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BEVEZETO

Az eml6s sejtek nagyméretii genomja szamos kiilsé és belsé DNS karositd agens
hatdsanak van kitéve. Az emlds genomban a kijavitatlan maraddé DNS kérosodasok a
replikacio sordn mutacidkat indukalnak. Ezek a mutaciok a sejtek tulélési esélyeit
befolyasolhatjak, illetve ha a sejtek novekedésének szabalyozasat iranyitd génekben
keletkeznek, daganatos elvaltozasok kialakuldsat indithatjak el. Ezen hatasok kivédésére a
sejtek kiilobozd DNS reparacids rendszereket fejlesztettek ki. Ezek koziil a nukleotid excizids
reparaciés rendszer (NER) az egyik leghatékonyabb védelmi rendszer, amely sokféle,
strukturalisan kiilonb6z6, a kettds hélix torzulasat okozd karosodas eltavolitasara képes.
Ezeknek a karosodasoknak a javitasa egy tobblépéses reakciofolyamatban valosul meg, amely
a karosodas felismerésébdl, behatirolasabol, kétoldali (5 és 3’ iranyd) asszimetrikus
kihasitasabol, a mintegy 30 nukleotid kivagasabol, ujraszintetizalasabol majd a régi és 0j szal
egyesitésébol all (de Laat 1999).

Két NER alrendszer kiilonithetd el, a transzkripcidval kapcsolt reparacid (TCR),
amely a transzkripciondlisan aktiv szakaszok atir6dé szalat javitja és a global genom

Annak ellenére, hogy a NER fehérjék 6szehangolt miikodését in vitro rendszerben
reprodukalni tudtak UV fénnyel besugarzott plazmid DNS-en tisztitott fehérjék
felhasznalasaval (Aboussekhra 1995), keveset tudunk arrél, hogyan mitkkddik a NER az ¢16
sejtben, a kromatinba agyazott DNS-en. A heterokromatikus (kiilonosen a pericentrikus,
centromerikus, telomerikus) szakaszokon végbemend javitasi folyamatok alig ismertek, bar
valosziniileg kozvetlen Osszefliggés van a kromatin szerkezet, a DNS reparacid és a
kromoszoma torések kozott (Surralles 1998).

Az UV okozta DNS karosodasok reparacidja heterogén folyamat. A CPD-k
keletkezése €s reparacidja nagyon eltéré a human genom egyes régioi kozott €s eltérd lehet a
reparacio sebessége akar szomszédos szekvencidkon is. Az UV fototermékek gyorsabban
javitodnak a transzkripcionalisan aktiv DNS-en, mint a genom egyéb szakaszain, ezen beliil is
az aktiv gének atir6do szalai élveznek eldnyt az inaktiv szallal szemben (Bohr 1987; Gao
1994; Hanawalt 1991; Mellon 1987; Tommasi 2000; Tornaletti 1994). Mindazonaltal az
egyes emberi sejtvonalak €s sejttipusok reparaciobeli eltéréséirdl igen keveset tudunk.

A normal sejtmiikddés szamos termékérdl igazoltak, illetve feltételezik, hogy DNS
karositd hatassal rendelkezik. A karosodott bazisok gyakran spontan keletkeznek vagy
oxidacio, alkilalas illetdleg hibas bazisparosodas eredményei, melyek tobbségét a bazis

excizios reparacids rendszer (BER) javitja (bar néhany bazis kdrosodas javitasara a NER is



képes), ezért a BER-t gyakran a belsé eredetii karosodasok védelmi rendszerének tekintik
(Memisoglu 2000). A makromolekulak (lipidek, fehérjék, RNS és DNS) szabadgyokok
hatasara bekovetkez6d oxidacidja gyakran okoz patoldgias elvaltozasokat és betegségeket. Az
oxidald hatasu szabadgyokok és a védelmi mechanizmusok (enzimatikus és nem enzimatikus
antioxidansok, repardcios rendszerek) egyensulyanak felboruldsa oxidativ = stresszt
eredményez, amely bizonyos ¢életfolyamatok megzavarasa kovetkeztében koros
elvaltozasokhoz vezet.

Egyik alapvetd kiilonbség a NER és a BER ko6zott, hogy mig a NER néhéany fehérje
felhasznalasaval képes szamos kémiailag és szerkezetileg kiilonb6z6 karosodast felismerni,
addig a BER specifikus, korlatozott szdmu karosodas felismerésre képes fehérjét alkalmaz. A
BER elso 1épésében a karosodott bazist egy specifikus DNS-glikozilaz kihasitja. Ezutan az
abazikus helyet egy apurin/apirimidin (AP) endonukleaz ismeri fel, amely 5’ iranyban
elhasitja a foszfodiészter kotést és egy 5 abazikus véggel rendelkezd szaltorést hagy maga
utan. Az abazikus helyre a megfelelé nukleotidot a DNS polimeraz 3 (bizonyos helyzetekben
a FEN1 endonukledz) illeszti be endonukledz és polimerdz aktivitdsa altal, majd a szal
ligalasa kovetkezik.

E két reparécios rendszer (BER ¢és a NER) fontos szerpet jatszik a magasabbrendii

eukariotak sejtjeiben a citotoxikus, mutagén és karcinogén hatdsok kivédésében.

CELKITUZESEK

l. Miutan a csoportunkban eddig elvégzett DNS reparacids kisérletekben elsésorban a
sok sejtet/DNS-t igényl6 és ezért draga és bonyolult régi technikak alkalmazasaval a
reparacio mas aspektusait vizsgaltuk, célul tiiztiik ki:

e olyan kvantitativnz. PCR alapt moddszer kidolgozasat, mellyel emberi sejtek

heterokromatikus régioinak reparacios kinetikdja vizsgalhat6 ,

e a kidolgozott PCR modszer alkalmazasdval emberi valamint humaén/ragesalé hibrid

sejtvonalak reparacios kinetikajanak vizsgalatat.

1. Az oxidativ karosodasok jelentdségét az Alzheimer-kor patomechanizmuséban szamos

kozlemény igazolja (Christen 2000; Markesbery 1999; Smith 2000). Az idegsejtekben DNS

¢és RNS oxidacid kialakuldsat is kimutattdk. Az elmult években néhany kozlemény

alatamasztja, hogy az oxidativ stressz altal okozott elvaltozasok nemcsak az agyban, hanem a

periférias szervekben is kimutathatok (Matsushima 1995; Mecocci 1998; Parker, Jr. 1995).

Ezek alapjan vizsgalatainkhoz az ilyen tipust analizishez eddig masok altal még nem hasznalt

alkalikus Comet-assay-t alkalmazva, €16, Alzheimer-koros betegekben és életkorban hozzajuk
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illesztett egészséges 1d6s emberekben az oxidativ DNS karosodasok szintjének vizsgalatat
kivantuk elvégezni:

e a periférias vérbol izolalt limfocitakon kezelés nélkiil,

a periférias vérbol izolalt limfocitakon in vitro alkalmazott oxidativ stresszt kovetdé rovid

reparacios 1do elteltével.

ANYAGOK ES MODSZEREK

|. Sejttenyésztés: 12 humén (diploid human fibroblaszt, RVH421, R13, A375, TPCI,
HT1080, EJ30, 3 kiilonb6zé Xeroderma pigmentosum (két XPA és egy XPC), HelLa) ¢és két
ragesalo/human hibrid (15A (kinai horcsog/human) és A9+15 egér/human) sejtvonalat
vizsgaltunk.

Kvantitativ PCR modszer (a modszer kidolgozéasat lasd Eredmények és kovetkeztetések c.
fejezet)

Denaturdalo poliakrilamid gélelektroforézis

Autoradiogrdfia és kvantitativ analizis PhosphorImager Analyser-rel

Hidroxiapatit kromatogridfia

UV tulélési teszt

Repardcios DNS szintézis gatlds

. Human limfocita szeparalas Histopaque 1077 gradiensen

Alkalikus Comet assay oxidativ kdrosoddsokra specifikus endonukledzok (Fpg és Endo I11)
alkalmazasaval

Fluorescens mikroszkdpos vizsgalat

Kvantitativ Comet analizis Komet4 szoftver (Kinetic Imaging Inc, UK) alkalmazasaval
Statisztikai analizis

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Disszertaciom két DNS repardcios Utvonal, A NER ¢és a BER altal javitott DNS
l. Az emberi sejtekben végbemend UV fototermék-reparacido vizsgalatara egy A+T
gazdag részletet tartalmaz6 pericentromerikus régiot célszekvenciaként alkalmazo kvantitativ
PCR reakciot dolgozunk ki. A médszer az UV karosodasok azon tulajdonsagéan alapul, hogy
azok szaltorzids hatdsuk révén gatoljdk a Taq polimerdz altal végrehajtott replikaciot
(Kalinowski 1992; Murray 1992; Ponti 1991). A célszekvenciaul valasztott chAB4 ismétlddo
elemet eredetileg egy angiofibroma sejtvonal polidiszperz DNS frakcidjaban fedezték fel. Ez
egy alacsony kopiaszamu repetitiv szekvencia csalad, amely kb. 50 képidban talalhaté meg az
emberi genomban, (szétszortan a kiilonb6zé kromoszoémak pericentikus heterokromatinjaban)
és evolucids szempontbol igen instabilnak tekintheté (Assum 1989; Assum 1991). A chAB4
elem igen érzékeny célszekvencia az UV fény DNS karositdo hatasanak vizsgalatara, mivel

nagyszamu, dimer kézddésére alkalmas szomszédos pirimidin alkotja.
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pontos koriilményeit, melyek lehetévé teszik a fototermékek kimutatisat
nanogrammnyi genomialis DNS-bdl, fiziologias UV dozisok alkalmazasa mellett. Az
optimalis QPCR koriilményeket alkalmazva (melyek lehetové teszik, hogy az
amplifikacié exponencialis fazisban maradjon) 11 emberi és két human/ragcsalo hibrid
sejtvonal reparacios kinetikajat vizsgaltuk.

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

Varatlan, UV indukalt szaltorés akkumulaciot detektaltunk QPCR-rel a latszélag mar
repardlt DNS-ben 12 6raval az UV kezelés utan a 15A kinai (horcsdg/humén hibrid)
sejtvonalban. A szaltorések mennyiségének emelkedését Comet assay-vel is
megerdsitettiik, a jelenség magyarazata azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

A pericentromerikus heterokromatinban az UV karosodasok eltavolitasanak defektusat
ill. hidnyat mutattuk ki néhany tumoros sejtvonalban (R13, RVH421, HeLa, EJ30) és a
NER szindromés Xeroderma pigmentosum nevii betegségben szenvedd személyekbdl
izolalt (XPA és XPC) sejtvonalakban.

Kisérleteink azt is igazoltdk, hogy a kromatinszerkezet fellazitisa natrium-butirat
kezeléssel nem befolyasolta a heterokromatin reparacios kinetikajat, viszont a teljes
heterokromatin  reparaciojaban  (foként a karosodasok hozzaférhetdségeének
eldsegitésében) eddig még nem azonositott faktorok is fontos szerepet jatszhatnak.

A nagyszamu pirimidin dimer képz6dése a viszonylag rovid (~2 kb)-os chAB4
szekvencia részleten jelentds torzuldst valthat ki a DNS gerincben, amely a régio
kromatin szerkezetének megzavarasdhoz és struktiralis instabilitdshoz vezethet. Ez
Oszhangban van azzal, hogy a heterokromatikus régié forré pontként szerepel szdmos
duplikacids, mikrodelécios és mikroduplikacios szindromaban (Amos-Landgraf 1999;
Chen 1997; Horvath 2001; Padilla-Nash 2001; Reiter 1997; Shaikh 2001). A
pericentrikus karosodasok javitasa védelmi mechanizmusként fontos a potencialisan
onkogén genomi atrendezddések megeldzésében, illetve a reparacios hibak az instabil
pericentrikus heterokromatinban elésegithetik tumoros elvatozasok kialakulasat.

A sejtvonalak kozotti reparacid képességbeli eltérések azt igazoljak, hogy a chAB4
pericentromerikus repetitiv szekvencia reparacidja szamos faktortdl fiigghet, hiszen a

GGR-ben a karosodasok felismerése tobblépéses és Osszetett folyamat, aminek



10.

11.
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13.

miikodését, eltéréseit a jelenlegi ismereteink alapjan nem tudjuk megmagyarazni. Az
alkalmazott QPCR technika azonban alkalmas modszer a reparacids folyamatok
nyomonkovetésére és jellemzésére a vizsgalt sejtekben. A QPCR technikéval
lehetéség nyilik a heterokromatikus reparaciot befolyasold faktorok vizsgalatara és
kiilonboz6 sejttipusok esetén kapott adatok dsszegzésével jobban megérthetjiik ezeket
a komplex folyamatokat.

Az Alzheimer koros betegekben a DNS oxidéacié markereinek vizsgalatara az oxidativ
DNS karosodasokra specifikus endonukledzokkal kiegészitett alkalikus Comet assay-t
hasznaltuk (az Fpg az oxidalt purinokat, az Endolll az oxidalt pirimidineket ismeri
fel). A moddszer pontos ¢€s reprodukdlhaté koriilményeket biztosit az oxidativ
bazismodosulasok vizsgalatara kisérleti oxidativ melléktermékek képzése nélkiil.

A Comet assay-vel szignifikdns emelkedést detektaltunk az oxidalt purinbazisok
mennyiségében az Alzheimer-koros betegek periférids limfocitdiban. Ez az eredmény
jo 0sszhangban van Mecocci és mtsai eredményeivel, akik HPLC-vel szignifikansan
magasabb 80HAG szintet detektaltak AD limfocitakban (Mecocci 1998).
Vizsgalatainkban az egyesszalu torések és az oxidalt pirimidinek mennyisége enyhén,
de nem szignifikinsan magasabb volt Alzheimer-kérosokban, mint az
Osszehasonlitdshoz hasznalt, korban illesztett egészséges idds személyekben.
Osszehasonlitottuk a kontrollok és az Alzheimer-korosok limfocitainak reparacios
képességét. Az egy Oras reparacids id6 utan detektalt, javitatlanul marado egyes szalu
torések és lug labilis helyek mennyisége (amelyet szaltorésekként detektaltunk és a
Comet farok DNS-ként mértiink) nem kiilonbozott szignifikansan a két csoport kdzott,
hasonld reparacios aktivitast tiikrozve. A reparacié utdn megmaradd egyesszala
torések+Fpg felismerd helyek mennyisége szignifikdnsan magasabb volt az AD-
sokban, mint a kontrollokban. A reparaci6 el6tti és utani Fpg helyek Osszehasonlitasa
alapjan az oxidalt purinok reparacioja kissé hatékonyabb volt a kontrollokban, mint az
Alzheimer-koérosokban.

Az oxidalt pirimidinek eltavolitasa (az Endonukleaz III felismerd helyek csokkenése)
hatékonyabb volt, mint a purinoké, s6t az Alzheimer-kérosokban szignifikdns
csokkenést detektaltunk a repardcié soran, ami hatékony oxidalt pirimidin reparaciot
jelez.

Ezek az eredmények az oxidalt purinok és pirimidinek reparacids kinetikajanak
eltérését mutatjak. Mig az egyesszalu torések €s az oxidalt pirimidinek reparacidja

ko6zott nincs szignifikans kiilonbség a kontroll csoport és az AD-sok kozott, (vagyis a
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miikddnek a két csoportban), addig az oxidalt purinok vizsgdlata révén kapott
eredmények azt tiikrozik, hogy az AD limfocitdkban nem megfelelden megy végbe

ezek javitasa.

Az AD limfocitdk minden bizonnyal oxidativ stressznek vannak kitéve, aminek
hatasat purin reparacidos zavarok sulyosbithatjak. Ezt tamasztja ala, hogy (Lovell 2000)
szignifikans 8-oxoguanin glikozildz (a 8OHdG kihasitasaért felelés BER enzim) é&s
megnovekedett DNS helikaz aktivitast detektaltak Alzheimer-korosok agyabdl izolalt
sejtmagi fehérje mintakban. Jaruga (1996) és Dizdaroglu (1996) vizsgalatai szerint a purinok
az oxidativ stresszel szemben legfogékonyabb bazisok és emberi limfoblasztoid
sejtkulturakban reparacié defektusuk a SOHdG felhalmozddasahoz vezet. Gabbita (1998) az
agyi oxidativ stressz szempontjabol szintén a guanint talaltak legsériilékenyebb bazisnak, ami
az Alzheimer-koros agy funkcionalis elvaltozasaihoz vezethet.

Osszegzésiil megallapithatjuk, hogy vizsgalataink szerint az Alzheimer-kor a

periférids limfocitdkban emelkedett szintli oxidativ DNS (f6ként purin) kdrosodassal parosul,

crer

a Comet assay az oxidativ DNS karosodasokra specifikus endonukledazok hasznalataval egy
egyszerl, pontos modszernek bizonyult az Alzheimer-kérban indukalodo szabadgyokok DNS
karositd hatdsanak tanulmanyozasara. Alkalmazéasaval igazoltuk, hogy az oxidativ stressz

nemcsak az idegrendszerben, hanem a periférias szervekben is kialakul.
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