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Bevezetés

A p53 a sejtciklus szabalyozasa mellett fontos tumor szupresszor fehérjeként kritikus
szerepet tOlt be a tobbsejtii €161ények ¢letében. DNS karosodés sordn képes beinditani a javito
mechanizmusokat, leallitani a sejciklust és sziikség esetén apoptdzisra kényszeriteni a sejtet.
Fontossagat mutatja, hogy daganatos elvaltozasok felénél a p53 mutacidja figyelheté meg [1-
3]. Sokrétti feladatat az N-terminalison elhelyezkedd transzaktivaciés doménhez (TAD)
kapcsolodo szdmos szabalyozo fehérje és koaktivator kozremikodésével végzi. A domént két
eltéré funkcioval rendelkezé szubdomén (TAD1 és TAD2) alkotja [4]. Mig a TADI az
apoptozis szignalt kozvetitd fehérjék expresszidjat befolyasolja, addig hidnyaban a TAD2
magaban csak tumor szupressziés mechanizmusokat képes indukalni, sejtpusztulast nem [5].
A TAD-ot egy prolinban gazdag domén (PRR) koveti, majd az ismert és sokat vizsgalt DNS-
koté domén (DBD) helyezkedik el. Ennek mutacidja megakadalyozza a pS3 kotodését a DNS-
hez, igy az képtelen lesz transzkripcids faktorként mitkddni és serkenteni, illetve gatolni egyes
gének aktivitasat [6]. A C-terminalis felé helyezkedik el az tgynevezett tetramerizacios
domén (TET) és a negativ regulacios domén (NRD), amelyek a hatékonyabb miikddésre
képes tetramer kialakitasaban, illetve a fehérje negativ szabalyozasaban jatszanak szerepet [4,

7, 8] (1. abra).
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1. abra. A p53 szerkezeti felépitése [4].

Nyugalmi allapotban az MDM2 ubiquitin ligaz a legfontosabb szerepldje a p53 sejten
sejtmagbdl a sejtplazmaba, ahol ubiquitinalja azt. Ez a lebontédsi szignal a proteoszoma
szamara, amely ezutan képes degradalni a p53-at [9]. DNS karosodas, oxidativ stressz vagy
ozmotikus sokk hatasara az N-terminalis egyes aminosavai foszforilalédnak, ami sordn a p53
stabilabba valik, és fél életideje lecsokken. A folyamat legfontosabb Iépése a 18. pozicidban
1év6 treonin foszforilacidja lehet, mivel ekkor az MDM2 affinitdsa lecsokken (K4 = 0,2 pM-
16l Kg = 5,2 uM-ra) [10, 11], igy a transzkripcids koaktivatorok, mint a p300 vagy a PCAF ezt
kovetden mar képesek lesznek a transzaktivaciés doménhez kotddve aktivalni a p53-at.

A TAD partnerei kézé sorolhatoak az ugynevezett S100 csalad egyes tagjai, tobbek
kozott az S100A1, S100A2, S100A6, S100B és az altalunk is vizsgalt SI00A4 fehérjék [4].

Kolcsonhatasuk szabalyozasban betdltott szerepe még nem teljesen ismert.



Az S100A4/metasztazin evolicios szempontbol a legfiatalabb, csak gerincesekben
el6forduld, EF-kéz Ca®*-t kot fehérjecsalad egyik legérdekesebb tagja. Az S100 elnevezés
onnan szarmazik, hogy telitett ammonium-szulfadt oldatndl is oldatban maradnak, nem
sozhatok ki. A csalad tagjai, igy az S100A4 is Kkett6, a kalcium-ion megko6tésére alkalmas EF-
kéz motivummal rendelkezik. Mig a C-terminalison egy kanonikus forma, hasonléan a
kalmodulinéhoz, erésen képes a Ca®* megkotésére (Kg = 2,6 uM), addig az N-terminalison,
egy gyengébb affinitassal rendelkezé ugynevezett ,,pszeudo” vagy al-EF-kéz motivum
helyezkedik el [12, 13]. Az S100 fehérjékhez hasonléoan az S100A4 is jellemzden
homodimereket képez, melyet a két alegység két-két hélixébdl (I-IV és I’-IV’) (2. dbra)
felépiilé X-tipust négy-hélix koteg masodlagos kotésekkel stabilizal [12, 14, 15].

A Ca®" kotédésekor egy nyitottabb konformécio alakul ki, mikozben a IlI-as hélix
mintegy 40°-kal elfordul. A valtozas sordn felszinre keriilnek az addig rejtett hidrofob
aminosavak, melyek segithetik az interakciok létrejottét (2. abra). Az egyes S100 fehérjék

specifikusan jellemzoek a kiilonbozo szovetekre, de akar sejt részekre is.

I1I -

2. 4bra. Az S100 fehérjék konformacié valtozasanak szerkezeti sémaja Ca®" kotését kovetéen. A dimer
egyik alegysége sziirkével, masik szinesen van 4brazolva. A harmadik hélix mintegy 40°-al térténd elforduldsa
soran felszinre keriil6 hidrofob aminosavak alakitjak ki a kétéfelszint [16].

Mar régebb oOta ismert, hogy az S100A4 megemelkedett szintje és az agresszivabb,
konnyebben attétet képzd tumorok kozott sszefiiggés van. Elsé és masodik stddiumban 1évo
tiidorakos betegeknél Rudland és munkatarsai készitettek egy felmérést, amihez két csoportot
alakitottak ki az alapjan, hogy az S100A4 fehérje koncentracidja a normal érték felett volt
vagy sem. Az S100A4-pozitiv betegek atlagosan mintegy 10 évvel korabban hunytak el, mint
a negativok [3]. Ha figyelembe vessziik, hogy az S100A4 képes kapcsolatot teremteni sok
mas fehérje mellett a nem-izom miozin lIA-val (NMIIA) [14, 15], a p53-mal [17, 18] és az
annexin A2-vel [19] is, akkor ezeket vizsgalva talan magyarazatot kaphatunk erre az

Osszefiiggésre. Kutatocsoportunk feltérképezte az NMIIA-val torténé kolcsonhatas részleteit.
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Az S100A4 kotddésének hatasara drasztikus valtozasok mennek végbe az NMIIA filamentum
képzddéséért felelés C-terminuson, melyek a filamentumok széteséséhez, végiil a sejtek
motilitasanak novekedéséhez vezetnek [14]. Egy masik kutatocsoport emellett azt talalta,
hogy az S100A4 funkciovesztett (KO) egereknél a makrofagok elveszitették a célzott mozgas
képességét, és csak random helyvaltozast tudtak végezni [20].

A p53 és az S100A4 kolcsonhatasaval kapcsolatban az irodalmi adatok egymasnak
ellentmond6 eredményeket mutatnak. Abban megegyeznek, hogy az S100A4 mas S100
fehérjékkel hasonldan képes a TET doménhez kotddni (Kg = 17 uM az S100A4 esetében)
[21]. A kapcsolat inkabb csak a p53 monomer formajaval figyelhet6é meg, ezzel akadalyozva a
pS3 tetramerizacidjat. A folyamat sejtre kifejtett hatdsa nem igazan tisztazott, mivel a p53
tetramerként sokkal hatékonyabban képes a transzkripciot szabalyozni, viszont monomer
allapotban konnyebben transzportalodik a sejtmagba. Ennek ellenére az S100A4 a TET-hez
vald kotddéssel inkabb gatld hatast valthat ki, mert az MDM2 is elsdsorban a sejtmagban
kotodik a p53-hoz, és igy degradacidja fokozodhat [22, 23].

Az S100A4 és a transzaktivaciés domén kapcsolata és hatasa is részben ismeretlen
elottink. A TAD felelds az apoptozis és a tumor szupresszio indukalasaért. Ezzel
kapcsolatban érdekes Osszefiiggést figyelt meg egy kutatocsoport, miszerint a kiilonféle
daganatos sejtvonalakban az S100A4 megemelkedett koncentracidja az esetek tulnyomo
részében csak akkor alakulhatott ki, ha a p53 DNS kot6 doménje egy mutacio folytan képtelen
volt a DNS-hez kotédni, vagy a fehérje egyaltalan nem expresszalodott a sejtben. Ez forditva
S100A4-et [10]. Ami még érdekesebb, hogy apoptozist figyeltek meg akkor, ha
transzfektalassal potoltak a hianyzo fehérjét [10, 17, 18]. Ezek alapjan elmondhato, hogy az
S100A4 a p53 aktivitasat modositani képes ugy, hogy a sejtpusztulas kialakulasat segiti. A
folyamat kulcsa a TAD ¢és az S100A4 interakcioja lehet. Felmeriil a kérdés, hogy ha az
S100A4 a tumor sejteket az apoptdzis felé tereli, akkor miért figyelheté meg kapcsolat a
kialakuld metasztazis és kozte? EQy atomi felbontasi szerkezet tisztizhatna a fentebb
ismertetett ellentmondéasokat is amellett, hogy késébb esetleg beépiilhetne a jovobeli

rakkutatasokba és ezzel talan segitve egy tumorellenes gydgyszer mihamarabbi kifejlesztését.



Célkituzések

Munkam soran elsésorban a TAD — S100A4 kolcsonhatasanak szerkezeti jellemzését
végeztem abbol a célbol, hogy a két fehérje altali szabalyoz6 mechanizmusok érthetdbbé
valjanak szdmunkra. Mivel az eddigi kutatasok a TAD kdotOhelyet csupan egy 60 aminosav
hosszu régidra tudtak lesziikiteni, elsOként a "minimalis" kotOhely feltérképezését tiiztem ki
célul. Ennek meghatarozasa utan az interakcio szerkezeti vonatkozasait vizsgaltam, igymint a
kotés sztochiometridja és a TAD mésodlagos szerkezetének valtozasa az S100A4-gyel torténd
kolcsonhatasa soran. Modszertani megkdzelitésként fluoreszcencia polarizacios, izotermalis
titrdlo kalorimetrids (ITC) és cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopids mérésekkel
vizsgaltam a komplex kialakulasat. A TAD S100A4 kot6 régidjanak pontos leirasa, valamint
a kolcsonhatas affinitasanak és sztochiometridjanak meghatarozasa nyoman, a komplex atomi
felbontast szerkezetének megismerése a célom, melynek érdekében megkezdtem az S100A4

— TAD komplex kristalyositasat.



Anyag és modszer

A p53 TAD fragmentumok eléallitasa

A human p53 (Uniprot:P04637) transzaktivacios doménjét négy egymassal atfedd
fragmentumra osztottam, amelyek a TP1 (1-60. aminosav pozicié), TP2 (1-45.), TP3 (11-60.)
¢s TP4 (11-45.) elnevezést kaptak (3. abra). A fragmentumokat polimeraz lancreakcioval
(PCR) allitottam el6 a vad tipusu teljes hosszlisagii p53 szekvenciabol (a p53-at kodold
rekombindns DNS az ADDgene plazmid repozitériumbol szarmazik). A PCR soran KOD”
DNS-polimerazt hasznaltam (Novagen). A primerek magas GC-tartalma miatt valasztottam
ezt az enzimet, ezzel novekedett az amplifikalas hatidsfoka a korabban hasznalt DNS
polimerazokhoz képest. A PCR soran 2% dimetil-szulfoxid-ot (DMSO) is alkalmaztam, ezzel
is javitva a hatasfokot. Az anneldciés hdmérsékletet a reakcid szamara legoptimalisabbnak

meghatarozott 65°C-ra allitottam.
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3. 4bra Az eléallitott TAD fragmentumok sematikus abraja a PDB: 21.14 NMR szerkezet alapjan.

A szekvenciakat BamHI-el és Xhol-el emésztve pETARA vektorba épitettem be
glutation s-transzferaz (GST) fazios fehérjét kodold szekvencia mogé. A ligalast T4 DNS
ligaz enzimmel (Fermentas) végeztem, majd 1 6ra szobahdmérsékleten és 15 perc 4 °C-on
torténd indukalast kovetéen a ligatumot DHS5a (New England Biolabs) klonozoé sejtekbe
transzformaltam, és 100 pug/ml ampicillint tartalmazé LB-agardz lemezen szelektaltam. A
sejteket egy éjszakéan 4t 37 °C-on ndvesztettem, majd PCR-rel ellendriztem, hogy a peptideket
kodold inszert megfelelden beépiilt-e a vektorba. Ehhez egy a vektorra, és egy az inszertre
specifikus primert hasznaltam. A pozitiv telepekb6l 3ml LB tapoldatban 37 °C-on
felnovesztett sejtekbdl plazmidot izolaltam DNS izolalo kit segitségével (EZ-10 Spin Column
Plasmid DNA Minipreps Kit). A GST-fazios peptidek expresszidja Rosetta (Novagen)
sejtekben tortént LB tapoldatban 100 pg/ml ampicillin mellett. Az indukci6 0,5-0,8 kozotti
optikai denzitdas (OD) értéken 500 pM Izopropil p-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG)
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hozz4adasaval 25 °C-on 4 6ran keresztiil tortént. Az indukcié végeztével 5 percig 3130 X g-
vel fugaltam a sejteket, majd 20mM NaH,PO, pH 7,4, 150 mM NaCl tartalmu pufferben
vettem fel ket 0,2 mg/ml PMSF szerin protedz inhibitor jelenlétében. Lizozim hozzadadéasaval
¢s fagyasztassal segitettem a sejtfal lebontasat. Végso 1épésként a sejteket ultrahangos
roncsolassal feltirtam. Fugaldssal eltavolitottam a sejttormeléket (4 °C, 33987 x g). A
fragmentumok tisztitasahoz GST-Sepharose oszlopot hasznaltam. A mintdkat oszlopra
toltésiik utan legalabb Gtszords oszloptérfogatnyi pufferrel mostam, és 10 mM glutationt
tartalmazo elucios oldattal elualtam. A GST faziés partnert Tobacco Etch Virus (TEV)
proteazzal tavolitottam el a rekombinans peptidekr6l (3-4 6ra szobahémérsékleten), majd
hédenaturaciot kovetden centrifugalassal tavolitottam el. A feliiliszot tovabb tisztitottam
reverz fazisti nagy teljesitményii folyadék kromatografiaval (RP-HPLC) Jupiter 300 C18
végeztem, a p53 fragmentumok 45-48%-o0s acetonitril ardnyndl eludlodtak. A tisztitott
fragmentumokat a liofilizalast kovetéen -70°C-on taroltam. A tisztitott peptidek

molekulatdmegét tomegspektrometriaval ellendriztiik.

A human vad tipust S100A4 (Uniprot:P26447) klonozasat a laboratoriumban
korabban mar elvégezték. A fehérjét BL21-Star (Invitrogen) sejtekben expresszaltattam. Az
expressziot LB tapoldatban 100 pg/ml ampicillin mellett végeztem. Az indukci6 0,5-0,8 OD
érték mellett tortént 500 uM IPTG-vel, 37°C-on 3 6réan keresztiil. Ezt kovetden a centrifugalt
sejteket 50 mM NaH,PO, pH 8, 300 mM NaCl és 0.1 mM tris(2-carboxyethyl)phosphine
(TCEP) redukalészer tartalmu oldatban vettem fel és a p53 peptidekhez hasonlé mddon
végeztem a feltarast. A fehérje tisztitasa Ni?*-affinités kromatografiaval tortént (Bio-Rad). 20
mM HEPES-t, 25 mM NaCl-ot és 250 mM imidazolt tartalamzo6 pufferrel elualtam. Vigyazva,
hogy az elucids pufferbe ne legyen foszfat, mivel az a CaCl, hozzaadasakor kicsapddna. A
Hisg-tag-et TEV proteazzal torténd emésztéssel tavolitottam el (3-4 ora alatt
szobahOmérsékleten). A teljesen hasitodott fehérjét Phenyl-Sepharose (Amersham
Biosciences) oszlopra vittem fel 1 mM CaCl; jelenlétében alacsony ioneré (20 mM NaCl)
mellett. Az elaciot 5 mM EGTA tartalmu pufferrel végeztem. A fehérjét 20 mM HEPES pH
7,5, 20 mM NacCl, és 0,2 mM TCEP 06sszetételti pufferben dializaltam. Végiil Amicon Ultra
centrifuga szlir6t haszndlva 2-4 mM toménységlire koncentraltam a mintakat. Ekvimolaris

mennyiségli TCEP hozzaadasa utan -70°C-on taroltam dket.



Fluoreszcencia polarizacios (FP) mérés

Az N-terminalisan karboxi-fluoreszceinnel konjugalt NMIIA peptidet (Fluo-NMIIA)
és a p53 konstrukciokat 20 mM HEPES pH 7,5, 1 mM CaCly, 0,1 mM TCEP, és 0,05% Brij-
35 detergens tartalmt pufferben oldottam fel. Els6 1épésként direkt titralassal meghataroztam
a Fluo-NMIIA ¢és az S100A4 kolcsonhatasanak disszociacios allandojat, ami soran 50 nM
Fluo-NMIIA peptidet titraltam S100A4 dimerrel. A fluoreszcencia polarizacio akkor
minimalis, ha a fluoreszceinnel konjugalt peptid szabad allapotban van. A polarizacid értéke

akkor éri el a maximumot, amikor a jelolt peptid 100%-a S100A4-gyel komplexben talalhato.

.
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4. abra A kompetitiv fluoreszcencia polarizacios mérés sémaja. Kompetitor p53 peptid hatasara az S100A4 —
Flou-NMITA komplex disszocial, és alacsonyabb polarizaciés értéket kapunk. Az abra Pymol program
segitségével késziilt az NMIIA-val kapcsolatos ismereteink alapjan [14].

A mért disszociaciés allandé felhasznaldsaval meghataroztam azt az S100A4
koncentraciot, ami 70%-ban teliti a Fluo-NMIIA peptidet. igy a 30 pM monomer S100A4-et
¢és 50 nM jelolt miozin fragmentumot tartalmazoé oldatot titraltam a TAD peptidekkel. Mind a
négy kompetitiv titralas esetében 100 pM-os TAD koncentracidobodl kiindulva, kétharmadolo
higitassal haladva 13 pontban mértem. Ha a jelolt NMIIA peptid és a TAD fragmentumok
versengenek egymassal az S100A4 kotohelyekért, csokkend polarizacios értékeket kapunk,
mivel a Fluo-NMIIA szabad allapotba keriil, rotacioja felgyorsul (4. dbra). A méréseket 37°C-
on végeztem, 480 nm-en gerjesztve €s 525 nm-en mérve az emissziot egy BioTek Synergy
multifunkcids lemezleolvasod késziilékkel. A direkt titralast kovetéen a mért adatokra a
kutatocsoportomban mar korabban hasznalt Osszefliggés alapjan illesztettem [14]. A
kompetitiv titralas esetében a Wang-altal leirt egyenlet modositott formajat alkalmaztam [24]

az adatok kiértékelésére.



Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A mérést 10 mM HEPES pH 7,5, 20 mM NaCl, ImM CacCl;, és ImM TCEP tartalmu
pufferben végeztem, 27°C-on, 0,01 cm vastagsagl kvarc kiivettat hasznalva, Jasco J 820 CD
spektrofotométerrel. Két parhuzamossal meghataroztam a TP3 (50 uM), az S100A4 (160 uM)
¢és a komplex tavoli UV CD spektrumat (250-190 nm). Az S100A4-kotott p53 spektruma a
komplex ¢és az SI00A4 spektrumanak kiilonbségeként all elo, feltételezvén, hogy az S100A4
masodlagos szerkezete nem valtozik a peptid ligandum kotédésének hatasara [14]. A p53

crer

fejlesztett BestSel programmal végeztem (bestsel.elte.hu, publikélas alatt).

Izotermalis titralé kalorimetria (ITC)

A mérés soran 60 pM S100A4-et titrdltam 500 pM toménységli TP3 fragmentummal,
20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl; és 0,5 mM TCEP tartalmu pufferben
37°C-on. Az injektalasok kozott 400 mésodpercet vartam. A mérést MicroCal VP-ITC
késziilékkel végeztem. Az adatok elemzését az OriginLab szoftvercsomag ITC-re fejlesztett

Origin 5.0 programmal végeztem és a ,,One Set of Sites” modellel illesztettem.
Eredmények és értékelésiik

TAD fragmentumok vizsgalata FP modszerrel

Az irodalomban egymasnak ellentmondo

adatok talalhatoak az S100A4 és a p53 TAD-ja

1504

kozott 1étrejovo kolcsonhatads erdsségérdl. Egyes

esetekben nem tudtak kimutatni interakciot [10], _ 100

mas esetben erds kolcsonhatast talaltak [23]. Az

S100A4 kotdhely pontos azonositdsa céljabol — sod
kiilonb6z6 p53 TAD fragmentumokat allitottam

T T T T 1
0 10 20 30 40 50

eld (3. abra), melyek affinitasat kompetitiv FP [S100A4] (M)
modszerrel allapitottam meg. Elészor 5. sbra. A Fluo-NMIIA peptid direkt

. . Y . titrala 100A4-gyel (Kg=4+0. M).
meghataroztam direkt titrdlassal az S100A4 és a itrélisa S100A4-gyel (Ka 073 uM)

Fluo-NMIIA disszociacios allandojat (Kg = 4 + 0,73 uM) (5. abra). Ezutan a Fluo-NMIIA —
S100A4 komplexet titraltam a kiilonb6zd6 TAD peptidekkel. Ha a kompetitor peptid a
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fluoreszceinnel konjugalt peptidet leszoritja, akkor utobbi forgasi sebessége felgyorsul, a
fluoreszcens polarizacié lecsokken. A TP1 (1-60.) és a TP3 (11-60.) esetében erds
kompeticiot tapasztaltam (Kq = 3,72 £ 0,18 puM, illetve Kq =4 + 0,25 uM), mig a TP2 és TP4
esetében sokkal gyengébb kolcsonhatast figyeltem meg (Kyg = 160 + 62 uM, Kyq= 60 + 14
uM). A TPl ¢és a TP3 fragmentumok esetében azonos affinitds értéket kaptam, igy
elmondhat6, hogy a TAD N-terminalis 11 aminosava nem vesz részt a kotésben (6. abra).
Kidertilt, hogy a TAD]1 kiterjesztése a TAD1 — TAD2 kozotti szakasz hozzaadasaval nem
novelte az irodalomban kozolt affinitas értéket [4]. A TAD2 jelenléte tehat sziikséges a
megfeleld kotés kialakitdsdhoz. Mivel sikeriilt lesziikitenem az S100A4 kotShelyet a tovabbi
méréseket csak a kotofelszint legsziikebben tartalmazo TP3 (11-60.) peptiddel végeztem.
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6. abra. Kompetitiv fluoreszcencia polarizacios mérés a TAD fragmentumok és az S100A4
kolesonhatasaban. A TP1 (Ky = 3,7 + 0,2 uM) (A) és a TP3 (K4 = 4 £ 0,3 uM) (C) peptidek teljesen
leszoritottak az S100A4-hez kapcsolodo jelolt NMIIA fragmentumot, esetiikben az FP érték a minimum értékig
esett. A TP2 (Kyq = 160 + 62,5 uM) (B) és a TP4 (Kq = 60 £+ 14,5 uM) (D) ezzel szemben csak egy sokkal
gyengébb kolcsonhatast alakitottak ki az S100A4-gyel.
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Az S100A4 - pS3 TAD interakcio jellemzése ITC médszerrel

A szikitett kétohely meghatarozasa
utan direkt modon vizsgaltam az S100A4 és
a TP3 interakcidjat. Ehhez az ITC moédszert
valasztottam, mivel ezzel a kolcsonhatasok
termodinamikai paraméterei is
meghatarozhatdak. Kozvetleniil mérhetjiik a
kotés affinitasat (K,), az entalpiavaltozést
(AH) ¢és a kotés sztochiometrigjat (n). Az
elébbi két adatbol kiszamithatdé a szabad-
energiavaltozas (AG) és az entropiavaltozas
(AS) is a AG = -RTInK,; = AH-TAS egyenlet
alapjan. Itt az FP méréssel jol egyezd
affinitast kaptam (Kq = 2,1 + 0,6 uM) (7.
abra). A kotés sztochiometriaja (n = 0,37 +
0,2) alapjan valosziniisithetd, hogy egy TAD
peptid kotédik a dimer S100A4-hez. Ez
megegyezik a mar korabban vizsgalt NMIIA
— S100A4 komplex sztochiometriajaval [14].

Mivel az interakcidé entropiavaltozasa ¢és

entalpiavaltozésa is negativ (AS = -7,77, AH =
-10,46 £ 0,08 kcal/mol), igy elmondhatd, hogy

Id6 ( perc)

0,0

by & [N

02

AP ( ucal/sec)

AH (kcal/mol)

-10 - 4

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
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7. abra. Az ITC mérés adatai feliill és a csucsok
integraltjaira illesztett gorbe alul. A TP3 ¢és az
S100A4 komplex sztochiometridjat (n=0,38+0,02) és
disszociacios allandojat allapitottuk meg (Kq=2,1+0,6
uM).

az S100A4 — TAD kélcsonhatas 37°C-on entalpia vezérelt folyamat.

TAD és S100A4 kolcsonhatas szerkezeti jellemzése CD spektroszkopiaval

Annak vizsgalata céljabol, hogy az eredendden rendezetlen szerkezeti TAD

masodlagos szerkezete milyen mddon véltozik az S100A4 kotés hatasara, CD spektroszkopias

méréseket végeztem. A kolcsonhatds soran a masodlagos szerkezetben bekovetkezd

véltozasokat vizsgéltam a TP3 peptid esetében. Az ismert Kq értéket felhasznalva olyan

koncentracioban adtam S100A4-et, hogy a TP3 peptid talnyomoé része (95%) kotott
allapotban legyen. Ennek eléréséhez 160 uM S100A4-et adtam 50 puM TP3 peptidhez. A

mérés soran megvizsgaltam nemcsak a komplex, de a szabad S100A4 ¢és TP3 peptid

spektrumat is. Feltételezve, hogy komplexben nem valtozik az S100A4 szerkezete, a
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komplexbdl kivonva a szabad S100A4 spektrumot megkapjuk a koétésben 1évé TP3
szerkezetének a spektrumat. A szabad és a komplexben 1évé TP3 allapotok spektrumainak
dekonvolucidjaval ¢és Osszehasonlitdsdval a masodlagos szerkezetben bekdvetkezd
valtozasokat vizsgalhatjuk meg. Jelentds, mintegy 30%-0s o-hélix tartalombeli ndvekedést
figyeltiink meg az S100A4 kotédés hatasara (8. abra, 1. tablazat). Ez azt jelenti, hogy az 51
aminosavbol koriilbeliil 15 a-hélixet alakitott ki. Frdekes megjegyezni, hogy a TAD
masodlagos szerkezetét hasonld hélixtartalom jellemzi a CREB kotd fehérjével képzett

komplexében (PDB: 2L14) [25].
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8. abra A TP3 peptid masodlagos szerkezetének vizsgalata CD spektroszkopiaval. (A) Az S100A4-hez
kotott pS3 peptid (fekete mért, piros simitasi gorbe) hélix tartalma nagyobb, mint a féleg rendezetlen szerkezetli
nem kotott formanak (piros mért, fekete simitasi gorbe). A masodlagos szerkezeti elemek aranyanak

srer

hasznalataval. A mért (fekete) és dekonvulalt (piros) spektrumokat a program 1 nm-enként abrazolja.
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Konkluzio

Munkdm fontos részét képezte az interakcid
feltérképezése mellett a p53 TAD — S100A4
¢s az NMIIA — S100A4 kolcsonhatasok
egylittes értékelése, 0sszehasonlitasa. Az FP
mérések bizonyitottdk, hogy a p53 TAD
verseng az NMIIA-val az S100A4-hez valo
kotddésért, tehat azonos helyre kotddnek az
S100A4 Mindkét

dimeren. partnerrél

elmondhat6, hogy mas S100 fehérjék

TP3 TP3 komplexben
Hélix 3,5 29,3
Antiparallel 7,8 0
Parallel 0 7,9
Turn 16,1 11,2
Egyéb 72,5 51,6

1. tablazat A szabad és S100A4-kotott TP3 CD
spektroszkopia médszerével meghatarozott
masodlagos szerkezete. A masodlagos szerkezeti
elemek aranyat szazalékosan tiintettem fel.

komplex szerkezeteiben lathato target peptideknél jelentdsen kiterjedtebb kotészekvenciaval

rendelkeznek [26-28]. Tovabba, az ITC mérés soran kapott sztdchiometria, miszerint egy

S100A4 dimerhez kotédik egy pS3 peptid, szintén alataimasztja a két komplex hasonlosagat.

Eredményeink alapjan tehat ugy gondoljuk, hogy a TAD N- és C-terminalis régioiban

potencialisan kialakul6 hélixek az SI00A4 kanonikus kotozsebeibe kdtddhetnek, mikdzben a

rendezetlen k6zépsod régid, 6sszekotvén a hélixeket, az SI00A4 111-IV ¢és III’-IV’ hélixei altal
hatarolt arokkal hathat kélcson. Atomi felbontasti szerkezet hianyaban a p53 TAD — S100A4

komplex lehetséges szerkezetét a 9. abran illusztraljuk.

A

9. abra Az S100A4 NMIIA-val és p53 TAD-dal képzett komplexének szerkezeti Osszehasonlitasa. Az
NMIIA — S100A4 kristalyszerkezet (PDB: 3ZWH) (A) és a CBP — p53 TAD (PDB: 2L14) NMR szerkezet
alapjan PyMol program segitségével elkészitett p53 TAD — S100A4 komplex szerkezeti modelljén (B) sziirkével
tiintettem fel az S100A4 dimert, mig pirossal és kékkel a miozin, illetve a p53 peptidet.
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Eddigi munkam részben egy ilyen nagy felbontasu szerkezeti modell megalkotasanak
elokészitésérél szolt. A jol koriilhatarolt kotéfelszin megismerése reményeink szerint
hozzéajarul a p53 TAD — S100A4 komplex sikeres kristalyositasahoz, atomi felbontast
szerkezetének létrehozasahoz. Terveink kozott szerepel még a tetramerizacidos domén,
valamint a negativ regulacios domén és az S100A4 kapcsolatanak a feltérképezése is, mivel
minden Ujabb interakcios partner és kolcsonhatas ismerete kdzelebb juttathat benniinket egy

olyan rakgyogyszer kifejlesztéséhez, ami emberek millidinak nyujthat segitséget.
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Osszefoglalé

Agressziv, attétképzésre hajlamos tumorok esetében sokszor az S100A4/metasztazin
megemelkedett koncentracioja tapasztalhatd. A szabalyozasban betoltott szerepét, amely tobb
ismert fehérjével torténd, Caz+-ﬁjgg6 kolcsonhatason keresztiil valosul meg, még csak most
kezdjiik megérteni. Az S100A4 képes kolcsonhatasba 1épni a p53 tumor szupresszor fehérje
N-terminalisan elhelyezked6 transzaktivaciés doménnel (TAD) is, és modositani annak
mukodését. Célunk ennek az interakcionak a szerkezeti megismerése, hogy jobban megértsiik
a két fehérje altal kialakitott szabalyozdsi mechanizmusokat. Egy atomi felbontast
szerkezettel tisztdzni lehetne a ma még sokszor ellentmond6 irodalmi adatokat,
megfigyeléseket is. Klonozassal és heterolog fehérje expresszidval 4 egymassal atfedé6 TAD
fragmentumot dallitottam eld, hogy megtaldljam a domén kotdfelszinét legsziikebben
tartalmazod szakaszt. Kideriilt, hogy a TAD rendezetlen N-terminalis végén 1évd 11 aminosav
nem vesz részt a kotés kialakitdsdban. A transzaktivacios domén TAD2 szubdoménjanak
fontossagara is fény deriilt, mivel hianyaban nem jott 1étre interakcid. Az irodalmi adatokhoz
hasonl6 erésségii kolcsonhatast sikeriilt kimutatnom fluoreszcencia polarizacios (FP) (Kq = 4
+ 0,6uM) és izotermalis titralo kalorimetrias (ITC) (Kg = 2,1 + 0,6uM) mérésekkel. Az
affinitads mellett ITC méréssel meghataroztam a kotés sztochiometridjat €s termodinamikai
paramétereit is. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdpias vizsgalatok soran a TAD
masodlagos szerkezetében jelentds hélix tartalombeli ndvekedést figyeltem meg az S100A4-
hez vald kotédésekor. A kompetitiv FP mérések tovabba azt mutattak, hogy a mar korabban
vizsgalt nem-izom miozin I[IA (NMIIA) és a TAD az S100A4 ugyanazon kotdfelszinéhez
kapcsolodhatnak. Ezek alapjan készitettiink egy S100A4 — TAD komplex szerkezeti modellt,
ahol a CBP — TAD komplex NMR szerkezeténél megfigyelt két rovid hélix az S100A4 egy-
egy alegységének kanonikus kotézsebeibe illeszkedik, kialakitva egy, az S100A4 — NMIIA
szerkezetéhez hasonlo aszimmetrikus fehérje komplexet. Munkam eredményeit felhasznalva

konnyebben eljuthatunk egy atomi felbontasu szerkezet megismeréséig.
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Summary

Increased concentration of S100A4/metastasin is often observed in agressive and
metastatic tumors causing higher death rate [3]. Its role in regulation, which takes place
through Ca?* dependent interactions with a number of known proteins, is not yet fully
understood. It is known that the interaction between the S100A4 and the N-terminal
transactivational domain (TAD) of the p53 tumor supressor protein causes modifications in its
functions [10, 18]. Our goal is to structurally explore the interaction to better understand the
regulatory mechanisms that involve these two proteins. An atomic resolution structure could
clarify the often contradictory data and observations [10, 23]. With molecular cloning and
heterologue expression | produced four overlapping TAD fragments to determine the residues
exclusively involved in S100A4 binding. It turned out that 11 amino acids at the N-terminus
do not participate in the interaction. Moreover, we found that the presence of TAD2
subdomain is essential for the interaction. Similar affinities to former results were observed
[4] using fluorescence polarization (FP) (Kq = 4 £+ 0,6uM) and isothermal titration calorimetry
(ITC) (Kq = 2,1 = 0,6uM) techniques. Aditionally, | determined the stoichiometry and the
thermodinamic parameters of the interaction. According to circular dichroism (CD)
spectroscopic measurements a 30% increase in the a-helix content was observed in the
secondary structure of the TAD, when it was bound to the S100A4 protein. Furthermore,
competitive FP measurements showed that the previously studied non-muscular myosin 1A
(NMIIA) and the TAD bind to the same surface of the S100A4. Based on these results we
modelled the 3D structure of the SI00A4 — TAD complex, where the two short helices bind in
each S100A4 canonical binding pockets forming an asymmetric protein complex, similar to
the S100A4 — NMIIA structure. The results of my work facilitate the protein crystallization

experiments to determine the atomic resolution structure of the S100A4 — TAD complex.

17



Irodalomjegyzék

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Bohlig, L. and K. Rother, One function--multiple mechanisms: the manifold activities of p53 as a transcriptional
repressor. ) Biomed Biotechnol, 2011. 2011: p. 464916.

Mirzayans, R., B. Andrais, A. Scott, and D. Murray, New insights into p53 signaling and cancer cell response to DNA
damage: implications for cancer therapy. ) Biomed Biotechnol, 2012. 2012: p. 170325.

Jenkinson, S.R., R. Barraclough, C.R. West, and P.S. Rudland, S100A4 regulates cell motility and invasion in an in
vitro model for breast cancer metastasis. Br J Cancer, 2004. 90(1): p. 253-62.

van Dieck, J., D.P. Teufel, A.M. Jaulent, M.R. Fernandez-Fernandez, T.J. Rutherford, A. Wyslouch-Cieszynska, and
A.R. Fersht, Posttranslational modifications affect the interaction of S100 proteins with tumor suppressor p53. )
Mol Biol, 2009. 394(5): p. 922-30.

Bieging, K.T. and L.D. Attardi, Deconstructing p53 transcriptional networks in tumor suppression. Trends Cell Biol,
2012. 22(2): p. 97-106.

Sigal, A. and V. Rotter, Oncogenic mutations of the p53 tumor suppressor: the demons of the guardian of the
genome. Cancer Res, 2000. 60(24): p. 6788-93.

Gabizon, R., T. Brandt, S. Sukenik, N. Lahav, M. Lebendiker, D.E. Shalev, D. Veprintsev, and A. Friedler, Specific
recognition of p53 tetramers by peptides derived from p53 interacting proteins. PLoS One, 2012. 7(5): p. e38060.
May, P. and E. May, Twenty years of p53 research: structural and functional aspects of the p53 protein. Oncogene,
1999. 18(53): p. 7621-36.

Pei, D., Y. Zhang, and J. Zheng, Regulation of p53: a collaboration between Mdm2 and Mdmx. Oncotarget, 2012.
3(3): p. 228-35.

Grigorian, M., S. Andresen, E. Tulchinsky, M. Kriajevska, C. Carlberg, C. Kruse, M. Cohn, N. Ambartsumian, A.
Christensen, G. Selivanova, and E. Lukanidin, Tumor suppressor p53 protein is a new target for the metastasis-
associated Mts1/S100A4 protein: functional consequences of their interaction. J Biol Chem, 2001. 276(25): p.
22699-708.

Lee, C.W., J.C. Ferreon, A.C. Ferreon, M. Arai, and P.E. Wright, Graded enhancement of p53 binding to CREB-
binding protein (CBP) by multisite phosphorylation. Proc Natl Acad Sci U S A, 2010. 107(45): p. 19290-5.

Garrett, S.C., K.M. Varney, D.J. Weber, and A.R. Bresnick, S100A4, a mediator of metastasis. ) Biol Chem, 2006.
281(2): p. 677-80.

Gingras, A.R., J. Basran, A. Prescott, M. Kriajevska, C.R. Bagshaw, and I.L. Barsukov, Crystal structure of the Ca(2+)-
form and Ca(2+)-binding kinetics of metastasis-associated protein, S100A4. FEBS Lett, 2008. 582(12): p. 1651-6.
Kiss, B., A. Duelli, L. Radnai, K.A. Kekesi, G. Katona, and L. Nyitray, Crystal structure of the S100A4-nonmuscle
myosin IIA tail fragment complex reveals an asymmetric target binding mechanism. Proc Natl Acad Sci U S A,
2012. 109(16): p. 6048-53.

Malashkevich, V.N., K.M. Varney, S.C. Garrett, P.T. Wilder, D. Knight, T.H. Charpentier, U.A. Ramagopal, S.C. Aimo,
D.J. Weber, and A.R. Bresnick, Structure of Ca2+-bound S100A4 and its interaction with peptides derived from
nonmuscle myosin-IIA. Biochemistry, 2008. 47(18): p. 5111-26.

Santamaria-Kisiel, L., A.C. Rintala-Dempsey, and G.S. Shaw, Calcium-dependent and -independent interactions of
the $S100 protein family. Biochem J, 2006. 396(2): p. 201-14.

Grigorian, M. and E. Lukanidin, [Activator of metastasis in cancer cells, Mst1/S100A4 protein binds to tumor
suppressor protein p53]. Genetika, 2003. 39(7): p. 900-8.

C, E.L.N., B. Grum-Schwensen, A. Mansouri, M. Grigorian, E. Santoni-Rugiu, T. Hansen, M. Kriajevska, B.W.
Schafer, C.W. Heizmann, E. Lukanidin, and N. Ambartsumian, Cancer predisposition in mice deficient for the
metastasis-associated Mts1(S100A4) gene. Oncogene, 2004. 23(20): p. 3670-80.

Semov, A., M.J. Moreno, A. Onichtchenko, A. Abulrob, M. Ball, I. Ekiel, G. Pietrzynski, D. Stanimirovic, and V.
Alakhov, Metastasis-associated protein S100A4 induces angiogenesis through interaction with Annexin Il and
accelerated plasmin formation. J Biol Chem, 2005. 280(21): p. 20833-41.

Li, Z.H., N.G. Dulyaninova, R.P. House, S.C. Almo, and A.R. Bresnick, SI00A4 regulates macrophage chemotaxis.
Mol Biol Cell, 2010. 21(15): p. 2598-610.

van Dieck, J., T. Brandt, D.P. Teufel, D.B. Veprintsev, A.C. Joerger, and A.R. Fersht, Molecular basis of S100 proteins
interacting with the p53 homologs p63 and p73. Oncogene, 2010. 29(14): p. 2024-35.

Fernandez-Fernandez, M.R., D.B. Veprintsev, and A.R. Fersht, Proteins of the S100 family regulate the
oligomerization of p53 tumor suppressor. Proc Natl Acad Sci U S A, 2005. 102(13): p. 4735-40.

van Dieck, J., M.R. Fernandez-Fernandez, D.B. Veprintsev, and A.R. Fersht, Modulation of the oligomerization state
of p53 by differential binding of proteins of the S100 family to p53 monomers and tetramers. ) Biol Chem, 2009.
284(20): p. 13804-11.

Wang, Z.X., An exact mathematical expression for describing competitive binding of two different ligands to a
protein molecule. FEBS Lett, 1995. 360(2): p. 111-4.

Wojciak, J.M., M.A. Martinez-Yamout, H.J. Dyson, and P.E. Wright, Structural basis for recruitment of CBP/p300
coactivators by STAT1 and STAT2 transactivation domains. EMBO J, 2009. 28(7): p. 948-58.

18



26.

27.

28.

Inman, K.G., R. Yang, R.R. Rustandi, K.E. Miller, D.M. Baldisseri, and D.J. Weber, Solution NMR structure of S100B
bound to the high-affinity target peptide TRTK-12. ) Mol Biol, 2002. 324(5): p. 1003-14.
Rustandi, R.R., D.M. Baldisseri, and D.J. Weber, Structure of the negative reqgulatory domain of p53 bound to

S100B(betabeta). Nat Struct Biol, 2000. 7(7): p. 570-4.
Rety, S., J. Sopkova, M. Renouard, D. Osterloh, V. Gerke, S. Tabaries, F. Russo-Marie, and A. Lewit-Bentley, The

crystal structure of a complex of p11 with the annexin Il N-terminal peptide. Nat Struct Biol, 1999. 6(1): p. 89-95.

19



Koszonetnyilvanitas

Koszonetet mondok Dr. Nyitray Laszlo és Kiss Bence témavezetdimnek, hogy
lehetdséget biztositottak munkam sikeres elvégzéséhez és dolgozatom megirdsdhoz, valamint
Dr. Patthy Andréasnak és Dr. Kékesi Katalinnak a peptid szintézisért és a tomegspektrometrids

mérésekért.

Koszonetet mondok Radnai Laszlonak, Rapali Péternek, Bakos Anitanak és Biri

Beatanak hasznos szakmai tanacsaikért €s segitokészségiikeért.

20



Szerzoi hozzajarulas és nyilatkozat

Név: Ecsédi Péter
ELTE Természettudomanyi Kar, szak: Biologia Msc.
OTDK dolgozatom cime: Az S100A4/metasztazin és a pS3 kolcsonhatasanak szerkezeti
vizsgalata
A dolgozat szerzdjeként kijelentem, hogy a dolgozatom soran az alabbi munkakat magam
végeztem:

- A TAD fragmentumok klénozasat és rekombinans fehérjeként torténd eldallitasukat.

- Az S100A4 fehérje expresszaltatasat és tisztitasat.

- ITC, CD spektroszkdpias és fluoreszcencia polarizaciés méréseket.

- Fehérje kristalyositasat.
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