felelés ezért a
modositasért. A Ser2-P-nak valosziniileg fontos szerepe van a korai elongacios blokk
elkeruléseben, és az RNAP Il elongécios formajanak kialakitdsaban [24]. Ennek megfeleléen,
a P-TEFb inhibitorok befolyasoljak a transzkripcidt, intronkivagddast és poliadenilaciot
magasabb rendii eukariotak fehérjekddold génjein, [25-27]. Ezen felul, in vitro kisérletekben

kimutattdk, hogy foszforilalt Ser2 és Serb-tel rendelkez6 CTD intronkivagodast és



poliadenildciot aktivdl. Megfigyelték viszont, hogy az emlés p21 fehérjét kddold gén
sugallja, hogy a Ser-P nem minden esetben elengedhetetlen [23]. Itt fontos megemliteni, hogy
a Ser-P nem jatszik szerepet az emlds snRNS-ek és a replikécio altal aktivalt hiszton gének
melyek nem poliadenilalodnak, és nem tartalmaznak intronokat. A specidlis, replikéacio-
aktivalt hiszton mRNS feldolgozé szignal altal szabalyozott RNS 3' vég kialakitas is Ser2-P
flggetlen. Ezzel szemben a Ser2-P fontos szerepet jatszik az sSnRNS transzkriptumok 3' végi
modositasaban, amit egy génspecifikus 3' box szekvencia iranyit [28].

A Ser2 és Ser5 dinamikus defoszforilaciojat CTD-specifikus foszfatdzok végzik, igy
nagyban hozzajarulnak a foszforilaltsagi mintazatban bekovetkezé valtozasokhoz, valamint
alapvetden fontosak ahhoz, hogy az RNAP II 0j transzkripcios ciklusba kezdhessen. A Ser2-P-
t egy evolicidésan konzervélt fehérje, az Fcpl defoszforildlja, mig a Ser5-P-t az Ssu72
(élesztében) és az SCP1 (eml6sokben) [29]. Az Ssu72 mutacidja a transzkripcid hibas
miikodését és a Ser5-P szint emelkedését okozza, ami aldtdmasztja azt a feltevést, hogy
befolyésolja a CTD foszforil4ciot a transzkripcié alatt [30].

CTD ellenes ellenanyagokkal in vivo kimutattak, hogy a Ser7 szintén foszforilalt
SnRNS gének és egyes fehérjekddold gének transzkripcidja sordn. Ez a jelzés tovabb
bonyolitja a CTD kddot. Megfigyelték, hogy a Ser7-P szintje, a Ser2-P-hez hasonldan, a
gének 3' vége felé tetézik, azt sugallva, hogy a Ser7-P-nak a 3' vég modositasiban és/vagy a
transzkripcié terminacidban van szerepe. Ennek ellenére a Ser7 alaninnal val6
helyettesitésének nincs jelentds hatasa az endogén vagy tranziens transzfekcioval bejuttatott
fehérjekodold genek &tirdsaban, viszont lényegesen gatolja a humén snRNS gének
transzkripciojat és 3' vég modositasat, ami arra utal, hogy a CTD kod legalabb egy eleme
génspecifikusan mitkodik [20, 31].

Az ersen konzervalt Tyrl is lehetséges foszforilacios hely, és in vivo tirozin
foszforilacié ki is mutathatd [18], de eddig meég nem tisztazott a funkcidja, hasonléan a
treonin foszforilacijdhoz [17]. Mivel az emlés CTD-ben 15 treonin fordul el6 a 2-es, 5-0s
vagy 7-es pozicidban (a konszenzus szekvenciétol eltéréen), igy lehet, hogy ezek szolgalnak

foszforilacids helyként, és nem a Thr4.
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A CTD foszforilaciés ciklusa
(Y. Hirose and Y. Ohkuma, Phosphorylation of the C-terminal Domain of RNA Polymerase
I1 Plays Central Roles in the Integrated Events of Eucaryotic Gene Expression, J Biochem
2007 141: 601-608;)

Gerincesekben a CTD utolsé ismétlodését tovabbi 10 aminosav koveti [2], melyek
allandéan foszforilalt kazein kindz Il (CKII) helyet tartalmaznak. Ezen aminosavak
eltavolitasa a CTD lebomlasat eredményezi, akadalyozva a transzkripciét és az RNS érés
folyamatét [32, 33]. Ezzel szemben a CKII célszekvencia mutacidja nem befolyasolja a CTD
stabilitasat.

Minden konszenzus heptapeptid szekvencidban két peptidil-prolil kotés talalhato, és
ezek cisz vagy transz szerkezetliek lehetnek; ez négyféle térszerkezet kialakitasat teszi
lehetové ismétlodésenként. Egy poliA jelzések felismeréséért felelos fehérjérdl kimutattak,
hogy csak olyan ismétlddésekhez kapcsolodik, amelyekben mindkét prolin transz helyzet.
Valoszintisithet6, hogy a kotéseket peptidil-prolil izomerédzok (PP1az) modositjak. A PPlaz



aktivitassal rendelkez6 emlds Pinl ¢és az éleszté ESS1 feltételezhetden ilyen CTD modositd
enzimek [34], mivel kolcsonhatnak a foszforildlt CTD-vel, és specifikusak az olyan
szubsztratokra, melyekben a prolint Ser-P és Thr-P ¢l6zi meg. Az éleszt6 ESS1 mutacidi
akadalyozzak a mRNS 3' vég kialakulasét; eml6sokben a Pinl poliadenilacioban betoltott
szerepére nincs adat. Ez idaig nem sikeriilt egyértelmilen kimutatni, hogy valamely,
transzkripcioban vagy RNS éréshen szerepet jatsz6 faktor CTD-hez kot6édését befolyasolna a
prolin izomerizacio, bar a Pinl az Fcpl foszfatdz gatlasaval befolyésolja a CTD foszforilacios
allapotat, és ez negativan hat a transzkripciora [35].

Az emlés CTD glikozilacio utjan is modosulhat: a szerin és treonin hidroxil
csoportjaira N-acetilgliikdzamin (O-GIcNAc) kapcsolddhat [36]. Erdekes médon a 110
forman nem észlelhetd glikozilacid, ami arra utal, hogy a foszforildcié €s a glikozilacio
egymast kizar6 mddositdsok a CTD-n. Lehetséges, hogy a promoterekre a glikozilalt forma
kot be, majd egy N-acetilglikézaminidaz szelektiven eltavolitja az O-GIcNAc csoportot,
miel6tt a foszforilacid megtorténne. Mindamellett ez idaig még nem sikeriilt egyértelmiien
bizonyitani, hogy az in vivo kimutathaté alacsony szintii glikozilacié barmilyen szerepet

betdltene a génexpresszidban.
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2. abra
A CTD ismétlddés néhany lehetséges modosulasa

(A. Saunders et al., Nature Reviews Molecular Cell Biology 7, 557-567, August 2006)




Megemlitend6, hogy szoros kapcsolatot figyeltek meg a CTD kod és a hiszton kod
kozott, mely szintén sok kiillonb6zo reverzibilis modositason keresztiil alakul ki. Az atirt
DNS-régi6 kromatinallapota és a CTD foszforilacids mintzata kozott dsszefiiggest mutattak
Ki [37, 38]: élesztbben a Setl és Set2 hiszton metiltranszferdzok a CTD Ser5-P és Ser2-
P/Ser5-P-hez kapcsolodnak. Ennek megfeleléen a H3K4 Setl altali metilacidja a gének 5'
Ezen felil a p300 hiszton-acetiltranszferdiz az RNAP IIA forméahoz kapcsolddik, ami
el6segitheti az iniciaciés ponthoz kapcsolodast, mig egy mésik hiszton-acetiltranszferaz, a
PCAF a IIO format részesiti elonyben, ezzel valdsziniileg az elongaciod elérehaladasanak
kedvez [40, 41].

Bar meg korantsem ismeriink minden részletet, a fentiekb6l lathatd, hogy a CTD
modositasa rendkivil komplex, a transzkripcioban betoltott szerepe nem kevésbé dsszetett. A
szamos résztvevo faktor 6sszehangolasa id6ben és térben nagymértékii pontossagot kivan, igy
a CTD kod kialakitdsaban szerepet jatszo fehérjék vizsgalata alapvetéen fontos és érdekes

téma. A legintenzivebben kutatott terlilet a foszforilacios mintazat funkcidja, és modositasa.

1.2. A CTD-foszfataz felfedezése

CTD-foszfataz aktivitast eldszor egy olyan kisérlet soran észleltek, amelyben az
RNAP Il adenovirus 2 f6 kés6i promoterhez (Ad2-MLP) vald kotédését vizsgaltak a CTD
foszforilaltsaganak fiiggvényében [14]. *?P-jelélt RNAP I[IA-t és I10-t Hela sejtkivonat
jelenlétében inkubdlva azt tapasztaltdk, hogy a hipofoszforilalt TIA forma kot6dott a
preiniciacios komplexhez, mig a 110 nem. Megfigyelték, hogy a 110 forma egy kis frakcidja
atalakult 11A-va. Az igy keletkezett ITA forma mitkodéképes volt, mert beépiilt a preiniciacios
komplexbe. Ez a kisérlet megalapozta azt a feltevest, hogy a HelLa sejtkivonat CTD
foszfatiz(oka)t tartalmaz, és kiindulopontjaul szolgélt tovabbi vizsgélatoknak.

A CTD foszfataz tanulmanyozasédhoz sziikség volt egy megfeleld vizsgalati rendszerre
és egy alkalmas szubsztratra. Az Rpbl C-terminalis fel6li elsé szerinjét savas oldallancok
hatéroljak, és szelektiven foszforilalhaté kazein kindz Il-vel (CKII). Ez a szerin kivul esik az
utolsé heptapeptid ismétlédésen, és foszforilaltsagi &llapota nem befolydsolja az RNAP I
aktivitasat. Tisztitott RNAP [1A-t CKll-vel [y-*?P]ATP jelenlétében jel6lni lehet, majd CTD
kinaz és feleslegben adott hideg ATP segitségével a megfeleld szubsztratta alakithato [14, 42,
43], melyrdél a CTD foszfataz csak a jeloletlen foszfatcsoportokat tavolitja el. Mivel a CTD
foszforilaldsa az Rpbl alegység jol lathatd mobilitdsvaltozasaval jar egy SDS-PAGE soran,



igy a 11O poziciébol 11A-ba torténé elmozdulas a foszfatazaktivitas kozvetlen bizonyitéka.
Ujabb kisérletekben kimutattdk, hogy a p-nitrofenil foszfat, mint mesterséges szubsztrat

szintén alkalmas a CTD foszfatdz vizsgalatara.

1.3. A CTD-foszfataz altalanos tulajdonsagai

Az ¢l6z6 fejezetben leirt vizsgalati rendszer segitségével sikerilt HeLa sejtkivonatbol
egy 150 kDa nagysagu fehérjét tisztitani, amely a 3P-vel jelslt RNAP 110-t defoszforilalta. A
nagytisztasagu fehérjeelegyet denaturaltdk, frakcionaltdk SDS-PAGE-sel, a gélbdl kivagtak,
majd az egyes géldarabokbdl renaturaltak a fehérjéket [44]. A CTD-foszfatdz aktivitast a 150
kDa-nak megfeleld savbol renaturdlt fehérjénél kaptak vissza.

Az els6ként azonositott CTD-foszfataz, az Fcpl, a jellegzetes DXDX(TV)
motivummal rendelkez6 CTD-foszfatdz csaldd prototipusa. Ortoldgjait megtaldltdk szamos
eukariéta modellorganizmusban. Miikodéséhez Mg?*-t igényel, és ellenallé az okadaic savval
szemben, ami a szerin/treonin foszfatdz 1, 2A és 2B protein-foszfataz fehérjecsaladok
hatékony gétlészere [42]. A Mg®* fiiggbséget igazolja az a megfigyelés is, hogy a
hiperfoszforilalt forma preparalasakor nagy mennyiségii EDTA és EGTA sziikséges, hogy
megkossék a Mg”*-t, ezaltal gatolva a CTD-foszfataz miikodését. [45].

A CTD-foszfataz specifitisa tobb szempontbol is érdekes. A CTD-foszfatdz a CTD-re
nagymértékben specifikus. Még nem tisztazott, hogy képes-e defoszforilalni olyan fehérjéket,
mint az SPT5, amelyek CTD-szeri ismétlddéseket tartalmaznak [46, 47], és szintén
foszforilaltak [48]. (Az SPT5 a transzkripcio-elongécioban fontos szerepet jatszik. CTD-jének
foszforilaltsdga sziikséges az elongéacié lezajlasahoz.) A CTD-foszfataz defoszforilalja a
szerin/treonin CTD-kindzok altal Iétrehozott RNAP 110-t [42], de ismert, hogy az RNAP 110
egy resze in vivo foszforilalt tirozinon is [18]. In vitro készitett eml6s RNAP 110, amelyet c-
Abl tirozin-kindzzal foszforilaltak, nem defoszforildlhaté a 150 kDa-os fehérjével (nem
publikalt adat, Chambers és Dahmus), valamint a CTD-foszfataz nem érzékeny vanadatra,
ami a tirozin foszfatdzok ismert gatloszere. Ezen megfigyelések szerint létezhet egy masik
CTD-foszfataz is, amelynek a CTD-n talalhatd foszfotirozinek a szubsztrétjai. A fenti
vizsgélatokbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a CTD-foszfatdz szerinen és treoninon hat, és a
RNAP ll-re rendkivul specifikus.

Ahhoz, hogy pontosabban megvizsgélhassuk a CTD-foszfatdz aktivitisat, érdemes
attekinteni a kiilonb6z6 CTD-kinazok specifitasat. A TFIIH &ltalanos transzkripcios faktor a

preiniciacios komplexhez kapcsolddik, és foszforildlja a CTD-t a transzkripcio inicicid alatt



[49-51]. Ez a valtoz&s megszunteti azokat a fehérje-fehérje kdlcsonhatasokat, amelyek ahhoz
kellenek, hogy az RNAP 11 a preiniciaciés komplexbe kapcsolddjon, és ezaltal lehet6vé teszi,
hogy az elinduljon a promoterrél. A kordbban mar emlitett P-TEFb az elakadt elongacios
komplexek Gjrainditasiban és a folyamatos elongacié serkentésében jatszik fontos szerepet
[52, 53], valamint ellendlléva teszi az elongaciés komplexeket bizonyos gatlé faktorokkal
szemben, mint példaul a negativ elongécios faktor (NELF) [54]. A CTD-t foszforilaljak
egyeb, altalanosabb fehérje kindzok is. llyen a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) is,
amely kornyezeti stressz hatdsara és petesejtérés sordn foszforiladl [55-57]. Az emlés
sejtciklusban részt vevo, szabalyzo szerepet betolté Cdc2 kinazrél szintén feltételezhetd, hogy
van CTD-kinaz aktivitasa is [58], és in vitro képes gatolni a transzkripciot [59]. Ezek az
enzimek azon kivil, hogy a transzkripcios ciklus mas-mas fazisaiban hatnak, még abban is
kulonboznek, hogy a konszenzus szekvencidn belill nem ugyanazokat az aminosavakat
részesitik eldnyben. Szamos, mesterséges peptideket felhasznald kisérlet segitségével
megallapitottdk, hogy a TFIIH és a MAPK a CTD ismétlodés 5-0s pozicioban 1évo szerinjét
foszforilalja [60-62], mig a Cdc2 kinaz a 2-es és 5-0s szerint egyardnt modositja [17]. A
preiniciacios komplexek vizsgalata sordn pedig azt tapasztaltdk, hogy a TFIIH az 5-0s, a P-
TEFb a 2-es szerinen hat [63], b&r a P-TEFb specifitdsat a HIV-1 Tat fehérje képes olyan
irdnyba valtoztatni, hogy az mindkét helyet foszforilalja. Ujabb kutatasok kimutattak, hogy az
emlés CTD-foszfataz képes TFIIH, P-TEF, MAPK és Cdc2 altal in vitro foszforilalt RNAP 1
defoszforilalasédra (nem publikdlt adat, Lin és Dahmus), ezzel bizonyitva, hogy a
szerin/treonin CTD-kinazok altal létrehozott RNAP 110 a CTD-foszfatdz szubsztrétja.

A CTD nélkili RNAP 11 és a hipofoszforilalt RNAP I1A a CTD-foszfatdz kompetitiv
inhibitorai [43]. Ez a megfigyelés azt valosziniisiti, hogy az RNAP II-n taldlhat6 egy CTD-n
kivili kothely az Fcpl szdmara. A foszfatazreakcio lejatszodasara két modellt allitottak fel. A
»docking-site” modell szerint a katalitikus aktivitashoz sziikséges a foszfatdz CTD-n kivili
kotéhelyéhez kapcsolédasa. Az még nem teljesen ismert, hogy ez a kdlcsdnhatds miként
serkenti az enzim aktivitdsat. Lehetséges, hogy egyszeriien a foszfatdiz megfeleld helyen
torténd lokalizaciojat szolgalja, de az is eléfordulhat, hogy feladata a fehérje megfeleld
aktivitas a kotShelyhez valé kapcsoldédason keresztiil szabalyozodik. Ujabban kimutattak,
hogy a CTD-foszfatdéz az RNAP 11 Rpb4 alegységehez kapcsolodik [64], és a ,,docking-site”
modell alapjan ez a kapcsolodas sziikséges a foszfataz aktivitasdhoz [43]. Ezzel ellentétben a
,.distributive” modell megkérddjelezi az Fep1-Rpb4 kapcsolddas funkcionalis jelentéségét, az

Fcpl és a CTD kozott klasszikus enzim-szubsztrat kapcsolatot feltételez [65].



1.4. A CTD-foszfataz szabalyzasa a TFIIF és TFIIB altal

A TFIIB, E, F, H és TBP vizsgalata soran kiderilt, hogy a CTD-foszfataz aktivitasat
serkenti a TFIIF, és ezt a serkentést gatolja a TFIIB. A human TFIIF két alegységbdl all, a 26
kDa-os RAP30 és az 58 kDa-0s RAP74, melyek kozil a RAP74 alegység felelés a
serkentésért [43]. A CTD-foszfatazt a TFIIF-fel valo kdlcsdnhatasa alapjan nevezték el Fcpl-
nek (TFIIF-asszocidlt CTD-foszfatdz). A TFIIF és TFIIB eltéré hatdsdt magyarazza a két
faktor transzkripcioban bet6ltott kiilonb6z6 szerepe. A TFIIB az inicidci6 soran a TFIIA és
TFIID utan kapcsolddik a promoterhez, majd eldsegiti az RNAP II/TFIIF komplex kotddését.
Elsddleges szerepe az, hogy meghatarozza a transzkripcié kiindul6pontjat [66]. Miutan a
TFIIH foszforilalja a CTD-t, az RNAP Il elhagyja a promotert, de a TFIIB helyben marad.
Lehetséges, hogy az iniciacié alatt a helyhez kotott TFIIB megakadalyozza, hogy az Fcpl
hozzéférjen a CTD-hez. Mivel a foszfataz mar a preiniciaciés komplexbe beépul [67], ezért
szigorian szabélyozott kell legyen, nehogy feleslegesen foszforilalodjon, majd azonnal
defoszforilalodjon a CTD. Miutdn az RNAP 1l elhagyja a promotert, a TFIIF méar szabadon
befolydsolhatja az Fcpl aktivitasat, a TFIIB negativ hatdsa nélkil [68]. Bar a két faktor Fcpl-
re gyakorolt hatdsanak pontos mechanizmusat még nem &llapitottdk meg, az ismert, hogy a
TFIIF és TFIIB kozotti kdlcsonhatasért a TFIIF RAP74 alegységének C-terminalisa a felelds;
ugyanaz a régio, ahol az Fcpl-el is kapcsolddik [69]. A TFIIB negativ hatdsat ugy fejti ki,
hogy meggétolja a TFIIF és Fcpl kozti kapcsolatot [68].

1.5. A Drosophila melanogaster, mint modellorganizmus

A molekularis genetikai tudoméanyokban a Drosophila melanogaster az egyik
leggyakrabban hasznalt modellorganizmus. Ennek szdmos oka van, mint példaul: rovid
¢letciklus, konnyii és olcsod fenntarthatosag, sok utod, valtozatos morfoldgiai markerek stb. A
balanszerkromoszomak és a rendelkezésre &ll6 genetikai modszerek nagy szdma is kivalo
kisérleti objektummd teszik. Funkcionyeréses ¢és funkciovesztéses mutaciok eldallitasa
lehetséges tobb maddszerrel. Sokoldaluan hasznalhato lehetéség az is, hogy egy adott gén
(illetve tetszéleges nukleotidszekvencia) tltermeltetheté szovetspecifikusan és/vagy adott
fejlodési stadiumban az UAS/GAL4 rendszer segitségével. A rendszer alapjait Fischer és
munkatarsai fedezték fel 1988-ban. Lényege a kovetkez6: A GAL4 egy 881 aminosavbol allo,

Saccharomyces cerevisiae-ben megtaldlhatd fehérje, mely galaktdz altal indukalt géneket
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szabalyoz, oly modon, hogy a tobbsejtli eukariotak enhanszer elemeivel analég Upstream
Aktivalo Szekvenciakhoz (UAS) kapcsolodik. Fischer kimutatta, hogy egy UAS mogé épitett
tetsz6leges gén aktivacioja Drosophila-ban is lejatszodik GAL4 jelenlétében, és hogy a GAL4
jelenléte 6nmagéban nem Kkarositja az allatokat [70]. Ez a két megfigyelés vezetett el Brand és
Perrimon Kisérleteihez, amikor az UAS/GAL4 rendszert célzott génexpresszidra hasznaltak

[71]. Amodszer az in vivo génmitkodés-kutatas egyik legjobban hasznélhatd eszkdzéve valt.

GAL4 driver torzs UAS konstrukciét hordozo torzs

e
[ Ispec. promoter [ | GAL4 [ | [ Tuas | [fepl | |
GAL4 Protein

GAL4/UAS torzs

| [spec. promoter | | GAL4 | |

GAL4 Protein

3. dbra
Az UAS/GAL4 rendszer sematikus miikodése
(http://de.wikipedia.org/wiki/Gal4/UAS-System)
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I1. Célkitiizés

Vizsgalataim céljaul az Fcpl fehérje funkcidjanak, transzkripciéban betdltott
szerepének megismerését tiiztem ki. Az Fcpl kdzponti szerepe a CTD defoszforilaciojaban jol
ismert, &m a pontos mechanizmus, ill. hozzajarulasa a kiilonbozé részfolyamatok
szabalyozasahoz (pl. sapkazodas, intronkivagddas, poliadenilacid, stb.) még nem egyértelmd.
Ezek pontos megértese nélkil nem alkothatunk teljes képet a transzkripciorél, azon keresztil
a génexpresszid szabalyozasarol. Kisérleteim kdzéppontjadba az Fcpl Drosophila
melanogaster ortologjat Aallitottam. A Drosophila kivalo6 modellorganizmus, genetikai
rendszere kidolgozott, egyszertien kezelhetd, és magasabbrendli eukaridtaként a
vizsgélatokbol levont kovetkeztetések kodnnyebben pérhuzamba Aallithatéak pl. humén
eredményekkel.

Mivel az Fcpl Drosophila melanogaster homoldgjarél még nem kozoltek adatokat, igy
els6 célom a DmFcp1 fehérje azonositasa és klonozasa volt.

Az Fcpl minden eukariotdban megtalalhat6, funkcidja konzervalt, ezért érdekesnek
tartottam megvizsgalni, hogy az egyes ortologok képesek-e hatast kifejteni heterolog
rendszerben, tehat pl. a DmFcpl befolyéasolja-e a transzkripciot human sejtekben.

Maig nem tisztazott, hogy az Fcpl és Rpb4 kozotti kdlcsonhatasnak van-e jelentésége
az Fcpl mikodésében. Célul tliztem ki a Drosophila Fepl és Rpb4 kozotti kolcsdonhatas
vizsgélatat, ill. annak megvalaszolasat, hogy az Fcpl mely régioi szikségesek az Rpb4-gyel
val6 kapcsolddashoz.

Az Fcpl funkciojat a fehérjeszint in vivo megvaltoztatasaval kivantam megvizsgalni, a

dmfcpl gén transzgénekkel torténd csendesitésével ill. tultermelésével.
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I11. Anyagok és modszerek

111.1. Rekombinans DNS konstrukciok

A dmfcpl genomi és cDNS klonjait PCR segitségével allitottam el két-két
fragmentumként, az #1-#2 és #3-#4 primerparokkal w1118 genotipusu allatokbol szarmazo
genomi és cDNS templatbdl. A PCR termékeket minden esetben pTZ57R/T (Fermentas)
vektorba klonoztam, amely kivaloan alkalmas a (Taq enzim &ltal réépitett) 3° A taInyalo véget
tartalmazé PCR termékek beépitésére. A fragmentumok Osszeépitése egy atfedd, egyedi Ncol
helyen tortént. A genomi R251G pontmutans klont helyspecifikus mutagenezissel allitottam
el6, az #5 és #6 primerek felhasznaldsaval. A szekvencidk pontossigét szekvenaldssal
ellendriztem.

Konstrukciok éleszté két-hibrid kisérletekhez: A dmfcpl cDNS klonjat lexA DNS-ko6td
(pBTML116), ill. GAL4 aktivalo (pGAD424) domént tartalmazd vektorokba épitettem EcoRI
és Sall helyek felhasznélasaval. Az FcplABRCT és a BRCT roviditett valtozatok szintén
PCR-rel késziltek (#10-#13, valamint #11-#12). Az egyéb delécidkat (Fcpl N- és C-
terminalis, ill. AC fragmentum) megfeleld helyen talalhato restrikcios hasitohelyek (1571 bp-
nal 1év6 Ball ill. 2123 bp-nal 1év6 Bglll) felhaszndlasaval hoztam létre. A BTM116-Rpb4,
BMT116-Ada2, GAD424-Rpb4 és GAD424-Ada2 konstrukcidk kordbban el lettek készitve
mas vizsgalatokhoz, igy rendelkezésemre alltak.

Konstrukciok transzgenikus Drosophila torzsek készitéséhez: A DmFcpl-et és
DmFcplR251G-t tultermel torzsek létrehozasahoz a dmfcpl megfelels cDNS és genomi
klénjat pUAST vektorba épitettem (pUAST-fcplc, pUAST-fcplg és pUAST-feplgte'©)
EcoRI és Sall enzimekkel. A dmfcpl gént RNS interferencia segitségével csendesitettem: a
genomi szekvencia 1271 — 2205 bp kdzotti fragmentumat (#7-#8 primerek) épitettem a pWIZ
[72] vektorba két kopiaban, fej-fej orientaciéban AvrlIl ill. Nhel helyre. A vektorrol kifejez6d6
ssRNS onmagaval hibridizalva egy hajtli struktarat hoz létre, ¢és az igy létrejovo dsRNS RNS
interferenciat indukal. A Xenopus laevis fcpl és fcplD181E szekvencidk O. Bensaude-tol
szarmaznak, ezek taltermelésre alkalmas transzgént hordozd pUASP vektorba lettek épitve.
Konstrukciok HelLa sejtvonal transzfekci6jahoz: A dmfcpl megfeleld genomi klonjat
pcDNA3 emlds expresszios vektorba épitettem (pcDNA3-fcplg és pcDNA3-feplg™>i©)
EcoRI + Bsp120l, ill. EcoRI és Smal hasitohelyekkel.

Konstrukcidok promoter-analizishez: Az eredeti pA3Luc-fcplprom plazmidot Horvath Andrés
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készitette a dmfpcl gén el6tti mintegy 700 bp hosszisagh szakasz PCR-rel torténd
felsokszorozasaval (#16-#17 primer). A 495-1 (182-677), 396-1 (281-677), ill. 322-1 (355-
677) roviditett valtozatok PCR-rel késziltek az #18-#17, #19-#17 és #20-#17 primerek

felhasznalasaval.

1. | Fcpl-Fw/EcoRl | GCGAGAATTCATGCAGAACATACCGGACGA
2. | Fcp1-PvuDn ACATCCTCGCGATCGTCAAT
3. | Fcpl-PvuUp CCATGGTGTGCATCATTGAC
4. | Fcpl-Rev/Sall CGAGTCGACGGTGTTCACAGATGCTACAGA
5. | Fcp1R251Gfw CACGCGCCTGGGCCCCGGCACCG
6. | Fcp1R251Grev CGGTGCCGGGGCCCAGGCGCGTG
7. | Fcp1-RiFw CTGAGCTAGCGCGATGCCAAGGATCCAGAG
8. | Fcp1-RiRev CTGAGCTAGCGGTGAAGACCAGCAGCGGAT
9. | Fcpl-Fwl3 CAGTGAATTCCGTAAGCCTTGCGATGCAGA

10. | Fcpl-BFw CAGCATATGGAGCACGTGGAGGAGA

11. | BRCTFw CTAGAATTCCGGAGCGAAGTGCTGC

12. | BRCTRev CATGTCGACCCAGCGCTCGGCGCAG

13. | Fcpl-BRev CGGCATATGAATCTTCGAAACGATA

14. | rpL17aFw GTGATGAACTGTGCCGACAA

15. | rpL17aRev CCTTCATTTCGCCCTTGTTG

16. | FcplpromFw CTATGGATCCTCGCGGTGCATGTAGC

17. | FcplpromRev GCATGTCGACTCGCAAGGCTTACGTT

18. | FplF GGCATGGGTCCAATCCAGG

19. | Fp2F GCGCTTCAGGTCTTCCTTG

20. | Fp3F CGCCGATTAAACAGTGTTGG

1. tdblazat: Felhasznalt primerek

111.2. Eleszté két-hibrid kisérletek

Fehérje-fehérje kolcsdnhatasok in vivo kimutatasa Saccharomyces cerevisiae L40
torzs (MATa, his3A200, trp1-901, leu2-3112, ade2, LYS2::lexA-HIS3, URA3::lexA-lacZ gal4
gal80) felhasznélasaval.

Eleszté transzformalésa:

1. éleszt6 novesztés 5 ml YPAD gazdag tapoldatban (1 literben: 20 g Peptone-Y; 10 g
¢lesztd kivonat-Y; 20 g dextr6z; 50 mg adenin 25 mg/ml torzsoldatbol) éjszakan at, 30
°C-on

2. masnap tovabboltas 50 ml YPAD-be, ndvesztés, mig a kultira ODgoo értéke el nem éri
a 0,4-0,6-ot
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

centrifugalas 2500 rpm-mel szobahdmérsékleten 5 percig

szuszpendalas 40 ml steril TE oldatban (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 1 mM EDTA)
felszuszpendaltam

centrifugalas 2500 rpm-mel szobahdmérsékleten 5 percig

az Osszegylijtott élesztosejtek szuszpendalasa 2 ml Li-acetat/0,5 TE (0,1 M Li-acetat; 5
mM Tris-HCI; 0,5 mM EDTA) oldatban

inkubalas 10 percig szobahémérsékleten

transzformaland6 DNS hozzéadasa; mintanként, 100 ul élesztészuszpenziohoz: 0,1 mg
denaturélt hordozé6 DNS, 0,5-0,5 ng pBTM116 ill. pGAD424 Kkonstrukcio (melyek
természetesen tartalmaztak a vizsgalni kivant fehérjéket kodol6 cDNS-t)

+ 700 pl PEG/Li-acetat/TE oldat (40% PEG-3350; 0,1 M Li-acetat; 10 mM Tris-HCI
pH 8,0; 1 mM EDTA)

inkubalas 30 °C-on 30 percig

+80 ul DMSO

hésokk 42 °C-on 7 percig

sejtek Osszegylijtése rovid centrifugalas (13000 rpm, 10 mp)

szuszpendalas 1 ml TE-ben

mintak kettéosztasa (0,5-0,5 ml), majd révid centrifugalas

szuszpendlas: egyik mintasor 100 pl TE-ben, mésik 50 ul TE + 70 pl hisztidin
oldatban (50 mg/ml)

szélesztés TULLH lemezekre (1 literre: 1,2 g élesztd nitrogén bazis; 5g (NH,),SO,; 10
g borostyankésav; 6 g NaOH; 0,55 g TULLH teljes kiegészité keverék; 2% glikéz +
2% agar)

111.3. Transzgenikus Drosophila melanogaster torzsek létrehozasa

1.

a transzgéneket hordozd plazmidok injektaldsa dekorionizalt w1118 embridkba 1
mg/ml koncentracidban, injektalé pufferben (5 mM KCI, 0.1 mM KH;PO4/K;HPO,
pH 7.8), 0,5 mg/ml A2-3 transzpozéaz enzimet expresszal6 plazmiddal elegyitve

a kikel6 allatokat keresztezése egyenként w1118 legyekkel

transzforméansok kivalogatdsa az utédok kozil a transzgénekben 1évé miniwhite

szemszinmarker segitségével
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111.4. Felhasznélt Drosophila torzsek

Az actin5c ¢és hosokk GAL4 driver torzsek a Bloomington Drosophila Stock Center-

bél, a daughterless, tubulin, armadillo, vestigial, escargot, engrailed és GMR GAL4 driver

torzsek Szabad Janos (SZTE, AOK, Orvosi Biologiai Intézet) laboratoriumabdl szarmaznak.
A p53 null muténs torzset Yikang S. Rong (NIH, Bethesda, USA), a pUAST-p53H159N
torzset Michael W. Young (Rockefeller University, NY, USA) készitette.

I11.5. Ossz RNS kivonas Drosophila larvakbol, reverz transzkripcié és PCR

Mintanként 10 db L3 allapotd larvat, vagy ennek megfeleld tomegii L2 allapota

larvabél vontam ki 6ssz RNS-t.

1.
2.

© © N o g > »w

10.
11.
12.
13.

minta homogenizélasa 0,75 ml TRIzol®LS reagensben (Invitrogen)
+0,2 ml DEPC-vel (dietil-pirokarbont) kezelt viz

5 perc inkubalas szobahémérsékleten

+ 0,2 ml kloroform

5 perc inkubalas szobahémérsékleten

centrifugalas 4 °C-on 10 percig 12000 g-n

+ 0,5 ml izopropanol a felsd, vizes fazishoz (kb. 0,5 ml)

10 percig inkubalas szobahémérsékleten

centrifugalas 4 °C-on 10 percig 12000 g-n

felliluszo eltavolitasa, és a kicsapddott RNS-t mosasa 1 ml 75%-os etilalkohollal
centrifugalas 7500 g-n 5 percig

felliluszo eltavolitésa, és a csapadék szaritasa szabad levegén

visszaoldas 100 pl vizben

Reverz transzkripcio:

1.
2.
3.

4.

2 ug RNS templét + 0,2 ug random hexamer primer 11 ul végtérfogatban

inkubalas 70 °C-on 5 percig

+ 4 ul 5x M-MuLV RT puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.3; 50 mM KCI; 4 mM MgCly;
10 MM DTT) + 1 mM dNTP keverek 19 ul végtérfogatban

inkubélas 25 °C-on 5 percig
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5. +1 ul (200 egység) M-MuLV reverz transzkriptaz (Fermentas)
6. inkubélas 25 °C-on 10 percig, majd 42 °C-on 60 percig

Semi-kvantitativ PCR:

2 ul cDNS templét felhasznalasaval, 30 cikluson keresztil

111.6. Drosophila szarnydiszkusz festése acridin-orange festekkel

Apoptotizal6 sejtek lathatdva tétele larvalis szdvetben:

1. szarnydiszkusz preparalds L3 stadiumu larvakbdl

percig
3. héaromszori mosés PBS oldattal (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,HPO,, 1,4
mM KH,PO,)

4. Kkiertékelés fluoreszcens mikroszképpal

111.7. Huméan (HeLa) sejtkultira fenntartasa és transzformécio

A Hela sejteket DMEM (SIGMA) tépoldatban (+ 5% borja szérum, 0,1 mg/ml
streptomicin, 0,05 mg/ml ampicillin), 37 °C-on, 5% CO, koncentracié mellett voltak
novesztve, es kétnaponta passzalva.

Transzforméaciéo ExGen500 (Fermentas) reagenssel:

1. a transzforméalandd DNS elegy (bejuttatni kivant plazmidok, ill. ,toltelek” plazmid
DNS, mely arra szolgél, hogy minden minta azonos mennyiségii DNS-t tartalmazzon,
igy kikiiszobolve az esetleges, DNS mennyiségbdl szarmazo6 toxikus hatast) feloldasa
100 pl 150 mM NaCl oldatban

2. megfelelé mennyiségli ExGen 500 reagens hozzaaddsa (3,3 ul reagens/ul
transzformaland6 DNS), és azonnali keverés 10 mp-en keresztil

3. inkubéci6 10 percig szobahémérsékleten

4. a transzformal6é elegy hozzadad&sa az el6z6 nap szétosztott HeLa sejtkultarahoz
(mintanként 2,5x10° db sejt)
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5.
6.

inkubalas 37 °C-on

kiertékelés (luciferazaktivitds-mérés) 24 ora elteltével

111.8. S2 sejt transzformécio

A Drosophila S2 Schneider sejteket Schneider (SIGMA) t&poldatban (+10% borjd

szérum, 0,1 mg/ml streptomicin, 0,05 mg/ml ampicillin) 25 °C-on voltak ndvesztve, és

kétnaponta passzalva.

Transzformécio kalcium-foszfat csapadékkal:

1.
2.
3.

a bejuttatni kivant DNS-t felold&sa 250 pl vizben

+ 25 ul 2,5M CaCl, oldat

az oldat cseppenkénti hozzaadéasa 250 ul HEPES pufferhez (50 mM HEPES, 280 mM
NaCl, 1,5 mM Na;HPOy; pH 6,9) gyenge keverés mellett

10 perc inkubacié szobahdmérsékleten

a transzformaldé elegy hozzaadasa az el6z6 nap szétosztott S2 sejtkultdrahoz
(mintanként 3x10° db sejt)

kiertékelés (luciferazaktivitds-mérés) 48 ora elteltével

111.9. Luciferazaktivitas mérése

o ok~ w D

Luciferazt kifejez6 vektorral transzformalt mintak kiértékelése:

sejtek Osszegylijtése

centrifugalds 13000 rpm fordulaton, 4 °C-on, 5 percig

+ 200 pl Cell Culture Lysis Reagent-ben (Luciferase Assay System, Promega)
inkubalas 30 percig jégen

centrifugalas 13000 rpm fordulattal, 4 °C-on, 5 percig (sejttormelék kitlepitése)
luciferazaktivitdas mérése 20 pl sejtkivonat es 25 pul Luciferase Assay
Substrate/luminol (Luciferase Assay System, Promega) felhasznaldsaval Berthold

Detection Systems Orion L luminométerben
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IV. Eredmények

IV.1. ADmFcpl azonositésa és klbnozésa

Az Fcpl Drosophila melanogaster ortoldgjat a BLASTP keresGprogram segitségével
azonositottam, a human Fcpl-gyel mutatott homoldgia alapjan. Az azonositott fehérje
(Q9W147 — Swiss Protein Database) 880 aminosav hossz(sagu, 35% azonossagot és 51%
hasonlésdgot mutat a hFcpl-gyel. Mas Fcpl ortologoknak megfeleléen, a DmFcpl is
tartalmaz egy konzervalt C-termindlis foszfatdiz domént (CPD) és egy Brca-1 carboxil-
terminélis (BRCT) domént. Ezekben a régiokban a hasonlésdg 75% és 60% a humén
ortoldghoz képest. (4. abra) A DmFcpl-et a CG12252 gén kodolja, mely a mésodik
kromoszdma jobb karjan helyezkedik el, a 60D5 citolégiai régidban.

Tovébbi vizsgalatokhoz a DmFcpl-et kédolé genomi és cDNS-t PCR-rel izol&ltam.
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D.m. MQN | PDEEGATPSRAPGGVAASBAAEBDDGGGESGAKNSASENSNNNTSGGG | | VLRAALGENEARA
Xl e e e MQNRAREEGEL SQSGQYCDVRFSEB - - - - === - = -cccemmmnnmnn PRPL
Hs. e MEVPAABRVPAEGAPTAAVAEVRCPE - - - - - - - - oo oo oo PAPL

D.m. V | NKIWRMRE FMSAAQIBFLYQPVG-VDAKDAKDAGKPGE- - - - - - DCA IQRYKESQ KKRLR
X1 RIVE KMCPGBAS QI.SV ALAVPVLGAEVVRSNE - --ETE - - -RPHRAPERK I KSD QELCL
H.s. RILE RMAAGAA RI.SV AVFEAAASAQSSGASQSRVASEBGCVRPAR-PERRL RSE RELCA
D.m. KEGELLTKEDAILEEBSECIHTTM! KDM Al RENENGQ - - - - - - TSIEASMP TMRDEK
X1 KPGEVVPA GV.VR SSENHP VMMKG L Q TALQSKNGKQQVPYSTATMS SVPELM
Hs. QPEBQVVAP AV.VR EGESHP VMMKG L Q TALQSKNGKQQVPLSITATMS SVRELM

D.m. QK HDBT R NDTVPDN - | Y YGPHSRBWY
Xl EQ RE F EQHCQHMSR| F G - RGERPML
H.s. EQ REBQQ QHCQQMSN - R i

D.m. FNAT D
Xl IDPY G

D.m SKHELDGEG - -VDFKE I TEKHGDKDKTE
X1 SREAQMKSKVSCSKASEVTEKSEASAQDS
H.s. SRESQTRKKVNHSRGTEVSIEPS -PPVRDP
D.m. S i I I A A A R SSEVKPERTDKGDN - - - - - - - - - - - - - - oo oo o oo -
Xl EHAKDILVEEHSNGRRKAMKELNGGCTANSELTKKBTECSDELHEHDSTSSHLTDVLNSKKVKSLAD
H.s. EGVTQAPGVEPSNGLEKPARELNG- - - -SEAATPRBSPRPGKPDERD- IWPPAQAPTSSQELAGAPE
Dm. e e eeee e ae e TVTSTSKBDBVNEESIVDVFE IEGDAKDPEVEINASSATEAPKEPRDKLNGK
X1 TPPSLEQDERTNVS I PQPKTGAAKBLBFDLSSDSDSEGETRKISSPSSASGSENECKRSWRKSNKKD
H.s. PQGSCAQGGRVAPGQRPAQGATGTEBLBFDL SSIDSESSSESEGTKSSSSASDGESEGKRGRQKPKAAP
D.m. TNAEDIVVIDDSSSGSPDAEKAASDGEDVVV IDDNSKESTKAEVPPTPAEKNEVVASSTTSPDEKRP
X1 EDCIASQELCTDDDSKKARPENHSNLERP IFESKDTLPVEDDEMEVQSASLCDLGNGCTDKKEVETE
H.s. EGAGALAQGSSLEPGRPAAP -SLPGEAEPGAHAPDKEPELGGQEEGERDGLCGLGNGCADRKEAETE

EEEEEEN EEEn EEEEEN -e Ll - LA LR} LR L] L] LR =] "

D.m. ADAD%&TTSKTP RAPLEGQKQ - | §I EBP Y BL V| RN I HKRFMS | - - -ETTE! L
Xl NSEqSGITVGE DQSMEEEDEDSEDTBE H = VRVHTDY¥YAK RYLKKEVDDV
Hs. NSELSEVTASEINROSURRRRS - - BPT EPRVRHTRYV KIPR LNKR L E R

LR L] L L] N — — —

D.m. KV K | RSIE KNL V QMKLEQSRAYF | AKS EVK------ NI DKE | VAV NA

X1 RN E!K K VI.T NF P RTREFYHARA NI SKNL I LKPDDSDRV IAARS

Hs. REVEELK R Ba, LLTRLLS a

—
D.m NARKKEP A | KNAANA NIWEW T €A ERWE HVIEE RKVRNKGRQPPAHCHSPEHVVNYSERS
X, NCKHL HVINP EWLWS CL ERWE KVEEQ EDYTKSQRA ISPTTFPDVQSAFQTPLF
H.s. HLH DDHTKAQRENSPAAFPDREGVPPTALF
D.m. Ei1sPsssRofleeaseNFRETLNPLIVFTNG - - oo oo ADIESM
X, HPTR I HPKTAPGPEVHL YNPVTGKEIRKGSQGSSQSPY IQAPSPPLTLPVHGEHSSFRVVQPHQEQL
Has. HPMBlV L PKABPGPEVR | YDSNTGKIIRTGARGP - - - - - - - - PAPSSSLP |RQEPSSFRAVPPPQPQM
D.m. NKDYETFFESDSSSDEBBVNFENPR- - - - - DKKLBKRKREDDNSNRAHBFFTRSDB- - - - - - - - - -
X, FDDEEPPTANQDEEQSEPSRRKRQPSMSESMPLYTECKEDL ESMDKEVDD I LGEGSPDSDSEKKKTV
H.s. FGEELP- - DAQDGEQPERSRRKRQBSMSETMPL Y TECKEDL ESMDKEV DD I LGEGSBDSDSEKR - - -
Dm. - IMIGAPNLVEVD I SSNEEADDNNEKEDDDDEMBsAKFRRGEDL PsBL EL cBEsNBexEPEDE
X, KVKKSQSAAQGDKLKNPEERTETPSSSSSEKSLSGTREREHKRKLEEEEEPAESVESKESSNEDEEG
H.s. RPEEQEEEPQPRKPGTRRERTLGAPASSERSAAGGRGERGHKRKL NEE - - BAASESSRESSNEDE -6

D.m. DDG NMMG A REFLGLEDFDM
X1 SSSEADE A AELNDF | - - - -
H.s. SSSEADE K AELNDLM - - - -

4. dbra
A Drosophila melanogaster Fcpl fehérje szekvencigjanak 6sszehasonlitisa a human és a
Xenopus laevis Fcpl ortoldgokkal
A vastagon bekeretezett aminosavak a CTD foszfatdz domént (CPD) alkotjak, a pontozott
vonal egy jellemzd savas/hidrofob régidt, a szaggatott vonal a BRCT domént jeloli. A
fekete csillag a DmFcpl 251-es argininjét mutatja, amelynek megfeleld aminosav a S.

pombe homolégban elengedhetetlen a fehérje foszfatazaktivitasahoz.
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IV. 2. ADmFcpl kolcsonhatasa az Rpb4-gyel

Korébban S. pombe-ban kimutattdk az Fcpl és Rpb4 kozotti kdlcsonhatast [64], am
Ujabb vizsgalatok megkérddjelezik ennek funkcionalis jelent6ségét [73]. Ennek fényében
kivancsi voltam, hogy az altalam azonositott fehérje mutat-e kdlcsdnhatast az Rpb4-gyel, ezt
¢lesztd két-hibrid modszerrel vizsgdltam, mely in vivo fehérje-fehérje kolcsdnhatdsok
kimutatasara alkalmas.

A DmFcpl-et pBTM116 vektorba épitettem be, amelyben a lexA DNS-k6t6 doménhez
fuzionaltatjuk a vizsgalt fehérjénket. Az Rpb4-et egy GAL4 aktivaciés domént tartalmazd
pGAD424 vektorba klénoztam. Meglepé modon a teljes hosszUsdgu Fcpl kolcsonhatést
mutatott a negativ kontrollal is, ami az Ada2 fehérje volt. S6t, abban az esetben is pozitiv jelet
adott, ha kdlcsonhatd partner sem volt a rendszerben. Megvizsgaltam melyik régié okozhatja
ezt a hatast. A C-terminalis rész ugyanugy viselkedett, mint a teljes hosszusagu, viszont sem
az N-terminalis régio, sem a BRCT domén nem mutatott kdlcsdnhatast, ami arra utal, hogy a
C-terminalison egy aktivaciés domén talalhato.

A kisérletet forditva is elvégeztem, vagyis az Fcpl-et épitettem 6ssze GAL4 aktivacios
domeénnel a pGAD424 vektorban, és az Rpb4-et lexA DNS-k6t6 doménnel a pBTM116
vektorban. Ebben az esetben a teljes hosszlsdgu Fcpl kdlcsonhatott az Rpb4-gyel, mig a
kontrollal nem. Ez a kdlcsdnhatds a C-terminalis eltavolitdsanak hatsara megsziint, amib6l

arra kovetkeztettem, hogy ez a régio6 felelds az Rpb4-gyel valo kolcsonhatasért. (5. abra)

AD-Rpb4  AD-ada2 AD
Fol D c> T b
Fopl Neern. | >

Fept Ceterm. M - P
FoplaBRCT [ cv> I I b
BRCT BRCT - - -

DBD-Rpb4 DBD-ada2
Fepl B o DT -
FeptaC I cro N = cT

5. abra
A DmFcpl és DmRpb4 kdlesonhatasanak vizsgalata élesztd két-hibrid modszerrel
AD: aktivacios domén faziok; DBD: DNS-kot6 domén fuziok. A kolesonhatis meglétét +,

hianyat — jeloli.
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IV. 3. ADmFcpl in vivo vizsgélata

Mivel a Dmfcpl génnek nem élltak rendelkezésre ismert muténs alléljai, ezért az in
vivo vizsgalatokhoz a Drosophila munk&kban gyakran hasznalatos UAS-GAL4 rendszert
hasznaltam fenokopiak létrehozésara. Ennek segitségével lehetéség nyilik egy adott
nukleotidszekvencia fejlodési stadium- és szOvetspecifikus expresszidjara. Két tipusu
transzgént hasznaltam a kisérletek soran: csendesitd €s tultermeld transzgéneket hoztam létre.
(6. abra) El6bbir6l egy kettdsszali RNS transzkriptum képzédik, mely az RNS interferencia
oké&n az endogén mRNS szintjének csokkenésé¢hez vezet. A thltermeld transzgénnek tobb
véltozatat is elkészitettem: teljes hosszlsagi genomi Dmfcpl (UAST-fcplg) ill. cDNS
(UAST-fcplc), valamint egy pontmutaciét hordozd genomi Dmfcpl (UAST-fcplgR251G). Ez
az aminosavcsere egy olyan arginint valtoztat glicinre, mely a S. pombe ortol6gban
elengedhetetlen a foszfatizaktivitdshoz. (4. és 6. &bra) A létrehozott konstrukciokkal

homozig6ta transzgenikus Drosophila torzseket hoztam létre.

CPD BRCT o
e S ——— - fcpg
v v

K 4 fepli
[ =

6. abra
Az Fcpl-et taltermeld és csendesitd transzgénbe épitett szekvencidk
Az fcplg a dmfepl teljes genomi szekvencidjat tartalmazza, a bekeretezett régiok a CTD
foszfatdz domén és a BRCT domeén. A csillag az R251G pontmutéansban megvéltoztatott
aminosavat jeloli. A csendesitd transzgénbe a legnagyobb, 5. exon 935 bp hosszisagu része
kerlilt beépitésre két kopidban, fej-fej orientacioban. Az orientaciét a BRCT domén

szemlélteti. A két kopia kdzotti szakasz a pWI1Z vektorbdl szarmazd intronszekvencia.
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Az eléallitott transzgenikus torzseket az altalanosan kifejez6dé daughterless-GAL4
drivert hordozé legyekkel kereszteztem, és ellendriztem, hogy a transzgének megfelel6en
miilkodnek-e, azaz, hogy a kivant RNS képzdédik-e roluk. L3 larva allapotl utédokbdél 6ssz
RNS-t vontam ki, err6l cDNS-t készitettem, majd PCR-rel meghataroztam az allatokban 1év6
Fcpl mRNS szintet. A hasznalt primer parok az Fcpl CPD és BRCT doménjére specifikusak.
Osszehasonlitva a nem meghajtott WIZ-fcpli csendesitd transzgént tartalmazo allatokbol
szarmaz6 mintét (kontroll) a GAL4 forrést is tartalmazé WIZ-fepli ill. a taltermeld UAST-
fcpl mintakkal, lathatd, hogy az Fcpl mRNS mennyisége a transzgének hatdsara csokkent
(WIZ-fepli), ill. nétt (UAST-fecpl). A két transzgén egyiittes kifejezodésekor az mRNS
mennyisége nem valtozott a kontrollhoz képest. (7. &bra, CPD sor) A BRCT domén jelen van
a csendesitd transzgén altal kifejezett szekvencidban is, igy segitségével ellendrizhetd, hogy a
transzgénekrél GAL4 forras jelenlétében kifejez6dik-e a kivant szekvencia. (7. dbra, BRCT
sor)

Megvizsgéltam, hogy megvaltoztatja-e az allatok fenotipusat, amennyiben ezeket a
transzgéneket kiilonbozé GAL4 driverekkel kifejeztetem, mivel a megvaltozott Fcpl szint
okozta fenotipusokbol kovetkeztethetiink az Fepl miitkddésére. A legyeket 25aC-on, ill. egyes
keresztezések esetében 29aC-on is tartottam. Az UAS-GAL4 rendszer hatékonysagat
befolyasolja a hémérséklet, 29aC-on erdsebb fenotipusokat kaphatunk. Az eredményeket
tablazatban foglaltam 0ssze, feltlintetve a driverek kifejez6dési mintazatat. (2. tAblazat és 8.

abra)
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7. 4bra
A dmfcpl mRNS szintje csokken a csendesitd, és n6 a tultermeld transzgén hatasara
RT-PCR da-GALA4 driverrel kifejeztetett transzgéneket tartalmaz6 L3 larvakbol kivont 6ssz
RNS-en. A fels6 sorban a CTD foszfataz doménre, mig a kozépsében a BRCT doménre
specifikus primerekkel készilt RT-PCR eredménye lathato. (A csendesité transzgén altal
kifejezett fragmentum tartalmazza a BRCT domént is.) Az rpL17a riboszomaalkot6

fehérjét kodold génre specifikus primerekkel késziilt RT-PCR a mennyiségi kontroll.
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Fenotipus
GALA4 Driver Driver I.<|fe,JezodeS| pUAST-fcpl (tultermelés) leZ'fCP %I
mintazat (csendesités)
. ez letalis késé embrionalis letélis L3-P1
actin5c altalanos . A
allapotban allapotban
daughterless altalanos letalis L1-L2 allapotban letalis L2-1.3
(da) allapotban
tubulin Aalénos Yad tlpl..JS | letalis L2 allapotban
(tub) letélis embrionalis letalis L2 allapotban
allapotban
vad tipus vad tipus
armadillo Altalanos letalis farat adult allapotban
(arm) (50% penetrancia), a talélék  gydrétt szarmyak
hajlott szarnyakkal (33% penetrancia)
rendelkeznek
heat shock altaldnos/hésokk - . letélis L3-P
(hs) indukalt letalis L2-L3 allapotban allapotban
kicsipett szarnyak
ial vad tipus (alacsony
ve(s\?g;a szarnydiszkusz penetrancia)
9 vad tipus kicsipett szarnyak
P (50% penetrancia)
escardot sérllt tergitek /
(es % hisztoblasztok letalis baballapotban letalis
aballapotban
g baballapotb
kivagott szarnyak kivagott szarnyak
engrailed szegmensek poszterior  |gtalis baballapotban (50%
(en) fele penetrancia), a tulélék letalis bab-farat
gylrétt szarnyakkal adult allapotban
rendelkeznek
) vad tipus vad tipus
GMR szemdiszkusz
vad tipus durva szem

2. tablazat
A dmfcpl csendesitése és tultermelése kovetkeztében megjelend fenotipusok
dsszefoglalasa
A normal betlitipussal irt fenotipusok a 25dC-on, mig a dolt bettivel irtak a 290C-on tartott
keresztezések eredményeit tartalmazzak. Az L és P a kiillonb6z6 larva- ill. baballapotokat

jelolik.
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8. abra
A dmfcpl csendesitése és tultermelése kovetkeztében megjelend fenotipusok
Szérnyfenotipusok: a, vad tipus; b, en-GAL4/WIZ-fcpli; ¢, en-GAL4/UAST-feplc; d, vg-
GAL4/WIZ-fcpli. Szemfenotipusok: e-f, GMR-GAL4/WIZ-fcpli 29 °C-on. Tergitek: g,
esc-GAL4/WIZ-fcpli; h, vad tipus

Erdekes modon mind a Dmfcpl csendesitése, mind a tdltermelése letalitast
eredményezett, amennyiben altalanosan kifejez6d6 drivereket hasznaltam. A szovetspecifikus
driverek esetében is gyakran eléfordult letalitds, vagy adott szervek aberrans megjelenése. A
cDNS-t és a genomi Fcpl-et taltermeld transzgének altal okozott fenotipusok kozott nem volt
kulénbseg.

Megvizsgéltam, hogy milyen valtozast okoz az allatok fenotipusaban, ha a csendesitd
(WIZ-fepli) és a taltermeld (UAST-fcplc) transzgéneket egylitt fejeztetem ki. Ehhez azonos
kromoszomara rekombinaltattam, majd aktin5c-GAL4 driverrel kifejeztettem. A két transzgén
egyltt nem okoz valtozast fenotipusban, az allatok életképesek, fertilisek, tulajdonképpen
megegyeznek a vad tipussal, vagyis a két transzgén egyiittes miikodése a vad tipushoz kozeli
Fcpl szintet allit be.
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Annak eldontésére, hogy a taltermeld transzgén altal okozott fenotipusokért az Fepl
foszfatazaktivitasa-e a felelGs, taltermeltettem az R251G pontmutanst. Ebben az esetben
szintén a vad tipussal megegyez6 fenotipust lattam tehat megallapithatd, hogy a
megnovekedett foszfatizaktivitas vezet az aberrans fenotipusokhoz.

Mivel az Fcpl meglehetésen konzervalt feladatot lat el, igy érdekesnek tartottam
megvizsgalni, hogy képes-e a csendesitést komplementélni egy masik fajbdl szarmazo
ortoldg, ugy, ahogyan a DmFcpl tlltermelése. A Xenopus laevis Fcpl ortolégot egy
tultermel6 transzgénben (UASP-xfcpl) bejuttattam, majd a csendesité transzgénnel egyiitt
kifejeztettem. Az utédok nem mutattak hibas fenotipust, &n amikor a foszfatdz doménben
pontmutaciét hordozd D181E muténst hasznaltam (UASP-xfcp1D181E), akkor a csendesité
transzgénre jellemz6 fenotipus jelent meg (3. tablazat). Ez alapjan arra a kdvetkeztetésre
jutottam, hogy a X. laevis Fcpl képes a DmFcpl funkci6jat ellatni, hiszen taltermelése
menekiteni tudta a csokkent Fcpl szint altal okozott fenotipust, és a menekités a

foszfatizaktivitastol fliggott.

UAST-fcplc & WIZ-fcpli vad tipus
UAST-fcplgR251G vad tipus
UASP-xfcpl vad tipus
UASP-xfcplD181E vad tipus
UASP-xfcpl & WIZ-fcpli vad tipus
UASP-xfcplD181E & WIZ-fcpli letalis L3-P1 allapotban

3. téblazat
Transzgén-kombinacidk fenotipusa

Minden esetben actin5c-GAL4 drivert alkalmaztam.
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IV. 4. ADmFcpl szint megvaltoztatdsa apopt6zishoz vezet

A szovetspecifikus driverek hasznalatakor tapasztalt fenotipusok — pl. roncsol6dott
szarnyak, hibas tergitek — arra engedtek kovetkeztetni, hogy az adott szdvetben sejtpusztulas
megy végbe. Szarnydiszkuszokat preparaltam olyan allatokbol, melyekben a taltermeld ill. a
csendesit transzgén vestigial-GAL4 driverrel volt hajtva, majd acridin-orange festékkel
festettem Oket, ami gyorsabban jut be az apoptotizal6 sejtekbe, és UV fény hatasara
sargaszolden vilagit. Mig a vad tipusu allatokbél szarmazo diszkuszban csak elvétve lathatok
ilyen vilagito sejtek, addig a taltermelé és csendesité transzgént tartalmazokban nagy
szamban figyelhetok meg. (9. &bra) Tehdt megéllapitottam, hogy a DmFcpl szintjének

megvaltozasakor tapasztalhato fenotipusok nagymértéki sejthalal kovetkezményei.

9. abra
A dmfcpl taltermeld és csendesitd transzgén miikddése apoptozist okoz
szarnydiszkuszokban
Acridin-orange festés L3 stddiumud larvakbol szarmazdé szérnydiszkuszokon. Az
apoptotizalo sejtek sargaszold pontként latszanak. A transzgéneket csak ebben a szdvetben
kifejez6d6 vestigial-GAL4 driverrel voltak meghajtva. a, vad tipus; b, vg-GAL4 x WIZ-
fcpli; ¢, vg-GAL4 x UAST-feplc
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IV. 5. A csendesité transzgén okozta apoptézis pS3 fiiggdé utvonalon valésul meg

A p53 fehérjérdl ismert, hogy az apoptotikus Utvonalakban kulcsszerepet jatszik, ezért
megvizsgaltam, hogy az A&ltalunk tapasztalt apoptozisban szerepet jatszik-e. El&szor
megvizsgaltam a p53 hianyanak hatasat a csendesité transzgén altal okozott fenotipusra.
Ezekben a kisérletekben a csendesit6 transzgént vestigial-GAL4 driverrel hajtottam meg,
amely a szarnyban fejez6dik ki. A fenotipus erésségének mértékeként a kicsipett szarnnyal
rendelkezd egyedek szazalékos aranyat hatdroztam meg. A kontroll toérzs vad (w1118)
hattéren tartalmazta a transzgént és drivert. A mésodik torzs p53 null mutans, ugyanis
homozig6ta forméban hordoz egy deléciot, mely eltavolitja a p53 gént. Ebben az esetben
tapasztalt fenotipus enyhébb volt a kontrollndl latotthoz képest, mivel kevesebb kicsipett
szarnyl legyet lattam. A him éllatok nagyobb ardnyban mutatték ezt a fenotipust. A harmadik
torzs a csendesité transzgén mellett pontmutins p53 (H159N) taltermelé konstrukciot is
hordoz. A H159N mutéacié dominans negativ hatadsl, a DNS-kotd doménben talalhatd, és
lehetetlenné teszi, hogy a p53 kapcsolodni tudjon a megfeleld szabalyzoelemekhez,
meggatolva ezzel a p53 célgénjeinek aktivalasadt. A domindns negativ hatds annak a
kovetkezménye, hogy a p53 tetramer formaban tolti be funkcidjat. Amennyiben a tetramerben
H159N mutéans és vad tipust p53 is talalhato, akkor a vad tipus sem képes szerepét betdlteni.
A H159N mutacié 6nmagdban nem befolyasolja az allatok fejlodését, de a csendesitd
transzgénnel egyttt kifejezve azt tapasztaltam, hogy a szarnyfenotipus nem csak gyakrabban
fordul eld, de sulyosabban is jelenik meg. (10. abra)

Megvizsgéaltam tovabba, hogy a p53 pontmuténs tultermelése megvéltoztatja-e az
engrailed-GAL4 driver hatasara bekovetkez6 letalitas fejlodési stadiumat. A pS3H159N
onmagaban val6 taltermelése itt is a vad tipushoz hasonlé eredményt adott, mig a két
transzgén egyuttes kifejezodéskor a letalfazis korabbi stddiumokra tolédott: ha csak a
csendesitd transzgén ¢€s az en-GAL4 driver volt jelen, akkor a letalitds elsOként a
béballapotban jelent meg, itt volt a legnagyobb mértékii, de az allatok kis része ki is kelt.
Amennyiben a p53H159N-et taltermeld transzgén is jelen volt, ugy mar a késéi L3
larvadllapotban is pusztulast tapasztaltam, teljesen kifejlett légy nem volt, farat adult

stddiumba is csak minimalis szdmu allat jutott el. (11. abra)

29



100,0

O ndstény m him

80,0

60,0

40,0

20,0

Vvg-GAL4/+; WIZ-  vg-GAL4/+; WIZ-fepli, vg-GAL4/UAST-
fcpli/+ p53-/p53- p53H159N; WiZ-fcpli/+

szarnyhibaval rendelkez6 allatok (%)

10. abra
A p53 mennyisége befolyasolja a csendesitd transzgén altal okozott fenotipus sulyossagat
A szarnydiszkuszokban kifejez6d6 vestigial-GAL4 driver-rel meghajtott csendesitd
transzgént hordoz6 allatok fenotipusa enyhiil p53 null mutans hattéren, viszont erdsodik,

amennyiben a p53 H159N pontmutansa is tal van termelve a szdvetben.
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A dominéns negativ p53 H159N taltermelésének hataséra az engrailed-GAL4 driverrel
meghajtott csendesitd transzgén altal okozott letalitas korabbi stadiumokra tolodik

Az L és P a kiilonb6z6 larva- ill. baballapotokat jeldlik.
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IV. 6. ADmFcpl befolyasolja a transzkripciot HeLa sejtekben

Az Fcpl fehérje minden eukariotaban megtaldlhatd, funkcidja a transzkripcid
folyamatdban alapvet6. Mivel a Xenopus Fcpl komplementélta a Drosophila Fcpl hianyat,
ezért megvizsgaltam, hogy vajon a szekvencidban mutatkozd, viszonylag alacsony homoldgia
ellenére képes-e a DmFcpl emlds sejtek transzkripcidjat megvaltoztatni. A transzkripcios
aktivitas kovetésére luciferaz enzimet kodolé plazmidot juttattam HelLa sejtekbe. Ezéltal a
luciferaz a sejtekben termelddik, és amennyiben az Fcpl tultermelése befolyasolja a HeLa
sejtek transzkripciojat, akkor a luciferdzaktivitas is megvaltozik.

A DmFcpl genomi kléonjat, valamint a méar fentebb emlitett R251G pontmutanst
pcDNA3 eukariota expresszidés vektorba épitettem, és a luciferdz enzimet kodold
riporterplazmidokkal egyiitt transzfektaltam 6ket HeLa sejtvonalba. A luciferaz kifejezddés
szabalyozésara harom kiilonb6z6 promoteri riporterplazmidot hasznaltam: CM V-, NfkB-, és
hésokkpromoter. A DmFcpl-et egy-egy kisérletben tobb kiilonb6z6 mennyiségben juttattam
be a sejtekbe, ezaltal a megfigyelni kivant valtozas doézisfuggése is megallapithatd. A
bejuttatott DNS-keveréket minden esetben kiegészitettem pHC624 plazmid DNS-sel, mely azt
a célt szolglta, hogy a kiilonb6z6 mintakkal azonos mennyiségli DNS-t juttassak a sejtekbe,
elkeriilendd, hogy a kiillonb6z6 DNS mennyiségek esetleg eltéré mértékben befolyasoljak a
sejtek transzfekcid utani talélését. A DmFcpl Hela sejt transzkripciojara kifejtett hatdsara a
bejuttatott plazmid luciferdzexpresszidjanak valtozésa alapjan kovetkeztettem. A CMV és
NfkB promoterek esetében azt tapasztaltam, hogy kis mennyiségben (1 ng) bejuttatott
pcDNA3-fcplg nem befolyasolta jelentésen a transzkripcid aktivitasat, inkabb kismértéki
aktivitasnovekedest lattam, &m nagyobb mennyiség (2-5 ng) esetében a luciferdz expresszio
ardnyosan lecsokkent. A pontmutadns méar kis mennyiségben is gatolta a transzkripciot. (12.
abra) Hosokkpromoter esetében mind a vad tipusd, mind a mutdns DmFcpl ektopikus
expresszidja a legkisebb hasznalt plazmidmennyiségben (1 pg) is a luciferdzaktivitas

csokkenéséhez vezetett.
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12. 4bra
A DmFcpl taltermelése befolyésolja a HeLa sejtek transzkripcidjat
DmFcpl (fehér) és DmFcpl™®'® (fekete) taltermelés hatdsa HelLa sejtek
transzkripcijara NFkB és CMV promoteren. Minden minta 1 pg riporter (luciferaz
expresszald) plazmidot, valamint kiilonb6z6 mennyiségi Dchpl/DchplR251G

expresszalo plazmidot tartalmazott: 0 (K - kontroll), 1, 2, 3 és 5 pg.
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IV. 7. Admfcpl gén promoterének vizsgélata

Az Drosophila-ban végzett in vivo kisérletekben megfigyeltem, hogy a DmFcpl
szintjének csokkentése ¢és novelése is megzavarta az allatok fejlodését, igy arra
kovetkeztettem, hogy a fehérje szintje szigortian szabélyozott. Ezért megvizsgaltam a Dmfcpl
gén promoterét. Egy 677 bp hosszu fragmentumot, melyrél feltételeztem, hogy tartalmazza a
épitve kimutattam, hogy ebben az esetben ezek a fehérjék expresszalodnak S2 Drosophila
sejtekben. A promoterrégié pontosabb meghatarozasahoz roviditettem az eredeti méretet: tébb
rovidebb fragmentumot is Iétrehoztam PCR-rel, melyeket szintén luciferaz gén elé épitettem.
Ezek az eredeti 677 bp hosszu fragmentum 495-1 (182-677), 396-1 (281-677), ill. 322-1 (355-
kozul a legrovidebb mutatta a legmagasabb aktivitast, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
396-322 szakaszon egy gatlo transzkripcios faktor kot6helye talalhato. A fragmentumokon
feltiintettem a TFSEARCH program altal feltételezett transzkripcids faktorok kotéhelyeit: Dfd
— deformed, BR-C Z - broad komplex Z, Bcd — bicoid, HSF — hésokk faktor, AP-1 - activator
protein 1, CFII-2 - cleavage factor 11-2, és a TATA boksz szekvencia.

600 500 400 300 200 100
677 bp ) )

) BR-CZ ' BR-C Z led TATA'
| [ [ | IHETT W1

Dfd Bed HSF HSF HSF  AP-1 HSF CF2-l

[T H ET T W0 Ol Luc i

CHT TAET T T W=
T T T T W ;

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000

13. abra
A kiilonb6z6 hossziusagi dmfepl promoter fragmentumok transzkripcids aktivitasa

A grafikonon feltlntetett luciferaz aktivitas dnkényes egységekben van megadva.
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V. Eredmények megvitatasa

A transzkripcid a génkifejez0dés egyik legfontosabb 1épése, szabalyozasanak
megismerése alapvetd minden életfolyamat molekularis szintii megértéséhez. A fehérjék
génjeit &tir6 RNS polimerdz I mikodése alapjaiban mar ismert, am finomszabalyzasa
jelenleg is intenziven kutatott teriilet. A CTD ismétlédéseinek kiilonféle modositasai
nagyszamu szabalyoz6é kombindciot tesznek lehetévé, melyek funkcidja még csak kevéssé
ismert. Az Fcpl a CTD-n lejatsz6d6 foszforilacios-defoszforilacios ciklus egyik
kulcsfehérjéje, fontossdgat bizonyitja, hogy mutéacioja élesztOben letalis, emberben
veleszilletett rendellenességet okoz [74]. A szakirodalomban kozolt eddigi vizsgélatok
leginkdbb e két organizmusban vizsgéltak az Fcpl-et, tehat egy alacsonyabbrendii
eukariotdban, ill. humén sejttenyészetekben, semi-in vivo médon. A Drosophila, mint
modellorganizmus kivaléan alkalmas arra, hogy egy adott folyamatot in vivo
tanulmanyozhassunk, genetikai és molekularis bioldgiai modszerekkel, de ez idaig ilyen
kutatasokat nem végeztek.

Az Fcpl Drosophila melanogaster ortoldgja viszonylag alacsony azonosségot mutat a
humén ortoldggal. A legnagyobb hasonlésag a két funkciondlis doménben lathatd, ezek
evolucidsan konzervaltak. A doméneken kivili szakaszok alacsony homolégidja azt sugallja,
hogy ezek sem strukturalisan, sem funkcionalisan nem jatszanak jelentés szerepet a fehérje
miikddésében.

Az Fcpl szerkezete és a CTD defoszforilalasdnak mechanizmusa intenziven kutatott
terlilet. A szakirodalomban egymasnak ellentmondé eredmények lattak napvilagot az Fcpl és
az RNS polimeraz II kolcsonhatasat illetden: Az un. ,,docking-site” modell szerint az Fcpl a
polimerdz Rpb4 alegységével kapcsolddik, és ezaltal térkdzelbe kerll a foszfatcsoportok
eltavolitdsahoz. A ,distributive” modell szerint azonban ennek a kdlcsonhatasnak nincs
szerepe a defoszforilalasban, és az Fcpl nem kapcsolodik stabilan a polimerazhoz. Az élesztd
és huméan Rpb4-Fcpl kozotti kdlecsonhatasokat kordbban kimutattak, ezt a Drosophila Fcpl
esetében is megfigyeltem. A kapcsolodasért felelés régio az Fepl C-termindlisan taldlhatd,
ahol — humén Fcpl-nél — a TFIIF RAP74 alegységével val6 kolcsdnhatés is torténik. Ugyanez
a rész aktivacios doménként is mikodik, hiszen az éleszté két-hibrid kisérletekben minden
olyan LexA-Fcpl konstrukcié onmagaban hamis pozitiv ,,kdlcsonhatast” mutatott, amely
tartalmazta ezt a szekvenciat. Az aktivald hatas valdszintileg éppen a TFIIF-fel vald

kapcsolodas miatt kdvetkezik be, hiszen ez az adott helyen eldsegiti a transzkripcios gépezet
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Osszeszerelodését.

A DmFcpl UAS/GAL4 rendszerrel torténd in vivo szintjének megvéltoztatasa soran
azt tapasztaltam, hogy altalanosan kifejez6d6 driverek esetében mind taltermeléskor, mind
csendesitéskor az &llatok elpusztultak. Ez azt sugallja, hogy az Fcpl szintje szigordan
szabalyozott, és a normalis szinttdl mindkét iranyba valo eltérés lehetetlenné teszi a
transzkripcid normélis lefolyasét. Az egyes altalanos GAL4 driverek altal mutatott letalfazis
kiilonbségek annak tudhatok be, hogy egyrészt a driverek nem egyforma erdsségiick, masrészt
az egyedfejlédés soran valdszinlileg mas-mas idGpontban indul be expresszidjuk.
Szovetspecifikus driverek hasznélatakor szintén elvaltozasok tapasztalhatok, bar &ltaldban
kevésbé sulyosak, és nem minden driver esetében mutatkoznak meg; ez valdsziniileg ezen
driverek alacsonyabb aktivitasdval magyarazhato, ill. hogy adott szervek/szovetek mitkodése
nem létfontossagu (pl. szarnyak). A taltermeld és csendesitd transzgén egyiittes kifejezése
nem okoz letalitds vagy barmilyen valtozast. A két ellentétes hatés egylttesen az endogénhez
hasonl6 mRNS szintet allit be, és ezért nem befolyasolja az allatok tulélését. Ez az eredmény
azt is alatdmasztja, hogy a hasznalt transzgének az elvarasoknak megfelelden mikddnek, €s a
tapasztalt fenotipusok nem mesterséges melléktermékek. Az R251G pontmutéciét (mely egy
esszencialis aminosav az S. pombe ortolégban a foszfatazaktivitas szempontjabol) hordozé
Fcpl taltermelése nem okoz semmilyen valtozast az &llatokban, ami azt bizonyitja, hogy vad
tipusu Fcpl taltermelése esetén tapasztalt fenotipusok a megndvekedett foszfatazaktivitdsnak
tulajdonithatok, nem pedig a fehérje esetleges egyeb funkcidjanak, vagy egy aspecifikus (pl.
toxikus) hatasnak.

Vizsgélataim sordn kimutattam, hogy a X. laevis Fcpl tultermelése képes komplementalni a
csendesité transzgén altal okozott fenotipust. A X. laevis és D. melanogaster ortoldgok DNS
szekvencia szinten csak kis hasonlosagot mutatnak, igy feltételezhetd, hogy az RNS
interferencian alapuld csendesités nem érinti a thltermelt Xlfcpl-et, tehat a gén kifejezddik, és
terméke menekiteni képes az ektopikusan lecsokkentett DmFcpl szintet. Fehérjeszekvencia
szinten a ket ortolog kozott a legnagyobb hasonlésdg a foszfatdzdomeénben lathato, és
valészinlileg ez a homologia elegendé ahhoz, hogy a Xenopus ortolég funkcionélisan
helyettesitse az endogén fehérjét. A foszfatdz domén szerepét az is megerdsiti, hogy a D181E
muténs — mely defoszforilalasra képtelen — nem képes a fenotipus helyredllitdsara. Ezeket
figyelembe véve (a komplementacio tényét, a foszfatdzdomén épségének sziikségessegét,
valamit a két ortolég kozotti, a foszfataizdoménen kiviili azonossag/hasonlésdg viszonylag
alacsony fokat) az aldbbi kdvetkeztetéseket vontam le: az Fepl mitkodésének szempontjabol a

foszfatdz domén integritasa a legfontosabb, a fehérje tobbi része csak kisebb mértékben jarul
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hozz4 funkcidjdhoz. Az éleszté két-hibrid kisérletekben kimutattam, hogy a DmFcpl C-
terminalis része felelds az Rpb4-hez valo kapcsolodasert. Mivel ebben a régioban DmFcpl és
XlFcep1 csak kis hasonlosagot mutat, igy feltételezhetd, hogy a X1Fcp1 nem képes a DmRpb4-
hez kotddni. Amennyiben igy van, ugy feltételezhetd, hogy ez a kdlcsonhatds nem sziikséges
az Fcpl altal végzett defoszforilacidhoz, hiszen a XlFcpl is képes a DmFcpl in vivo
funkciojat atvenni. Ez a feltételezés az éleszt6 két-hibrid kisérleteknél targyalt ,,distributive”
modellt erdsitené meg. Masrészrol ez a kisérlet azt sugallja, hogy az Fcpl funkcionalisan
er6sen konzervalt, hiszen az evollciésan tavoli Xenopus laevis fehérje képes a Drosophila
Fcpl szerepét atvenni.

Az Fcpl hibas mikodése (hianya vagy tulzott aktivitdsa) az RNS polimerdz Il altal
végzett transzkripcio elakaddsahoz vezet, és a szakirodalombol ismert, hogy ez apoptozist
eredményez. Az apoptozis egyik legjobban ismert fehérjéje a p53, bizonyos esetekben
célgénjeit aktivalva hajtja végre feladatat. Amennyiben transzkripcids blokk jon létre, tehat a
génexpresszid ledll, tgy nem lehetséges a célfehérjek megjelenése sem (sem p53-on, sem mas
faktoron keresztiil). A p53 képes transzkripciotol fuggetlenul is apoptdzist kivaltani: a
mitokondriumokba helyez6dik at, permeabilizélja a membrant, és citokrom c kidramlast okoz,
ami beinditja a sejthaldl folyamatét [75]. Feltételezhet6, hogy az Fcpl okozta fenotipusok
megjelenéséért is a transzkripcio-fiiggetlen Gt a felelds. Ezt timasztja ald az is, hogy
amennyiben a H159N (transzkripcid aktivaciora képtelen) pontmutanst is tdltermeltem a
vizsgélt rendszerben, akkor stlyosabb fenotipust tapasztaltam. Itt minden bizonnyal arrél van
sz6, hogy a megndvekedett p53 szint intenzivebb apoptdzishoz vezet.

A DmFcpl HelLa sejtekben vald taltermelése soran azt tapasztaltam, hogy a
viszonylag alacsony homoldgia ellenére — a X. laevis ortoléghoz hasonl6an — a DmFcpl képes
befolyasolni HeLa sejtek transzkripciojat. Kis mennyiségii DmFcpl taltermelésekor nem
tapasztaltam valtozast (ill. nem jelentds mértékti novekedés volt lathatd), nagyobb
mennyiségeknél a transzkripcios aktivitas csokkenése kovetkezett be. Ez magyardzhat6 azzal,
hogy a DmFcpl kis mértékben képes ellatni a hFcpl1l funkcidjat, de kevésbé hatékonyan, igy
amikor a DmFcpl nagy koncentricioban van jelen, akkor mar gatlo hatast fejt ki, mert
verseng az endogén fehérjével a kotShelyekért. A foszfatizdoménben pontmutéciét hordozo
DmFcpl mar kis koncentracioban is gatolja a HeLa sejtek transzkripcidjat, valoszintileg azért
mert funkcionalisan teljesen inaktiv, és szintén ,kiszoritja” a hFcp11-et. A hdsokk promoteren
tapasztalt csokkenés (tehat hogy minden koncentrécidban gétol) azzal magyarazhat6, hogy a
szakirodalomban megjelent eredmények alapjan, amikor hésokk éri a sejtet, akkor az Fcpl

magi matrixhoz kotédve inaktivalédik, mivel a hdsokk promoterek altal szabalyozott gének
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atirasanak a magasabb CTD foszforilacios szint kedvez.

A dmfcpl gén el6tti szakasz vizsgalata soran azt tapasztaltam, hogy az altalam vizsgalt
legrovidebb szakasz mutatta a legnagyobb aktivitast. Fontos megemliteni, hogy a dmfcpl gén
startpontjatol 86 bazisparnyira kezdddik egy masik gén, ellenkezd orientacioban. Igy
lehetséges, hogy ezen gén promoterének ellentétes iranyl transzkripcios aktivitasa csokkenti a
dmfcpl promoter aktivitasat, és ez az oka, hogy a hosszabb fragmentumok altal mutatott
alacsonyabb értékeknek. Természetesen az is el6fordulhat, hogy ebben a régidban kot6dd
gatlo faktorok miatt csokken az aktivitas.

Vizsgélataim soran egy olyan rendszert allitottam fel transzgének segitségével, mellyel
Drosophila melanogaster-ben in vivo vizsgdlhaté a DmFcpl transzkripcidban betoltott
szerepe. A Drosophila genetika rendkiviil gazdag ¢és nagy multra visszatekinté modszertara
lehet6séget nyhjt arra, hogy egy magasabb rendii eukariotaban in vivo Kkisérletekkel tobb
szempontbdl is vizsgilhassuk ennek az esszencialis fehérjének a miikodését, ezaltal jobban
megértsik a transzkripcié folyamatdnak ma meég homalyos részleteit. A CTD foszforilacios
mintazatanak jelent6sége, szerepe még sok fehér foltot tartalmaz melyek nélkal a

génexpresszio teljes folyamata sem ismerheté meg.
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V1. Osszefoglalas

Az eukaridta szervezetekben a fehérjekddold géneket az RNS Polimeréz 11 (RNAPII)
irja at. Legnagyobb alegysége (Rpbl) a C-terminalisdn sajatsdgos domént tartalmaz, ami a
Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser  konszenzus szekvencia tandem ismétlédéseibél all. Az
ismétlodések szama a kiilonbozo éldlényekben eltérd (26 élesztdben, 52 emberben), de a
szekvencia konzervélt. Ez a C-termindlis domén (CTD) a sejtek életbemaradaséhoz
nelkilozhetetlen. Sza&mos vizsgalat bebizonyitotta, hogy a CTD nagymértékben
foszforilalodhat, és a foszforilaltsag foka nem alland6. Az RNAP II két jol elkiilonithetd
konformécios allapota az RNAP 110 (hiperfoszforilalt) és az RNAP 1A (hipofoszforilalt),
melyeknek mas a funkcidja a transzkripcié sordn. A IIA forméban az enzim képes a
promoteren Osszeszerelddott preiniciaciés komplexbe beépilni. A CTD foszforildlasa az
iniciacid soran torténik, és lehetévé teszi a polimeraz promoterrdl valo elindulasat, vagyis az
elongéciot a 110 forma végzi. Ahhoz, hogy az enzim Qjra atirasba kezdhessen, a CTD-nek
defoszforilalodnia kell. A CTD ezen kivil kotéhelye az RNAP 11-vel kdlcsonhat6 fehérjék egy
részének, melyek kotddését befolyasolja a CTD foszforilaltsdgi mintazata. Tehat a CTD
kindzoknak és foszfatdz(ok)nak rendkivil fontos szereplk van a génexpresszid
szabalyozasaban. Toébb CTD-t mdédositd kinazt, és néhany foszfatdzt mar azonositottak,
utébbiak kozul a legismertebb a TFIIF-el kapcsolédé CTD-foszfatdz, az Fepl.

Az Fcpl-et eddig elsésorban élesztében vizsgaltak in vivo alkalmazhat6
modszerekkel, magasabbrendii eukariotakbol féleg csak in vitro nyert eredmények &llnak
rendelkezésre, ezért kutatdsom soran egy olyan rendszert hoztam létre, melynek segitségevel
in vivo informaciokat nyerhetiink az Fcpl szerepér6l magasabbrendii szervezetekben.
Modellorganizmusként a Drosophila melanogaster-t hasznaltam, mert nagyszamu genetikai
¢s biokémiai modszer all rendelkezésre ezen €l6lény vizsgalatdhoz.

A D. melanogaster Fcpl fehérjérél eddig nem kozoltek eredményeket, ezért
azonositani kellett az enzim Drosophila homoldgjat. A BLAST keresOprogram segitségével
meghatéroztam a dFcpl-et kodold gént (CG12252), ezutdn a cDNS és genomi szekvenciat
klonoztam.

A szakirodalom szerint az éleszté ¢és huméan Fcpl kolcsonhat az RNAP Il 4.
legnagyobb alegységével, az Rpb4-gyel. Eleszté két-hibrid mddszerrel kimutattam, hogy az
altalam azonositott CG12252 gén terméke szintén kepes kapcsolddni a dRpb4-hez, valamint

hogy a DmFcpl C-termindlisan egy transzkripci6-aktivald domént tartalmaz. Ezt szintén

38



kimutattdk méas Fcpl ortoldgok esetében is.

Az Fcpl mennyiségének in vivo véltoztatdsa céljabdl transzgenikus Drosophila
torzseket hoztam létre; a transzgének az UAS-GAL4 rendszerrel fejezhet6k ki. Ez a rendszer
lehet6vé teszi adott szekvencidk szovet- és/vagy fejlédési stadium-specifikus expresszidjat.
Az fcpl gént Drosophila melanogaster-ben tdltermeltetve, vagy az endogén Fcpl szintet RNS
interferencidaval lecsokkentve azt tapasztaltam, hogy az dallatok kiilonb6zo fejlédési
stddiumokban elpusztulnak, vagy adott szerveiken defektusokat hordoznak, az alkalmazott
GAL4-forras fuggvényében. A megfigyelt fenotipusok arra engedtek kdvetkeztetni, hogy az
allatokban apoptozis jatszodik le. Acridin-orange festéssel kimutattam, hogy valoban errdl
van sz0, a mutdnsok azon szOveteiben, ahol az Fcpl szint megvaltozik, nagyszamu
apoptotizalo sejtet lathatunk.

Az apopt6zis mechanizmusénak egyik kulcsfehérjéje a p53, ezért felmerult a kérdés,
hogy a megvaltozott Fcpl szint okozta fenotipusok kialakuldsaban szerepet jatszik-e a p53.
Kimutattam, hogy p53 hianyaban az Fcpl szint csokkenés hatasara kialakuld fenotipusok
enyhllnek, mig abban az esetben, ha taltermeltem egy dominans negativ hatasu
(transzkripcio-aktivaciora képtelen) p53-at, a fenotipusok sulyosbodnak. A dominéns-negativ
p53 nem képes az apoptotikus kaszkadban részt vevd célgénjeit aktivalni, kdzremiikodhet
azonban transzkripciot nem igénylé apoptozis indukalasaban. Mivel az Fcpl szint valtozésa a
transzkripciot globalisan gatolja, igy egy transzkripcidfiiggé apoptotikus Gtvonal nem lehetne
hatékony, viszont transzkripcidtél fliggetlen uton lejatszodhat az apoptozis.

Az Fcpl konzervalt funkcidja felvetette a kérdést, hogy képes-e egy adott ortolég méas
rendszerben hatast kifejteni. A HelLa sejtvonalon végzett kisérletek megmutattidk, hogy a
DmFcpl gatolja a sejtek transzkripcidjat, az R251G (foszfatizdoménben) pontmutaciot
hordozd véltozat pedig a vad tipusnal kisebb mennyiségben is aktivitascsokkenést okoz.
Ennek oka valdsziniileg az endogén és az ektopikus fehérjék kompeticioja.

A dmfcpl gén promoterének tovabbi analizise fényt derit arra, hogy milyen faktorok
befolyasoljak a DmFcpl szintjének valtozasat az egyedfejlddés sordn, ill. a kiilonbozd
szovetekben.

Vizsgéalataimmal bizonyitottam, hogy az Fcpl helyes miikodése elengedhetetlen a D.
melanogaster normalis egyedfejlédéséhez. Mennyisége szigorfian szabalyozott, hiszen
expresszidja szintjének novelése, vagy kismértékii csokkentése is az allatok haldlahoz vagy
hibas szovetek/szervek Kkialakulasahoz vezet. Ezen defektusok a transzkripcid helyes
mikodésének akadalyoztatdsa révén jonnek létre, mely esetben az érintett sejtek

apoptotizalnak. Ebben a folyamatban a p53 fontos szerepet jatszik, célgénjeinek aktivaldsa
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nelkil, transzkripcio-fuggetlen aton. Kisérleteim soran létrehoztam egy olyan rendszert,
mellyel az Fcpl funkcidja és a CTD foszforilacidjanak szerepe in vivo vizsgdlhatd egy

magasabbrendli eukaridtaban.
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VII. Summary

The enzyme responsible for the transcription of protein-encoding genes in eukaryotic
organisms is RNA Polymerase Il (RNAP II). Its largest subunit (Rpbl) contains a unique
domain on its C-terminus, consisting of tandem repeats of the Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser
consensus sequence. The number of repeats varies among organisms (26 in yeast, 52 in
human), but the sequence is conserved. This C-terminal domain (CTD) is essential for cell
viability. Many studies proved that the CTD can be highly phosphorylated, and the level of
phosphorylation is not constant. RNAP I1 has two well defined conformational states: RNAP
110 (hyperphosphorylated) and RNAP IIA (hypophosphorylated), which have different
functions during transcription. In 1IA form the enzyme is able to bind into the preinitiation
complex that assembles on the promoter. Phosphorylation of the CTD happens during
initiation, and allows promoter clearance, thus elongation is done by the 110 form. The CTD
has to be dephosphorylated in order for the enzyme to be able to start another round of
transcription. In addition, the CTD is a binding site for a number of proteins that interact with
the RNAP I, whose binding is influenced by the pattern of phosphorylation on the CTD. This
means, that CTD kinases and phosphatases have a cardinal role in gene expression regulation.
Many CTD modifying kinases and a few phosphatases have been identified, from the latter
group the most well known is the TFIIF interacting CTD phosphatase, Fcpl.

Fcpl has mainly been studied with in vivo methods in yeast, from higher eukaryotes
mostly only in vitro results are available. During my research | created a system, with which |
can get in vivo information about the role of Fcpl in a higher organism. As model I chose the
Drosophila melanogaster, because of the large number of genetic and biochemical methods
available to study it.

Since there was no data on the D. melanogaster orthologue of Fcpll, it had to be
identified first. | identified the gene encoding dFcpl (CG12252) with the BLAST search
engine, then cloned the cDNA and genomic sequence.

According to the literature, yeast and human Fcpl interact with Rbp4, the fourth
largest subunit of RNAP II. | showed with yeast two hybrid experiments, that the product of
the gene which | identified — CG12252 - is also able to bind to DmRPB4. Furthermore |
found that DmFcpl contains a transcription activation domain on its C-terminus. This also
coincides with other studies of Fcpl.

To influence the level of Fcpl in vivo, | created transgenic Drosophila lines; the
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transgenes can be expressed with the UAS/GAL4 system. This system makes it possible to
express a given sequence with spatial and/or temporal specificity. In Drosophila melanogaster
both the overexpression and the silencing of the dmfcpl gene causes lethality or the animals
develop different aberrations on certain organs, depending on the type of GAL4 driver used.
The observed phenotypes suggest that apoptosis occurs in the affected animals. 1 showed with
acridine-orange staining that this is indeed the case. In those tissues, where the level of Fcpl
has been changed, a large number of cells can be seen in apoptosis.

A key protein in apoptosis is p53, so we raised the question, whether p53 has a role in
the phenotypes caused by the change in Fcpl level. We showed that in the absence of p53 the
phenotypes of decreased Fcpl level are less severe, while if we overexpress a dominant-
negative form of p53 (one which is unable to activate transcription) the phenotypes get more
severe. This dominant-negative p53 cannot activate the transcription of its target genes that
are components of the apoptotic cascade, but it can take part in the induction of apoptosis in a
transcription-independent manner. In this case this is understandable, in light of the
assumption that the change in Fcpl level would block transcription in general, making a
transcription-dependent pathway ineffective.

The conserved function of Fcpl raised the question, whether a given orthologue would
be able to have an effect in another organism. Cell culture experiments indicate that
overexpression of DmFcpl can inhibit transcription of HelLa cells, and the R251G point
mutant (in the phosphatase domain) decreases the transcription activity even in smaller
quantities. This might be caused by a competition of endogenous and ectopic proteins.

Further analysis of the promoter of dmfcpl can shed light on the different factors that
regulate the level of Fcpl during development and in different tissues.

My results show that the correct function of Fcpl is essential for the normal
development of D. melanogaster. Its level is tightly regulated, since both the overexpression
and the silencing of its gene leads to the death of the animals or to the development of
aberrant tissues/organs. These defects are caused by the blockage of normal transcriptional
events, in which case the cell undergo apoptosis. The tumor suppressor p53 plays an
important role in this, without activating its target genes, by a transcription-independent
pathway. | created a system, in which the function of Fcpl and the role of CTD
phosphorylation can be investigated in vivo in a higher eukaryote.
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VIII. Roviditések jeqyzéke

Ad2-MLP: adenovirus 2 6 kés6i promoter

Cdk7: ciklinfiiggd kinaz 7

CKII: kazein kinaz 11

CPB: CREB-két6 fehérje

CREB: cCAMP-reszponziv elem kotd fehérje

CTD: C-terminalis domén

DmFcpl: az Fepl fehérje Drosophila melanogaster ortolégja

DRB: d-ribofuranosilbenzimidazol

Fcpl: TFIIF-fel kapcsolédé CTD foszfataz

GALA4: galaktoz altal aktivalt geneket szabalyzo faktor S. cerevisiae-ben
H3K4: a hiszton 3 fehérje 4. pozicidéban 1év6 lizinje

H3K36: a hiszton 3 fehérje 36. pozicidban 1évé lizinje

MAPK: mitogén-aktivalt kindz

NELF: negativ elongécids faktor

TFIIB, -D, -E, -F, -H: altalanos transzkripcios faktorok

TBP: TATA-box kot6 fehérje

PCAF: p300/CPB asszocialt faktor, lizin acetiltranszferaz 2B

P-TEFb: pozitiv transzkripcio elongécios faktor b

RAP30/74: a TFIIF alegységei

RNAP II: RNS polimeraz Il

RNAP IIA: hipofoszforilalt CTD-t tartalmazé RNS polimeréz Il
RNAP 110: hiperfoszforilalt CTD-t tartalmazé RNS polimeraz Il
Rpbl: az RNS polimeraz 11 legnagyobb alegysége

Rpb4: az RNS polimeraz 11 4. legnagyobb alegysege

Ser2/5/7: a CTD heptapeptid ismétlodés 2./5./7. pozicidban 1év6 szerin
Ser2/5/7-P: a CTD heptapeptid ismétlédés 2./5./7. pozicidban 1évé foszforilalt szerin
SCP1: ,,small CTD-like phosphatase”

SPT5: a DRB érzékenysegi faktor nagy alegysége

UAS: ,,upstream activation sequence”
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IX. KOoszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetdémnek, Dr. Boros Imrének szakmai iranyitasat,
hasznos tanacsait, valamint a dolgozatom atolvasasat és észrevételeit. Halasan kdsz6ndém
Okrosné Katalin gyakorlati tanacsait és 6nzetlen segitségét, mellyel munkamhoz hozzajarult.
Ez a kézirat nélkulik nem johetett volna Iétre. Ezen felul kdszonettel tartozom csoportunk

minden tagjanak, mert lehet6vé tették, hogy munkamat kellemes, vidam 1égkorben
végezhettem.

44



10.

11.

12.

13.

14.

15.

X. Irodalomjegyzék

Corden, J.L., et al., A unique structure at the carboxyl terminus of the largest subunit
of eukaryotic RNA polymerase I1. Proc Natl Acad Sci U S A, 1985. 82(23): p. 7934-8.

Corden, J.L., Tails of RNA polymerase Il. Trends Biochem Sci, 1990. 15(10): p. 383-7.

West, M.L. and J.L. Corden, Construction and analysis of yeast RNA polymerase Il
CTD deletion and substitution mutations. Genetics, 1995. 140(4): p. 1223-33.

Phatnani, H.P., J.C. Jones, and A.L. Greenleaf, Expanding the functional repertoire of
CTD kinase | and RNA polymerase Il: novel phosphoCTD-associating proteins in the
yeast proteome. Biochemistry, 2004. 43(50): p. 15702-19.

Phatnani, H.P. and A.L. Greenleaf, Phosphorylation and functions of the RNA
polymerase 1l CTD. Genes Dev, 2006. 20(21): p. 2922-36.

Buratowski, S., The CTD code. Nat Struct Biol, 2003. 10(9): p. 679-80.
Corden, J.L., Transcription. Seven ups the code. Science, 2007. 318(5857): p. 1735-6.

Cadena, D.L. and M.E. Dahmus, Messenger RNA synthesis in mammalian cells is
catalyzed by the phosphorylated form of RNA polymerase 11. J Biol Chem, 1987.
262(26): p. 12468-74.

Komarnitsky, P., E.J. Cho, and S. Buratowski, Different phosphorylated forms of RNA
polymerase Il and associated mRNA processing factors during transcription. Genes
Dev, 2000. 14(19): p. 2452-60.

Price, D.H., P-TEFb, a cyclin-dependent kinase controlling elongation by RNA
polymerase 1. Mol Cell Biol, 2000. 20(8): p. 2629-34.

Cho, E.J., et al., Opposing effects of Ctkl kinase and Fcpl phosphatase at Ser 2 of the
RNA polymerase Il C-terminal domain. Genes Dev, 2001. 15(24): p. 3319-29.

Laybourn, P.J. and M.E. Dahmus, Phosphorylation of RNA polymerase 1A occurs
subsequent to interaction with the promoter and before the initiation of transcription. J
Biol Chem, 1990. 265(22): p. 13165-73.

Lu, H., et al., The nonphosphorylated form of RNA polymerase Il preferentially
associates with the preinitiation complex. Proc Natl Acad Sci U S A, 1991. 88(22): p.
10004-8.

Chesnut, J.D., J.H. Stephens, and M.E. Dahmus, The interaction of RNA polymerase Il
with the adenovirus-2 major late promoter is precluded by phosphorylation of the C-
terminal domain of subunit lla. J Biol Chem, 1992. 267(15): p. 10500-6.

Payne, J.M., P.J. Laybourn, and M.E. Dahmus, The transition of RNA polymerase Il
from initiation to elongation is associated with phosphorylation of the carboxyl-

45



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

terminal domain of subunit lla. J Biol Chem, 1989. 264(33): p. 19621-9.

Maxon, M.E., J.A. Goodrich, and R. Tjian, Transcription factor I1E binds
preferentially to RNA polymerase Ila and recruits TFIIH: a model for promoter
clearance. Genes Dev, 1994. 8(5): p. 515-24.

Zhang, J. and J.L. Corden, Identification of phosphorylation sites in the repetitive
carboxyl-terminal domain of the mouse RNA polymerase 11 largest subunit. J Biol
Chem, 1991. 266(4): p. 2290-6.

Baskaran, R., M.E. Dahmus, and J.Y. Wang, Tyrosine phosphorylation of mammalian
RNA polymerase Il carboxyl-terminal domain. Proc Natl Acad Sci U S A, 1993.
90(23): p. 11167-71.

Payne, J.M. and M.E. Dahmus, Partial purification and characterization of two
distinct protein kinases that differentially phosphorylate the carboxyl-terminal domain
of RNA polymerase subunit lla. J Biol Chem, 1993. 268(1): p. 80-7.

Chapman, R.D., et al., Transcribing RNA polymerase Il is phosphorylated at CTD
residue serine-7. Science, 2007. 318(5857): p. 1780-2.

Patturajan, M., et al., Growth-related changes in phosphorylation of yeast RNA
polymerase 1l. J Biol Chem, 1998. 273(8): p. 4689-94.

Schroeder, S.C., et al., Dynamic association of capping enzymes with transcribing
RNA polymerase Il. Genes Dev, 2000. 14(19): p. 2435-40.

Gomes, N.P,, et al., Gene-specific requirement for P-TEFb activity and RNA
polymerase Il phosphorylation within the p53 transcriptional program. Genes Dev,
2006. 20(5): p. 601-12.

Peterlin, B.M. and D.H. Price, Controlling the elongation phase of transcription with
P-TEFb. Mol Cell, 2006. 23(3): p. 297-305.

Medlin, J.E., et al., The C-terminal domain of pol Il and a DRB-sensitive kinase are
required for 3' processing of U2 snRNA. Embo J, 2003. 22(4): p. 925-34.

Bird, G, D.A. Zorio, and D.L. Bentley, RNA polymerase Il carboxy-terminal domain
phosphorylation is required for cotranscriptional pre-mRNA splicing and 3'-end
formation. Mol Cell Biol, 2004. 24(20): p. 8963-9.

Ni, Z., et al., Coordination of transcription, RNA processing, and surveillance by P-
TEFD kinase on heat shock genes. Mol Cell, 2004. 13(1): p. 55-65.

Medlin, J., et al., P-TEFb is not an essential elongation factor for the intronless
human U2 snRNA and histone H2b genes. Embo J, 2005. 24(23): p. 4154-65.

Meinhart, A., et al., A structural perspective of CTD function. Genes Dev, 2005.
19(12): p. 1401-15.

46



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Reyes-Reyes, M. and M. Hampsey, Role for the Ssu72 C-terminal domain
phosphatase in RNA polymerase Il transcription elongation. Mol Cell Biol, 2007.
27(3): p. 926-36.

Egloff, S., et al., Serine-7 of the RNA polymerase 1l CTD is specifically required for
SsnRNA gene expression. Science, 2007. 318(5857): p. 1777-9.

Chapman, R.D., et al., The last CTD repeat of the mammalian RNA polymerase 11
large subunit is important for its stability. Nucleic Acids Res, 2004. 32(1): p. 35-44.

Fong, N., et al., A 10 residue motif at the C-terminus of the RNA pol 11 CTD is
required for transcription, splicing and 3' end processing. Embo J, 2003. 22(16): p.
4274-82.

Xu, Y.X. and J.L. Manley, Pinning down transcription: regulation of RNA polymerase
Il activity during the cell cycle. Cell Cycle, 2004. 3(4): p. 432-5.

Xu, Y.X. and J.L. Manley, Pin1 modulates RNA polymerase Il activity during the
transcription cycle. Genes Dev, 2007. 21(22): p. 2950-62.

Kelly, W.G., M.E. Dahmus, and G.W. Hart, RNA polymerase Il is a glycoprotein.
Modification of the COOH-terminal domain by O-GIcNAc. J Biol Chem, 1993.
268(14): p. 10416-24.

Hampsey, M. and D. Reinberg, Tails of intrigue: phosphorylation of RNA polymerase
I1 mediates histone methylation. Cell, 2003. 113(4): p. 429-32.

Berger, S.L., The complex language of chromatin regulation during transcription.
Nature, 2007. 447(7143): p. 407-12.

Kizer, K.O., et al., A novel domain in Set2 mediates RNA polymerase Il interaction
and couples histone H3 K36 methylation with transcript elongation. Mol Cell Biol,
2005. 25(8): p. 3305-16.

Cho, H., et al., A human RNA polymerase 1l complex containing factors that modify
chromatin structure. Mol Cell Biol, 1998. 18(9): p. 5355-63.

Egloff, S. and S. Murphy, Cracking the RNA polymerase 1l CTD code. Trends Genet,
2008. 24(6): p. 280-8.

Chambers, R.S. and M.E. Dahmus, Purification and characterization of a phosphatase
from HeLa cells which dephosphorylates the C-terminal domain of RNA polymerase
I1. J Biol Chem, 1994. 269(42): p. 26243-8.

Chambers, R.S., et al., The activity of COOH-terminal domain phosphatase is
regulated by a docking site on RNA polymerase Il and by the general transcription
factors IIF and 11B. J Biol Chem, 1995. 270(25): p. 14962-9.

Marshall, N.F., GK. Dahmus, and M.E. Dahmus, Regulation of carboxyl-terminal
domain phosphatase by HIV-1 tat protein. J Biol Chem, 1998. 273(48): p. 31726-30.

47



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

Kim, W.Y. and M.E. Dahmus, Immunochemical analysis of mammalian RNA
polymerase Il subspecies. Stability and relative in vivo concentration. J Biol Chem,
1986. 261(30): p. 14219-25.

Swanson, M.S., E.A. Malone, and F. Winston, SPT5, an essential gene important for
normal transcription in Saccharomyces cerevisiae, encodes an acidic nuclear protein
with a carboxy-terminal repeat. Mol Cell Biol, 1991. 11(8): p. 4286.

Yamaguchi, Y., et al., Structure and function of the human transcription elongation
factor DSIF. J Biol Chem, 1999. 274(12): p. 8085-92.

Kim, J.B. and P.A. Sharp, Positive transcription elongation factor B phosphorylates
hSPT5 and RNA polymerase Il carboxyl-terminal domain independently of cyclin-
dependent kinase-activating kinase. J Biol Chem, 2001. 276(15): p. 12317-23.

Lu, H., et al., Human general transcription factor 11H phosphorylates the C-terminal
domain of RNA polymerase Il. Nature, 1992. 358(6388): p. 641-5.

Feaver, W.J., et al., Relationship of CDK-activating kinase and RNA polymerase Il
CTD kinase TFIIH/TFIIK. Cell, 1994. 79(6): p. 1103-9.

Hengartner, C.J., et al., Temporal regulation of RNA polymerase Il by Srb10 and
Kin28 cyclin-dependent kinases. Mol Cell, 1998. 2(1): p. 43-53.

Marshall, N.F. and D.H. Price, Purification of P-TEFb, a transcription factor required
for the transition into productive elongation. J Biol Chem, 1995. 270(21): p. 12335-8.

Marshall, N.F., et al., Control of RNA polymerase Il elongation potential by a novel
carboxyl-terminal domain kinase. J Biol Chem, 1996. 271(43): p. 27176-83.

Yamaguchi, Y., et al., NELF, a multisubunit complex containing RD, cooperates with
DSIF to repress RNA polymerase Il elongation. Cell, 1999. 97(1): p. 41-51.

Dubois, M.F,, et al., Enhanced phosphorylation of the C-terminal domain of RNA
polymerase Il upon serum stimulation of quiescent cells: possible involvement of MAP
kinases. Embo J, 1994. 13(20): p. 4787-97.

Venetianer, A., et al., Phosphorylation state of the RNA polymerase Il C-terminal
domain (CTD) in heat-shocked cells. Possible involvement of the stress-activated
mitogen-activated protein (MAP) kinases. Eur J Biochem, 1995. 233(1): p. 83-92.

Bellier, S., et al., Phosphorylation of the RNA polymerase 11 largest subunit during
Xenopus laevis oocyte maturation. Mol Cell Biol, 1997. 17(3): p. 1434-40.

Cisek, L.J. and J.L. Corden, Phosphorylation of RNA polymerase by the murine
homologue of the cell-cycle control protein cdc2. Nature, 1989. 339(6227): p. 679-84.

Gebara, M.M., M.H. Sayre, and J.L. Corden, Phosphorylation of the carboxy-terminal

repeat domain in RNA polymerase Il by cyclin-dependent kinases is sufficient to
inhibit transcription. J Cell Biochem, 1997. 64(3): p. 390-402.

48



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Roy, R., et al., The MO15 cell cycle kinase is associated with the TFIIH transcription-
DNA repair factor. Cell, 1994. 79(6): p. 1093-101.

Trigon, S., et al., Characterization of the residues phosphorylated in vitro by different
C-terminal domain kinases. J Biol Chem, 1998. 273(12): p. 6769-75.

Ramanathan, Y., et al., Three RNA polymerase Il carboxyl-terminal domain kinases
display distinct substrate preferences. J Biol Chem, 2001. 276(14): p. 10913-20.

Zhou, M., et al., Tat modifies the activity of CDK9 to phosphorylate serine 5 of the
RNA polymerase Il carboxyl-terminal domain during human immunodeficiency virus
type 1 transcription. Mol Cell Biol, 2000. 20(14): p. 5077-86.

Kimura, M., H. Suzuki, and A. Ishihama, Formation of a carboxy-terminal domain
phosphatase (Fcpl)/TFIIF/RNA polymerase 11 (pol 1) complex in
Schizosaccharomyces pombe involves direct interaction between Fcpl and the Rpb4
subunit of pol 1. Mol Cell Biol, 2002. 22(5): p. 1577-88.

Hausmann, S., H. Erdjument-Bromage, and S. Shuman, Schizosaccharomyces pombe
carboxyl-terminal domain (CTD) phosphatase Fcpl: distributive mechanism, minimal
CTD substrate, and active site mapping. J Biol Chem, 2004. 279(12): p. 10892-900.

Li, Y., et al., RNA polymerase Il initiation factor interactions and transcription start
site selection. Science, 1994. 263(5148): p. 805-7.

Archambault, J., et al., FCP1, the RAP74-interacting subunit of a human protein
phosphatase that dephosphorylates the carboxyl-terminal domain of RNA polymerase
110. J Biol Chem, 1998. 273(42): p. 27593-601.

Lin, P.S., N.F. Marshall, and M.E. Dahmus, CTD phosphatase: role in RNA
polymerase Il cycling and the regulation of transcript elongation. Prog Nucleic Acid
Res Mol Biol, 2002. 72: p. 333-65.

Fang, S.M. and Z.F. Burton, RNA polymerase ll-associated protein (RAP) 74 binds
transcription factor (TF) 11B and blocks TFIIB-RAP30 binding. J Biol Chem, 1996.
271(20): p. 11703-9.

Fischer, J.A., et al., GAL4 activates transcription in Drosophila. Nature, 1988.
332(6167): p. 853-6.

Brand, A.H. and N. Perrimon, Targeted gene expression as a means of altering cell
fates and generating dominant phenotypes. Development, 1993. 118(2): p. 401-15.

Lee, Y.S. and R.W. Carthew, Making a better RNAI vector for Drosophila: use of
intron spacers. Methods, 2003. 30(4): p. 322-9.

Suh, M.H., et al., Fcpl directly recognizes the C-terminal domain (CTD) and interacts

with a site on RNA polymerase Il distinct from the CTD. Proc Natl Acad Sci U S A,
2005. 102(48): p. 17314-9.

49



74.

75.

Varon, R., et al., Partial deficiency of the C-terminal-domain phosphatase of RNA
polymerase Il is associated with congenital cataracts facial dysmorphism neuropathy
syndrome. Nat Genet, 2003. 35(2): p. 185-9.

Speidel, D., Transcription-independent p53 apoptosis: an alternative route to death.
Trends Cell Biol, 2009.

50



