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Bevezetés

A p53 egyike a legismertebb tumor szupresszoroknak. Szdmos raktipusban
(vastagbél, tiid6, emld, nyelécs6, maj, huagyholyag, petefészek, agy) ezen gén
mutaciojat is kimutattak. Az is nagyon gyakori, hogy nem a p53-ban bekdvetkezd
mutacio vezet tumorok kialakulasdhoz, hanem a p53 aktivalodasi Utvonaldban torténik
hiba. Az aktivalodott p53 képes gatolni a sejtciklust, vagy apoptozist tud eldidézni, és
fontos szerepet jatszik a sejtdifferencialddas indukcidjaban is. Kimutatték, hogy a vad
tipust p53 gétolja az érképzOdést tumorokban az 0j véredények képzésében részt vevd
gének szabalyzésaval. A p53 sejtciklus gatld funkcija a fehérje transzkripcids
faktorként torténé miikodésén keresztiil valosul meg. A p53 szamos apoptotikus gén

transzkripcids aktivalasara is képes.

Célkitiizések

Az ezredfordulén azonositottdk a p53 tumor szupresszor Drosophila
melanogaster ortologjat. A humén és az ecetmuslica fehérje szdmos hasonld
funkcioval rendelkezik, tehat ugy tiinik, hogy a p53-mal kapcsolatos jelatviteli
utvonalak - legalabb részben - konzervaltak. Mivel a p53 egy nagyon fontos fehérje,
minden réla kapott informéaci6 érdekes lehet. A rendelkezésiinkre allé ecetmuslica -
mint soksejti modellorganizmus - kivalo lehetoséget teremt a fehérje részletes
biokémiai és genetikai vizsgalatahoz.

Munkéam kezdeti szakaszdban Dmp53 kélcsonhaté fehérjéket azonositottam
Drosophila embrionalis cDNS konyvtaron végrehajtott nagyléptékii sziiréssel. Ezek
kdzt Dmp53-mal interakcidba 1ép6 fehérjeként azonositottam a sumoilacioban
szerepet jatsz6 enzimeket is. Dolgozatomban a Dmp53 SUMO-mddositasaval
kapcsolatos kérdésekre keresem a valaszt.

Célul tiztem ki annak meghatarozasat, hogy az éleszté két-hibrid kisérletbol

Dmp53-kélcsonhatd partnerként azonositott - a sumoilaciéban szerepet jatszé -



DmUba2 (SUMO-aktivald), DmUbc9 (SUMO-konjugald) és DmPias (SUMO-ligaz)
fehérjék a Dmp53 mely régidjaval lépnek kolcsdnhatasba.

Célom volt a Dmp53 és a SUMO-médositasban részt vevd fehérjéket kodolo
gének kozotti genetikai kdlcsdnhatas vizsgalata.

Célul tliztem ki a Dmp53 konszenzus sumoilacios helyet megvaltoztatd mutacio

hatasanak vizsgalatat a fehérje in vivo mitkodésére.
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Eredmények

1. A Dmp53 C-termindlisa vesz részt a sumoilaciés enzimekkel kialakitott

kdlcsdnhatésban

Eleszté6 két-hibrid modszer segitségével kimutattam, hogy a Dmp53 C-
terminalis doménje vesz részt a sumoilacioban szerepet jatszé fehérjékkel kialakitott
kolcsonhatdsban. A C-termindlis  funkcionalisan két részre bonthaté: az
oligomerizéciés, és az U(gynevezett basic doménre. A Dmp53-DmUba2
kolcsénhatashoz a basic domén szikséges, a DmUbc9 kilén-kilon az
oligomerizacids, illetve a basic doménnel is interakcidba 1ép, mig a Dmp53-DmPias
kolcsénhatas kialakitasaban a teljes hosszisagu C-termindlis domén részt vesz. Az
éleszté két-hibrid mddszerrel kimutatott kdélcsonhatasokat GST-pulldown kisérlettel
erdsitettem meg. A Dmp53 szekvencidjaban egy olyan helyet talaltam, amely
tokéletesen megfelel a konszenzus sumoildcids szekvencidnak. Ennek a helynek a
megvaltoztatasa nem befolyasolja a vizsgalt kdlcsonhatasokat, és a fehérje tovabbra is

kotddik a sumoilacids enzimekhez.

2. A sumoilécids aktivitas részleges elvesztése csokkenti a Dmp53 DNS javitasban
betoltott aktivitasat

Megvizsgaltam, hogy a Dmp53 és a SUMO mddositasban részt vevé fehérjéket
koédold gének kozott genetikai kolcsonhatést ki tudok-e mutatni. Ecetmuslicdban a
genomban torténd hibak felhalmozddasanak mérésére alkalmas technika a LOH
rendszer, amelyben a Drosophila szarnyon az mwh gén termékének hidnyaban
kialakulo tobb szorszalat eredményezd fenotipus megjelenését vizsgaljuk. Ezt a
rendszert haszndltam annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy vajon a
muslicakban a sumoilécids aktivitas csokkenése hatassal van-e a Dmp53 mutator
fenotipusdra. Dmp53 és mwh heterozig6ta hattéren hoztam létre olyan &llatokat,
amelyek Su(var)2-10 vagy lwr vagy smt3 vagy lwr- smt3 heterozigbta muténsok



voltak, és vizsgaltam rajtuk, hogy rontgensugarzas hatasara a szarnyklénok szama
hogyan véltozik. Azt az eredményt kaptam, hogy a sumoilacids aktivitas részleges
elvesztése noveli a Dmp53 mutétor fenotipusat (n6tt a klonok szama), ami azt sugallja,
hogy a sumoilaci6 hianya, vagy csokkent mértékli megvaldsulasa csokkenti a Dmp53

DNS karosodasok kijavitasat biztosito aktivitasat.

3. A sumoildciés enzimek csokkent mennyisége nem befolyasolja a Dmp53-

tlltermelés okozta szemfenotipust

Amikor a sumoilacios enzimek csokkent mennyiségének hatasat vizsgaltam a
Dmp53 szemben torténd taltermelésére, a Iwr/smt3/lwr-smt3/Su(var)2-10 gének
egyetlen kopidja ugyanolyan hatdsd, mintha mindkét kdpia jelen lenne, tehat a
fehérjék alacsonyabb mennyisége nem okoz lényeges szemfenotipus valtozast a
Dmp53 taltermelés esetén.

4, A Dmp53 fehérje allatokban torténé tultermelése sialyos fenotipusokat okoz, a
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A Dmp53 tovabbi in vivo vizsgéalatdhoz transzgenikus &llatokat hoztam Iétre,
elészor P-elem alapu technikaval. Vizsgalataim soran azt szerettem volna megtudni,
hogy a fehérjét taltermelve latok-e fenotipus kiilénbséget a vad tipusd, illetve mutans
Dmp53-at expresszalo &llatok kozott. Kisérleteimben az UAS-GAL4 rendszert
hasznalva, altalanos és szovetspecifikus driverek segitségével hajtottam meg a
transzgéneket, és vizsgaltam a kapott fenotipusokat. Kisérleteimben két Dmp53"3*%®
fehérjét taltermeld torzset hasznéaltam, egyik a 2., a masik pedig a 3. kromoszémara
beéplilt transzgént tartalmazott. Akér a 2., akér a 3. kromosz6mas mutdns Dmp53-at
termeld torzset hasznaltam, sulyosabb fenotipusokat kaptam, mint a vad tipusu
fehérjét expresszald torzsnél. Megfigyeltem, hogy a him allatok minden esetben
erételjesebb fenotipusokat mutattak, mint a néstények. El6allitottam Dmp53 és

Dmp53"“*% transzgént hordozé torzseket, amelyeknél a beépiilés a muslica 2. vagy a



3. kromoszémajanak ugyanabba a régiojaba tortént. Ezekkel a torzsekkel is
megvizsgaltam, hogy a fehérje tultermelése eredményezi-e a korabban latott fenotipus
kiilénbségeket a Dmp53, illetve a Dmp53 *°2R transzgént tartalmazo &llatok kozott. A
korébban tapasztaltakkal ellentétben sokkal kisebb mértékii volt a kiilonbség, nem
olyan drasztikus, mint amit a random inszertalodott transzgént tartalmazé éallatoknal
tapasztaltam.

Felvetodott a kérdés, hogy vajon a sulyosabb fenotipusokat a magasabb
fehérjeszint okozza? Ennek a kérdésnek a tisztdzasara olyan transzgenikus allatokat
allitottam el6, amelyek két kopia vad tipusi Dmp53-at tartalmaznak, igy nagyobb
mennyiségll fehérjét termelnek. Ha ezekben az allatokban expresszaltattam a fehérjét,
akkor azt tapasztaltam, hogy a nagyobb mennyiségli fehérje erdsebb fenotipusokat

K302R
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eredményez, hasonlét, mint amilyet a Dmp5 tultermeld allatoknal figyeltem

meg. Ugyanakkor, azoknal a muslicdknal, amelyek a Dmp53-nak egy dominans

3H159N) 3K302R_t

negativ formajat (Dmp5 , valamint a Dmp5 is termelték, azt
tapasztaltam, hogy a fenotipusok enyhiilést mutattak, vagyis a vad tipust, kevesebb
fehérjét tartalmazo allatokhoz lettek hasonlébbak. Ez a két kisérlet azt bizonyitja,
hogy a Dmp53 transzgenikus allatoknal latott fenotipusok sulyossagat elsdsorban a

Dmp53 fehérje mennyisége hatarozza meg.

5. A Dmp53 fehérje a K302R mutécié eredményeként stabilizalodik

Tovabbhaladva, = Western  analizissel  ellendériztem  transzgenikus
muslicainkban a Dmp53 mennyiségét. Azt tapasztaltam, hogy a pontmutans fehérjét
taltermeld random inszertilodott transzgént tartalmazé allatokban a fehérje
stabilizalodik, és nagy mennyiségben van jelen, sokkal tobb van bel6le, mint a vad
tipusut expresszalo tarsaikban. Ugyanezen mintakbol megprébaltam a Dmp53 SUMO-
modositott formajat is kimutatni, de nem jartam sikerrel. A helyspecifikusan
integralédott transzgént tartalmazd legyekben a mutans és vad tipusi Dmp53-at

taltermeld legyek koriilbeliil egyforma mennyiségii fehérjét képeznek.



A Dmp53 és Dmp53 **® transzgéneket hordozé, random inszercioval
elballitott allatoknal Northern blot és Q-PCR technikaval mértem meg a géntermékek
mennyiségét. Azt az eredményt kaptam, hogy a Dmp53"**® transzgénr6l nem irodik
at tobb mRNS, mint a Dmp53 transzgénrdl. Ezen eredmény alapjan azt a konkluziot
vontam le, hogy a Dmp53“*%2® transzgenikus allatokban stabilizalodik a fehérje, és ez

stlyosabb fenotipusokat okoz.

6. A Dmp53 SUMO-médositasa sem muslicakbél, sem S2 sejtekbdl késziilt

fehérje preparatumokon nem mutathaté ki

A sumoilécié kimutatdsanak altaldnosan hasznalt mddszere annak
transzfektalt sejtekben torténd detektdlasa. Ezért megprobaltam a SUMO-mddositas
S2 sejtekben torténd kimutatasit. A Dmp53 és Dmp53 %R fehérjéket tranziens
transzfekcidval tultermeltettem a sejtekben, majd Western analizist végeztem, és azt
tapasztaltam, hogy - bar a fehérjét sikeriilt taltermelni - SUMO-modositott Dmp53
frakciot nem tudtam detektalni. Ezt kovetéen immunoprecipitacioval probalkoztam:
nagyobb mennyiségli S2 sejtkulturat tramszfektaltam, és ebbdl probaltam meg
kicsapni a Dmp53-at. Ez utébbi kisérletet is tobbszor megismételtem, de nem tudtam
kedvezd eredményre jutni. Végeztem kotranszfekcios kisérleteket, ahol a Dmp53
mellé a SUMO-t kifejezd konstrukciot is juttattam a sejtekbe, de sajnos itt sem tudtunk
médositast kimutatni, holott ez a mddszer a sumoilacié kimutatasanak széleskoriien

alkalmazott mddja.

7. A Dmp53 fehérje a sejtmagban helyezkedik el, és a K302R mutécié hatasara

nem valtozik meq lokalizacidja

A sumoilacié szamos jol jellemzett biologia funkcidval rendelkezik. Ismert,
hogy bizonyos fehérjék sumoilalt, illetve modositatlan forméaja kiilonb6z6 sejten beliili
elhelyezkedést mutat, tehat a sumoilacio/desumoilécid sziikséges a fehérje citoplazma
és sejtmag kozotti transzportjahoz. Immunfestést alkalmazva Drosophila széveteken



azt tapasztaltam, hogy a Dmp53 fehérje vad tipusu, illetve K302R mutans formaja is, a
sejtmagban helyezkedik el, ami azt mutatja, hogy a fehérje transzportjat a SUMO-

madositas nem, vagy nem énmagaban befolyasolja.

8. A Dmp53-ban létrehozott K302R mutacié nem valtoztatja meqg a Dmp53

transzkripciés aktivitasat

A sumoilacio egyik jol ismert hatdsa, hogy a célfehérje transzkripcids
aktivitasat képes modositani. S2 sejteken végeztem luciferaz aktivitasmérést, ahol a
Dmp53 és Dmp53*®R  transzkripciéra gyakorolt hatasat tudtam  mémi.
Kisérleteimben nem taldltam lényeges kiilonbséget a vad tipusd és mutans fehérje
transzkripcidra kifejtett hatasaban.
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