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1. Bevezetés

1.1. A human és Drosophila p53 fehérje- és génszerkezete

1979-ben DeLeo ¢és munkatarsai azonositottak egy, a rakos transzforméciora jellemz6
antigént, amelyet mind a kémiailag indukalt szarkéma, mind az egyéb modokon transzformalt
egér sejtvonalakban kimutattak (37). A fehérjét molekulatomege alapjan p53-nak nevezték el.
Ugyanezt a fehérjét szinte egy idoben ezzel a felfedezéssel, egymastol fiiggetleniill Arnold
Levine és David Lane csoportjaiban is azonositottdk és kimutattadk, hogy a majomvirus 40
(simian virus 40, SV40) nagy T antigénjével képes kolcsonhatasba 1épni (76, 86). 1981-ben
Crawford és munkatarsai a human p53 fehérjét szamos rakos sejtvonalban kimutattak. Megal-
lapitottak, hogy a sejtek SV40 virussal valo fertézése utan a p53 annak nagy T antigénjével
kolcsonhatasba 1ép és foszforilalodik. Feltételezték, hogy a foszforilalt pS3 jelenléte kapcso-
normalis litemben 0sztddo sejtekben is kimutattak a p53 proteint (66) és megfigyelték, hogy
G, fazisban levd, nem o0sztddo limfoctakban a p53 nem szintetizalddott. Amikor azonban a
limfocitak osztodasat stimulaltdk, a p5S3 Gjra detektalhatova valt (103). Ezek az adatok a p53
sejtciklussal vald kapcsolatat valoszinisitették. Mercer és munkatarsai 1982-ben bizonyitot-
tak, hogy a p53 sziikséges a sejtek S fazisba Iépéséhez (98). Ezen els6é kozlemények alapjan a
p53 fehérjét sokaig onkogénnek tekintették, 1989-ben azonban Finlay és munkatarsai bebizo-
nyitottak, hogy ezzel ellenkezbéen a p53 egy tumor szuppresszor (45).

A p53-r6l, mint tumor szuppresszorrdl napvildgot latott elsd biztatd eredmények a fe-
hérjét a rakkutatatas egyik kdzponti molekuldjava tették. Szamos kutatocsoport foglalkozott a
p53-t kddolo gén jellemzésével és a fehérje szerkezetének megismerésével. 1983-ban Oren és
Levine SV40 virussal fert6zott SVT2 egér sejtekbol poliszomakat izolalt, majd monoklonalis
p53 antitesttel végzett immunprecipitacioval kiszelektalta a p5S3 mRNS-ét tartalmazokat. Az
mRNS izolalasat kovetden azt templatként hasznalva radioaktiv cDNS probat szintetizéltak,
amelyet hibridizalva a fent emlitett sejtekbdl eldallitott cDNS konyvtarral egy pS53-specifikus
szekvenciat tartalmazé klont azonositottak. Az izolalt plazmid inszertje Southern-blot kisér-
letben egy 3,3 kb hosszti genomi DNS fragmenthez kotddott (111). Ezekkel a kisérletekkel
azonositottak eldszor a p53 fehérjét kddold mRNS-t, illetve gént. 1985 és 1986-ban az egér

homolog segitségével harom fliggetlen csoport azonositotta fibroblasztokban a human p53-t
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koédold cDNS-t. In situ hibridizacioval a human p53 gént a 17-es kromoszoma rovid karjanak
esetén érinthetik a mas proto-onkogének esetében mar leirt kromoszomalis atrendezddések
(61, 95, 102). A gén szerkezete 1984-ben valt ismertté. Bienz és munkatarsai leirtdk, hogy a
gén legalabb 11 exonbdl és 10 intronbol all (22) és az 5’végén egy nem kdodold exont is tar-
talmaz, amelyben evolucidsan konzervalt, a képzddd mRNS stabilitasat befolyasold szekven-
cia taldlhat6. A gén promoterének vizsgalata soran vildgossa valt, hogy abban sem TATA,
sem CAT box nem azonosithato. E tekintetben a p53 szabalyozé régidja hasonlosagot mutat
egyes novekedési faktorok — transzformald novekedési faktor-B (transforming growth factor
3, TGF-B), epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) — szabalyozd részével, amelyek
transzkripcidja tobb faktort és szignalt is igényel. Emellett azt sem zartak ki, hogy a TATA
box hidnya tobbszords transzkripceids iniciacids helyet jelez. A c-myc és N-ras génekhez ha-
sonldan a p53 promodterében is azonositottak, a transzkripciot negativan szabalyzd upstream
elemet (21).

got (82). Matlashewski ¢s munkatarsai egy évvel késobb izolaltak egy human cDNS klont,
amely tartalmazta a p53 szinte teljes nyitott leolvasasi keretét €s a 3’nem transzlalodo régiot
is. A human és egér p53 elsddleges aminosav szekvencidkat Osszehasonlitva, erds, 84%-os
hasonlosagat mutattak ki (93). 1986-ban Harris és csoportja bebizonyitotta, hogy a p53
izoformdi kiilonb6z6 mRNS-ekrdl transzlalédnak (58). Arai és munkatarsai a kiilonb6zo
mRNS formakat alternativ mRNS érés eredményének tekintették (8). A kilencedik exon alter-
nativ splicingjaval képzddd rovidebb mRNS transzlacidja soran a p53 341 aminosavat tartal-
mazo pS3AS izoforméja keletkezik, amely a karboxi termindlisan tér el a teljes hossziisagu
p53 izoformatol (47). A pS3AS izoforma szerepe még tisztazatlan. Finlay és munkatdrsai
1988-ban bebizonyitottak, hogy az eredetileg daganat sejtekbdl izolalt p53 a fehérje egy mu-
tans formaja ¢és meghataroztdk a vad tipusu p53 cDNS szekvencidjat (46). A p53 komplett
cDNS szekvenciajanak felderitésével a 393 aminosavbdl all6 fehérje teljes aminosav sorrend-
je is ismerté valt. Az SV40 nagy T antigénje és a p53 kozotti kolesonhatas vizsgalata soran
utobbi kozépso és C-terminalis végén két, evolucidsan konzervalt régiot azonositottak, ame-
lyek az interakcid kialakuldsdhoz sziikségesek. Azt is feltételezték, hogy ezeknek a régioknak
fontos szerepe lehet a p53 normalis miikodésében és a T antigén a p53 sejtbeli célpontjait szo-
ritja ki kotédésével (67). A C-terminalis vég valdban jelentds szereppel bir a pS3 stabilitasa-
ban. Kraiss és munkatarsai 1988-ban kimutattak, hogy a p53 fehérje képes oligomereket ki-

alakitani. A nagy molekulatomegii formékat tumorosan transzformalt sejtvonalakban azonosi-
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tottak, ezért feltételezték, hogy a p53 fehérje molekuldk 6sszekapcsolodasa a sejtek rakos at-
alakulasaval van Osszefliggésben (73), azonban ma mar tudjuk, hogy a fehérje normalis mii-
kodéséhez a p53 oligomerek kialakulasa nélkiilozhetetlen. 1993-ban ¢élesztd két-hibrid kisérle-
tekben igazoltak, hogy a p53 oligomerizacioért felelds régidja a karboxi terminalisan talalha-
to. Megfigyelték, hogy a fehérje mutans formaja képes a vad tipusthoz kotddni és arra gatld
hatast gyakorol (64). A p53 fehérjének valojaban két autoném oligomerizacidért felelds része
van: a karboxi termindlison elhelyezkedd erds tetramerizacios, €s a fehérje kozepén talalhatd
gyenge oligomerizacidos domének. A mutans p53 a tetramerizacidos doménen keresztiil fejti ki

A p53 szekvencia-specifikus DNS kotésre képes €s ezaltal a transzkripciot aktivalja
(43, 44, 50, 71). Az 6rokité anyag kdrosodasa esetén célgénjei kifejez0désének szabdlyozasan
keresztiil DNS javito folyamatokat aktival, sejtciklus leallast vagy apoptdzist valt ki, ezaltal a
a WAFI (Cipl)-nek a kifejezodését a pS3 serkenti és a képzddo fehérje termék a proliferaciot
gatolja (41, 44). A p53 DNS-k6té doménje a fehérje kozépso része, amelyen beliil két auto-
ném régio taldlhatd. A 280-390 aminosavak kozotti nem specifikus és a 80-290 aminosavak
kozotti specifikus DNS kotést biztositd szubdomének (16, 126, 137). A DNS koté domént
érintd pontmutaciok a p53 leggyakrabban kimutatott elvaltozasai human daganatokban (113).
A p53 konszenzus kotéhelyét El-Deiry és munkatarsai mar 1992-ben meghataroztak. A koto-
hely szelekcidjara alkalmas in vitro kisérletekben egy szimmetridt mutatd szekvenciat azono-
sitottak, amely egy 10 bazisparos motivum — 5’PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy3’ — kétszeri
ismétlodésebdl all. A két részt 0-13 bazisparos szakasz valasztja el egymastol (40). A DNS-
-kot6 domén a fehérje amino termindlisan talalhato transzaktivalo savas doménnel egyiitt ké-
pes in vivo aktivalni p53-specifikus promotereket (137). A transzaktivalo domén az amino
terminalis 74 aminosav, melynek szerepét Fields és Jang vizsgalta el6szor élesztében és emlds
sejtekben (44). Ez a rész az 1-42 aminosavig terjedd aktivacids szubdoménre (AD1) és a 43-
63 aminosavig terjedd AD2 szubdoménre oszthatd. Az ADI szubdomén fehérje-fehérje kol-
csOnhatasban vesz részt altalanos transzkripcids faktorokkal és onkogénekkel, mint példaul a
»mouse double minute 2” (MDM2) (33). Az AD2 szubdomén egyes hivatkozasok szerint
adapter komplexekkel valo interakciokért felelds (30), mig masok szerint az apoptdzis megin-
ditasaval kapcsolatos transzkripcid aktivacioban jatszik szerepet (143). Walker és Levine
1996-ban azonositottak 6t, prolinban gazdag ugynevezett névekedési szuppresszor motivumot
— PXXP — a p53 64-90 aminosavaig terjedd részében. Ezen régiok delécidja esetén a p53 a

tumor sejtek novekedését nem gatolta (133). Kimutattak, hogy ennek a régionak a p53 altali
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transzkripcid represszidban van szerepe (131): a p53 ugyanis egyes gének transzkripcidjat
nemcsak aktivalni, hanem represszalni is képes (52). Ezt a hatdst azonban nem a konszenzus
kotdhelyén, hanem a TATA boxon keresztiil, a TATA box kotd fehérjével (TATA Binding
Protein, TBP) egyiittmiikodésben fejti ki (88). Mds sejtmagi fehérjékhez hasonloéan a p53 is a
citoplazmaban szintetizal6dik, ahonnan aktivan transzportalodik a sejtmagba, ez a Iépés a
transzkripcids faktor funkcio betoltéséhez elengedhetetlen. A pS3 sejtbéli elhelyezkedése a
sejtciklus soran valtozik. Immunfluoreszcens festésekkel kimutattak, hogy szérum elvondssal
novekedésiikben megallitott sejtekben a p53 a perinuklearis részeken, mig a sejtciklusba belé-
po sejtekben a sejtmagban lokalizalodik (38). A fehérje belépését a sejtmagba egy evolucio-
san konzervalt, sejtmagi lokalizacios szignal (NLS) biztositja, amelyet a p53 fehérje 316-325

aminosavanak megfeleld rész alkot (35).

1.2. Az emlés p53 stresszvalaszokban betoltott szerepe

A p53 legfontosabb szerepe a sejteket érd stressz hatdsara bekdvetkezd valaszfolyama-
tok Osszehangoldsa. Normalis litemben 0sztddo sejtekben a p53 fehérje koncentracidja nagyon
alacsony, és a fehérje rovid, koriilbeliil 20 perces féléletideje miatt gyakran kimutathatatlan
(83). A p53 gyors lebomlasa ubiquitin-medialt, a 26S proteoszomaban bekovetkezd
proteolizissel torténik. A ubiquitin kapcsoldsat a pS3 fehérjéhez specifikus E3 ubiquitin liga-
zok — tobbek kozott az MDM?2, COP1, Pirh2 — végzik. Kiilondsen jol és részleteiben ismert a
p53 szintjének MDM2 altali szabalyozasa. Az MDM2 a p53 amino terminélisahoz kotddik és
annak karboxi terminalisan elhelyezkedd lizin oldallancaihoz ubiquitint kapcsol. Ez a kol-
csonhatas a p53-nak a sejtmagbol a citoplazmaba torténd exportjahoz is sziikséges (99). Az
mdm?2 gén transzkripcidja maga is p53 altal szabalyozott, igy a két fehérje egy autoregulacios,
visszacsatolasos szabalyozési kort alkot (138). Ez a szabélyozas nemcsak a p53 alacsony
szintjét tartja fenn nyugalmi koriilmények kozott, hanem a DNS karosodasok kijavitasa utan a
megnovekedett mennyiségli p53 szint csokkentésében is szerepet jatszik (127). Ezt a finoman
szabalyozott folyamatot stresszhatisok megszakithatjdk. Ilyen hatdssal lehetnek példaul az
ionizalo sugarzasra bekdvetkezd dupla szali DNS torések, az UVC sugarzas hatasara keletke-
z6 pirimidin dimerek, a hipoxia €s aktivalt onkogének. Mindezek hozzajarulnak a protein
féléltidejének megndvekedéséhez, a p53 szintjének gyors megemelkedéséhez és transzkripcei-
0s faktorként vald aktivalodasahoz. A p53 szintjének emelkedése €s aktivitasanak er6sodése a

DNS karosodas mértékével aranyos. Az aktivitds novekedés specifikus a DNS kéarosodasok
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jellegére és igy az azt okozo stresszhatasra. A sejtekben tobb funkcid és protein adaptalodott
az eltérd jellegli DNS karosodasok felismerésére és azok javitasara. Példaul ionizalo sugarzas
hatdsara az ,,Ataxia-Telangiectasia-Mutated” (ATM) fehérje — a foszfatidil-inozitol-3 kinaz
csalad tagja — aktivalodik és szamos proteint foszforilal. Az ugyancsak ebbe a kinaz csaladba
tartozo ,,Ataxia-Telangiectasia-and-Rad3-Related” (ATR) fehérje pedig a nem teljes DNS
replikdci6 hatdsara aktivalodik (59). Mindkét kindz képes vagy kozvetleniil a p53 15-0s pozi-
cidban levd szerin foszforilalasaval, vagy kozvetve egy foszforilacios kaszkad beinditasaval
stabilizalni és aktivalni a pS3-t (31). Utdbbi esetben az ATM és ATR az effektor ,,checkpoint
kinase 17 (Chk1) és ,,checkpoint kinase 2” (Chk2) kindzokat aktivalja, amelyek ezt kdvetden
a p53 fehérjét foszforilaljak. A foszforilacid hatasara a pS3 MDM2-vel vald kolcsonhatasa
felbomlik, igy az MDM2 nem képes a p53 ubiquitinaladsara. A DNS karosodasok alkalmaval
aktivalt onkogének — Myc, Ras, E2F1 — az ,,Alternative Reading Frame” (ARF) transzkripcio-
jénak aktivacigja révén képesek a p53 stabilitdsat indukalni. Az ARF egy, a p53 stabilizalasa-
ban szerepet jatszo fehérje, a Ciklin-Dependens Kinaz Inhibitor 2A/p19 (CDKN2A/p19)
izoformaja. Az ARF az MDM2-hoz kotddve képes a p53 ubiquitinacidjat gatolni. A p53 ilyen
uton torténd aktivalasa egy olyan védd mechanizmust biztosit, amely védelmet nyujt az ab-
normalis sejtosztodas és a daganat képzddés ellen. Lévén, hogy a p53 egy transzkripcios fak-
tor, aktivitdsdnak szabalyozdsaban egy masik kulcslépés a sejtmagba torténd transzportja,
amely a fehérje karboxi terminalisan taldlhato NLS szekvencidkat felismerd import faktorok
segitségével jatszodik le. Egyes irodalmi adatok azt bizonyitjak, hogy a p53 amino termindlisa
¢s a tubulin ko6zott kialakuld kdlcsonhatas révén a sejt mikrotubulus halézata és az ahhoz kap-
csolodo dynein motor fehérjék is szerepet jatszanak a p53 DNS karosodas utani sejtmagi fel-
halmozddaséaban (51).

Az aktivalt p53 éaltal szabalyozott hdrom f6 sejtvadlasz a sejtciklus ledllitasa, az
apoptozis ¢s DNS javitd folyamatok indukcidja (3/A. abra a 15. oldalon). Ezeket a p53
transzkripcids faktorként funkcionalva, specifikus gének expresszidjanak indukcidjan és rep-
ressziojan at, illetve a génkifejezddés szabalyozasatol fiiggetlen utvonalon keresztiil is iranyit-

| WAF/Cipl

ja. A p53 a sejtciklus ledllitasat a p2 ciklin dependens kinaz inhibitor génjének akti-

lexéhez — ciklin D1-Cdk4, ciklin E-Cdk2, ciklin A-Cdk2 és ciklin A-Cdc4 — kotodik, ezzel
meggatolja a kinazok aktivitasat és a sejtciklus G1 fazisban valé megallasat eredményezi. A
sejtciklus leallitasaval szemben, az apoptdzis két f6 titvonaldnak indukcidjat a p5S3 nem egy

jol definialt gén kifejezédésének szabalyozasan keresztiil végzi. Az apoptdzishoz a p53 a DRS



¢és Fas — ,,halal receptorok” —, illetve a ,,halal doméneket” tartalmazo fehérjék — példaul PIDD
— transzkripcios aktivaldsaval, a haldl receptor sejtfelszini megjelenésén keresztiil aktivalodo
utvonalat inditja be (1. abra). A p53 mas target génjeinek — példaul a Bax és Noxa —termékei
a mitokondriumban felhalmozodnak és membranpotencidl megvaltoztatdsaval inditjdk meg a
programozott sejthalalt (1. dbra). Abban az esetben, ha a sejtben transzkripcids blokad alakul
rolt hatasatol fiiggetlen utvonalon is képes indukalni. A sejtben felhalmozddott p53 a
mitokondriumba transzlokalodik, ahol komplexeket alakit ki a Bcl-2 és Bcl-x proteinekkel,

ami a kiils6 membran permeabilizdlodasahoz és a citokrom c sejtplazmdban valdé megjelené-

sé¢hez vezet (89, 101).

p53
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1. abra: A p53 altal szabalyozott apoptotikus utak
Az abran a p53 altal szabalyozott két f6 apoptotikus utvonal vazlata és azok fObb résztvevoi

szerepelnek.

Felmertil a kérdés, hogy hogyan ,,valaszt” a p53 az apoptdzis indukcidja és a sejtciklus
leallitasa kozott. Sokféle mutans p53 esetében megfigyelték a sejtciklus leéllitast és az
apoptézis indukciot kivalté funkciok elkiiloniilését. Ennek ellenére lehetséges, hogy a p53-
nak a végso sejtvalasz determinalasaban nincs szerepe, hanem aktivacioja utan mindig azonos
jeleket kiild, indukalja mind az apoptéziskor, mind a sejtciklus leallitasakor aktivalt target

génjeit. Ezt az elképzelést az a megfigyelés tdmasztja ald, hogy a p53 éltal indukalt apoptozis




gatlasakor a p53-fiiggd sejtciklus leallas automatikusan bekdvetkezik. Ez az ugynevezett ,,bu-
ta” p53 modell, amely szerint a pS3 aktivacidja mindig apoptotikus szignalt indit be. Ezt a
tulélési szignalok elfojthatjdk, vagy elérhet egy kiiszobértéket, amely mas, fliggetlen
a p53 minden stimulus hatdsara azonos moédon mikodik, de apoptoétikus célgénjeinek transz-
kripcids aktivacidjahoz mas, azok promoteréhez kotddo transzkripcios faktor kozremiikodeését
is igényli. Egyik jo péld4ja ennek az NF-kB hozzajarulasa a p53 altal kivaltott sejthaléloz,
ami jelzi, hogy egyes p53 apoptotikus célgének indukcidjahoz mindkét transzkripcios faktor
miikddése sziikséges. A sejtciklus ledllitasakor indukalt target gének aktivaldsa azonban nem
igényli tobb transzkripcids faktor egyidejii kozremiikodését (120). Egy masik elgondolés sze-
rint a p53 mitkddésével kijeldli a sejtvalasz végso kimenetelét. Ez az ugynevezett ,,0kos” p53
modell, amely szerint a p53 kiilonb6zden viselkedik a sejtciklus leallitasara, illetve a sejthalal-
ra determinalt sejtekben, és a p53 kiilonbozd formai aktivaljdk az egyes folyamatok beindita-
saban szerepet jatszo célgéneket. A p53 sejtbeli mennyisége befolyasolhatja az altala kivaltott
valaszt. Megfigyelték, hogy ha a p53 mennyisége kevés, akkor inkabb a sejtciklus leallast,
mig ha magas, akkor inkdbb apoptézist valt ki. Az eltérd sejtvalasz a p53 célgénjei
prométereihez vald kiilonbozd erdsségli affinitasaval is magyarazhatdo. A modell egyik to-
vabbgondolasa szerint a p53 kotodését a célgének promoéteréhez befolyasolhatjadk a p53
poszttranszlacids modositasai is. Tobb p53 modositasrol, tobbek kozott a foszforilaciorol,
létrehozott finom valtoztatasok altal befolyasoljak a p53 DNS-koto és transzaktivalo képessé-
gét (72, 109). A poszttranszlacidos modositasok hatassal lehetnek a pS3 mas koaktivatorokkal
— példaul ASPP2 — létesitett interakcidira is, amelyek az apoptotikus gének expresszidjahoz
sziikségesek (132).

A DNS javito folyamatokban a p53 egyrészt a transzkripcié szabalyozasaval, masrészt
a reparacids gépezettel direkt interakcidba lépve is részt vesz. A p53 képes kozvetleniil ko-
tddni egyes szali DNS-hez is (11, 80). Magasabbrendii eukariétdkban az UV sugarzas okozta
ciklobutan tipust pirimidin dimereket és a 6-4 fotoproduktumokat a nukleotidok kivagasat
végzo ,,Nucleotide Excision Repair” (NER) javité mechanizmus tavolitja el. A NER két, me-
chanizmuséaban eltérd altipusa a transzkripcidval kapcsolt reparacio (Transcription Coupled
Repair, TCR) és a globalis genom javitas (Global Genome Repair, GGR), amelyeket a p53
egyarant képes iranyitani. Kimutattdk, hogy a p53 a transzkripcioé kapcsolt reparaciot csak
UVB sugarzast kovetden aktivalja (92). A p53 miikodése elengedhetetlen a GGR lezajlasa-

hoz, annak fb6leg hatékonysagat befolyasolja mind a fotoproduktumok, mind a pirimidin
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dimerek javitasakor (57). A p5S3 NER-re gyakorolt hatdsa részleteiben nem ismert. Feltétele-
zik, hogy a tobbi sejtvalaszhoz hasonloan célgének transzkripcidjdnak szabalyozasan keresz-
tiill befolyasolja azt, tulajdonképpen ,.¢épitdkoveket” biztositva a DNS javitdsdhoz. A p53
egyik ilyen f0 targetje a p48 javitd faktor, amely a NER komplex tagja (57). A ,.,growth
arrest- and DNA damage inducible 45" (Gadd45) gén p53 altali, UV sugarzas utani indukcio-
ja is a DNS javitast segiti el0 a Gadd45-nek a ,,Proliferating Cell Nuclear Antigen’-nel
pigmentosum C (XPC), és egy ribonukleotid reduktazt kddold gén — p53R2 — transzkripcidjat
is erdsiti (4, 108, 128). A p53 altal szabalyozott sejtciklus leallitas és DNS javitas egyes ta-
nulméanyok szerint egymassal nem 0sszefiiggd folyamatok. A GGR beinditdsakor ugyanis a

p53 nem transzaktivalja a p21" P!

gént (5). A p53 célgénjeinek aktivalasan tal szamos,
TFIIH asszocialt NER faktorral valo kolcsonhatasan keresztiil is hatassal van a DNS javito
folyamatokra (136). Kimutattdk, hogy a NER kialakuldsdban a p53 és a replikdcios protein A
(replication protein A, RPA) interakcidjanak is szerepe van, ugyanis UV hatdsara a két fehérje
disszocial, igy az RPA képes lesz a reparacioban részt venni, a p53 pedig célgénjeit
transzaktivalni (1, 36). Az UV sugarzast kovetd GGR kialakulasat a p53 a hiszton
acetiltranszferaz (HAT) tartalmu komplex DNS sériilésekhez valé koncentralasaval, ezéltal a
kromatin globalis fellazulasaval kezdeményezi, amely elengedhetetlen a repardcios faktorok
DNS [éziokhoz valé hozzaféréséhez (119).

Szamos hiszton-modositd aktivitdssal rendelkezd transzkripcids koaktivator és
korepresszor komplexrdl bebizonyosodott, hogy képesek in vivo a p53 fehérjével kdlcsonha-
tasba lépni, ami jelzi, hogy a célzott kromatin mddositasoknak fontos szerepe lehet a p53
transzkripcids faktor funkcidjanak ellatasaban (87, 107). A hiszton acetiltranszferazok és -
deacetilazok nemcsak hisztonok, hanem egyéb fehérjék, tobbek kozott a pS3 acetilalasat/
deacetilalasat is végzik (87, 121). Kimutattak, hogy a koaktivator és hiszton acetil transzferaz
aktivitast p300, a p53 karboxi termindlisdnak szamos lizinjét acetilalja. Ez kritikus a p53
DNS kot6 képességének szabalyozasaban, illetve hatassal van a p53 stabilitasara és a sejten
beliili lokalizaciojara is (54, 87, 121). Az MDM2 eldsegiti a p53-nak a hiszton deacetilaz 1

crer

transzaktivacidjdban nem a p53 acetilacigjanak, hanem a hiszton mddositdsoknak van na-

] WAF1/CIPI

gyobb sulya. A p53 acetilacidja példaul a p2 aktivaciojat kozvetve, annak promoter

crer

------
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H4 hisztonok acetilacidjat serkenti. Igy a p2/ prométer kornyezetében lokalisan fellazult
kromatin a transzkripcids komplex DNS-hez vald hozzaférését és végso soron a génkifejezo-
dés er6sddését eredményezi (18). A p53 és hiszton deacetildz komplexek kézotti interakciok-
nak a p53 altali transzkripcid represszioban van szerepe. Ennek egyik jo példaja a Map4 rep-
resszidja p53 altal. A p53 képes a HDACI komplexhez kapcsoldddo mSin3A korepresszort a
Map4 prométeréhez kotni. Ezzel elésegiti a hiszton deacetilaciot, a promoter zartabb konfor-
kromatin médosité komplexekkel vald kapcsolata tehat tobboldalu: egyrészt a p5S3 modositasa
a komplexek altal kdzvetleniil hatassal van a fehérje miikodésére, masrészt a p53 képes cél-
génjeinek kifejezddését modositani a komplexekkel egylittmikodve, harmadrészt pedig a glo-
balis hiszton acetilacio eldsegitésével a p53 DNS-javitd folyamatok beinditasat segiti eld.

A p53 funkcidit nemcsak poszttranszlacios modositasai, hanem mas transzkripcids- és
kofakorokkal kialakitott kolcsonhatdsai is befolyasoljak. A p53 miikodését modulald
kofaktorok egyike a halal doménnel asszocidlt faktor 6 (death domain associated factor 6,
Daxx). A Daxx-nak az apoptozisban kettds szerepet tulajdonitanak. A Daxx-ot mint egy, a
Fas receptort kotd, citoplazméaban lokalizal6édd fehérjét azonositottdk, és kimutattak, hogy
kozvetleniil aktivalva az ,,apoptosis signal-kinase 1 (ASK1)/ Jun N-terminal kinase 1 (JNK1)”
utvonalat az apoptozis kivaltasaban jatszik szerepet (32, 140). A Daxx részt vesz a TGFB-n
keresztiil aktivalodo programozott sejthalal utvonalban is (114). A Daxx hianya egérben kiter-
jedt apoptozist és korai embriondlis letalitdst okoz, ami a Daxx lehetséges anti-apoptotikus
hataséra utal (100). Ezt alatamasztja az a megfigyelés is, miszerint malignus myelocitdkban a
p53 €s mas pro-apoptotikus gének expresszidjara a Daxx negativ hatassal van (24). Anti-
ban vesz részt (42, 84, 122). Tobbek kozott a pS3 transzaktivald hatdsat modulélja, annak
karboxi termindlisaval kialakitott kolcsonhatasan keresztiil, ami alatamasztja a fentebb emli-

tett ,,buta” p53 modell egyik feltevését. A Daxx ugyanis a p21" 47/

transzaktivaciojat ga-
tolja, azonban mas pro-apoptotikus célgének p53 altali szabalyozasara nincs hatassal. Ezzel a
Daxx a p53 kozremitkddésével kivaltott sejtciklus ledllds és apoptozis kozti egyensulyt befo-

lyasolja (53).
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1.3. A Dmp53 in vivo funkcidi

A p53 tumor szuppresszor altal szabalyozott folyamatok pontosabb ismerete fontos a
human daganatok kialakuldsdnak megértésében és terapids eljarasok kidolgozéasadban. A bo-
nyolult sejtszintli folyamatok jol tanulmanyozhatok bioldgiai modellek alkalmazasaval, mint
példaul a Drosophila melanogaster, ami egy genetikailag jol jellemzett, konnyen kezelhetd
organizmus. A Drosophila genom-projekt befejezddésekor végzett dsszehasonlitd vizsgalatok
soran fény deriilt arra, hogy a human daganatok kialakuldsaban szerepet jatszé gének két
harmadanak homolégja megtalalhaté az ecetmuslicaban (3, 19, 49). 2000-ben 3 fliggetlen
csoport azonositotta a Drosophila melanogaster p53 (Dmp53) génjét (27, 68, 110). A Dmp53
gén a harmadik kromoszoma jobb karjan, a 94D10 citologiai régidban talalhat6. Transzkripcei-
6ja soran egy 3,8 kilobazisos, 8 exont €s 7 intront, valamint nem transzlalédé régiokat tartal-
maz6é mRNS képzddik, amely a Dmp53 fehérje A izformajat kodolja. Ujabb annotéciok sze-
rint a fehérjének egy masik — B — izoformadja is 1étezik, amelynek 4,4 kilobazis hosszii mRNS-
e 9 exont tartalmaz és transzkripcidja egy tavolabbi, az A izoformaét megel6zo start pontbol
indul. A két varians az A masodik, illetve a B harmadik exonjatol megegyezik (Flybase). A B
izoformdardl irodalmi adatok nem keriiltek kozlésre. A Dmp53 fehérje 385 aminosavbol all,
szekvencia homologia vizsgalatok szerint az emlés p53-hoz hasonld doménekkel rendelkezik.
EMSA ¢és Drosophila sejtkulturaval végzett kisérletekben a Dmp53 specifikusan kotodott a
humén p53 konszenzus DNS-kotéhelyeihez €s arrol képes volt transzkripcidt aktivalni, ami
bizonyitotta, hogy a human p53-hoz hasonléan a Dmp53 is transzkripcios aktivator (27, 68).
Elesztében végzett egy- és két-hibrid kisérletek felfedték, hogy a Dmp53 amino terminalisan

Transzaktivacios DNS kot6 Oligomerizacios
domén domén domén
Hp53 E - mmm 393 as
13 % 25 % 13 %

Dmp53 E - mm 335 gs

2. abra: A human (Hp53) és Drosophila pS3 (Dmp53) fehérjék szerkezete
A szines részek a human és Drosophila p53 fehérjék f6 doménjeit és azok szdzalékban kifeje-

zett hasonlosagat mutatjak.
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talalhat6 egy transzaktivacioért, illetve karboxi terminalisan egy, a fehérje oligomerizaciojaért
felelds domén. A human és Drosophila p53 a kozépsd, DNS-k6té doménjében mutatja a leg-
nagyobb hasonlosagot, az amino- és karboxi termindlis transzaktivacios €s oligomerizacios
részek konzervaltsaga alacsony (2. dbra) (27).

A Dmp53 ¢és az emlds p53 hasonlosaga miatt elobbi azonositasat kovetden foleg a
sejtciklus leallitasaban, apoptozis-, illetve DNS javito folyamatok indukcidjaban betdltott sze-
repét tanulmanyoztdk. Az emlds p53 DNS kotd doménjében szamos, ugynevezett mutacids
,forropont” taldlhatd, amelyek mutédcioja dominans negativ p53 fehérje termékek képzddésé-
hez vezet. A Dmp53 DNS koté doménjében hasonld pontmutaciokat 1étrehozva dominans
negativ Dmp53 formékat allitottak eld, amelyek in vitro az emlés homologhoz hasonloan, a
vad tipust Dmp53 DNS kot képességét gatoltak (68, 110). A Dmp53 in vivo miikodését a
vad tipusu, illetve domindns negativ Dmp53 taltermelésével is vizsgaltak. A vad tipusu
Dmp53 taltermelésekor nem tapasztalhatd sejtciklus ledllas a G1 fazisban. A Dmp53 nem

aktivalja a human p21 WAF1/CIP1

Drosophila melanogaster homologjat, a dacapo-t, amely a
huméan p53 specifikus célgénje a sejtciklus leallitasaban. Az ionizald sugarzast kovetden az
imago korongokban bekovetkezd sejtciklus ledllasra a dominans negativ Dmp53 taltermelése
nincs hatassal. Ezek az eredmények azt tiikrozik, hogy a rontgen sugérzas indukalta sejtciklus
leallas a Drosophilaban a Dmp53-tdl fiiggetlentil zajlik (27, 68, 110). A Dmp53, emlds homo-
logjahoz hasonld, sejtciklus leallitast indukalod képességét a mai napig nem bizonyitottak. A
vad tipust Dmp53 taltermelése kiterjedt apoptozist valt ki a Drosophila szemben, a szarny
diszkuszban a dominans negativ forma pedig gatolja a rontgen sugarzas kivaltotta programo-
zott sejthalalt. Ezek az adatok a Dmp53 ionizal6é sugarzas hatasara kialakuld apoptozisban
jatszott szerepérdl arulkodnak. Pro-apoptotikus gének, mint pédaul a reaper (rpr), Dmp53
hatasara bekovetkezd expresszid valtozasa alatamasztja ezt az elképzelést. A reaper szabalyo-
at talaltak. Errdl a feltételezett kotShelyrdl a Dmp53 élesztd egy-hibrid kisérletben a ripoter
gén transzkripciojat aktivalta. A fent emlitett kotohelyet B-galaktozidaz riportert kodolo szek-
vencia elé épitve embridkba injektaltak. Ezekben a transzgenikus embriokban rontgen keze-
lést kdvetden a Dmp53 képes volt a transzkripcid aktivacidjara (27). Egy ezen eredmények
alapjan felallitott hipotézis szerint a Dmp53 rontgen sugarzast kovetden aktivalodik, majd
pro-apoptdtikus gének, mint a reaper, transzkripcidjat indukalja, azonban nem modositja a
sejtciklus ledllitasaban szerepet jatszo gének kifejezddését. Ezt a modellt aldtdmasztotta az a
megfigyelés, miszerint a mutans Dmp53 nem képes apoptdzis kivalatasara és a reaper induka-

laséara ionizal6 sugarzast kovetden (79, 125). Jassim és munkatarsai az UV altal kivaltott sejt-
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halalt vizsgaltak Drosophila retinaban. Ugy talaltak, hogy a reaper nem jatszik szerepet a re-
tindban UV hatésara kialakul6 sejtvalaszban, azonban egy masik pro-apoptétikus gén, a hid,
aktivalodik. Emellett kimutattdk, hogy a Dmp53 megvédi a retina sejtjeit az UV sugérzas ko-
vetkeztében kialakulod apoptdzistdl, amit a Dmp53 DNS javitd folyamatok irdnyitasdban be-
toltott lehetséges szerepével magyaraztak (65). A Dmp53 DNS sériilések javitasaban betoltott
szerepére egy oligonukleotid microarray analizisben talaltak bizonyitékokat. Két gén, a Ku70
¢s Ku80, a Dmp53-t6l fliggden aktivalodott rontgen kezelést kovetden. Ezen gének fehérje
termékei DNS torések javitdsaban és a nem homolég DNS végek egyesitését végzd, igyneve-
zett ,,non homologous end-joining repair” folyamatokban vesznek részt (2/B. dbra a 13. olda-

lon) (28).
A.
hipoxia uv

ionizald

aktivalt onkogének sugarzas

apoptozis sejtciklus leallitas DNS javitas

ionizalo
uv sugarzas

NS

apoptoézis sejtciklus leallitas? DNS javitas

3. abra: A human (A) és Drosophila p53 (B) altal iranyitott legfontosabb sejtvalaszok

-15 -




Az emlds p53 aktivitasanak egyik fontos szabalyozasi mechanizusa a kiilonbozé E3
ubiquitin ligdzok — példdul MDM2, COP1, Pirh2 — altal katalizalt poliubiquitinaciot kdvetd
degradacidja. A Drosophila genomban nem taldltak meggy6z6 hasonldésagot mutaté MDM?2,
COP1 vagy Pirh2 homolégot, tovabba az MDM2 kotéhelye sem konzervalddott a Dmp53-ban
(3, 19, 49). A Chk2 Drosophila homolégja (DmChk2) a DNS karosodas altal indukalodott
sejtciklus leallasban ¢€s apoptdzisban fontos szerepet jaszik (139). Kimutattdk, hogy a
DmChk2 ¢és Dmp53 szemben valod egyiittes taltermelése felerdsiti a Dmp53 okozta apoptozist,
a Chk1 Drosophila homoloégjanak (DmChk1) azonban nincs hatasa. A DmChk2 nem okozott
a Dmp53 fehérje szintjében valtozést, amely azt sejtette, hogy egy DmChk2-t6] fiiggd
foszforilaciés modositas befolydsolta a Dmp53 DNS kotd képességét, vagy kofaktorokkal
1étesitett interakcidjat és apoptotikus hatasat (115). Ezt a feltételezést bizonyitotta annak ki-
mutatdsa, hogy a Dmp53 gél mobilitasa celluléris stressz hatasdra megvaltozik. A mobilitas
valtozasban a DmChk2 szerepet jatszik, Dmp53 szintjét azonban a DmChk2 ebben a rend-
szerben sem befolydsolta. Ez alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a Dmp53 miikddé-
sének szabalyozasa nem a human p53 és MDM?2 éltal alkotott autoregulacios, visszacsatola-
sos — a fehérje mennyiségét befolyasold — mechanizmushoz hasonléan valdsul meg, hanem

miikodését foszforilacidja befolyasolja (28).
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2. Célkitiizések

1. A Dmp53 modell alkalmazasaval 0j ismeretek szerzése a p53 tumor szuppresszor

genom stabilitasban, sejtciklus szabalyozasaban és apoptozisban jatszott szerepérol

A sejtek DNS allomanyénak sériilésekor az emlds p53 meghatarozza a sejt tovabbi
sorsat részben transzkripcids faktorként mikodve célgénjei transzkripcidjanak fokozasan,
vagy gatlasan keresztiil. A p53 a sejtciklus ledllasat és DNS javitasi folyamatokat képes bein-
ditani, azonban ha a genomot ért sériilések til sulyosak, apoptdzist indukal, amely sordn a
sériilt sejt eliminalodik. A p53 miitkddésének pontos részletei mindazonaltal még nem vilago-
sak. A Drosophila p53 homoldg hasonlé miikodésérdl kevés informacio all rendelkezésiinkre.
A célom az volt, hogy a Drosophila p53 transzkripcios célgénjeinek azonositasaval képet kap-

jak a Dmp53 altal szabalyozott sejtvalaszokrol.

2. Kiilonb6zo genotoxikus agensek DmpS3-ra kifejtett hatasanak vizsgalata, illetve egy

ennek analizisére alkalmas Kisérleti rendszer beallitasa

A Drosophila p53 ionizal6 sugarzast kovetdé miikodésérdl szamos tanulmany sziiletett.
Keveset tudunk azonban az UVC hatédsara bekdvetkezd sejtvalaszok kialakuldsaban betoltott
szerepérdl. Célom volt egy olyan konnyen hasznéalhat6 rendszer 1étrehozésa, amely segitségé-
vel a p53 lehetséges célgénjei azonosithatok. A célgének DmpS3 altali génaktivacidjanak
vizsgalatan keresztiil pedig a Dmp53 kiilonb6zé genotoxikus dgensek hatasara 1étrejové mi-

kddését kivantam tanulmanyozni.

3. A csoportunk altal azonositott, a Dmp53-mal kolcsonhaté fehérjék, illetve a dADA2a
tartalmu hiszton acetil transzferaz komplex (ATAC) és a Dmp53 kozti kapcsolat kovet-

kezményeinek vizsgalata

A human p53 mitkddését mas transzkripcids faktorokkal, koaktivator és korepresszor

komplexekkel 1étesitett kolcsonhatasa finomithatja. Az egyik ilyen kofaktor a Daxx, amely-
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nek a human p53-ra gyakorolt hatasarél egymasnak ellentmondd eredmények lattak napvila-
got. Célom volt annak vizsgalata, hogy milyen hatassal van a Dmp53 miikédésére annak kol-
csOnhatasa a Daxx Drosophila homolog, DLP (Daxx like protein) fehérjével.

A Drosophila dADA2b transzkripcios adapter fehérjét tartalmazé SAGA hiszton acetil
transzferdz aktivitassal rendelkezd komplex és a Dmp53 kapcsolatardl mar rendelkeziink né-
mi informacioval. A kézelmultban azonositott dADA?2a tartalmi ATAC komplex és a Dmp53
funkcionalis viszonyardl azonban nincsenek adatok. Az ATAC komplex szerepérél a Dmp53
altali transzaktivacidban és apoptozis indukcidoban d4Ada2a mutans éllatok segitségével kivan-

tam képet kapni.
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3. Felhasznalt anvagok és modszerek

3.1. UVC, rontgen és hosokk kezelés

Korai harmadik stadiumt Drosophila melanogaster larvékat (10 larva/ Petri csésze)
germicid lampaval névekvé dozisa (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 J/m*) UVC (245 nm;
0,121 mW/cm?; 1,22 J/mz/sec) sugarzasnak tettem ki. A lampa intenzitasat Cole-Parmer
97503-00 radiométerrel hataroztam meg. A fél letalis dozis (LDsg) meghatarozasdhoz a keze-
1és elvégzése utan az allatokat visszahelyeztem taptalajra és 8 nappal késobb a kikelt felnott
allatokat megszamoltam. Génexpresszios vizsgalatokhoz 300 J/m? dozistt UVC-vel sugaraz-
tam be korai harmadik stddiumu larvékat (10 larva/ Petri csésze), majd visszahelyeztem Oket
taptalajra és 4 ora elteltével 0ssz RNS-t izolaltam bel6liik. Rontgen kezeléshez korai harmadik
stadiuma Drosophila melanogaster larvakat 40 Gy rontgen sugarzasnak (150 kV; 0.5-mm Al
filter; 1000 R/perc) tettem ki, majd visszahelyeztem taptalajra és 2 oOra elteltével 6ssz RNS-t
izolaltam (28). Apoptozis kimutatasahoz vandorld, harmadik stddiumu larvakat 40 Gy rontgen
sugarzassal kezeltem, majd 4 o6raval kés6bb imaginalis diszkuszaikat kipreparaltam és akridin
orange festékkel megfestettem.

A Dmp53 és DLP mutansok (DLPY?’, DLPY*, DLP"*) rontgen érzékenységének
meghatdrozasahoz harmadik stadiumt larvékat 20 Gy ionizald sugarzassal kezeltem, majd
taptalajra helyeztem (20 larva/fiola) és a kikelt felndtt allatok szamat meghataroztam.

DLP ¢és Dmp53 transzgének hosokk driverrel (P/Hs-Gal4]) vald tultermelését felnott

crer

oraval a mintakat feldolgoztam tovabbi génexpresszios vizsgalatokhoz.

3.2. RNS izolalas és egyes szalia cDNS szintézis

L3 stadiuma Drosophila melanogaster larvabol 6ssz RNS-t izoldltam QIAGEN

RNeasy Kit-et hasznalva, a gyarto altal mellékelt protokoll szerint, mintanként 5 darab allatot

crer

hatdroztam meg. Egyes szalti cDNS-t, 1-1 pg 6ssz RNS bemérésével az Applied Biosystems
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Reverse Transription Reagents Kit-tel szintetizaltam a gyartd Utmutatasa szerint, az alabbi

reakcid koriilényeket hasznalva: 25 °C 10 perc, 37 °C 60 perc, 95 °C 5 perc.

3.3. Génexpresszié mérés kvantitativ real time PCR (QPCR) moédszerrel

Génspecifikus  primereket terveztem primer 3  (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi; (118) és Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programot

hasznalva (1/A. tablazat). Annak érdekében, hogy elkeriiljem az esetleges genomi DNS
szennyezOdésrol torténd amplifikacidt, a primer parokat lehetdség szerint intron hatarra he-
lyeztem. A szintetizalt primerekkel meghataroztam a QPCR reakciokhoz hasznaland6 optima-

lis primer koncentraciokat.

A.
gén Forward primer (5°- 3’) Reverz primer (5°- 3’)
Ark TGTCGCCAATCAAGACTGAG CATCCAAGGCTACCCAAGTC
hid TCGCCAAGGGTTTTAGTTCT GGATTGGATTTGATTGGGCT

reaper ~ CCAGTTGTGTAATTCCGAACGA  TCGCCTGATCGGGTATGTAGA
I18SRNA  GCCAGCTAGCAATTGGGTGTA CCGGAGCCCAAAAAGCTT
[(1)dd4 TAAATTCCGCCTACGATTGC AGGTCTGCTGGTAGCACGTT
Grip75 GCGAGCGGGAGATATTTATG ACGTCCGATCTCAGCGTAGT
CG8319  AGGCAATCTGGAAGCAAAGA GGCATACGTGTGAATTGCTG
ballchen GGCACAGTTTTCACCGATTT CGTGCTTCTGCATGAACTGT
CG5620 AATCTGCTGTGCTGCTGTTG CCAGAAAGGGACAGTCGAAG
ebi GCGTTCCGTCATGAGTTTTT CCTACGCTCCACTCCACTTC
toutatis AGAAGTCCTCACGGGTTTTG TGCCAGTAAACACCAAGCAG
PP24-B’ AATTTTTGGGCTTGAGAGCA GCTACCCAGGATTTCCAACA
rho AACTCGGATCCGTTGTCATC CGCTTCCATCGAAGTATTGG
fiz-f1 TTGTTCAGTTGCGTCTCGTC CTTCGAGCTGATGTGCAAAG

gén TaqMan proba
reaper 6-FAM-AAGAAAGATAAACCAACAATGGCAGTGGCA-TAMRA
18SRNA 6-FAM-TATGGCTCTCTCAGTCGCTTCCGGG-TAMRA

1. tablazat: A kvantitativ real time PCR vizsgalatokban hasznalt primerek és probak
szekvenciai
Az A. tablazat a hasznalt primer szekvencidkat a B. a TagMan probak szekvencidit tartalmaz-

Za.
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A kvantitativ real time PCR reakciokat (QPCR) ABI 7500 Real Time System (Applied
Biosystems) késziiléken végeztem. A polimeraz lancreakciokban keletkezd termékek detekta-
lasdhoz SYBR Green interkalalodo festéket tartalmazod Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) reagenst hasznaltam az alabbi reakcid koriilményeket alkalmazva: 95
°C 10 perc; 95 °C 15 masodperc, 60 °C 1 perc (45 ciklus). A reakcidk végén olvadasi gorbe
analizist végezve ellendriztem a keletkezd termék mindségét. A reaper gén és a 185 RNS en-
dogén (bemérési) kontroll esetében TagMan proba (1/B. tablazat) segitségével detektaltam a
PCR terméket, TagMan PCR Master Mix (Applied Biosytems) reagenst hasznalva. A mintak
»cycle treshold” (Ct) értékei a PCR reakcid soran minden gén esetében a 20-30 ciklusok ko-
zOtti tartomanyba esett. Az egyes gének expresszidjat relativ kvantifikalassal hatdroztam meg
az ugynevezett AACt formulat hasznalva (69). A kezeletlen mintadk endogén kontrollal vald
normalizalt (ACt) expresszids értékébdl kivontam a kezelt mintdk értékeit (AACt), majd a
relativ expressziot a PCR hatékonysaganak figyelembe vételével hataroztam meg (24"). A
génexpresszios vizsgalatokat 3-3 fliggetlentil izolalt mintan végeztem el, az adatokat statiszti-

kailag parositott t-prébaval értékeltem.

3.4. Transzkriptom vizsgalat DNS microarray médszerrel

Dmp53 mutans és kontroll w'/’® larvak UVC sugarzas hatasara bekovetkezd globalis
transzkripcids valtozasait DNS microarray kisérlettel vizsgaltam. A hibridizaciot és chip leol-
vasast a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kozpontjdnak Funkcionalis
Genomikai Laboratoiumaban végezték az alabbiak szerint: 3-3 ug UVC kezelt, illetve keze-
letlen kontroll, illetve Dmp53 null mutans L1-es allapotra szinkronizalt Drosophila larvabol
tisztitott 0ssz RNS-t Cy5 és Cy3 fluoreszcens festékkel jeldlték Genisphere 900 MPX jel61d
rendszert alkalmazva a gyart6é altal ajanlott protokoll szerint. A mintdkat szin paronként
DGRC-1 Amplicon Transcriptome Array-re (Drosophila Genomics Resource Center) hibridi-
zaltdk. Az array 15552 pontot tartalmaz, ami a Drosophila melanogaster predikélt génjeinek
88%-anak felel meg. 2-2 chipen hasonlitottdk 6ssze a vad tipust és Dmp53 null mutans alla-
tok UVC sugarzasra bekovetkezd expresszios profiljat. A relativ expresszidés hanyadosokat
normalizaltak, majd a két kisérletbdl atlagot képeztek €s Student-féle t-tesztet végeztek. A
kisérlet elvégzése sordn szadmos technikai probléma akadt, ami miatt a statisztikai szamitasok
adatait figyelmen kiviil hagytam az eredmények értékelésekor. 1,8- és 2-szeres expresszios

valtozast valasztottam overexpresszids és represszids kiiszobértékeknek.
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3.5. Transzkripcids faktor kotohelyek bioinformatikai analizise

A vizsgalatokra kivalasztott gének promoter régioit a Flybase (www.flybase.org) adat-

bazisbol nyertem ki. A 4000-7000 bazisparos genomi szekvencidkon transzkripcids faktorok

kotohelyeit kerestem a Genomatix Matlnspector (116) (www.matinspector.de) programmal.

Az analizist eml6s €és Drosophila adatbazisokon végeztem el.

3.6. Apoptozis kimutatasa akridin orange festéssel

Tonizalé sugarzassal kezelt és kezeletlen w'/’® és ddda2a'® muténs larvakat PBS
(137mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPOy4; 1,8 mM KH,PO4; pH 7.4) oldatban felbon-
coltam és az imagd korongokat kipreparaltam, majd 1,6 pg/ml akridin orange oldatba helyez-
tem 5 percre. Az imago korongokat haromszori PBS-sel torténé mosast kovetden targylemez-
re helyeztem ¢s fed6lemezzel lefedtem. A kész preparatumokat fluoreszcens konfokalis mik-

roszkoppal vizsgéltam.

3.7. Hasznalt Drosophila melanogaster torzsek, keresztezések

A hasznalt Drosophila torzseket standard taptalajon (9,3 g agar; 61,2 g kukoricadara;
129,4 g gliikoz; 32,4 g szaraz élesztd; 10 ml 10% Nipagin M/ 1 liter), 25 °C-on tartottam fenn.

A kisérletekben w!’’®

térzset hasznaltam kontrollként. A Dmp53°*' torzset Yikang S. Rong
(NIH, Bethesda, USA) laboratoriuma bocsatotta rendelkezésiinkre. A térzs Dmp53 null mu-
tans, amelyet a génben levo korai stop kodon okoz. A Dmp53 ektopikus tultermelésére alkal-
mas P[UASp53] transzgenikus torzs Michael W. Young laboratériumabol szarmazott (68). Az
Ada2a mutans Ada2a™® allélt az Ada2a 16kuszba inszertalodott P elem (/(35)096713) kiugra-
tasaval Dr. Pankotai Tibor hozta létre (112). A DLP mutans DLP*’, DLP"** és DLP""
allélokat a DLP génben taladlhatdé RS elem (UM-8182-3) — amelyet a szegedi Drosophila
Torzskdzpont biztositott szamunkra — remobilizaldsaval, Dr. Bodai Laszlo hozta 1étre (23).
Genetikai interakcios vizsgalatokban kontrollnak ugyanezen RS elem preciz kiugratadsaval a

DLP gén normal szerkezetét helyreallitd izogenikus — tovabbiakban preciz excizios (PE) —

torzset hoztunk létre (23). A DLP tultermeléséhez hasznalt EP elemet hordozo Drosophila
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torzseket — EP(2)2108, EP(2)2193, EP(2)2180 — a szegedi Drosophila Torzskdzpont bocsa-
totta rendelkezésiinkre. Az PJUASDLPI,7kb] mesterséges P elemet hordozé transzgenikus
allatok a DLP human Daxx fehérjével homolog karboxi terminalisanak taltermeléséhez hasz-
naltam (23). A DLP taltermelését hdsokk driver biztositotta az alabbi genotipusu ndstény alla-
tokban: P/Hs-Gal4]/ EP(2)2108, P[Hs-Gal4]/ EP(2)2193, P[Hs-Gal4]/ EP(2)2180, P[Hs-
Gal4]/P[UASDLP1,7kb], P[Hs-Gal4]/+. A Dmp53 ¢és DLP kozti genetikai interakcios kisér-
letet a kovetkezd keresztezésekbél — DLPY%:Pley-Gal4] néstény & DLPYS;
P[UASp53]/TSTL him, illetve DLPY*S ; Pfey-Gal4] néstény ® PE;P[UASp53]/TSTL him —
szarmaz6 utédokon — DLPY?%/ DLPY*S; PJUASp53]/ P[ey-Gal4] és DLPY*%/ PE; P[UASp53]/
Pley-Gal4] — végeztem, amelyeket a Th" fenotipus alapjan szelektaltam. Az egyes genotipu-
su allatok szemméreteit azonos fénymikroszkopos nagyitas mellett a hoszanti tengelylik men-

tén lemértem, majd az adatokat statisztikailag parositott t-probaval értékeltem.

3.8. Fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutatasa éleszt6 két-hibrid médszerrel

A CGI11982 gén cDNS-¢ét az alabbi, EcoRI és Bglll restrikcids endonukledz felismerd
szekvencidkat is tartalmazo primerekkel szaporitottam fel: forward — 5’-CGGAATTCATG
GCAGAGGCAATG-3’; reverz — 5-GAAGATCTAGTCCAGAAACATGTT-3’. A PCR
reakcidban az alabbi koriilményeket alkalmaztam: 95 °C 5 perc; 95 °C 30 masodperc, 53 °C
30 masodperc, 72 °C 90 maésodperc (32 ciklus); 72 °C 10 perc. A reakcioban templatként
hasznalt plazmidot (pOT-CG11982) Dr. Erdélyi Miklos bocsatotta rendelkezésemre. A tiszti-
tott PCR terméket pTZ57R/T kloénozo vektorba (Fermentas) épitettem ¢€s felszaporitottam. A
pTZ57R-CG11982 plazmidbdl a CGI11982 cDNS-t tartalmazo inszertet EcoRI ¢és Bglll rest-
rikcids endonukledzokkal kivagtam, majd 1,5%-os agardz gélbdl izolaltam V-Gene Gel
Extraction Kit-et hasznalva, a gyartd6 utmutatdsa alapjan (V-Gene Biotechnology). Az
inszertet élesztd két-hibrid kisérletekben hasznalt vektorokba klonoztam. Az egyik ilyen a
pGADA424, leucin szelekcios markert és Gal4 transzaktivaciés domént tartalmazo plazmid
(Clontech) volt, amelybe az EcoRI és Bglll helyek kozé épitettem cDNS-t. A pPBTMI116,
triptofan szelekcios markert és LexA DNS-kotd szekvencidt hordozé vektornak pedig az
EcoRI ¢és BamHI helyére ligaltam a CG11982 fragmentet. Az élesztd transzformacidra

Saccharomyces cerevisiae 140 torzset (MATa his34200 trpl-90 leu2-3,2-11 ade?
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LYS2::lexA-HIS URA3::lexA-lacZ gal4 gal80) hasznaltam a Clontech Matchmaker élesztd két
hibrid rendszerhez mellékelt protokoll alapjan. A transzformans ¢€lesztd telepeket a megfeleld
szelektiv minimal taptalajra (1,2 g élesztd nitrogén forrds; 5 g (NH4)2.SO4; 10 g borostydnkd-
sav; 6 g NaOH; 0,55g Trp’, Ura, Leu’, Lys’, His" Complete Supplement Mixture — kiegészitd
keverék; 20 g agar; 100 ml 20% gliikoz; 4 ml 25 mg/ml adenin/ 1 liter) szélesztettem és 3
napig, 30 °C-on novesztettem. A transzformalast kovetden feln6tt élesztd koloniak PB-
galaktozidaz aktivitasat kolonia filter modszerrel teszteltem az alabbi eljaras szerint: a mini-
mal taplemezen felndtt élesztd telepeket a pozicidjukat megdrizve nitrocelluloéz filterre
(Millipore) replikdztam, majd folyékony nitrogénes fagyasztassal rogzitettem. A nitrocelluloz
filtert 0,2 mg/ml X-gal tartalma Z puffer oldattal (60 mM Na,HPO4; 40 mM NaH,POs; 10
mM KCI; 1 mM MgSOy; 50 mM B-merkaptoetanol; pH 7,0) atitattam és 3 6rara 37 °C-os in-
kubatorba helyeztem. A B-galaktozidaz riporter gén aktivalodasat a nitrocelluloz filteren rog-

zitett élesztd telepek kék elszinezddésén keresztiil kovettem és fotokkal dokumentaltam.

-4 -



4. Eredmények

4.1. A Dmp53 null mutans ecetmuslicak fokozottan UVC érzékenyek

Az emlds p53 fehérje kozponti szerepet jatszik a genom integritdsanak fenntartasaban
azzal, hogy DNS kérosodasok esetén a DNS-ben keletkezd hibak javitasat végzé mechaniz-
musokat aktival. A Drosophila p53 — az emlés homoldghoz hasonléan — az 6rokitéanyag sé-
riilésének hatasara DNS javitd folyamatokat, illetve programozott sejthalalt indukal. A
Dmp53 ezen funkciot féleg a rontgen sugarzas okozta DNS torések hatdsara kialakul6 sejtva-
laszokban vizsgaltak. A Dmp53 null mutans Drosophilak jellegzetes fenotipusa, hogy rontgen
kezelés hatdsara a vad tipusndl érzékenyebb dozisfiiggd letalitast és genomi instabilitdst mu-
tatnak (79). Megfigyelték tovabba, hogy Dmp53 hidnyaban a fejlédd retindban az UVC su-
géarzas hatasara bekovetkez6 DNS javitd folyamatok elmaradnak, igy az apoptdzis tlsulya
miatt a kifejlett allatok szemének ommatida szerkezete sériil (65). Az UVC sugarzas hatasara
bekovetkezd Dmp53-fliggd sejtvalaszok tovabbi tanulmanyozasat fontosnak tartottam, mivel
azokrol viszonylag kevés informacio all rendelkezésiinkre. Mindehhez egy olyan kisérleti
elrendezést terveztem, amelyben az UVC sugarzas hatasara bekovekezd, Dmp53-fiiggd fo-
lyamatok jol kovethetok. Elso 1€pésként megvizsgaltam, hogy a Dmp53 mutans allatokra mi-
lyen hatassal van az UVC sugarzas. Ehhez Dmp33 homozigota és w''’® korai harmas stadiu-
mu larvakat novekvd dozisu UVC sugarzassal kezeltem, majd 8 nappal késdbb a kikelt felnott
allatok szamat meghataroztam. A besugarzast kovetéen — a kontroll é&s Dmp53 muténs larvak
esetében egyarant — az allatok legnagyobb része bab allapotban, nagyobb UVC dozisok al-
kalmazéasakor pedig még késoi harmadik larvastadiumban pusztult el. Az UVC kezelés fejlo-
désiik idétartamara nem volt hatassal. Megallapitottam, hogy a Dmp53 mutansok életképessé-

1118

ge a kontroll allatokénal gyengébb volt (4. abra). A fél letalis dozis w''*® torzs esetén 150 J/m?

volt, ami az irodalomban leirt adatokkal megegyezik (105, 117). A Dmp53 muténsok esetében

18 g]latoknal mért dozis 6todére csokkent (~30 J/m®). A Dmp33 mutans

az LDsg érték a w
allatok tehat, hasonldéan az ionizald sugarzashoz, az UVC sugarzasra is fokozottan érzéke-
nyek. Ez arra utal, hogy a Dmp53 fehérje jelenléte ¢s mitkodése sziikséges az UVC hatdsara

bekovetkezd DNS kéarosodasok utani taléléshez. Hidnyadban a DNS javité folyamatok nem
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képesek megindulni, ami az 6rokitd anyagban bekovezett sériilések felszaporodasahoz és az

allatok elpusztulasahoz vezet.
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4. abra: A Dmp53 null mutans ecetmuslicak fokozottan UVC érzékenyek.
w!!1% ¢&s Dmp53 homozigéta és korai harmas stadiumu larvakat az abran feltiintetett dozist
UVC sugarzassal kezeltem. A kikelt alatok szamanak atlagat a besugarazott larvak szdzaléka-
ként fejeztem ki. A szorast harom egymastdl fliggetleniil végrehajtott kezelésbdl szarmazo

eredmények alapjan szdmoltam.

4.2. Kiilonb6zo DNS karosodasok eredményeként eltéréen aktivalodnak egyes Dmp53-

tol fiiggo pro-apoptotikus gének

Az eml6s p53 célgénjei transzkripcidjanak szabalyozasan keresztiil iranyitja a DNS
karosodasok hatdsara kialakul6 sejtszintli valaszreakciokat. A Dmp53 — emlds homologjahoz
hasonloan — transzkripciés aktivatorként viselkedik, miikodése tehat jol nyomon kovethetd
célgénjei transzkripciojanak valtozasat vizsgalva DNS karosodast kdvetéen. Drosophilaban
szamos apoptdzisban szerepet jatszd gén ismert, melyek Dmp53-mal valé kapcsolatarol vi-

szonylag kevés ismerettel rendelkeziink. Az e tekintetben legrészletesebben vizsgalt reaper
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altal indukalhat6 enhanszer talalhat6, amely egy emlds p53 konszenzus kotéhelyre hasonlito
elemet tartalmaz. B-galaktozidaz riportert és a fent emlitett kot6helyet koédold plazmidot hor-
doz¢6 transzgenikus embridkban rontgen kezelést kovetéen a Dmp53 képes volt a transzkrip-
ci6 aktivacidjara (27). Ugyancsak a reaper, tovabba a head involution defective/wrinkled (hid)
gének szerepérdl Jassim €s munkatarsai kdzoltek adatokat az UVC sugérzasnak a fejlodo reti-
nara gyakorolt hatdsat és abban a Dmp53 szerepét vizsgalo munkdjuk alapjan. DNS
microarray kisérletben azt talaltak, hogy UVC hatasara az el6bbi nem valtozott, mig az utobbi
indukciot mutatott (65). A hid génkifejez6désének Dmp53-altali szabalyozasat ionizald su-
garzas esetén is kimutattak (28), de egyéb DNS karosodasok (pl.: reaktiv oxigén gyokok)
okozta sejtvalaszban attdl fiiggetlennek vélik (104). Az Apaf-1-related killer (Ark) kaszpaz
aktivatort kodold gén esetében UVC és UVB hatasara bekdvetkez6 indukciot figyeltek meg
(142), azonban a Dmp53 és Ark kozotti kapcsolatrol nem all irodalmi adat rendelkezésiinkre.
Az eldbbiek ismeretében célul tiztem ki a hid, Ark és reaper pro-apotétikus gének il-
letve a Dmp53 kapcsolatanak részletes vizsgalatat €s 6sszehasonlitasat kiilonb6zé DNS karo-
sitd hatasokat kovetéen. A DNS karosodasok kivaltasahoz a kisérletben w''’® és Dmp53 ho-
mozigéta harmadik larvastadiumu éallatokat kezeltem 300 J/m? UVC, illetve 40 Gy rontgen
sugarzassal. A nagy dozisok alkalmazasatol jol detektalhatd, viszonylag gyors és magas gén-
aktivacio kialakuldsat vartam. A besugarzasokat kovetden 4 (UVC), illetve 2 (rontgen) éraval
0ssz RNS-t izolaltam, majd reverz transzkripciot kovetden a fent emlitett pro-apoptotikus
gének expressziojat kvantitativ real time PCR-ral (QPCR) meghataroztam. Az egyes gének
esetében a mért génkifejezodési szinteket mindig az adott kategéria kezeletlen kontrolljahoz
viszonyitottan allapitottam meg. A kisérleti eredmények szerint a hid expressziodja haromszo-
rosara ndtt UVC és kétszeresére ionizald sugarzas hatasara (P<0,05; 5. abra). A reaper kifeje-
zO0dése csak rontgen kezelés esetén emelkedett haromszorosara (P<0,05; 5. dbra), azonban a
UVC esetében aktivaciot nem tapasztaltam. Ez 6sszhangban all a reaper aktivaciojarol kozolt
irodalmi adatokkal (27, 65). Az Ark mRNS szintje ezzel ellentétben csak UVC sugarzas ese-
tében emelkedett tobb mint kétszeresére (P<0,05; 5. dbra). A Dmp53 null mutans larvakban
ezen pro-apoptotikus gének kifejezédése egyik DNS kérositd kezelés hatasara sem valtozott
(5. ébra). A hid, reaper és Ark gének DNS karosodasra bekdvetkezd expresszids valtozasa
tehat a Dmp53 jelenlététol fiigg. A hid mindkét genotoxikus dgens hatasara bekovetkezo akti-
vacioja a hid altalanos szerepét sejteti a DNS karosodasok altal kivaltott sejtvalaszokban. Az
Ark és reaper esetében az expresszié megvaltozasa fliigg az orokité anyagban bekdvetkezett

karosodas jellegétol.
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5. abra: A hid, Ark és reaper pro-apoptétikus gének UVC és ionizal6 sugarzas hatasara
eltéroen aktivalodnak.

Kontroll — w'!!%

— ¢és Dmp53 null mutans harmadik stddiumu larvakat kezeltem UVC és ioni-
zal6 sugarzassal, majd a hid, Ark és reaper gének expresszigjat vizsgaltam QPCR-ral hdrom
fiiggetlen kisérletben. Az abran az egyes kategoridk kezeletlen kontrolljdhoz viszonyitott

relativ expressziok atlaga és szorasa szerepel.

4.3. UVC sugarzas hatasara szamos gén expresszioja Dmp53-t6l fiiggéen indukalodik

Az UVC sugarzas hatasara bekovetkezé6 Dmp53-fliggd sejtvalaszok tovabbi részlete-
sebb tanulmanyozasahoz 0j, Dmp53 altal aktivalodo gének azonositasara alkalmas vizsgalatot
végeztem. Olyan eljarast kerestem a kisérlet tervezésekor, amely minél tobb Dmp53-fiiggd
gén megtalalasat teszi lehetévé. A DNS microarray jol hasznalhato specifikus génexpresszios
valtozasok megfigyeléséhez és genom szintli tanulmanyozasahoz. A tervezett kisérletben ke-

zeletlen és UVC kezelt w'!!®

— kontroll —, illetve Dmp53 mutéans allatok transzkripcios profil-
jat hasonlitottam 6ssze DNS chipen. Olyan géneket kerestem, amelyek kifejezédése UVC
kezelés hatasara csak a kontroll csoportban modosult, igy expresszids valtozasuk a Dmp53
jelenlétéhez kapcsolhatd. A vizsgalatokhoz a Drosophila Genomics Resource Center 1

(DGRC-1) DNS microarrayt hasznaltam, amely a Drosophila melanogaster annotalt génjei-
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nek 80%-at tartalmazza. A DNS karosodasok kivaltasdhoz nagy dozist és viszonylag rovid
inkubacios 1dot valasztottam annak érdekében, hogy lehetdleg a Dmp53 altali génaktivacio
elsédleges célgénjeit tudjam azonositani. Az UVC besugarzashoz a Drosophila fél letalis do-
zisdnak kétszeresét alkalmaztam (300 J/m?), majd a kezelést kovetSen négy oraval tortént az
tortént technikai nehézségek miatt a 15552 hibridizacios pontnak csupan a négyotdodérdl jutot-
tam informacidhoz. Ezért a teljes genomra kiterjedd statisztikai értékeléstdl és tovabbi elem-
z¢ésektdl az adatok feldolgozésa soran eltekintettem. Két parhuzamos microarrayrél a kontroll,
két masikrol pedig a Dmp53 mutansokban bekovetkez6 transzkripcids valtozasokat detektal-
tam, amelyeket a kezelt és kezeletlen mintak hanyadosaként, mint relativ expresszidkat hata-
roztam meg. Az overexpressziods kiiszobot 1,8-szoros, a represszids kiiszobot pedig 2-szeres
relativ expresszids valtozasban hatdroztam meg, azonban még igy is viszonylag kevés gén
felelt meg ezeknek a kritériumoknak. A kontroll csoport és Dmp53 adathalmazainak 6sszeha-
sonlitasaval dsszesen 71 olyan gént talaltam, amely expresszios valtozdsa a Dmp53 jelenlété-
tol figg. Ezek kozil 55 transzkripcidja megemelkedett, 16 gén kifejezédése pedig csokkent
(Fliggelék, 2. tablazat). Funkcidjukat a Flybase ,,Gene Ontology” (48) adatbazisa alapjan ha-

taroztam meg.

Relativ expreszios novekedés

Név Funkcio Microarray QPCR
tou kromatin remodelling 1,82 2,86+ 1,22
rho szerin tipust endopeptidaz 2,01 5,54+ 1,64
PP2A4-B’ 2A tipust protein foszfatdz reguléator 1,87 1,27 £0,30
ftz-f1 transzkripcids faktor 2,05 10,37 £ 3,08
ebi EGFR szignalizacid, DNS kotés 1,81 12,14 £ 4,31
ballchen hiszton treonin kinaz 2,62 4,53 +£0,94
Grip75 mikrotubulus kotés 2,98 3,17+1,93
l(1)dd4 mikrotubulus kotés 1,99 4,61 +1,03
CG8319 transzkripcios faktor 2,29 4,6 +1,53
CG5620 transzkripcios faktor 2,15 3,28 1,09
CG11982 RING finger ubiquitin ligdz 4,51 2,9+ 0,28

2. tablazat: Lehetséges Dmp53 célgének transzkripciods aktivacioja UVC kezelés hatasa-
ra DNS microarray és QPCR Kkisérletekben.
A tablazatban az egyes gének indukcidjanak a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott relativ

expresszios novekedése szerepel.
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A Dmp53-t6l fiiggetlen, DNS karosodasra kialakulo sejtvalaszok 1étét bizonyitja az a tény,
hogy taldltam olyan expresszios valtozasokat is, amelyek csak a Dmp53 mutansokban, vagy
mindkét kategdriaban megjelentek.

Az eredmények megerdsitését egy fliggetlen kisérleti rendszerrel, QPCR-ral végeztem.
Ehhez a vizsgalathoz azokat a géneket valasztottam, amelyek a DNS karosodasok utan kiala-
kulé Dmp53 altal iranyitott sejt valaszokkal — mint apoptozis, DNS javitds — kapcsolatban

lehetnek (2. tablazat). A mérések kivitelezéhez kontroll — w'!’®

— ¢és Dmp353 null muténs har-
madik stadiumi larvékat kezeltem 300 J/m* UVC sugarzassal. A vizsgalatokat harom-harom
fliggetlen kezelésbdl szarmazo mintan végezetem el. A besugarzast kdvetden 4 oraval 6ssz
RNS izolalast és reverz transzkripciot kovetden a kivalasztott gének kifejez6dését meghata-
roztam ¢s az egyes kategoriak kezeletlen kontrolljdban mért alap kifejezddési szintekhez vi-
szonyitottam. Az egyes gének esetében a kdvetkezd génexpreszids valtozasokat tapasztaltam:

A toutatis (tou) expresszidja UVC hatdsara a Dmp53-t6] fliggden mintegy haromszo-
rosara novekedett (P<0,01; 2. tdblazat, 6/A. abra). A tou gén terméke a kromatin
,remodelling” fehérjékre jellemzd doméneket tartalmaz (130) és kimutattdk, hogy a szteroid
altal kivaltott programozott sejthalal folyaman transzkripcidja megnovekedik (78).

A rhomboid-1 (rho-1) fehérjét kodolod rho gén kifejezédése Dmp53 jelenlétéhez kothe-
téen tobb, mint 6tszordsére emelkedett UVC kezelést kovetden (P<0,05; 2. tablazat, 6/B. ab-
ra). A rtho-1 szerin tipusti endopeptiddz egy EGFR ligandjanak proteolizisével és az
extracellularis térbe valo kijutdsanak segitésével az EGFR szignal transzdukcios Gtvonal be-
indulasat segiti (12). Az aktivalt EGFR szignalok a Ras-on keresztiil a sejt sorsat és az
apoptozis lefolyasat hatarozzak meg.

A PP2A4-B’ expresszidja a microarray kisérletben ndvekedést mutatott, a QPCR kisér-
let ezt nem erdsitette meg (2. tdblazat, 6/C. abra). A PP24-B’ gén terméke, a protein foszfataz
A (PP2A) B’ regulacios alegysége (129). Az altala szabalyozott PP2A-t RNS interferencias
kisérletekben az apoptdzis szignalizacids Utvonalanak az Ark, Dmp53, reaper €s hid génektol
upstream elhelyezkedd tagjaként hatdroztak meg (85).

A fushi tarazu factor 1 (ftz-f1) gén expresszidja a UVC altal okozott DNS karosodasok
hatasara Dmp53 jelenlétében tobb mint tizszeresére ndvekedett (P<0,05; 2. tablazat, 6/D. ab-
ra). A Ras altal pozitivan szabalyozott Ftz-f1 transzkripcios faktornak szerepe van a fejlodés
soran bekovetkezd programozott sejthaldl lefolydsdban és sziikséges a kaszpaz-3 génjének
expressziojahoz (9, 26, 91).

Az ebi kifejezddése w''’® kontroll larvakban 12-szeresére novekedett, mig Dmp53 mu-
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6. abra: A DmpS53 kiilonb6z6 jellegii DNS karosodasok hatasara eltérdé géncsoportok

transzKkripciojat modositja.

Az é4bran a feltételezett Dmp53 célgénként azonositott gének harom fiiggetlen kisérletben

meghatarozott mRNS szintjei (atlag és szoras) szerepelnek. A gének expresszidjat kontroll

(w) és Dmp53 (p53°) null mutans larvak UVC és rontgen (Rtg) kezelését kovetden hataroz-

tam meg QPCR-ral. Az 4dbran az egyes géneknek megfelel6 mRNS szintek minden kategori-

aban a kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitott relativ expresszioként szerepelnek.
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tansokban nem valtozott UVC kezelést kovetden (P<0,05; 1.tdblazat, 6/E. dbra). Az ebi gén
altal kodolt F-box ¢s WD-ismétlodéseket tartalmazod Ebi fehérje emlds ortologja egy, a p53
altal DNS karosodas hatasara aktivalodo, a B-katenin lebomldsdhoz vezetd, Gjonnan leirt
utvonal tagja (94). Az utvonalat felépitd fehérjék evolucidsan konzervaltak, Drosophilaban
ortologjaik kdlcsonhatasa ismert. A Drosophila Ebi a Ttk88 transzkripcids faktor degradacio-
jat segiti eld, ami az EGFR ttvonal beindulasat eredményezi (39).

A ,nucleosomal histone kinase-1” (NHK-1) fehérjét kodold ballchen (ball) gén
Dmp53-fiiggd, tobb mint négyszeres aktivacigjat mutattam ki QPCR kisérletekben (P<0,05, 2.
tablazat, 6/F. abra). Az NHK-1 hiszton kinaz a sejtciklus soran a citoplazma és a sejtmag kozt
ingazik, és a H2A hiszton foszforilaciojaval a sejtciklus eldrehaladéasat befolyasolja (6).

A Grip75 és lethal (1) disc degenerate 4/Grip91 (I(1)dd4) gének esetében UVC keze-
1és hatasara a Dmp53 jelenlététdl fliggd szignifikans expresszid ndvekedését tapasztaltam
(P<0,05; 1.tablazat, 6/G. és H. abra). A Grip75 és I(1)dd4 géntermékei — a Grip75 és Grip91
fehérjék — olyan mikrotubulusokhoz ko6t6dd proteinek, amelyek a mikrotubulusok

Két potencidlis cink ujj transzkripcids faktort kodold predikalt gén — CG8319 ¢és
CG5620 — expresszidja is 6tszords, illetve haromszoros ndvekedést mutatott w''’® larvakban
(P<0,05; 2. tablazat, 6/1. és J. abra).

Az eml6s p53 két, RING finger ubiquitin ligdz — mdm?2 és Pirh2 — expresszidjat szaba-
lyozza, amelyek normalis ilitemben o0sztddd sejtekben a p53 alacsony szintjének fenntartasa-
ban jatszanak szerepet (29, 81). A CG11982 — egy potencialis RING finger ubiquitin ligazt
koédold gén — Dmp53 jelenlététdl fiiggden enyhén aktivalodott (P<0,05; 2. tdblazat, 6/K. abra).

Osszefoglalva tehat a microarray kisérletben expresszié novekedést mutatd gének ko-
ziil 10 esetében a Dmp53-fiiggd génkifejezddést fiiggetlen moddszerrel, fiiggetlen biologiai
mintakat hasznalva megerdsitettem. Ezeket a géneket a tovabbiakban Dmp53 4ltal szabalyo-

zott ,,lehetséges transzkripcids célgéneknek™ tekintettem.

4.4. A DmpS53 Kkiilonbozo jellegiit DNS karosodasok hatasara eltérd géncsoportok transz-

kripciojat modositja

A Dmp53 kiilonboz0 tulajdonsagii DNS karosodasok esetében eltéré hatast gyakorolt

a hid, Ark és reaper pro-apoptotikus gének transzkripciojara. A DNS microarray kisérletben
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azonositott lehetséges Dmp53 célgének esetében is megvizsgaltam, hogy kiilonbozé tipusu
DNS karosodasok milyen hatassal vannak kifejezddésiikre. A microarray kisérleti eredménye-
inek megerdsitésére soran vizsgalt gének expresszids valtozasat tanulmanyoztam tehat ront-
gen kezelést kovetden is. Dmp53 mutans és w''’® harmas stadiumu larvakat 40 Gy ionizald
sugarzasnak tettem ki, majd 4 oraval késobb azokbol RNS-t izoldlva QPCR-ral
génexpresszids vizsgalatokat végeztem. A génkifejez0dési valtozdsokat minden esetben a
belsd kontrollal valdé normalizélas utan, az adott kategoria kezeletlen kontrolljdhoz viszonyi-
tottam. A PP2A4-B’ expresszidja az UVC kezelésnél tapasztaltakhoz hasonl6an nem valtozott
(6/C. ébra, z6ld oszlopokkal jelolve). Lehetséges, hogy a PP2A-B’ a PP2A foszfataz szaba-
lyozasan keresztiil a Dmp53 destabilizalodésat segiti eld, amely a Dmp53 DNS karosodasokat
kovetd aktivalodasat akaddlyozhatja. Ez magyarazhatja, hogy a PP24-B’ expreszidja nem
valtozott sem UVC sem rontgen sugarzast kovetden. Az Ark-hoz hasonloan a tou, fiz-f1, ebi,
CG5620 és CG11982 gének ionizald sugarzas okozta DNS karosodédsok hatdsara nem induka-
lodtak sem w''’® sem Dmp53 mutans larvakban (P<0,05; 6/A., D., E., J. és K. abra, bordo
oszlopokkal jelolve). Ezek a gének tehat valoszintileg specifikusan, az UVC sugarzas altal
kivaltott Dmp53 altal irdnyitott sejtvalaszokban jatszanak szerepet. A rho, ballchen, Grip75,
[(1)dd4 és CG8319 — csakligy, mint a hid — altalanosan a DNS karosodas hatdsara, de annak
jellegétdl fiiggetleniil beindulé mechanizmusok szerepldi lehetnek. Ezen fehérjéket kodold
gének mRNS szintje ugyanis mind UVC, mind ionizal6 sugarzast kovetéen a Dmp53 jelenlét-
¢hez kothetden szignifikansan megemelkedett (P<0,05; 6/B., F., G., H. és 1. abra, narancssar-
ga oszlopokkal jel6lve). Az adatok szerint az jjonnan azonositott, lehetséges Dmp53 célgének
esetében is a hid, Ark és reaper, pro-apoptotikus géneknél tapasztalthoz hasonldan, a kiilon-
b6z6 genotoxikus agensektdl fiiggden eltérd génaktivacido valdosul meg. Ez arra utal tehat,
hogy a Dmp53 fehérjének vannak altalanos €s specidlis, csak bizonyos karosodasok esetén

aktivalt célgénjei.

4.5. A DmpS53 jelenlétében indukalodo gének nem tartalmaznak p53 konszenzus kotéhe-

lyeket

A Drosophila p53 képes az emlés pS3 kotohelyéhez kapcsolddni in vitro, és in vivo

riporter rendszerben az ahhoz koézeli prométerrdl a transzkripeiot aktivalni (68, 110). A

crcr

hasonlito — 5’-tGACATGTTT GAACAAGTCg-3’ —elemet talaltak (27), azonban a Drosophi-
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gén kotohely” pozici6” DNS szal® szekvencia®

tfou 5' fel -3566 + tgagggcaatgaaCATGcceca
3' fél -3584 - tggacaccttgggCATGttca
rho 3' fél -262 + aaggtcaccacggCATGttgc
5' fél -870 + agttgctgcactaCATGcecca
teljes -900 - tgaCGTGecectggteatgggca
3' fél -902 + gcccatgaccaggCACGtcat
5'fél -1192 - gtgccagtgggtcCATGtccg
teljes -2932 - gagCATTcectggcettettgg
3' fél -3862 + atggttcccaggaCATGtcga
3' fél -3880 - atgccagtgtcgaCATGtcct
fiz-f1 3' fél -1054 + gtgaaaagctgaaCATGttca
3' fél -1072 - tcgacgaactgaaCATGttca
ebi 3' fél -3500 - cttcaaacaacgaCAAGttaa
PP24-B’ teljes -3702 - tcaCATAgccgggcaagtggg
teljes -3704 + ccaCTTGccceggcetatgtgag
CG5620 3' fél -1800 + gcagttcccacgaCAAGttee
5'fél -3638 - gctaagtggttatCATGceccc
5' fél -5552 + ccacaccacagcaCATGtcct
5' fél -7112 + tcaatgctctggaCTTGecete
3' fél -7130 - gcaaattgcgaggCAAGtcca
ballchen 5' fél -616 - aggctgecacgacCATGecece
3' fél -3420 + aaggcgaagctgaCAAGttge
teljes -5418 - tcaCACGectgegeaggtgea
teljes -5420 + gcaCCTGecegceaggegtgtgaa
CG8319 5' fél -3308 - ctggatctccactCATGtcee
3' fél -5312 + ataatgtgcttgaCATGtttg
3' fél -5330 - attaattcacaaaCATGtcaa
Grip75 teljes -1778 + gcaTATGtacggcecaagacaa
I(1)dd4 teljes -4052 + gcaAATGgtagggcattttaa

5' fél -6384 - gaatgcgtttaacCATGccct

3' fél -7256 + actggggcaaaagCATGtctc
CG11982 teljes -5266 + cgaTATGgccggggacttctt
5'fél -7364 - caatcgcctggtcCATGtceca

3. tablazat: Lehetséges Dmp53 célgének szabalyozé régidinak szamitéogépes analizise.
A tablazatban a Genomatix Matlnspector software-rel végzett p53 kotohely keresés eredmé-
nye lathatd. Jelmagyarazat: * a MatInspector annotacidja (5” illetve 3’ fél: a kotShely 5° vagy
3’ fele); ® bazispar upstream a transzkripcios iniciacids helytél; ¢ a MatInspector altal kiadott
eredmény, a nagybetiik a core szekvenciat jelolik, a vastagitott szekvencidk az emlds kon-

szenzushoz valé 60%-nal nagyobb poziciobeli hasonlosagot jelzik.
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la p53 konszenzus kotOhely még nem ismert. Az altalam azonositott UVC hatasara indukélo-
doé gének DmpS53 altali transzkripcios szabalyozasa a Dmp53-t koté szekvencidkon keresztiil
is megvalosulhat. E feltevés vizsgéalatdhoz a 11 fent emlitett lehetséges Dmp53 célgén transz-
kripcids startpontjatol upstream elhelyezkedd kb. 4000-7000 bazisparnyi genomi szekvenciat
a Genomatix Matlnspector software-rel vizsgaltam. Az analizist Drosophila és emlds transz-
kripcids kotohely adatbazisokon végeztem el. A keresési bedllitasok alapjan az 6sszes vizsgalt
promoter tartalmazott ,,fél- és teljes” p53 kotdhelyeket, habar az irodalomban leirt
5’PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy3’ emlds p53 konszenzustol ezek egy kissé eltértek (3. tabla-
zat). A szekvencidkban nem taldltam az annotaciok kozt szimmetrikus, az emlés konszenzusra
jellemzo kotéhelyet. Nem valdszini, hogy ezek a gének a Dmp53 indirekt targetjei és esetleg
egy masik, p53 altal koran aktivalt transzkripcios faktor indukalta kifejezddésiiket, mivel ak-
tivaciojukat roviddel az UVC kezelés utan mar ki tudtam mutatni. A Dmp353 esetleg nem kon-
szenzus kotOhelyen keresztiil szabalyozta expressziojukat. Az emlds p53-r6l mar bebizonyo-

sodott, hogy repressziv hatdsat nem konszenzus kotohelyén keresztiil fejti ki (88).

4.6. A DmpS3 és CG1198S fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata éleszté két-hibrid maéd-

szerrel

Az emlés MDM2, Copl ¢és Pirh2 ubiquitin ligdzok a p53 fehérje szintjét
autoregulacios, visszacsatoldsos rendszereken keresztiil szabalyozzak normalis litemben osz-
todo sejtekben. Drosophilaban nem ismertek hasonlo, a Dmp53 szintjét befolyasolo fehérjék.
A CG11982 ubiquitin ligdzt kédold gént, mint UVC hatasara Dmp53-tol fiiggden aktivalodo
gént azonositottam a fentebb ismertetett DNS microarray kisérletben. Kiilondsen érdekesnek
talaltam megvizsgalni, hogy a CG11982 gén terméke rendelkezik-e a humén p53 szintjét sza-
balyoz6 ubiquitin ligdzokhoz hasonl6 funkcidval. Feltételeztem, hogy a CG11982 kdlcsonha-
tasba 1ép a Dmp53-mal, ami elengedhetetlen 1épése egy protein ubiquitinnel térténd mddosi-
tasdnak. A Dmp53 és CG11982 fehérjék kozti lehetséges interakciot élesztd két-hibrid rend-
szerrel terveztem megvizsgalni. A CG11982-t egyarant beépitettem a pBTM116 — LexA
DNS-k6t6 —, illetve a pGAD424 — Gal4 transzaktivacidos domént tartalmazd — plazmidokba.
Az interakcids kisérleteket megel6z6 vizsgalatok soran azonban kideriilt, hogy a CG11982 —
fiiggetleniil attol, hogy a DNS kotd, vagy a transzaktivacios doménhez kapcsolva fejezddik ki

— Onmagaban képes aktivalni az éleszté két-hibrid rendszerben felhasznalt hisztidin és [3-
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galaktozidaz riporter géneket. Az élesztd két-hibrid modszer tehat nem volt alkalmas a
Dmp53 és CG11982 fehérjék kozti kdlcsonhatas kimutatasara. A két fehérje kapcsolatanak

tisztazasara tehat tovabbi, mas modszert alkalmazé vizsgélatok sziikségesek.

4.7. A Daxx Drosophila homolégja, a DLP, a Dmp53 miikodését szuppresszalja és részt

vesz az Ark alap expresszidjanak szabalyozasaban

A human halal doménnel asszocialt 6-os faktor (death domain associated factor 6,
Daxx) egyike azoknak a fehérjének, amelyek a p53 miikodését modositjak. A p53-ra gyako-
rolt hatasarol kozolt adatok azonban ellentmondok. Elesztd két-hibrid sziirés soran a humén
Daxx fehérje Drosophila homologjat, a ,,Daxx like proteint” (DLP) a Dmp53-mal kdlcsonhato
partnerként azonositottuk, és a két fehérje kozti interakciot GST pull-down kisérletben is
megerdsitettiik. A kolcsonhatas a DLP karboxi termindlisa és a Dmp53 karboxi terminalis
oligomerizacios €s bazikus regulaciés doménjét is tartalmazo régioja kozott jon 1étre (23). A
kolesonhatas kimutatdsa, és a human homoldgokrdl kozolt adatok felvetik a kérdést, hogy a

DLP befolyésolja-e a Dmp53 sejtvalaszok kivaltasaban betoltott szerepét. A Dmp53 null mu-
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7. abra: A DLP mutansok a rontgen érzékenységének meghatarozasa.
Kontroll — w'!!% —, Dmp53 null -, DLPY%, DLPU”, DLPY* mutans, 20 Gy ionizalo sugarzas-
sal kezelt harmadik stadiumu larvakbol kikelé egyedek szama. Az egyes kategoriak tulélésé-

nek atlagat és szorasat a besugarazott allatok szazalékaként tiintettem fel (n=6).
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tans Drosophilak rontgen kezelés hatdsara a vad tipusnal érzékenyebb dozisfiiggd letalitast €s
genom instabilitdst mutattak (79), ami a DmpS53 éltal iranyitott sejtszinti folyamatok aktiva-
cidjanak elmaradaséra vezethetd vissza. Feltételeztem, hogy a DLP mutans allatok nagyfoku
DNS kérosodasok esetén a Dmp53 mutansokéhoz hasonl6 érzékenységet mutatnak. A DLP
muténsok rontgen érzékenységének meghatarozasahoz kontroll — w'''® — Dmp53, és DLP
mutans, harmadik stddiumu larvékat 20 Gy ionizald sugéarzassal kezeltem, majd a kikelt alla-
tok szamat meghataroztam hat fiiggetlen kisérletben. Az irodalmi adatokkal megegyezden a
kezelt Dmp53 mutansok tulélési képessége erdsen csokkent (P<0,001; 7. abra), azonban a
DLP mutansok esetében hasonlo érzékenységet nem tapasztaltam (7. dbra). Ez arra utal, hogy
a DLP-nek nincs kulcsfontossadgu szerepe a nagy dozist ionizald sugarzas hatasara 1étrejovo
Dmp53-fiiggd sejtvalaszok aktivacidjaban.

A Dmp53 ¢és DLP fehérjék kozti kolcsonhatast genetikai interakcios kisérletekben
vizsgaltam. A Dmp53 szemben torténd ektopikus tiltermelése a megndvekedett apoptozis
eredményeként durva szem fenotipust és csokkent szemméretet eredményez (79, 110). A

Dmp53 eyeless-Gal4 driverrel valo taltermelésekor, a DLPY?

homozigoéta ndstényekben és
himekben egyarant a szemméret fokozatos csOkkenését tapasztaltam a heterozigéta, kontroll

allatokhoz képest. Ez megndvekedett mértékli apoptozisra utal (P<0,001; 8. abra). A DLP hia-
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8. abra: A DLP és Dmp53 kozotti genetikai interakcio a DLP gatlé hatasara utal.
Dmp53-at tiltermeld (PfUASDmp53]-t Pley-Gal4]) DLPY’% hetero- (PE/U26) és homozigd-
ta (U26/U26) ecetmuslicak atlagos szemmérete. Az abran harom fliggetlen keresztezésbol
szarmazo6 atlagos szemméretek és azok szorasa szerepel (20 allat/keresztezés). Az oszlop
diagramm felsé részén az egyes genotipusu allatok szemeit reperezentald fotdkat és azok

hosszanti tengelye mentén mérhetd szemméretét tiintettem fel.

-37 -




Relativ reaper expresszio

nyaban meger6sodo fenotipus arra enged kovetkeztetni, hogy a DLP a Dmp53 hatasat gatolja.

A human Daxx a transzkripcié szabalyozasban is részt vesz (42, 84, 122). Erdekes volt
ezért megvizsgalni, hogy a DLP milyen hatdssal van a reaper és Ark gének kifejezddésére. A
DLP reaper és Ark alap expressziojara gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz QPCR-ral 6sszeha-
sonlitottam a két pro-apoptotikus gén mRNS szintjét w''’®, Dmp33 null-, DLPY?°, DLP"? és

18 45 rzsben mért-

DLPY* mutansokban (9. abra). A mutiansok mRNS szintjeit a kezeletlen w
hez viszonyitottam és relativ expresszioként hataroztam meg. A reaper kifejezddésében nem
tapasztaltam kiilonbségeket. Az Ark mRNS szintje azonban mind a Dmp53, mind a DLP mu-

118 &rzsben (P=0,003; 9. abra), ami arra

tansokban szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a w
utal, hogy a Dmp53 és a DLP részt vesznek az Ark alap expresszidjanak fenntartasaban. A
DLP hiany Dmp53 altali transzkripcidra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatahoz rontgen kezelést
kovetden a reaper és Ark gének mRNS szintjét meghataroztam. Dmp53 null mutans, DLPY,
DLPY?, DLPY# és w''"® harmadik stadiuma larvakat 40 Gy rontgen sugarzassal kezeltem,

majd 4 ora inkubacids id6t kovetden QPCR-ral expresszids méréseket végeztem. Az mRNS
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9. abra: A DLP nem sziikséges a Dmp53 altal szabalyzott gének nagy dozisu ionizalo
sugarzas okozta aktivalasahoz.
DLP-, Dmp53 mutans és w''’® larvak 40 Gy rontgen sugarzassal torténd kezelését kovetden,
a reaper ¢és Ark gének mRNS szintjét QPCR-rel meghataroztam harom fiiggetlen kisérletben.
Az mRNS szintek atlagat és szorasat a kezeletlen w'’’® kategoriahoz viszonyitott relativ

expresszioként abrazoltam.
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szinteket az egyes kategoridkban mindig a kezeletlen kontrollokhoz viszonyitva, relativ
expresszioként fejeztem ki. A reaper mRNS szintje a kontroll, w'/’® larvakban megnétt
(P<0,05 ¢s P<0,01), azonban Dmp53 mutansokban nem valtozott (9. dbra), 6sszhangban az
elézéekben ismertetett eredményekkel (5. abra). A DLP mutansokban a reaper szintje a kont-
rollhoz hasonléan megemelkedett, ami azt jelzi, hogy a DLP nem sziikséges a reaper 10kusz
Dmp53 altali aktivaciojahoz (9. ébra). Az Ark transzkripcidja nem valtozott szignifikansan

. ‘s 1118
egyik kategoridban sem, ami a w

¢s Dmp53 mutansokban az elézetes kisérleteknél tapasz-
taltakkal megegyezik (5. dbra).

A DLP Ark alap expresszidjara gyakorolt hatdsat négy, DLP-t taltermeld torzs felnott
ndstényeiben tanulményoztam tovabb. Harom torzsben a DLP ektopikus tultermelését a génbe
inszertalodott EP elemek hdsokk driverrel torténd meghajtasaval biztositottam. Az EP-elem a
harom inszercios torzs koziil egyben a DLP génnel azonos (EP(2)2108), kettdben pedig azzal
ellentétes iranyba mutatott (EP(2)2193 és EP(2)2180). A negyedik térzsben — amely a DLP
terminalis részét termeltettem hdsokk driver segitségével. Kontrollként hdsokkolt P/Hs-Gal4]

transzgenikus ndstényeket hasznaltam. Az Ark és DLP gének mRNS szintjét mindig a kontroll
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10. abra: A DLP szerepet jatszik az Ark alap expressziéjanak fenntartasaban.
A DLP ¢és Ark gének expresszidjat hosokkot kovetden QPCR-ral hatdroztam meg harom filig-
getlen kisérletben. Az mRNS szintek atlagat és szordsat minden kategéridban a hdsokkolt,

vad tipust kontrollhoz viszonyitott relativ expresszioként tiintettem fel.
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torzsben mért eredményekhez hasonlitva adtam meg relativ génexpresszioként. A
transzgenikus €és a DLP leolvasasi iranyaba mutaté EP(2)2108 elemet hord6zo6 allatokban a
DLP mRNS szintje megemelkedett, mig a masik két EP inszercios torzsben a kontroll torzs-
hoz hasonld génkifejezddést mértem (P<0,05 és P<0,01; 10. abra). Az Ark kifejezOdése a
DLP expressziojanak mértékével parhuzamos emelkedést mutatott (P<0,05; 10. abra). Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy a Dmp53 €s DLP szelektiven jatszanak szerepet egyes pro-

apoptotikus gének alap expresszidjanak fenntartasaban.

4.8. A dADA2a Drosophila transzkripcios adapter szerepet jatszik a Dmp53 miikodésé-

ben

Az ,alteration/deficiency in activation 2” (ADAZ2), transzkripcids adapter tartalmi
komplexek élesztoben €s emberben szekvencia specifikus transzkripcios faktorokon keresztiil
vesznek részt génspecifikus transzkripci6 aktivacioban (13, 17, 20, 90, 123, 135). A human
p53 transzaktivacios funkcidinak betdltésében és az altala kivaltott apoptozisban sziikséges az
ADA2/ADA3/GCNS5 (general control of amino-acid synthesis 5) tartalmu adapter komplex
kozremiikddése (135). A Dmp53 €s Drosophila ADA fehérjék kapcsolatardl mar vannak iro-
dalmi adatok. A Dmp53 és dADA2b kolcsonhatésat in vitro pull-down kisérletekben igazol-
tak, azonban a dADA2a-val nem detektaltak interakciot (75). A dADA2b tartalmu komlpexek
¢s a Dmp53 kapcsolatara utal tovabba, hogy ionizalo sugérzassal kezelt d4Ada2b mutans lar-
vak imagé korongjaiban az apoptotikus sejtek szama kevesebb, mint a vad tipusu larvakéban
(112). A dADA2a a Drosophila ADA2a-t tartalmazé — ADA two A Containing (ATAC) —
hiszton acetil transzferaz komplex tagja a dGCNS5 ¢és dADA3 fehérjékel egyiitt (55). A
Dmp53 és dADA2a kapcsolatat a reaper rontgen sugarzast kovetd aktivacidjan keresztiil

vizsgaltam. Kontroll — w'/®

—, Dmp53 és dAda2a mutans, harmadik stadiumu larvakat 40 Gy
rontgen sugarzassal kezeltem, majd 4 éraval késdbb QPCR mérést végeztem. A reaper kifeje-
z0dését mindegyik kategoéridban a kezeletlen kontrollokhoz viszonyitottan relativ
expresszioként fejeztem ki. ADA2a hidnydban, a Dmp53 null mutansokhoz hasonloan a
reaper nem indukalodott (P<0,001; 11. &bra), ami feltételezi, hogy a Dmp53 és a dADA2a-t

tartalmazd ATAC egyarant részt vesznek a reaper kifejezddésének szabalyozasaban.
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11. abra: A dADA2a kozremiikodik a reaper DmpS3 altali aktivaciojaban.
A reaper ionizald sugarzast kovetd aktivaciojat w''’®, Dmp53- és Ada2a muténs larvakon
vizsgaltam harom fliggetlen kisérletben. Expresszios szintjének atlagat és szoérasat minden

kategoriaban a kezeletlen kontroll mintdkhoz viszonyitott relativ expresszioként fejeztem ki.

A reaper Dmp53 altali aktivacioja Drosophilaban az ionizal6 sugarzas hatdsara beko-
vetkezd apoptozis megindulasahoz sziikséges (2). Ezért feltételezhetd, hogy a reaper aktiva-
cijanak hidnya dAda2a mutansokban a programozott sejthalal lefolyasara is hatdssal van.
Akridin orange festékkel az apoptotikus sejtek konnyen kimutathatok. Kontroll — w!!//® — és
dAda2a mutans harmadik stddiumu larvakat 40 Gy rontgen sugarzassal kezeltem, majd imagéd
korongjaikat akridin orange festékkel megfestettem (12/A. abra). Az imagéd korongokban fes-
tddést mutato, apoptotikus sejtek szdma dAda2a mutans larvakban szignifikdnsan kevesebb
volt, mint a w''’® allatokéban (P<0,01; 12/B. 4bra). A dADA2a fehérje hianyéban tehat a
Dmp53-fliggd apoptdzis nem megy végbe nagy dozisu ionizald sugarzast kovetden. Tehat a
reaper transzkripcidjanak szabalyozasat és a programozott sejthalal indukciojat a Dmp53 vél-

hetéen az dADA2a tartalmiu ATAC komplexszel egyiittmiikddve végzi.
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12. abra: A nagy dézisi ionizal6 sugarzas okozta apoptozis a dAda2a mutans imago ko-
rongokban csokkent mértékii.

Vad tipusu és dAda2a mutans larvak imagéd korongjait akridin orange-zsal megfestettem az

allatok 40 Gy ionizalo sugarzassal valo kezelését kovetden. Az A. panelen egy-egy kezeletlen

¢s kezelt allatbol szarmazd szarny diszkusz reprezentativ képe lathato. A B. édbran az

apoptotikus sejtek diszkuszonkénti szamdnak atlagét €s szorasat dbrazoltam. Az abra harom

fiiggetlen kisérletben, 15-15 imago korong adatait 6sszegzi.
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5. Az eredmények megvitatasa

cres

kaban kimutattak, tanulmanyozasa a rakkutatas egyik kozponti témajava valt (83). A p53 fe-
hérje a sejteket érd stressz — mint hipoxia, aktivalt onkogének, ionizalo- és UV sugarzas —
hatdsara stabilizalodik €s transzkripcids faktorként célgénjeinek kifejezodését aktivalja, vagy
represszalja. Ezen gének kifejezddésének szabalyozasan keresztiil olyan sejtvalaszokat indit
be, amelyek apoptozist, a sejtciklus leallitasat és DNS javitd folyamatok aktivalasat eredmé-
nyezik. Igy a p53 mint a sejt kdzponti ,,6re” meghatérozhatja a sejt végsd sorsat. A p53 finom
mukodésének megértése, az altala szabalyozott célgének azonositdsa végsd soron a daganat-
képzddés részleteinek feltarasat, esetleges rak ellenes terapidk kidolgozasat szolgaljak.

A Dmp53 biokémiai tulajdonsagait tekintve emlés homoldgjara nagyon hasonlit.
Transzkripcios faktorként célgénjeinek kifejezodését befolydsolva apoptozist és DNS javito
folyamatokat indukal. A Drosophila melanogaster, mint modell, sok evolicidésan konzervalt
sejtszintli folyamat tanulmanyozasara alkalmas. Az igy nyert eredményeket az emlds rendsze-
rekre finomitasokkal alkalmazni lehet, tekintve, hogy az ecetmuslica azonositott fehérjéinek
fele szekvencia hasonlosagot mutat az emlés proteinekkel (19). igy a Dmp53 miikodésének
tanulmanyozasa olyan informdaciokkal szolgalhat, amelyek az emlds p53 funkcidinak koze-
lebbi megismerését teszik lehetové.

A human p53-hoz hasonléan a Dmp53-nak is kdzponti szerepe van az ionizald sugar-
zas okozta DNS torések kijavitasanak indukalasaban, vagy tul nagy karosodas esetén az
apoptozis beinditasaval a sériilt sejt eliminaldsaban. A DmpJ53 deficiens ecetmuslicak fokozot-
tan érzékenyek az ionizalod sugarzasra és genomi instabilitast mutatnak (79, 125). A Dmp53
mutans allatok UVC sugérzas esetén hasonldan fokozott érzékenységet mutattak, fél letalis
dozisuk a vad tipust Drosophilakhoz képest az 6todére csokkent. Ez a megfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy a Dmp53-nak fontos szerepe van az UVC sugarzas kovetkeztében kiala-
kuld6 DNS karosodasok feldolgozasaban és a sejtek talélésében. Emlos sejtes rendszerekben
kimutattak, hogy a p53 kisebb mennyiségben inkabb sejtciklus leallitast és DNS javito folya-
matokat indukal az apopotozissal szemben, igy megvédve a sejteket az elimindciotol (96).
Azonban ha a DNS sériilések nem javithatok, a p53 szintje atmenetileg megndovekszik és be-
inditja a programozot sejthalalt. Feltételezhetd, hogy a Dmp53 esetében is a DNS javito fo-

lyamatok beinditdsa az elsddleges a sejtek apoptozissal vald eliminalasdval szemben. A
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Dmp53 hianyaban azonban a DNS hibait kijavité folyamatok nem képesek indukalédni, ami
az orokitd anyagban bekovezett sériilések felszaporodasdhoz vezet. A Dmp53 mutans allatok
csokkent életképessége tehat feltételezhetden a DNS javitd folyamatok elmaradasanak ko-
szonhetd.

UVC kezelt w'''"® és Dmp53 mutans ecetmuslicak expresszids profiljanak DNS
microarray kisérletben torténd elemzésével és Osszehasonlitasdval lehetséges DmpS3 célgé-
neket azonositottam. Megallapitottam, hogy a UVC és ionizal6 sugarzas hatasara bekovetkezd
expresszid valtozas alapjan a Dmp53 célgének harom csoportba sorolhatok. Az elsé csoportba
az Ark, tou, ftz-f1, ebi és CG11982 gének tartoznak, amelyek Dmp53-fiiggd aktivacioja csak
UVC sugarzast kovetden kovetkezik be. A masodik csoport — hid, rho, ballchen, Grip75,
l(1)dd4, CG8319 és CG5620 — tagjai Dmp53 jelenlétében ionizald és UVC sugarzas hatasara
egyarant indukalodnak. Ezen gének termékei feltételezhetéen altalanos szereppel birnak az
0rokito anyag karosodasakor beindul6 sejtvalaszokban. Egy harmadik géncsoport is felallitha-
to, az ebbe tartozo gének — reaper, sickle, Eiger, Ku70 és Ku80 — kizarolag ionizald sugarzast
kovetden aktivaldédnak a Dmp53 kézremiikodésével (28). A human p53 miikodésével kapceso-
latban is leirtak hasonl6 stresszfliggd szelektiv génaktivaciot, példaul a p21 és mdm?2 eseté-
ben. Kimutattdk, hogy amig a p2/ ionizalé sugarzast kovetéen és aktinomicin D, vagy
kaptotecin kezelés utan is aktivalodik a p53 szabalyozasan keresztiil, addig az mdm?2
expresszios szintje csak ionizald sugarzas €s aktinomicin D hatasara emelkedik meg (10).
Zhao ¢és munkatarsai a p53 altal szabalyozott gének azonositasahoz hasznalt microarray anali-
zisben, specialisan UV kezelés utan 1 aktivalt és 3 represszalt gént talaltak. 18 gén aktivalo-
dott és 7 gén represszalodott ionizalod sugarzast kovetden, illetve 6 gén kifejezodése erdsodott
¢és 3 gyengiilt mindkét stimulus hatdsara (141).

Tobb lehetséges magyardzat adhatd arra, hogy a Dmp53 célgénjeinek miért csak egy
bizonyos csoportjat aktivalja specialis stimulusokra. Egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy
a gének mérete befolyadsolja azok UV sugarzas hatdsara megvaltozo kifejezodésének szaba-
lyozasat. Az UV sugarzas altal okozott DNS karosodasok a transzkripcidt gatoljak. Az UV
dozisatol fliggden a p53 célgének kifejezddése is akadalyba iitkdzik, emiatt a p53 a kisebb
méretll target génjeit nagyobb gyakorisaggal aktivalja (97). Eredményeim nem utalnak hason-
16 korrelaciéra a Dmp53 esetében, s6t az altalam azonositott gének kifejezetten nagyméretii-
ek, példaul a fou 37 kb, az fiz-f1 47 kb, illetve a CG5620 55 kb hosszuak. Egy masik magya-
razat az lehet, hogy a Dmp53 csak az UVC hatasara bekdvetkez6 poszttranszlacios modosita-

sok utan képes célgénjei transzkripciojanak befolydsolasara. Ezt a feltevést timasztja ald az a
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megfigyelés, hogy a 15-0s és 20-as aminosav pozicidokban szerinjein foszforilalt human p53 a
p21 gént képes aktivalni, de az mdm2-t nem. Az ezekben a poziciokban nem modositott p53
azonban képes mind a p2/, mind az mdm?2 aktivéciojara (10). Kimutattak, hogy a human p53
392-es pozicidban levd szerinje specifikusan UV sugarzést kovetden foszforilalodik (70). A
harmadik feltételezhetd magyardzat az, hogy a Dmp53 célgénjeinek kifejezddését mas, az
UVC hatasara aktivalodo transzkripcids faktorokkal egyiittmiikodve szabalyozza, amelyek a
célgének enhanszereiben sajat reszponziv elemeikhez képesek kotddni. Ezt a feltételezést a
human p53 konszenzusra emlékeztetd — a reaper enhanszerében megtalalhatd — szimmetrikus
kotdhelyek hidnya tdmasztja ala, ugyanis az Ujonnan azonositott, lehetséges célgének szaba-
lyoz6 régidin bioinformatikai analizist végezve nem talaltam szimmetrikus, az emlds kon-
szenzusra jellemzo kotohelyet, csupan ,,fél- és teljes” p53 kotdhelyeket. A human p53-rol
Mindazonaltal nem valdszinli, hogy a kisérletek soran azonositott lehetséges célgének a
Dmp53 altal aktivalt sejtvalasz kés6bbi 1épéseit képviselnék, hiszen indukcidjuk az UVC su-
garzast kovetden igen koran kimutathatd volt. A human p53 kotéhelyére emlékeztetd szek-
venciak hianya azt is jelezheti, hogy a Dmp53 célgénjeinek kifejezddését nem konszenzus
kotdhelyeken keresztiil is képes befolyasolni. A humdan p53 ilyen nem konszenzus szekvenci-
akon keresztiil gatolja egyes célgénjeinek expresszidjat (88).

Az eml6s €s Drosophila p53 ionizald sugarzast kovetd aktivacioja kozos és egyedi vo-
nasokat is mutat. Ionizalé sugéarzas hatasara a ,,checkpoint kinase 2/maternal nuclear kinase”
(Chk2/MNK) kinaz mindkét homolog fehérjét foszforilalja (115). Ionizald sugéarzassal kezelt
vad tipust és Dmp53 mutins embridk microarray vizsgéalata soran DNS javitdsban és
apoptdzisban szerepet jatszo fehérjéket kodold géneket a DmpS3 célgénjeiként azonositottak.
Ezek koziil a Ku70 és Ku80 gének termékei a nem homoldog DNS végek egyesitését eredmé-
nyez6 ugynevezett ,,non-homologous end joining” DNS javitd folyamat résztvevdi. A reaper,
sickle és hid pro-apototikus gének mellet az Eiger tumor nekrozis faktor homoldgot is Dmp53
altal szabalyozott célgénként irtdk le ebben a kisérleti rendszerben, ami ravilagitott a Dmp53
bels6 és kiilsé apoptotikus Gtvonalakban egyarant betoltott szerepére (28). Ezek alapjan egy
modellt allitottam fel a Dmp53 altal irdnyitott, ionizalo sugdrzast kdvetden kialakuld sejtvala-
szokrol (13/A. abra). Az UVC sugérzas a DNS sériiléseként foként pirimidin dimerek és (6-4)
,»foto produktumok™ kialakulasat okozza. Nem ismert részleteiben az az itvonal, amely segit-
ségével UV sugarzas hatasara a p53 feltételezhetden hely-specifikus foszforilacio révén akti-
valodik (70). A Drosophila p53 csakugy, mint emlds homoldgja, az UVC sugérzas okozta
DNS sériiléseket kijavito NER indukcidjadban kozvetleniil részt vesz (77). Az emlés p53-rol

- 45 -



kimutattak, hogy a DNS javitds meginditasaban jatszott egyik szerepe a hisztonok globalis
acetilacidjanak eldsegitése, amely révén a reparacidoban résztvevo fehérjék kromatinhoz valo
konnyebb hozzaférését segiti (7). Két, a hisztonok mddositdsdban szerepet jatszd gént azono-
sitottam, amelyek Dmp53-t6l fiiggden aktivalodnak UVC kezelést kdvetden. A toutatis pozi-
tiv hatast gyakorol a neuronalis gén kifejez6désre és kimutattak, hogy expresszidja a szteroi-
dok altal kivaltott apoptozisban megemelkedik (78, 130). A ballchen fehérje terméke — egy
hiszton treonin kindz — a megfeleld kromoszomalis struktira kialakitdsaban vesz részt a
meiozis soran (63). Feltételezésem szerint a Dmp53 ezen gének indukcidjan keresztiil aktival
bizonyos kromatin modositasokat, amelyek a DNS javitasaban résztvevo fehérjék miikodését
segitik (13/B. abra). Két mikrotubulushoz k&tddo proteint kodolod gén — a Grip75 és [(1)dd4 —
transzkripcidja is Dmp53-fliggd emelkedést mutatott UVC sugarzast kdvetéen. Egyes annota-
ciok és irodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy mindkét proteinnek szerepe van a sejtcik-
lus lefolydsaban (14). Az ebi-t szintén mint lehetséges Dmp53 célgént azonositottam. Fehérje
terméke, az Ebi, anti-proliferativ hatasu, segiti a sejtciklusbol vald kilépést differenciacios
folyamatokban (25, 39). Human homologja a B-katenin lebontasat végzd fehérje komplex
tagjaként részt vesz a p53 altal indukalt sejtciklus leallitdsban (94), Drosopilaban a p53 altal
szabalyozott hasonl6 Utvonalat még nem azonositottak. A Dmp53-r6l az eddigi kisérleti ada-
tok alapjan azt tartjak, hogy az emlds p53-mal ellentétben nem okoz kdzvetlen sejtciklus ledl-
last (110). A DmpS53 ¢és az ebi kozti lehetséges kapocs azonban felveti a lehetdségét egy, a
fentiekben leirt hasonld Gtvonal 1étének. A Grip75 és [(1)dd4 Dmp53 altali szabalyozasa is azt
sugallja, hogy a Dmp53-nak mégis lehet valamilyen hatésa a sejtciklus menetére (13/B. abra).
A Drosophila fejlédésében kulcs szerepet jatszo autofiagia sok elemében hasonlit az
apoptozisra. A Ftz-f1 transzkripcids faktor a nyalmirigy autofagiaja soran az ekdizon hatasara
masodlagos sejthaldl gének — hid, Ark — aktivaldsdban. Az Ftz-fl a kaszpaz 3, a sejthalal
egyik effektoranak expresszios szabalyozasdban is szerepet jatszik (26, 91). Kisérleteim soran
az fiz-f1 UVC sugarzas hatasara a Dmp53-t6l fliggden aktivalodott. Az altalam felallitott mo-
dell szerint a Dmp53 az Ark és hid gének kifejezddését kozvetleniil €s az Ftz-fl-en keresztiil
is képes aktivalni (13/B. 4bra). A rho-1 egy EGFR ligandum, a STAR proteolizisében részt-
vevd faktor (12). A sejtek kozotti térbe kikeriilt STAR ligandum pedig az EGF receptoron
keresztiil a Ras aktivalodasat eredményezi, ami a sejtek tovabbi sorsat befolyasolja. Kurada és
munkatarsa fejlodé szemben és embridban a hid aktivalt Ras altali transzkripcids szabalyoza-

sara talalt bizonyitékot. A fejlodés soran a Ras szuppresszalta a hid kifejez0dését,

- 46 -



antiapoptotikus hatast kifejtve ezaltal (74). Elképzelhetd, hogy az UVC okozta DNS karoso-
dasok esetén a Ras ezzel ellentétesen kozvetlentil, vagy a hid aktivalasan keresztiil az apotdzis

kivaltasaban jatszik szerepet (13/B. ébra).

A.
Ionizalo sugarzas
Chk2
DmpS3
/ \
reaper, hid, eiger, Ku70, Ku80
sickle
v
apoptozis DNS javitas
B.
UvC
v
DmpS3 \
ballchen, toutatis  1(1)dd4, Grip75 ebi\A ftz-f1 rlio
; l Ras
R | 3-katenin /
kromatin m(')domtasok Y lebomlasa? Ark. hid 2
i ' a7 )\'
v v A
DNS javitas sejtciklus blokkolasa? apoptozis

13. abra: Az ionizal6 (A) - és UVC sugarzas (B) hatasara kialakulé, Dmp53 altal iranyi-

tott sejtvalaszok modelljei.

Az emlés Daxx fehérje az apoptdtikus valasz egyik regulatora, mas szabalyzo fakto-

rokkal kélcsonhatasban transzkripciot €s szignal transzdukcios utakat irdnyit. A human homo-
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l6gokhoz hasonldan a Drosophila p53 és DLP kozvetlen kdlcsonhatasban allnak egymassal. A
két fehérje human homologjainak kdlcsonhatasarol szdmos tanulmany latott napvilagot, azon-
ban az egymasra gyakorolt hatasukrdl sokszor ellentmondodak az eredmények. A két Droso-
phila homolég kozti funkcionalis kapcsolat feltarasa soran a DLP mutinsok — DLPY%,
DLPY*, DLPY" — nagy dézist ionizalo sugarzasra valé érzékenységét megvizsgaltam. A
Dmp53 mutansokkal ellentétben egyik DLP térzs sem mutatott fokozott érzékenységet, ami
azt jelzi, hogy a DLP-nek nincs kulcsfontossdgu szerepe a nagy dozist ionizald sugarzas hata-
sara létrejovo Dmp53-fiiggo sejtvalaszok aktivacidjaban. Ezt a feltételezést alatdmasztja, hogy
az ionizalo sugarzasok hatasara aktivalédo pro-apoptotikus gén, a reaper, Dmp53-fiiggd sza-
balyozasaban és alap expresszios szintjének fenntartdsaban a DLP-nek nincs szerepe. A DLP
fehérje hianyaban ugyanis a reaper Dmp53 altali indukcidja ugyanugy lezajlik, mint vad tipu-
su allatokban. A human Daxx p53 aktivitdsara gyakorolt moderald hatdsa sem érvényesiil
minden p53 célgén transzkripcios szabalyozasaban. Példaul a human p53 altal szabalyozott
bax, PIG3 és Aipl, pro-apoptotikus gének kifejezddésére nincs hatdssal a Daxx (53). A
reaper-rel ellentétben egy masik pro-apoptotikus gén, az Ark, alap expresszidjanak fenntarta-
saban a DLP szerepet jatszik. Az Ark mRNS szintje dlp mutansokban alacsonyabb, a DLP
tultermelése esetén pedig magasabb volt, mint a kontroll allatokban. Kimutattak, hogy a hu-
lyen keresztiil mas transzkripcids faktorokkal, koaktivatorokkal és korepresszorokkal egyiitte-
sen képes az adott promoter differencialt szabalyozasara. A hiszton deacetildzok promoterre
valé gyljtésével a Daxx ilyen modon represszor hatast fejt ki (60). Human B sejtekben a
Daxx, a Pax5 transzkripcios faktorral és a CBP koaktivatorral egytitt mitkodve aktivatorként
viselkedik (42). Lehetséges, hogy a Dmp53 és DLP ehhez hasonléan szabalyozzak az Ark
mRNS szintjét. A human p53 miikodését a Daxx azaltal szabalyozza, hogy a p53 transzakti-
vacids funkciojat moderalja. A Daxx human p53-ra gyakorolt hatasat féleg emlds sejtkultura-
kon végzett kisérletekben vizsgaltak, a nyert eredmények azonban ellentmondoak. A Daxx a
p21 és Mdm?2 promoterein gatolja, am egyéb pro-apoptotikus gének esetében nem maddositja a
pS53 Aaltali génaktivaciot (53). Genetikai interakcids kisérletekben a DLP kopia szamanak
csOkkenésével parhuzamosan a Dmp53 altal kivaltott apoptdzis fokozddott. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a DLP gatolja a Dmp53 apopt6zist indukald hatésat.

Az ADA?2 transzkripcios adapter tartalmt komplexek élesztdben és emberben szek-
vencia specifikus transzkripcids faktorokon keresztiil részt vesznek gén specifikus transzkrip-
ci6 aktivacioban (13, 17, 20, 90, 123, 135). Eleszt6vel végzett vizsgalatokban kimutattak,
hogy a human p53 transzaktivacios funkcidinak betoltéséhez az ADA2/ADA3/GCNS tartalmu
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adaptor komplex kézremiikodése is sziikséges (135). A human ADA3 sejtkultarakban a hu-
man p53-mal kdlcsonhatasban van, és esszencialis szerepe van a pS3 transzkripcids aktivita-
sdban ¢és az altala kivaltott apoptozisban (135). A GCNS5 hiszton acetil transzferdz (HAT) tar-
talmt adaptor komplexek részeként a Drosophila ADA2 fehérjék — dADA2a és dADA2b — is
részt vesznek a transzkripcid aktivaciojaban (75, 106). A Dmp53 és dADA2b kolcsonhatasat
in vitro pull-down kisérletekben igazoltak (75). A dADA2b tartalmi SAGA komplex és a
Dmp53 kapcsolatara utal tovabba, hogy ionizald sugéarzassal kezelt dAda2b mutans larvak
1mago korongjaiban az apoptotikus sejtek szama kevesebb, mint a vad tipusu larvakban (112).
A SAGA mellett nem régen azonositottak egy ujabb aktivator komplexet Drosophildban, az
ATAC-ot. Az ATAC komplexnek tagjai a dGCNS, dADA3, dHCF (host cell factor), Atacl és
egyéb, még azonositatlan komponensek mellett a dADA2a is (55). In vitro kisérletekben a
Dmp53 és dADA2a kozott nem detektaltak kdlesonhatast (75). Kisérleteimben a reaper nagy
dozisu ionizdld sugdrzast kovetd, Dmp53 altali aktivacidjanak elmaraddsat detektiltam
dAda2a mutans allatokban. Ezzel parhuzamosan d4Ada2a mutans larvak imagd korongjaiban
az apoptotikus sejtek szama is szignifikdnsan kevesebb volt, mint a vad tipusu larvakban
rontgen kezelést kovetden. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a nagy
dozisu ionizald sugarzast kdvetd, reaper-t magaba foglalé apoptotikus sejtvalasz a Dmp53 és
dADA2a/ATAC komplex kozremiikodését igényli, a dADA2b/SAGA komplex pedig a
reapert6l figgetleniil kialakuld, de a Dmp53 altal indukalt apoptotikus utak aktivalasaban
vesz részt (112). Egyes kisérleti adatok arra utalnak, hogy a Dmp53 a dADA2b tartalmu
komplexekkel egyiittmiikodve, valosziniileg az Ark, pro-apototikus gén aktivacidjan keresztiil
inditja meg a programozott sejthalalt (nem publikalt adat). Az ATAC komplex és Dmp53
kozotti kozvetlen kapcesolat jellemzésére vonatkozo vizsgalatokat nem végeztem. Ugy vélem,
hogy az ATAC ¢és Dmp53 kozétti kapcsolat tobb modon is befolyasolhatja a Dmp53 miikodé-
sét. Az emlds p53-r6l mar kimutattak, hogy szdmos hiszton mddositéd aktivitdssal rendelkezd
transzkripcids koaktivator- és korepresszor komplexszel képes kdlcsonhatasba 1épni (87, 107).
Ezek a komplexek magat a p53-t modositva — példaul a p300 a fehérje karboxi terminalisanak
szamos lizinjét acetilalja — befolyasoljak a p53 stabilitasat, DNS kotd képességét, sejten beliili
lokalizaciojat és az MDM?2 éltali degradacigjat (54, 62, 87, 121). Masrészt, a p53 célgének
prométerében a H3 €s H4 hisztonok acetilacidjaval/deacetilaciojaval jarulnak hozza a transz-
kripcid er0s0déséhez, illetve gyengiiléséhez (17, 121). Az emlds p53 esetében tapasztaltakhoz
hasonléan elképzelhetd, hogy az ATAC komplex a Dmp53 specifikus pozicioban levd

lizinjeit acetilalja, ezzel finom konformacié véltozast okoz a fehérjében és segiti a Dmp53
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célgénjének promoteréhez vald hatékony kotddését. A masik lehetdség az — ugyancsak az
emlds p53-mal analog modon —, hogy az ATAC komplexet a Dmp53 a célgének
promoteréhez kapcsolddva kihorgonyozza, igy azok nyitott konformacioba kertilését serkenti,
ami végso soron a célgének transzkripcidjanak aktivalodasdhoz vezet. Mindkét variacio felté-
tele a Dmp53 ¢és dADA2a/ATAC kozotti kolesonhatés kialakulasa. Ez feltételezhetéen nem a
dADA2a-n keresztiil valésul meg, hiszen irodalmi adatok utalnak arra, hogy a két fehérje kozt
nincs detektalhat6 kdlcsonhatas. A human p53 és ADA3 kolcsonhatdsat mar leirtak. Feltétele-
zik, hogy az ADA3 kofaktorként a p53 és a kiilonb6zé HAT komplexek kozti produktiv kol-
csonhatasban jatszik szerepet (135). Lehetségesnek tartom, hogy a Dmp53 és az ATAC
komplex kozti interakcid a dADA3 fehérjén keresztiil alakul ki, ennek bizonyitdsa azonban
tovabbi vizsgalatokat igényel.

Eredményeim alapjan ugy gondolom, hogy a Drosophila melanogaster jol hasznalhatd
modell a p53 fehérje miikodésének tanulmanyozasahoz. A Dmp53 sejtbeli funkcioirdl kapott
kisérletes eredmények hasznos informécidkkal szolgdlhatnak az emlds p53 altal szabalyozott

folyamatok részletesebb megismeréséhez.
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6. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetéimnek Dr. Bélint Evanak és Dr. Boros Imrének té-
mamban, szakmai elére menetelemben valo lelkiismeretes iranyitasukért és a lehetdségért,
hogy laboratoriumukban végzett tudoméanyos tevékenységemet biztositottdk. Kiilon koszo-
ném Dr. Boros Imrének, hogy rdm bizta a kvantitativ real time PCR laboratoriumunkba valé
bevezetésének feladatat.

Haélaval tartozom Dr. Bodai Laszlonak és Lendvai Agnesnek a kvantitativ real time
PCR elsajatitasaban nyujtott segitségiikért. Kiilon koszondm Dr. Bodai Laszlonak a DNS
microarray és Drosophila kisérletekhez adott hasznos tandcsait. Dr. Komonyi Orbannak és Dr.
Pankotai Tibornak koszondom a sok hatszemkozti tudomanyos beszélgetést, amelyek soran
munkamat objektiven biraltak.

Bereczki Orsolyanak, Csebella Bakota Adriennek, Nagy Bettinanak ¢s Zsindely Nora-
nak kdszonettel tartozom 6szinte baratsagukért és munkamban nyujtott segitségiikért.

Hal4val tartozom Okrosné , Kis Katinak” a szdvetkultiras technikdk elsajatitisaban
nyujtott aldozatos segitségét.

K6szondm csoportunk tobbi tagjanak — Anita Ciurciunak, Cristina Popescunak, Edith
Vamosnak, Pardi Norbertnek és Tombacz Istvannak —, hogy ,,SZBK”-s laboratériumunkban
mindig szivesen fogadtak és ottani munkamat megkonnyitették.

Végiil, de nem utolsé sorban hélaval tartozom sziileimnek ¢és férjemnek szeretetiikért,
tirelmiikért, a bizalmukért és hogy minden segitséget megadnak nekem, hogy dlmaimat meg-

valosithassam.
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7. A doktori értekezés osszefoglaloja

A p53 tumor szuppresszor 1979-es felfedezése ota a rakkutatas egyik legintenzivebben
kutatott molekulajava valt, hiszen a p53 génben bekovetkezd mutaciok a human rakos elval-
tozasok tobb mint felében megtaldlhatok. A p53 gén csiravonalban bekdvetkezé mutacidja
csaladi felhalmozodast mutato, korai ¢letkorban bekovetkezo rakos elvaltozasokat okoz, ame-
lyet Li-Fraumeni szindrémaként ismeriink. A p53 fehérje a sejteket érd stressz — mint hipoxia,
aktivalt onkogének, ionizalo- és UV sugarzas — hatdsara stabilizalodik és transzkripcids fak-
torként célgénjeinek kifejezddését aktivalja, vagy represszalja. Ezen gének kifejez6désének
szabalyozasan keresztiil a p53, mint a sejt kdzponti ,,6re” a genom integritasanak fenntartasa-
ban ¢€s a sejt végso sorsdnak meghatarozasaban kritikus szereppel bir. Mutéacidja a DNS hibak
felhalmozodasahoz és a sériilt sejtek kontrollalatlan osztodasahoz vezethet. A p53 finom mii-
kodésének megértése, az altala szabalyozott célgének azonositasa végsd soron a daganatkép-
z0dés részleteinek feltarasat, esetleges rak ellenes terapiak kidolgozasat szolgaljak.

Normalis iitemben osztddd sejtekben a p53 fehérje koncentracidja nagyon alacsony,
gyakran kimutathatatlan a fehérje rovid féléletidejének koszonhetéen. Folyamatos,
visszacsatoldsos szabalyozasi kor biztositja. DNS karosodds hatdsdra a Chkl és Chk2
(checkpoint kinase 1, checkpoint kinase 2) kindzok a p53-t foszforilaljak, ami szintjének
gyors megemelkedéséhez és transzkripcios faktorként valo aktivalodasahoz vezet. Ehhez ha-
sonldan aktivalt onkogének — Myc, Ras, E2F1 — is képesek a p53 stabilitasat indukalni. Az
aktivalt p53 a sejtmagba transzportalédva transzkripcios faktorként funkciondl és célgénjei
expresszidjanak indukcidjan és repressziojan keresztiil a sejtciklus leallitast, DNS javito fo-
lyamatokat és apoptozist aktival. Utobbit egy, a transzkripciora gyakorolt hatasatol fiiggetlen
az esetben, ha a sejtben transzkripcios blokad alakul ki. Hiszton modositod aktivitassal rendel-
kezd transzkripcids koaktivator és korepresszor komplexekkel kialakitott interakcidja révén a
p53 képes célgénjeinek kifejezodését mddositani €s a hisztonok globalis acetilacidjanak mo-
dositasaval DNS javité folyamatokat beinditani. Acetilaciojan at maga a p53 transzaktivacios
miikddése is finoman szabalyozodik és az egyes célgénjei expresszidjara kifejtett hatdsat mas

transzkripcids- €s kofakorokkal kialakitott kdlcsonhatasai is befolyasoljak.
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A daganatok kialakulasaban szerepet jatszo human gének két harmadanak homologjat
azonositottak ecetmuslicaban. A p53 tumor szuppresszor altal szabalyozott folyamatok ponto-
sabb ismerete fontos a human daganatok kialakulasanak megértésében és terapids eljarasok
kidolgozéasaban. A Drosophila genom projekt befejezOdésekor végzett 6sszehasonlitd vizsga-
latok soran azonositottdk a Drosophila melanogaster p53 (Dmp53) génjét. A Dmp53 fehérje
rendelkezik az human p53 jellemzé doménjeivel. A humdn és Drosophila p53 a kozépso,
DNS-k6té doménjében mutatja a legnagyobb, 25%-o0s hasonlésdgot, az amino- és karboxi
terminalis transzaktivacios és oligomerizacios részek konzervaltsaga alacsony. A viszonylag
kis homoldégia ellenére a Dmp53 biokémiailag nagyon hasonlit az emlds p53-ra. A Dmp53
képes kotddni a human p53 konszenzus DNS-kotohelyeihez és arrol transzkripciot aktivalni.
A Dmp53 emlds p53 fehérjével vald hasonldsdga alapjan foleg a sejtciklus ledllitdsdban,
apoptdzis-, illetve DNS javité folyamatok indukciojaban betoltott szerepét tanulmanyoztak. A
Dmp53 in vivo miikodését a vad tipusu, illetve a Dmp53 DNS ko6té doménjében 1étrehozott
pont mutaciok hatasara 1étrejovo, dominans negativ Dmp53 tultermelésén keresztiil vizsgal-
tak. A dominans negativ fehérje az emlés homoldghoz hasonldan, gatolja a vad tipusat Dmp53
funkcioit. Az emlds p53-mal ellentétben a Drosophila fehérje rontgen sugarzas hatdsara nem
okoz G1 fazisban val6 sejtciklus ledllast, ami azt sugallja, hogy a Drosophila imagé koron-
gokban a Dmp53-tol fliggetlen ton alakul ki ez a sejtvalasz. A Drosophila Chk2 (DmChk2)
ionizal6 sugarzas hatdsara a Dmp53 fehérjét foszforilalja, azonban ez a moédositas a p53 stabi-
litdsara nincs hatassal, ami arra utal, hogy a Dmp53 aktivitasanak szabalyozdsa nem a human
p53 és MDM2 altal alkotott autoregulacids, visszacsatolasos mechanizmushoz hasonléan va-
16sul meg. DNS karositd stresszhatdsokra — mint a rontgen sugarzas — az aktivalt Dmp53
egyes pro-apoptotikus gének — példaul reaper — transzkripcidjanak aktivacidjan keresztiil
apoptozist indukal, azonban a Dmp53 taltermelése dnmagaban is képes a programozott sejt-
halal kivaltasara. Egyes DNS javitasban részt vevd gének — példaul Ku70 és Ku80 — rontgen
sugarzast koveto transzkripcidjanak serkentése a Dmp53 DNS javité folyamatok kivaltasaban
valo szerepére utalnak.

A Dmp53 mutans harmadik stadiumu larvak UVC sugarzasra valo érzékenységét vizs-
galva azt talaltam, hogy — hasonldan az ionizal6 sugarzashoz — az allatok fokozott érzékeny-
séget mutattak, fél letalis dozisuk a vad tipust Drosophildkhoz képest az 6todére csokkent. Az
UVC sugarzas fejlédo retinara gyakorolt hatasanak vizsgéalatakor Dmp53 mutansokban a DNS
javito folyamatok elmaradasat €s a kifejlett allatokban a szem ommatida szerkezetének sériilé-

sét tapasztaltak az apoptozis talstilya miatt. A human p53-hoz valé funkcionalis hasonlosaga
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miatt feltételezhetd, hogy Dmp53 hidnyaban a DNS hibait kijavité folyamatok nem képesek
indukalodni, ami az 6rokité anyagban bekovezett sériilések felszaporodasahoz vezet. A
Dmp353 mutans allatok csokkent életképessége tehat feltételezhetéen a DNS javitoé folyamatok
elmaradasanak koszonheto.

UVC kezelt w'''® és Dmp53 mutans ecetmuslicak expresszios profiljanak DNS
microarray kisérletben torténd elemzése és dsszehasonlitdsa soran lehetséges Dmp53 célgéne-
ket azonositottam. Ismert Drosophila pro-apoptétikus gének és az altalam azonositott lehetsé-
ges célgének UVC és ionizalod sugdrzas hatasara bekovetkezd expresszid valtozasa alapjan
harom Dmp53 célgén csoportot allitottam fel. Az elsé csoport olyan géneket — Ark, tou, fiz-f1,
ebi és CG11982 — tartalmaz, amelyek Dmp53-fiiggd aktivacidja csak UVC sugarzast kovetd-
en kovetkezik be. A masodik csoport — hid, rho, ballchen, Grip75, I(1)dd4, CG8319 és
CG5620 — a Dmp53 jelenlétében ionizaldo és UVC sugarzas hatisara egyarant indukalodik.
Ezen gének termékei feltételezhetden altalanos szereppel birnak az 6rokité anyag karosodésa-
kor beinduld sejtvalaszokban. A harmadik csoportba tartozd gének — reaper, sickle, Eiger,
Ku70 és Ku80 — kizarolag ionizald sugarzast kovetden aktivalodnak a Dmp53 kozremiikddé-
sével. A humén p53 miikddésével kapcsolatban leirtak hasonld stresszfliggd, szelektiv gén
kifejezddés szabalyozast példaul a p21 és mdm?2 esetében. Az egyes gének Dmp53 altali sze-
lektiv aktivacidjara tobb magyarazat is lehetséges. Egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy a
gének mérete befolyasolja azok UV sugérzas hatasara megvaltozé kifejezédésének szabalyo-
zasat, mivel az UV sugarzas altal okozott DNS karosodasok a transzkripciot gatoljak. Az UV
dozisatol fiiggben a p53 a kisebb méretli target génjeit nagyobb gyakorisaggal aktivalja, ha-
sonlo korrelaciot eredményeim alapjan azonban nem kaptam. Egy masik magyarazat az lehet,
hogy a Dmp53 csak az UVC hatasara bekdvetkezd poszttranszlacios modositdsok utdn képes
célgénjei transzkripcidjanak befolydsolasara. Ilyen specifikus moédositasokat a huméan p53
esetében mar leirtak. A harmadik feltételezheté magyardzat az, hogy a Dmp53 célgénjeinek
kifejez6dését mas, az UVC hatasara aktivalodo olyan transzkripcids faktorokkal egyiittmii-
kddve szabalyozza, amelyek a célgének enhanszereiben sajat reszponziv elemeikhez képesek
kotédni. Ezt a feltételezést a human p53 konszenzusra emlékeztetd, a reaper enhanszerében
talalhat6 kotohelyek hianya alatdmasztja. ugyanis az ujonnan azonositott, lehetséges célgének
szabalyoz6 régidin bioinformatikai analizist végezve nem taldltam szimmetrikus, az emlds
konszenzusra jellemz6 kotohelyet, csupan ,,fél- és teljes” pS3 kotdhelyeket. A human p53-rél

crer

naltal nem valoszinii, hogy a kisérletek soran azonositott lehetséges célgének a Dmp53 altal
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aktivalt sejtvalasz késobbi 1épéseit képviselnék, hiszen indukcidjuk az UVC sugarzast kdvetd-
en igen koran kimutathato volt. A humén p53 kétOhelyére emlékeztetd szekvencidk hianya azt
is jelezheti, hogy a Dmp53 célgénjeinek kifejezddését nem konszenzus kotdhelyeken keresz-
tiil is képes befolyasolni. Tobb irodalmi adat utal arra, hogy a huméan p53 nem konszenzus
szekvenciakon keresztiil gatolja egyes célgénjeinek expressziojat.

A Dmp53 ionizédlo sugarzas hatdsara bekovetkezd aktivacidja a DmChk2 (checkpoint
kinase 2) kindz 4ltali foszforilacidjan keresztiil kovetkezik be. Az aktiv Dmp53 pro-
apoptotikus gének — mint reaper, sickle és hid — transzkripcidjanak indukcidjaval apoptotikus
valaszt indit be. A Ku70 és Ku80 gének kifejezddésének serkentésén keresztiil pedig vélhetd-
en a DNS reparacios folyamatok meginditasat kedeményezi. Nem ismert részleteiben az az
utvonal, amely segitségével UV sugarzds hatasara a p53 feltételezhetden hely-specifikus
foszforilacid révén aktivalodik. Feltételezve, hogy az UVC sugarzas hatdsara aktivalddott
Dmp53 célgénjei transzkripcidjanak szabalyozasan keresztiil kiilonb6zd sejtvalasz utakat ak-
tival, a microarray kisérletben azonositott géneket azokban prébaltam elhelyezni, génterméke-
ik funkcioi alapjan. A ballchen és toutatis, vélhetéen hisztonok médositdsaban szerepet jatszo
gének indukcidjan keresztiil kromatin modositdsokat kezdeményezhet, amelyek a DNS javito
folyamatokat lezajlasat segitik. Az Ark és hid pro-apoptodtikus gének kdzvetlen és esetlegesen
az fiz-f1- és rho-n keresztiili aktivaciojaval UVC sugarzast kovetden apoptdzist képes kivalta-
ni. A kromatin médositasok, az I(1)dd4 és Grip75, sejtciklus lefolyasaban vélhetden szerepet
jatszo gének €és a human ebi homologjanak szabalyozasan keresztiil lehetséges, hogy a sejtcik-
lus leallitasat kezdeményezheti.

Az emlds Daxx fehérje az apoptétikus valasz egyik reguldtora, a transzkripciot és
szignal transzdukcids utakat irdnyitja kolcsonhatasban mas szabalyz6 faktorokkal. A human
homologokhoz hasonléan a Drosophila Dmp53 és DLP kozvetlen kdlcsonhatasban allnak
egymassal. A két fehérje human homoldgjainak kdlcsonhatdsarol szamos tanulmany latott
napvilagot, azonban az egymasra gyakorolt hatasukrol irottak sokszor ellentmondanak egy-
masnak. A Dmp53 mutansokkal ellentétben a DLP mutans larvak nem mutattak fokozott ér-
zékenységet ionizalod sugarzasra, ami azt jelzi, hogy a DLP-nek nincs kulcsfontossagu szerepe
a nagy dozisu ionizald sugarzas hatasara 1étrejové Dmp53-fiiggd sejtvalaszok aktivacidjaban.
Ezt a feltételezést aldtdmasztja, hogy az ionizal6 sugirzasok hatdsara aktivalodd pro-
-apoptotikus gén, a reaper, Dmp53-fiiggd szabalyozasat €s alap expresszids szintjének fenn-
tartasat a DLP hianya nem befolyasolta. A human Daxx p53 aktivitdsara gyakorolt moderalo
hatdsa sem érvényesiil minden p53 célgén transzkripcids szabadlyozasaban. A reaper-rel ellen-

tétben, egy masik pro-apoptotikus gén, az Ark alap expresszidjanak fenntartdsaban eredmé-
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nyeim alapjan a DLP szerepet jatszik. Genetikai interakcios kisérletekben a DLP csokkend
mennyiségének fliggvényében a Dmp53 tultermelése altal kivaltott apoptdzis mértéke meg-
emelkedett. Lehetséges, hogy a Dmp53 és DLP a human homolégjaikhoz hasonldéan a
kromatin szerkezet befolyédsolasaval szabdlyozzak az Ark mRNS alap szintjét. Eredményeim
arra engednek kovetkeztetni, hogy a DLP alapvetéen gatolja a Dmp53 apoptoézis-indukcidra
gyakorolt hatasat.

Az ADA?2 transzkripcios adapter tartalmi komplexek élesztdben és emberben szek-
vencia specifikus transzkripcids faktorokon keresztiil részt vesznek génspecifikus transzkrip-
ci6 aktivacioban. A GCNS hiszton acetil transzferaz (HAT) tartalmu komplexek részeként a
Drosophila ADA2 fehérjék — dADA2a és dADA2b — is részt vesznek a transzkripcio aktiva-
cidjaban. A Dmp53 és a dADA2b tartalmit SAGA komplex kapcsolatara tobb bizonyiték is
van. Kimutattdk, hogy a dADA2b/SAGA komplex a reapertdl fiiggetleniil kialakuld, de a
Dmp53 éltal indukalt apoptodtikus utak aktivalasaban vesz részt. A kozelmultban azonositott
dADA2a tartalmit ATAC komplex szerepét vizsgaltam a Dmp53 éltali apoptozis indukcidban.
Eredményeim arra engednek kovetkeztetni, hogy a nagy dozisu ionizald sugarzast kovetod,
reapert magaba foglald apoptotikus sejtvalasz a Dmp53 és dADA2a/ATAC komplex kdzre-
miikodését igényli, mivel dADA2a hidnydban a reaper aktivacidja elmaradt és ennek kovet-
kezményeként az imago korongokban az apoptozis csokkent mértékii volt. A dADA2a/ATAC
komplex Dmp353 kozotti kdzvetlen kapcsolat jellemzésére kisérleteim nem terjedtek ki. Mind-
azonaltal elképzelhetd, hogy a dADA2a/ATAC komplex a Dmp53 specifikus pozicidoban levo
lizinjeit acetilalja, amely finom konformacioé valtozast okozva befolyasolja a Dmp53 DNS
kotd képességét. A masik lehetdség az, hogy a dADA2a/ATAC komplexet a Dmp53, célgén-
jének promoterére kapcsolédva kihorgonyozza, igy annak nyitott konformacidba torténd
li transzaktivaciot. A human p53 és hiszton mddositd aktivitassal rendelkezd transzkripcios
koaktivator és korepresszor komplexek kozotti interakciok bizonyitottan hasonld utakon ja-
rulnak hozza a p53 mikddésének szabalyozasahoz. Mindkét variacio feltétele a Dmp53 ¢és
dADA2a/ATAC kozotti kdlesonhatas kialakulasa. Ez feltételezhetéen nem a dADA2a-n ke-
resztiil valoésul meg, hiszen irodalmi adatok arra utalnak, hogy a két fehérje kozt nincs detek-
talhato kolcsonhatds. A human p53 sejtkultirakban a huméan ADA3-mal fizikai interakcioban
all, és alapvetd szerepe van a p53 transzkripcios aktivitdsdban és az altala medialt
apoptédzisban. Lehetségesnek tartom, hogy a Dmp53 az ATAC komplex kozti interakcid a

dADA3 fehérjén keresztiil alakul ki, ennek bizonyitdsa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

- 56 -



Eredményeim alapjan ugy gondolom, hogy a Drosophila melanogaster jol hasznalhatd
modell a p53 fehérje miikddésének tanulmanyozasahoz. A Dmp53 sejtbeli funkcioirdl kapott
kisérletes eredmények hasznos informécidkkal szolgdlhatnak az emlds p53 altal szabalyozott

folyamatok részletesebb megismeréséhez.
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8. Summary

The p53 tumor suppressor gene and its protein product have became the objects of
intense study since their discovery in 1979, primarily because more than half of the human
tumors contain mutations of this gene. In Li-Fraumeni syndrome, mutations of p53 occurring
in the germ line lead to tumor formation in young ages with high familiar frequency. Various
types of stress factors, which cause oncogenic alterations and DNA damage, including acti-
vated oncogenes, hypoxia, ionizing- and UV irradiation, rapidly activate human p53 which in
turn induces or represses the transcription of its target genes as a transcription factor. Through
regulation of its targets pS3 acts as a “guard” of genome integrity and it plays crucial role in
determining the final fate of damaged cells. Mutations of p53 result in the accumulation of
DNA damages and unlimited proliferation of the injured cells. Detailed analysis of the func-
tions of p53 and identification of its target genes may lead to a better understanding of tumor
formation and development of cancer therapies.

In normal developing cells p53 is a short-lived protein, which is maintained at low,
often undetectable levels. Degradation by continuous polyubiquitination of p53 is ensured
through an autoregulatory feedback loop, which is based on the interaction of p53 and the
MDM2 ubiquitin ligase. Upon DNA damage, p53 is phosphorylated by Chkl (checkpoint
kinase 1) and Chk2 (checkpoint kinase 2) kinases leading to the rapid elevation of p53 level
and its activation as transcription regulator. Similarly, activated oncogenes, such as Myc, Ras
or E2F1, are able to stabilize p53. Activated p53 is transported to the nucleus where it func-
tions as a transcription factor, inducing or repressing its target genes, activates cell cycle
block and accompanying DNA repair or apoptosis. In the case of UV caused transcription
blockade, apoptosis also can be induced by p53 in a transcription independent pathway
through permeabilization of the mitochondrial outer membrane. Via interactions with a num-
ber of transcriptional co-activators and co-repressors: 1) p53 is able to modify the expression
of its target genes, ii) pS3 induces DNA repair by influencing the global acetylation of chro-
matin, iii) the transactivation function of p53 is modulated by itself. The effect of pS3 on the
transcription of its target genes can also be regulated by interactions between p53 and other
transcriptional factors and co-factors.

Genome analysis studies have shown that two third of the genes implicated in human

cancers have counterparts in fruit fly. Getting more detailed information about cellular path-
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ways in which p53 is involved is important for the better understanding of tumor formation
and developing cancer therapies. After completion of the Drosophila genome projects the
Drosophila melanogaster homologue of p53 was identified based on its sequence similarity to
the human counterpart. The Drosophila melanogaster p53 (Dmp53) protein possesses the
characteristic protein domains of human p53. The two homologue proteins share the highest
similarity (25%) in the central DNA-binding domain, while the amino acid conservation of
the transactivation and oligomerization domains, located in the amino and carboxy terminus
respectively, is lower. In spite of the relatively low sequence homology, biochemically
Dmp53 acts in a similar way than its human counterpart. Dmp53 is able to recognize and ini-
tiate transcription from the consensus DNA-binding site of human p53 in several reporter as-
says. Based on the similarity between the two homologues, studies were performed to assess
the role of Dmp53 in cell cycle arrest, apoptosis and DNA repair. The in vivo functions of
Dmp53 were investigated through overexpression of wild type and dominant negative forms
of the protein. The dominant negative forms of Dmp53 were generated by introducing point
mutations in the DNA-binding domain of the protein which, like in mammals, are capable to
block the function of the wild type form. Results of these studies also indicate that Drosophila
p53, in contrast to human p53, has no effect on G1 cell cycle arrest in imaginal discs. The
Drosophila homologue of Chk2 (dChk2) is capable to phosphorylate Dmp53 after IR treat-
ment. This modification has no influence on the cellular concentration of Dmp53 indicating
that Dmp53 activity is regulated by a mechanism different from the human p53-MDM?2 auto-
regulatory feedback loop. If the cell is exposed to DNA damaging agents, such as ionizing
radiation (IR), activated Dmp53 can induce apoptosis via the regulation of the transcription of
several proapoptotic genes such as reaper, for example. The overproduction of Dmp53 itself
is able to induce programmed cell death. Dmp53 stimulates the expression of certain DNA
repair genes, Ku70 and Ku80, under X-ray radiation, suggesting the role of Dmp53 in the
regulation of DNA repair.

Dmp53 is necessary for the proper response to ionizing radiation, since Dmp53 defi-
cient flies are radiation sensitive and show genomic instability. Investigating the response of
Dmp53 mutants to UVC radiation, high sensitivity was detected. The half-lethal dose of UVC
for Dmp53 null mutant larvae is only about one-fifth of that of wild type. UVC radiation
causes failing of DNA repair and injures the ommatidal structure of the developing retina of
Dmp53 deficient larvae as a consequence of predominant apoptosis. In concert with observa-

tion with the human counterpart, lack of Dmp53 may provoke incomplete activation of DNA
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repair leading the accumulation of DNA damages. The decreased viability of Dmp53 null
mutants possibly results from the decrease of DNA repair processes.

Possible target genes of Dmp53 were identified by a comparative DNA microarray
analysis of the RNA expression profile of UVC treated wild type and Dmp53 mutant larvae.
Three groups of potential Dmp53 target genes were identified including known Drosophila
proapototic genes and newly identified putative Dmp53 targets. The expression of the mem-
bers of the first group, Ark, tou, fiz-fl, ebi and CG11982, is up-regulated in a Dmp53-
dependent manner only after UVC irradiation. The second group includes kid, rho, ballchen,
Grip75, l(1)dd4, CG8319 and CG5620. These genes are activated Dmp53-dependently by
both IR and UVC suggesting their general role in DNA damage responses. The third group
represents genes induced by IR only, including genes such as reaper, sickle, Eiger, Ku70 and
Ku80. Similar stress-dependent, selective gene regulation by human p53 has been already
described in the case of p2/ and mdm?2. There may be several possible explanations to why
Dmp53 activates only a set of its target genes after a specific stress signal while others are
unaffected. Published data suggest that gene size influences UV-induced gene expression,
because the DNA damages caused by UV inhibit transcription. Transcription of p53 target
genes is also inhibited in a UV dose-dependent manner, resulting in the preferential induction
of compact p53 target genes. Such correlation has not been detected in my experiments. It is
possible that Dmp53 can activate transcription only after its UVC-induced post-translational
modification. Such specific modifications of human p53 are already published. It is also pos-
sible that transcriptional activation of certain Dmp53 target genes requires other UV-induced
transcription factors that bind to response elements in their enhancers regions. This hypothesis
is indirectly supported by the observed lack of binding sites which are reminiscent to the hu-
man consensus. Results of a bioinformatical analysis performed with the regulatory region of
putative Dmp53 target genes did not reveal symmetrical sequences resembling to the mam-
malian p53 binding site. Since p53 dependent gene activations could be detected early after
the UVC treatment it is unlikely that the identified genes are indirect targets of Dmp53. The
lack of binding sites may also reflect that Dmp53 is able to activate its target genes through
non-consensus binding sites. Several published data demonstrate that human p53 represses the
expression of its certain target genes through non-consensus binding sites.

IR induced dChk2-dependent phosporylation of Dmp53 leads to its activation. Active
Dmp53 induces apoptotic response via induction of the transcription of proapoptotic genes,
such as reaper, sickle and hid. Activation of the expression of Ku70 and Ku80 likely initiates

DNA repair processes. The pathway that activates pS3 after UV damage is not fully under-
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stood, although it probably involves site-specific phosphorylation of p53. Assuming that the
UVC-activated Dmp53 regulates different cell responses through influencing the expression
of its target genes, the newly identified genes were classified to pathways based on their func-
tions. Enhancing the expression of ballchen and toutatis, two genes possibly involved in his-
tone modification, Dmp53 may initiate global chromatin modifications facilitating DNA re-
pair. Dmp53 is able to trigger apoptosis by direct and also by indirect activation of the Ark
and hid proapoptotic genes through fiz-fI and rho after UVC damage. Dmp53 may provoke
cell cycle arrest by regulating /(1)dd4 and Grip75, which are possible participants of cell cycle
control, and by activation of the Drosophila homologue of human ebi.

Mammalian death domain associated factor 6 (Daxx) is one of the regulators of apop-
totic response, which, by interacting with other regulators modulates transcription and signal
transduction pathways. Similarly to their human counterparts, Dmp53 and Drosophila Daxx
(DLP, Daxx like protein) interact directly. Several groups have reported on the interaction of
the human homologues, however the consequences of this relationship are unclear and reports
on it are contradictory. In contrast to Dmp53 mutants, DLP deficient flies do not show radio-
sensitive phenotype indicating that DLP does not have a key role in the activation of Dmp53-
dependent pathways after high dose of ionizing radiation. This assumption is confirmed by
the finding that the lack of DLP has no effect on the ionizing radiation induced Dmp53 de-
pendent activation and the basic transcription of the reaper proapoptotic gene. The moderat-
ing effect of Daxx on the activity of human p53 also does not reveal in the case of several p53
target genes. In contrast with reaper, the basic transcription level of another proapoptotic
gene, Ark, is influenced by DLP. In genetic interaction experiments, in parallel with the re-
duction of DLP level, the level of apoptosis triggered by the overexpression of Dmp53 was
elevated. It is possible that like the human counterparts, Dmp53 and DLP regulate the basic
transcription of Ark by influencing the chromatin structure. Based on the detected results it
seems that DLP has a repressing role on Dmp53 mediated responses.

The ADAZ2 transcriptional adapter containing complexes take part in gene specific
transcription activation through interactions with sequence specific transcription factors in
yeast and human. The Drosophila ADA2 proteins, dADA2a and dADA2b, are also involved
in transcription activation as members of the GCNS, histone acetyltransferase (HAT) contain-
ing adaptor complexes. There are several evidences for the existence of relationship between
Dmp53 and dADA2b containing SAGA complex. It has already been demonstrated that the
dADA2b/SAGA complex participates in the apoptotic pathway induced by Dmp53 which do
not include reaper. My aim was to investigate the effect of the recently identified dADA2a
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containing ATAC complex on the Dmp53 mediated apoptosis. In the lack of dADA2a, the
proper induction of reaper failed and as a consequence, the apoptotic response was sup-
pressed in imaginal discs after high dose of IR. This finding suggests that the high dose ioniz-
ing irradiation-mediated Dmp53 dependent apoptotic pathway that includes the activation of
reaper requires the contribution of the dADA2a/ATAC complex. These experiments did not
provide information on the relationship between Dmp53 and ATAC. It is possible that the
dADA2a/ATAC complex is able to acetylate specific lysines in Dmp53 itself inducing fine
changes of Dmp53 affecting its ability of DNA binding. Another possibility is that Dmp53
activates transcription via recruiting dADA2a/ATAC onto the promoters of its target genes
and facilitating the open conformation of those through histone acetylation. The interaction
between human p53 and transcription co-activator and co-repressor complexes possessing
histone modification activity has similar detected consequences in the regulation of p53 func-
tions. Both hypothesis suppose physical interaction between Dmp53 and dADA2a/ATAC. It
is unlikely that this interaction is formed through dADA2a since there are no biochemical
evidences suggesting interaction between Dmp53 and dADA?2a. In cell cultures, human p53 is
able to interact with human ADA3 which has an essential role in the transcription and apop-
tosis mediating activity of p53. dADA3, a member of the ATAC complex, may be responsible
for the Dmp53-ATAC interaction by a similar manner, this hypothesis however needs to be
proven.

Based on my results I suggest that the Drosophila melanogaster is a suitable model for
examination the functions of p53 protein. More detailed studies on the cellular functions of
Dmp53 may serve valuable informations for a better understanding of p53 regulated

Processes.
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10. Roviditések jegyzéke

AD: aktivacios szubdomén

ADAZ2: alteration/deficiency in activation 2

ADA3: alteration/deficiency in activation 3

ARF: Alternative Reading Frame

Ark: Apaf-1-related killer

ASK1: apoptosis signal-kinase 1

ATAC: ADA two A Containing

ATM: Ataxia-Telangiectasia-Mutated

ATR: Ataxia-Telangiectasia-and-Rad3-Related

ball: ballchen

CBP: CREB binding protein

Cdk: ciklin dependens kindz

CDKN2A/p19: Ciklin-Dependens Kinaz Inhibitor 2A/p19
Chkl: checkpoint kinase 1

Chk2: checkpoint kinase 2

Ct: cycle treshold

Daxx: death domain associated factor 6

DLP: Daxx like protein

DmChk1: Drosophila melanogaster checkpoint kinase 1
DmChk2: Drosophila melanogaster checkpoint kinase 2
Dmp53: Drosophila melanogaster p53

EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor

ftz-f1: fushi tarazu factor 1

Gadd45: growth arrest- and DNA damage inducible 45
GCNS: general control of amino-acid synthesis 5

GGR: Global Genome Repair

HAT: hiszton acetiltranszferaz

HCF: host cell factor

HDACI: hiszton deacetilaz 1

hid: head involution defective/wrinkled
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JNK1: Jun N-terminal kinase 1

1(1)dd4: lethal (1) disc degenerate 4

LDsq: fél letalis dozis

MDM2: mouse double minute 2

MNK: maternal nuclear kinase

NER: Nucleotide Excision Repair

NHK-1: nucleosomal histone kinase-1

NLS: sejtmagi lokalizacios szignal

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen
PE: preciz excizio

QPCR: kvantitativ real time PCR

rho-1: thomboid-1

RPA: replication protein A

rpr: reaper

TBP: TATA Binding Protein

TCR: Transcription Coupled Repair

TFIIH: Transzkripcids faktor II H alegysége
TGF-B: transzformald novekedési faktor-i3
tou: toutatis

TRRAP: transformation/transcription domain-associated protein

XPC: xeroderma pigmentosum C
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10. Fiiggelék

1. tdblazat: A DNS microarray kisérletben Dmp53-fiigg6 transzkripcid valtozast mutatott gé-
nek listdja.

UVC hatasara Dmp53-fiiggé indukciét mutaté gének

Gén neve * Relativ indukci6” Funkci6®
CG11982 4,51 RING finger ubiquitin ligaz
sas 3,57 receptor aktivitas
EG:8D8.6 3,04 GCNS5-hoz hasonlo N-acetyl transzferaz
m 3,02 kutikula strukturalis alkotoelem
Grip75 2,98 mikrotubulus kotés
CG13953 2,63 nincs informacid
ballchen 2,62 hiszton threonin kinaz
CG4351 2,48 nincs informacio
CG11848 2,41 nincs informacio
CG2839 2,39 cukor kotés
CG14446 2,39 nincs informacio
CG8319 2,29 transzkripcids faktor
CG17390 2,28 nukleinsav és Zn-ion kotés
CG10680 2,28 nincs informacid
CG2187 2,27 Na-jodid transzporter
CT32505 2,27 nincs informacio
CG13675 2,24 nincs informacio
CG7552 2,22 nincs informacio
eEF1delta 2,20 guanil kicserél6 faktor
CG15572 2,16 nincs informacio
CG5620 2,15 transzkripcids faktor
TMA4SF 2,14 transmembrane protein
Dl 2,14 kromoszdmalis fehérje
CG10175 2,11 karboxil-észteraz aktivitas
CG15507 2,10 transzkripcios faktor
cranky 2,07 transzkripcids faktor
CG13087 2,05 nincs informacio
ftz-f1 2,05 transzkripcids faktor
rho 2,01 szerin tipust endopeptidaz
CG14532 1,99 nincs informacid
1(1)dd4 1,99 mikrotubulus kotés
CG12870 1,99 mRNS kotés
NADH
dehydrogenase
subunit 1 1,98 NADH dehidrogenaz
CG31169 1,97 NAD-fligg6 glicerol-3-P dehidrogenaz
CG1545 1,95 nincs informacio
CG12974 1,94 nincs informacio
CG32271 1,93 szerin tipust endopeptidaz
CG7305 1,93 kis GTPaz regulator
CG33174 1,92 triacil-glicerol lipaz aktivitas
Cam 1,90 kalmodulin, Ca-ion kotés
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UVC hatasara Dmp53-fiiggo indukciéot mutaté gének

Gén neve * Relativ indukci6” Funkcio®
CG7497 1,89 G-protein kapcsolt receptor aktivitas
CG6717 1,89 szerin tipus endopeptidaz
Act5C 1,87 aktin
CG9746 1,87 protein Ser/Thr kinaz
PP2A-B' 1,87 2a tipusu protein foszfataz regulator
Ptp61F 1,87 protein tirozin foszfataz
sda 1,87 Zn-ion kotés
1(2)k09913 1,85 nincs informacio
CT33745 1,82 nincs informacio
Cyp314al 1,82 ekdizon-20-monooxigendz aktivitas
tou 1,82 kromatin kotés
CG9699 1,81 GTPaz aktivitas
ebi 1,81 GTP kotés
CG10970 1,81 acil-foszfataz
CG5756 1,80 kitin kotés
UVC hatiasara Dmp53-fiiggé repressziot mutaté gének
Génneve®  Relativ indukci6” Funkci¢®
na 0,36 kation csatorna
CG13159 0,35 nincs informacio
BG:DS09218.5 0,45 juvenilis hormon sav metil-transzferaz
Dgp-1 0,46 GTP koétés, - hidrolaz
CG5115 0,47 nincs informacio
Paip2 0,47 polyA kot proteinnel kdlcsonhato protein
CG32699 0,51 acil-transzferaz
Neu5Ac 0,52 N-acetil-neuraminsan foszfat szintetiz
CG7876 0,52 kitin kotés
CG4848 0,52 nincs informéacid
mago 0,52 microtubulus citoszkeleton organizacio és biogenezis
CG10555 0,53 nincs informacio
CG12912 0,54 nincs informacio
CG7943 0,54 carrier aktivitas
CG8192 0,55 nincs informéacid
CG17912 0,55 DNS és Zn-ion kotés

* FlyBase szerint

® a két mikroarray-n detektalt relativ expresszi valtozasok atlaga
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