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2. A ROVIDITESEK JEGYZEKE

AB4
AD

AP endonukleaz

APE1
AraC
ATM
ATR
BER

CS

CPD
DDB
Endolll
ERCCI
Fapy-Ade
Fapy-Gua
FENI

Fpg
HPLC
Hprt
HR23B
Hu

H202
NER

8OHdG, 8ox0-dG
80OHdA,8-ox0-dA

SEM
RPA
PARP
PBS
PCNA
PNK
Polf
QPCR
RFC
TFIIH
TTDA
UDS

XRCC1
XPA-G
XPV

Amyloid-B4,—peptid

Alzheimer’s disease/dementia (Alzheimer-kor)
Apurin/apirimidin endonukleédz

Apurin/apirimidin endonukledz1

Citozin-B-D arabinofuranozid

Ataxia Telangiectasia Mutated protein

Ataia Telangiectasia Related protein

Bazis Excizioés Reparacios rendszer

Cockayne syndrome

Ciklobutéan pirimidin dimer

Damaged DNA binding-kéarosodott DNS-t kot6 fehérje
Endonukledz III

Excision repair cross complementingl protein
4,6-diamino-5-formamidopirimidin
2,6-diamino-4-hidroxy-5-formamidopirimidin
Flap-endonucleasel
Formamido-pirimidin-DNS-glikozilaz
Nagynyomasu folyadék kromatografia

Human phosphoribosyl transferase

Huméan Rad23 homolég fehérje

Hidroxiurea

Hidrogén-peroxid

Nukleotid Excizios Reparécios rendszer
8-hidroxi-2’-dezoxiguanin (8-oxoguanin)
8-hidroxi-dezoxiadenin

Standard error of mean (az atlagok standard hibaja)
Replication protein A

poly-ADP-ribose polymerase

Phosphate-buffered saline

Proliferating cell nuclear antigen
polinukleotid-kinaz

DNS polimeraz 3

quantitative polimerase chain reaction (kvantitativ PCR)
Replication factor C

Transzkripcios faktor II H

Trichothiodistrophy A protein

Unscheduled DNA synthesis assay (Reparacioval kapcsolt DNS
szintézis vizsgalat)

X-ray cross complementing1

Xeroderma pigmentosum A-G (7 komplementéacios csoport)
Xeroderma pigmentosum Variant



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. Eloszo

Minden €16 szervezet genomja allando fizikai és kémiai behatdsoknak van kitéve,
melyek egy része a sejten beliilrdl, mas része a kornyezetbdl érkezik. A DNS molekula
kémiailag nem inert, hanem kornyezetével &llandoan kolcsonhatasban all és mas
molekuldkkal reakcidba 1€p, kémiai modosuldsai azonban a genetikai informacid elvesztését,
megvaltozasat eredményezhetik. Ez az organizmus szempontjabdl kétféle kovetkezménnyel
jar: egyrészt a kialakuldé mutaciok a metabolikus folyamatok megvaltozasat, a sejt pusztulasat,
felgyorsult dregedést vagy rakot okozhatnak, masrészt hosszutdvon, generaciokon keresztiil
az ilyen valtozasok résztvesznek az evolicidoban. A legegyszeriibb egysejtiicktdl a
magasabbrendi fajokig az €16 szervezetek mindegyike kifejlesztett olyan mechanizmusokat,
melyekkel a DNS hibait kijavithatja. A primitiv egysejtlickben is létezik néhany olyan fehérje,
amely a DNS karosodasok javitasat végzi és ezek az egyszerli reparaciés mechanizmusok az
evoluci6  sordn  nagyfoki  konzervativizmust = mutatnak  (Friedberg 1995).
Magasabbrendiickben ezek a fehérjék bonyolult mitkkddési rendszert alkotnak, melyet DNS
reparacios rendszernek neveziink. Ez a rendszer igen heterogén, tobb alrendszerbdl allva
nagyon kifinomult és bonyolult halozatot képezve illeszkedik a sejt miikddési folyamataiba és
Osszehangoltan miikodik olyan sejtfunkciokkal, mint a sejtciklus ellendrzés, transzkripciod
szabalyozas, kromatinszervezddés vagy programozott sejthalal.

A DNS reparacios rendszer tobb, a karosodasok kiilonb6zd tipusaira specializalodott
alrendszere k6zds funkcidkat és ebbdl kovetkezden kozds fehérje faktorokat is tartalmaz (1.
ABRA).

Disszertaciom témaja a DNS reparacio két rendszerét érinti:

1. a nukleotid exciziés rendszert, mely tobbek kozott az UV fény hatdsara képzddo

2. a bazis exciziés rendszert, amely az oxidativ karosoddsok és egyes szalu torések
eltavolitasaban vesz részt.

Munkank soran emberi sejttenyészeteken az UV sugéarzds hatasara kialakul6 DNS
karosodasok eltdvolitdsanak nyomonkovetésére kifejlesztettiink egy kvantitativ polimeraz
lancreakcion alapulo vizsgéalati modszert. A modszer segitségével tanulmanyoztuk kiilonb6zo
emberi sejtvonalak reparacids kinetikajat. Ezen munka ismertetése képezi dolgozatom egyik

részét.



Dolgozatom masik része egy ujszerii mikroelektroforézis technika alkalmazésarol
szamol be, melynek segitségével a sejtekben keletkezd oxidativ DNS karosodasok mértéke és
reparacidja nyomonkovethetd. A DNS oxidativ karosodéasai kovetkeztében kialakuld koros
folyamatok szdmos emberi betegség kialakulasaban és sulyosbodédsaban jatszanak szerepet.
Ezek kozé tartozik az Alzheimer-kor is. Alzheimer-kéros betegek és életkorban illesztett

egészséges kortarsaik limfocitadiban vizsgaltuk a DNS oxidacidé mértékét és az oxidalt bazisok

reparaciojat.
Rontgensugarzas Replikacios hibak UV fény Rontgensugarzas
Oxigén gyokok Aromas Kemoterapias szerek
Alkilalo szerek szénhidrogének (ciszplatin, mitomicin C)

Uracil A-G, T-G 6-4 fototermék Szalak kozotti
8-oxoguanin mismatch  Kémiai karosodiasok  keresztkotés
Abazikus hely Ciklobutan piri- Kettdsszald torés
Egyesszalu torés midin dimerek

Rekombinacios
BER Mismatch NER reparacio,
reparacio Nem-homolég vég-
egyesités

1. ABRA. A Kkiilonbozé endogén és exogén hatisokra kialakulé DNS karosodasok és a javitasukat
végzd DNS repariciés rendszerek. BER-Bazis Exciziés Reparacios rendszer; NER-Nukleotid Excizios
Reparacios rendszer




3.2. Az UV fény altal indukalt DNS karosodasok

3.2.1. Az UV dltal indukalt DNS kdarosoddsok képzodésének mechanizmusa

A napsugarzas szamos kedvez0 és karos hatdssal van az emberi szervezetre, és az ezek
kozotti jotékony egyensuly fenntartdsa fontos hatdssal van az egészségre. A napsugarzas
ultraibolya fény tartomanya azon elényOs hatdsan tal, hogy hozzdjarul a D-vitamin
képzddéshez gyorsitja a bér oregedését, helyi és szisztémas immunszupressziot okoz és
extrém esetben tumorképzddést indukalhat (Studzinski 1995).

A statisztikusan kimutathaté 6zonréteg csokkenés (Jankowski 1997) kovetkeztében
novekszik a fold felszinét érd ultraibolya sugarzas, ami egyik magyarazata lehet a bdrrak
vilagszerte novekvo eléfordulasanak. Kozel 1 millié 0j borrakos esetet regisztralnak évente
csak az Egyesiilt Allamokban (Pfeifer 1997a), ami kiemeli az UV karosodasok vizsgalatanak
jelentdségét.

Az UV kérosodasok reparacids folyamatai mas agensek altal kivaltott olyan DNS
karosodasok javitasat is végzik, melyek kiillonféle tumoros elvaltozasok forrasai. Az UV fény
hatdsara a DNS szalon képz6do fototermékek ezért egyfajta, konnyen kivalthato modell
karosodasok a nukleotid excizids reparacids rendszer (NER) indukcidjanak és miitkodésének

tanulméanyozasara.
3.2.2. Az UV fény és a DNS kélcsonhatdsa

Az ultraibolya sugarzas spektrumat harom részre szoktdk felosztani: UVC (100-280
nm) UVB (280-315 nm) ¢s UVA (315-400 nm) (IARC 1992). A DNS molekula {6 elnyelési
hullamhossza 265 nm, a 320 nm-nél hosszabb hullamhosszi fényt nem képes elnyelni.
Azonban a hosszabb hullamhossza UV fény is képes DNS karosodéasokat kivaltani azaltal,
hogy kiilonb6zé kromofor molekuldk a sejtben abszorbealjak ezt a fény tipust, majd az
energidjukat triplet-triplet energia atadassal 4tadjdk a DNS-nek. Ez a folyamat a
fotoszenzitizacid. Ezzel a mechanizmussal aceton, acetophenon ¢és néhany psoralen
kozvetitésével sikeriilt ciklobutan pirimidin dimerek képzddését kivaltani in vitro (Guillo
1995, Lamola 1970). Habar nincs direkt bizonyiték arra, hogy biologiai kromoférok
kozvetitenék ezt a folyamatot a DNS felé, a fotoszenzitizacid 1étezését in vivo nem lehet

kizarni.



3.2.3. Ciklobutan pirimidin dimerek (CPD-k)

A két szomszédos timin bazis kozott ciklobutan gytirivel 6sszekapcsolt dimereket
1960-as években fedezték fel a DNS molekuldn UVC sugarzas hatasara és pirimidin
dimereknek vagy két timin kozott timidin dimereknek nevezték el (2A. ABRA) (Beukers
1960).

0
N
0={ MN-dR

‘ N

o\ N 0= N-dR s
N—N\<< cis-syn (T-T) N~\§ trans-syn (T-T) .
0

A) 0 B)

2. ABRA. A fototermékek képzédése és torziés hatisa a DNS kettds hélixre. A) A
ciklobutan pirimidin dimer sztereoizomerek. A cisz-szin CPD a leggyakoribb forma. B)
(6-4) pirimidin-pirimidon fototermék kialakulasa. Mindkét termék blokkolja a DNS
polimerazok mitkodését. (Friedberg, 1995.)

A ciklobutan pirimidin dimerek a leggyakoribb UVC és UVB sugarzas altal kivaltott
DNS karosodasok, melyek elvileg barmely két szomszédos pirimidin kozott kialakulhatnak
(Cadet 1983; TARC 1992). Nem szomszédos pirimidinek dimerizacioja nagyon ritkan, de
eléfordul (Kim 1995a; Love 1992). Emberi DNS-ben a timidin dimerek (TT) eléforduldsa a
leggyakoribb; az 6sszes dimer 68%-at képviselik, mig a TC dimerek atlagosan 16%-ban, a CT
dimerek 13%-ban, CC dimerek 3%-ban fordulnak eld a human genomban (Mitchell 1992).

A két szomszédos pirimidin bazis 5. és 6. szénatomja kozott kialakulé kovalens kotés

jelentds szaltorzulast okoz a B-DNS konformécioban. A dimerek kornyezetében a DNS kb.



15%-al fellazul és meghajlik: a cisz-szin ciklobutan dimereknél ~7°-0s szdgben, a transz-szin
dimereknél 22°-o0s szogben (Kim 1995b; Pfeifer 1997b; Wang 1993).

A dimerképzodés 1étrejottéhez a pirimidinek jelentds térbeli kitekeredése sziikséges,
ami a cukor-foszfat gerinc merevségétdl is fiigg, ezért a DNS hajlithatésaga egy adott
szekvencian meghatdrozza a dimerek kialakuldsanak esélyét. A letekeredett allapotu és
hajlékony (nagy A+T) tartalmt szekvencidkon nagyobb a pirimidin dimerek képzddési esélye
(Pfeifer 1997b). Ezzel szemben a merev DNS szakaszokon gatolt a fotodimerizacio, mert a
két kovalens kotés kialakitasahoz sziikséges optimalis térbeli elrendez6dés nem tud kialakulni
(Becker 1989). A harom szalu DNS valdsziniileg ezért kevésbé érzékeny a fotodimerizaciora

(Lyamichev 1990; Malkov 1992; Tang 1991).
3.2.4. A 6-4 fototermék

Az 1960-as évek végén leirtak egy masik, az UV fény altal kivaltott DNS kéarosodast
is, amely kémiai tulajdonsagaiban eltér a pirimidin dimerektdl (Johns 1964). A késébbiekben
a 6-4 pirimidin-pirimidonnak, vagy rovidebben 6-4 fototerméknek elnevezett karosodasokat
eltér6 fotokémiai tulajdonsdgaik miatt a fototermékek 1 osztalyaként soroltdk be. A 6-4
fototermékek egy négytagi dtmeneti molekulan keresztiil képzddnek az 5’pirimidin 5. és 6.
szénatomja kozott, valamint a 3’ pirimidin 4. szénatomja és az oxigén atom kozott (Mitchell
1989). Modell kisérletek alapjan a 6-4 fototermék kialakulasahoz szintén sziikséges a DNS
letekeredése ¢s a bazisok elfordulasa (Pfeifer 1997b). A 6-4 fototermék még nagyobb
torzuldsokat okoz a kettés szdlban, mint a timidin dimer, mivel az 0&sszekapcsolodd
pirimidinek sikja majdnem derékszoget zar be egymassal és 44°-0s meghajlast eredményez a
DNS gerincében (Kim 1995a) (2B. ABRA).

A 6-4 fototermékek az Osszes UV karosodas 10-20%-at teszik ki. Képzddésiik
gyakorisaga azonban nagymértékben fiigg az adott DNS szakasz (A+T)/(G+C) aranyatol,
kromatin struktirdjatél (Mitchell 1989), valamint az UV fény hullamhosszatol (Yamada
1992).

3.2.5. Ritkabban eldfordulo UV fotorermékek

A Dewar izomer a 6-4 fototermék izomerizaciojaval keletkezik egy ujabb foton

befogasaval az UVB sugérzas soran (Taylor 1988).
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A citozin-hidrat képzddését oligonukleotidok UV besugarzasakor észlelték. Ezek a
karosodasok azonban instabilak, féléletidejiik 37°C-on 25 o6ra. Bomlasuk utdn eredeti
komponenseikké alakulnak vissza, ami megkérddjelezheti biologiai fontossagukat. Borrakos
sejtekben azonban gyakran mutathatok ki mutaciok egyediilallo citozinon, vagy CC tartalmu
szekvencidkon, ami felveti esetleges szerepiiket a mutaciok kialakuldsaban (Boorstein 1990).

A purinok a pirimidinekhez képest sokkal stabilabbak UV behatassal szemben. UVC
hatdsara szomszédos adeninek (Gasparro 1986), timinek és adeninek kozott kialakulhatnak
dimerek (Bose 1983), keletkezésiik gyakorisdga azonban mintegy két nagysdgrenddel
alacsonyabb a ciklobutan dimerekénél €s biologiai szerepiik mindeddig nem ismert.

Nukleinsavak és fehérjék kozotti fotokémiai reakcidkat is leirtak (Alexander 1962),
valamint megfigyelték timin ¢és egyes aminosavak (cisztein, lizin és arginin) kozotti
keresztkotések kialakulasat is (Kornhauser 1976). Bizonyitékok vannak a DNS-fehérje
keresztkotések kialakuldsaira UVB és UVC fény hatisara (Peak 1985), de mindeddig nem

bizonyitott ezeknek a termékeknek barmiféle szerepe a mutagenezisben.

3.3. Az UV fény altal okozott karosodasok javitasanak mechanizmusa

3.3.1. A fotoreaktivdcio

A ciklobutan pirimidin dimerek (Hearst 1995) és valosziniileg a 6-4 fototermékek
(Kim 1994) javitasa legegyszeriibben egy fotoreaktivacionak nevezett specialis
mechanizmussal torténhet. Ezt a folyamatot eddig baktériumokban irtak le. A fotoreaktivacid
kulcselemei specidlis enzimek, a fotolidzok, melyek képesek megkotni a lathatd fény
kvantumjait és atadni annak energidjat a sériilt helynek. A fotolidzok 50-60 kDa-os monomer
fehérjék, melyek két kromoforbol allnak. A két kromofor egyiittesen mikddik és lehet
mindketté flavin, vagy egy flavin és egy folat, illetéleg egy flavin és egy deazaflavin.
Miikodésiik soran eldszor egy fénytdl fliggetlen folyamatban az enzim specifikusan kotédik a

DNS-en 1év ciklobutan dimerhez. Az elsd kromofor szolgédl fénygylijté antennaként és
megkdot egy 350-450 nm hulldmhossza fotont, majd az abszorbealt energiat 4tadja egy FADH

kofaktornak, amely lead egy elektront a ciklobutan dimernek (Kim 1993). Ez a ciklobutan
dimer kihasitdsdhoz vezet, amit egy elektron leadas kisér a flavin kofator felé és ezaltal

helyreéll a normalis DNS szekvencia és az enzim nativ formaja.
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Habar a CPD-k fotoreaktivacidja szinte minden organizmusban megtalalhato,
emldsokben a 1étezése nem kelldképpen igazolt, egerekben a veliik szerkezeti hasonlosagot
mutato fehérjéknek a cirkadian bioldgiai ritmus szabalyozasaban van fontos szerepiik (van der
Horst 1999). Néhany vizsgéalat beszamol emberben is fotoreaktivacios aktivitasrol
(D'Ambrosio 1981; Ogut 1989; Sutherland 1985), a fehérjét azonban mindeddig nem

1zolaltak.

3.3.2. A Nukleotid Excizios Repardcios Rendszer (NER)

Az ultraibolya fény altal indukalt timidin dimereknek a DNS szalbdl valé kivagasarol
¢s az ezt kovetd reparacids replikaciorol az elsé kisérleti eredmények 1964-bdl szarmaznak
(Shuster 1964). Ezek az eredmények a timidin dimereket tartalmazé DNS szakasz
kivagddasarol, Gjraszintetizalasarol és a szal osszeillesztésérdl szamolnak be.

A nukleotid excizids folyamatok felfedezése utan a tudomanyos koézvélemény még
jonéhany évig azon allasponton volt, hogy ez a rendszer csak olyan rendkiviili esetekben
segiti egy organizmus tulélését, ha az a napsugarzéstol sulyos UV karosodast szenved
(Hanawalt 2001). Ugy gondoltik, hogy a sotétben tartott sejtekben a NER teljesen
lényegtelen, elhanyagolhaté funkcidé. Mara mar nyilvanvalo, hogy a nukleotid excizids
rendszer a DNS reparacié egyik fo Gitvonala, mely szamos organizmusban jelen van. Erdekes
azonban, hogy a ndvényekben hidnyzik, benniik a fotoreaktivacid végzi az UV fototermékek
eltavolitasat.

A NER sokoldalusagat tiikrozi, hogy rengeteg, strukturalisan eltéré karosodas
javitasaban részt vesz. F6 szubsztratjai a fototermékek, de olyan nagyméretii kémiai agensek,
mint a DNS keresztkotést okozo kemoterapias szer, mint a ciszplatin, illetve a gomba alkaloid
az illudin, vagy a dohanyzas sordn a szervezetbe keriild policiklusos aromds szénhidrogének
altal indukalt DNS karosodasokat szintén a NER javitja. Bizonyos alkilalé és oxidalé hatasu
kémiai anyagok altal kivaltott bazis karosodasok szintén a hatdskorébe tartoznak, bar ezek
eltdvolitasat foként a bazis excizids reparacid végzi, a nukleotid exciziés rendszer ilyen
esetekben mint tartalék védelmi mechanizmus szerepel ( Tornaletti 1996, de Laat 1999;).

Annak ellenére, hogy NER-nek az UV karosodasok eltdvolitasdban jatszott szerepe a
legtobbet tanulmanyozott, egyre tobb vizsgalat erdsiti meg, hogy fehérjéi a sejt egyéb
¢letfunkcidiban is szerepet jatszanak. Részei egyrészt mas reparacids utaknak, illetve a NER

szorosan egyiittmiikodik a sejtciklus szabalyozassal, a transzkripcidval, a DNS replikacioval
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¢és nélkiilozhetetlen a rakos folyamatok megeldzésében (Tornaletti 1994, Berg 2000; Hanawalt

2001).
3.3.2.1. Az emberi nukleotid excizios reparacios rendszer miikédése

A NER f6bb folyamatai és az adott funkcioknak megfeleld fehérjék az eukaridtdkban
az ¢leszt6tdl az emberig nagyfoki homologidt mutatnak. Az emberi NER-ben résztvevd
faktorok miikodése csupasz DNS-en végzett, sejtextraktumokbdl rekonstrudlt faktorokkal
végzett vizsgalatok nyoman viszonylag jol ismert, és ezek alapjan két f6 alrendszerbdl all.
az utvonalat transzkripcioval kapcsolt vagy transzkripcionalis reparacionak nevezziik (TCR)
(Bohr 1985, 1987, 1988, Mellon 1986, 1987, Tu 1996) A genom nagyobb,
(Madhani 1986). A két alrendszer a jelenlegi ismeretek szerint csak az els6 néhany 1épésben,
a DNS kérosodas felismerésében és azonositasaban kiillonbozik (Hanawalt 2002).

A nukleotid excizids reparacios rendszer mintegy 30 féle fehérjébdl all (Lehmann
1995), melyeket a Xeroderma pigmentosum (XP) nevii, igen ritka autoszomalis recessziv
oroklodésti betegségben szenveddkbdl izolalt sejtvonalakbdl és emlds mutans sejtekbol
azonositottak. A NER kulcsenzimeit a Xeroderma pigmentosum egyes komplementacios
csoportjaiban mutans fejérjérdl nevezték el (XPA-XPG, XPV).

Az emlés NER elemeit tisztitott fehérjékbol allo in vitro rendszerben sikertilt
rekonstrudlni (Aboussekhra 1995) és a komponensek részletes biokémiai analizisét is
elvégezték (Sancar 1996; de Laat 1999; Wood 1999).

A human NER mikodését bemutatdo modell szerint az elsd 1épés a karosodas
felismerése (3A. ABRA; de Laat 1999 nyoman). Ezutin a karosodas meglétét megerdsité
enzimek a reparacio helyéhez toborozzak a javitashoz sziikséges fehérjéket (3B. ABRA).
Ebben a két 1épésben résztvevd enzimek eltérdek a NER két alrendszerében. Mivel a NER
szamos strukturalisan kiilonb6z6 DNS karosodas eltavolitasat végzi, a global genom
reparacioban miikodo, elséként aktivalddo felismerd enzimek nem a karosodas tipusat, hanem
annak kornyezetében a DNS helikalis szerkezetének torzulasat érzékelik. A hélix torzulasanak
fontossagat szintetikusan eldallitott DNS karosodasokkal sejtmentes rendszereken
bizonyitottdk ( Hess 1998, Buschta-Hedayat 1999; de Laat 1999;). A 6-4 fototermékek és a

pirimidin dimerek eltérd szaltorzids hatdsa miatt az XPC-HR23B 6nmagaban valosziniileg
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nem képes a CPD-ket felismerni, csak a 6-4 fototermékeket. A CPD-k azonositdsadhoz a
karosodott DNS-t kotd fehérjére (DDB; damaged DNA binding) is sziikség van (Wakasugi
2001).

Transzkripcioval kapcsolt reparacioban az elongacidt végzé RNS Polimeraz II-nek a
DNS szélon valé megakadasa jelenti a karosodas elsddleges érzékelését. A global genom
reparacioban a karosodasok felismerésében résztvevd enzimek kore még nem teljesen
tisztazott. Bizonyosnak latszik, hogy az elsd felismerési 1épést végzd XPC-HR23B és a DDB
faktor (a GGR-ben sziikséges a pirimidin dimerek felismeréséhez, (Tang 2000)) és a TFIIH
(transzkripcios faktor II H, TCR esetén) enzimkomplexeken kiviil egy masodik 1épésben
sziikség van a karosodas meglétét megerdsitd tovabbi fehérjékre is (Sugasawa 2001). Ezek az
enzimek, az egyszerli buborék struktirdhoz tévesen is odakotddni képes XPC-HR23B-vel
egylitt mar képesek a kdrosodas meglétét megerdsiteni és odairanyitani az exciziodt elvégzo
tobbi komponenst is. Ebben a feladatban valdszintileg az XPA és RPA (replikacids protein A)
fehérjék is résztvesznek, mivel kimutattdk, hogy specifikus kotddési affinitdsuk van a
karosodott DNS szalho (Jones 1993, Asahina 1994; He 1995;) (3C. ABRA). A karosodas
megerdsitése pontosabb azonositast jelent az egyszerii szerkezeti torzid felismerésénél,
amiben a TFIIH-nak és az XPG-nek is szerepe van mind a TCR, mind a GGR esetében.

A transzkripcidt végzé RNS polimerédz II 1€ziot felismerd képességét tobb reparacios
utvonal is kihaszndlja. A transzkripcidval kapcsolt repardcid soran, bazis excizios
reparacioval (BER) javitodnak olyan karosoddsok, mint a 8-oxoguanin ¢és a timin-glikol. A
BER-ban szintén résztvesz a TFIIH komplex és az XPG is, amelyek a karosodds pontos
azonositasa révén képesek kiilonbséget tenni abban, hogy melyik reparacids rendszer elemeit
(NER vagy BER) toborozzak a helyszinre (Sugasawa 2001).

A NER tovébbi folyamataban a TFIIH (mely 9 alegységbdl allo komplex) alkotorészei
koziil az XPB és XPD, mint ellenkez6 polaritassal rendelkezé helikdzok, kitekerik a DNS-t a
karosodas kornyezetében. Az igy létrejott fellazult DNS struktura, az un nyitott komplex
hozzaférhetévé valik az ERCCI1-XPG és XPF strukturaspecifikus endonukledzok szaméara
(3D. ABRA).
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3. ABRA. A nukleotid exciziés reparaciés rendszer (NER) két alrendszerének miikodése. A global
genom reparacié (GGR) és a transzkripcioval kapcsolt reparaciéo (TCR) folyamatai kezdeti eltérés utan
azonos mechanizmussal fejezOdnek be. A folyamatba egymds utdn belépd fehérjékbdl kialakult
enzimkomplex egy “kivag-ijraépit” reakcidosorban 24-32 nukleotid ujraszintetizaldsaval javitja ki a hibas
DNS szakaszt.
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eldszor az XPG a karosodastol 2-8 nukleotidra hasit 3* irdnyban, majd az ERCC1-XPF 15-24
bazisnyira 5’ irdnyban ( Huang 1992; Moggs 1996; Mu 1996, Evans 1997;). A kivagott 24-32
nukleotidot a DNS polimeraz 6/¢ kapcsolodva a proliferalo-sejt nukledris antigénnel (PCNA)
és a replikacios faktor C-vel (RFC) tjra szintetizalja (3E. ABRA). A szintézis 1épése eldtt
valoszintileg az 6sszes NER fehérje elhagyja a DNS szélat, kivéve az RPA-t, ami a nukledzok
ellen védi a DNS-t és segiti a DNS replikaciot.

Sokaig vitatott kérdés volt, hogy a NER elemei egymast kovetden 1épnek-e be a
reparacios folyamatba, vagy eldzetesen Un. reparoszomaba Osszekapcsolodva egyiittesen
kertilnek kapcsolatba a DNS karosodéssal. Volker és mtsai vizsgalatai (Volker 2001) azt
igazoljak, hogy a fehérjék egyenként kapcsoldodnak be a reparacidba.

3.3.2.2. A nukleotid excizios rendszer heterogenitasa

3.3.2.2.1. A DNS reparacio heterogenitasa a genom kiilonbozo szakaszain

A genom kiilonbozd szakaszai eltérd kinetikéaval javitddnak, ami fligg az adott régiod
transzkripcionalis aktivitasatol és kromatinszerkezetétdl. A transzkripcionalisan aktiv
szakaszok az emberi genomnak kevesebb, mint 5%-at képviselik és ebbdl csak mintegy
1,5%-ot tesznek ki az exonok (Lander 2001; Venter 2001). A global genom reparacios
ismert folyamat, mint a transzkripcioval kapcsolt reparacid. Nem tisztazott, hogyan megy
végbe in vivo a nukleoszémakba szervezddott genom reparacioja, hogyan torténik a
karosodasok érzékelése a nukleoszomalis szerkezet szét- és Osszeszerelése kdzben. Nem
ismerjiikk tovabba, hogy hogyan valik hozzaférhetové a heterokromatikus szakaszokon a
karosodott nukleotid. A reparacid idejére a nukleoszomalis strukturanak részben vagy
egészben fel kell bomlania ahhoz, hogy a reparaciés enzimek hozzaférjenek a
kéarosodasokhoz és a nukleoszémak pozicidja is valtozik a reparacié soran (Smerdon 1991).
A folyamatban résztvevd kromatin fehérjék koziil még csak néhany ismert (Green 2002).

A genom legszorosabban csomagolt, konstitutiv heterokromatikus régidinak
reparacidjardl talalhat6 a legkevesebb adat az irodalomban. A centromer, a telomer és a
pericentrikus heterokromatin (mely utdbbi atmeneti z6ndt képez a szorosan csomagolddott
centromerikus és a géneket hordozd kromoszoma régiok kozott), igen fontos struktiralis

részét képezi a kromoszomaknak. A benniik 1évé repetitiv szekvencidk miatt, illetve “gén-
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szegény” természetiik kovetkeztében ezek a szakaszok képviselik a human genom szekvencia
adatbazis fehér foltjait. Az itt talalhato szekvencidk szerepe nem tisztdzott, az elmult néhany
¢év kutatasai alapjan azonban ugy tiinik, hogy a genom integritdsdnak megdrzésében jelentds
szerepiik van. A pericentrikus heterokromatinban talalhatd ismétlédé szekvencia blokkok
ugyanis gyakran szinhelyei interkromoszémalis atrendezOdéseknek (Horvath 2001). A
pericentrikus repetitiv szekvencidk bizonyitottan szerepet jatszanak a mikrodelécids vagy
mikroduplikécios szindromaknak nevezett betegségek kialakuldsaban (Chen 1997; Reiter
1997; Amos-Landgraf 1999; Shaikh 2001). Transzlokacids téréspontok tanulmanyozasa soran
azt talaltak, hogy a tumoros sejtvonalak 60%-aban a pericentrikus és centromerikus régidoban
tortént az atrendezodés (Padilla-Nash 2001). Habar a heterokromatinban torténd reparacios
folyamatokrol igen kevés informacionk van, Surralles és mtsai (1998) vizsgélata is
megerdsiti, hogy a genomon beliilli DNS reparaciés és kromatinszerkezeti heterogenitas
felelds lehet az egyes kromoszomaékra, kromoszomalis régiokra (kiilondosen a

heterokromatinra) jellemz0 fokozott fragilitasért.

3.3.2.2.2. A NER heterogenitasa a gének és specifikus szekvenciak szintjén

A két NER alrendszer mitkddési specificitasabol adodik egy génen beliil a két DNS
javitja, mig a masik szalat GGR, igy az utobbi reparacidja altalaban lassabb.

Tornaletti vizsgalatai szerint a reparaci6 eltéré sebességgel megy végbe egy adott gén
egyes pozicidi kozott is. A p53 génben a pirimidin dimerek 70-90%-a reparaldédik 24 oran
beliil. Bizonyos pozicidkban azonban a reparacié késlekedik, vagy hianyzik és ott még 48 ora
mulva is kimutathatéak a CPD-k. Ezek a lassan reparal6dé nukleotidok bdérrdkban azonositott
mutacids forropontoknak feleltethetok meg (Tornaletti 1994).

A génen beliili reparacids heterogenitast igazolja az a kozlemény, amelyben Tu (1996)
¢s munkatéarsai reparacio-gradiens kialakulasar6él szamolnak be az emberi Jun génben.
Adataik szerint a gén promotere reparalddott leglassabban, a leggyorsabban a transzkripcios
iniciaciés hely, valamint a génben 3’ iranyba mutat6é lassu, gradiens jellegli reparacio
csokkenést detektaltak.
3.3.2.2.3. A NER szubsztrat-specifikus heterogenitdsa

A 6-4 fototermékek reparacioja atlagosan 5-szor gyorsabb, mint a pirimidin dimerek

reparacidja (Mitchell 1989). Ennek oka az altaluk kivaltott nagyfoku hélix torzid, amit a
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felismer6 enzimek gyorsan azonositanak. Ez a szubsztratspecifikus heterogenitds abban
nyilvanul meg, hogy a ciklobutan pirimidin dimerek viszonylag hatékonyan reparalodnak a
transzkripcidval kapcsolt reparacids rendszerben (TCR), viszont a GGR-ben sokkal lassabban

¢s kevésbé hatékonyan (Friedberg 1995; Pfeifer 1997b).
3.4. A NER mutacioi kovetkeztében kialakulo emberi betegségek

A reparéacios rendszerek kiemelkedden fontos szerepe miatt a résztvevd gének
bizonyos mutaciodi az élettel 0sszeegyeztethetetlenek az emberben, ezért fordul el viszonylag
kevés DNS reparacios betegség. A NER gének mutacidi harom ritka, autoszomalis recessziv

oroklédeést fényérzékenységi szindroma kialakulasahoz vezetnek:

l. Xeroderma pigmentosum (XP)
2. Cockayne szindroma (CS)
3. Trichothiodisztrofia (TTD)

Sejtfuzios kisérletekkel 7 komplementacids csoportot azonositottak az XP esetében
(XPA-XPG-t), illetve késobb egy 8. kiilon csoportot alkotdé XPV-t (Xeroderma pigmentosum
varianst). Két komplementacids csoportot talaltak a CS esetében (CSA és CSB), valamint egy
kombinalt XP ¢és CS csoportot. Harom komplementaciés csoport kiilonithetd el a
Trichotiodisztrofids betegek korében (XPB, XPD és TTDA). Figyelemre érdemes, hogy az
XPB, XPD ¢és XPG gének kiilonbox6 mutacioi specialis klinikai megjelenést mutatnak, vagy
Xeroderma pigmentosum-os fenotipust vagy kevert XP/CS fenotipust, vagy TTD-t. A
Xeroderma pigmentosum-os betegekre fokozott rakhajlam jellemz6 (ami ezerszerese a normal
populacids atlagnak (Kraemer 1997), mig a CS és a TTD esetében fokozott tumorképzddési
hajlam nem mutathatd ki. A klinikai szimptémak is nagyon kiillonboznek a hérom
betegségben, ami jelenleg nehezen értelmezhetd csupan a NER mutécidi kovetkezményeként

(de Boer 2000). A betegekben legtobbszor pontmutacidkat mutattak ki az adott génben.
3.4.1. A Xeroderma Pigmentosum

A XP-os betegekre kitiiremkedésekkel teli, durva pergamenszerii bér (xeroderma)
kialakulasa, valamint rengeteg szepld (pigmentosum) megjelenése jellemzdé a napnak kitett
bérfelilleteken (4. ABRA). Bér sziiletéskor még semmilyen eltérés nem figyelhetd meg,
féléves kortdl a napérzékenység egyre fokozodik és degenerativ elvaltozdsokhoz vezet foként

a bordn, a szemen ¢€s a nyakon (Kraemer 1997).
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Xeroderma pigmentosum-os betegekben leggyakrabban kialakuldé réaktipusok a
bazalsejtes karcindma, a pikkelysejtes karcindbma és ritkabban a melanoma. Az elsé tumor
megjelenésének ideje atlagosan a 8. életévre tehetd, ami 50 évvel koradbbi a populdcids
atlagnal. Varhato élettartamuk 30 évvel alacsonyabb az atlagosnal. A belszervi daganatok
kialakulasa is 10-20-szor gyakoribb 20 éves kor alatt, mint az atlag populaciéban (Kraemer

1984).

4. ABRA. Xeroderma pigmentosum-os beteg ‘

A Xeroderma pigmentosum-os betegek egy részére (kb. 20%) az életkorral
folyamatosan sulyosbod6 neurologiai elvaltozasok jellemzdek, melyek oka az idegsejtek
degeneralodéasa és pusztuldsa (féleg XPA tipust betegekben). A részleges NER defektust
mutatd betegeknél esetleg csak kés6i életkorban, vagy egyaltalin nem alakulnak ki
neurologiai tiinetek. A lehetséges magyarazat erre az, hogy az oxidativ kéarosodasok
(Reardon 1997). Az XP-os betegeknél heterogenitas figyelhetd meg a betegség
sulyossagaban, mely féleg a napérzékenységben, a neuroldgiai tiinetek sulyossdgaban
valamint a reparacids képességben észlelhetd. Az XPC tipusti betegek az XPA és XPD
tipusoknal kevésbé érzékenyek a napfényre. A legtobb XPA, XPB, XPD és XPG csoportba
tartozo beteg sulyos NER hidnyossagokat mutat (Bootsma 1993). Az XPD tipusu betegek egy
részénél azonban akar 50%-0s reparacios aktivitas is megmaradhat. Mivel az XPC fehérje

csak a global genom reparacioban jatszik szerepet, az XPC tipusu betegekben a
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transzkripcidval kapcsolt reparacié normalis miikddése kovetkeztében 15-30%-o0s reparacios
aktivités is fennmaradhat.

Az egyediili kandidans gént, amelynek hibdja az XPE komplementacids csoport
elvéltozasait magyarazza még nem sikeriilt klonozni. Az XPE komplementacids csoportba
sorolt betegeknél csokken legkevésbé a NER aktivitas és az XPE-t nélkiilozhetonek tartjak az
in vitro NER folyamatokban. Néhany, de nem minden XPE betegekben a DDB faktor hidnyat
detektaltak, amely két alegységbdl all (p127 és p48) és foleg, de nem kizardlag a kisebb p48
alegységben talaltak mutaciokat. A DDB faktor a kromatinba szervezddott DNS-en foként a
CPD-k azonositasadban vesz részt és eldsegiti azok felismerését, amire az XPC-HR23B nem
képes onalléan a CPD-knek a 6-4 fototermékhez viszonyitva kisebb szaltorzids hatasa miatt
(Tang 2000).

A Xeroderma pigmentosum varians (XPV) sejteben a NER folyamatai megfeleléen
végbemennek, csak az UV hatasara keletkezo DNS karosodasok javitdsa szenved zavart. Az
XPV sejtekben mutaciokat azonositottak a DNS Polimerdz n-nak nevezett fehérje génjében.
Ez a polimeraz képes a DNS szintézisét folytatni a pirimidin dimerek “atugrasaval” (Un.

“trans-lesion” DNS szintézist végez) (Masutani 1999).
3.4.2. A Cockayne-szindroma (CS)

A Cockayne szindromas betegekre korai dregedés, fokozott fényérzékenység miatti
borelvaltozasok, sziirkehdlyog kialakuldsa, latasproblémak jellemzdek. Ezenkiviil
csontozatbeli elvaltozasok, mint az alacsony termet, esetleg torpeség, testtartasi problémak,
csontritkulas, pupossag, fogszivasodds, valamint a zsirszovet elvesztése €s neuroldgiai
eltérések kialakulasa, visszamaradott szexudlis fejlodés is eléfordul a betegeknél (Nance
1992) (5. ABRA). Meglepd, hogy a CS betegeknél nem jelentkezik a fokozott rakhajlam. Az
atlagos halalozési életkor 12,5 év, a f6 halalok tiid6gyulladas és 1éguti fertdzések.

A Cockayne szindromas betegekben a global genom reparacio megfeleléen miikodik, de a
transzkripcidval kapcsolt reparacidjuk hibas. Ennek oka CSA vagy CSB gének altal hordozott
mutaci6 (Hanawalt 1998). Ez a két fehérje valosziniileg a transzkripcidban feltartdztatott RNS
polimerdz elmozditasaban jatszik szerepet. A CS klinikai tiineteit nehéz pusztin NER
defektussal értelmezni, hiszen a teljesen NER-hidnyos XPA betegek klinikai tiineteitdl
nagyon eltérnek. Egyes vizsgalatok a Cockayne szindromat 4altalanos transzkripcios

betegségként tartjak szamon, amit a DNS karosodasok indukélnak (Bootsma 1993, Balajee
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1997). A CS sejttenyészetek érzékenyebbek az oxidativ karosodasokra, mint a vad tipusuak
(Leadon 1993). Valosziniileg a betegekben az endogén oxidativ karosodasok hozzajarulnak a

fejlédési rendellenességek kialakulasahoz.

5. ABRA.
Cockayne-szindromas
beteg.
(Lehmann (1995) Trends
Biochem. Sci. 20, 402-405)

Ritkan XPG ¢és CS egyiittesen is eldfordul. Az XPG/CS betegekbdl izolalt
sejtvonalakban is az oxidativ karosodasok eltavolitdsaban taldltak eltéréseket, ami 6nmagaban
az XPG sejtekre nem jellemzd. Az XPG a NER-ben betdltott endonukledz funkcido mellett
funkcioval, aminek defektusa a Cockayne szindromara jellemzd fenotipus kialakitasat
eredményezi és igy tovabb erdsiti a NER oxidativ karosoddsok eltavolitasdban betdltott

szerepét (Cooper 1997; Nouspikel 1997).

3.4.3. A Trichothiodisztrofia (TTD)

A Trichothiodisztrofia nagyon heterogén klinikai tiineteket mutatdé NER betegség.
Nevét a betegek jellegzetes, kén hidnyossaguk miatt torékeny hajszalairdl kapta. Jellemzd
rajuk az UV fényre valo érzékenység, melyben az XPD, XPG és a még nem klonozott gén, a
TTDA jatszik szerepet. (Stefanini 1986; Stefanini 1993; Vermeulen 1993). Habar a TTDA

fehérjérél még nem igazoltak, hogy része lenne a TFIIH komplexnek, mindharom fent
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emlitett komplementacios csoport hibdja helyreallithatd volt beinjektalt, tisztitott TFIIH
komplexszel (van Vuuren 1994). Annak ellenére, hogy az UV érzékeny TTD betegek
bizonyitottan NER hianyosak, nem jellemzd rajuk a bérrak kialakulasa és a napnak kitett
borfeliiletek elvaltozasai is nagyon enyhék a xerodermas betegekhez képest (Itin 1994; van
Vuuren 1994, Botta 1998)

A TTD-s betegekre jellemzd a halpikkelyszerii boérelvaltozasok kialakuldsa. A
torékeny haj a cisztein-gazdag fehérjék szintézisének zavardra vezethetd vissza (Itin 1994;
Lehmann 1995). A TTD-s betegek 1Q-ja az atlagosndl alacsonyabb és gyakran szellemi
fogyatékossag jellemz0 rajuk, hasonloan a CS betegekhez. Csokkent termékenység is jellemzi
6ket (Itin 1990), valamint ndvekedésbeli zavarok, amelyek enyhe ndvekedési
visszamaradottsagtol a torpeségig terjedhetnek. A csontozatbeli és egyéb elvaltozasok sok
atfedést mutatnak a CS betegekkel (Sarasin 1992; McCuaig 1993).

A NER szindroméak megértését nagy mértékben eldsegitették a homolog mutaciokat
hordozé egér torzsek, melyek fenotipusukban, reparacids eltéréseikben nagy hasonldsagot

mutatnak az emberi betegségekhez (Hoeijmakers 2001a) (6.ABRA).

6. ABRA. Trichothiodisztréfias beteg és TTD mutans egér.
(Hoeijmakers, Mutat.Res. 2001 nyoman)

3.4.4. A NER-hez kapcsolodo betegségek és a TFIITH

A transzkripcioval kapcsolt repardcios rendszer fehérjéinek mutacioi kovetkeztében
kialakult betegségek fenotipusos eltéréseire nincs még elfogadott ok-okozati Gsszefiiggés.
Harom NER-rel kapcsolt szindroma alakul ki egyetlen hibas folyamat vagy egyetlen hibas
gén kovetkeztében (pl. az XPB és XPD esetében). A TFIIH két helikaz alegységének
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funkcidjara alapozva Bootsma és Hoeijmakers a 7. ABRAN lathaté magyarazatot allitotta fel
a NER, a transzkripcio, a TFIIH komplex stabilitisa €s a muticiok okozta betegség
kialakulasa kozott (Bootsma 1993; Hoeijmakers 2001a). Xeroderma pigmentosum alakul ki
ha a mutéaci6 a nukleotid excizios reparaciohoz sziikséges TFIIH funkciot karositja. Ha ehhez
a transzkripciot érintd funkciokat is kiiktatd mutacio tarsul atfedé XP/CS fenotipusok jonnek
létre. A TFIIH belsé stabilitasat érinté mutaciok okozhatjdk a TTD esetében a torékeny haj
kialakulasat, mivel ilyenkor a TFIIH széteseik mieldtt a haj végsd differencialodasi 1épései

befejezdédnének. A TTD UV érzékeny tipusaiban ezen kiviil a NER funkcid is hibas.

TFIIH funkcio Klinikai fenotipus

NER— Transzkripcio  Stabilitds | XP
NER— Transzkripeio  Stabilitas | XP/CS

NER- Transzkeipei6  Stabilitas_| TTD (UV szenzitiv)
NER  Transzkeipeid  Stabitités- | TTD (nem UV szenzitiv)

7. ABRA. A Transzkripciés Faktor ITH (TFIIH) komplex kiilonboz6 funkciéju
fehérjéinek hibaja kovetkeztében kialakulé nukleotid exciziés reparacios
szindromak

3.5. A DNS karosodasok szerepe a tumorgenezishen

Ma mar 4talanosan elfogadott nézet, hogy az onkogének és a tumorszupresszorok
mellett a DNS reparacid génjei alkotjdk a tumorgenezisben f6 szerepet jatszo harmadik
géncsaladot. Klinikai bizonyitékok tamasztjak eld, hogy a rakos elvaltozasokat mutatod
sejtekben kimutathatd a csokkent reparacios aktivitds. A DNS reparacié génjeinek mutaciodi

mellett kulcsszerep jut ebben a folyamatban a p53 tumorszupresszornak
3.5.1. A p53 szerepe a DNS repardcioban

Az emberi daganatok tobb, mint 50%-anal a p53 génben mutattak ki mutaciot (Levine
1997), a pikkelysejtes karcindbma elnevezésii borrak esetében 90%-ban ez a gén hordoz
mutacidt (Decraene 2001). A bdrrdkos sejtekben a p53 gén muticidoi nem Xeroderma

pigmentosum-os betegekben 92%-ban, mig Xeroderma pigmentosum-osok esetében 98%-ban
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a szomszédos pirimidineken jelentkeztek. Ezeket a CC—TT tandem mutaciokat az UV fény
ujjlenyomatanak nevezik (Daya-Grosjean 1995).

A p53 tumorszupresszor gén terméke a pS5S3 fehérje transzkripcids faktor, mely
mintegy 100 gén transz-aktivalasdban vesz rész (Tokino 1994).

A Li-Fraumeni szindroma nevii emberi betegségben szenvedd betegek
csiravonalukban p53 mutaciokat hordoznak és a normal populdcional sokkal hajlamosabbak a
rak kialakuldsara (Srivastava 1990). Bizonyos onkogén virusok (adenovirus, SV40, HPV)
tumorképzd tulajdonsdga részben abban rejlik, hogy bizonyos virusfehérjéik kolesonhatasba
Iépnek és gatoljak a p53 fehérjét (Bowman 2000; Sanchez-Prieto 1996). A human
papilomavirus E6 fehérjéje pl. funkcionalisan inaktivalja a p53 fehérjét azaltal, hogy

DNS karosodasok hataséra a sejtben a p53 fehérje szintje megemelkedik és féléletideje
mintegy 6tszorosére meghosszabbodik (Maltzman 1984; Price 1993, Maki 1997) (8. ABRA).

A p53 fehérje szintjének emelkedését valtja ki az UV karosodés (valdszinileg a rovid
excizios atmeneti oligonukleotidok révén), DNS keresztkotések kialakulasa (ciszplatin), -
sugarzas, DNS szaltorések, hipoxia, hésokk, oxidativ stressz, az rNTP raktar kiiiriilése és
kiilonboz6 kémiai agens (Graeber 1994; Nelson 1994; Renzing 1996, Lakin 1999; ). A DNS
karosodasok hatisara szamos szenzor fehérje (pl kiilonb6zd kindzok, Mdm2, ATM, ATR
fehérje, hiszton acetil-transzferazok) képes kapcsolatba 1épni a p53 fehérjével és a szignalt
atadni, ami a foként a p53 poszttranszlacios modifikaciojat jelenti (Lakin 1999).

A p53 fehérje védelmezo szerepét a sejt tovabbi sorsa szempontjabol harom 6 utvonalon fejti
ki (Smith 1995; 1997, Ford 1997; Levine 1997; McKay 1999; Smith 2000a, Decraene 2001)
(8. ABRA):

1. Kozvetleniil részt vesz a nukleotid excizids reparacioban azaltal, hogy direkt fehérje-
fehérje kolcsonhatdsba 1ép a reparacids fehérjékkel (XPB és XPD, RPA), illetve mas
reparacios fehérjék transzkripciondlis szabalyozasat iranyitja.

2. A sejtciklus G1/S ellendrzOpontjanak transzkripcionalis szabalyozasa révén idot biztosit a
reparacios folyamatok szamara a stlyosan karosodott sejtekben (foként a pZIWAF”CIPI,
Gadd45, p53R2, cyclin G gének transzkripcionalis aktivalasan/gatlasan keresztiil) .

3. Azon esetekben, ahol a reparacié nem lehetséges, beinditja a programozott sejthalalt (Bax

¢és Bcl gén szabalyozasa) és eliminalja a karosodott sejtet, ezaltal megvédve az egyedet a

mutaciok rogziilésétol (Prives 1999).
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A p53 fehérje inaktivacioja kulcsszerepet jatszik a tumorgenezisben, ezért méltan
nevezik a genom Orének. Az, hogy egy bizonyos DNS karosodasra melyik p53 Aaltal
szabalyozott titvonal indul be, fligg a sejt tipusatol, onkogén Osszetételétdl, az extracellularis
stimulusoktol, a stressz koriilmény intenzitasatél valamint a p53 ¢és kiilonbozd fehérjék
kolcsonhatasatol (Levine 1997, Decraene 2001; ).

A DNS kérosodasokra adott sejtvalasz szabdlyozasdban mas tumorszupresszor gének
is szerepet jatszanak. A kozelmultban mutattak ki a p33ING1 (Cheung, Jr. 2001), az 53BP1
(Rappold 2001) ¢és a pRb (Therrien 1999) szabalyoz6 szerepét.

Tea

DNS karosodas BCL2

| |

T
MDM2 aktivitas

p53 feheérje cyclin G e
akkumulacioé GADD45 _A L

p53R2

el |

Sejtciklus
feltartoztatas
I
A

p53 mutacio

.
e

Reparacio

transzkripcios
replikacios
reparacios faktorokkal

8. ABRA. A p53 fehérje kiozponti szerepe a DNS karosodast koveté sejtfolyamatokban. A p53 fehérje a
DNS reparacio, a programozott sejthalal és a sejtciklus szabalyozas révén iranyitja a DNS karosodéasokra
adott sejtvalaszt.
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3.6. A fototermékek analizisére hasznalatos DNS reparacio vizsgalati

modszerek

3.6.1. DNS szaltoréseken alapulo modszerek

Ezek a modszerek bizonyos bakterialis és fag enzimek azon képességén alapulnak,
hogy azok a fototermékek kozelében szaltoréseket indukalnak. A kivagodott DNS fragment
analizise ezutan torténhet alkalikus cukor gradienssel, céziuim-klorid gradienssel, alkalikus
gélelektroforézissel (esetleg “egy-sejt gélelektroforézissel” (Comet assay (Singh 1988)), vagy
kromatografidsan (Seawell 1980, Mitchell 1994, Kasten 1995) etidium-bromiddal festve,
esetleg bromodezoxi-uridin (BrdU) jelenlétében (Friedberg 1995, Mu 1997). A mddszerek
hatranya, ami bizonyos szempontb6l eldny is lehet, hogy specifikus enzimek sziikségesek
hozza. A ciklobutan pirimidin dimerek felismerésére képes a T4 endonukledz V (Seawell
1980), a citozin—hidratokat az E. coli Endonukleaz III ismeri fel (Weiss 1993). A 6-4
fototermékek, a Dewar—izomer és mas UV karosodasok azonban nem detektalhatok ezekkel a
modszerekkel.

A DNS reparacios enzimek hasznalatdn alapuld tovabbfejlesztett modszer a ligalason
alapulé6 PCR (LM-PCR), (Gao 1994; Pfeifer 1997a). A modszer specidlis PCR technikat
alkalmaz, amely képes a T4 endonukledz kezelés hatasra keletkezd egyszalu toréseket
detektalni a DNS-en. A vizsgalando, ismert szekvencidn indukalt fototermékek helyén
enzimatikus kezeléssel ligalhato 5° foszforilalt véget alakitanak ki. Ezutdn egy specifikus
primer segitségével primer extenziot végeznek a fototermék helye és a primer horgonyzasi
helye kozott. Az igy kapott DNS szakasz 3 végére (a fototermék helyére) oligonukleotid
linkert kapcsolnak, amihez egy tjabb, Un. “nested” primer horgonyozhat6. A vizsgalando
DNS szakaszon képz6dé minden egyes fototerméknél igy kialakitott, azonos végi
szekvencidkrol a két primerrel exponencidlis amplifikdcio végezhetd. Bar a modszerrel
nukleotid szintii felbontassal lehet detektalni a DNS karosodasokat, a tobbszorés enzimatikus
kezelés miatt nagy mintaszdmnal, pl. reparacio kinetikai vizsgalatoknal nagyon koriilményes

az alkalmazasa.
3.6.2. Tomegspektrometridas modszerek

A tomegspektrometria (MS) a vizsgdlandd molekula ionizalasan és fragmentaldsan

alapszik. Az ionokat elektromos térben gyorsitjak és eltérd sebességiik alapjan detektaljak.
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(Deforce 1996). A gazkromatografids-tomegspektroszkopiat (GC-MS) alkalmaztak CPD-k
detektalasara is (Podmore 1996).

3.6.3. Repardacios DNS szintézis vizsgdalat (Unscheduled DNA synthesis assay
(UDS))

Az UDS a DNS reparacid soran torténd DNS szintézis detektalasan alapuldé modszer.
Az UV fénnyel besugarzott sejteket [*H]-jelolt timidin tartalmu tapfolyadékban novesztik és a
beépiilt radioaktiv jelet autoradiografiaval detektaljak. Mig az UV sugarzast nem szenvedett ,
kontrollként hasznalt sejtek csak az S fazisban épitenek [3H]-jelélt timidint a DNS-iikbe,
addig a besugarzott sejtekben a reparacios DNS szintézis (in “unscheduled” DNS szintézis)
soran radioaktiv jel beépiilése detektalhato. Ezzel a vizsgalattal az S fazisos DNS szintézis és
a reparaciés DNS szintézis elkiilonithetdé (Mu 1997). Bar a moddszer nem specifikus,

sz¢leskorben elterjedt, mivel olcsé és egyszert.
3.6.4. Immunoassay (I14)

Els6 alkalmazisa a 60-as évekre tehetd (Levine 1966). Specifikus monoklonalis
ellenanyagokat fejlesztettek ki a ciklobutan pirimidin dimerek (Mizuno 1991), a 6-4
fototermékek (Matsunaga 1990) ¢és a Dewar izomerek ellen is (Matsunaga 1993).

A fototermékek detektilasban a leggyakrabban hasznalt technikdk radioimmunassay
(RIA) és az un. Enzim-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) technikdk. Az TA technikdk

nagy eldénye az érzékenységiik.
3.6.5. Gazdasejt Reaktivacios modszer (Host cell reactivation assay, HCR)

A HCR modszer transzfekcios technikan alapszik. Egy UV sugarzéasnak kitett riporter
gént (legtobbszor kloramfenikol-acetil-transzferazt) hordozé vektort vagy UV-vel inaktivalt
virust juttatnak be a vizsgalni kivant gazdasejbe. A riporter gén az UV karosodasok miatt nem
képes kifejezddni, aktivitdsa csak a gazdasejt reparacids rendszerének mitkddése altal indul
be. A moddszert sikeresen alkalmaztdk emberi vizsgalatokra (Wei 1993). A technika nem
specifikus a DNS kéarosodasok tipusara nézve, ami esetenként elényt jelenthet. A moddszer
hatranya, hogy a vizsgalat eredménye nagymértékben fligg az alkalmazott transzfekcios

technikatol, a hasznalt vektor tulajdonsagaitol, raadasul a vektoron detektalt DNS reparacio6
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nem tiikrozi tokéletesen a gazdasejt transzkripcioval kapcsolt reparacios folyamatait, ezért a

kapott eredmények értelmezése nehéz.
3.6.6. DNS szintézis gatlason alapulo PCR modszerek

A fototermékek polimerdz enzimeket feltartoztatd képességét hasznaljak ki a
kiilonb6z6 PCR alapti médszerek. Az amplifikacié sordn a CPD-k és a 6-4 fototermékek is
megallitjdk a Taq Polimerazt és igy az adott szal szintézise terminalddik (Ponti 1991,
Kalinowski 1992; Murray 1992). Az intakt, fototermékeket nem tartalmaz6 DNS mintahoz
képest egy UV karosodasnak kitett sejt DNS-ér6l csokkent mennyiségli PCR termék
keletkezik a kvantitativ PCR reakci6é jol definialt koriilményei kozott. Az UV fénnyel
besugarzott sejttenyészetekbdl kiillonb6zd reparacios 1do elteltével izolalt DNS amplifikéacioja
a reparacios folyamatok nyomonkdvetését teszi lehetove.

A kvantitativ PCR modszerek elénye, hogy kevés sejtbdl izolalt, kis mennyiségii DNS
sziikséges hozzajuk. A keletkezd fototermékek egyiitt vizsgalhatok, ami lehet elény és hatrany
is, hiszen igy nem valaszthato el pl. a CPD-k és a 6-4 fototermékek reparacioja. A mddszerek
beallitisa nagy pontossdgot igényel, azonban definialt amplifikaciés koriilmények
alkalmazaséaval nagyszamu minta egyidejii vizsgalatat teszik lehetdvé gyorsan, megbizhatdan,

kevés kotséggel ( Kalinowski 1992, Englander 1997, Ayala-Torres 2000 Van Houten 2000).

3.7. Oxidativ DNS karosodasok

Az oxigén gyokok szamos intra- és extracellularis forrasbol szarmazhatnak (Clayson
1994), hiszen az oxigén molekula a begylijtdje azoknak az elektronoknak amelyek a
kiilonb6zé redox folyamatokban és az aerob metabolizmus soran képzddnek. Sejten beliil
foként a mitokondriumokban lezajlé sejtlégzés soran keletkezd oxigén gyokok szivargasa
révén indukalodnak oxidativ karosodasok. Oxigén gyokok kiilsé forrdsa lehet az ionizalo
sugarzas, ho, kiillonb6zd kémiai anyagok és az UVA fény (Friedberg 1995). A keletkez6
gyokok (singlet oxigén gyok (O), peroxid-gyok (‘O,), hidroxil gyok (OH) és hidrogén-
peroxid (H20;)) mas makromolekulaktol tjabb elektronokat képesek befogni és ezaltal
szabadgyok-képz6 lancreakcidkat indukdlni, amelyek a gyokképzddés helyétol tavol is
képesek karosodasokat okozni. Egyéb oxidativ gydk képzd reakciok még a peroxiszomalis

folyamatok, a nitrogén-oxid szintézis ¢és a fagocitald leukocitak metabolizmusa.
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A H,0, fémionok (Fe*™ és Cu’") altal katalizalt reakciokban (Fenton-reakcid) igen
reaktiv OH gyokokké alakul. A réz fontos szerepet jatszik a DNS nuklearis matrixhoz valo
rogzitésében, ami a DNS molekula kdrnyezetében lezajld szabadgyok képzddést fokozza (
Friedberg 1995; Lewis 1982, Collins 1999) A szabadgyokok a sejt szamos
makromolekulajanak oxidativ karosodasat valthatjak ki; a DNS oxidaciojaban foként a OH
gyokok jatszanak 6 szerepet (Imlay 1988). A DNS purinbazisainak 6 oxidativ modosulésai a
8-hidroxiguanin (8-oxo dG), 8-hidroxiadenin (8-oxo-dA), az imidazolgyliri felnyilasaval
keletkezd  2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidin  (Fapy-dG) ¢és 4,6-diamino-5-
formamidopirimidin (Fapy-dA) (9. ABRA). A pirimidinek fobb oxidalt formai a timin-glikol,
az urea, az 5,6-dihidro-timin, a metiltartronil-urea €s az 5-hidroxi-metilhidantoin (Asahara
1989; Dizdaroglu 1992). Vizsgalataink soran az emberi DNS glikozildzoknal szélesebb
felismerési spektrum, glikozildz és AP endonukle4z hatassal is rendelkez6, E. coli-bol izolalt
két enzimet, a Formamido-pirimidin DNS glikozlazt (Fpg, az oxidalt purin bazisok
eltavolitasaért felelds) és az Endonukleaz I11-at (Endo III, az oxidalt pirimidinek kihasitasaért

felelds) alkalmaztuk.

O NH3 O
L OH | OH L CH;
HMN ] | HN ~—0OH
o N o N o N
H H H
5-hidroxdi-dU B-hidroxi-dC timin-glikol
1 I i
H H
OH o, -
HN ey N= .—MN HN . -M )
L] L [ o L L o
O ﬁ OH N H HoN ] H
uracil glikol B-ox0-dA B-oo-dG
NH, o
H | H
N . N HN o . N
| I = o | —0Q
N NH. HoaN~ N NH_
Fapy-dA Fapy-dG
9. ABRA. Néhany gyakran el6fordulé oxidalt DNS bazis szerkezete.
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3.8. A Bazis Excizios Reparacios Rendszer (BER)

A sejt metabolizmusa soran keletkezd oxidativ gyokok, metilalo agensek, deaminécid
¢s hidroxilacio altal kivaltott DNS kéarosodasokat a bazis excizids reparacios rendszer javitja.
Kb. 10000-re tehetdé naponta az egészséges sejtekben a szabad gyokok altal kivaltott DNS
bazis karosodasok szama (Christen 2000).

A BER 6 enzimei a DNS-glikozilazok, melyek sziik, részlegesen atfedd felismerési
spektrummal rendelkeznek, és a karosodasok azonositdsan kiviil a bazisokat a cukor-foszfat
gerinchez kapcsold N-glikozidos kotés hidrolitikus hasitasaval tavolitjak el. Kis molsulyu,
alegységeket nem tartalmazd és altaldban kofaktorokat sem igényld fehérjék (Friedberg
1995). Az eddig azonositott emberi DNS glikozildzokat mutatja be az 1. TABLAZAT
(Lindahl 1999).

A DNS-glikozildzok a DNS molekula kis arkaban facilitalt diffizioval mozognak
mindaddig, mig karosodott nukleotidot nem talalnak. Ekkor meghajlitjidk a DNS szalat a
karosodott bazis koriili régiod 6sszenyomdsaval, hogy az eltavolitandd bazis jol beilleszkedjék

a fehérje belsé iirgébe, majd elhasitjik a glikozidos kotést (10/I-IL. ABRA) (Lindahl 1999).

Enzim Méret A gén lokalizacioja A felismert bazis

(aminosav)
UNG 313 12q23-q24 U és 5-hidroxiuracil
TDG 410 12q24.1 U vagy T G-nal szemben, ethenocytozin
hSMUG1 270 12q13.1-q14 U foleg egyszali DNS-ben
MBD4 580 3q21 U vagy T G-nal szemben CpG szekvencidban
hOGG1 345 3p25 8-0x0G C-nal szemben, Fapy-A, Fapy-G
MYH 521 1p32.1-p34.3 A 8-0x0G-nal szemben
hNTH1 312 16p13.2-p13.3 timin-glikol, citozin-glikol,dihidrouracil,

Fapy-A, Fapy-G

MPG 293 16p (a telomernél) 3-MeA, ethenoadenin, hypoxantin

1. TABLAZAT. Az emberi DNS-glikozildzok és az ltaluk felismert és eltavolitott bazisok

(Wyatt 1999, Hoeijmakers 2001b). Igy keletkezik egy abazikus hely, mely spontan
hidrolizissel szintén kialakulhat a DNS-en (10/I1I. ABRA). A BER kovetkezd enzime, az
APE1 endonukledz 5’ iranyban elhasitja a cukor-foszfat gerincet és a helyszinre toborozza a
DNS Polf-t (10/III-IV. ABRA). A Polp N-terminalis doménje AP-liaz aktivitassal
rendelkezik, lehasitja a bazisbol visszamaradd 5’-dezoxiriboz-foszfatot, a masik domén
polimeraz aktivitasa révén pedig beilleszti a hidnyz6 nukleotidot, valamint kdlcsonhatasba 1ép
mas BER enzimekkel: helyszinre irdnyitja az XRCC1-t és a DNS ligaz 3-at (10/IV-VL
ABRA). Az XRCC1 fehérje stabilizalo szerepet jatszik, és vazként tartja 6ssze a folyamatban
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egymast kovetd Polf és DNS-ligaz 3 enzimeket. A folyamat befejezéseként a DNS-ligaz 3
egyesiti az 0j nukleotidot és a régi szalat. A emldsokben a bazis excizids reparacié dominans
utvonala az Un. rovid-folt BER, ami egyetlen nukleotid kicserélésével jar.

A szabadgyokok vagy rontgensugdrzas hatdsara indukdlodod egyesszalu torések
reparaciojaban a Poli-(ADP-rib6oz)-polimerazl (PARP1) enzim aktivalodik elséként (10/VII-
VIIL. ABRA).

Szerepe a reaktiv egyes szala végek atmeneti védelme ¢€s mintegy “‘anti-
rekombinogén” faktorként szerepel. A polinukleotid kinaz (PNK) szintén védi és “polirozza”
a szalvégeket (10/IX. ABRA) A szaltorések esetén a Pold/s-polimerdz végzi az j szal
szintézisét (10/X. ABRA). A FENI struktiraspecifikus nukledz tavolitja el a DNS gerincbél
kihajlitott néhany nukleotidot, a PCNA fehérje stimuldlja ezt a reakcidt és stabilizalja a
komplexet (10/XI. ABRA).

A FENI1 fehérje fontos feladata, hogy megakadalyozza a hajtithurok kialakulasat és a

polimerdz esetleges megcsuszasat a DNS szintézis soran, ami repetitiv szekvencidk

crer

végzi (10/XI1. ABRA).
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3.9. Az oxidativ stressz és szerepe az emberi betegségekben

Az oxidativ szabadgyokok talstlya és az antioxidans védelmi mechanizmusok
kimeriilése az emberi szervezetben oxidativ stresszt eredményez. Mindez hozzajarul bizonyos
allergidk (asztma, gyogyszer-, ételérzékenységek), rakos megbetegedések (hugyhdlyag, tiido,
boér, nyeldcsé stb. rak), neurodegenerativ betegségek (Alzheimer-kor, Parkinson kor,
amiotrofias lateral sclerosis), metabolikus betegségek, latasi problémak (sziirke-, zoldhalyog)
kialakitasahoz, illetve sulyosbitasahoz (Mates 1999). A sejtek oOregedési folyamataiban
szintén kulcsszerepet jatszik az oxidativ stressz, ezért az iddskori megbetegedésekben
kulcsfontossagli patholdgias faktor; kivédése €s a sejten beliili védelmi rendszerek erdsitése
terapias szempontbdl nagyon jelentds, ezért az utdobbi években kutatasi és gyogyszerfejlesztési

szempontbol is kiemelt szerepet kap.

3.10. Az Alzheimer-kor (AD)

Az Alzheimer-kort, mint a legéltalanosabban ismert idéskori emlékezetvesztéssel jaro
neurodegenerativ betegséget eldszor 1907-ben diagnosztizalta Alois Alzheimer német orvos.
A betegségnek familiaris €s sporadikus formaja is ismert és foleg idés korban fordul eld.
Gyakorisaga a 65-75 éves korosztalyban kb. 3%, 75-85 év kozott 18-20%, a 75-85 év kozotti
korosztalyban 50% (Evans 1989). A fejlett nyugati orszdgokban az idds lakossag ardnyanak
novekedésével ez a betegség egyre sulyosabb terhet jelent a tdrsadalom szamara. Az Amerikai
Egyesiilt Allamokban jelenleg 4 milli6 folott van a regisztralt Alzheimer-kérban szenvedok
szama ¢€s a 4.-5. 16 halalozasi okként tartjak szamon.

A betegség megértésének f6 hatraltatodja az, hogy a szelektiv idegsejt elhalas etiologaja
¢s pathogenezise mind a mai napig nem tisztazott. Az elhunytaknal a boncolas sordn az
agyban szenilis plakkok (senile plaques, f6 alkotorésziik P-amiloid) és neurofibrillaris
halézatok (neurofibrillary tangles, f6 alkotorésziik foszforilalt tau-fehérje) azonosithatok
szOvettani vizsgalattal.

Az Alzheimer-koéros betegeknél madasodlagosan multi-neurotranszmitter hidny is
kialkul. A legjellemzdbb az agykérgi kolin-acetiltranszferaz ¢s az acetilkolinészterdz hiany
(Bartus 1982). Az elmult évtizedben az Alzheimer-korral kapcsolatban szamos fontos
molekularis genetikai felismerés sziiletett. Azonositottdk a familiaris AD-ban mutéciot

hordoz6 APP (amyloid precursor protein) gént a 21-es, a presenilinl gént a 14-es és a

crer
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megbetegedések minddssze néhany %e-at teszi ki a gyakoribb sporadikus Alzheimer-korral
szemben (Swartz 1999).

Kimutattak, hogy az apolipoprotein E-4 (APO E-4) allél fontos kockazati faktor mind
E-4 allélra homozigdta személyek 90%-anal 80-éves korukra kialakul az AD (Corder 1993,
Christen 2000).

Az Alzheimer-kor kialakuldséra jelenleg tobb hipotézis 1étezik. Ezek koziil az egyik az
un. amiloid-kaszkad hipotézis, mely szerint az agyban lerak6d6 amiloid peptid aggregalodasa
és az 4ltala indukalt koros folyamatok feleldsek a szelektiv neuron elhalasért (11. ABRA)
(Citron 2000).

Ezen folyamatok stlyosbodasdban fontos szerepet jatszik azonban az Alzheimer-
korban sokak altal detektalt fokozott szabadgyok képzddés, mely oxidativ stresszt valt ki a
szervezetben. Mivel az idegsejtek extrém modon érzékenyek a szabadgyokokkel szemben, az
oxidativ stressznek ¢és a védelmi faktoroknak kiemelt szerepe van a betegség megel6zésében
¢s esetleges gyogyitasaban.

Az Alzheimer-koros betegekben detektalt oxidativ stressz szdmos vizsgalat szerint
foként a mitokondriumok defektusira vezethetdé vissza. Az Alzheimer—kor kialakulasat,
sulyosbodasat a mitokondridlis elvaltozasok egyrészt az oxidaciot eldidézd fokozott
szabadgyok termelése révén, masrészt az energiaforrdsok csokkenése révén idézhetik eld.
Alzheimer-koros betegekben detektaltdk a mitokondridlis 1égzési lanc citokrom-c oxidaz
enzimrendszerének defektusat (Mutisya 1994) valamint, hogy a citokrom-c oxidaz gén
mitokondrialis defektusok az oxidativ szabadgyokok kiszabadulésa, illetve a csokkent energia
ellatas révén dramai hatassal vannak az agy miikddésére (Curti 1997, Blass 2000; ). Az egész
szervezetben jelenlévd oxidativ stresszhatdson kiviil az agyban a szenilis plakkokban
lerakédott B-amiloid tovabbi szabadgyok képzddést valt ki, ami fokozza az oxidativ stresszt,
tovabbi mitokondrialis defektusokat idéz eld, a neuronok pedig az oxidativ stresszre
fokozottan érzékenyek (Behl 1992; Behl 1994; Schubert 1995) (12 ABRA) (Butterfield
2001).

Szamos egy¢b, a patogenezisben szerepet jatszé faktort is kimutattak (pl. nyomelemek
(réz, cink, aluminium),neurotoxicitasa, glutamat toxicitas stb), melyek hozzdjarulhatnak a

neurologiai elvaltozasok kialakulasahoz (Markesbery 1997).
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Az amiloid-kaszkad hipotézis az Alzheimer-kor kialakulasara

Az |AB4y peptid tultermelddése és csokkent liritése

2
Az aggregalodott A4, peptid lerakddasa diffiiz plakkokba
2

AB4o peptid aggregacioja a difftz |AB4, plakkokba
\2

Gyulladésos valasz: microglia aktivacid, citokin kibocsatas, astrocitozis €s
akut fazisu fehérje kibocsajtas

Fokoz6do idegi sériilés az amiloid plakkokban, az idegsejtek metabolitikus
homeosztazisanak felborulasa, oxidativ stressz
\’
Megvaltozott kinaz, foszfatdz aktivitasok, tau hiperfoszforilacio,
neurofibrillaris halézatok képzddése, fehérje-, lipid-, RNS-, DNS oxidacio
s

Idegi diszfunkciodk kialakulasa, hippocampus és agykéregbeli sejtelhalasok
fokoz0do neurotranszmitter hidnnyal

\J

Alzheimer-kor

11. ABRA. Az Alzheimer-kor kialakulasinak fébb faktorait osszefoglalé tin. amiloid-kaszkad
hipotézis. A hipotetikus kaszkad folyamat egyes 1épéseinek ok-okozati Osszefiiggései a betegséggel ill.
egymassal még nem kellGen tisztazottak.
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Presenilin mutaciok APP m Iitéci()k ApoE4 és mas mechanizmusok
" m‘é, Gyulladasos valasz
pd P

_ e Oregedés
Mitockondrialis
anyagcserezanrok l

0.¢ | NO Oxidativ stressz, szabad
Megvaltozott 2 gyokok
ONOO- —

4\ 4/! Lipid peroxidacio

L DNS / RNS oxidéci6
Transzkripcios faktorok > IRIS oxidacio
Foszfolipaz A 2

i-NOS

v
Sejtmag Szinaptikus elvaltozasok
v

Citoszkeletalis

Szabad zsirsavak Apoetézis médosulasok
Tau polimerizaci6 —— '\ Szinapszis karosodasok
; Transzport fehérje
(Butterfield 2001, Alzhaime 5 elvaltozasok

Trends in Molecular Medicine nyoman)

12. ABRA. Az amiloid B-peptid (AB) szerepe az Alzheimer-kéros betegek idegsejtjeiben kialakulo oxidativ
stresszben. Az amiloid B-peptid taltermelédése (az amiloid prekurzor protein (APP) vagy a presenilin mutacioja
vagy az APOE4 allél jelenléte ill. mas faktorok pl. oxidativ stressz kovetkeztében) AB-medialt, szabadgyok
kibocsajtassal jar6 oxidativ stresszhez vezet. Az oxidativ stressz reaktiv oxigén fajok képzddésével, lipid
peroxidacioval, azt kovetd fehérje modosulasokkal stb. jar egyiitt. Az AP-medialt oxidativ stressz egyéb
kovetkezménye a szabad zsirsavak kibocsajtasa (ami a tau fehérje polimerizacidjahoz vezethet, fehérje oxidaciot
okozhat), a Ca®"homeosztazis felborulasa (ami tovabbi mitokondrialis anyagcserezavarokat okoz, igy peroxinitrit
képzddést eredményez, foszfolipaz A2 aktivalodast okozhat és apoptozist indukalhat) gyulladasos valasz,
mitokondrialis defektusok és apoptdzis, ami az idegsejt pusztuldsdhoz vezet. Az antioxidansok képesek a
feltiintetett folyamatok szinte mindegyikére hatdst gyakorolni, hatdsmechanizmusuk tanulmanyozasa ezért
kiemelt szerepet kap az Alzheimer-korral kapcsolatos gyogyszerfejlesztési kutatdsokban.
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4. CELKITUZESEK

I. A NER heterogén rendszer mind a karosodasok felismerésében, mind javitasi

kinetikajaban. A TCR ¢és GGR f6 komponenseinek jellemzése megtortént, azonban igen
keveset tudunk a struktaralisan fontos heterokromatikus szakaszok reparacidjarol. Miutan a
csoportunkban eddig elvégzett DNS reparaciods kisérletekben elsdsorban a sok sejtet/DNS-t
igényld és ezért draga és bonyolult régi technikak alkalmazéaséaval a reparacié mas aspektusait

vizsgaltuk, célul tiztiik ki

e olyan kvantitativ PCR alapt modszer kidolgozasat, mellyel emberi sejtek
heterokromatikus régioinak reparéacios kinetikaja vizsgalhato, és
e a kidolgozott PCR mddszer alkalmazasaval emberi, valamint humén/ragcsald hibrid

sejtvonalak reparacios kinetikajanak vizsgalatat.

II. Az oxidativ karosodasok jelentéségét az Alzheimer-kér pathomechanizmusaban

szamos kozlemény igazolja (Markesbery 1999, Christen 2000; Smith 2000b). Az
idegsejtekben DNS és RNS oxidacié kialakuldsat is kimutattak. Néhany, az elmult években
megjelent kozlemény aldtdmasztja, hogy az oxidativ stressz altal okozott elvaltozasok
nemcsak az agyban, hanem a periférids szervekben is jelen vannak (Matsushima 1995, Parker,
Jr. 1995, Mecocci 1998).

Ezek alapjan vizsgalatainkhoz az ilyen tipusu analizishez eddig masok altal még nem
hasznalt alkalikus Comet-assay-t alkalmazva, €16, Alzheimer-koros betegekben és ¢letkorban
hozzajuk 1116 kontrollokban az oxidativ DNS karosodasok szintjét kivantuk megvizsgalni:

e aperiférids vérbdl izolalt limfocitakon kezelés nélkiil,
e a periférias vérbdl izolalt limfocitdkon in vitro alkalmazott oxidativ stresszt kovetd révid

reparacios 1do elteltével.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Az UV fény altal okozott DNS karosodasok vizsgalata

5.1.1. Enzimek és oldatok

PBS: 136 mM NaCl, 2.6 mM KCI, 5 mM NaH,PO4,1.7 mM NaH,PO,4, pH: 7.2,

RN-4z A (Merck), ProteinazK (Merck), EcoRI enzim és puffer (Fermentas)

TE puffer: 10 mM EDTA, 1 mM Tris*HCL, pH: 8.0

10x TBE puffer: 900 mM Tris-Borat, 20 mM EDTA, pH: 8.0)

szekvenalé festék: 95 % formamid, 10 mM EDTA pH: 8.0, 0.09% xilén-cianol, 0.09%
bromfenol-kék)

5 %-os denaturalé akrilamid géloldat: (1 I-hez: 420 g urea, 465 ml 3-szor desztillalt,
ioncserélt viz, 125 ml 40 %-os akrilamid:biszakrilamid (38:2) térzsoldat (100 g akrilamid + 5
g biszakrilamid 250 ml vizben oldva), 100 ml 10xTBE, 400 ul Ammoénium- perszulfat, 25ul
TEMED ( N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamin)

gélfixalé oldat:10 % etanol,10 % ecetsav
5.1.2. Sejtvonalak

Tiz emberi és két human/ragesald hibrid sejtvonalban vizsgéaltuk a heterokromatikus
reparaciot. A normal diploid humén fibroblaszt a SZTE Borgyogyaszati Klinikajarol,
plasztikai sebészeti miitétbdl szarmazik. A HeLa méhnyak karcinoma, az A375, RVH421
melanéma sejtvonalakat, az EJ30 hugyholyag karcindma, valamint a GM01630 (XPA),
GMO02994 (XPA), GM02096 (XPC), Xeroderma pigmentosum-ban szenvedd betegekbdl
izolalt sejtvonalakat Robert T. Johnsont6l (Coriell Institute, USA) kaptuk. A HT1080
fibroszarkoma az American Tissue Culture Collection-bdl (USA), a TPC1 thyroid papillaris
karcindbma Prof. Toshikazu Ushijama-t6l szdrmazik. Az A9+15 egér (+human 15-6s
kromoszémat hordoz6), a 15A kinai horcsdg (+human 15-6s kromoszémat hordozo) hibrid
sejtvonalak a Coriell Institute-bol szairmaznak.

Az RVH421, A375 és A9+15 sejtek MEM (Sigma) tapoldatban néttek, kiegészitve
nem eszencialis aminosavakkal, 1 mM natrium-piruvattal, 200 mM glutaminnal és 10%
Ujsziilott borjuszérummal (SIGMA). A GM02994, GM01630 és GM02096 sejtvonalak MEM
tapoldatban néttek, kiegészitve 20% jsziilott borjuszérummal. A HT1080, a HeLa, a TPC1 ¢és
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a human fibroblaszt sejteket DMEM (GIBCO) tapoldatban novesztettiik 10% (illetve human
fibroblaszt esetében 20%) 1jsziilott borjuszérummal kiegészitve. A 15A és az EJ30

sejtvonalakat 10% 1jsziilott borjuszérummal kiegészitett F12 tapoldatban tenyésztettiik.

5.1.3. A sejtek UV kezelése

A sejteket kb. 80%-os slirliséglire novesztettiik 100 mm-es Petri csészékben. A
kiindulasi sejtszam 8x10°-10° kozott valtozott, sejtvonaltol fiiggden. A tapfolyadékot
eltavolitottuk és a sejteket kétszer alaposan mostuk PBS-sel. Ezutan 2 ml PBS-ben 254 nm-es
germicid fénycsé alatt UV fénnyel kezeltiik ket 0.4 J/m*/sec intenzitassal. Az UV fénycsovet
radiométerrel (Cole Palmer Instrument Comp, Franciaorszag) kalibraltuk. A besugarzast (0-
500 J/m” tartomanyban) kovetéen a sejtekbdl vagy azonnal DNS-t izolaltunk, vagy kiilonbdzd
reparacios idoket hagyva (3, 6, 12 és 24 o6ra) tapfolyadékban tovabb ndvesztettiik dket. A
sejtvonalak kvantitativ PCR analizise sordn a 3J/m* UV dézist alkalmaztuk. Ez az emberi
sejtek szdmara olyan fiziologids dozis, amely altal kivaltott UV karosodasok mennyisége
nagyjabol azonos az USA déli 4dllamaiban egy nyari napon a déli 6érdkban kb. 15-20 perces
napozas altal “begylijhet6” UV kéarosodas mennyiségével (Friedberg 1995; Van Houten
2000). A napsugarzas UV tartalma szélességi foktol, 6zonréteg vastagsagtol, napszaktol,
felhdsodéstél és mas faktoroktol filiggd, azaz nem fejezhetd ki egy adott szamértékkel. A
napsugarzasbol raadasul csak az UVA ¢és B tartomanyba sorolt UV fény éri el a fold felszinét,
a 320 nm alatti tartomanyt UV fény (igy az altalunk hasznalt UVC (254nm)) nem. (Az UVC
fényt a kisérleti rendszerekben azért alkalmazzéak, mivel ezen a hullimhosszon a legnagyobb a
DNS UV-elnyelése és a kis dozisok is jelentds fototermék képzddést indukalnak. Az emlitett
Osszehasonlitas a kiilonb6z6 hullamhossza UV fény tartomanyok fototermék-képzd hatasanak

atszamitasa utan kapott tajékoztaté jellegli irodalmi adat.)

5.1.4. Genomidalis DNS izoladlas

A sejtekbdl a hagyomanyos fenol-kloroformos extrakcios modszer (Short Protocols in
molecular biology 1992) kis modositasaval genomialis DNS-t izolaltunk. A fehérjementesitést
56°C-on 0.25 mg/ml Proteindz K-ban végeztiik egy éjszakdn at, majd enyhe kézi forgatas
kozben fenollal és kloroformmal extrahaltuk a mintdkat. A DNS-t etanollal szobahén
kicsaptuk, 70%-os alkohollal mostuk és iivegbottal kitekertiik. Enyhe szaritds utan TE
pufferben oldottuk, majd Ribonukledz A-val RNS mentesitettiik. A DNS-eket 0.6 %-o0s
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agardz gélen (Sigma) elektroforetizaltuk. A DNS mintdkat az oldhatdsag eldsegitése ¢és
koncentraciomérés konnyitése érdekében EcoRI restrikcids enzimmel emésztettiik. A DNS

koncentracié meghatarozasat spektrofotométerrel (WPA) végeztiik.
5.1.5. Kvantitativ PCR modszer

5.1.5.1. Az amplifikalt szekvencia és a primerek

part alkalmazd) kvantitativ PCR moédszert. A mddszer részletes leirdsa az Eredmények cimii
fejezet részét képezi, itt csak az alkalmazott primer szekvencidk bemutatasa kovetkezik.
Az elsO primer parral egy 1964 bp hosszasagu A/T gazdag szekvenciat amplifikaltunk

(A/T tartalom 67.71%) a chAB4 alacsony kopiaszdmu repetitiv szekvencia 1353-3316
nucleotidjai k6zott (GeneBank Ace. No.: X57630): ezt a PCR terméket “nagy fragment”-
nek neveztik. Ez a szekvencia 1007 lehetséges pirimidin dimer helyet tartalmaz (3.
TABLAZAT). Az amplifikalt nagy fragment kvantitalasara egy belsd kontroll szekvenciat
alkalmaztunk. A masik primer parral amplifikalt eSac10 egy 103 bp-os G+C gazdag szakasz
(“kis fragment”; 67% G/C tartalom) a GeneBank Acc. No AF401203 szekvencia 83826-
83928 bp kozott, amely szintén része a chAB4-et is tartalmazd repetitiv palindromnak. Ezen a
szekvencian beliil nem fordul elé két szomszédos timin nukleotid, ezért a leggyakoribb
timidin dimerek képzddése nem lehetséges. A kvantitativ PCR modszerhez alkalmazott
primer parok a kovetkezok voltak:
Nagy fragment (chAB4):

chAB4F2M: 5 -TTTTGCTCTTATCTTCTATTTGTTCCA-3";

pozici6:1353-1379

chAB4RM: 5° TGTGGTAGTAGCTCAGGTCT-3%;

pozicio: 3316-3296
Kis fragment (cSac10):

BK1: 5°-TGGGCGGGCGATGCACTTGACC-37;

pozicio: 83928-83907

BK2: 5"CTGCCGGTGCACCACGTCTAGA-3";

pozicio: 83826-83847
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5.1.5.2. A kvantitativ PCR reakcio koriilményei

Az amplifikaciét MJ Research PTC-100 PCR késziilékben végeztiik. A reakcioelegy
sszetétele a kovetkezd volt: 50 ng EcoRI emésztett genomialis DNS, 2.5 U Dupla-A-Taq™
polimeraz (Zenon Biotechnology RT, Szeged), 160 uM mind a négy dNTP-bdl, (Boehringer
Mannheim), 1 pCi o’*P-dCTP, 300 uM mindkét chAB4 primerbél, 200 pM mindkét cSac10
primerb6l, 1xPCR puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris*HCL pH: 9.0 25°C-on (Zenon Biotech.)),
4.5 mM MgCl,. A reakcidt 50 ul végtérfogatban végeztiik. A reakcidelegyet 93°C-on 3 percig
denaturaltuk, majd 28 ciklusban amplifikaltuk a kovetkezok szerint: denaturdlas 92°C-on 1
percig, primer kapcsolodas (annealing) 62°C-on 1 percig, atirds 68°C 3 percig, végezetiil szal

lezéaras 5 percig 72°C-on és hiités 4°C-ra.
5.1.5.3. A PCR termékek kvantitativ analizise

A PCR termékbdl 10 pl-t analizaltunk 17 cm hossza, 1 mm vastag 5 %-os denaturald
poliakrilamid gélen 1xXTBE-ben 300 V-on 90 perces utan. A futtatas el6tt 25 ul szekvenald
festéket adtunk az 50 pul PCR reakcidhoz és 80°C-on denaturaltuk 2 percig. A gélt 500 ml
fixald oldatban fixaltuk 2x20 percig, gélszariton szaritottuk és a PCR termékek
radioaktivitasat Phosphorlmager™ 445 SI késziilékben ImageQuant (Molecular Dynamics,
Inc.) szoftverrel hatdroztuk meg Gn Volume értékként (a Phosphorlmager altal detektalt, a
cpm-mel ardnyos szarmaztatott mértékegység). A kvantitativ analizis soran az UV fénnyel be
nem sugarzott kontroll sejt DNS-érdl amplifikalt kis fragment mennyiségét tekintettiik 1-nek,
majd az UV fénnyel besugarzott sejtek DNS-érél amplifikalt kis fragment mennyiségét a
kontrolléhoz viszonyitottuk. A kapott viszonyszdm alapjan a nagy fragment mennyiségét

normaltuk és a kontroll nagy fragment %-aban abrazoltuk
5.1.5.4. UV tulélési teszt

A sejtvonalak UV érzékenységét a standard modszer szerint teszteltik (Waldren
1978). A sejtet szuszpenzidban UV fénnyel besugaroztunk 0.4 J/m*/sec intenzitdssal.
Kiilonbozé expozicids id§ elteltével (0-40 J/m* UVC dozis) 1000 ill. 5000 (Biirker kamraban
szamolt) sejtet Petri csészékbe tettiink és a besugarzast kovetd 14. napon a taléld 50 sejtnél

nagyobb koloniakat megszamoltuk. A dozis-valasz gorbéket a 24. ABRA mutatja (64.oldal).
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5.1.5.5. DNS szintézis gatlas

A modszer alapjat az képezi, hogy az UV fény altal indukalt karosodasoknal a sejt
sajat reparacidés endonukledzai bevagasokat végeznek a DNS-en, kihasitjadk a karosodott
nukleotidot, de a replikacié gatlasa miatt a DNS reparacié nem mehet teljesen végbe. A PCR
reakci6 soran a bevagasoknal a Taq polimeraz leall.

HT1080 sejtekbdl két sorozatot ndvesztettiink 100 mm-es Petri csészékben kb. 80 %-
os stirliségig. 30 perccel az UV sugérzast megeléz6en DNS szintézis inhibitorokat (hidroxi-
ureat (Hu) és citozin-f-D arabinofuranozidot (AraC) 10 ill. 10* M koncentraciéban) adtunk
az egyik sorozat sejtekhez, a masik sorozat kezeletlen maradt. Ezutan a sejteket egy sejt
rétegben UV fénnyel besugaroztuk 2 ml PBS-ben. Ezt kdvetden a sejteket vagy azonnal
(kontroll és 0 o6ras mintdk), vagy bizonyos reparacids idok elteltével (3, 6 oOrds mintak)
begytjtottilk, DNS-t izolaltunk beldliikk, ezt EcoRI-el emésztettiik és kvantitativ. PCR

reakcioban amplifikaltuk.
5.1.5.6. In vitro kromatin modifikacio natrium-butirattal

A Na-butirat altal kivaltott kromatin dekondenzacié hatasat a heterokromatikus
reparaciora Hela sejteken vizsgaltuk. Két sorozat (kontroll, 0, 3, 6 6ras mintak) sejtet kb.
50%-os stirtiséglire novesztettiik 100 mm-es Petri-csészékben. A sejteket PBS-sel kétszer
mostuk, majd az egyik sorozat sejtet friss, 5 mM Na-butirattal kiegészitett tapoldatban
novesztettilk 48 ordig, mig a masik sorozat normal tdpoldatot kapott. 48 6ra utdn a sejteket
UV fénnyel besugaroztuk 3 J/m* dozissal 2 ml PBS-ben és vagy azonnal begyijtottiik, vagy a
fent emlitett reparacids idokig inkubaltuk. Az inkubécid utan a sejteket feltartuk és genomidlis

DNS-t izolaltunk, majd azt a kvantitativ PCR modszerrel amplifikaltuk.

5.1.5.7. A teljes genom UV reparacios aktivitasanak mérése hidroxiapatit

kromatografiaval

A HeLa sejteket 30 mm-es Petri csészékben 5x107 sejt/csésze stirliségben [metil-"H]-
timidin (1.78 GBg/mmol 7.4 kBqg/ml) tartalmt tdpoldatban ndvesztettiik 24 o6raig a DNS
elgjelolése érdekében. Harminc perccel az UV besugérzas elétt a sejteket 2xPBS-ben mostuk
¢és jeloletlen tapoldatot adtunk, melybe 10 mM hidroxiurea és 100 uM AraC-t adtunk a

reparacios DNS szintézis megakadalyozésa és ezéltal szaltorések akkumulalasa érdekében. A
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PBS-ben torténd UV besugarzas utan a sejteket 20-120 percig inkubaltuk az el6z6 tapoldatban
azért, hogy reparacios endonukleazok kifejthessék hatasukat, majd kétszer PBS-ben mostuk
¢s jégre helyeztiik. A DNS szaltoréseit Ahnstrom és Edvardson (Ahnstrom 1974) alkalikus
lizis modszerével mértiik. 20 percig lizaltuk a sejteket 0.15 M NaOH, 0.3 M NacCl, 0.01 M
NaEDTA, 5% szahar6z oldatban és a DNS-t hidroxiapatit oszlopokon analizaltuk a
karosodasok kornyékén kitekeredd egyesszali DNS-t a kettdsszalutol elvalasztva. A
szaltorések gyakorisagat Rontgen-sugarzas indukalt torésekre kalibraltuk Collins modszere

(1977) szerint.

5.2. Az oxidativ DNS karosodasok vizsgalata

5.2.1. Anyagok és oldatok

A kiilon nem jelzett eredetli vegyszerek a Reanal Vegyszergyartol szirmaznak.

Histopaque 1077 (Sigma), H,0,, RPMI tipoldat (GIBCO), Uveg fedélemez 24x33 mm
(Menzel Glaser)

Normal olvadaspontu agaroéz (Sigma, Cat. No. P9539)

Alacsony olvadaspontu agaréz (Sigma, Cat. No. P9414)

Durvara csiszolt felszinii, matt mikroszkép targylemez (Richardson Supply Co., Cat.No
267-096)

Comet Lizis puffer: 2.5 M NaCl, 100 mM Na, EDTA, 10 mM Tris, pH:10, és 1 % frissen
adott TritonX-100 (MERCK).

1xEndonukleaz puffer: 40 mM HEPES-KOH, 0.1 M KCI, 0.5 mM EDTA, 0.2 g/ml bovine
serum albumin (BSA), pH: 8.0

Alkalikus Elektroforézis puffer: 0.3 M NaOH, 1 mM EDTA, pH: 13

Neutralizal6 puffer: 0.4 M Tris-HCIL, pH: 7.5

Formamido-pirimidin-DNS glikozilaz és Endonuleaz III enzimek: E. coli sejt extraktum

Andrew Collins laboratoriumabdl (Rowett Research Institute, UK)

5.2.2. A vizsgalt személyek

cre

illesztett egészséges személyt vizsgaltunk a SZTE Pszichiatria Klinikajanak jarobetegei koziil.

Az Alzheimer-kor klinikai diagnozisa a DSM-III-R and NINCDS-ADRDA kritériumainak
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megfelelden tortént (American 1987; McKhann 1984), és mivel €16 betegeket vizsgaltunk,
szovettani adatok nem dalltak rendelkezésre a diagnozis megerdsitésében (a tesztek alapjan a
diagnézist 90%-ban veszik megalapozottnak). Az Alzheimer-kéros betegek mérsékelt
szellemi leépiilést mutattak a Mini-Mental State Examination (MMSE) teszt szerint.
65 éves kor utanra tehetd), s mivel egyik beteg csaladjaban sem fordult el6 Alzheimer-kor,

sporadikusnak tekintettiik. A betegek adatait a 2. TABLAZAT tartalmazza.

Alzheimer-korosok (AD) Kontroll személyek
+8D  (n=27) +8D (n=12)

Eletkor (év) 72.00+6.74 72.33+9.41

A betegség kezdete (év) 69+42 e

MMSE Pontérték* 18.62+4.32 27.50+1.08

Nem (Férfi/N&) 10117 5/7

2. TABLAZAT. A vizsgalt személyek adatai (*p<0.05 Az Alzheimer-korosok a kontroll személyekkel
Osszevetve)

Az egészséges kontroll személyeket a betegek hazastarsai koziil valasztottuk, ahol a
korbeli illesztés ezt megengedte (ez a hasonlo életkoriillmények €s taplalkozasi szokasok miatt
is fontos szempont). Az MMSE pontérték a kontrollokndl magasabb volt, mint 26 ¢és
egyikiiknél sem fordult eld emlékezési zavarokkal jard6 megbetegedés, belszervi vagy
ideggyogyaszati probléma (ez a diagnézis fizikai, neuroldgiai valamint neurofizioldgiai
laboratoriumi teszteken alapult, amely minden esetben megfelelt a normal értéknek). A
vizsgalt személyek nem dohdnyoztak, nem szedtek antioxiddnsokat (mint az E-vitamin,
selegiline) vagy mas olyan szert, ami befolyasolhatna a szervezet redox allapotat, illetve

oxidativ DNS karosodasokat okozna (mint pl. egyes antipszichotikus szerek vagy rakellenes

gyogyszerek).

5.2.3. A vérmintak és a limfocitdk kezelese

A limfocitdkat 500-1000 pl (4 illetéleg 8 lemez/beteg készitéséhez) 5% EDTA
véralvadasgatloval kevert vérbol nyertiik. A szeparalds és a limfocitdk vizsgalata a minta

gyljtést kovetden frissen megtortént, a mintdkat nem fagyasztottuk, ill. taroltuk, hogy
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elkeriiljik az oxidativ miitermékek képzddését. A kiillonbozé mintavételi napokon torténd
mintagyiijtés jol meghatdrozott, reprodukalhatd koriilmények kozott tortént (azonos idében
torténd mintavétel, pontos minta kezelési idok, azonos térzs oldatok). Az illesztett kontrollok
analizise mindig a beteg mintakkal egylitt tortént. A betegek allapotara ¢és id6s korara valo
tekintettel nem volt lehetdség a mintavételek ismétlésére, de minden analizist duplikdtumban
végeztliink. A mddszer normal vérmintakon torténd optimalizalasa, valamint a duplikatumok
vizsgalata sordn a mddszer igen jol reprodukalhatonak bizonyult.

A szeparalashoz a teljes vért azonos mennyiségli Histopaque 1077 reagensre
rétegeztiik. A sejteket 200 g-vel 15 percig szobahén centrifugéltuk. A sejteket a gylriiszera
interfazisbol 6sszegytjtottiik és kétszer mostuk PBS-sel, kozben 200 g-vel centrifugaltuk. A
limfocitak felét kezeletleniil hagytuk, ¢és az alapéllapotban meglévd karosodasok
tanulmanyozéasara hasznaltuk. A sejtek masik felét 5 perces 4°C-on torténd 150 uM (PBS-ben
higitott) H,O,-dal kivaltott oxidativ stressznek tettiikk ki. A limfocitdkat a H,O, eltavolitasa
érdekében kétszer mostuk PBS-sel majd 1 ml RPMI tépoldatban felszuszpendaltuk és a

reparacios folyamatok lezajlasa érdekében 1 ordig inkubaltuk 37°C-on 5% CO, jelenlétében.
5.2.4. A Comet assay

Az alkalmazott mddszer az Ostling és Johanson (Ostling 1984) éltal kidolgozott “egy
sejt gélelektroforézis” technika tovabbfejlesztett valtozata. A modszer elvi alapjait a. 13.
ABRA mutatja be. A Comet assay alapvetéen a DNS szaltoréseinek kimutatasara alkalmas a
sejtmagok egyenkénti fluorescens mikroszkdpos analizisével. Neutrdlis kortiilmények kozott a
kettdsszalu torések (Olive 1992), alkalikus koriilmények kozott az egyesszalu torések és un.
lug-labilis helyek detektalhatok (Gedik 1992).

Azok a DNS karosodasok, amelyek felismerésére specifikus endonukledzok 1éteznek
(Fpg az oxidalt purinok, Endonukledz III (Endolll) az oxidalt pirimidinek felismerésére,
kihasitasara képes), ezen enzimek alkalmazéisaval szaltorésekké alakithatok, igy a Comet
assay-vel szintén kimutathatok (Collins 1993; 1995; 1997). A vizsgélat soran a tesztelni
kivant DNS karosito agenssel kezelt, illetdleg valamely agens feltételezett hatasa alatt allo (pl.
beteg szervezetbdl vett) sejtmintat hasznalnak (13. ABRA).

A mintanak egyedi sejtekbdl all6 szuszpenzionak kell lennie, ezért szovetminta esetén
a sejteket a lehetd legkevesebb preparativ karosodast okozva szét kell vélasztani. A sejtek

analizise (feltarasa, enzimatikus kezelése, elektroforézise majd festése és mikroszkopos
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vizsgélata) a targylemez felszinére rétegzett vékony agardz gélben torténik, amelybe a sejtek

még €106 allapotukban keriilnek beagyazasra.

alacsony olvadaspontu agaroz réteg

Beagyazott sejtek w
[ | normal olvadaspontu agaroz alapréteg

mikroszképlemez
@ Lizis (Triton X-100

Nukleoi l 2.5 M NaCl)
u e0|d\
Karosodott bazis a DNS-en l Karosodas specifikus endonukleaz kezelés
Fpg/E ]|
ROV, — MR, ol

l A DNS lugos kitekerése g%?nw\éa[)q&)

Comet osztalyok l Elektroforézis

(Comet cséva DNS szerint 1-4) l Neutralizalas, festés, mikroszkopos analizis

13. ABRA. A Comet assay. A vizsgalando sejteket agarozba agyazzuk és targylemezre rétegezziik, majd
lizaljuk. Az oxidativ DNS karosodasokat specifikus endonukledzokkal (Fpg, Endolll) szaltoréssé
alakitjuk, majd a fellazult szalak lagos kitekerése utdn a nukleoidokat elektroforetizaljuk. Az anod
iranyaba a karosodas mértékével aranyosan kidramlo DNS iistokos alakot képez. A csovaba kidramlo
DNS mennyisége fluorescens mikroszkopban kvantitativan analizalhato.

A DNS kérosodasok hatasara keletkez6 (vagy enzimes kezeléssel a karosodas helyén
indukalt) szaltorések kovetkeztében az elektroforézis soran a sejtmagbol egy iistokosszerti
képzédmény alakul ki. Az agarézban elmozdulni képtelen, nagymolsulya DNS-t tartalmazo
fejbdl az elektromos térben az andd irdnyaba kihurkolodo csova alakul ki, melyben a DNS
tartalom egyenesen aranyos a szaltorésekkel (Olive 1990) és mind vizualis értékeléssel (0-tol
4-ig terjedd skdalan valo osztalyozassal), mind szamitogéppel, specidlis szoftverek
alkalmazaséaval kvantitativan értékelhetd. A fluorescens in situ hibridizacioval kiegészitett
Comet analizis nagyobb kromoszoma régiok vagy egyedi szekvencidk vizsgalatat is lehetéveé
teszi (McKelvey-Martin 1998).

Vizsgalatunkban Alzheimer-kéros betegek vérébol frissen, Histopaque gradiens

centrifugéléssal izolalt limfocitdkban Comet assay-vel detektaltuk a DNS egyes szalu toréseit
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ill. az oxidalt bazisokat, melyeket enzimatikusan alakitottuk at a moddszerrel detektalhato
szaltorésekké. Az elektroforézis hatdsdra a sejtmagokbdl kialakuld iistokds-szerli

fehérjementesitett nukleoidok képét mutatja be a 14. ABRA.

14. ABRA. Alzheimer kéros beteg hidrogén-peroxiddal kezelt limfocitainak képe a Comet assay
elvégzése utan (fluorescens mikroszkopos felvétel, 400x-os nagyités, etidium-bromidos festés)

5.2.4.1. A sejtek beagyazasa és lizise

Az éaltalunk hasznalt protokoll a Singh és Collins altal (Collins 1996; Singh 1988)
kidolgozott alkalikus elektroforézist alkalmazd mddszer, kisebb modositasokkal.

70 pl 0.5%-0s PBS-ben oldott normal olvadaspontii agardzt rétegeztiink a durvara
csiszolt felszinli mikroszkép lemezekre, lefedtiik feddlemezzel és 4°C-on hagytuk
megszilardulni. A leiilepitett limfocitdkat az utolso csepp PBS-ben dvatosan felraztuk és 70 ul
0.5%-0s (PBS-ben oldott) alacsony olvadaspontu agardzt adtunk hozzajuk, majd a fedélemez
eltavolitasa utan a mar megszilardult elsé agaroz rétegre teritettiik. Uj fedélemezzel lefedve a

sejtes agardz réteget is hagytuk megszilardulni 5 percig 4°C-on. Ezutin a feddlemezt
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eltavolitottuk és lizis puffert rétegeztiink a vizszintesen tartott lemezekre, majd 1 o6raig
inkubaltuk 4°C-os hiitdszekrényben. A lizissel a fehérjéket tavolitjuk el a sejtmagbol és a
visszamarado, gélbe agyazott Un. nukleoid hozzaférhetové valik az enzimatikus kezelések

szamara.

5.2.4.2. Enzimes kezelések

A lizist kovetden a lemezeket 3-szor 5 percig mostuk 1xEndonukleaz pufferrel. A
puffert papirtorolkdzére csorgattuk le a lemezek Ovatos oldalra billentésével. Az utolsod
mosast kdvetden 50 pl 1xEndonukleaz pufferben 3000x higitott Fpg (Formamido-pirimidin-
DNS-glikozildz, amely az oxidalt purinok DNS-bdl torténd kivagasat végzi) illetdleg 1000x
higitott Endolll (Endonukleaz III, amely az oxidalt pirimidinek kihasitasaért felelds) enzimet
adtunk hozza. (Az enzimeket tultermeld E. coli torzsekbdl A. Collins és mtsai. (Rowett
Research Institute, UK) izolaltdk és bocsajtottdk rendelkezésiinkre). Az alkalmazott enzim
koncentraciokat az adott preparatumbol készitett higitdsi sorozat aktivitdsanak tesztelése
nyoman valasztottuk. Az enzimatikus kezelés Fpg enzim esetén 30, Endolll esetén 45 percig

tartott 37°C-on nedves kamraban.

5.2.4.3. Elektroforeézis

Az enzimatikus emésztést kovetéen a targylemezeket horizontalis elektroforézis
tankba helyeztiik frissen készitett, 4°C-ra hitott alkalikus elektroforézis pufferbe. A
lemezeket 20 percig inkubdaltuk a pufferben, hogy a torott DNS szalak denaturalédjanak az
elektroforézis megkezdése eldtt. Az elektroforézis 20 percig 25 V-on 300 mA aramerdsséggel
folyt, jégbe allitott horizontalis tankban. Az elektroforézis utdn a tankbdl kivett lemezeket
vizszintes talcara helyezve 3x 5 percig 1 ml 4°C-os neutralizal6 puffer rarétegzésével, majd
lecsorgatasaval mostuk, majd 50 pl 500 pg/ml (PBS-ben) etidium-bromid racsoppentésével a

lemezeket 5 percig festettiik, fedélemezzel lefedtiik és fluorescens mikroszkoppal analizaltuk.

5.2.4.4. Mikroszkopos analizis

A lemezeket 400x-0s nagyitasban vizsgaltuk (Nikon 40x Fluor lencse) fluorescens

mikroszkoppal (Nikon Eclipse E400 mikroszkop, Hamamatsu Digitdlis kameraval,
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Microcolor Model RGB-MSC-C board (CRI, INC, Boston NA). Az analizist a Komet4
szoftver segitségével (Kinetic Imaging Ltd., Liverpool UK) Eszak-irorszagban, a University
of Ulster, School of Biomedical Sciences, Cancer and Aging Group laboratdriumaban

végeztik.
5.2.4.5. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist Komet4 szoftver éltal szolgéltatott Gn. (az listokds fejében és
csovajaban mért fluorescencia intenzitasok aranyabol szamitott) “% Comet cséva DNS”
adatok alapjan kétmintds Student t-teszt alkalmazasaval végeztiik. Mintanként 50 sejt mért “%
Comet csova DNS” értékét Osszegeztiik, majd a kontroll és Alzheimer-koros csoportban

atlagoltuk. A p<0.05 értékeket vettiik statisztikusan szignifikansnak.
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6. EREDMENYEK

6.1. Az UV fototermékek szekvenciaspecifikus reparacidjanak

vizsgalata a pericentrikus régidoban kvantitativ PCR-rel

6.1.1. A kvantitativ PCR célszekvenciajanak kivalasztasa és jellemzése

crer

valasztottunk, amely az UV karosoddsok vizsgéalatdira A+T gazdag régidja és a human
kromoszdémakon valo szétszortsaga révén jo célpontnak tiint.

A chAB4 szekvencia csalad alacsony kopiaszamu, a haploid emberi genomban kb. 50
kopias repetitiv elem, amely 10 kromoszéman talalhaté meg (1,3,4,9,13,14,15,21,22 és azY
kromoszoman).

A chAB4 egységek, melyeknek az altalunk amplifikalt célszekvencia egy kb. 2 kb-os
részlete (15. ABRA), hatalmas hajtéihurokként (kb. 240-260 kb) fordulnak el$ a genomban.

Az altalunk kidolgozott médszer alapja az UV fototermékek DNS amplifikaciot gatld
hatasan alapul. A PCR reakcioban az UV karosodasokndl a Taq polimerdz ledll, nem irja
végig a DNS szalat. gy a PCR termék mennyisége egy azonos mennyiségii, de intakt
templatot tartalmazé reakciobodl képzddo dssztermékhez képest a 1ézidk szdmaval aranyosan
csokken (Ponti 1991,Kalinowski 1992; Murray 1992). A chAB4 célszekvencian, mar igen kis
UV doézisoknadl is kelléen nagyszdmu DNS karosodas képzddik, ezért a rola képz6dé PCR
termék mennyiségét az UV dozis ill. a DNS reparacio befolyasolja.

A PCR reakcioba bemért templat DNS mennyiségének nyomonkdvetésére sziikséges
volt egy olyan belsd kontrollt alkalmazni, amely nem valtozik az UV besugarzas
fliggvényében, azaz a rola képz0do termék mennyisége csak az amplifikacio koriilményeitol
figg. Ezért a chAB4 repetitiv elemben kivélasztottunk egy olyan révid, 103 bp-os szakaszt
(cSac10), amely mintegy 15 kb-ra helyezkedik el a célszekvenciatdl és amelyen a szakasz
rovidsége és bazisdsszetétele miatt igen kis valoszintiséggel képzédnek UV fototermékek (16.
ABRA). Ez a szakasz igen GC gazdag, a béazisaranyok itt forditottak a nagy fragmenthez
képest.
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1344
138l catttttige

1501 tctctaggga
1561 acgttttcat

gtaacataaa

chab4F2M

Ittttgctc ttatgttcta tttgttcgat
tcctcetgtte tttettccat acctttttat attaactgaa caatattcag
1441 ggttccattt taattncttt attggcattt tagaagaata tcttcatata atgtggtggt
ttataataaacatcctgggce ttatcgcagt

gaaaagttgc ggcaaaatty

1621 gagctattaa tttagaatat tttacataca ttatcaatag

1681 aaccatcagt
1741 acatgccatt

tgtttgttat
cctagagctt

aaaactaaaa gaaaaaacc
ctccttgett cctgcaggte

1801 actttcttta gcctaaaaaa tttecegtttg catttettgt

1861l attgtttgaa
1921 agttatagaa
1981 ttaaagtgtc
2041 tttctcecte
2101 ggtgtgtcta
216l aaattgatat
2221 cttgtctcat

gctttctttt
tttggagttg
atttctgatg
cctttagcta
catttggttc
atgctgacaa
tttecttctet

2281l cctattttta ttattttct

2341 tttttaatg

cactgatagt

2401 atgacatttt tatataaat
2461 tatcgttttt acttctctgt

2521 ttaaatcett
2581 atgtgggca

gaatatgctt
tttcactgte

2641 cctggtttta tgtctaggca
cttctatttt cgtttgaaga gtgactcttt tctaacatta gtctttttic
caccaaactt tcactcctga gctatatgca atggaagaaa tctctgctct
tttagctgtt gttttctget agattcatgg agtctctttt tatgaatgtg
gccatcttat atctgaatga agttgaagtg tgattttaga
cctctgtgag ctttcagttg tgtgagattt cctcccatgt
tcttttctgt cagectggaa ctctgtgcte ttattectca
ttactcgtag acatctaatt ttgcacagac tgggaagctt
ttgatgcaaa tttaaatcga attgctaatt tctttattca
gtggttggat attctactat ttctgcctgt tttctgttte
tttaattttttttacagtta atagtttttt tcectgecatt tgagttagac

2701 gagataggat
2761 tgtagtcaaa
2821 gtactagcaa
2881l aaatgtagca
2941 gtgacattct
3001 tcccagttet
3061 actcaccact
3121 gaagttgcac
3181 acttctatca
3241 caaatgtgta
3301 ctgagctact

accacatttt

atctgaataa atctttcttt
acagttttct tttatttga
acaggtcatc tagctattty
ctttcaagat ttactctttt
tctttatttt tatttigtte
ttagcaaaac ttttggtctt
actctttcta ggagtccaat
tcctttgtat taactgtatt

ccacttagtg
ttgcgtttag

ttaatagtca
tcttctgtca

tacacttaat tttttatta

ttagttttte
agaatttcca
atctaggtct
tctcaagaat
agatgtagtt
tttccacgta
ttgccaagtg
tttgagttte
tactttttca
tatattaytg

gggraatigt

ttttictgee atcttttaat tttactggta

attcagtctc tcagttctaa
tgagattctc catatattec

aatttgtcct
ctcttatgac

gcaatagctt attttaaatttcttatcttc

ttaatccatt gtttactttt
ggttaaatta tatgttagat

tttgttatge
tatgtgtatg

atgtttatge
tctgttgtta
gctaatgaca
tacttttict
tcattgettt
tgtaaattat
gtttgactat
ttaagcctgt
aatagctttt
ctagactggc
tcttgatctg
tgtgcataca
gttatctctt
catctattce
taatcccage
atcatatttt
atattttata

tttttactet
cattcaaatt
agctagtaaa
catgaggtgt
atggtcaaat
tcattgccat

chAB4 RM

15. ABRA. A chAB4 repetitiv elem UV-célszekvenciaként alkalmazott részlete, az tn. “nagy
termék” az amplifikiciohoz hasznalt primerekkel.

BK2

CTGCCGGTGC ACCACGTCTA GACTGCAGCT GCGGCTCCGA TGTCGGCGTC AGCTGGCGGG
CCTGGTACCT GATGTCCTCA GGGTCAAGTT CATCGCCCGC CCA

< BK1

16. ABRA. A “Kis” PCR termék (cSac10) szekvencidja és az amplifikalé primerek.

83826
83886

A lehetséges fototermékek mennyisége a szekvencidban el6fordulé szomszédos

pirimidinek mennyiségébél szamithaté (3. TABLAZAT). Az egyes dimerek el6fordulési
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gyakorisdga a két termék hosszaradnya (~1:20) és a szekvenciabol prediktalhaté fototermékek
mennyisége alapjan kiszamithat6. Kb. 1:25 az 0sszes dimer aranya a két szakaszon, de
atlagosan a TT dimerek képzddése 4x gyakoribb, tehat kb. 2000-szer (20x25x4) kisebb
valoszintiséggel fordul eld pirimidin dimer képzddés a kis PCR fragmenten, mint a nagyon,

ezért amplifikdcigja alacsony UV dozisndl a besugarzastol fiiggetlennek tekinthetd.

CT CC 0sszesen
raoment 223 80 1007
:ﬁg:@ﬁt 13 18 42

3. TABLAZAT. A lehetséges fototermékek (CT, TC, CC, TT-pirimidin dimerek ill. 6-4 fototermékek)
mennyisége a PCR Kis és nagy fragmentjén

A PCR reakcidban tehat 4 primer alkalmazasaval két fragmentet amplifikaltunk: egy
nagy terméket, ami adott mennyiségli templat DNS-rél az UV behatas ill. a reparacio
fliggvényében valtoz6 mennyiségii, ill a kis terméket, aminek mennyisége az emlitett
faktoroktol fiiggetlen. A kvantitativ PCR modszer UV fototermékek vizsgalatira vald

alkalmassagéanak demonstralasara szamos kontroll kisérletet végeztiink el.

6.1.2. A chAB4 alapu PCR reakcio, mint kvantitativ DNS reparacio

vizsgalati modszer
6.1.2.1. A modszer in vitro UV érzékenységének tesztelése

A PCR modszer UV érzékenységének vizsgalatat izolalt human fibroblaszt DNS-en
végeztiik. 50 ng DNS-t desztillalt vizben oldva 20 pl-es csopp formajaban sugaroztunk be
254 nm-es UV fénnyel kiilonb6z6 ideig, majd a 4 primer (chAB4F2M, chAB4RM, BKl,
BK?2) jelenlétében amplifikaltuk. A PCR reakciét radioaktiv izotdép hozzdaddsa mellett
végeztik. A PCR termékeket etidium bromiddal festett agardéz gélen megfuttatuk. Az
elektroforézis fotojan a nagy termék (chAB4, 1964 bp) jol lathatéan csokken az UV dozis
fliggvényében, mig a kis fragment mennyisége széles UV dozis tartomanyban nem valtozik
(17A. és B. ABRA). Akrilamid gélen futtatott, fixalt és vacuum szaritott gél analizisével a
PCR termékeket kvantitativan értékeltiik (17.B.,C. és D. ABRA). A kvantitativ analizis
alapjan a modszer alacsony UV dozis (akar 1 J/m”) hatasara képzédd karosodasok

kimutatasara is alkalmas €s ez alapjan kimondhatd, hogy vizsgalatunkban a detektalt nagy

52



PCR termék mennyisége forditottan ardnyos az UV dozissal, mig a kis fragment mennyisége
fiiggetlen az UV besugarzastol. A kalibralas sordn az UV fénnyel be nem sugarzott kontroll
DNS mintarol amplifikalt kis fragment mennyiségét tekintettiik 1-nek, majd az UV fénnyel
besugarzott mintdhoz viszonyitottuk €s a kapott viszonyszam alapjan a nagy fragment
mennyiségét normaltuk. A 17B. és C. ABRAN az UV doézis fiiggvényében az ehhez
viszonyitott PCR termeéket tiintettiik fel %os értékben.

A UV doézis (Jim?) B UV dézis (Jim?)
A 0 1 510 20 50 M 5001005020 10 5 0 M
-1 |
2027 bp wErn gy ) :J agy
] Nagy _ 4 ' -J : J:r_agment
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17. ABRA. A PCR reakcié in vitro UV fiiggésének vizsgalata. A kiilonbozé UVC dozissal vizes
oldatban besugarzott human fibroblaszt DNS-t radioaktiv izotop jelenlétében amplifikaltuk és 1.2%
etidium-bromiddal festett agar6z gélen (A) ill. akrilamid gélen futtattuk, beszaritottuk és
Phosphorlmager-ben analizaltuk (B). A kvantitativ analizis alapjan a nagy (C) és kis (D) termék
mennyisége lathato az alkalmazott UV dozis fiiggvényében. Az UV fénnyel be nem sugéarzott DNS-r6l
amplifikalt termékek mennyiségét tekintettilk 1-nek. Az eredmények 3 fiiggetlen besugarzasbdl minden
esetben kétszer elvégzett PCR reakcid atlagat jelentik = SEM. A: A/HindIIl DNS, moélstuly marker

53



6.1.2.2. A kvantitativ PCR in vivo UV érzékenységének vizsgalata

A moédszer UV érzékenységét a sejtben 1évO, kromatinba agyazott DNS-en is
alkalmazni. Diploid humén fibroblaszt sejttenyészeteket kiilonbozé doézisu UVC fénnyel
sugaroztunk be, majd azonnal DNS-t izolaltunk bel6liikk és a DNS-eken elvégeztilk a PCR
reakciot radioaktiv izotop jelenlétében (18. ABRA).

A modszerrel mar igen alacsony dézisnal, 1 J/m*-nél mintegy 20-30 %-os csokkenést
sejtek szamara mar jorészt letdlis 30 J/m’-ig ndvelve az alkalmazott dozist, a besugarzas
ellenére a DNS-nek mintegy fele marad amplifikalhat6. A sejtes formaban besugarzott DNS
amplifikacidjanal 10 J/m? folstt a PCR termék nem csokken linearisan az UV dozissal, az
amplifikacié telitést mutat, ami valdsziniileg az utdbbiban 1évé kromatin szervezddés
kovetkezménye. A csupasz DNS amplifikacidja csak kb. 50 J/m” értéknél mutat telitést (18. és
18. ABRA valamint 4. TABLAZAT).

A célszekvencia jelentés TT tartalma miatt (502 lehetséges timidin dimer/1964 bp)
extrém modon érzékeny az UV fényre. Az in vivo UV érzékenységi gorbe alapjan (18A.
ABRA) lathaté, hogy a modszer kelléen érzékeny és jol alkalmazhato alacsony, “fiziologias”
UV dozisok altal kivaltott DNS karosoddsok vizsgalatara. A modszer tovabbi alkalmazasa
soran a sejteket 3 J/m* dozissal sugaroztuk be.

Egy adekvat kvantitativ.e PCR moddszer (QPCR) esetén a DNS karosodasok
detektalasahoz elengedhetetlen feltétel, hogy az amplifikacido terméke ardnyos legyen a
kiinduldsi DNS templat mennyiségével. Ennek eléréséhez a PCR reakciot exponencialis
fazisban kell tartani (Kalinowski 1992; Van Houten 2000). A PCR termékek mennyiségének
a kiindulasi templat DNS-t5] valo fiiggése a 19A és B. ABRAN lathat6. 50-100 ng templat
DNS koncentracid tartomanyban a bemért DNS mennyiségének kétszerezése esetén mindkét
keletkezd PCR termék a kiindulési templat DNS mennyiség kétszerese.Ebben a tartomanyban
érvényesiil az exponencidlis amplifikacio kovetelménye, tehat a tovabbi vizsgalatoknal a
reakcioba bemért templat DNS mennyiségét 50-60 ng-nak valasztottuk.

A két termék eltérd nukleotid dsszetétele miatt o’ *P-dCTP izotopos jeldlést alkalmaztunk,
ami jobban megfelel GC gazdag kis fragment jelolésére. A templat fiiggés tesztelésénél az
eltérd izotopos jelolddés miatt kaptunk a két fragmentnél eltéré mennyiségii radioaktiv jelet

azonos mennyis€gi templatrol. A radioaktiv jel eréssége vizsgalatainkban a Phosphorlmager-
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es kvantitaldst nem zavarta, ugyanis az igy detektalt jel sokkal szélesebb tartoméanyban
emelkedik linarisan a radioaktivitdssal, mint a Rontgen-filmen detektalt jel. Az altalunk

hasznalt beiitésszdm (Volume) nem érte el a telitési tartomanyt.

A B
uv % Kis PCR SEMKis  %Nagy  SEM nagy uv % Nagy PCR SEM
dézis(J/m?) termék termék PCR termék termék dézis(J/m?) termék
0 100% 0% 100% 0% 0 100 0
1 88% 10% 88% 5% 1 71,69 3
5 111% 34% 53% 16% 25 54,1 6
10 99% 10% 50% 9% 5 58,47 18
20 82% 9% 43% 11% 10 55,21 7
50 87% 9% 13% 1% 20 46,28 5
100 84% 15% 15% 4% 30 44,61 7

4.TABLAZAT. A in vivo és in vitro UV besugarzas hatasanak vizsgalata kis és nagy PCR
termék amplifikaciojara. A feltiintetett in vitro (A) és az in vivo (B) UV doézisok alkalmazésa utan
detektalt % PCR termék mennyisége (17. és 18. ABRA nyoman)

120 -

100

80

60 -

%PCR termék

40 -

20

0 I I I I I I 1
0 5 10 15 20 25 30 35

UV dézis (J/m?)

18. ABRA. A PCR reakcié UV érzékenységének tesztelése in vivo UV besugirzassal. Diploid human
fibroblaszt sejtkulturat kiilonb6z6 doézisu UV fénnyel kezeltiink, a sejtekb6él DNS-t izolaltunk és radioaktiv
izotop jelenlétében elvégeztiik a PCR reakciot, a termékek mennyiségét Phosphorlmagerben kvantitaltuk. Az
UV dozis fiiggvényében az amplifikalodé nagy PCR termék mennyiségét abrazoltuk. Az UV fénnyel nem
kezelt, in. kontroll sejtekrdl amplifikalt nagy fragment mennyiségét tekintettiik 100%-nak. Az eredmények
harom fiiggetlen besugarzasbol szarmazd DNS-en minden esetben kétszer megismételt, duplikatumban

megfuttatott PCR reakcio termékeinek atlagat £ SEM jelodlik.
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19. ABRA. A PCR reakcié templat és ciklusszam fiiggése. A templat DNS mennyiségének fiiggvényében
(A és B) és a PCR ciklusszamok emelésével (C) a novekvé PCR termék mennyiségeket a radioaktiv jel
beiitésszamaként (tn Volume, a Phosphorlmager altal detektalt, a cpm-mel aranyos szarmaztatott
mértékegység) detektaltuk.

Ellendriztiik a reakci6 ciklusszdm-fiiggését, azt a tartomanyt keresve ahol az
amplifikalt DNS mennyisége a ciklusszdmok ndvelésével még aranyosan emelkedik, nem ér a
telitési szakaszba. A 19C. ABRAN lathat6, hogy a 28-30 ciklusig a reakcié még az
exponencialis fazisban van. A két termék amplifikacidos gorbéje nagyjabol parhuzamos
lefutasu, a két primerpar nem gatolja egymas mitkodését. A 30. ciklus utan a telitési fazis

kovetkezik, ezért a QPCR moddszer alkalmazasanal a tovabbiakban a 28 ciklussal torténd
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amplifikaciot alkalmaztuk. A két termék eltérd nukleotid osszetétele miatt o’*P-dCTP
izotdpos jelolést alkalmaztunk, ami jobban megfelel GC gazdag kis fragment jelolésére. A
templatfiiggés tesztelésénél az eltérd izotopos jelolddés miatt kaptunk a két fragmentnél eltérd
mennyiségli radioaktiv jelet azonos mennyiségli templatrol. A radioaktiv jel erdssége
vizsgélatainkban a Phosphorlmager-rel torténd kvantitdldst nem zavarta, ugyanis az igy
detektalt jel sokkal szélesebb tartomanyban emelkedik linarisan a radioaktivitassal, mint a
Rontgen-filmen detektalt jel. Az altalunk hasznalt beiitésszam nem érte el a telitést.

Tesztelni kivantuk, hogy a QPCR alkalmas-e sejtvonalak DNS reparacio kinetikajanak
vizsgalatara. A fototermék detektalasara alkalmas QPCR mddszer esetén azonos mennyiségii
DNS-bél kiindulva a relativ PCR termék (a valtozé mennyiségli nagy termék kalibralva az
alland6 mennyiségli kis termékre) az UV besugarzas kovetkeztében csokken. Ha a
vizsgalandd, UV kezelt sejteknek kiilonbozé reparacidos iddket hagyunk, az 1dd
elérehaladtaval a PCR termék mennyisége a reparacios folyamatok altal eltavolitott polimeraz
gatld 1éziok csokkenése miatt emelkedni fog. Teljes reparacié esetén a PCR termék eléri az
UV fénnyel nem kezelt, kontroll sejt DNS-¢bdl amplifikalt relativ PCR termék mennyiségét
(ezt tekintjiik 1-nek). A HT1080 emberi fibroszarkdma sejtvonalon elvégeztiik a reparacio
kinetikai vizsgalatot. A 20. ABRAN lathato, hogy a DNS szintézis inhibitorokkal nem kezelt
sejtvonal hatékony reparacioval 12 6ra alatt eltavolitja az 6sszes PCR-t gatlo fototerméket és a
PCR termék eléri a kontroll sejtvonalrél amplifikalt termék mennyiségét.

Ha a sejtkultarat DNS szintézis gatlokkal kezeljiik (AraC+Hu), akkor a reparacio
kezdeti, karosodast felismer6, kivagd folyamatai végbemennek (3A-D. ABRA), a 1ézi6
helyének ujraszintetizaldsa viszont nem (3E. ABRA). Ilyenkor szaltorések maradnak a
templaton ¢és a Taq polimerdz nem képes amplifikélni a hibas szalat. Ilyen sejtkulturabol
amplifikalt DNS-ben a PCR termék az id6 fliggényében nem emelkedik, mivel nem megy
végbe a reparacio. A 20. ABRAN lathato, hogy az y-tengelyen feltiintetett, UV sugarzast nem
kapott kontroll DNS-rdl amplifikalt, 100 %-nak tekintett PCR termékhez viszonyitva az UV
besugarzast kapott sejtek DNS-érél amplifikalt % PCR termék el6szor csokken (6ras minta),
majd a reparacidés id0 eldérehaladtaval emelkedik, végiil eléri a kontroll szintjét. Ezzel
szemben az AraC+Hu kezelt sejt nem reparal, a PCR termék mennyisége a reparacid soran
nem emelkedik. Ez a vizsgalat megerdsiti, hogy az altalunk kifejlesztett kvantitativ PCR

modszer alkalmas az UV fototermékek reparacio kinetikai vizsgalatara.
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20. ABRA. HT1080 sejtvonal reparicié Kinetikajanak vizsgilata DNS szintézis inhibitorok
jelenlétében és nélkiiliikk. HT1080 sejteket duplikatumban ndvesztettiink, 3 J/m? dozisa UVC
fénnyel kezeltiink. Egy sorozat sejthez DNS szintézis inhibitorokat (AraC+Hu) adtunk (A), a
masik sorozatot (#) kezeletleniil hagytuk és azonnal, vagy a feltlintetett reparacios idk utan a
sejtekb6l DNS-t izolaltunk majd elvégeztiik a QPCR reakciodt. A kis termékre kalibralt nagy PCR
termék (un. relativ PCR termék) idébeli valtozasat abrazoltuk két PCR reakcio két-két példanyban

val6 futtatasanak atlagaként + SEM.

6.1.3. A QPCR alkalmazdisa emberi és humdn/ragcsdalo hibrid sejtvonalak

reprdcio kinetikdjanak vizsgalatdra

A fentiekben részletezett, optimalizalt PCR koriilményeket alkalmazva vizsgaltuk
emberi és ragcsalo/human hibrid sejtvonalak reparacios kinetik4jat a heterokromatinban. A
vizsgalt sejtvonalak megnevezése 5. TABLAZAT-ban lathato.

A sejtvonalak reparacios kinetikajat a 21-23. ABRA mutatja. A kvantitativ analizis
soran az UV fénnyel be nem sugarzott kontroll sejt DNS-ér6l amplifikalt kis fragment
mennyiségét tekintettiik 1-nek, majd az UV fénnyel besugarzott sejtek DNS-érél amplifikalt
kis fragment mennyiségét a kontrolléhoz viszonyitottuk. A kapott viszonyszam alapjan a nagy

fragment mennyiségét normaltuk és a kontroll nagy fragment %-aban abrazoltuk.
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1. Normal diploid human fibroblaszt

2. Hela méhnyak karcinéma

3. A375 melanéma

4. RVH421 melanéma

5. HT1080 fibroszarkéma

6. TPC1 thyroid papillaris karcinéma

7. EJ30 huagyhélyag karcinéma

8. GM01630 XPA

9. GM02994 XPA

10. GM02096 XPC

11. A9+15 egér A9+human 15-6s kromoszéma
12. 15A kinai hdrcsdg, CHO sejt +human 15-6s kromoszéma

5. TABLAZAT. A QPCR médszerrel vizsgalt sejtvonalak

A kiilonbozd sejtvonalak reparacios kinetikai adatai heterogén képet mutatnak. A
heterokromatikus chAB4 szekvenciat, 12 6ra alatt az Gsszes fototerméket eltavolitja (21.
ABRA és 6. TABLAZAT). Bizonyos sejtvonalak (HT1080, TPC1) hasonléan gyors
reparaciot mutatnak. Ez a repardcios hatékonysdg megfelel a transzkripcionalisan aktiv
szakaszok reparacios ratdjanak (Bohr 1988). Az A375 sejtvonal 12 o6raig lassabb, a global
genom reparacios ratajanak megfeleld kinetikaval reparal (~35 % reparacio 8 ora alatt (Bohr

1988).

R:(e;:)a(r:::))s 1;1;:;1 HT1080 | TPC1 | A375
0 0+8 0+5 0+4 | 0+11
3 39411 | 57410 | 4748 | -6%2
6 38410 | 80+16 | 59+16 | 27+8
12 9l+12 | 97+9 | 109+5 | 52413
24 100416 | 4145 | 10649 | 1311

6. TABLAZAT. A j6l reparilé sejtvonalak repariciés % értékei.
Az UV fénnyel nem kezelt DNS-ré6l amplifikdlt PCR termék
mennyiségét tekintettiik 100% reparacionak, mig a besugarzas utani,
0 o6ras minta DNS-érdl amplifikalt PCR terméket 0% reparacionak.
A tablazat értékei 3 fiiggetlen kisérlet atlagat jelolik £ SEM.
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21. ABRA. A chAB4 régiéban hatékony reparaciét mutaté sejtvonalak PCR analizise. Az UV
fénnyel nem kezelt sejt DNS-ébdl amplifikalt nagy PCR termék mennyiségét tekintettiik 100%-nak. A
grafikonok 3 fiiggetlen kisérlet atlagat jelolik + SEM. Minden DNS-t kétszer analizaltunk PCR-rel és
duplikédtumban futtattunk meg akrilamid gélen.

Bizonyos tumoros sejtvonalak (RVH421, EJ30, HeLa) és a reparacids szindromaban,
a Xeroderma pigmentosumban szenvedd betegekbdl szarmazd sejtek (XPC és a két XPA
ABRA).

Ezen sejtek esetében a relativ PCR termék az id6 fliggvényében nem emelkedik,
hanem stagnal vagy csokken. A Xeroderma pigmentosum C sejtek esetében a reparacid
hidnya nem meglepd, hiszen kizardlag a global genom repardcios utvonal kéarosodéasokat
felismerd enzime, az XPC fehérje hianyzik. Bar a transzkripciondlis reparacié ezekben a
sejtekben megmaradhat, és kb. 30% reparacios aktivitds az atir6d6do génekben mikodik, a
heterokromatin, és igy a chAB4 szekvencia reparacidja minden bizonnyal teljesen hianyzik.
Az XPA sejtvonalakban a mutans XPA fehérje hianya, (ami jelenlegi tudasunk szerint a
karosodas pontosabb azonositdsdban ¢és a tobbi reparacids enzim toborzasaban jatszik szerepet
mind a TCR, mind a GGR alrendszerben) szintén teljes reparacioés defektushoz vezet. A

Xeroderma pigmentosumban szenveddk fokozott UV érzékenységet mutatnak, ami in vitro jol
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tiikroz6dik az XP sejtvonalak UV talélési gorbéinek vizsgalatakor (24. ABRA). Ezen
sejtvonalak szaméra mar a fizologiasnak nevezhetd 3J/m* UVC dozis is letalis.

Az egyes sejtvonalak esetében a 0 reparacids iddpontban tapasztalt PCR termék
mennyiségi kiilonbségek minden bizonnyal nem az eltérd UV érzékenységet tiikrozik. A
kapott kiilonbségek nem szignifikdnsak, mégis eltéré mennyiségii pirimidin dimér képzdodést
sugallnak. Ez taldan a sejttipusonként eltérd reparacidés aktivitdssal magyarazhatd. A
Xeroderma pimentosum-os sejtvonalak reparacid deficiensek. A  heterokromatin
fehérjék és a reparacios fehérjék kozotti szignal atadasnak valamilyen faktorokon at meg kell
torténnie. Elképzelhetd, hogy ezekben a kromatin modifikacios folyamatokban a hibds NER
fehérjék nem képesek résztvenni és az alap reparacios aktivitdsok hidnydban (ami a kromatint

némiképp fellazitand) ezért a reparacid defektust mutatdé sejtekben a reparacié hijan

cre

crer

A tumoros sejtvonalak (RVH421, EJ30, HeLa) esetében kapott teljes reparacios
defektus igen érdekes, de nem teljesen varatlan jelenség. A ragcsalo/human hibrid sejtvonalak
reparacios kinetikaja viszont meglepd. A ragcsald sejtekben chAB4 szekvencia nem fordul
eld. A 15A és A9+15 hibrid sejtvonalak igy csak a szamfo6lotti 15-6s emberi kromoszoman

hordozzék ezt a szekvenciat.
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22. ABRA. A heterokromatikus chAB4 régiéban reparicié defektust mutaté tumoros (A) és
Xeroderma pigmentosumos (B) sejtvonalak PCR analizise. Az UV fénnyel nem kezelt sejt DNS-
¢bol amplifikalt nagy PCR termék mennyiségét tekintettiik 100%-nak. A grafikonok 3 fiiggetlen
kisérlet atlagat jelolik = SEM. Minden DNS-t kétszer analizaltunk PCR-rel és duplikdtumban

futtattunk meg akrilamid gélen.
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Mig a ragcsald sejtekre igen lasst global genom reparacio jellemzé (CHO sejtek a
teljes genom mindosze 15%-at repardljak 24 ora alatt (Bohr 1988), addig a vizsgalt
human/ragesalo hibrid sejtvonalak ezt az emberi szekvenciat gyorsan reparaljak (23. ABRA).
A horcsog/human hibrid 15A sejtvonal 6 ora alatt a karosodasok 80%-at eltavolitja. Az
A9+15 sejtek reparacioja kissé lassabb; 6 ora alatt az UV fototermékek 50%-at, 12 ora alatt
viszont 100%-at kijavitjdk, ami transzkripcidval kapcsolt reparacid hatékonysaganak felel
meg.

A 15A sejtvonal DNS-ének amplifikaciojakor az UV kezelést kovetd 12 6ra mulva
kovetkezetesen a PCR termék csokkenését detektaltuk. Ugy tiint, mintha a teljes reparacid
ellenére a horcsog sejtben apoptozis kdvetkezében a DNS fragmentalodédsa indult volna el. A
15A sejtvonal UV talélési gorbéje azonban nem utal apoptozisra (24. ABRA), a sejtek 10%-
anak talélését eredményezd UV dozis megegyezik a diploid humén fibroblaszt sejtekével (20

+0.7 J/m®) (7. TABLAZAT).
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23. ABRA. A human/ragesalé hibrid sejtvonalak reparacié vizsgilata Az UV fénnyel nem kezelt sejt
DNS-ébol amplifikalt nagy PCR termék mennyiségét tekintettiik 100%-nak. A grafikonok 3 fliggetlen kisérlet
atlagat jelolik + SEM. Minden DNS-t kétszer analizaltunk PCR-rel és duplikatumban futtattunk meg akrilamid
gélen
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Masik lehetséges magyarazat erre a jelenségre az, hogy az UV besugarzas hatasara
valamiképpen a 15-6s human kromoszoma eliminacidja indul be. Ez a folyamat a DNS
feldarabolodasdhoz vezet, aminek eredményeképpen a nagy fragment mennyisége intakt
templat hijan hamarabb csokken, mint a kis PCR terméké. igy a relativ PCR termék
csokkenését detektaljuk. Ezt a hipotézist erdsitik az alkalikus Comet assay-vel kapott
eredmények. UV fénnyel kezeltilk a chAB4 szekvenciat nem reparalé HeLa sejteket, a jol
reparald human fibroblaszt sejteket és a vizsgalando 15A sejteket. Alkalikus Comet assay-
vel kovettik nyomon a teljes genom reparaciojat 0, 6 és 12 o6rds mintavétellel. A DNS
szaltorések mennyiségét (ami a DNS karosodasok helyén torténd incizids aktivitast tiikrozi)
a Comet csoéva DNS intenzitasdnak ndvekedéseként detektaltuk. A diploid human
fibroblaszt sejt (25C. ABRA) esetén a Comet csova DNS kezdeti emelkedés utan a kontroll
szintjére esik vissza, ami 12 6ra alatt végbemend 100%-0s reparaciot jelent.

A HelLa sejtekben a szaltorések mennyisége az id6 eldrehaladtaval csak igen lassan
csokken, 12 6ra milva a kezdeti szaltoréseknek csak 10%-a tavolitodik el (25B. ABRA). A
15A sejtekben a reparacid 6 6rdig gyorsabb, mint a HeLa sejtekben, de lassabb, mint a human
fibroblasztban. A Come cs6va DNS intenzitasa a 15A sejtben 12 6raval a besugarzas utan
nemhogy csokken, hanem 1-2%-al emelkedik, ami ujabb szaltorések megjelésére utal (25A.

ABRA).
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24. ABRA. A vizsgalt sejtvonalak UV talélési gorbéi. A sejttenyészeteket a feltiintetett dozist UV fénnyel
kezeltiik, majd 2 hét elteltével az 50 sejtes vagy nagyobb koloniakat kristalyibolya festés utdn megszamoltuk.
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Sejtvonalak Tlélési paraméterek
(D™ ) (@/m’)
Hum. fibrobl. 20£0.70
A375 18 £0.70
RVH421 17+£0.70
R13 17+0.70
TPCl1 7.5+0.14
A9+15 17+ 1.41
15A 20 £0.7
HT1080 15+1.41
EJ30 8.5+ 0.35
HELA 11 £1.41
GM02994 1.95+0.63
GMO02096 1.75+1.06
GMO01630 4.5+0.21

7. TABLAZAT. A vizsgalt sejtvonalak tiilélési gorbéjébél szamolt Dy, értékek (a sejtek 10%-anak
tulélését eredményez6é UV dozis)
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25. ABRA. Az UV fény hatisira bekovetkezd szaltorések teljes genomon torténé (an. overall)
reparacidjanak vizsgalata Comet assay-vel. (A) 15A, (B) HeLa, (C) human fibroblaszt sejteket (HF) 3
J/m* UVC fénnyel kezeltiink és azonnal (K és 0 h) vagy a feltiintetett reparacios id6k utan agaroz gélbe
agyaztuk és targylemezre rétegeztilk. Alkalikus lizis, elektroforézis és etidium-bromidos festés utan a
sejtmagokbol kiaramlé DNS (Comet csova) intenzitdsat fluorescens mikroszkopban vizualis pontozassal
értékeltiik.

6.1.4. A Na-butirat kezeléssel kivaltott kromatin dekondenzacio hatasa a

HelLa sejtek reparaciojara

Altalanosan elfogadott tény, hogy a kromatin szervezédés hatassal van a DNS
reparacio intenzitdsdra. A nukleoszomalis szervezddés miatt a DNS kéarosodasok a genom

egyes régidiban nem egyforman hozzaférhetéek a reparacidos enzimek szamara. A hisztonok
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fontos szerkezeti elemei a nukleoszoOmaknak, és szerkezeti moddosulasaik jelentOsen
befolyasoljak a kromatin kondenzaltsagi allapotat. A transzkripciondlisan aktiv kromatin
régiok hiperacetilalt hisztonokat tartalmaznak (Reeves 1984). Az ilyen régiok konnyebb
hozzaférhetosége a hisztonok acetilacidjaval a lizinek pozitiv téltéseinek neutralizalasa révén
valosul meg, aminek hatdsara a nukleoszomalis szolenoid struktura felbomlik €s a kromatin
“felnyilik”. A hiszton acetilacié a kromatin relaxacio altaldnos mechanizmusanak tekinthetd
(Perry 1982). A hisztonok hiperacetilaltsagi allapota a sejtek in vitro natrium-butirattal vald
kezelésévél érhetd el, mivel a natrium-butirdt meggatolja a hiszton-deacetilazok mitkodését €s
ezaltal a kromatin ideiglenes fellazulasat eredményezi. Ez a hatas azonban csak atmeneti, 12
oraval a kezelés utdn megsziinik (Ramanathan 1989).

A natrium-butirat egyes sejtekben a hiszton hiperacetilaciojan kiviil mas, dsszetettebb
hatassal is bir, a sejtnovekedést és a DNS replikdciot is gatolja, bizonyos sejtvonalakban
differencialodast indukal (Fishman 1974).

A natrium-butirat esetleges hatasat a heterokromatikus reparaciora a chAB4 régioban
reparacio defektust mutatd HeLa sejteken kivantuk megvizsgalni. A sejtek egy részét 48 oran
keresztiil 5 mM néatrium-butirattal kiegészitett tdpoldatban novesztettiik, masik részét nem
kezeltiik, majd UV fénnyel besugaroztuk a sejteket, kiilonbozo reparacios idék multan DNS-t
izolaltunk beldliikk és elvégeztik a QPCR reakcidt. A natrium-butirat kezelés latvanyos
morfologiai valtozast okozott a HeLa sejteken. A normal allapotukban aprd, zomaok sejtek az

idegi irdnyba torténd differencidcidhoz hasonlédan kiteriild, nyulvanyos sejtekké valtoztak (26.

&:’ -——-‘a" » L
N )

26. ABRA. A natrium butirat kezelés hatisa a HeLa sejtek morfologidjara. (A) HeLa sejtek a natrium-
butirat kezelés eldtt és (B) 48 oraval a kezelés utan . (Faziskontraszt mikroszkopos felvétel, 10x objektiv)

crer

DNS-szintézis inhibitorokat adtunk (Ara C és hidroxiurea), hogy a reparaciés DNS szintézist
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megakadalyozzuk. Ezutan a sejteket UV fénnyel (2 és 4 J/m?) besugaroztuk PBS-ben, majd
Ujra visszaadtuk a DNS szintézis inhibitorokat tartalmazé tapoldatot. A DNS kéarosodasok
helyén a reparaciés enzimek altal generdlt szaltoréseket detektaltuk hidroxiapatit
kromatografidval. Kontroll sejtvonalként a jol reparalé huméan fibroblaszt sejteket hasznaltuk

(27A. és B. ABRA).
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27. ABRA. A natrium-butirat altal indukalt kromatin dekondenzicié hatasa a HeLa sejtek DNS
reparaciéjara. A 2 J/m? (A) és 4 J/m” (B) UV dozis hatasara keletkezé fototermékek a teljes genombol vald
eltavolitasanak vizsgalatat hidroxiapatit kromatografiaval végeztiik. DNS inhibitorok addsa mellett a
szaltorések mennyisége a reparacios aktivitast tiikrozi. (C) A natrium-butirat hatdsa a HelLa sejtek

s

Mig a teljes genom repardcios aktivitdsat a natrium-butirat hozzaadasa mindkét vizsgalt UV
dozis esetén megemelte (27A. és B. ABRA), ez az aktivitis még igy is alacsonyabb, mint
normal human fibroblaszt sejtekben butirat kezelés nélkiil. A heterokromatikus célszekvencia

reparacidjara HeLa sejtekben a natrium-butirat kezelés nem volt hatassal (27C. ABRA).
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6.2. Az oxidativ. DNS karosodasok mennyiségének és

reparacidjanak vizsgalata Alzheimer-koros betegek limfocitain

Vizsgalatunkban 27 Alzheimer-koros beteg és a 12 egészséges idds kontroll személy
limfocitdin végeztik el a Comet assay-t. Az Oszehasonlitds soran az AD betegekben
magasabbnak taldltuk az egyes szadlu torések mennyiségét, mint a kontrollokban, bar a
kiilonbség nem volt szignifikins (28A. ABRA). A limfocitdkat az oxidalt purinok
mennyiségét detektdlo Fpg enzimmel is kezeltik (28B. ABRA). Az enzim altal kivaltott
szaltorések a vizsgalatban az alapallapotban meglévd egyes szalu torésekhez hozzdadddnak.
A betegeknél szignifikdnsan emelkedett (p<0.05) oxidalt purin szintet mutattunk ki (28B.
ABRA).

Megvizsgaltuk az oxidalt pirimidinek mennyiségét is a két csoportban. Ehhez az
Endonukledz III enzimet hasznaltuk. A vizsgélatba a tovdbbiakban bevont személyek (11
beteg és 6 kontroll) esetében mindkét enzimmel (Fpg és Endolll) kiilon-kiilon ill. egytitt
alkalmazva (Fpg+Endolll) is elvégeztik a szaltorések és az oxidalt bazisok szintjének
meghatarozasat (29. ABRA).

Az oxidalt pirimidinek mennyisége a betegektdl vett limfocitdkban magasabb volt,
mint a kontrollokban, de az eltérés nem volt szignifikans (29B. ABRA). A két enzim egyiittes
alkalmazéasaval (nyilvanvaldan az oxidalt purinok miatt) ismét szignifikans kiilonbséget
talaltunk a két vizsgalati csoport kozott (29C. ABRA).

Mecocci és munkatarsai eredményei szerint az Alzheimer-koéros betegek limfocitaiban
¢s a vizsgalt kontroll személyek limfocitaiban oxidativ stressz hatdsara nem volt kiilonbség a
keletkezd 8-oxo-guanin mennyiségében (Mecocci 1998). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a
felhalmozodd oxidativ karosodasok hatterében nem az eltérd stresszérzékenység, hanem
valamilyen reparacids mechanizmus zavara all, aminek igazoldséra teszteltiik a két csoportbol
izolalt limfocitdk DNS reparacios képességét H,O,-vel indukalt oxidativ stressz utan.

Irodalmi adatok alapjan nem tiint célszertinek hosszl reparacios idok utdn vizsgalni a
végbemend javitasi folyamatokat. Az egyes szali torések fél¢letideje mintegy fél ora, az
oxidativ kérosodasok javitisa ennél hosszabb id6t igényel, emberi sejtvonalak esetében
néhéany o6ra (Collins 1996). Az izolalt limfocitdk DNS reparacidja nem tul hatékony alacsony
dNTP-pool-juk miatt és ezen a ANTP-kel kiegészitett médium sem javit jelentésen. Ezenkiviil

az inkubacios periddus alatt a limfocitdk a légkori oxigén jelenlétében tovabbi oxidativ
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karosodasokat szenvedhetnek, ami kisérleti miitermékek detektalasdhoz vezethet (Collins
1999; Collins 2001) Mindezen okok miatt egyetlen reparaciods id6t alkalmaztunk és egy oraval

a H,O, kezelés utdn vizsgaltuk a megmaradd és az Fpg-vel indukalhato szaltorések

mennyiségeét.
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28. ABRA. A kontroll személyek és az Alzheimer-kéros betegek limfocitiiban
detektalt egyes szala torések (A) + oxidalt purin bazisok (B). Az egyes szali
toréseket ill. az Fpg enzimmel szaltorésekké alakitott oxidalt purinokat “Comet
farok DNS”-ként detektaltuk, a feltiintetett értékek a vizsgalati csoport atlagat +
SEM jelolik, a szignifikans eltérést * jelzi.

Az erbteljes oxidativ stressz altal kivaltott egyes széalu torések és oxidalt bazisok
reparacioja nem ment teljesen végbe, ezért a szaltorések mennyisége az alapallapothoz képest
magasabb volt a révid reparacids periddus utan (30B. és 31.B ABRA). A reparacids id6 utan
a javitatlanul megmaradé egyesszalu torések+Fpg helyek mennyisége szignifikdnsan nagyobb
volt az Alzheimer-koros betegekben (30B. ABRA), mig dnmagukban az egyes szalu torések
mennyisége nem tér el szignifikansan a két vizsgalati csoportban (30A. ABRA).

A reparacio6 utdn javitatlanul megmararad6 oxidalt pirimidinek mennyisége sem tért el
szignifikansan a kontroll személyek és az AD betegek kozétt (31B ABRA).

A oxidativ stresszt kdvetd reparacids vizsgalat soran a kiindulasi allapothoz (azaz a
frissen izolalt limfocitdkban detektalthoz) képest az egyes szali torések €s az oxidativ
karosodasok mennyiségében is csokkenést detektaltunk (32. ABRA) mind az AD betegek,
mind a kontroll személyek esetében. Ez a reparaciés folyamatok miikodését tiikrozi, ill. azt is

igazolja, hogy a légkori oxigéntdl nem szenvedtek oxidativ karosodast a mintak.
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29. ABRA. A kontroll személyek és az Alzheimer-kéros betegek limfocitaiban
detektalt egyes szalu torések (A), oxidalt pirimidin bazisok (B) ill. oxidalt
purin+pirimidin bazisok (C) mennyisége. Az Fpg enzimmel az oxidalt
purinokat, az Endolll-mal az oxidalt pirimidineket szaltorésekké alakitva, ill. az
egyes szalu toréseket “comet farok DNS”-ként detektaltuk. A feltlintetett értékek a
vizsgalati csoport atlagat + SEM jeldlik, a szignifikans eltérést a kontrollok és az
AD betegek kozott * jelzi.
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30. ABRA. A reparicios periédus utan detektalt egyes szali torések (A), ill. a
szaltorések+az oxidalt purinok mennyisége. (B). A feltiintettett értékek a

vizsgalati csoport atlagat £ SEM jelolik, a szignifikans eltérést a kontrollok és az
AD betegek kozott * jelzi.
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31. ABRA. A reparicios periédus utan detektalt egyes szali torések (A), ill. a
szaltorések+az oxidalt pirimidin bazisok mennyisége (B). A feltiintettett értékek
a vizsgalati csoport atlagat + SEM jeldlik, a szignifikans eltérést a kontrollok és az
AD kozott * jelzi.

A 32. ABRA-n feltiintetett kiindulasi Fpg helyek szamit a 28A. és B. ABRA
értékeinek kiilonbségeként kaptuk (a mért értékek személyenkénti kiilonbségét képezve, majd
a csoporton beliil 4tlagolva), mind a kontrollok és mind az AD betegek esetében. A reparacid
utani Fpg helyek szamat a 30A. és B. ABRAN feltiintetett értékek alapjan hasonldan
szamitottuk.

A reparaci6 altal eltavolitott pirimidin bazisok, valamint az Gsszes eltavolitott
oxidalt bazis mennyiségét (Fpg+Endolll hely) szintén a kezeletlen mintdkon detektalt
enzimfelismerd helyeknek €s a reparacid utani enzimfelismerd helyeknek a kiilonbségébdl
szamitottuk.

Az az eredmény, hogy az oxidativ stressz utani reparacidt kovetden még a stressz
eldtti, alapallapotnal is kevesebb oxidalt bazist detektaltunk, stressz altal indukalt reparacios
folyamatok beindulasat tiikrézi. Ez a folyamat a kontroll csoportban kissé¢ hatékonyabb volt,
bar nem volt szignifikdns, mint az Alzheimer-kéros csoportban, foként az oxidalt purinok
esetében (32A. ABRA). Az oxidalt pirimidinek eltivolitasa megfeleléen megy végbe az
Alzheimer-korosokban is, itt szignifikans kiilonbség volt detektdlhatdo a kiinduldsi és a
reparacio utin megmaradé oxidalt pirimidinek mennyiségében (32B. ABRA). A kett3s enzim

kezeléssel detektalt un. dsszes oxidalt bazis eltavolitasa a kontroll csoportban volt némileg
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hatékonyabb, az elébbiek alapjan nyilvanvaldéan az oxidalt purinok eltavolitasdnak zavara
miatt (32C. ABRA).
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32. ABRA. Az oxidalt bazisok repariciéja Alzheimer-kérosokban és a
kontroll személyekben. Az eltavolitott oxidalt bazisokat (azaz Fpg (A), Endolll
(B) valamint Fpg+Endolll (C) helyeket), a Comet farok DNS csokkenéseként
detektaltuk. A feltiintetett értékek az adott vizsgalati csoport atlagat = SEM
jelolik, a szignifikans eltérést * jelzi.
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7. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

7.1. Az UV altal indukalt fototermékek reparaciojanak vizsgalata a

heterokromatikus régioban human sejtvonalakban

Az altalunk kifejlesztett kvantitativ PCR vizsgéalati modszer alkalmas eszkdznek
bizonyult az UV fototermékek vizsgalatara a heterokromatinban.

Az UV sugarzas célpontjaul kivalasztott chAB4 alacsony koépiaszamii ismétlddd
szekvencia a féemldsok genomjaban a kiilonb6z0o kromoszomakon Osszesen mintegy 100
kopias gyakorisagaval kell6en reprezentalja a heterokromatikus régiot. A szekvenciacsaladot
1989-ben azonositottdk Assum ¢és munkatarsai (Assum 1991; Assum 1998) egy emberi
angiofibroma (rostos érdaganat) sejtvonal kis polidiszperz cirkularis DNS frakci6jabol
(spcDNS). Ez az extrakromoszémalis DNS frakcio foként repetitiv elemeket (Alu, alfoid-
szatellit DNS, L1 szekvencia elem stb.) tartalmazott. Ezen szekvencidk kozds jellemzdje,
hogy mobilis genetikai elemekhez hasonlitanak molekularis strukturajuk és a genomban vald
szétszortsdguk alapjan. A polidiszperz cirkularis DNS frakcid szerepe jelenleg nem tisztazott.
Az egyedfejlodés soran a kromoszémalis atrendezddések atmeneti vagy melléktermékeként
képz6dd spcDNS megjelenése jellemzdje az angiofibroma sejtvonalaknak, melyekre
citogenetikailag feltinben valtozatos transzlokacids mozaikossag jellemz6 (Neidlinger 1988).

Az éltalunk vizsgélt szekvencia egy Oriasi hajtithurkot (~240-260 kb) képezd
ismétlodo blokk ~2 kb-os részlete. A palindromban két 90 kb-os forditottan ismétlédé chAB4
szekvencia fog kozre egy 60 kb-os nem ismétlddd elemet. A chAB4 csalad az emberen kiviil
eléfordul a féemldsok koziil a csimpéanz, gorilla az orangutan és a gibbon genomjaban is. A
szekvencia nagyon konzervalt, emberben két alcsaldd létezik. Az egyes kopidk kozott kb.
95%-0s a homologia. Cserpan ¢€s mtsai nemrégiben kimutattak, hogy ez a szekvenciacsalad
szorosan kapcsolt egy masik nagy kiterjedésti ismétldddé szekvencia elemmel, a WNF1-el. A
chAB4-¥NF1 szegment minden bizonnyal a 17-es emberi kromoszoéma evolucids elédjén
megjelend 0Osi képia duplikaciojaval kapcsoltan szérddott szét a kiillonbozé human
kromoszomakon (Cserpan 2002).

A hosszl ismétlddési egységli repetitiv szekvencidk, mint a chAB4, altalaban szédlak
kozotti rekombindcioval vagy egyenlétlen crossing overrel duplikdlédhatnak, ami kozeli

rokon fajok kozotti kopiaszambeli eltéréseket eredményezhet. Ez jellemzé a chAB4
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szekvenciara is, hiszen az ember €s a csimpanz haploid genomjaban kb. 50 képidban talalhato
meg, mig a kozeli rokon fajokban a gorillaban, az ordngutanban, és a gibbonban csak néhany
példanyban fordul eld, a Rhesus majombol pedig hidnyzik (Assum 1998). Az eddigi
ismeretek alapjan tehat a chAB4 evolucids szempontbdl rendkiviil instabil elemnek tekinthetd
(Assum 1994).

A modszeriinkben alkalmazott egyedi megkozelités, azaz a nagy A+T tartalma miatt
specidlisan UV érzékeny szekvencia hasznalata a fototermékek vizsgalatara, megoldja a
fototermékek detektalhatosaganak problémédjat. Alacsony, de az emberi sejtek altal még jol
toleralhato UV doézis hatdsara ugyanis olyan kevés fototermék képzddik a genomban
(atlagosan egy karosodas/10 kb detektalasahoz ~10 J/m? UV dézis sziikséges, (Ayala-Torres
2000)), hogy csak meglehetdsen hosszu, 10-20 kb-os DNS szakaszok vizsgélata esetén
mutathaté ki néhany DNS karosodas. Ez a jelenleg hasznalatos, jobb Taq polimerdzok altal
mar amplifikalhatd lanchosszusag, de a “teljesitoképességiik” hatarait strolja, ezért az ilyen
lanchosszusagok nem mindig reprodukélhatoak. Magasabb UV dézisok alkalmazasanal ugyan
tobb a detektalt karosodas, viszont a vizsgalatok a sejtek apoptozis kozeli allapotat tiikrozik €s
nem a normal reparacios folyamatokat.

A chAB4 szekvencia vizsgalt szakaszan a human Hprt gén azonos hosszisagu
szakaszahoz képest a lehetséges szomszédos timinek alapjan 1,65-sz6r magasabb a timidin-
dimer képzddésének az esélye. A Poisson eloszlds alapjan a termékcsokkenés mértékébol
altalunk szamitott karosodas gyakorisag 3 J/m*-es UV dézisnal viszont kb. 10x akkora, mint
van Houten és munkatarsai altal a Hprt génen detektalt karosodas gyakorisag, annak ellenére,
hogy a chAB4 szekvencia a heterokromatinban taldlhaté (Van Houten 2000).

A chAB4 szekvencia tehat egy extrém méddon UV érzékeny részletet tartalmaz, ami
akar UV szenzorként is miikddhet a genomban. Mivel ez a régi6é evolicids szempontbdl is
igen instabilnak tekinthetd, ezenkivill az UV kérosoddsok szempontjabél mutacios
forropontként viselkedhet, a normal sejtekben ezért valdsziniileg hatékony a reparéacidja, mint
ahogy vizsgélataink sordn a diploid, normal humén fibroblaszt és néhany egyéb sejtvonal
esetében detektaltuk (A375, TPCI ¢és a rdgesalo/humads hibridek). Ez a felismerés némiképp
megvaltoztathatja a heterokromatinban zajlé (és altaldban lassinak tartott) reparaciorol
alkotott képet. Az irodalomban igen kevés és meglehetdsen régi adat talalhatd a fototermékek
heterokromatikus reparacidjarol. A ciklobutdn pirimidin dimerek -eltavolitdsat vizsgalva
emberi 6A3 sejten (Mellon 1986) és Afrikai zold majom vesesejteken ( Zolan 1982, Mellon

1986) azt talaltak, hogy a CPD-k reparacioja a teljes genom reparacidjatol nem kiilonbozott
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(20-30 % dimer eltavolitds 4 ora alatt) viszont lényegesen elmaradt a transzkripcionalisan
aktiv szakaszok reparaciojatol (79% CPD eltavolitas 4 ora alatt). Mas, szintén a NER altal
eltavolitott karosodas (pl. aflatoxin) eltavolitdsdnak hatékonysdga csak 25%-a volt a CPD
eltavolitasi hatékonysaganak és UV besugarzas hatdsara az egyéb kémiai karosodasok
reparacidja némileg meggyorsult (Zolan 1982, Mellon 1986; Smith 1987).

A rovid, kb 2 kb-os chAB4 szakaszon kialakulé nagyszamu pirimidin dimer
elképzelésiink szerint olyan mértékii szaltorziot valt ki a DNS-en, hogy ez normal reparacios
kapacitasi sejtekben hatékonyan indukélja a reparacids rendszert. Ehhez az indukcidhoz
hozzajarulhat néhany egyéb faktor is. A DNS reparacié kromatin szinten valé mikodésére a
“hozzaférés-reparalas-visszarendezés” modelljét alkottdk meg, miutan vilagosssa valt hogy a
sejtextraktummal ill. tisztitott NER enzimekkel végzett repardcios szintézis hatékonysaga
joval alacsonyabb volt a kromatinba 4gyazott, mint a csupasz DNS-en (Wang 1991, Hara
2000). E modell szerint els6 1épésként a kromatinszerkezet szétszerelése megy végbe a DNS
reparacié folyamataban, hogy a reparacids enzimek megfelelden hozzaférhessenek a javitando
nukleotidhoz. Folyamatosan bdviil azon fehérjéknek kore, melyekrdl kideriil, hogy a
reparacidhoz  sziikséges kromatin moédositdsban ill. a repardcié utani kromatin
Osszeszerel6désben szerepiikk van (Green 2002). Ezzel 0Osszefiiggésben szdmos emberi
betegségrol deriil ki, hogy hatterében ezeknek a kromatin fehérjéknek a mutacioi allnak.
Hérom kiilonb6zé emberi betegség (az a- talasszémia/mentélis retardacio, a Juberg-Marsidi
szindroma és a Sutherland-Haan szindroma kialakulasasért ugyanannak az ATRX nevil
kromatin fehérjének mutécioi felelések, mely épp az altalunk vizsgalt régidoban, az rDNS (a
riboszémalis DNS) régioban horgonyzddik a heterokromatinon (McDowell 1999). Az ATRX
egy Il-tipusu ATP-fiiggd helikaz, melynek pontos funkcidja nem ismert, feltételezhetéen
kromatin atrendezd faktor, mutdcioi azonban ismeretlen modon néhény repetitiv szekvencia
metilacios mintazatdnak megvaltozasat is eredményezi (Gibbons 2000).

Hasonlé pericentromerikus heterokromatinban lokalizal6éd6, a kromatin szerkezet
modositasat eredményezd fehérje pl. a S.cerevisiae-ben a CP1 (centromer promoter faktor,
amely szdmos promoter kromatinszerkezetét befolyasolja és a centromernél kinetochor
fehérjék kotddését iranyitja), Drosophila-ban a GAGA faktor (amely a kromoszoma
kondenzacidban és szegregacidban jatszik szerepet) emldsokben az Ikaros, (traszkripcids
szabalyoz6 faktor, amely represszorként mikodik ha a Mi-2-vel (ATP fiiggd nukleoszoma

atrendezé komplex) és a HDAC-vel (Hiszton-deacetildz) a heterokromatinban lokalizalodik
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viszont aktivator ha az SWI/SNF-el (az elsd azonositott kromatin atrendezé komplex) az
eukromatinban (McDowell 1999).

A pericentrikus heterokromatin struktaralis szempontbdl is igen fontos, hiszen
elvalasztja a centromert a géneket hordozé kromoszéma szakaszoktdl. Az itt horgonyzé
szabalyozd €s kromatinstruktiurat modositd fehérjék altal ez a genomi régié funkcionalisan is
hatdssal van a sejtfolyamatokra. A pericentrikus heterokromatinban talalhaté (esetleg hianyos
reparaciojuk miatt) genomidlisan instabil repetitiv szekvencidk szamos tumoros elvaltozéasért
felelosek (Mazzarella 1997, Brewer 1999; Ji 2000; Padilla-Nash 2001).

A nukleotid excizids reparacios rendszer transzkripcioval kapcsolt alrendszere a sejtek
azonnali taléléséért felelds, igyekszik megakadalyozni hibds, vagy megrovidiilt fehérjék
szintézisét. Ezzel szemben a vizsgalt chAB4 szekvencia javitdsat is végzd global genom
reparacio a hosszabb tavu integritds megdrzéséért felelds. Feladata, hogy megakadalyozza a
mutaciok felhalmozodasat a genomban, ezzel védve az egyedet a késobbi sejtosztédasok
soran aktivalodod tumoros elvaltozasoktol. Ezt alatdmasztja sajat vizsgalatunk is, hiszen a
heterokromatikus chAB4 szekvencidn repardcid deficienciat mutatdé sejtvonalak tumor
eredetliek, ill. reparacids szindromas betegekbdl szarmaznak.

A reparacié hianyara ezekben a sejtvonalakban az egyik lehetséges magyarazat
lehetne a p53 gén mutacidja, hiszen ez a "genom Orének" is nevezett pS3 fehérje kdzponti

szerepet toltbe a DNS reparacioban (lasd 3.5.1 fejezet). A reparacid deficiens RVH421

melanoma sejtvonal azonban vad tipust p53 fehérjét tartalmaz, mig a HeLa sejtekben a p53
fehérje deficiens. A ragcesald sejtekben pedig hatékony reparaciot detektaltunk, viszont a
ragcsalo sejtekre a pS3 indukalta reparacidés utvonal kevéssé jellemzO. Bar a vizsgalt
sejtvonalak némelyikének nem ismert a p53 stitusza, az ismertek esetében a reparacis
hatékonysag nem mutatott korrelaciot az aktiv p53 jelenlétével. Ezért azt feltételezziik, hogy a
azonositott szenzor, szignal és effektor fehérjék is kozremiikodnek, elsésorban a karosodasok
érzékelése és a hozzaférhetdsége szintjén (Rappold 2001). Bizonyos vizsgalatok a
retinoblasztoma fehérje, a Gadd45 stressz fehérje szerepét sugalljdk (Cheung, Jr. 2001,
Therrien 1999)

A ragcsalo sejtek global genom reparacios aktivitdsa az irodalmi adatok szeint még az
emlds sejtekénél is kevésbé hatékony (Bohr 1988). A idegen DNS-nek ragcesalo (egér és kinai
horcsdg) repardcids rendszerrel torténd vizsgdlatara egyedi lehetdséget nyujt az altaluk

hordozott 15-6s emberi kromoszéma, hiszen a vizsgalt repetitiv szekvenciat csak foemldsok
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hordozzak, ezért csak a human kromoszéméan folyé reparaciot detektaljuk. Az emberi chAB4
szekvencia gyors reparacidja azt azelképzelést erdsiti, hogy a pericentromerikus régioban
ezen a rovid DNS szakaszon keletkezd nagy szamu karosodas erdteljes szaltorziot, nagyfoka
kromatin atrendezodést esetleg genomialis instabilitast valthat ki, ezért hatékony reparaciot
indukal. A kinai hdrcsdg sejt viszont erre a szokatlanul intenziv reparaciora esetleg a sajat
reparacidés kapacitasanak kimeritése miatt a 15-0s human kromoszéma eliminécidjaval
PCR eredménye (azaz a szaltdrések mértékében kapott kiilonbség) a kétféle megkozelités
miatt eltérd. A Comet assay-vel a teljes genom reparacidjat vizsgaltuk. Az UV besugarzas
utdn a reparacios aktivitas tapaszttunk, hiszen a szaltorések a 6 6ras mintavételnél csokkentek.
Ezt kdvetden a 12 oras mintavételnél bekovetkezett egy minimalis (1-2%-0s) emelkedés, vagy
helyesebben stagnalds a szaltorések mennyiségében. A kinai horcsdg genom reparacidja
valdsziniileg ezutan sem all meg hirtelen, sokkal valdsziniibb, hogy a stagnaldlas az egyetlen
huméan kromoszoma eliminacidja soran Ujratermelddd szaltorések miatt kovetkezik be.
Egyetlen 15-6s huméan kromoszdéma elimindcioja a teljes kinai horcsdg genommal dsszevetve
valdsziniileg nem tud ennél erdteljesebb szaltorés képzddést indukalni, mivel vele szemben
hat a joval nagyobb kinai horcség genomon folyo reparacio, ami eltavolitja a toréseket a tobbi
kromoszoéman. A Comet assay-vel csak relativ értéket, % toredezett DNS-t tudunk kimutatni.
detektalja, ezért joval nagyobb mértékii az ott kapott szaltdrésre utaldé PCR termék csokkenés.
A vizsgalat eredménye azonban nem igazolja biztosan a 15-0s kromoszoma eliminaciojat,
ahhoz FISH analizis elvégzésére lenne sziikség.

A HeLa sejtek esetében a karosodasok hozzaférhetdségének fokozasa a hiszton
deacetilacié gatldsdval nem segitette el6 a repardcidés folyamatok mikodését a
heterokromatinban, mig a teljes genom reparacidjara pozitiv hatassal volt. Lehetséges, hogy a
szorosan csomagolt kromatin fellazitdsdhoz a natrium-butirat kezelés nem volt elégséges,
illetve hogy a pericentrikus heterokromatinban a hozzaférést a hiszton fehérjéken kiviil mas
faktorok, eddig ismertelen kromatin atrendezé fehérjék iranyitjak. Valodszintsithetd, hogy a
hisztonfehérjék egyéb posztranszlacios modifikécioi (metilacio, foszforilacio) ill. az ezek
kombinaciojabdl kialakuld Un. “hiszton koéd” irdnyitja a nukleoszomak pozicionalasat, a
kromatin felnyildsat és kondenzaldsit a heterokromatin reparacioja sordn. Az ezekben a
folyamatokban résztvevd fehérjéknek a felderitése all jelenleg a kutatdsok kozépponjaban

(Morales 2001; Jones 2002; Robertson 2002).
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A vizsgélatainkban a tumoros vonalakkal kapott eredmények felvetik a
heterokromatikus reparaci6 fontossagat a tumorgenezisben. A nem miikddd repardcios
rendszer felismerése tumoros sejtekben mindossze az elsd 1épés abban az irdnyban, hogy az
ok-okozati Osszefiiggéseket kideritsiikk. Az altalunk vizsgalt repetitiv elem segitségével
felvetodott, hogy a pericentrikus heterokromatinban 1év0 bizonyos szekvencidk esetleges in
vivo szenzorokként szerepelhetnek egyes genotoxikus agensekkel szemben, valamint
elképzelhetd, hogy DNS karosodasok kovetkeztében jelentésen torzult strukturdjuk miatt
genomialis instabilitast valthatnak ki, amennyiben nem reparalddnak.

A sejtvonalak javitasi készségében kapott eltérések okat sajnos vizsgalati
egyaltalan nincsenek ujszerli technikakkal kivitelezett vizsgalatok, amelyek erre vonatkozo
ismereteket nyujtananak. Minddssze a kiilonb6zd reparacids utakban szerepet jatszo gének
polimorfizmusat vizsgald kozlemények foglalkoznak azzal, hogy a reparacidos gének
polimorfizmusai egyéni repardcios képességbeli eltérésekhez vezethetnek, ¢és ezek az
eltérések korrelacioban allhatnak a tumorképzddési hajlammal (de boer 2002, Hu 2002, Hou
2003, Kumar 2003). Az egyéni reparacids kapacitas valtozasaival kapcsolatban kutatdsok
targyat képezi, hogy ezeket az élettartam soran bekdvetkezd valtozasokat befolyasolhatjak-e
az ¢letkoriilmények, taplalkozasi szokasok stb. (Andrew Collins, szdbeli kozlés).

Eredményeink rdmutatnak arra is, hogy a heterokromatinban zajlé nukleotid excizios
reparacio olyan komplex, eddig ismeretlen faktoroktol fiiggd mechanizmus, amely 1ényegesen
bonyolultabb folyamatok &sszehangoldsa révén valdésul meg, mint amit sejtmentes
rendszerekben alapveté muikodésként reprodukaltak. A kromatin szinten mikodod reparacios
folyamatok megértéséhez még szamos kulcsfontossagu fehérjét és szignal Utvonalat kell
azonositani és ezeknek a faktoroknak minden bizonnyal a repardcion kiviil igen fontos
szerepe van szamos egyéb szabalyozd folyamatban is (heterokromatinizacid, ’gén

csendesités” (gene silencing) stb.).
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7.2. Az oxidativ DNS karosodasok és reparaciojuk vizsgalata Alzheimer-

koros limfocitakban

Szamos irodalmi adat tamasztja ald az oxidativ stressz jelenlétét és hatisat az
Alzheimer—korban, hiszen az oxidativ stressz szamos markerét kimutattak a betegekben
(Mutisya 1994; Simonian 1996; Lyras 1997; Koppal 1999; Lovell 1999; Markesbery 1999;
Christen 2000; Smith 2000b).

Mivel az AD els6sorban gondolkodasi és emlékezési funkcidk elvesztését okozza, a
legtobb vizsgalat szinte kizarolag a kozponti idegrendszeri elvaltozasokra korlatozodik. Az
oxidativ stressz jeleként kimutattak fokozott lipid peroxidaciot (Lovell 1997)), és fehérje
oxidaciét (Hensley 1995), megndvekedett mitokondridlis DNS oxidaciot (Mecocci 1994),
csokkent telitetlen zsirsav szintet (Svennerholm 1994; Prasad 1998), emelkedett neuronalis
magi DNS (Gabbita 1998; Lovell 1999) és RNS oxidaciét (Nunomura 1999).

Az elmult években megjelent néhany kozlemény, ami felveti, hogy az Alzheimer kor
nem csupan a kozponti idegrendszer betegsége, hanem az egész szervezetre kiterjedd kor,
amelyben a legtobb patologias elvaltozas az agyat érinti (Parker, Jr. 1995, Matsushima 1995;
Mecocci 1998). Célunk az volt, hogy €16, Alzheimer koros betegek periférias limfocitaiban
megvizsgaljuk az oxidativ DNS karosodasok mennyiségét, dsszehasonlitva korban illesztett
egészséges emberekével, illetve vizsgalni kivantuk az in vitro alkalmazott oxidativ stresszt
kdvetd DNS reparaciot e két csoportban.

Mecocci és munkatarsai  HPLC-vel emelkedett szintli 8-OHdG-t detektaltak
Alzheimer-koros  limfocitdkban, egészséges kontroll  személyekhez  viszonyitva.
Vizsgélatukban a kontroll személyekben az oOregedési folyamatok sordn az ¢letkorral
progressziven emelkedd mennyiségli 8-OHdG-t mutattak ki, mig az AD betegeknél az
oxidativ marker szintje nem volt Osszefiiggésben az életkorral (Mecocci 1998). A detektalt
oxidativ karosodasok mennyisége vizsgalatunkban nem mutatott korrelaciot a vizsgalt
személyek életkoraval. Az oxidativ kdrosoddsok mennyisége valosziniileg inkabb a betegség
elérehaladottsdgaval van Osszefliggésben, bar vizsgalatunkban a gondolkodasi, emlékezési
funkciokat tiikroz6 MiniMental Pont sem mutatott Osszefiiggést az oxidalt bazisok
mennyiségével (az adatok az értekezésben nem szerepelnek).

Az oxidativ karosodasok detektalasara hasznalt moédszerek, mint a HPLC ¢és a
gazkromatografia/tomegspektroszkopia (GC/MS), a minta eldkészités sordn oxidativ

karosodasokat generald eljarasokat tartalmaznak. Az emberi szervezet hattér oxidativ
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kéarosodésainak standardizalasara iranyuld vizsgalatban a 8-OHAG/10° guanin értékben a
HPLC tébb, mint 10-szeres, a GC/MS kb. 75-szords talbecslést eredményezett a Comet-
assay-vel szemben (Collins 2001). Mivel a pirimidin dimerek detektdlasa esetében a
karosodasspecifikus enzimeket alkalmazo Comet assay mas modszerekkel (HPLC, GC/MS)
tortént meghatarozasokkal megegyezd eredményt adott, ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
az igy detektalt hattér oxidativ kdrosodasok mértéke minden bizonnyal pontosabban tiikrozi
az alapallapotii oxidativ karosodasok szintjét, mint a HPLC-vel és GC/MS-vel végzett
analizisek (Gedik 1998; Collins 2001).

A Comet assay alkalmas az oxidalt purinok és pirimidinek egyiittes €s kiilon-kiilon
torténd detektalasara. Elonye a kémiai analitikai moddszerekkel szemben tehat az, hogy
kisérleti oxidativ melléktermékek indukcidja nélkiil képes detektalni az oxidativ. DNS
karosodasokat, gyors, kivitelezése egyszerti és jol reprodukalhato. Ezért alkalmaztuk az
Alzheimer-kor oxidativ elvaltozasainak detektalasara.

A vizsgalataink soran Alzheimer-kéros betegek limfocitaiban szignifikansan
emelkedett (p<0.05) oxidalt purin bazis szintet detektaltunk, mind alapallapotban, mind pedig
H,O, stressz utan beiktatott reparacios peridodus utan vizsgalva egészséges id0s személyekkel
Osszehasonlitva. Az oxidalt pirimidinek ¢és az egyesszali DNS torések mennyisége
alapallapotban kissé, de nem szignifikansan magasabb volt az Alzheimer-koros betegekben.A
jelentdsen emelkedett oxidalt purin szint egyik oka lehet, hogy az Alzheimer-koros limfocitak
fogékonyabbak a szabadgyok képzddés altal kivaltott karosodasokkal szemben. Ezt azonban
cafolta Mecocci és mtsai-nak vizsgalata, akik az AD és kontroll csoportban oxidativ stresszre
azonos mennyiségli 8-OHdG képzdsését detektaltak széles H,O, koncentacid tartomanyban
(Mecocci 1998).

A masik kivalté ok, amit tobbek kozott a mi vizsgélatunk is alatdmaszt, az oxidativ
stressz jelenléte. Az oxidativ stresz allapotaban a fokozottan jelenlévd szabadgyok tdmadéssal
szembeni védekezd mechanizmusok kimeriilnek a fennallé defektusuk miatt, vagy a tilzott
oxidalo agens jelenléte miatt.

A védelmi mechanizmusok defektusat Alzheimer-korban szamos irodalmi adat
tamasztja ald. A nem enzimatikus védelmi mechanizmusok erdsitése, mint pl. az
antioxidansok (C vitamin, E vitamin, melatonin, flavonoidok, karotinoidok, Selegiline,
Ginkgo biloba extract (EGb 761)) taplalékkiegészitoként vald adagoldsa pozitiv terapids

hatdssal voltak az Alzheimer-korra. Az E vitamin és a Selegiline a betegség progressziojat
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lassitotta, mig a EGb 761 a gondolkodasi funkciok javulédsat is eldidézte (Kanowski 1996;
Oken 1998).

Az enzimatikus védelmi mechanizmusok hianyos miikodése (Marcus 1998;
Ramassamy 2000), illetve az oxidativ stressz hatasat jelz6 stresszfehérjék, mint a PARP
(Love 1999), Bcel-2 (Deng 1999), a superoxid-dizmutdz (Pappolla 1998), a hem-oxigendz-1
agyi emelkedett szintl kifejezddése szintén jellemzo az Alzheimer-korban (Takeda 2000).

A harmadik védelmi vonal, a genetikai allomany intaktsagat megdrizni hivatott DNS
reparacios rendszer.

Az egy Oras repardcios periddus utdn végzett vizsgalatunkban detektalt, még az
oxidativ stressz eldttinél is alacsonyabb szintli oxidativ karosodas egyfajta stressz altal
indukélt reparacidés aktivitast tiikkroz. Feltételezhetéen az Alzheimer-kéros betegek
szervezetében eleve oxidativ stressz allapotban 1évé limfocitdkban az in vitro stressz hatasara
tovabb emelkedett bizonyos indukalhatd reparacios enzimek aktivitasa. Valoszintlileg ez
magyardzza az Alzheimer-kéros betegekben az oxidalt pirimidineknek a kontroll
személyekben detektéaltnal is hatékonyabb eltavolitdsat, valamint jelzi, hogy ez az Utvonal az
Alzheimer-koros betegekben is megfeleléen mitkddik. Ez az indukalt reparacids aktivitas az
Alzheimer-korban a fennallo allandé oxidativ stressz folyaman valosziniileg hamar kimertil,
masrészt a limfocitdkra jellemz6 alacsony tartalék dNTP raktar miatt sincs kapacitéas a teljes
reparaciora. Az AD betegeknél tapasztalt szignifikdns csokkenés a repardcio elotti oxidalt
pirimidin mennyiséghez képest nem jelenti azt, hogy Alzheimer-kéros betegekben fokozott az
oxidalt pirimidinek eltavolitasat végzo bazis excizids aktivitas. Ezt erdsiti az alap allapotban
az AD betegekben detektalt oxidalt pirimidin szint (Endolll felismerd hely) emelkedés is,
habar nem volt szignifikans.

Az egyes szall torések eltavolitdsaban sem volt szignifikans eltérés a két csoport
kozott az egy Ords reparacios periodus alatt, ezért feltételezhetéen az egyes szalu torések
javitasa is megfeleléen miikkodik az Alzheimer-koros limfocitdkban.

Az oxidalt purin bazisok eltavolitasanak esetleges defektusa hosszl tavon a karosodott
purinok felhalmozodasdhoz vezethet, amit kisérletiinkben detektaltunk az alapallapotban
vizsgalt limfocitaknal. Ennek hatterében valamilyen reparacidés mechanizmus kimertilése vagy
reparaciés enzim hibdja allhat, amit megerdsit, hogy az AD betegekben a kontrollokhoz
képest kissé, de nem szignifikdnsan kevesebb volt a repardcioval eltdvolitott purinbazis.

Ezt a megallapitasunkat alatdmasztja, hogy Lovell és mtsai Alzheimer-koros betegek

agyaban szignifikansan csokkent 8-oxoguanin-DNS-glikozildz (az oxidalt guaninok
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felismeréésért, kihasitasaért felelds enzim) aktivitast detektaltak (Lovell 2000). Mivel a
guaninok a legsériilékenyebb bazisok, valamint reparacidjuk lassabb, mint a pirimidineké
egészséges sejtekben is, ezért a reparacidés rendszerek hibgja, foként a 8-OHAG
felhalmozodasahoz vezetett emberi limfoblasztoid sejtkulturaban (Jaruga 1996).

Vizsgalataink sordn tehat, az irodalmi adatokkal Osszhangban megerdsitettiik az
oxidativ stressz jelenlétét és detektaltuk hatasat Alzheimer-koros limfocitakban. Az a tény,
hogy az oxidativ elvaltozdsok nemcsak az agyban, hanem a periférias limfocitdkban is
kimutathatok, megerdsiti, hogy kivaltd okuk valdsziniileg azonos és az Alzheimer-kérban
kialakult oxidativ stressz az egész szervezetben jelen van. A szamos makromolekulat, koztiik
a DNS-t érintd oxidativ elvaltozasok mindenképpen hozzéjarulnak a karosodott idegsejtek
pusztuldsahoz és igy az Alzheimer-kor sulyosbodédséhoz.

Szamos vizsgalat kisérelte meg felfedni az oxidativ stressz eredetét. Alzheimer-koros
betegekben kimutattak a mitokondridlis 1égzési lanc citokrom-c oxidaz enzimrendszerének
defektusat (Mutisya 1994) valamint, hogy a citokrém-c oxiddz gén mutacioja egyiitt szegregal
oxidativ szabadgyokok kiszabadulasa, illetve a csokkent energia ellatas révén dramai hatdssal
vannak az agy mikodésére ( Curti 1997; Blass 2000). Az egész szervezetben jelenlévd
oxidativ stresszhatdson kiviil az agyban a szenilis plakkokban lerakodott B-amiloid tovabbi
szabadgyok képzdodést valt ki, a neuronok pedig az oxidativ stresszre fokozottan érzékenyek
(Behl 1992; Behl 1994; Schubert 1995).

Az Apolipoprotein E4 (APO E4) allélja altal kodolt koleszterin carrier molekula a
tobbi APO E allél altal kodolt fehérjénél érzékenyebb az oxidativ stresszre, ezenkiviil
korrelacié van e fehérjék peroxidéacidja és az Alzheimer-kér kozott (Ramassamy 1999). Az
oxidativ stressz hatasara bekovetkezd egyéb elvaltozasok (lipid peroxidécio, antioxidans
enzimek tultermelddése, valamint az antioxidansok protektiv hatdsa) dsszefiiggésben vannak
az APO E genotipussal (Ramassamy 1999).

A fentiekb6l kovetkezOen az oxidativ stressz markereinek detektalasa, illetve ezeken
keresztiil a terapids céllal adott antioxiddnsok hatdsanak mérése igen fontos a betegség
progresszidjanak vizsgalatdban és esetleges gyodgyitasaban. Az altalunk detektalt emelkedett
oxidalt purin bazis szint onmagaban diagnosztikus markerként nem alkalmazhato, mivel a két
vizsgalati csoporban tapasztalt markans kiilonbség ellenére a kontroll személyek és az
Alzheimer-korosok kozott a detektalt értékekben egyéni kiilonbségek €s ezért egyes esetekben

atfedések voltak kimutathatok. A Comet assay alkalmazasaval, adott személyek vizsgélatanal
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azonban ismételt mintvételekkel a betegség progresszidja soran bekovetkezd oxidativ DNS

elvaltozdsok egyszerlien nyomon kovethetok. Az altalunk alkalmazott vizsgélati eljarassal az

cres

DNS-karosito ill. protektiv hatasa is detektalhaté és elkezdtiik az ilyen irdnyu vizsgalatokat az

1/40 OM00570/2001 NKFP palyazat keretében.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az UV fototermékek szekvenciaspecifikus reparacidjanak vizsqgalata

soran:

e Kidolgoztunk egy repetitiv szekvencian detektalt, UV fototermék képzddés és
reparaci6 vizsgalatara alkalmas kvantitativ PCR vizsgalati médszert

e A modszer felhasznélasaval elvégeztiik 10 human és két ragesalo/human sejtvonal
reparacié kinetikajanak vizsgalatat a chAB4 régidban

e A kvantitativ PCR modszerrel igen hatékony UV fototermék reparaciot (12 ill. 24 éran
beliil a teljes reparacid) detektaltunk a diploid human fibroblaszt, a HT1080, az A375,
az A9+15 és a TPCI sejtvonalakban, ami a heterokromatinban szokatlan jelenség

e A I5A horcsog/human hibrid sejtben egy UV hatdsra a teljes reparacid utin
bekovetkezd szaltorés indukciot detektaltunk 12 o6rdval a besugarzas utan (a
mechanizmus tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel)

e Egyes tumor sejtvonalakban (RVH421, HeLa, EJ30) és a reparacio deficiens
Xeroderma pigmentosum-os (XPA, XPC) sejtvonalakban a reparacié hianyat
detektaltuk a kvantitativ PCR-rel

e Kimutattuk, hogy a kromatinszerkezet fellazitdsa natrium-butirattal Gnmagéban nem
hogy a reparéacio hidnya ebben a régidban mads, eziddig azonositatlan faktorok altal is
befolyasolt

e Vizsgalataink ramutatnak a  pericentrikus  heterokromatin  reparacidjanak
komplexitasara és felvetik annak a lehetdségét, hogy a reparacié hidnya ezekben a
struktaralisan fontos, de kevéssé tanulmanyozott régiokban szerepet jatszhat a tumoros

elvaltozasok kialakulasaban

Az Alzheimer-koros limfocitak vizsgalata soran:

e A Comet assay-t sikeresen alkalmaztuk Alzheimer-koros betegek limfocitdin oxidativ

DNS karosodasok kimutatasara
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Szignifikdnsan tobb oxidalt purin bazis jelenlétét mutattuk ki Alzheimer-koros
betegek limfocitdinak DNS-ében egészséges, korban illesztett kontroll személyekhez
viszonyitva

Detektaltuk egy oxidativ stressz indukalta reparacios folyamat jelenlétét és csokkent
muikodésétt Alzheimer-koéros betegek limfocitaiban, amely az oxidalt purinok
felhalmozddasahoz és ezaltal a korkép sulyosbodasdhoz vezethet

Eredményeink aldtdmasztjdk azt az elképzelést, hogy az Alzheimer-korban kialakulo
oxidativ stressz nemcsak az agyat érinti, hanem a periférias szervekben is kimutathato,

kivalto oka ezért valoszinlileg az egész szervezetben azonos
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9. A PH.D. ERTEKEZES OSSZEFOGLALOJA

Bevezeto

Az emlds sejtek nagyméretli genomja szdmos kiilsé és bels6 DNS karositd agens
hatdsanak van kitéve. Az emlés genomban a kijavitatlanul maradé DNS karosodasok a
replikaci6 sordn mutaciokat indukadlnak. Ezek a muticidk a sejtek tulélési esélyeit
befolyasolhatjdk, illetve ha a sejtek novekedésének szabalyozasat irdnyité génekben
keletkeznek, daganatos elvaltozasok kialakulasat indithatjdk el. Ezen hatdsok kivédésére a
sejtek kiilobozé DNS reparacios rendszereket fejlesztettek ki. Ezek koziil a nukleotid excizios
reparaciés rendszer (NER) az egyik leghatékonyabb védelmi rendszer, amely sokféle,
struktirédlisan kiilonb6z6, a kettds hélix torzulasat okozod kéarosodds eltavolitasara képes.
Ezeknek a karosodasoknak a javitdsa egy tobblépéses reakciofolyamatban valosul meg, amely
a karosodas felismerésébdl, behatarolasabol, kétoldali (5° és 3° iranyu) asszimetrikus
bevagasbol, a mintegy 30 nukleotid kihasitasabol, Gjraszintetizalasabol, majd a régi €s uj szal
egyesitésébdl all (de Laat 1999).

Két NER alrendszer kiilonithetd el, a transzkripcioval kapcsolt reparacido (TCR),
amely a transzkripciondlisan aktiv szakaszok atir6dd szalat javitja és a global genom

Annak ellenére, hogy a NER fehérjék 6szehangolt mitkddését in vitro rendszerben
reprodukédlni tudtdk UV fénnyel besugdrzott plazmid DNS-en tisztitott fehérjék
felhasznalasaval (Aboussekhra 1995), keveset tudunk arrdl, hogyan miikkddik a NER az élo
sejtben, a kromatinba agyazott DNS-en. A heterokromatikus (kiilondsen a pericentrikus,
centromerikus, telomerikus) szakaszokon végbemend javitasi folyamatok alig ismertek, bar
valdsziniileg kozvetlen Osszefliggés van a kromatin szerkezet, a DNS reparacido és a
kromoszoma torések kozott (Surralles 1998).

Az UV okozta DNS karosodasok reparacidja heterogén folyamat. A CPD-k
keletkezése €s reparacioja nagyon eltéré a human genom egyes régioi kozott €s eltérd lehet a
reparacio sebessége akar szomszédos szekvencidkon is. Az UV fototermékek gyorsabban
javitddnak a transzkripcionalisan aktiv DNS-en, mint a genom egy¢b szakaszain, ezen belil is
az aktiv gének atir6do szalai élveznek eldényt az inaktiv szallal szemben (Bohr 1987; Mellon
1987; Hanawalt 1991; Gao 1994; Tornaletti 1994; Tommasi 2000). Mindazonaltal az egyes

emberi sejtvonalak és sejttipusok reparacios aktivitdsdnak eltéréséirdl igen keveset tudunk.
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A normal sejtmiikodés szamos termékérdl igazoltak, illetve feltételezik, hogy DNS
karosité hatdssal rendelkezik. A kérosodott bazisok gyakran spontan keletkeznek vagy
oxidacid, alkilalas, illetdleg hibas bazisparosodas eredményei, melyek tobbségét a bazis
excizids reparacios rendszer (BER) javitja (bar néhany bazis karosodas javitdsara a NER is
képes), ezért a BER-t gyakran a belsé eredetli karosoddsok védelmi rendszerének tekintik
(Memisoglu 2000). A makromolekulak (lipidek, fehérjék, RNS és DNS) szabadgyokok
hatasara bekovetkezd oxidacidja gyakran okoz pathologids elvaltozasokat €s betegségeket. Az
oxidalé hatdsu szabadgyokok és a védelmi mechanizmusok (enzimatikus és nem enzimatikus
antioxidansok, repardciés rendszerek) egyensulydnak felboruldsa oxidativ stresszt
eredményez, amely bizonyos ¢letfolyamatok megzavarasa kovetkeztében koros
elvaltozdsokhoz vezet.

Egyik alapvetd kiilonbség a NER és a BER kozott, hogy mig a NER néhany fehérje
felhasznalasaval képes szamos kémiailag és szerkezetileg kiilonb6zo karosodast felismerni,
addig a BER tobb specifikus, korlatozott szami karosodas felismerésére képes fehérjét
alkalmaz. A BER elsd 1épésében a karosodott bazist egy specifikus DNS-glikozilaz kihasitja.
Ezutan az abézikus helyet egy apurin/apirimidin (AP) endonukledz ismeri fel, amely 5’
iranyban elhasitja a foszfodiészter kotést és egy 5° abazikus véggel rendelkez6 szaltorést hagy
maga utan. Az abazikus helyre a megfeleld nukleotidot a DNS polimeraz B (bizonyos
helyzetekben a FEN1 endonukledz) illeszti be endonukleaz és polimeraz aktivitasa altal, majd
a szl ligalasa kovetkezik.

E két reparéacios rendszer (BER és a NER) fontos szerpet jatszik a magasabbrendii
eukariotak testi sejtjeiben a citotoxikus, mutagén és karcinogén hatdsok kivédésében. A
csirasejtek mutécioi atadodnak az utodoknak €s fejlodési rendelleneségeket valamint genetikai

elvaltozasokat okozhatnak.

Célkitiizések
I. A NER heterogén rendszer mind a karosodasok felismerésében, mind javitasi

kinetikajaban. A TCR és GGR f6 komponenseinek jellemzése megtortént, azonban igen
keveset tudunk a strukturalisan fontos heterokromatikus szakaszok reparacidjarol. Miutan a
csoportunkban eddig elvégzett DNS reparacids kisérletekben elsésorban a sok sejtet/DNS-t
igénylo és ezért draga és bonyolult régi technikak alkalmazéaséaval a reparacidé mas aspektusait

vizsgaltuk, célul tliztiik ki:
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e olyan kvantitativ. PCR alapt mddszer kidolgozasat, mellyel emberi sejtek
heterokromatikus  régidinak reparacids kinetikaja  vizsgalhatd kevés  sejt

felhasznalasaval,

® a kidolgozott PCR mddszer alkalmazasaval emberi, valamint human/ragcsald hibrid

sejtvonalak reparacios kinetikajanak vizsgalatat.

II. Az oxidativ kérosodasok jelentdségét az Alzheimer-kér pathomechanizmusiban

szamos kozlemény igazolja (Markesbery 1999; Christen 2000; Smith 2000b). Az
idegsejtekben DNS és RNS oxidacié kialakuldsat is kimutattdk. Az elmult években néhany
kozlemény alatamasztja, hogy az oxidativ stressz altal okozott elvaltozdsok nemcsak az
agyban, hanem a periférids szervekben is kimutathatok (Matsushima 1995; Parker, Jr. 1995
Mecocci 1998; ). Ezek alapjan vizsgélatainkhoz az ilyen tipusu analizishez eddig mésok altal
még nem hasznalt alkalikus Comet-assay-t alkalmazva, €16, Alzheimer-koros betegekben és
¢letkorban hozzajuk illesztett egészséges idds emberekben az oxidativ DNS kérosodasok
szintjének vizsgalatat kivantuk elvégezni:

e a periférids vérbdl izolalt limfocitdkon kezelés nélkiil,

e a periférias vérbol izolalt limfocitakon in vitro alkalmazott oxidativ stresszt kovetd rovid

reparacios ido elteltével.

Eredmények és kovetkeztetések

Disszertaciom két DNS reparacios utvonal, a NER ¢és a BER altal javitott DNS
I Az emberi sejtekben végbemend UV fototermék-reparacid vizsgalatara egy A+T
gazdag részletet tartalmazod pericentromerikus régiot célszekvenciaként alkalmazé kvantitativ
PCR reakcidt dolgoztunk ki. A mddszer az UV karosodasok azon tulajdonsagan alapul, hogy
azok szaltorzids hatasuk révén gatoljak a Taq polimerdz altal végrehajtott replikaciot (Ponti
1991; Kalinowski 1992; Murray 1992; ).

A célszekvencidul vélasztott chAB4 ismétlddd elemet eredetileg egy angiofibroma
sejtvonal polidiszperz DNS frakciojaban fedezték fel. Ez egy alacsony kopiaszdmu repetitiv
szekvencia csalad, amely kb. 100 képidban talalhatd meg az emberi genomban, (szétszortan a
kiilonb6zé kromoszoémak pericentrikus heterokromatinjdban) és evollicios szempontbdl igen

instabilnak tekinthetd (Assum 1989; Assum 1991). A chAB4 elem igen érzékeny
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célszekvencia az UV fény DNS karositd hatasanak vizsgalatara, mivel nagyszamu, dimer
kézddésére alkalmas szomszédos pirimidin alkotja.

pontos koriilményeit, melyek lehetévé teszik a fototermékek kimutatasat nanogrammnyi
genomialis DNS-bol, fiziologias UV dozisok alkalmazisa mellett. Az optimalis QPCR
koriilményeket alkalmazva (melyek lehetové teszik, hogy az amplifikacié exponencialis
fazisban maradjon) 10 emberi és két human/rdgcsald hibrid sejtvonal reparacios kinetikajat
vizsgaltuk.

A QPCR modszerrel hatékony reparaciot detektaltunk (100% reparacio 12 ill. 24 6ra
alatt) a diploid human fibroblaszt, a HT1080, az A375, az A9+15 ¢és a TPCI1 sejtvonalakban,
ami meglepd jelenség az emberi heterokromatinban és meglehetdsen vératlan az egér/human
hibrid (A9+15) sejtekben.

UV indukalt szaltorés akkumulaciot detektaltunk QPCR-rel a latszolag mar reparalt
DNS-ben 12 o6raval az UV kezelés utan a 15A kinai (horcsog/human hibrid) sejtvonalban. A
szaltorések mennyiségének emelkedését Comet assay-vel is megerdsitettilk, a jelenség
magyarazata azonban tovabbi vizsgéalatokat igényel.

A pericentromerikus heterokromatinban az UV kérosodasok eltavolitasanak
defektusat, ill. hidnyat mutattuk ki néhany tumoros sejtvonalban (RVH421, HeLa, EJ30) és a
NER szindrémas Xeroderma pigmentosum nevii betegségben szenvedd személyekbdl izolalt
(XPA ¢és XPC) sejtvonalakban.

Kisérleteink azt is igazoltak, hogy a kromatinszerkezet fellazitdsa natrium-butirat

kezeléssel nem befolyasolta a heterokromatin reparacids kinetikéjat, viszont a teljes genom

crer

crer

azonositott faktorok is fontos szerepet jatszhatnak.

A nagyszamu pirimidin dimer képzddése a viszonylag rovid (~2 kb)-os chAB4
szekvencia részleten jelentds torzuldst valthat ki a DNS gerincben, amely a régi6 kromatin
szerkezetének megzavardsdhoz ¢és struktiralis instabilitdshoz vezethet. Ez 6szhangban van
azzal, hogy a heterokromatikus régid forr6 pontként szerepel szamos duplikacids,
mikrodelécios és mikroduplikacids szinromaban (Chen 1997; Reiter 1997; Amos-Landgraf
1999; Horvath 2001; Padilla-Nash 2001; Shaikh 2001). A pericentrikus kirosoddsok javitasa

védelmi mechanizmusként fontos a potencidlisan onkogén genomi atrendezédések
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megeldzésében, illetve a reparacidés hibdk az instabil pericentrikus heterokromatinban
eldsegithetik tumoros elvatozasok kialakulasat.

A sejtvonalak kozotti reparacios képességbeli eltérések azt igazoljak, hogy a chAB4

pericentromerikus repetitiv szekvencia reparacidja szdmos faktortol fiigghet, hiszen a GGR-
ben a karosodasok felismerése tobblépéses ¢€s Osszetett folyamat, aminek miikdodését,
eltéréseit a jelenlegi ismereteink alapjan nem tudjuk megmagyarazni. Az alkalmazott QPCR
technika azonban alkalmas moddszer a repardciés folyamatok nyomonkdvetésére &Es
jellemzésére a vizsgalt sejtekben. A QPCR technikéaval lehetdség nyilik a heterokromatikus
reparaciot befolyasold faktorok vizsgalatara és kiillonbozo sejttipusok esetén kapott adatok
Osszegzésével jobban megérthetjiik ezeket a komplex folyamatokat.
I1. Az Alzheimer koros betegekben a DNS oxidacié markereinek vizsgalatara az oxidativ
DNS kérosodasokra specifikus endonukleazokkal kiegészitett, alkalikus Comet assay-t
hasznaltuk (az Fpg az oxidalt purinokat, az Endolll az oxidalt pirimidineket ismeri fel). A
modszer pontos és reprodukdlhatd koriilményeket biztosit az oxidativ bazismodosulasok
vizsgalatara, kisérleti oxidativ melléktermékek képzése nélkiil.

A Comet assay-vel az Alzheimer-koéros betegek periférids limfocitaiban szignifikdns
emelkedést detektaltunk az oxidalt purinbdzisok mennyiségében. Ez az eredmény jo
Osszhangban van Mecocci és mtsai eredményeivel, akik HPLC-vel szignifikdnsan magasabb
80HJG szintet detektaltak AD limfocitakban (Mecocci 1998).

Vizsgalatainkban az egyesszall torések €s az oxidalt pirimidinek mennyisége enyhén,
de nem szignifikdnsan magasabb volt Alzheimer-kéros betegekben, mint az
Osszehasonlitdshoz hasznalt, korban illesztett egészséges idds személyekben.

Osszehasonlitottuk a kontrollok és az Alzheimer-koros betegek limfocitainak
reparacios képességét. Az oxidativ stresszt kdvetden az egy Oras reparacios id6 utan detektalt,
javitatlanul maradé egyes szdlu torések mennyisége (amelyet Comet csova DNS-ként
mértiink) nem kiilonbozott szignifikdnsan a két csoport kozott, hasonld reparacids aktivitast
tikkrozve. A reparacio utan megmarado egyesszalu torések+Fpg felismerd helyek mennyisége
szignifikdnsan magasabb volt az AD betegekben, mint a kontroll személyekbenn. A reparacid
eldtti és utani Fpg helyek Osszehasonlitdsa alapjan az oxidalt purinok reparacioja kissé
hatékonyabb volt a kontrollokban, mint az Alzheimer-koros betegekben.

Az oxidalt pirimidinek eltavolitasa (az Endonukleaz III felismerd helyek csokkenése)
hatékonyabb volt, mint a purinoké, sét az Alzheimer-korosokban szignifikans csokkenést

detektaltunk a reparacio soran, ami hatékony oxidalt pirimidin reparaciot jelez.
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Ezek az eredmények az oxidalt purinok és pirimidinek reparacios kinetikdjanak
eltérését mutatjadk. Mig az egyesszalu torések és az oxidalt pirimidinek reparacidja kozott
nincs szignifikans kiilonbség a kontroll csoport és az AD betegek kozott, (vagyis valdsziniileg
csoportban) addig az oxidalt purinok vizsgélata révén kapott eredmények azt tiikrozik, hogy
az AD-s limfocitdkban nem megfeleléen megy végbe ezek javitasa.

Az AD-s limfocitdk minden bizonnyal oxidativ stressznek vannak kitéve, aminek
hatdsat purin reparacidés zavarok sulyosbithatjak. Ezt tdmasztja ald, hogy Lovell és
munkatarsai (2000) szignifikansan csokkent 8-oxoguanin glikozildz (a 8OHdG kihasitasaért
felelds BER enzim) és megnovekedett DNS helikéz aktivitast detektaltak Alzheimer-korosok
agyabol izolalt sejtmagi fehérje mintakban. Jaruga és Dizdaroglu (1996) vizsgalatai szerint a
purinok az oxidativ stresszel szemben legfogékonyabb bazisok és emberi limfoblasztoid
sejtkultarakban reparacié defektusuk a 8OHAG felhalmozdodasahoz vezet. Gabbita és mtsai
(1998) az agyi oxidativ stressz szempontjabol szintén a guanint talaltdk a legsériilékenyebb
bazisnak, aminek nagyfoku oxidacidja az Alzheimer-koros agy funkciondlis elvéltozasaihoz
vezethet.

Osszegzésiil megallapithatjuk, hogy vizsgalataink szerint az Alzheimer-kér a
periférias limfocitakban emelkedett szintii oxidativ DNS (féként purin) karosodassal parosul,
a Comet assay az oxidativ DNS karosodasokra specifikus endonukledzok hasznalataval egy
egyszerl, pontos modszernek bizonyult az Alzheimer-kérban indukéalodo szabadgyokok DNS
karositd hatdsanak tanulmanyozasara. Alkalmazaséaval igazoltuk, hogy az oxidativ stressz

nemcsak az idegrendszerben, hanem a periférias szervekben is kialakul.
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10. SUMMARY OF PH.D THESIS

Introduction

The large genomes of mammalian cells are vulnerable to an array of DNA-damaging
agents, of both endogenous and environmental origin. Unrepaired DNA damage in the
mammalian genome results in the induction of mutations during replication. These mutations
may interfere with cellular viability or, when present in genes involved in cellular growth
control, predispose the cell to develop into malignant cancer. To counteract these threats cells
have evolved various DNA repair pathways. Among these, nucleotide excision repair (NER)
is the most versatile, capable of removing a wide range of helix distorting lesions. The
removal of these DNA lesions by NER occurs via a reaction mechanism that includes DNA
damage recognition, lesion demarcation, dual assymetrical incisions at the 5’ and and 3’ sites
flanking the lesion, excision of 30 nucleotide from the single-stranded loop, containing the
lesion, and gap-filling by DNA synthesis and ligation (de Laat 1999).

Two NER sub-pathways, the transcription-coupled repair (TCR) and the global
genome repair (GGR) have been identified as acting on the transcribed strand of active genes
and on trancriptionally inactive DNA, respectivelly. TCR is believed to underlie the recovery
of RNA polymerase II dependent RNA synthesis that is inhibited following exposure to
genotoxic agents.

In spite of the fact that the concerted action of NER proteins has been reproduced in
vitro using UV irradiated plasmid DNA and purified protein components (Aboussekhara
1995) little is known about NER mechanisms in chromatin environment. Information
concerning the repair of heterochromatic (especially pericentric, centromeric and telomeric)
sequences is scarce, however there is probably a direct link between chromatin structure,
DNA repair and chromosome fragility (Surralles 1998).

It is well known that multiple levels of heterogeneity exist in the DNA repair of
photoproducts. Induction and repair of CPDs can vary significantly along human genome and
different repair rates are often described even between neighbouring sequences. UV damage
is repaired more rapidly in transcriptionally active DNA than in the whole genome, largely
due to faster repair in the transcribed strand than in the non transcribed strand of genes (Bohr

1987, Mellon 1987; Hanawalt 1991; Gao 1994; Tornaletti 1994; Tommasi 2000).
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Nevertheless little is known about cell type specific differences in the repair capacity of
different human cell lines.

Several endogenous products of normal metabolisms have been demonstrated to or
suspected of damaging DNA. These include a variety of damaged bases, such as
spontaneously formed, oxidised, alkylated or mismatched bases that are normally repaired by
base excision repair (BER) although many of these lesions are also substrates for NER
(Memisoglu 2000). BER is generally belived to constitute the primary defence against lesions
formed by endogenous DNA damaging agents. Free radical mediated oxidation of
macromolecules (lipids, proteins, RNA and DNA) often contributes to pathological alterations
and diseases. The imbalance between oxidative free radicals and defence mechanisms
(enzymatic and nonenzymatic antioxidants, repair systems) leads to oxidative stress, which
can affect processes leading to clinical manifestation.

The fundamental difference between NER and BER is that NER uses a limited number
of proteins to recognise many different types of damage, whereas BER uses a number of
damage-recognition proteins, each specific for a limited number of lesions. In the first phase
of BER, the damaged base is removed by a DNA glycosilase. The abasic site is then
recognised by an apurinic/apyrimidic (AP) endonuclease, which cleaves the phosphodiester
bond that is 5’ to the lesion, and leaves behind a strand break with a normal 5’-abasic
terminus. Replacement of the abasic residue with the correct nucleotide relies on both the
endonuclease and polymerisation activities of DNA polymerase B (and in certain situations
the flap endonuclesase FEN1), and is followed by ligation of the break.

These two DNA repair pathways (BER and NER) play an important role in protecting
the somatic cells of higher eukaryotes against cytotoxic, mutagenic and carcinogenic effects
of a wide variety of DNA damaging agents. In contrast to somatic cells, mutations occuring in
germ cells are transferred to the progeny and may lead to malformations and genetic defects

in the offspring.
Aims

I. As described in the introduction NER is a heterogenous system. The function and

concerted action of core proteins of TCR and GGR is well understood, but our understanding
of repair process in heterochromatin is poor. Methods used previously for examining different

aspects of DNA repair are not sufficiently specific, do not give accurate information, often
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require a large amount of cell/DNA and therefore are expensive. PCR based DNA repair
methods are fast and accurate, and produce reproducible results from small amounts of DNA.
Using PCR-based methods, specific genomic regions (which are not accessible by other
techniques) can be examined.

The aim of our research were as follows:
e to develop a highly sensitive and specific quantitative PCR (QPCR) method for the study

of DNA repair in human pericentric heterochromatin

® to obtain further knowledge of repair kinetics of UV induced DNA damage in differnet
human cell lines using the QPCR method

II.  There is increasing evidence that free radical damage is involved in neuron death in

neurodegenerative disorders (Markesbery ,1997, 1999; Christen 2000; Smith 2000b). Recent

publications support this and suggest that oxidative stress is also present in peripheral tissues

(Matsushima 1995; Parker, Jr. 1995 Mecocci 1998; ).

Therefore we decided to examine this link in peripheral lymphocytes of patiens with

Alzheimer’s disease.

The aim of our experiments were using the alkaline Comet assay:

e to measure the level of oxidative DNA damage in peripheral lymphocytes (from patients
with Alzheimer’s disease versus healthy, age matched controls) without any
treatment

e to measure the level of oxidative DNA damage in peripheral lymphocytes (from patients

with Alzheimer’s disease versus healthy, age matched controls) after a short repair

period following in vitro oxidative stress
Results and conclusions

This Ph.D thesis focuses on the induction and removal of DNA damage repaired by
two DNA repair pathways NER and BER.

I. In order to examine the repair characteristics of UV photoproduct repair in human cell

lines a quantitative PCR method employing a particularly A+T rich pericentromeric region as
a probe, was developed. The method is based on the inhibitory effect of UV photoproducts on
replication by Taq polymerase (Ponti 1991; Kalinowski 1992; Murray 1992; ).
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The target sequence was chAB4, a sequence element originally discovered in the
polydisperse DNA of an angiofibroma cell lines. It is a low copy number repetitive element,
occuring about 100 times in the human genome, and in evolutionary sense is represents an
unusually unstable sequence family (Assum 1994; Assum 1998). An advantage of studying
the chAB4 sequence is that it contains long arrays of potential pyrimidine dimers, and thus
serves as a sensitive target for ultraviolet light.

We developed precise conditions for the quantitative amplification of the chAB4
target sequence from nanogram quantities of genomic DNA and for the detection of UV-
induced photoproducts at biologically relevant doses. The optimal PCR conditions (which
ensure that amplification remains in exponential phase) were used to examine the repair
kinetics of 10 human and 2 human/rodent hybrid cell lines.

Using QPCR method we detected efficient repair (100% repair in 12 or in 24 hour) in
diploid human fibroblast, in HT1080, in A375, A9+15 and in TPC1 cell lines, which is not
usual in human heterochromatin and a quite unexpected phenomena in rodent/human hybrid
as A9+15.

12 hours after UV irradiation an unexpected UV induced strand breakage
accumulation in the human chromosome 15 was detected by QPCR after seemingly complete
repair in 15A hamster/human hybrid cells. Elevation of the level of DNA strand breaks was
confirmed by Comet assay, howewer, explanation of this process needs further investigation.

Deficient repair was detected in some tumour cell lines (RVH421, HeLa, EJ30) and in
cell lines derived from NER deficient Xeroderma pigmentosum patients (XPA and XPC).

This work shows that making chromatin accessible via sodium-butyrate treatment
does not improve the repair of heterochromatin but improves overall repair in HeLa cells.
This suggests that the lack of UV damage repair (accesibility of lesions) in pericentric
heterochromatin maybe under the control of yet unidentified repair factors.

High yields of pyrimidine dimers produced in the relatively short chAB4 sequence
could cause considerable torsion of DNA, which could in turn lead to perturbation of
chromatin organisation and structural instability. This may be relevant to pericentric
heterochromatic regions, these being hot spots for duplication, microdeletion and
microduplication syndromes ((Chen 1997; Reiter 1997; Amos-Landgraf 1999; Horvath 2001;
Padilla-Nash 2001; Shaikh 2001). The correct repair of pericentric lesions would, therefore,

be important as a defence against gross, potentially oncogenic genomic rearrangements. Thus
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deficiency in repair in this unstable pericentric heterochromatin region may promote
oncogenic changes.

Given this cellular diversity of response to chAB4 damage, we can conclude that
repair of this pericentromeric heterochromatin sequence is governed by factors which are too
complex to be understood at present; in accordance with the current understanding that the
damage recognition mechanism for global genomic nucleotide excision repair is significantly
complex process. The QPCR—based technique gives a unique opportunity to characterise and
measure the repair of heterochromatic regions in human cells, even after very low UV doses.
Results obtained by this straightforward technique can be used to determine factors

contributing to the efficiency of the global excision repair subpathway on defined sequences.

11 In order to examine DNA oxidation markers in Alzheimer’s disease we used an

alkaline Comet assay with lesion specific endonucleases (Fpg recognises the oxidised purines,
Endolll recognises oxidised pyrimidines). This method allows precise and reproducible
conditions for detecting oxidative base modifications without causing formation of oxidative
artifacts.

The Comet assay showed significant elevations of oxidised purines in the basal state
of peripheral lymphocytes in Alzheimer’ patients (AD). This result follows the findings of
Mecocci (1994) who, using HPLC, detected significantly higher levels of 8OhdG in
lymphocytes of AD patients than in controls.

The level of single strand breaks and oxidised pyrimidines were found slightly, but
non-significantly elevated in AD patients compared to healthy, age matched control patients.

We compared the DNA repair capacity of oxidative damage in AD lymphocytes and
controls. After one hour repair period, the amount of remaining single stand breaks and alkali-
labile sites of lymphocyte DNA did not differ significantly between AD patients and controls,
reflecting similar effectiveness of repair. The increase of Comet tail DNA showed
significantly higher levels of oxidised purines remaining after repair period in AD patients,
indicating a difference between the repair kinetics of Fpg sites in the two groups. The amount
of oxidised purines removed during a repair period was higher in controls than in AD patients.
Removal of oxidised pyrimidines was more efficient than that of purines and interestingly it
was significantly more effective in AD. This significant decrease of Endonuclease III sites

indicates effective repair of pyrimidins in AD patients.

96



These findings showed a differerence between the repair kinetics of oxidised purines
and pyrimidines in AD patients. While there is no significant difference between single strand
break repair kinetics of AD lymphocytes and controls, and probably no defect in the essential
components of this repair pathway, our results not only support the concept that AD
lymphocytes are subject to increased intracellular oxidative stress, but also suggests that AD
cells may have deficiencies in oxidation-specific DNA repair mechanisms leading to
accumulation of oxidised purines.

In accordance with our results a statistically significant decrease of the activity of 8-
oxoguanine glycosylase (responsible for the excision of 80dHG) and increased DNA helicase
activity has been found in nuclear protein samples from AD brain tissue (Lovell 2000). Jaruga
and Dizdaroglu (1996) have shown that purines are the most susceptible bases for oxidative
damage and the deficiency in cultued human lymphoblastoid cells of their repair system leads
to an accumulation of 8OHdG. Guanine was also found to be the most vulnerable base in
oxidative stress in brain tissue, and Gabbita et al. (1998) suggested that damage to this base
could cause functional changes in AD brains.

In conclusion, our study demonstrates that Alzheimer's disease is associated with
elevated levels of oxidative DNA damage in peripheral lymphocytes, as well as the
previously-reported neuronal damage, and showed that removal of oxidised purines in AD
lymphocytes is impaired. We also demonstrated that the Comet assay with oxidative lesion
specific endonucleases offers a simple alternative methodology for detection of increased free
radical damage in nuclear DNA in Alzheimer’s disease and can verify that oxidative stress in

AD is present not only in neuronal tissues but also in peripheral lymphocytes.
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