INTERAKCE PROTEINU p63 S p53 VAZEBNOU SEKVENCI
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Abstrakt

Protein p53 je vyznamnym transkripnim faktorem, ktery je nezbytny v prevenci vzniku
nadorovych bun¢k. Od svého objevu v roce 1979 byl protein p53 cilem tady studii, které ptinesly blizsi
pohled na jeho strukturu i funkci. O témét dvacet let pozdéji byl objeven jeho strukturni homolog p63.
Oba tyto proteiny obsahuji tfi zakladni domény, pricemz za specifickou interakci s DNA je odpovédna
centralni DNA-vazebna doména. Jako sekvenéné specifické misto pro vazbu proteinu p53 (pS3CON) byla
identifikovana sekvence obsahujici dvé kopie motivu 5'PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3', oddélenych 0-13
pary bazi. Vysoka sekvencni i strukturni homologie DBD obou proteini umoziuje proteinu p63 vazat se
na p53CON in vitro i in vivo. V této praci byl studovan vliv nékterych faktorti na interakci p63 s pS3CON.
Vhodné pH pro interakci se ukazalo byt 6.0 — 8.0, vhodné rozmezi teplot 0 — 30 °C. Byl prokazan
inhibiéni vliv nékterych dvoumocnych iontli na vazbu p63-p53CON.
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Uvod

Clenové proteinové rodiny p53 — p53, p63 a p73 — hraji vyznamnou roli pfi vzniku nadort
a béhem vyvoje tkani [1]. VSichni ¢lenové této rodiny obsahuji tii vysoce konzervované domény:
transaktivacni doménu (TA), DNA-vazebnou doménu (DBD) a oligomeriza¢ni doménu (OD).
Proteiny p63 a p73 maji navic na svém C-konci protein-interakéni SAM doménu (sterile alpha
motif) [2]. TP53 je klasickym nadorovym supresorem, ktery hraje kliCovou tlohu pfi odpovédi
buniky na poSkozeni DNA. Regulaci exprese fady cilovych genli se podili na fizeni bunécného
cyklu, bunécné senescenci nebo apoptoze [3]. V lidskych nadorovych bunkach/atvarech jsou
nejcastéji identifikovany mutace pravé v genu p53. Inaktivace proteinu p53 nemusi piimo
souviset s mutaci v genu pJ53, ale postaci preruseni nékteré z regulacnich cest, které jeho aktivitu
tidi [4]. Protein p63 byl objeven jako sekvencni i strukturni homolog p53, tudiz se piedpokladalo,
ze bude mit take stejnou a redundantni funkci. Béhem fady studii bylo potvrzeno, Ze tyto protein
sdileji n€které zakladni funkce, avSak bylo také dokdzano, ze p63 vykazuje znacnou funkéni
divergenci [2, 5]. DNA-vazebnd doména proteinu p63 si zachovava homologii jako u p53 a
protein p63 se muze na p53 consensni sekvenci vazat in vitro i in vivo. Nicméné rozdilné
biologické ulohy obou geni naznacuji, ze reguluji odlisné skupiny cilovych gent. Toto lze
castecné vysvétlit existenci jiné specifické vazebné sekvence proteinu p63, na niz se p63 vaze
piednostné [5].

Nejvyssi exprese p63 je zaznamendvana v bazéalnich vrstvach vrstevnatych epiteldrnich
struktur. Vyznamny pohled na ulohu proteinu p63 v zivém organismu piinesly studie na mySich
modelech. Jedinci s absenci genu p63 vykazovali markantni vyvojové vady. Mutace lidského
genu p63 jsou spojovany s fadou vyvojovych syndromu [5].

Material a metody
Pro vazebné experimenty byly pouzity plasmidy pPGM2 (pBluescript II SK obsahujici
sekvenci pS3CON [5'-AAGCTTAGACATGCCTAGGCATGTCTAAGCTT-3"] v klonovacim



mist¢ Hindlll) [6]. Plasmidy byl izolovany z bakterialni kultury Escherichia coli pomoci
komer¢niho kitu NucleoBond“Xtra Maxi a rozpustény v TE pufru pH 8.0. Fragmenty obsahujici
p5S3CON byly ztéchto plasmidi ziskany tfihodinouvou inkubaci plasmidu s restrik¢ni
endonukleazou Pvull. Stépeni probihalo v piisluném pufru dvémi jednotkami enzymu na 1 pg
plasmidové DNA. Restrik¢éni endonukledza Pvull $tépi pouzité plasmidy na dvou mistech a dava
vzniknout dvéma linearnim fragmentim. Del$i, neobsahujici vazebnou sekvenci pS3CON o délce
2513 bp, a kratsi, ktery specifickou vazebnou sekvenci pS3CON obsahuje, a jeho celkova délka
je 474 bp. Pro odstranéni enzymu a zbytkl pufru byla plasmidovd DNA piesraZena octanem
sodnym a ethanolem a rozpusténa v TE pufru pH 8.0.

Proteiny pouzit¢ pro praci byly izolovany metodou FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) na Biofyzikalnim ustavu AV CR, v.v.i. v Brné. Byly pouzity nasledujici
proteiny: wtpS3FL frakce E8 o koncentraci 300 ng/ul a protein GSTp63CD frakce S2 o
koncentraci 190 ng/ul.

Pro studium vlivu pH na interakci DNA byla pouzita fada roztokl pro upravu pH vazebné
smési. Pro roztoky o pH 5.0 a 5.5 byly pouzity octanové pufry. Pro pH 6.0 - 7.0 smés
triethanolamin hydrochloridu a hydroxidu sodného a pro pH 7.5 - 9.0 Tris-HCI. VSechny zasobni
roztoky byly namichény v koncentraci 0,5 M a ve vazebné smési byla jejich koncentrace 10 mM.
Sada roztokli pro sledovani vlivu riznych dvojmocnych iontii na interakci proteinu p63 na
p5S3CON byla piipravena ve formé chloridi (hofecnaty, zineCnaty, vapenaty, manganaty,
kobaltnaty, rtutnaty a kademnaty). Zasobni roztoky byly namichdny v koncentraci 20 mM. Ve
vazebné smési byla vysledné koncentrace iontit 1 mM.

Vazebné experimenty byly provadény v 10 ul vazebné smési, kterd obsahovala 0,2 pg
plasmidové DNA, 0,1 pg p63, 50 mM KCI, 2,5 mM Tris-HCI; 0,005% (v/v) Triton X-100 a 0,5
mM EDTA. Pfi sledovani vlivu pH a dvoumocnych iontii na vazbu p63-p53CON obsahovala
vazebna smés 10 mM pufr o pfisluSném pH, pifipadné¢ ImM roztok chloridi bez EDTA.
Manipulace s proteinem byla provadéna v komorové lednici pti teploté 4 °C. Pii sledovani vlivu
teploty na interakci proteinu s plasmidovou DNA byla ikubace provadéna v termostatech pii
teplotach 0, 20, 30, 37, 40 a 45 °C. V ostatnich pfipadech byla inkubace provadéna v ledové
lazni. Doba inkubace ¢inila 20 minut.

Po ukonceni inkubace byly vzorky doplnény 2 pl 6x nandSeciho pufru a naneseny na
agarozovy gel a byla provedena elektroforéza. (1,2%, 0,33 x pufr TBE, 4 hodiny, 120 V, 4 °C).
Gel byl obarven v roztoku ethidium bromidu (1pg/ml) a vyfotografovan pod UV svétlem.

Vysledky a diskuse

Vysledky elektroforetickych gelti jsou zobrazeny na obrazku 1. Vliv pH na vazbu proteinu
na p53CON byl sledovan pii razném pH (A). Pii hodnoté pH 5.0 k sekvencné specifické vazbe
nedochazi, coz je patrné z absence zpomaleného elektroforetického signdlu v draze €. 3 v oblasti
p-pS3CON. Hodnoty pH 6.0 a 7.0 jsou pro sekvencné specifickou vazbu vyhodné. Na veskery
usek s pS3CON se protein navazal, coz se projevilo absenci elektroforetického signalu v misté
p53CON. Pii hodnotéach pH 8.0 a 9.0 doSlo k navazani proteinu na cast plasmidové DNA, coz se
projevilo ptitomnosti elektroforetického signalu v misté p-p53CON a zaroven v mist¢ pS3CON.
Sledovani vlivu rtizné teploty na vazbu p63-pS3CON (B) odhalilo nésledujici: pfi teplotach 0, 20
a 30 °C doslo knavéazani proteinu na veskery fragment pPGM2 s p53CON a zaroven lze
pozorovat sekvencné nespecifickou vazbu na delsi fragment pPGM2, ktery sekvenci pS3CON
neobsahuje; pii teplotach 37 a 40 °C doslo k navazani pouze na ¢ast plasmidové DNA; pii teplote
45 °C byla vazba zcela inhibovana. Vliv zinecnatych, kobaltnatych, rtutnatych a kademnatych
iontl je jednozna¢né inhibicni (C). V piipadé hotfecnatych, vapenatych a manganatych iontt



k navdzani p63 castecné doslo. V porovnani s pozitivni kontrolou, ktera dvoumocné ionty
neobsahovala, je ovSem tato vazba slabsi.
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Obrazek 1. Vazba proteinu p63 na sekvenci pS3CON plasmidu pPGM2. Oznaceni p-NON je
pouzito pro komplex delSiho fragmentu plasmidové DNA s nespecificky vazanym proteinem;
NON oznacuje volny fragemnt bez pS3CON; p-pS3CON je oznacena sekvencné specificka vazba
proteinu s kratSim fragmentem plasmidu obsahujicim pS3CON; p5S3CON je oznaceni pro volny
fragment plasmidu nesouci sekvenci pS3CON. (A) Vliv zmény pH na inetarkci p63-pS3CON.
Start ¢.: 1. 1 kb standard; 2. pPGM2; 3-7. pPPGM2 + p63 v zévislosti na pH. (B) Vliv zmény
teploty na inetarkci p63-pS3CON. Start ¢.: 1. 1 kb standard; 2. pPGM2; 3.-8. pPGM2 + p63
v zavislosti na teploté. (C) Vliv dvoumocnych iontii na inetarkci p63-p5S3CON. Start ¢.: 1. 1 kb
standard; 2. pPGM2; 3. pPGM2 + p63; 4-7. pPGM2 + p63 v zavislosti na piitomnosti
dvoumocnych iontd.



Zavér

Z vazebnych experimentl bylo zjisténo, které podminky jsou pro interakci proteinu p63 se
sekvencné specifickou vazebnou sekvenci pS3CON nejvhodnéjsi. Nejvyssi vazebnou aktivitu
vykazoval protein p63 pii hodnotach pH 6.0 - 7.0. Rozmezi teplot vhodnych pro interakci bylo
0 — 30 °C, pii vyssich teplotach dochazelo k postupné inhibici vazby. V pfitomnosti nékterych
iontd byla pozorovéana inhibice vazby proteinu p63 na konsensni sekvenci pS3CON. Zvlasté
vyrazny inhibi¢ni efekt vykazovaly zine¢naté, kobaltnaté, kademnaté a rtutnaté ionty.
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Abstract

Protein p53 is an important transcription factor which plays a significant role in the prevention of the
development of tumor cells. Since its discovery in 1979 protein p53 has been a target of many studies
which brought a more detailed view on its srtucture and function. The structure homolog of p53, protein
p63 has been discovered nearly 20 years later. Both p53 and p63 contain three basic domains. The central
DNA-binding domain is responsible for sequence-specific interaction with DNA. The sequence containing
two copies of 5'-RRRC(A/T)(T/A)GYYY-3" motif separated by 0-13 base pairs was identified as a
sequence-specific site for p53 binding to DNA. Significant both structural and function homology of
DNA-binding domains of both proteins allows binding of p63 to pS3CON sequence in vitro as well as in
vivo. The influence of some factors on the interaction p63 with pS3CON was studied. The strong p63-
p53CON interaction was observed in the range of pH 6.0-8.0, at temperatures between 0-30°C. Some ions
showed to have the inhibition effect to p63-p53CON interaction.
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