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Abstrakt

Protein p53 je nadorovy supresor, ktery je schopen v odpovédi na poskozeni DNA indukovat
zastaveni bunécného cyklu a apoptozu. Pro jeho spravnou funkci je rozhodujici vlastnosti vazat se na
DNA: sekvenéné-specifickd vazba na pS3CON a sekvencné-nespecifickd vazba na vyssi struktury DNA.
V této praci byla pouzita DNA ziskand chromatinovou imunoprecipitaci z oblasti, na néz se vazal protein
p53 a jez neobsahovaly pS3CON. Pomoci PCR byly amplifikovany rizné ¢asti imunoprecipitované DNA
a metodou EMSA bylo sledovano, na které fragmenty se p53 vaze s vyssi afinitou. Nejsilnéjsi preference
p53 byla pozorovana v oblasti, ktera obsahuje sekvence s potencialni moznosti tvofit zakiiveni DNA a
intramolekulérni triplexy.
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Uvod

Proteinova rodina p53 zahrnuje tfi strukturni homology, a to proteiny p53, p63 a p73, které
hraji vyznamnou roli pfi prevenci vzniku nadori a béhem vyvoje tkani [1, 2]. Rozhodujici
vlastnosti pro spravnou funkci téchto proteini jako transkripcnich faktrord je jejich schopnost
interakce s DNA [3]. Za sekvenéné specifickou vazbu je zodpovédna centralni DNA-vazebna
doména [4]. Doména v C-koncové oblasti je zodpovédna za vazbu sekvencéné nespecifickou a je
ji pfipisovana schopnost interagovat se strukturami DNA, které jsou stabilizovany
nadsroubovicovym vinutim [5, 6].

Protein p53R273H obsahujici mutaci ve své DNA-vazebné doméné ztraci schopnost
sekvenéné specificky vazat DNA, ma vSak zachovanou schopnost strukturné-selektivni vazby se
strukturami odliSnymi od B-DNA a miZze tak plnit roli reguldtoru transkripce. Pomoci
chromatinové imunopreci}zt)itace byla z glioblastomovych bunék ziskédna knihovna genomovych
sekvenci, se kterymi p53R 73 interaguje. Pro dal$i moznosti studii byly tyto sekvence vloZeny do
plasmidu pCR®1I [7].

Cilem této studie bylo zjistit schopnost proteinu wtp53 (wild type p53) interagovat
S vybranymi sekvencemi ziskanymi vySe uvedenym zplsobem a toto misto blize sekvencné
I strukturné charakterizovat.



Material a metody

Pro experimenty byl pouzit plasmid U251AB2, ktery byl pfipraven vnesenim sekvence
rozpoznavané proteinem p35372"*H do vektoru pCR™II. Pomoci metody PCR a sady nékolika
primert bylo piipraveno 13 fragmenti obsahujicich riizné &asti sekvence rozpoznavané p53~27%"
(obrazek 1.), pficemz fragment 13 obsahuje tuto sekvenci celou. PCR reakce probihaly
v celkovém objemu 50 ul v prostiedi upraveném pufrem pro Tag DNA polymerazu. Smés
obsahovala 200 uM dNTPs, 0,2 uM primery/i, 8 ng templatové DNA (plasmid U251AB2)
a 1,25 U Taq DNA polymerazy.

Protein pouzity pro praci byl izolovan metodou FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) na Biofyzikalnim tGstavu AV CR, v.v.i. v Brng&. Byl pouzit protein wtp53FL
(Full Length).

Vazebné experimenty byly provadény ve vazebné smési, ktera obsahovala DNA a protein
p53 v ruznych molarnich pomérech, 5 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,5 mM EDTA, 0,01% Triton X-
100, 50 mM KCI a 1 mM DTT. Pro kontrolu byl vzdy pouzit pfislusny fragment bez ptidavku
proteinu. Vzorky byly inkubovany 20 minut v ledové 1azni. Po ukonceni inkubace byly vzorky
doplnény nanasecim pufrem a naneseny na agarézovy gel (1,2 %, 0,33x TBE, 120 V, 4 hodiny,
4 °C). Gel byl obarven v roztoku ethidium bromidu (1pg/ml) a dokumentovan pod UV svétlem.

Fotografie elektroforetickych gelt byly semikvantitativné vyhodnoceny programem
ImageJ, jehoz pomoci byly zjistény intenzity elektroforetickych signald.
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Obrazek 1. Fragmenty vymezujici rizné ¢asti sekvence rozpoznavané proteinem p53R273H.



Vysledky a diskuse

Vybrané vysledky vazebnych pokusi jsou na obrazku 2. Zaznam elektroforetického
gelu (A) dokumentuje schopnost proteinu wtp53FL interagovat s vybranymi fragmenty. Snizeni
intenzity elektroforetického signalu v pfitomnosti proteinu p53 (p53 +) dokazuje vznik komplexu
DNA-protein, jez ma nizs$i elektroforetickou mobilitu ve srovnani s DNA bez navédzaného
proteinu (p53 -). Z obrazku 2A je tedy patrné, ze v piipadé fragmenti 2 a 11 byla schopnost
proteinu wtp53FL interagovat s vybranou sekvenci DNA niz§i nez v ptipad¢ fragmenti 4 a 8, u
nichz je ubytek intenzity v pfitomnosti proteinu vyrazngj$i. Obrazek 2B je grafickym
znazornénim elektroforetického gelu z obrazku 2A, kde je vynesena v procentech intenzita
elektroforetického signalu v pfitomnosti proteinu (p53 +) proti intenzité¢ signalu negativni
kontroly (NK, p53 -).

Fragment, ktery byl proteinem p53 nejsilngji preferovan, obsahuje sekvenci bohatou na
kratké oblasti 3 — 4 T a kratké polyPu.polyPy sekvence. Z dosavadnich studii je znamo, ze
dAn:dTn oblasti mohou zpiisobovat zakiiveni DNA a polyPu.polyPy sekvence jsou schopny
tvofit intramolekularni triplexy [8]. Je tedy mozné, Ze pravé nékterou z téchto struktur je protein

p53 schopen v téchto mistech rozpoznat i bez piitomnosti jeho consensni vazebné sekvence
p53CON.
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Obrazek 2. Vazba proteinu wtpS3FL na vybrané fragmenty sekvence rozpoznavané proteinem
p5372"3H (A) Elektroforeticky gel dokumentujici ubytek intenzity signalu ve spojitosti se
vznikem komplexu DNA-protein v reakcich s pfidavkem proteinu p53 (+) ve srovnani se vzorky
bez ptidaného proteinu (-). (B) Grafické znazornéni méfeni intenzity elelktroforetickych signalt
programem ImagelJ. U kazdého z vybranych fragmenti je v procentech vyjadien tibytek intenzity
signalu v pfitomnosti proteinu p53 proti intenzité fragmentu bez p53.

Zavér

Vazebnymi pokusy s riiznymi fragmenty sekvence rozpoznavané proteinem p53RZ73H byla
identifikovana oblast, k niz se protein wtpS3FL vazné s vyssi preferenci. V této oblasti se
nachdzeji sekvence, které jsou potencidlné schopné tvofit vyssi struktury DNA (zakfiveni,
triplex). Protein p53 tedy pravdépodobné v této oblasti rozeznava prislusné struktury, je schopen
s nimi interagovat a nasledné plnit tak funkci transkripcniho faktoru.
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Abstract

Protein p53 is a tumor suppressor that induces cell cycle arrest and apoptosis in response to DNA
damage and cancerogenesis. Its ability to bind DNA and thus play its biological role is possible in two
manners. Sequence specific binding to its consensus sequence (p53CON) and sequence non-specific
binding, which occures preferably to higher DNA structures. In this study it was tested human DNA
cloned into plasmid vectores. The DNAs were obtained by chromatin immunoprecipitation of regions
which were bound by p53 with high affinity although they don't contain p53CON. Because of we were
unable to detect the exact location of p53 binding with sufficient resolution by standard methods different
parts of immunoprecipitated DNAs were amplified by PCR and found using EMSA to what part of the
insert p53 binds with the highest affinity. The strongest preference p53 was found for the region which
contains repeated short tracts of 3-4 Ts and a short polypu.polypy sequence.
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