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1. BEVEZETES

A daganatos megbetegedések a vezetd haldlokok koz¢ tartoznak a fejlett tarsadalmakban.

A rék kialakuldsa (carcinogenezis) olyan folyamat, ahol felborul a sejtosztddas normalis
szabalyozasa. Altaldban mutaciok sorozata vezet a rak kialakulasahoz, amelyek onkogéneket
aktivalnak és tumor szuppresszor gének inaktivalasat okozzak. Egy onkogén eldsegiti a rak
kialakulasat, ha egy mutacio kovetkeztében bekapcsolddik, mig a tumor szuppresszor gének a
rak kialakulasat akadalyozzak meg, amig egy mutacié soran ki nem kapcsolodnak. A legtobb
humén tumor esetében bebizonyitottak, hogy benniik mutdns a p53 tumor-szupresszor gén
vagy hibat szenved a p53-as utvonal.

A p53 egy transzkripcids faktor, amelynek kulcs szerepe van a szdvetek integritasanak
fenntartasaban a sejtek DNS-tartalmat ért sériilés esetén. A p53 tumor szuppresszor aktivitasa
annak koszonhetd, hogy a DNS kérosodas mértékétdl fiiggden beinditja a hiba kijavitasat
vagy sulyosabb esetben leallitja a sejtciklust és apoptozist indukal, ily modon a ,,genom Ore” -
ként védelmezi a szervezetet.

A p53 fehérje e fontos folyamatokban sokféle fehérjével kapcsolatba 1épve tolti be funkcidjat
¢s ezeknek a kolcsOnhatdsoknak a felderitése fontos alapkutatdsi célkitlizés, amelynek
megvalositdsin munkacsoportunk tagjai tobb éve dolgoznak. A program soran
kutatécsoportunk a Dmp53-nak szamos kolcsonhato partnerét azonositotta. E kdlcsonhatasok
funkcionalis kovetkezményeinek vizsgélata alapvetden hozzajarul a p53 finom mitkodésének
megértéséhez és ezaltal a humdn daganatok kialakuldsdnak megismeréséhez és terapids

eljarasok kidolgozéasahoz.

1.1. A p53 FELFEDEZESE

1979-ben szamos munka beszamolt egy 53 kDa molekulasulyu fehérjérdl, melyet az SV40 T-
antigénnel szoros komplexben talaltak transzformalt egér sejtekben. A T antigénre specifikus
ellenanyag segitségével rakos péaciensek szérumabol is gyakran ki tudtdk mutatni a kés6bb
mar p53-nak nevezett fehérjét, ami ramutatott a human karcinogenézis folyamataban betdltott
szerepére. A p53 cDNS-ének sikeres klonozasat kovetden, lehetdové valt molekularis biologiai
modszerekkel torténd vizsgalata. Sejtekbe juttatva eldszor azt mutattdk ki, hogy a p53
egylittmiikddik a Ras onkogénnel rosszindulati daganatokban, de kideriilt, hogy a munka

soran hasznalt p53 mutacidt hordozott.


http://hu.wikipedia.org/wiki/Mut%C3%A1ci%C3%B3

Valojaban a normal sejtekbdl izolalt pS3 cDNS expresszidja nem volt onkogén hatasu, sét
ellenkezbleg inkdbb gatolta a sejtek osztodasat. A tovabbi kutatdsi eredmények
megerdsitették, hogy a humén tumorokban a p53 sokkal inkabb tumor szuppresszorként
miikddik, mintsem onkogénként. A p53 gén teljes kiiitése egerekben egy ideig nem okoz
lathatd abnormalitdsokat, az allatok normalisan fejlédnek, de 2-3 hénapos korukban mar
rosszindulat daganatok alakulnak ki benniik. Kilenc honapos korukra pedig majdnem az

Osszes egér elpusztul valamilyen rosszindulatl rakos betegségben (Chumakov, 2007).

1.2. A p53 ALTALANOS JELLEMZESE

A p53 fehérjét a ,,genom Orének”™ is nevezik, mert a genotoxikus karosodéasokra adott sejtes
valaszok koordinalasaban létfontossagl szerepet tolt be. A p53 kulcsszerepet jatszik a genom
integritasdnak védelmében. Tumor szuppresszor hatasai kiilonb6z6 mechanizmusok révén
valosulnak meg. Ez lehet a sejtciklus megallitasa, az apoptdzis kivaltasa, a DNS hibak
javitasanak serkentése és a sejtek oregedésének szabalyozasa.

A Li-Fraumeni szindromas egyének, akik a p53 gén hibas alléljat 6rokolték, vagy azok az
egér vonalak, amelyekben kilitotték a p53 gént, sokkal nagyobb gyakorisaggal mutattak rakos
megbetegedést, mint a normal megfeleldik. A rdkos daganatok néhény tipusdban a p53
inaktivacioja mar a tumorképzddés korai szakaszaban el6fordul, mig mas fajtakban csak a

késobbi szakaszban mutathato ki.

1.2.1. A p53 fehérje fo szerkezeti elemei

A human p53 fehérje 393 aminosavbdl épiil fel és struktiralisan, valamint funkciondlisan is
szamos domént tartalmaz (Brooks és Gu, 2006). A p53 fehérje domén felépitésébdl
kovetkeztetni lehet legfobb funkcioira, mely a szekvencia-specifikus DNS kotés, a
transzkripcid aktivacidja és a tetramerizacio. E funkciok megléte tekintetében a kiilonbozo
gerincesek p53 fehérjéi nagy konzervaltsagot mutatnak. A fehérje az aldbbi 6t jellegzetes

doménbdl épiil fel (1. abra).



1.abra: A pS53 fehérje domén szerkezete.

(A) A p53 fehérje egyes aminosavain kimutathatdé mutacidk eléforduldsanak gyakorisaga
human tumorokban. (B) A p53 domén-szerkezetének felépitése. Az N-terminalis részén
talalhat6 a transzaktivacios €s a prolinban gazdag SH3 (sarc homologia 3) domén, kdzépen a
szekvencia-specifikus DNS-k6té domén és a fehérje C-termindlis részén az oligomerizacios
¢s szabalyz6 domén (Chumakov, 2007).

Transzaktivacios domén:

A p53 N-termindlis részén talalhatd a savas aminosavakban gazdag, transzkripciot aktivalod
domén, mely 42 aminosavbol 4ll. Ezen a doménen keresztiil kapcsolodik az MDM?2 fehérje a
p53-hoz (Kussie és mtsai, 1996). Az MDM2, a kés6bbiekben részletesen ismertetett Gton
iranyitja a p53 citoplazmaba torténd szallitasat és lebontasat (Roth és mtsai, 1998).

SH3 (sarc homologia 3) domén:

A 63. és 97. aminosav kozott egy prolin gazdag SH3 domén helyezkedik el. A p53
apoptotikus aktivitasanak szabalyozasaban van fontos szerepe.

DNS koto domén:

A fehérje kozépso részén helyezkedik el a szekvencia-specifikus DNS-k6td domén a 94. és a
292. aminosav kozott (Cho és mtsai, 1994), mely egy Zn atomot kot és szamos arginint
tartalmaz. A tumorok analizise azt mutatta, hogy a rdkos megbetegedések felénél mutans volt
a p53, és a mutaciok dontd tobbségben, 95%-ban a szekvencia-specifikus DNS kotésért
felelds kdzponti doménben voltak megfigyelhetdk (1. abra A) (Ko és Prives, 1996).
Tetramerizdcios domén:

A p53 C-terminalis részén a 324. és 355. aminosav kozott taldlhatdé a tetramerizécios,

oligomerizacios domén. Az aktivalt p53 fehérje mindig tetramer formaban van jelen (2. abra)

(Jeffrey és mtsai, 1995).



2. abra: A p53 DNS-hez kotodése.

A p53, mint szekvencia-specifikus DNS-kot6 fehérje kristalyszerkezeti modeljén lathato,
hogy tetramer formaban (arany, kék, zold és rozsaszinnel jelolve) kotddik a DNS-hez (sziirke
szinnel jelzett az dbra als6 részén) (Durell és mtsai, 2001).

Szabalyozo domén:

A tetramerizacios domént kovetden pedig a 360. és 393. aminosav kozott figyelheté meg a

szabalyozdé domén, mely fontos szerepet jatszik a p53 aktivitdsanak és stabilitadsanak

szabalyzasaban.

Normalisan a p53 fehérje szintje nagyon alacsony a sejtekben, viszont a sejtet érd kiilonb6zo
stresszhatasokra, igymint hipoxia, aktivalt onkogének, kemoterapias szerek, ionizalo sugarzas
(IR) vagy ultraibolya (UV) sugéarzas altal kivaltott DNS karosodéas, megemelkedik a szintje,
stabilizalodik ¢és kiilonbozé valaszreakcidkat indit el, amelyekrdl részletesen lesz sz6 a

kés6bbiekben (3. abra) (Ljungman, 2000).

Aktivalt Metabolikus
onkogének kérosodés véltozdsok

\//
L/\\

DNS Sejtciklus Replikativ  apoptézis Angiogenezis
repair ledllitdsa szeneszcencia gdtldasa

3. abra: A p53 tumor szuppresszor hatasa tobbrétii.
A p53-t aktivalo stimulusok és a p53 altal indukalt sejt-szintli valaszreakciok.



1.2.2. A p53 szintézis transzldcios szintii szabdlyozdsa

crer

crer

kotodé RNS-kot6 faktorokon keresztiil (Fu és mtsai, 1996).

1.2.3 A p53 poszttranszlacios modositasai

A p53 miikddése emldsdkben nem a transzkripcid-transzlacid szintjén szabalyozdodik, hanem
a fehérje poszttranszlacids modositasai révén, melyek a p53 stabilizacidjaban ¢és
aktivaciojaban jatszanak 1ényeges szerepet.

A p53 fehérje 16 poszttranszlacios modositasai koz¢é tartozik az ubikvitinacio, a foszforilacid
¢s az acetilacio (Brooks és Gu, 2003), de 1éteznek mas mddositasai is, mint pl. a sumoilacio, a
neddilaci6 és a metilacio (Chuikov és mtsai, 2004). A p53 N-termindlis része foszforilalodhat,
mig a C-termindlis részén, mely szerinben és argininben gazdag, a foszforilacido mellett
tovabbi moddositasokat is megfigyeltek: acetilacid, metilacio és kiilonbdz6 ubikvitin-szer(
fehérjék kovalens kotddése, mint a SUMO (Rodriguez és mtsai, 1999) és a NEDD-8
(Xirodimas és mtsai, 2004).

Foszforilacio:

A foszforilacio altaldban a p53 aktivacidjadhoz jarul hozza, azonban nem minden esetben,
hiszen pl. a Serl5 foszforilacidja a p53 transzaktivald képességét gatolja, azaltal, hogy
megsziinteti a p53 és a TATA box-kotd fehérje (TBP) kozotti kdlesonhatast, viszont a Serl5
¢s Ser37 egyiittes foszforilacidja visszadllitia a p53 transzaktivalo képességét, viszont
megsziinteti az MDM2-p53 kozotti interakciot (Pise-Masison és mtsai, 1998).

A p53 N-terminalis részén bekovetkezd tovabbi modositasok kdzé tartozik a Serl5, Ser20 és
Thr18 aminosavak foszforilacidja, mely modositas interferal az MDM?2 p53-hoz ill. mas E3
ligazok kotdédésében, mely elvezet a fehérje stabilizaciojahoz.

A p53 C-terminalis része foszforilalodik a Ser315 (CDC14 foszfatdz), a Ser376 (ismeretlen
foszfatdz) (Cuddihy AR ¢és mtsai, 1999a; Cuddihy AR és mtsai, 1999b) és a PKR foszfataz
révén a Ser392-es aminosavon, mely pozitivan szabalyozza a p53 DNS-hez kotddését és

tetramerizaciojat in vitro (Sakaguchi és mtsai, 1997).

10



Ubikvitindcio:

Az ubikvitin izopeptid kotést hoz 1étre az ubikvitin-szerii fehérjék C-terminalis karboxil
csoportja és a modositandd fehérje lizinjének e-amino csoportja kozott (Ciechanover, 1998).
(mouse double-minute 2 homolog) fehérje (Brooks ¢s Gu, 2006), azonban a p53 ubikvitin-
fliggd lebontasanak az MDM2 mellett mas szerepldi is vannak pl. a COP1, PIRH2, ARFBP/
MULE, CHIP ubikvitin E3 ligdzok.

Sumoilacio:

A p53 sumoilécidja aktivaldé hatasi moddositas, mely fokozza a p53 transzkripciot aktivald
képességét, azonban a fehérje szintjében nem okoz drdmai valtozast (Rodriguez és mtsai,
1999).

Neddilacio:

A neddilacié egy olyan poszttranszlacidos moddositas, amely csokkenti a p53 transzaktivald
képes indukalni a p53 fehérje C-terminalis részén levé K370, K372 és K373-as lizinek
neddilaciojat.

Acetilacio:

A p53 C-terminalis részének acetilacidja megvédi a p53-t az ubikvitinaciotol. S6t a pS3 373
¢s 382-es lizinjének acetilacidja fokozza a DNS-ko6t6 aktivitasat in vivo (Gu és Roeder, 1997;
Luo és mtsai, 2004) és eldsegiti a p300/CBP (CREB Binding Protein)-vel valé kapcsolddasat
(Barlev és mtsai, 2001).

UV ¢és IR sugarzas hatasara a p5S3 C-termindlis részén a Lys382 acetilalodik a p300 révén, ily
modon fokozza a p53 stabilitasat (Sakaguchi és mtsai, 1998). Ugyancsak UV ¢és IR sugarzast
kovetden a PCAF is acetilalja a p53 C-terminalis részén a Lys320-as helyen, igy fokozza a
p53 szekvencia-specifikus kdtddését (Liu és mtsai, 1999).

Metilacio:

Chuikov és mtsai kimutattdk, hogy a Set9 metiltranszferaz képes metilalni a p53 C-terminélis
szabalyozd doménben 1évd K372-es lizin oldallancot. A p53 Lys372 Set7/9-fliggd metilacidja
a p53 stabilizacidjat és a transzkripcid aktivacidjat eredményezi.

A p53 C-termindlis részén metilalodhat a Lys370 is (Huang és mtsai, 2006) az SMYD2
(SET/MYND Domain-2) fehérje révén, mely képes metilalni a H3-as hiszton K36-os lizinjét
is in vitro (Brown és mtsai, 2006). A Lys370-es metilacio megakadalyozza, hogy a p53 DNS-
hez tudjon kotddni. DNS karosodds hatdsara a Lys370 metilacié gatlodik a Set7/9-fliggd
Lys372 metilacio altal (Huang és mtsai, 2006).
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Egyre tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy a kiilonb6zé poszttranszlaciés modositasok
egymasra is hatassal vannak. Példaul a p53 N-terminalis részén levé Ser33, Ser37
foszforilacid eldsegiti a C-termindlis Lys320 acetilaciojat (Sakaguchi és mtsai, 1998).
Hasonloan a Ser6, Ser9, Serl5 és a Thrl8 foszforilacidja fokozza a p53 p300/CBP altal

szabalyzott acetilacigjat (Saito és mtsai, 2003).

1.3. A p53 DEGRADACIOJA

A p53 tumor szuppresszor fehérje gatolja a sejtek osztodasat azéltal, hogy megallitja a
sejtciklust vagy apoptdzist indukdl. A stresszmentes sejtekben a p53 fehérje szintje nagyon
alacsony, egy proteaszoma-fiiggd iranyitott degradacidos mechanizmus eredményeként. Ebben
a folyamatban bizonyitottan nagy szereppel bir az MDM2 fehérje, mely a p53 fehérje N-
terminalisahoz szorosan kotddve, ubikvitin ligdz aktivitdsanak készonhetden (Brooks és Gu,

2006) lebontasra jeldli a p53-t.

1.3.1. A p53 fehérje proteaszomalis lebontdsanak szabdlyzdsa

A p53 proteaszomalis lebontdsa torténhet ubikvitin-fiiggd vagy ubikvitin-fliggetlen
mechanizmus révén (4. abra).

Az ubikvitin-fiiggetlen mechanizmus sordan a 20S proteaszOmaban torténik meg a p53
lebontédsa (Asher és Shaul, 2005). Ebben a folyamatban fontos szerepet jatszik a NAD(P)H-
fiiggd quinine oxidoreduktaz (NQO1), ugyanis DNS kérosodast kivaltod stresszhatasra képes
fokozni az NQO1 p53-hoz kotddését, igy a pS3 felhalmozddasdhoz jarul hozza (Chumakov,
2007).

Az ubikvitin-fiiggé lebontds fobb szerepléi a kovetkezd E3 ubikvitin-ligdzok (MDM2,
COP1, PIRH1, ARFBP/ MULE, CHIP), melyek fontos szerepet jatszanak a p53 ubikvitinnal
valo megjeldlésében és végiil a 26S proteaszoémaban bomlik le a p53 fehérje. A PIRH1 egy
RING-H2 domént tartalmaz6 fehérje, mely kdlcsonhat a p53-mal és eldsegiti az MDM2-

crer

a p53-nak a COP1 (Dornan és mtsai, 2004).
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4. abra: A p53 proteaszomalis lebontasanak ubikvitin-fiiggo és ubikvitin-fiiggetlen
mechanizmusa.

Az ubikvitin-fiiggd lebontasaban a kdvetkez6 E3 ubikvitin-ligdzok (MDM2, COP1, PIRH2,
ARFBP/ MULE, CHIP) jatszanak fontos szerepet és a végso lebontast a 26S proteaszoma
végzi. Ezzel szemben az ubikvitin-fliggetlen mechanizmus soran a 20S proteaszoéma végzi a
p53 lebontasat (Chumakov, 2007).

A p53 lebontésa soran az ubikvitinnel torténd megjeldlése a kovetkezd egymast kdvetd

enzimatikus reakcid soran valdsul meg.

P
E1 E2 E3 proteasome
Ub —®= Ub-Ei— Ub-E2 —#= E2-Ub-E3 —_— psd

degradation

DMA damage, lactacystin
blocked RNA LLnL
polymerase

MG 132

5. abra: A p53 ubikvitin-fiiggé lebontasa.

Az E1 ubikvitin-aktivalé enzim révén aktivalodik az ubikvitin (Ub) ATP felhasznalasaval.
Ezaltal az ubikvitin C-termindlis glicinje adenilalédik és tioészterkotést létesit az El
fehérjében levd cisztein kozott. Az E1 ubikvitin-aktivalo enzimrél az ubikvitin egy
transzészterifikacios reakcioban atkeriil az E2 ubikvitin-konjugal6 enzimre, majd onnan az E3
ubikvitin ligdz enzimre. Sok esetben az E3 ligdz ismeri fel a fehérje szubsztratot és katalizalja
az izopeptidkotést az ubikvitin C-termindlisa és a célfehérje lizinjének e-amino csoportja
kozott (Hershko és Ciechanover, 1992). Az ubikvitinalt p53 fehérjét a 26S proteaszéma
bontja le (Ljungman, 2000).
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Az MDM2-h6z hasonléan mind a COP1, mind a PIRH2 p53-érzékeny célgének, melyek
stresszhatasra erdsen aktivalodnak. Ezzel szemben az ARF-BP1 nem érzékeny a p53
transzaktivaciora, igy elképzelhetd, hogy nem stresszelt koriilmények kozott van fontos
szerepe a p53 turnover-ében, mig az MDM2 a COP1 és PIRH2-vel egyiitt kulcs szerepet
jatszik a p53 funkcid gatlasaban a stresszelt sejtekben (6. abra).

Mig emberben ¢és egérben mind a PIRH2, COP1, MDM2 és ARF-BP1 jelen van, addig
Drosophila melanogaster-ben csak a Pirh2 és az Arf-bpl, Caenorhabditis elegans-ban csak
az Arf-bpl homoldgja van jelen. Létezik azonban deubikvitindldé enzim (DUBs) is, mint
példaul a HAUSP (=herpesvirus-associated ubiquitin-specific protease), mely képes kotddni a
p53-hoz és stabilizalni annak szintjét, igy indukalja a p53 altali sejtnovekedés leallitasat és az

apoptézist (Hu és mtsai, 2002).

UNSTRESSED STRESSED CRISIS SURVIVAL
CELLS CELLS CELLS
DNA (&) e UB)
DAMAGE TRANSACTIVATION b
> - > ; ; APOPTOSIS RE.["MR5
ATM,ATR,.CHKI/CHK2 n P21, PUMA, BAX HDACI/Sirt1
CBP/p300, PCAF, TIP60 ; GROWTH ARREST
_4 A HAUSP

TRANSCRIPTIONAL
ACTINATION

@ - Acetylation

=] = | <« ONCOGENIC STRESS e - Phosphorylation
i E1A, RAS, MYC

6. abra: Az MDM2 szerepe a sejtek tulélésében.
A nem stresszelt sejtekben, az alacsony szinti MDM2 aktivitas a p53 monoubikvitindciojat

s

rrrrr

hatasara a p53 aktivalodik és stabilizalodik szamos poszttranszkripciés modositas révén, mely
elvezet az mdm2, copl és pirh2 gének indukcidjahoz. (Brooks és Gu, 2006)
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1.3.2. Az MDM?2 a p53 legfontosabb szabadlyzoja

transzkripcids aktivitast, azaltal, hogy blokkolja a p53 kolcsonhatasat tovabbi transzkripcios
koaktivatorokkal (Momand és mtsai, 1992). Az MDM2 fehérje szamos konzervalt domént
tartalmaz, beleértve az N-termindlis p53-kotd, a C-terminalis RING finger domént, mely a
p53 ubikvitindcidjat és sajat autoubikvitinacidjat is iranyitja (Honda és Yasuda, 2000). Ezen
kiviil tartalmaz egy kozépsO, savas régidt is, mely szabdlyozo funkcioval rendelkezik
(Argentini és mtsai, 2001). Szamos fehérje esetében kimutattdk a savas doménnel vald
interakciot, ilyen pl. a p14**" (Midgley és mtsai, 2000) fehérje és a TATAbox-koté fehérje
(TBP) (Léveillard és Wasylyk, 1997). Ez is egy fontos bizonyitéka annak, hogy a
transzkripciot aktivald faktoroknak (TAF) fontos 0sszekotd szerepiik van a szekvencia-
specifikus transzkripcios faktorok és az alap transzkripcids gépezet kozott (Farmer és mtsai,
1996). Kimutattak, hogy a p53 C-terminalis részén levd 6 lizin (K370, K372, K373, K381,
K382, K386) szolgal az MDM2 szamdara a fo ubikvitinacios helynek. Az alacsony szintli
MDM2 aktivitds a p53 monoubikvitinacidjat és a p53 sejtmagi exportjat szolgélja, mig a
mtsai, 2002). Az MDM2 el6segiti a p53 sejtmagbol citoplazmaba torténd szallitasat, azaltal,
hogy ubikvitindlja a p53 C-terminalis részét. Ugyanis a p53 fehérje két sejtmagi export
szekvenciat (NES=nuclear export sequence) tartalmaz, egyet az N termindlis, egyet a C-

termindlis részén (Stommel és mtsai, 1999).

Az mdm?2 kilitése korai embrionalis letalitast okoz a kontrollalatlan p53-iranyitotta apoptozis
révén (De Rozieres és mtsai, 2000). Az MDM2 mellett a Jun kin4z (JNK) is szerepet jatszik a
p53 lebontdsdban nem stresszelt sejtekben. Mig a p53-t az MDM2-vel komplexben féleg a
sejtciklus S és Go/M fézisaiban, addig a INK-p53 komplexet féleg a Go/G; fazisban lehet
kimutatni (Fuchs és mtsai, 1998). Ebbdl is szépen latszik, hogy a p53 lebontasa az MDM2 ill.

a JNK révén a sejtciklus kiilonb6zo szakaszaiban valosul meg egymastol fiiggetleniil.

1.3.3. A p53-MDM2-ARF dltal megvalosulo visszacsatolds

A p53 szabalyozza a sajat negativ szabalyzojanak, az MDM2-nek az expresszidjat egy
visszacsatolasos folyamatban, mivel az MDM2 expresszidja transzkripcidsan aktivalodik a
pS3 éaltal (Barak és mtsai, 1993). Az MDM2 azon képessége, hogy kotddik a p53-hoz és
ubikvitinalja, gatolhatdo a p14**" (Alternative Reading Frame, p14**" humanban, p16*%"

egérben) tumor szuppresszor révén (Midgley és mtsai, 1997).
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A pl4**F fizikalis kolcsonhatasban all az MDM2 fehérjével és ez az interakcid gatolja az
MDM2 ubikvitin ligz funkcidjat. A p14**F expressziojat olyan onkogének indukaljak, mint a
Myc, a Ras, az E2F-1 transzkripcids faktor és az E1A virdlis fehérje. A vad tipust p53
expresszidja elvezet a p14™*" transzkripciojanak gatlasahoz, ezaltal valosul meg a p53 és a
pl4*® kozotti visszacsatold reakcio. Tehat az ARF protein szupresszalja az aberrans
sejtnovekedést az onkogén aktivaciora adott valaszként, részben a p53 utvonal indukcidjaval

(Sharpless és DePinho, 2004).

1.4. A p53 SZEREPE A DNS-T KAROSITO AGENSEK ALTAL KIVALTOTT
UTVONALAK SZABALYOZASABAN

A p53 indukcidjanak mechanizmusa két kiilonb6zé DNS-karosito agens (UV fény €s ionizald
sugarzas) esetében eltérd lehet, bar mindkettd a DNS karosodasat indukalja és a p53
felhalmozodéasahoz vezet.

Az UV sugarzas hatasara kiterjedt 1ézidk (karosodéasok) jelennek meg €s blokkolodik az RNS
polimerdz (Ljungman ¢és mtsai, 1999). Ezt kdvetdéen az ATR kindz aktivalodik (Tibbetts és
mtsai, 1999), mely kozvetleniil foszforilalja a p53 Ser15-0s aminosavat €s egyben aktivalja a
Chkl1 kinazt, mely képes foszforilalni a p53-t a Ser20-as helyen (Chehab és mtsai, 1999).
Ezzel szemben az ionizalé sugarzas a DNS szal torését okozza a transzkripcié gatlasa nélkiil,
ugyanakkor egy gyors p53 indukcidt okoz emlés sejtekben (Lu és Lane, 1993).

Az ionizal6d sugarzas okozta DNS szaltorés kijavitasa altaldban sokkal gyorsabb, mint a
kiterjedt 1éziok kijavitasa (Ljungman, 1999). A szignal érzékelését kovetéen az ATM kinéz
aktivalodik, mely foszforilalja a p53-t a Serl5-0s helyen (Sarkaria és mtsai, 1999). Masik
fontos target a Chk2 fehérje kindz (Matsuoka ¢és mtsai, 1998), mely az ATM-mel
egyiittmiikddve szabalyozza a sejtciklus megallitasat és kozvetlentil foszforilalja a p5S3 Ser20
aminosavat (Chehab és mtsai, 2000). Ez a mechanizmus fokozott stabilitast biztosit a p53-
nak, azaltal, hogy megvédi az MDM2 iranyitotta lebontastol (Matsuoka és mtsai, 1998).

Tehat a p53 mind védd, mind pedig apoptozist-elésegitd szereppel rendelkezik a DNS-t
karositd agensek hatasat kovetden. Azt, hogy az adott sejt megmenekiiljon-e vagy inkabb
elpusztuljon sok faktor pl. a sejt tipusa, a kirosodds mértéke és a sejt onkogén stitusza

egylittesen hatarozza meg: (Sionov és Haupt, 1999).
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1.5. A p53 TRANSZKRIPCIOS AKTIVITASA

A p53 altali tumor szuppresszor hatasa a p53 transzkripcios aktivator funkciojan alapul
(Levine és mtsai, 1994). Az elézéekben bemutattam, hogy a p53 hogyan stabilizalodik és
aktivalodik kiilonbozo stressz-hatasokra. Az aktivalodott p53 tobbféle sejtvalaszt indit el (3.
abra). A p53, mint transzkripciés faktor, aktivalja célgénjeit, melyeken keresztiil részt vesz a
sejtciklus szabalyzasaban (p21, ciklin G, Bax stb), a keletkezett hibak kijavitasaban, a DNS
javito (repair) folyamatokban DNS polimeraz n, MSH2, PCNA, MLH1, PMS2, RADSI,
WRN, RecQ4 géneken keresztiil és az érképzddés (angiogenezis) gatlasaban, végiil az
apoptdzisban (Chumakov, 2007). A p53-koté helyben a PuPuPuCA/TA/TGPyPyPy
szekvencia kétszer ismétlodik. P53-koté helyeket nem csak a célgének promoterében, hanem

intronjaiban és enhancerekben is azonositottak.

1.5.1. A p53 szerepe a sejtciklus szabdlyozdsaban

Az aktivalddott p53 fehérje kotddik a p21 gén promoterében 1évo pS53-kotd helyekhez és a
p21 gén kifejez6dését valtja ki. A p21 fehérje gatolja a ciklin-fiiggd kindzok mukdodését
(Cdk2-cyclin E), melyek fontos szerepet jatszanak a sejtciklus G1 fazisbol S fazisba valo
atmenet soran. Igy a p21 fehérje megallast okoz a sejtciklus G1 fazisban és megakadalyozza a
sejtek S fazisba valo belépését. Ha a sejtek mar beléptek az S fazisba, akkor a p21 blokkolja a
kis magi nuklearis fehérje, a PCNA (=Proliferating Cell Nuclear Antigen) aktivitasat, mely a
DNS replikacioban és a DNS javito folyamatokban jatszik fontos szerepet.

A p53 éltal elinditott kaszkad folyamatok révén a p21-en keresztiil ledllitja a sejtciklust €s
ongyilkossagra itéli a sejteket (Dulic és mtsai, 1994). A sejtosztodds masik fontos negativ

szabalyzo6ja a Gadd45 (Kastan és mtsai, 1992), mely szintén a pS3 célgénje.

1.5.2. A p53 szerepe az érképzodés (angiogenezis) folyamatiban

A tumoros, abnormalis sejtek novekedésének szabdlyozésaban fontos szerepet jatszik a p53,
tobbek kozott a tumorok érképzddésének gatlasaval. A p53-altal szabalyzott gének kozé
tartozik az angiogenezis gatld thrombospondin TSP-1, GD-AIF, BAIl, a tumorok
elterjedésének ¢és az attétek (metasztazis) kialakuldsdban gatld szerepet jatszo KAIl, a
kollagenaz MMP2, MASPIN ¢és a plazminogén aktivator fehérjét gatlo PAI-1 és szamos
szekretalo fehérje faktor, mely gatolja a karosodott sejtek novekedését (Chumakov, 2007).
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1.5.3. A p53 apoptozisban betiltott szerepe

A p53 az apoptozist kétféle uton valthatja ki, transzkripcio-fliggo és fiiggetlen mechanizmus
révén (Moll és mtsai, 2005).

A sejtmagi p53 a transzkripcids aktivitdsdnak kdszonhetéen indukélja a Puma, Noxa és Bid
fehérjéket, ez az utvonal valodsitja meg a transzkripcio-fiiggé mechanizmust, mig a
citoszolikus 1ill. mitokondridlis p53 egy transzkripcio-fiiggetlen mechanizmussal
kozvetleniil aktivalja a Bax/Bak fehérjéket és gatolja a Bel-2/Bcel-xL anti-apoptotikus hatasat.
Mindkét ttvonal megegyezik abban, hogy kdzvetve vagy kozvetleniil képes aktivalni a pro-
apoptétikus Bcel-2 csalad tagjait, mely elvezet az OMM permeabilizacidjahoz (=ateresztd
képességéhez), a citokrom-c felszabaduldsahoz és a kaszpaz-3 aktivacidjahoz.

A p53 fehérje mind kiilsd, mind belsd, mitokondrialis apoptdtikus utvonalon keresztiil képes
apoptdzist inditani (7. abra).

A Kiilsé apoptotikus utvonal a halal receptorok aktivaciojan keresztiil valosul meg, majd ezt
koveti az inicidtor kaszpaz 8 aktivacidja.

A belsé apoptotikus utvonal a mitokondriumokban a citokrém-c felszabadulasat kovetden, az
APAF-1 adaptor fehérjén keresztiil az inicidtor kaszpaz 9 aktivacidjaval valdsul meg

(Vousden ¢s Lu, 2002).
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7. abra: A pS53 apoptézisban betoltott szerepe.

A p53 két uton képes apoptozist indukalni, egy kiilso (extrinsic) titvonalon a halal receptorok
aktivaciojan keresztiil (Fas, DRS5, Pidd) és egy belsd, mitokondridlis utvonalon, mely az anti-
apoptdtikus Bel-2 transzkripcidjanak represszalasaval €s a pro-apoptotikus Bax, Noxa, Puma
gének transzkripcidjanak aktivaciojaval valosul meg. Bcl-2 (=B-cell lymphoma 2); Apaf
(=Apoptotic protease-activating-factor); Bax (=Bcl-2 associated X protein); DRS (=death
receptor 5); Pidd (= p53 protein induced, with death domain). (Jesenberger és Jentsch, 2002)
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1.6. A HUMAN P53 GENCSALAD (P73/P63) TAGJAINAK JELLEMZESE

Gerincesekben a p53 géncsaladnak tovabbi két tagja van, a p63 és p73. Mindkettd szamos
izoformat képes kifejezni alternativ promoter hasznalat és alternativ splicing (mRNS érés)
révén. A p63 és p73 géneket 1997-ben azonositottdk. A human p63 és a p73, strukturalisan
hasonlitanak a p53-hoz (8. 4bra) ¢és bar nem kozvetleniil vesznek részt a tumor
szuppresszioban, szerepiiket az apoptozisban szamos cikk bizonyitotta (Yang, 1998). A csalad
tagjai kozott fenndllo hasonldsagnak kdszonhetden a p63 és a p73 képesek transzaktivalni a
p53 célgénjeit (Di Como ¢és mtsai, 1999; Gaiddon és mtsai, 2001), és ezaltal sejtciklus
megallast és apoptozist indukalni. A p53 €s a p73 kozotti funkcionalis hasonldsag ellenére a
p73 funkcidjat szabalyozd mechanizmusok még nem teljesen tisztazottak (Murray-Zmijewski

¢és mtsai, 2006).
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8. abra: A human p53 géncsalad tagjai pS3, a p63 és p73.

A csalddtagok doménszerkezete erds konzervaltsagot mutat. TA (transactivation domain); PR
(proline-rich domain), DBD (DNA-binding domain), OD (oligomerization domain), SAM
(sterile alpha motif) (Melino és mtsai, 2002).

1.6.1. A p63 jellemzése

Egérben végzett genetikai kisérletek igazoltak a p63 esszencialis szerepét az epidermisz és a
végtagok kifejlodésében. Emberben a p63 ivarsejtvonalbeli mutaciojahoz hat ritka
autoszomalis domindns fejlédési betegséget (EEC, ADULT, LMS, Hay-Wells, SHFM ¢és
Rapp-Hodgkin szindroma) kotnek. Az EEC és ADULT szindrémak esetében a p63 DNS-koto

doménjében torténik missense mutacio.

1.6.2. A p73 jellemzése
A p73 gén 7 alternativ C-termindlis izoformat (a, B, v, 0, €, { €s 1) és 4 alternativ N terminalis

izoformat képes kifejezni.
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A ANp73 izoformak (hianyzik a transzaktivaciés domén) erésen expresszalodnak fejlodo egér
agyban, szemben a TAp73 izoformakkal, melyek tartalmazzak a transzaktivacidos domént az
N-terminalis részen. A p73 gén kifejezddése fejlodésileg szabalyzott a vese fejlddése soran ill.
varidnsok eltérd transzkripcids aktivitassal rendelkeznek. A p73a és p73p a normal myeloid
differenciacioval, mig a p73y, p730 és p73¢ a leukémiés blasztokkal hozhato kapcsolatba, sot
a p73e abszolut specifikus a leukémias blaszt sejtekre. Tovabbi bizonyiték a sejtes
differenciacioban betdltott szerepiikre, hogy a Tap73y és Tap736 részt vesz a human bor
A p73 hianyos egereknek olfaktorialis és neuronalis rendellenességei vannak. Azokban az
egerekben, ahol az Osszes p73 izoforma funkcionalisan hibas, sulyos defektusokat figyeltek
meg, ilyen pl. a hippokampusz fejletlensége, vizfejiiség, kronikus fertdézések és gyulladasok, a
feromon érzékeld utvonalak hibai, bar nem mutattak fokozottabb hajlamossagot a rak
kialakuldsara. A p73 hianyos him egerekben hianyzik a szexudlisan érett néstények irdnti
érdeklddés és agresszivan viselkednek mas himekkel. Ezek az eredmények egyiittesen azt
mutatjak, hogy az érzékeld és hormonalis rendszer hibai hozzajarulhatnak a szaporodasi €s
viselkedésbeli fenotipusokhoz.

A p73 eltér6 szinten fejezodik ki szamos tumor esetében pl. a hugyholyag, mell, tiido, a m4j
ill. az idegrendszert érinté karcindmakban. Erdekes modon az egyik N-terminalisan csonkolt
p73 (ex2p73) rak-specifikus izoformanak tlinik, mivel a normal, egészséges szovetekben nem
termelddik, viszont pl. a neuroblasztoma ill. hiively €s petefészekrak esetében megfigyelhetd.

cres

genetikai rendellenességben nem talaltdk meg (Murray-Zmijewski és mtsai, 2006).

1.6.2.1. A p73 degradacidja

A p53 MDM2 kot régidja mar nagyon jol jellemzett és a p73 ezen doménje nagy
hasonlosagot mutat a p53-éhoz (Picksley és mtsai, 1994). Kimutattak, hogy nemcsak a p53,
de a p73a is képes kotddni az MDM2-hoz ¢és hogy mindkét fehérje az MDM?2 hasonlo
p53 fehérje szintjét, addig a p73a fehérje szintjében nem okozott csokkenést. Ez részben
magyarazhaté azzal, hogy valosziniileg a p73a ¢és az MDM2 kozotti kotés nem olyan

hatékony, mint a p53 és az MDM2 kozott 1étrejovo.
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Tehat valoszintileg a p73a stabilitdsat nem az MDM2 szabalyozza. Bar az MDM2 nem képes
lebontani a p73a fehérjét, mégis nagymértékben képes csokkenteni a p73a transzkripciot
aktivalo képességét (Balint és mtsai, 1999). A p53-mal szemben az MDM?2 nem képes a
rokon fehérjék (p73a, p73P) sejtmagi exportjanak kivaltdsira. Az eredményekbdl tehat
egyértelmiien latszik, hogy a p53 és p73 gének szabalyzasa egészen masképp valosul meg

(Balint és mtsai, 1999).

1.7. A P53 DROSOPHILA HOMOLOGJANAK (DMP53) JELLEMZESE

Mig emlésokben a p53 géncsaladnak tovabbi két tagja van, addig Drosophila melanogaster-
ben a p53-nak egyetlen ortoldégja ismert. A 385 aminosavbol felépiilé Drosophila p53
(Dmp53) fehérje struktaralisan és funkcionalisan is homoldg az emlés p53-mal. A Dmp53 és
a human p53 (p53) kozott legnagyobb azonossagot aminosav szinten a kozponti, DNS-
kotésért felelds domén esetében talaltak (25%), mig az N- és C-termindlis részek kozott
kisebb mértékii volt csak a hasonlosag (13%). A Dmp53 és a human p53 DNS-k6té doménjei
kozotti nagymértékli hasonldosag magyarazza, hogy a Dmp53 képes human p53 konszenzus
kotéhelyéhez kotdédni (Jin és mtsai, 2000). A human p53-mal szemben a Drosophila p53 N-
termindlis része nem tartalmaz MDM2-kotéhelyet (Kussie és mtsai, 1996), viszont tartalmaz
egy un. PEST—szekvenciat, mely a p53-ban nem figyelhetd meg. Ez protein degradacios
szignalként mikodik, ugy tiinik tehat, hogy a Dmp53 fehérje stabilitdsanak szabalyozasa ezen
a szekvencian keresztiil valosul meg (Rechsteiner és Rogers, 1996). Tovabbi lényeges
kiilonbség, hogy az emlds p53-mal szemben a Dmp53 taltermelddése nem indukal Gl
sejtciklus megallast. A Dmp53 4ltal indukalt apoptozis kivaltasa szamos pro-apoptotikus gén
aktivaciojan keresztiil valosul meg, mint pl. a reaper (rpr), sickle (skl), grim (grm) (Chen ¢és
mtsai, 1996) és a hid (head involution defective). Drosophila szem diszkuszban a Dmp53
overexpresszidja sejthalalt indukal és durva szem fenotipust okoz (Jin és mtsai, 2000), mig a
dominans negativ Dmp53 gétolja a gamma-sugarzas okozta apoptdzist. Korabbi vizsgalatok
kimutattak, hogy a human p53 ektopikus expresszidja Drosophila szem diszkuszban sejtciklus
megallast €s apoptozist indukal (Yamaguchi és mtsai, 1999) ill. Drosophilaban a sugarzast
kovetden a sejtciklus G2/M fazisaban mutat megallast (Brodsky és mtsai, 2000).

A Dmp53 nem esszencialis az allat normalis fejlédéséhez, viszont a Dmp53 null mutansok
mutagén-érzékeny fenotipust mutatnak UV sugarzasra is (Ujfaludi és mtsai, 2007), mely

csokkent életképességben, kromoszoma instabilitdsban nyilvanul meg.
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1.8. A TRANSZKRIPCIO SZABALYZASA EUKARIOTAKBAN

Eukariotdkban a transzkripcio folyamata sokkal komplexebb, mint baktériumokban, ahol a
transzkripcid beinduldsa a core RNS polimeraz mellett csak a szigma faktor (o) jelenlétét
igényli.

A Dbaktériumokkal szemben az eukariota RNS polimerdz tovabbi fehérjék, ugynevezett
altalanos transzkripcios faktorok segitségével egyiitt képes a transzkripcid iniciacidjara.
Ezeket a fehérjéket, a funkcidjukra utalva, RNS polimeraz II transzkripcids faktornak, roviden
TFII-nek szoktadk nevezni.

Mig baktériumokban egyetlen RNS polimerdz létezik, addig eukaridtdkban héarom
struktaralisan egymashoz hasonld RNS polimeraz mitkddik, melyek kiilonb6z6 tipusu gének
atirasat szolgaljak. Az RNS polimerdz I a riboszomalis gének, az RNS polimeradz 111 a transzfer

RNS gének, az RNS polimerdz 11 pedig az 6sszes fehérjét kodold gén atirasat szolgalja.

1.8.1. Az eukariota transzkripcio inicidcidjanak szabalyzdasa

Eukariétakban a fehérjét-kodolo gének transzkripcidja a TBP (TATA box-binding protein) €s
5 alap transzkripcids faktor TFII-A, -B, -E, -F,-H-bdl felépiild pre-iniciacios komplex (PIC)
Osszeszerelddését igényli (Buratowski és mtsai, 1989) a promoter régidban. SOt az eukariota
transzkripcid iniciacidjakor a DNS-t hozzaférhetové kell tenni a transzkripcids apparatus
szamara, ami a magasabbrendli kromatin struktura és a nukleoszémak fellazitasat igényli.

A transzkripcid inicidcidjanak elsé kulcs 1épése a TBP-t tartalmazé TFIID komplex
bekotddése a transzkripcids startponttdl 25 nukleotiddal elérébb elhelyezkedd ugynevezett
TATA box régioba. Ez egy nagy torzulast idéz el6 a DNS-en, igy lehetévé valik tovabbi
altalanos transzkripcids faktorok és az RNS polimeraz II bekotddése a megfeleld helyre. Egy
masik kulcslépés az RNS polimerdz II C-terminalis farki részének (CTD) foszforilacidja a
TFIIH segitségével, ami olyan konformécios valtozést idéz eld, melynek hatasara a polimeraz

elengedi az altalanos faktorokat és elindulhat a transzkripcid elongacidja (9. abra).
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9. abra: Az eukariota transzKripcio iniciacioja.

(A) A transzkripcié kezddpontjatol 25 nukleotidra helyezkedik el a TATA box-nak nevezett
DNS szekvencia. (B) A TATA box-ot a TFIID transzkripcids faktor alegysége a TBP ismeri
fel, mely komplex formaban kotddik hozza és lehetdvé teszi a TFIIB és TFIIA bekotddését
(O). (D) Az éltalanos transzkripcios faktorok tobbi tagja (TFIIE, TFIIH, TFIIF) és maga az
RNS polimeraz II is bekotddik végiil a promoter régioba. (E) A TFIIH foszforilalja az RNS
polimerdz C-terminalis farki részét és ATP-t haszndlva kiemeli a DNS dupla hélix-et a
transzkripcids start pontbdl, igy elkezdddhet a transzkripcio. (Alberts és mtsai, 2002)

Eukariotdkban a transzkripcié iniciacidja a fentiekben ismertetett altalanos transzkripcids
faktorok mellett még tovabbi szabalyoz6 fehérj¢k bekotddését igényli. Ide tartoznak a
transzkripcids aktivatorok (enhancer), az aktivator fehérjék RNS polimeraz Il-vel és az
altalanos transzkripcids faktorokkal valdé kommunikéciojat szolgaldé medidtor komplex és a
kromatin ujrarendezésében fontos szereppel bird, kromatin atrendezé (remodeling) és hiszton

acetiltranszferaz komplexek (10. abra).
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10. abra: Az RNS polimeraz II katalizalta transzkripcio iniciacioja eukariétakban.

Az eukaridta transzkripcid inicidciojahoz sziikséges preiniciacios komplex, mely tartalmazza
a TBP-TFIID komplexet, a tobbi altalanos transzkripcios faktorral egyiitt, az RNS polimeraz
IT enzimet, az aktivatort, a mediatort, a kromatin remodeling és a hiszton acetiltranszferaz
komplexet. (Alberts és mtsai, 2002)

1.8.2. A TFIID felépitése

Szamos RNS polimeraz II altal atirt gén transzkripcid inicidciojanak kulcs szerepldje a TFIID
szekvencia-specifikus DNS-k6t6 transzkripeios faktor. A TFIID a TATA box-kotd fehérjébol
¢s a TBP-hez kapcsolodo faktorokbol (TAFs=TBP-associated factors) (Frontini és mtsai,
2005) szerelddik ossze. A TFIID felépitése jol jellemzett mind Drosophila, human ¢és élesztd
szervezetekben is (Farmer és mtsai, 1996).

Saccharomyces cerevisiae-ben a TFIID 14 TBP-asszocialt faktorbol és a TBP-bdl épiil fel
(Sanders és mtsai, 2002). Elektronmikroszképos analizise azt mutatta, hogy a komplex 3
lebenyre (A, B, C) oszthato. A TBP az A ¢és C lebeny kozotti 0sszekoté doménben
helyezkedik el. A TAF1 N-termindlis része a C lebenyben, mig a hiszton acetiltranszferaz
doménje az A lebenyben talalhat6 a TAF7-tel egyiitt.

A TAFS5 két példanyban van jelen a komplexben, mivel a C-terminalis része az A és B
lebenyben, mig mindkét példany N-terminélis vége a C lebenyben helyezkedik el (Leurent és
mtsai, 2004). Az altalam vizsgalt TAF3 fehérje elhelyezkedését az A és B lebenyben
gondoljék (11. abra).
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11. abra: A TAFok elhelyezkedése az éleszto TFIID (yTFIID) 3 dimenzios modeljén.
A hiszton-fold tartalmu péarok elhelyezkedését a zold korok jelzik (Leurent és mtsai, 2002). A
TAF1 és TAFS kiterjedése két lobusban is megfigyelhetd. A szinezett teriiletek mérete és
alakja nem egyezik meg a jelzett fehérjék polipeptid tomegével. (Leurent és mtsai, 2004)

1.9. TAF-OK JELLEMZESE

A fentiekben jellemzett TFIID komplex szdmos TBP-asszocialt faktorbdl épiil fel. Mivel
munkdm soran az egyik TAF fehérje, a TAF3 szerepét vizsgaltam, ezért a kovetkezdkben a
TAF fehérjéket szeretném részletesebben bemutatni.

A TFIID felépitése erés konzervaltsagot mutat az evolicid soran (Tora, 2002). A Drosophila,
humén ¢és ¢leszté TFIID Osszehasonlitisa megmutatta, hogy a komplexet alkotd6 TAF-ok
milyen magas szintli konzervaltsagot mutatnak az egyes fajok kozott.

Az 1. tablazat 13 evoluciosan konzervalt TAF (Sanders és Weil, 2000) Drosophila és human

ortologjainak elnevezését foglalja 6ssze (Tora, 2002).
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Mew name H. sapriens |hs) D, mclarsogaster (dm)
TAFL TAF,250 TAF,230
TAF2 TAF,150 TAF,150
TAF3 TAF, 140 TAF,155 or BIP2
TAF4 TAF,130/135 TAF,110
TAF4h TAF, 105

TAFS TAF,100 TAF,S0
TAF3h

TAFAL PAFLSE Cannonball
TAF& T AFy 0 T AFy 0
TAFsL PAF65a [AAFS2013)
TAFT TAF55 LA AFS416E]
TAFTL TAFLM)

TAFS |[BABT1400) Proslos

TAFS TAF32/31 TAF 40
TAF2L TAF 3L [AAGOOTIL)

TAFI TAF 0 TAF,24
TAFLOh TAF,1&
TAFL] TAF,2E TAF, 08
TAFLIL

TAFI2 TAF,20/15 TAF, 300
TAFLA TAF, 1k |AAFS3RTS)
TAF14

TAFLS TAF,G8

BTAFI

TAF 1T TAF-172

Helson

1. tablazat: Az 1j Pol II TAF-nevezéktan a megfelelé ortologokkal és paralogokkal.
(Tora, 2002).

Az ¢élesztd TAF-kodold gének esszencidlisak az életképesség szempontjabdl (Tora, 2002).
Szamos csoport leirta mar a TAF-ok szerepét a prométer felismerésében és kivalasztasaban
(Burke ¢s Kadonaga, 1997; Chalkley és Verrijzer, 1999; Verrijzer és mtsai, 1994). A TAF-ok
teljes kiiitése és a hdmérséklet érzékeny (TS) mutansok is bizonyitjdk a TAF-ok kdzponti
szerepét ¢élesztd és emlds sejtekben a génexpresszid szabdlyzasaban és az antiapoptotikus
faktorokkal val6 egyiittmiikodésben (Chen és Manley, 2000; Green, 2000; Metzger és mtsai,
1999).

Caenorhabditis elegans-ban kimutattdk, hogy az egyes TAFok (TAF4, TAFS5, TAF9 és
TAF10) kiiitése RNS interferencia modszerrel, eltérd hatast gyakorolt az embrid fejlodésére
és a génexpressziora. Mig a TAF4 esszencidlis az 0Osszes korai embrionalis mRNS
transzkripcidjdban, addig a TAFS, TAF9 és TAF10 szerepe kevésbé krucidlis (Walker ¢és
Blackwell, 2003; Walker és mtsai, 2001). Egyes TAF-oknak léteznek paralog génjei, melyek
gyakran TAF-szerli /TAF-like (L)/ fehérjéket koddolnak sejttipus ill. szovet-specifikus
expresszios mintazattal. Ilyen géneket irtak mar le C. elegans, Drosophila és a huméan
genomban is (Aoyagi ¢s Wassarman, 2000; Georgieva ¢és mtsai, 2000; Hiller és mtsai, 2001;

Tora, 2002).
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1.9.1. A TAF-ok képesek egymassal heterodimerizdalodni és a HFD doménen keresztiil
kolcsonhatni

A TAF fehérjék felépitésére jellemzd, hogy az N-terminalis résziikon tartalmaznak egy un.
Hiszton-fold-domént (HFD), mely 3 a-hélix motivumbdl épiil fel. A HFD domén jelentds
szerepet jatszik a mas TAF-okkal valé kolesonhatés kialakitasaban.

Az ¢éleszté TAF10-nek harom HFD domén tartalmu kdlcsonhato partnere van: a S. cerevisiae
TAF3, TAFS8 és az Spt7. A TAF10 nem tartalmaz magi lokalizacids szignalt (NLS) és a
magba torténd szallitdsat nagymértékben meghatdrozza a HFD doménnel rendelkezé TAF3,
TAF8 vagy az Spt7-tel valod interakcidja, valamint az interakcids partnerek sejtmagi
lokalizacios szignaljanak jelenléte (Soutoglou és mtsai, 2005).

Drosophila melanogaster-ben a TAF10 homoldgot két parhuzamos gén kodolja (TAF10 és
TAF10b), mely kiilonboz6 szinten expresszaldodik a Drosophila embriondlis fejlédés soran. A
D. melanogaster TAF10 megtalalhat6 mind a TFIID, mind pedig a TFTC komplexben,
viszont a TAF10b csak a TFIID-ben figyelheté meg (Georgieva és mtsai, 2000; Muratoglu ¢s
mtsai, 2003). Emlds sejtekben is a TAF10 tagja mind a TFIID, mind pedig a GCN5-tartalmu
fehérje komplexeknek: a TFTC, PCAF/GCNS és a STAGA komplexeknek (Martinez, 2002).
A TAF10 hianya sejtciklus megallashoz és sejthalalhoz vezet egér F9 embriondlis karcindéma
sejtekben (Metzger és mtsai, 1999).

Az eml0s és a Drosophila TAF3 homolog tartalmaz egy N-termindlis HFD domént, mely
szelektiven kolcsonhat a TAF10 csaldd tagjaival. Mig a human TAF3 izolalt HFD doménje
kolesonhat a human TAF10-zel, addig a D. melanogaster TAF3 HFD doménje csak a D.
melanogaster TAF10-zel mutat interakciot, a TAF10b-vel nem (Gangloff és mtsai, 2001). A
Drosophila Prodos, masnéven D. melanogaster TAF8 HFD doménje a D. melanogaster
TAF3-mal ellentétben képes heterodimerizalodni a D. melanogaster TAF10b-vel, viszont a

TAF10-zel nem (Hernandez-Hernandez és Ferrus, 2001).

1.9.2. A TAF3 homologok jellemzése

1.9.2.1 A Drosophila melanogaster TAF3(DmTAF3/Bip2/TAFII155) jellemzése

A DmTAF3-at (mas néven bip2=Bric a brac kélcsonhato partner 2) els6ként egy €lesztd két-
hibrid sziirésben azonositottdk, mint a Bric a brac 1 (BABI1) és Bric a brac 2 (BAB2)
fehérjék kolcsonhatd partnerét (Pointud és mtsai, 2001) majd kimutattak, hogy az élesztd
yTAFu47 Drosophila homologja (Gangloff és mtsai, 2001).
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A funkcionalis kapcsolatban levé fehérjék BABI1 és BAB2 sejtmagi BTB/POZ (Broad-
complex, Tramtrack and Bric-a-brac/Poxvirus and Zinc fingers) domént tartalmaz6 fehérjék.
A BTB/POZ domén (DiBello és mtsai, 1991) egy evolucidésan konzervalt fehérje-fehérje
interakcios domén, mely szamos fejlédésben szabélyzott transzkripcios faktor N-terminalis
végén eléfordul (Zollman és mtsai, 1994).

A DmTAF3 fehérje felépitésére jellemzd, hogy az N-termindlis részen tartalmaz egy HFD
domént, mig a C-terminalis részen egy PHD domént, mely a Cys4-His-Cys3 tipusti Zn-finger
szerkezetli PHD domének osztalyaba tartozik (Saha és mtsai, 1995). A DmTAF3 kimutathato
embridban, L3-as larva stadiumban és a felndtt allatok ovariumaban. A TFIID
komponenseként a DmTAF3 (Gangloff és mtsai, 2001) kozvetlen kapcsolatot teremt az alap
transzkripcids gépezet és a BTB/POZ doménnel rendelkezd fehérjék kozott. A DmTAF3 a
politén kromoszomdkon kizardlag a dekondenzéalt régidokban, a puffokban ¢és az
interbandekben lokalizalodik, mely a transzkripciondlisan aktiv kromatinon az RNS

polimeraz II kezddpontjanak felel meg (Kramer és mtsai, 1980).

1.9.2.2. Az emlos TAF3 homologok jellemzése

Az egér mTAF3 (mTAFII140) 932 aminosavbol épiil fel, a DmTAF3-hoz hasonléan az N-
termindlis részen tartalmaz egy HFD domént, a C-termindlis részen pedig egy Cys4-His-Cys3
tipusu PHD domént.

A human (hTAFII140) és egér homolog szekvencidjanak vizsgalata erds homoldgiat mutatott
az N-terminalis HFD domének kozott. Viszont alapvetd kiilonbség a két emlds homoldg
kozott, hogy az altalunk és més csoport altal vizsgalt (Gangloff és mtsai, 2001) HelLa
sejtvonalban a human TAF3 (AJ292190) nem tartalmazza a C-terminalis részén a PHD

domént (12. abra).
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12. abra: Az egér (mTAFII140) és human homolég (h"TAFII140) aminosav sorrendjének
osszehasonlitasa.

Bar az adatbazisban 2004-ben megjelent egy prediktalt fehérje (XP_291729.5), mely PHD
domént is tartalmaz, de 1étét eddig kisérletesen nem sikeriilt bizonyitani HeLa sejtvonalban
(Gangloff és mtsai, 2001, Bereczki és mtsai, 2008).

2009-ben tovabbi két cikkben is beszamolnak a teljes hosszisagi, PHD domént is tartalmazo
human TAF3 fehérje (NP _114129.1) jelenlétérél, melyet sziv és érrendszeri
megbetegedésekben szenvedd betegekbdl izolaltak. Egyes gének alléljeinek polimorfizmusat
(SNP=Single Nucleotide Polimorphism, egyedi nukleotid polimorfizmussal) sikeriilt
Osszefiiggésbe hozniuk ezekkel a vizsgalt betegségekkel (Luke és mtsai, 2009; Trynka és
mtsai, 2009).
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1.10. A PHD DOMEN JELENTOSEGE

A TAF3 fehérjében is megtaldlhatdo plant homeodomén (PHD) egy specifikus Zn-finger
motivum, melyet els6ként Schindler és mtsai az Arabidopsis homeobox fehérje esetében irtak
le (Schindler, 1993).

A PHD domén vagy leukémia-assszocialt-fehérje (LAP) domén hasonlit a RING finger
doménre. Nyolc konzervalt fém-kotd ligandot tartalmaz hasonld felosztdsban (Borden és
Freemont, 1996). A PHD domén majdnem 300 fehérjében megtaldlhatd, melyek nagyrésze
sejtmagi lokalizaciot mutat (Pascual €s mtsai, 2000), szerepét a DNS kdotésben és a fehérje-
fehérje interakciokban tobb csoport is kimutatta (Linder és mtsai, 2000). Azok a fehérjék,
melyek tartalmazzak a PHD domént, represszor aktivitassal kothetok 6ssze, ugymint hiszton-
deacetilazokkal és a heterokromatinnal lehetnek kdlcsonhatasban (Aasland és mtsai, 1995).

A legtobb PHD motivumot tartalmazé fehérje a kromatinnal vald interakci6 szabalyzasaban
jatszik fontos szerepet (Vermeulen és mtsai, 2007; Aravind és mtsai, 2003; Scheel ¢és
Hofmann, 2003), de az irodalomban szdmos cikk beszamol a PHD doménnel rendelkezd
Az E3 ligazoknak két fo tipusa ismert: a HECT-domén tartalmu ill. a RING-finger doménnel
vagy U box-szal rendelkezd E3 ligdzok (Hatakeyama ¢s mtsai, 2001) (13. abra).

RING - type E3 SCF-type E3 HECT - type E3 7N
. -0 ¢ )
y e )
\ /" skpl -
P—— { P . c6-AP
Mdm2 REg Ub ,__jl In — ’: E6-Al HECT 11
p=|3 _Iﬁ'l I“\ W ‘ ; E6 _,"
N / -
b A p27 Roglyr =/
== ub RNEL ps3 Ub
Usbox=typekd PHD - type E3
e Ub
CHIP _box @ / -
Hsp70,/90 Lb I\ rﬂ%‘: mf.ﬂl}%{ MEKK1
. / \\
2/ neu / ~—

Lb ‘k_)__,/ = Uk

13. abra: E3 ligazok fobb tipusai. A RING-tipusu E3 ligdzok koz¢é tartozik pl. az MDM2.
Az SCF (Skpl-Cullin-F-boksz protein) —tipust ligdzok szubsztratjai foként a sejtciklus
elérehaladasaban, a szignal transzdukcidban és a transzkripcidban jatszanak fontos szerepet,
ilyen pl. a p27. Az E6-AP egy HECT-tipust, a CHIP egy U-box tipust, mig a MEKK1 egy
PHD-domén tartalmu E3 ligaz. RING, really interesting new protein; RNF-11, RING-finger
protein 11; MDM2, mouse double minute 2; ERK, extracellular signal-regulated protein
kinase; Hsp 70/90, heat shock protein 70/90; CHIP, carboxyl terminus of hsp 70-interacting
protein; E6-AP, E6 associated-protein. (Burger és Seth, 2004)
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1.11. A TAF3 EDDIG BIZONYITOTT FUNKCIOI

1.11.1. A DmTAF3 szerepe az Ubx gének kifejezodésében

Egy élesztd két-hibrid sziirésben a DmTAF3 (Bip2/TAF;155) fehérjét, a GAGA-faktor erds
kolesonhato partnereként azonositottak (Chopra és mitsai, 2008). A GAGA-faktort (GAF)
elsdként egy homeotikus gén, az Ultrabithorax (Ubx) in vitro transzkripcios aktivatoraként
azonositottak (Biggin és Tjian, 1988). A GAF szerepet jatszik a kromatin Gjrarendezddésében
azaltal, hogy képes moddositani a promoter elérhetdségét a nukleoszoma pozicionalasanak
valtoztatasaval, igy lehetdvé téve mas transzkripcios faktor bekotddését (Tsukiyama és mtsai,
1994). A GAF fehérje az N-termindlis részén egy BTB/POZ doménnel rendelkezik (Vaquero
¢s mtsai, 2000). A GAF ¢és a DmTAF3 egyiittesen sziikséges az Ubx gének expresszidjahoz.

1.11.2. A DmTAF3 szerepe a Drosophila melanogaster szem-szdrny transzformdcioban

A homeotikus gének (HOX) feleldsek a morfologiai valtozatossag kialakitasaért az
anteroposzterior-tengely mentén az allatok fejlédése soran (Lewis, 1978). A HOX gének
erésen konzervalt transzkripcids faktorokat kodolnak, melyek homeodomén (HD) DNS-k&to
domént tartalmaznak (McGinnis €s mtsai, 1984).

Ezen kiviil az 6sszes HOX fehérjében taldlhatdé egy YPWM motivum, mely egy fehérje-
fehérje kolcsonhaté motivum, és erds konzervaltsagot mutat az allatvilagban (Izpisua-
Belmonte és mtsai, 1991). Az Antennapedia (Antp) HOX gén specifikusan meghatarozza a
masodik tor szegmensen (T2) egy par szarny és a kozépsO par 1ab kifejlodését Drosophila
melanogaster-ben. Az Antp YPWM motivuma specifikusan kélcsonhat a DmTAF3 fehérjével
in vitro és in vivo, sOt genetikai interakciot is talaltak kozottik. Az Antp YPWM motivuma és
a homeodomén DNS-koto specificitdsa szerepet jatszik az antenna-1ab és a szem-szarny
transzformacid indukalasdban. A DmTAF3-Antp kolcsonhatas funkcionalis jelentdségét
mutatja, hogy a DmTAF3 az Antp kofaktoraként fokozza a szem-szarny transzformaciot

(Prince és mtsai, 2008).

1.11.3. A TAF3 szerepe az izom differencidalodasban

myoblasztok izomrostokkéd torténd differencialédasat foglalja magaba (Pownall és mtsai,
2002). A myoblaszt-izomrost atalakulds szdmos sejttipus-specifikus alap helix-loop-helix
(bHLH) transzkripcios aktivator (Myf5, MyoD, Myogenin és Mrf4) programjanak kaszkadjan

keresztiil valosul meg.
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A TAF3 izomdifferenciacioban betoltott alapvetd szerepét mutatja, hogy a TAF3, ill. a TAF3-
mal kolcsonhatdé TRF3 (TBP-related factor 3) kiiitése blokkolja a myoblasztok izomrostokka
differencidlodéasat. A TAF3/TRF3 komplex ugyanis szignifikdns szerepet jatszik a sejttipus-
specifikus gének szabalyozasaban az izomdifferenciacio soran (Deato és Tjian, 2007).

Mig a harom altalanos TFIID alegység a TAF1, TAF4 és TBP, valamint a TFTC és STAGA
alegységei a TAF9 és TAF10 fehérje is dramai csokkenést mutatott, addig a TAF3 és a TRF3
mennyisége mindvégig magas maradt a differencialt izomrostokban. Ezek alapjan ugy tiinik,
hogy a TBP és mas altalanos TFIID alegység hianydban a TAF3 a TRF3-mal egyiitt
funkcionalisan helyettesitheti az esszencialis promoéter felismerd aktivitast differencialt

izomrostokban, mely irdnyitja az izom-specifikus gének transzkripciojat.

1.12. A P53 ES A TAF-OK KOZOTT MAR BIZONYITOTT KOLCSONHATASOK
Mivel kisérleteink soran a p53 és a TAF3 kolcsonhatasat, és az interakcid funkcionalis
jelentdségét vizsgaltuk, ezért végiil azokat az irodalmi adatokat foglalom 6ssze, amelyekben a
kiilonb6z6é TAF fehérjék p53 miikodésére gyakorolt hatasat tanulmanyoztak.

A p53-t kozvetlen interakcidoban talaltak a Drosophila TAF9, TAF6-tal és human
homoldgjaikkal (Lu és Levine, 1995; Thut és mtsai, 1995). Mar kordbban kimutattdk, hogy a
humén TBP és a p53 egyiittesen kotddik a TATA box-ot tartalmazé DNS fragmentumhoz és a
p53-koto helyhez (Chen és mtsai, 1993).

1.12.1. A TAF9 és a p53 kozotti kolcsonhatas

A TAF9 (hTAFy31) a TFIID komplex részeként kotddik a vad tipust p53 fehérje N-
terminalis részéhez. A TAF9 kotddési helye megegyezik az MDM2-kotdhellyel, ily mdédon
fontos szerepet jatszik a p53 fehérje stabilitdsanak szabalyzasaban. A TAF9-p53 kdlcsonhatés
ugyanis gatolja az MDM2-irdnyitotta ubikvitinaciojat és transzkripcids koaktivator
funkcigjanak kifejtését (Lu és Levine, 1995). A TAF9 expresszidja pS3-fiiggd modon leallitja
a sejtciklust a G1 fazisban, igy elvezet a p53 iranyitotta ndvekedés megallashoz (Buschmann
¢s mtsai, 2001). A TAF9b overexpresszidja gyengébb hatassal van a p53 stabilizalodasara,
mint a TAF9. Mindkét gén esszencidlis a sejt €életképessége szempontjabol, mivel kimutattak,
hogy a TAF9b human sejtekben esszencidlis a sejt novekedésében (Chen és Manley, 2003) és
hogy a TAFO kiiitése apoptozishoz vezet csirke sejtekben (Chen és Manley, 2000).
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Mas TAF kapcsolodasat pl. a TAF6-ét is megfigyelték mar a p53 N-terminalis transzkripciot
aktivalo részéhez, mely hasonléan a TAF9-hez koaktivator szerepet tolt be (Thut és mitsai,

1995).

1.12.2. A TAFI és a p53 kapcsolata

A TAF1 (TAFII250) a TFIID komplex legnagyobb komponense, mely megegyezik a CCG1,
sejtciklus szabalyzo fehérjével, fontos szerepet jatszik a G1 fazis eldrehaladadsaban és az
apoptozisban (Sekiguchi és mtsai, 1991). A human TAF1 rendelkezik bels6é fehérje kinaz
aktivitassal (Dikstein és mtsai, 1996), hiszton acetiltranszferaz aktivitassal (Mizzen és mtsai,
1996) ¢és ubikvitin-aktivalo és konjugalo aktivitassal (Pham és Sauer, 2000). A retinoblastoma
(Rb) fehérje kozvetlentil kolcsonhat a TAF1-gyel és gatolja annak kinaz aktivitasat (Siegert és
Robbins, 1999). A p53 C-terminalis doménje képes kdlcsonhatni a TAF1-gyel a TFIID
komplexben. Az interakcid eredményeként a TAF1 kozvetleniil foszforilalja a p53-t a Thr-55-
fokozza a p53 MDM2-vel valo kolcsonhatast. A TAF1 kozvetlenill kdlesonhat az MDM?2
RING finger doménjaval (Léveillard és Wasylyk, 1997) és ily modon segiti el6 a p53 MDM2-
(Li és mtsai, 2004).

A fentiekbdl lathatd, hogy a p53-TAF kolcsonhatds fokozhatja, vagy gatolhatja is a p53
mukodését, attol fliggden, hogy milyen tipusu TAF fehérjével alakul ki kapcsolat.
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2. CELKITUZESEK

A p53 szabdlyozasi utvonal jobb megismerésére kutatdocsoportunk célul tiizte ki a Dmp53
fehérjével kolcsonhatdsba 1€pd fehérjék azonositasat. Eldzdleg élesztd  két-hibrid
kisérletekben a DmTAF3-t a Dmp53 kolesonhato partnereként azonositottuk. Az én feladatom
a kolcsonhatas tovabbi jellemzése €és az interakcidok funkciondlis jelentdségének vizsgalata

volt, ennek érdekében a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt.

1) Elesztd két-hibrid rendszer segitségével megvizsgalni, hogy vajon a DmTAF3 a Dmp53

emlds homoldgjaval ill. a p53 géncsalad mas tagjaival (p73a, p73p) is kdlcsonhatdsba 1ép-e?

2) A lehetséges interakciok fennallasanak tovabbi in vitro és in vivo modszerekkel torténd
megerdsitése:

-a Drosophila homoldgok (Dmp53 és a DmTAF3) kozotti interakcidt in vitro, GST pull down
modszerrel,

-a megfeleld emlés homologok kozti kolesonhatast (human p53 ill. a p73a, p73P és az egér

TAF3) in vitro kotési tesztekkel és in vivo ko-immunprecipitacioval.

3) A p53 ill. tovabbi p53 géncsaldd tagok és a TAF3 kozotti interakcid funkcionalis
jelent6ségének felderitése céljabol megvizsgalni, hogy a kolcsonhatas befolyasolja-e

-a p53 transzkripciot aktivalo képességét

- ap73a, p73p transzkripcidt aktivalo képességét

- a p53 mRNS, ill. fehérje mennyiségét, stabilitasat

-ap73a, p73P fehérje mennyiségét?

4) Mi lehet a funkcidja a TAF3 C-terminalisan elhelyezked6 PHD doménnek? Miikddhet-e a
TAF3 E3 ubikvitin ligdzként a p53 esetében?

5) Moddosithatja-e a PHD domén mutacioja a TAF3 hatasat a p53 transzkripciot aktivalo

képességére ill. a p5S3 fehérje mennyiségére, stabilitasara?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Plazmid konstrukciok

Az élesztoé két-hibrid kisérletekhez hasznalt plazmidok:

A kovetkezd csali plazmidokat hoztuk létre: pBTM116-Dmp5S3AN (47-385 aminosav),
pBTM116-Dmp53C (277-385 aminosav), pBTM116-Dmp53C1 (277-351 aminosav) és
pBMT116-Dmp53C2 (349-385 aminosav), melyeket a Dmp53 cDNS-rél a kovetkezd
primerek hasznalatdval PCR technika segitségével allitottunk el6: DmpS53F1-Dmp53R1,
Dmp53F3-Dmp53R1, Dmp53F3-Dmp53R2 és Dmp53F4-Dmp53R1. Az oligonukleotid
primerek szekvencidja a 2. tablazatban lathat6. Az amplifikalt fragmenteket EcoRI és
BamHI emésztés utan pBTM116 plazmidba klénoztuk. A pBTM116-DmpS53ANAC (47-294
aminosav) plazmidot Ugy hoztuk létre, hogy a pBTM116-Dmp53AN plazmidot Styl és
BamHI enzimekkel emésztettiik, Klenow enzimmel feltoltottiik és ligaltuk. A humén p53-t a
pSP65-p53Pro konstrukciobol pBTM116 vektorba klonoztuk EcoRI és BamHI enzimekkel,
ezutan a transzaktivacios domént kodold szakaszt EcoRI és Ncol emésztéssel lehasitottuk,
majd Klenow enzimmel feltoltottiik és ligaltuk. A human ANp73a és a ANp73B-t a pCDNA3-
HA-p73a és a pCDNA3-HA-p73p konstrukciokbol EcoRI enzimmel klonoztuk pBTM116
vektorba.

Az in vitro kotési kisérletekhez hasznalt plazmidok:

A Dmp53C-t klonoztuk pGEX-4T1 vektorba EcoRI és Sall helyekre. A teljes hosszusagu egér
TAF3-at (mTAFII140) F9 embrionalis karcinoma c¢cDNS konyvtarbol amplifikaltuk, majd
pXJ41 emlds expresszids vektorba klonoztuk EcoRI-Xhol restrikcios helyekre, ezt a
franciaorszagi kooperald partneriink (IGBMC, Strasbourg) készitette ¢és bocsajtotta
rendelkezésiinkre. A DmTAF3-at kodold cDNS-t (514-924 aminosav) pET28c vektorba
(Novagen) klonoztuk. A teljes hosszisagu human p53-t pGEX6P1 vektorba (Amersham
Biosciences) klonoztuk BamHI és Xhol restrikcids helyekre.

A p53 transzKkripciot aktivalo képességének teszteléséhez hasznalt plazmidok:

El6szor 1étrehoztuk a pCDNA3-flag konstrukcidt, olyan mdédon, hogy a pCDNA3.1+ vektort
emésztettiik HindIII és EcoRI enzimekkel, majd a flag oligonukleotidokat feloldottuk 10XTE
(1M NaCl, 100 mM Tris pH 7.5, 10 mM EDTA) —ben és egymashoz hibridizaltuk. Ezutan a
kétszalu oligonukleotidot beépitettiik az emésztett pPCDNA3 vektorba. A hasznalt flagl, flag2

oligonukleotid primerek szekvencidja a 2. tablazatban lathato.
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Az adatbazisban AJ292190-es szamu levé hTAF3 szekvencia alapjan egy részleges (400-680
aminosav) ¢€s egy altalunk teljes hosszusagunak nevezett (1-680 aminosav) fehérjét kodolo
format sikeriilt amplifikdlnunk HeLa cDNS konyvtarbol PCR technika alkalmazéasaval. A
teljes hosszusagu forma létrehozasdhoz a 2. tablazatban feltlintetett hTAFfullfw és hTAFrev
primereket, mig a részleges formahoz a hTAFrészlegesfw és hTAFrev primereket hasznaltuk.
A létrejott PCR terméket pPCDNA3-Flag vektorba klonoztuk EcoRI és Sall helyekre.

Az in vitro transzlacios rendszerben hasznalt plazmidok:

Az Sf9 sejtben létrehozott Flag-TAF3-at expresszald rekombinans baculovirust kooperald
partneriink (IGBMC, Strasbourg) laborjaban készitették el (Leurent és mtsai, 2004). Az in
vitro transzlacio templatjat gy hoztuk létre, hogy a teljes hosszusagi mTAF3-at kodolo
cDNS-t kivagtuk a pVL1392 baculovirus expresszios vektorbol EcoRI és BamHI enzimekkel,
majd beklonoztuk a pXJ41 expresszios vektor megfeleld helyére.

A PHD domén vizsgalatara iranyul6 Kisérletekhez hasznalt plazmidok:

A PHD doménben mutdns mTAF3 konstrukciokat a kooperal6 partner (IGBMC, Strasbourg)
készitette pVL1392 vektorban, melybdl EcoRI és Xhol enzimekkel vagtuk ki az N-
termindlisan Flag kodold részt tartalmazé mTAF3-at ill. a 3 PHD mutanst: a H893A
pontmutanst, a V849 Stop és a K620 Stop deléciés mutansokat és pXJ41 vektorba klonoztuk
EcoRI — Xhol helyekre.

Név Szekvencia (5°-3°)

Dmp53F1 GGGAATTCTTGCAGGGATTAAACTCCG

Dmp53F3 GCGAATTCAGCAAGAAGCGCAAGTCC

Dmp53F4 GAATTCGGCATGATT AAGGAGGCGGC

Dmp53R1 CGGGATCCTCATGGCAGCTCGTAGGC

Dmp53R2 GGATCCAATCATGCCCTCGATGCTCT

flagl p-
AGCTTACCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGG

flag2 p-AATTCCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCCATGGTA

hTAFrészlegesfw AGAATTCGAGCGAGAGCCAGATCCT

hTAFfullfw AGAATTCAGTTACTCCAGGTCGTTGTTG

hTAFrev AAAGTCGACGGAAGCACTGGCAACAAAG

2. tablazat: A felhasznalt oligonukleotidok szekvenciaja.
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Az in vivo ubikvitinacios Kisérletben hasznalt plazmidok:

Az mTAF3-at (pXJ41-mTAF3), human p53-t (pCDNA3-p53), iires vektort (pHC624), ill. a 6-
hisztidin-jelolt ubikvitint (6-His-Ub), MDM2-t (pCoc-MDM2) kédold plazmidokat készen
kaptuk az utrechti kooperalo6 partneriinktdl (University Medical Center Utrecht).

3.2. Eleszt6 két-hibrid kisérletek

Az ¢€lesztd két-hibrid kisérleteket a MATCHMAKER lexA két-hibrid rendszer (Clontech
Laboratories, Inc.) segitségével végeztiik el kdvetve a gyarto javaslatait. A MATCHMAKER
Drosophila embrionalis cDNS konyvtar pACT2 vektorban allt rendelkezésilinkre (Clontech
Laboratories, Inc.). A pozitiv klonokat B-galaktozidaz kolonia-filter modszerrel kerestiik ki
(Breeden ¢és Nasmyth, 1985) olyan moddon, hogy az ¢élesztd teleprdl filter masolatot
készitettiink, amelyeket folyékony nitrogénbe helyeztiink, hogy a sejtek feltarodjanak. Ezutan
a filtert Z-pufferben oldott (60 mM Na,HPO4x7H,0, 40 mM NaH,PO,xH,0, 10 mM KCl, 1
mM MgSO,, 50 mM Mercaptoetanol) 20mg/ml X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside) tartalmu oldattal atitatott szlirGpapirra helyeztiik élesztd telepekkel felfelé.
30 °C-on kb. 3 ¢6rat inkubdltuk, majd vizsgaltuk a kék szin kifejlédését, melybdl
kovetkeztettiink az interakcio kialakuldséra. A kolonidkbdl, melyek pozitivnak bizonyultak a
His-auxotréfia komplementacios tesztben és termeltek B-galaktozidazt is, plazmid DNS-t
izolaltunk, szekvencidjukat meghataroztuk és BLAST homologia keresé program segitségével
azonositottuk a kolcsonhatd partnert (Altschul €s mtsai, 1997). A Bip2-nek a Dmp53
kiilonb6z6 doménjaihoz valo kotddését egyrészrél a pACT2-Bip2 plazmid valamint a Dmp53
nyitott leolvaséasi keretének kiilonbozé régioit tartalmazdo pBTM116 plazmidok L40-es
hasznalt €lesztd torzs genotipusa: MATa his34200 trpl-90 leu2-3,2-11 ade2 LYS2::lexA-HIS
URA3::lexA-lacZ gal4.

A Dmp53 human homolégjat tartalmazé pBTM116-p53 konstrukcidt, valamint a humén p53
géncsaladba tartozo6 p73 két varidnsat kodolo konstrukcidkat, a pBTM116-p73a és pBTM116-
p73B plazmidokat a pACT2-Bip2-vel egyiitt L40-es ¢lesztobe kotranszformaltuk. A
potencidlis kolcsonhatd partnereket hisztidin-mentes taptalajban valdo ndvekedés és a f-

galaktozidaz enzimaktivitas vizsgélataval hataroztuk meg.
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3.3 In vitro kotési modszerek

3.3.1. GST-jelolt p53 tultermelése baktériumban

A pGEX4T1-Dmp53C, a pGEX6P1 ill. a pGEX6P1-p53 konstrukciokat E. coli BL21 sejtekbe
transzformaltuk és ampicillint (100 mg/ml) tartalmazé LB lemezre szélesztettiik. Masnap a
kindtt telepekbdl egyet-egyet leoltottunk folyadék tapoldatba és 37°C-os vizflirdében
novesztettilk OD= 0,4-0,6 kozotti érték eléréséig. A mintdk egy részét tovabb nodvesztettiik,
ezek lettek a nem indukalt mintdk, mig a mintdk maradék részét 1 mM végkoncentracidoban
IPTG-vel (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) indukaltuk és tovabb novesztettiik 37°C-os
vizfiirdoben éjszakan at. Masnap centrifugaltuk a sejteket 13000 rpm-mel 1 percig és a
csapadékot felszuszpendaltuk szonikacios pufferben (50 mM Tris pH 7.9, 2 mM EDTA, 50
mM NaCl), melyet frissen kiegészitettink 1 mM DTT-vel és 1 mM PMSF-fel. Ezutan
feltartuk a sejteket 10 x 20 s-ig tartd ultrahangos kezeléssel, ezutan 13000 rpm 1 percig tartd
centrifugéldssal Osszegyijtottik a csapadékot ¢és ismét felszuszpendaltuk szonikacios
pufferben, majd hozzamértiink ugyanannyi térfogat 2X SDS fehérje felvivé puffert (100 mM
Tris pH 6.8, 200 mM DTT, 4% SDS, 20% glicerin, 0,2% bromfenolkék), majd 5 percig
forraltuk és megfuttattuk SDS-poliakrilamid gélen. A futtatast kovetden a gélt Coomassie
oldattal (0,15% Coomassie Brilliant Blue R250, 50% metanol, 10% ecetsav) festettiikk 30
percig, majd szintelenitd, differencialé oldatban (30% etanol, 10% ecetsav, 60% desztillalt
viz) ismét 30 percig mostuk legalabb kétszer. Végiil ¢éjszakan at razattuk gélszaritd oldatban

(30% etanol, 5% glicerin, 65% desztillalt viz) és masnap kifeszitettiik a gélt.

3.3.2. Az in vitro ubikvitinacios kisérletben haszndalt humdn p53 fehérje termeltetése és
tisztitdsa

A GST-p53 konstrukciét BL21 sejtekbe transzformaltuk, majd a sejteket ampicillint (100
mg/ml) tartalmaz6é LB lemezre szélesztettiik. Egy telepet leoltottunk folyadék kultaraba,
masnap 1:50 higitast kdvetden ampicillinnel (100 mg/ml) kiegészitett LB tapoldatban
novesztettiik a sejteket. A baktériumokat ODggy =0.6-0.8 kozotti érték eléréséig ndvesztettiik.
0.2 mM IPTG hozzaadésaval indukaltuk a fehérje expresszidt 37°C-on 3 6ra hosszaig. Majd a
sejteket felszuszpendaltuk E. coli lizis pufferben (50 mM Tris pH 8.0, 20% sucrose, 2 mM
EDTA, 300 mM KCI, 0,5 mM PMSF, 1 mM DTT, PIC=proteéaz inhibitor koktél /Sigma, 100x
higitas/ 0,1% Triton X-100). Ezutan lizozim enzimet (25 mg/ml) mértiink hozzajuk és 10
percre jégre tettiik a mintdkat, majd folyékony nitrogénben haromszor lefagyasztottuk és

felolvasztottuk, hogy teljesen feltdrédjanak a sejtek.
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Centrifugaltuk 25000 rpm-mel 1 6ra hosszaig 4 °C-on, a feliiluszot jégre tettiik, ez tartalmazta
az oldhat6 fazist. Poliakrilamid gélen elvalasztottuk a fehérjéket, majd Coomassie festékkel
megfestettiik a gélt és differenciald oldattal mostuk kétszer, igy ellendriztik a fehérje
expresszid mértékét az indukciot kovetden ill. megvizsgaltuk, hogy az oldhatoé frakcioban
vagy csapadékban van-e a p53 fehérje. GA agardz (glutation-agardz) oszlopot készitettiink,
ekvilibraltuk E. coli lizis pufferrel (tizszeres oszlopmennyiséggel), az oldhato lizatum
oszlopra mérése utdn, az atfolydo frakciokat Osszegylijtottik. Mostuk O6tszoros
oszlopmennyiségii 1-es mos6 pufferrel (50 mM Tris pH 8.0, 20% sucrose, 2 mM EDTA, 300
mM KCI, 0.5 mM PMSF, 1 mM DTT, PIC /Sigma, 100x higitds/), majd 0tszoros
oszlopmennyiségii 2-es mosdpufferrel (50 mM Tris pH 8.0, 100 mM KCI, 10 uM ZnCl, 0.5
mM PMSF, 1 mM DTT, 2 mM EDTA, PIC /Sigma, 100x higitas/). Ezutan eluéltuk elucios
pufferrel (50 mM redukalt glutationt is tartalmazé 2-es moso puffer, pH 8.0). Az elucids
frakciokat poliakrilamid gélen megfuttattuk az 1-es moso, 2-es moso frakciokkal egyiitt, végiil

Coomassie festékkel (BioSafe, Biorad) lathatova tettiik a fehérjéket.

3.3.3. A Dmp53 és a DmTAF3 kozotti interakcio in vitro megerdositése

A kisérletben hasznalt radioaktiv jelolt DmTAF3 (514-924) fragmentumot in vitro atirassal és
transzlacioval allitottuk elé a pET28c-DmTAF3 5-6s (szamu) klonbol tricialt (H) leucin
jelenlétében a TNT T7 Quick-coupled retikulocita lizatum kittel (Promega) a cég utasitasait
kovetve. A baktériumokban tultermeltetett GST-DmpS3C-t ill. GST-t glutation szefardz
gyongyokhoz (Amersham Biosciences) kotottiikk kovetve a gyartd utasitasait. Az in vitro
transzlalt DmTAF3 fehérje fragmentumot ¢és a GST-Dmp53C-kotott gyongyoket
osszekevertiik PD pufferben (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA pH 8.0, 1
mM B-mercaptoethanol, 1% Nonidet P40) és 2 o6ra hosszaig 4°C-on tartottuk. A gyongyoket
négyszer mostuk 0.1% Nonidet P40-et tartalmazd PD pufferrel és egyszer Nonidet P40-et
nem tartalmazo PD pufferrel. A mintdkat SDS-PAGE-en futtattuk és a gélt inkubaltuk 30
percig izopropanol:viz:ecetsav (25:65:10) tartalmu oldatban fixaltuk, majd 30 percig Amplify
Fluorographic reagensben inkubaltuk. Ezutan a gélt Whatman papirra helyeztiik, és
gélszaritoban 45 perc alatt megszaritottuk. A megszaritott gél tetejére filmet helyeztiink, majd

masnap el6hivtuk a filmet.
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3.3.4. GST pull down kisérlet

A GST pull down kisérletekhez baktériumban taltermeltetett GST, GST-Dmp53C ill. GST-
p53-t hasznaltunk. Az mTAF3 fehérjét pedig a baculovirus expresszios rendszer (Soutoglou
¢s mtsai, 2005) segitségével eldallitott Sf9 sejt kivonatban taltermelt formaban hasznaltuk.

Az mTAF3-at tartalmazo Sf9 sejt kivonatot, hasznalat elott négyszeresére higitottuk sotlan
pufferrel (25 mM Tris pH 7.9, 5 mM MgCl,, 10% glicerol, melyet hasznalat el6tt
kiegészitettiink 0,3 mM DTT, 0,1% NP40 és PIC /Sigma, 100x higitas/) és glutation szefar6z
gyongyhoz kotott bakterialisan expresszalt GST, GST-Dmp53C ill. GST-p53-mal ¢éjszakan at
inkubaltuk 4°C-on. Mésnap a gyongyoket mostuk emelkedé sokoncentracidju IP200 (25 mM
Tris pH 7.9, 5 mM MgCl,, 10% glicerol, 200 mM KCl, haszndlat elétt kiegészitve 0,3 mM
DTT, 0,1% NP40 ¢és PIC /Sigma, 100x higitas/) ill. IP400 (25 mM Tris pH 7.9, 5 mM MgCl,,
10% glicerol, 400 mM KCIl, hasznalat eldtt kiegészitve 0,3 mM DTT, 0,1% NP40 ¢és PIC
/Sigma, 100x higitas/) pufferrel haromszor, a mosasok kozott 500g 5 percig 4°C-on
centrifugéltunk. Ezt kovetden a gyongyokhoz ugyanannyi térfogat 2X SDS fehérje felvivo
puffert mértiink, 5 percig forraltuk és a mintdkat SDS-PAGE gélen futtattuk. A gélt
nitrocellul6z membranra (Amersham Biosciences) blottoltuk 200 mA-en 2 o6ran keresztiil.
Ezutan a membrant 5% tejport tartalmazé TBST (10 mM Tris pH 8.0, 150 mM NacCl, 0,05%
Tween 20) oldatban blokkoltuk 1 oran keresztiil, majd az anti-TAF3 egér elsodleges
ellenanyaggal (39TA1C7, 1:1000 higitasban) inkubaltuk 1% tejpor TBST-ben éjszakan at
4°C-on himbén kevertetve. Mésnap egér masodlagos ellenanyaggal (anti-mouse-HRP, Dako
Cytomation) 1:2000 higitasban 1% tejpor TBST-ben inkubaltuk 1 6ran at. Végiil a membrant
az Immobilon™ Western Chemoluminescent HRP szubsztratot hasznalva a gyartd (Millipore)

utasitasait kovetve el6hivtuk.

3.3.5. A human p53 géncsalad tagjainak az emlos homolog TAF3-mal valo interakciojanak
in vitro vizsgdlata.

A TAF3-mal vald interakcié kimutatdsdhoz radioaktivan jelolt human p53, p73a, p73p,
DmAda2a (negativ kontroll) és szentjanosbogar luciferdz (negativ kontroll) fehérjékre volt
szlikséglink, amiket egy in vitro transzlacidés rendszerrel allitottunk el6. Az in vitro
transzlacidhoz a TNT T7 Quick-coupled transcription-translation kitjét (Promega) hasznaltuk
a gyartd utasitasait kdvetve.

Els6 1épésben 6sszemértik a TnT reakeidt, mely a >°S-Metioninnal jeldlni kivant fehérjét

kodold DNS-t (p53, p73a, p73P, Ada2a, luciferdz) a TnT mix-szet és a vizet tartalmazta.
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A reakciodelegyet 37°C-os vizfiirdoben 90 percig inkubaltuk. Mindegyik mintabdl tettiink félre
bemérési kontrollnak. A maradék részt immunprecipitaciés kisérletben hasznaltuk a
kovetkezOk szerint. A megfeleld radioaktiv fehérjéket egér mTAF3-at overexpresszalo Sf9
fehérje kivonattal és egér anti-TAF3 (39TA2FS5, 1:1000) ellenanyaggal inkubaltuk PIC
(Sigma, 100x higitas) és 0,1% NP40-et tartalmaz6 PBS-ben. Az elegyet jégen inkubaltuk 120
percig. A Protein-A-Sepharose preparaldsa utan, a mintakat hozzdmértiik a gyongyokhoz és
4°C-on inkubdaltuk 120 percig. Centrifugalast kdvetden a gyongydket haromszor mostuk PBS-
sel, a mosasok kozott centrifugaltunk, a harmadik mosés utan 200 mM KCl-dal kiegészitett
PBS-sel végeztiink még egy mosast, amit 10 percig kevertettiink szobahémérsékleten, majd
ismét lecentrifugdltunk. A precipitatumokhoz és a bemérési kontroll mintakhoz 2X SDS
fehérje felvivo puffert mértiink, 6sszekevertiik, majd 5 perc forralds utdn a mintakat SDS-
PAGE-en futtattuk. A gélt 30 percig izopropanol:viz:ecetsav (25:65:10) tartalmu fixalo
oldatban inkubaltuk, végiil az Amplify Fluorographic reagensben inkubaltuk 30 percig.
Ezutan a gélt Whatman papirra helyeztiik és gélszaritoban 45 perc alatt megszaritottuk. A

megszaritott gél tetejére filmet helyeztiink, majd masnap el6hivtuk a filmet.

3.4. Sejtes mdodszerek

3.4.1. Sejtek tenyésztése

HeLa human méhnyakrak sejtvonal, U20S és Saos2 human csont sarcoma sejtvonal, 293T
human embrionalis vese sejtvonal novesztése 5% (HeLa esetében), 10% (U20S és a 293T
esetében) ill. 15% (Saos2 esetében) magzati borji szérummal (FCS) kiegészitett DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tapoldatban tortént alland6 5% CO, tartalmu

légkdrben, 37°C-os inkubatorban.

3.4.2. Riporter plazmidok tranziens transzfekcidja

A HeLa ill. U20S sejteket 6-lyukt csészébe osztottuk ki, majd masnap 0,5 pg pGL2NaLuc
riporter (az mdm2 génbdl szarmazd p53-érzékeny konstrukcio) ill. pCDNA3-luc riporter és
0,5 ng pCDNA3p53Pro ill. az dbrdkon jelolt mennyiségii pXJ41-mTAF3 ill. pCDNA3flag-
hTAF3AC vagy pCDNA3HA-p73a vagy pCDNA3HA-p73B, pCDNA3-H893AmTAF3,
pCDNA3-K620mTAF3, pCDNA3-V849mTAF3 ill. pCDNA3-wtmTAF3 vektorokkal
transzfektaltuk. Minden mintat kiegészitettiink iires plazmiddal (pHC624), annak érdekében,

hogy mindegyik sejtet ugyanakkora stresszhatés érje.
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A transzfekciot ExGene transzfekcids reagenssel (ExGen 500 in vitro Transfection Reagent —
Fermentas) végeztilk a gyartd utasitdsait kovetve. Eppendorf csévekbe 150mM NaCl-ot,
megfeleld mennyiségli DNS-t és 1 pg DNS / 3,3 ul ExGen transzfekcids reagenst mértiink,
roviden dsszekevertiik, majd szobahémérsékleten inkubaltuk 10 percig. Ezutdn racsepegtettiik

a sejtekre és Osszekevertiik 6ket, majd visszahelyeztiik 37°C-os inkubatorba.

3.4.3. Luciferaz enzimaktivitas mérése

24 ¢6raval a transzfekcidt kovetden a médium eltavolitdsa utdn a sejteket mostuk kétszer
1XPBS-sel, majd felkapartuk ket 1XPBS-ben és lecenrtifugaltuk 13.000 rpm-mel 5 percig
4°C-on. A feliiliszot eltavolitottuk és a sejteket feltartuk jégen tartva fél oraig a kovetkezd
pufferben: Cell Culture Lysis Reagent (Promega). Majd lecentrifugaltuk a sejttérmelékeket
13000 rpm-mel 5 percig 4°C-on. A feliiliszo egy részébdl luciferin hozzdadasaval (Promega)
luciferdz enzimaktivitast mértiink egy héazi gyartmanyd Luminométer (SZBK) ill. egy
LUMIStar OPTIMA nevli luminométer segitségével. A mérés kontrolljaként minden
lizatumban a fehérje mennyiségét kolorimetridsan (Bradford, 1976) hataroztuk meg. A szorés
(standard deviation=SD) értékét Excel programmal allapitottuk meg. A szignifikancia
meghatarozasédhoz szintén Excel programban t-tesztet végeztiink. * P < 0,05, **P < 0,01, ***

P < 0,005 a t-tesztben.

3.4.4. Immunkicsapas sejtekbol

A ko-immunprecipitacios kisérlethez 293T sejteket transzfektaltunk 15cm-es lemezekben
JetPEI (Q-Bio Gene) transzfekcids reagens alkalmazéasaval 7 pg pCDNA3p53Pro és 7 pg
pXJ41-mTAF3 vagy iires vektor DNS-t tartalmazé vektorral. Minden minta esetében
ugyanannyi DNS-t transzfektaltunk, ahol sziikséges volt ott kiegészitettiik tires (pSGS) vektor
DNS-sel. A sejteket 48 oraval a transzfekciot kovetden lizaltuk és a TAF3-komplexeket egér
anti-TAF3 (39TA1C7) antitest segitségével immunprecipitaltuk (Gangloff és mtsai, 2001). Az
immunkomplexeket proteinG-szefar6z gyongyokhoz kotottik. Kétszer S00mM KCI, majd
kétszer 100mM KCI tartalmu IP pufferrel (6sszetételét lasd a 3.3.4. GST pull down kisérletek
fejezetben) mostuk a mintadkat. A gyongyok forralasat kdvetéen, SDS-PAGE gélen futtattuk
meg a mintakat, majd Western blot kisérletet (lasd a kovetkezd fejezetben) végeztiink p53

ellenanyaggal.
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3.5. Western blot

A HeLa ill. U20S sejteket a médium leszivasa utan PBS-sel mostuk, Osszekapartuk,
centrifugaldssal sszegytijtottiik és 2X SDS fehérje felvivd pufferben (100 mM Tris pH 6.8,
200 mM DTT, 4% SDS, 20% glicerin, 0,2% bromfenolkék) intenziv keveréssel és 5 perces
forralassal feltartuk. A lizdtumok fehérje mennyiségét SDS-poliakrilamid gélen torténd
futtatas utan Coomassie festéssel ellendriztiik €s a lizatumok fehérje mennyiségét figyelembe
véve megkozelitdleg ugyanannyi fehérjét vittiink fel mindegyik lizadtumbol. A vizsgalt fehérje
molekulatomegétdl fliggden 8-10%-o0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk a mintédkat, majd a
fehérjéket nitrocelluloz membranra (Amersham Biosciences) vittiik at. A fehérjék
kimutatasdhoz a kovetkezd elddleges antitesteket hasznaltuk: egér monoklonalis anti-human
p53 DO-7 (Dako Cytomation, 1:1000), egér monoklonalis anti-TAF3 (IGBMC, hazilag
gyartott 39TA1C7, 39TA2FS5, 1:1000), ill. nyul poliklonalis anti-GFP (Invitrogen, 1:10000).
Az aktin fehérje vizsgalataval ellendriztiik, hogy valoban azonos mennyiségii fehérje keriilt-e
at a nitrocelluloz membranra minden minta esetén. Az aktin kimutatisa nyul anti-aktin
(Sigma, A5060, 1:2000) elsédleges ellenanyaggal tortént. Mésodlagos antitestek torma-
peroxidaz konjugalt anti-nyudl ill. anti-egér ellenanyagok (Dako Cytomation) voltak. Az
immunkomplexeket kemilumineszcens detekciés modszerrel (Pierce) rontgen filmen tettiik
lathatova.

Az in vivo immunkicsapasi kisérlet Western blot részét a kdvetkez6 mddon végeztiik el. A
filtert anti-p53 DO-1 (Santa Cruz Biotechnology) elsddleges ellenanyaggal inkubaltuk
¢jszakdn 4t 4°C-on, majd anti-egér-kappa-HRP (IGBMC sajat ellenanyag) madasodlagos
ellenanyaggal 2 o6ra hosszdig szobahdémérsékleten inkubaltuk. Az immunkomplexeket
kemilumineszcens detekcios modszerrel (Pierce) rontgen filmen tettiik lathatova.

A 3.7.1. fejezetben leirt in vitro ubikvitinacids kisérlet végén anti-p53 DO-7 (Dako
Cytomation, 1:1000) ill. streptavidin HRP-konjugélt anti-ubikvitin (P4D1, Santa Cruz,
1:1000) elsédleges és a p53 esetében anti-egér (Dako Cytomation) masodlagos ellenanyagot
hasznaltunk.

A HA-tag-gel jelolt p73a és p73p fehérjék Western blot kisérletben torténd kimutatasa anti-
HA (sc-7392, Santa Cruz, 1:2000) elsédleges ellenanyaggal tortént.

A PHD doménben mutans Flag-taggel ellatott mTAF3 fehérjék kimutatasa anti-Flag (Sigma,
1:10000) egér elsddleges ellenanyaggal €s torma-peroxidaz konjugalt anti-egér mésodlagos

ellenanyaggal tortént.
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3.6. Reverz transzKkripciohoz kapcsolt kvantitativ polimeraz lancreakcié (RT-QPCR)

RNeasy mini kit (Qiagen Inc.) hasznalatdval 0ssz-RNS-t izolaltunk kovetve a gyartd
javaslatait. Egy szala cDNS-t szintetizdltunk 2 pg 0ssz-RNS-bdl random hexamer
primerekkel, TagMan Reverz Transzkripcios Reagens (Applied Biosystems) hasznalataval. A
PCR reakciot ABI Prism 7500 real-time PCR késziilékkel, SYBR-Green PCR Master Mix és
a kovetkezd primerek segitségével végeztik el: pS3For CCCTTCCCAGAAAACCTACC,
p53Rev CTCCGTCATGTGCTGTGACT, GAPDHfor ACCTGACCTGCCGTCTAGAA,
GAPDHrev TCCACCACCCTGTTGCTGTA. A p53 C; értékét a GAPDH bels6é kontrollhoz
normalizaltuk és a vizsgalt gének expresszids szintjének valtozasat a AACt moddszerrel

szamoltuk ki.

3.7. Ubikvitinacio vizsgalata

3.7.1. In vitro ubikvitindcio

Az in vitro ubikvitindcios reakcidhoz hasznalt enzimek a kovetkezdk voltak:

-E1 ubikvitin aktival6é enzim (Boston Biochem, U-560)

-E2 ubikvitin konjugal6d enzim: tisztitott GST-UbcHS5B, amelyrél a GST thrombinnal le lett
hasitva

-E3 ubikvitin ligaz: tisztitott, His-tag-gel ellatott CNOT4 (pozitiv kontroll) vagy tisztitott
Flag-tag-gel ellatott mTAF3. A tisztitott human p53 fehérje eldallitasat 1d. a 3.3.2. fejezetben.

A kisérletet T. Albert és mtsai leirasa (2002) alapjan hajtottuk végre. A reakcidba a fenti
enzimeket, ATP-t (2 mM), ubikvitint (biotin N-term. Ubi) mértiink. A kovetkezd ubikvitin
reakcio puffert hasznaltuk (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl,, 0,5 mM EDTA
pH 8.0, 0,25 mM DTT). A reakcidelegyeket 90 percig 30°C-on inkubaltuk. Végiil azonos
térfogat 2X SDS fehérje felvivd puffert mértiink a mintakhoz és 5 percig forraltuk dket. A
mintakat 10%-os poliakrilamid gélen megfuttattuk és Western blot kisérletet végeztiink 1d. a
3.5. fejezetben.

3.7.2. In vivo ubikvitindacio

Az in vivo ubikvitinacids kisérleteket P. De Graf és mtsai (2003) altal leirt modszer szerint
veégeztik. U20S sejteket osztottunk 10 cm-es lemezbe, amikor 70-80%-ban konfluensek
lettek, transzfektaltuk ket ExGene transzfekcios reagenssel (ExGen 500 in vitro Transfection
Reagent — Fermentas) és a kovetkezd plazmidokkal: az mTAF3-at (pXJ41-mTAF3), 6-
hisztidin-jeldlt ubikvitint (6-His-Ub), human p53-t (p)CDNA3-p53), MDM2-t (pCoc-MDM?2).
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Mindegyik csészébe ugyanannyi, osszesen 5 pg DNS-t mértiink. Két nappal a transzfekciot
kovetéen inkubaltuk a sejteket DMSO-ban feloldott 20uM MG132 (Sigma, C2211)
proteaszoma inhibitorral vagy a negativ kontroll esetében DMSO-val 4-5 6ran keresztiil.
Mostuk a sejteket kétszer hideg PBS-sel, majd felkapartuk Oket 1XPBS-ben. A
sejtszuszpenzid negyed részét félretettiik, ezek voltak a kontroll lizaitum minték.

A megmaradt sejtekhez pedig hozzdmértiik a disszocialéd oldatot (6M Guanidium HCI, 5 mM
imidazole, 10 mM B-merkaptoethanol) és 6-His-jeldlt Ni*’-NTA-agar6z gydngyoket
(Qiagen), melyeket eldtte kétszer mostunk 6M Guanidium-HCI oldattal. Ezt a keveréket 4
oraig szobahémérsékleten kevertetve inkubaltuk, majd lecentrifugéltuk a mintakat 2000 rpm-
mel 2 percig, eltavolitottuk a feliiliszot és mostuk a gyongyoket eldszor az 1. oldattal (6M
Guanidium-HCI, 10 mM B-merkaptoethanol, 0.2% Triton-X-100), ezutan a 2. oldattal (§M
urea pH 8.0, 10 mM B-merkaptoethanol, 0.2% Triton-X-100), majd a 3. oldattal (§8M urea pH
6.3, 10 mM B-merkaptoethanol, 0.2% Triton-X-100) és végiil a 4. oldattal (§M urea pH 6.3,
10 mM B-merkaptoethanol, 0.1% Triton-X-100). A mosasok kozott centrifugaltunk és
eltavolitottuk a feliiluszot. A csapadékot (mely tartalmazza a 6-His-jelolt ubikvitin-kapcsolt
termékeket) felszuszpendaltuk 2X SDS fehérje felvivé pufferben, 20 percig
szobahdmérsékleten tartottuk, majd lecentrifugéltuk, a feliiluszot Oj eppendorf csdbe tettiik, 5
percig forraltuk és poliakrilamid gélen megfuttattuk a mintakat. A kontroll lizdtumokat
lecentrifugaltuk, a csapadékot 2X SDS fehérje felvivo pufferben felszuszpendaltuk és ezeket
is poliakrilamid gélen megfuttattuk. A Western blot kisérletet a fent leirtaknak megfeleléen
anti-humén p53 DO-7 klon (Dako Cytomation) elsddleges ellenanyaggal és anti-egér —HRP
(Dako Cytomation) konjugalt masodlagos ellenanyaggal végeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. A DmTAF3 azonositisa a Dmp53 kolcsonhaté partnereként éleszté két-hibrid
(Y2H) kisérletekkel

A DmpS53 kolcsonhatd partnereinek azonositdsa céljabol Drosophila embrionalis ¢cDNS
konyvtar sziirését végeztiik el élesztd két-hibrid (Y2H) mddszerrel. E kisérletekben csaliként
a lexA DNS-kot6 domén (DBD)-hez fuzionalt Dmp53-t hasznaltuk. Mivel a Dmp53 az N-
terminalis részén egy transzkripcidt aktivaldé domént tartalmaz, a hamis pozitiv aktivacid
elkeriilésére N-termindlisan csonkolt Dmp53 verziokat hoztunk létre és hasznaltunk a
kisérletben. Az azonositott pozitiv klonok koziil kettd részleges Bric-a-Brac kolcsénhato
fehérje gén (bip2/CG2009) cDNS-t tartalmazott. Az altalunk izolalt cDNS klonok koziil a
hosszabb, 1236 bp-nyi volt (clone #5) és a DmTAF3 514-924 aminosavait kodolo részt
tartalmazta. A rovidebb, 972 bp-nyi cDNS darab (clone #11) a DmTAF3 738-1061
aminosavait kddolja (14. abra A). A két klon 6sszehasonlitdsa arra utal, hogy a Dmp53-mal
vald kolcsonhatasért a DmTAF3 738 és 924 aminosavak kozotti régid lehet felelds. A
kolesonhatasért felelos DmpS3 régi6d azonositasara a Dmp53 kiilonb6zo régidinak (14. abra
B) a kolcsonhatasat teszteltilk a hosszabb, 5-6s szami DmTAF3 klonnal éleszté két-hibrid
kisérletben.

E kisérletekben azt talaltuk, hogy a Dmp53 DNS-ko6td doménje csak gyenge, mig C-
terminalis része erds kdlcsonhatast mutatott a DmTAF3-mal élesztd két-hibrid kisérletben
(14. abra C). Ugyanezekben a kisérletekben a Drosophila Ada2a transzkripcios ko-
aktivator/adaptor és a DmTAF3 kozott nem volt megfigyelhetd interakcio. A Dmp53 C-
oligomerizacios domén (Dmp53C1) egyediil is erds interakciora volt képes a DmTAF3 5-6s
szamu klonjaval. A szabdlyzo6 domén (Dmp53C2) azonban Onmagdban csak gyenge

interakciot mutatott a DmTAF3-mal.
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14. abra: Dmp53 kolcsonhat a DmTAF3-mal.

(A) A teljes hosszusag DmTAF3 ¢és az ¢élesztd két-hibrid kisérletben azonositott klonok (5-6s
¢s 11-es szdmu klon) vazlatos szerkezete. A HFD a DmTAF3 histone fold domén; a PHD
plant homeodomén részeit jeldli. (B) A Dmp53, annak éleszté két-hibrid kisérletekben
hasznalt darabjai €s a human p53 fehérje szerkezete. Az abran jelolt Dmp53 részeket lexA-
DBD (DNA Binding Domain) DNS-kétd doménhez kapcsolva hasznéltuk. A Dmp53 egyes
részei: TA, transzaktivacios domén; DBD, DNS-k6té domén; O, oligomerizaciés domén; B,
regulator domén. (C) A Gal4 aktivaciés doménhez (AD) kapcsolt DmTAF3 514-924
aminosavaknak megfeleld régid6 ¢és a lexA-DBD-hez kapcsolt feltiintetett részek
kolesonhatasanak kimutatdsa élesztd sejtekben.

A két fehérje kolcsonhatasa His-prototrofiat és B-galaktozidaz enzimaktivitast eredményez a
hasznalt élesztd sejtekben. A negativ kontrollként hasznalt lexA- DBD-Ada2a fuziés fehérje
nem mutat kdlcsonhatdst ugyanazzal a DmTAF3 klonnal. Pozitiv kontrollként a lexA-DBD-
pb4 ¢és Gal4-AD-rpb7 fuzids fehérjéket haszndltuk, melyek kolcsonhatasat korabbi
kisérletben mar bizonyitottdk. A pS3AN-DmTAF3 kdlcsonhatas kimutatasa egy kiilon filteren

tortént ugyanazokat a pozitiv €s negativ kontrollokat alkalmazva.

4.2. A TAF3 és a p53 kozotti interakcio evoluciosan konzervalt

A Dmp53 és a human p53 kozotti kismértékli szekvencia hasonlosag ellenére érdekesnek tlint
megvizsgalni, hogy vajon a DmTAF3 képes-e kolcsonhatni a Dmp53 human homolédgjaval.
Mivel a human p53 is tartalmaz az N-terminalis részén transzkripcidt aktivaldé domént, a
hamis pozitiv eredmények elkeriilésére N-terminalis aktivalo domént nem tartalmazd p53-t
hasznaltunk (14. abra B). Kisérleteink erds interakciot jeleztek a DmTAF3 és a humén p53
fehérje kozott (14. abra C).
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4.2.1. A Dmp53 és a DmTAF3 kolcsonhatasanak vizsgalata in vitro

Azért, hogy a DmTAF3 ¢és a Dmp53 kozotti interakciot az élesztd két-hibrid modszertdl
fliggetlen mas modszerrel is kimutassuk, in vitro kotési kisérletet alkalmaztunk. Ehhez a
DmTAF3 514-924 aminosavig terjedd polipeptid részét nyul retikulocita lizatumot hasznalva,
in vitro transzkripcids-transzlacioés rendszerben (TNT coupled reticulocyte lysate systems,
Promega), radioaktivan jelzett formdban allitottuk el6. A Dmp53 fehérje C termindlis részét
(Dmp53C) glutation-S-transzferazzal fuzionalva baktériumban expresszaltuk az Anyagok és
Modszerek fejezetben leirtak szerint. Az in vitro kotési kisérletben (pull down assay) a
DmTAF3 része kotodott a GST-DmpS3C-hez, a GST-hez azonban nem, ami bizonyitja, hogy

a két fehérje kolcsonhatasa kozvetlen és specifikus (15. abra).
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15. abra: A DmTAF3 kozvetleniil kotédik a Dmp53C-hez in vitro.

(A) A bakterialisan expresszalt GST és GST-Dmp53C fehérje Coomassie festett gél képe.

(B) Ezeket a fehérjéket glutation-szefaréz matrixon megkotéttiik, majd a matrixot in vitro, *H-
jelolt formaban eldallitott DmTAF3 (514-924 aminosavaknak megfeleld rész) fehérjét
tartalmazé eleggyel inkubaltuk. A megfeleld mosasokat kovetden a glutation-szefardz
gyongyhoz kotott fehérjéket elualtuk, poliakrilamid gélen elektroforézissel elvalasztottuk és a
jelzett DmTAF3 fehérje jelenlétét autoradiografidval mutattuk ki.

4.2.2. Az egér TAF3 és p53 kolcsonhatasanak kimutatdasa in vitro kotési kisérletekkel
Annak meghatarozasara, hogy a DmTAF3 emlés homolégja is képes-e in vitro a p53-hoz
kotddni az elézéekben ismertetettekhez hasonlé modszert alkalmaztunk. Ehhez a teljes
hosszusagu egér TAF3 (mTAF3) fehérjét S19 izeltlabu sejtekben allitottuk eld €s vizsgaltuk a
kapcsolodasat baktériumban termelt GST, GST-Dmp53C ill. GST-p53 fehérjékhez.
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Bar az mTAF3 a GST-vel 6nmagaban is gyenge kdlcsonhatast mutatott (16. abra B része,
200 mM KCl-dal végzett mosas), KCl-ot magasabb koncentracioban (400 mM) tartalmazé
mosast kdvetden csak a GST-Dmp53C és a GST-p53 kotddés volt kimutathato.

2 8
A 2 = B
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© o = wash | 11 Il |
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mTAFS +- - r——
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16. abra: A DmpS53 és a p53 in vitro kotodik az mTAF3-hoz.

(A) GST ¢és GST-p53 fehérjéket baktériumban termeltettiink és SDS-poliakrilamid gélen
elektroforézissel elvalasztva Coomassie festéssel mutattuk ki. (B) Az egér TAF3 és a p53, ill.
Dmp53 kotédésének kimutatasa. A teljes hossziisagu egér TAF3-at tultermeld Sf9 sejtekbol
nyert fehérje kivonatot glutation-szefar6z gyongyokhoz kotott GST, GST-DmpS53C ill. GST-
p53 fehérjékkel inkubaltunk, majd a gyongydket KCl-ot ndvekvd koncentracidoban tartalmazo
pufferrel mostuk. A mosassal az oszloprdl eludlhato fehérjéket elektroforézissel elvalasztottuk
¢s az mTAF3 fehérjét Western blot technikaval anti-TAF3 (39TA1C7, 1:1000) elsddleges
ellenanyaggal mutattuk ki.

4.2.3. Az egér TAF3 és p53 kolcsonhatasanak kimutatdasa tovabbi in vitro kotési kisérlettel.

Az interakci6 reverz kisérletben torténé megerdsitése céljabol a teljes hossziisagu human p53-
t, a Drosophila Ada2a-t és kontrollként a szentjanosbogar luciferazt in vitro transzlaltuk, majd
Osszekevertiik Sf9 sejtekbdl készitett, egér TAF3-at tartalmaz6 fehérje kivonattal és anti-
TAF3 ellenanyagot haszndlva immunprecipitaciot végeztink. A p53 ko-precipitalodott az
mTAF3-mal, mig az Ada2a és a luciferdz nem (17. abra B. 1, 2, 3-as minta). Egy masik
kontroll kisérletben a p53-t €s a luciferazt egyiitt adtuk hozza az mTAF3 fehérjét taltermeld
kivonathoz és igy végeztiink immunprecipitaciot TAF3-ra specifikus ellenanyaggal. Ekkor is
a TAF3 specifikus ellenanyaggal csak a p53 ko-precipitalodott, a luciferdz nem (17. abra B.
4. minta). Amikor a p53-t olyan fehérje kivonathoz adtuk, amelyik nem tartalmazott mTAF3-
at, akkor az anti-TAF3 ellenanyaggal a p53 nem volt kicsaphato (17. abra B. 6, 8-as minta).
Ezek az adatok tehat egyértelmiien bizonyitjdk a p53 és az mTAF3 kozotti specifikus

interakciot.
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17. abra: Az mTAF3 é a pS53 specifikus kotédésének vizsgalata Kko-
immunprecipitacioval.

A Drosophila Ada2a, p53 és szentjanosbogar luciferaz fehérjéket in vitro transzlaltuk >°S-
metionin jelenlétében. A fehérjéket ezutan tultermelt mTAF3-at tartalmazo sejtkivonattal
kevertlik 6ssze és anti-TAF3 ellenanyagot (39TA2F5, 1:1000) hasznalva immunprecipitaciot
végeztiink. (A) Az immunprecipitacio eldtt vett mintak (input) elektroforézist kdvetden
késziilt autoradiografias képe. (B) Az immunprecipitaciéval kapott mintdk elektroforézist
kovetden késziilt autoradiografias képe.

4.24. Az mTAF3 és a p53 kolcsonhatiasanak kimutatisa human sejtekben ko-
immunprecipitdacioval

A kovetkezdkben azt vizsgaltuk, hogy 1étrejon-e az egér TAF3 és a p53 kapcsolddasa human
sejtekben is. Ehhez jol transzfektalhato 293T sejteket ko-transzfektaltunk mTAF3-at és p53-t
kifejez6 plazmiddal, majd az mTAF3-at tartalmazé komplexeket immunprecipitaltuk és
Western blot-tal vizsgéltuk a p53 jelenlétét. A kisérlet eredménye azt mutatta, hogy a
tultermelt p53 kis mennyisége ko-precipitalodott az mTAF3-mal. A kontroll kisérletben, ahol
pS3-t és iires vektort transzfektdltunk, nem volt a p53 immunprecipitalhaté anti-TAF3
ellenanyaggal (18. abra). Ezek az adatok egyiittesen azt mutatjak tehat, hogy a p53 fehérje

képes kolcsonhatasba 1épni az mTAF3-mal és ez a kdlcsonhatas in vivo a sejtekben is 1étrejon.
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18. abra: A pS53 in vivo is kotédik az mTAF3-mal.

Human p53 és mTAF3 (+) expressziojat biztositd és kontrollként {ires vektor plazmidot ko-
transzfektaltunk 293T sejtekbe, majd a sejtekbdl késziilt fehérje kivonatbdl anti-TAF3
ellenanyaggal imunprecipitaciét végeztiink. Az immunprecipitdlt mintdk elektroforézisét
kovetden a p53 fehérjét anti-pS3 DO-1 (Santa Cruz, 1:1000), az mTAF3 fehérjét (39TA1C7,
1:1000) specifikus ellenanyagokat hasznalva Western blot-tal mutattuk ki.

4.3. A DmTAF3 és a p53 rokon fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata éleszto két-hibrid
modszerrel.

A p53 ¢és a TAF3 in vitro és in vivo kolcsonhatdsdnak kimutatdsa felvetette a kérdést, hogy
vajon kolcsonhat-e a TAF3 a humén p53 géncsaldd mas tagjaival, a human p73a és p73f
fehérjékkel is. Elsd0 megkozelitésként éleszté két-hibrid moddszerrel vizsgaltuk, hogy
kimutathat6-e kdlcsonhatds a human p73a és/vagy p73p valamint a DmTAF3 kozott. A p73
esetén is a konstrukciok N-termindlisan csonkolt fehérjét tartalmaztak, amelyekbdl a

transzaktivaciés domén hidnyzott.
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19. abra: A human pS3 géncsalad masik két tagja a p73a és p73p is kolesonhat a
DmTAF3-mal. A human p53 és a human p73a €s p73P fehérjéket lexA DNS-koté doménhez
fuzionalva, a DmTAF3 514-924 aminosavaknak megfeleld részét pedig a Gal4-aktivacios
doménhez fiziondlva élesztd sejtekben egyiitt termeltettiik. A f0zids fehérjék kdlcsonhatasat
His-auxotréfia komplementaciéval és B-galaktozidaz enzimaktivitds indukcid kimutatasaval
vizsgaltuk. Negativ és pozitiv kontroll ugyanaz, mint a 14. abran.
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Az élesztd két-hibrid kisérlet eredménye szerint a huméan p53 géncsalad masik két vizsgalt
tagja is koOlcsonhat a DmTAF3-mal. Ez arra utal tehat, hogy evolucidosan konzervalt

kolesonhatés jon 1étre a TAF3 és a p53 rokon fehérjék kozott.

4.3.1. Az mTAF3 és p53 rokon fehérjék kolcsonhatasanak in vitro vizsgalata

Az interakci6 mas modszerrel torténd megerdsitéséhez in vitro transzlaltuk a teljes
hosszusagu human p73a és p73B-t, a Drosophila Ada2a-t és kontrollként a szentjanosbogar
luciferaz fehérjéket, majd Osszekevertiik ezeket taltermelt egér TAF3-at tartalmazé fehérje
kivonattal és anti-TAF3 ellenanyag segitségével immunprecipitaltuk az mTAF3-tartalmu
komplexeket. A p73a és p73p ko-precipitalodott az mTAF3-mal (20. abra 5, 6-0s minta),
mig az Ada2a és a luciferaz nem (17. abra mely kisérlet egyidében késziilt ezzel az IP
kisérlettel). Ha a p73a-t és p73p —t olyan fehérje kivonathoz adtuk, amely nem tartalmazott
mTAF3-at, akkor a p73a és p73p nem volt kicsaphatd anti-TAF3 ellenanyaggal (20. abra 7,
8-as minta). Ezek az adatok is megerdsitik tehat a p73a ill. p73p és az mTAF3 kozotti

interakci6 specifikussagat.

Input:Sf9-  Input:Sf9-

mTAF3/Sfo mTAF3/sfo IP-SfO-mTAF3  IP-Sf9

I L} 1T 1T 1
p73a p73a. p73p p73p  p73c p73p p73ap73p

20. abra: Az mTAF3 és a p73a és p73p kolcsonhatasanak Kkimutatasa Kko-
immunprecipitaciéval.

33S-metionin jelenlétében in vitro transzlalt Drosophila Ada2a-t, human p73a-t és p73p-till. a
szentjdnosbogar luciferazt ¢és mTAF3-at tartalmazd fehérje kivonatbol  végzett
immunprecipitacio anti-TAF3 ellenanyaggal (39TA2FS5, 1:1000) (lasd 17. abra, mely kisérlet
egyidOben késziilt ezzel az IP kisérlettel). Az immunprecipitdcidhoz hasznalt input (1-4.) és a
precipitaciot kovetden kapott mintak (5-8.) elektroforézise utan késziilt autoradiogram.

4.4. Az mTAF3 hatasa a p53 transzkripciot aktivalo képességére.

A TAF3 és a p53 kozotti kapcsolat pS3 funkciojara gyakorolt hatdsanak vizsgalatara
meghataroztuk az mTAF3 taltermelésének hatasat a p53 transzaktivald képességére. Ehhez
U20S sejteket ko-transzfektaltunk vad tipusi mTAF3 termelését biztositd és pS3 aktivacidra

érzékeny rekombinans plazmidokkal.
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A haszndlt riporter plazmidban a luciferdz gént az egér mdm2 génbdl szarmazd, p53
aktivaciot kozvetitd elemeket tartalmazd promoter szabdlyozza. E transzfekcio p53
jelenlétében magas luciferdz enzimaktivitast eredményez (21. abra elsé oszlop). Az mTAF3
termelését biztositd plazmid ko-transzfektaldsa a luciferdz enzimaktivitds dramai, mintegy
100-zad részére torténd csokkenését eredményezte. A hatds az mTAF3 expressziot biztositd
plazmid mennyiségével aranyosan valtozott és azt ndvelve az aktivitas csokkenés egyre
erdsebb volt (21. abra 2-4. oszlop). Az mTAF3 tehat gitolja a p53 transzkripciot aktivalo

hatasat.
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21: abra: Az mTAF3 tultermelése erdsen gatolja az endogén pS3 transzkripciot aktivalo
hatasat.

U20S sejteket transzfektaltunk pS3 aktivaciora érzékeny luciferaz riporter plazmiddal (0,5
pg) és az abran jeldlt, ndvekvé mennyiségii (0, 0,5, 1, 2 pg) mTAF3-at termeld plazmiddal.
Ures vektort hasznalva a transzformalt DNS mennyiségét minden mintdban azonosra
allitottuk be (3 pg 0ssz-DNS). A luciferaz enzimaktivitast 24 o6raval a transzfekciot kdvetden
3 parhuzamos mintdban mértiik. A feltiintetett szérdsok a standard deviaciot jelolik, az
adatokat t-probaval elemeztiik: **P < 0,01.

Az mTAF3 taltermelés okozta p53 transzkripcios aktivitds kinetikdjat tovabb vizsgélva,
megnéztiik, hogy milyen dsszefiiggésben all a p53 fehérje félélet idejével. Hirom parhuzamos
kisérletben U20S sejteket transzfektaltunk p53-érzékeny riporter plazmiddal, iires vektorral
vagy mTAF3-at tultermeld konstrukcidval.
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Kinetics of luciferase activity
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22. abra: Az mTAF3 tultermelése blokkolja a p53 transzkripciot aktivalo képességét.
U20S sejteket transzfektaltunk p53-érzékeny luciferdz riporter plazmiddal, 2 pg iires
vektorral vagy mTAF3-at tultermeld plazmiddal. A sejteket 8, 12, 24 o6raig ndvesztettiik a
transzfekciot kovetden. A grafikon alatti adatok a harom kisérlet atlagat mutatjak.

A kapott eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az mTAF3 képes blokkolni idében a
luciferaz aktivitas felhalmozodasat. Tovabba, hogy a kapott nagymértékii csokkenést nem a

p53 féléletideje hatdrozza meg.

Azért, hogy kizarjuk annak lehetdségét, hogy ez egy sejttipustdl fliggd hatas, HelLa sejteket
hasznalva is elvégeztik a ko-transzfekciot. A HeLa sejtek csak kis mennyiségben
tartalmaznak endogén p53-t, ezért p53-t taltermeld plazmiddal is transzfektaltuk ezeket a

sejteket (23. abra).
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23. abra: Az mTAF3 hatasa az exogén p53 szintjére.

HeLa sejteket ko-transzfektaltunk 0,5 pg p53-t taltermeld plazmiddal, luciferaz riporter
plazmiddal, valamint az mTAF3 expressziojat biztositd plazmiddal. A hasznalt mTAF3
plazmid mennyiségét az abran feltiintettiik. Ures vektort haszndlva az 6ssz DNS mennyiséget
minden mintaban 3 pg-ra egészitettiik ki. A luciferdz enzimaktivitast 24 oraval a transzfekciot
kovetden 3 parhuzamos mintaban mértikk le, a feltiintetett szorasok a standard deviaciot
jelolik, az adatokat t-probaval elemeztiik: **P < 0,01, ***P < 0,005.

Az egér TAF3 Hel a sejtekben is gatolta a tultermelt p53 transzaktivacios képességét. Ebben a
sejtvonalban azonban a taltermelt p53 transzaktivald képességére kifejtett gatlé hatds nem
volt olyan drdmai, mint azt az endogén p53 esetében tapasztaltuk, mivel csak mintegy 45 %-

os csokkenés volt megfigyelhetd a riporter aktivitasaban.

4.4.1. Az mTAF3 hatas specifikussaganak vizsgdlata a p53 transzkripciot aktivalo
képességére.

A kovetkezd kisérletekben azt kivantuk meghatarozni, hogy specifikus-e az mTAF3 gatld
hatasa a p53 transzkripcio6 aktivacidra vagy egy altaldnos transzkripcié gatlasrol van szo.
Ennek megvalaszolasira HelLa sejteket ko-transzfektaltunk citomegalovirus (CMV)
prométerrel rendelkezd luciferaz riporter plazmiddal (0,5 pg) és novekvé mennyiségi
mTAF3-at kifejez0 plazmiddal (24. abra). Ebben az esetben azt talaltuk, hogy az mTAF3-nak

nem volt hatasa az alkalmazott promoter aktivitasara.
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Tehat megallapithatjuk, hogy az mTAF3 tultermelése erésen és specifikusan gatolja az

endogén p53 transzkripcids aktivitasat.

1.4 4
1.2.4
1.0 -
0.8 4
0.6 4

0.4 1

Relativ luciferaz aktivitas

0.2 4

0.0

mTAF3 (ug)

24. abra: Az mTAF3 nem gatolja a CMV promoter aktivitasat.

HeLa sejteket ko-transzfektaltunk pCDNA-luciferaz riporter plazmiddal (0,5 pg) ill. az dbran
jelolt mennyiségi mTAF3-at taltermeld plazmiddal (0, 0,5, 1, 2 ug). Minden mintét iires
vektorral egészitettiink ki 3 pg 6ssz-DNS mennyiségre. A luciferaz enzimaktivitast 24 oraval
a transzfekciot kovetden meértiik és a mért aktivitdsokat a csak vektorral transzfektalt
kontrollhoz viszonyitottuk.

4.5. A p53 fehérje szintjének valtozasa az mTAF3 hatasara.

A p53 transzkripcids aktivitasara kifejtett gatlo hatas okanak kideritésére megvizsgaltuk, hogy
az mTAF3 hatdssal van-e a p53 fehérje szintjére. Ehhez ndvekvd mennyiségli, mTAF3
expressziot biztositd plazmidot transzfektaltunk U20S sejtekbe. Az mTAF3 az endogén p53
szint csokkenését eredményezte, de nem volt hatassal az endogén B-aktin szintre (25. abra
A). Azért, hogy kizarjuk a jelenség sejttipus-specificitasat, HeLa sejteket ko-transzfektaltunk
p53-t és zold fluoreszcens proteint (GFP) kifejezd plazmiddal mTAF3 jelenlétében vagy
anélkiil. Itt is a p53 csokkenését tudtuk kimutatni, mig a GFP mennyisége nem valtozott az
mTAF3 taltermelése mellett (25. abra B), ami azt mutatja, hogy az mTAF3 képes

csokkenteni a p53 fehérje szintjét.
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HeLa sejtekben a p53 szint csokkenésének mértéke 0Osszehasonlithato volt a pS3
transzkripcids aktivitasanak gatlasaval. U20S sejtekben a p53 fehérje szintjének valtozasa

nem volt olyan dramai, mint a p53 transzkripcid aktivalo hatdsdban bekovetkezett csokkenés.

A B

mTAF3 (ug) u o 1 2 4 mTAF3 (ug) 0o 4

p53 + -

———
p53-p . .
mTAF3 - ol

DAL e e————— — 86

53 — .
. — 47
GFP = m e 34

25. abra: Az mTAF3 tultermelése csokkenti a pS3 fehérje szintjét.

(A) U20S sejteket kiilonb6zé mennyiségi (0, 1, 2, 4 ng) mTAF3-at expresszalo plazmiddal
transzfektaltunk. Az O6ssz DNS mennyiségét iires vektorral minden esetben 4 pg-ra
egészitettiik ki. A p53 fehérje szintjét nem transzfektalt (U) és transzfektalt sejtekben Western
blot modszerrel vizsgaltuk. Ugyanazon a filteren az aktin mennyiségét is meghataroztuk,
melyet belsé kontrollként hasznaltunk. (B) HeLa sejteket ko-transzfektaltunk p53-t kifejezo
plazmiddal, belsé kontrollként GFP-t kifejezé plazmiddal és iires vektorral (0) ill. 4 pg
mTAF3-at kifejezé plazmiddal (4). A sejtlizatumokat 24 oraval a transzfekcidt kdvetden
preparaltuk és Western blot modszerrel anti-TAF3 (39TA1C7, 1:1000), anti-p53 DO-7 (Dako
Cytomation, 1:1000) ill. anti-GFP (Invitrogen, 1:10000) ellenanyagokkal vizsgaltuk.

4.6. A p53 mRNS szintjének valtozasa az mTAF3 hatasara.

Meg szerettiik volna hatarozni, hogy vajon a p53 fehérje szintjének csokkenése a p53 gén
expressziojaban (mRNS szintjében) bekdvetkezd valtozas kovetkezménye-e. Ehhez olyan
U20S sejtekben mértiik az endogén p53 mRNS szintjét kvantitativ reverz transzkripciod
kapcsolt polimeraz lancreakcié modszerrel, melyeket {ires vektorral ill. ndvekvd mennyiségii

mTAF3-at kifejez6 plazmiddal transzfektaltunk (26. abra).
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26. abra: Az mTAF3 tultermelése nincs hatassal a pS3 mRNS-ének szintjére.

U20S sejteket ko-transzfektaltunk kiilonb6zé mennyiségii mTAF3-at (0, 1, 2, 4 pg) kifejezod
plazmiddal. A p53 és a belsd kontrollként hasznalt GAPDH mRNS szintjét QPCR moédszerrel
hataroztuk meg. A p53 mRNS szintjét a GAPDH mRNS szintjével normalizaltuk minden
minta esetében és a vektorral transzfektalt kontrollhoz viszonyitottuk.

mTAF3 (ug)

Nem talaltunk jelentés valtozast a pS3 mRNS szintjében az mTAF3 taltermelés hatasara. Ez

azt mutatja, hogy az egér TAF3 nem befolyasolja a p53 mRNS képzddését és stabilitasat.

4.7. Az mTAF3 hatasa a p53 rokon fehérjék transzkripcio aktivalo képességére.

Mivel a TAF3 kolcsonhatasat a huméan p53 géncsalad mas tagjaival (p73a és p73p) is ki
tudtuk mutatni, igy érdekesnek tartottuk megvizsgalni, vajon a TAF3 modositja-e a
transzkripciot aktivalo képességiiket a pS3-hoz hasonldan.

Ennek vizsgalatidra olyan sejtvonalakat valasztottunk, melyek vagy csak kis mennyiségben
(HeLa) vagy egyaltalan nem (Saos2) tartalmaznak endogén p53-t (27. abra). Hiszen az
endogén p53 zavarna az mTAF3 hatasanak vizsgéalatat a p73a és p73p transzkripciot aktivalo
képességére, mivel a p53 nagyobb affinitassal kdtddne be az alkalmazott riporter konstrukciod

(mdm2-luc, mint az el6z0 kisérletekben is) pS3 kotohelyére, mint a p53 csaladtagok.
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27. abra: Az mTAF3-nak nincs jelentds hatiasa a p73a és p73p transzkripcié aktivalo
képességére HeLa és Saos2 sejtekben.

(A és B) HelLa sejteket és Saos2 sejteket (C és D) ko-transzfektaltunk luciferaz riporter (0,5
pg), p73a és p73p-at kifejezé (0,5 pg), valamint névekvé mennyiségii (0, 0,5, 1, 2 pg)
mTAF3-at kifejez6 plazmiddal. A transzfektalt DNS mennyiséget minden mintdban iires
vektor DNS-sel 3 ng 6ssz-DNS mennyiségre kiegészitettiik. A luciferaz enzimaktivitast 24
oraval a transzfekcidt kovetden hataroztuk meg, a feltiintetett szordsok a standard deviaciot
jelolik.

A kisérlet eredményébdl latszik, hogy az mTAF3 jelenléte nem volt jelentds hatdssal a p53
rokon fehérjék (p73a és p73P) transzkripciot aktivald képességére, ha csak kis mennyiségben

vagy egyaltalan nem volt endogén p53 jelen a rendszerben.

4.8. A p53 rokon fehérjék szintjének valtozasa az mTAF3 hatasara U20S sejtekben.
Kivancsiak voltunk arra, hogy milyen hatdssal lehet az egér TAF3 taltermelése a p73a és

p73P fehérje szintjére (28. abra).
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28. abra: Az mTAF3 tultermelés hatasa a p73a és p73p fehérje szintjére.

(A) Nem transzfektalt U20S és HeLa sejtek ill. HA (=hemaglutinin) taggel jelolt p73a és
p73B-t expresszald plazmiddal transzfektalt sejtek vizsgalata Western blot modszerrel anti-
HA ellenanyag (Santa Cruz, 1:2000) hasznalatdval. Ugyanazt a filtert anti-aktin (Sigma,
1:2000) ellenanyaggal is eléhivtuk, melyet belsd kontrollként hasznaltunk (* nem specifikus
jel HeLa sejtekben). (B) U20S sejteket ko-transzfektaltunk p73a ill. p73p-t kifejezd
plazmiddal és az dbran jelolt modon novekvd mennyiségii (1, 2, 3 pg) mTAF3-at kifejezd
plazmiddal. A sejtlizatumokat 24 draval a transzfekciot kovetden preparaltuk, majd Western
blot modszerrel anti-HA ellenanyaggal (Santa Cruz, 1:2000) vizsgaltuk a p73a és p73P
fehérje szintjének valtozasat az mTAF3 taltermelés hatasara.

Mivel a p73a és p73P fehérjéket csak U20S sejtekben tudtuk kimutatni és HeLa sejtekben
nem, ezért az mTAF3 lehetséges szerepét a p73a és p73f fehérjék szintjére csak endogén
p53-t tartalmazo U20S sejtekben tudtuk megvizsgalni (28. abra). Azt talaltuk, hogy a
novekvé mennyiségli mTAF3 enyhén csokkentette a p73a fehérje szintjét, ezzel szemben a

p73P fehérje szintje fokozatosan emelkedett.

4.9. Az mTAF3 PHD domén szerepének vizsgalata.

4.9.1. Miikodhet-e E3 ubikvitin ligazként az mTAF3?

In vitro ubikvitindcios kisérlet

Mivel az irodalomban szdmos cikk beszamol a PHD doménnel rendelkezd fehérjék E3
ubikvitin ligdz aktivitasarol, érdekesnek tartottuk megvizsgalni, vajon az mTAF3 szerepet
jatszhat-e a p53 fehérje lebontasdban. E feltételezéslinkre a p53 fehérje szintjében tapasztalt
enyhe csokkenés és a p53 transzkripciot aktivald képességének dramai csokkenése
szolgaltatta az alapot. Ezért ubikvitinacios kisérletekben megvizsgaltuk annak lehetdségét,

hogy az mTAF3 ubikvitin ligdzként miikodhet-e a p53 szdmara.
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Az E3 ubikvitin ligazok képesek onmagukat ubikvitindlni, ezért eldszor az mTAF3 auto-
ubikvitinacids aktivitasat vizsgaltuk meg. A kisérlet alapjdul Alberts és mtsai (2002)
koézleménye szolgalt, melyben kimutattdk a RING finger-tipusti (C4C4), CNOT4 fehérjérdl,
mely a CCR4-NOT4 komplex komponense, hogy E3 ubikvitin-fehérje ligaz funkcidval
rendelkezik. A CNOT4 szamos E2 ubikvitin-konjugald enzim esetében képes kifejteni E3
ubikvitin-ligdz aktivitasat, igy pl. az UbcHS5B esetében is. A kisérleteinkben ezeket a
fehérjéket hasznaltuk pozitiv kontrollként (29. abra).

E2 + + + - +
E3 c -T- -
ATP + + + + -

TAF3 —p> =175
Ubn-CNOT4 — 383
- 62
CNOT4 |_dm s
—325
a-Ub ab. -5
12 345

29. abra: In vitro auto-ubikvitinacié kimutatasa

Minden minta esetében azonos El enzimet ¢s E2 enzimet (GST-UbcHSB tisztitott fehérjét)
hasznaltunk. Az 1l-es minta szolgalt pozitiv kontrollként (C=CNOT4), a 2-es negativ
kontrollként, ahol E3 helyett {ires Sf9 fehérje kivonatot adtunk. A 3-as mintaban E3 ligazként
a vizsgalandé6 mTAF3-at (T=mTAF3) tartalmazo6 tisztitott fehérje kivonatot hasznaltunk ATP
¢s reakcio puffer, valamint ubikvitin hozzaadasaval. Az utols6 két minta negativ kontroll, a 4-
es E2-6t, az 5-6s pedig ATP-t nem tartalmazott. A mintdkat poliakrilamid gélen megfuttatva
anti-ubikvitin (Santa Cruz, 1:1000) ellenanyaggal Western blot kisérletben autoradiografidsan
értékeltiik.

A kisérlet eredménye nem wutal arra egyértelmlien, hogy az mTAF3-nak lenne

autoubikvitinacios képessége.

Ezutan egy tUjabb in vitro ubikvitindcios kisérletben megvizsgaltuk az mTAF3 p53-ra
gyakorolt hatdsat. Az in vitro ubikvitinacios kisérletet tisztitott GST-p53-t hasznalva a fent
leirt moédon ismét elvégeztiik. A mintdkat Western blot kisérletben vizsgéltuk anti-human p53
ellenanyag hasznalatdval. Amikor a tisztitott CNOT4 fehérjét hasznaltuk E3 ligdzként (30.
abra 1-es minta), az E3-t nem tartalmazé mintahoz (30. abra 3. minta) képest nem lattunk
kiilonbséget a p53 fehérje mobilitdsdban, bar mindkét minta esetén megjelent a GST-p53

folott egy sav.
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Azonban amikor E3 ligazként mTAF3-at adtunk a p53-hoz (30. abra 2. minta), tobb
magasabb mobilitasu sav jelent meg a GST-pS53 f616tt, ami lehet ubikvitinalt p53.

p53 + + + - - -+
E3 cT - CT - -

p53

anti-human p53
(DO-7. clone)

30. abra: A p53 in vitro ubikvitinaciojanak kimutatasa.

Az in vitro ubikvitinacios kisérletet ugyanazokkal az E1 és E2 enzimekkel végeztiik, mint a
29. abran. C: CNOT4 tisztitott fehérjét hasznaltunk E3 ligazként, T: feltételezett E3 ligazként
tisztitott mTAF3-at adtunk. Negativ kontrollként mTAF3-at nem tartalmazé Sf9 fehérje
kivonatot hasznaltunk. A 4-6. mintdk megegyeztek az el6z6 harom mintaval, de nem
tartalmaztak tisztitott GST-p53 fehérjét. Az utolsé6 minta E3-at nem, csak p53-t tartalmazo
kontroll volt. A mintakat poliakrilamid gélen Western blot kisérletben vizsgaltuk anti-human
p53 (Dako Cytomation, 1:1000) elsddleges ill. anti-egér HRP-konjugalt masodlagos
ellenanyag hasznalataval.

4.9.2. In vivo ubikvitindcios kisérlet

Mivel az in vitro kisérletek nem bizonyitottak egyértelmlien az mTAF3 E3 ubikvitin ligaz
aktivitasat, ezért megvizsgaltuk in vivo is az egér TAF3 lehetséges E3 ligdz aktivitasat, De
Graaf ¢és mtsai (2003) altal leirt modszert hasznalva.

Endogén p53-t tartalmazo U20S sejteket ko-transzfektaltunk MDM2-t vagy mTAF3-at és 6-
His-ubikvitint kifejez6 plazmiddal. Két nappal a transzfekciot kdvetden a mintak felét MG132
proteaszéma inhibitorral, mig a masik felét kontrollként DMSO-val 4 6rat kezeltiik. Teljes
sejt lizatumokat Western blot moédszerrel anti-human p53 ellenanyaggal reagaltattunk. Sem az
mTAF3-at (31. abra 3. és 10. minta), sem a pozitiv kontrollként MDM2-t taltermeld
sejtekben (4. és 11. minta) nem lattuk az ubikvitinalt p53-formédk megjelenését sem a
kezeletlen (1-7.) sem a proteaszéma inhibitorral kezelt (8-14.) mintdkban. A p53-as
ellenanyag nagy hatteret adott az mTAF3-at tultermeld sejtek esetében (31. abra 3. és 10.

minta). Ez a kisérlet nem tamasztotta ald az mTAF3 kozvetlen E3 ligdz aktivitasat.
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31. abra: Az mTAF3 E3 ubikvitin ligaz aktivitasanak in vivo vizsgalata.

U20S sejteket transzfektaltunk az abran jelolt médon MDM2-t (M) vagy mTAF3-at (T) és 6-
His-ubikvitint kifejezd plazmiddal. Osszességében mindegyik minta azonos mennyiségii, 5 pg
DNS-t tartalmazott. A 7. és 14. minta a nem transzfektalt U20S sejteket mutatja. Két nappal a
transzfekciot kdvetden a mintdk felét DMSO-ban feloldott MG132 proteaszoma inhibitorral,
mig a masik felét DMSO-val inkubaltuk 4 6rat. A teljes sejt kivonatot poliakrilamid gélen
megfuttattuk és Western blot modszerrel anti-humén p53 (Dako Cytomation, 1:1000)
elsddleges és anti-egér HRP-konjugalt masodlagos ellenanyaggal mutattuk ki a p53 fehérje
kiilonbozé formait. Belsé kontrollként anti-aktin (Sigma, 1:2000) ellenanyagot hasznéltunk
anti-nyul HRP-konjugalt méasodlagos ellenanyaggal.

A 6-His-ubikvitinnel modositott p53 jobb detektalasa érdekében az eldzdekben leirt
lizatumokat Ni-NTA-agar6z gyongyokhoz kevertiik, ami megkoti a 6-His jelolt fehérjéket. A
gyongyoket mostuk, majd az elualt fehérjéket ismét p53-specifikus ellenanyagot hasznalva
Western blottal vizsgaltuk. Az in vivo ubikvitinacids kisérletbdl kapott 6-His-jelolt ubikvitin

termékek a 32. abran lathatok.

+ Mg132
p53 + + + -
TAF3/MDM2 - T M M
+ + +

6-His-Ub +
ubi4-p53

ubi3-p53

ubi2-p53

ubi1-p53

p53

32. abra: Az mTAF3 feltételezett ubikvitin ligaz aktivitasanak in vivo vizsgalata 6-His
ubikvitin affinitas kicsapassal.

A 31. abran mutatott transzfektalt U20S sejtlizatumokbol a 6-His-jelolt ubikvitin termékeket
Ni-NTA agaroz segitségével csaptuk ki, a csapadékokat felvittiik poliakrilamid gélre és
Western blot modszerrel anti-human p53 (Dako Cytomation, 1:1000) els6dleges €s anti-egér
HRP-konjugalt masodlagos ellenanyaggal vizsgaltuk. A nyilak a p53 ubikvitinalt, médositott
formait mutatjak.
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A kisérlet egyértelmiien mutatta az MDM2-t is és a pS3-t is tartalmazo sejtekben (32. abra 3.
minta) az ubikvitindlt p53 jelenlétét. Ezt az MDM2 helyett mTAF3-at tartalmazoé minta
esetén csak nagyon gyengén lehetett latni (2.). A negativ kontroll mintdk esetében (1. és 4.)
nem volt detektalhatdo még gyengén sem az ubikvitinalt p53.

Osszességében tehat a kapott in vivo eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy kdzvetleniil

az mTAF3 nem képes E3 ubikvitin ligazként miikodni a p53 esetében.

4.10. A PHD doménben mutins mTAF3 hatisa a pS3 transzkripciot aktivalo
képességére.

Kivancsiak voltunk arra, vajon az egér TAF3 PHD doménjének jelenléte sziikséges-e az
mTAF3 p53 transzaktivaciot gatld hatasanak kifejtéséhez. Ennek érdekében PHD doménben
delécios (K620Stop, V849Stop), melyek PHD domént egyaltalan nem tartalmaznak ill.
pontmutans (H893A) mTAF3-at taltermeld konstrukciokat (33. abra) alkalmaztunk, mely a
Cys4-His-Cys3 Zn*'-finger tipusa PHD domén felépitésében kozponti szereppel biré hisztidin

alaninna torténd mutacidjaval jott 1étre.
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33. abra: A PHD doménben delécios (K620Stop, V849Stop) és pontmutians (H893A)
mTAF3 fehérjék aminodsav sorrendjének abrazolasa.

A piros nyilak a mutéaciok helyét jelolik. A két delécids mutans esetében a pirossal jelzett
nyilig tart a képz6do fehérje, tehat egyik sem tartalmazza a PHD domént. Mig a pontmutans
esetében a PHD domén kulcs hisztidinjének alaninra torténé mutacidja figyelhetd meg.

Ezutan 6sszehasonlitottuk, hogy a vad tipusu és a mutans mTAF3 szarmazékok transzfekcidja

hogyan befolyasolja a p53 transzkripciot aktivalo képességét (34. abra).
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34. abra: A PHD doménben mutans egér TAF3 fehérjék hatiasa az endogén pS53
transzkripciot aktivalo képességére.

U20S sejteket transzfektaltunk azonos mennyiségii p5S3-érzékeny riporter plazmiddal (0,5 pg)
¢és az abran jelolt megfelel6 mTAF3-at taltermeld plazmiddal névekvé mennyiségben. Az
0ssz DNS mennyiségét mindegyik mintaban iires vektorral (pHC624) 3 pg-ra egészitettiik ki.
Az els6 oszlopban az endogén p53 alapaktivitasat jeloltem. A luciferdz enzimaktivitast 24
oraval a transzfekciot kovetden hataroztuk meg, a feltiintetett szorasok a standard deviaciot
jelolik.

A kisérletbdl latszik, hogy a vad tipusi mTAF3 novekvd mennyiségben transzfektalva,
drasztikusan csokkentette az endogén p53 transzkripciot aktivald képességét. A PHD
doménben pontmutans (H893A) és delécids mutansok (V849Stop, K620Stop) esetében, minél
nagyobb rész hidnyzott a PHD doménbdl ill. az mTAF3 fehérjébdl, annal kevésbé fejtették ki

gatl6 hatasukat a p53 transzkripciot aktivalo képességére.

4.10.1. A PHD doménben mutins mTAF3 hatdsa a p53 fehérje szintjére.

Az mTAF3 p53-ra gyakorolt hatasa részben annak kdszonhetd, hogy mTAF3 jelenlétében
lecsokken a p53 fehérje szintje. Kivancsiak voltunk arra, hogy a PHD domén eltavolitasaval
elveszti-e az mTAF3 ezt a tulajdonsagat. Ehhez az el6zd kisérletben is haszndlt PHD
doménben delécios (K620Stop, V849Stop) ill. pontmutins (H893A) mTAF3-at taltermeld
konstrukciokat U20S sejtekbe juttattuk, majd vizsgaltuk a p53 fehérje szintjének valtozasat
(35. abra).

65



A

1 2 3 4 5
1: 3 ug pCDONA3-FlagmTAF3HB893A-
WEBIAFS v Yoy 2: 3 ug pCDNA3-FlagmTAF3V849Stop
V849Stop —P> "'" — 118 3: 3 ug pCDNA3-FlagmTAF3K620Stop
I . 4: 3 ng pCDNA3-FlagmTAF 3wt

K620Stop—p» 85 5: 3 ng pHC624

’
53— \-L--—o_m

35. abra: A PHD doménben mutins egér TAF3-ak hatasa az endogén human pS53
fehérje szintjére.

(A) U20S sejteket transzfektaltunk az abran jelzett médon, majd Western blot modszerrel
megvizsgaltuk a taltermelt mTAF3-ak jelenlétét anti-Flag (Sigma, 1:10000) elsédleges
ellenanyaggal ill. az endogén p53 fehérje szintjét anti-p53 (Dako Cytomation, 1:1000)
elsddleges ellenanyaggal. (B) A mintdk fehérje mennyiségét Coomassie gélen ellendriztiik és
ezzel igazoltuk, hogy ugyanannyi fehérjét vittiink fel mindegyik esetben.

A kisérlet eredményeként azt kaptuk, hogy a PHD doménben mutans egér TAF3-ak
tultermelése nem volt hatassal az endogén p53 fehérje szintjére (35. abra 1, 2, 3 minta), mig
a vad tipust mTAF3 (4. minta) esetében egy enyhe csdkkenést ismét sikeriilt kimutatnunk a

negativ kontrollhoz képest (5. minta).

4.11. A PHD doménnel nem rendelkezd0 hTAF3 hatasa a p53 és rokon fehérjék
transzkripciot aktivalé képességére.

Az adatbazisban fellelhetd adatok szerint a prediktalt hTAF3 (XM_291729.5) tartalmaz PHD
domént a C-terminalis részén, hasonléan a Drosophila és egér homolog TAF3-hoz. Azonban
ezt a prediktalt, teljes hosszisagi format eddig senkinek nem sikeriilt kisérletesen kimutatni

(Gangloff és mtsai, 2001) HeLa sejtvonalban.
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Nekiink is csak az adatbazis AJ292190 szami hTAF3 szekvencia alapjan egy részleges (400-
680. aminosav) ¢€s egy teljes hosszusagu (1-680. aminosav) hTAF3 format kodolo szakaszt
sikerlilt amplifikdlnunk HeLa cDNS konyvtarbol, tehat ugy tlinik, hogy ezek a formak
expresszalodnak HeLa sejtekben.

Az egér TAF3-mal tortént vizsgalatok elvégzése utan viszont érdekesnek tartottuk megnézni,
hogy vajon a PHD doménnel nem rendelkez6 human TAF3 mennyiben gyakorol eltérd hatast
a p5S3ill. a p73a és p73p transzkripciot aktivald képességére, mint a PHD domént tartalmazo
mTAF3. Ezért az mTAF-mal elvégzett transzaktivaciés képességet teszteld kisérleteket

hTAF3 fehérjével is megismételtiik (36. abra).

13000 -
16000 A
14000 -
12000 -

10000 4

6000

Luciferaz aktivitas (a.u.)

4000

2000

0 0 1 3 5 hTAF3 (ug)
- + + + + p53

36 abra: A hTAF3 hatasa a p53 transzkripciot aktivalo képességére.

HeLa sejteket ko-transzfektaltunk p53-t (0,5 ng), hTAF3-at (0, 1, 3, 5 pg) kifejezd plazmiddal
és p53-érzékeny luciferaz riporter plazmiddal (0,5 pg), mindegyik mintat iires vektorral
Osszesen 6 pug DNS mennyiségre egészitettiik ki. A luciferaz enzimaktivitast 24 oOraval a
transzfekciot kovetden hataroztuk meg, a feltiintetett szorasok a standard deviaciot jeldlik, az
adatokat t-probaval elemeztiik: * P <0,05.

A hTAF3 annak ellenére, hogy hianyzik a C-terminalis PHD finger doménje, kifejtette gatlo
hatasat a p53 aktivitasara (36. abra).

Kivancsiak voltunk a hTAF3 hatdsara a human p53 géncsaldd masik két tagjanak, a p73a ¢€s
p73P esetében is (37. abra).
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37. abra: A hTAF3 hatasa a p73a és p73p transzkripciot aktivalé képességére.

HeLa sejteket ko-transzfektaltunk p73a-at (A) és p73B-at (B) kodoldo (pCDNA3-HA-p73a,
pCDNA3-HA-p73p), p53-érzékeny luciferdz riporter (0,5 pg) ill. ndvekvdé mennyiségi (0, 1,
3, 5 ng) hTAF3-at kodold plazmiddal. A luciferdz enzimaktivitast 24 oraval a transzfekciot
kovetden hataroztuk meg, a feltiintetett szorasok a standard deviaciot jelolik, az adatokat t-
probaval elemeztiik: ***P < 0,005.

Luciferaz aktivitas (a.u.)

A p73a transzkripciot aktivald képességét nem befolyasolta szignifikansan a hTAF3 jelenléte,
ami megegyezik a mTAF3-ndl tapasztalt eredményekkel. Azonban a p73 esetében érdekes

modon jelentds gatld hatast tudtunk kimutatni.
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5. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Munkam soran a p53 tumor szuppresszor fehérje lehetséges kolcsonhatd partnereit
térképeztem fel. Az én feladatom a kolcsonhato partnerek koziil egy TBP (TATA box-kotd
fehérje)-asszocialt fehérjével, a TAF3-mal valo interakcidjanak igazoldsa és funkcionalis

vizsgéalata volt.

5.1. A p53 fehérje uj kolcsonhato partnere: a TAF3 fehérje.

A Dmp53 kolcsonhatd partnereinek azonositdsa céljabol Drosophila embrionalis ¢cDNS
konyvtar sziirését végeztiik el élesztd két-hibrid mddszerrel. Az azonositott pozitiv klonok
koziil kettd részleges Bric-a-Brac kolcsonhato fehérje gen (bip2/CG2009) cDNS-t
tartalmazott. A Bip2 fehérjét mas kisérletekben, mint egy TBP (TATA box-kotd fehérje)-
asszocialt fehérjét azonositottak és TAF; 155 ill. DmTAF3-nak nevezték el (Tora, 2002). A
Bip2 esetében mar mas csoport is kimutatta, hogy képes olyan transzkripcios faktorhoz
kotddni, mely BTB-POZ domént tartalmaz (Pointud és mtsai, 2001). Ezért sem meglepd,
hogy mi egy masik transzkripcios faktorral, a p53-mal tudtuk kimutatni a kélcsonhatasat.

Az izolalt klonok Osszehasonlitdsa soran megallapitottuk, hogy a Dmp53-mal vald
kolcsonhatasért a DmTAF3 738 és 924 aminosavak kozotti régio felelés. Erdekes modon
faktorokkal, pl. a GAGA faktor (612-1073 aminosavak k&zott) (Chopra €s mtsai, 2008), az
Antennapedia (853-1088 aminosavak kozott) (Prince és mtsai, 2008) ¢s a BAB1/2 (859-1091
aminosavak kozott) (Pointud és mtsai, 2001) fehérjék esetében. Bar a DmTAF3 ezen k6zépso
497-608 aminosav) (Gangloff és mtsai, 2001), mégis elképzelhetdnek tartjuk, hogy ez a régiod
transzkripcids-faktor kotd doménként felelés lehet mas, eddig még nem azonositott
transzkripcids faktorokkal torténd interakcid kialakitasaért is. A Dmp53 DNS-k6té doménje
csak gyenge, mig C-terminalis része erds kolcsonhatast mutatott a DmTAF3-mal éleszto két-
hibrid kisérletben. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a DmTAF3
tobbszords kotohelyeken keresztiil képes kolesonhatni a Dmp53-mal. Az irodalomban mar
bizonyitott TAF ¢és p53 kolcsonhatasok koziil taldlhatunk példat a p53 N-terminalisan
keresztiil megvaldsuld szokvanyos transzkripcidt aktivalo kolcsonhatasra a TAF6 (Thut és
mtsai, 1995) és TAF9 (Lu és Levine, 1995) esetében, melyek transzkripcids koaktivator

szereppel birnak.
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Azonban hasonléan a TAF3-hoz a C-termindlis szabalyz6 doménen, azaz nem szokvanyos
utvonalon keresztiil megvalosuld kolcsonhatasra is van példa a TAF1 (Li és mtsai, 2004)
esetében, mely ily modon részt vesz a p53 C-termindlis modositasaban. A TAF1 ugyanis
képes fehérje kinaz aktivitasa révén foszforilalni a p53-t a Thr55-6s helyen ¢és igy segiti el6 a

e ey

affinitassal kotddni, igy elképzelhetd, hogy részt vesz a p53 C-termindlis modositasaban.

5.2. A TAF3 és a p53 kozotti interakcio evoluciosan konzervalt.

Az irodalomban szdmos bizonyiték szolgal arra, hogy a humén p53 kolcsonhat Drosophila
fehérjékkel példaul a Drosophila TBP-vel (Farmer és mtsai, 1996), illetve olyan fehérjékkel,
melyeket Dmp53-mal kolcsonhatd fehérjeként azonositottak (Bodai és mtsai, 2007). Az
altalunk kimutatott DmTAF3-mal valé kolcsonhatasért felelos régio a Dmp53 C-termindlis
részére lokalizalhatd, mely régié a human p53 C-termindlis részével csak kismértékii, mintegy
13%-0s hasonldsagot jelez amindsav szinten. Ennek ellenére kisérleteink erds interakciot
mutattak a DmTAF3 és a human p53 fehérje kozott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
DmTAF3-mal vald kolcsonhatasért felelds részek konzervaltak és a p53-ban valamint a
Dmp53-ban egyarant megvannak. A két fehérje C-termindlis részének szekvencialis
Osszehasonlitdsa sordn csak néhany ismétlddé amindsavat [p (prolin), r (arginin), t (treonin), d
(aszparaginsav), q (glutamin), a (alanin), k (lizin) és a | (leucin)] talaltunk, mely megegyezik

mindkét fehérjében és igy szerepe lehet a DmTAF3-mal valo interakcio kialakitasdban.

5.2.1. A DmTAF3 és a Dmp53 kélcsonhatasanak megerositése mds in vitro modszerrel.

A DmTAF3 és a Dmp53 kozotti interakciot az élesztd két-hibrid modszertdl fiiggetlen in vitro
kotési modszert (pull down assay) alkalmazva is kimutattuk. Mivel a DmTAF3 csak a GST-
Dmp53C-hez kotodott, a GST-hez 6nmagaban nem, igy megallapitottuk, hogy a két fehérje

kozotti kolcsonhatas kdzvetlen és specifikus.

5.2.2. Az egér homolog TAF3 és p53 in vitro kélcsonhat egymadssal.
Az evolucidosan konzervalt kdlcsonhatasbol kiindulva, miszerint a DmTAF3 a p53-mal is
kolcsonhat, megvizsgaltuk az emlds homologok (egér TAF3 és human p53) kozotti interakceiod

lehetdségét is két in vitro kotési kisérletben.
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Magas sokoncentracidos mosast kovetden csak a GST-Dmp53C és a GST-p53 kotddése maradt
meg. Ez az eredmény tehat egyértelmiien mutatja az mTAF3 és a p53 kozotti specifikus
kolesonhatéast, s6t mivel a Dmp53-mal is kimutathatdo volt a kolcsonhatas, igy ismét
megbizonyosodtunk arr6l, hogy a TAF3-p53 kozotti interakcid valdban evolucidsan
konzervalt.

Az emlés TAF3 ¢és p53 kozotti interakcid meglétét reverz kisérletben is sikertilt
bizonyitanunk. Ehhez a teljes hosszusagti humén p53-t, a Drosophila Ada2a-t és kontrollként
a szentjanosbogar luciferazt in vitro transzlaltuk, majd osszekevertiik egér TAF3-at tartalmazé
fehérje kivonattal és anti-TAF3 ellenanyagot hasznalva immunprecipitaciot végeztiink. A
kisérletbdl azt lattuk, hogy a p53 ko-precipitdlodott az mTAF3-mal, mig az Ada2a és a
luciferdz nem. Ezek az adatok egyértelmiien aldtdmasztottak a p53 és az mTAF3 kozott

meglévo in vitro specifikus interakciot.

5.2.3. Az egér TAF3 és a p53 kolcsonhat humdan sejtekben is in vivo.

Kivancsiak voltunk, hogy a TAF3 és a p53 kozotti in vitro specifikus kdlcsonhatés 1étre jon-e
human sejtekben is in vivo. Mivel mindkét fehérjének az endogén szintje nagyon alacsony
human sejtekben, igy a sejteket ko-transzfektaltuk mTAF3-at és p53-t kifejezd plazmiddal. Az
mTAF3-at tartalmazé komplexeket immunprecipitaltuk és vizsgaltuk a p53 jelenlétét. A

kisérlet eredménye egyértelmiien igazolta in vivo is a két fehérje kozotti interakcid meglétét.

Tehat az mTAF3 ¢és a p53 kozotti specifikus kolesonhatast egyértelmiien sikeriilt

bizonyitanunk in vitro és in vivo.

5.3. A TAF3 és a p53 rokon fehérjék kolcsonhatnak in vitro.

Mivel a p53 és a TAF3 kozott in vitro és in vivo is ki tudtuk mutatni az interakciot, igy
érdekesnek tartottuk megvizsgalni a humén p53 géncsalad mas tagjainak, a human p73a és
p73P fehérjéknek lehetséges kolcsonhatasat a TAF3 fehérjével. A human p53 csalad tagjai a
p63 és p73, struktaradlisan hasonlitanak a p53-hoz és bar nem kozvetleniil vesznek részt a
tumor szupressziodban, szerepiiket az apoptozisban szamos cikk bizonyitotta (Yang, 1998). A
csalad tagjai kozott fennallo hasonlosagnak kdszonhetden a p63 és p73 képes transzaktivalni a
p53 célgénjeit (Di Como ¢s mtsai, 1999; Gaiddon és mtsai, 2001), ezaltal képes sejtciklus

megallast és apoptozist indukalni.
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El6szor élesztd két-hibrid modszert alkalmazva sikertiilt igazolnunk feltételezésiinket, vagyis,
hogy kolcsonhat a human p73a és p73P is a DmTAF3-mal. Egy masik in vitro kisérletben is,
ahol a p73a ¢és p73p -t a luciferaz fehérjékkel egyiitt in vitro transzlaltuk és taltermelt mTAF3
fehérjét tartalmazo kivonathoz adtuk, azt tapasztaltuk, hogy az anti-TAF3 ellenanyaggal csak
a p73a és p73p ko-precipitalodott, a luciferaz nem.

Ezek az adatok megerdsitik az €lesztd két-hibrid kisérletben kapott eredményt, miszerint a
p73a ill. p73p és az mTAF3 kozotti interakeid specifikus. A p53 rokon fehérjék és a TAF3
kozotti kolesonhatds gyengébbnek mutatkozott mindkét kisérleti rendszerben, mint a p53
esetében. Elképzelhetd, hogy az aminosav sorrendben levd kiilonbségekbdl és a domén
felépitési eltérésekbol adodhat az, hogy gyengébb a kdlcsonhatas a p73a, p73p fehérjék és a
TAF3 kozott. Hiszen a p73 fehérjék C-terminalis része még tovabbi két domént is tartalmaz,
mely hidnyzik a p53 C-termindlis részérdl, ezek a PR (prolinban gazdag) és a SAM (steril alfa
motivum) domének.

Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy nemcsak a TAF3 és a p53 kozott, de a p53 rokon

fehérjék és a TAF3 kozott is evolucidsan konzervalt kdlcsonhatas van.

5.4. A TAF3 és a p53 kozotti interakcio funkcionalis kovetkezménye.

5.4.1. Az mTAF3 specifikusan gatolja a p53 transzkripciot aktivalo képességét.

A TFIID komponenseként a DmTAF3 (més néven Bip2/dTAF;155) (Gangloff és mtsai,
2001) kozvetlen kapcsolatot teremt az alap transzkripcids gépezet és a BTB/POZ doménnel
rendelkezd transzkripcids faktorok kozott, melyekrdl szamos csoport bebizonyitotta, hogy
transzkripcids represszorként mitkddhetnek. S6t elképzelhetonek tartjak, hogy a DmTAF3 és
az emlds homolog TAFII140 fehérjék a PHD doménen keresztiil iranyithatjak a BTB/POZ
fehérjék kozotti interakciokat és represszor aktivitasokat (Deweindt €s mtsai, 1995).

A TAF3 és a p53 kozotti kolesonhatas funkciondlis kdvetkezményének vizsgélata soran azt
tapasztaltuk, hogy az mTAF3 erdsen gatolja az endogén p53 transzkripciot aktivald
képességét U20S sejtekben.

HeLa sejtekben is megvizsgaltuk az egér TAF3 hatasat a p53 transzaktivacios képességére,
mivel ki akartuk zarni, hogy az mTAF3-nak a gétld hatasa sejttipus-fiiggd. Ebben a
sejtvonalban azonban a p53 transzaktivald képességére kifejtett gatlé hatas nem volt olyan

drdmai, mint az endogén p53 esetében.

72



S6t mar a p53 alapaktivitasa sem olyan magas HelLa sejtekben, mint az endogén p53-mal
rendelkezd U20S sejtekben. Elképzelheté, hogy HelLa sejtekben a transzfekcid
hatékonysaganak kdszonhetd az alacsonyabb aktivitas, szemben a U20S sejtekkel, ahol egy
allando, alap endogén p53 szint jellemzd. Tehat megallapithatjuk, hogy az mTAF3 gatld
hatasanak mértéke fligg a vizsgalt sejttipustol.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy specifikus-e az mTAF3 hatdsa a p53 transzkripcid aktivaciora
vagy egy altalanos transzkripcio gatlasrol van sz6. Ennek tesztelésére nem pS53-érzékeny
CMYV prométerrel rendelkezd luciferdz riporter plazmidot alkalmaztunk HeLa sejtekben. Az
mTAF3-nak semmi hatdsa nem volt az alkalmazott promoter aktivitdsara. Tehat az mTAF3
altal kivaltott erds gatld hatas a p53 transzkripcios aktivitdsara abszolut specifikus a p53-ra és

nem egy altalanos transzkripcios blokk eredménye.

Mas csoportok arr6l szamoltak be, hogy a TAF3 inkabb aktivatorként, és nem represszorként
mukodik szamos mas transzkripcids faktor esetében, hiszen pl. az ATF7 esetében nincs gatlo
hatdasa (Hamard ¢és mtsai, 2005) és koaktivatorként hat a WDRS-fliggd gének esetében

(Vermeulen ¢s mtsai, 2007).

Elképzelhetd, hogy a TAF3-nak a p53 C-terminalisdhoz kétddése olyan modositasokat indit
be, melynek hatasara a p53 transzkripciot aktivalo képessége gatlodik.

Az irodalomban talalunk példat hasonld kolcsonhatasra, mely a TAF1 és p53 kozott jon 1étre,
melynek eredménye, hogy a p53 a C-terminalis részén (Thr55) foszforilalodik, igy jarul hozza

a p53 MDM2-altali degradéciojahoz.

5.4.2. A p53 fehérje szintje enyhén csokkent, viszont a mRNS szintje nem vdltozott az
mTAF3 hatasdra.

A p53 transzkripcids aktivitasara kifejtett gatlo hatas okanak kideritésére megvizsgaltuk, hogy
az mTAF3 hatassal van-e a p53 fehérje szintjére. U20S sejtekben a p53 fehérje szintjének
csokkenése nem volt olyan drdmai, mint a p53 transzkripciot aktivald képességben tapasztalt
csokkenés. Mig HeLa sejtekben Osszehasonlithatd volt a p53 fehérje szintjében tapasztalt
csokkenés mértéke a p53 transzkripciot aktivalo képességeének csokkenésével.

Az irodalomban is beszdmoltak mar ehhez hasonl6 jelenségrdl, amikor is a p53 sumoildlodasa
fokozza a p53 transzkripciot aktivald képességét, azonban a p53 fehérje szintjében ez nem

okoz dramai novekedést (Rodriguez és mtsai, 1999).
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S6t a p53 rokon fehérje, a p73a esetében kimutattak, hogy képes az MDM2-vel kdlesonhatni,
megfigyelhet6 az MDM?2 hatasara a p73a transzkripcidt aktivald képességének csdkkenése,
hasonl6an a p53-¢hoz (Balint és mtsai, 1999). Tehat szdmos esetben bizonyitottak mar, hogy
a transzkripciot aktivald képességre kifejtett hatds nem minden esetben mutatkozik meg
fehérje szinten is.

Nem talaltunk valtozast a p53 mRNS szintjében az mTAF3 hatasara. Ez azt mutatja, hogy az
mTAF3 nem befolyasolja a p53 mRNS képzddését és stabilitasat. Osszességében tehat a
kapott eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az mTAF3 képes gatolni a p53
transzkripcidt aktivald funkciojat, ezt kisebb mértékben a p53 fehérje szintjének

csokkenésével éri el, anélkiil, hogy a p53 mRNS szintjét megvaltoztatna.

A p53 transzkripciot aktivald képességre és fehérje szintre kifejtett gatld6 mTAF3 hatas miatt
elképzelhetd, hogy az mTAF3 az MDM2-hoz hasonl6 szerepet tolt be az izomdifferenciacid
soran. Ugyanis a fejlodé szovetekben az MDM2 gatolja a p53 sejtosztodast gatld hatasat
(Honda és Yasuda, 2000; Midgley és mtsai, 2000). Mivel a differencidlodo sejttipusok nem
tudnak konnyen elrdkosodni, igy nincs sziikség benniik p53-ra, tehat elképzelhetd, hogy a
TAF3 is részt vesz a p53 alacsony szinten tartdsaban. Ugyanis kimutattdk, hogy az izmok
allando magas szinten maradt, mely egyiittjart a TBP és a TFIID dramai elvesztésével.

Ugy tiinik tehat, hogy a TBP és mas altaldnos TFIID alegység hianyaban a TAF3 a TRF3-mal
egyltt funkcionalisan helyettesitheti az esszencialis promoter felismerd aktivitast differencialt
izomrostokban, mely iranyitja az izom-specifikus gének transzkripciojat (Deato ¢és Tjian,

2007).

5.5. Az egér TAF3 nem volt hatassal a p53 rokon fehérjék transzkripciot aktivalo
képességére.

Tekintettel arra, hogy a TAF3 kolcsonhatasat a p53-on kiviil a p73 fehérjékkel is kimutattuk,
kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a humén p53 géncsaldd masik két tagjanak (p73a ¢és
p73P) aktivitasat is modositja-e az mTAF3. Ennek vizsgalatira HeLa sejteket és Saos2
sejteket hasznaltunk, mivel ezek csak kis mennyiségben (HeLa) vagy egyaltalan nem (Saos2)

tartalmaznak endogén p53-t tartalmaznak.
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Mindkét sejtvonalban azt kaptuk, hogy az mTAF3 nincs jelent6s hatassal a p73a és p73f
altali transzkripcié aktivaciora. Mar kordbban is lathattuk, hogy a p73 szabalyzasa
nagymértékben kiilonbozik a p53-étol, példaul, ha a stabilitdsukat, lebontdsukat nézziik. A
korabban végzett élesztd két-hibrid és in vitro kotési kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy a
p53 rokon fehérjék (p73a, p73p) gyengébb kolcsonhatas kialakitasara képesek a Drosophila
¢és egér TAF3-mal, mint a p53. Ezzel a kevésbé hatékony kodlcsonhatassal magyarazhato az,
hogy az mTAF3 nem tudja jelentdésen befolydsolni a p73a és p73f transzkripciot aktivald
képességét.

5.5.1. Az egér TAF3 csokkentette a p73a ill. fokozta a p73f fehérje szintjét, endogén p53
jelenlétében.

Mivel HeLa sejtekben a rendelkezésiinkre 4116 ellenanyag segitségével nem tudtuk kimutatni
a p73a és p73p fehérjéket, igy csak az endogén p53-t is tartalmazé U20S sejtekben tudtuk
megvizsgalni az mTAF3 hatasat a p53 rokon fehérjék szintjére. Azt talaltuk, hogy a novekvo
mennyiségli mTAF3 enyhén csokkentette a p73a fehérje szintjét, ezzel szemben a p73f
fehérje szintje fokozatosan emelkedett. Nyilvan ezek az adatok nem csengnek egybe a
transzkripciot aktivalo képességre kifejtett hatdssal, ahol semmi valtozast nem tudtunk
megfigyelni, de az alapvetd kiilonbség a két kisérlet koriilményeiben befolydsolhatta a kapott
eredményt. Hiszen az mTAF3-nak a p73a és p73P transzkripcié aktivaciora kifejtett hatasat
p53-t nem tartalmazd rendszerben vizsgéltuk, mig a fehérje szintre kifejtett hatasat p53-t
tartalmazo sejtekben néztiik.

Szamos kozlemény szamol be arr6l, hogy a p53 és vele rokon fehérjék kozott funkcionalis
interakcid van ¢és képesek egymadsra hatni. Ilyen esetet figyeltek meg példaul a DNS
karosodasra indukaloédd apoptozis soran. Azokban a sejtekben, ahol a p73 vagy a p63
hianyzott, de p53 jelen volt, csak részleges apoptdzist tudtak megfigyelni, viszont, ha mindkét
rokon fehérje hidnyzott, akkor a p53 nem volt képes apoptozist indukalni DNS kéarosodast
kovetden. Ezek az eredmények is megerdsitik, hogy az apoptdzis kivaltasaban a p53 a vele
rokon fehérjékkel egyiittmiikodve fejti ki hatasat (Flores és mtsai, 2002). Egy masik esetben
pedig Saos2 sejtekben figyeltek meg egy érdekes jelenséget. Ha a p53-t, p73a-val és MDM2-
vel egyiitt ko-transzfektaltak, kevésbé csokkent a pS3 fehérje szintje, szemben ha csak p53-t
¢s MDM2-t ko-transzfektaltak. Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztettek, hogy a p73a
az MDM2-vel val6 kolcsonhatdsa révén képes megvédeni a p53-t az MDM2-éltali

lebontastol.
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Ez is alatdmasztja, hogy bar sok vonatkozasban a p73 fehérjék masképp szabalyzdédnak, mint
a p53, mégis sok esetben egymassal szorosan egyiittmiikddve fejtik ki hatasukat (Balint és

mtsai, 1999).

5.6. A TAF3 PHD doménjének funkcidja.

A TAF3 altalanos felépitésére jellemzo6, hogy az N-terminalis részen tartalmaz egy HFD
domént, a C-terminalis részen pedig egy PHD domént. Erdekes, hogy a TAF3 homoldgok
kozott nem egységes ezen domének eléfordulasa, hiszen az egér és Drosophila homologokkal
szemben, ahol rendre kimutathatdé mindkét domén jelenléte, a humén homolog esetében a
PHD domén megléte kisérletesen nem bizonyitott az altalunk hasznalt HeLa sejtvonalban. S6t
tobb csoport is beszamolt a humén TAF3 esetében a teljes hosszusagu forma amplifikalasanak
sikertelenségérdl (Gangloff és mtsai, 2001; Bereczki és mtsai, 2008) HeLa sejtekben. A PHD
domén szerepét a DNS kotésben, a fehérje-fehérje interakciokban (Linder és mtsai, 2000)
valamint a kromatinnal val6 interakcié szabdlyzasaban tobb csoport is kimutatta (Vermeulen
¢s mtsai, 2007; Aravind és mtsai, 2003; Scheel és Hofmann, 2003).

A TAF3 PHD doménjével kapcsolatban egy lehetséges funkcidt vazolt fel Vermeulen és
mtsai kozleménye, melyben azt taldltdk, hogy a TFIID és a metilalt H3K4-es hiszton kozotti
kolcsonhatas 1étrehozasdban van szerepe. Ugyanis a TAF3, mint transzkripcios aktivator
kotohelyet biztosit a TFIID komplex szamdra a metilalt hiszton H3K4-en és igy elvezet az
RNS polimeraz II pre-iniciaciés komplex fokozott Osszeszerelddéséhez ¢€s stabilitasahoz

(Vermeulen és mtsai, 2007).

Mivel a p53 és a TAF3 kozott 1étrejovo kolcsonhatdst a p53 részérdl a C-termindlis régiod
valdsitja meg, igy megvizsgaltuk, hogy a kolcsonhatas eredményeként tapasztalt csokkend
hatds, magyarazhat6-e a TAF3 altali pS3 C-terminalis médositasaval. Az irodalomban mar
talalkoztunk hasonlo jelenséggel, melynek kovetkeztében a TAF1 foszforildlja a p53 C-
terminalis részét (ThrSS5), igy jarul hozza a p5S3 MDM2-4ltali lebontaséhoz.

A p53 lehetséges modositasai koziil az ubikvitindcid lehetdségét vizsgaltuk meg, mely
valasztasunkat az mTAF3 fehérje domén felépitése is jogosan indokolta, mivel az
irodalomban szamos megjelent publikicid bizonyitja a PHD doménnel rendelkezd fehérjék

E3 ubikvitin ligdz aktivitdsanak meglétét.
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Ennek kideritésére in vitro ubikvitinacios Kisérletet végeztiink. El0szor megvizsgaltuk az
mTAF3 auto-ubikvitinacids képességét ill. egy masik rendszerben az altalunk feltételezett pS3
fehérje szubsztrat esetében az mTAF3 lehetséges E3 ubikvitin ligdz funkciojat. Ezek a
kisérletek azonban nem bizonyitottdk egyértelmilen az mTAF3 ubikvitin ligaz funkcigjat.
Ezért in vivo ubikvitinaciés kisérletben is megvizsgaltuk a feltételezésiinket. A 6-His-jelolt
ubikvitin termékeket tartalmaz6 csapadékok koziil az MDM2-t és p53-t is tartalmazo
mintdban szépen latszott a p53 fehérje ubikvitindcidja. Az MDM?2 helyett mTAF3-at
tartalmazd mintaban, csak gyengén, a tobbi minta esetében még gyengén sem detektaltunk

ubikvitinalt p5S3 formakat.

Osszességében tehat a kapott in vivo és in vitro eredmények nem tamasztottdk ala
egyértelmiien feltételezésiinket, miszerint az mTAF3 és a p53 C-terminalisa kozott 1étrejott
kolcsonhatas eredményeként a p53 ubikvitindlodna.

Tovabbi érdekes célkitiizés, megvizsgalni, hogy vajon milyen médositast szenvedhet a p53 a
TAF3-mal valé kolcsonhatas eredményeként. Erdemes lenne megvizsgalni a foszforilacio
lehetdségét, mely modositds jellemzd a p53 C-termindlis részére és altaladban negativ,
csOkkentd hatassal jar egyiitt. A TAF1 esetében az eukaridta fehérje kindz csaladdal valo
szekvencialis dsszehasonlitas szignifikans, de gyenge homoldgiat mutatott amindsav szinten.
A legnagyobb egyezést a Drosophila és human homolog N-terminalis részén talaltak. Erdekes
moédon a TAF1 fehérje C-termindlis része is mutatott kindz aktivitast, viszont ez a régio
semmilyen homoldgiat nem mutatott egyetlen ismert fehérje kinazzal sem, beleértve a TAF1
fehérje N-terminalis kinaz aktivitassal rendelkezd részét (Dikstein és mtsai, 1996). Az egér
TAF3 PIM-1 fehérje kindzzal vald szekvencialis Osszehasonlitisa megmutatta, hogy
hasonloan a TAF1-hez a TAF3 is tartalmaz olyan amindsavakat, melyek a PIM-1 fehérje
kindz doménjeiben megfigyelhetok.

Ezért érdemes lenne kisérletesen is megvizsgalni annak lehetdségét, vajon rendelkezik-e kinaz

aktivitassal a TAF3 ¢és ily modon részt vehet-e a pS3 C-terminalis foszforilacidjaban.
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5.6.1. A PHD domén kiiitése nem képes csokkenteni a p53 transzkripciot aktivalo
képességét és fehérje szintjét.

Megvizsgaltuk, hogy vajon az egér TAF3 PHD doménjének jelenléte befolyasolhatja-e a vad
tipust mTAF3 esetében latott csokkentd hatast, amit az endogén p53 transzkripciot aktivalo
képességére gyakorolt. Ennek megvalaszolasira PHD doménben delécios (K620Stop,
V849Stop) ill. pontmutans (H893A) mTAF3-at kifejezd konstrukciokat alkalmaztunk.

A vad tipust mTAF3 esetében az elvarasainknak megfelel6en ismét kimutattuk a drasztikus
csOkkenést a p53 transzkripciot aktivalo képességében. A H893A pontmutans esetében, ahol a
mutacié a Cys4-His-Cys3 Zn*-finger tipusa PHD domén kdzponti szereppel bird hisztidinjét
érinti, kozel azonos hatast tapasztaltunk a p53 transzkripciot aktivald képességére, mint a
V849Stop delécios mutans esetében, ahol a teljes egér PHD domén hidnyzik.

Ennek a tipusi PHD doménnek a gerincét a 4 cisztein a kozottiik levd hisztidin és az azt
kévetd 3 cisztein adja, melyek jelenléte esszencialis a 2 ZN*"ion megkétésében. Igy képes a
fehérje a megfeleld térszerkezeti formajat és ezaltal mas fehérjékkel valdo kdlcsonhatasat
kialakitani. Tehat a PHD domén nem megfeleld felépitése miatt valoszinlileg nem képes a
fehérje a Zn®" ionok megkotésére és igy nem képes azokkal a fehérjékkel kolcsonhatasba
1épni, amikkel egyébként kolcsonhatna.

A K620Stop esetében, ahol a PHD domén teljes hidnya mellett még tovabbi 240 aminosav
hidnyzik, a gatlo hatast annal kevésbé volt képes kifejteni az mTAF3, minél nagyobb rész
hianyzott beldle. Elképzelhetd, hogy nem feltétleniil a PHD domén jelenléte, hanem a p53-
mal val6 kdlcsonhatasért felelds régio elvesztése is hozzajarul ahhoz, hogy a delécios mTAF3

szarmazékok nem tudjak kivaltani a transzkripciodt aktivald képesség dramai csokkenését.

A p53 fehérje szintjén is megvizsgaltuk a PHD doménben muténs egér TAF3-ak hatdsat. A
kisérlet a varakozasunknak megfelelé eredményt hozta, hiszen a vad tipusi mTAF3 ismét
csokkentette, ha kismértékben is a p53 fehérje szintjét, viszont a PHD doménben mutans

mTAF3-ak nem okoztak valtozast a pS3 fehérje szintjében.
Osszességében elmondhaté, hogy az altalunk tapasztalt mTAF3 altal kivéltott gatld hatast a

p53 transzkripcidt aktivald képességben és fehérje szintben befolyasolja a PHD domén

jelenléte és természetesen a két fehérje kdlcsonhatasat megvaldsito régio elvesztése is.
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5.6.2. A PHD doménnel nem rendelkezo hTAF3 gatolja a p53 és a p73f transzkripciot
aktivalo képességét.

A PHD domén funkcidjanak kideritésére iranyuld kisérletek elvégzése utan, érdekesnek
tartottuk megvizsgalni a PHD doménnel nem rendelkez6 human TAF3 esetében, hogyan
befolyasolja a pS3 ill. a p73a és p73p transzkripciot aktivald képességét.

Ezekhez a kisérletekhez az altalunk részleges hossziisaginak (400-680 aminosav) nevezett
hTAF3 format hasznaltuk, amely nem tartalmazza a PHD domént, viszont tartalmazza azt a
régiot (egér TAF3 497-608 aminosav) (Gangloff és mtsai, 2001), mely alacsony fokua
kialakitasaért. A human TAF3 homoldg ezen része erds konzervaltsagot mutat (76,5%-0s
egyezés) az egér homolog megfelelé részével. Igy elképzelhetd, hogy az alkalmazott human
homolog tartalmazza a p53-mal vald kolcsOnhatds kialakitasaért felelds régiot, mely
transzkripcids-faktor kotd doménként felelés lehet mds, eddig még nem azonositott
transzkripcids faktorokkal torténé interakcid kialakitasaért is. Ezért sem meglepd, hogy a
hTAF3 C-termindlis PHD finger doménjének hidnya ellenére is kimutathaté a p53
transzkripcidt aktivald képességre kifejtett gatld hatds. Mivel ebben az esetben a TAF3 és a
pS3 kozotti kdlesonhatasért felelds régio megléte donti el, hogy érvényesiil-e a TAF3 gatlo

hatdsa a p53 transzkripciot aktivalo képességén.

A p53 rokon fehérjék koziil a p73a esetében az mTAF3-ndl tapasztalt eredménnyel
megegyezd hatast kaptunk, vagyis, hogy nincs hatdsa a transzkripciot aktivalo képességre.
Ezzel szemben a p73f esetében jelentds gatlast figyeltiink meg, szemben az egér TAF3-mal,
ahol semmi hatdst nem tapasztaltunk.

Elképzelhetd, hogy a human homoldggal erdsebb interakciora képes a p73p, mint az egér
TAF3-mal, ezzel magyarazhatd, hogy csak erre a fehérjére van hatésa. Ezt a lehetéséget mi
nem vizsgaltuk, mivel nem 4llt rendelkezésiinkre a teljes hosszisagi human TAF3 homolég,

szemben az egér TAF3-mal.

79



6. ELERT UJ EREDMENYEK

A Dmp53 kolcsonhatd partnereinek feltérképezése sordn szamos kolcsdnhatd partnert
azonositottunk, igy pl. egy TBP-asszocialt faktorral, a TAF3-mal valo kolcsonhatasat. Az
izolalt klonok Osszehasonlitdsa soran megallapitottuk, hogy a Dmp53-mal vald
kolcsonhatasért a DmTAF3 kozéps6 régioja felelds. Erdekes médon masok is ugyanezt a
kozépso régiot talaltdk kolcsonhatdsban mas transzkripcids faktorokkal, pl. a GAGA faktor,
az Antennapedia és a BAB1/2 fehérjék esetében. Megallapitottuk, hogy a Dmp53 DNS-ko6to
doménje csak gyenge, mig C-termindlis része erds kolcsonhatast képes kialakitani a
DmTAF3-mal éleszto két-hibrid kisérletben. Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztettiink,
hogy a DmTAF3 tobbszords kotohelyeken keresztiil képes kolcsonhatni a Dmp53-mal.

A kolcsonhatést tovabb vizsgdlva megallapitottuk, hogy a TAF3 és a p53 kozotti interakcid
evolucidsan konzervalt, ugyanis erds interakciot taldltunk a DmTAF3 és a humén p53 fehérje
kozott is. S6t a pS3 rokon fehérjék (p73a és p73P) és a DmTAF3 kozott is megfigyeltiink
interakciot, melyet in vitro mas kisérletben is bizonyitottunk.

Tovéabba kimutattuk, hogy a Dmp53 human homologja és a human p53 géncsalad masik két
tagja, a p73a és p73P fehérjék is képesek kolcsonhatasba 1épni a TAF3 fehérje Drosophila és
egér homologjaival in vitro és in vivo is.

Sikeriilt tehat azonositanunk a p53 fehérjének egy 1j kolcsonhatd partnerét, so6t

megallapitottuk, hogy a létrejott kolcsonhatas evoluciosan konzervalt.

A p53 és TAF3 kozotti kolesonhatas funkcionalis kovetkezményének vizsgalata megmutatta,
hogy az egér TAF3 specifikusan ¢és drasztikusan gatolja a p53 transzkripciot aktivalo
képességét, mely kis mértékben a p53 fehérje szintjének csokkenéséhez vezet, anélkiil, hogy a
p53 mRNS szintje megvaltozna.

Az egér TAF3 nem volt hatdssal a p53 rokon fehérjék transzkripcidt aktivald képességére,

viszont endogén p53 jelenlétében a fehérje szintben okozott valtozast.

Mivel az altalunk hasznalt egér TAF3 homolog PHD doménjének funkcidja még nem ismert,
ezért megvizsgaltuk, vajon befolyasolja-e a PHD domén jelenléte a p53 transzkripciot
aktivaldo képességében ¢s fehérje szintjében tapasztalt csokkenést. A PHD doménben
pontmutédns ill. deléciés mutans mTAF3-mal végzett kisérletek azt mutattadk, hogy minél

nagyobb rész hianyzott a PHD doménbdl, annal kevésbé volt képes kifejteni gatld hatdsat.
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Azonban a PHD doménnel nem rendelkezé human TAF3 homolég képes volt gatolni a p53
transzkripcidt aktivalo képességét, igy elképzelhetd, hogy sokkal inkabb az interakcidért
felelds régid megléte donti el, hogy érvényesiil-e a gatld hatds, nem feltétleniil a PHD domén
megléte.

Osszefoglalva, tehat elképzelhetének tartjuk, hogy a p53 és TAF3 fehérjék kozotti
kolcsonhatas a p53 modositasat eredményezi, melynek kovetkeztében a pS3 transzkripcidt
aktivalo képessége ¢és fehérje szintje lecsokken. A modositdsok koziil, mi az ubikvitinacio
lehetdségét vizsgaltuk meg, mely vélasztasunkat a TAF3 C-terminalis részén elhelyezkedd
PHD domén is indokolta, hiszen e domén jelenlétét az irodalomban szamos E3 ubikvitin ligaz
aktivitassal rendelkez0d fehérje esetében bizonyitottak. Egyértelmiien azonban az in vitro és in
vivo kisérletek sem tdmasztottak ald, hogy a TAF3 rendelkezne E3 ubikvitin ligdz aktivitassal
a p53 fehérje esetében.

Ezért tovabbi célkitlizésnek tartjuk mas modositasok lehetdségének vizsgalatat.
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7. OSSZEFOGLALAS

A daganatos megbetegedések a vezetd halalokok kozé tartoznak a fejlett tarsadalmakban. A
legtobb human tumor esetében bebizonyitottak, a p53 tumor szuppresszor gén vagy a p53-as
utvonal hibas miikodését.

A p53 egy transzkripcioés faktor, amelynek kulcsszerepe van a szdvetek integritdsdnak
fenntartasaban a sejtek DNS-tartalmat ért sériilés esetén. A p53 tumor szuppresszor aktivitasa
annak koszonhetd, hogy a DNS karosodas mértékétdl fliggéen beinditja a hiba kijavitasat
vagy sulyosabb esetben ledllitja a sejtciklust és apoptozist indukal.

A p53 fehérje e fontos folyamatokban sokféle fehérjével kapcsolatba Iépve tolti be funkciojat
¢s ezeknek a kolcsonhatasoknak a felfedezése fontos alapkutatasi célkitiizés, amelynek
megvalositasan munkacsoportunk tagjai tobb éve dolgoznak. Erdemesnek tartottuk
feltérképezni a pS3 fehérje még nem azonositott kdlcsonhato partnereit, melyek valdsziniileg
valamilyen modon részt vesznek a p53-as utvonal egyes részeiben. E kolcsonhatasok
funkcionalis kdvetkezményeinek vizsgalata alapvetden hozzajarul a p53 finom miikddésének
megértéséhez ¢és ezaltal a human daganatok kialakulasanak megismeréséhez €s terapias

eljarasok kidolgozasahoz.

Kutatécsoportunk a Dmp53 kolesonhatd partnereinek azonositasa céljabol Drosophila
embrionalis cDNS konyvtar sziirését végezte el élesztd két-hibrid (Y2H) modszerrel. Ezekben
az ¢lesztd két-hibrid kisérletekben sikeriilt azonositani a Dmp53 tobb lehetséges kdlcsonhato
partnerét, melyek koziil az én feladatom a DmTAF3-mal (mas néven TAFII155/bip2: Bric-a-
Brac kolcsonhato fehérje), mely egy TBP (TATA box-kotd fehérje)-asszocialt faktor
kialakitott kolcsonhatasanak tovabbi funkcionalis jellemzése volt. Munkam soran célul tiztiik
ki a kolcsonhatd domének pontos meghatarozasat, illetve a kolcsonhatas evolucios
konzervaltsaganak tanulmdnyozasat. Tovabba szerettik volna megvizsgdlni az azonositott
kolcsonhatd partner emlés homoldgjait. Végiil az A&ltalunk kimutatott kdlcsonhatés
funkcionalis kdvetkezményének felderitése céljabol meg akartuk vizsgalni a TAF3-nak a p53
€s a p53 csalad tagjainak (p73a és p73P) transzkripcids aktivitdsara és fehérje szintjére

gyakorolt hatasat.
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A kisérleteink eredményeit az aldbbiakban foglalnam ossze.

1. A p53 fehérje uj kolcsonhato partnere: a TAF3 fehérje

Az altalunk izolalt cDNS klonok kozill az egyik (5-0s szdmu klon) a DmTAF3 514-924
aminosavait kodolo részt tartalmazta, mig a masik (11-es szdmu klon) a DmTAF3 738-1061
aminosavait kodolja. A két klon Osszehasonlitdsa arra utal, hogy a Dmp53-mal vald
kolcsonhatasért a DmTAF3 738 ¢s 924 aminosavak kozotti régio lehet felelos. A
kolcsonhatasért felelds Dmp53 régi6 azonositasara a Dmp53 kiilonb6zé régidinak a
kolcsonhatasat teszteltiik az 5-0s szdmi DmTAF3 klonnal élesztd két-hibrid kisérletben. E
kisérletekben azt talaltuk, hogy a Dmp53 DNS-ko6té doménje csak gyenge, mig C-terminalis
kolesonhatést tovabb jellemezve megallapitottuk, hogy az oligomerizacidés domén egyediil is
erds interakciot valtott ki a DmTAF3 5-0s szdmu klonjaval, azonban a szabalyz6 domén
onmagaban csak gyenge interakciot mutatott a DmTAF3-mal. Egyiittesen ezek az
eredmények tehat arra utalnak, hogy a DmTAF3 tobbszords kotohelyeken keresztiil képes
kolcsonhatni a Dmp53-mal. A DmTAF3 ¢és a Dmp53 kozotti interakcidt tovabbi in vitro
rendszerben (pull down assay) is megerdsitettiik.

2. A TAF3 és a p53 géncsalad tagjai kozotti interakcié evoluciosan konzervalt.
Erdekesnek tartottuk megvizsgalni, hogy a DmTAF3 képes-e kolcsonhatni a human p53-mal
is. Kisérleteink erds interakciot jeleztek a DmTAF3 és a human p53 fehérje kozott. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a DmTAF3-mal val6 kolcsonhatdsért felelds részek
konzervaltak és a human p53-ban valamint a Dmp53-ban egyarant megvannak. A TAF3 egér
homolégja (mTAF3) és a pS3 kozotti kolcsonhatast in vitro €s in vivo human sejtekben is
igazoltuk. S6t még a humdn p53 rokon fehérjék (p73a és p73p) mTAF3-mal valo
kolesonhatasat is sikeriilt bizonyitanunk éleszté két-hibrid kisérletben és in vitro kotési
kisérletben is. Igy kijelenthetjiik, hogy a TAF3 és a p53, valamint a p53 rokon fehérjék
kozotti interakeid evolucidsan konzervalt.

Kivéancsiak voltunk arra, hogy ezeknek a kolcsonhatasoknak mi lehet a funkcionalis
kovetkezménye, ezért megvizsgéaltuk az mTAF3 hatasat a p53, és a p73a, p73p fehérjék
transzkripciot aktivalo képességére €s fehérje szintjére.

3. Az mTAF3 csokkenti a pS3 transzkripciot aktivalo képességét és fehérje szintjét.
Erdekes modon azt talaltuk, hogy az mTAF3 dramaian lecsokkentette az endogén p53
transzkripciot aktivald képességét U20S sejtekben, viszont az exogén p53-ét csak fele akkora

mértékben csokkentette.
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Az egér TAF3-nak a p53 transzkripciot aktivalo képességére kifejtett hatasaval megegyezd
eredményeket kaptunk a p53 fehérje szintjének vizsgélata soran is. Hiszen az mTAF3 ha
kisebb mértékben is, de csokkentette a p53 fehérje szintjét. Ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy a fehérje szintjének csokkenése nem lehet 6nmagaban magyarazat a p53 transzkripciot
aktivalo hatasanak csokkenésére. Nem talaltunk valtozast a p53 mRNS szintjében az mTAF3
hatdsara. Ez azt mutatja, hogy az mTAF3 nem befolyasolja a p53 mRNS képzodését és
stabilitdsat. HeLa sejtekben az exogén p53 szint csokkenésének mértéke Gsszehasonlithatd
volt a p53 transzkripcios aktivitdsanak gatlasaval.

Osszességében tehat a kapott eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az mTAF3 képes
gatolni a p53 transzkripciot aktivald funkcidjat, ezt kisebb mértékben a p53 fehérje szintjének
csokkenésével éri el, anélkiil, hogy a p53 mRNS szintjét megvaltoztatna.

4. Az egér TAF3 nem befolyasolja a pS53 rokon fehérjék transzkripciot aktivalo
képességét, viszont a fehérje szintjét igen.

A p53 rokon fehérjék transzkripciot aktivald képességére nem volt hatassal az mTAF3 HelLa
sejtekben, melyek csak nagyon kis mennyiségben ill. Saos2 sejtekben sem, melyek egyaltalan
nem tartalmaznak endogén p53-t. Mig endogén p53 jelenlétében, U20S sejtekben a p73a
fehérje szintje kismértékben csokkent, addig a p73f fehérje szintje emelkedett az egér TAF3
hatasara. Tehat mas eredményt lattunk p53 jelenlétében és hidnyaban a p53 rokon fehérjék
transzkripciot aktivalo képességének €s fehérje szintjének vonatkozasaban.

5. A TAF3 PHD domén szerepének vizsgalata.

Miikédhet-e E3 ubikvitin ligazként az mTAF3?

A Drosophila és egér TAF3 fehérje felépitésére jellemzo, hogy az N-terminalis részén egy
HFD, mig a C-terminalis részen egy PHD domént tartalmaz. Erdekes, hogy a TAF3
homoldégok kozott nem egységes ezen domének eléforduldsa, hiszen az egér és Drosophila
homologokkal szemben, ahol rendre kimutathatdé mindkét domén jelenléte, a human TAF3
homoldg esetében a PHD domén megléte kisérletesen nem bizonyitott az altalunk hasznalt
HeLa sejtvonalban.

Mivel a p53 és TAF3 kozott 1étrejovd kolesonhatast a p53 részérél a C-terminalis régio
valdsitja meg, igy megvizsgaltuk, hogy a kolcsonhatads eredményeként tapasztalt csokkend
hatas, magyardzhaté-e a TAF3 altali p53 C-terminalis modositasaval. A p53 Iehetséges
modositasai koziil az ubikvitinacié lehetOségét vizsgaltuk meg, mely valasztasunkat az
mTAF3 fehérje domén felépitése is jogosan indokolta, mivel az irodalomban szamos
megjelent publikacié bizonyitja a PHD doménnel rendelkezd fehérjék E3 ubikvitin ligaz

aktivitasanak meglétét.
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fgy érdekesnek tartottuk megvizsgalni, vajon az mTAF3 PHD doménjének jelenléte szerepet
jatszhat-e a p53 fehérje lebontasaban. Ezt a kérdést in vitro és in vivo ubikvitinacios
kisérletben is megvizsgaltuk. Azonban ezek a kisérletek nem adtak egyértelmii valaszt, nem
bizonyitottak az mTAF3 E3 ubikvitin ligaz funkciojat.

6. A PHD doménben mutins mTAF3 nem képes gatolni a p53 transzkripciot aktivalé
képességét.

A PHD domén szerepének tovabbi vizsgalatira PHD doménben pontmutans (H893A) ill.
delécios mutans (K620Stop, V849Stop) egér TAF3-ak hatasat vizsgaltuk meg a p53
transzkripciodt aktivald képességére. A H893A pontmutans esetében, ahol a mutacié a Cys4-
His-Cys3 Zn*'-finger tipusa PHD domén kozponti szereppel bird hisztidinjét érinti, kozel
azonos hatéast tapasztaltunk a p53 transzkripciot aktivald képességére, mint a V849Stop
delécios mutans esetében, ahol a teljes egér PHD domén hidnyzik. A vad tipusu egér TAF3-
mal ellentétben, mely dramai csokkenést valtott ki a pS3 transzkripciot aktivald képességében,
addig a mutansok esetében, minél nagyobb része hidnyzott az mTAF3 fehérjének ill. a PHD
doménnek, annal kevésbé volt képes kivaltani gatlo hatésat.

Elképzelhetd, hogy nem feltétlenil a PHD domén jelenléte, hanem a p53-mal vald
kolcsonhatasért felelds régio elvesztése is hozzajarul ahhoz, hogy a delécios mTAF3
szarmazékok nem tudjak kivaltani a transzkripciot aktivald képesség dramai csokkenését.

7. A PHD doménben mutans mTAF3 nem csokkenti a p53 fehérje szintjét.
Megvizsgaltuk a PHD doménben mutdns egér TAF3-ak hatasat a p53 fehérje szintjére is. A
kisérlet a varakozasunknak megfeleld eredményt adta, hiszen a vad tipusi mTAF3 ismét
csokkentette, ha kismértékben is a pS3 fehérje szintjét, viszont a PHD doménben mutans egér
TAF3-ak semmilyen hatassal nem voltak a p53 fehérje szintjére.

8. A PHD doménnel nem rendelkezo hTAF3 is gatolja a p53 és rokon fehérjék
transzkripciot aktivalo képességét.

A TAF3 human homoldgja esetében, mint koradbban emlitettem, eddig nem sikeriilt
kisérletesen bizonyitani a PHD domén jelenlétét a fehérje C-terminalis részén az altalunk
alkalmazott HelLa sejtvonalban. Ezért megvizsgaltuk, hogy vajon a PHD domén hidnya
valtoztat-e valamit az eddig kapott eredményekben a p53 ill. p53 rokon fehérjék transzkripciot
aktivalo képességén. A p53 rokon fehérjék koziil a p73a esetében az mTAF3-ndl tapasztalt
eredménnyel megegyez6 hatast kaptunk, vagyis, hogy nincs hatdsa a transzkripciot aktivalo
képességre. Ezzel szemben a p73f esetében csak a hTAF3 esetében tapasztaltunk gatld hatast
a transzkripciot aktivald képességben, az mTAF3-nak nem volt hatdsa. A p53 esetében

megmaradt a PHD doméntdl fiiggetlentil is a transzkripciot aktivald képesség csokkenése.
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Elképzelhetének tartjuk, hogy sokkal inkabb az mTAF3 és a p53 kozotti kolcsonhatasért
felelOs régio megléte donti el, hogy érvényesiil-e az mTAF3 gatld hatasa a p53 transzkripciot

aktivalo képességén.
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8. SUMMARY

The cancerous disorders rank among leader death reason in the developed society. In most
human tumours the p53 tumour suppressor gene is mutated or the p53 pathway is deficient.
The p53 is a transcription factor which has versatile roles in genome protection after DNA
damage. The p53 plays its tumour suppressor role by promoting cell cycle arrest, DNA repair
or apoptosis depending on the degree of abberation. The p53 protein execites its functions in
these processes in interaction with numerous other proteins and the exploration of these
interactions is an important task, on which members of our group began to work several years
ago. The investigation of functional consequence of interactions contribute to detailed
analysis of the functions of p53 and identification of its target genes may lead to a better

understanding of tumor formation and development of cancer therapies.

Recently we identified DmTAF3 (TAFII155/bip2: Bric-a-Brac interacting protein 2) in yeast
two hybrid experiments (Y2H) as a Drosophila melanogaster p53 (Dmp53) interacting
partner. TAF3 is a TBP (TATA box-binding protein)-associated factor (TAF). My project was
the further characterization p53 and TAF3 interaction.

My goals were to determine the exact interacting domains of both partners, and to examine
whether the interaction between p53 and its partner is evolutionary conserved. Furthermore, I
intended to investigate the mammalian homologues of the identified interacting partner.
Finally, in order to find out the functional consequences of the detected interaction I wanted
to determine the effect of TAF3 on the transcriptional activity and on the protein level of p53

as well as of the p53 family members (p73a and p73p).

The results of our expreiments are summarized here.

1. The TAF3 protein is a new interacting partner of p53 protein.

Between our identified cDNA clones one was (5# clone) contained the coding region for the
514-924 amino acids of DmTAF3. Another one (11# clone) encoded amino acids 738-1061 of
DmTAF3. By comparing of two clones we concluded that the region which is responsible for
Dmp53 interaction must lie between amino acids 738-924 of DmTAF3. To identify the region
responsible for interaction we tested the different parts of Dmp53 with the 5# identified
DmTAF3 clone in Y2H experiment.
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We found that the DNA-binding domain of Dmp53 showed only a weak, but the C-terminal
part showed a very strong interaction with DmTAF3. Further examination of the interaction
with C-terminal region of Dmp53 showed that the oligomerization domain alone was able to
interact strongly with DmTAF3 5# clone. However, the regulatory domain alone showed only
a weak interaction with DmTAF3. These results indicate that DmTAF3 is able to interact with
Dmp53 through multiple binding sites. We confirmed the interaction between DmTAF3 and

Dmp53 also in vitro system (pull down assay).

2. The interaction between TAF3 and p53 family members is evolutionarily conserved.
Next we examined, if the DmTAF3 interacts with human p53 as well. Our experiments
showed a very strong interaction between DmTAF3 and p53 proteins. So the regions
responsible for interaction with DmTAF3 are conserved and present in both human and
Dmp53. Furthermore, we detected and verified the interaction between mouse TAF3 (mTAF3)
and p53 by in vitro assays and in vivo in human cells as well. Similarly, we could confirm
interaction between p73a and p73p and mTAF3 both by Y2H and in vitro binding assay.
Based on these data we concluded that the interaction between TAF3 and p53 is
evolutionarily conserved.

Next, we asked that, what is the functional consequence of this interaction. In order to answer
this question we studied the effect of mTAF3 on the transcriptional activity of p53, p73a and
p73p proteins.

3. mTAF3 decreases the transcriptional activity and protein level of pS3.

Using transient reporter gene assay we found that mTAF3 decreased dramatically the
transcriptional activity of endogen p53 in U20S cells. The activity of an exogen p53,
synthetised from a transfected template was affected by TAF3 to a much lesser extent.
Overexpression of mTAF3 resulted in a small decrease in the pS3 protein level. The results
suggest that the decrease of protein level cannot be responsible for the observed reduction of
p53 transcriptional activity. Further we could not find any change in the p53 mRNA level
after mTAF3 overexpression. Therefore we conclude that mTAF3 does not to influence the
synthesis or the stability of p5S3 mRNA. In HeLa cells the degree of decrease in exogen p53
protein level was comparable to the inhibition of p53 transcriptional activity.

In summary, based on these results we concluded that the mTAF3 is able to inhibit the
transcriptional activity of p53, and, in a lesser extent reduces the p53 protein level, without

any change in p5S3 mRNA level.
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4. mTAF3 does not influence the transcriptional activity of p53 related proteins but
alters their protein level.

The mTAF3 could not influence the transcriptional activity of p53 related proteins either in
HeLa cells which contain only a low level of endogenous p53 or in Saos2 cells which do not
contain any endogenous p53. But in the presence of endogenous p53 in U20S cells we found
that the protein level of p73a decreased and that of p73f increased owing to mouse TAF3.
Consequently we got different results in the presence or absence of p53 on the transcrptional

activity and protein level of p53 related proteins.

5. The role of mMTAF3 PHD domain.

Could the mTAF3 function as an E3 ubiquitin ligase?

Both the Drosophila and mouse TAF3 poteins contain a HFD domain in the N-terminal part
and a PHD domain in the C-terminal region. Interestingly, these domains are not uniformly by
conserved between TAF3 homologues, because in contrast of the mouse and Drosophila
homologues, in the human homologue the presence of PHD domain has been not verified
experimentally. Furthermore, more research groups reported on the failure of amplification of
full form human TAF3 in HeLa cells.

Because of the C-terminal region of p53 protein is responsible for the interaction between p53
and TAF3, therefore we investigated if the inhibitory effect is explained with the C-terminal
modification of p53 by TAF3. We examined the ubiquitination from between possible
modifications of p53, because of domain structure of mTAF3 protein and several papers
reported on the E3 ubiquitin ligase activity of PHD domain containing proteins.

Therefore we wanted to know, if the PHD domain of mTAF3 could play a role in the
degradation of p53. We examined this question by in vitro and in vivo ubiquitination assays.
These experiments, however, could not verify unambigously the E3 ubiquitin ligase activity

of TAF3.

6. The PHD domain-mutant mTAF3 does nott inhibit the transcriptional activity of p53.
To examine further the possible role of PHD domain, we investigated the effect of PHD
domain-pointmutant (H893A) and PHD deletion-mutants (K620Stop, V849Stop) mTAF3 on
the transcriptional activity of p53. In the case of H893A pointmutant, where the mutation is
the central histidin of the Cys4-His-Cys3 Zn”"-finger type PHD domain, the effect is the same
than in the case of V849Stop deletion-mutant, which lacks the full PHD domain.
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We found that in contrast to the wild type mTAF3, which dramatically decreased the
transcriptional activity of p53, the mutants were not able to induce the inhibitory effect. This
loss of the inhibitory effect correlated with the size of the missing sequence of the mTAF3
protein and PHD domain.

So it is conceivable, that not the presence of the PHD domain, rather the loss of the p53
interacting region of TAF3 cause the disappearance of the inhibitory effect on transcriptional

activity.

7. The PHD domain-mutant mTAF3 does not affect the protein level of p53.

We examined the effect of the PHD domain-mutants mTAF3 on the protein level of p53. As
expected, we found that the wild type mTAF3 decreased slightly the p53 protein level, but the
PHD domain-mutant mTAF3 had no effect on the p53 content.

8. The hTAF3 which does not contain PHD domain inhibits the transcriptional activity
of p53 and of p53 related proteins.

The presence of the PHD domain in the C-terminal part of the hTAF3 protein was not
confirmed so far in HeLa cells. This offered the possibility to test whether in the absence of
PHD domain TAF3 is able to cause any change on the transcriptional activity of p53 and of
p53 related proteins. We found that the p73a was affected by hTAF3 similarly as with
mTAF3, such as no effect on the transcriptional activity was detected. However, p733 was
decreased only by the human homologue but not by mouse TAF3. In the case of p53 the
decreased transcriptional activity was maintained independently of the PHD domain. It is
possible, that the presence or absence of the TAF3-p53 interaction region will determine

whether the inhibitory effect of TAF3 on p53 transcriptional activity is manifested or not.
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