INTERAKCE PROTEINU p73 S LINEARNI A SUPERHELIKALNI DNA
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Abstrakt

Protein p73 jetlenem rodiny nadorovych supredqp53. Jako transkrimi faktor je protein p73
schopen regulovat expragidy cilovych gein a tim ovliviovat vyvoj, apoptézu a také nadorové bujeni.
Pro jeho spravnou funkci je rozhodujici vliastnestzat se na DNA. Pro vysokou strukturni i sekvién
homologii centralnich DNA-vazebnych domén proteindiny p53 je i protein p73 schopen interagovat
s konsenzni sekvenci p53CON. V této praci byla pauako plasmidova DNA se specifickou p53
vazebnou sekvenci, tak i bez ni, a to v linearsiigerhelikaini forra Byly studovany zakladni vazebné
schopnosti proteinu p73 (vlivifomnosti p53CON, superhelicity, idntvliv teploty a pH) ve srovnani
s proteiny p53 a p63.
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Uvod

Proteinova rodina p53 zahrnujé gtrukturni homology, a to proteiny p53, p63 a pktgré
hraji vyznamnou roli  prevenci vzniku naddra kEhem vyvoje tkani [1, 2]. VSichnilenové
této rodiny obsahujitit vysoce konzervované domény: transakihiadoménu (TA), DNA-
vazebnou doménu (DBD) a oligomernd doménu (OD). Proteiny p63 a p73 maji navic na
svém C-konci protein-intergki SAM doménu (sterile alpha motif) [3].t2Zitost proteinu p73
jak pii neurologickém, tak ip celkovém vyvoji dokazuji experimenty na mysSicledihci
s genotypem p73-/- vykazovali maly a deformovanyistz trgeli infekty, byla u nich patrna
redukce mozkové tkén ktera vedla kobrazu hydrocefalu. Neurologickéfeky byly
pozorovany Vv hippokampu, v mozkovéii& a mozeéku. Dochéazelo row¥ ke znmgnam
v socialnim a reprodukim chovani mysi, které postradaly protein p73 [4].

Spravna funénost proteid rodiny p53 je tedy vyznamna v prevenci vzniku kaogeneze
a vyvojovych defekt. Vazebnou aktivitu rive ovliviiovatfada faktoli, mezi &z lze zahrnout
topologii DNA, piitomnost specifické sekvence, iangmeéna teploty nebo pH.

Tato prace si klade za cil studium zakladnich vayel schopnosti proteinu p73
v zavislosti na v§Sich podminkdch a porovnat je svazebnymi vlastnioproteinu p53,
piipadré p63.

Material a metody

Pro vazebné experimenty byly pouzity plasmidy pBtugt a pPGM (pBluescript Il SK
obsahujici sekvenci p53CON v klonovacim midindlll) [6, 12]. Plasmidy byly izolovany z
bakterialni kultury Escherichia coli pomoci komemiho kitu NucleoBontXtra Maxi a
rozpustény v destilované vad Fragmenty obsahujici p53CON bylyéghto plasmid ziskany
hodinovou inkubaci plasmidu s restk endonukleazo®vul. Stépeni probihalo vifslusném
pufru jednou jednotkou enzymu naudy plasmidové DNA. Restréni endonukledz®vul Steépi
pouzité plasmidy na dvou mistech a dava vzniknowtma linearnim fragmefim. DelSi,
neobsahujici vazebnou sekvenci p53CON, a krat&ry kspecifickou vazebnou sekvenci
p53CON obsahuje. Pro odstéan enzymu a zbyik pufru byla plasmidova DNA fpsrazena
octanem sodnym a ethanolem a rozgngt destilované vad



Proteiny pouzité pro praci byly izolovany metodolPLE (Fast Protein Liquid
Chromatography) na Biofyzikalnim Gstavu AR, v.v.i. v Brre.

Hlavni pouzivanou metodou byla gelova retéandanalyza. Zakladni vazebné experimenty
byly provadny ve vazebné ssi, kterA obsahovala DNA a protein dznych molarnich
ponerech, 5 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,5 mM EDTA, 0,01% Tt X-100, 50 mM KCl a 0,5 mM
DTT. V pripact studia vlivu ioné byl vynechan fidavek EDTA. Pro kontrolu byl vzdy pouzit
prislusny fragment bezifglavku proteinu. Dale mohlo byt pouZitbznych roztok pro Upravu
pH, gipadré pro obohaceni vazebné &no dvoumocné kationty. Vzorky byly inkubovany 20
minut v ledoveé lazni (fpadre pri vysSich teplotach, byl-li studovan vliv teplotygo ukoreni
inkubace byly vzorky doplmy nandSecim pufrem a naneseny na agar6zovy geld(B%x TBE,
120V, 1,5 hodiny, 4 °C). Gel byl obarven v roztakhidium bromidu (jig/ml) a dokumentovan
pod UV swtlem.

Vysledky a diskuse

Dosavadni prace byla z&wena na studium gich podminek na vazbu prot@ip53 a
p63 k DNA (vysledky neuvedeny). Z vazebnych expernitin bylo zjiS€no, které podminky jsou
pro interakci proteinu p63 se sekva# specifickou vazebnou sekvenci p53CON nejvikgin
NejvysSi vazebnou aktivitu vykazoval protein pG8 lppdnotach pH 6.0 - 7.0. Rozmezi teplot
vhodnych pro interakci bylo 0 — 30 °CjiprySSich teplotdch dochazelo k postupné inhibici
vazby. V nasi praci jsme se déle zithna studium vlivu ZA*, Cd*, C#* a N#* na sekveing
specifickou vazbu proteinp53, p63 a p73. Pozorovali jsme inhibici této wazibcentralnich
domeén proteift zmirenymi ionty kova jiz pii mikromolarnich koncentracich. NaSe experimenty s
DNA fragmenty, které obsahovaly sekvence p53CONyrpuoji inhibicni efekt zinénatych
kationti. Je zajimavé, e Zhvyrazre méré inhibovali proteiny p63 a p73 ve srovnani s
proteinem p53. Zatimco ripack tézkych kowi, jsme pozorovali inhibici i velice podobnych
koncentracich. Vybrany elektroforetogram (Obrazgkdokumentuje inhildni vliv nikelnatych
a kobaltnatych katioitv riznych koncentracich na vazbu protepb3, p63 a p73 na sekvenci
p53CON. Protein p73 byl vybranymi ionty inhibovaémhnez protein p53. Naopak ve srovnani
s proteinem p63 byla inhibice nepatnyssi.
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Obréazek 1.Inhibi¢ni vliv nikelnatych a kobaltnatych iainha vazbu proteinp53, p63 a p73 na sekvenci
p53CON plasmidu pPGM1. Ozfeni NON je pouZzito pro volny fragemnt bez p53COM; PN je
oznaena sekvetné specifickd vazba proteinu s kratSim fragmenterarpldu obsahujicim p53CON;
CON je ozn&eni pro volny fragment plasmidu nesouci sekven8QiN.



Zaveér

Vazebnymi pokusy bylo zatim ¢eno optimalni rozmezi teplot a hodnot pH pro vazbu
proteinu p63 ke specifické vazebné sekvenci p53CD&le byla srovnana senzitivita protéin
p53, p63 a p73 kvlivu dvoumocnych katidbnkovi zinku a €Zkych kowi. Z dosavadnich
vysledki I1ze usoudit, Ze protein p73 je vice odolny k vimEjSich podminek nez protein p53.
Naopak v porovnani s proteinem p63 je jeho stabslibvnatelna. DalSi prace budou Z&mny na
teplotni a pH zavislost proteinu p73%i prazke na DNA. NaSe vysledky mohourippst
k zakladnimu vyzkumu, ktery je s proteiny rodinydpbtenzivié provagny.
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Abstract

Proteinp73 is a member of the tumor supresor p53 famifyaAranscription factor protein p73 is
capable of regulating the expression of a numbetafet genes and thus influence the development,
apoptosis and tumor growth. For its proper functisrcritical properties to bind to DNA. For high
structural and sequence homology to the central bikling domain of p53 family proteins is the p73
protein capable of interaction wittonsensus p53CON sequence. In this study was hsgdasmid DNA
with a specific p53 binding sequences, and witliin linear and superhelical form. Finally fundantal
binding ability of p73 protein (effect of the prese p53CON, superhelicity, ions, the influence of
temperature and pH) in comparison with the p53@6®iproteins.



