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Bevezetés

A p53 tumor szuppresszor 1979-es felfedezése ota a rakkutatas egyik legin-
tenzivebben kutatott molekuldjava valt, hiszen a legtobb humén tumor eseté-
ben bebizonyitottak, a p53 tumor szuppresszor gén vagy a p53-as Utvonal
hibas miikddését. A pS53 gén csiravonalban bekdvetkezd mutacidja csaladi
felhalmozddast mutatd, korai életkorban bekovetkezé rakos elvaltozasokat
okoz, amelyet Li-Fraumeni szindromaként ismeriink.

A p53 egy transzkripcios faktor, amelynek kulcs szerepe van a szovetek
integritasanak fenntartdsaban a sejtek DNS-tartalmat ért sériilés esetén. Muta-
cidja a DNS hibak felhalmozodasahoz és a sériilt sejtek kontrollalatlan oszto-
dasahoz vezethet.

Stresszmentes sejtekben a p53 fehérje szintje nagyon alacsony, egy
proteaszOma-fiiggé iranyitott degradaciés mechanizmus eredményeként.
Ebben a folyamatban bizonyitottan nagy szereppel bir az MDM?2 fehérje,
mely a p53 fehérje N-terminalisahoz szorosan kétédve, ubikvitin ligaz aktivi-
tasanak koszonhetben lebontasra jeloli a pS3-at. A p53 is szabalyozza a sajat
negativ szabalyzojanak, az MDM2-nek az expressziojat egy visszacsatolasos
folyamatban, mivel az MDM2 expresszidja transzkripciosan aktivalodik a p53
altal.

DNS karosodas hatasara a Chkl és Chk2 (checkpoint kinase 1, checkpoint
kinase 2) kinazok a p53-t foszforilaljak, ami szintjének gyors megemelkedé-
séhez és transzkripcids faktorként valo aktivalodasdhoz vezet. Az aktivalodott
p53 tobbféle sejtvalaszt indit el és a sejtmagba transzportalodva, mint transz-
kripcids faktor aktivalja célgénjeit, melyeken keresztiil részt vesz a sejtciklus
szabalyzasaban, a keletkezett hibak kijavitasaban, a DNS repair folyamatok-
ban, az érképzddés (angiogenezis) gatlasaban, és végiil az apoptozisban.
Gerincesekben a p53 géncsaladnak tovabbi két tagja van, a p63 és p73. Mind-
kettd szamos izoformat képes kifejezni alternativ promoter hasznélat és
alternativ splicing (mRNS érés) révén. A human p63 és a p73 szerkezete

hasonlit a p53-¢hoz.

A csalad tagjai kozott fennallé hasonlosagnak koszonhetben a p63 és a p73
képesek transzaktivalni a pS53 célgénjeit és ezaltal sejtciklus megallast és
apoptozist indukalni.

A p5S3 fehérje e fontos folyamatokban sokféle fehérjével kapcsolatba 1épve
tolti be funkciojat és ezeknek a kolcsonhatasoknak a felderitése fontos alapku-
tatasi célkitlizés, amelynek megvaldsitdsan munkacsoportunk tagjai tobb éve
dolgoznak. Kutatocsoportunk a Drosophila melanogaster (Dmp53) szamos
kolcsonhatd partnerét azonositotta éleszté két-hibrid kisérletben. Az altalunk
azonositott partnerek koziil egy TATA-box-k6té fehérje, a TAF3-mal valo
kolcsonhatasanak jellemzése megmutatta, hogy a kettejiik kozott 1étrejott
kolcsonhatas evoluciosan konzervalt. Az egér TAF3 (mTAF3) specifikusan és
drasztikusan gatolja a p53 transzkripciot aktivald képességét, mely kis mér-
tékben a p53 fehérje szintjének csokkenéséhez vezet. A p53 rokon fehérjék
transzkripciot aktivald képességét nem befolyasolja az mTAF3, viszont
endogén p53 jelenlétében van hatdsa a fehérje szintjére.

E kolcsonhatasok funkcionalis kovetkezményeinek vizsgalata alapvetéen
hozzajarul a p53 finom mikodésének megértéséhez és ezaltal a human daga-

natok kialakulasanak megismeréséhez és terapias eljarasok kidolgozasahoz.

Célkitiizések

1. A Dmp53 és a DmTAF3 kolcsonhatasanak jellemzése. A human p53
géncsalad tagjai, a p53, p73a és p73p és a TAF3 egér homologja kozotti

kolcsonhatas kimutatasa in vivo és in vitro.

2. A p53 és a p53 rokon fehérjék (p73a és p73pP) és a TAF3 kozotti interakcio

funkcionalis jelentdségének vizsgalata.

3. A TAF3 C-terminalis részén elhelyezkedd PHD domén funkciojanak

felderitése.



Alkalmazott médszerek

- Fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutatasa élesztd két hibrid modszerrel

- GST-jelolt fehérjék termeltetése és tisztitasa baktérium sejtekben

- GST pull down kisérlet

- In vitro transzlacio

- Rekombinans DNS technikak: polimeraz lancreakci6 (PCR), restrikcios
emésztés, ligalas, DNS tisztitas

- Eml6s sejtek tenyésztése, tranziens transzfekcidja

- Transzkripciot aktivalo képesség tesztelése, riporter fehérje aktivitds mérés
- Ko-immunprecipitacio

- Western blot technika

- Kvantitativ polimeraz lancreakcio

- In vitro ubikvitinacid vizsgélata

- In vivo ubikvitinacio vizsgalata

Eredmények

A p53 fehérje uj kolcsonhaté partnere: a TAF3 fehérje

A Dmp53 koélcsonhatd partnereinek azonositasa céljabol Drosophila embrio-
nalis cDNS konyvtar szlirését végeztiik el élesztd két-hibrid (Y2H) modszer-
rel. Az altalunk izolalt cDNS klonok koziil az egyik (5-6s szamu klén) a
DmTAF3 514-924 aminosavait kodolo részt tartalmazta, mig egy masik (11-
es szamu klon) a DmTAF3 738-1061 aminosavait kodolja. A két klon Gssze-
hasonlitasa arra utal, hogy a Dmp53-mal valo kolcsonhatasért a DmTAF3 738
és 924 aminosavak kozotti régid felelds. A kolcsonhatasért felelés Dmp53
régi6 azonositasara a Dmp53 kiilonboz6 régidinak a kapcsolodasat teszteltiik
az 5-0s szamu klonban kodoltnak megfeleld DmTAF3 fehérje részlettel
¢élesztd két-hibrid kisérletben. E kisérletekben azt talaltuk, hogy a Dmp53
DNS-ko6td doménje csak gyenge, mig C-terminalis része erés kdlcsonhatast

mutatott a DmTAF3-mal.

megallapitottuk, hogy az oligomerizaciés domén egyediil is erds interakciot
alakitott ki a DmTAF3-mal, azonban a szabalyz6 domén Onmagaban csak
gyenge interakciot mutatott. Egyiittesen ezek az eredmények tehét arra utal-
nak, hogy a DmTAF3 tobbszoros kotdhelyeken keresztiil képes kolcsonhatni a
Dmp53-mal. A DmTAF3 és a Dmp53 kozotti interakciot tovabbi in vitro

rendszerben (pull down assay) is megerdsitettik.

A TAF3 és a p53 géncsalad tagjai kozotti interakcié evoliciosan konzer-
valt

Erdekesnek tartottuk megvizsgalni, hogy a DmTAF3 képes-¢ kolcsonhatni a
humén p53-mal is. Kisérleteink erds interakciot jeleztek a DmTAF3 és a
human p53 fehérje kozott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
DmTAF3-mal vald kolcsénhatasért felelds részek konzervaltak ¢és a huméan
p53-ban valamint a Dmp53-ban egyarant megvannak. A TAF3 egér homolog-
ja (mTAF3) és a p53 kozotti kolesdnhatast in vitro és in vivo human sejtekben
is igazoltuk. S6t még a human p53 rokon fehérjék (p73a és p73p) mTAF3-mal
vald kolesonhatasat is sikeriilt bizonyitanunk élesztd két-hibrid kisérletben és
in vitro kotési kisérletben is.

Igy kijelenthetjiik, hogy a TAF3 és a p53, valamint a p53 rokon fehérjek
kozotti interakcid evoluciésan konzervalt.

Kivancsiak voltunk arra, hogy ezeknek a kolcsonhatasoknak mi lehet a funk-
cionalis kovetkezménye, ezért megvizsgaltuk az mTAF3 hatdsat a p53, és a

p73a, p73P fehérjék transzkripciot aktivalo képességére és fehérje szintjére.

Az mTAF3 csokkenti a p53 transzkripciot aktivalo képességét és fehérje
szintjét

Erdekes modon azt talaltuk, hogy az mTAF3 dramaian lecsokkentette az
endogén p53 transzkripcidt aktivald képességét U20S sejtekben, viszont
HeLa sejtekben az exogén p53-ét csak fele akkora mértékben gatolta. Az egér
TAF3-nak a p53 transzkripciot aktivalo képességére kifejtett hatasaval meg-

egyez6 eredményeket kaptunk a p53 fehérje szintjének vizsgalata soran is.



Hiszen az mTAF3 ha kisebb mértékben is, de csokkentette a p53 fehérje
szintjét is. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a fehérje szintjének csok-
kenése nem lehet dnmagaban magyarazat a pS3 transzkripciot aktivalo hata-
sanak csokkenésére. Nem taldltunk valtozast a p53 mRNS szintjében az
mTAF3 hatasara. Ez azt mutatja, hogy az mTAF3 nem befolyasolja a p53
mRNS képzddését és stabilitasat. HeLa sejtekben az exogén pS53 szint csokke-
nésének mértéke Osszehasonlithatdo volt a pS53 transzkripcids aktivitasanak
gatlasaval.

Osszességében tehat a kapott eredményekbél arra kovetkeztettiink, hogy az
mTAF3 képes gatolni a p5S3 transzkripciot aktivald funkcidjat, ezt kisebb
mértékben a p53 fehérje szintjének csokkenésével éri el, anélkiil, hogy a p53

mRNS szintjét megvaltoztatna.

Az egér TAF3 nem befolyasolja a pS3 rokon fehérjék transzkripciét
aktivalo képességét, viszont a fehérje szintjét igen

A p53 rokon fehérjék transzkripciot aktivalo képességére nem volt hatassal az
mTAF3 se HeLa sejtekben, melyek csak nagyon kis mennyiségben tartalmaz-
nak endogén p53-t, ill. Saos2 sejtekben sem, melyek egyaltalan nem tartal-
maznak endogén p53-at. Azonban endogén p53 jelenlétében, U20S sejtekben
azt talaltuk, hogy a p73a fehérje szintje kismértékben csokkent, addig a p73p
fehérje szintje emelkedett az egér TAF3 hatasara. Tehat eltéré eredményt
kaptunk p53 jelenlétében ¢és hidnyaban a p53 rokon fehérjék transzkripciot

aktivalo képességének és fehérje szintjének vonatkozasaban.

A TAF3 PHD domén szerepének vizsgalata

Miikédhet-e E3 ubikvitin ligazként az mTAF3?

A Drosophila és az egér TAF3 fehérje felépitésére is jellemzd, hogy az N-
termindlis részén egy HFD, mig a C-terminalis részen egy PHD domént
tartalmaznak. Erdekes, hogy a TAF3 homologok kozott nem egységes ezen
domének el6fordulasa, hiszen az egér és Drosophila homoldgokkal szemben,
a human TAF3 homolog esetében a PHD domén megléte kisérletesen nem

bizonyitott.

Mivel a p53 és a TAF3 kozott létrejovo kolesonhatast a pS3 részérdl a C-
terminalis régié valdsitja meg, igy megvizsgaltuk, hogy a kdlcsonhatas ered-
ményeként tapasztalt csokkend hatas, magyarazhato-e a TAF3 altali p53 C-
terminalis modositasaval. A p53 lehetséges modositasai koziil az ubikvitinacio
lehetdségét vizsgaltuk meg, mely valasztasunkat az mTAF3 fehérje domén
felépitése is jogosan indokolta, mivel az irodalomban szamos megjelent
publikécio bizonyitja a PHD doménnel rendelkez6 fehérjék E3 ubikvitin ligaz
aktivitisanak meglétét. igy érdekesnek tartottuk megvizsgalni, vajon az
mTAF3 PHD doménjének jelenléte szerepet jatszhat-e a p53 fehérje lebonta-
saban. Ezt a kérdést in vitro és in vivo ubikvitinacios kisérletben is megvizs-
galtuk. E kisérletek azonban nem adtak egyértelmii valaszt, nem bizonyitottak

a TAF3 E3 ubikvitin ligdz funkcidjat.

A PHD doménben mutins mTAF3 nem képes gatolni a pS3 transzkripci-
ot aktivalé képességét

A PHD domén szerepének tovabbi vizsgalatira PHD doménben pontmutans
(H893A) ill. deléciés mutans (K620Stop, V849Stop) egér TAF3 fehérjék
hatéasat vizsgaltuk a p53 transzkripcidt aktivalo képességére. A H893A pont-
mutans esetében, ahol a mutacié a Cys4-His-Cys3 Zn*'-finger tipusi PHD
domén kdzponti szereppel bird hisztidinjét érinti, kozel azonos hatast tapasz-
taltunk a p53 transzkripciot aktivalo képességére, mint a V849Stop delécios
mutans esetében, ahol a teljes egér PHD domén hidnyzik. A vad tipust egér
TAF3-mal ellentétben, mely dramai csokkenést valtott ki a p53 transzkripciot
aktivalo képességében, a mutansok esetében, minél nagyobb része hianyzott
az mTAF3 fehérjének ill. a PHD doménnek, annal kevésbé volt képes a
fehérje kifejteni gatld hatdsat. E kisérletek eredménye alapjan feltételezziik,
hogy nem feltétleniil a PHD domén jelenléte, hanem a p53-mal valé koleson-
hatéasért felelds régio elvesztése okozza a transzkripcidt aktivald képességet

csokkent6 hatas megsziinését.



A PHD doménben mutans mTAF3 nem csokkenti a p53 fehérje szintjét

Megvizsgaltuk a PHD doménben mutans egér TAF3-ak hatasat a pS3 fehérje
szintjén is. A kisérlet a varakozasunknak megfeleld eredményt adta, hiszen a
vad tipusit mTAF3 kismértékben csokkentette a p53 fehérje szintjét, a PHD
doménben mutans TAF3-ak viszont semmilyen hatassal nem voltak a p53

fehérje szintjére.

A PHD doménnel nem rendelkezé hTAF3 is gatolja a pS3 és rokon fehér-
jék transzKkripciot aktivalé képességét

A humén TAF3 esetében, mint korabban emlitettem, eddig nem sikeriilt
kisérletesen bizonyitani a PHD domén jelenlétét a fehérje C-terminalis részén
az altalunk alkalmazott sejtvonalban. Ezért megvizsgaltuk, hogy vajon a PHD
domén hianyaban milyen hatassal van a hTAF3 a p53 ill. p53 rokon fehérjék
transzkripciot aktivalo képességére. A p53 rokon fehérjék kozil a p73a
transzkripciot aktivalo képességét az mTAF3-hoz hasonl6éan, nem befolyasol-
ta a hTAF3. Ezzel szemben a p73B transzkripciot aktivalo képességét az
mTAF3-mal ellentétben gatolta a hTAF3. A p53 esetében megmaradt a PHD
doméntél fuggetleniil is a transzkripciot aktivalo képesség csokkenése. Ezért
feltételezziik, hogy az mTAF3 ¢és a p53 kozotti kolesonhatasért felelds régio
meglététdl fiigg, hogy érvényesiil-e az mTAF3 gatld hatasa a p53 transzkrip-

ciot aktivalo képességén.

Osszefoglalas

Eredményeimet dsszefoglalva:

1. A Dmp53 fehérje 0j kolesonhaté partnere, a DmTAF3.

2. A human p53 géncsalad tagjai a p53, p73a és p73P is képesek kolcsonha-
tasba 1épni a DmTAF3-mal.

3. A TAF3 és a p53 fehérjék kozotti kolesonhatas evoluciosan konzervalt in
Vitro és in vivo is.

4. Az egér TAF3 specifikusan és drasztikusan gatolja a p53 transzkripciot
aktivalo képességét, mely a p53 fehérje szintjének kis mértékii csokkenéséhez
vezet.

5. A p53 rokon fehérjék transzkripciot aktivald képességét nem befolyasolja
jelentésen az mTAF3, endogén p53 jelenlétében viszont az mTAF3 hatasara
megvaltozik a p73a és a p73p fehérjék szintje.

6. A p53 transzkripciot aktivalo képességére kifejtett mTAF3 hatas fiigg a
PHD domén jelenlététol.

7. A vad tipusi mTAF3 fehérjével ellentétben a PHD doménben mutans
mTAF3-ak nem befolyasoljak a p53 fehérje szintjét.

8. A C-terminalis PHD finger doménnel nem rendelkezé human TAF3 homo-
log is gatolja a p53 és a rokon fehérjék koziil a p73B transzkripeidt aktivalo

képességét.
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