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1. Bevezetés

 

 

 

1.1. A humán és Drosophila p53 fehérje- és génszerkezete 

 

1979-ben DeLeo és munkatársai azonosítottak egy, a rákos transzformációra jellemző 

antigént, amelyet mind a kémiailag indukált szarkóma, mind az egyéb módokon transzformált 

egér sejtvonalakban kimutattak (37). A fehérjét molekulatömege alapján p53-nak nevezték el. 

Ugyanezt a fehérjét szinte egy időben ezzel a felfedezéssel, egymástól függetlenül Arnold 

Levine és David Lane csoportjaiban is azonosították és kimutatták, hogy a majomvírus 40 

(simian virus 40, SV40) nagy T antigénjével képes kölcsönhatásba lépni (76, 86). 1981-ben 

Crawford és munkatársai a humán p53 fehérjét számos rákos sejtvonalban kimutatták. Megál-

lapították, hogy a sejtek SV40 vírussal való fertőzése után a p53 annak nagy T antigénjével 

kölcsönhatásba lép és foszforilálódik. Feltételezték, hogy a foszforilált p53 jelenléte kapcso-

latban áll a sejtek tumoros transzformációjával (34). Ezt követően, habár kis mennyiségben, 

normális ütemben osztódó sejtekben is kimutatták a p53 proteint (66) és megfigyelték, hogy 

Go fázisban levő, nem osztódó limfoctákban a p53 nem szintetizálódott. Amikor azonban a 

limfociták osztódását stimulálták, a p53 újra detektálhatóvá vált (103). Ezek az adatok a p53 

sejtciklussal való kapcsolatát valószínűsítették. Mercer és munkatársai 1982-ben bizonyítot-

ták, hogy a p53 szükséges a sejtek S fázisba lépéséhez (98). Ezen első közlemények alapján a 

p53 fehérjét sokáig onkogénnek tekintették, 1989-ben azonban Finlay és munkatársai bebizo-

nyították, hogy ezzel ellenkezően a p53 egy tumor szuppresszor (45).  

A p53-ról, mint tumor szuppresszorról napvilágot látott első biztató eredmények a fe-

hérjét a rákkutatatás egyik központi molekulájává tették. Számos kutatócsoport foglalkozott a 

p53-t kódoló gén jellemzésével és a fehérje szerkezetének megismerésével. 1983-ban Oren és 

Levine SV40 vírussal fertőzött SVT2 egér sejtekből poliszómákat izolált, majd monoklonális 

p53 antitesttel végzett immunprecipitációval kiszelektálta a p53 mRNS-ét tartalmazókat. Az 

mRNS izolálását követően azt templátként használva radioaktív cDNS próbát szintetizáltak, 

amelyet hibridizálva a fent említett sejtekből előállított cDNS könyvtárral egy p53-specifikus 

szekvenciát tartalmazó klónt azonosítottak. Az izolált plazmid inszertje Southern-blot kísér-

letben egy 3,3 kb hosszú genomi DNS fragmenthez kötődött (111). Ezekkel a kísérletekkel 

azonosították először a p53 fehérjét kódoló mRNS-t, illetve gént. 1985 és 1986-ban az egér 

homológ segítségével három független csoport azonosította fibroblasztokban a humán p53-t 
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kódoló cDNS-t. In situ hibridizációval a humán p53 gént a 17-es kromoszóma rövid karjának 

13-as régiójába (17p13) térképezték és feltételezték, hogy bizonyos daganatos elváltozások 

esetén érinthetik a más proto-onkogének esetében már leírt kromoszómális átrendeződések 

(61, 95, 102). A gén szerkezete 1984-ben vált ismertté. Bienz és munkatársai leírták, hogy a 

gén legalább 11 exonból és 10 intronból áll (22) és az 5’végén egy nem kódoló exont is tar-

talmaz, amelyben evolúciósan konzervált, a képződő mRNS stabilitását befolyásoló szekven-

cia található. A gén promóterének vizsgálata során világossá vált, hogy abban sem TATA, 

sem CAT box nem azonosítható. E tekintetben a p53 szabályozó régiója hasonlóságot mutat 

egyes növekedési faktorok − transzformáló növekedési faktor-ß (transforming growth factor 

ß, TGF-ß), epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) − szabályozó részével, amelyek 

transzkripciója több faktort és szignált is igényel. Emellett azt sem zárták ki, hogy a TATA 

box hiánya többszörös transzkripciós iniciációs helyet jelez. A c-myc és N-ras génekhez ha-

sonlóan a p53 promóterében is azonosítottak, a transzkripciót negatívan szabályzó upstream 

elemet (21).  

A p53 fehérje aminosav szekvenciájáról az első információk 1983-ban láttak napvilá-

got (82). Matlashewski és munkatársai egy évvel később izoláltak egy humán cDNS klónt, 

amely tartalmazta a p53 szinte teljes nyitott leolvasási keretét és a 3’nem transzlálódó régiót 

is. A humán és egér p53 elsődleges aminosav szekvenciákat összehasonlítva, erős, 84%-os 

hasonlóságát mutattak ki (93). 1986-ban Harris és csoportja bebizonyította, hogy a p53 

izoformái különböző mRNS-ekről transzlálódnak (58). Arai és munkatársai a különböző 

mRNS formákat alternatív mRNS érés eredményének tekintették (8). A kilencedik exon alter-

natív splicingjával képződő rövidebb mRNS transzlációja során a p53 341 aminosavat tartal-

mazó p53AS izoformája keletkezik, amely a karboxi terminálisán tér el a teljes hosszúságú 

p53 izoformától (47). A p53AS izoforma szerepe még tisztázatlan. Finlay és munkatársai 

1988-ban bebizonyították, hogy az eredetileg daganat sejtekből izolált p53 a fehérje egy mu-

táns formája és meghatározták a vad típusú p53 cDNS szekvenciáját (46). A p53 komplett 

cDNS szekvenciájának felderítésével a 393 aminosavból álló fehérje teljes aminosav sorrend-

je is ismerté vált. Az SV40 nagy T antigénje és a p53 közötti kölcsönhatás vizsgálata során 

utóbbi középső és C-terminális végén két, evolúciósan konzervált régiót azonosítottak, ame-

lyek az interakció kialakulásához szükségesek. Azt is feltételezték, hogy ezeknek a régióknak 

fontos szerepe lehet a p53 normális működésében és a T antigén a p53 sejtbeli célpontjait szo-

rítja ki kötődésével (67). A C-terminális vég valóban jelentős szereppel bír a p53 stabilitásá-

ban. Kraiss és munkatársai 1988-ban kimutatták, hogy a p53 fehérje képes oligomereket ki-

alakítani. A nagy molekulatömegű formákat tumorosan transzformált sejtvonalakban azonosí-
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tották, ezért feltételezték, hogy a p53 fehérje molekulák összekapcsolódása a sejtek rákos át-

alakulásával van összefüggésben (73), azonban ma már tudjuk, hogy a fehérje normális mű-

ködéséhez a p53 oligomerek kialakulása nélkülözhetetlen. 1993-ban élesztő két-hibrid kísérle-

tekben igazolták, hogy a p53 oligomerizációért felelős régiója a karboxi terminálisán találha-

tó. Megfigyelték, hogy a fehérje mutáns formája képes a vad típusúhoz kötődni és arra gátló 

hatást gyakorol (64). A p53 fehérjének valójában két autonóm oligomerizációért felelős része 

van: a karboxi terminálison elhelyezkedő erős tetramerizációs, és a fehérje közepén található 

gyenge oligomerizációs domének. A mutáns p53 a tetramerizációs doménen keresztül fejti ki 

domináns negatív hatását, ami végül a sejtek tumoros transzformációjához vezet (134).  

A p53 szekvencia-specifikus DNS kötésre képes és ezáltal a transzkripciót aktiválja 

(43, 44, 50, 71). Az örökítő anyag károsodása esetén célgénjei kifejeződésének szabályozásán 

keresztül DNS javító folyamatokat aktivál, sejtciklus leállást vagy apoptózist vált ki, ezáltal a 

p53 gátolja a sérült sejtek rákos transzformációját. Az egyik elsőként azonosított célgénjének, 

a WAF1 (Cip1)-nek a kifejeződését a p53 serkenti és a képződő fehérje termék a proliferációt 

gátolja (41, 44). A p53 DNS-kötő doménje a fehérje középső része, amelyen belül két auto-

nóm régió található. A 280-390 aminosavak közötti nem specifikus és a 80-290 aminosavak 

közötti specifikus DNS kötést biztosító szubdomének (16, 126, 137). A DNS kötő domént 

érintő pontmutációk a p53 leggyakrabban kimutatott elváltozásai humán daganatokban (113). 

A p53 konszenzus kötőhelyét El-Deiry és munkatársai már 1992-ben meghatározták. A kötő-

hely szelekciójára alkalmas in vitro kísérletekben egy szimmetriát mutató szekvenciát azono-

sítottak, amely egy 10 bázispáros motívum − 5’PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy3’ − kétszeri 

ismétlődéséből áll. A két részt 0-13 bázispáros szakasz választja el egymástól (40). A DNS-   

-kötő domén a fehérje amino terminálisán található transzaktiváló savas doménnel együtt ké-

pes in vivo aktiválni p53-specifikus promótereket (137). A transzaktiváló domén az amino 

terminális 74 aminosav, melynek szerepét Fields és Jang vizsgálta először élesztőben és emlős 

sejtekben (44). Ez a rész az 1-42 aminosavig terjedő aktivációs szubdoménre (AD1) és a 43-

63 aminosavig terjedő AD2 szubdoménre osztható. Az AD1 szubdomén fehérje-fehérje köl-

csönhatásban vesz részt általános transzkripciós faktorokkal és onkogénekkel, mint például a 

„mouse double minute 2” (MDM2) (33). Az AD2 szubdomén egyes hivatkozások szerint 

adapter komplexekkel való interakciókért felelős (30), míg mások szerint az apoptózis megin-

dításával kapcsolatos transzkripció aktivációban játszik szerepet (143). Walker és Levine 

1996-ban azonosítottak öt, prolinban gazdag úgynevezett növekedési szuppresszor motívumot 

− PXXP − a p53 64-90 aminosaváig terjedő részében. Ezen régiók deléciója esetén a p53 a 

tumor sejtek növekedését nem gátolta (133). Kimutatták, hogy ennek a régiónak a p53 általi 
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transzkripció represszióban van szerepe (131): a p53 ugyanis egyes gének transzkripcióját 

nemcsak aktiválni, hanem represszálni is képes (52). Ezt a hatást azonban nem a konszenzus 

kötőhelyén, hanem a TATA boxon keresztül, a TATA box kötő fehérjével (TATA Binding 

Protein, TBP) együttműködésben fejti ki (88). Más sejtmagi fehérjékhez hasonlóan a p53 is a 

citoplazmában szintetizálódik, ahonnan aktívan transzportálódik a sejtmagba, ez a lépés a 

transzkripciós faktor funkció betöltéséhez elengedhetetlen. A p53 sejtbéli elhelyezkedése a 

sejtciklus során változik. Immunfluoreszcens festésekkel kimutatták, hogy szérum elvonással 

növekedésükben megállított sejtekben a p53 a perinukleáris részeken, míg a sejtciklusba belé-

pő sejtekben a sejtmagban lokalizálódik (38). A fehérje belépését a sejtmagba egy evolúció-

san konzervált, sejtmagi lokalizációs szignál (NLS) biztosítja, amelyet a p53 fehérje 316-325 

aminosavának megfelelő rész alkot (35).  

 

 

1.2. Az emlős p53 stresszválaszokban betöltött szerepe 

 

A p53 legfontosabb szerepe a sejteket érő stressz hatására bekövetkező válaszfolyama-

tok összehangolása. Normális ütemben osztódó sejtekben a p53 fehérje koncentrációja nagyon 

alacsony, és a fehérje rövid, körülbelül 20 perces féléletideje miatt gyakran kimutathatatlan 

(83). A p53 gyors lebomlása ubiquitin-mediált, a 26S proteoszómában bekövetkező 

proteolízissel történik. A ubiquitin kapcsolását a p53 fehérjéhez specifikus E3 ubiquitin ligá-

zok − többek között az MDM2, COP1, Pirh2 − végzik. Különösen jól és részleteiben ismert a 

p53 szintjének MDM2 általi szabályozása. Az MDM2 a p53 amino terminálisához kötődik és 

annak karboxi terminálisán elhelyezkedő lizin oldalláncaihoz ubiquitint kapcsol. Ez a köl-

csönhatás a p53-nak a sejtmagból a citoplazmába történő exportjához is szükséges (99). Az 

mdm2 gén transzkripciója maga is p53 által szabályozott, így a két fehérje egy autoregulációs, 

visszacsatolásos szabályozási kört alkot (138). Ez a szabályozás nemcsak a p53 alacsony 

szintjét tartja fenn nyugalmi körülmények között, hanem a DNS károsodások kijavítása után a 

megnövekedett mennyiségű p53 szint csökkentésében is szerepet játszik (127). Ezt a finoman 

szabályozott folyamatot stresszhatások megszakíthatják. Ilyen hatással lehetnek például az 

ionizáló sugárzásra bekövetkező dupla szálú DNS törések, az UVC sugárzás hatására keletke-

ző pirimidin dimerek, a hipoxia és aktivált onkogének. Mindezek hozzájárulnak a protein 

féléltidejének megnövekedéséhez, a p53 szintjének gyors megemelkedéséhez és transzkripci-

ós faktorként való aktiválódásához. A p53 szintjének emelkedése és aktivitásának erősödése a 

DNS károsodás mértékével arányos. Az aktivitás növekedés specifikus a DNS károsodások 
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jellegére és így az azt okozó stresszhatásra. A sejtekben több funkció és protein adaptálódott 

az eltérő jellegű DNS károsodások felismerésére és azok javítására. Például ionizáló sugárzás 

hatására az „Ataxia-Telangiectasia-Mutated” (ATM) fehérje − a foszfatidil-inozitol-3 kináz 

család tagja − aktiválódik és számos proteint foszforilál. Az ugyancsak ebbe a kináz családba 

tartozó „Ataxia-Telangiectasia-and-Rad3-Related” (ATR) fehérje pedig a nem teljes DNS 

replikáció hatására aktiválódik (59). Mindkét kináz képes vagy közvetlenül a p53 15-ös pozí-

cióban levő szerin foszforilálásával, vagy közvetve egy foszforilációs kaszkád beindításával 

stabilizálni és aktiválni a p53-t (31). Utóbbi esetben az ATM és ATR az effektor „checkpoint 

kinase 1” (Chk1) és „checkpoint kinase 2” (Chk2) kinázokat aktiválja, amelyek ezt követően 

a p53 fehérjét foszforilálják. A foszforiláció hatására a p53 MDM2-vel való kölcsönhatása 

felbomlik, így az MDM2 nem képes a p53 ubiquitinálására. A DNS károsodások alkalmával 

aktivált onkogének − Myc, Ras, E2F1 − az „Alternative Reading Frame” (ARF) transzkripció-

jának aktivációja révén képesek a p53 stabilitását indukálni. Az ARF egy, a p53 stabilizálásá-

ban szerepet játszó fehérje, a Ciklin-Dependens Kináz Inhibítor 2A/p19 (CDKN2A/p19) 

izoformája. Az ARF az MDM2-höz kötődve képes a p53 ubiquitinációját gátolni. A p53 ilyen 

úton történő aktiválása egy olyan védő mechanizmust biztosít, amely védelmet nyújt az ab-

normális sejtosztódás és a daganat képződés ellen. Lévén, hogy a p53 egy transzkripciós fak-

tor, aktivitásának szabályozásában egy másik kulcslépés a sejtmagba történő transzportja, 

amely a fehérje karboxi terminálisán található NLS szekvenciákat felismerő import faktorok 

segítségével játszódik le. Egyes irodalmi adatok azt bizonyítják, hogy a p53 amino terminálisa 

és a tubulin között kialakuló kölcsönhatás révén a sejt mikrotubulus hálózata és az ahhoz kap-

csolódó dynein motor fehérjék is szerepet játszanak a p53 DNS károsodás utáni sejtmagi fel-

halmozódásában (51).  

Az aktivált p53 által szabályozott három fő sejtválasz a sejtciklus leállítása, az 

apoptózis és DNS javító folyamatok indukciója (3/A. ábra a 15. oldalon). Ezeket a p53 

transzkripciós faktorként funkcionálva, specifikus gének expressziójának indukcióján és rep-

resszióján át, illetve a génkifejeződés szabályozásától független útvonalon keresztül is irányít-

ja. A p53 a sejtciklus leállítását a p21WAF/Cip1 ciklin dependens kináz inhibítor génjének akti-

vációján keresztül szabályozza. A p21 számos ciklin és ciklin dependens kináz (Cdk) komp-

lexéhez − ciklin D1-Cdk4, ciklin E-Cdk2, ciklin A-Cdk2 és ciklin A-Cdc4 − kötődik, ezzel 

meggátolja a kinázok aktivitását és a sejtciklus G1 fázisban való megállását eredményezi. A 

sejtciklus leállításával szemben, az apoptózis két fő útvonalának indukcióját a p53 nem egy 

jól definiált gén kifejeződésének szabályozásán keresztül végzi. Az apoptózishoz a p53 a DR5 
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és Fas − „halál receptorok” −, illetve a „halál doméneket” tartalmazó fehérjék − például PIDD 

− transzkripciós aktiválásával, a halál receptor sejtfelszíni megjelenésén keresztül aktiválódó 

útvonalat indítja be (1. ábra). A p53 más target génjeinek − például a Bax és Noxa − termékei 

a mitokondriumban felhalmozódnak és membránpotenciál megváltoztatásával indítják meg a 

programozott sejthalált (1. ábra). Abban az esetben, ha a sejtben transzkripciós blokád alakul 

ki, a p53 a mitokondrium külső membránjának dezintegrációját egy, a transzkripcióra gyako-

rolt hatásától független útvonalon is képes indukálni. A sejtben felhalmozódott p53 a 

mitokondriumba transzlokálódik, ahol komplexeket alakít ki a Bcl-2 és Bcl-xL proteinekkel, 

ami a külső membrán permeabilizálódásához és a citokróm c sejtplazmában való megjelené-

séhez vezet (89, 101).  
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Az ábrán a p53 által szabályozott két fő apoptótikus útvonal vázlata és azok főbb résztvevői 

szerepelnek. 

1. ábra: A p53 által szabályozott apoptótikus utak  

Felmerül a kérdés, hogy hogyan „választ” a p53 az apoptózis indukciója és a sejtciklus 

leállítása között. Sokféle mutáns p53 esetében megfigyelték a sejtciklus leállítást és az 

apoptózis indukciót kiváltó funkciók elkülönülését. Ennek ellenére lehetséges, hogy a p53-

nak a végső sejtválasz determinálásában nincs szerepe, hanem aktivációja után mindig azonos 

jeleket küld, indukálja mind az apoptóziskor, mind a sejtciklus leállításakor aktivált target 

génjeit. Ezt az elképzelést az a megfigyelés támasztja alá, hogy a p53 által indukált apoptózis 
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gátlásakor a p53-függő sejtciklus leállás automatikusan bekövetkezik. Ez az úgynevezett „bu-

ta” p53 modell, amely szerint a p53 aktivációja mindig apoptótikus szignált indít be. Ezt a 

túlélési szignálok elfojthatják, vagy elérhet egy küszöbértéket, amely más, független 

apoptótikus szignálokkal együttműködve megöli a sejteket. A modell egyik variációja szerint 

a p53 minden stimulus hatására azonos módon működik, de apoptótikus célgénjeinek transz-

kripciós aktivációjához más, azok promóteréhez kötődő transzkripciós faktor közreműködését 

is igényli. Egyik jó példája ennek az NF-κB hozzájárulása a p53 által kiváltott sejthaláloz, 

ami jelzi, hogy egyes p53 apoptótikus célgének indukciójához mindkét transzkripciós faktor 

működése szükséges. A sejtciklus leállításakor indukált target gének aktiválása azonban nem 

igényli több transzkripciós faktor egyidejű közreműködését (120). Egy másik elgondolás sze-

rint a p53 működésével kijelöli a sejtválasz végső kimenetelét. Ez az úgynevezett „okos” p53 

modell, amely szerint a p53 különbözően viselkedik a sejtciklus leállítására, illetve a sejthalál-

ra determinált sejtekben, és a p53 különböző formái aktiválják az egyes folyamatok beindítá-

sában szerepet játszó célgéneket. A p53 sejtbeli mennyisége befolyásolhatja az általa kiváltott 

választ. Megfigyelték, hogy ha a p53 mennyisége kevés, akkor inkább a sejtciklus leállást, 

míg ha magas, akkor inkább apoptózist vált ki. Az eltérő sejtválasz a p53 célgénjei 

promótereihez való különböző erősségű affinitásával is magyarázható. A modell egyik to-

vábbgondolása szerint a p53 kötődését a célgének promóteréhez befolyásolhatják a p53 

poszttranszlációs módosításai is. Több p53 módosításról, többek között a foszforilációról, 

acetilációról, szumoilációról és glikozilációról is kimutatták, hogy a p53 konformációjában 

létrehozott finom változtatások által befolyásolják a p53 DNS-kötő és transzaktiváló képessé-

gét (72, 109). A poszttranszlációs módosítások hatással lehetnek a p53 más koaktivátorokkal 

− például ASPP2 − létesített interakcióira is, amelyek az apoptótikus gének expressziójához  

szükségesek (132).  

A DNS javító folyamatokban a p53 egyrészt a transzkripció szabályozásával, másrészt 

a reparációs gépezettel direkt interakcióba lépve is részt vesz. A p53 képes közvetlenül kö-

tődni egyes szálú DNS-hez is (11, 80). Magasabbrendű eukariótákban az UV sugárzás okozta 

ciklobután típusú pirimidin dimereket és a 6-4 fotoproduktumokat a nukleotidok kivágását 

végző „Nucleotide Excision Repair” (NER) javító mechanizmus távolítja el. A NER két, me-

chanizmusában eltérő altípusa a transzkripcióval kapcsolt reparáció (Transcription Coupled 

Repair, TCR) és a globális genom javítás (Global Genome Repair, GGR), amelyeket a p53 

egyaránt képes irányítani. Kimutatták, hogy a p53 a transzkripció kapcsolt reparációt csak 

UVB sugárzást követően aktiválja (92). A p53 működése elengedhetetlen a GGR lezajlásá-

hoz, annak főleg hatékonyságát befolyásolja mind a fotoproduktumok, mind a pirimidin 
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dimerek javításakor (57). A p53 NER-re gyakorolt hatása részleteiben nem ismert. Feltétele-

zik, hogy a többi sejtválaszhoz hasonlóan célgének transzkripciójának szabályozásán keresz-

tül befolyásolja azt, tulajdonképpen „építőköveket” biztosítva a DNS javításához. A p53 

egyik ilyen fő targetje a p48 javító faktor, amely a NER komplex tagja (57). A „growth 

arrest- and DNA damage inducible 45” (Gadd45) gén p53 általi, UV sugárzás utáni indukció-

ja is a DNS javítást segíti elő a Gadd45-nek a „Proliferating Cell Nuclear Antigen”-nel 

(PCNA) történő asszociációján keresztül (124). UV sugárzás hatására a p53 a xeroderma 

pigmentosum C (XPC), és egy ribonukleotid reduktázt kódoló gén −  p53R2 − transzkripcióját 

is erősíti (4, 108, 128). A p53 által szabályozott sejtciklus leállítás és DNS javítás egyes ta-

nulmányok szerint egymással nem összefüggő folyamatok. A GGR beindításakor ugyanis a 

p53 nem transzaktiválja a p21WAF1/CIP1 gént (5). A p53 célgénjeinek aktiválásán túl számos, 

TFIIH asszociált NER faktorral való kölcsönhatásán keresztül is hatással van a DNS javító 

folyamatokra (136). Kimutatták, hogy a NER kialakulásában a p53 és a replikációs protein A 

(replication protein A, RPA) interakciójának is szerepe van, ugyanis UV hatására a két fehérje 

disszociál, így az RPA képes lesz a reparációban részt venni, a p53 pedig célgénjeit 

transzaktiválni (1, 36). Az UV sugárzást követő GGR kialakulását a p53 a hiszton 

acetiltranszferáz (HAT) tartalmú komplex DNS sérülésekhez való koncentrálásával, ezáltal a 

kromatin globális fellazulásával kezdeményezi, amely elengedhetetlen a reparációs faktorok 

DNS léziókhoz való hozzáféréséhez (119).  

 Számos hiszton-módosító aktivitással rendelkező transzkripciós koaktivátor és 

korepresszor komplexről bebizonyosodott, hogy képesek in vivo a p53 fehérjével kölcsönha-

tásba lépni, ami jelzi, hogy a célzott kromatin módosításoknak fontos szerepe lehet a p53 

transzkripciós faktor funkciójának ellátásában (87, 107). A hiszton acetiltranszferázok és -

deacetilázok nemcsak hisztonok, hanem egyéb fehérjék, többek között a p53 acetilálását/ 

deacetilálását is végzik (87, 121). Kimutatták, hogy a koaktivátor és hiszton acetil transzferáz 

aktivitású p300, a p53 karboxi terminálisának számos lizinjét acetilálja. Ez kritikus a p53 

DNS kötő képességének szabályozásában, illetve hatással van a p53 stabilitására és a sejten 

belüli lokalizációjára is (54, 87, 121). Az MDM2 elősegíti a p53-nak a hiszton deacetiláz 1 

(HDAC1) komplex általi deacetilációját, ezáltal pedig degradációját (62). Egyes p53 célgének 

transzaktivációjában nem a p53 acetilációjának, hanem a hiszton módosításoknak van na-

gyobb súlya. A p53 acetilációja például a p21WAF1/CIP1 aktivációját közvetve, annak promóter 

régiójában a hiszton acetiláció módosításán keresztül befolyásolja. Az acetilált p53 ugyanis a 

„CREB binding protein” (CBP) és a „transformation/transcription domain-associated protein” 

(TRRAP) fehérjék illetve a p21 promóterének assszociációját segíti és ezen keresztül a H3 és 
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H4 hisztonok acetilációját serkenti. Így a p21 promóter környezetében lokálisan fellazult 

kromatin a transzkripciós komplex DNS-hez való hozzáférését és végső soron a génkifejező-

dés erősődését eredményezi (18). A p53 és hiszton deacetiláz komplexek közötti interakciók-

nak a p53 általi transzkripció represszióban van szerepe. Ennek egyik jó példája a Map4 rep-

ressziója p53 által. A p53 képes a HDAC1 komplexhez kapcsolódó mSin3A korepresszort a 

Map4 promóteréhez kötni. Ezzel elősegíti a hiszton deacetilációt, a promóter zártabb konfor-

mációjának kialakulását és végeredményben a transzkripció csökkenését (107). A p53 

kromatin módosító komplexekkel való kapcsolata tehát többoldalú: egyrészt a p53 módosítása 

a komplexek által közvetlenül hatással van a fehérje működésére, másrészt a p53 képes cél-

génjeinek kifejeződését módosítani a komplexekkel együttműködve, harmadrészt pedig a glo-

bális hiszton acetiláció elősegítésével a p53 DNS-javító folyamatok beindítását segíti elő.  

A p53 funkcióit nemcsak poszttranszlációs módosításai, hanem más transzkripciós- és 

kofakorokkal kialakított kölcsönhatásai is befolyásolják. A p53 működését moduláló 

kofaktorok egyike a halál doménnel asszociált faktor 6 (death domain associated factor 6, 

Daxx). A Daxx-nak az apoptózisban kettős szerepet tulajdonítanak. A Daxx-ot mint egy, a 

Fas receptort kötő, citoplazmában lokalizálódó fehérjét azonosították, és kimutatták, hogy 

közvetlenül aktiválva az „apoptosis signal-kinase 1 (ASK1)/ Jun N-terminal kinase 1 (JNK1)” 

útvonalat az apoptózis kiváltásában játszik szerepet (32, 140). A Daxx részt vesz a TGFß-n 

keresztül aktiválódó programozott sejthalál útvonalban is (114). A Daxx hiánya egérben kiter-

jedt apoptózist és korai embrionális letalitást okoz, ami a Daxx lehetséges anti-apoptótikus 

hatására utal (100). Ezt alátámasztja az a megfigyelés is, miszerint malignus myelocitákban a 

p53 és más pro-apoptótikus gének expressziójára a Daxx negatív hatással van (24). Anti-        

-apoptótikus hatását tehát a sejtmagba transzportálva fejti ki, ahol a transzkripció regulációjá-

ban vesz részt (42, 84, 122). Többek között a p53 transzaktiváló hatását modulálja, annak 

karboxi terminálisával kialakított kölcsönhatásán keresztül, ami alátámasztja a fentebb emlí-

tett „buta” p53 modell egyik feltevését. A Daxx ugyanis a p21WAF1/CIP1 transzaktivációját gá-

tolja, azonban más pro-apoptótikus célgének p53 általi szabályozására nincs hatással. Ezzel a 

Daxx a p53 közreműködésével kiváltott sejtciklus leállás és apoptózis közti egyensúlyt befo-

lyásolja (53). 
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1.3. A Dmp53 in vivo funkciói 

 

A p53 tumor szuppresszor által szabályozott folyamatok pontosabb ismerete fontos a 

humán daganatok kialakulásának megértésében és terápiás eljárások kidolgozásában. A bo-

nyolult sejtszintű folyamatok jól tanulmányozhatók biológiai modellek alkalmazásával, mint 

például a Drosophila melanogaster, ami egy genetikailag jól jellemzett, könnyen kezelhető 

organizmus. A Drosophila genom-projekt befejeződésekor végzett összehasonlító vizsgálatok 

során fény derült arra, hogy a humán daganatok kialakulásában szerepet játszó gének két 

harmadának homológja megtalálható az ecetmuslicában (3, 19, 49). 2000-ben 3 független 

csoport azonosította a Drosophila melanogaster p53 (Dmp53) génjét (27, 68, 110). A Dmp53 

gén a harmadik kromoszóma jobb karján, a 94D10 citológiai régióban található. Transzkripci-

ója során egy 3,8 kilobázisos, 8 exont és 7 intront, valamint nem transzlálódó régiókat tartal-

mazó mRNS képződik, amely a Dmp53 fehérje A izformáját kódolja. Újabb annotációk sze-

rint a fehérjének egy másik – B − izoformája is létezik, amelynek 4,4 kilobázis hosszú mRNS-

e 9 exont tartalmaz és transzkripciója egy távolabbi, az A izoformáét megelőző start pontból 

indul. A két variáns az A második, illetve a B harmadik exonjától megegyezik (Flybase). A B 

izoformáról irodalmi adatok nem kerültek közlésre. A Dmp53 fehérje 385 aminosavból áll, 

szekvencia homológia vizsgálatok szerint az emlős p53-hoz hasonló doménekkel rendelkezik. 

EMSA és Drosophila sejtkultúrával végzett kísérletekben a Dmp53 specifikusan kötődött a 

humán p53 konszenzus DNS-kötőhelyeihez és arról képes volt transzkripciót aktiválni, ami 

bizonyította, hogy a humán p53-hoz hasonlóan a Dmp53 is transzkripciós aktivátor (27, 68). 

Élesztőben végzett egy- és két-hibrid kísérletek felfedték, hogy a Dmp53 amino terminálisán  
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A színes részek a humán és Drosophila p53 fehérjék fő doménjeit és azok százalékban kifeje-

zett hasonlóságát mutatják.  

2. ábra: A humán (Hp53) és Drosophila p53 (Dmp53) fehérjék szerkezete 
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található egy transzaktivációért, illetve karboxi terminálisán egy, a fehérje oligomerizációjáért 

felelős domén. A humán és Drosophila p53 a középső, DNS-kötő doménjében mutatja a leg-

nagyobb hasonlóságot, az amino- és karboxi terminális transzaktivációs és oligomerizációs 

részek konzerváltsága alacsony (2. ábra) (27). 

A Dmp53 és az emlős p53 hasonlósága miatt előbbi azonosítását követően főleg a 

sejtciklus leállításában, apoptózis-, illetve DNS javító folyamatok indukciójában betöltött sze-

repét tanulmányozták. Az emlős p53 DNS kötő doménjében számos, úgynevezett mutációs 

„forrópont” található, amelyek mutációja domináns negatív p53 fehérje termékek képződésé-

hez vezet. A Dmp53 DNS kötő doménjében hasonló pontmutációkat létrehozva domináns 

negatív Dmp53 formákat állítottak elő, amelyek in vitro az emlős homológhoz hasonlóan, a 

vad típusú Dmp53 DNS kötő képességét gátolták (68, 110). A Dmp53 in vivo működését a 

vad típusú, illetve domináns negatív Dmp53 túltermelésével is vizsgálták. A vad típusú 

Dmp53 túltermelésekor nem tapasztalható sejtciklus leállás a G1 fázisban. A Dmp53 nem 

aktiválja a humán p21WAF1/CIP1 Drosophila melanogaster homológját, a dacapo-t, amely a 

humán p53 specifikus célgénje a sejtciklus leállításában. Az ionizáló sugárzást követően az 

imágó korongokban bekövetkező sejtciklus leállásra a domináns negatív Dmp53 túltermelése 

nincs hatással. Ezek az eredmények azt tükrözik, hogy a röntgen sugárzás indukálta sejtciklus 

leállás a Drosophilában a Dmp53-tól függetlenül zajlik (27, 68, 110). A Dmp53, emlős homo-

lógjához hasonló, sejtciklus leállítást indukáló képességét a mai napig nem bizonyították. A 

vad típusú Dmp53 túltermelése kiterjedt apoptózist vált ki a Drosophila szemben, a szárny 

diszkuszban a domináns negatív forma pedig gátolja a röntgen sugárzás kiváltotta programo-

zott sejthalált. Ezek az adatok a Dmp53 ionizáló sugárzás hatására kialakuló apoptózisban 

játszott szerepéről árulkodnak. Pro-apoptótikus gének, mint pédául a reaper (rpr), Dmp53 

hatására bekövetkező expresszió változása alátámasztja ezt az elképzelést. A reaper szabályo-

zó régiójában egy sugárzás által indukálható, az emlős p53 kötőhelyre emlékeztető szekvenci-

át találtak. Erről a feltételezett kötőhelyről a Dmp53 élesztő egy-hibrid kísérletben a ripoter 

gén transzkripcióját aktiválta. A fent említett kötőhelyet ß-galaktozidáz riportert kódoló szek-

vencia elé építve embriókba injektálták. Ezekben a transzgenikus embriókban röntgen keze-

lést követően a Dmp53 képes volt a transzkripció aktivációjára (27). Egy ezen eredmények 

alapján felállított hipotézis szerint a Dmp53 röntgen sugárzást követően aktiválódik, majd 

pro-apoptótikus gének, mint a reaper, transzkripcióját indukálja, azonban nem módosítja a 

sejtciklus leállításában szerepet játszó gének kifejeződését. Ezt a modellt alátámasztotta az a 

megfigyelés, miszerint a mutáns Dmp53 nem képes apoptózis kiválátására és a reaper induká-

lására ionizáló sugárzást követően (79, 125). Jassim és munkatársai az UV által kiváltott sejt-
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halált vizsgálták Drosophila retinában. Úgy találták, hogy a reaper nem játszik szerepet a re-

tinában UV hatására kialakuló sejtválaszban, azonban egy másik pro-apoptótikus gén, a hid, 

aktiválódik. Emellett kimutatták, hogy a Dmp53 megvédi a retina sejtjeit az UV sugárzás kö-

vetkeztében kialakuló apoptózistól, amit a Dmp53 DNS javító folyamatok irányításában be-

töltött lehetséges szerepével magyaráztak (65). A Dmp53 DNS sérülések javításában betöltött 

szerepére egy oligonukleotid microarray analízisben találtak bizonyítékokat. Két gén, a Ku70 

és Ku80, a Dmp53-tól függően aktiválódott röntgen kezelést követően. Ezen gének fehérje 

termékei DNS törések javításában és a nem homológ DNS végek egyesítését végző, úgyneve-

zett „non homologous end-joining repair” folyamatokban vesznek részt (2/B. ábra a 13. olda-

lon) (28).  
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3. ábra: A humán (A) és Drosophila p53 (B) által irányított legfontosabb sejtválaszok 
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Az emlős p53 aktivitásának egyik fontos szabályozási mechanizusa a különböző E3 

ubiquitin ligázok − például MDM2, COP1, Pirh2 − által katalizált poliubiquitinációt követő 

degradációja. A Drosophila genomban nem találtak meggyőző hasonlóságot mutató MDM2, 

COP1 vagy Pirh2 homológot, továbbá az MDM2 kötőhelye sem konzerválódott a Dmp53-ban 

(3, 19, 49). A Chk2 Drosophila homológja (DmChk2) a DNS károsodás által indukálódott 

sejtciklus leállásban és apoptózisban fontos szerepet jászik (139). Kimutatták, hogy a 

DmChk2 és Dmp53 szemben való együttes túltermelése felerősíti a Dmp53 okozta apoptózist, 

a Chk1 Drosophila homológjának (DmChk1) azonban nincs hatása. A DmChk2 nem okozott 

a Dmp53 fehérje szintjében változást, amely azt sejtette, hogy egy DmChk2-től függő 

foszforilációs módosítás befolyásolta a Dmp53 DNS kötő képességét, vagy kofaktorokkal 

létesített interakcióját és apoptótikus hatását (115). Ezt a feltételezést bizonyította annak ki-

mutatása, hogy a Dmp53 gél mobilitása celluláris stressz hatására megváltozik. A mobilitás 

változásban a DmChk2 szerepet játszik, Dmp53 szintjét azonban a DmChk2 ebben a rend-

szerben sem befolyásolta. Ez alapján azt a következtetést vonták le, hogy a Dmp53 működé-

sének szabályozása nem a humán p53 és MDM2 által alkotott autoregulációs, visszacsatolá-

sos − a fehérje mennyiségét befolyásoló − mechanizmushoz hasonlóan valósul meg, hanem 

működését foszforilációja befolyásolja (28).  
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2. Célkitűzések

 

 

 

1. A Dmp53 modell alkalmazásával új ismeretek szerzése a p53 tumor szuppresszor 

genom stabilitásban, sejtciklus szabályozásában és apoptózisban játszott szerepéről  

 

A sejtek DNS állományának sérülésekor az emlős p53 meghatározza a sejt további 

sorsát részben transzkripciós faktorként működve célgénjei transzkripciójának fokozásán, 

vagy gátlásán keresztül. A p53 a sejtciklus leállását és DNS javítási folyamatokat képes bein-

dítani, azonban ha a genomot ért sérülések túl súlyosak, apoptózist indukál, amely során a 

sérült sejt eliminálódik. A p53 működésének pontos részletei mindazonáltal még nem világo-

sak. A Drosophila p53 homológ hasonló működéséről kevés információ áll rendelkezésünkre. 

A célom az volt, hogy a Drosophila p53 transzkripciós célgénjeinek azonosításával képet kap-

jak a Dmp53 által szabályozott sejtválaszokról.  

 

 

2. Különböző genotoxikus ágensek Dmp53-ra kifejtett hatásának vizsgálata, illetve egy 

ennek analízisére alkalmas kísérleti rendszer beállítása 

 

 A Drosophila p53 ionizáló sugárzást követő működéséről számos tanulmány született. 

Keveset tudunk azonban az UVC hatására bekövetkező sejtválaszok kialakulásában betöltött 

szerepéről. Célom volt egy olyan könnyen használható rendszer létrehozása, amely segítségé-

vel a p53 lehetséges célgénjei azonosíthatók. A célgének Dmp53 általi génaktivációjának 

vizsgálatán keresztül pedig a Dmp53 különböző genotoxikus ágensek hatására létrejövő mű-

ködését kívántam tanulmányozni. 

 

 

3. A csoportunk által azonosított, a Dmp53-mal kölcsönható fehérjék, illetve a dADA2a 

tartalmú hiszton acetil transzferáz komplex (ATAC) és a Dmp53 közti kapcsolat követ-

kezményeinek vizsgálata 

 

A humán p53 működését más transzkripciós faktorokkal, koaktivátor és korepresszor 

komplexekkel létesített kölcsönhatása finomíthatja. Az egyik ilyen kofaktor a Daxx, amely-
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nek a humán p53-ra gyakorolt hatásáról egymásnak ellentmondó eredmények láttak napvilá-

got. Célom volt annak vizsgálata, hogy milyen hatással van a Dmp53 működésére annak köl-

csönhatása a Daxx Drosophila homológ, DLP (Daxx like protein) fehérjével. 

 A Drosophila dADA2b transzkripciós adapter fehérjét tartalmazó SAGA hiszton acetil 

transzferáz aktivitással rendelkező komplex és a Dmp53 kapcsolatáról már rendelkezünk né-

mi információval. A közelmúltban azonosított dADA2a tartalmú ATAC komplex és a Dmp53 

funkcionális viszonyáról azonban nincsenek adatok. Az ATAC komplex szerepéről a Dmp53 

általi transzaktivációban és apoptózis indukcióban dAda2a mutáns állatok segítségével kíván-

tam képet kapni. 
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3. Felhasznált anyagok és módszerek 

 

 

 

3.1. UVC, röntgen és hősokk kezelés 

 

 Korai harmadik stádiumú Drosophila melanogaster lárvákat (10 lárva/ Petri csésze) 

germicid lámpával növekvő dózisú (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 J/m2) UVC (245 nm; 

0,121 mW/cm2; 1,22 J/m2/sec) sugárzásnak tettem ki. A lámpa intenzitását Cole-Parmer 

97503-00 radiométerrel határoztam meg. A fél letális dózis (LD50) meghatározásához a keze-

lés elvégzése után az állatokat visszahelyeztem táptalajra és 8 nappal később a kikelt felnőtt 

állatokat megszámoltam. Génexpressziós vizsgálatokhoz 300 J/m2 dózisú UVC-vel sugaraz-

tam be korai harmadik stádiumú lárvákat (10 lárva/ Petri csésze), majd visszahelyeztem őket 

táptalajra és 4 óra elteltével össz RNS-t izoláltam belőlük. Röntgen kezeléshez korai harmadik 

stádiumú Drosophila melanogaster lárvákat  40 Gy röntgen sugárzásnak (150 kV; 0.5-mm Al 

filter; 1000 R/perc) tettem ki, majd visszahelyeztem táptalajra és 2 óra elteltével össz RNS-t 

izoláltam (28). Apoptózis kimutatásához vándorló, harmadik stádiumú lárvákat 40 Gy röntgen 

sugárzással kezeltem, majd 4 órával később imaginális diszkuszaikat kipreparáltam és akridin 

orange festékkel megfestettem. 

 A Dmp53 és DLP mutánsok (DLPU26, DLPU32, DLPU42) röntgen érzékenységének 

meghatározásához harmadik stádiumú lárvákat 20 Gy ionizáló sugárzással kezeltem, majd 

táptalajra helyeztem (20 lárva/fiola) és a kikelt felnőtt állatok számát meghatároztam. 

 DLP és Dmp53 transzgének hősokk driverrel (P[Hs-Gal4]) való túltermelését felnőtt 

nőstények 37 oC-on történő, 60 percig tartó inkubációjával biztosítottam. A hősokkolás után 1 

órával a mintákat feldolgoztam további génexpressziós vizsgálatokhoz. 

 

 

3.2. RNS izolálás és egyes szálú cDNS szintézis 

 

L3 stádiumú Drosophila melanogaster lárvából össz RNS-t izoláltam QIAGEN 

RNeasy Kit-et használva, a gyártó által mellékelt protokoll szerint, mintánként 5 darab állatot 

felhasználva. Az RNS koncentrációját NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) segítségével 

határoztam meg. Egyes szálú cDNS-t, 1-1 µg össz RNS bemérésével az Applied Biosystems 
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Reverse Transription Reagents Kit-tel szintetizáltam a gyártó útmutatása szerint, az alábbi 

reakció körülényeket használva: 25 oC 10 perc, 37 oC 60 perc, 95 oC 5 perc. 

 

 

3.3. Génexpresszió mérés kvantitatív real time PCR (QPCR) módszerrel 

 

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 

használva (1/A. táblázat). Annak érdekében, hogy elkerüljem az esetleges genomi DNS 

szennyeződésről történő amplifikációt, a primer párokat lehetőség szerint intron határra he-

lyeztem. A szintetizált primerekkel meghatároztam a QPCR reakciókhoz használandó optimá-

lis primer koncentrációkat. 

 
A. 

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

reaper CCAGTTGTGTAATTCCGAACGA TCGCCTGATCGGGTATGTAGA 
18SRNA GCCAGCTAGCAATTGGGTGTA CCGGAGCCCAAAAAGCTT 
l(1)dd4 TAAATTCCGCCTACGATTGC AGGTCTGCTGGTAGCACGTT 
Grip75 GCGAGCGGGAGATATTTATG ACGTCCGATCTCAGCGTAGT 
CG8319 AGGCAATCTGGAAGCAAAGA GGCATACGTGTGAATTGCTG 
ballchen GGCACAGTTTTCACCGATTT CGTGCTTCTGCATGAACTGT 
CG5620 AATCTGCTGTGCTGCTGTTG CCAGAAAGGGACAGTCGAAG 

ebi GCGTTCCGTCATGAGTTTTT CCTACGCTCCACTCCACTTC 
toutatis AGAAGTCCTCACGGGTTTTG TGCCAGTAAACACCAAGCAG 

PP2A-B’ AATTTTTGGGCTTGAGAGCA GCTACCCAGGATTTCCAACA 
rho AACTCGGATCCGTTGTCATC CGCTTCCATCGAAGTATTGG 

ftz-f1 TTGTTCAGTTGCGTCTCGTC CTTCGAGCTGATGTGCAAAG 
 

B. 

 

gén TaqMan próba 
reaper 6-FAM-AAGAAAGATAAACCAACAATGGCAGTGGCA-TAMRA

18SRNA 6-FAM-TATGGCTCTCTCAGTCGCTTCCGGG-TAMRA 

 

 

 

 

1. táblázat: A kvantitatív real time PCR vizsgálatokban használt primerek és próbák 

szekvenciái 

Az A. táblázat a használt primer szekvenciákat a B. a TaqMan próbák szekvenciáit tartalmaz-

za. 
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A kvantitatív real time PCR reakciókat (QPCR) ABI 7500 Real Time System (Applied 

Biosystems) készüléken végeztem. A polimeráz láncreakciókban keletkező termékek detektá-

lásához SYBR Green interkalálódó festéket tartalmazó Power SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems) reagenst használtam az alábbi reakció körülményeket alkalmazva: 95 
oC 10 perc; 95 oC 15 másodperc, 60 oC 1 perc (45 ciklus). A reakciók végén olvadási görbe 

analízist végezve ellenőriztem a keletkező termék minőségét. A reaper gén és a 18S RNS en-

dogén (bemérési) kontroll esetében TaqMan próba (1/B. táblázat) segítségével detektáltam a 

PCR terméket, TaqMan PCR Master Mix (Applied Biosytems) reagenst használva. A minták 

„cycle treshold” (Ct) értékei a PCR reakció során minden gén esetében a 20-30 ciklusok kö-

zötti tartományba esett. Az egyes gének expresszióját relatív kvantifikálással határoztam meg 

az úgynevezett ΔΔCt formulát használva (69). A kezeletlen minták endogén kontrollal való 

normalizált (ΔCt) expressziós értékéből kivontam a kezelt minták értékeit (ΔΔCt), majd a 

relatív expressziót a PCR hatékonyságának figyelembe vételével határoztam meg (2-ΔΔCt). A 

génexpressziós vizsgálatokat 3-3 függetlenül izolált mintán végeztem el, az adatokat statiszti-

kailag párosított t-próbával értékeltem. 

 

 

3.4. Transzkriptom vizsgálat DNS microarray módszerrel 

 

Dmp53 mutáns és kontroll w1118 lárvák UVC sugárzás hatására bekövetkező globális 

transzkripciós változásait DNS microarray kísérlettel vizsgáltam. A hibridizációt és chip leol-

vasást a Magyar Tudományos Akadémia Szegedi Biológiai Központjának Funkcionális 

Genomikai Laboratóiumában végezték az alábbiak szerint: 3-3 µg UVC kezelt, illetve keze-

letlen kontroll, illetve Dmp53 null mutáns L1-es állapotra szinkronizált Drosophila lárvából 

tisztított össz RNS-t Cy5 és Cy3 fluoreszcens festékkel jelölték Genisphere 900 MPX jelölő 

rendszert alkalmazva a gyártó által ajánlott protokoll szerint. A mintákat szín páronként 

DGRC-1 Amplicon Transcriptome Array-re (Drosophila Genomics Resource Center) hibridi-

zálták. Az array 15552 pontot tartalmaz, ami a Drosophila melanogaster predikált génjeinek 

88%-ának felel meg. 2-2 chipen hasonlították össze a vad típusú és Dmp53 null mutáns álla-

tok UVC sugárzásra bekövetkező expressziós profilját. A relatív expressziós hányadosokat 

normalizálták, majd a két kísérletből átlagot képeztek és Student-féle t-tesztet végeztek. A 

kísérlet elvégzése során számos technikai probléma akadt, ami miatt a statisztikai számítások 

adatait figyelmen kívül hagytam az eredmények értékelésekor. 1,8- és 2-szeres expressziós 

változást választottam overexpressziós és repressziós küszöbértékeknek.  
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3.5. Transzkripciós faktor kötőhelyek bioinformatikai analízise 

 

 A vizsgálatokra kiválasztott gének promóter régióit a Flybase (www.flybase.org) adat-

bázisból nyertem ki. A 4000-7000 bázispáros genomi szekvenciákon transzkripciós faktorok 

kötőhelyeit kerestem a Genomatix MatInspector (116) (www.matinspector.de) programmal. 

Az analízist emlős és Drosophila adatbázisokon végeztem el.  

 

 

3.6. Apoptózis kimutatása akridin orange festéssel   

 

 Ionizáló sugárzással kezelt és kezeletlen w1118 és dAda2a189 mutáns lárvákat PBS 

(137mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4; pH 7,4) oldatban felbon-

coltam és az imágó korongokat kipreparáltam, majd 1,6 μg/ml akridin orange oldatba helyez-

tem 5 percre. Az imágó korongokat háromszori PBS-sel  történő mosást követően tárgylemez-

re helyeztem és fedőlemezzel lefedtem. A kész preparátumokat fluoreszcens konfokális mik-

roszkóppal vizsgáltam. 

 

 

3.7. Használt Drosophila melanogaster törzsek, keresztezések 

 

A használt Drosophila törzseket standard táptalajon (9,3 g agar; 61,2 g kukoricadara; 

129,4 g glükóz; 32,4 g száraz élesztő; 10 ml 10% Nipagin M/ 1 liter), 25 oC-on tartottam fenn. 

A kísérletekben w1118 törzset használtam kontrollként. A Dmp535A-1-4 törzset Yikang S. Rong 

(NIH, Bethesda, USA) laboratóriuma bocsátotta rendelkezésünkre. A törzs Dmp53 null mu-

táns, amelyet a génben levő korai stop kodon okoz. A Dmp53 ektópikus túltermelésére alkal-

mas P[UASp53] transzgenikus törzs Michael W. Young laboratóriumából származott (68). Az 

Ada2a mutáns Ada2ad189 allélt az Ada2a lókuszba inszertálódott P elem (l(3S)096713) kiugra-

tásával Dr. Pankotai Tibor hozta létre (112). A DLP mutáns DLPU26, DLPU32 és DLPU42 

allélokat a DLP génben található RS elem (UM-8182-3) − amelyet a szegedi Drosophila 

Törzsközpont biztosított számunkra – remobilizálásával, Dr. Bodai László hozta létre (23). 

Genetikai interakciós vizsgálatokban kontrollnak ugyanezen RS elem precíz kiugratásával a 

DLP gén normál szerkezetét helyreállító izogenikus − továbbiakban precíz excíziós (PE) − 

törzset hoztunk létre (23). A DLP túltermeléséhez használt EP elemet hordozó Drosophila 
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törzseket − EP(2)2108, EP(2)2193, EP(2)2180 − a szegedi Drosophila Törzsközpont bocsá-

totta rendelkezésünkre. Az P[UASDLP1,7kb] mesterséges P elemet hordozó transzgenikus 

állatok a DLP humán Daxx fehérjével homológ karboxi terminálisának túltermeléséhez hasz-

náltam (23). A DLP túltermelését hősokk driver biztosította az alábbi genotípusú nőstény álla-

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 közti genetikai interakciós kísér-

letet a következő keresztezésekből − DLPU26;P[ey-Gal4] nőstény ⊗ DLPU26; 

P[UASp53]/TSTL hím, illetve DLPU26 ; P[ey-Gal4] nőstény ⊗ PE;P[UASp53]/TSTL hím − 

származó utódokon − DLPU26/ DLPU26; P[UASp53]/ P[ey-Gal4]  és DLPU26/ PE; P[UASp53]/ 

P[ey-Gal4]  − végeztem, amelyeket a Tb+ fenotípus alapján szelektáltam. Az egyes genotípu-

sú állatok szemméreteit azonos fénymikroszkópos nagyítás mellett a hoszanti tengelyük men-

tén lemértem, majd az adatokat statisztikailag párosított t-próbával értékeltem. 

 

 

 

3.8. Fehérje-fehérje kölcsönhatás kimutatása élesztő két-hibrid módszerrel 

 

A CG11982 gén cDNS-ét az alábbi, EcoRI és BglII restrikciós endonukleáz felismerő 

szekvenciákat is tartalmazó primerekkel szaporítottam fel: forward − 5’-CGGAATTCATG 

GCAGAGGCAATG-3’; reverz − 5’-GAAGATCTAGTCCAGAAACATGTT-3’. A PCR 

reakcióban az alábbi körülményeket alkalmaztam: 95 oC 5 perc; 95 oC 30 másodperc, 53 oC 

30 másodperc, 72 oC 90 másodperc (32 ciklus); 72 oC 10 perc. A reakcióban templátként 

használt plazmidot (pOT-CG11982) Dr. Erdélyi Miklós bocsátotta rendelkezésemre. A tisztí-

tott PCR terméket pTZ57R/T klónozó vektorba (Fermentas) építettem és felszaporítottam. A 

pTZ57R-CG11982 plazmidból a CG11982 cDNS-t tartalmazó inszertet EcoRI és BglII rest-

rikciós endonukleázokkal kivágtam, majd 1,5%-os agaróz gélből izoláltam V-Gene Gel 

Extraction Kit-et használva, a gyártó útmutatása alapján (V-Gene Biotechnology). Az 

inszertet élesztő két-hibrid kísérletekben használt vektorokba klónoztam. Az egyik ilyen a 

pGAD424, leucin szelekciós markert és Gal4 transzaktivációs domént tartalmazó plazmid 

(Clontech) volt, amelybe az  EcoRI és BglII helyek közé építettem cDNS-t. A pBTM116, 

triptofán szelekciós markert és LexA DNS-kötő szekvenciát hordozó vektornak pedig az 

EcoRI és BamHI helyére ligáltam a CG11982 fragmentet. Az élesztő transzformációra 

Saccharomyces cerevisiae L40 törzset (MATa his3Δ200 trp1-90 leu2-3,2-11 ade2 
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LYS2::lexA-HIS URA3::lexA-lacZ gal4 gal80) használtam a Clontech Matchmaker élesztő két 

hibrid rendszerhez mellékelt protokoll alapján. A transzformáns élesztő telepeket a megfelelő 

szelektív minimál táptalajra (1,2 g élesztő nitrogén forrás; 5 g (NH4)2SO4; 10 g borostyánkő-

sav; 6 g NaOH; 0,55g Trp-, Ura-, Leu-, Lys-, His- Complete Supplement Mixture − kiegészítő 

keverék; 20 g agar; 100 ml 20% glükóz; 4 ml 25 mg/ml adenin/ 1 liter) szélesztettem és 3 

napig, 30 oC-on növesztettem. A transzformálást követően felnőtt élesztő kolóniák β-

galaktozidáz aktivitását kolónia filter módszerrel teszteltem az alábbi eljárás szerint: a mini-

mál táplemezen felnőtt élesztő telepeket a pozíciójukat megőrizve nitrocellulóz filterre 

(Millipore) replikáztam, majd folyékony nitrogénes fagyasztással rögzítettem. A nitrocellulóz 

filtert 0,2 mg/ml X-gal tartalmú Z puffer oldattal (60 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 10 

mM KCl; 1 mM MgSO4; 50 mM β-merkaptoetanol; pH 7,0) átitattam és 3 órára 37 oC-os in-

kubátorba helyeztem. A ß-galaktozidáz riporter gén aktiválódását a nitrocellulóz filteren rög-

zített élesztő telepek kék elszíneződésén keresztül követtem és fotókkal dokumentáltam.  
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4. Eredmények 

 

 

 

4.1. A Dmp53 null mutáns ecetmuslicák fokozottan UVC érzékenyek  

 

 Az emlős p53 fehérje központi szerepet játszik a genom integritásának fenntartásában 

azzal, hogy DNS károsodások esetén a DNS-ben keletkező hibák javítását végző mechaniz-

musokat aktivál. A Drosophila p53 − az emlős homológhoz hasonlóan − az örökítőanyag sé-

rülésének hatására DNS javító folyamatokat, illetve programozott sejthalált indukál. A 

Dmp53 ezen funkciót főleg a röntgen sugárzás okozta DNS törések hatására kialakuló sejtvá-

laszokban vizsgálták. A Dmp53 null mutáns Drosophilák jellegzetes fenotípusa, hogy röntgen 

kezelés hatására a vad típusnál érzékenyebb dózisfüggő letalitást és genomi instabilitást mu-

tatnak (79). Megfigyelték továbbá, hogy Dmp53 hiányában a fejlődő retinában az UVC su-

gárzás hatására bekövetkező DNS javító folyamatok elmaradnak, így az apoptózis túlsúlya 

miatt a kifejlett állatok szemének ommatida szerkezete sérül (65). Az UVC sugárzás hatására 

bekövetkező Dmp53-függő sejtválaszok további tanulmányozását fontosnak tartottam, mivel 

azokról viszonylag kevés információ áll rendelkezésünkre. Mindehhez egy olyan kísérleti 

elrendezést terveztem, amelyben az UVC sugárzás hatására bekövekező, Dmp53-függő fo-

lyamatok jól követhetők. Első lépésként megvizsgáltam, hogy a Dmp53 mutáns állatokra mi-

lyen hatással van az UVC sugárzás. Ehhez Dmp53 homozigóta és w1118 korai hármas stádiu-

mú lárvákat növekvő dózisú UVC sugárzással kezeltem, majd 8 nappal később a kikelt felnőtt 

állatok számát meghatároztam. A besugárzást követően − a kontroll és Dmp53 mutáns lárvák 

esetében egyaránt − az állatok legnagyobb része báb állapotban, nagyobb UVC dózisok al-

kalmazásakor pedig még késői harmadik lárvastádiumban pusztult el. Az UVC kezelés fejlő-

désük időtartamára nem volt hatással. Megállapítottam, hogy a Dmp53 mutánsok életképessé-

ge a kontroll állatokénál gyengébb volt (4. ábra). A fél letális dózis w1118 törzs esetén 150 J/m2 

volt, ami az irodalomban leírt adatokkal megegyezik (105, 117). A Dmp53 mutánsok esetében 

az LD50 érték a w1118 állatoknál mért dózis ötödére csökkent (~30 J/m2). A Dmp53 mutáns 

állatok tehát, hasonlóan az ionizáló sugárzáshoz, az UVC sugárzásra is fokozottan érzéke-

nyek. Ez arra utal, hogy a Dmp53 fehérje jelenléte és működése szükséges az UVC hatására 

bekövetkező DNS károsodások utáni túléléshez. Hiányában a DNS javító folyamatok nem 
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képesek megindulni, ami az örökítő anyagban bekövezett sérülések felszaporodásához és az 

állatok elpusztulásához vezet.  
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w1118 és Dmp53 homozigóta és korai hármas stádiumú lárvákat az ábrán feltüntetett dózisú 

UVC sugárzással kezeltem. A kikelt álatok számának átlagát a besugarazott lárvák százaléka-

ként fejeztem ki. A szórást három egymástól függetlenül végrehajtott kezelésből származó 

eredmények alapján számoltam. 

4. ábra: A Dmp53 null mutáns ecetmuslicák fokozottan UVC érzékenyek. 

 

4.2. Különböző DNS károsodások eredményeként eltérően aktiválódnak egyes Dmp53-

tól függő pro-apoptótikus gének  

 

 Az emlős p53 célgénjei transzkripciójának szabályozásán keresztül irányítja a DNS 

károsodások hatására kialakuló sejtszintű válaszreakciókat. A Dmp53 − emlős homológjához 

hasonlóan − transzkripciós aktivátorként viselkedik, működése tehát jól nyomon követhető  

célgénjei transzkripciójának változását vizsgálva DNS károsodást követően. Drosophilában 

számos apoptózisban szerepet játszó gén ismert, melyek Dmp53-mal való kapcsolatáról vi-

szonylag kevés ismerettel rendelkezünk. Az e tekintetben legrészletesebben vizsgált reaper 
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(rpr) pro-apoptótikus génről kimutatták, hogy cisz-regulátor régiójában egy ionizáló sugárzás 

által indukálható enhanszer található, amely egy emlős p53 konszenzus kötőhelyre hasonlító 

elemet tartalmaz. ß-galaktozidáz riportert és a fent említett kötőhelyet kódoló plazmidot hor-

dozó transzgenikus embriókban röntgen kezelést követően a Dmp53 képes volt a transzkrip-

ció aktivációjára (27). Ugyancsak a reaper, továbbá a head involution defective/wrinkled (hid) 

gének szerepéről Jassim és munkatársai közöltek adatokat az UVC sugárzásnak a fejlődő reti-

nára gyakorolt hatását és abban a Dmp53 szerepét vizsgáló munkájuk alapján. DNS 

microarray kísérletben azt találták, hogy UVC hatására az előbbi nem változott, míg az utóbbi 

indukciót mutatott (65). A hid génkifejeződésének Dmp53-általi szabályozását ionizáló su-

gárzás esetén is kimutatták (28), de egyéb DNS károsodások (pl.: reaktív oxigén gyökök) 

okozta sejtválaszban attól függetlennek vélik (104). Az Apaf-1-related killer (Ark) kaszpáz 

aktivátort kódoló gén esetében UVC és UVB hatására bekövetkező indukciót figyeltek meg 

(142), azonban a Dmp53 és Ark közötti kapcsolatról nem áll irodalmi adat rendelkezésünkre. 

Az előbbiek ismeretében célul tűztem ki a hid, Ark és reaper pro-apotótikus gének il-

letve a Dmp53 kapcsolatának részletes vizsgálatát és összehasonlítását különböző DNS káro-

sító hatásokat követően. A DNS károsodások kiváltásához a kísérletben w1118 és Dmp53 ho-

mozigóta harmadik lárvastádiumú állatokat kezeltem 300 J/m2 UVC, illetve 40 Gy röntgen 

sugárzással. A nagy dózisok alkalmazásától jól detektálható, viszonylag gyors és magas gén-

aktiváció kialakulását vártam. A besugárzásokat követően 4 (UVC), illetve 2 (röntgen) órával 

össz RNS-t izoláltam, majd reverz transzkripciót követően a fent említett pro-apoptótikus 

gének expresszióját kvantitatív real time PCR-ral (QPCR) meghatároztam. Az egyes gének 

esetében a mért génkifejeződési szinteket mindig az adott kategória kezeletlen kontrolljához 

viszonyítottan állapítottam meg. A kísérleti eredmények szerint a hid expressziója háromszo-

rosára nőtt UVC és kétszeresére ionizáló sugárzás hatására (P<0,05; 5. ábra). A reaper kifeje-

ződése csak röntgen kezelés esetén emelkedett háromszorosára (P<0,05; 5. ábra), azonban a 

UVC esetében aktivációt nem tapasztaltam. Ez összhangban áll a reaper aktivációjáról közölt 

irodalmi adatokkal (27, 65). Az Ark mRNS szintje ezzel ellentétben csak UVC sugárzás ese-

tében emelkedett több mint kétszeresére (P<0,05; 5. ábra). A Dmp53 null mutáns lárvákban 

ezen pro-apoptótikus gének kifejeződése egyik DNS károsító kezelés hatására sem változott 

(5. ábra). A hid, reaper és Ark gének DNS károsodásra bekövetkező expressziós változása 

tehát a Dmp53 jelenlététől függ. A hid mindkét genotoxikus ágens hatására bekövetkező akti-

vációja a hid általános szerepét sejteti a DNS károsodások által kiváltott sejtválaszokban. Az 

Ark és reaper esetében az expresszió megváltozása függ az örökítő anyagban bekövetkezett 

károsodás jellegétől. 
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Kontroll − w1118 − és Dmp53 null mutáns harmadik stádiumú lárvákat kezeltem UVC és ioni-

záló sugárzással, majd a hid, Ark és reaper gének expresszióját vizsgáltam QPCR-ral három 

független kísérletben. Az ábrán az egyes kategóriák kezeletlen kontrolljához viszonyított 

relatív expressziók átlaga és szórása szerepel.

5. ábra: A hid, Ark és reaper  pro-apoptótikus gének UVC és ionizáló sugárzás hatására 

eltérően aktiválódnak. 

 

4.3. UVC sugárzás hatására számos gén expressziója Dmp53-tól függően indukálódik  

 

 Az UVC sugárzás hatására bekövetkező Dmp53-függő sejtválaszok további részlete-

sebb tanulmányozásához új, Dmp53 által aktiválódó gének azonosítására alkalmas vizsgálatot 

végeztem. Olyan eljárást kerestem a kísérlet tervezésekor, amely minél több Dmp53-függő 

gén megtalálását teszi lehetővé. A DNS microarray jól használható specifikus génexpressziós 

változások megfigyeléséhez és genom szintű tanulmányozásához. A tervezett kísérletben ke-

zeletlen és UVC kezelt w1118 − kontroll −, illetve Dmp53 mutáns állatok transzkripciós profil-

ját hasonlítottam össze DNS chipen. Olyan géneket kerestem, amelyek kifejeződése UVC 

kezelés hatására csak a kontroll csoportban módosult, így expressziós változásuk a Dmp53 

jelenlétéhez kapcsolható. A vizsgálatokhoz a Drosophila Genomics Resource Center 1 

(DGRC-1) DNS microarrayt használtam, amely a Drosophila melanogaster annotált génjei-
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nek 80%-át tartalmazza. A DNS károsodások kiváltásához nagy dózist és viszonylag rövid 

inkubációs időt választottam annak érdekében, hogy lehetőleg a Dmp53 általi génaktiváció 

elsődleges célgénjeit tudjam azonosítani. Az UVC besugárzáshoz a Drosophila fél letális dó-

zisának kétszeresét alkalmaztam (300 J/m2), majd a kezelést követően négy órával történt az 

össz RNS izolálás, cDNS szintézis jelölés és hibridizáció. A hibridizáció és leolvasás során 

történt technikai nehézségek miatt a 15552 hibridizációs pontnak csupán a négyötödéről jutot-

tam információhoz. Ezért a teljes genomra kiterjedő statisztikai értékeléstől és további elem-

zésektől az adatok feldolgozása során eltekintettem. Két párhuzamos microarrayről a kontroll, 

két másikról pedig a Dmp53 mutánsokban bekövetkező transzkripciós változásokat detektál-

tam, amelyeket a kezelt és kezeletlen minták hányadosaként, mint relatív expressziókat hatá-

roztam meg. Az overexpressziós küszöböt 1,8-szoros, a repressziós küszöböt pedig 2-szeres 

relatív expressziós változásban határoztam meg, azonban még így is viszonylag kevés gén 

felelt meg ezeknek a kritériumoknak. A kontroll csoport és Dmp53 adathalmazainak összeha-

sonlításával összesen 71 olyan gént találtam, amely expressziós változása a Dmp53 jelenlété-

től függ. Ezek közül 55 transzkripciója megemelkedett, 16 gén kifejeződése pedig csökkent 

(Függelék, 2. táblázat). Funkciójukat a Flybase „Gene Ontology” (48) adatbázisa alapján ha-

tároztam meg. 

 

  Relatív expresziós növekedés  
Név Funkció Microarray QPCR 
tou kromatin remodelling 1,82 2,86 ± 1,22 
rho szerin típusú endopeptidáz 2,01 5,54 ± 1,64 

PP2A-B'  2A típusú protein foszfatáz regulátor 1,87   1,27 ± 0,30 
ftz-f1 transzkripciós faktor 2,05 10,37 ± 3,08 
ebi EGFR szignalizáció, DNS kötés 1,81 12,14 ± 4,31 

ballchen hiszton treonin kináz 2,62 4,53 ± 0,94 
Grip75 mikrotubulus kötés 2,98 3,17 ± 1,93 
l(1)dd4 mikrotubulus kötés 1,99 4,61 ± 1,03 
CG8319 transzkripciós faktor 2,29 4,6 ± 1,53 
CG5620 transzkripciós faktor 2,15 3,28 ± 1,09 
CG11982 RING finger ubiquitin ligáz 4,51 2,9 ± 0,28 

 

 

  

 

 
A táblázatban az egyes gének indukciójának a kezeletlen kontrollhoz viszonyított relatív 

expressziós növekedése szerepel. 

2. táblázat: Lehetséges Dmp53 célgének transzkripciós aktivációja UVC kezelés hatásá-

ra DNS microarray és QPCR kísérletekben. 
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A Dmp53-tól független, DNS károsodásra kialakuló sejtválaszok létét bizonyítja az a tény, 

hogy találtam olyan expressziós változásokat is, amelyek csak a Dmp53 mutánsokban, vagy 

mindkét kategóriában megjelentek. 

Az eredmények megerősítését egy független kísérleti rendszerrel, QPCR-ral végeztem. 

Ehhez a vizsgálathoz azokat a géneket választottam, amelyek a DNS károsodások után kiala-

kuló Dmp53 által irányított sejt válaszokkal − mint apoptózis, DNS javítás − kapcsolatban 

lehetnek (2. táblázat). A mérések kivitelezéhez kontroll − w1118 − és Dmp53 null mutáns har-

madik stádiumú lárvákat kezeltem 300 J/m2 UVC sugárzással. A vizsgálatokat három-három 

független kezelésből származó mintán végezetem el. A besugárzást követően 4 órával össz 

RNS izolálást és reverz transzkripciót követően a kiválasztott gének kifejeződését meghatá-

roztam és az egyes kategóriák kezeletlen kontrolljában mért alap kifejeződési szintekhez vi-

szonyítottam. Az egyes gének esetében a következő génexpresziós változásokat tapasztaltam: 

A toutatis (tou) expressziója UVC hatására a Dmp53-tól függően mintegy háromszo-

rosára növekedett (P<0,01; 2. táblázat, 6/A. ábra). A tou gén terméke a kromatin 

„remodelling” fehérjékre jellemző doméneket tartalmaz (130) és kimutatták, hogy a szteroid 

által kiváltott programozott sejthalál folyamán transzkripciója megnövekedik (78).  

A rhomboid-1 (rho-1) fehérjét kódoló rho gén kifejeződése Dmp53 jelenlétéhez köthe-

tően több, mint ötszörösére emelkedett UVC kezelést követően (P<0,05; 2. táblázat, 6/B. áb-

ra). A rho-1 szerin típusú endopeptidáz egy EGFR ligandjának proteolízisével és az 

extracelluláris térbe való kijutásának segítésével az EGFR szignál transzdukciós útvonal be-

indulását segíti (12). Az aktivált EGFR szignálok a Ras-on keresztül a sejt sorsát és az 

apoptózis lefolyását határozzák meg.  

A PP2A-B’ expressziója a microarray kísérletben növekedést mutatott, a QPCR kísér-

let ezt nem erősítette meg (2. táblázat, 6/C. ábra). A PP2A-B’ gén terméke, a protein foszfatáz 

A (PP2A) B’ regulációs alegysége (129). Az általa szabályozott PP2A-t RNS interferenciás 

kísérletekben az apoptózis szignalizációs útvonalának az Ark, Dmp53, reaper és hid génektől 

upstream elhelyezkedő tagjaként határozták meg (85).  

A fushi tarazu factor 1 (ftz-f1) gén expressziója a UVC által okozott DNS károsodások 

hatására Dmp53 jelenlétében több mint tízszeresére növekedett (P<0,05; 2. táblázat, 6/D. áb-

ra). A Ras által pozitívan szabályozott Ftz-f1 transzkripciós faktornak szerepe van a fejlődés 

során bekövetkező programozott sejthalál lefolyásában és szükséges a kaszpáz-3 génjének 

expressziójához (9, 26, 91).  

Az ebi kifejeződése w1118 kontroll lárvákban 12-szeresére növekedett, míg Dmp53 mu-      
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Az ábrán a feltételezett Dmp53 célgénként azonosított gének három független kísérletben 

meghatározott mRNS szintjei (átlag és szórás) szerepelnek. A gének expresszióját kontroll 

(w) és Dmp53 (p53-) null mutáns lárvák UVC és röntgen (Rtg) kezelését követően határoz-

tam meg QPCR-ral. Az ábrán az egyes géneknek megfelelő mRNS szintek minden kategóri-

ában a kezeletlen kontroll mintákhoz viszonyított relatív expresszióként szerepelnek.  

6. ábra: A Dmp53 különböző jellegű DNS károsodások hatására eltérő géncsoportok 

transzkripcióját módosítja. 
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tánsokban nem változott UVC kezelést követően (P<0,05; 1.táblázat, 6/E. ábra). Az ebi gén 

által kódolt F-box és WD-ismétlődéseket tartalmazó Ebi fehérje emlős ortológja egy, a p53 

által DNS károsodás hatására aktiválódó, a ß-katenin lebomlásához vezető, újonnan leírt    

útvonal tagja (94). Az útvonalat felépítő fehérjék evolúciósan konzerváltak, Drosophilában 

ortológjaik kölcsönhatása ismert. A Drosophila Ebi a Ttk88 transzkripciós faktor degradáció-

ját segíti elő, ami az EGFR útvonal beindulását eredményezi (39).  

A „nucleosomal histone kinase-1” (NHK-1) fehérjét kódoló ballchen (ball) gén 

Dmp53-függő, több mint négyszeres aktivációját mutattam ki QPCR kísérletekben (P<0,05, 2. 

táblázat, 6/F. ábra). Az NHK-1 hiszton kináz a sejtciklus során a citoplazma és a sejtmag közt 

ingázik, és a H2A hiszton foszforilációjával a sejtciklus előrehaladását befolyásolja (6).  

A Grip75 és  lethal (1) disc degenerate 4/Grip91 (l(1)dd4) gének esetében UVC keze-

lés hatására a Dmp53 jelenlététől függő szignifikáns expresszió növekedését tapasztaltam 

(P<0,05; 1.táblázat, 6/G. és H. ábra). A Grip75 és l(1)dd4 géntermékei − a Grip75 és Grip91 

fehérjék − olyan mikrotubulusokhoz kötődő proteinek, amelyek a mikrotubulusok 

centroszómától történő nukleációjában vesznek részt (15, 56).  

Két potenciális cink ujj transzkripciós faktort kódoló predikált gén − CG8319 és 

CG5620 − expressziója is ötszörös, illetve háromszoros növekedést mutatott w1118 lárvákban 

(P<0,05; 2. táblázat, 6/I. és J. ábra).  

Az emlős p53 két, RING finger ubiquitin ligáz − mdm2 és Pirh2 − expresszióját szabá-

lyozza, amelyek normális ütemben osztódó sejtekben a p53 alacsony szintjének fenntartásá-

ban játszanak szerepet (29, 81). A CG11982 − egy potenciális RING finger ubiquitin ligázt 

kódoló gén − Dmp53 jelenlététől függően enyhén aktiválódott (P<0,05; 2. táblázat, 6/K. ábra).  

Összefoglalva tehát a microarray kísérletben expresszió növekedést mutató gének kö-

zül 10 esetében a Dmp53-függő génkifejeződést független módszerrel, független biológiai 

mintákat használva megerősítettem. Ezeket a géneket a továbbiakban Dmp53 által szabályo-

zott „lehetséges transzkripciós célgéneknek” tekintettem. 

 

 

4.4. A Dmp53 különböző jellegű DNS károsodások hatására eltérő géncsoportok transz-

kripcióját módosítja 

 

A Dmp53 különböző tulajdonságú DNS károsodások esetében eltérő hatást gyakorolt 

a hid, Ark és reaper pro-apoptótikus gének transzkripciójára. A DNS microarray kísérletben 
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azonosított lehetséges Dmp53 célgének esetében is megvizsgáltam, hogy különböző típusú 

DNS károsodások milyen hatással vannak kifejeződésükre. A microarray kísérleti eredménye-

inek megerősítésére során vizsgált gének expressziós változását tanulmányoztam tehát rönt-

gen kezelést követően is. Dmp53 mutáns és w1118 hármas stádiumú lárvákat 40 Gy ionizáló 

sugárzásnak tettem ki, majd 4 órával később azokból RNS-t izolálva QPCR-ral 

génexpressziós vizsgálatokat végeztem. A génkifejeződési változásokat minden esetben a 

belső kontrollal való normalizálás után, az adott kategória kezeletlen kontrolljához viszonyí-

tottam. A PP2A-B’ expressziója az UVC kezelésnél tapasztaltakhoz hasonlóan nem változott 

(6/C. ábra, zöld oszlopokkal jelölve). Lehetséges, hogy a PP2A-B’ a PP2A foszfatáz szabá-

lyozásán keresztül a Dmp53 destabilizálódását segíti elő, amely a Dmp53 DNS károsodásokat 

követő aktiválódását akadályozhatja. Ez magyarázhatja, hogy a PP2A-B’ expresziója nem 

változott sem UVC sem röntgen sugárzást követően. Az Ark-hoz hasonlóan a tou, ftz-f1, ebi, 

CG5620 és CG11982 gének ionizáló sugárzás okozta DNS károsodások hatására nem induká-

lódtak sem w1118, sem Dmp53 mutáns lárvákban (P<0,05; 6/A., D., E., J. és K. ábra, bordó 

oszlopokkal jelölve). Ezek a gének tehát valószínűleg specifikusan, az UVC sugárzás által 

kiváltott Dmp53 által irányított sejtválaszokban játszanak szerepet. A rho, ballchen, Grip75, 

l(1)dd4 és CG8319 − csakúgy, mint a hid − általánosan a DNS károsodás hatására, de annak 

jellegétől függetlenül beinduló mechanizmusok szereplői lehetnek. Ezen fehérjéket kódoló 

gének mRNS szintje ugyanis mind UVC, mind ionizáló sugárzást követően a Dmp53 jelenlét-

éhez köthetően szignifikánsan megemelkedett (P<0,05; 6/B., F., G., H. és I. ábra, narancssár-

ga oszlopokkal jelölve). Az adatok szerint az újonnan azonosított, lehetséges Dmp53 célgének 

esetében is a hid, Ark és reaper, pro-apoptótikus géneknél tapasztalthoz hasonlóan, a külön-

böző genotoxikus ágensektől függően eltérő génaktiváció valósul meg. Ez arra utal tehát, 

hogy a Dmp53 fehérjének vannak általános és speciális, csak bizonyos károsodások esetén 

aktivált célgénjei.       

 

 

4.5. A Dmp53 jelenlétében indukálódó gének nem tartalmaznak p53 konszenzus kötőhe-

lyeket 

 

 A Drosophila p53 képes az emlős p53 kötőhelyéhez kapcsolódni in vitro, és in vivo 

riporter rendszerben az ahhoz közeli promóterről a transzkripciót aktiválni (68, 110). A 

reaper pro-apoptótikus gén cisz-regulátor régiójában egy emlős p53 konszenzus kötőhelyre 

hasonlító − 5’-tGACATGTTT GAACAAGTCg-3’ −elemet találtak (27), azonban a Drosophi- 
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gén kötőhelya pozíciób DNS szála szekvenciac

tou 5' fél -3566 + tgagggcaatgaaCATGccca 
 3' fél -3584 - tggacaccttgggCATGttca 

rho 3' fél  -262 + aaggtcaccacggCATGttgc 
 5' fél  -870 + agttgctgcactaCATGccca 
 teljes -900 - tgaCGTGcctggtcatgggca 
 3' fél  -902 + gcccatgaccaggCACGtcat 
 5' fél  -1192 - gtgccagtgggtcCATGtccg 
 teljes -2932 - gagCATTccctggcttcttgg 
 3' fél  -3862 + atggttcccaggaCATGtcga 
 3' fél  -3880 - atgccagtgtcgaCATGtcct 

ftz-f1 3' fél  -1054 + gtgaaaagctgaaCATGttca 
 3' fél  -1072 - tcgacgaactgaaCATGttca 

ebi 3' fél  -3500 - cttcaaacaacgaCAAGttaa 
PP2A-B' teljes -3702 - tcaCATAgccgggcaagtggg 

  teljes -3704 + ccaCTTGcccggctatgtgag 
CG5620 3' fél  -1800 + gcagttcccacgaCAAGttcc 

 5' fél  -3638 - gctaagtggttatCATGcccc 
 5' fél  -5552 + ccacaccacagcaCATGtcct 
 5' fél  -7112 + tcaatgctctggaCTTGcctc 
 3' fél  -7130 - gcaaattgcgaggCAAGtcca 

ballchen 5' fél  -616 - aggctgccacgacCATGcccc 
 3' fél  -3420 + aaggcgaagctgaCAAGttgc 
 teljes -5418 - tcaCACGcctgcgcaggtgca 
 teljes -5420 + gcaCCTGcgcaggcgtgtgaa 

CG8319 5' fél  -3308 - ctggatctccactCATGtccc 
 3' fél  -5312 + ataatgtgcttgaCATGtttg 
 3' fél  -5330 - attaattcacaaaCATGtcaa 

Grip75 teljes -1778 + gcaTATGtacggccaagacaa 
l(1)dd4 teljes -4052 + gcaAATGgtagggcattttaa 

 5' fél  -6384 - gaatgcgtttaacCATGccct 
 3' fél  -7256 + actggggcaaaagCATGtctc 

CG11982 teljes -5266 + cgaTATGgccggggacttctt 
  5' fél  -7364 - caatcgcctggtcCATGtcca 

 

  

 

 

 

 

 

 

A táblázatban a Genomatix MatInspector software-rel végzett p53 kötőhely keresés eredmé-

nye látható. Jelmagyarázat: a a MatInspector annotációja (5’ illetve 3’ fél: a kötőhely 5’ vagy 

3’ fele); b bázispár upstream a transzkripciós iniciációs helytől;  c a MatInspector által kiadott 

eredmény, a nagybetűk a core szekvenciát jelölik, a vastagított szekvenciák az emlős kon-

szenzushoz való 60%-nál nagyobb pozícióbeli hasonlóságot jelzik. 

3. táblázat: Lehetséges Dmp53 célgének szabályozó régióinak számítógépes analízise.  
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la p53 konszenzus kötőhely még nem ismert. Az általam azonosított UVC hatására indukáló-

dó gének Dmp53 általi transzkripciós szabályozása a Dmp53-t kötő szekvenciákon keresztül 

is megvalósulhat. E feltevés vizsgálatához a 11 fent említett lehetséges Dmp53 célgén transz-

kripciós startpontjától upstream elhelyezkedő kb. 4000-7000 bázispárnyi genomi szekvenciát 

a Genomatix MatInspector software-rel vizsgáltam. Az analízist Drosophila és emlős transz-

kripciós kötőhely adatbázisokon végeztem el. A keresési beállítások alapján az összes vizsgált 

promóter tartalmazott „fél- és teljes” p53 kötőhelyeket, habár az irodalomban leírt 

5’PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy3’ emlős p53 konszenzustól ezek egy kissé eltértek (3. táblá-

zat). A szekvenciákban nem találtam az annotációk közt szimmetrikus, az emlős konszenzusra 

jellemző kötőhelyet. Nem valószínű, hogy ezek a gének a Dmp53 indirekt targetjei és esetleg 

egy másik, p53 által korán aktivált transzkripciós faktor indukálta kifejeződésüket, mivel ak-

tivációjukat röviddel az UVC kezelés után már ki tudtam mutatni. A Dmp53 esetleg nem kon-

szenzus kötőhelyen keresztül szabályozta expressziójukat. Az emlős p53-ról már bebizonyo-

sodott, hogy represszív hatását nem konszenzus kötőhelyén keresztül fejti ki (88). 

 

 

4.6. A Dmp53 és CG11985 fehérjék kölcsönhatásának vizsgálata élesztő két-hibrid mód-

szerrel 

 

 Az emlős MDM2, Cop1 és Pirh2 ubiquitin ligázok a p53 fehérje szintjét 

autoregulációs, visszacsatolásos rendszereken keresztül szabályozzák normális ütemben osz-

tódó sejtekben. Drosophilában nem ismertek hasonló, a Dmp53 szintjét befolyásoló fehérjék. 

A CG11982 ubiquitin ligázt kódoló gént, mint UVC hatására Dmp53-tól függően aktiválódó 

gént azonosítottam a fentebb ismertetett DNS microarray kísérletben. Különösen érdekesnek 

találtam megvizsgálni, hogy a CG11982 gén terméke rendelkezik-e a humán p53 szintjét sza-

bályozó ubiquitin ligázokhoz hasonló funkcióval. Feltételeztem, hogy a CG11982 kölcsönha-

tásba lép a Dmp53-mal, ami elengedhetetlen lépése egy protein ubiquitinnel történő módosí-

tásának. A Dmp53 és CG11982 fehérjék közti lehetséges interakciót élesztő két-hibrid rend-

szerrel terveztem megvizsgálni. A CG11982-t egyaránt beépítettem a pBTM116 − LexA 

DNS-kötő −, illetve a pGAD424 − Gal4 transzaktivációs domént tartalmazó − plazmidokba. 

Az interakciós kísérleteket megelőző vizsgálatok során azonban kiderült, hogy a CG11982 − 

függetlenül attól, hogy a DNS kötő, vagy a transzaktivációs doménhez kapcsolva fejeződik ki 

− önmagában képes aktiválni az élesztő két-hibrid rendszerben felhasznált hisztidin és β-
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galaktozidáz riporter géneket. Az élesztő két-hibrid módszer tehát nem volt alkalmas a 

Dmp53 és CG11982 fehérjék közti kölcsönhatás kimutatására. A két fehérje kapcsolatának 

tisztázására tehát további, más módszert alkalmazó vizsgálatok szükségesek. 

 

 

4.7. A Daxx Drosophila homológja, a DLP, a Dmp53 működését szuppresszálja és részt 

vesz az Ark alap expressziójának szabályozásában 

 

A humán halál doménnel asszociált 6-os faktor (death domain associated factor 6, 

Daxx) egyike azoknak a fehérjének, amelyek a p53 működését módosítják. A p53-ra gyako-

rolt hatásáról közölt adatok azonban ellentmondók. Élesztő két-hibrid szűrés során a humán 

Daxx fehérje Drosophila homológját, a „Daxx like proteint” (DLP) a Dmp53-mal kölcsönható 

partnerként azonosítottuk, és a két fehérje közti interakciót GST pull-down kísérletben is 

megerősítettük. A kölcsönhatás a DLP karboxi terminálisa és a Dmp53 karboxi terminális 

oligomerizációs és bázikus regulációs doménjét is tartalmazó régiója között jön létre (23). A 

kölcsönhatás kimutatása, és a humán homológokról közölt adatok felvetik a kérdést, hogy a 

DLP befolyásolja-e a Dmp53 sejtválaszok kiváltásában betöltött szerepét. A Dmp53 null mu- 
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7. ábra: A DLP  mutánsok a röntgen érzékenységének meghatározása.  

Kontroll − w1118 −, Dmp53 null -, DLPU26, DLPU32, DLPU42 mutáns, 20 Gy ionizáló sugárzás-

sal kezelt harmadik stádiumú lárvákból kikelő egyedek száma. Az egyes kategóriák túlélésé-

nek átlagát és szórását a besugarazott állatok százalékaként tüntettem fel (n=6).  
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táns Drosophilák röntgen kezelés hatására a vad típusnál érzékenyebb dózisfüggő letalitást és 

genom instabilitást mutattak (79), ami a Dmp53 által irányított sejtszintű folyamatok aktivá-

ciójának elmaradására vezethető vissza. Feltételeztem, hogy a DLP mutáns állatok nagyfokú 

DNS károsodások esetén a Dmp53 mutánsokéhoz hasonló érzékenységet mutatnak. A DLP 

mutánsok röntgen érzékenységének meghatározásához kontroll − w1118 −, Dmp53, és DLP 

mutáns, harmadik stádiumú lárvákat 20 Gy ionizáló sugárzással kezeltem, majd a kikelt álla-

tok számát meghatároztam hat független kísérletben. Az irodalmi adatokkal megegyezően a 

kezelt Dmp53 mutánsok túlélési képessége erősen csökkent (P<0,001; 7. ábra), azonban a 

DLP mutánsok esetében hasonló érzékenységet nem tapasztaltam (7. ábra). Ez arra utal, hogy 

a DLP-nek nincs kulcsfontosságú szerepe a nagy dózisú ionizáló sugárzás hatására létrejövő 

Dmp53-függő sejtválaszok aktivációjában. 

A Dmp53 és DLP fehérjék közti kölcsönhatást genetikai interakciós kísérletekben 

vizsgáltam. A Dmp53 szemben történő ektópikus túltermelése a megnövekedett apoptózis 

eredményeként durva szem fenotípust és csökkent szemméretet eredményez (79, 110). A 

Dmp53 eyeless-Gal4 driverrel való túltermelésekor, a DLPU26 homozigóta  nőstényekben és 

hímekben egyaránt a szemméret fokozatos csökkenését tapasztaltam a heterozigóta, kontroll 

állatokhoz képest. Ez megnövekedett mértékű apoptózisra utal (P<0,001; 8. ábra). A DLP hiá- 
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Dmp53-at túltermelő (P[UASDmp53]-t P[ey-Gal4])  DLPU26 hetero- (PE/U26) és homozigó-

ta (U26/U26) ecetmuslicák átlagos szemmérete. Az ábrán három független keresztezésből 

származó átlagos szemméretek és azok szórása szerepel (20 állat/keresztezés). Az oszlop 

diagramm felső részén az egyes genotípusú állatok szemeit reperezentáló fotókat és azok 

hosszanti tengelye mentén mérhető szemméretét tüntettem fel. 

8. ábra: A DLP és Dmp53 közötti genetikai interakció a DLP gátló hatására utal.  
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nyában megerősödő fenotípus arra enged következtetni, hogy a DLP a Dmp53 hatását gátolja. 

ezért m

A humán Daxx a transzkripció szabályozásban is részt vesz (42, 84, 122). Érdekes volt 

egvizsgálni, hogy a DLP milyen hatással van a reaper és Ark gének kifejeződésére. A 

DLP reaper és Ark alap expressziójára gyakorolt hatásának vizsgálatához QPCR-ral összeha-

sonlítottam a két pro-apoptótikus gén mRNS szintjét w1118, Dmp53 null-, DLPU26, DLPU32 és 

DLPU42 mutánsokban (9. ábra). A mutánsok mRNS szintjeit a kezeletlen w1118 törzsben mért-

hez viszonyítottam és relatív expresszióként határoztam meg. A reaper kifejeződésében nem 

tapasztaltam különbségeket. Az Ark mRNS szintje azonban mind a Dmp53, mind a DLP mu-

tánsokban szignifikánsan alacsonyabb volt, mint a w1118 törzsben (P=0,003; 9. ábra), ami arra 

utal, hogy a Dmp53 és a DLP részt vesznek az Ark alap expressziójának fenntartásában. A 

DLP hiány Dmp53 általi transzkripcióra gyakorolt hatásának vizsgálatához röntgen kezelést 

követően a reaper és Ark gének mRNS szintjét meghatároztam. Dmp53 null mutáns, DLPU26, 

DLPU32, DLPU42 és w1118 harmadik stádiumú lárvákat 40 Gy röntgen sugárzással kezeltem, 

majd 4 óra inkubációs időt követően QPCR-ral expressziós méréseket végeztem. Az mRNS  
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9. ábra: A DLP nem szükséges a Dmp53 által szabályzott gének nagy dózisú ionizáló 

DLP-, Dmp53 mutáns és w1118 ő kezelését követően, 

sugárzás okozta aktiválásához. 

 lárvák 40 Gy röntgen sugárzással történ

a reaper és Ark gének mRNS szintjét QPCR-rel meghatároztam három független kísérletben. 

Az mRNS szintek átlagát és szórását a kezeletlen w1118 kategóriához viszonyított relatív 

expresszióként ábrázoltam. 
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szinteket az egyes kategóriákban mindig a kezeletlen kontrollokhoz viszonyítva, relatív 

expresszióként fejeztem ki. A reaper mRNS szintje a kontroll, w1118 lárvákban megnőtt 

(P<0,05 és P<0,01), azonban Dmp53 mutánsokban nem változott (9. ábra), összhangban az 

előzőekben ismertetett eredményekkel (5. ábra). A DLP mutánsokban a reaper szintje a kont-

rollhoz hasonlóan megemelkedett, ami azt jelzi, hogy a DLP nem szükséges a reaper lókusz 

Dmp53 általi aktivációjához (9. ábra). Az Ark transzkripciója nem változott szignifikánsan 

egyik kategóriában sem, ami a w1118 és Dmp53 mutánsokban az előzetes kísérleteknél tapasz-

taltakkal megegyezik (5. ábra). 

A DLP Ark alap expressziójára gyakorolt hatását négy, DLP-t túltermelő törzs felnőtt 

nőstényeiben tanulmányoztam tovább. Három törzsben a DLP ektópikus túltermelését a génbe 

inszertálódott EP elemek hősokk driverrel történő meghajtásával biztosítottam. Az EP-elem a 

három inszerciós törzs közül egyben a DLP génnel azonos (EP(2)2108), kettőben pedig azzal 

ellentétes irányba mutatott (EP(2)2193 és EP(2)2180). A negyedik törzsben − amely a DLP 

humán Daxx-szal homológ régióját kódoló cDNS-ét transzgénként hordozta − a DLP karboxi 

terminális részét termeltettem hősokk driver segítségével. Kontrollként hősokkolt P[Hs-Gal4] 

transzgenikus nőstényeket használtam. Az Ark és DLP gének mRNS szintjét mindig a kontroll  
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A DLP és Ark gének expresszióját hősokkot követően QPCR-ral határoztam meg három füg-

getlen kísérletben. Az mRNS szintek átlagát és szórását minden kategóriában a hősokkolt, 

vad típusú kontrollhoz viszonyított relatív expresszióként tüntettem fel.  

10. ábra: A DLP szerepet játszik az Ark alap expressziójának fenntartásában.  
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törzsben mért eredményekhez hasonlítva adtam meg relatív génexpresszióként. A 

transzgenikus és a DLP leolvasási irányába mutató EP(2)2108 elemet hordózó állatokban a 

DLP mRNS szintje megemelkedett, míg a másik két EP inszerciós törzsben a kontroll törzs-

höz hasonló génkifejeződést mértem (P<0,05 és P<0,01; 10. ábra). Az Ark kifejeződése a 

DLP expressziójának mértékével párhuzamos emelkedést mutatott (P<0,05; 10. ábra). Ezek 

az eredmények azt mutatják, hogy a Dmp53 és DLP szelektíven játszanak szerepet egyes pro-

apoptótikus gének alap expressziójának fenntartásában. 

 

 

4.8. A dADA2a Drosophila transzkripciós adapter szerepet játszik a Dmp53 működésé-

ben 

 

 Az „alteration/deficiency in activation 2” (ADA2), transzkripciós adapter tartalmú 

komplexek élesztőben és emberben szekvencia specifikus transzkripciós faktorokon keresztül 

vesznek részt génspecifikus transzkripció aktivációban (13, 17, 20, 90, 123, 135). A humán 

p53 transzaktivációs funkcióinak betöltésében és az általa kiváltott apoptózisban szükséges az 

ADA2/ADA3/GCN5 (general control of amino-acid synthesis 5) tartalmú adapter komplex 

közreműködése (135). A Dmp53 és Drosophila ADA fehérjék kapcsolatáról már vannak iro-

dalmi adatok. A Dmp53 és dADA2b kölcsönhatását in vitro pull-down kísérletekben igazol-

ták, azonban a dADA2a-val nem detektáltak interakciót (75). A dADA2b tartalmú komlpexek 

és a Dmp53 kapcsolatára utal továbbá, hogy ionizáló sugárzással kezelt dAda2b mutáns lár-

vák imágó korongjaiban az apoptótikus sejtek száma kevesebb, mint a vad típusú lárvákéban 

(112). A dADA2a a Drosophila ADA2a-t tartalmazó − ADA two A Containing (ATAC) − 

hiszton acetil transzferáz komplex tagja a dGCN5 és dADA3 fehérjékel együtt (55). A 

Dmp53 és dADA2a kapcsolatát a reaper röntgen sugárzást követő aktivációján keresztül 

vizsgáltam. Kontroll − w1118 −, Dmp53 és dAda2a mutáns, harmadik stádiumú lárvákat 40 Gy 

röntgen sugárzással kezeltem, majd 4 órával később QPCR mérést végeztem. A reaper kifeje-

ződését mindegyik kategóriában a kezeletlen kontrollokhoz viszonyítottan relatív 

expresszióként fejeztem ki. ADA2a hiányában, a Dmp53 null mutánsokhoz hasonlóan a 

reaper nem indukálódott (P<0,001; 11. ábra), ami feltételezi, hogy a Dmp53 és a dADA2a-t 

tartalmazó ATAC egyaránt részt vesznek a reaper kifejeződésének szabályozásában. 
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A reaper Dmp53 általi aktivációja Drosophilában az ionizáló sugárzás hatására bekö-

vetkező apoptózis megindulásához szükséges (2). Ezért feltételezhető, hogy a reaper aktivá-

ciójának hiánya dAda2a mutánsokban a programozott sejthalál lefolyására is hatással van. 

Akridin orange festékkel az apoptótikus sejtek könnyen kimutathatók. Kontroll − w1118 − és 

dAda2a mutáns harmadik stádiumú lárvákat 40 Gy röntgen sugárzással kezeltem, majd imágó 

korongjaikat akridin orange festékkel megfestettem (12/A. ábra). Az imágó korongokban fes-

tődést mutató, apoptótikus sejtek száma dAda2a mutáns lárvákban szignifikánsan kevesebb 

volt, mint a w1118 állatokéban (P<0,01; 12/B. ábra). A dADA2a fehérje hiányában tehát a 

Dmp53-függő apoptózis nem megy végbe nagy dózisú ionizáló sugárzást követően. Tehát a 

reaper transzkripciójának szabályozását és a programozott sejthalál indukcióját a Dmp53 vél-

hetően az dADA2a tartalmú ATAC komplexszel együttműködve végzi.    

 

 

 

11. ábra: A dADA2a közreműködik a reaper Dmp53 általi aktivációjában. 

A reaper ionizáló sugárzást követő aktivációját w1118, Dmp53- és Ada2a mutáns lárvákon 

vizsgáltam három független kísérletben. Expressziós szintjének átlagát és szórását minden 

kategóriában a kezeletlen kontroll mintákhoz viszonyított relatív expresszióként fejeztem ki.  
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Vad típusú és dAda2a mutáns lárvák imágó korongjait akridin orange-zsal megfestettem az 

állatok 40 Gy ionizáló sugárzással való kezelését követően. Az A. panelen egy-egy kezeletlen 

és kezelt állatból származó szárny diszkusz reprezentatív képe látható. A B. ábrán az 

apoptótikus sejtek diszkuszonkénti számának átlagát és szórását ábrázoltam. Az ábra három 

független kísérletben, 15-15 imágó korong adatait összegzi. 

12. ábra: A nagy dózisú ionizáló sugárzás okozta apoptózis a dAda2a mutáns imágó ko-

rongokban csökkent mértékű. 
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5. Az eredmények megvitatása

 

 

 

 Miután a p53 gén mutációját a humán daganatos elváltozások több mint 50 százalé-

kában kimutatták, tanulmányozása a rákkutatás egyik központi témájává vált (83). A p53 fe-

hérje a sejteket érő stressz − mint hipoxia, aktivált onkogének, ionizáló- és UV sugárzás − 

hatására stabilizálódik és transzkripciós faktorként célgénjeinek kifejeződését aktiválja, vagy 

represszálja. Ezen gének kifejeződésének szabályozásán keresztül olyan sejtválaszokat indít 

be, amelyek apoptózist, a sejtciklus leállítását és DNS javító folyamatok aktiválását eredmé-

nyezik. Így a p53 mint a sejt központi „őre” meghatározhatja a sejt végső sorsát. A p53 finom 

működésének megértése, az általa szabályozott célgének azonosítása végső soron a daganat-

képződés részleteinek feltárását, esetleges rák ellenes terápiák kidolgozását szolgálják.  

A Dmp53 biokémiai tulajdonságait tekintve emlős homológjára nagyon hasonlít. 

Transzkripciós faktorként célgénjeinek kifejeződését befolyásolva apoptózist és DNS javító 

folyamatokat indukál. A Drosophila melanogaster, mint modell, sok evolúciósan konzervált 

sejtszintű folyamat tanulmányozására alkalmas. Az így nyert eredményeket az emlős rendsze-

rekre finomításokkal alkalmazni lehet, tekintve, hogy az ecetmuslica azonosított fehérjéinek 

fele szekvencia hasonlóságot mutat az emlős proteinekkel (19). Így a Dmp53 működésének 

tanulmányozása olyan információkkal szolgálhat, amelyek az emlős p53 funkcióinak köze-

lebbi megismerését teszik lehetővé.   

A humán p53-hoz hasonlóan a Dmp53-nak is központi szerepe van az ionizáló sugár-

zás okozta DNS törések kijavításának indukálásában, vagy túl nagy károsodás esetén az 

apoptózis beindításával a sérült sejt eliminálásában. A Dmp53 deficiens ecetmuslicák fokozot-

tan érzékenyek az ionizáló sugárzásra és genomi instabilitást mutatnak (79, 125). A Dmp53 

mutáns állatok UVC sugárzás esetén hasonlóan fokozott érzékenységet mutattak, fél letális 

dózisuk a vad típusú Drosophilákhoz képest az ötödére csökkent. Ez a megfigyelés arra enged 

következtetni, hogy a Dmp53-nak fontos szerepe van az UVC sugárzás következtében kiala-

kuló DNS károsodások feldolgozásában és a sejtek túlélésében. Emlős sejtes rendszerekben 

kimutatták, hogy a p53 kisebb mennyiségben inkább sejtciklus leállítást és DNS javító folya-

matokat indukál az apopotózissal szemben, így megvédve a sejteket az eliminációtól (96). 

Azonban ha a DNS sérülések nem javíthatók, a p53 szintje átmenetileg megnövekszik és be-

indítja a programozot sejthalált. Feltételezhető, hogy a Dmp53 esetében is a DNS javító fo-

lyamatok beindítása az elsődleges a sejtek apoptózissal való eliminálásával szemben. A 
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Dmp53 hiányában azonban a DNS hibáit kijavító folyamatok nem képesek indukálódni, ami 

az örökítő anyagban bekövezett sérülések felszaporodásához vezet. A Dmp53 mutáns állatok 

csökkent életképessége tehát feltételezhetően a DNS javító folyamatok elmaradásának kö-

szönhető.  

 UVC kezelt w1118 és Dmp53 mutáns ecetmuslicák expressziós profiljának DNS 

microarray kísérletben történő elemzésével és összehasonlításával lehetséges Dmp53 célgé-

neket azonosítottam. Megállapítottam, hogy a UVC és ionizáló sugárzás hatására bekövetkező 

expresszió változás alapján a Dmp53 célgének három csoportba sorolhatók. Az első csoportba 

az Ark, tou, ftz-f1, ebi és CG11982 gének tartoznak, amelyek Dmp53-függő aktivációja csak 

UVC sugárzást követően következik be. A második csoport − hid, rho, ballchen, Grip75, 

l(1)dd4, CG8319 és CG5620 − tagjai Dmp53 jelenlétében ionizáló és UVC sugárzás hatására 

egyaránt indukálódnak. Ezen gének termékei feltételezhetően általános szereppel bírnak az 

örökítő anyag károsodásakor beinduló sejtválaszokban. Egy harmadik géncsoport is felállítha-

tó, az ebbe tartozó gének − reaper, sickle, Eiger, Ku70 és Ku80 − kizárólag ionizáló sugárzást 

követően aktiválódnak a Dmp53 közreműködésével (28). A humán p53 működésével kapcso-

latban is leírtak hasonló stresszfüggő szelektív génaktivációt, például a p21 és mdm2 eseté-

ben. Kimutatták, hogy amíg a p21 ionizáló sugárzást követően és aktinomicin D, vagy 

kaptotecin kezelés után is aktiválódik a p53 szabályozásán keresztül, addig az mdm2 

expressziós szintje csak ionizáló sugárzás és aktinomicin D hatására emelkedik meg (10). 

Zhao és munkatársai a p53 által szabályozott gének azonosításához használt microarray analí-

zisben, speciálisan UV kezelés után 1 aktivált és 3 represszált gént találtak. 18 gén aktiváló-

dott és 7 gén represszálódott ionizáló sugárzást követően, illetve 6 gén kifejeződése erősödött 

és 3 gyengült mindkét stimulus hatására (141). 

 Több lehetséges magyarázat adható arra, hogy a Dmp53 célgénjeinek miért csak egy 

bizonyos csoportját aktiválja speciális stimulusokra. Egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy 

a gének mérete befolyásolja azok UV sugárzás hatására megváltozó kifejeződésének szabá-

lyozását. Az UV sugárzás által okozott DNS károsodások a transzkripciót gátolják. Az UV 

dózisától függően a p53 célgének kifejeződése is akadályba ütközik, emiatt a p53 a kisebb 

méretű target génjeit nagyobb gyakorisággal aktiválja (97). Eredményeim nem utalnak hason-

ló korrelációra a Dmp53 esetében, sőt az általam azonosított gének kifejezetten nagyméretű-

ek, például a tou 37 kb, az ftz-f1 47 kb, illetve a CG5620 55 kb hosszúak. Egy másik magya-

rázat az lehet, hogy a Dmp53 csak az UVC hatására bekövetkező poszttranszlációs módosítá-

sok után képes célgénjei transzkripciójának befolyásolására. Ezt a feltevést támasztja alá az a 
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megfigyelés, hogy a 15-ös és 20-as aminosav pozíciókban szerinjein foszforilált humán p53 a 

p21 gént képes aktiválni, de az mdm2-t nem. Az ezekben a pozíciókban nem módosított p53 

azonban képes mind a p21, mind az mdm2 aktivációjára (10). Kimutatták, hogy a humán p53 

392-es pozícióban levő szerinje specifikusan UV sugárzást követően foszforilálódik (70). A 

harmadik feltételezhető magyarázat az, hogy a Dmp53 célgénjeinek kifejeződését más, az 

UVC hatására aktiválódó transzkripciós faktorokkal együttműködve szabályozza, amelyek a 

célgének enhanszereiben saját reszponzív elemeikhez képesek kötődni. Ezt a feltételezést a 

humán p53 konszenzusra emlékeztető − a reaper enhanszerében megtalálható − szimmetrikus 

kötőhelyek hiánya támasztja alá, ugyanis az újonnan azonosított, lehetséges célgének szabá-

lyozó régióin bioinformatikai analízist végezve nem találtam szimmetrikus, az emlős kon-

szenzusra jellemző kötőhelyet, csupán „fél- és teljes” p53 kötőhelyeket. A humán p53-ról 

kimutatták, hogy a konszenzus szekvencia egyetlen kópiájához nem képes kötődni (40). 

Mindazonáltal nem valószínű, hogy a kísérletek során azonosított lehetséges célgének a 

Dmp53 által aktivált sejtválasz későbbi lépéseit képviselnék, hiszen indukciójuk az UVC su-

gárzást követően igen korán kimutatható volt. A humán p53 kötőhelyére emlékeztető szek-

venciák hiánya azt is jelezheti, hogy a Dmp53 célgénjeinek kifejeződését nem konszenzus 

kötőhelyeken keresztül is képes befolyásolni. A humán p53 ilyen nem konszenzus szekvenci-

ákon keresztül gátolja egyes célgénjeinek expresszióját (88). 

Az emlős és Drosophila p53 ionizáló sugárzást követő aktivációja közös és egyedi vo-

násokat is mutat. Ionizáló sugárzás hatására a „checkpoint kinase 2/maternal nuclear kinase” 

(Chk2/MNK) kináz mindkét homológ fehérjét foszforilálja (115). Ionizáló sugárzással kezelt 

vad típusú és Dmp53 mutáns embriók microarray vizsgálata során DNS javításban és 

apoptózisban szerepet játszó fehérjéket kódoló géneket a Dmp53 célgénjeiként azonosítottak. 

Ezek közül a Ku70 és Ku80 gének termékei a nem homológ DNS végek egyesítését eredmé-

nyező úgynevezett „non-homologous end joining” DNS javító folyamat résztvevői. A reaper, 

sickle és hid pro-apotótikus gének mellet az Eiger tumor nekrózis faktor homológot is Dmp53 

által szabályozott célgénként írták le ebben a kísérleti rendszerben, ami rávilágított a Dmp53 

belső és külső apoptótikus útvonalakban egyaránt betöltött szerepére (28). Ezek alapján egy 

modellt állítottam fel a Dmp53 által irányított, ionizáló sugárzást követően kialakuló sejtvála-

szokról (13/A. ábra). Az UVC sugárzás a DNS sérüléseként főként pirimidin dimerek és (6-4) 

„foto produktumok” kialakulását okozza. Nem ismert részleteiben az az útvonal, amely segít-

ségével UV sugárzás hatására a p53 feltételezhetően hely-specifikus foszforiláció révén akti-

válódik (70). A Drosophila p53 csakúgy, mint emlős homológja, az UVC sugárzás okozta 

DNS sérüléseket kijavító NER indukciójában közvetlenül részt vesz (77). Az emlős p53-ról 
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kimutatták, hogy a DNS javítás megindításában játszott egyik szerepe a hisztonok globális 

acetilációjának elősegítése, amely révén a reparációban résztvevő fehérjék kromatinhoz való 

könnyebb hozzáférését segíti (7). Két, a hisztonok módosításában szerepet játszó gént azono-

sítottam, amelyek Dmp53-tól függően aktiválódnak UVC kezelést követően. A toutatis pozi-

tív hatást gyakorol a neuronális gén kifejeződésre és kimutatták, hogy expressziója a szteroi-

dok által kiváltott apoptózisban megemelkedik (78, 130). A ballchen fehérje terméke − egy 

hiszton treonin kináz − a megfelelő kromoszómális struktúra kialakításában vesz részt a 

meiozis során (63). Feltételezésem szerint a Dmp53 ezen gének indukcióján keresztül aktivál 

bizonyos kromatin módosításokat, amelyek a DNS javításában résztvevő fehérjék működését 

segítik (13/B. ábra). Két mikrotubulushoz kötődő proteint kódoló gén − a Grip75 és l(1)dd4 − 

transzkripciója is Dmp53-függő emelkedést mutatott UVC sugárzást követően. Egyes annotá-

ciók és irodalmi adatok alapján feltételezhető, hogy mindkét proteinnek szerepe van a sejtcik-

lus lefolyásában (14). Az ebi-t szintén mint lehetséges Dmp53 célgént azonosítottam. Fehérje 

terméke, az Ebi, anti-proliferatív hatású, segíti a sejtciklusból való kilépést differenciációs 

folyamatokban (25, 39). Humán homológja a ß-katenin lebontását végző fehérje komplex 

tagjaként részt vesz a p53 által indukált sejtciklus leállításban (94), Drosopilában a p53 által 

szabályozott hasonló útvonalat még nem azonosítottak. A Dmp53-ról az eddigi kísérleti ada-

tok alapján azt tartják, hogy az emlős p53-mal ellentétben nem okoz közvetlen sejtciklus leál-

lást (110). A Dmp53 és az ebi közti lehetséges kapocs azonban felveti a lehetőségét egy, a 

fentiekben leírt hasonló útvonal létének. A Grip75 és l(1)dd4 Dmp53 általi szabályozása is azt 

sugallja, hogy a Dmp53-nak mégis lehet valamilyen hatása a sejtciklus menetére (13/B. ábra). 

A Drosophila fejlődésében kulcs szerepet játszó autofágia sok elemében hasonlít az 

apoptózisra. A Ftz-f1 transzkripciós faktor a nyálmirigy autofágiája során az ekdizon hatására 

az úgynevezett elsődleges sejthalál gének transzkripcióját indukálja, amelyek részt vesznek a 

másodlagos sejthalál gének − hid, Ark − aktiválásában. Az Ftz-f1 a kaszpáz 3, a sejthalál 

egyik effektorának expressziós szabályozásában is szerepet játszik (26, 91). Kísérleteim során 

az ftz-f1 UVC sugárzás hatására a Dmp53-tól függően aktiválódott. Az általam felállított mo-

dell szerint a Dmp53 az Ark és hid gének kifejeződését közvetlenül és az Ftz-f1-en keresztül 

is képes aktiválni (13/B. ábra). A rho-1 egy EGFR ligandum, a STAR proteolízisében részt-

vevő faktor (12). A sejtek közötti térbe kikerült STAR ligandum pedig az EGF receptoron 

keresztül a Ras aktiválódását eredményezi, ami a sejtek további sorsát befolyásolja. Kurada és 

munkatársa fejlődő szemben és embrióban a hid aktivált Ras általi transzkripciós szabályozá-

sára talált bizonyítékot. A fejlődés során a Ras szuppresszálta a hid kifejeződését, 
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antiapoptótikus hatást kifejtve ezáltal (74). Elképzelhető, hogy az UVC okozta DNS károso-

dások esetén a Ras ezzel ellentétesen közvetlenül, vagy a hid aktiválásán keresztül az apotózis 

kiváltásában játszik szerepet (13/B. ábra). 
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Az emlős Daxx fehérje az apoptótikus válasz egyik regulátora, más szabályzó fakto-

rokkal kölcsönhatásban transzkripciót és szignál transzdukciós utakat irányít. A humán homo- 

apoptózis 

A. 

Dmp53

Ku70, Ku80 

DNS javítás 

13. ábra: Az ionizáló (A) - és UVC sugárzás (B) hatására kialakuló, Dmp53 által irányí-

tott sejtválaszok modelljei. 
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lógokhoz hasonlóan a Drosophila p53 és DLP közvetlen kölcsönhatásban állnak egymással. A 

két fehérje humán homológjainak kölcsönhatásáról számos tanulmány látott napvilágot, azon-

ban az egymásra gyakorolt hatásukról sokszor ellentmondóak az eredmények. A két Droso-

phila homológ közti funkcionális kapcsolat feltárása során a DLP mutánsok − DLPU26, 

DLPU32, DLPU42 − nagy dózisú ionizáló sugárzásra való érzékenységét megvizsgáltam. A 

Dmp53 mutánsokkal ellentétben egyik DLP törzs sem mutatott fokozott érzékenységet, ami 

azt jelzi, hogy a DLP-nek nincs kulcsfontosságú szerepe a nagy dózisú ionizáló sugárzás hatá-

sára létrejövő Dmp53-függő sejtválaszok aktivációjában. Ezt a feltételezést alátámasztja, hogy 

az ionizáló sugárzások hatására aktiválódó pro-apoptótikus gén, a reaper, Dmp53-függő sza-

bályozásában és alap expressziós szintjének fenntartásában a DLP-nek nincs szerepe. A DLP 

fehérje hiányában ugyanis a reaper Dmp53 általi indukciója ugyanúgy lezajlik, mint vad típu-

sú állatokban. A humán Daxx p53 aktivitására gyakorolt moderáló hatása sem érvényesül 

minden p53 célgén transzkripciós szabályozásában. Például a humán p53 által szabályozott 

bax, PIG3 és Aip1, pro-apoptótikus gének kifejeződésére nincs hatással a Daxx (53). A 

reaper-rel ellentétben egy másik pro-apoptótikus gén, az Ark, alap expressziójának fenntartá-

sában a DLP szerepet játszik. Az Ark mRNS szintje dlp mutánsokban alacsonyabb, a DLP 

túltermelése esetén pedig magasabb volt, mint a kontroll állatokban. Kimutatták, hogy a hu-

mán Daxx kötődik a célgénjeinek promóter régiójában levő acetilált core hisztonokhoz, ame-

lyen keresztül más transzkripciós faktorokkal, koaktivátorokkal és korepresszorokkal együtte-

sen képes az adott promóter differenciált szabályozására. A hiszton deacetilázok promóterre 

való gyűjtésével a Daxx ilyen módon represszor hatást fejt ki (60). Humán B sejtekben a 

Daxx, a Pax5 transzkripciós faktorral és a CBP koaktivátorral együtt működve aktivátorként 

viselkedik (42). Lehetséges, hogy a Dmp53 és DLP ehhez hasonlóan szabályozzák az Ark 

mRNS szintjét. A humán p53 működését a Daxx azáltal szabályozza, hogy a p53 transzakti-

vációs funkcióját moderálja. A Daxx humán p53-ra gyakorolt hatását főleg emlős sejtkultúrá-

kon végzett  kísérletekben vizsgálták, a nyert eredmények azonban ellentmondóak. A Daxx a 

p21 és Mdm2 promóterein gátolja, ám egyéb pro-apoptótikus gének esetében nem módosítja a 

p53 általi génaktivációt (53). Genetikai interakciós kísérletekben a DLP kópia számának 

csökkenésével párhuzamosan a Dmp53 által kiváltott apoptózis fokozódott. Ez arra enged 

következtetni, hogy a DLP gátolja a Dmp53 apoptózist indukáló hatását.  

Az ADA2 transzkripciós adapter tartalmú komplexek élesztőben és emberben szek-

vencia specifikus transzkripciós faktorokon keresztül részt vesznek gén specifikus transzkrip-

ció aktivációban (13, 17, 20, 90, 123, 135). Élesztővel végzett vizsgálatokban kimutatták, 

hogy a humán p53 transzaktivációs funkcióinak betöltéséhez az ADA2/ADA3/GCN5 tartalmú 
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adaptor komplex közreműködése is szükséges (135). A humán ADA3 sejtkultúrákban a hu-

mán p53-mal kölcsönhatásban van, és esszenciális szerepe van a p53 transzkripciós aktivitá-

sában és az általa kiváltott apoptózisban (135). A GCN5 hiszton acetil transzferáz (HAT) tar-

talmú adaptor komplexek részeként a Drosophila ADA2 fehérjék − dADA2a és dADA2b − is 

részt vesznek a transzkripció aktivációjában (75, 106). A Dmp53 és dADA2b kölcsönhatását 

in vitro pull-down kísérletekben igazolták (75). A dADA2b tartalmú SAGA komplex és a 

Dmp53 kapcsolatára utal továbbá, hogy ionizáló sugárzással kezelt dAda2b mutáns lárvák 

imágó korongjaiban az apoptótikus sejtek száma kevesebb, mint a vad típusú lárvákban (112). 

A SAGA mellett nem régen azonosítottak egy újabb aktivátor komplexet Drosophilában, az 

ATAC-ot. Az ATAC komplexnek tagjai a dGCN5, dADA3, dHCF (host cell factor), Atac1 és 

egyéb, még azonosítatlan komponensek mellett a dADA2a is (55). In vitro kísérletekben a 

Dmp53 és dADA2a között nem detektáltak kölcsönhatást (75). Kísérleteimben a reaper nagy 

dózisú ionizáló sugárzást követő, Dmp53 általi aktivációjának elmaradását detektáltam 

dAda2a mutáns állatokban. Ezzel párhuzamosan dAda2a mutáns lárvák imágó korongjaiban 

az apoptótikus sejtek száma is szignifikánsan kevesebb volt, mint a vad típusú lárvákban 

röntgen kezelést követően. Ezek az eredmények arra engednek következtetni, hogy a nagy 

dózisú ionizáló sugárzást követő, reaper-t magába foglaló apoptótikus sejtválasz a Dmp53 és 

dADA2a/ATAC komplex közreműködését igényli, a dADA2b/SAGA komplex pedig a 

reapertől függetlenül kialakuló, de a Dmp53 által indukált apoptótikus utak aktiválásában 

vesz részt (112). Egyes kísérleti adatok arra utalnak, hogy a Dmp53 a dADA2b tartalmú 

komplexekkel együttműködve, valószínűleg az Ark, pro-apotótikus gén aktivációján keresztül 

indítja meg a programozott sejthalált (nem publikált adat). Az ATAC komplex és Dmp53 

közötti közvetlen kapcsolat jellemzésére vonatkozó vizsgálatokat nem végeztem. Úgy vélem, 

hogy az ATAC és Dmp53 közötti kapcsolat több módon is befolyásolhatja a Dmp53 működé-

sét. Az emlős p53-ról már kimutatták, hogy számos hiszton módosító aktivitással rendelkező 

transzkripciós koaktivátor- és korepresszor komplexszel képes kölcsönhatásba lépni (87, 107). 

Ezek a komplexek magát a p53-t módosítva − például a p300 a fehérje karboxi terminálisának 

számos lizinjét acetilálja − befolyásolják a p53 stabilitását, DNS kötő képességét, sejten belüli 

lokalizációját és az MDM2 általi degradációját (54, 62, 87, 121). Másrészt, a p53 célgének 

promóterében a H3 és H4 hisztonok acetilációjával/deacetilációjával járulnak hozzá a transz-

kripció erősődéséhez, illetve gyengüléséhez (17, 121). Az emlős p53 esetében tapasztaltakhoz 

hasonlóan elképzelhető, hogy az ATAC komplex a Dmp53 specifikus pozícióban levő 

lizinjeit acetilálja, ezzel finom konformáció változást okoz a fehérjében és segíti a Dmp53 
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célgénjének promóteréhez való hatékony kötődését. A másik lehetőség az − ugyancsak az 

emlős p53-mal analóg módon −, hogy az ATAC komplexet a Dmp53 a célgének 

promóteréhez kapcsolódva kihorgonyozza, így azok nyitott konformációba kerülését serkenti, 

ami végső soron a célgének transzkripciójának aktiválódásához vezet. Mindkét variáció felté-

tele a Dmp53 és dADA2a/ATAC közötti kölcsönhatás kialakulása. Ez feltételezhetően nem a 

dADA2a-n keresztül valósul meg, hiszen irodalmi adatok utalnak arra, hogy a két fehérje közt 

nincs detektálható kölcsönhatás. A humán p53 és ADA3 kölcsönhatását már leírták. Feltétele-

zik, hogy az ADA3 kofaktorként a p53 és a különböző HAT komplexek közti produktív köl-

csönhatásban játszik szerepet (135). Lehetségesnek tartom, hogy a Dmp53 és az ATAC 

komplex közti interakció a dADA3 fehérjén keresztül alakul ki, ennek bizonyítása azonban 

további vizsgálatokat igényel. 

Eredményeim alapján úgy gondolom, hogy a Drosophila melanogaster jól használható 

modell a p53 fehérje működésének tanulmányozásához. A Dmp53 sejtbeli funkcióiról kapott 

kísérletes eredmények hasznos információkkal szolgálhatnak az emlős p53 által szabályozott 

folyamatok részletesebb megismeréséhez.   
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7. A doktori értekezés összefoglalója  

 

 

 

A p53 tumor szuppresszor 1979-es felfedezése óta a rákkutatás egyik legintenzívebben 

kutatott molekulájává vált, hiszen a p53 génben bekövetkező mutációk a humán rákos elvál-

tozások több mint felében megtalálhatók. A p53 gén csíravonalban bekövetkező mutációja 

családi felhalmozódást mutató, korai életkorban bekövetkező rákos elváltozásokat okoz, ame-

lyet Li-Fraumeni szindrómaként ismerünk. A p53 fehérje a sejteket érő stressz − mint hipoxia, 

aktivált onkogének, ionizáló- és UV sugárzás − hatására stabilizálódik és transzkripciós fak-

torként célgénjeinek kifejeződését aktiválja, vagy represszálja. Ezen gének kifejeződésének 

szabályozásán keresztül a p53, mint a sejt központi „őre” a genom integritásának fenntartásá-

ban és a sejt végső sorsának meghatározásában kritikus szereppel bír. Mutációja a DNS hibák 

felhalmozódásához és a sérült sejtek kontrollálatlan osztódásához vezethet. A p53 finom mű-

ködésének megértése, az általa szabályozott célgének azonosítása végső soron a daganatkép-

ződés részleteinek feltárását, esetleges rák ellenes terápiák kidolgozását szolgálják.  

Normális ütemben osztódó sejtekben a p53 fehérje koncentrációja nagyon alacsony, 

gyakran kimutathatatlan a fehérje rövid féléletidejének köszönhetően. Folyamatos, 

poliubiquitinálódás általi degradációját az MDM2 ubiquitin ligázzal alkotott autoregulációs, 

visszacsatolásos szabályozási kör biztosítja. DNS károsodás hatására a Chk1 és Chk2 

(checkpoint kinase 1, checkpoint kinase 2)  kinázok a p53-t foszforilálják, ami szintjének 

gyors megemelkedéséhez és transzkripciós faktorként való aktiválódásához vezet. Ehhez ha-

sonlóan aktivált onkogének − Myc, Ras, E2F1 − is képesek a p53 stabilitását indukálni. Az 

aktivált p53 a sejtmagba transzportálódva transzkripciós faktorként funkcionál és célgénjei 

expressziójának indukcióján és represszióján keresztül a sejtciklus leállítást, DNS javító fo-

lyamatokat és apoptózist aktivál. Utóbbit egy, a transzkripcióra gyakorolt hatásától független 

útvonalon is képes indukálni a mitokondrium külső membránjának dezintegrációjával, abban 

az esetben, ha a sejtben transzkripciós blokád alakul ki. Hiszton módosító aktivitással rendel-

kező transzkripciós koaktivátor és korepresszor komplexekkel kialakított interakciója révén a 

p53 képes célgénjeinek kifejeződését módosítani és a hisztonok globális acetilációjának mó-

dosításával DNS javító folyamatokat beindítani. Acetilációján át maga a p53 transzaktivációs 

működése is finoman szabályozódik és az egyes célgénjei expressziójára kifejtett hatását más 

transzkripciós- és kofakorokkal kialakított kölcsönhatásai is befolyásolják.    
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A daganatok kialakulásában szerepet játszó humán gének két harmadának homológját 

azonosították ecetmuslicában. A p53 tumor szuppresszor által szabályozott folyamatok ponto-

sabb ismerete fontos a humán daganatok kialakulásának megértésében és terápiás eljárások 

kidolgozásában. A Drosophila genom projekt befejeződésekor végzett összehasonlító vizsgá-

latok során azonosították a Drosophila melanogaster p53 (Dmp53) génjét. A Dmp53 fehérje 

rendelkezik az humán p53 jellemző doménjeivel. A humán és Drosophila p53 a középső, 

DNS-kötő doménjében mutatja a legnagyobb, 25%-os hasonlóságot, az amino- és karboxi 

terminális transzaktivációs és oligomerizációs részek konzerváltsága alacsony. A viszonylag 

kis homológia ellenére a Dmp53 biokémiailag nagyon hasonlít az emlős p53-ra. A Dmp53 

képes kötődni a humán p53 konszenzus DNS-kötőhelyeihez és arról transzkripciót aktiválni. 

A Dmp53 emlős p53 fehérjével való hasonlósága alapján főleg a sejtciklus leállításában, 

apoptózis-, illetve DNS javító folyamatok indukciójában betöltött szerepét tanulmányozták. A 

Dmp53 in vivo működését a vad típusú, illetve a Dmp53 DNS kötő doménjében létrehozott 

pont mutációk hatására létrejövő, domináns negatív Dmp53 túltermelésén keresztül vizsgál-

ták. A domináns negatív fehérje az emlős homológhoz hasonlóan, gátolja a vad típusú Dmp53 

funkcióit. Az emlős p53-mal ellentétben a Drosophila fehérje röntgen sugárzás hatására nem 

okoz G1 fázisban való sejtciklus leállást, ami azt sugallja, hogy a Drosophila imágó koron-

gokban a Dmp53-tól független úton alakul ki ez a sejtválasz. A Drosophila Chk2 (DmChk2) 

ionizáló sugárzás hatására a Dmp53 fehérjét foszforilálja, azonban ez a módosítás a p53 stabi-

litására nincs hatással, ami arra utal, hogy a Dmp53 aktivitásának szabályozása nem a humán 

p53 és MDM2 által alkotott autoregulációs, visszacsatolásos mechanizmushoz hasonlóan va-

lósul meg. DNS károsító stresszhatásokra − mint a röntgen sugárzás − az aktivált Dmp53 

egyes pro-apoptótikus gének − például  reaper – transzkripciójának aktivációján keresztül 

apoptózist indukál, azonban a Dmp53 túltermelése önmagában is képes a programozott sejt-

halál kiváltására. Egyes DNS javításban részt vevő gének − például Ku70 és Ku80 − röntgen 

sugárzást követő transzkripciójának serkentése a Dmp53 DNS javító folyamatok kiváltásában 

való szerepére utalnak.  

A Dmp53 mutáns harmadik stádiumú lárvák UVC sugárzásra való érzékenységét vizs-

gálva azt találtam, hogy − hasonlóan az ionizáló sugárzáshoz – az állatok fokozott érzékeny-

séget mutattak, fél letális dózisuk a vad típusú Drosophilákhoz képest az ötödére csökkent. Az 

UVC sugárzás fejlődő retinára gyakorolt hatásának vizsgálatakor Dmp53 mutánsokban a DNS 

javító folyamatok elmaradását és a kifejlett állatokban a szem ommatida szerkezetének sérülé-

sét tapasztalták az apoptózis túlsúlya miatt. A humán p53-hoz való funkcionális hasonlósága 
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miatt feltételezhető, hogy Dmp53 hiányában a DNS hibáit kijavító folyamatok nem képesek 

indukálódni, ami az örökítő anyagban bekövezett sérülések felszaporodásához vezet. A 

Dmp53 mutáns állatok csökkent életképessége tehát feltételezhetően a DNS javító folyamatok 

elmaradásának köszönhető.  

UVC kezelt w1118 és Dmp53 mutáns ecetmuslicák expressziós profiljának DNS 

microarray kísérletben történő elemzése és összehasonlítása során lehetséges Dmp53 célgéne-

ket azonosítottam. Ismert Drosophila pro-apoptótikus gének és az általam azonosított lehetsé-

ges célgének UVC és ionizáló sugárzás hatására bekövetkező expresszió változása alapján 

három Dmp53 célgén csoportot állítottam fel. Az első csoport olyan géneket − Ark, tou, ftz-f1, 

ebi és CG11982 − tartalmaz, amelyek Dmp53-függő aktivációja csak UVC sugárzást követő-

en következik be. A második csoport − hid, rho, ballchen, Grip75, l(1)dd4, CG8319 és 

CG5620 − a Dmp53 jelenlétében ionizáló és UVC sugárzás hatására egyaránt indukálódik. 

Ezen gének termékei feltételezhetően általános szereppel bírnak az örökítő anyag károsodása-

kor beinduló sejtválaszokban. A harmadik csoportba tartozó gének − reaper, sickle, Eiger, 

Ku70 és Ku80 − kizárólag ionizáló sugárzást követően aktiválódnak a Dmp53 közreműködé-

sével. A humán p53 működésével kapcsolatban leírtak hasonló stresszfüggő, szelektív gén 

kifejeződés szabályozást például a p21 és mdm2 esetében. Az egyes gének Dmp53 általi sze-

lektív aktivációjára több magyarázat is lehetséges. Egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy a 

gének mérete befolyásolja azok UV sugárzás hatására megváltozó kifejeződésének szabályo-

zását, mivel az UV sugárzás által okozott DNS károsodások a transzkripciót gátolják. Az UV 

dózisától függően a p53 a kisebb méretű target génjeit nagyobb gyakorisággal aktiválja, ha-

sonló korrelációt eredményeim alapján azonban nem kaptam. Egy másik magyarázat az lehet, 

hogy a Dmp53 csak az UVC hatására bekövetkező poszttranszlációs módosítások után képes 

célgénjei transzkripciójának befolyásolására. Ilyen specifikus módosításokat a humán p53 

esetében már leírtak. A harmadik feltételezhető magyarázat az, hogy a Dmp53 célgénjeinek 

kifejeződését más, az UVC hatására aktiválódó olyan transzkripciós faktorokkal együttmű-

ködve szabályozza, amelyek a célgének enhanszereiben saját reszponzív elemeikhez képesek 

kötődni. Ezt a feltételezést a humán p53 konszenzusra emlékeztető, a reaper enhanszerében 

található kötőhelyek hiánya alátámasztja. ugyanis az újonnan azonosított, lehetséges célgének 

szabályozó régióin bioinformatikai analízist végezve nem találtam szimmetrikus, az emlős 

konszenzusra jellemző kötőhelyet, csupán „fél- és teljes” p53 kötőhelyeket. A humán p53-ról 

kimutatták, hogy a konszenzus szekvencia egyetlen kópiájához nem képes kötődni. Mindazo-

náltal nem valószínű, hogy a kísérletek során azonosított lehetséges célgének a Dmp53 által 
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aktivált sejtválasz későbbi lépéseit képviselnék, hiszen indukciójuk az UVC sugárzást követő-

en igen korán kimutatható volt. A humán p53 kötőhelyére emlékeztető szekvenciák hiánya azt 

is jelezheti, hogy a Dmp53 célgénjeinek kifejeződését nem konszenzus kötőhelyeken keresz-

tül is képes befolyásolni. Több irodalmi adat utal arra, hogy a humán p53 nem konszenzus 

szekvenciákon keresztül gátolja egyes célgénjeinek expresszióját. 

A Dmp53 ionizáló sugárzás hatására bekövetkező aktivációja a DmChk2 (checkpoint 

kinase 2) kináz általi foszforilációján keresztül következik be. Az aktív Dmp53 pro-                 

apoptótikus gének − mint reaper, sickle és hid − transzkripciójának indukciójával apoptótikus 

választ indít be. A Ku70 és Ku80 gének kifejeződésének serkentésén keresztül pedig vélhető-

en a DNS reparációs folyamatok megindítását kedeményezi. Nem ismert részleteiben az az 

útvonal, amely segítségével UV sugárzás hatására a p53 feltételezhetően hely-specifikus 

foszforiláció révén aktiválódik. Feltételezve, hogy az UVC sugárzás hatására aktiválódott 

Dmp53 célgénjei transzkripciójának szabályozásán keresztül különböző sejtválasz utakat ak-

tivál, a microarray kísérletben azonosított géneket azokban próbáltam elhelyezni, génterméke-

ik funkciói alapján. A ballchen és toutatis, vélhetően hisztonok módosításában szerepet játszó 

gének indukcióján keresztül kromatin módosításokat kezdeményezhet, amelyek a DNS javító 

folyamatokat lezajlását segítik. Az Ark és hid pro-apoptótikus gének közvetlen és esetlegesen 

az ftz-f1- és rho-n keresztüli aktivációjával UVC sugárzást követően apoptózist képes kiválta-

ni. A kromatin módosítások, az l(1)dd4 és Grip75, sejtciklus lefolyásában vélhetően szerepet 

játszó gének és a humán ebi homológjának szabályozásán keresztül lehetséges, hogy a sejtcik-

lus leállítását kezdeményezheti.  

Az emlős Daxx fehérje az apoptótikus válasz egyik regulátora, a transzkripciót és 

szignál transzdukciós utakat irányítja kölcsönhatásban más szabályzó faktorokkal. A humán 

homológokhoz hasonlóan a Drosophila Dmp53 és DLP közvetlen kölcsönhatásban állnak 

egymással. A két fehérje humán homológjainak kölcsönhatásáról számos tanulmány látott 

napvilágot, azonban az egymásra gyakorolt hatásukról írottak sokszor ellentmondanak egy-

másnak. A Dmp53 mutánsokkal ellentétben a DLP mutáns lárvák nem mutattak fokozott ér-

zékenységet ionizáló sugárzásra, ami azt jelzi, hogy a DLP-nek nincs kulcsfontosságú szerepe 

a nagy dózisú ionizáló sugárzás hatására létrejövő Dmp53-függő sejtválaszok aktivációjában. 

Ezt a feltételezést alátámasztja, hogy az ionizáló sugárzások hatására aktiválódó pro-               

-apoptótikus gén, a reaper, Dmp53-függő szabályozását és alap expressziós szintjének fenn-

tartását a DLP hiánya nem befolyásolta. A humán Daxx p53 aktivitására gyakorolt moderáló 

hatása sem érvényesül minden p53 célgén transzkripciós szabályozásában. A reaper-rel ellen-

tétben, egy másik pro-apoptótikus gén, az Ark alap expressziójának fenntartásában eredmé-
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nyeim alapján a DLP szerepet játszik. Genetikai interakciós kísérletekben a DLP csökkenő 

mennyiségének függvényében a Dmp53 túltermelése által kiváltott apoptózis mértéke meg-

emelkedett. Lehetséges, hogy a Dmp53 és DLP a humán homológjaikhoz hasonlóan a 

kromatin szerkezet befolyásolásával szabályozzák az Ark mRNS alap szintjét. Eredményeim 

arra engednek következtetni, hogy a DLP alapvetően gátolja a Dmp53 apoptózis-indukcióra 

gyakorolt hatását.  

Az ADA2 transzkripciós adapter tartalmú komplexek élesztőben és emberben szek-

vencia specifikus transzkripciós faktorokon keresztül részt vesznek génspecifikus transzkrip-

ció aktivációban. A GCN5 hiszton acetil transzferáz (HAT) tartalmú komplexek részeként a 

Drosophila ADA2 fehérjék − dADA2a és dADA2b − is részt vesznek a transzkripció aktivá-

ciójában. A Dmp53 és a dADA2b tartalmú SAGA komplex kapcsolatára több bizonyíték is 

van. Kimutatták, hogy a dADA2b/SAGA komplex a reapertől függetlenül kialakuló, de a 

Dmp53 által indukált apoptótikus utak aktiválásában vesz részt. A közelmúltban azonosított 

dADA2a tartalmú ATAC komplex szerepét vizsgáltam a Dmp53 általi apoptózis indukcióban. 

Eredményeim arra engednek következtetni, hogy a nagy dózisú ionizáló sugárzást követő, 

reapert magába foglaló apoptótikus sejtválasz a Dmp53 és dADA2a/ATAC komplex közre-

működését igényli, mivel dADA2a hiányában a reaper aktivációja elmaradt és ennek követ-

kezményeként az imágó korongokban az apoptózis csökkent mértékű volt. A dADA2a/ATAC 

komplex Dmp53 közötti közvetlen kapcsolat jellemzésére kísérleteim nem terjedtek ki. Mind-

azonáltal elképzelhető, hogy a dADA2a/ATAC komplex a Dmp53 specifikus pozícióban levő 

lizinjeit acetilálja, amely finom konformáció változást okozva befolyásolja a Dmp53 DNS 

kötő képességét. A másik lehetőség az, hogy a dADA2a/ATAC komplexet a Dmp53, célgén-

jének promóterére kapcsolódva kihorgonyozza, így annak nyitott konformációba történő 

tranzíciójával a célgén transzkripciójának aktiválódását segíti, így befolyásolva a Dmp53 álta-

li transzaktivációt. A humán p53 és hiszton módosító aktivitással rendelkező transzkripciós 

koaktivátor és korepresszor komplexek közötti interakciók bizonyítottan hasonló utakon já-

rulnak hozzá a p53 működésének szabályozásához. Mindkét variáció feltétele a Dmp53 és 

dADA2a/ATAC közötti kölcsönhatás kialakulása. Ez feltételezhetően nem a dADA2a-n ke-

resztül valósul meg, hiszen irodalmi adatok arra utalnak, hogy a két fehérje közt nincs detek-

tálható kölcsönhatás. A humán p53 sejtkultúrákban a humán ADA3-mal fizikai interakcióban 

áll, és alapvető szerepe van a p53 transzkripciós aktivitásában és az általa mediált 

apoptózisban. Lehetségesnek tartom, hogy a Dmp53 az ATAC komplex közti interakció a 

dADA3 fehérjén keresztül alakul ki, ennek bizonyítása azonban további vizsgálatokat igényel.  
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Eredményeim alapján úgy gondolom, hogy a Drosophila melanogaster jól használható 

modell a p53 fehérje működésének tanulmányozásához. A Dmp53 sejtbeli funkcióiról kapott 

kísérletes eredmények hasznos információkkal szolgálhatnak az emlős p53 által szabályozott 

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 p53 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 Chk1 (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: i) p53 is able to modify the expression 

of its target genes, ii) p53 induces DNA repair by influencing the global acetylation of chro-

matin, iii) the transactivation function of p53 is modulated by itself. The effect of p53 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-MDM2 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, ftz-f1, ebi and CG11982, is up-regulated in a Dmp53-

dependent manner only after UVC irradiation. The second group includes hid, 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 p21 and mdm2. 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 p53 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 ftz-f1 and rho after UVC damage. Dmp53 may provoke 

cell cycle arrest by regulating l(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 ADA2 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 GCN5, 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 dADA2a. 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. Rövidítések jegyzéke  

 

 

 

AD: aktivációs szubdomén 

ADA2: 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 kináz 

CDKN2A/p19: Ciklin-Dependens Kináz Inhibítor 2A/p19 

Chk1: 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: epidermális növekedési faktor receptor 

ftz-f1: fushi tarazu factor 1 

Gadd45: growth arrest- and DNA damage inducible 45 

GCN5: general control of amino-acid synthesis 5 

GGR: Global Genome Repair 

HAT: hiszton acetiltranszferáz 

HCF: host cell factor 

HDAC1: hiszton deacetiláz 1 

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

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

LD50: fél letális dózis 

MDM2: mouse double minute 2  

MNK: maternal nuclear kinase 

NER: Nucleotide Excision Repair 

NHK-1: nucleosomal histone kinase-1 

NLS: sejtmagi lokalizációs szignál 

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen 

PE: precíz excízió 

QPCR: kvantitatív real time PCR 

rho-1: rhomboid-1 

RPA: replication protein A 

rpr: reaper 

TBP: TATA Binding Protein 

TCR: Transcription Coupled Repair 

TFIIH: Transzkripciós faktor II H alegysége 

TGF-ß: transzformáló növekedési faktor-ß 

tou: toutatis 

TRRAP: transformation/transcription domain-associated protein 

XPC: xeroderma pigmentosum C 

  

 

 - 73 -



10. Függelék 

 

 

 

1. táblázat: A DNS microarray kísérletben Dmp53-függő transzkripció változást mutatott gé-

nek listája. 

UVC hatására Dmp53-függő indukciót mutató gének 
Gén neve a  Relatív indukciób  Funkcióa  
CG11982 4,51 RING finger ubiquitin ligáz 

sas 3,57 receptor aktivitás 
EG:8D8.6 3,04 GCN5-höz hasonló N-acetyl transzferáz 

m 3,02 kutikula struktúrális alkotóelem 
Grip75 2,98 mikrotubulus kötés 

CG13953 2,63 nincs információ 
ballchen 2,62 hiszton threonin kináz 
CG4351 2,48 nincs információ 
CG11848 2,41 nincs információ 
CG2839 2,39 cukor kötés 
CG14446 2,39 nincs információ 
CG8319 2,29 transzkripciós faktor 
CG17390 2,28 nukleinsav és Zn-ion kötés 
CG10680 2,28 nincs információ 
CG2187 2,27 Na-jodid transzporter 
CT32505 2,27 nincs információ 
CG13675 2,24 nincs információ 
CG7552 2,22 nincs információ 

eEF1delta 2,20 guanil kicserélő faktor 
CG15572 2,16 nincs információ 
CG5620 2,15 transzkripciós faktor 
TM4SF 2,14 transmembrane protein 

D1 2,14 kromoszómális fehérje 
CG10175 2,11 karboxil-észteráz aktivitás 
CG15507 2,10 transzkripciós faktor 

cranky 2,07 transzkripciós faktor 
CG13087 2,05 nincs információ 

ftz-f1 2,05 transzkripciós faktor 
rho 2,01 szerin típusú endopeptidáz 

CG14532 1,99 nincs információ 
l(1)dd4 1,99 mikrotubulus kötés 

CG12870 1,99 mRNS kötés 
NADH 

dehydrogenase 
subunit 1 1,98 NADH dehidrogenáz 
CG31169 1,97 NAD-függő glicerol-3-P dehidrogenáz 
CG1545 1,95 nincs információ 
CG12974 1,94 nincs információ 
CG32271 1,93 szerin típusú endopeptidáz 
CG7305 1,93 kis GTPáz regulátor 
CG33174 1,92 triacil-glicerol lipáz aktivitás 

Cam 1,90 kalmodulin, Ca-ion kötés 
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UVC hatására Dmp53-függő indukciót mutató gének 
Gén neve a  Relatív indukciób  Funkcióa  
CG7497 1,89 G-protein kapcsolt receptor aktivitás 
CG6717 1,89 szerin típusú endopeptidáz 
Act5C 1,87 aktin 

CG9746 1,87 protein Ser/Thr kináz 
PP2A-B' 1,87 2a típusú protein foszfatáz regulátor 
Ptp61F 1,87 protein tirozin foszfatáz 

sda 1,87 Zn-ion kötés 
l(2)k09913 1,85 nincs információ 
CT33745 1,82 nincs információ 
Cyp314a1 1,82 ekdizon-20-monooxigenáz aktivitás 

tou 1,82 kromatin kötés 
CG9699 1,81 GTPáz aktivitás 

ebi 1,81 GTP kötés 
CG10970 1,81 acil-foszfatáz 
CG5756 1,80 kitin kötés 

 

 

UVC hatására Dmp53-függő repressziót mutató gének 
Gén neve a Relatív indukciób Funkcióa

na 0,36 kation csatorna 
CG13159 0,35 nincs információ 

BG:DS09218.5 0,45 juvenilis hormon sav metil-transzferáz 
Dgp-1 0,46 GTP kötés, - hidroláz 

CG5115 0,47 nincs információ 
Paip2 0,47 polyA kötő proteinnel kölcsönható protein 

CG32699 0,51 acil-transzferáz 
Neu5Ac 0,52 N-acetil-neuraminsan  foszfát szintetáz 
CG7876 0,52 kitin kötés 
CG4848 0,52 nincs információ 

mago 0,52 microtubulus citoszkeleton organizáció és biogenezis 
CG10555 0,53 nincs információ 
CG12912 0,54 nincs információ 
CG7943 0,54 carrier aktivitás 
CG8192 0,55 nincs információ 

CG17912 0,55 DNS és Zn-ion kötés 
   

a FlyBase szerint 
b a két mikroarray-n detektált relatív expresszió változások átlaga 
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