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OTKA ZAROJELENTES

A p53 géncsalad tagjai daganat szupresszioban betoltott, transzkripcionalis és kereszt-
regulacios funkciéinak elemzése
(Analysis of the transcriptional activaton and cross-regulatoryfunctions of the p53

family members in tumour suppression by functional genomics)

A p53 géncsalad egyes tagjai altal specifikusan szabalyozott céleének azonositisa cDNS

microarray technikaval:

A humaén p53 kulcsfontossagu szerepet jatszik mind ultraibolya (UV), mind ionizal6
sugdrzas utdni megfeleld stressz-védlaszban, mig a p73 aktivitdsat csak bizonyos DNS
karosodast okoz6 dgensek indukéljdk, UV sugarzds nem. A Drosophila melanogaster p53-rol
(Dmp53) megallapitottdk, hogy sziikséges az ionizdld sugarzds utdni stressz-valaszhoz,
azonban szerepét az UV kdrosodds 4ltal indukélt folyamatokban Drosophila melanogaster-
ben eddig nem vizsgaltik. Mi megallapitottuk, hogy a Dmp53 mutans drosophildk fokozottan
UV érzékenyek. A Dmp53 dltal UV-C sugéarzas hatdsara indukalt célgének azonositdsa
céljabol vad tipusi és Dmp53 mutans allatok génexpresszids mintazatat hasonlitottuk Ossze
c¢DNS microarray technolégia alkalmazdsaval. Vad tipust allatokban 49 olyan gén mutatott
indukciét, amelyek transzkriptuménak szintje Dmp53 null mutdnsokban nem valtozott. E
lehetséges DmpS3 célgének koziil 13 gént kivalasztottunk, hogy UV dltali indukci6jukat
fliggetlen mddszerrel, kvantitativ ,,real time PCR” technikdval is megvizsgaljuk. UV dltali
Dmp53-fiiggd indukcidt taldltunk 12 gén esetében, és ezeket tovabb tanulmanyoztuk annak
megallapitasara, hogy Dmp53-fiigg6 aktivacijuk rontgen okozta DNS karosodds hatdséra is
megvaldsul-e. A hid (head involution defective, egy pro-apoptotikus peptidet kédold gén), a
rho (rhomboid, egy endopeptidazt kodold gén), a ball (ballchen, egy kromatin-mddosito
enzimet kédold gén), a Grip75 (egy mikrotubulus-kotd fehérjét kodold gén), az [(1)dd4
(lethal (1) discs degenerate 4, szintén mikrotubulus-kotd fehérjét kodol6é gén) és a CG8319
gének Dmp53-fiiggd aktivaciét mutattak mind UV-C mind rontgen kezelés hatdsara. Az Ark
(Apaf-1-related-killer), a tou (toutatis, egy kromatin-médosité fehérjékhez hasonl6 fehérjét
kédold gén), az ftz-fl (fushi tarazu transcription factor 1), az ebi (egy fehérjelebontds
szabdlyozdsaban szerepet jatszé fehérjét kodold gén), a CG5620 és a CG11982 gének csak
UV-C kezelés hatdsdra mutattak megemelkedett Dmp53-fiiggd expressziot, rontgen hatdsira
nem. A Dmp53 maér ismert célgénjének, egy masik pro-apoptotikus peptidet kédold reaper-

nek mRNS szintje viszont csak rontgen sugarzas hatdsara emelkedett meg, UV hatdsdra nem
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valtozott. Eredményeink elséként mutatjdk ki, hogy a Dmp53 kiilonféle DNS kérosodas
hataséra kiilonféle célgéneket aktivdl. Eredményeinket publikaltuk. (Ujfaludi Z., Boros I. M.,
Balint E.: Different sets of genes are activated by p53 upon UV or ionizing radiation in

Drosophila melanogaster).

A p53-rokon fehérjék stabilitdsanak, transzkripcios €s apoptétikus aktivitdsdnak szabdlyozdasa:

fehérje-fehérje kolcsonhatas altal:

A Dmp53-mal kolcsonhatdsba 1€p6 és aktivitdsat szabalyozo fehérjék azonositisara az
élesztd két-hibrid rendszert alkalmaztuk, mely sordn Drosophila embriondlis c¢DNS
konyvtarat sziirtiink az N-termindlis transzkripcié-aktiviciés doménjétdl megfosztott Dmp53-
mal. E kisérleteink sordn az emlds Daxx fehérje Drosophila homoldgjat, a DLP-t (Daxx like
protein) mint Dmp53-vel kolcsonhaté fehérjét azonositottuk. Emlésokben a Daxx fehérjérol
kimutattdk, hogy kolcsonhatdsba 1ép mind a p53-mal, mind a p73-mal, azonban a p53
transzkripcids aktivitdsdra kifejtett hatdsa a szakirodalomban ellentmonddsos. Bar a humén
daxx gén 740 aminosavat kédol, a Drosophila DLP gén pedig 1659 aminosavat, a DLP fehérje
Dmp53-kolcsonhaté régidja 51%-ban hasonlé a Daxx p53-kotd régidjahoz. Megvizsgaltuk a
DLP expresszidjat kiillonbozo fejlodési stadiumokban kvantitativ ,,real time PCR” és in situ
hibridiz4cié alkalmazdsaval, és megdllapitottuk, hogy a DLP expresszidja az egyedfejlodés
sordn szabdlyozott.

A tovdbbiakban elddllitottuk a DLP gén muticidit P elem impreciz
remobilizaciéjaval. Megallapitottuk, hogy a mutdns DLP gént hordoz¢6 éllatok, a Dmp53
mutansokhoz hasonldan életképesek, de élettartamuk megrovidiil, és a ndstények csokkent
fertilitast mutatnak. A Dmp53 mutdns allatokkal ellentétben azonban, a DLP mutdnsok nem
érzékenyek ionizal6 sugdrzdsra, ami arra utal, hogy a DLP nem esszencidlis a Dmp53 4ltal
rontgen hatdsara indukalt stressz-vdlaszban. A DLP mutacié és Dmp53 megemelt expressziod
genetikai kolcsonhatasanak tanulmédnyozdsa sordn a DLP mutdcié enhancer hatdsat talaltuk,
ami arra utal, hogy a vad tipusi DLP fehérje a Dmp53 4ltal irdnyitott folyamatokat
represszdlhatja. Mivel a Daxx fehérjérél ismert, hogy hatdsa van a transzkripcié
szabdlyozdasara, megvizsgaltuk, hogy a Dmp53 transzkripcios célgénjeiként azonositott, pro-
apoptotikus gének, reaper és Ark, expresszidja megvéltozik-e DLP mutans allatokban. A
reaper mRNS szintjében nem taldltunk kiilonbséget, azonban az Ark mRNS szintje
szignifikdnsan alacsonyabb volt DLP mutans - és hasonléan Dmp53 mutans - larvakban, mint
vad tipusu larvakban. Tovabba DLP-t tiltermeld torzsek vizsgalatakor azt taldltuk, hogy az

Ark mRNA szint drdmaian megnovekedett, tehat megéllapitottuk, hogy a DLP szerepet jatszik
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az Ark gén bazdlis aktivitdsdnak fenntartdsdban. Ezen eredményeink publikéldsa folyamatban
van. (Bodai L, Pardi N, Ujfaludi Z, Bereczki O, Komonyi O., Balint E., Boros .M.: Daxx-like
protein of Drosophila interacts with Dmp53, and effects longevity and Ark mRNA level.)
Elesztd két-hibrid mddszerrel Dmp53-kolesonhaté fehérjeként azonositottunk egy
TATA-kot6 fehérje asszocidlt faktort, a TFIID egy eddig kevésbé jellemzett alegységét, a
TAFII155-t. A TAFII155 Dmp53-koto régigjat a fehérje kozépsod részére lokalizaltuk (787-
966. aminosavig), ¢és megdllapitottuk, hogy a TAFII155S a Dmp53 C termindlis

oligomerizacids (C1) és bazikus szabalyoz6 doménjével (C2), valamint gyengébben a
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1. abra. A TAFII155 és a p53 csaladtagok kolcsonhatasanak kimutatasa éleszté kettos
hibrid Kisérletekkel. Aktivaciés doménhez fuzionalt Drosophila cDNS konyvtarat szlrtiink
lexA DNS kot6 doménhez fuziondlt, aktivaciés doménjétdl megfosztott DmpS53-mal élesztd
kettds hibrid moddszer alkalmazdsaval. Fehérje-fehérje kolcsonhatds a His- auxotdfia
komplementaciéjat és a [-galaktoziddz aktivitds indukcidjat eredményezi, ami filteren
kimutathaté. A sziirés sordn azonositott részleges TAFII155 klont (561-966 aminosavak a
TAFII155-b6l) hasznaltuk a tovabbi kisérletekben, kivéve a +kontrolt. (a) TAFII155 t6bb
helyen is kolcsonhat a Dmp53 fehérjével. DmpS3AN: 47-385 aminosavak, Dmp5S3ANAC: 47-
294 aminosavak, Dmp53C: 277-385 aminosavak, Dmp53Cl1: 277-351 aminosavak,
Dmp53C2: 349-385 aminosavak a Dmp53 fehérjébdl, negativ kontrol: TAFII155(561-966) és
ADA2 (egy transzkripciés adaptor/koaktivitor) kotranszfekciéja. (b) TAFII1SS
kolcsonhatdsba 1ép a humén p53-mal, és a p73 kiilonboz6 izoformdival. pS3AN: a pS3 160-
393 aminosavja, p73aAN: a p73a 248-636 aminosavja, p73BAN: a p73p 248-499 aminosavija,
pozitiv kontrol: rpb4 és rpb7 (RNS polimerdz II alegységek) kotranszfekcidja, negativ

kontrol: ugyanaz, mint az (a) részen.
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kozépsd DNS-koté doménnel is kolcsonhat (1a dbra). A kotédést ,,GST pull down’méddszerrel
in vitro 1s megerositettiik. Tovabbi élesztd két-hibrid kisérletben kimutattuk, hogy a TAFII155
fehérje nemcsak a Dmp53-mal, hanem a humén p53-mal, s6t a p5S3 géncsaldd masik két
tagjaval a p73a és p73p fehérjékkel is képes interakcidba 1€pni (1b dbra). A tovabbiakban a
TAFII155 emlds homolégjat a TAF3-t vizsgdltuk in vitro ,,GST pull down” és ko-
immunprecipitacios kisérletekkel, és kimutattuk, hogy a TAF3 is képes mind a Dmp53-hoz,
mind a p53-hoz egyarant kotddni (2. dbra), tehédt a kdlcsonhatas evoluciondrisan konzervalt.
Megvizsgaltuk a TAF3-nak a p53 és csalddtagjai transzkripcids aktivitdsara kifejtett hatasat
luciferaz riporter alkalmazéasaval. A TAF3 tiltermelése vad tipusd endogén pS53-t expresszald
U20S sejtekben igen erdsen gatolta a p53-fliggd riporter aktivitasidt (3a 4bra). Hasonl6t
tapasztaltunk Hela sejtekben transzfektdlt p53 esetén, tovdbba p73a vagy P p53-fiiggd
luciferaz riporterrel és TAF3-mal torténd kotranszfekcidja esetén. Tehat megéllapitottuk,
hogy a megnovekedett TAF3 expresszid gatolja a p53, a p73P és kisebb mértékben a p73a
transzkripcids aktivitdsat. Megvizsgédltuk immunoblot illetve ,,real time PCR” alkalmazasaval,
hogy a TAF3 befolyasolja-e a pS3 fehérje illetve mRNS szintjét. Azt talaltuk, hogy TAF3
tiltermelése a pS53 fehérje szintjének csokkenéséhez vezet (3b dbra), azonban a p53
transzkriptum szintje nem valtozik. Ezen eredményiink arra utal, hogy a TAF3 a p53 fehérje

szintjének csokkentése révén (is) gitolja a pS3-szabdlyozott transzkripciot.
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2. dbra. Az emlés TAF3 kolesonhat mind a Drosophila mind a human p53-mal. [zeltlabu
sejtvonalban tultermelt egér TAF3-t (mTAF3) inkubéltunk GST-Dmp53-kotott illetve GST-
hp53 kotott gyongyokkel. Negativ kontrolként GST-gyongyot hasznaltunk. Az interakcid
erdsségét kiilonbozd s6-koncentracids mosast alkalmazva (200 ill. 400 mM KCl) vizsgéltuk.
Elici6 utin a TAF3-t Western blottal mutattuk ki 39TA1C7 poliklondlis anti-TAF3

ellenanyag felhasznaldsaval.
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3. abra. A TAF3 taltermelése erosen gatolja a p53 transzKkripcios aktivitasat és csokkenti
a p53 fehérje szintjét. (a) U20S sejteket pS3 altal aktivalhaté luciferdz riporter
konstrukcidval €s iires vektorral (0) vagy a feltiintetett mennyiségti (0,5 ug, 1 pug vagy 2 pg)
TAF3-t tiltermeld plazmiddal kotranszfektaltuk, majd 24 6ra elteltével a luciferdz aktivitast
mértiik. (b) U20S sejteket iires vektorral (-) vagy mTAF3-t tdltermel6 plazmiddal (+) és
kontrolként GFP-t expresszalo konstrukcidval kotranszfektaltuk. A fehérje szintet Western
blotting utdn a anti-TAF3 (fels0 panel), anti-p53 (k6z€psO panel)és anti-GFP (alsé panel)

ellenanyagok felhasznalasdval analizaltuk.

A p53-kolcsonhaté fehérjéket kodolé gének daganatok kialakuldsdban betoltott
esetleges szerepének vizsgdlatdra tanulmanyoztuk 4 mutdns p53-t tartalmaz6 human daganat-
sejtvonalban (Ramos, K562, THP-1, és Jeg-3), és 5 vad tipusi p53-t tartalmazé humdan
daganat-sejtvonalban (Sw1353, HT1080, 293PT, RVHI1 és Hela), valamint normal
fibroblastban (MRC5) a Daxx és a TAF3 gének expresszidjat. Bar voltak kiilonbségek az

expresszids szintben, ezek nem korrelaltak a pS3 statuszaval.

A p53 géncsalad tagjainak szabdlyozdsa poszttranszlaciés moédositas altal:

Elesztd két-hibrid kisérleteinkben a sumoildcié folyamatdban szerepet jdtszé
mindhdrom enzim-tipus képviseldjét (UBA2: El1 ubikvitin-aktivalé6 enzim, UBC9: E2
ubikvitin-konjugalé enzim, PIAS1: E3 ubikvitin ligdz) Dmp53-mal kolcsonhatokként
azonositottuk. A p53 fehérjérdl és a p73 kiillonbozd izoformdirél mar kimutattdk, hogy

sumoilacié torténik rajtuk, ezért feltételezziik, hogy valészintileg a Dmp53 is sumoildlédik. A
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sumoildcié Dmp53-re kifejtett lehetséges szerepének vizsgdlatdhoz csak nem-sumoildlhaté
Dmp53 fehérjét expresszalé Drosophila-kat allitottunk el6 Ugy, hogy a fehérje egyetlen
sumoildcids konszenzus szekvencidjdban a sumoildlhaté lizint argininre mutaltuk (K302R) és
ezt a nem-sumoildlhaté p53 fehérjét valamint a vad tipusit GAL4-UAS expresszios
rendszerrel Dmp53 null Drosophildkban taltermeltiik. Vadtipusi p53 daltaldnos expresszidt
biztositd driverrel val6 tultermelése késdi bdb-letalitdst okozott, mig a DmpS53K302R
tiltermelése mar L2 l4rvastddiumban letalitidst okozott. A DmpS53K302R mutédnssal kapott
erdsebb fenotipust megnodvekedett apoptotikus aktivitdsra utal. Hasonlé erdteljesebb
apoptotikus aktivitdsra utalé silyosabb fenotipusokat tapasztaltunk szdmos mads driver
alkalmazdaséval is, példaul az engrailed driverrel, amely bizonyos szegment-részekben biztosit
expressziot, a vad tipusi Dmp53 becsipett szarnyat eredményezett, mig a nem-sumoildlhat6
mutdns letalitdst. Megvizsgaltuk, hogy a megnovekedett apoptézis megemelkedett
expresszidonak koszonheté-e. A DmpS53K302R mRNS szintje nem volt magasabb, mint a vad
tipusué, viszont a mutdns Dmp53 fehérje szintje sokszorosa volt a vad tipusu DmpS53 fehérje
szintjének. Tehat a megnovekedett apoptdzist megemelkedett fehérje szint okozza, ami arra
utal, hogy a muticié a fehérje degradaciéjat befolydsolja. Bar a 302. lizin nem csak
sumoildciénak, hanem ubikvitindciénak és esetleg acetilicionak is szubsztritja lehet,
eredményeink, amelyek a Dmp53 és szdmos sumoildcidban szerepet jatszé enzim
kolcsonhatdsat mutatjak, arra engednek kovetkeztetni, hogy a sumoildciénak is szerepe lehet a

Dmp53 fehérje stabilitdsdnak szabalyozasaban.

A p73 izoformak izoforma-specifikus lebontdsanak és szubcellularis lokalizacidjanak

vizsgélata:

Az Mdm2 E3 ubikvitin ligdzrél ismert, hogy a p53-t proteaszomadlis lebontdsra és
nukledris exportra jeloli ki. A holland laboratériummal egyiittmiikodésben megvizsgéltuk,
hogy az Mdm?2 hogyan szabalyozza a kiilonboz6 p73 izoformakat. Azt talaltuk, hogy a p73a
izoformdra az Mdm?2-nek nincs hatdsa, a p73y és ¢ izoformdkat proteaszomélis lebontésra
jeloli ki, a B és 0 izoformékat azonban stabilizdlja. Az Mdm2-nek az izoformdak sejten beliili
lokalizacigjara is differencidlis hatdsa van: mig a p73 &-t és y-t a p53-hoz hasonléan a
citoplazmadba kiildi, addig a p73d egyenletes nukledris eloszlasti marad, az a €s § izoformak
pedig a sejtmagon beliil szemcsékbe lokalizdlodnak. A COP1 RING-ujj domaint tartalmaz6
E3 ubikvitin ligdzt a kozelmultban irtdk le, és p73-ra gyakorolt hatdsat még nem vizsgaltik.
Mi azt taldltuk, hogy a COPI lebontja a p73 a-t, B-t, y-t, €s 0-t, azonban stabilizdlja a p73 &-t.

A lebontdsnak funkciondlis kovetkezménye is van, ugyanis kimutattuk, hogy a COP1 gatolja
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a p73 a és P altal indukalt apoptézist. Az MDM?2-tél eltéréen azonban a COP1 nem
véltoztatja meg a p73 a, B és & szubcelluldris lokalizacidjat, ezek az izoformdk nukledrisak
maradnak. Ellenben a p73-nak hatdsa van a COP1 szubcelluldris lokalizaciéjara: az egyébként
citoplazmatikus eloszlast mutaté6 COP1 a nukleuszba relokalizdlédik p73 o, B és o
expresszidja esetén. Tovabb vizsgiltuk a p73-nak a COPIl-re gyakorolt hatdsat, és
megallapitottuk, hogy a p73 vy izoforma a p53-hoz hasonléan indukdlja a COPI gén
expresszidjat, mig az a és P izoformdk nem. Tehét egyes p73 izoformdk és a COP1 kozott

negativ visszacsatolds all fenn, a p53-Mdm?2 negativ visszacsatoldsos korhoz hasonldan.

Az egyiittmiikodés keretében Bereczki Orsolya, Ph.D. hallgaté o6t napot toltott
Hollandidban, Dr. Marion Lohrum laboratériuméban. E tanulmanyut alatt megismerkedett a

kromatin immunprecipitdcié mdédszerrel, amelyet ezutan laboratériumunkban is bevezettiink.

Mivel a projekt jelentds eredményeinek impakt faktorral rendelkez6 folyoiratcikkben
torténd kozlését késobb, 2 éven beliil tervezziik, kérjiik, hogy ezen jelentésben foglaltak
alapjan sziiletett mindsitést az OTKA kiegészitd eljarasban késébb moddositsa, figyelembe

véve a késobb megjelent kozleményeket.



