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1. Bevezetés

Az oxidativ stressz egy olyan evolucios hajtderd, melyet gyakran ugy definialnak, mint
az oxidacios és antioxidacids folyamatok kdzotti kiegyenstlyozatlan allapotot. Szamos
olyan sulyos betegséggel sszefliggésbe hozhat6, mint amilyen a Parkinson-kor, tumor,
Alzheimer-kor, infarktus vagy a kronikus faradtsag szindroma. Masrészrél azonban az
¢l6lények nem lennének képesek tulélésre a reaktiv oxigén/nitrogén tartalmu molekulak
szabalyozott termelése nélkiil. A redox valtozasokra érzékeny aminosavak fontos
szerepet jatszanak a jelatviteli folyamatokban, pl. a metionin reverzibilis oxidacidja
gatolhatja a szomszédos Tyr/Ser/Thr tartalmu lancok foszforilaciojat befolyasolvan

ezzel fobb jelatviteli utvonalakat.

1.1 Az oxidativ stressz

A kornyezetiink egyre szennyezettebbé valik oxidaciot kivaltd vegyliletekkel,
sugarzasokkal, koszonhetéen a ndvekvé mennyiségli kemikalidknak, ionizalo-, és
ultraibolya sugaraknak. Ezek a prooxidativ forrdsok hathatnak kozvetleniil, illetve az
oxido-reduktaz enzimeken és/vagy egyes mitokondridlis folyamatok aktivalasan
keresztiil. Amikor a sejt antioxidans kapacitasa nem tudja ellenstilyozni a reaktiv oxigén
gyokoket (ROS), melyek valogatds nélkill karositjak a fehérjéket, lipideket, DNS
molekulékat, akkor az megzavarhatja a sejt normal jelatviteli titvonalait. Ugyanakkor a
ROS molekulak termelddése a sejtek alapvetd fiziologias folyamatainak elengedhetetlen
részét képezik. Emlitésre méltdé ROS forrasok tdbbek kozott: a mitokondriumok,
amelyekben az oxidativ foszforilacidé zajlik, a xantin oxiddz, a citokrom P450 és a
NADPH oxidazok (NOX1-5, DUOX1-2). Ez utobbi enzimek rendelkeznek azzal a
tulajdonsaggal, hogy elektronokat képesek transzportalni a plazmamembranon keresztiil,
mikdzben szuperoxidot és mas reaktiv oxigén molekuldkat generdlnak. A leggyakoribb
ROS molekulak: szuperoxid anion (O,*"), hidroxil- (OH¢), alkoxi- (RO¢), peroxi-gyokok
(ROOe¢), hidrogen-peroxid (H,0,), szerves hidroperoxidok (ROOH), hipoklorsav
(HOCI), peroxinitrit (ONOO-).

A szabadgyokok oxidacio altal karosithatjak a lipideket és az igy keletkezd lipid
peroxidok tovabb moédosithatnak olyan fontos molekuldkat, mint példaul a fehérjék. A

proteinek gyakran kérosodnak specifikusan egy oldallancon, esetleg valamelyik
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aminosav komponensen (pl. hidrogén-peroxid altal), vagy nem specifikusan, a fehérje
gerince mentén (pl. hidroxil gyokok altal). A fehérje karosodas eredménye lehet a
funkcié elvesztése (pl. enzim aktivitds, jelatvitel esetén), a szerkezet modosulasa
(denaturacid, aggregacié) vagy megvaltozott interakciés képesség, melyek
hozzajarulhatnak kiilonb6z6 korképek kialakulasahoz.

Az egyik leggyakrabban el6forduld reaktiv oxigén intermedier a hidroxil gydk, mely a
DNS-sel reagalva kettds kotéseket ad a bazisokhoz egy hidrogén atom elvonasaval a
timin metil csoportjabdl és a 2'-dezoxiribéz C-H kotéseibdl. Purin bazisok esetében a
hidroxil gyok hozzdadddik a C4, C5 és C8 pozicidban levd atomokhoz 1étrehozvan azok
OH gyokszarmazékat. Eddig tobb, mint 20 féle, szabad gyokok altal 1étrehozott bazis
modosulést azonositottak, melyek hozzajarulhatnak mutaciokhoz, a DNS konformacio

megvaltozasahoz, deléciokhoz, esetleg epigenetikai valtozasokat eredményezhetnek.

1.1.1 A 8-0x0-7,8-dihydroguanine (8-0xo0G)

A DNS és RNS bazisok kozott a guanin (Gua) oxidalodik a legkdnnyebben az alacsony
redukcids potencialja miatt (-1.29 mV vs. Ni-H elektrod). /n vivo, a DNS-ben és RNS-
ben levé guanint nemcsak a hidroxil gyok tudja kdrositani, hanem mas oxidalo
molekulak is, mint pl. a szuperoxid anion, 6zon (Os) szinglet oxigén ('0,), hidrogén-
peroxid, nitrogén-oxid, (NO), peroxinitrit, nitrozoperoxikarbonat (ONOOCO,),
karbonat anion (COj"), illetve a napsugarzds UVA komponense. A szabad 8-0xoG
jelenléte az extracellularis folyadékban az egyik legmegbizhatobb jele a szervezetet ért
oxidativ stressznek. Becslések szerint normal fiziologias koriilmények kozott néhany
szaz 8-0x0G keletkezik naponta a DNS-ben sejtenként. Oxidativ stressz koriilmények
kozott, mint amilyen a kords vagy eloregedett sejtekre/szovetekre jellemzd, a 8-0xoG a
leggyakrabban el6fordulo DNS 1¢zi6. EmlGsokben a kettds hélixen beliili 8-0xoG-t az E.
coli Fpg homoldg 8-oxoguanin DNS glikozilaz-1 (OGG1) enzim ismeri fel és vagja ki
mind a nukledris, mind a mitokondridlis genombol a bazis-kivagd javitas (BER) soran.
Mivel az RNS molekuldknak nincsenek védé fehérjéi, fokozottabban ki vannak téve
oxidatlv karosodasnak. Becslések szerint a hirvivé RNS-ek 30-70%-a tartalmaz
8-0x0G-t egyrészt a guanin alacsony redox potencidlja, mdsrészt a javitd
mechanizmusok hianya miatt. Mivel az RNS mennyisége kozel négyszerese a DNS-

ének, ezért egy antioxidans, védo szerepet is feltételeznek sejtekben talalhatdo RNS-nek.



1.1.2 A ROS elleni védémechanizmusok

A sejtek rendelkeznek mind enzimatikus, mind nem enzimatikus ROS elleni
védelemmel. Az enzimek nélkiili védelmet leggyakrabban redukald hatassal bird
molekulak biztositjak, mint amilyen a glutation, ubikinon, tiolok (cisztein), tokoferol (E
vitamin), aszkorbinsav (C-vitamin), retinoidok (A vitamin) illetve a polifenolok. Amig a
hidrofil antioxidénsok a citoplazméban védenek, a lipofilek a sejtmembrant védik az
oxidaciotol. A sejtek tartalmaznak egy antioxidans enzimekbdl allo halézatot, melyek
képesek metabolizalni az oxidativ stressz soran keletkez intermediereket. Ezek k6zé az
enzimek kozé tartozik a glutation-reduktaz/peroxidaz/S-transzferaz, katalaz, szuperoxid
diszmutdz valamint szamos peroxiddz. Az oxidativ stressz hatdsara egyuttal
aktivalodnak a ROS eliminalasaban résztvevo fehérjék génjei is, hogy megakadalyozzak
a tovabbi karokat. A sejtekben az egyik legfontosabb ROS elleni antioxidéns fehérjék
génjeit aktivald transzkripcids faktor a Nrf2 (NF-E2 related factor 2). Az Nrf2
hozzakotddik az antioxidans reszponziv elemekhez (ARE), melyek szabalyozzak mind
az alap, mind az indukélhaté antioxidans gének expresszidjat valaszként UV sugarakra,
xenobiotikumokra, nehézfémekre és mas oxidald agensekre. A ROS molekuldk DNS
javitd valaszt kivaltd hatasa kiilonbozo érzékeld-, és jelatviteli utak segitségével, a
sejtciklus ellenérzé6 pontok, apoptdzis és sejtdregedés szabalyozasan keresztiil
érvényesiil. Ezek a DNS karosodast érzékeld rendszerek biztositjak a genom integritasat,
mig a DNS javitd mechanizmusok visszaallitjdk a meghibasodott DNS-t az eredeti

allapotéaba.

1.2 DNS javité6 mechanizmusok

A ROS molekulak tobb, mint szaz oxidativ DNS karosodast okozhatnak olyanokat, mint
egyes/kettds szalu torések, dezoxiriboz oxidacio, DNS-fehérje keresztkotések valamint
bazis modositasok. A DNS hibak legnagyobb része belsé eredetii, melyek koziil az
egyik leggyakoribb a DNS-bazis ¢s a dezoxiriboz molekula kdzotti N-glikozid kotés
spontan hidrolizise. A nukleobdzis veszteség esetén egy szabad apurin/apirimidin hely
keletkezik, melyek el6fordulasat sejtenként tizezerre becsiilik naponta. A ROS okozta
DNS bazishibak koziil a 8-0xoG a legintenzivebben tanulmanyozott, valamint altalaban
ezt hasznaljak a DNS kérosodas indikatoraként. A kdrnyezet is szdmos formaban képes

karositani a DNS-t. Az UV sugarzas példaul atipikus kovalens kotéseket hoz 1étre
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szomszédos pirimidin bazisok kozott. Egy masik karositd hatas az ionizald sugarzas,
mely megtalalhatd mind természetes (gamma-sugarzas), mind mesterséges (Rontgen-
sugarzas) forméban is. Bizonyos kémiai agensek is nagyon hatékonyak a DNS hibak
okozasaban. A topoizomeraz I vagy II gatloszereket (topotekan, etopozid) daganatos
megbetegedéseknél alkalmazzak egyes/kettés DNS torések eldidézésére. A karosodas
tipusatol fiiggden az é161ények tobbféle titvonalat alkalmaznak a DNS hibak kijavitasara.
Az eml6s sejtek 6t f6 DNS javitasi mechanizmust hasznalnak: dssze nem i1l bazisparok
javitasa (mismatch repair, MMR), nukleotidkivagd javitas (nucleotid excision repair,
NER), baziskivago javitds (base excision repair, BER), homoldg rekombinacio (HR),

nem homolog végek 6sszekapcsolasa (non-homologous end joining repair, NHEJ).

1.2.1 Ossze nem illé parok javitisa (MMR)

Az MMR rendszer felismeri €s kijavitja a tévesen beillesztett bazisokat, valamint a DNS
polimerazok altal elkdvetett hibas inzerciokat és deléciokat. Azokra az él6lényekre,
melyekben meghibasodott MMR gének vannak kiilonb6z6 daganatos megbetegedések
jellemzéek, pl. a Lynch-szindroma, mely 6rokolt nonpolyposis vastagbélrakként is
ismert. Az MMR egy szal-specifikus javitas, mely konzervativ maradt a baktériumoktol
a foemldsokig. A folyamat harom {0 1épést tartalmaz: felismerés, kivagés, javitds. Az
elsé 1épésben felismerése keriilnek az dssze nem ill¢ bazisparok, a masodikban a hibat
tartalmazo szal lebontasra keriil, mig a harmadikban a megfelel6 DNS szakasz szintézise

torténik.

1.2.2 Nukleotid-kivagé javitas (NER)

A NER mechanizmus felismeri a DNS hélixet torzitd sériiléseket, mint példaul a
ciszplatin-DNS szalon beliili keresztkotések, vagy az UV fény altal okozott 6-4
pirimidin-pirimidon, illetve timin dimerek. A folyamat ugyanazon biokémiai lépésekbdl
all mind a prokariotakban, mind az eukariotakban: hiba felismerés, azonositas, kétoldali
bemetszés, kivagas, javitd szintézis és Osszekapcsolds. Amig ez a javitbmechanizmus a
prokariotakban minddssze hat, addig az eukariotdkban tobb mint harminc fehérje
részvételét igényli. A folyamat szabalyozasara jellemzd a javitdo proteinek fokozatos
Osszeépiilése a meghibdsodas helyén. A NER fehérjék mutacidja/elégtelensége esetén

olyan sulyos betegségek alakulhatnak ki, mint a xeroderma pigmetosum, Cockayne

6



szindroma és a trichothiodystrophia. Mindegyik kor fokozott napfényérzékenységgel,
tumorra valé hajlammal, immunologiai defektusokkal és korai o6regedéssel jar. A NER
hibajavité rendszer két alitvonalat foglal magaba: globélis genom-javitds (GG-NER,
global genome NER) és transzkripcidhoz kotdtt javitas (TC-NER, transcription coupled
NER). A két alutvonal a hibafelismeré fazisban kiilonbozik: a GG-NER az egész
genomban végez javitast, mig a TC-NER-t az aktivan atir6do, megakadt RNS polimeraz

aktivalja.

1.2.3 Dupla szalu torés-javitas (Double-Strand Break Repair)

A kettés DNS szal torések (DSBs) veszélyeztetik a genom stabilitasat és a sejtek
¢életképességét, amennyiben a kivaltd tényezd ionizald sugarzas, UV fény vagy kémiai
anyagok. Ha nem keriilnek javitasra, kromoszoma aberraciokat, deléciokat okozhatnak,
melyek genom instabilitashoz vagy tumoros folyamatokhoz vezethetnek. Ugyanakkor
természetes modon is el6fordulnak az ellenanyagok V(D)J rekombinacidja soran. Az
¢l6lényekben kétféle ut 1étezik a DSB kijavitasara: homoldg rekombinacié (HR) és a
nem homolog végek Osszekapcsolasa (NHEJ). A HR utvonal a nem kérosodott testvér
kromoszomakat hasznélja templatként és a sejtciklus késéi S illetve G2 fazisaban
mikodik. A NHEJ javitds a sejtciklus minden féazisa alatt aktiv, azonban nem

hibamentes, mivel templat felhasznalas nélkiil kapcsolja Ossze a torott DNS végeket.

1.2.4 Baziskivago javitas (BER)

Ez javitdsi mod tévolit el minden, a kettds hélixet nem torzitd6 hibat a DNS-bdl. A
folyamatot a DNS glikozildzok inditjak el, melyek kivagjak a nem megfeleld (uracil)
vagy modositott, pl. alkilalt (3-metiladenin), oxidalt (8-oxoG) vagy deaminalt
(hipoxantin) bazisokat. Legalabb tizenkét, nagyon sziik specificitdisi DNS glikozilaz
létezik. Mindegyik egy k6z0s ,.kihajto” (flipping) mechanizmust hasznal, melynek soran
a hibas bazist a szalon kiviilre forditja, majd levagja. A DNS glikozilazok a dezoxiriboz
¢és a bazisok kozti N-glikozid kotéseket hasitjak, ami utdn egy AP hely alakul ki. Ezeket
a bazis nélkiili kotéhelyeken az AP endonukledz 1 (APE1) hidrolizalja a foszfodiészter
gerincet 5’-AP hely iranyba, aminek kdvetkeztében egy torés keletkezik a szalon egy
3’-OH és egy 5’-dezoxiribdz-foszfat (5°-dRP) végzddéssel. Az igy keletkezett szakaszt a

DNS polimeraz egésziti ki, majd a DNS ligaz zarja 6ssze.
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1.2.5 OGG1, egy sokoldalii DNS javité enzim

Az OGGI a 8-0x0G-t kivagd enzim a bazis-kivagd javitds folyamataban. Az OGG1 egy
kettés funkcioju glikozilaz: képes mind a glikozid, mind a foszfodiészter kotések (5° és
3”) hasitasara, ez utdbbival egyszali DNS torést hagyva maga utan. Az OGG1 altal
kezdeményezett javitas négy {6 1épést foglal magédba: az OGGI felismeri a hibas bazist
¢és kivagja, az APE1 létrehozza az 5 dezoxiriboz-foszfat és 3’-OH végeket, a hianyzo
bazisokat a DNS polimeraz B illeszti be, a DNS ligdz végiil 6sszekapcsolja a szalakat.
Az OGG1 aktivitasat kiilonb6z6 poszttranszlaciés modositasok befolyasoljak: ilyen
példaul a foszforilacio, acetilacio, valamint mas javitd fehérjékkel valé kolcsonhatasok.
variansa van: a nuklearis (1-es tipus, 3 izoformaval) és a mitokondrialis (2-es tipus, 5
izoformaval). Mindegyik varians N-termindlis szakasza megegyezik. Eukariotdkban az
N-terminalis régi6 tartalmazza a mitokondriumba t6rténd transzporthoz sziikséges target
szekvenciat. A 8-0xoG akkumulalodasat a DNS-ben Osszefliggésbe hoztak kiilonb6zo
megbetegedésekkel: felgyorsult telomer rovidiilés, gyulladasos és dregedési folyamatok.
Mindezek mellett a kijavitatlan 8-o0xoG bazis adeninnel vald kapcsoloddsa GC—AT
mutaciot okozhat, ami miatt a legmutagénebbként tartjak szamon az oxidalodott bazisok
kozott. A DNS-iik extrém magas 8-0x0G szintje ellenére az OGG1 knockout (OGG1™")
egerek élettartalma nem csokken, nincsen szervi karosodasuk és a tumorok
kialakulasanak valdsziniisége is csak mérsékelten novekszik. S6t, az 0GG1™~ egerek
ellendllobbak az oxidativ stresszel (KBrOs altal generalt) szemben, mialatt a DNS-iik 8-
oxoG tartalma 250-500-szorosara ndvekszik a vadtipusi egerekéhez viszonyitva.
Mabley és mtsai 3 féle gyulladasos modellben tanulmanyoztak az OGG1 szerepét:
endotoxin sokk, diabétesz és kontakt hiperszenzitivitds. Az OGG1 knockout egerek

++

nagyon ellenalléak bizonyultak kontrol (OGG1™") tarsaikhoz képest a lipopoliszacharid
(LPS) okozta hatasoknak: LPS indukalta szervmiikddés csokkenés, neutrofil infiltracio
¢és oxidativ stressz. Tobbszords alacsony dozisu streptozocinnal indukalt I-es tipusa
diabétesz esetén az OGG1 ™~ egereknek szignifikansabban alacsonyabb volt a vércukor,
és magasabb az inzulin szintje, valamint a diabétesz is kisebb szamban fordult elé a
kontrol egerekhez képest. Az oxazolon altal indukalt allergia modellben (kontakt

hiperszenzitivitas) az OGG1 knockout egereknél csokkent neutrofil szamot, alacsonyabb
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kemokin (MIP-1, MIP-2), Th1 (IL-1, TNF-a), Th2 (IL-4) citokin mennyiségeket mértek
a fiilszovetben. Egyes hipotézisek szerint a DNS-fiiggé protein kinazok felismerik az
OGGT] éltal hagyott helyet és gyulladasi folyamatokat inditanak el. Ebbdl a szempontbol
elénydsebb az OGG1 leregulalasa és 8-oxoG DNS-ben hagyéasa. Ez a hipotézis szintén
megmagyarazza, miért van az OGG '~ egerek DNS-ében kevesebb bemetszés, és miért

hajlamosak kevésbé gyulladasokra.

1.3 A kis GTPazok

A kis GTPazok olyn fehérjék, melyek a sejtplazmaban talalhatok és szerkezetileg a
heterotrimer, nagy G-proteinek o alegységével homologok. Képesek a guanozin-
trifoszfat (GTP) hidrolizisére, melynek eredménye egy szervetlen foszfat és egy
guanozin-difoszfat (GDP) molekula. GDP-hez kotott formajuk inaktiv, ellentétben a
GTP kotott formaval, mely egy effektor molekuldhoz kotdédve tovabbi jelatviteli
folyamatokat képes elinditani. A kis GTPazok molekularis kapcsoloként funkcionalnak
a guanin-nukleotid kicserélé faktorok (GEF, guanine exchange factor) és a GTPaz
aktivalo proteinek segitségével (GAP, GTPase activating protein). A GEF-ek biztositjak

hidroliziséhez jarulnak hozza.

1.3.1 Ras

A Ras protein elsd tagjait patkany szarkomaban fedezték fol, innen is ered a rovidités
(Rat sarcoma). A Ras protein csalad tagjai a kis GTPéazokhoz tartoznak, vagyis
aktivalodasukhoz sziikséges GTP kotni €s hidrolizalni. A Ras fehérjét a ras gén kodolja
¢és tipikus képvisel6je a Ras szupercsaladnak, melyek hasonléak 3D-s szerkezetiikben.
Valtozatos sejttevékenységeket szabalyoznak és fontos jelatviteli utak részei. A Ras
GTPazok aktivalodasa a kotott GDP GTP-re cserélddésével kezdddik, melyet guanin-
nukleotid cserélé faktorok (GEF) segitenek. A GEF-ek el6szor hozzékapcsolodnak a
levalik és a Ras aktiv formaba keriil. Jol ismert GEF-ek pl. a Sos (Son of Sevenless), és
a Cdc25. A Ras-GTP hozzako6tédik a Rafl molekula RBD doménjéhez, aminek a
foszforilalodasa sziikséges, de nem elégséges a Rafl mitogén-aktivalt protein kinaz

(MAPK) aktivitdsahoz, mivel ehhez a Rafl tovabbi fehérje-fehérje, és membran-lipid
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kapcsolatot is igényel. A MAPK kaszkad altali jelek a sejt novekedésében és
osztodasaban részvevd gének atirasahoz vezetnek. Amig a GEF-ek egy ,,tolo-htz6”
katalizissel érik el a GDP eltavolitasat, addig a GTPaz aktivald fehérjek (GAP-ok)
jelentdsen megndvelik a Ras GTP hidrolizalo hatasat, ami alapallapotban nagyon lassu.
Ezaltal a GAP-ok felgyorsitjdk a Ras inaktivalodasat. Mivel a GTP sejten beliili
koncentracioja nagyjabol tizszerese a GDP-nek, a GTP magatdl is bediffundal a Ras
nukleotid koté zsebébe. A GEF és GAP aktivitds egyensilya meghatarozza a Ras
nukleotid kot6 statuszat, ezaltal szabalyozva aktivaltsagi allapotat. Egy masik fehérje,
ami még befolyasolja a Ras aktivitdsat a GDP disszociacios inhibitor (GDI, GDP
dissociation inhibitor), mely lelassitja a GDP GTP-re torténd cseréjét, meghosszabbitvan
a Ras inaktivaltsagi allapotat. Ras szabalyozas alatt levé itvonalak szabalyozzak tobbek
kozott a sejtnovekedést, migraciot, differencidciot, adhéziot, apoptodzist, osztodast €s
tulélést. Klinikai szempontbol a Ras alcsalad emlitésre mélto tagjai kozé tartozik a H-
Ras, a K-Ras és az N-Ras, f6leg a kiilonboz6é tumorok 1étrejottében betdltdtt szerepiik
miatt. Tumorokban a Ras és a Ras-sal kapcsolatban levd fehérjék gyakran elveszitik a
megfeleld szabalyozasukat, ami fokozott attétképzodéshez és csokkent apoptdzishoz
vezet. A ras gén mutacioi folyamatosan aktiv Ras fehérjét eredményezhetnek, ami a
jelatviteli ut folyamatos bekapcsoltsagat, valamint korlatlan ndvekedést és osztodast
eredményezhet. Az emberi tumorok 20-25%-ban taldlnak Ras muticiét, de bizonyos

tumorok esetében ez az érték elérheti a 90%-ot is (pl. hasnyalmirigyrak).

1.3.2 Racl

A Racl (Ras related botulinum toxin substrate 1) egy minden sejtben jelenlévd fehérje,
mely fontos szerepet jatszik a membranokon keresztiili forgalom, a sejtmozgas és a
sejtmorfologia szabalyozasaban. A racl gén kddolja, és a Rho GTP4z csaladba tartozik,
melynek klasszikus alcsaladjai: a Rac, a Cdc42, a Rho és a Rif. Hasonlban a tobbi kis
GTPazhoz, a Rho csalad tagjainak miikodését is az inaktiv GDP-t, és az aktiv GTP-t
kot allapot jellemzi. Aktivitasukat ugyanazon funkcidju fehérjék szabalyozzak, mint a
Ras csaladét: GEF-ek, GAP-ok, GDI-ok. A Rac alcsalad harom izoformat tartalmaz:
Racl, Rac2 és Rac3. A Racl megtalalhato a legtobb szdvetben, a Rac2 hematopoetikus
eredetii sejtekben, mig a Rac3 foleg a kozponti idegrendszerben expresszalodik. A Racl

olyan folyamatok szabalyozasaban vesz részt, mint amilyen a lamellopédium-,
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membranfodrok kialakulasa, sejtciklus, sejtadhézid és mobilitds. Mindezek mellett a
Racl szabalyozza az exocitdzisos, endocitozisos, beleértve a Kklatrin dependens
endocitdzisos folyamatokat. Vannak mads tipust, Racl-hez kotddd élettani folyamatok
is, mint amilyen: sejt redox allapotanak, sejtmozgasok, jelatviteli utak, gén expressziok
és sejtdifferenciacié szabalyozasa. Egyes feltételezések szerint a legtobb tipusu sejtben a
ROS alacsony szintli, Rac-hoz k6t6dd fenntartdsa szerepet jatszik a sejtndvekedésben,
differenciacioban, migracioban, angiogenezisben valamint a gyulladasban is. A Racl
részt vesz a NADPH oxidazok (NOX1, NOX3, NOX4) szabalyozasaban és kifejezédik
nem fagocita sejtekben is, mint pl. a fibroblasztok vagy epitél sejtek, mig a Rac2
elsésorban a fagocita sejtekben levd NOX2 (Gp91phox) szabalyozasaban jatszik fontos

szerepet.

1.4 Az OGG1 DNS javitastol fiiggetlen funkcioi

El6z6 tanulmanyokban mar wutaltak az OGG1 DNS javitastol fliggetlen
sejtfolyamatokban  betdltott szerepére. Kimutattdk az OGG1  kolokalizaciojat
centriolumokkal, mikrotubulus haldzatokkal, valamint a mitotikus kromoszomakkal,
feltételezvén a szerepét a kromatin atrendezédésben ¢és a  transzkripcid
kezdeményezésben. Az OGG1 chaperonként viselkedve megvédi a mitokondrialis
akonitdzt az oxidativ behatasoktol megel6zvén ezzel a mitokondrium karosodasat és az
apoptozist. TNFo hatasdra ndveli a Cxcl2 (monocitdk és makrofagok altal termelt
citokin) expresszidjat befolyasolvan ezzel a természetes immunvalaszt. Az OGG1 a
kB/RelA, Spl, p-RNS polimeraz II) toborzasat.

Ahogy azt mar az el6zéekben emlitettik, az OGG™~ egerek rezisztensebbek a
gyulladasokkal szemben, ami felveti a lehet6ségét, hogy nem a genomban, hanem a
BER altal kivagott, szabad allapotban levé 8-0xoG jelenti az 0sszekotd lancszemet
bizonyos betegségekhez/6regedési folyamatokhoz. Habar mar az OGGl tobb, DNS

altal aktivalt kis GTPaz proteinek altali jelatviteli utak még nem keriiltek feltarasra.
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2. Célkitiizések

Az OGG1™™ egereken végzett elbzetes tanulmanyok azt sugalljak, hogy az OGG1

aktivitas hidnya Osszefiiggésbe hozhatd oxidativ stresszhez és egyéb sejtvalaszokhoz

kapcsolodo jelatviteli utak csokkent miikddésével. Ezek a megfigyelések felvetik a

lehetéségét, hogy a DNS-bdl kivagott, szabad 8-oxoG fiziologias/patofizioldgias

jelentdséggel birhat. A célkitiizésiink az volt, hogy kideritsiik vajon a 8-0xoG és/vagy az

OGG1 képes-e aktivalni kis GTPazokkal kapcsolatos jelatviteli utakat.

Hipotéziseink:

- a8-0xoG-nak van tovabbi bioldgiai szerepe a kivagas utan és nemcsak DNS javitas
semleges mellékterméke,

- mind a kiviilrdl bevitt, mind a DNS-bdl kivagott 8-0xoG képes sejtes valaszokat
kivaltani,

- aszabad 8-0x0G hozzakapcsolodik az OGG1-hez,

- a8-0x0G/OGG1 komplex képes aktivalni a Ras és Racl kis GTPazokat,

- a 8-0x0G/0OGG1 komplex ROS termelést indukal a NADPH oxid4dzon keresztiil a

Racl aktivalasa altal.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Sejtkulturak

Human diploid fibroblaszt (MRC-5) EMEM, human cervix carcinoma (HeLa) sejtek
DMEM, human alveolaris epitél sejtek (A549) Ham’s F12, human monocita sejtvonal
(U937) RPMI-1640, human mieloid eredeti monocita sejtvonal (KG-1) IMDM
médiumokban voltak fenntartva, 10% fotalis borjiszérum szérum (FBS), glutamin,
penicillin, streptomyin hozzaadasaval, 37 °C-on, 5% CO,-t tartalmaz6 kornyezetben. A
KG-1 sejtek aktivalasa 10 ng/ml PMA-val és 100 ng/ml ionomicinnel tortént (4 nap,
37 °C). A monocita eredetii dendritikus sejtekhez Buffy Coat-bdl izolaltuk Ficoll-Paque
gradiensen mononuklearis sejteket, melyekbdl pozitiv szelekcioval tisztitottunk CD14+
monocitdkat magneses gyongyokkel. A tisztitott monocitdkat szerummentes AIMV
médiumban tenyésztettilk 100 ng/ml IL-4, 75 ng/ml GM-CSF hozzdadéasaval a 0. és a 2.
napon. A differencialtatas az 5. napon, gyulladdsos koktéllal (TNF-o, IL-1f, IL-6, GM-
CSF, PGE2) tortént.

3.2 Allatkisérletek

Az allatkisérleteket a National Institutes of Health Guidelines for Use of Experimental
Animals és a University of Texas Animal Care and Use Committee (Protocol number:
0807044A) iranyelvei alapjan végeztiik. 8 hetes BALB/c egereket kezeltiink
intranazalisan 60 pl, 8-oxoG (1 puM) tartalmi fiziologias sdéoldattal majd 15 perc
elteltével felaldoztuk az allatokat ¢és a tiidejiikbol lizispuffer segitségével

homogenizatumot készitettiink a Ras/Racl szintek méréséhez.

3.3 GTP-kotott Ras és Rac szintek mérése

A Ras és Rac szinteket ,,Active Ras/Rac Pull-down and Detection Kit” segitségével
mértik a gyartdé (Pierce, Thermo Scientific Inc) utasitdsa alapjan, kisebb
modositasokkal. Az aktivalt Ras/Racl kimutatdsa Western blottal, a quantifikalas

denzitometriaval tortént.
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3.4 Protein-interakcié vizsgalatok

Az OGG1 és a polihisztidinnel (His) jelolt H-, K-, vagy N-Ras kozotti kapcsolat
vizsgalata nikkel-nitrilotriecetsav (Ni-NTA)-agar6z gyongyok felhasznalasaval tortént.
A His-Ras fehérjéket interakcids pufferben 4 °C-on, 30 percig inkubaltuk a Ni-NTA
gyongyokkel, majd haromszori mosas utan hozzaadtuk az OGG1 + 8-o0xoG-t GTP/GDP
jelenlétében vagy hidnyaban. A mintékat Gjabb 30 perc, 4 °C-os inkubélds utan mostuk
kétszer, majd a fehérjéket leoldottuk Laemmli pufferrel és Western blottal analizaltuk.
Az OGGl1 és Racl protein kozotti kolcsonhatast ELISA-val mutattuk ki. Racl
ellenanyaggal fedett platelyukakhoz adtunk GTP/GDP-vel t6ltott, vagy guanin nukleotid
nélkiili Racl-et PBS-Tween pufferben OGG1/8-0x0G-vel egyiitt vagy anélkiil és 1 6ran
at szobahon tartottuk. Mosassal eltavolitottuk a le nem kotddott fehérjéket és el6szor
anti-OGG1, majd HRP-konjugalt, méasodlagos ellenanyaggal inkubaltuk a mintainkat,
ami utan a TMB szubsztrattal kapott szinreakcidt foszfor-savval leallitottuk és az

abszorbanciat mikroplate olvasdval meghataroztuk.

3.5 Western blot analizis

A tiid6 vagy sejtlizaitumokat centrifugalassal iilepitettik, majd a felilluszokat
fehérjemérés utan mintavivé pufferrel kevertiik és 95 °C-on tartottuk 5 percig. A
mintdkat 5-20% SDS-PAGE gélen megfuttattuk és Hybond-ECL nitrocelluléz
membranra transzferaltuk at. A membranokat 3% BSA-val blokkoltuk (TBS, 0,1%
Tween) 3 oran 4at, majd az elsddleges ellenanyagokkal (TBS-Tween-ben higitva)
inkubaltuk egy éjszakan 4t 4 °C-on. Ezutan a membranokat mostuk, és hozzaadtuk a 5%
tejport tartalmazd6 TBS-Tween pufferben higitott, HRP-konjugalt masodlagos
ellenanyagokat 1 orara, majd tjabb mosas utan a savokat ECL szubsztrat segitségével

el6hivtuk.

3.6 A 8-0x0G oldat elkészitése
A 8-0x0G-t (és a tobbi nukleotid bazist) 12 mM-os NaOH felhasznalasaval oldottuk fel,
amib6l 4 mM-os torzsoldatot készitettiink, majd tovabb higitottuk a kivant

koncentraciora PBS-ben (pH 7,4).
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3.7 Fluoreszcens spektroszkopia

Az OGGI1 8-0x0G koté képességét a fehérje sajat triptofan fluoreszcencidjanak
valtozasa alapjan mértiik. Roviden, 0,5 pM OGGl1-et inkubaltunk névekvé mennyiségi
(0,1-2uM) 8-oxoG-al (8-0xodG-t vagy FapyG-t hasznaltunk kontrollként) 10 percig, 24
°C-on 1 mM DTT-t tartalmazé Tris-HCI pufferben. A triptofan fluoreszcenciat (A., =
290400 nm; A, = 280 nm) SPEX FluoroMax spektrofluorométerrel (Horiba Jobin
Yvon Inc.) mértiik. A Ky értéket a AF vs ligand koncentracio fiiggvényében hataroztuk

meg az aldbbi egyenlet alapjan: AF = AF,,,, [ligand]/K, = [ligand].

3.8 Guanin nukleotid-csere esszé

Nukleotidmentes H-Ras-t toltdttiink fel azonos mennyiségli GTP/GDP-vel 20 mM Tris-t
(pH 7.5) tartalmazé pufferben, melyhez 50 pg borjuszérum albumint is adtunk. A
guanin nukleotid-cserét OGG1+£8-0x0G hozzaadaséaval inditottuk 10 szeres GTPyS vagy
GDP jelenlétében. 1:1 és 10:1 Ras és OGG1+8-0x0G molaris aranyokat allitottuk be és
a mintakat a kovetkezé id6pontokban vettiink: 0, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 és 32 perc. A Ras-
GTP szintben bekovetkezd valtozasokat aktiv Ras pull-down esszével hataroztuk meg.

A GDP-GTP valamint a GTP-GDP kicserélodését a Racl fehérjénél valds ideji
fluoreszcens médszerrel hataroztuk meg. A Racl-et M™GTP-vel vagy “*GDP-vel
toltottiik fel 20 mM Tris-t és 50 pg borjuszérum albumint tartalmazoé pufferben (30
percig). A GDP-GTP kicserélédésnél a Racl- M™GDP és az OGG1/8-0x0G-t kevertiik
jelletlen GTP-vel, a GTP-GDP verzioban M™GTP-t és jeldletlen GDP alkalmaztunk. A
ManGGTP/GDP  fluoreszcencidban bekovetkezé valtozast POLARstar Omega plate
olvaséval kovettikk nyomon, az elemzéshez a POLARstar Omega szoftverét valamint

MS Excel-t hasznaltunk.

3.9 Génexpresszio és molekularis halézat vizsgalat

MRC-5 sejteket kezeltiink 10 uM 8-ox0G-al, majd a sejteket kiilonb6z6 idépontokban
lizaltuk és a mintakbol RNS-t izolaltunk. Dupla szali cDNS és biotinnal jeldlt cRNS
szintézise utan ez utobbit Affymetrix GeneChip Human Genome Focus Array-ekhez

hibridizaltattuk. Az Affymetrix Microarray Suite altal kiolvasott elsddleges adatokat

15



tovabb processzaltuk halozatok, utvonalak, és funkcionalis elemzéséhez, melyet

Ingenuity Analysis (IPA) szoftver segitségével végeztiink.

3.10 Aramlasi citometria

A sejtfelszini markerek expresszidjat direkt vagy indirekt immunfluoreszcens jel6léssel
kiviteleztiik és FACScalibur aramlasi citométeren végeztik. Az elemzéshez 10 ezer
sejtet szamoltattunk a CellQuest programmal. A szubcellularis részecskéket kizarasa

utan a tovabbi adatelemzést WinMDI szoftverrel végeztiik.

3.11 Latex gyongyok felvételének mérése
A kezeletlen és aktivalt sejteket (5x10°/ml) 5x10%ml carboxilattal modositott, 1 pm
atmérdjii latex gyongyokkel inkubaltuk 48 oran at, 37 °C-on a kontroll sejteket 4 °C-on.

A sejtek gyongyfelvételét mosas utdn dramlasi citometriaval mértiik.

3.12 Lucifer Yellow felvétel
Aktivalt és kontrol sejteket (1x10%ml) inkubaltunk egyiitt 250 ug/ml Lucifer Yellow-val
37 °C-on és 4 °C-on 1 oOra hosszdn 4at, majd mosas utdn a mintdkat aramlasi

citometriaval elemeztiik.

3.13 FITC-dextran felvétel
1 mg/ml FITC-dextrant adtunk 1x10°ml aktivalt, illetve kontrol sejtekhez 37 °C-on és 4
°C-on, majd 1 o6ra inkubalast kovetd mosas utan a mintdkat aramlasi citometriaval

elemeztiik.

3.14 Kemotaxis esszé

A sejtvandorlast tobblyukd, mikrokemotaxis kamrdban vizsgaltuk. 1x10° sejtet
felszuszpendaltunk 1 ml, 0,5 % BSA tartalmi RPMI médiumban. A fels¢ kamraba
3,5x10° sejtet adtunk 350 pl médiumban, mig az alsé kamrékba 430 pl, kiilonbozé
vandorolni 37 °C-on, CO, inkubdtorban 5 pum-es filteren keresztiil. A vandorlo sejtek

szamat MTT esszével hataroztuk meg.
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3.15 Génexpresszio leszabalyozasa

A sejteket 20 nM kontrol vagy génspecifikus siRNS-ekkel transzfektaltuk (H-Ras, K-
Ras, N-Ras, Racl, OGGl, NOX4, p22phox) INTERFERin transzfekcios reagens
segitségével 3 oran at szérummentes médiumban, majd tovabbi 72h at teljes médium
jelenlétében. A célgének mRNS szintjét qRT-PCR, fehérje szintjét Western blot

modszerrel hataroztuk meg.

3.16 Kvantitativ valos-ideji PCR (qRT-PCR)

A qRT-PCR méréseket SYBRGreen jeloléssel és ABI 7000 késziilék és szoftver
alkalmazasaval végeztiik a gyartd ajanldsa szerint. A primerek specifikussagat
disszociacios fazis hozzaadasaval ellendriztiik, az expresszios szinteket a delta-delta Ct

(AACt ) modszerrel hataroztuk meg.

3.17 Oligonukleotid bemetszés esszé

A maglizitumokban talalhatdo OGG1 javitdo aktivitasat egy 8-oxoG-t tartalmazo,
radioaktiv foszforral (**P) jelslt, 31 tagn oligonukleotid felhasznalasaval hatiroztuk
meg. Az eclhasitott terméket az intakt szubsztrattol 8 M ureat tartalmazo, 20%-os
poliakrilamid gélen kiilonitettiik el Trisborat-EDTA pufferben. A DNS savok
radioaktivitdsat Storm 860 Phosphorlmager-rel tettiikk lathatova ¢és ImageQuant

szoftverrel denzitometraltuk.

3.18 Sejtek ROS szintjének meghatarozasa

A sejtek ROS szintjének meghatarozasat 2’-7’-dihidro-diklorofluoreszcein diacetat
(H,DCF-DA) felhasznalasaval végeztiik. A sejteket 70%-os konfluenciaig ndvesztettiik
majd 50 uM H,DCF-DA-val inkubaltuk 30 percig szérummentes médiumban 37 °C-on.
A sejteket ezutan PBS-el mostuk, majd hozzdadtuk a nukleinsav bazisokat,
nukleozidokat, illetve az oldoszer kontrolt. A DCF fluoreszcenciaban bekdvetkezd

valtozasokat F1x800 mikroplate olvasoval rogzitettiik (Ex: 485 nm, Em: 528 nm).
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3.19 Mikroszkopos vizsgalatok

A feddlemezeken tenyésztett sejteket pHyper-Cyto/dMito/Nuc  vektorokkal
transzfektaltuk és 72 h-val késébb 10 uM 8-oxoG-al vagy 10 uM hidrogén-peroxiddal
kezeltiik. A jelzett id6pontokban a sejteket PBS-el mostuk, 3,7 %-os paraformaldehiddel
fixaltuk, szaritottuk, majd targylemezekre rogzitettik. A képeket Nikon Eclipse Ti
System mikroszkoppal készitettiik 125x nagyitassal.

A kolokalizacid vizsgalatahoz a fed6lemezeken tenyésztett sejteket 8-oxoG-al (10 uM)
illetve kontrol oldattal kezeltiik 30 percig, majd 4 %-os paraformaldehiddel fixaltuk
4 °C-on, majd Triton X100-al permeabilizaltuk 37 °C-on. A sejteket 4 °C-on, egy
¢jszakan at inkubaltuk az elsédleges ellenanyagokkal (Racl, OGG1, NOX4, lamin A/C).
Masnap, mosas utdn hozzaadtuk a fluoreszcens festékkel jeldlt masodlagos
ellenanyagokat (Alexa-488, Alexa-594 vagy Texas Red) és 1 orat inkubaltuk a mintakat
szobah6én, majd a le nem kotodott ellenanyagokat lemostuk. A mikroszkopos
felvételeket Nikon Eclipse Ti System mikroszkoppal készitettiik (nagyitds: 125x), a
Elements szoftverrel tettiik lathatova. A kolokalizacios koefficienseket a Mander’s féle
formulabél kaptuk: R = £S1 x S2 / ¥ 2(S1)* x £(S2,)?, amiben S1, S2 = pixelek szignal
intenzitasa az 1. ill. 2. csatorndban, az atfedési koefficiensek k; és k, felosztjak a
kolokalizaciét egy par kiilonalld paraméterre: k; = £S1 x S2 / £(S1)* k, = £S1 x S2 /
2(S2)%

3.20 Statisztikai elemzés

Az adatokat az atlag + standard devidcié (SD) forméaban adtuk meg. Az eredmények
szignifikanssagat ANOVA teszttel és Student-féle t-probaval elemeztik. A
kiilonbségeket szignifikansnak vettilkk amennyiben p<0,05 (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001).
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1 A 8-0x0G altali transzkripcios szinten aktivalt jelatviteli utak

Szabad 8-0x0G kizéardlag az OGGI1 altal kezdeményezett DNS javitas soran keletkezik.
A sejten beliili 8-0x0G szintemelkedés modellezéséhez 8-0x0G-t adtunk aktiv OGG1-el
rendelkezé diploid sejtekhez (MRC-5) és elemeztik a transzkripciés szinten
bekovetkezd valtozasokat Affymetrix GeneChip-ek felhaszndlasaval. A microarray
adatok alapjan az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) azt mutatta, hogy a legelsé 10

aktivalt jelatviteli utvonal koziil 8-ban szerepet jatszik a Ras kis GTPaz.

4.2 Ras aktivacié sejtvonalakban és tiidében

A sejtekhez adott 8-0x0G dozis-, és id6aranyosan valtoztatta meg a GTP-kotott Ras
mennyiségét, megerdsitvén ezzel a transzkripcids szinten latott Ras aktivaciot. A Ras-
GTP szint id6beli emelkedése aranyos volt a 8-0xoG gyors felvételével: az LC/IDMS
mérések alapjan 1 perccel a hozzdadas utan a 8-0xoG 70 %-a sejtekbe jutott. A
legalacsonyabb 8-0xoG koncentracid, ami még kimutathatéan emelte a Ras-GTP
mennyiségét MRC-5 sejtekben 100 nM volt. 10 pM 8-0x0G koncentracio folott mar
nem mértiink valtozast az aktivalt Ras mennyiségében. A szabad 8-0xoG egyediilalld
modon emelte a Ras-GTP szintjét, amire sem a 8-oxodG vagy guanin, sem mas oxidalt
bazis (FapyG, 8-0xoA) nem volt képes. A sejtvonalakon kapott eredmények in vivo
relevanciajat egereken teszteltiik. Az intranazalisan adott 8-oxoG szignifikdnsan
megnovelte a kezelt egerek tiidejében a Ras-GTP szintet a kontroll csoporthoz

viszonyitva.

4.3 A Ras nem aktivalodik, ha az OGG1 csendesitett

Mivel a 8-0x0G-t az OGGI ismeri fel és vagja ki a DNS-bol, feltételeztiik, hogy a Ras
aktivalast a 8-0xoG az OGGl-hez kototten fejti ki. A hipotézisiink bizonyitdsahoz
csendesitettiik az OGG1 fehérjét MRC-5 valamint HeLaS sejtekben és 8-0x0G kezelés
utan megmértiilk a Ras-GTP mennyiségét. Az siRNS csendesités az MRC-5 illetve a
HeLaS sejtkultiirdkban lecsokkentette az OGG1 RNS szintjét (20%-ra a kontrollhoz

viszonyitva) és a 8-0xoG kezelés nem okozott emelkedést a Ras-GTP szintben.
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4.4 A kivagott 8-0xoG Ras aktivalé hatasa: a KG-1 model

AbbOl a célbdl, hogy megvizsgaljuk az intracellularisan felszabadult 8-0xoG szerepét a
Ras aktivacidjaban, egy human akut mieloid leukémia sejtvonalat (KG-1) hasznaltunk,
ami a hematopoetikus differenciaciéo egy korai fazisaban megrekedt. A sejtvonal
tulnyomoé részt mieloblasztokbol és promielocitakbol all és a sejtek képesek spontan
monocita-, valamint granulocita-szerli sejtekké differencialodni. Megfeleld citokin
koktéllal kezelve a KG-1 sejtek dendritikus sejt-szerii (DC) morfologiat és fenotipust
vesznek fol. Funkcionalisan a KG-1 eredetli DC-k képesek allogén T-sejtes valasz
kivaltasara és latex gyongyok felvételére.

Korabbi kisérleteink soran mar jellemeztik a KG-1 sejtek néhany funkcionalis
tulajdonsagat Osszehasonlitva a monocita eredetli éretlen DC-kel. Azt talaltuk, hogy a
KG-1 sejtek pinocitozis (Lucifer Yellow felvétel), valamint makropinocitozis (FITC-
dextran felvétel) készsége hasonld az éretlen dendritikus sejtekéhez és expresszalnak
mannoz receptort (CD206) is. A fagocitozis képességiik (latex gyongyok felvétele)
ugyanakkor kevésbé hatékony az éretlen DC-kéhez képest. Migracios készségiik (MIP-
3B kemokin hatasara), a magas CCR7 kemokin receptor expressziojuk ellenére, messze
elmarad a monocita eredetli DC-két6l. A megfigyeléseink azt sugalljak, hogy a KG-1
sejtek tobb szempontbdl is dsszevethetdk a professzionalis antigén prezentalo sejtekkel,
azonban bizonyos fenotipusos ¢és funkciondlis tulajdonsagukat aktivacid utan is
megtartjak.

A KG-1 sejteket az OGG1 fehérje hélabilitassal jaré muticidja (OGG1™¥*??) teszi
alkalmas modellé a kivagott 8-oxoG hatdsainak a tanulmédnyozasara. Ezen mutacio
kovetkeztében az OGGI1 fehérje 25 °C-on aktiv, azonban 37 °C-on nem, ami lehet6vé
teszi a 8-oxoG mennyiségének jelentés megndvekedését a DNS-ben fiziologias
hémérsékleten. Megjegyzendd, hogy ez a mutacid6 nem befolydsolja a sejtek
¢letképességét, viszont lehetéveé teszi a 8-0xoG javitas kovetkezményeinek vizsgalatat
ROS hozzaadasa nélkiil.

Az OGG1 mikodésének ellendrzésére KG-1 és U937 sejt(mag)lizdtumok 8-0xoG
kivagd és Ras aktivald képességét teszteltiik 25 °C illetve 37 °C-on. A kontrollként
hasznalt U937 sejtek OGG1 aktivitdsa nem mutatott lényeges kiilonbséget 25 °C ill.
37 °C-on, ellentétben a KG-1 sejtekével, melyek 37 °C-on nagyon gyenge, viszont
25°C-on az U937-es kontrollhoz hasonlé aktivitdst mutattak. A Ras-GTP szint
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méréséhez a KG-1 sejteket 37 °C-rol attettiik 25 °C-ra 45 illetve 90 percre, mig a
kontroll sejteket 37 °C-on hagytuk. Az eredményeink szerint a Ras-GTP szint 25 °C-on
45 percnél megemelkedett és 90 percnél tovabb nétt, amig 37 °C-on nem tortént
mérhetd Ras aktivacio. Az U937-es sejtek esetében nem volt kiilonbség a 25 °C és a
37 °C-on mért Ras-GTP szintek kozott. Ezek az eredmények alatdmasztjak azt a
feltételezésiinket, hogy az OGGI1 altal kezdeményezett bazis-kivago javitas
kapcsolatban van a Ras GTPaz aktivacioval.

A GEF-¢k és a GAP-ek miikddését befolyasolhatja a hdmérséklet-valtozas, ami hatassal
lehet a Ras-GTP ill. a Ras-GDP szintekre. Azért, hogy KG-1 sejtekben kizarjuk ennek a
lehetdségét, siRNS-el leszabalyoztuk az OGG1-et, azutan 25 °C-on tartottuk azokat 90
percig. Az OGG1 csendesitett sejtekben nem mértiink Ras aktivaciot ellentétben a

kontroll siRNS-el transzfektalt sejtekkel.

4.5 Az OGGI1 képes a szabad 8-o0xoG-t a katalitikus zsebétdl fiiggetlen helyen
megkotni

Sok esetben a ligand megkotése megvaltozatja a protein sajat triptofan (és/vagy tirozin)
fluoreszcenciajat, ha a ligandkoto hely elég kozel van triptofanhoz (Trp) vagy a kotddés
konformacié valtozassal jar. Ezekben az esetekben a ligand megkotése a sajat
fluoreszcencia kioltasat eredményezheti és az intenzitascsokkenésbdl meghatarozhatd az
adott protein-ligand kotésre jellemz6 disszociacios allado (Ky) értéke. A koncentracio-
fliggd Trp fluoreszcencia csdkkenés az OGGl1 esetében a szabad 8-0xoG megkdtése
altal okozott konformacio-valtozéasra utal. A 8-0xoG er6s kotddését jelenti a 0,56 + 0,19
nM disszociacios allandd, amit a kotddési izotermak alapjan hataroztunk meg. A
kontrollként hasznalt 8-oxodG illetve FapyG nem kotddott az OGGl-hez, annak
ellenére, hogy a DNS-ben mindkettd szubsztratja. Azt is megfigyeltiik, hogy a 8-0xoG
kotédése koncentracio-aranyosan megnovelte az OGG1 aktivitasat, ami szintén azt
tamasztja ala, hogy az OGGI1 rendelkezik egy katalitikus zsebtdl fliggetlen 8-0x0G koto
hellyel.
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4.6 Az OGG1/8-0x0G komplex GEF-ként miikédik a Ras fehérjével kapcsolatba
1épve

Az OGGTI és Ras lehetséges kapcsolatait vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az OGG1 a 8-
oxoG jelenlétében volt képes hozzakotddni a H-Ras fehérjéhez. Mivel az OGGl
magaban nem kotédott a Ras-hoz, az arra engedett kovetkeztetni, hogy a 8-0xoG
megkotése altali konformdacid-valtozas sziikséges a kapcsolddashoz. A legerdsebb
kotddést a nukleotidmentes Ras esetében, a Ras-GDP-hez gyengébb, a Ras-GTP-hez
pedig a leggyengébb kotédést mértiik. Ezek az eredmények egybecsengtek az
irodalomban ko6z6lt adatokkal, amelyek szerint a nukleotidmentes Ras képes kialakitani
a legstabilabb konformaciot az adott GEF molekuldval. Az OGG1 8-0x0G jelenlétében a
Ras-hoz kotott GDP-t GTP-re cserélte le azonos vagy nagyobb molaris H-Ras:0GGl1
aranynal. A 8-oxoG vagy OGGl o6nmagaban nem okozott GDP-GTP cserét. Az
0GG1/8-0x0G komplex, a GTP GDP-re torténd cserében is hatékony volt, ami azt
sugallja, hogy hasonldéan mas Ras-GEF-ekhez, mikodése fliggetlen Ras-hoz kotott
nukleotidtol.

4.7 A 8-0x0G altali Ras aktivaci6 MAPK-ok foszforilaciéjat eredményezi

A Ras-GTP hozzakotédik a Rafl szerin/treonin kindz Ras-k6té doménjéhez (RBD), és
aktivalja a mitogén-aktivalt protein kinazt (MAPK). MRC-5 sejtekben a 8-0x0G kezelés
megndvelte mind a MAPK kinazok (MEK1/2), mind az extracellularisan szabalyozott
kinazok (ERK1/2) foszforilaltsagat, valamint az utobbi sejtmagba torténd
PDGEF altali foszforilaciot és transzlokaciot. Annak igazolasara, hogy a 8-0xoG kezelt
sejtekben az ERK1/2 foszforilacidja Ras-fliggd, siRNS-ekkel lecsendesitettiik a fo Ras
izoformakat (H-, K-, N-Ras). Az eredményeink alapjan, MRC-5 sejtekben elsGsorban az
N-Ras vesz részt az ERK1/2 foszforilalasdban 8-oxoG kezelés hatasara. Az eddigi
eredmények azt sugalljak, hogy az OGG1 a 8-oxoG kivagasaval (és megkotésével)

komplex jelatviteli utvonalakat képes aktivalni.
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4.8 A 8-0x0G kezelés megnéveli a sejtekben a ROS szintet

Irodalmi adatok alapjan az OGG1 csendesitése lecsokkenti a poratka kivonat altal
indukalt ROS mennyiségét MLE-12 sejtvonalban. Azt feltételezik, hogy az OGGl
kifejez6dése befolyasolja az oxidativ stressz mértékét asztmatikus koriilmények kozott.
Ezekbo6l az eldzetes eredményekbdl kiindulva megnéztiikk, hogy szabad 8-0xoG
hozz4adasaval megndvekszik-e a sejtekben a ROS mennyisége valamilyen OGG1-tdl
fiiggé mechanizmuson keresztiil. Azt talaltuk, hogy 8-0xoG kezelés hatasara a ROS
szint megndvekedett mind az MRC-5, mind az A549 sejtvonalakban. Eldkezelve a
sejteket N-acetil-L-ciszteinnel (glutation szintézés prekurzor), egy antioxidadnssal, meg
tudtuk akadalyozni a 8-oxoG altali ROS szint emelkedését. Mindemellett az OGG1
csendesitésével szignifikansan csokkent a 8-oxoG altal indukalt ROS mennyisége. Az
Osszehasonlitd vizsgalatainkban sem az adenin, guanin, 8-OH-Ade vagy a FapyG nem
volt ilyen ROS novel6 hatassal. A 8-0xoG éaltal indukalt ROS szint emelkedés kinetikaja
egy indirekt, mas kdzvetité/szabalyzdo molekulakat is magaba foglald mechanizmusra

enged kovetkeztetni

4.9 A 8-0x0G NADPH oxidazon (NOX) keresztiil noveli a ROS szintet

Feltételezésiink szerint a 8-oxoG daltali ROS novekedés a sejtben taldlhatd oxido-
reduktazok aktivaldsan keresztlil torténik, melyek kis GTPazok kozremiikddését is
igénylik. Az egyik ilyen szoba jovo fehérje, mely aktivan kdzremikddik a ROS
termelésben és sejt redox allapotanak a szabalyozasiban a NADPH oxiddzokon
keresztiil a Racl. A hipotézisiink bizonyitasara a 8-0xoG hozzdadasa elétt elokezeltiik a
sejteket DPI-al, egy gyakran alkalmazot NADPH oxidaz inhibitorral. A DPI kezelés
lecsokkentette a 8-0xoG altal indukalt ROS szintet 62+3%-kal MRC-5 és 70+7%-kal
A549-es sejtek esetén. A NADPH oxidaz szerepének felderitésére a p22phox, Racl ¢és
NOX4 fehérjéket siRNS-el csendesitettik MRC-5 és A549 sejtekben. A p22phox
csendesitése a 8-0xoG altal indukalt ROS-t 64+8%-kal csokkentette MRC-5 és 69+6%-
kal A549 sejtekben. A NOX4 specifikus siRNS MRC-5 esetében 67+9,5%-kal, az
AS549-ében 76+4%-kal, a Racl specifikus siRNS pedig 724+3%-kal MRC-5 és 68+7%-
kal csokkentette a ROS szintet 8-0xoG kezelés utan. Ezek az eredmények felhivtak a
figyelmiinket a Racl fontossagara, ezért a kovetkezOkben megvizsgaltuk az OGGl

szerepét a Racl aktivaciojaban.
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4.10 Racl aktivacié sejtkultirakban

El6szor is megnéztiik, hogy a szabad 8-oxoG megvaltoztatja-e a sejtekben a Racl-GTP
mennyiségét. Az idokinetika alapjan a GTP-hez ko6tott Racl szintje 0 percnél 0,78+0,2%
volt MRC-5, és 0,74+0,1% A549 sejtekben, 5 percnél felment 6,5+2%-ra MRC-5 illetve
7,05+1,7%-ra A549 esetében. Ezen adatok alapjan a Racl aktivalodasa gyorsabban ment
végbe, mint a Ras GTPazé. Annak megerésitésére, hogy a Racl-GTP szint novekedése
is az OGGl-en keresztiil torténik, siRNS-el csendesitettik az OGGI1-t mindkét
sejtvonalban. Az eredményeink azt mutattdk, hogy akarcsak a Ras proteinnél a Racl

esetében is az OGG1 sziikséges a 8-0xo0G altali aktivacidohoz.

4.11 Racl aktivacié a tiidében

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a 8-oxoG bazis szoveti kdrnyezetben is
megnoveli-e a Racl-GTP mennyiségét. Intranazalisan 8-0xoG oldatot juttattunk egerek
tiidejébe, majd a tiidolizatumbol Racl aktivaciot mértiink. A fizioldgids kontrollhoz
viszonyitva egy erds ndvekedést tapasztaltunk a Rac1-GTP szintben 15 perccel a kezelés
utan, ami egybevagott a sejteken kapott eredményeinkkel. A Racl nagy mennyiségben
fordul elé a tiidészovetben, ellentétben a Rac2 ill. a Rac3 izoformaval, akarcsak a
modellként hasznalt tiidé fibroblaszt (MRC-5) illetve tiid6 alveoldris epitél (A549)
sejtvonalainkban.

A Racl szamos szerepet tolt be a tiidészovetben. Az egyik ilyen, részvétel az aktin
citoszkeleton Ujrarendezésében, ami az endotelidlis hatdrok visszaéllitdsdhoz és az
endotelialis rések megsziintetéséhez vezet. A tiidé endotél sejtjei a NOX-ok minden
Osszetevdjét tartalmazzak és fO0 termeldi a tiidé gyulladasos folyamataiban megjelend

ROS-nak.

4.12 A ROS szint megvaltozasa a perinuklearis membrannal kezd6dik

A 4-es tipusu NADPH oxidaz (NOX4) tobbféle sejtfolyamatban is részt vesz, mint
amilyen a helyi redox szabalyozas vagy jelatvitel. A NOX4 elhelyezkedését leirtak mind
a citoplazmas terekben, mind a sejtmag membranjaban. A 8-oxoG indukalta ROS
termelés helyének meghatdrozasa végett a sejteket oxidaciora érzékeny és specifikus

helyeken expresszalodd pHyper bioszenzor molekulakkal transzfektaltuk: pHyper-Cyto,
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sejtplazma; pHyper-dMito, mitokondrium; pHyper-Nuc, sejtmag. A H,0O, kontrol a
citoplazmaban, a mitokondriumokban és a sejtmagban is indukalt ROS-t. Amikor a
sejteket 8-oxoG-al kezeltik a pHyper-Nuc fluoreszcencia jelent meg eldszor a
perinuklearis régidban (10-12 perc), azutan a pedig a magban (~20 perc) és 60 perc alatt
alapszintre esett vissza. A pHyper-Cyto altal generalt fluoreszcencia a sejtmag koriil
kezdédott (10-12 perc) és tovabb terjedt a citoplazmaba. A pHyper-dMito
fluoreszcenciaja kb. 20 percnél tiint fel és csak néhany mitokondriumot érintett, ami azt
sugallja, hogy ezen sejtszervekben a pHyper-dMito oxidacido csak masodlagos
kovetkezménye volt a NOX4 altal termelt ROS-nek. Az eddigi eredményeink arra
utalnak, hogy a ROS termelé6 NOX4 a nuklearis membranban helyezkedik el és a 8-

ox0G altal indukalt ROS atmeneti jelenség.

4.13 A Racl, OGG1 és NOX4 egymas kozelében helyezkedik el magmembranban

Azért, hogy pontosabb képet kapjunk az OGGI1, Racl és NOX4 egymashoz vald
elhelyezkedésérdl a magmembran térségében, AS549 sejteket jeloltiink specifikus
ellenanyagokkal. Az irodalmi adatoknak megfeleléen az OGG1 nagyobbik hényada a
sejtmagban helyezkedett el, azonban kis része a magmembran kozvetlen kdzelében. A
mikroszkopos felvételek azt mutattdk, hogy a Racl és a NOX4 elhelyezkedése is a
nukledris membranhoz asszocidlt. A Manders formula segitségével, amely
megbizhatoan jelzi a fehérjék egymashoz vald kozelségét, meghataroztuk az OGG1
Racl-hez és NOX4-hez valo kozelségét. Az eredmények az OGGI1 kolokalizaciojat
mutattdk mind a Racl-gyel, mind a NOX4-gyel, ami megerdsiti a ROS termel6dés
magmembranhoz kapcsolodo jellegét. A kontrollként hasznalt lamin A/C fehérje jelolés
szintén magmembran elhelyezkedést mutatott, azonban Manders formula alapjan nem
kolokalizalt az OGG1-el. Amig az OGGI kolokalizacioja a Racl-gyel és a NOX4-gyel
egy Uj megfigyelés, mas forrasok mar dokumentaltdk a NOX4 membran asszocialtsagat
(a NOX1, NOX2-ét szintén) és komponenseik (p22phox, p47phox) valamint a Racl

szerepét a lokalis ROS termelésben.

4.14 Az OGG] interakci6ja a Racl kis GTPazzal
Megnéztiik, hogy az OGGI1 és a Racl kozotti kapesolat hasonlo-e, mint amit a Ras
esetében lattunk. Az ELISA és Ni-NTA pull-down eredményeink azt mutatjak, hogy az
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OGGI1 o6nmagédban csak nagyon gyengén kotédik a nukeotidmentes Racl-hez, amit
viszont a 8-0xoG jelenléte jelentdsen megndvel. Az OGG1/8-0xoG legerdsebben a
GDP-kotott, azutan a nukleotidmentes, végiil leggyengébben a GTP-vel to1tdtt Racl-hez
kotodott. Ezek az adatok egyrészt bizonyitjak a Racl és OGG1/8-0x0G kozotti fizikai
kapcsolodast, masrészt ramutatnak, hogy a legkedvezobb kotddési konformacioval a

Rac1-GDP rendelkezik

4.15 Az OGG1/8-0x0G komplex a Racl GEF-jeként miikodik

Fluoreszcensen jelolt guanin nukleotid (M*™GTP/M*™GDP)-csere esszével teszteltik a
lehetoségét annak, hogy az OGG1/8-0xoG komplex a Racl esetében is GEF-ként
funkcional. Amikor a Racl fehérjét M™GDP-vel toltottiik meg (1:1 ardnyban), a
fluoreszcencia intenzitas 1,36x10° FU-r6l megndvekedett 1,9x10° FU-ra. Az OGG1/8-
0x0G hozzaadasa utan, jeloletlen GTP jelenlétében, a fluoreszcencia sebesen lecsokkent,
jelezvén a M™GDP kicserélédését GTP-re (50 %-kal 45 s alatt). A csak OGG1+GTP-t
tartalmazé kontroll esetében nem valtozott a Racl-"*"GDP fluoreszcencisja. Amikor
MantGTP-vel t5lt6ttik a Racl-et az alap fluoreszcencia érték megndvekedett 1,38x10°
FU-r6l 2,02x10° FU-ra, amit az OGG1/8-0x0G hozziadasa (jeldletlen GDP-vel egyiitt)
csak nagyon lassan csokkentett. Ezek az eredmények szinkronban vannak a Racl-GTP
valamint az OGG1/8-0x0G koOzott tapasztalt gyenge kotddéssel és azzal, hogy a
komplex hatékonyan katalizalja a GDP cseréjét GTP-re. A megfigyeléseink hasonloak
az ismert Racl-GEF-ek (pl. Tiam vagy Vav2) mikodését leird eredményekhez sot,
egyes GEF-ek esetében leirtdk kofaktorok vagy poszttranszlacids moddositasok
szabalyozo szerepét a hatékony GDP-GTP katalizishez. Példdul a foszfoinozitidek a
Tiam pleksztrin homolég doménjahoz (PH) kotédve megnévelik annak GEF aktivitasat.
Az adataink azt sugalljak, hogy az OGG1/8-0x0G komplex hasonléan mitkddik méas Rac
csaladhoz tartozd GEF-ekhez, melyek egy kofaktor (8-oxoG) megkotését igénylik a

megfelelé konformacio kialakitasahoz és ezaltal a Rac1-GDP-hez val6 kapcsolodashoz.

4.16 A ROS-OGG1-Racl harmas szerepe sejtes valaszokban
Az irodalomban kozolt eredmények alapjan kideriilt, hogy a ROS meg tudja valtoztatni
az OGGI1 javitd aktivitasat, sejten beliili lokalizacidjat a sejt DNS javitasi sziikségletei

szerint. Kimutattak, hogy az OGG1 molekuldk eloszlasa megvaltozik a sejtmagban a
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lokalisan generalt oxidativ stressz hatasara. Szintén kimutattak, hogy a NOX4-bdl
szarmaz6 ROS képes 8-oxoG-t generalni a DNS-ben és ezaltal bizonyos gének
(gyulladasos valasz) expresszidjat megvaltoztatni. Az OGGl-et egy klasszikus DNS
javitd fehérjének tekintik, azonban megfigyeléseink szerint 8-oxoG-al komplexben
képes mind Ras-, mind Rac1-GEF-ként funkcionalni. Azt feltételezziik, hogy a komplex
nem csak kis GTPaz-fliggé utvonalakat aktivalja, hanem az jelatviteli utakhoz
kapcsolodd gének transzkripcidjat is inicializalja. Egy friss tanulmanyban az OGGI-
BER szerepét vizsgaltdk a gyulladaskeltd citokinek/kemokinek aktivacidjaban,
ugyanakkor egy masik tanulmany az OGG1-BER szerepét mutattdk ki a K-Ras-t és NF-
kB-t magéba foglalo természetes immunvalaszban. Habar mi csak azt mutattuk ki, hogy
az aktivalt Racl noveli a ROS szintet a NOX4 keresztiil, ezen kiviil mas szabalyozo
folyamatokban is lehet szerepe. Ezt a hipotézisiinket megerdsitvén egy masik tanulmany
azt kozolte, hogy sejtkulturakban, szovetekben az OGG1 8-0x0G jelenlétében, aktivalja
a Rho-GTPazt, ami szabalyozza az a-simaizom aktin (a-SMA) polimerizacidjat stressz
rostokka. Ezaltal az OGGl-nek szerepe lehet a kiilonb6z6 kronikus betegségeknél

megfigyelt citoszkeletalis atrendezédésekben.
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5. Uj tudomanyos eredmények

A disszertacio az alabbi 0j tudomanyos eredményeket mutatja be:

— a 8-0x0G megkodtése az OGG1 térszerkezeti valtozasat eredményezi, ami lehetové
teszi a komplex kis GTP-4zokhoz vald kotddését.

— mind a hozzaadott, mind a sejten belill keletkezett 8-0xoG képes aktivalni a Ras
fehérjét.

—  8-0x0G kezelés utan a tiidoben megndvekszik az aktivalt Ras és a Racl fehérjék
szintje.

— az 0GG1/8-0x0G komplex képzdédése MEK/ERK aktivaciohoz vezethet a Ras
proteinen keresztiil, valamint,

—  reaktiv oxigén gyokok képzédéséhez a Racl/NOX4 aktivalasan keresztiil.
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6. Osszefoglalas

A DNS gyakori célpontja mind a kiilsd, mind a bels6 eredetii oxidativ agenseknek. Az
egyik legtobbet tanulmanyozott oxidalt DNS bazis a 8-oxoGuanin (8-0x0G), aminek
mért mennyisége a szervezetet ért oxidativ stressz indikatoraként hasznalhaté. A 8-oxoG
kivagasaért a 8-oxoguanin DNS glikozilaz-1 (OGG1) felelds, ami a bazis-eltavolitd
javitds soran kivagja az oxidalt guanint mind a nukledris, mind a mitokondrialis
genombol. Annak ellenére, hogy a 8-oxoG akkumulaldodasa a DNS-ben 6sszekothetd az
oregedéssel vagy olyan rendellenességekkel, mint a tumorok kialakulasa és az
Alzheimer-kor, az OGGI knock-out egerek élettartama nem csokken, a tumor képzddés
valoszinlisége csak kevéssé emelkedik bennilk, valamint mind a kronikus oxidativ
stresszel, mind a gyulladasos folyamatokkal szembeni alloképességiik megnovekszik.
Munkank sordn az OGG1 egy olyan 0j miikddését irjuk le, amit a kivagott 8-0xoG
megkotésével képes kifejteni. Bemutatjuk, hogy az OGGI rendelkezik a katalitikustol
fliggetlen 8-0x0G koétdhellyel is és a kivagott termékével komplexben nemcsak sokkal
hatékonyabban tavolitja el az oxidalt guanint, hanem olyan térszerkezeti valtozason
megy at, ami lehetdvé teszi Ras és Racl szabalyz6 GTP-azokhoz val6 kotodését. Ez a
kapcsolodas elésegiti a GDP lecserélodését GTP-re, ami a GTP-azok aktivalasahoz
vezet. Kimutattuk, hogy 8-0xoG intranazalis beadasa utan a tiidében megndvekszik a
Ras és a Racl fehérjék szintje. Az eredményeink szerint mind a hozzaadott, mind a
sejten beliil keletkezett 8-oxoG bazis képes az OGGl-gyel komplexet képezni és
aktivalni a Ras fehérjét. Kimutattuk, hogy az OGG1/8-0x0G komplex képzddése
MEK/ERK aktivacidhoz vezethet a Ras protein-, mig reaktiv oxigén gyokok (ROS)
képzédéséhez a Racl/NOX4 aktivalasan keresztiil. Habar eredményeink biologiai
jelentdsége még nem teljesen ismert, Ggy tiinik, hogy a Racl aktivacidja és a lokalizalt
ROS termelés fiziologids részét képezi az OGGl1-altal elinditott, a DNS karosodasra
adott sejtvalaszoknak. Mivel az OGG1/8-0x0G komplex nemcsak a Racl-gyet, hanem a
Ras csalad klasszikus GTP-azait is aktivalja, lehetséges, hogy a Racl/NOX4/ROS ¢és
Ras altali jelatvitel a sejt homeosztazisdnak fenntartasdban is szerepet jatszik. Az OGG1
szabalyozas feletti kontroll elvesztése a 8-0xoG molekulak fokozott eltavolitasahoz, és
ez altal a Racl és Ras GTP-azok tulzott aktivalasdhoz vezethet, ami hozzajarulhat koros

sejtvalaszok, valamint betegségek ¢és az Oregedési folyamatok kialakuldsdhoz.
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8. Targyszavak
8-Oxoguanin, 8-Oxoguanin DNS glikozildz-1 (OGG1), Bazis-kivagod javitas (BER),
Jelatvitel, NADPH oxidaz 4, Oxidativ stressz, Racl GTPaz, Ras GTPaz.
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9. Koszonetnyilvanitas

Habar ezen disszertacié cimlapja csak egyetlen szerz6t nevez meg, szamos egyén jarult

hozza az elkésziiléséhez, akiknek eziuton kdszondm tamogatasat és segitségét.

Szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Bacsi Attilanak minden
segitségéért, amit a cikkeinkhez, az adminisztrativ teend6khoz, valamint a disszertacid

végleges formajanak elnyeréséhez nyujtott.

Szeretném kifejezni kiilon kdszonetemet volt témavezetémnek, Dr. Boldogh Istvan
professzornak, aki kutatéi munkamat tamogatta a Texasi egyetemen. Széleskorii elméleti
és tapasztalati tudéasa, valamint lényeglatdsa kulcsfontossagli volt a projektem
elérehaladdsaban. Emlékeztetett rd, hogy a kutatds osztatlan figyelmet igényel az
akadalyokon val6 tovabbjutashoz és a kihivasok teljesitéséhez. J6 mentorhoz hiven nem

csak tudoményos szemléletébdl, hanem gazdag élettapasztalatabol is sokat adott at.
Segitségiikért és kutatoi munkamban vald kdzremitkodésiikért koszonet illeti minden
kollégamat és kollaboransomat, akikkel egyiitt dolgoztam a UTMB-n t5ltott 6 évem

soran.

Szintén szeretném megkdszonni Dr. Rajnavélgyi Eva professzor asszonynak PhD

hallgato6i id6szakom alatt az Immunolodgia Intézetben nyujtott timogatasat.

Szeretnék koOszonetet mondani barataimnak, akik motivaltak és emlékeztettek az

értékeimre, amikor sziikségem volt ra.

Kiilon koszonetet mondok sziileimnek és fiamnak, akik tdmogatnak és hisznek bennem

fliggetleniil attdl, hogy hol jarok az életutamon.
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