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"Egy fork-head tipusu transzkripcios faktor sejtosztodasban jatszott szerepének elemzése"
Szakmai Zarojelentés

A projekt f6 célkitiizései:

1. A sepl protein szabdlyozasaban szerepet jatsz6 mechanizmusok feltdrdsa és a target gén
transzkripcidjanak szabalyozasara vald hatasanak vizsgalata.

2. A sepl génnel/proteinnel funkcionalis kdlcsonhatast mutatd egyéb gének megismerése, és
azok sepl-el vald kdlcsonhatdsainak vizsgalata.

A kutatasi beszamoloban e két fobb célkitiizés mentén foglalom 0ssze az elért eredményeket.

1. A sepl protein szabalyozasaban szerepet jatszo mechanizmusok feltarasa és a target gén
transzkripcidjadnak szabalyozasara valo hatasdnak vizsgalata.

A sepl protein foszforilalt a sejtekben és foszforilacidja valtozik a sejtciklus soran

Korabbi vizsgalatok (Ribar, Grallert et al. 1999; Zilahi, Salimova et al. 2000) valoszinusitették,
hogy a sepl protein szabdlyozdsdban szerepet jatszhatnak posztranszlaciés mechanizmusok.
Ennek vizsgéalatira kidolgoztunk egy olyan rendszert, amellyel a sepl proteint tudtuk
detektalni. Ehhez sepl fuzioés proteint allitottunk eld a sepl kromoszomalis 16kusz
megvaltoztatasaval. A fuziés proteint indukdlhaté promoterrel mukodtettik, igy 3-féle
konstrukcioval haromféle erdsségii sepl proteinszintet tudtunk kialakitani. Fenotipus és
mikroszkopikus vizsgalatok megmutattak, hogy a P41 promoterrel expresszaltatott sepl protein
vad tipust fenotipust mutatott (lasd 1A.abra), igy ezekkel a tipusu sejtekkel dolgoztunk tovabb.
A sejtbdl vett proteinmintdbdl Western blott segitségével kimutattuk a seplp proteint, a hozza
fuzionalt kis molekulatomegii epitdpot (,,tag”) felismerd antitesttel, az expresszids szintnek
megfeleld proteinszinttel a 3-féle erdsségli promotert tartalmazd sejtekbdl (1B. abra). E
vizsgalatok megmutattdk, hogy a sepl protein kétféle molekulatomegii formaként van jelen a
sejtekben, amelyek mennyisége eltérd. Ez felvetette a poszttranszlaciés modositas lehetdségét,
amely a sepl-hez hasonl6 regulatorok esetében legtobbszor foszforilacid. 1zolalt sepl proteinen
elvégzett foszfatdz kezelés ténylegesen megmutatta, hogy a sepl lassabban vandorlé formdja
valoban foszforilalt (1C. abra).

A sepl a sejtek mitozisdhoz ¢és citokineziséhez sziikséges gének mikodtetésében jatszik
szerepet, ezért foszforilaciojat is a sejtciklus ebben a fazisaban varnank. Ennek vizsgalatara
szinkronizalt tenyészetben vizsgaltuk meg a sepl protein foszforilaltsagat. A kisérleti
megkozelités elonye, hogy a szinkronizalt osztddas sordn vett mintakbol kimutatott sep1 protein
foszforilaltsaga idoben kovethetd. A kisérletet elvégeztik és az eredmény (1D. abra) azt
mutatta, hogy a sepl protein foszforilaltsaga csokken, ahogy a sejtek athaladnak a mitozison, és
visszadll, ahogy a sejtek belépnek a kdvetkezd sejtciklusba. Mindezek alapjan tgy gondoljuk,
hogy a sepl protein funkciojanak elldtdsaban fontos szerepet kaphat a sejtciklusfiiggd
foszforilacid. A tovabbi kisérletek soran azt vizsgaltuk, hogyan hat a foszforilacio hianya a
seplp funkciojara.
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1. Abra. A. A sepl fiziés protein létrehozésa sordn megfigyelt sejt fenotipusok. B. A sepl flizios
protein detektalasa western blotton. C. Foszfataz esszé izolalt sepl proteinen.l. Foszfataz nélkiil, 2.
Foszfatdz (30 u)+ inhibitorok, 3,4,5: Foszfataz (10, 20, 30 u). D. A sepl foszforilacidé valtozasa a
sejtciklus sordn szinkronizalt tenyészetben. Az arp3 (actin related protein) proteint hasznaltuk
mennyiségi kontrolnak.

A sepl protein C-terminalis delécioi funkciovesztéssel jarnak

A sepl protein 663 aminosavbdl all, amelyek koziil bioinformatikai analizis utan 58 potencialis
serin, threonin és tirozin aminosav azonositottunk. fgy a lehetséges aminosavak direkt mutacios
analizise rendkiviil id6igényes és draga stratégia, ezért azt valasztottuk, hogy célzott deléciok
létrehozasaval talaljuk meg azt a régiot, amely a funkcidért felelds, bizva abban, hogy ezzel
egylitt a foszforilacid jelentdségérdl is tobbet megtudhatunk. A sepl gén klonozasa soran
(Ribar, Banrevi et al. 1997) megfigyelték, hogy C-termindlisan 242 aminosav delécigja
funkciovesztéssel jar. Igy vizsgalataink soran ezen C-terminalis régié részletesebb analizisét
végeztiik el. Ehhez 1étrehoztunk olyan sepl allélokat, amelyek ezt a régiot szisztematikusan
lefedték. A létrehozott delécids allélokat szabdlyozhatd promoterli expresszids plazmidokba
volt az adott allél sepl funkcidé komplementacios képességének vizsgalatara. Tovabba a
kisérleti megkozelitést Ugy alakitottuk ki, hogy lehetdségiink legyen a sepl protein
foszforilacidjanak vizsgalatara is, a korabban mar hasznalt fuzids protein detektdldsa révén.
Tovabba a sepl target gén, az ace? transzkripcidjanak vizsgalatara is. Ebben a kialakitott
komplex rendszerben analizaltuk a 2A. dbran lathat6 allélokat a kovetkezd eredményekkel.
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“korabbi eredmény (Ribar et al, 1997)
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2. abra. A. Az eldallitott sepl allélok és hatasuk a sepl gén funkcidjdnak komplementalasara. B A
kiilonbozo sepl allélokat tartalmazéd expresszids plazmidokkal transzformalt sejtek mikroszkopikus
vizsgélata, a szabdlyozhatd promotert represszald (promoter ki) valamint indukéald (promoter be)
kortilmények kozott.

Promoter ki

o . .

A sepl-DC67-es allél, amely 67 aminosav elvesztésével jar, nem okoz funkcidvesztést, mig
tovébbi deléciok (sepl DCIOO és sepl- DC169) nem voltak képesek komplementalni a sepl gén

crer



A sepl funkcidvesztése egyiitt jar a foszforilaciés mintazat megvaltozasaval, valamit az
ace2 target gén transzkripcidjanak lecsokkenésével.

Miutan megmutattuk, hogyan viselkednek az egyes sepl delécios allélok a sepl funkcio
komplementalasaban, analizaltuk a sepl protein foszforilaciojara gyakorolt hatasukat, valamit
az ace2 gén expresszidjanak megvaltozasat az egyes sejtekben. Az ace? gén a sepl egyik
legfontosabb célgénje, amely a citokinezis egyik kulcsfontossagli regulatora (Alonso-Nunez,
An et al. 2005).

A Western analizis megmutatta, hogy mind sepl-DC100 és sepl-DC169 allélek esetében

a foszforilalt forma aranya nagymértékben lecs6kkent. Ez nem volt megfigyelhetd a sepl-
DC67-es allélnal (3.4bra). Ez az eredmény megmutatta, hogy a seplp funkcidvesztése egyiitt jar
a foszforildlt forma elvesztésével €és megerdsitette korabbi hipotézisiinket, miszerint a
foszforilacio fontos a sepl protein funkcidjanak ellatdsdhoz.
A tovabbiakban meghataroztuk, hogy a funkciovesztés hogyan hat az ace? target gén
expresszidjara. Mint az a 3B dbran lathato, a target gén expresszidja teljesen megsziinik a sep-
DC100 illetve sep-DC169 esetében. Erdekes, hogy ugyan a sepl-DC67 nem okoz citokinetikus
defektust és nem valtoztatja meg a foszforilacios mintdzatot, a target gén expresszidjara
hatassal van. Ez azt jelentheti, hogy az utols6 67 aminosavnak szerepe van az optimalis
transzkripcids szint elérésében, de szerepe valdsziniileg marginalis.
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3. dbra a. Az egyes sepl allélok hatasa a protein foszforilacids mintazatara. Az egyes transzformalt sejtekbdl a
fuzios proteint detektaltuk promoter ki (+T) es promoter be (-T) feltételek kozott. E: iires plazmid, F: teljes
sepl gén. B. Az ace2 gén expresszidjanak mértéke az egyes mintakban.



A seplp 563.dik és 596.-ik aminosavjai kozotti régiojanak delécidja elrontja a sepl
funkciot, de nincs lényeges hatassal a foszforilaciora.

A koréabbi eredmények az mutattak, hogy 67 aminosav C-terminalis delécidja nem, mig
100 aminosav delécidja elrontja a sepl gén funkciojat. Igy feltételeztiik, hogy a két allél
kozotti 25 aminosavnyi régidnak fontos szerepe lehet a sepl funkcioban. Ezért ezt a
régiot eltavolitottuk (sep1-D563,596 allél) ¢és vizsgaltuk szerepet a kordbban részletezett
modon. Erdekes modon, ez az allél nem volt képes a sepl funkcidé komplementaciojara
(lasd 4A. abra) és az ace? gén expresszidja is alacsonynak adddott (4c abra). Azonban
nem taldltunk lényeges valtozast a foszforilacids mintdzatban a korabbiakkal
Osszehasonlitva (4B abra).

Ez alapjan valosziniisithetd, hogy a sepl funkcidban és a transzkripcios aktivalasban a
foszforilacion kiviill egyéb mechanizmusok (kolcsonhatas egyéb génekkel, proteinekkel)
is szerepet jatszhatnak. A kutatds masodik részében sikeriilt is talalnunk ilyen
kolesonhatd partnereket.

B. F+T F-T 67+T 67-T 563,596+T 563,596-T
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4.4bra. A. A sepl-DC563,596 allél nem képes a sepl funkci6 ellatasara. B. A protein foszforilacio
az egyes mintdkban C. Az ace?2 transzkripcidja az egyes mintdkban. E: iires plazmid, F: teljes
sepl gén. +T: represszalt, -T: indukalt koriilmények



2. A sepl-el funkcionalis kolcsonhatasban allo egyéb gének vizsgalata.

Ahhoz, hogy az eukaridta sejtekben konzervativ ¢és a hasadd éleszt6ben a sepl altal is
szabalyozott sejtciklus fiiggd transzkripcid molekularis mechanizmusat megismerjiik, a kutatéasi
projekt sordn kolcsonhatd gének felkutatasat is célul tliztiik ki. Ezt a kutatasi feladatot a
vallaltakon kiviil még egy feladattal ki is egészitettiik (b. rész), amelynek soran tovabbi
kolcsonhatd partnereket talaltunk.

a. A sepl-el feltehetéen kolcsonhatéo egyéb fork head tipusu transzkripciés faktorok
jellemzése hasado élesztében

A fork head tipusu transzkripcios faktorok az élesztétél az emberig szdmos szervezetben
megtalalhatoak es szinte mindenhol kulcsfontossdgiiak kiilonb6zd  sejtosztodasi  és
sejtdifferencialoddsi  folyamatokhoz sziikséges gének expressziojanak szabalyozasdhoz
(Lehmann, Sowden et al. 2003). Hasado élesztében két ilyen tipusu transzkripcios faktor volt
ismert a kutatdsi projekt kezdete elétt. Ezek egyike a sepl. Ezért célul tliztiik ki tovabbi, a
genomszekvencia ismeretében eldbukkant két tovabbi fork head protein funkcidjanak
jellemzését, bizva abban, hogy ezzel a sejtciklusban erintett, a sepl-el feltehetéen kdlcsonhatd
részletes fenotipusos és citologiai vizsgalatat végeztiik el. Az eredmények azt mutattak, hogy az
egyik gén (fkh2) delécidja sejtosztodasi ciklus zavarait okozza. Kimutattuk, hogy a fkh2
hidnyéban a sejtek nehezebben indukaljak a mitézist, ezaltal megnd a G2-ben " rekedt" sejtek
szama, amelyet citologiai vizsgalatokkal megerdsitettiink. Ezzel sikeriilt egy olyan regulatort
azonositanunk amely a sepl-hez hasonlod funkciét 14t el (Szilagyi, Batta et al. 2005). Mas
laboratoriumok késobb kimutattdk a sepl es fkh2 proteinek kozotti direkt fizikai kdlcsonhatas
van, ezzel megerdsitve a mi eredményeinket (Papadopoulou, Ng et al. 2008).

b. A sepl és a mediator komplex kélesonhatasa.

A Mediator komplex az éleszt6tdl a ndvényeken 4t az emberig megtalalhaté nagyjabol 1
Megadalton tomegli és legalabb 25 alegységbdl all6 komplex, amely a transzkripcid
szabalyozasaban vesz részt. A jelenlegi modellek alapjan a Mediator az RNS polimeraz II és a
specialis transzkripcids faktorok (pl. sepl vagy fkh2) kozott kdzvetiti a szabalyozasi szignalt,
mindkettével kdlcsonhatdsban. Azonban ezen funkcid részletei és a folyamat molekularis
mechanizmusa nem ismert.

Korabbi kutatdsunk soran azonositottunk a Mediator komplex egyes alegységinek mutécioja
révén kialakuld, sepl-hez hasonlé fenotipusi sejteket, ami a gének funkcionalis
kolcsonhatasara utalt (Zilahi, Miklos et al. 2000; Szilagyi, Grallert et al. 2002) Ez az eredmény
két oldalrdl is izgalmas, hiszen nemcsak a sepl sejtosztodasban vald szerepének, hanem a
Mediator komplex funkcidjanak megértéséhez is hozzajarulnak ezek a vizsgalatok.

fgy a sepl gén és a Mediator komplex kozotti funkcionalis kapcsolat részletesebb molekularis
elemzése mar kordbban terveink kozott szerepelt, de ennek protein biokémiai és genomikai
technologiai hattere és a kisérletekhez sziikséges magas dologi koltségek miatt a projektben
korabban nem tudtunk eldrelépni. Azonban ezzel az OTKA kutatasi projekttel idében atfedd
OTKA palyazat megteremtette az anyagi lehetdségeket, hogy ebben az iranyban eldrelépjiink.



Tovéabba, a svédorszagi Karolinska Intézetben dolgozo, a Mediator komplex funkciojat kutatd
csoportjaval (Dr. Claes Gustafsson csoportja, lasd (Zhu, Wiren et al. 2006; Linder, Rasmussen
et al. 2008) kialakult kapcsolat lehetdvé tette tovabbi, a részletesebb molekularis kapcsolatok
elemzését is. A svédorszagi laboratérium nagyrészt biztositotta a draga kisérletekhez sziikséges
kisérleti hatteret, valamint az ujabb laboratoriumi technikak elsajatitdsahoz sziikséges szakmai
segitséget.

Kimutattunk, hogy a Mediator komplex befolyasolja a sepl altal is szabalyozott gének (pl.
ace?) expresszidjat, igy bizonyosan direkt vagy indirekt szerepe van a sep! funkci6 elldtasaban
(Miklos, Szilagyi et al. 2008). Valamint, hogy mindkettd koélcsonhatasban 4ll a TFIIH
transzkripcids komplex-el, amely szintén elengedhetetlen a transzkripcidhoz (Lee, Miklos et al.
2005). Ezen munkak megmutattak, hogy a sejtciklus fiiggd transzkripcioban a Mediator a
TFIIH komplexek funkcionalisan egyiittmiitkodhetnek a sepl és fkh2 génekkel a target gének
promoterein. Ugyan oOriasi feladat ennek a komplex rendszernek a teljes vizsgalata, azonban az
eredményeink igéretesnek bizonyultak, ezért a palydzatban megfogalmazott feladatokon feliil a
sepl, fkh2 és a Mediator komplex kolcsonhatasara koncentralva végeztiink tovabbi kisérleteket,
a Karolinska Intezet-i kutatdcsoporttal egytittmiikodve.

Megvizsgaltuk, hogy a sepl, valamit a Mediator komplex direkt médon kotddik-e a target gén
promoteréhez. Ehhez a sejteket a fent leirt médon szinkronizaltuk és idoben kovettiik a sepl
illetve a Mediator komplex kotddését a promoteren kromatin immunoprecipitacié (ChIP)
segitségével. Kimutattuk, hogy mindkettd a transzkripcios aktivacios maximummal atfedve van
jelen a promoteren, és kotodésiik sejtciklustiiggd (5.4bra).

Tovabba megmutattuk, hogy a sepl gén illetve a Mediator komplex Medl15-o0s alegysége
delécidja hatasara a kotddés megsziinik. A Med15-os alegység homologjai szdmos szervezetben
"antennakent" funkcionalnak a Mediator komplex és a specifikus transzkripcids faktorok
kozotti kolcsonhatasban (pl. (Yang, Vought et al. 2006). Tehat nagy valdsziniliséggel a sepl
egyik funkcidja a Mediator komplex promoterre valé kotodésének eldsegitése, feltehetden a
Med15-0s alegységgel valdo kolcsonhatds révén. Ebben a folyamatban a sepl protein
aktivacidjaban bizonyosan a foszforilacio/defoszforilacid altali szabalyozas is részt vesz. A
jovoben szeretnénk felfedni ezen protein-protein kdlcsonhatasok szerepet és pontos formdjat,
valamint benne a foszforilacié funkciojat.
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5. ébra A. A sepl target ace? és cdcl5, valamint a Gl (engl) S (hhtl) és G2 (spdl) specifikus gének
expressziojanak kovetése szinkronizalt tenyészetben. Lathatd, hogy az ace? gén transzkripcidés maximuma 30
perc. B. A Mediator komplex kotdédése ace? promoteren (P1 illetve P2 régidk) szinkronizélt tenyészetben. C. A
seplp kotddése ace2 promoteren szinkronizalt tenyészetben. BG: hattér, antitest nélkiili kontrol.

Osszegzés

A kutatdsi projekt soran egy fork head tipusu regulator funkciojanak feltérképezésén
dolgoztunk. A sepl egy olyan konzervativ folyamat, mint a sejtciklus fliggd transzkripcid egyik
regulatora, ezért funkcidja molekularis mechanizmusanak megértése nagymértékben hozzajarul
a sejtosztddas szabdlyozdsanak megértéséhez. A finanszirozott projekt lehetdvé tette, hogy
elorelépjiink a sepl funkcid megértésében. Felfedeztik a sepl funkcidhoz sziikséges
foszforilaciot és annak jelentdségét, valamint megismertiik a sepl néhany kdolcsonhato
partnerét, mint fkh2 és Mediator komplex. A vallalt feladatokon feliil a Mediator komplex-el
vald kolesonhatés részletesebb vizsgalatara is lehetdség nyilt. A kapott eredmények egy része
kozlésre keriilt (lasd kozlemények jegyzéke), masik részének kozlésére varhatoan 2009-ben
keriil sor.



A jovében meg jobban szeretnénk tisztdzni a molekularis kolcsonhatdsokat ebben a
rendszerben, ugymint a foszforilacio jelentdségét, a Mediator komplex-el vald direkt
kolcsonhatasban résztvevd elemeket, valamit a fkh2 szerepet a sepl és a Mediator komplex-el
valo kolcsonhatasban. A kutatds felfedi a sejtosztddas szabalyozasanak tujabb rétegeit é€s
hozzajarul a szabalyozott transzkripcié molekularis mechanizmusanak megértéséhez. E hosszl
¢s komplex kutatési feladat els6 részén vagyunk tul a tamogatott kutatas adta lehetdség révén.
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