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A génrendszer O6rzdéangyala

A pb53 tumor szuppresszor szerkezet hatas 6sszeftiggései-
nek tanulmanyozasa a Wistar intézetben

A p53 jeltl fehérjét sokan ugy tekintik, mint a génrendszer 6rz6-védd
angyalat. A p53 népszertiségét jelzi, hogy a Science magazin 1993-ban
az Ev Molekulajanak vdlasztotta. A szintén p53-nak nevezett gén egy
sejtmagban talalhaté foszfoproteint kodol, amely fehérje iranyitjia a sejtek
valaszat a DNS megsénilése esetén. Amikor a p53 altal szabdlyozott
ellenérzé mechanizmus muikédik, a DNS megsériilése a sejt szaporodasi
ciklusanak megallasat, vagy a programozott sejthalalt (apoptézis) ered-
ményezi. Az emberi rakos megbetegedések tobb mint felében ez a p53
altal szabalyzott ellenérzé mechanizmus inaktivalva van, aminek valészi-
niileg a p53 fehérjén ilyen esetekben talalhatdé pontmutécidk az okozdi.

Napjainkban a p53-mal foglalkozni f6l6ttébb divatos dolog. A Current Con-
tents heti cikkszemléi 50—60 p53-mal foglalkozé kozleményt listaznak és p53
fedénéven mintha grantot is konnyebb lenne szerezni, mint egyéb molekulaval.
Mostanra mar az elmondottakbol nyilvanvalova valhatott, hogy a Wistar intézet”,
mint az amerikai rakkutatas egyik fellegvara, megkulénbdztetett érdeklédést
mutat a p53-mal kapcsolatos genetikai, biokémiai, immunolégiai és szerkezeti
kémiai kutatasok irant. A futball vildgbajnoksag utan talan megbocsathaté a
hasonlat, hogy a p53 csapatban az intézet szinte minden laboratériuma helyet
kap ilyen vagy olyan médon. A harom kézéppalyas, akiknek a p53 a f6 kutatasi
terilete. és a tdbbieket is bele akarjak vonni a jatékba, Hildegund Ertl, Thanos
Halazonetis és jomagam. A kévetkezokben a harmunk e témaba vagé munkajat
foglalom &ssze. Mint ki fog dertilni, mindharman ugyanannak a kérdéskornek
kiilénbdz6 agazatait vizsgaljuk, gyakran szorosan egytttmiikoddve.

* A Wistar intézetrol és finanszirozasanak modozatairél a szerzé a Magyar Tudomany 1998/12-es
szamaban adott tajékoztatast.
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Molekularis mechanizmus

halnak el, ha DNS-t karositd anyagokat juttatunk be a szervezetbe, és ily
modon a hagyomanyos besugarzasos vagy kemoterapids szerek a betegség
kezelésére alkalmatlannak bizonyulnak. Halazonetis kutatdsainak kozéppont-
jaban az a kérdeés all, hogy mi az a molekularis mechanizmus, amelyen keresztil
a sikeres rakterapiaban hasznalatos DNS karositd szerek aktivaljak a nem
mutalodott ,wild—type"” p53-at. Halazonetis arra is valaszt keres, hogy a p53
hogyan fejti ki egy, a DNS szint szabalyozasatol fuggetlen funkcidjat, ami a
transzkripcié folyamataban jatszik szerepet.

A DNS megsérulése megemeli a p53 szintet a sejtekben, ezzel aktivalva a
fehérjét. A megemelkedett p53 szint pedig jelentésen megndveli a p53 DNS-hez
val6 kotédési affinitasat. Halazonetis azokat a tényezdéket szeretné azonositani,
amelyek a p53 szintjének emelkedését okozzak. A p53 meghatarozott DNS
resztiil. Ugyanakkor a p53 C-terminalis, erosen bazikus szakasza is kot DNS-t,
ez a kapcsolat azonban a DNS szekvenciajatol gyakorlatilag teljesen fliggetlen.
Halazonetis feltételezte, hogy a DNS megsériilése ugy néveli meg a p53-nak
a DNS-hez valé affinitasat, hogy tulajdonképpen nem a specifikus DNS-két6
kézponti fragmensre hat, hanem a C-terminalis, a DNS szekvenciajatol fug-
getlen fehérjedarabon idéz elé valtozasokat. Ilyen valtozas lehet példaul a p53
foszforilezettségi allapotanak a modositasa. Valoban, ha egyedi aminsav mu-
taciok befolyasoljak a p53 funkciéit, a valtozasok a foszforilezettségi szintben
valoszinlleg ugyanolyan meéretli, vagy méginkabb észlelheté funkciébeli mo-
dosulasokkal jarhatnak. A fehérjén legalabb 16 potencialis foszfat akceptor
szerin és treonin talalhaté. Ugyan minden fehérjerégié keépviselteti magat, a
dologban az az izgalmas, hogy a potencidlis foszforilezési helyek nincsenek
egyenletesen elosztva, hanem a foszfat akceptor aminosavak szama jelentésen
megemelkedett az N-terminalis és a C-terminalis fehérjeszakaszokon. Eppen
ezek a fehérjeszakaszok azok, amelyek szerepet jatszanak a p53-at érint6 bi-
ologiai folyamatokban. A mar emlitett C-terminalis DNS-koét6 fragmens mellett
az N-terminalis fehérjerész a felelés a p53-nak a transzkripcidéban jatszott
szerepéért, valoszintleg a TATA-koto fehérjével torténé kolesénhatasan keresz-
tal. Visszatérve Halazonetis munkajahoz, azt talaltak, hogy amig a nem be-
sugarzott sejtekben mind a Ser376 és a Ser378 egyarant foszforilezve van,
addig ionizalé besugarzas hatdsara a Ser376-rél a foszfat csoport eltavozik.
Ez a defoszforilezett p53 varians kélcsénhat a 14-3-3 jelu fehérjecsoporttal,
amely a jelatvitelben jatszik szerepet foszfoszerin tartalm fehérjékhez vald
kotédésén keresztiil. A p53-14-3-3 koélcsénhatas megnéveli a p53-nek a DNS-
hez valé szekvencia-specifikus koétédését. Ily moédon meg lehet magyarazni,
hogy az ionizaldé besugarzas hogyan aktivalja a p53-at.

A p53 fehérje magnovekedett élettartama szintén befolyasolja azt a folya-
matot. amelyen keresztiil a DNS karosodasa megemeli a p53 szintet. Amikor
a DNS épségben van, a pb53 gyorsan degradalédik, mert ilyenkor a p53 N-ter-
minalis szakasza kotédik az Mdm2 nevti sejtmagban talalhaté fehérjéhez. Az
Mdm2-vel valé kapcsolat a p53 bomlasahoz vezet. A DNS karosodasa esetén
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azonban a pb3 levalik az Mdm2-rél, és ez a folyamat megemeli a p53 élettar-
tamat. Halazonetis és munkatarsai azt talaltak, hogy a DNS karosodasa a
p53 N-terminalisan egy foszforilez6dési folyamatot indit el, ami levalasztja a
p53-at az Mdm2-r6l. A foszforilezendé szerin kicserélése egy nem foszforilezheto
aminosavra megakadalyozza a p53 szint emelkedését a DNS karosodasat ko-
vetéen. Mindez azt bizonyitja, hogy a p53 N-terminalisanak foszforilezodése
egy fizioldgiailag is szamottevd folyamat lehet.

Immunterapias lehetéségek

Ertl a p53 fehérjével kapcsolatos alapveté immunoléogiai folyamatokat és
immunterapias lehetéségeket vizsgalja. A vakcinia virus DNS-ébe épitett nor-
malis vagy mutans pb53 DNS szekvenciak segitségével a fehérje kulénbozoé
variansai allithatok el6 a természetesnél sokkal nagyobb mennyiségben. Ertl
rakos egérsejteket tanulmanyozott és azt talalta, hogy azok az atlagosnal joval
tébb p53-at termelnek. gy automatikusan sziletett az 6tlet, hogy esetleg a
p53-at gyarté vakciniavirus rekombinanssal immunizalva lehetséges olyan im-
munvalaszt nyerni, amely megvéd a rakos tinetek kialakulasaval szemben.
Valéban, amikor egereket oltottak be a p53-vakciniavirus rekombinanssal és
az egereket meg akartak fertézni olyan rakos sejtvonalakkal, amelyek fokozott
mennyiségben termeltek p53-t, az egerek 30—50 szazalékos védettségi szintet
mutattak a fertézéssel sSzemben. Még ha az egerek egy része meg is betegedett,
a beteg allatokban a tumor kifejlédése lényegesen lelassult. Egy glioma sejt-
vonallal szembeni védekezésben mind a citotoxikus, mind a segité T-sejtek
szerepet jatszottak, csakugy, mint a természetes 616 (NK) sejtek. Erdekes mo-
don, a Th2 tipusu segité T-sejtekre jellemzé citokinek jelenléte fontosabbnak
tant, mint a Thl tipustiaké. Azok az egerek, amelyek ellenalltak kis mennyi-
ségben alkalmazott rakos sejtekkel valé megfertézési kisérletnek, olyan védett-
ségi szintet értek el, hogy késébb teljesen ellenalléak lettek nagymennyiségi
sejttel vald fertézés ellen is. Mivel a p53 egy olyan fehérje, amely mindenkiben
megtalalhato, Ertl megvizsgalta, hogy a p53-mal immunizalt egerekben kifej-
l6dik-e autoimmunitas. Ilyen jellegi negativ reakciét viszont nem talalt. Az
egerek maj-, vese-, és csontvelémuitkédése teljesen normalisnak tunt. A Wistar
intézetben felismert citokin, az interleukin 12 adagolasa tovabb névelte az
immunizalas hatékonysagat olyannyira, hogy egy olyan 0sszetett terapia, ame-
lyikben mind a p53-mal valé immunizalas, mind az interleukin 12 bejuttatasa
helyet kapott, sikeresen csOkkentette a mar kialakult tumoros elvaltozasok
meértékét. Ezek a kutatasok azért rendkiviil érdekesek elméletileg, mert azt
mutatjak, hogy egy mindenkiben el6fordulé fehérje az immunolégiai védelem
alapjaul szolgalhat olyan esetekben, amikor ez a fehérje rakos megbetegedé-
sekben hatvanyozottan termel6édik. Ennek valészintileg az a magyarazata, hogy
az indukalt immuneffektor folyamatok szelektiven felismerik a p53-at tultermelé
tumoros sejteket, és nem érintik azokat a normalis sejteket, amelyekben csak
kismennyiségli, a sejtmagban koncentralt p53 fordul elé6.

Egy masik immunterapias lehetéség a rakos megbetegedésekben eléforduld
p53 mutacids pontok ellen {franyulhat. Ertl azt is vizsgalja, hogy vajon a rakkal
fert6zott egerekben termelédnek-e T-sejtek az aminosav mutacios helyek ellen.
Ha ilyen immunodominans mutaciét talalnank, ez alapjaul szolgalhatna egy
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T-sejt bazisu vakcina kifejlesztésének. Ezekben a kutatasokban én is részt
veszek a teszt peptidek szintézisével. Hét olyan peptidet allitottunk el6, amelyek
vagy dominans, vagy szubdominidns mutaciés epitopok lehetnek. A peptidek
tesztelése ennek a cikknek a megirasakor folyamatban van.

Uj modszerek szintetikus peptidek felhasznalasaval

Ertllel valo egytttmuikodésem és a szintetikus peptidek el is vezetnek a
sajat p53-mal kapcsolatos kutatdsaimhoz. Mint azt mar korabban emlitettem,
azt tudjuk, hogy a p53 egy tobbszdrosen foszforilezett fehérje, de hogy valéjaban
a feltételezett egyenkeénti foszforilez6dési helyeken talalhaté-e foszfat csoport,
és hogy egészséges és rakos sejtekben a foszforilezodések helye és mértéke
azonos-e, arrol egyelore fogalmunk sincsen. Mas kutatécsoportok ezt a prob-
lémat agy vizsgaljak, hogy a pb3-at termelé rekombinans sejtvonalakban a
foszfat akceptor szerineket és treoninokat nem foszforilezheté6 aminosavakra
(pl. alaninra) cserélik, vagy a feltételezett foszfoaminosavakat glutaminsavval
helyettesitik, és a fehérje kiilénb6z6 biologiai funkciéit vizsgaljak. Egy alternativ
stratégia szerint radidaktiv foszfort épitenek be a p53 molekuldba, és tripszines
emésztés utan a foszfopeptideket analizaljak kétdimenzidés gélelektroforézissel.
Ezek a modszerek azonban sok bizonytalan tényezét hordoznak magukban.

Nemrégiben az SV3T3 jelu fibroblaszt sejtekben termelt egér p53 fehérje
emésztése utan 6, az azt megeiézéen még nem ismert foszfopeptidet mutattak
ki. Amikor azonban a fehérje N-terminalis 154 aminosavas szegmensét vizs-
galtak a potencialis triptikus fragmensek kozil egy sem felelt meg a 6 Uj
foszfopeptid elektroforetikus mozgékonysaganak. Ezek utan valészinu, hogy a
foszfopeptidek a kdzpontilag helyet foglald szekvencia-specifikus DNS-két6 szeg-
mensboél szarmaznak. Igen am, de a kozpontilag elhelyezkedé szerinek és tre-
oninok in vivo csak részlegesen, sok esetben csak nagyon alacsony mértékben
vannak foszforilezve, és a jelzett foszfopeptidek azonositasa igen bonyolult fel-
adat lehet. Masodsorban, ha ezek a foszfopeptidek valéoban a kézponti DNS-koté
szegmensbdl szarmaznak, azonositasuk egyes szerinek vagy treoninok muta-
cidja utan szinte lehetetlen, mivel ilyen jellegi mutaciok az egész fehérjét
érint6é konformacios valtozasokat idézhetnek el6. Példaul annak a patkany
p53-bdl szarmazd szerinnek, amelyik a human p53-ban a Ser315-nek felel
meg, alaninra valé helyettesitése utan egy négy aminosavval hatrébb talalhato,
kulonben foszforizhetd szerin foszforilezhetetlenné valik (ennek a szerinnek a
sorszama human poziciéra nem fordithaté le, ugyanis ez a human szekvenciabol
hianyzik). Még ha egy specifikus szerin foszforilezodése el6 is segiti valamely
p53 funkcid elvégzését, ugyanazon szerin mutacidja egyaltalan nem biztos,
hogy az adott funkcié megsemmistilését vonja maga utan. Az elmondottak
tisztan érzékeltetik, hogy ij médszerekre van sziikség a p53 egyes aminosavai
foszforilezettségi szintjének megallapitasara, és a foszforilez6dés egyes biologiai
konzekvenciainak tanulmanyozasara.

Mi ezeket az j modszereket a szintetikus foszfopeptidek felhasznalasaval
igyeksziink kifejleszteni. A foszforilezési helyek azonositasara foszfat specifikus
monoklonalis ellenanyagokat kivaléan lehetne alkalmazni, de ilyen reagensek
egyelére nincsenek forgalomban. Mintegy els6 préobalkozasként, eléallitottuk a
human p53 C-termindlis 23 aminosavas fragmensét, amelyben mind a Ser378,
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a protein kinaz C (PKC) szubsztrat aminosav, mind a Ser392, a kazein kinaz
II (CKII) szubsztrat aminosav foszforilezve volt. A foszfopeptid szintézisét foly-
tattuk egy a molekulat megtoré tripeptid fragmenssel, és a 31 D jelu, 15
aminosavbol allo segité T-sejt epitoppal. A teljes 41 aminosavas kétszeresen
foszforilezett peptid tisztitasa, és tomegspektrometrias jellemzése utan egereket
immunizaltunk vele. A lépsejteknek mielomasejtekkel valé fuziéja utan nagy-
szamu monoklonalis ellenanyagot kaptunk. Az ellenanyagok foszfat specifici-
tasat és érzékenységét alaposan megvizsgalva a p53—18 jeliit valasztottuk ki
tovabbi feldolgozasra.

Enzimhez koététt immunoszorbens vizsgalat (ELISA) alapjan a p53—18 csak
azt a p53 fehérje varianst ismerte fel, amelyet bakulovirussal fertézott rovar-
sejtekben termeltunk, de azt nem, amelyet baktériumokban allitottunk elé. A
bakulovirussal fert6zott rovarsejtekben termelt p53-at a p53—18 ellenanyaggal
készilt immunaffinitasi oszlopon homogénre lehetett tisztitani. A tisztitott fe-
hérjét tripszines emésstésnek vetettik ala, a kapott fragmenseket folyadék
kromatografiaval szétvalasztottuk, és tomegspektrometriaval analizaltuk. Be-
bizonyitottuk, hogy a tisztitott fehérjében mind a PKC, mind a CKII szubsztrat
szerin valéban foszforilezve volt. Ezzel ellentétben a baktériumokban termelt
p53 foszforilezettségi szintje joval alacsonyabb, mivel ezekboél a rendszerekbol
az eukariotikus kinazok altalaban hianyoznak. A p53—I18 jelu ellenanyag foszfat
specificitasat mutatja, hogy nem kotodik a kevésbé foszforilezett baktériumban
termelt fehérje varianshoz. A szintetikus peptideket tanulmanyozva, az ellen-
anyag foszfat specificitdsa még inkabb meggyo6zé képet nyujt. A p53—18 csak
a kétszeresen foszforilezett 23 aminosavas peptidet ismerte fel, de egyaltalan
nem ismerte fel a nem foszforilezett vagy a csak egyszeresen foszforilezett
peptideket. Erdekes médon, a nem foszforilezett peptid is felismerhetévé valt,
amikor az antigént trifluoretanolban oldottuk fel, és igy szaritottuk ra az ELISA
lemezre. Mint azt egy fliggetlen konformaciés analizis alapjan tudjuk, a tri-
fluoretanol egy hélikalis szerkezetet indukal a p53 C-terminalisan. A peptid
szerkezetének hélikalis kerék formatumu abrazolasakor a két foszforilezendé
szerin, a Ser378 és a Ser392 igen kozel kerulnek egymashoz, és valoszinuleg
az ellenanyag ezt a szerkezetet ismeri fel. Ezt a hipotézist tamasztja ala az a
tény, hogy a 14 aminosavnyi tavolsag, ami a két foszfoszerin kozétt van, al-
talaban tulsagosan nagy ahhoz, hogy linearis antigének esetén az ellenanyagok
szamara egyidejlleg fellsmerhet6 legyen (az epitopok hossza a legtdébb esetben
6—12 aminosav kozé esik). Valészinii, hogy a konformaciés egyensulyhoz a
foszfopeptid (és az egész fehérje foszforilezett C—terminalis szakasza) hozzajarul
hélikalis konformerekkel is.

A p53—18 jeli ellenanyag, amely hamarosan kereskedelmi forgalomban is
hozzaférhetéveé valik, ez ido szerint az egyetlen foszfat specifikus p53 ellenes
monoklonalis ellenanyag, és ugy tunik, hogy egy parjat ritkitéan hasznos re-
agens kismennyiségli p53 fehérje kimutatasara, és a fehérje C-terminalisa
foszforilezettségi szintjének jellemzésére.

A p53 fehérje foszforilezett C-terminalisanak immunodominans voltat bizo-
nyitja az a tény is, hogy rakos betegek vérsavdja a kétszeresen foszforilezett
peptidet lényegesen jobban ismerte fel, mint a nem foszforilezett vagy az egy-
szeresen foszforilezett peptideket. A p53 tumoros megbetegedésekben meg-
emelkedett szintje anti-p53 ellenanyagok termelését inditja el, de ugy tunik,
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hogy a fehérje foszforilezett valtozata immunogénebb, mint a nem foszforilezett
varians. Egy esetleges alternativ lehetéség az, hogy a tumoros megbetegedé-
sekben a foszforizettségi szint megemelkedik, és ez magyarazza meg a vérsavo
foszfat specificitasat. Ez utébbi feltételezés azonban nem valdsziniit DNS-ko6to-
dési vizsgalataink alapjan. Mint azt mar emlitettem, a C-terminalissal kapcso-
latos nemspecifikus DNS-kotodés mintegy negativ szabalyozoként mikodik a
fehérje kozépponti szakaszaval Osszefliggésbe hozhaté szekvencia-specifikus
DNS-kotoédéssel szemben.

Mi azt is vizsgaltuk. hogy a PKC és a CKII szubsztrat szerinek foszforilezodése
hogyan befolyasolja a nem-specifikus DNS-kétédést. Ehhez 33 aminosavbol
allo peptideket allitottunk elé nem foszforilezve, egyszeresen foszforilezve, és
kétszeresen foszforilezve. Pozitiv kontrollként a teljes p53 fehérjét hasznaltuk.
A kotédés szintjének mérésére egy viszonylag (j eljarast, a fluoreszcencias
polarimetriat alkalmaztuk. Ennek az az alapja. hogy ha valamilyen anyag ko-
tédik egy oldatban talalhaté, fluorogént tartalmazé masik anyaghoz, a fluo-
reszceint hordozé anyag forgasi sebessége lelassul, és a mért anizotrépia ara-
nyos a kotodés erdsségével. Két oligonukleotidot szintetizaltunk, melyeknek a
végére fluoreszceint kapcsoltunk. Mind a p53 fehérje, mind a szintetikus pep-
tidek koétodtek mindkét jelzett oligonukleotidhoz. A peptid foszforilezése akar
a Ser378-on, akar a Ser392-n szamottevéen gyengitette a DNS-koétédést. A
kétszeres foszforilezés a kotédéshez sziikséges peptid koncentraciéo 6tszoros
megnovelesét tette sziikségessé. Ez azt feltételezi, hogy a negativ szabalyozas
kevésbé szamottevd, ha-a fehérje C-terminalisa tébbszorosen foszforilezve van.
Ez a kovetkeztetés Osszhangban van egy korabbi észrevétellel is. Ha foszfori-
lezéssel eltavolitjuk a 421 jelu poliklonalis ellenanyag (amelyik a Ser378 kor-
nyékén ismeri fel a nem foszforilezett fehérjét) epitépjat, akkor a p53 leallitja
a sejtndvekedést, szintén azt sugallva, hogy normalis allapotban a fehérje C-
terminalisa erésen foszforilezett allapotban kell legyen.

Cirkularis dikroizmus és magneses magrezonancia spektroszkopias vizsga-
latokkal kimutattuk, hogy a Ser378 foszforilezése jelentés konformacios val-
tozasokat eredményez mind a foszfoaminosav kdzvetlen kérnyezetében, mind
egy hosszu tava hatas révén a CKII szubsztrat hely koéril is. Ennek azért van
jelentosége, mert a C-terminalis bazikus fragmens igen koézel fekszik a tetra-
merizalodasi folyamatban részt vevo fehérje fragmenshez, és a masodlagos
szerkezet valtozasa, kulondsen, hogyha az hosszabb tavra is elhat, szerepet
jatszhat a biologiailag aktiv tetramer szerkezet kialakulasaban. Maga a tetra-
merizalodo fragmens is tartalmaz egy foszforilezhet6 szerint (Ser315). Kévetkez6
célunk a Ser315 foszfét csoport hatésénak vizsgélata a tetramerizalodo fehér-
szerinek foszforilezédése hogyan befolyasolja a TATA- koto feherjevel valé kap-
csolatot. Ennek céljabol olyan komplex 42 aminosavas peptideket kell készi-
tentink, amelyek 2-szeresen, 3-szorosan, vagy méginkabb 5-szérdésen vannak
foszforilezve (az N—terininalist foszforilezé kindzok szubsztrat aminosavain),
plusz egy tovabbi fluoreszcein csoportot hordoznak. Ennek a kivételes szinte-
tikus feladatnak a napokban vagtunk neki.
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