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Bevezetés

A p53 tumor szuppresszor 1979-es felfedezése ota a rakkutatas egyik legin-
tenzivebben kutatott molekulajava valt, hiszen a p53 génben bekovetkezd
mutaciok a human rakos elvaltozasok tobb mint felében megtalalhatok. A p53
gén csiravonalban bekdvetkezd mutacidja csaladi felhalmozodast mutato,
korai életkorban bekovetkezd rakos elvaltozasokat okoz, amelyet Li-Fraumeni
szindromaként ismeriink. A p53 fehérje a sejteket érd stressz hatasok — mint
hipoxia, aktivalt onkogének, ionizalo- és UV sugarzas — hatdsara stabilizalo-
dik és transzkripcios faktorként célgénjeinek kifejezodését aktivalja, vagy
represszalja. Ezen gének kifejez6désének szabalyozasan keresztiil a p53, mint
a sejt kozponti ,,6re” a genom integritasanak fenntartasaban és a sejt végsd
sorsanak meghatarozasaban kritikus szereppel bir. Mutacidja a DNS hibak
felhalmozodasahoz és a sériilt sejtek kontrollalatlan osztddasahoz vezethet. A
p53 finom mitkddésének megértése, az altala szabalyozott célgének azonosita-
sa végso soron a daganatképzodés részleteinek feltarasat, esetleges rak ellenes
terapiak kidolgozasat szolgaljak.

Normalis, 0sztddo sejtekben a p53 fehérje koncentracidja nagyon alacsony,
gyakran a fehérje kimutathatatlan, rovid féléletidejének kdszonhetden. Folya-
matos, poliubiquitinalédas altali degradaciojat az MDM2 ubiquitin ligazzal
alkotott autoregulacids, visszacsatoldsos szabalyozasi kor biztositja. DNS
karosodas hatasara a Chk1 és Chk2 (checkpoint kinase 1, checkpoint kinase 2)
kinazok a p53-t foszforilaljak, ami szintjének gyors megemelkedéséhez és
transzkripcios faktorként valo aktivalodasahoz vezet. Ehhez hasonloan akti-
valt onkogének — Myc, Ras, E2F1 — is képesek a p53 stabilitasat indukalni.
Az aktivalt p53 a sejtmagba transzportalodva transzkripcios faktorként funk-
cional és célgénjei expresszidjanak indukciojan és repressziojan keresztiil a
sejtciklus leallitast, DNS javité folyamatokat és apoptozist aktival. Utobbit
egy, a transzkripcidra gyakorolt hatasatol fliggetlen utvonalon is képes indu-
esetben, ha a sejtben transzkripcios blokad alakul ki. Hiszton modosito aktivi-

tassal rendelkezd transzkripcids koaktivator és korepresszor komplexekkel

kialakitott interakcidja révén a p53 képes célgénjeinek kifejez6dését modosi-
tani és a hisztonok globalis acetilacidjanak modositasaval DNS javitd folya-
matokat beinditani. Acetilacidjan at maganak a p53-nak a transzaktivacios
miikddése is finoman szabalyozodik és az egyes célgénjei expresszidjara
kifejtett hatasat mas transzkripcios- és kofakorokkal kialakitott kolcsonhatasai
is befolyasoljak.

A daganatok kialakulasaban szerepet jatsz6 human gének két harmadanak
homolodgjat azonositottdk ecetmuslicaban. A p53 tumor szuppresszor altal
szabalyozott folyamatok pontosabb ismerete fontos a human daganatok kiala-
kulasanak megértésében és terapids eljarasok kidolgozasaban. A Drosophila
genom projekt befejezodésekor végzett Osszehasonlitd vizsgalatok soran
azonositottak a Drosophila melanogaster p53 (Dmp53) génjét. A Dmp53
fehérje rendelkezik az human p53 jellemzé doménjeivel. A human és Droso-
phila p53 a kozéps6, DNS-koté doménjében mutatja a legnagyobb, 25%-os
hasonlésagot, az amino- ¢és karboxi termindlis transzaktivaciés ¢és
oligomerizacios részek konzervaltsaga alacsony. A viszonylag kis homoldgia
ellenére a Dmp53 biokémiailag nagyon hasonlit az eml6s p53-ra. A Dmp53
képes kotddni a huméan p53 konszenzus DNS-kotShelyeihez és arrol transz-
kripciot aktivalni. A Dmp53 emlés p53 fehérjével vald hasonlosaga alapjan
féleg a sejtciklus ledllitasaban, apoptozis-, illetve DNS javitdo folyamatok
indukcidjaban betoltott szerepét tanulmanyoztak. A Dmp53 in vivo mitkodését
a vad tipust, illetve a Dmp53 DNS koté doménjében 1étrehozott pont mutaci-
ok hatasara létrejov, dominans negativ Dmp53 tultermelésén keresztiil
vizsgéaltdk. A dominans negativ fehérje az emlds homologhoz hasonldan,
gatolja a vad tipusu Dmp53 funkcidit. Az emlds p53-mal ellentétben a Droso-
phila fehérje rontgen sugarzas hatasara nem okoz G1 fazisban vald sejtciklus
leallast, ami azt sugallja, hogy a Drosophila imagd korongokban a Dmp53-t6l
fliggetlen uton alakul ki ez a sejtvalasz. A Drosophila Chk2 (DmChk2) ioniza-
16 sugarzas hatasara a Dmp53 fehérjét foszforilalja, azonban ez a modositas a
pS3 stabilitdsara nincs hatdssal, ami arra utal, hogy a Dmp53 aktivitdsanak
szabalyozasa nem a human p53 és MDM2 altal alkotott autoregulacios, visz-

szacsatolasos mechanizmushoz hasonléan valosul meg. DNS karosito



stresszhatasokra — mint a réntgen sugarzas — az aktivalt Dmp53 egyes pro-
apoptotikus gének — példaul reaper — transzkripcidjanak aktivaciojan keresz-
tiil apoptozist indukal, azonban a Dmp53 tultermelése dnmagaban is képes a
programozott sejthalal kivaltasara. Egyes DNS javitasban részt vevd gének —
példaul Ku70 és Ku80 — rontgen sugarzast kovetd transzkripcidjanak serken-

tése a Dmp53 DNS javito folyamatok kivaltasaban valé szerepére utalnak.

Célkitiizések

1. A Dmp53 modell alkalmazasaval 0j ismeretek szerzése a p53 tumor
szuppresszor genom stabilitasban, sejtciklus szabalyozasaban és apoptdzisban

jatszott szerepérol

2. Kiilonb6z6 genotoxikus agensek Dmp53-ra kifejtett hatdsanak vizsgélata,

illetve egy ennek analizisére alkalmas kisérleti rendszer beallitasa

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

kozti kapcsolat kovetkezményeinek vizsgalata

Alkalmazott modszerek

- DNS karosodas kivaltasa Drosophila larvakban UVC és rontgen sugarzassal
- Drosophila larvak UVC fél letalis dozisanak meghatarozasa

- Ossz RNS izolalas

- Egyes szalti cDNS szintézis

- Kvantitativ real time PCR

- Transzkriptom vizsgalat DNS microarray modszerrel

- Transzkripcios faktor k6tShelyek analizise bioinformatikai modszerrel

- Rekombindns DNS technikak: polimeraz lancreakcio (PCR), restrikcios
emésztés, ligalas, DNS tisztitas

- Fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutatas élesztd két hibrid modszerrel

- Larvalis szovetekben apoptozis kimutatas acridine orange festéssel
- Genetikai interakcios vizsgalat Drosophilaban

- Fehérje tultermelés Drosophildban hésokk driverrel

Eredmények

A Dmp53 null mutédns ecetmusliciak fokozottan UVC érzékenyek

A human p53-hoz hasonléan a Dmp53-nak kdzponti szerepe van az
ionizalo sugarzas okozta DNS torések kijavitdsanak indukéalasaban, vagy tal
nagy karosodas esetén az apoptozis beinditasaval a sériilt sejt eliminalasaban.
A Dmp53 mutans ecetmuslicak fokozottan érzékenyek az ionizalo sugarzasra
és genomi instabilitast mutatnak. A Dmp53 mutans harmadik stadiumu larvak
UVC sugarzasra valo érzékenységét vizsgalva — hasonloéan az ionizalod sugar-
zashoz — az allatok fokozott érzékenységet mutattak, fél letalis dozisuk a vad
tipust Drosophilakhoz képest az 6todére csokkent. A human p53-hoz valod
funkcionalis hasonldsaga miatt feltételezhetd, hogy Dmp53 hidnyaban a DNS
hibait kijavito folyamatok nem képesek indukal6dni, ami az 6rokité anyagban
bekovezett sériilések felszaporodasahoz vezet. A Dmp53 mutans allatok
csokkent életképessége tehat feltételezhetden a DNS javitd folyamatok elma-

radasanak koszonhetd.

Kiilonb6z6 DNS karosodasok eredményeként eltérdéen aktivalédnak egyes

Dmp53-t6l fiiggé pro-apoptotikus gének

A Dmp53 — emlds homologjahoz hasonléan — transzkripcids
aktivatorként viselkedik, miikodése tehat jol nyomon kovethetd célgénjei
transzkripcidjanak valtozasat vizsgalva DNS karosodast kovetden. Drosophi-
laban tobb apoptozisban szerepet jatszo gén ismert, melyek Dmp53-mal vald
kapcsolatarol viszonylag kevés ismerettel rendelkeznek. A hid, Ark és reaper
pro-apototikus gének illetve a Dmp53 kapcsolatat vizsgaltam kiilonb6z6é DNS

karosité hatasokat — pl.: UVC, rontgen sugarzas— kovetéen. Mindharom pro-



-apoptotikus gén a DmpS53 jelenlététdl fiiggd expresszios valtozast mutatott.
Kiilonb6z6 jellegti DNS karosodasok kivaltasakor a hid, Ark és reaper Dmp53
altali aktivacidjaban eltéréseket tapasztaltam. A hid mindkét genotoxikus
agens hatasara bekovetkez6 aktivacioja, a hid altalanos szerepét sejteti a DNS
karosodasok altal kivaltott sejtvalaszokban. Az Ark és reaper esetében az
expresszio megvaltozasa fliggott az 6rokitd anyagban bekdvetkezett karosodas

jellegétol.

UVC sugirzas hatasara szimos gén expressziéja a Dmp53-t6l fiiggéen

indukalédik

Az UVC sugarzas hatasara bekovetkez6 DmpS3-fliggd sejtvala-
szok részletes tanulmanyozasahoz 0ij, Dmp53 altal aktivalodd gének azonosi-
tasara alkalmas vizsgalatot végeztem. DNS microarray kisérletben 71 gén
mutatott UVC kezelés hatasara bekovetkez6, Dmp53 jelenlététol fuggd
expresszios valtozast. Ezek koziil 55 transzkripcidja megemelkedett 16 gén
kifejez6dése pedig csokkent. Az eredmények megerdsitését egy fiiggetlen
kisérleti rendszerrel, QPCR-ral végeztem. Ehhez a vizsgalathoz azokat a
géneket valasztottam, amelyek a DNS karosodasok utan kialakulo6 Dmp53
altal iranyitott sejt valaszokkal — mint apoptozis, DNS javitas — kapcsolatban
lehetnek. A microarray kisérletben expresszid névekedést mutatd gének koziil
10 esetében a Dmp53-fiiggd génkifejezodést fiiggetlen modszerrel, fiiggetlen
biologiai mintdkat hasznalva megerdsitettem. Ezeket a géneket a tovabbiak-
ban Dmp53 altal szabalyozott ,lehetséges transzkripcids célgéneknek” tekin-

tettem.

A Dmp53 kiilonb6z6 jellegli DNS karosodasok hatasara eltéré géncsopor-

tok transzkripciojat médositja

A Dmp53 kiilonb6z6 tulajdonsagtt DNS karosodasok esetében elté-
6 hatast gyakorolt a hid, Ark és reaper pro-apoptotikus gének transzkripcidja-

ra. A DNS microarray kisérletben azonositott lehetséges Dmp53 célgének

esetében is megvizsgaltam, hogy kiilonboz6 tiptisi DNS karosodasok milyen
hatéassal vannak kifejezodésiikre. A microarray kisérleti eredményeinek meg-
erdsitésére soran vizsgalt gének expresszios valtozasat tanulmanyoztam tehat
rontgen kezelést kovetden is, majd UVC ¢és ionizald sugarzas hatdsara beko-
vetkezd expresszid valtozasuk alapjan a Dmp53 célgéneket két csoportba
soroltam. Az Ark-hoz hasonldan a tou, ftz-f1, ebi, CG5620 és CG11982 gének
ionizal6 sugarzas okozta DNS karosodasok hatasara nem indukalddtak sem
w8 sem Dmp53 muténs larvakban. Ezek a gének tehat valdszintileg specifi-
kusan, az UVC sugarzas altal kivaltott Dmp53 altal iranyitott sejtvalaszokban
jatszanak szerepet. A rho, ballchen, Grip75, 1(1)dd4 és CG8319 — csakugy,
mint a hid — altalanosan a DNS karosodas hatasara, de annak jellegétdl fuig-
getleniil beinduld mechanizmusok szerepldi lehetnek. Ezen fehérjéket kodolo
gének ugyanis mind UVC, mind ionizalé sugarzast kovetden a Dmp53 jelen-
1étéhez kothetden szignifikansan indukalodtak. Az adatok szerint az Gjonnan
azonositott, lehetséges Dmp53 célgének esetében is a hid, Ark és reaper, pro-
apoptotikus géneknél tapasztalthoz hasonloan, a kiilonb6z6 genotoxikus
agensektdl fiiggden eltérd génaktivacié valosul meg. Ez arra utal tehat, hogy a
Dmp53 fehérjének vannak altalanos és specialis, csak bizonyos karosodasok

esetén aktivalt célgénjei.

A DmpS53 jelenlétében indukalédé gének nem tartalmaznak pS53 konszen-

zus kotohelyeket

A Drosophila p53 képes az eml8s p53 kotéhelyéhez kapcsolodni in
vitro, és in vivo riporter rendszerben az ahhoz kozeli promoterr6l a transzkrip-
ciot aktivalni. A Drosophila p53 konszenzus koétShely azonban még nem
ismert. Az éltalam azonositott UVC hatdsara indukalodo gének Dmp53 altali
transzkripcios szabalyozasa a Dmp53-t koté szekvencidkon keresztiil is meg-
valosulhat. E feltevés vizsgalatdhoz a 11 fent emlitett lehetséges Dmp53
célgén promoter régioiban transzkripcios faktor kotéhely analizist végeztem
bioinformatikai modszerrel. A promoter szekvencidkban nem talaltam szim-

metrikus, az eml6s konszenzusra jellemzd kotOhelyet. Nem valdszinii, hogy



ezek a gének a Dmp53 indirekt targetjei és esetleg egy masik, p53 altal koran
aktivalt transzkripcids faktor indukalta kifejezodésiiket, mivel aktivacidjukat
roviddel az UVC kezelés utan mar ki tudtam mutatni. A Dmp53 esetleg nem

konszenzus kotéhelyen keresztiil szabéalyozta expresszidjukat.

A Daxx Drosophila homolégja, a DLP, a Dmp53 miikodését

szuppresszalja és részt vesz az Ark alap expresszidjanak szabalyozasaban

Az emlds Daxx fehérje az apoptotikus valasz egyik regulatora, mas
szabalyzo faktorokkal kolcsonhatasban transzkripciot €s szignal transzdukcios
utakat iranyit. A human homolégokhoz hasonléan a Drosophila p53 és DLP
kozvetlen kdlcsonhatasban allnak egymassal. A két fehérje human homologja-
inak kolcsonhatasardl szamos tanulmany latott napvilagot, azonban az egy-
masra gyakorolt hatasukrol sokszor ellentmonddak az eredmények. A két
Drosophila homolog kozti funkcionalis kapcsolat feltarasa soran a DLP
mutansok nagy dozisu ionizald sugdarzasra vald érzékenységét megvizsgaltam.
A Dmp53 mutansokkal ellentétben egyik DLP torzs sem mutatott fokozott
érzékenységet, ami azt jelzi, hogy a DLP-nek nincs kulcs fontossagi szerepe a
nagy dozisu ionizald sugarzas hatasara 1étrejové Dmp53-fiiggd sejtvalaszok
aktivacidjaban. Ezt a feltételezést alatdmasztja, hogy az ionizald sugarzasok
hatéasara aktivalodo pro-apoptotikus gén, a reaper, Dmp53-fiiggd szabalyoza-
saban ¢és alap expresszios szintjének fenntartasaban a DLP-nek nincs szerepe.
A reaper-rel ellentétben, egy masik pro-apoptotikus gén, az Ark, alap
expressziojanak fenntartasaban a DLP szerepet jatszik. Az Ark mRNS szintje
DLP mutansokban alacsonyabb, a DLP taltermelése esetén pedig magasabb
volt, mint a kontroll allatokban. Genetikai interakcios kisérletekben a DLP
kopia szamanak csokkenésével parhuzamosan a Dmp53 altal kivaltott
apoptozis fokozodott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a DLP gétolja a
Dmp53 apoptozist indukal6 hatasat.

A dADA2a Drosophila transzkripciés adapter szerepet jatszik a Dmp53

miikodésében

Az ADA2 (alteration/deficiency in activation 2), transzkripcios
adapter tartalmii komplexek élesztében és emberben szekvencia specifikus
transzkripcios faktorokon keresztiil részt vesznek génspecifikus transzkripcid
aktivacioban. A human p53 transzaktivacios funkcidinak betoltésében és az
altala kivaltott apoptdzisban sziikséges az ADA2/ADA3/GCNS tartalma
adaptor komplex kozremilkodése. A Dmp53 és Drosophila ADA fehérjék
kapcsolatardl mar vannak irodalmi adatok. A Dmp53 és dADA2b kolcsonha-
tasat in vitro pull-down kisérletekben igazoltak, azonban a dADA2a-val nem
detektaltak interakciot. A dADA2a a Drosophila ADA2a-t tartalmazé —
ATAC (ADA two A Containing) — hiszton acetil transzferaz komplex tagja a
dGCNS5 ¢és dADA3 fehérjékel egyiitt. A Dmp53 és dADA2a kapcsolatat a
reaper rontgen sugdarzast kovetd aktivacidjan keresztiil vizsgaltam és azt
tapasztaltam, hogy ADA2a hianyaban, a Dmp53 null mutansokhoz hasonléan
a reaper nem indukalodott. Ez arra utal, hogy a Dmp53 és a dADA2a-t tar-
talmazo ATAC egyarant részt vesznek a reaper kifejezddésének szabalyoza-
saban. Feltételezhet6, hogy a reaper aktivacidjanak hianya dAda2a mutansok-
ban a programozott sejthalal lefolyasara is hatassal van. Az imago korongo-
kon végzett acridin orange festést kovetden az apoptotikus sejtek szama

1118 4llatoké-

dAda2a mutans larvakban szignifikinsan kevesebb volt, mint a w
ban. A dADA2a fehérje hidnyaban tehat a Dmp53-fiiggd apoptozis nem megy
végbe nagy dozist ionizalo sugarzast kovetden. Tehat a reaper transzkripcio-
janak szabalyozasat és a programozott sejthaldl indukcidjat a Dmp53 vélhetd-

en az dADA2a tartalmi ATAC komplexszel egyiittmikodve végzi.



Osszefoglalas

Eredményeimet osszefoglalva megallapitottam, hogy:

1. A Dmp53 fehérje jelenléte és miikddése sziikséges az UVC hatdsara beko-
vetkezd DNS karosodasok utani taléléshez.

2. Kimutattam, hogy az Ark, hid és reaper pro-apoptotikus gének a Dmp53
jelenlététol fuiggden kiilonb6z6 DNS karosodasok esetén eltérd modon aktiva-
lodnak.

3. DNS microarray kisérletben 61 gént azonositottam, amelyek UVC kezelés
hatasara bekdvetkezd, DmpS53 jelenlététdl fliggd expresszids valtozast mutat-
tak. Ezek kozil 10 gén esetében a Dmp53-fiiggd génkifejez6dést fiiggetlen
modszerrel, fliggetlen biologiai mintakat hasznalva megerdsitettem, amelyeket
az eredmények alapjan a tovabbiakban Dmp53 altal szabalyozott ,,lehetséges
transzkripcios célgéneknek” tekintettem.

4. Megallapitottam, hogy UVC ¢és ionizalo sugarzas hatasara bekovetkezo
expresszios valtozasuk alapjan harom csoportba sorolhatok az altalam azono-
sitott lehetséges és ismert Dmp53 transzkripcids gének:

- az els6 csoportba az Ark, tou, ftz-fl, ebi és CG11982 gének tartoznak, ame-
lyek Dmp53-fiiggd aktivacioja csak UVC sugarzast kovetden kovetkezik be

- a masodik csoport — hid, rho, ballchen, Grip75, 1(1)dd4, CG8319 és CG5620
— tagjai a Dmp53 jelenlétében ionizald és UVC sugarzas hatasara egyarant
indukalddnak és feltételezhetéen altalanos szereppel birnak az 6rokité anyag
karosodasakor beinduld sejtvalaszokban

- a harmadik géncsoportba tratozd gének — reaper, sickle, Eiger, Ku70 és
Ku80 — kizardlag ionizald sugarzast kovetden aktivaldodnak a Dmp53 kozre-
miikodésével.

5. Bioinformatikai transzkripcids faktor kotéhely analizissel megallapitottam,
hogy az ujonnan azonositott lehetséges Dmp53 célgének promoter régidi nem
tartalmaznak szimmetrikus, az emlés konszenzusra jellemz6 kotohelyeket.

6. Genetikai interakcios kisérletek eredményei arra utalnak, hogy a human
Daxx fehérje Drosophila homoldogja, a DLP gatolja a Dmp53 apoptézist

indukal6 hatasat.

7. Kimutattam, hogy a DLP-nek nincs kulcs fontossagl szerepe a nagy dozisu
ionizald sugarzéas hatasara létrejové Dmp53-fliggd sejtvalaszok aktivacioja-
ban. Ezt megerdsitve nem vesz részt az ionizal6 sugarzasok hatasara aktivalo-
do pro-apoptotikus gén, a reaper, Dmp53-fiiggd szabalyozasaban és alap
expresszios szintjének fenntartasaban. A DLP ezzel ellentétben részt vesz az
Ark expresszios szintjének fenntartasaban.

8. Megallapitottam, hogy a reaper transzkripcidjanak szabalyozasat és a
programozott sejthalal indukcidjat a DmpS3 vélhetden az dADA2a tartalmu
ATAC komplexszel egyiittmiikddve végzi.

Eredményeim alapjan ugy gondolom, hogy a Drosophila
melanogaster jol hasznalhaté modell a p53 fehérje miikodésének tanulmanyo-
zasahoz. A Dmp53 sejtbeli funkcidirdl kapott kisérletes eredmények hasznos
informaciokkal szolgalhatnak az emlés p53 altal szabalyozott folyamatok

részletesebb megismeréséhez.
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