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1. Bevezetés

1.1. A human p53 szerepe és jellemzése

1.1.1. A p53 felfedezése

A rakbetegség kialakulasanak egyik f6 okozoja a sejtciklus ellenérzésében szerepet jatszo
gének hibas mitkodése. Az 1970-es években valtak altalanossa azok a médszerek, amelyekkel
virdlis onkogének sejtekbe torténd transzformalasinak hatdsat vizsgaltdk. Az egyik
leggyakrabban hasznélt kisérleti eszkbz az SV40 majomvirus (simian virus 40) nagy T
antigénje volt, amelyrdl kideriilt, hogy 6nmagéban szikséges és elégséges a daganatos
sejttranszformacio létrejottéhez. 1979-ben tdbb kdzlemény is megjelent, amelyekben egy 53
kDa tomegii cellularis fehérjét irtak le (eleinte cellularis T antigénnek hivtak, kés6bb p53-nak
nevezték el), amely az SV40 virus nagy T antigénjével kdlcsdnhat transzformalt
egérsejtekben [1-4]. Mas vizsgalatokban azt talaltak, hogy tobbféle, kiilonbozé moddon
transzformalt sejtvonalban is felhalmozddik ez a fehérje, akarcsak human tumorokbdl
szarmazo rékos sejtekben [5]. Az els6 adat a p53 lehetséges szerepérél az a megfigyelés volt,
amikor Mercer és munkatarsai p53 ellenanyagot mikroinjektaltak szovettenyészetbe és
észrevették, hogy a sejtek késobb 1épnek be a sejtciklus S fazisdba [6]. Ez a megfigyelés azt
valdszintsitette, hogy a p53-nak fontos szerepe van a sejtciklus szabalyozasaban.

Az 1980-as évek elején a p53 cDNS, majd késébb a gén klonozasa megteremtette a
lehetdségét a részletes molekularis genetikai vizsgalatoknak [7-10]. 1984-ben tobb fuggetlen
kozleményben kozolték, hogy régcsalosejtekben a p53 egyiittmiikddik az onkogén Ras
fehérjével (tumoros sejtekben), noveli a sejtosztodasok szamat és akar halhatatlannd is képes
tenni a sejtkultdrdt [11-13]. Ha a gén fehérjekddold részének bizonyos pozicidiban
mutéciokat hoztak létre, a p53 onkogén aktivaciojat figyelték meg [14]. Ezen kisérleti adatok
alapjan a p53-at egy protoonkogénnek gondoltak, a tumoros sejtekben megfigyelt gyakori
felhalmozddasédbol pedig azt a konkluzidt vonték le, hogy a megvaltozott (onkogén) p53 rék
kialakulasat eredmeényezi. 1989-ben kiderult, hogy az eleinte hasznalt p53 cDNS klonok
pontmutacidkat tartalmaztak, ezért az addig kapott eredményeket 4t kellett gondolni. Mikor

egészséges sejtekbOl szarmazd p53 cDNS-t fejeztek ki sejtekben, nem taldltak onkogén



hatast, s6t az addigiakkal ellentétben, a sejtkultdraban a sejtosztodas gatlasat eredményezte a
fehérje expresszidja [15-17]. Mint tovabbi vizsgalatok kimutattak, a p53 inaktivalasa nagyon
gyakori a rédkos daganatokban, ezért az el6bbiekben vazoltaknak megfeleléen, mai

ismereteink szerint a p53 gén sokkal inkabb tumorszupresszor, mint protoonkogén.

1.1.2. A p53 miikodésének szabalyozasa a fehérje poszttranszlacios modositasaival

1.1.2.1. A p53 szdmos poszttranszlaciés modositas célfehérjéje

A p53 fehérje a sejtet éré kiillonbozo tipusu stresszhatasokra adott valaszként képes
leallitani a sejtciklust, szerepet jatszik a sejtoregedés szabalyozasaban és apoptdzist kivaltva a
sejt pusztulasat is el6idézheti. A p53 aktivalasanak rendkivil preciz szabalyozésa
kulcsfontossagl a tumorok kialakuldsdnak megakadélyozasahoz, illetve a normalis
sejtnOvekedés fenntartdésdhoz. A p53 fehérje stabilizaldsa és transzkripcios aktivaldsa
meghatdroz6 a sejt genotoxikus stresszhatdsokkal folytatott kiizdelmében. A p53
szabalyozéasa leginkabb a fehérjén bekovetkezd valtozatos poszttranszlaciés modositasokkal
torténik: foszforilacioval, acetilacioval, metilaciéval, ubiquitinacidéval, sumoilacidval,
neddylacioval. A kovetkezOkben - a teljesseg igénye nélkul - sorra veszem a fehérjén

végbemend modositasok legfontosabb funkcioit.

1.1.2.2. A p53 stabilizalasdnak szabalyozasa

Sokaig ugy gondoltak, hogy normal sejtekben, amelyek nincsenek stresszhatasnak
kitéve, nincs, vagy csak miniméalis a p53 aktivitds. A p53 gén konstitutivan atirddik, majd a
mRNS fehérjére forditodik. A p53 fehérje alacsony stabilitds, mennyiségét a sejtben az
ubiquitin-fuggo, illetve ubiquitin-figgetlen 26S és 20S proteoszdma altali lebontésa
szabalyozza [18]. Miel6tt ezekkel foglalkoznank, érdemes a p53 szerkezetét megvizsgalni. Az
aktiv p53 fehérje a sejtekben homotetramer forméajaban van jelen [19]. A monomer fehérje
tartalmaz egy N-terminélis domeént, amelynek egy része a transzkripci6 aktivacios domén (1-
73 aminosavak), mésik fele a prolin-gazdag SH3 régié (63-97 aminosavak). A fehérje
ko6zépso részén talalhatd egy specidlis DNS szekvenciakat felismerd és koté domén (94-312

aminosavak). Ez a régio a f6 célpontja az onkogenitast el6idéz6 pontmutécioknak. A fehérje



C-terminalisa tartalmaz egy oligomeriz&ciés domént (325-355 aminosavak) és egy bazikus
aminosavakban gazdag, ugynevezett basic domént (360-393 aminosavak), amelyek a p53
szabalyozasanak fontos részei [20].

A p53 fehérje ubiquitin-fiiggd lebontasat a 26S proteoszéma végzi, az ubiquitin
molekulakat E3 ubiquitin-ligdzok kapcsoljak a p53-ra. A legrészletesebben tanulményozott
E3 ligaz a Mouse double minute 2 (tovibbiakban Mdm2), amely egy p53-szabalyozott gén
terméke [21, 22]. A p53 mennyiségének ndvekedése az Mdm2 szint ndvekedéséhez vezet,
amely viszont a p53 26S proteoszoéma altali lebontasat eredményezi azaltal, hogy az Mdm2 a
p53 amino-terminalisahoz kotddik, majd a tumorszupresszor fehérje karboxil-termindlis lizin
oldallancahoz ubiquitin molekulakat kapcsol. Ennek eredményeként a p53 a sejtmagbdl a
citoplazméba szallitodik és a proteoszomaban lebomlik. A p53 Mdm?2 altali szabalyozasa egy
autoregulécios visszacsatolasos folyamat. Az Mdm2 aktivitdsdnak szabalyozdsdban fontos
faktor az MdmX molekula. Ez a fehérje hasonlod szerkezetli, mint az Mdm2, de nem
rendelkezik E3 ubiquitin-ligaz aktivitassal, igy a p53-hoz kotédve nem indukalja annak
pedig fokozza [24-26]. A p53 sejten bellili mennyiségének finom szabalyozéasaban fontos
szerepe van a HAUSP deubiquitinalé enzimnek is. Ez a fehérje képes eltavolitani az ubiquitin
molekulakat az Mdm2-r6l, ezzel stabilizalva azt (és el6idézve a p53 lebontasat) [27-29].
Ugyanakkor a p53-rol is el tudja tavolitani a multiubiquitin lancot, ezzel stabilizilva a fehérje
szintjét [30]. Az ARF fehérje Mdm2-h6z kotddve képes gatolni annak E3 ubiquitin-ligiz
aktivitasat, ezzel stabilizdlja a p53 szintjét és apoptozist indukal [31]. A kdzelmultban més E3
lighzokrol (Copl, Pirh2, ARF-BP/MULE, CHIP) is bebizonyosodott, hogy részt vesznek a
p53-szint szabalyozésaban [32-35]. A Copl és Pirh2 ubiquitin ligdzok génjei is p53 célgenek,
hasonl6an az Mdm2-héz, ezeknél is visszacsatolasos szabalyozas van. A p53 ubiquitin-fiiggd
lebontasat tehat egy bonyolult rendszert alkoto, tobb egymaéssal kdlcsonhatd és egymast is
szabalyoz6 faktor végzi.

A p53 ubiquitin-fuggetlen mddon is degraddlodhat, ezt a folyamatot a 20S
proteoszoma végzi [36]. A 20S proteoszomas lebontas olyan fehérjékre jellemz6, amelyek
ugynevezett struktdralatlan régidkat tartalmaznak. Ez a mechanizmus alkalmas denaturdlt
fehérjék gyors lebontésara is [37]. A p53 az amino - és a karboxil-terminalisan is tartalmaz
ilyen régiokat, a lebontast a NQO1 molekula szabélyozza, ami egy NAD(P)H - fiiggd quinin
oxidoreduktéaz [38].



a
=2 T @
NADH—>/
-

~

Ub<— m“
EEN

—

= (e2r1) +—(ome]

14
13

1. &bra: a p53 lebontasénak szabalyozasa a proteoszoméban [39]

A p53 lebontdsa megval6sulhat ubiquitin-fuggetlen 20S proteoszémas és ubiquitin-fiiggd 26S
proteoszomas degradacidval. Ez utébbi folyamat rendkivil bonyolult, szamos E3 ubiquitin
lighz (Mdm2, Cop1, Pirh2, ARF-BP/MULE), illetve ezek géatl6 fehérjéi vesznek részt benne.

A p53 mennyiségének szabalyozdsa kodzvetlenil a fehérje ubiquitinilésaval és
proteoszomaban torténd lebontasaval valdsul meg. A folyamatot rendkivill dsszetetté teszi,
hogy a p53-at ubiquitindlé faktorok (példaul az Mdmz2) és a p53 is szdamos méas kovalens
modositdson megy at, amelyek hatassal vannak a fehérje stabilitdsara. Napjainkban a p53
tobb, mint 20 kulénb6zé aminosavardl ismert, hogy kovalens modositason mehet keresztiil.
Ezek a modositasok elsdsorban a fehérje N,- és C-terminalisin mehetnek végbe. Az N-
terminalison bekovetkez6 modositasok (példaul Serl5, Ser20, Thr18 foszforilacid) elsésorban
a p53-Mdm2 kotést befolyasoljak, ezaltal a fehérje stabilitasat hatdrozzék meg [40]. A
modositasok tipusatol fliggden a p53 kiilonbozoé transzkripcids koaktivatorokkal és
korepresszorokkal hat kolcson, amelyek meghatarozzak a fehérje kotédését a kiilonbozo
génekben talalhatd p53 valasz-elemekhez. A fehérje acetilalasa szintén hozzajarul annak
stabilizalasdhoz [41] és transzkripcids aktivalasahoz. A sejtben talalhato deacetildz enzimek
gatlasdval az endogén p53 szintje megnovekszik [42]. A sokoldali Mdm2 meg tudja
akadalyozni a CBP/p300 fehérjék altal végzett p53-acetilaciot [42]. A p53 C-termindlisan
szamos esetben ugyanazok a lizin aminosavak az ubiquitinacio és acetil&cio célpontjai is, ami
azt mutatja, hogy kompeticié van a két mddositds kozott ezekért a lizinekért. S6t, azt is
kimutattak, hogy a p53 acetilacié gatolja a p53 ubiquitindciot in vivo nemcsak az acetildlt,

hanem a nem acetilalt lizineken is [43].




1.1.2.3. A p53 stresszhatasokra torténo aktivalodasa

A p53 aktivalodasat szamos, a sejtet ért stresszhatas eléidézheti, mint példaul hipoxia
vagy ischémia [44], kiilonboz6é citokinek, vagy ndvekedési faktorok hianya [45, 46],
megvaltozott adhéziés kapcsolatok [47], hibas integrinek [48], hibdk a citoszkeletalis
hal6zatban [49-51], poliploid sejtek felhalmozddasa [52], a mitdtikus orsé hibaja [51], hipo-
és hipertermia [53, 54]. Ezek a koriilmények karakterisztikus modositasokat idéznek el
egyrészt a p53 fehérjén, mésrészt abban a rendkivil dsszetett rendszerben, amely a p53
mennyiségét és aktivitasdt meghatarozza. Napjainkban a DNS kérosodas &ltal indukalt p53
aktivalodasi folyamatok a legjobban ismertek. Ezek kdzul mutatok be egyet.

Az ioniz&l6 (példaul y) sugarzas elsésorban DNS toréseket okoz, amelyeket szenzor
fehérjék- RAD1, RADY, Husl heterotrimerek - ismernek fel. A felfogott jel aktivalja az ATM
kinazt, amely célfehérjéket modosit. Foszforilalja példaul a H2AX hisztont, vagy a p53-at
kozvetlenul a Serl5 pozicidban, illetve - a Chk2 foszforilaldsaval - kozvetve a Ser20
aminosavan is [55-59].

Az UV sugérzds nagyfokl DNS kérosodast okoz. Ez a transzkripcié elongacio
leallitisdhoz vezet azaltal, hogy gatlodik az RNS polimeraz 1l tovabbhaladdsa a DNS-en.
Ebben az esetben az ATR kinaz aktivalodik, amely kdzvetlenil foszforilalja a p53 Serl5
aminosavat és a Chk1 aktivalasaval a Ser20 is foszforilalodik [60, 61]. Az RNS polimeraz 11
megallasat a BRCAL fehérje is érzékeli. Ez a fehérje a C-terminalisin foszforilalt
polimerdzhoz kapcsolodik az elongacié sorén [62]. A transzkripcios blokk létrejottekor a
BRCA1 foszforilalodik, majd a komplextdl elszakadva a javitd mechanizmusok

beinditasiban jatszik szerepet [63].

1.1.3. A p53 sumoiléacios célfehérje

1.1.3.1. A sumoilaci6 folyamata

A sumoiléci6 egy, az ubiqutinaciéhoz hasonld harom lépéses folyamat, amelynek
eredményeképpen egy kis polipeptid molekula reverzibilisen kotédik a célfehérjéhez. A
modositandd fehérjére kotddé polipeptid a SUMO (small ubiquitin-related modifier)

molekula, amelynek génjét 1995-ben Saccharomyces cerevisiae-ben azonositottak [64]. A



SUMO fehérjék korllbelil 10 kDa nagysagii molekuldk, az ubiquitinhez meglehetdsen
hasonlé hadromdimenzids szerkezettel (érdekes mdédon aminosav szekvenciaban kevesebb,
mint 20% a megegyezes) [65]. Minden SUMO fehérje hordoz egy 10-25 aminosav
hosszUsagu struktdralatlan régiot az N-terminalisan, amely méas ubiquitin-szerii fehérjékre
nem jellemzé. A SUMO fehérjéket az eukariotdk vildgdban mindenhol megtaldljuk: az
¢lesztd, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster egyetlen SUMO génnel
rendelkezik, ndvényekben és gerincesekben viszont tobb SUMO gént talalunk. A human
genom négy kiillonboz6 SUMO fehérjét kodol: SUMOI1-SUMO4 [66, 67]. A SUMOL-
SUMO?3 altalanosan kifejez0d6 fehérje, mig a SUMO4 elsGsorban a vesében, 1épben és a
nyirokcsomokban fejezédik ki [66]. A SUMO fehérjék kifejez6désiik utan érési folyamaton
mennek keresztil, ahol SUMO-specifikus protedzok 2-11 aminosavat tvolitanak el a fehérje
C-terminalisarol.

Elesztd két-hibrid rendszerben kimutattak, hogy a SUMO a human RAD51, RAD52,
FAS és PML fehérjékhez is kotédik [68]. Azt, hogy a SUMO ténylegesen, reverzibilisen
kotédik egy fehérjemolekuldhoz, egyiddben két csoport mutatta ki, 6k a RanGAP1 (Ran
GTPase-activating protein) fehérjén bekovetkez6 SUMO modositast azonositottak [69, 70].
Az ezt kovet6 tiz évben azonositottak a sumoilacios rendszer elemeit, napjainkban pedig mar
tobbszaz fehérjérdl tudjuk, hogy SUMO madositason esik at.

Mind az ubiquitindciot mind a sumoilaciét egy haromféle fehérjébdl allo
enzimkaszkad hajtja végre. Az ubiquitindciéhoz hasonldéan a sumoilaciénal is a maédosito
molekula C-terminalis glicin aminosava és a modositand6 fehérje lizin (Lys) aminosavanak -
amino csoportja kozott jon létre izopeptid kotés. A folyamat els6 1épésében az érett SUMO
molekulat C-terminalisdn az E1 aktival6 enzim heterodimer (AOS1-UBA?2) aktivélja [71]. Ez
egy ATP igényes folyamat. Eredményeképpen egy SUMO-adenilat kdztestermék keletkezik,
majd az UBA2 Katalitikus cisztein (Cys) aminosava és a SUMO fehérje C-terminalis
karboxil-csoportja kozott tioészter kotés jon létre. A SUMO ezt kovetéen az UBC9 E2
konjugald enzimre Keriil, az el6z6 1épéshez hasonldan itt is tioészter kotést létrehozva a
modositofehérje C-terminélis karboxil-csoportja és az UBC9 katalitikus ciszteinje kozott
[72]. Végul az UBC9 a SUMO-t a szubsztrathoz széllitja, ahol létrejon az izopeptid kotés a
SUMO molekula C-terminalis glicin aminosava és a célfehérje Lys aminosavanak g-amino
csoportja kdzott. Az utolso I1épést E3 ligzok katalizaljdk. Szamos E3 ligaz csoport ismert:
SP-RING motivumot tartalmazo E3 ligdzok (PIAS csaldd, MMS21, Zip3), RanBP2 E3 ligaz,
Pc2 E3 ligdz [73-78]. A legtdbb esetben egyetlen SUMO molekula kotédik a célfehérjéhez,



de megfigyelték poli-SUMO lanc létrejottét is elesztd, illetve emlés rendszerekben. Ezek
funkcidja, hogy ubiquitinacios szignalként szolgalnak a médositott fehérjén [79, 80].
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2. abra: a sumoilacio sematikus mechanizmusa [81]

Az éretlen SUMO fehérje C-termindlisardl szintézise utan szentrin-specifikus proteazok
(SENP) hasitanak le egy néhdny aminosav hosszUsagu peptidet, ezéltal létrehozva a
funkcioképes SUMO molekulat. A SUMO-t az UBA2-AOS1 fehérje heterodimer aktivélja
ATP energiajanak felhasznaldsaval. Ezt kdvetden az UBC9 konjugald enzimhez kotddik az
aktivalt SUMO, majd E3 lighz enzimek kapcsoljak a célfehérje lizin aminosavahoz. A
sumoilacid6 megfordithaté folyamat: a szentrin-specifikus protedzok képesek eltavolitani a
SUMO-t a célfehérjérol.

A sumoildcié megfordihatd folyamat, a szubsztratrol a SUMO molekulat specifikus
protedzok tavolitjak el. Jelenleg egyetlen SUMO-specifikus protedzt kodolé géncsalad ismert,
amelynek géntermékét élesztében Ulp-nek (Ulpl és Ulp2), huménban szentrin-specifikus
protedznak (SENP1-SENP6) nevezik [82, 83]. Ezek a fehérjék azon tilmenden, hogy képesek
a SUMO molekula célfehérjérél torténd eltavolitasat elvégezni, C-termindlis hidrolaz
aktivitdsuk miatt az tjonnan szintetizalt SUMO fehérjék érésében is szerepet jatszanak.

A SUMO molekula kapcsolodésa egy fehérjére csak adott pozicioban mehet végbe, a
SUMO egy lizin aminosavhoz kotédik. A konszenzus SUMO akceptor hely megtalalésa
azutan valt lehetévé, hogy szamos sumoilalodé fehérjén a sumoilécios lizin kérnyezetét
térképezték [84-86]. A sumoilécios akceptor helyet négy aminosav alkotja: wKXE (ahol y

egy hidrofob aminosav, K lizin, X barmilyen aminosav, E glutaminsav).
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1.1.3.2. A SUMO-modosités biolégiai funkcidja

Bar a sumoilacioban szerepet jatsz6 enzimek azonositdsa viszonylag gyorsan
megtortént, a modositas tényleges bioldgiai szerepér6l hianyosak ismereteink. Szamos
fehérjérdl leirtak, hogy sumoilalodik, de sok esetben nem tudjuk, hogy mi a modositas
szerepe. Az is ismert, hogy sokszor egy adott fehérjének csak kis része (a teljes mennyiség
néhany szazaléka) esik at modositason, mégis jelentds valtozas kovetkezhet be. Jelenleg a
sumoilcid nehany fontos bioldgiai funkcidja mar ismert, ezeket veszem most sorra.

Szamos sumoilaciés célfehérje nagyon fontos szereppel bir a génexpresszio
szabalyzasdban.  Taldlunk  koztuk  transzkripciés  aktivatorokat,  represszorokat,
koaktivatorokat, korepresszorokat. A modositas jelenléte altalaban transzkripcios gatlast idéz
el6. Ez alapvetden két modon lehetséges. Az egyik lehetdség, hogy sumoildlt transzkripcios
faktorok kotddnek egy adott promoterhez és ezaltal képesek represszélni bizonyos géneket.
Az is el6fordulhat, hogy a PML nukleéris testek (promyelocytic leukaemia nuclear body,
PML-NB) felépitésében résztvevo fehérjék (PML, Spl100, Daxx, p53) SUMO-mddositasa
miatt kovetkezik be PML-szabalyzott gének gatlasa [87]. Sz&dmos transzkripcios faktor
szabalyzasa a PML nukleéaris testekkel torténé kolcsonhatassal valosul meg, illetve ezen
struktarak Osszeszerel6déséhez is bizonyos felépitd fehérjék (példaul a PML fehérje) SUMO-
modositasa szlikséges. A PML sumoilaltsagi fokatol fiiggben szamos modon képes
transzkripci6 szabalyzésra. Bér a legtobb SUMO-modositott transzkripcids faktor gatlo hatast
fejt ki, vannak fehérjék (HSF1, HSF2, Tcf-4) amelyek sumoildlt forméban transzkripcios
aktivalast idéznek el6 [88-90].

A sumoildcié fontos szerepet jatszik a magasabbrendii kromoszémaszerkezet és a
kromoszdmaszegregécio kialakitasdban. A sumoildcié hidnyos S. pombe torzsek példaul
¢letképesek, de nagyon lassan nének, érzékenyek DNS karosito vegyiiletekre, hibds mitozisuk
van és meghosszabbodott telomerrel rendelkeznek [91-93]. Az ecetmuslica egyik E3 ligazat a
DmPias-t, mint a pozici6 effektus variegicid szupresszorat azonositottdk [94]. A DmPias
mutansoknal szintén kromoszOmaszegregacios problémak, telomer hibak figyelhetéek meg
[94].

A DNS-javité mechanizmusokban résztvevo fehérjék koziil is bizonyitott néhanyrol,
hogy a SUMO-modositas fontos a megfelelé miikodéstikhdz. A timin DNS glikozilaz (TDG)
a rosszul pérosodott DNS-b6l képes timin eltavolitasara. Funkcidja pontos betoltéséhez

sumoildlodnia kell [95]. Az éleszt posztreplikacids javitd mechanizmusaiban részt vevo
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PCNA (proliferating cell nuclear antigen) molekula miikodésének szabalyzasaban a SUMO-
maodositasnak nagyon fontos szerepe van [96].

A humén RanGAPL1 is sumoilacios célfehérje. Ez a faktor a sejtmag és a citoplazma
kozotti transzportfolyamatokban jatszik fontos szerepet. Sumoilélt allapotban az NPC-hez
(nuclear pore complex) kapcsolodik és ez a sejtmagi transzport elengedhetetlen Iépése [69].
Az is el6fordulhat, hogy egy fehérje sumoilalt, illetve modositatlan formaja kiilonb6z6 sejten
belili elhelyezkedést mutat, mintegy a SUMO-modositast haszndlva fel a citoplazma és
sejtmag kozotti transzportjahoz [97].

A gyulladasos folyamatokra adott vélaszreakciok fontos faktora az NFxB
transzkripcios faktor, amelynek aktiviciojadhoz az IxkBa fehérje (amely NF«kB inhibitor)
ubiquitin-figgd lebontasara van sziikség. Azonban, ha az IkBa sumoilalodik, akkor nem
bomlik le, mert ugyanazon a lizin aminosavon torténik a SUMO és ubiquitin altali modositasa
is [98]. Emlbs sejtekben a SUMO tultermelése nem csak az IkBo-t stabilizalja, hanem az

NF«kB-fuggd transzkripciot is gatolja [98].

1.1.3.3. A sumoil&cié szerepe a human p53 fehérjén

A p53 szabélyozasdnak fontos elemei a fehérje C-terminalisan végbemend
poszttranszlacios moédositasok. Rodriguez és munkatarsai 1999-ben mutattdk ki, hogy a
humén p53 a SUMO modositas egyik célfehérjéje [99]. U20S sejteket kezeltek UV
sugarzassal, majd azokat Gsszegyiijtve Western analizissel a p53 mddositatlan, és SUMO1-
modositott formdjat azonositottak. Ezt kovetéen a fehérjének delécids mutans valtozatait
hoztak létre, és megallapitottdk, hogy a sumoilacié a C-terminalison torténik. Végul olyan
konstrukciokat készitettek, ahol a fehérje C-terminélisanak egy-egy lizin aminosavat
argininre (K—R) valtoztatték, igy kimutattak, hogy a humén p53 386-0s pozicidban talalhatd
lizinje a SUMO modositéas célpontja.

Miutan kiderlt, hogy a p53 sumoilacios célfehérje, rogton adodott a kérdés, hogy mi
lehet a SUMO madosités szerepe a p53-on. Luciferdz-teszttel Rodriguez és munkatérsai azt
talaltak, hogy a fehérje modositott forméja erds transzkripcié aktivald képességgel
rendelkezik [99]. Azt is megallapitottdk, hogy a K386R mutans sumoilalodni nem, de
ubiquitindlédni képes, ezért a p53-nal nincs kompeticio e két poszttranszlaciés modositas

kozott. Ezt az eredményt Miiller és munkatarsai is meger0sitették, akik sejtkulturaban Mdm?2
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thltermelés esetén dramai emelkedést tapasztaltak az ubiquitindlt p53 mennyiségében, de a
sumoilalt forma mennyisége nem valtozott [100]. A SUMO-mddositas p53 transzkripcidjara
gyakorolt hatasdval kapcsolatos eredmények azonban ellentmondéasosak, mert Kwek és
munkatarsai nem talaltak kilonbséget a médositott és modositatlan fehérje transzkripcios
aktivitdsa kozott [101]. Tovabbi ellentmondasok vannak a PIAS1 E3 SUMO-ligaznak a p53
transzaktivalo hatasara gyakorolt szerepével kapcsolatban: Schmidt és Mdller a PIAS1 gétl6
hatdsat mutattdk ki [102], mig Megidish és munkatarsai p53-transzaktivacios ndvekedest
mutattak ki PIAS1 hat4sara, ami p53-fiiggé blokkot valtott ki a sejtciklus G1 fazisaban [103].
Még jobban dsszezavarja a képet, hogy mindkét csoportnal hasonlé eredmeények sziilettek
akkor is, ha a PIAS1 sumoilacios aktivitasdhoz szilkséges RING domén hianyzott a fehérjébol
[102, 103]. Ez ugyanis azt mutatja, hogy bar a PIAS1 mddositja a p53 transzaktivald hatasat,
de a sumoilaciétol fiiggetlenil. Kwek és munkatérsai azt is bizonyitottak, hogy a p53 fehérje
lokalizacidja nem véltozik meg SUMO-madosités hatasara [101]. Kimutattik azt is, hogy az
ubiquitinicidhoz hasonldan, a p53 hiperfoszforilalt llapota megakadalyozza a fehérje SUMO
modositasat [100]. Valosziniileg a sumoilacié ahhoz is szlikséges, hogy a p53 Kkifejtse
apoptotikus aktivitasat, mert a K386R mutéans fehérje kevesbé tud apoptdzist kivaltani, mint a
sumoilalédni képes vad tipusu fehérje [100].

A p53 szabdalyzasaban a sumoilacio fontos szerepet tolt be, de a fenti eredményekb6l
az is latszik, hogy a SUMO-modositas mellett szamos més faktor is elengedhetetlen a fehérje
preciz miikodéshez. Ujabb kdzlemények arra mutatnak ra, hogy az Mdm2 nemcsak a p53
proteoszoOmas lebontasat iranyitja, hanem befolyasolja a sumoiléciojat is [104, 105].
Sejtkultirén végzett transzfekcios kisérletben az Mdm2-t kotni képtelen p53 muténs csak
kismertékben tudott sumoilalddni [105]. Ha viszont taltermelték az Mdm2-t, jelentdsen nétt a
SUMO-maddositott p53 frakcio, ezt a ndvekedést az ARF tultermelése tovabb fokozta [105].
Az is vilagossa VAalt, hogy az Mdm2-nek kotédnie kell a p53-hoz és tartalmaznia kell
nukleéris lokalizacios szignal (NLS) szekvenciat, hogy a p53 sumoilacidjat fokozza [105]. Ez
alapjan azt mondhatjuk, hogy az Mdm?2 belép a sejtmagba, ott kotédik p53-hoz és igy tudja
el6segiteni a fehérje mddositasat. A folyamat azonban ennél bonyolultabb: az ARF szintén
fokozza a SUMO-modositott p53 mennyiségét. Ehhez N-terminalisaval kot6édnie kell az
Mdm2-hdz, C-terminélisa pedig sziikséges a p53 sumoildcid noveléséhez [105]. Az ARF és
Mdmz2 éltal fokozott p53 SUMO-mddositas csak akkor kovetkezik be, ha a p53 tartalmaz
nukleolaris lokalizacios szigndl (NoLS) szekvenciat is, azaz a sejtmagvacskdba képes
szallitédni [105]. Az elobb emlitett eredmények alapjan gy tinik, hogy az ARF-Mdm?2

kolesonhatas elésegiti a sejtmagvacskaban a sumoilacios faktorok dsszeszerelodését, amelyek
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mind az Mdm2, mind a p53 sumoilacidjat végzik. Carter és munkatarsai eredményei alapjan a
p53 széllitasahoz szilkséges az Mdm2 E3 ligaz aktivitasu doménje. A Pias E3 SUMO ligaz
doménje fokozza a szallitast, de csak Mdm2 jelenlétében [104]. A Pias és az Mdm2
jelenlétében a p53 kis frakcioja sumoildlodik. Viszont egy olyan Mdm2 muténs, amely csak
monoubiquitindlni képes a p53-at, sokkal jobban tudja fokozni a p53 SUMO-mddositasat
[104]. Valoszinileg az Mdm?2-altal kivaltott monoubiquitinacié elésegiti a p53-on mas
modositasok, példaul a sumoildcio létrejottét. Li és munkatérsai kimutattdk, hogy a p53-at
nemcsak a SUMO1, hanem a SUMO2 és SUMO3 (ezek szekvencigja 96%-ban azonos) is
képes modositani [106]. Ennek vélhetéen mas szerepe is van, mint a SUMOI1 altali
modositasnak. A munkacsoport bizonyitotta, hogy a SUMO2/3 altali sumoilacié hidrogén-
peroxid kezelés altal eldidézett oxidativ stressz hatasara novekszik, mig a SUMO1 moédositas
ardnya nem valtozik [106]. Belattak, hogy a SUMO2/3 kotédése a p53-hoz a sejtoregedést is
befolyasolja, és noveli a p53 transzkripcios aktivitasat [106]. Kimutattdk azt is, hogy a
SUMO2/3 a SUMO1-hez hasonlban a p53 386-0s lizinjéhez képes kotddni [106].

A p53 sumoilacidjanak felfedezése o6ta eltelt egy évtizedben szdmos kozlemény
foglalkozott a fehérjén végbemend moddositds szerepének tisztazasaval. Sikeriilt bizonyos
kérdésekre megnyugtatd valaszt adni, de azt is lathatjuk, hogy néhany esetben ellentmondésos

eredmények sziilettek, amelyek sziikségessé teszik tovabbi alapos vizsgalatok végrehajtasat.

1.2. A Drosophila melanogaster p53 és szerepe

A p53 tumor szuppresszor szerepének pontos megértése rendkiviil fontos, hiszen a
huméan daganatok tobb mint 50%-nal kimutattk, hogy ez a gén (is) mutaciét szenvedett. A
kdzelmualtban szdmos gyakran alkalmazott modellorganizmusban, - zebrahalban [107],
egérben [108], C. elegansban [109, 110], ecetmuslicdban [111-113] - azonositottdk e fontos
gén ortologjat. A p53 vizsgalata ezekben a szervezetekben eddigi ismereteinkhez jelentésen
hozzajarul és 0j elemekkel egésziti ki.

A Drosophila melanogaster p53 (Dmp53) azonositasdt a Drosophila genom
projektben ismertté valt csaknem teljes szekvencia tette lehetévé. 2000-ben harom fuiggetlen
amerikai csoport azonositotta a gént, amely a harmadik kromoszéma jobb karjan a 94D10
citologiai regioban talalhat6 [111-113]. A génr6] képz6dé6 mRNS 3,8 kilobazis hosszisagu, 8
exonbo6l, 7 intronbdl és nem transzlalodd részekbdl all. Errdl irodik at a fehérje ,,A”

izoforméja. A fehérjének létezik egy ,,B” izoforméja is, amelynek mRNS-e 4,4 kilobazis
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hosszlsagu és 9 exonbol all. Az ,,A” izoforma elsé, illetve a ,,B” izoforma elsé két exonja
eltér egymaéstol, de a tobbi 7 exon megegyezik. A Dmp53 fehérje ,,A” izoforméja 385
aminosavbol all, felépitése hasonldé human megfeleldjéhez: egy rovidebb N-termindlis
transzaktivalo doménnel kezdddik, majd van egy hossziit DNS-kot6 domén (amely egyébként
termindlis domén kovetkezik (a humanhoz hasonl6an oligomerizacios és basic doménnel)
[111-113].

Transzaktivacios Szekvenciaspecifikus Oligomerizacios
domén DNS-koté domén domeén
P53 1 - = 393as
13 % 25 % 13 %
Dmp53 , — - =m J385as

3. dbra: a human (p53) fehérje doménszerkezete és Drosophila p53 (Dmp53) fehérje
doménszerkezete hasonld

Az abrén lathat6 szines egységek a p53 fehérjék f6 doménjeit és azok szazalékban kifejezett
hasonldsagat mutatjak.

A Dmp53 in vivo apoptotikus aktivitasat eldszor a fehérje szemben torténd ektopikus
expresszidjaval mutattdk ki [111-113]. Brodsky és munkatarsai a reaper (rpr) gent Dmp53
célgénként azonositottdk [111]. A rpr egy pro-apoptotikus gén, amely - tobbek kdzott -
indukélhato valasz elemet, amely megegyezett a p53-valasz elem konszenzus
szekvencigjaval. Ugy tiinik, hogy a Drosophilaban a genotoxikus stressz és a hataséara
bekovetkezé apoptdzis kozott sikeriilt fontos Osszekotd kapcsot taldlni azéltal, hogy a
Dmp53-at, mint a rpr egyik szabalyozojat azonositottdk. JM Abrams munkacsoportja allitotta
fel azt a modelt, mely szerint a kiillonb6zé genotoxikus stresszhatasok (példaul

rontgensugarzas miatti DNS kéarosodds) Dmp53-at aktival, amely aztdn pro-apoptotikus

15



géneket kapcsol be (a reaper mellett a hidrél és a grimrdl is bebizonyosodott, hogy Dmp53
célgén) [114, 115], amelyek aztdn az anti-apoptotikus géneket gatoljak, az apoptdzishoz
vezet6 kaszpaz kaszkéadot pedig beinditjak.

A DNS-kot6 doménben létrehozott mutéciok az ecetmuslica fehérjénél dominans
negativ hatast fehérje képz6déséhez vezetnek. A mutans fehérje DNS-kot6 képessége gatolt
[112, 113]. Az eml8s p53-mal ellentétben, a vad tipusi Dmp53 tdltermelése nem idézte el6 a
sejtciklus G1 fazisban torténd leallasat [113]. Ennek az eredménynek megfeleléen azt
talaltak, hogy az eml6s p21 (amelyen keresztill a p53 képes leallitani a sejtciklust) Drosophila
ortolégja - a dacapo - nem aktivalodott ionizalé sugérzas hatiséra [116]. Ezek alapjan ugy
tiinik, hogy ecetmuslicaban a sejtciklus sugérzas indukalta ledllitdsa nem a p53-tol fiigg [112,
113]. Korabban részletesen targyaltam, hogy az emlds p53 mennyiségének szabalyzasaban az
Mdm2-nek nagyon fontos szerepe van. Mivel ecetmuslicdban ennek a fehérjének nem talaltak
ortoldgjat, nyilvanvald, hogy a Dmp53 més modon szabalyzodik. Brodsky és munkatarsai
leirtdk, hogy a Drosophildban is azonositott Chk2 kindz (DmChk2) foszforilalja a Dmp53-at
[117], mas munkacsoportok pedig azt is megéllapitottak, hogy a DmChk2 és a Drosophila
ATM (DmATM) szilkséges az ioniz&lé sugéarzas altal kivaltott apopt6zishoz [118, 119].
Megallapitottak azt is, hogy az ATR ecetmuslica ortologja szintén szerepet jatszik a DNS
karosodasra adott p53-valaszban [119]. Ugy tiinik viszont, hogy az emlds Chkl ecetmuslica
ortolégja, a Grp, a DmChk2-vel ellentétben nem befolyasolja a Dmp53 altal kivaltott
apoptozist Drosophila szemben [120].

A human p53 ecetmuslica ortologjat kilenc éve irték le. Az azéta eltelt idészak alatt a
Dmp53 szdmos funkcidjat megtudtuk, de természetesen szdmos kérdés meg tisztazatlan.
Megallapithatjuk, hogy a Dmp53 kiilonb6z6 stresszhatasokra (példaul ionizald sugarzas)
adott valaszként apoptozist idéz elé. Egyeldre nincs ra egyértelmii kisérletes bizonyiték, hogy
a fehérje a sejtciklus ledllitasdban (peldaul a p2l-en keresztil) részt vesz. Mivel a
Drosophildban nincs az Mdm2-nek megfelel6 fehérje, a Dmp53 szabalyzasa nem az eml6s
rendszerben kivaloan jellemzett Mdm2/MdmX rendszeren keresztll valosul meg. Jelenlegi
tudasunk alapjan a Dmp53 a foszforilaciojat végz6 DmChk2/DmATM rendszer szabalyzésa

alatt all.
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2. Célkitiizések

Az ezredfordulon azonositottdk a p53 tumorszupresszor Drosophila melanogaster
ortolégjat. A human és az ecetmuslica fehérje szamos hasonl6é funkciéval rendelkezik, tehat
ugy tiinik, hogy a p53-mal kapcsolatos jelatviteli Gtvonalak - legalabb részben - konzervéltak.
Mivel a p53 egy nagyon fontos fehérje, minden rdla kapott informéacié érdekes lehet. A
rendelkezésiinkre all6 ecetmuslica - mint soksejtli modellorganizmus - kivalo lehetéséget
teremt a fehérje részletes biokémiai és genetikai vizsgélatdhoz.

Munk&m kezdeti szakaszdban Dmp53 kdlcsonhatd fehérjéket azonositottam Drosophila
embrionalis cDNS kdnyvtaron végrehajtott nagyléptékii sziiréssel. Ezek kdzt Dmp53-mal
interakcioba 1ép6 fehérjeként azonositottam a sumoilacidban szerepet jatsz6 enzimeket is.

Dolgozatomban a Dmp53 SUMO-mddositasaval kapcsolatos kérdésekre keresem a valaszt.

1. Célul tiztem ki annak meghatérozasat, hogy az éleszté két-hibrid kisérletb6l Dmp53-
kolcsonhatd partnerként azonositott - a sumoilicidban szerepet jatsz6 - DmUba2
(SUMO-aktivald), DmUbc9 (SUMO-konjugéld) és DmPias (SUMO-ligaz) fehérjék a

V4

2. Célom volt a Dmp53 és a SUMO-madositasban részt vevo fehérjéket kodolo gének

kozotti genetikai kdlcsonhatés vizsgalata.

3. Célul thztem ki a Dmp53 konszenzus sumoilécios helyet megvaltoztatdé mutacid

hatdsanak vizsgalatat a fehérje in vivo mitkodésére.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutatasa éleszté két-hibrid mddszerrel

A nagyléptékii konyvtar transzformacidhoz a Dmp53 N-terminélis nélkuli részét
(Dmp53AN) Dr. Balint Eva klénozta EcoRI-BamHI enzimekkel a pBTM116 vektorba, amely
triptofdn szelekcios markert és LexA DNS-kot6 szekvenciat tartalmaz. A DmpS53AN
fragmentet a pOT2-Dmp53 vektorb6l a Dmp53F1 és Dmp53R1 primerekkel, PCR
technikaval szaporitotta fel. Az éleszt6be elészor ezt a csali plazmidot transzformalta, majd a
csalit tartalmazé torzsbe a pACT2 plazmidba kldnozott Drosophila embriondlis cDNS
konyvtarat is bejuttatta. A pACT2 plazmid leucin szelekcids markert és GAL4
transzaktivacios domént tartalmaz. A pBTM116-Dmp53C, pBTM116-Dmp53C1, pBTM116-
Dmp53C2, pBTM116-Dmp53ANK*?R konstrukciok cDNS fragmentjeit PCR technikaval
készitettem el, sorban a kovetkezd primerek felhasznalasaval: Dmp53F3-DmpS3R1,
Dmp53F3-Dmp53R2, Dmp53F4-Dmp53R1  valamint Dmp53F1-Dmp53R1-Dmp53KR1-
Dmp53KR2. A primerszekvencidk a kovetkezok:

Dmp53F1: GGGAATTCTTGCAGGGATTAAACTCCG
Dmp53F3: GCGAATTCAGCAAGAAGCGCAAGTCC
Dmp53F4: GAATTCGGCATGATTAAGGAGGCGGC
Dmp53R1: CGGGATCCTCATGGCAGCTCGTAGGC
Dmp53R2: GGATCCAATCATGCCCTCGATGCTCT
Dmp53KR1: ATTGCTATAAGGACGGAGGACAC
Dmp53KR2: CCTCCGTCCTTATAGCAATGCACC

Valamennyi fragmentumot EcoRI-BamHI enzimekkel klénoztam a pBTM116 plazmidba. A
pBTM116-Dmp53ANAC konstrukciot tgy allitottam eld, hogy a pBTM116-Dmp53AN
plazmidot Styl-BamHI enzimekkel hasitottam, majd Klenow enzimmel feltéltottem, végll a
feltdltott végeket ligaltam.

Az élesztd transzformacidhoz Saccharomyces cerevisie L40 torzset (MATa his34200
trp1-90 leu2-3, 2-11 ade2 LYS2:lexA-HIS3 URA3::lexA-lacZ) hasznaltam a Clontech
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Matchmaker éleszté két-hibrid rendszerhez mellékelt protokollja alapjan. A transzformans
¢lesztd telepeket a megfeleld szelektiv minimal taptalajra (1,2 g élesztd nitrogén bazis, 5 g
(NH4)2S0O4; 10 g borostyankdsav; 6 g NaOH; 0,55g Trp’, Ura’, Leu’, Lys’, His" Complete
Supplement Mixture - kiegészit6 keverék; 20 g agar; 100 ml 20% gliikdz; 4 ml 25mg/ml
adenin/1 liter) szélesztettem és 3 napig 30 °C-on ndvesztettem. A transzformalast kovetden
felnétt éleszté telepek B-galaktozidéz aktivitdsat hagyomanyos koldnia filter modszerrel és
szemi-kvantitativ. méréssel teszteltem. A Kkoldnia filter modszernél minimal taptalajt
tartalmazo lemezen novesztettem az élesztd telepeket, majd pozicidjukat megtartva
nitrocelluléz filterre (Millipore) rogzitettem Oket a lemezrdl, amelyet 10 mésodpercig tartd
folyékony nitrogénes feltards kovetett. A nitrocelluléz filtert 0,2 mg/ml X-gal tartalmd Z
puffer oldattal (60 mM Na;HPQO,4; 40 mM NaH;PO4; 10 mM KCI; 1 mM MgSOg; 50 mM B-
merkaptoetanol; pH 7,0) &titattam és 2 6ra hosszaig 30 °C-os inkubatorba helyeztem. A
szemi-kvantitativ B-galaktoziddz mérésnél folyékony minimal médiumban ndvesztettem az
¢lesztd sejteket (ODggo= 0,5-0,8-ig), majd minden mintabol 1,5 ml sejtet Eppendorf csébe
mértem, centrifugaltam, végil Z pufferben szuszpendaltam és folyékony nitrogénben
feltartam. Ezt kovetden 0,5 mg/ml ONPG tartalm( Z puffert adtam a feltart sejtekhez és 3 6ra
hosszaig 30 °C-os inkubétorba helyeztem a mintékat. VVégul spektrofotométeren megmértem a
mintak optikai denzitdsdt 420 nanométeren és B-galaktozidaz egységben kiszd&moltam az
aktivitdsokat az alabbi formula alapjan: ODaz/t X V X ODggo, ahol t az inkubacid sorén eltelt
id6 percben, V egy koncentracid faktor (értéke 0,5), ODgoo az élesztésejtek optikai denzitasa

600 nanométeren, OD4,0 a mintak optikai denzitdsa 420 nanométeren.

3.2. PCR analizis

A reakciokhoz a 3.1. pontban emlitett primereket hasznaltam. A denaturaciét 1 percig
94 °C-on végeztem. A hibridizacié 55 °C-on 1 percig, a polimerizacié 72 °C-on 1 percig
tartott. 35 ciklust hajtottam végre. A reakcié 50 pl-es végtérfogatban tortént. A reakcidelegy
Osszetétele: 5 ul 10x koncentracioju Taq PCR puffer, 4 pl 25 mM MgCl,, 4 ul 2,5 mM dNTP,
2-2 ul1 10 uM primer, 1 ul Taq DNS polimeraz (Fermentas), 1 pl templat DNS.
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3.3. Western analizisek

A fehérje preparatumok készitésehez egy 1,5 ml-es Eppendorf cs6ben 10 db larvat 100
pl 2x SDS mintafelvivé pufferben (0,1 M Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerin; 0,2 M
DTT; 0,2% bréomfenolkék) 5 percig forraltam, homogenizaltam, majd ujbéli 5 perc forralas
utdn lecentrifugéalva (5 perc 13000 rpm) a tiszta oldatot 11j cs6be mértem at. Az igy elkészitett
mintakat —20 °C-on taroltam.

Az SDS fehérje gélelektroforézishez Biorad futtato- és blottold-egységet hasznaltam.
A fehérjeminték futtatisat, Coomassie-festését és a blottolast a gyartok altal ajanlott médon
végeztem. A blottolashoz Immobilon-P PVDF membréant (Millipore) hasznaltam.

Az egyes mintdkbdl altaldban 10-10 pl-t (1db L3 larvanak megfeleld mennyiség)
vélasztottam el SDS fehérje gélelektroforézissel 10%-0s gélben, majd a fehérjéket PVDF
membrénra vittem at.

A membrént ezut&n blokkoltam 5% sovany tejport tartalmaz6 TBST oldatban (10 mM
Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NacCl; 0,05% Tween-20) 60 percig szobahémérsékleten rdzogatva.
Az ellenanyagot higitottam TBST oldatban, és ebben inkubaltam a membrant egy éjszakén
keresztil 4 °C-on. Ezutidn Otszor 10 percig mostam TBST-vel szobahdmérsékleten. A
membréant 1 6rdn keresztill TBST oldatban 40000-szeresére higitott, peroxidazzal kapcsolt
maésodlagos ellenanyaggal (DAKO) inkubaltam szobahdmérsékleten. Ezt kovetden 6tszr 10
percig mostam TBST-vel. A membrant Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate (Millipore) oldatban inkubaltam 5 percig, majd zsugorféliaba csomagolva,
autoradiogréafias kazettiban rontgen filmet helyeztem ra.

A Kkisérletekhez hasznalt ellenanyagok: anti-Dmp53 d-200 (Santa Cruz
Biotechnology) 1:500 higitasban, anti-Drosophila smt3 [121] 1:1000 higitsban, anti-
Drosophila smt3 C-term (Abgent) 1:1000 higitasban, M2 anti-FLAG (Sigma, USA) 1:20000
higitasban és anti-o tubulin DM1A (Sigma, USA) 1:10000 higitasban.

3.4. Drosophila torzsek és keresztezesek

A hasznalt Drosophila torzseket standard taptalajon (9,3 g agar; 61,2 g kukoricadara;
129,4 g glukoz; 32,4 g széraz €leszt6; 10 ml 10% nipagin M/ 1liter) 25 °C-on tartottam fenn.
A Dmp53°*** torzset Yikang S. Rong (NIH, Bethesda, USA) laboratériuma bocsétotta

rendelkezésemre. A térzs Dmp53 null mutans, a génben levé delécié miatt. A Dmp53-at
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ektopikusan tultermelé P[UASp53] transzgenikus torzs Michael W. Young laboratériumabol
szarmazik. A pUAST-Dmp53"**%R konstrukciét hordozé (a Dmp53"3°2R fehérjét ektopikusan
taltermeld) torzset Dr. Bodai Laszlo allitotta elé Ugy, hogy a pUAST—Dmp53K302R
konstrukciot yw; Dmp53°*™* embriokba injektalta. A pUAST-Dmp53"“* %% konstrukci6t a
kovetkezéképpen hoztam létre: a pGAD424-Dmp53 valamint a pBTM116-Dmp53AN' R
konstrukciokat Stul-BamHI enzimekkel emésztettem és a pBTM116-bdl kivagott (és a
pontmutaciét hordoz6) Dmp53 fragmentet atklénoztam a pGAD424-be (igy megkaptam a
teljes hosszlsagl, pontmutaciét hordozé Dmp53-at). A pGAD424-Dmp53<*°2R -bol EcoRI-
Bglll enzimekkel klonoztam at a Dmp53“3°?R-at pUAST vektorba. A pUAST-attBDmp53 és
PUAST-attBDmp53"3°®  konstrukcidkat gy hoztam létre, hogy a Dmp53, illetve
Dmp53"*°?R fragmenteket pGAD424-bs1 EcoRI-Bglll enzimekkel klénoztam a pUASTattB
vektorba. A pUAST-attBDmp53 és pUAST-attBDmp53"3°*® konstrukciokat injektaltam a
®X-51D (y w M{eGFP.vas-int. Dm}ZH-2A; M{RFP.attP}ZH-51D; +; +) és ®X-86Fa (y w
M{eGFP.vas-int. Dm}ZH-2A; +; M{RFP.attP}ZH-86Fa; +) Drosophila torzsekbe. A Dmp53,
illetve Dmp53'*R
GAL4], P[en-GAL4], P[vg-GAL4], P[da-GAL4], P[GMR-GAL4]. A felhasznalt torzsek

homozig6ték voltak, ezért valamennyi kikelt &llat hordozta a transzgen, illetve a ,,driver” egy-

taltermeléséhez felhasznalt ,,driver” torzsek a kovetkezéek voltak: P[act-

egy kopiajat.

A dominans negativ hatast Dmp53-nak a Dmp53'<*%R

tultermeld allatok fenotipuséara
kifejtett hatasanak vizsgalatakor az alabbi keresztezést végeztem: yw; P{UAS-Dmp53<*°%*}2
himeket kereszteztem w; P{UAS-Dmp53"*°*"}: P[act-GAL4] / TSTL sziizekkel.

A sumoiléciés enzimek csokkent mennyiségének a Dmp53 szemben torténd
thltermelésére gyakorolt hatasdnak vizsgalatakor az al&bbi keresztezéseket végeztem:
P{w*"™ =GAL4-ninaE.GMR}12; P{UAS-Dmp53.Ex} sziizeket kereszteztink w vagy yw;
P{ry""2=PZ}Hwr®*y*CyO vagy yw; P{w'™=lacW}smt3*®*";y*Cy0 vagy yw;
P{ry""2=PZ}Hwr®*® P{w ™ =lacW}smt3"**"'/y*'Cy0 vagy yw; P{ry""?=PZ}Su(var)2-
10%%/y*CyO himekkel.

A kromoszomalis instabilitds mérésere hasznalt LOH (Loss of Heterozigosity) tesztnél
a kovetkezd keresztezéseket végeztem: w vagy yw; P{ry"™"*=PZ}wr’>*¢/y*Cy0O vagy yw;
P{w" ™ =lacW}smt3“°**"jy*"CyO vagy yW; P{ry""2=pZ}lwr>*%
P{W ™ =lacW}smt3“*"y*CyO vagy yw; P{ry""?*=Pz}Su(var)2-10"*"/y*CyO himeket

kereszeteztiink mwh' Dmp53°*** sziizekkel.
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3.5. S2 sejtkultara transzfekcio

A Dmp53 és Dmp53K*°R fehérjéket Schneider 2 (S2) Drosophila sejtkultiraban is
vizsgéltam. A transzfekciot a Caz(PO,4),-0s mddszerrel végeztem. A transzfekciot 3 cm
atméréjii Petri csészében végeztem, amelyekben a kiindulasi sejtszam 3 x 10° db sejt/ml volt.
Az S2 sejtek tapoldata: gyari Schneider médium (Sigma) + 10% Foetal calf serum (FCS)
oldat + 0,05 mg/ml ampicillin + 0,1 mg/ml sztreptomicin. A sejteket 24 °C-on ndvesztettem,
majd a transzfekcid el6tt harom oraval lecseréltem rajtuk a taptalajt. A transzfektalni kivant
DNS-t dsszekevertem 25 pul 2,5 M CaCl, oldattal, majd UP vizzel 250 pl-re egészitettem Ki.
A mintékat lassan kevertetve hozzacsepegtettem 250 ul HEPES oldathoz, majd 20 percig
szobah6émérsékleten inkubaltam. Az igy kapott 500 ul DNS oldatot a sejtekre csepegtettem.
16 ora elteltével 2 x 3 ml gyéri Schneider médiummal mostam a sejteket, majd 3 mi
tapoldatot mértem rdjuk. A sejteket meég 24-48-72 o6réig ndvesztettem 24 °C-on, majd
Osszegylijtottem, lecentrifugaltam 2000 rpm-en 5 percig, majd a felsé fazist eltavolitottam.
Ezutan felszuszpendaltam 6ket 50 pl 1x PBS-ben, és 50 pul 2x SDS mintafelvivé puffert
adtam hozza. Ot percig forraltam a mintakat, majd Western analizist végeztem rajtuk. A
transzfekciok sordn hasznélt plazmidokat az 1. t&blazat tartalmazza. A pAFW-Dmp53 és
PAFW-Dmp53"“* %" plazmidokat két 1épésben allitottam eld: EcoRI-Notl enzimekkel a
PUAST-Dmp53, illetve pUAST-Dmp53"3°R  konstrukciokbol kivagtam  &ket, majd
ugyanezen enzimekkel pENTR3C vektorba klonoztam éket. A masodik Iépésben a Gateway
rendszerben hasznélt LR reakciéba vittem a pENTR3C-Dmp53 és pENTR3C-Dmp53<*%2R
plazmidokat, ahol a rekombinécios reakcio sorén atépultek a Dmp53 fragmentek a pAFW
vektorba. A pAFW-DLP plazmidot is két Iépésben allitottam el6: a pET28c-DLP
konstrukciobol EcoRI-Xhol enzimekkel kivagtam, és a pENTR1A vektor ugyanezen ket
hasitohelye kozé klonoztam. A masodik lépésben a Gateway rendszerben hasznalt LR
reakcidba vittem a pENTR1A-DLP plazmidot, ahol a rekombinacios reakci6 sordn atépultek

a fragment a pAFW vektorba.

3.6. Szarnyklon mozaikok létrehozésa, LOH teszt

A Loss of Heterozigosity (LOH) kisérletben a recessziv multiple wing hairs (mwh)
fenotipus megjelenését vizsgéltam rontgen sugarzas hatasara. Vandorlé L3 stadiumd larvakat

alacsony dozisu rontgensugarzassal kezeltem (250 rad, 1 krad/perc). A kikelt allatok sz&rnyait
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rogzitettem Canada balsam/methyl salicilate (Sigma) 1:1 ardnyld keverékével majd

mikroszkop alatt szamoltam a szarnyklonok szamat.

3.7. Drosophila larvélis szovetek immunfestése

A larvékat 100 ul PBS oldatban felboncoltam, majd 20 percre PBSTF oldatba (100 pl
10x PBS; 120 ul 37%-o0s paraformaldehid; 780 pl desztillalt viz) helyeztem. A fixalo
eltdvolitdsahoz 500 pl-es PCR csében 10 percig forgatva hdromszor mostam PBS oldattal.
Ezutan a mintadkat 20 percig permeabiliziltam PBS + 0,3 % TWEEN-20 oldatban. A
szoveteket 60 percig blokkoltam 100 pl PBST-FCS (100 ul 10x PBS; 100 pul Foetal Calf
Serum; 1 pul TWEEN-20; 780 pl desztillalt viz), majd az elsddleges ellenanyagot tartalmazo
100 pl PBST-FCS oldatban forgatva 10-12 6raig 4 °C-on taroltam a mintat. Az ellenanyag
eltdvolitadsara hatszor 100 pl PBST oldattal 5 percig mostam, majd hozz&adtam az 500x
higitott Alexa555 masodlagos ellenanyagot, és 2 Oran keresztul sotétben inkubaltam. A
mintakat négy alkalommal PBST oldattal 10 percig mostam, majd targylemezre helyeztem és

lefedtem.

3.8. RNS izolalas kvantitativ real-time PCR (Q-RT-PCR) moddszerhez

L2 stadiuml Drosophila melanogaster larvakbol 6ssz RNS-t izolaltam QIAGEN
RNeasy Kit segitségével, a gyarto utasitasait kovetve. Egy-egy minta elkészitéséhez 50 allatot

haszndltam fel. Az RNS Kkoncentraciojadt NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer)

késziilekkel hataroztam meg.

3.9. Génexpresszié mérés Q-RT-PCR modszerrel

Génspecifikus primereket terveztem primer 3 és Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems) programokat haszndlva. A szintetizalt primerekkel a Q-RT-PCR reakcidkat a
hasznéland6 primer koncentréciora optimalizaltam. A Q-RT-PCR reakciokat ABI 7500 Real
Time System (Applied Biosystems) késziléken végeztem. A polimerdz lancreakcidban
keletkez6 termékek detektalasahoz SYBR Green interkalalodé festéket tartalmazd Power

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) reagenst hasznaltam az alébbi reakcio
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korulményeket alkalmazva: 95 °C 10 perc, 95 °C 15 masodperc, 60 °C 1 perc (az utolsd két
Iépést 40 cikluson &t ismételtem). A 18S RNS endogén (bemérési) kontroll esetében TagMan
proba segitsegével detektadltam a PCR terméket, TagMan PCR Master Mix (Applied
Biosystems) reagenst hasznalva. A primerek és a TagMan probak szekvenciai a kovetkezk
voltak: 18S forward: GCCAGCTAGCAATTGGGTGTA, 18S reverse:
CCGGAGCCCAAAAAGCTT, 18S probe: TATGGCTCTCTCAGTCGCTTCCGGG,
Dmp53 forward: GCTTGGGGCACGTACATATT, Dmp53 reverse:
ACATGAGCCGGTCTGTAACC.

3.10. Northern analizis

A Kisérletekhez eldszor 0ssz RNS-t izolaltam L2 stddium( Drosophila larvakbol
TRIzol LS reagens (Invitrogen) felhasznalasaval, a gyartd javaslatai alapjan. Egy-egy minta
elkészitéséhez 10 &llatot hasznaltam fel. Az izolalt RNS-ekb6l 5-5pg-ot futtattam 1%-0s
formaldehides agar6z gélben, majd Hybond-N membranra (Amersham) vittem at Oket
éjszakan &t tartd kapillaris transzferrel. Masnap a membrant 3 dra hosszaig széritottam
szobahdmérsékleten, majd UV fénnyel keresztkotottem az RNS-eket. A pBTM116-
Dmp53AN konstrukciébdl EcoRI-BamHI enzimekkel kivagtam a fragmentet és *2P-vel (a-
dCTP) jeléltem ,,random priming” reakciéban. A jel6lt fragmentet Sephadex G75 oszlopon
tisztitottam, majd 65 °C-ra eldmelegitett hibridizacios pufferbe (0,5% SDS, 5x Denhardt
puffer, 6x SSC [az 1x SSC 0,15 M NaCl valamint 0,015 M Na-citrat] és hordoz6 DNS
[100 ug/ml koncentracidban]) éntéttem. A hibridizacids reakcié soran a membrant 65 °C-0s
hibridizacios pufferben inkubéltam éjszakan &t. Ezt kovetden 65 °C-on mostam a membrant
0,5% SDS-2x SSC, majd 0,5% SDS-1x SSC, végul 0,5% SDS-0,5x SSC oldatban 30-30
percig, végul zsugorfélidba csomagolva, autoradiografias kazettdban rontgen filmet

helyeztem ra és -80 °C-on 2 napig exponaltam.

3.11. Luciferaz aktivitas mérés

3x10° szami Drosophila S2 sejtet 6 Iyuk( lemezre helyeztem, és a pAFW-Dmp53
vagy pAFW-Dmp53“3°®R plazmidot kotranszfektdltam a reaper gén p53 vélasz elemét
hordozé pGL3-Luc plazmiddal. Carrier DNS-ként a pHC624 plazmidot hasznaltam. A

transzfekciot a kalcium-foszfatos metddus alapjan végeztem. A sejteket 48 odraval a
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transzfekcid utdn mostam PBS-sel, dsszegytijtottem, feltartam, majd lemértem a luciferaz
aktivitast Promega luciferase assay kit-et (Promega) hasznalva, a gyarto utasitasait kdvetve. A
transzfekcid hatékonysidgénak meghatérozaséhoz a zold fluoreszcens fehérjét termel6 pKetel-
EGFP plazmidot is kotranszfektaltam a luciferdz riportert tartalmaz6 plazmiddal és a GFP

pozitiv sejtek szamat FACS technikéval detektaltam.

3.12. Immunoprecipitacio

A Kisérletet S2 sejtextraktumon hajtottam végre, a kiindulasi sejtszam 107 volt. A
transzfekciot pAFW-Dmp53 vagy pAFW-Dmp53<*°®R  plazmidokkal végeztem. A
transzfekcidt kovetéen 48 oraval mostam, majd Gsszegyiijtottem a sejteket, és lizispufferben
(0,1% SDS; 0,2% NaDoc; 0,5% NP40; 150 mM NaCl; 50 mM TrisHCI pH 8,0) feltartam
oket (1 ora, 4 °C-on torténd inkubalas). A feltarasi id6 alatt a protein A sepharose (Sigma)
gyongyoket ekvilibraltam lizispufferrel, majd egy részéhez anti-DmSmt3 (Abgent)
ellenanyagot adtam, a masik részéhez pedig az S2 sejt lizatumot, és 2 6éran & 4 °C-on
inkubaltam. Ezt kovetéen a gyongyoket centrifugaltam (2000rpm 2 perc), a lizdtumot pedig
az anti-DmSmt3 ellenanyagot kot gyongyokhoz adtam, és éjszakan at 4 °C-on razogatva
inkubaltam. Mésnap a gyongyoket lizispufferrel mostam, majd 2x SDS mintafelvivé puffert
adtam hozza, forraltam, és Western analizist hajtottam végre, ahol a filter el6hivasat M2 anti-

FLAG (Sigma, USA) ellenanyaggal végeztem.

3.13. GST pulldown Kisérletek

A DmUba2 (511-700 aminosavak kdzétt), DmUbc9 (11-159 aminosavak kozott), és
DmPias (307-533 aminosavak kozott) géneket BamHI-Xhol enzimekkel kivagtam pACT2
plazmidbdl, majd pET28c-be klénoztam. A Dmp53C fragmentet EcoRI-Sall enzimekkel
klonoztam & pGAD424 plazmidbol pGEXA4AT1 plazmidba. A pGEX4T1-Dmp53C
konstrukciot BL21 kompetens sejtekbe transzformaltam, majd 16 °C-on egy éjszakan at
indukéltam a fehérjetermelést ImM IPTG-vel. Méasnap a sejteket lecentrifugaltam (10 perc,
4000rpm), és szonikacios pufferben (50 mM NaCl; 50 mM TrisHCI pH 7,9; 2 mM EDTA;
0,5 mM DTT) felszuszpendaltam, majd 10-szer 20 masodpercig, 20 méasodperces sziineteket
tartva ultrahanggal feltartam. A fehérje (GST-Dmp53C) tekintélyes része a feliiliszéban volt,

ezért centrifugélas (5 perc, 13000rpm) utén ezzel dolgoztam tovabb. A GST-Dmp53C fehérje
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tisztitdsat Gluthatione Sepharose High Performance kit-tel (Amersham Biosciences)
végeztem, a gyartd utasitasait kdvetve. Ezzel parhuzamosan a pET28c-Uba2, pET28c-Ubc9,
PET28c-Pias konstrukciokrol ®H leucinnal jeldlt fehérjét készitettem a Promega cég T7-
coupled reticulocyte lysate system Kkit-jét hasznalva, a gyarto utasitasai szerint. 22ul in vitro
transzlalt Daxx-like protein (DLP) fehérjét Gsszekevertem 10ul gyongyon kotott GST-
Dmp53C fehérjével, majd 100 pl-re egészitettem ki pull-down (PD) pufferrel (20 mM
TrisHCI pH7,5, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA pH 8,0, 1 mM B-mercaptoethanol, 1% Nonidet
P40), és 4 °C-on 2 Ora hosszaig inkubaltam. Ezt kovetéen négyszer mostam 0,1% Nonidet
P40-et tartalmaz6é PD pufferrel, majd egyszer Nonidet P40-et nem tartalmazé PD pufferrel.
Az utolsé mosast kovetden 2xSDS mintapufferben vettem fel a mintakat, 5 percig forraltam,
majd SDS fehérje gélelektroforézist végeztem. A gélt fluorogréfias folyadékban (Amersham
Biosciences) &ztattam 30 percig, majd megszéritottam (40 perc, 80 °C), és zsugorfdlidba

csomagolva, autoradiogréfias kazettdban rontgen filmet helyeztem ra.
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4. Eredmények

4.1. A Dmp53 kodlcsonhat a sumoildcidban szerepet jatszo fehérjékkel

4.1.1. Dmp53 kélcsdnhatd partnerek azonositasa éleszté két-hibrid modszerrel

Csoportunk éleszté két-hibrid sziirést alkalmazva Dmp53 kélcsonhatod partnereket
azonositott. Ehhez az N-terminalis nélkili Dmp53-at klénoztuk a pBTM116 plazmidba, a
teljes Dmp53-at hordozd pOT2 plazmidbol. A kisérlet sordn azért hasznaltuk az N-terminalis
nelkili Dmp53-at, mert a fehérje N-terminalis régidja transzaktivilé tulajdonsaggal
rendelkezik, ezért a teljes hosszlisdgl Dmp53-mal végzett sziirés soran fals eredmények
sokasagat kaptuk volna, hiszen a Dmp53 dnmagaban is indukalta volna a 3-galaktozidaz gén
kifejez6dését. Ezért a pPBTM116-Dmp53AN konstrukcioval végeztik el az éleszté két-hibrid
sziirést Drosophila melanogaster pACT2 embrionélis cDNS kdnyvtaron. Szamos kdlcsonhatd
partnert talaltunk, melyeket a BLAST program segitségével azonositottunk a Drosophila
genomban. Kozilik a sumoilacidban szerepet jatsz6 E1 SUMO-aktivalé enzim-alegység, a
DmUba2; az E2 SUMO-konjugdlé DmUbc9 - amelyet lesswright-nak (lwr) neveznek -;
valamint az E3 SUMO-ligaiz DmPias - amelyet Su(var)2-10-nek hivnak - fehérjékkel

folytatott vizsgalatok szerepelnek dolgozatomban.

412. A Dmp53 C-termindlisa vesz részt a sumoilaciés enzimekkel Kialakitott

kolcsdnhatasban

A Dmp53 kolcsdnhato régidinak pontos meghatarozdsahoz a fehérje deléciés mutans
formait allitottam el8: rendelkezésre allt az N-terminalis nélkili fehérjét (Dmp53AN) kédold
génszakasz, elkészitettem a gén N-és C-terminalis nélkilli (Dmp53ANAC) darabjat, majd azt a
darabot, ami csak a C-termindlist kodolja (Dmp53C), végul ez utdbbit is két részre bontottam,
Dmp53C1-re (ez kddolja az oligomerizaciés doment) és Dmp53C2-re (ez kodolja az basic
domeént) (4/A. &bra). A fragmenteket pPBTM116 plazmidba klénoztam, majd a korabban
pozitiv kdlcsdnhatdst mutatd sumoilaciés enzimek génjeinek részeit tartalmazé pACT2

konstrukciokkal egyutt kotranszformaltam 6ket L40 éleszt6 torzsbe. A kapott eredmeényeket a
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4. &brén foglaltam 0ssze: valamennyi vizsgalt fehérje a Dmp53 C-termindlisaval 1ép
kolcsonhatasba (4/B. &bra). A Dmp53-DmUba2 kélcsdnhatdshoz a basic domén szilkséges, a
DmUbc9 kiildén-kulén az oligomerizécios, illetve a basic doménnel is interakcioba Iép, mig a
Dmp53-DmPias kélcsdnhatashoz a teljes hosszlsagu C-terminalis domén elengedhetetlen
(4/B. &bra). Az eredményeket szemi-kvantitativ B-galaktozidaz teszttel is megerGsitettem
(4/C. dbra). Ez utobbi kisérlet azt is bizonyitotta, hogy ha nem &ll rendelkezésre a teljes
hosszUsadgl Dmp53 C-terminalis régio, akkor a kolcsonhatasok jelentésen gyengiilnek (s6t a

DmPias-szal meg is szlinnek).
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4. &bra: a Dmp53 C-terminalis doménjén Kkeresztil hat kolcson a sumoilacios
enzimekkel.

A: A Dmp53 szerkezeti felépitése és az éleszté két-hibrid kisérletekhez hasznalt Dmp53
deléciés muténs fragmentek: N-termindlis transzkripcié aktivacios domén (AD),
szekvenciaspecifikus DNS-k6t6 domén (DBD), C-termindlis tetramerizéciés domén (CTD)

B, C: a hagyoményos, illetve a szemi-kvantitativ B-galaktozidaz teszt eredmenye alapjan a
Dmp53 teljes hosszisagu C-terminalis doménje sziikseges a DmPias fehérjével kialakitott
kolcsonhatashoz, mig a DmUba2 az oligomerizaciés, a DmUbc9 pedig kilon-kilén az
oligomerizacios, illetve a basic doménnel is interakcioba tud Iépni.

4.1.3. A Dmp53 fehérjeben taldlhatdé konszenzus SUMO akceptor hely elrontasa nem
befolyésolja a kdlcsdnhatasokat

A SUMO modositds a célfehérje meghatarozott lizin aminosavan kovetkezik be.
Sz&mos sumoilécios lizin kdrnyezetét megvizsgélva az is nyilvanval6va valt, hogy felallithatd
egy, a modositasra jellemz6 konszenzus szekvencia. A Dmp53 teljes szekvencidjat
atvizsgélva egy olyan helyet talaltam, amely tokéletesen megfelel a sumoilacids konszenzus
szekvencianak. Ennek kulcsfontossagu lizin aminosava a 302-es pozicidban talalhat6. PCR-
rel végrehajtott helyspecifikus mutagenezissel a 302-es lizint argininre cseréltem (K302R),
majd a fragmentet pPBTM116 vektorba klonoztam. A restrikcios enzimekkel vegrehajtott
tesztemésztés soran megfelelonek bizonyuld klonban szekvenalassal ellendriztem a mutacio
meglétét. Eleszté két-hibrid kisérletben azt talaltam, hogy a mutacié nem befolyasolja az
interakciokat, valamennyi sumoilacios fehérje tovabbra is kdlcsonhatésba 1ép a Dmp53-mal
(4/B. &bra), habar a szemi-kvantitativ p-galaktozidaz tesztben kapott eredmeny szerint a

Dmp53-DmUba2 kélcsonhatas jelentsen meggyengiil (4/C. dbra).

4.1.4. A Dmp53 és sumoilacids enzimek kozti kolesonhatas megerésitése GST-pulldown

kisérlettel

Az élesztd két-hibrid rendszer alkalmas fehérje-fehérje kdlcsonhatas kimutatasara, de
- kilondsen transzkripcios faktorok vizsgélata esetén - el6fordulhat, hogy félrevezetd
eredményt kapunk. Ezért az ebben a rendszerben kapott eredményeket érdemes mas

modszerrel is megerdsiteni. Ehhez GST-pulldown kisérleteket végeztem, amelyekben - az
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¢éleszté két-hibrid rendszerben kapott eredményekhez hasonléan - a Dmp53 C-terminalis
része kolcsonhatast mutatott a DmUba2, DmUbc9 és DmPias fehérjékkel (5. dbra).
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5. 4bra: a Dmp53 C-terminélis doménje vesz részt a sumoilaciés enzimekkel torténd
kdlcsonhatasban

Balrol jobbra az elsé harom minta: az in vitro transzIalt sumoilaciés enzimek kotédése a
Dmp53 C-terminalis részéhez. Kontrollként a GST fehérjét hasznaltam, amely nem hat
kolcson a sumoiléacids fehérjékkel (balrdl jobbra az utolsé harom minta). A DmPias, DmUbc9
és DmUba2 fehérjék témege 25 kDa, 16 kDa, illetve 21 kDa.

4.2. A Dmp53 és a SUMO modositasban részt vevé fehérjéket kédolo gének kozotti
genetikai kdélcsonhatas vizsgalata

4.2.1. A sumoilaciés aktivitas részleges elvesztése csokkenti a Dmp53 DNS javitasban
bet6ltott aktivitasat

A p53 egyik funkci6ja a genomban torténd hibak felismerése és a javito
mechanizmusok aktivalasa (a p53 mutécidk jelenlétének egyik fontos indikatora példaul az
ionizald sugarzast kovetéen megemelkedé mutacios rata). A genomban torténé hibak
felhalmozddasanak mérésére alkalmas a LOH (Loss Of Heterozigosity assay) technika. A
kisérlet sordn, a Drosophila szarnyon az mwh gén termékének hianydban kialakul6 tobb
szérszalat eredményez6 fenotipus megjelenését vizsgaljuk. Ezt a rendszert hasznaltam annak

a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy vajon a muslicdkban a sumoilacids aktivitas
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csokkenése hatassal van-e a Dmp53 mutator fenotipusara. Ehhez el6sz6r mwh/+ heterozigdta
allatokat hoztam létre, amelyekben a kisérlet érzékenyitése céljabol a Dmp53 gen egy kopidja
szinten eltivolitasra kerilt. Ezen az mwh és Dmp53 heterozigdta hattéren hoztam létre olyan
allatokat, amelyek Su(var)2-10 (DmPias), vagy Iwr (DmUbc9) vagy smt3 (DmSUMO)
heterozigéta mutansok voltak (a sumoilacidos génekre nézve homozigéta mutans allatok
elpusztulnak). A rontgensugarzas hatasara bekovetkezd mitotikus rekombinacio
kovetkezményeként mwh homozig6ta klonok jonnek létre, amelyek a sz&rnyakon fenotipusuk
alapjan azonosithatdak. A klonok szama alapjan lehet kdvetkeztetni a DNS hibajavitas
hatékonysagara. Vad tipusu allatokban (ahol a Dmp53 jo6l miikodik) kevés klont kapunk,
Dmp53 homozigéta mutans muslicikban pedig megnovekszik a klonok szdma. Ha a
sumoilécid befolydsolja a Dmp53 DNS karosodas javito képességét, akkor a klonok szdma
megvaltozik a kontroll allatoknal kapott klonok szdméhoz képest. A kisérletsorozatban L3
larva stddiumu allatokat 250 rad dézisu rontgensugarzassal kezeltem, és a kikel6 allatok
szarnyszO6rén létrejott fenotipikus valtozasokat vizsgaltam. Negativ, illetve pozitiv
kontrollként mwh heterozig6ta hattéren Dmp53 heterozigota és homozig6ota muténs llatokat
noveli a Dmp53 mutator fenotipusat (ndtt a klonok szama), ami azt sugallja, hogy a
sumoil4cid hidnya, vagy csokkent mértékii megvalosulasa csokkenti a Dmp53 DNS
karosodasok kijavitasat biztositd aktivitasat. Erdekes modon azonban a kisérletsorozatban a
Iwr-smt3 dupla heterozigdta mutansokndl a klonok szaménak csokkenését tapasztaltam, ami
meglepé a Su(var)2-10, lwr, illetve smt3 egyszeres heterozigbta mutéansoknél kapott

eredményekkel dsszevetve (6. &bra).
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aktivitasat

A sumoilacids gének egyik kopidjanak elvesztése LOH rendszerben a szérnyklénok
szaménak novekedésehez vezet. A lwr-smt3 dupla heterozigéta muténsoknal a klonok
szamanak csokkenése figyelheté meg. Negativ, illetve pozitiv kontrollként mwh heterozigdta
hattéren Dmp53 heterozig6ta (Dmp53/+) és homozigéta (Dmp53/Dmp53) muténs allatokat
hasznltam. A diagram a szarnyankénti atlagos klonok szamat mutatja harom kisérletben,
mintankeént dsszesen tébb mint 20-20 szarny értékelése alapjan. A vizsgalt genotipusokat az
abra jelzi. Az oszlopokon feltlintettem a szorés értékeket.

4.2.2. A sumoilaciés enzimek csokkent mennyisége nem befolyasolja a Dmp53-

taltermelés okozta szemfenotipust

A Dmp53 éllatokban torténd tiltermelése apoptozishoz vezet, amelynek fenotipusos
megjelenése jol észrevehet6. Megvizsgaltam, hogy a Dmp53 szemben torténd taltermelése
altal okozott fenotipus hogyan valtozik, ha a Su(var)2-10, lwr, illetve smt3 gének csak
egyetlen kopidban vannak jelen, vagyis a fehérjék csokkent mennyiségben termelddnek. A
Dmp53 szemben torténd taltermeléséhez a GMR-GALA4 drivert hasznaltam. Kisérleteimben a
rendelkezésre all6 lwr, smt3, lwr-smt3, illetve Su(var)2-10 heterozigéta mutans allatok
egyedeit kereszteztem a vad tipusi Dmp53-at a GMR-GALA4 altal taltermel6 allatokkal, majd
az utédok fenotipusait vizsgaltam (7. abra C-F). Célszeriinek tartottam a GMR-GAL4
hasznalatat, mert ennek segitségével a Dmp53-at az llatok szemében tudtam taltermelni, és a
szemfenotipusok sulyossagat vizsgalva a sumoilacios fehérjék csdkkent mennyiségének
hatdsa jol nyomon kovetheté. A kisérleteket 29 °C-on végeztem, hogy a gyenge genetikai
kdlcsdnhatasokat is kdnnyebben észrevehessem. Kontrollnak olyan Dmp53-at tlltermel6
allatokat hasznaltam, amelyek vad tipusu (7/A &bra), vagy Dmp53 null muténs hattéren (7/B
abra) termelték tal a fehérjét. A két abrarész O0sszevetésébdl jol latszik, hogy az endogén
Dmp53 mennyisége elhanyagolhatd a tultermelt fehérjehez képest, hiszen nem okoz lathatd
fenotipus valtozast. Vizsgalataim soran azt az eredményt kaptam, hogy a sumoildcios
enzimek csokkent mennyisege nem befolyasolja Iényegesen a Dmp53 tultermelés okozta

durva szem fenotipust.
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7. dbra: a sumoilaciés enzimek csokkent mennyisége nem befolyasolja a Dmp53
taltermelés okozta durva szem fenotipust,

Az A és B &brarész demonstrélja, hogy a Dmp53-at Dmp53 null muténs hattéren taltermel6
allatoknak (B) és a Dmp353 tultermelé valamint endogén Dmp53-at is tartalmazo allatoknak
(A) ugyanolyan a fenotipusa. A csokkent mennyiségli Iwr (C abrarész), smt3 (D &brarész),
Iwr-smt3 (E &brarész), illetve Su(var)2-10 (F &brarész) fehérjék hatdsa a Dmp53 szemben
torténd tultermelésére.

4.3. In vivo Kisérletek a K302R mutaci6 Dmp53 miikodésére Kifejtett hatasanak

vizsgalatara

4.3.1. A K302R mutaciét hordozdé Dmp53 transzgenikus allatok létrehozasa

Eleszté két-hibrid kisérlettel megéllapitottam, hogy a Dmp53 kélcsénhat a
sumoilacioban szerepet jatszé fehérjékkel, majd azonositottam egy olyan helyet a Dmp53
fehérjében, amely potencialis célpontja lehet SUMO mddositasnak. A konszenzus SUMO-
akceptor hely kulcsfontossagl lizin aminosavat argininre cseréltem, és éleszt6 két-hibrid
rendszerben azt taldltam, hogy a pontmutacié nem befolyasolja az interakciokat. Ezért a
mutécié hatasanak in vivo vizsgalatara Dmp53 transzgenikus allatokat hoztunk Iétre. A vad
tipusi Dmp53-at taltermel6 allatokat Michael W. Young laboratériumabdl kaptuk. A
Dmp53"*°R  fehérjét thltermeld allatok elbéallitisara a pUAST-Dmp53"“3°®R  transzgént
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embriokba injektaltuk, majd a kikel6 transzgenikus allatokbdl homozigota torzset hoztunk
létre. E16szor mindossze egyetlen torzset sikeriilt eléallitani, ezeknél az allatoknal a transzgén
a 2. kromoszoman helyezkedett el. Késobb remobilizaltuk a transzgént és egy 3.
kromoszomas torzset is készitettlink. Ezeket a transzgenikus torzseket a hagyomanyos P-elem
inszercids technikaval hoztuk létre, amelyre jellemz6, hogy a transzgén inszercidjanak helye
véletlenszeri. Ebbdl kovetkezik, hogy a transzgénrdl termeldédd fehérje mennyiségét a
genomi kornyezet befolysolja. Munkank kezdetekor ez az &ltaldnosan alkalmazott modszer
allt rendelkezésiinkre. Késébb megjelent az igynevezett ¢C31 transzgén-integracios rendszer
[122], amelynek elénye, hogy helyspecifikus transzgén integraciot tesz lehetdvé, amely
megbizhatobb @sszehasonlitd vizsgalatokat tesz lehetévé. A munka mésodik fazisdban e
modszernek az optimalizalt valtozatat hasznéltam helyspecifikus inszerciok létrehozasahoz

[123]. Eldallitottunk Dmp53 és Dmp53"*°2R transzgént hordozé torzseket, amelyeknél a

V4

4.3.2. A Dmp53“¥2R fehérje taltermelés okozta fenotipus jellemzése és dsszehasonlitasa

a vad tipust Dmp53 taltermelés okozta fenotipussal

4.3.2.1. A Dmp53 és Dmp53<3 % fehérje szovetspecifikus és altalanos tltermelés okozta

fenotipusok dsszehasonlitasa

A szakirodalombdl jol ismert, hogy a Dmp53 tultermelése apoptdzis kialakulaséhoz
vezet (124, 126). Vizsgalataim sorén arra voltam kivancsi, hogy a fehérjét taltermelve latok-e
fenotipus kilonbséget a vad tipusu, illetve mutans Dmp53-at expresszalé allatok kdzott.
Kisérleteimben az UAS-GAL4 rendszert hasznalva altalanos és szovetspecifikus driverek
segitsegével hajtottam meg a transzgéneket, és a kapott fenotipusokat 25 °C-on, illetve az
intenzivebb transzgén kifejez6dés érdekében 29 °C-on vizsgaltam. Eredmeényeimet az 1.
tablazatban valamint a 8. és 9. dbran foglaltam 6ssze. JOI lathatd, hogy akér a 2., akar a 3.
kromoszdmés random inszercidval létrehozott mutans Dmp53-at thltermelé torzset
hasznéltam, erdteljesebb fenotipusokat kaptam, mint a vad tipust fehérjét tulexpresszald
torzsnél. Altalanos drivereket hasznalva stlyosabbak a fenotipusok, mint szovetspecifikus
driverek alkalmazésa esetén. Az act-GAL4 és da-GAL4 altal torténd expresszid nagyon

erGteljes hatasu: a vad tipusi Dmp53-at taltermel6 &llatoknak fele kel ki, mig a mutans
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fehérjét kifejez6 allatok nagy része L2, illetve L3 stddiumban elpusztul (1. tablazat). A vg-

GAL4 és en-GAL4 szbvetspecifikus drivereket hasznalva csipkézett szarny fenotipusokat

kaptam, a mutans Dmp53-at tlltermelé allatok pedig sok esetben nem is kelnek ki, hanem

korai fejlodési stadiumokban elpusztulnak (1. tablazat és 8. abra).

Fenotipusok
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. o . UAST-
: Driver kifejez6dési PUAST-Dmp53<= A .
GALA4 Driver mintazat pUAST-Dmp53 (2. kromoszomés) Dmp53 o
(3. kromoszémas )
Letélis farat adult stddiumban, | 75% letalis L2, 25%
26%-0s penetrancidval L3 l&rva stadiumban
actin5c (act) altalanos n=185 n=110
90% letélis L2 larva
Letéalis farat adult stadiumban, stddiumban, 10% 68% letalis L3
39%-o0s penetranciaval letalis L3 larva larva stadiumban
da“g(gg'ess 4ltalanos n=132 stadiumban 32% Letalis cldbéb
n=115 stadiumban
n=122
Csipkézett szarnyak
néstény: 4% penetranciaval Csipkézett szarnyak
him: 77% penetranciaval
n=96
vestigial . .
(vg) Szarny diszkusz
him: letalis
néstény: normal szarny babéllapotban
him: csipkézett szarny ndstény: csipkézett
engrailed A szegmentek poszterior szarny
(en) oldalan
Durva szem, a himeknél Nagyon durva,
erételjesebben kisméretii szem
gmr Szem diszkusz Nagyon durva, kis

méretii szem




1. tablazat: a Dmp53 Aaltalanos vagy szovetspecifikus tultermelése altal okozott
fenotipusok a random inszercidval létrehozott torzseken

A tablazatban Osszefoglalt adatokbdl jol lathato, hogy az altalanos kifejezédésii driverek
stlyos fenotipusokat okoznak akar a vad tipusl, akar a mutans Dmp53-at taltermeld
allatoknak, legtobb esetben pedig a szovetspecifikus kifejezédésnek is jol érzékelhet6 hatasa
van. A Dmp53<**%® fehérje taltermelése stlyosabb fenotipusokat okoz, mint a vad tipust
protein taltermelése. 29 °C-on (sziirke mezbékkel jelolve) erbteljesebb hatast latunk. ,,n” az
allatok szamét jeloli.

Ha a GMR-GALA4 driverrel a szemben fejeztettem ki a fehérjét, akkor is a mutans allatoknal

észleltem erételjesebb hatast (1. tablazat és 8. abra).

vg-GAL4 GMR-GAL4
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8. 4bra: a Dmp53 és Dmp53<3*R fehérjék szovetspecifikus taltermelése &ltal okozott
fenotipusok, a random inszertélddott transzgént hordoz6 allatokban

Balrél az els6é oszlopban a fehérjét 25 °C-on, a vg-GAL4 driverrel taltermelé allatok
fenotipusai lathatdak: a: vad tipusu széarny; b: UAS-Dmp53 him; ¢: UAS-Dmp53 néstény; d:
UAS-Dmp53“*°®R him; e: UAS-Dmp53"3*® ngstény; f: 2 kopia UAS-Dmp53 ndstény. A
kozéps6 oszlopban GMR-GAL4 driver hasznalataval, h-k 25 °C-on, I-n 29 °C-on kapott
fenotipusok lathatéak: g: vad tipust szem h: UAS-Dmp53 him; i: UAS-Dmp53 néstény; j:
UAS-Dmp53"*°R him; k: UAS-Dmp53<*®% néstény; I: UAS-Dmp53 him; m: UAS-Dmp53
néstény; n: UAS-Dmp53" %2R ngstény. Az utolsé oszlopban az en-GAL4 driver hasznélataval
25 °C-on kapott fenotipusok lathatéak: o: UAS-Dmp53 him; p: UAS-Dmp53 ndstény; q:
UAS-Dmp53" %2R néstény.

Megfigyelhetd, hogy a him allatok minden esetben stlyosabb fenotipusokat mutattak,
mint a néstények.

Amikor a helyspecifikus integracioval létrehozott torzseken vizsgaltam a Dmp53
taltermelés okozta fenotipusokat, sokkal kevésbé volt dramai a kilonbség a Dmp53, illetve
Dmp53"*°%R fehérjéket thltermeld allatok kozott még da-GAL4 éltalanos driver alkalmazasa
esetén is (9. abra). A Dmp53 ¥R fehérjét taltermelé allatok nagyobb része az L3 larva
stadium korabbi szakaszaban pusztul el, ahol az anterior spirakulum nevii képlet (amelynek
kittir6dése a larva stadium végét jelzi) még nem jelenik meg. Ezzel szemben, a vad tipust

fehérjét termeld allatok zo6me az egyedfejlédés korai bab (fehér bab) stddiumaig él.
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9. dbra: A 3. kromoszoméara helyspecifikusan integralédott da-GAL4 driverrel
meghajtott Dmp53, illetve Dmp53“*%® transzgént hordoz6 llatok letalfazisa

A Kkisérletben 3x80 allat fejlédése volt nyomon kovetve. A diagram azt mutatja, hogy az
Osszes Allat hany szdzaléka pusztult el az adott fejlodési stadiumban. Az 4bran a
szbrasértékeket is feltiintettem.
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43.2.2. A random inszerciéval létrehozott Dmp53<***® mutans allatokban a fehérje

nagyobb mennyiségben van jelen

A random inszercioval létrehozott transzgenikus allatokon tapasztalt megfigyeléseim
alapjan a Dmp53" %2R fehérjét taltermeld allatok sulyosabb fenotipust mutatnak a vad tipus(
fehérjét tultermeld tarsaikhoz képest. Felvetodik a kérdés, hogy vajon a fehérje mennyisége
hatarozza-e meg a fenotipusokat? Ennek eldontésére két kisérletsorozatot hajtottam végre. Az
elsénél olyan muslicakat hoztam 1étre, amelyek két kopia vad tipusi Dmp53-at tartalmaznak.
A kérdés az volt, hogy ha ezeknél az allatoknal tultermeljuk a fehérjét, akkor a két kdpia
miatti nagyobb mennyiségli fehérje erdsiti-e a fenotipusokat. Azt az eredményt kaptam, hogy
vg-GAL4 driverrel taltermelve a vad tipust fehérjét, stlyosodik a sz&rnyfenotipus (36. oldal,
8. dbra ,,f” kép, érdemes Osszevetni a ,,c” képpel, ami az egy kopiat tartalmazd allatokrol
készlt). A maésik kisérletnél egy specidlis domindns negativ mutans Dmp53-at tartalmazo
muslicatorzset hasznaltam fel: a Dmp53™°**N mutans a DNS-kété doménjében talalhatd
pontmutacié miatt nem képes DNS-hez kotédni. Ha mind a Dmp53™*°N-et mind a
Dmp53<¥% et tilhajtottam act-GAL4 driverrel, akkor azt tapasztaltam, hogy enyhiiltek a

K302R
3

fenotipusok a kontroll csoporthoz viszonyitva, ahol csak a Dmp5 -et termeltettem tul

(10. &bra). Ez a kisérlet is azt sugallja, hogy a Dmp53"3°R fehérjét tiltermels éllatokban

latott fenotipusok a termelt Dmp53 miatt alakulnak ki (a fenotipus Dmp53-specifikus).
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10. &bra: a dominans negativ Dmp53"**N ¢s a Dmp53<3°R mutans fehérje egyiittes
thltermelése enyhiti a Dmp53"*°2F fehérje tltermelése altal okozott fenotipusokat

A Dmp53" %R fehérje Gnmagaban, act-GAL4 driver segitségével torténd taltermelése esetén
az allatok zome L2 larva stddiumban pusztul el, mig a dominans negativ muténs és a
Dmp53K¥%R fehérje egyiittes termelése eltolja a letalfazist, és az allatok zémében L3
stddiumban pusztulnak el. A kisérletben 3x40 allat fejlédése volt nyomon kévetve. A diagram
azt abrézolja, hogy az Gsszes allat hany szazaléka pusztult el az adott fejlédési stadiumban.
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4.3.3. A Dmp53 és Dmp53"** fehérje szintjének és poszttranszlaciés modositasainak

vizsgalata

43.3.1. A Dmp53 és Dmp53<**2R fehérje expresszidja szintjének és moédositasainak

vizsgalata

Miutan megvizsgaltam a Dmp53 tultermelés okozta fenotipusokat transzgenikus
allatokban, Western analizissel ellenériztem a fehérje mennyiségét (11/A abra). Vad tipusu
allatokbol az endogén Dmp53 - valosziniileg a fehérje alacsony mennyisége miatt - Western
analizissel nem detektalhat. Ezért a random inszercioval el8allitott Dmp53 és Dmp53" %R
taltermel6 allatokat da-GAL4 drivertorzzsel kereszteztem, majd L2 stadiumud larvikat
gyljtottem. Ezekbdl fehérjepreparatumot készitettem, majd Western Kkisérletet végeztem.
Kontrollként Dmp53 null muténs allatokbdl készitett mintat hasznéltam. A meghajtott,
pontmutans transzgént hordozd allatokban a fehérje nagyobb mennyiségben van jelen. Ez a
magasabb fehérjeszint okozhatja a mutans allatokban az er6teljesebb fenotipusokat is.
Ugyanezen mintdkbol (ugyanezen a filteren) megprébaltam a Dmp53 SUMO-madositott
forméajat is detektdlni, de nem volt kimutathat6 (11/B &bra), a Dmp53-at reprezentald csik
folott lathato jel aspecifikus, mert a Dmp53 null muténs &llatokbdl szdrmazd mintaban is
lathatd. A filtert anti-tubulin ellenanyaggal is eléhivtam annak kimutatasara, hogy az egyes
mintakbdl azonos mennyiségeket vittem fel, és a Dmp53 mennyiségében tényleges eltérés

van az egyes allatcsoportok kozott (11/C 4bra).

A s & B s s C s &
< & < © 3 °
L L L &L C L L
& & & g & & SIS
WEEROIRY) 9 9 O 9 9

- .
’--

39



11. dbra: a random integralédott transzgént tartalmazé Dmp53“*®R transzgénikus
allatokban a termelt Dmp53 fehérje nagyobb mennyiségben van jelen, mint a vad tipusu
fehérjét tultermelé allatokban

Dmp53 null, UAS-Dmp53, UAS-Dmp53" %2R 4llatokbdl széarmazé fehérje kivonatokat
tartalmazoé filtert A: anti-Dmp53 ellenanyaggal B: anti-Dmsmt3 ellenanyaggal és C: anti-a
tubulin ellenanyaggal hivtam elé.

Ellenériztem a fehérjék mennyiségét azokban a muslicatérzsekben is, amelyekben a Dmp53
és a Dmp53"*°R transzgén helyspecifikusan integralédott, és nem talaltam jelentds
kulonbséget koztuk. Annak fényében, hogy ezeknél a torzseknél a fenotipusokban is sokkal

Kisebb kiillonbséget talaltam, a kapott eredmény nem meglepd.

Y

12. abra: a helyspecifikusan integralédott transzgént tartalmazo torzsekben a
Dmp53"%%2R ¢s a vad tipust fehérje mennyiségének 6sszehasonlitasa

Dmp53-at (1) és Dmp53"**R.at tdltermeld (2) éllatokbdl szarmazé fehérje kivonatokat
tartalmazé filtert anti-Dmp53 ellenanyaggal hivtam el6.

43.32. A Dmp53 mRNS szintjének vizsgalata a random inszercids transzgenikus

allatokban

Kisérleteimben azt taldltam, hogy a Dmp53"3*R

pontmutans fehérjét taltermeld
allatokban megemelkedett a fehérje szintje, ezért ezeknél a legyeknél sulyos fenotipusok
figyelheték meg. Adja magat a kérdés: vajon csak a genomi kornyezet eltérése miatt
termel6dik tobb fehérje, vagy stabilizalodik a mutans fehérje? A hagyomanyos P-elem
inszercids technikaval létrehozott transzgenikus Drosophila torzsekben a genomi kdrnyezet
kiillonb6z6képpen befolyasolhatja a génkifejez6dés intenzitasat. Ennek vizsgélatara Q-RT-
PCR és Northern blot technik&kat alkalmaztam, amelyek alkalmasak arra, hogy a génr6l

képz6dé mRNS mennyiségét meghatarozzam.
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A Q-RT-PCR-hez minden mintabol L2 stadiumban levd larvakat gyiijtottem, majd
6ssz-RNS-t tisztitottam. Mint a 13. 4bra mutatja, a meghajtott 2. kromoszémas Dmp53+<*°2R
muténs allatokban nem magasabb (s6t kissé alacsonyabb) a képz6d6 mRNS szintje, mint a
vad tipusu fehérjét taltermel6 tarsaikban. Ez azt jelenti, hogy a mutacié miatt a transzkriptum
mennyisége nem ndvekszik meg, tehét a korabbi kisérletekben latott fehérjeszint ndvekedés a
Dmp53"**?R-at taltermeld transzgenikus éllatokban nem a genomi koérnyezet befolyésolé

hatdsa miatt van.

Dmp53 mRNS szint
(a w'8-hoz hasonlitva)

50 1

w1118 UAS-Dmp53 UAS-
Dmp53K302R

13. abra: a Q-RT-PCR kisérlet alapjan a random inszerciés, Dmp53<¥*-at tiltermelé

allatokban kozel azonos a képz6dé mRNS szintje, mint a vad tipusu fehérjét taltermel6
tarsaikban

Az &brén a vad tipusu és K302R mutans Dmp53-at taltermel6 torzsekben képz6dé Dmp53
mRNS mennyisége lathaté a w'*'® kontroll térzshdz viszonyitva. A kisérletet haromszor
ismételtem meg, az dbréan a szérast is feltlintettem.

A Northern blothoz L2 stadiumban levé larvakbol tisztitott §ssz-RNS-t hasznéltam, a
kisérlet eredménye a 14. abrén lathatd. A Northern blot esetén a Q-RT-PCR eredményével
egybevagd volt tapasztalatom. Az utébbi Kisérlet is azt mutatja, hogy a K302R mutaciét
hordoz6 Dmp53-at taltermeld allatokban nem magasabb a transzgénr6l képz6d6 mRNS
mennyisége, mint a vad tipusa fehérjét tultermel$ tarsaikban, tehat a fehérje a mutacid

kovetkeztében halmozodik fel. Nem tudtam kimutatni a Dmp53 mRNS-t a w8

torzsnél (14.
abra, balrol az elsé oszlop), vagyis az endogén Dmp53 mRNS szintje nagyon alacsony a
sejtekben, ami nem meglepd, hiszen a human megfelel6jérdl tudjuk, hogy csak stresszhatasra
emelkedik meg a mennyisége. Ennek megfelelden az sem meglepd, hogy a Western

analiziseim sordn az endogén Dmp53 nem volt kimutathatd, csak a taltermel6 allatoknal
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tudtam a fehérjét detektalni. Az endogén Dmp53 kimutatdsahoz érzékenyebb ellenanyag

alkalmazésa szlikséges, amely azonban jelenleg kereskedelmi forgalomban nem kaphat6.

14. abra: Northern analizis alapjan a random inszerciés Dmp53"*°R mutans allatokban
alacsonyabb a képzddé mRNS szintje, mint a vad tipusu fehérjét tultermeld tarsaikban

Balro6l jobbra haladva az 1. oszlopban az lathatd, hogy az endogén Dmp53 mRNS szint
rendkivll alacsony, Northern analizissel nem kimutathaté. A 2. oszlopban a vad tipusu
fehérjét taltermeld allatokban mérhetd Dmp53 mRNS mennyisége lathatd, ami magasabb,
mint a Dmp53"°?R fehérjét taltermeld allatokban mérhetd mRNS (3. oszlop).

4.3.3.3. A Dmp53 és Dmp53"3*% fehérje expresszidjanak és médositasanak vizsgalata S2

sejtekben

Megvizsgéltam, hogy kimutathat6-e, hogy a Dmp53 ténylegesen a 302. lizinjén
keresztil sumoilalodik. El6szor ecetmuslica egyedeken végzett Western analizis segitségével
probaltam kimutatni a modositést (11. dbra). A kisérlet nem jart pozitiv eredménnyel, aminek
oka valosziniileg a sejtekben nagyon kis mennyiségben jelenlevd Dmp53 fehérje, amelynek
endogen formajat nem is tudtam detektalni. A taltermelt fehérje jol kimutathat6, de mddositas
ezen sem detektalhaté (11. dbra). A sumoilacio vizsgalatara gyakran hasznaljak a mddositas
sejtkultiraban torténd kimutatasat. En is megprobéaltam a SUMO-médositas S2 sejtekben
torténé kimutatasat. Ehhez olyan plazmidokat hoztam létre, amelyek segitségével a Dmp53 és
Dmp53<¥%R fehérjék 3-szoros FLAG cimkével ellatott forméait tudtam sejtekben termeltetni.

Els6 1épésben megvizsgaltam, hogy a tdltermelt fehérjén Western blottal kimutathat6-e
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modositas. Az analizis szerint poszttranszlaciés modifiké&cidra utald, megvaltozott mobilitasu
fehérjeforma nem detektdlhatd (15. 4bra). Ezt koveten immunoprecipitacioval
probalkoztam: nagyobb mennyiségli S2 sejtet transzfektdltam, és ebbdl probaltam meg
kicsapni a Dmp53-at. E kisérlet tobbszori ismétlésével sem kaptam olyan eredményt, ami a

fehérje médositasara utalna.

15. 4bra: Az S2 sejtekben tultermelt FLAG-Dmp53 fazids fehérjén nem lehetett
poszttranszlaciés modositast detektalni

Balrol jobbra haladva: tultermelt Dmp53-at nem tartalmaz6 (kontroll) minta, Dmp53 fehérje
tlltermelés, Dmp53 %R fehérje taltermelés. A filtert M2 anti-FLAG ellenanyaggal hivtam
eld.

4.3.4. A Dmp53 fehérje a sejtmagban helyezkedik el és a K302R mutaci6 hatdsara nem

valtozik meg lokalizacidja

A sumoilacio egyik ismert hatésa lehet a modositott fehérje sejtbeli elhelyezkedésenek
megvaltoztatasa. Ezért megvizsgéltam, hogy van-e kilénbség a vad tipusd és a mutans
Dmp53 fehérje sejten beluli elhelyezkedésében. Ehhez rendelkezésemre alltak a vad tipusu,
illetve a K302R mutans Dmp53-at taltermeld transzgenikus muslicak (a kisérletben a
helyspecifikus inszercios torzseket hasznaltam), valamint anti-Dmp53 ellenanyag is. Mindket
allatcsoportban act-GALA4 driverrel tultermeltettem a fehérjét, és L3 fejlédési stadiumban 1év6

larvakbodl prepardlt nyalmirigyeken immunfestést hajtottam végre. Kisérleteimben azt az
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eredményt kaptam, hogy mind a vad tipust, mind a K302R mutans fehérje a sejtmagban

helyezkedik el, tehat a mutacio eredményeképpen nem valtozik meg lokalizacidja (16. dbra).

anti-Dmp53 DAPI egyesités

Dmp53

K302R

16. bra: a Dmp53 és Dmp53“**® fehérje is a sejtmagban helyezkedik el

A képen L3 fejlodési stadiumban levé act-GAL4 driverrel kifejeztetett Dmp53, illetve
Dmp53 ¥R tiltermelé allatok nyalmirigy sejtjei lathatoak, anti-Dmp53 ellenanyaggal, illetve
DAPI-val festve. Mind a vad tipusd, mind a mutans fehérje a perinukleolaris térben
helyezkedik el, ahol Kis szubnuklearis testecskék felépitésében vesznek részt.

4.3.5. Sem a Dmp53-ban létrehozott K302R mutécié sem a DLP fehérje jelenléte nem

valtoztatja meg a Dmp53 transzkripcios aktivitasat

A p53 nagyszdmu gén transzkripcidjat szabalyozza azzal, hogy képes specifikus p53
vélaszelemekhez k6tddni és ezaltal fokozni vagy csokkenteni az adott gén transzkripcigjat. A
sumoilacio szamos esetben megvaltoztatja a médositott fehérje transzkripcios aktivitasat.

Ha a Dmp53 302. poziciéban taldlhaté lizin aminosava ténylegesen a SUMO-
modositas célpontja, akkor a szakirodalmi adatok ismeretében varhat6, hogy az aminosav
megvaltoztatasa a Dmp53 transzkripcids aktivitasdnak maddosulasat is maga utan vonja.
Ennek vizsgalatéra luciferdz aktivitismérést végeztem S2 embrionélis Drosophila sejteken.
A luciferaz riportert tartalmaz6 pGL3-Luc plazmidba kl6noztam a reaper gén p53

3K302R

vélaszelemét, majd a plazmidot a Dmp53-at vagy Dmp5 -at kifejezd plazmidokkal
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egylitt S2 sejtekbe juttatva a Dmp53 és Dmp53<*%2 transzkripciéra gyakorolt hatasat tudtam
mérni. A Kisérletben azt az eredményt kaptam, hogy a K302R mutaciét hordoz6 Dmp53
transzkripcios aktivitdsa nem valtozott meg lényegesen (17/A abra). Amennyiben a 302. lizin
valéban sumoilacios hely, ez az eredmény azt jelenti, hogy a SUMO-modositas a Dmp53
transzkripcios aktivitasira nincs szamottevo hatassal.

A Daxx (death domain associated factor 6) fehérje a human p53 egyik modulald
kofaktora. A két fehérje képes kapcsolodni egyméshoz, és a Daxx részt vesz a p53
transzkripcios aktivitdsanak szabalyozasaban, bar a folyamat mechanizmusarol rendelkezésre
allo adatok ellentmondasosak [124-126]. Korabbi (a dolgozatban nem szerepld)
kisérleteimben azt taldltam, hogy a Daxx fehérje Drosophila melanogaster ortoldgja, a Daxx-
like protein (DLP), kdlcsdnhat a Dmp53-mal. Ezért S2 sejtekben megvizsgaltam, hogy a DLP
van-e barmilyen hatdssal a Dmp53 transzaktivalo képességére. A mar fentebb ismertetett
pGL3-Luc plazmiddal egyutt kotranszfektadltam DLP-t, valamint vagy Dmp53-at, vagy
Dmp53 3% fehérjét kifejez6 plazmidokat. A 17/B &bran 6sszefoglalt eredmények alapjan a
DLP nincs lényeges hatéssal sem a vad tipust, sem a K302R mutans fehérje transzkripcio

aktivalo képességere.
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17. &bra: sem a Dmp53-ban létrehozott K302R mutacié sem a DLP fehérje jelenléte nem
valtoztatja meg a Dmp53 transzkripcios aktivitasat

A: az els6 oszlopban a kontroll minta lathatd, ahol csak a pGL3-Luc plazmidot
transzfektaltam. A kovetkezd két oszlop a vad tipusu és K302R mutans Dmp53 transzaktivalo
képességét mutatja. B: Az elsé oszlop bizonyitja, hogy a DLP nem aktivalja a pGL3-ban
taldlhatd p53 vélasz elem hatéaséra a luciferdz riportert. Az kovetkezé négy oszlopban azokat
az eredményeket tlntettem fel, ahol 1 vagy 2 pg DLP-t kifejez6 plazmidot is
kotranszfektaltam a vad tipusi vagy mutdns Dmp53-at és a luciferaz riportert kifejez6
plazmidok mellé. A transzfektalt DNS mennyisége (a DLP kivételével) minden mintanal 1-
lug volt. A Kisérleteket haromszor végeztem el, az dbrakon a szoras értékeket is feltlintettem.
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5. Az eredmeények megvitatisa

A p53 tumor szuppresszor gén mutécidja a kiilonb6z6 tipust daganatos sejtek jelent6s
részében, tébb mint 50%-4ban megtalalhatd, ezért a molekularis bioldgiai kutatasok egyik
kozponti eleméve valt, és 30 évvel ezelotti felfedezése Ota tobb tizezer publikacid
foglalkozott vizsgélataval. A génrdl képz6d6 fehérje kis mennyiségben van jelen normél
allapotu sejtekben, de a sejtet ér6 kiillonboz6 stresszhatasokra (DNS ké&rosodas, hipoxia [44],
hipo-és hipertermia [53, 54], stb...) aktivalodik, és stabilizlasa miatt mennyisége
megnovekszik. A fehérje szdmos fontos funkcioval rendelkezik: a stresszhatdsokra adott
vélaszként képes leallitani a sejtciklust, a sejtet ért sulyos k&rosodasok esetén apoptozist idéz
el6, gatolja az érképzédést tumorokban, és szerepet jatszik a sejtdifferencialodas
indukcidjaban. A p53 szdmos funkcidja kozil egyik legfontosabb a transzkripcidban betdltott
sokoldalu szerepe: a fehérje képes specifikus p53 valasz elemekhez kotédni, és ezéltal
fokozni vagy csokkenteni bizonyos gének transzkripciojat. Kdzvetlenil a transzkripcios
faktorok gatlasaval transzkripcios blokkot is ki tud valtani [127, 128]. A p53 szamos
funkcidja révén kozponti szerepet jatszik a genom integritdsdnak megOrzésében, ezért
mintegy a genom Orangyalaként mikodik.

A Drosophila melanogaster p53 (Dmp53) gent 2000-ben hdrom fiiggetlen amerikai
csoport azonositotta [111-113]. A Dmp53-rol azota szamos kozlemény jelent meg,
melyekben kimutattdk, hogy a fehérjének részben hasonld szerepe van, mint a human
ortolégjanak. A Dmp53 in vivo apoptotikus aktivitasat a fehérje szemben torténd ektopikus
expresszidjaval mutattdk ki [111, 113]. Az emlds p53-mal ellentétben a vad tipusi Dmp53
tiltermelése nem idézte el6 a sejtciklus G1 fazisban torténd leallasat [113]. Mivel a
Drosophildban nem ismert Mdm2 ortoldg, feltételezhet6, hogy a Dmp53 a human fehérjétdl
eltér6 modon szabalyzodik. Szabalyzasdban szerepet jatszik a DmChk2 kinaz, amely a
Dmp53 foszforilaldsan keresztul [117] a DmATM molekuléval egyitt sziikséges az ionizéld
sugarzés Aaltal kivaltott apoptdzishoz [118, 119]. Megéallapitottak azt is, hogy az ATR
ecetmuslica ortoldgja, szintén szerepet jatszik a DNS kérosodasra adott p53- vélaszban [119].

A p53 szabélyozaséban kulcsfontossaguak a fehérje N-és C-terminalisan bekovetkez6
poszttranszlacios modositasok: foszforilacio, metilacid, acetilacio, ubiqutincio, sumoilacio.
Munké&nk kezdetekor szamos Dmp53 kodlcsonhaté fehérjét azonositottunk, koztik a

sumoildcidban szerepet jatszd faktorokat is. Mivel a huméan p53 a SUMO-mAddositas
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célfehérjéje, és sumoilaciés enzimeket azonositottunk, mint Dmp53 kdlcsonhatd partnereket,
valamint a Dmp53 szekvencidban potencialis sumoil&cios helyet talaltam, célként tiiztem ki,
hogy meghatarozzam vajon a fehérje ténylegesen SUMO célpont-e és ha igen, mi a modositas
in vivo szerepe.

Vizsgalataink kezdetekor éleszté két-hibrid Kisérletben azt talaltuk, hogy a Dmp53
kdlcsonhat a DmUba2 E1 SUMO aktivalo, a DmUbc9 E2 SUMO konjugélé és a DmPias E3
SUMO ligaz enzimekkel. Ugyanezt a rendszert hasznalva megéllapitottam, hogy a Dmp53 C-
termindlis doménje vesz részt az ezekkel a fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatasban. A C-
termindlis funkciondlisan két részre bonthatd: a fehérje tetramerizacidjat biztositd
oligomerizacios, és az Ggynevezett basic doménre. A Dmp53-DmUba2 kdlcsonhatashoz a
basic domén sziikséges, a DmUDbc9 kilon-kilon az oligomerizacids, illetve a basic doménnel
is interakcidba 1ép, mig a Dmp53-DmPias kdlcsonhatas kialakitdsaban a teljes hosszusagu C-
terminalis domén részt vesz. Az éleszt6 két-hibrid rendszerben kapott eredményeket GST-
pulldown kisérlettel erdsitettem meg, amely ugyancsak azt mutatta, hogy a Dmp53 C-
termindlisaval hat kdlcson a sumoilacios enzimekkel.

A Dmp53 szekvencidjaban egy sumoilacios konszenzus szekvencianak tokéletesen
megfelel6 aminosavrészt talaltam. A szekvenciaban taldlhaté kulcsfontossagu lizint PCR-rel
végrehajtott helyspecifikus mutagenezissel argininre cseréltem (K302R), majd éleszté két-
hibrid kisérletben vizsgaltam, hogy a mutéacid befolyasolja-e az interakciokat az elébbiekben
bemutatott kdlcsonhato fehérjékkel. Azt az eredményt kaptam, hogy valamennyi sumoilacios
fehérje kdlcsdnhatésba 1ép a K302R mutans Dmp53-mal is. Ennek magyarézata lehet, hogy a
DmUba2, DmUbc9 és DmPias fehérjék nem kotédnek a Dmp53 302-es lizinjének
kornyezetében levé aminosav részletéhez, igy az aminosav csere nem valtoztatja meg a
kolcsonhatasokat.

Az ecetmuslica modell lehet6séget kinalt a Dmp53 és a sumoilacios enzimeket kodolo
gének kozotti genetikai kdlcsonhatés vizsgalatara. A kisérletekben a DNS karosodas hatésara
induk&lodo javitasi folyamatok hatékonységa alapjan kiséreltem meg a sumoilacio szerepét
kimutatni a Dmp53 miikddésében. A p53 szerepe a DNS karosodés altal indukalt javitasi
folyamatok aktivalasdban jol ismert [55-59]. Ez a funkcié konzervalddott, mert
Drosophildban végzett kisérletek is azt mutattak, hogy a genotoxikus stresszhatasok (példéaul
rontgensugarzas okozta DNS kéarosodas) Dmp53-at aktivalnak, amely aztan pro-apoptotikus
géneket (reaper, hid, grim) kapcsol be [114, 115]. Brodsky és munkatarsai leirtdk, hogy a
Drosophildban is azonositott Chk2 kindz (DmChk2) foszforilalja a Dmp53-at [117], mésok
pedig azt talaltdk, hogy a DmChk2 és a Drosophila ATM (DmATM) sziikseéges az ionizélo
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sugarzés Aaltal kivaltott apoptdzishoz [118, 119]. Megéllapitottak azt is, hogy az ATR
ecetmuslica ortoldgja szintén szerepet jatszik a DNS karosodésra adott p53-valaszban [119].
Ecetmuslicaban a genomban torténé hibak felhalmozodasanak mérésére alkalmas a LOH
rendszer, amelyben a Drosophila sz&rnyon az mwh gén termékének hianyaban kialakuld
fenotipust vizsgéljuk. Ezt a rendszert hasznaltam annak a kérdésnek a megvélaszolésara, hogy
vajon a muslicdkban a sumoilaciés gének egyik kopidjanak elvesztése hatassal van-e a
Dmp53 mutétor fenotipusara. mwh és Dmp53 heterozigota hattéren hoztam létre olyan
allatokat, amelyek Su(var)2-10, vagy lwr, vagy smt3 vagy lwr- smt3 heterozigbta mutansok,
és azt vizsgaltuk, hogy ezekben rontgensugarzas hatdsara a szarnyklénok szdma hogyan
Dmp53 mutator fenotipusat (nétt a klonok szama), ami azt sugallja, hogy a sumoilacié hidnya
vagy csokkent mértékii megvaldsuldsa csokkenti a Dmp53 DNS karosodasok kijavitasat
biztositd aktivitasat. Erdekes modon a kisérletsorozatban a Iwr-smt3 dupla heterozigGta
mutdnsokndl a klonok sz&ménak csokkenését tapasztaltam. Ez ellentmondésban all a
Su(var)2-10 vagy Iwr vagy smt3 egyszeres heterozigdta mutansoknal kapott eredményekkel,
ami esetleg azzal magyardzhato6, hogy a lwr-smt3 dupla heterozig6ta muténs allatoknal mas
faktorok is befolydsoltdk a Dmp53 aktivitasat. Tovabb bonyolitja a képet, hogy amikor az
alacsonyabb génddzis hatasat vizsgdltam a Dmp53 szemben torténd tultermelésére, a Iwr
vagy smt3 vagy lwr-smt3 vagy Su(var)2-10 gének egyetlen kopidja ugyanolyan hatésa,
mintha mindkét kopia jelen lenne, tehat az egyik génkopia elvesztése nem okoz Iényeges
szemfenotipus-valtozast a Dmp53 taltermelés esetén. A LOH rendszerben, illetve ez utobbi
kisérletben kapott eredmények latsz6lagos ellentmondasban vannak. Azonban ez feloldhat6
azzal, ha belegondolunk, hogy a két modszer a DmpS3 valamelyest eltéré, mas
kozremikodokon keresztiil megvaldsuld aktivitdsat méri. A LOH rendszer valdsziniileg
érzékenyebb a SUMO mddositasra, ezért az smt3, lwr, illetve Su(var)2-10 gének jelenléte,
illetve hidnya lathat6 fenotipus killonbségeket okoz.

A Dmpb53 tovébbi in vivo vizsgélatdt a fehérje transzgenikus &llatokban torténé
vizsgélatival folytattam. Vizsgalataim soran azt szerettem volna megtudni, hogy a fehérjét
tlltermelve lathat6-e fenotipus killonbség a vad tipust, illetve a Dmp53"3°® fehérjét
expresszalé allatok kozott. Kisérleteimben két Dmp53 %R fehérjét tultermeld torzset
hasznéltam, egyik a 2., a mésik pedig a 3. kromoszomara beépilt transzgént tartalmazott.
Akar a 2., akar a 3. kromoszdmas mutans Dmp53-at termeld torzset hasznaltam, er6teljesebb
fenotipusokat kaptam, mint a vad tipust fehérjét expresszalo torzsnél. Altalanos drivereket

hasznélva (amelyek az allatban mindenhol kifejezik a fehérjét) erételjesebbek a fenotipusok,
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mint szOvetspecifikus driverek esetén (ezek csak adott szervben, szovetben expresszaljak a
fehérjét). Megfigyeltem, hogy a him allatok minden esetben erételjesebb fenotipusokat
mutattak, mint a ndstények. Ennek egyik lehetséges magyarazata lehet a Drosophildban
ismert doziskompenzéciés mechanizmus: a him &llatok X kromoszoméjan talalhatd gének
aktivabban miikddnek a néstényekéhez képest. Az &llatokba bevitt transzgénjeink
tartalmazzék a miniwhite gént, amely (pontosabban a white) az X kromoszéman helyezkedik
el. Valosziniileg a white gén szabalyozo régidja befolyasolja a transzgenikus konstrukcidban
stlyosabb fenotipusokat tapasztaltam.

Megfigyeléseim alapjan tehét a Dmp53"3°%R fehérjét tultermeld, random inszerciés
allatok er6teljesebb fenotipust mutatnak a vad tipusu fehérjét tdltermel6 tarsaikhoz képest.
Feltételezésem szerint a fenotipusok megfigyelt er6sebbé valasanak oka a magasabb Dmp53
fehérjeszint. Ennek bizonyitdsara olyan transzgenikus allatokat allitottam el6, amelyek két
képia vad tipusi Dmp53-at taltermeld konstrukciot tartalmaznak, igy nagyobb mennyiségii
fehérjét tudnak termelni. Ha ezekben az allatokban expresszaltattam a fehérjét, akkor azt
tapasztaltam, hogy a nagyobb mennyiségli fehérje erdsebb fenotipusokat eredményez,
hasonlét, mint amilyet a Dmp53 *°* tiltermeld allatoknal figyeltem meg. Ugyanakkor,
azoknal a muslicaknal, amelyek a Dmp53-nak egy dominans negativ formajat (Dmp53™>°"),

valamint a Dmp53"3%2R

-t is termelték, azt tapasztaltam, hogy a fenotipusok enyhulést
mutattak, vagyis a vad tipusu, kevesebb fehérjét tartalmazo6 allatokhoz lettek hasonlobbak. Ez
a két kisérlet azt bizonyitja, hogy a Dmp53 transzgenikus allatoknal latott fenotipusok
erételjességét a Dmp53 fehérje, pontosabban annak mennyisége hatarozza meg.

Szerettem volna kozvetlendl is bizonyitani, hogy a megvaltozott fehérjemennyiség a
megfigyelt fenotipusvaltozasok oka. Ehhez Western analizissel ellendriztem az allatokban a
Dmp53 mennyiségét. Azt tapasztaltam, hogy a Dmp53<*°*® pontmuténs fehérjét tiltermelé
allatokban a fehérje nagyobb mennyiségben van jelen, sokkal tobb van bel6éle, mint a vad
tipusut expresszald tarsaikban. Ugyanezen mintakb6l a Dmp53 SUMO-modositott formajat
nem tudtam kimutatni. Ennek tébb oka is lehet. Az endogén Dmp53 normal sejtekben olyan
alacsony mennyiségben van jelen, hogy ezzel a modszerrel gyakorlatilag kimutathatatlan
[129]. Elképzelhets, hogy még a Dmp53 tiltermelése esetén is a fehérjének csak kis
mennyisége maédosul, aminek detektalasara a rendelkezésre allé ellenanyag érzékenysége
nem elegendo.

Vajon minek az eredménye a nagyobb fehérjemennyiség a Dmp53"***® 4llatokban? A

fehérje stabilizalodik a mutans fehérjét termeld Aallatokban, vagy a mRNS is nagyobb
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mennyiségben taldlhatd meg? Ennek tisztazésara a P-elem inszercids rekombinécios
technikaval létrehozott torzseken olyan kisérletek elvégzésére volt szikség, amelyek
alkalmasak arra, hogy a génrél képz6dé mRNS mennyiségét meghatarozzam: a Northern
analizis és a Q-RT-PCR megfelelnek erre a célra. Mindkét kisérletben azt az eredményt

K302R
3

kaptam, hogy a Dmp5 transzgénrél nem irodik at tobb mRNS, mint a Dmp53

transzgénrél. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a Dmp53<¥%

transzgenikus allatokban
stabilizalodik a fehérje, és ez okozza az er6teljesebb fenotipusokat.

Azzal a céllal, hogy az eltéré kromoszomalis kornyezetnek a transzkripcid intenzitast
médositd hatasat kikiiszobolhessem, olyan Dmp53 és Dmp53"®°% transzgént hordozé

torzseket allitottam el6, amelyeknél a beépiilés a muslica 2. vagy a 3. kromoszomajanak

=77

tlltermelése eredményezi-e a latott fenotipus kiilénbségeket a Dmp53, illetve a Dmp53<*°%

transzgént tartalmazo &llatok kozott. A kordbban tapasztaltakhoz képest ebben az esetben
sokkal kisebb mértékii killénbséget tapasztaltam. Az egymasnak ellentmondd eredményekre
nehéz magyarazatot talalni. A P-elem inszercios modszerrel létrehozott transzgenikus
torzsekben két fliggetlen rendszerben is ellendriztem a Dmp53 mRNS mennyiségét, és a
fenotipus vizsgélat is szd&mos fliggetlen kisérletben tortént. Annak oka, hogy a kiilonboz6
maodon létrehozott transzgénekkel kapott adatok egymasnak ellentmondanak talan a képz6dott
fehérje mennyiségében kereshetd. Elképzelhetd, hogy a Dmp53 hatasa a fehérje egy adott
szintjén tal méar korantsem ardnyos a mennyiségével, a vele egyitthatd vagy a hatésat
modositd partnerek mennyisége okozta korldtok miatt. Ebben az esetben a nagy
mennyiségben taltermelt vad tipust és mutans Dmp53 egyarant okozhatnak olyan hatasokat,
amelyeket a kisebb mennyiségben termelddd fehérjék esetén nem tapasztalunk. A kisérletek
megerdsitik a megallapitast, hogy a P-elem inszercids technikaval létrehozott tdrzsek
vizsgélata esetén érdemes legalabb 4-5 fliggetlen inszerciét megvizsgalni, eés csak akkor
elfogadni az eredményeket, ha mindegyik hasonld fenotipust mutat. Masrészrél e
megfigyelések indokoljak a ¢C31 rendszer hasznalatat transzgenikus allatok elballitasara,
hiszen annak szamos elénye van, kdzottlik, hogy alkalmasabb Osszehasonlitdé vizsgalatok
elvégzésére.

Ismert, hogy bizonyos fehérjék sumoilalt, illetve modositatlan formaja kiilonb6z6
sejten beluli elhelyezkedést mutat, valamint sokszor a sumoilacié/desumoilacié sziikséges a
fehérje citoplazma és sejtmag kozotti transzportjahoz [97]. Kwek és munkatarsai vizsgaltak a
humén p53 SUMO-madositott, illetve modositatlan forméajanak sejten belili elhelyezkedését,

és azt talaltak, hogy a p53 fehérje lokalizacioja nem valtozik meg SUMO-mddosités hatéséra,

o1



a fehérje a sejtmagban taldlhaté [101]. Immunfestest alkalmazva Drosophila szdveteken gy
taldltam, hogy a Dmp53 fehérje vad tipusd, illetve K302R muténs forméja is a sejtmagban
helyezkedik el, ami azt mutatja, hogy a fehérje transzportjat a SUMO-modositas nem, vagy
nem dnmagaban befolyésolja.

A sumoildci6 egy masik hatasa lehet a célfehérje transzkripcids aktivitdsanak
modositdsa. A SUMO-modositas p53 transzkripcidjara gyakorolt hatdsival kapcsolatos
eredmények ellentmondasosak: Rodriguez és munkatérsai azt talaltak, hogy a fehérje
modositott formaja erés transzkripcio aktivald képességgel rendelkezik [99]. Kwek és
munkatarsai nem talaltak kilonbséget a médositott és modositatlan fehérje transzkripcios
aktivitdsa kozott [101]. S2 sejtek transzfekciojat kovetéen mért luciferaz riporter aktivitas
alapjan kisérleteimben nem talaltam Iényeges killonbséget a vad tipusi és muténs fehérje
transzkripciora kifejtett hatdsaban, ami megegyezik Kwek és munkatarsai huméan fehérjén
kapott eredményeivel. A Daxx apoptotikus fehérje egy jol ismert p53 kdlcsonhatd faktor,
amely mddositja annak transzkripcio aktivald keépességét [124-126]. A Daxx Drosophila
melanogaster megfeleljét — a DLP fehérjét — Dmp53 interakcids partnerként azonositottuk.
S2 sejteken végzett kisérleteimben — a human fehérjétél eltéréen — azt talaltam, hogy a DLP
nincs lényeges hatdssal a Dmp53 transzaktivald képessegére. Ez az eredmény — akarcsak
néhany a korabbiak kozill — azt mutatja, hogy a p53 szabalyozas (konzervaltsiga ellenére)
szamos ponton eltér a kiilonb6zo fajok kozott.

Munk&m soran a K302R mutaciot tartalmaz6 Dmp53 jellemzéinek vizsgélatan tal
elsddleges célom volt annak kozvetlen kimutatasa, hogy a Dmp53 ténylegesen a 302. lizinjén
keresztiil sumoylalédik. Eldszor ecetmuslica larvakbol készitett preparatumokon végeztem
Western analizist, de a mddositds nem volt kimutathat6. A Dmp53 a sejtekben nagyon kis
mennyiségben van jelen, ezért endogén formajat nem tudtam detektélni. A taltermelt fehérje
jol kimutathatd, de modositast nem lehetett rajta detektalni. S2 sejtekbdl készitett kivonatok
Western analizise, és Dmp53-at tultermeld sejtekbdl végzett immunoprecipitacio eredményei
sem bizonyitjak a sumoylalt Dmp53 forma jelenlétét.

Nehéz megmondani a SUMO-mddositas kimutatasa sikertelenségének pontos okat. A
taltermelt Dmp53 fehérjét ki tudtam mutatni S2 sejtekben, de modositasokat nem. Tudjuk,
hogy a sumoilacid/desumoilécid dinamikusan valtozik, ezért rendszerint a sejtben jelen levé
teljes fehérjemennyiségnek egyszerre csak kis része modosult. Elképzelhetd, hogy a sejtben
megtalalhatd Dmp53-nak is csak egy kis frakcidja sumoylalodik, amit nagyon nehéz
detektéalni. Azoknal a tipusu kisérleteknél, ahol sejtextraktummal dolgozunk (Western blot,

immunoprecipitacio) sziikséges a sejtek feltdrdsa utan valamilyen, a desumoilaciot gatld
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vegyszer hasznélata. A szakirodalmi javaslatok alapjan N-etil-maleimidet hasznaltam minden
vizsgalt mintdban, de igy sem lehetett SUMO-madositott frakciot kimutatni. Elképzelhet6,
hogy ennek oka az, hogy a fehérjét tultermelt &llapotban vizsgéljuk, ami egy mesterséges
rendszer, elénydsebb volna az endogén fehérjén probalkozni. Viszont az endogén fehérjét a
rendelkezésre all6 ellenanyagokkal én és méasok sem tudtak kimutatni, igy nyilvan modositast
sem lehet detektalni [129]. Ha a Dmp53 302-es lizin aminosavat argininre cseréljik, akkor —
a mi eredményeink szerint — nincs lényeges valtozas a Dmp53 miikodésében. Ez az eredmeény
latszdlag ellentmond az altalunk éleszté két-hibridben kapott, a Dmp53 és a sumoilacios
enzimek kozotti kolcsonhatést kimutatd kisérleti adatokkal. Viszont feloldhatjuk ezt az
ellentmondast, ha feltételezziik, hogy a 302-es lizin elrontasa esetén a fehérje egy maésik
lizinjén torténhet SUMO-modosités. Ezt erdsitik meg a Mauri és munkatarsai altal kapott
eredmények is, amelyek szerint a Dmp53 26-0s és 302-es lizinje is a SUMO-mAdositas
célpontja, és ha mindkét helyen a lizint argininre cseréljuk, akkor megvaltozik a fehérje
transzaktivalo- és apoptdzis kivaltd képessége [129]. Feltételezhetjilk, hogy a SUMO
akceptor hely kivalasztisa ecetmuslicdban nem olyan szigortan szabalyzott, és elképzelhetd,
hogy a 302-es pozicidban levé lizin elrontasa esetén a fehérje egy masik lizinje helyettesiti
azt a funkcio betdltésében.

Az altalunk és mésok &ltal végzett kisérletek alapjan latszik, hogy a Dmp53 hatékony
vizsgalata a rendelkezésre all6 modszerekkel és reagensekkel nehéz feladat. Ugy gondolom,
hogy a Dmp53 tovabbi, részletes és sikeres molekularis vizsgalatdhoz olyan reagensek
fejlesztésére van sziikség, amelyek lehetévé teszik, hogy a sejtekben kis mennyiségben
el6forduld fehérjét is ki tudjunk mutatni, és az endogén fehérjén végzett kisérletekkel

igyekezziink minél tobbet megtudni a Dmp53 sejtekben betoltott sokoldalt szerepérdl.
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6. A doktori értekezés dsszefoglaldja

A p53 egyike a legismertebb tumor szupresszoroknak. Sz&mos raktipusban (vastagbél,
Az is nagyon gyakori, hogy nem a p53-ban bekdvetkezd mutacid vezet tumorok
kialakulasahoz, hanem a p53 aktivalodasi utvonalaban torténik hiba. Az aktivalodott p53
képes gatolni a sejtciklust, vagy apoptozist tud el6idézni, és fontos szerepet jatszik a
sejtdifferencialodas indukcidjaban is. Kimutattdk, hogy a vad tipusi p53 gatolja az
érképz6dést tumorokban az 01j véredények képzésében részt vevl gének szabalyzasaval. A
p53 sejtciklus gatlo funkcidja a fehérje transzkripeios faktorként torténd miikodésén keresztiil
valésul meg. A p53 szdmos apoptotikus gén transzkripcios aktivalasara is képes.

Amerikai csoportok 2000-ben azonositottdk a huméan p53 Drosophila melanogaster
homolodgjat. A huméan p53 és Dmp53 aminosav-szekvencidja csak korlatozott meértékben
egyezik, de szdmos hasonld funkcidjuk van. Ez azt mutatja, hogy a p53-mal kapcsolatos
biokémiai utak egy része konzervalt, ezért a fehérje miikédésének alaposabb megértéséért
¢sszeri olyan jol hasznalhatdé modellorganizmusban vizsgalni, mint a Drosophila
melanogaster.

Ahhoz, hogy a p53 szerepét Drosophildban tisztdzni tudjam Dmp53 kdlcsonhatd
partnereket azonositottam. Szdmos ilyen fehérjét talaltam egy Drosophila cDNS kdnyvtaron
végrehajtott élesztd két-hibrid screen segitségével. Kozullik néhanyat valasztottam Ki

alaposabb vizsgélatra.

Dmp53 kolcsonhatd partnerként azonositottam a DmUba2, DmUbc9, DmPias fehérjéket,
amelyek egy poszttranszlacios modositasban, a sumoilacidban jatszanak szerepet. A
sumoilacio, az ubiquitindciohoz hasonlé folyamat, ahol egy kisméretli polipeptid (a SUMO
molekula) hozz&kapcsolddik a célfehérjéhez, és annak szdmos tulajdonsigat képes
modositani (lokalizacid, transzkripcids aktivitas, stabilitas stb...). Tekintettel arra, hogy a
humén p53 a SUMO modifikacio célfehérjéje, valamint a Drosophila homoldgjan is talaltam
sumoilécids konszenzus szekvenciat, feltételeztem, hogy ez a poszttranszlaciés modositas a

Dmp53-on is megvaldsul.

Elesztd két-hibrid modszer segitségével kimutattam, hogy a Dmp53 C-terminalis
domeénje vesz részt a sumoilacidban szerepet jatszo fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatasban. A

C-terminalis funkcionalisan két részre bonthat6: az oligomerizacids, és az Ugynevezett basic
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doménre. A Dmp53-DmUba2 kélcsdnhatashoz a basic domén szilikséges, a DmUbc9 kilén-
kulon az oligomerizacids, illetve a basic doménnel is interakcioba Iép, mig a Dmp53-DmPias
kolcsonhatas kialakitdsaban a teljes hosszusagu C-termindlis domén részt vesz. Az éleszté
két-hibrid modszerrel kimutatott kdlcsénhatadsokat GST-pulldown kisérlettel erdsitettem meg.
A Dmp53 szekvenciajdban egy olyan helyet taldltam, amely tokéletesen megfelel a
konszenzus sumoilacios szekvencianak. Ennek a helynek a megvaltoztatdsa nem befolyasolja
a vizsgalt kdlcsdnhatdsokat, és a fehérje tovabbra is kotddik a sumoilacios enzimekhez.

Megvizsgéltam, hogy a Dmp53 és a SUMO maddositasban részt vevd fehérjéket kodold
gének kozott genetikai kdlcsonhatést ki tudok-e mutatni. Kozismert a p53 szerepe a DNS
karosodas &ltal indukalt javitasi folyamatok aktivilasdban. Ecetmuslicdban a genomban
torténd hibak felhalmozodasanak mérésére alkalmas technika a LOH rendszer, amelyben a
Drosophila szarnyon az mwh gén termékének hianyaban kialakuld tobb szdrszalat
eredményez6 fenotipus megjelenését vizsgaljuk. Ezt a rendszert hasznaltam annak a
kérdésnek a megvalaszolasara, hogy vajon a muslicikban a sumoilacids aktivitas csokkenése
hatdssal van-e a Dmp53 mutator fenotipusara. Dmp53 és mwh heterozigéta hattéren hoztam
létre olyan &llatokat, amelyek Su(var)2-10 vagy lwr vagy smt3 vagy lwr- smt3 heterozigéta
mutansok voltak, és vizsgéaltam rajtuk, hogy rontgensugérzas hataséara a szarnyklonok szama
hogyan valtozik. Azt az eredmeényt kaptam, hogy a sumoilacids aktivitas részleges elvesztése
noveli a Dmp53 mutator fenotipusat (ndtt a klonok szama), ami azt sugallja, hogy a
sumoil4cid hianya, vagy csokkent mértékii megvalosulasa csokkenti a Dmp53 DNS
karosodasok kijavitasat biztositd aktivitdsat. Amikor a sumoilaciés enzimek csokkent
mennyiségének hatasat vizsgaltam a Dmp53 szemben torténd taltermelésére, a lwr/smt3/lwr-
smt3/Su(var)2-10 gének egyetlen kopidja ugyanolyan hatdst, mintha mindkét kopia jelen
lenne, tehat a fehérjék alacsonyabb mennyisége nem okoz lényeges szemfenotipus valtozast a
Dmp53 taltermelés esetén. A LOH rendszerben, illetve ez utobbi kisérletben kapott
eredmények latszolagos ellentmondasban vannak. Azonban ez feloldhatd azzal, ha
belegondolunk, hogy a két modszer a Dmp53 valamelyest eltéré, mas kozremiikodokon
keresztiil megvaldsuld aktivitasat méri. A LOH rendszer valdszintileg érzékenyebb a SUMO
modositasra, ezért az smt3, lwr, illetve Su(var)2-10 gének jelenléte, illetve hianya lathatd
fenotipus kulonbségeket okoz.

A Dmp53 tovabbi in vivo vizsgalatdhoz transzgenikus allatokat hoztam létre, elészor P-
elem alapl technikaval. Vizsgalataim soran azt szerettem volna megtudni, hogy a fehérjét
taltermelve latok-e fenotipus killonbséget a vad tipusu, illetve mutans Dmp53-at expresszalo

allatok kozott. Kisérleteimben az UAS-GAL4 rendszert hasznalva, &ltalanos és
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szovetspecifikus driverek segitségével hajtottam meg a transzgéneket, és vizsgaltam a kapott
fenotipusokat. Kisérleteimben két Dmp53" %2R fehérjét tultermelé torzset hasznaltam, egyik a
2., a masik pedig a 3. kromoszomara beépllt transzgént tartalmazott. Akar a 2., akér a 3.
kromoszodméas mutans Dmp53-at termel6 torzset hasznaltam, stilyosabb fenotipusokat kaptam,
mint a vad tipust fehérjét expresszald torzsnél. Megfigyeltem, hogy a him &llatok minden
esetben er6teljesebb fenotipusokat mutattak, mint a néstények. Eléallitottam Dmp53 és
Dmp53“¥% transzgént hordozo torzseket, amelyeknél a beépiilés a muslica 2. vagy a 3.
hogy a fehérje tultermelése eredményezi-e a korébban latott fenotipus kulonbségeket a
Dmp53, illetve a Dmp53 *°% transzgént tartalmazo allatok kozétt. A korabban tapasztaltakkal
ellentétben sokkal kisebb mértékii volt a kiillonbség, nem olyan drasztikus, mint amit a
random inszertalodott transzgént tartalmazo allatoknél tapasztaltam.

Felvetddott a kérdés, hogy vajon a sulyosabb fenotipusokat a magasabb fehérjeszint
okozza? Ennek a kérdésnek a tisztdzasara olyan transzgenikus allatokat allitottam eld,
amelyek két kopia vad tipusi Dmp53-at tartalmaznak, igy nagyobb mennyiségi fehérjét
termelnek. Ha ezekben az allatokban expresszaltattam a fehérjét, akkor azt tapasztaltam, hogy
a nagyobb mennyiségl fehérje erdsebb fenotipusokat eredményez, hasonlot, mint amilyet a
Dmp53"**R tultermeld 4llatoknal figyeltem meg. Ugyanakkor, azoknal a muslicaknal,

amelyek a Dmp53-nak egy dominans negativ formajat (Dmp53"°°N

), valamint a
Dmp53 %%t is termelték, azt tapasztaltam, hogy a fenotipusok enyhiilést mutattak, vagyis a
vad tipusu, kevesebb fehérjét tartalmazo allatokhoz lettek hasonldbbak. Ez a két kisérlet azt
bizonyitja, hogy a Dmp53 transzgenikus allatoknal latott fenotipusok sulyossagat elsésorban
a Dmp53 fehérje mennyisége hatarozza meg.

Tovabbhaladva, Western analizissel ellendriztem transzgenikus muslicainkban a
Dmp53 mennyiségét. Azt tapasztaltam, hogy a pontmutans fehérjét tultermelé random
inszertalodott transzgént tartalmazo allatokban a fehérje stabilizalodik, és nagy mennyiségben
van jelen, sokkal tobb van bel6le, mint a vad tipusut expresszald tarsaikban. Ugyanezen
mintakbdl megprobaltam a Dmp53 SUMO-modositott formajat is kimutatni, de nem jartam
sikerrel. A helyspecifikusan integralodott transzgént tartalmazé legyekben a muténs és vad
tipusi Dmp53-at tiltermel6 legyek koriilbeliil egyforma mennyiségii fehérjét képeznek.

A Dmp53 és Dmp53%*°* transzgéneket hordozod, random inszercidval elballitott
allatoknal Northern blot és Q-PCR technikaval mértem meg a géntermékek mennyiségét. Azt

az eredményt kaptam, hogy a Dmp53"*®® transzgénrél nem irodik 4t tsbb mRNS, mint a
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Dmp53 transzgénrdl. Ezen eredmény alapjan azt a konklaziét vontam le, hogy a Dmp53'°%®
transzgenikus allatokban stabilizalodik a fehérje, és ez stlyosabb fenotipusokat okoz.

A sumoil4ci6 kimutatidsanak altalanosan hasznalt moddszere annak transzfektalt
sejtekben torténd detektaldsa. Ezért megprobaltam a SUMO-modositas S2 sejtekben torténd
kimutatasat. A Dmp53 és Dmp53"® % fehérjéket tranziens transzfekciéval tdltermeltettem a
sejtekben, majd Western analizist végeztem, és azt tapasztaltam, hogy - bar a fehérjét sikerult
taltermelni - SUMO-modositott Dmp53 frakciot nem tudtam detektalni. Ezt kovetden
immunoprecipiticioval probalkoztam: nagyobb mennyiségli S2 sejtkulturat tramszfektaltam,
és ebbdl probaltam meg kicsapni a Dmp53-at. Ez utdbbi kisérletet is tobbszér megismételtem,
de nem tudtam kedvezd eredményre jutni. Végeztem kotranszfekcids kisérleteket, ahol a
Dmp53 mellé a SUMO-t kifejez6 konstrukciot is juttattam a sejtekbe, de sajnos itt sem
tudtunk maddositast kimutatni, holott ez a mddszer a sumoilacié kimutatasanak széleskoriien
alkalmazott mddja.

A sumoildcié szamos jol jellemzett bioldgia funkcioval rendelkezik. Ismert, hogy
bizonyos fehérjék sumoilalt, illetve moédositatlan formaja kiillonb6z6 sejten beliili
elhelyezkedést mutat, tehat a sumoilacié/desumoildcid szikséges a fehérje citoplazma és
sejtmag kozOtti transzportjadhoz. Immunfestést alkalmazva Drosophila szdveteken azt
tapasztaltam, hogy a Dmp53 fehérje vad tipusu, illetve K302R muténs formaja is, a
sejtmagban helyezkedik el, ami azt mutatja, hogy a fehérje transzportjat a SUMO-mAddositas
nem, vagy nem dnmagaban befolyasolja.

A sumoilacié egyik jol ismert hatasa, hogy a célfehérje transzkripcids aktivitasat
képes mddositani. S2 sejteken végeztem luciferdz aktivitismérést, ahol a Dmp53 és
Dmp53"*°?R transzkripciéra gyakorolt hatdsat tudtam mérni. Kisérleteimben nem talaltam

Iényeges killonbséget a vad tipust és muténs fehérje transzkripciora kifejtett hatdsaban.
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7. Summary

The p53 protein is one of the best-known tumor suppressors. Its mutations can be
found in many different types of tumors (colon, lung, breast, oesophagus, liver, urinary
bladder, ovaries, brain). Many times the main reason of tumor formation is not the presence
of mutations in the p53 sequence, but the flaws in the p53-activating pathways. Activated p53
is able to inhibit the cell cycle, bring about apoptosis, and plays a vital role in the induction of
cell differentiation. It is also well-known that wild type p53 inhibits angiogenesis in tumors
by regulating genes involved in forming blood vessels. The cell cycle inhibiting function of
p53 is achieved through its activity as a transcription factor and the protein is able to activate
numerous apoptotic genes too.

The Drosophila melanogaster orthologue of human p53 was identified approximately
at the same time by three American laboratories. Although the amino acid sequences of
human p53 and Dmp53 are just partly identical they do bear numerous similar functions. This
indicates that numerous p53-related biochemical pathways are conserved and it is sensible to
study the functions of the protein in detail using the well-known model organism Drosophila
melanogaster.

In order to clarify the role of p53 in flies I identified Dmp53-interacting partners by
carrying out a yeast two-hybrid screen using a Drosophila cDNA library. Some of the
identified Dmp53-interacting proteins were chosen for further observations.

DmuUba2, DmUbc9 and DmPias were found to interact with Dmp53. All three
proteins play roles in the posttranslational modification called sumoylation that is a similar
process to ubiquitination. In sumoylation a small polipeptide (called SUMO) is attached to
the target protein and might modify the cellular localization, transcription activity or stability
of the target. Human p53 is a known SUMO-target and | identified a sumoylation consensus
site in the Dmp53 sequence, so | hypothesized that the Drosophila protein might be a target
of sumoylation as well.

By using yeast two-hybrid the C-terminus of Dmp53 was found to interact with the
sumoylation enzymes. The C-terminus of the protein can be split functionally into two parts:
oligomerization domain and basic domain. DmUba2 interacts with the basic domain of
Dmp53, DmUbc9 interacts with both the oligomerization domain and basic domain. The full-
length C-terminal fragment is required for the interaction with DmPias. The results of the

yeast two-hybrid assays were verified by GST-pulldown. Only one site was found in the
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Dmp53 sequence that was fully identical to a consensus sumoylation site. The mutation of
this site did not abolish the interactions between Dmp53 and the sumoylation enzymes.

| tried to identify genetic interactions between Dmp53 and the sumoylation enzymes.
One of the well-known roles of p53 is to activate DNA repair mechanisms. In flies LOH
assays are an established means of demonstrating the role played by Dmp53 in preserving
genome stability. | carried out LOH assays based on detection of the recessive multiple wing
hairs (Mwh) phenotype caused by the loss of the wild-type copy of mwh. To answer whether
the decrease of the sumoylation activity has any effect on the mutator phenotype of Dmp53 |
used LOH assays. | generated flies simultaneously heterozygous for Dmp53, for the marker
gene mwh, and for genes involved in sumoylation: Su(var)2-10, lwr, smt3 or for both Iwr and
smt3. The homozygous mwh clones were counted on the wings of the adults. | found that
partial loss of Su(var)2-10, lwr or smt3 increased the number of wing clones. Thus, |
concluded that partial loss of sumoylating activity enhanced the mutator phenotype of Dmp53
suggesting that the decreased level of sumoylation may decrease the DNA repair activity of
Dmp53. | examined the effect of decreased sumoylation activity on the overexpression of
Dmp53 in eyes as well. | found that one copy of either Su(var)2-10/ Iwr/smt3/lwr-smt3 causes
phenotypes in eyes similar to two copies. The results | got from the LOH assays and these
latter experiments are seemingly contradictory. This can be solved if we take into account that
these two assays measure different properties of Dmp53. LOH assays might be more sensitive
to SUMO modification, so the presence or absence of Su(var)2-10, Iwr or smt3 genes cause
phenotypic differences.

For further study of Dmp53 | generated transgenic flies using P-element based
techniques. | addressed the question whether overexpression of wild type or mutant Dmp53
causes any phenotypic differences. Using the UAS-GAL4 system | applied general and
tissue-specific drivers to express the transgenes and analyzed the phenotypes. | used two

3%302R protein on the 2" or the 3" chromosome. Using either

strains overexpressing the Dmp5
the 2" or the 3" chromosomal Dmp53-overexpressing strains | found that overproduction of
the Dmp53“***® protein causes more severe phenotypes than that of the wild type
overexpressers. The phenotypes are stronger if general drivers are used. Interestingly, the
phenotypes are stronger in males than in females. | generated Dmp53-overexpressing strains
in which the transgenes are inserted into the same region of the 2" or 3 chromosome. In
case the transgenes are inserted in this site-specific manner there is a smaller difference
between the phenotypes caused by the overexpression of wild-type and mutant Dmp53

proteins.
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We raised the question whether the stronger phenotypes are caused by the higher
protein levels. In order to clarify this question I generated flies that carry two copies of the
wild-type Dmp53-overexpressing transgene. With the overexpression of protein | found that

more protein results in stronger phenotypes that are similar to that of the Dmp53"®%®

K302R
3

overexpressers. In accord with this, the simultaneous overproduction of Dmp5 and a

dominant-negative form of Dmp53 (Dmp53"™>°N

) resulted in weaker phenotypes similarly to
the wild-type Dmp53 overexpressers. These experiments show that the strength of the
phenotypes are mainly determined by the Dmp53 levels.

I used Western analysis to determine the amount of Dmp53 protein. | found that the
protein is stabilized in the randomly inserted Dmp53"**?R-overexpressing flies and reach
higher levels compared to the wild type Dmp53 overexpressers. | tried to detect SUMO-
modified Dmp53 using the same samples but | was not able to detect higher migrating forms
of the protein. In case of the overproduction of the mutant or wild type Dmp53 in the site-
specific insertion containing strains | detected approximately similar levels of the proteins.

In the random insertion containing strains | determined the amount of gene products
by Northern blot and Q-PCR. Similar levels of mMRNA can be detected in the mutant and wild
type Dmp53-overexpressing strains. On the basis of these experiments | concluded that
Dmp53 protein is stabilized in Dmp53"“***-overproducing flies and causes stronger
phenotypes than that of wild type overexpressers.

A generally used method for the detection of sumoylation is using transfected cells.
Wild type and mutant Dmp53 were transiently overexpressed in S2 cells and cell extracts
prepared from these samples were analyzed by immunoblot. 1 was not able to detect any
SUMO-modified form of Dmp53, however the overexpression of the proteins was successful.
Immunoprecipitations were also carried out by using higher amount of S2 cells, but no
sumoylated Dmp53 was detected, although these experiments were repeated several times.
Cotransfection experiments were also performed in which Dmp53 and SUMO were
overproduced simultaneously. No modified Dmp53 forms were detected, although these
methods are wide-spread for investigating posttranslational modifications of proteins.

Sumoylation has numerous well-known biological functions. Many times the
unmodified and sumoylated forms of proteins are localized in different compartments of the
cells so the processes of sumoylation/desumoylation are essential for the transport of the
given protein between the cytoplasm and the nucleus. Immunostained Drosophila tissues

revealed that both the wild type and the K302R mutant form of the protein are localized in the
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nucleus. This suggests that the transport of Dmp53 is not or not exclusively influenced by the
SUMO-modification.

Another important role of sumoylation is the modification of transcriptional activity of
the target protein. I examined the transcriptional activating capacity of the wild type and
K302R mutant Dmp53 by performing luciferase assays using S2 cells. No obvious difference

was found in the transactivation ability of Dmp53 and Dmp53<¥ %,
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