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Kinetika oporavka dvolancanih prekida DNK u odgovoru na jonizujuce zracenje i
alkilirajuce agense in vitro

Izvod

Sindromi genomske nestabilnosti nastaju kao posledica mutacija u genima koji
kodiraju proteine ukljuc¢ene u odgovor na oste¢enje i popravku DNK. Veéina tih bolesti
pokazuje slicne in vitro Celijske fenotipove; specifican Celijski ciklus, povecanu osetljivost na
oksidativni stres 1 sklonost ka razvoju maligniteta. Jedan od retkih, ali sa aspekta
razumevanja Celijskog odgovora na ozledu DNK, znac¢ajnih sindroma genomske nestabilnosti
je Fankonijeva anemija. Osnovno obeleZje FA ¢elijskog fenotipa je visok nivo spontanih
hromozomskih prekida, koji se moZe povecati izlaganjem ovih ¢elija alkiliraju¢im agensima,
kao Sto su mitomicin C i diepoksibutan (DEB). Manje poznata i jo§ uvek sporna
karakteristika FA celija je njihova radioosetljivost. S obzirom da je primena jonizujuceg
zracenja Cesto jedina opcija u leCenju takvih bolesti pred transplantaciju kostne srzi,
proucavanje odgovora na jonizujuce zracenje i njihove radioosetljivosti je od fundamentalnog
znacaja. Osnovni cilj ovog istrazivanja je bio ispitati odgovor na DNK ostecenja indukovana
jonizuju¢im zrac¢enjem i alkiliraju¢im agensima in vitro kod fibroblasta pacijenta obolelih od
Fankonijeve anemije. Budu¢i da Fankonijeva anemija pripada grupi oboljenja koje
karakteriSu defekti proteina ukljucenih u odgovor na osSte¢enja indukovana jonizujué¢im
zraenjem, vrSena je analiza y-H2AX kao markera dvolan€anih prekida. U ovom istrazivanju
je pracena kinetika oporavka dvolanacanih prekida indukovanih zracenjem i
diepoksibutanom kao alkiliraju¢im agensom u primarnim fibroblastima pacijenta obolelih od
aplazije kostne srzi, ukljucuju¢i i FA pacijente, primenom y-H2AX metode, analizom
mikronukleusa, ¢elijskog ciklusa, apoptoze i pojedina¢nih nukleotidnih izmena ciljnih gena.

Rezultati su pokazali da se FA pacijenti mogu razlikovati od ostalih pacijenata sa
aplazijom kostne srzi (BMF), na osnovu y-H2AX testa 24 h nakon izlaganja c¢elija
jonizuju¢em zracenju (p<0.05). U FA celijama ucestalost rezidualnih y-H2AX fokusa je
priblizno 3 puta veca u odnosu na BMF i kontrolne ¢éelije i u proseku 9 puta ve¢a u odnosu na
stanje pre zracenja (p<0.05). Metod y-H2AX je brz i osetljiv test, koji se moze koristiti za
neposrednu dijagnozu individualnog FA celijskog fenotipa. KaSnjenje u kinetici popravke
zraCenjem indukovanih dvolancanih prekida u FA fibroblastima moze se smatrati merom
konstitutivne radioosetljivosti pre odredivanja 1 primene doze za transplantaciju
hematopoetskih mati¢nih ¢elija. Sa druge strane, CB-MN testom je nemoguce proceniti
konstitutivnu  radioosetljivost FA pacijenata, ali uofeno povecanje indukovanih
mikronukleusa u FA grupi u odnosu na BMF grupu ipak ne iskljucuje primenu ovog testa kao
dopunskog, posebno u veéim studijama. Celije FA pacijenata imaju poremeéaj u regulaciji
¢elijskog ciklusa i apoptoze; nakon ozracivanja vecina Celija se zaustavlja u G2/M fazi, §to je
praéeno malim procentom celija koje podlezu apoptozi, dok nakon tretmana DEB-om FA
¢elije znaCajno kasne sa ulaskom u apoptozu. Pojedinacne nukleotidne izmene gena
ukljucenih u puteve popravke DNK i regulaciju ¢elijskog ciklusa ukazuju na loSiju prognozu
1 vecu sklonost ka razvoju tumora pacijenta obolelih od FA u odnosu na BMF pacijente.

NasSe istrazivanje na FA fibroblastnim ¢elijama potvrduje da je ovo "oboljenje DNK
reparacije" 1 istovremeno ukazuje koliki je znacaj neoSte¢enog FA puta u ocuvanju genomske
stabilnosti. Utvrdeno kasnjenje u kinetici popravke zra¢enjem indukovanih dvolancanih
prekida u fibroblastima FA pacijenata, pruza moguc¢nost za novi pristup u diferencijalnoj
dijagnostici FA celijskog fenotipa i1 prediktivnim testovima za transplanataciju kostne srzi.



Repair kinetics of DNA double-strand breaks induced by ionising radiation and
crosslinking agents in vitro

Abstract

The genomic instability syndromes result from mutations in genes that encode
proteins involved in response to DNA damage and repair. Most of these diseases show
similar cellular phenotypes in vitro, the specific cell cycle, increased susceptibility to
oxidative stress and susceptibility to malignancy. Fanconi anemia is a rare genomic
instability syndrome characterized by diverse developmental abnormalities, progressive bone
marrow failure (BMF) and predisposition to both hematological malignancies and solid
tumors. The hallmark of the FA cellular phenotype is sensitivity to DNA cross-linking agents
such as mitomycin C and diepoxybutane (DEB) and such sensitivity is used in the diagnosis
of Fanconi anemia. However, results obtained after exposure of FA cells to ionizing radiation
are not uniform.

The aim of this study was to investigate the response to ionizing radiation and cross-
linking agents of Fanconi anemia fibroblasts in vitro. Assuming that Fanconi anemia belongs
to human disorders that are conferred by defects in proteins that function in response to
double strand breaks (DSBs), a newly developed marker of DSBs y-H2AX, is used to study
response and sensitivity to ionizing radiation. In this study, we evaluated repair kinetics of
radiation and DEB-induced DNA damages in primary fibroblasts of bone marrow failure
(BMF) patients including FA patients employing y-H2AX assay, CB-MN test, cell cycle
analysis, apoptosis assay and single nucleotid polmorphism in target genes.

Cell lines originating from FA patients displayed a significant delay in the repair of
radiation-induced DNA DSBs relative to BMF and control cell lines (p<0.05). The delay is
especially evident at recovery time of 24 hours, and is seen as about 9-fold increase of
residual y-H2AX foci compared to self-state before irradiation (p<0.05). In FA cells
frequencies of residual y-H2AX foci is approximately 3-fold higher compared to BMF and
control cells. Delayed repair kinetics of FA cells confirms the nature of FA as a DNA repair
disease, and at the same time gives an opportunity to make diagnosis of FA easier. The
observed delay in repair kinetics of FA cells represents a special mode of intrinsic
radiosensitivity, which can be exploited to discriminate FA from non-FA BMF patients and
prevent major toxicity in standard dose-conditioning regimens for hematopoietic stem cell
transplantation. On the other hand, CB-MN assay is insufficient for estimation of the
constitutive radiosensitivity of FA patients, but observed increase of induced micronuclei in
the FA group compared to the BMF group, does not exclude its employment as
supplementary diagnostic test. FA cells show abnormalities in the regulation of cell cycle and
apoptosis. After irradiation majority of FA cells are permanently arrested in G2/M, which is
followed with very low number of cells entering apoptosis, while after DEB treatment
significant delay in entering apoptosis was observed. Single nucleotide polymorphisms in
DNA repair genes and genes responsible for cell cycle regulation indicate an increased
susceptibility toward malignancies in FA patients compared to BMF patients.

This study confirmed Fanconi anemia as the "DNA repair" disease and indicates
significance of undamaged FA pathway in maintaining genomic stability. The delay in repair
kinetics of FA cells gives an opportunity for straightforward diagnosis of individual FA
cellular phenotype and helps as predictive test for bone marrow transplantation.
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Uvod

1. Uvod

DNK je u ¢elijama prisutna u obliku dvolanc¢anog molekula koji u kompleksu
sa histonima i nehistonskim proteinima ¢ini hromatin. Strukturna stabilnost hromatina
omogucuje funkcionisanje, razvoj i prezivljavanje Celije, a ostvaruje se dinamicki,
ravnotezom izmedu neprestanog nastajanja i popravljanja DNK oStecenja.

Genom je konstantno izloZen egzogenim i endogenim agensima koji oStecuju
DNK. Nepopravljene ili pogresno popravljene DNK lezije, indukovane fizi¢kim
agensima, kao Sto je jonizujuée zracenje ili hemijskim agensima i oksidativnim
stresom, mogu izazvati genomsku nestabilnost ili nekontrolisanu deobu ¢elija ukoliko
¢elije ne podlegnu apoptozi (Hoeijmakers, 2001; Khanna i Jackson, 2001; van Gent i
sar.,2001).

Budué¢i da je ocuvanje genomskog integriteta kljucno za razvoj i
prezivljavanje, ¢elije su tokom evolucije razvile sofisticirane mehanizme za otkrivanje
1 popravku oste¢enja molekula DNK. Putevi popravke DNK se povezuju sa celijskim
ciklusom u mrezu poznatu kao "odgovor na DNK ostecenje" (engl. DNA damage
response, DDR). Odgovor na oste¢enje DNK ostvaruje se kroz aktivaciju kontrolnih
taCaka Celijskog ciklusa, modifikaciju histona u blizini mesta oste¢enja i organizaciju
hromatinskih enzima 1 proteina koji ¢e ucestvovati u popravci DNK (O'Driscoll 1
Jeggo, 2006).

Poremecaj u odgovoru na oSte¢enje DNK je karakteristika sindroma genomske
nestabilnosti. Ovu heterogenu grupu oboljenja, medu kojima je i Fankonijeva anemija,
karakteriSe gubitak kontrole Ccelijskog ciklusa 1 povecana sklonost ka razvoju
maligniteta. Dosadasnja istrazivanja Fankonijeve anemije su utvrdila da oboleli imaju
visok nivo spontanih hromozomskih aberacija, koji se povecava pod dejstvom
alkiliraju¢ih agenasa (Kalb i sar., 2006). Nasuprot tome, odgovor na jonizujuce
zracenje 1 njihova radioosetljivost su nedovoljno ispitani ili su rezultati kontroverzni.
Budu¢i da je primena jonizujuceg zracenja Cesto jedina opcija u le¢enju takvih bolesti
pred transplantaciju kostne srzi, proucavanje odgovora na jonizujuée zracenje i

njihove radioosetljivosti je od fundamentalnog znacaja.



Uvod

1.1. Hromatin

Hromatin je kompleks genomske DNK i proteina, histona i nehistonskih
proteina, koji omogucéavaju specificno pakovanje DNK 1 imaju ulogu u zastiti i
regulaciji njene funkcije. Postoji pet glavnih klasa histona koji imaju klju¢nu ulogu u
pravilnom pakovanju hromatinske niti. Po dve kopije molekula histona H2A, H2B,
H3 i H4 grade oktamer histonskog jezgra oko koga se obmotava segment DNK
dvostrukog heliksa. Priblizno 147 baznih parova DNK udruzuje se sa jezgrom histona,
stvaraju¢i manje od dva navoja oko oktamera (Kinner i sar., 2008). Nakon kratkog,
tzv. "spacer" segmenta DNK (od 20 do 80 baznih parova), stvara se slede¢i kompleks
jezgro-DNK 1 tako naizmeni¢no, daju¢i hromatinu izgled niski perlica (Slika 1.1.).
Svaki kompleks DNK sa jezgrom se naziva nukleozom i predstavlja osnovnu jedinicu
grade hromatina. Peti tip histona H1 se vezuje za ivicu svakog nukleozoma, u
medunukleozomnom "spacer" regionu. Na taj nacin se duge niske nukleozoma dalje
pakuju u sekundarnu helikoidnu strukturu, hromatinsku nit pre¢nika 30 nm (koja je
priblizno tri puta deblja od nukleozomne niti). Ova cilindri¢na "solenoidna" nit
predstavlja osnovni oblik organizacije hromatina. Sami solenoidi, hromatinske niti, se
pakuju u petlje (podrucja, domene) koje su u intervalima od 100 kb vezane za
nehistonsku proteinsku osnovu ili matriks 1 grade hromozome (Misteli, 2007).

Stabilnost hromatina ostvaruje se vodoni¢nim vezama izmedu DNK i
histonskog jezgra. Da bi se obezbedila pristupacnost hromatinskoj strukturi i olaksale
razli¢ite funkcije DNK, interakcije sa jezgrom histona su regulisane brojnim
kovalentnim modifikacijama, te iako su im svi delovi histona podlozni, one su
najcesce rezervisane za duge "repove" ovih proteina (engl. histone tails). Modifikacije
smanjuju afinitet histonskog repa prema susednim nukleozomima i tako posredno
utiCu 1 na strukturu hromatina (Kouzarides, 2007). Medutim, najznacajniji efekat
histonskih modifikacija je da privuku specifi¢ne proteine. Grupisani proteini definiSu i
iniciraju bioloske funkcije na nacin koji je usko vezan sa lokalnom hromatinskom
strukturom.

Modifikacija hromatinske strukture ima klju¢nu ulogu u regulaciji popravke

DNK (Groth i sar., 2007). Na osnovu efekata na celokupan hromatin, DNK lezije
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mogu biti klasifikovane u dve kategorije. Prva kategorija obuhvata oSte¢enja baza i
nukleotida, kao 1 pojedinacne prekide DNK lanca. Ova oSte¢enja ne uticu na
hromatinsku celovitost i popravka DNK ozleda je moguca sa ogranic¢enim, lokalnim
modifikacijama hromatinske strukture, upotrebom komplementarnog DNK lanca kao
matrice. Druga kategorija oSte¢enja obuhvata DNK dvolancane prekide (engl. double-
strand breaks, DSBs) 1 DNK-protein unakrsna vezivanja i moZe narusiti celovitost 1
funkciju hromatina. Ovaj tip DNK lezija destabiliSe hromatin i time posredno deluje

na signaliziranje i popravku na mestu oste¢enja (Kinner i sar., 2008).
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Slika 1.1. Grada hromatina. Preuzeto iz Kinner Gamma-H2AX in recognition and signaling of DNA
double-strand breaks in the context of chromatin. Nucleic Acids Research (Kinner i sar., 2008)
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1.2. Dvolancani prekidi DNK

Dvolan€ani prekidi su bioloski najletalnije DNK lezije. Mogu nastati kao
posledica dva bliska, nezavisno nastala jednolancana prekida u suprotnim lancima ili
kao posledica hidrolize fosfodiestarske veze u oba lanca istovremeno. U poredenju sa
drugim tipovima DNK lezija, dvolan¢ani prekidi su posebno sloZeni, jer je njihova
"error-free" popravka mogucéa samo kroz kopiranje izgubljene sekvence sa razlicitih
DNK molekula (ili nekog drugog dela istog molekula), buduéi da je komplementarni
lanac takode ostecen (Kinner i sar., 2008).

Dvolancane prekide mogu indukovati egzogeni agensi, kao Sto su jonizujuce
zracenje 1 odredeni hemioterapeutski lekovi, ali takode mogu nastati i endogeno u
toku replikacije, V(D)J rekombinacije, mejoze ili usled skradenja telomera
(Hoeijmakers, 2001; van Gent i sar., 2001). Priroda nastanka dvolancanih prekida
odreduje dalju obradu i put popravke nastalog ostecenja.

U bioloskom smislu od posebnog znafaja su dvolancani prekidi nastali
delovanjem jonizujuceg zracenja. Jonizujuée zracenje indukuje ozlede DNK na dva
nacina, direktno depozicijom energije na genetiCki materijal 1 indirektno delovanjem
sekundarno nastalih slobodnih radikala, posebno reaktivnih vrsta kiseonika (engl.
reactive oxigen species, ROS) (Joksi¢ i sar., 2000; O'Driscoll 1 Jeggo, 2006).
Reaktivne vrste kiseonika i1 slobodni radikali, nastali delimicnom redukcijom
kiseonika reaguju sa molekulima proteina, nukleinskih kiselina, lipida i ugljenih
hidrata, §to za posledicu ima povecanje fluidnosti ¢elijskih membrana, inaktivaciju
membranskih enzima, ubrzanu proteolizu, starenje, poremecen prenos signala u

¢elijama, malignu transformaciju ili smrt ¢elije.

1.2.1. Signalne kaskade dvolancanih prekida

Nekoliko minuta nakon delovanja jonizuju¢eg zracenja na mestu dvolancane
lezije grupiSu se proteini (engl. DNA damage response proteins) i formiraju uocljive

sub-jedarne strukture, "fokuse" (engl. IR-induced nuclear foci, IRIF) (Fernandez-
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Capetillo i sar., 2003). Indukovani fokusi su funkcionalno povezani sa dva fizioloska
procesa, aktivacijom proteina na mestu oSteCenja i iniciranjem puteva popravke
(Fernandez-Capetillo i sar., 2002; Lou i sar., 2006).

Odgovor na dvolancani prekid ostvaruje se kroz sinhronizovano delovanje
enzimskih sistema koji prepoznaju DNK leziju, a zatim aktiviraju razli¢ite nizvodne
procese za njihovu popravku. U sloZenim procesima prenosa signala oSte¢enje DNK
otkriva senzorni molekul, koji zatim aktivira kaskadu protein kinaza i poja¢avanjem
signalizacije okuplja na mesto oSteCenja reparativne enzime, efektorne proteine, koji
konkretno popravljaju DNK oStecenje (Slika 1.2.). Signalizacija na mestu
dvolan€anog prekida je izuzetno osetljiva i1 selektivna, jer se mora pokrenuti brzo i
efikasno, ¢ak i ako postoji mali broj dvolanc¢anih prekida i mora ostati neaktivna pod
drugim uslovima.

Ako dvolancani prekid ostane nepopravljen, moze da dovede do trajnog
zastoja Celijskog ciklusa, apoptoze ili mitotske celijske smrti (Olive, 1998). Sa druge
strane, ako se popravi sa greSkom, to moze da dovede do maligne transformacije kroz

direktne ili naknadno nastale hromozomske rearanzmane (Morgan i sar., 1998).
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Slika 1.2. Odgovor na DNK osteéenje
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Mrel1-Rad50-Nbsl (MRN) kompleks proteina se smatra primarnim senzorom
dvolancanog prekida. MRN kompleks prepoznaje dvolanc¢ane prekide DNK i grupise
protein kinazu ATM na mestu oSte¢enja stvarajuci jedarne fokuse. Mesta dvolancanih
prekida DNK lanca nakon delovanja MRN kompleksa poprimaju formu kratkih
jednolanc¢anih oligonukleotidnih nizova, koje prepoznaje ATM kinaza. ATM, DNA-
Pk 1 ATR pripadaju porodici fosfatidilinositol kinaza (engl. phosphatidylinositol 3-
kinase related kinase, PIKK) 1 imaju znacajnu ulogu u grupisanju ostalih proteina
primarnog repera dvolancanih prekida DNK. Aktivacija i vezivanje kinaza na mestu
DNK lezije ostvaruje se direktnom interakcijom sa specificnim faktorima NBS1 (za
ATM), ATRIP (za ATR) 1 Ku 70 i 80 (za DNA-Pk) (Falck i sar., 2005; You i sar.,
2005). Osim toga, ovi proteini ucestvuju u regulaciji transkripcije, ¢elijskog ciklusa i
odrzavanju genomske stabilnosti (Dasika 7 sar., 1999). ATM i DNA-Pk odgovaraju
uglavnom na dvolancane prekide, dok se ATR aktivira jednolananom DNK i
zaustavljenom replikacionom viljuskom (Bartek 1 Lukas, 2007).

Kada se ATM grupiSe na mestu oSte¢enja ona dalje fosforiliSe histon H2AX,
tj. aminokiselinu serin na 139 mestu (Slike 1.3. 1 1.4.). Fosforilacija serina 139 (S-
139) u H2AX predstavlja jednu od nekoliko modifikacija koje se dogadaju na
karboksi kraju ovog proteina. H2AX se fosforiliSe u y-H2AX nekoliko sekundi nakon
izlaganja ¢elija jonizuju¢em zracenju i dostize maksimum 30 minuta nakon aktivacije.

Sva tri glavna PIKK c¢lana, ATM, ATR i DNK-Pk, imaju potencijal da
fosforiliSu H2AX i smatra se da je svaki od njih nosilac fosforilacije kada ostali nisu
(Andegeko i sar., 2001; Burma i sar., 2001; Stiff i sar., 2004). Medu PIKK kinazama,
ATM je najpogodnija za fosforilaciju H2AX zahvaljuju¢i sposobnosti da se aktivira
putem neposredne modifikacije lokalnog hromatina, koji je asociran sa DNK
prekidom (Bakkenist i Kastan, 2003). Budu¢i da modifikacija hromatina obuhvata ceo
hromatinski region, ATM ¢e fosforilisati nekoliko H2AX molekula unutar tog
regiona. Sa druge strane, DNA-Pk se aktivira interakcijom sa Ku, nakon §to se Ku
direktno veze za DNK kraj i ima smanjen opseg fosforilacije H2AX (Wang i sar.,
2005). Iako joj je potreban NBS1 za optimalnu aktivnost, ATM se smatra glavnom
kinazom koja fosforiliSe H2AX pod normalnim fizioloSkim uslovima (Hickson i sar.,

2004; Veuger i sar., 2004; Friesner i sar., 2005).
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Slika 1.3. Putevi odgovora na dvolancane prekide. Preuzeto iz The role of double-strand break repair -
insights from human genetics. Nature Reviews: Genetics (O'Driscoll i Jeggo, 2006)

Nasuprot direktno indukovanim DNK prekidima, dvolancane prekide nastale

tokom replikacije prepoznaje ATR-kinaza (Ward i Chen, 2001; Limoli i sar., 2002;

Hanasoge 1 Ljungman, 2007), koja takode fosforiliSe H2AX. Potrebno je, medutim,

ista¢i da se ATR aktivira kroz interakciju s ATRIP 1 da je primarna funkcija ove

kinaze u prepoznavanju jednolan¢anih regiona DNK (Paulsen i Cimprich, 2007).
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1.2.2. yH2AX-koordinator signaliziranja

Obelezavanje hromatina sa y-H2AX na mestima indukovanih dvolanc¢anih
prekida predstavlja prvi signal za pocetak popravke nastalog ostecenja. Najnoviji
literaturni podaci isticu visoko specificnu molekularnu interakciju koja smesta y-
H2AX u rani odgovor na DNK ostecenje (Slika 1.4.), pri ¢emu se ta¢no odredenim
redosledom grupiSu proteini: NBS1 (engl. Nijmegen breakage syndrome I, nibrin),
53BP1 (engl. p53-binding protein 1) i MDCI1 (engl. mediator of DNA damage
checkpoint I). Aktiviranje i organizacija ovih proteina se moze smatrati jednim od
najznacajnijih doprinosa y-H2AX u odgovoru na osteéenje (Kobayashi i sar., 2002;
Stewart i sar., 2003; Ward i sar., 2003).

Kompleks MDC1/NFBD1 (engl. nuclear factor with BRCT domains protein
1), Cesto oznaCen samo kao MDCI, sadrzi dva fosfospecificna protein vezujuca
domena: FHA domen na N kraju i tandem BRCT domen na C kraju (dva BRCA1 C-
terminalna domena). Kompleks MDC1/NFBD1 blizu mesta dvolan¢anog prekida na
DNK interaguje svojim BRCT ostacima sa fosfoepitopima na karboksi kraju
fosforilisanog histona H2AX i olakSava grupisanje ATM kinaze (Stucki i sar., 2005).
Literaturni podaci ukazuju da MDCI1/NFBD1 BRCT ponovljeni domen pomaze -
H2AX u prepoznavanju slede¢eg DNK oste¢enja. MDC1/NFBD1-y-H2AX kompleks
reguliSe H2AX fosforilaciju i akumulaciju proteina neophodnih u odgovoru na DNK
ostecenje (Stucki i sar., 2005).

Interakcijom izmedu MDC1 i1 y-H2AX, mesto dvolancanog prekida je
spremno za signaliziranje i popravku. MDC1 direktno interaguje sa NBS1 (Goldberg i
sar., 2003; Lukas i sar., 2004), koji je u obliku MRN kompleksa takode potreban za
aktivaciju ATM (Falck i sar., 2005; You i sar., 2005). Ova interakcija se odvija preko
fosforilacije MDCI1 kazein kinazom 2 (CK2), koja potpomaze fosforilaciono-zavisne
interakcije sa NBS1 preko FHA i dva BRCA domena. Na taj nacin, pozitivna
povratna sprega generiSe H2AX fosforilaciju. Po modelu pozitivne povratne sprege,

gubitak MDC1 ekspresije ili smanjenje njegovog nivoa u celiji, redukuje H2AX
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fosforilaciju, §to za posledicu ima poremecaj u grupisanju i aktivnosti ATM kinaze
(Stewart i sar., 2003; Stucki i sar., 2005; Lou i sar., 2006) .

Pretpostavlja se da fosforilacija H2AX osim ATM kinazom mozZe biti
indukovana i delovanjem DNA-Pk, koja se vezuje za Ku, a koga inace karakteriSe
visok afinitet za oSteCene DNK krajeve. DNA-Pk efikasno fosforiliSe H2AX u
odsustvu ATM, ali ako je ATM prisutna i inhibirana (delovanjem specifi¢nih
inhibitora), DNA-Pk ne moze fosforilisati H2AX, S$to ukazuje na dominantan
negativni efekat inhibirane ATM na DNA-Pk kinazu (Hickson i sar., 2004). 1zuzetak
su nibrin (NBS1)-deficijentne celije, gde DNA-Pk uspeva da znacajno fosforiliSe
H2AX u uslovima inhibicije ATM (Falck i sar., 2005), ukazuju¢i na kompleksnu
ulogu drugih proteina u signalizaciji dvolancanih prekida DNK. Nibrin vrsi
pregrupisavanje ATM na mestima DNK oSte¢enja i omogucava komunikaciju sa
DNA-PK/Ku kompleksom. ATM 1 DNA-Pk na mesto dvolan¢anog prekida mogu
do¢i 1 direktnim vezivanjem za MDC1 (Lou i sar., 2004; Lou i sar., 20006),
obezbedujuci tako dodatni nivo interakcije i regulacije. Uloga Ku, koga karakteriSe
visok afinitet za oStecene DNA krajeve i1 njegovo vezivanje za MRN kompleks je od
kljucne vaznosti za regulaciju 1 izbor puta popravke molekula DNK.

Osim MDCI1, 53BP1 takode ima sposobnost da detektuje promene u
hromatinu nakon indukcije dvolanc¢anih prekida. Grupisanje 53BP1 na mestu
dvolancanih prekida zavisi od regiona proteina koji sadrzi dva uzastopna Tudor
domena koji se mogu vezati direktno na metilovani histon H3 (Iwabuchi i sar., 2003;
Ward i sar., 2003). Budu¢i da je ova metilacija konstitutivna pod fizioloSkim
uslovima, 53BP1 ¢e se aktivirati samo ako dode do strukturne promene. Da bi se
aktivirani 53BP1 efikasno akumulirao i zadrzao u okviru hromatina koji sadrzi
dvolancani prekid neophodni su y-H2AX i MDC1 (Celeste i sar., 2002; Stewart i sar.,
2003; Ward i sar., 2003; Lou i sar., 2006). Pretpostavlja se da povezivanje MDC1 (sa
NBS1) i y-H2AX na mestima dvolancanih prekida izaziva promene u strukturi
hromatina koje prepoznaje S3BP1 (Minter-Dykhouse i sar., 2008).

Iako se NBS1 i1 53BP1 grupiSu na mestu dvolancanih prekida u odsustvu
MDCI, oni se ne mogu akumulirati i prevremeno se disociraju sa oSteenog

hromatina (Lukas i sar., 2004; Bekker-Jensen i sar., 2005), Sto pokazuje da procesi
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inicijacije 1 propagacije mogu biti nezavisni. Istrazivanja na kvascima 1 voénim
musSicama pokazuju da nakupljanje i modifikacije proteina u odgovoru na dvolancane
prekide mogu biti pojacani ili smanjeni, zavisno od prisustva, odnosno odsustva y-
H2AX u hromatinskom kompleksu (Morrison i sar., 2004; van Attikum i sar., 2004;
Park i sar., 20006).

MR

complex

Aecruiimaent

of other effectors
and DMA

repair foci formation

Slika 1.4. v-H2AX-koordinator signaliziranja na mestu dvolancanog prekida DNK. Preuzeto iz Post-
translational modifications in signal integration. Nature Structural & Molecular Biology (Deribe i sar.,
2010)
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lIako je fosforilacija H2AX najznacajnija modifikacija hromatina uklju€ena u
koordinaciju odgovora na oste¢enje DNK, nedavnim istraZivanjima je ukazano na jo$
jednu modifikaciju, ubikvitinizaciju, koja znacajno doprinosi formiranju IRIF i
koordinaciji signalizacije i popravke (Bennett i Harper, 2008). Dok konjugacija
ubikvitinskih lanaca preko K48 stvara degradacioni signal, K63 vezani ubikvitinski
lanci su ukljuceni u DDR signalizaciju (Pickart i Fushman, 2004; Sobhian i sar.,
2007). Istrazivanja su pokazala da je E3 ubikvitin ligaza, RNF8, klju¢ni enzim za ovu
modifikaciju na mestima dvolancanih prekida (Huen i sar., 2007; Wang i Elledge,
2007) 1 ukljuCena je u lanac dogadaja iniciranih fosforilacijom H2AX (Slika 1.4.).
Smatra se da ova modifikacija pojacava pregrupisavanje 53BP1 u hromatinu, kao i da
povezuje BRCA1-BARD1 kompleks sa IRIF pomoc¢u proteina Rap80 i Abraxas.

Ovim interakcijama se izmedu ostalog objasnjava i veza izmedu MDCI i
MRN kompleksa. MDC1 olaksava povecanje i zadrzavanje MRN kompleksa na
mestima ozleda indukovanih jonizuju¢im zrafenjem, potpomaze grupisanje drugih
DDR proteina na mestu osteenja, Sto ukazuje na njegovu ulogu ,,posrednika" (Stucki
i Jackson, 2006). ATM-om fosforilisani TQXF ostatak na MDC1 prepoznaje ubikvitin
E3 ligazni enzim RNF8S, koji zatim proizvodi ubikvitinske adukte na histonu H2A koji
dovode do formiranja IRIF pomo¢u BRCA1 i 53BP1 (Huen i sar., 2007; Mailand i
sar., 2007).

[ako mehanizmi nisu u potpunosti razjaSnjeni, utvrdena veza izmedu
fosforilacije proteina 1 ubikvitinizacije naglasava vaznost posttranslacionih
modifikatora kao molekularnih prekidaca koji medu brojnim c¢elijskim procesima
reguliSu 1 odgovor na oste¢enje DNK (Chapman i Jackson, 2008).

Svi gore opisani procesi pokazuju zasto se y-H2AX nalazi u centru signalne
kaskade pokrenute dvolancanim prekidom (Slika 1.4.). y-H2AX je neophodan za
inicijaciju odgovora, grupisanje i zadrzavanje mnogih DDR proteina na mestu
dvolancanog prekida (Celeste i sar., 2002; Fernandez-Capetillo i sar., 2002; Wang i
sar.,2002).

Glavna funkcija ovih interakcija je potpomaganje akumulacije 1 produzavanje
interakcije DDR proteina u regionima oSteCenog hromatina, $to je neophodno za

efikasnu i taénu popravku dvolancanih prekida.

11
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Fizioloska uloga fosforilacije H2AX u popravci DNK je jo§ uvek predmet
intenzivnog istrazivanja. I dalje se malo zna o medusobnoj povezanost y-H2AX 1
puteva popravke oStecene DNK, pre svega homologe rekombinacije (engl.
homologous recombination, HR) 1 nehomologog spajanja krajeva (engl. non-
homologous end joining, NHEJ). Analize H2AX-deficijentnih embrionalnih mati¢nih
¢elija (ES) miSeva su pokazale da, iako H2AX nije neophodan za NHEJ ili HR, on
moduliSe efikasnost ovih puteva popravke (Celeste i sar., 2003; Xie i sar., 2004).
Celije miSeva kojima nedostaje H2AX su radiosenzitivne, pokazuju poremecaje u
popravci ostecenja DNK i karakteriSe ih visoka ucestalost hromozomskih aberacija
(Franco i sar., 2006; Kao i sar., 2006; Ramiro i sar., 2006). Dosadasnja istrazivanja
sugeriSu da y-H2AX strukturnom reorganizacijom potpomaze puteve popravke

(Riballo i sar., 2004).

1.2.3. Defosforilacija -H2AX

Fosforilacija H2AX je signal destabilizacije hromatina dvolan¢anim
prekidima. Nakon $to oSte¢enje bude popravljeno, fosforilisani y-H2AX mora biti
preveden u H2AX. Drugim refima, popravka treba da vrati strukturnu celovitost
hromatinu. Ovo moze biti ucinjeno ili putem zamene y-H2AX sa H2AX u
nukleozomu ili defosforilacijom y-H2AX direktno na nukleozomu. Fosfataza 2A
(engl. Protein phosphatase 2, PP2A) je uklju¢ena u defosforilaciju y-H2AX u
¢elijama sisara (Chowdhury i sar., 2005). Mehanizam delovanja PP2A je jo§ uvek
predmet istrazivanja i ne zna se da li je potrebno uklanjanje y-H2AX sa hromatina ili
se defosforilacija odvija in situ. U tom smislu, delimi¢ne kolokalizacije y-H2AX sa

PP2A nakon oste¢enja DNK su kompatibilne sa in situ defosforilacijom.
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1.3.  Putevi popravke dvolancanih prekida

Promena strukture hromatina je vazna za sve puteve koje ¢elija koristi da bi
popravila nastala dvolan¢ana oSte¢enja. Zajednicka karakteristika svih puteva
popravke dvolancanih prekida jeste da oni vracaju strukturnu celovitost DNK, koja
osigurava ouvanje hromatinske organizacije. Cinjenica da se "error-prone" putevi
popravke pretezno koriste za uklanjanje veéine dvolancanih prekida kod visih
eukariota (Iliakis i sar., 2004), ukazuje da strukturni DNK integritet i oCuvanje
organizacije hromatina ima prioritet nad ocCuvanjem lokalne DNK sekvence u
viSecelijskim organizmima.

Kako bi savladala dvolancane prekide, ¢elija je razvila dva mehanizma koji
otkrivaju i popravljaju ovaj tip lezija; homologu rekombinaciju i nehomologo spajanje

krajeva (Slika 1.5.).

1.3.1. Homologa rekombinacija

Rekombinacioni reparacioni put ili homologa rekombinacija (engl.
homologous recombination, HR), popravlja dvolancane prekide koris¢enjem
geneticke informacije sadrzane u neoSte¢enoj sestrinskoj hromatidi ili homologom
hromozomu, precizno uspostavljajuéi originalne sekvence oko mesta dvolancanog
prekida (Paques 1 Haber, 1999; Symington, 2002; West, 2003).

Ovaj "error free" put je katalizovan specificnim enzimima 1 ukljucuje sledece
korake: prepoznavanje dvolananog prekida u molekulu DNK, obradivanje krajeva
lanaca DNK, ¢ime se formiraju invazivni lanci sa 3’0OH krajevima, invaziju ili
razmenu lanaca, sintezu DNK, ligaciju, formiranje Holidejeve petlje, migraciju grana
1 razreSenje rekombinacionog intermedijera. Proteini ukljuceni u HR su Rad52 grupa
proteina (Rad51, Rad52, Rad54, Rad55, Rad57, Rad59, Mrell i Xrs2) (Haber, 2000;
Symington, 2002).
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Homologa rekombinacija je glavni put za popravku dvolan¢anih prekida kod
prokariota i1 jednocelijskih eukariota, dok je kod visih eukariota ovaj put aktivan samo
ako je u Celiji prisutna sestrinska hromatida, koja se sintetiSe tokom S faze ¢elijskog
ciklusa.

Non-homclogous
end-joining (NHEJ)

Ds8 DsB

-=~" | g IMRE11
2 Inest
=P Nuclease-
mediated
resection rRADSZ
O
o
P Y
\xxﬁm/r BRCAT
— '\‘ RADS 1-BRCAZ
[Eoese] RADS+
Strand

BRCA2
invasion ‘ RADS1
Inaccurately
repaired DNA | |

lm.ﬁ.porymaase

DA ligase
DNA synthesis;
branch migration

Accurately repaired DNA

Slika 1.5. Putevi popravke dvolancanih prekida DNK. Preuzeto iz ATM and related protein kinases:
safeguarding genome integrity. Nature Reviews: Cancer (Shiloh, 2003)
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1.3.2. Nehomologo spajanje krajeva

Nehomologo spajanje krajeva (engl. non-homologous end joining, NHEJ) ili
ilegitimna rekombinacija je konceptualno vrlo jednostavan put popravke kojim se
prekinuti krajevi dovode u blizinu jedan drugome i medusobno direktno spajaju (bez
prisustva dugih nizova homologih sekvenci) (Burma i sar., 2006). Sistem je sklon
greskama (engl. error prone) i moze dovesti do stvaranja delecija koje su veli¢ine od
nekoliko bp do nekoliko Kb na mestu gde se dogodio dvolancani prekid. NHEJ put
ima klju¢nu ulogu u popravci dvolancanih prekida kod viSih eukariota, §to je narocito
izrazeno u Celijama koje se ne dele (terminalno diferencirane ¢elije) 1 u ¢elijama koje
se nalaze u Gl fazi Celijskog ciklusa, u uslovima nedostatka sestrinskih hromatida
neophodnih za rekombinacioni reparacioni put.

Na mestu dvolancanog prekida aktivira se heterodimerni Ku kompleks (Ku70-
Ku80), koji je glavni "end binding" faktor 1 vezuje se sekvenca-nespecifi¢no za kraj
dvolanc¢ane DNK. Ku kompleks je kruzna struktura sa centralnim "otvorom" koji
moze da primi dvolan¢anu DNK. Unutrasnjost "otvora" sadrzi pozitivno naelektrisane
aminokiseline koje ostvaruju kontakte sa negativno naelektrisanim fosfatnim grupama
DNK i omogucavaju Ku kompleksu da klizi duz DNK. Ku kompleks aktivira DNK
protein kinazu DNA-Pk 1 Artemis protein (Collis 7 sar., 2005). Sakupljeni zajedno na
kraju DNK, Ku kompleks i DNA-Pk predstavljaju DNK zavisnu protein kinazu
(DNAPK) (Pierce i sar., 2001). U ovom kompleksu Ku heterodimer se pomera ka
unutras$njosti prekinutih DNK molekula, dok DNA-Pk ostaje na krajevima DNK.

Pored protein kinazne funkcije, DNA-Pk poseduje i funkcije primaze i
nukleaze. DNA-Pk je glavni "end bridging" faktor u NHEJ putu, protein-protein
interakcijama izmedu dva DNA-Pk molekula premos¢uju se krajevi DNK na mestu
dvolancanog prekida. Artemis protein interaguje sa DNA-Pk 1 ucestvuje u
procesuiranju krajeva DNK 1 pripremi za njihovu ligaciju. Ovaj protein poseduje
nukleaznu aktivnost koja je regulisana fosforilacijom sa DNA-Pk: 3° i 5’
egzonukleaznu aktivnost, dok u kompleksu sa DNAPK poseduje i 3’ i 5’
endonukleaznu aktvnost (Collis i sar., 2005). Sastavljanje DNA-Pk dalje za rezultat
ima aktivaciju DNK ligaze IV i njenih asociranih faktora (XRCC4 i PNK).
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DNK polimeraze X familije (pol I i1 pol p) asociraju sa DNK koja je vezana sa
Ku kompleksom i popunjavaju pukotine nastale u toku procesuiranja i popravke
dvolanc¢ane lezije (Lieber, 2008). Na kraju, DNK ligaza IV lepi krajeve DNK ¢ime se

zavrsava popravak dvolan¢anog prekida.

1.4.  Regulacija puteva popravke DNK i celijski ciklus

Regulacija puteva popravke DNK je vazna za integritet genoma i mozZe se
ostvariti modulacijom izbora puta popravke kada je lezija potencijalni supstrat za dva
ili viSe puteva popravke, reguliSuci stabilnost ili aktivnost faktora popravke, ili
regulacijom vremenskog razdoblja tokom koga se popravka moze ostvariti.

DNK replikacija, razdvajanje, ciklusi kondenzacije i dekondenzacije odvijaju
se pod kontrolom topoizomeraza, enzima koji uklanjaju torzioni poremecaj iz
dvolan¢ane DNK, prekidima i spajanjem jednog ili dva DNK lanca (Wang, 2002).
Struktura i zbijenost hromatina su takode regulisani preko ¢elijskog ciklusa i mogu
delovati regulatorno ili drugim post-translacionim modifikacijama (Groth i sar., 2007;
Karagiannis i EI-Osta, 2007; Kouzarides, 2007).

Tokom poslednje dekade u velikoj meri je rasvetljena slozenost razlicitih
puteva popravke DNK. Utvrdeno je da post-translacione modifikacije (fosforilacija,
ubikvitinizacija i sumoilacija) vazne za regulaciju stabilnosti i aktivnosti komponenti
regulatorne masinerije, posredno reguliSu i Celijski ciklus. Ove post-translacione
modifikacije deluju na grupisanje proteina popravke na mestima oStecenja DNK,
Cesto olakSavajuéi popravku u specificnim fazama celijskog ciklusa, aktivacijom
kontrolnih ta¢aka (Branzei i Foiani, 2008; Sakasai i Tibbetts, 2009).

Faza celijskog ciklusa je odlucujuéi faktor u kontroli puta popravke

dvolancanih prekida (Lee i sar., 1997).
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1.4.1. Popravka tokom G1 faze celijskog ciklusa

Celije u G1 fazi mogu popraviti sludajna osteCenja, kao §to su oSteéenja
nastala delovanjem endogenih reaktivnih vrsta kiseonika (engl. reactive oxygen
species, ROS) ili hemijskim agensima, UV ili jonizuju¢im zracenjem. Ova oSteCenja
mogu biti popravljena pre pocetka replikacije, baznim-ekscizionim reperom (BER)
(Russo i sar., 2004) ili nukleotidnim ekscizionim reperom (NER). Istrazivanja su
pokazala da iako NER ima vaznu ulogu tokom G1 njegova aktivnost nije ograni¢ena
ovom fazom celijskog ciklusa. Takode, vazna karakteristika NER puta jeste da
njegovi proteini ucestvuju 1 podupiru druge sisteme popravke, kao 1 da zajedno sa HR
proteinima ucestvuju u popravci dvolancanih prekida (Sancar i sar., 2004; Nojima i
sar., 2005).

Dvolancani prekidi mogu biti popravljeni razli¢itim putevima, od kojih su HR
1 nehomologo spajanje krajeva (NHEJ) najvazniji. Visoka kompaktnost hromatina i
odsustvo sestrinskih hromatida su vazni faktori koji ¢ine NHEJ predominantnim
putem popravke dvolancanih prekida tokom G1 faze celijskog ciklusa.

Izbor puta popravke takode zavisi 1 od aktivnosti ciklin zavisnih kinaza, koja
je snizena do S faze $to za posledicu moZe imati inicijaciju i favorizovanje HR puta

(Aylon i sar., 2004; Jazayeri i sar., 2006).

1.4.2. Popravka tokom S faze celijskog ciklusa

DNK sinteza je cCesto povezana sa pogresnom ugradnjom nukleotida,
akumulacijom pukotina i diskontinuteta, promenom broja repetitivnih sekvenci,
zastojem 1 aberantnom tranzicijom replikacione viljuSske na mestu DNK oSte¢enja
(Branzei 1 Foiani, 2005). Aberantne tranzicije replikacione viljuske dovode do
torzionih promena koje mogu ugroziti stabilnost hromozoma ako se odmah ne
poprave. Topoizomeraze prepoznaju ove promene i omoguéavaju zavrsetak S faze,

kondenzaciju hromozoma i razdvajanje tokom G2 i M faze ¢elijskog ciklusa.
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Tokom S faze, popravka malih insercija i delecija nastalih usled replikacije
ostvaruje se delovanjem "mismatch reper" puta (MMR) (Jiricny, 2006). Ovaj put
prepoznaje 1 uklanja poremecaje koji se protezu na DNK, a zatim novom DNK
sintezom popunjava prazninu. Hemijske promene u nukleotidnim bazama se Cesto
uklanjaju BER, kao u G1 fazi.

Jednolancani prekidi ili praznine se cesto javljaju tokom replikacije. U
mitotskim ¢elijama glavni put za njihovu popravku je HR (Lettier i sar., 2006). Celije
su razvile dva mehanizma koji potpomazu toleranciju oSte¢enja u S fazi. Prvi
mehanizam je transleziona reparaciona sinteza (TLS), koja se koristi kada
replikaciona masinerija stigne do oSte¢enja koja prethodno nisu popravljena, a
ometaju dalju replikaciju. Ovaj sistem koristi DNK polimeraze koje sintetiSu DNK
nazavisno od informacije u komplementarnom lancu, zbog ¢ega je sistem veoma
sklon greskama i ¢elija ga koristi kao posledn;ji izbor. Drugi mehanizam je "template
switch" (TS), "error-free" mehanizam koji ispunjava praznine u DNK uzorku (Branzei
i Foiani, 2007; Lehmann i sar., 2007). Put TS koristi neoSteCene informacije sa
sestrinske hromatide i pokazuje sli¢nosti sa HR mehanizmom.

Dvolancani prekidi se ¢esto mogu pojaviti tokom S faze kao posledica zastoja
replikacione viljuske. Studije na kvascima su pokazale da je HR potpomognut
proteinima RADS52 grupe gena (Sung i Klein, 2006). HR zahteva 5'-3' "resekciju”
dvolancanih prekida, proces koji zavisi od aktivnosti Exol i MRX kompleksa
(Llorente i Symington, 2004; Nakada i sar., 2004). MRX (MRN kod sisara) kompleks
ima DNK-vezujucu, endonukleaznu i 3'-5' egzonukleaznu aktivnost. Ovaj kompleks
funkcioniSe zajedno sa 5'-3' egzonukleazom seku¢i dvolancane prekide i formira
jednolan¢ane DNK sa 3'-krajevima §to je neophodno za pocetak popravke. Takode,
studije na kvascima su pokazale da aktivnost ciklin zavisnih kinaza (engl. cyclin-
dependent kinase, CDK) olakSava resekcioni korak HR 1 sprecava NHEJ (Aylon i
Kupiec, 2004). Medutim, Ku heterodimer se mozZe vezati za dvolancane prekide, $to
daje prednost NHEJ putu u odnosu na HR i potvrduje da kompeticija ova dva puta
popravke moze postojati ¢ak i za vreme S faze ¢elijskog ciklusa (Kim 7 sar., 2005).

Nadalje, utvrdeno je da dodatni faktori mogu spreciti vezivanje Ku 1 time dati

prednost HR putu. Studija na DT40 Celijskim linijama pili¢a ukazala je da RAD18 1
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poli (ADP-riboza) polimeraza (PARP) deluju tako Sto smanjuju afinitet vezivanja Ku
za dvolancane prekide i time daju prednost HR putu popravke (Saberi i sar., 2007).
Iako mehanizam kroz koji CDK olakSavaju HR u S fazi nije u potpunosti razjasnjen,
pretpostavlja se da u njemu ucestvuje za MRE11-vezan faktor CtIP (engl. C-terminal
binding protein interacting protein), koji se fosforiliSe ciklin zavisnim kinazama
(Barber 1 Boulton, 2006). Zanimljivo, nivo proteina CtIP je vrlo nizak tokom G1 i
visok tokom S i G2 faze ¢elijskog ciklusa. Smatra se da CtIP deluje zajedno sa MRN
kompleksom iskljuc¢ivo tokom S i G2 faze Celijskog ciklusa favorizuju¢i HR put

popravke (Limbo i sar., 2007).

1.4.3. Popravka tokom G2 i M faza celijskog ciklusa

Ako praznine i dvolancani prekidi, koji se javljaju tokom replikacije ostanu
nepopravljeni do kraja S faze, moraju biti popravljeni pre mitoze. Za homologu
rekombinaciju (tokom S i G2 faza) pomocu sestrinskih hromatida kao matrice, vazno
je da su sestrinske hromatide blizu jedna drugoj. Kohezija koja pruza fizicku
povezanost sestrinskih hromatida iz S faze sve do njihovog razdvajanja tokom
anafaze, zavisi u velikoj meri od kohezina, proteinskog kompleksa koji sadrzi dva
strukturna cuvara hromozomskih proteina, SMC1 (engl. structural maintenance of
chromosomes protein 1) 1 SMC3 (engl. structural maintenance of chromosomes
protein 3), koji odrzavaju koheziju sestrinskih hromatida (Hirano, 2006). Kohezija
mora biti uspostavljena tokom S faze, a taj proces zahteva dodatne proteine. Medutim,
dvolancani prekid moze pokrenuti koheziju nakon zavrSetka replikacije DNK 1 taj
dogadaj je neophodan za popravku sestrinskih hromatida u ¢elijama u G2 fazi (Strom
i sar.,2007).

Mutacije koje deluju na kohezinski kompleks, odnosno faktore koji su
potrebni za uspostavljanje kohezije, dovode do ozbiljnih defekata u popravci

dvolancanih prekida (Unal i sar., 2004).
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Topoloski problemi koji nastaju kada dva replikona fuzioniSu zajedno na kraju
takode treba da budu rastureni tokom S-G2 kako bi se sprec¢io nastanak
hromozomskog prekida za vreme segregacije (Bermejo i sar., 2007). Kada se
dvolancani prekid dogodi tokom segregacije hromozoma, a za to vreme hromozomi
su ve¢ vrlo kompaktni 1 potraga za homologijom je tesSka, popravka ¢e se verovatno
dogoditi od strane NHEJ u narednoj G1 fazi, ukoliko kontrolne tacke ili geni cuvari
ne izazovu zastoj ¢elijskog ciklusa tokom G2 ili M faze ¢elijskog ciklusa (Franchitto i

sar.,2003).

1.5.  Kontrolne tacke celijskog ciklusa i odgovor na oste¢enje DNK

Zavrsna faza pokrenute signalne kaskade u odgovoru na osStecenje DNK
ostvaruje se kroz aktivaciju kontrolnih tacaka celijskog ciklusa (O'Driscoll i Jeggo,
2006). Kontrolne tacke su ¢elijski nadzorni signalni putevi koji koordiniSu popravak
DNK sa hromozomskim metabolizmom i tranzicijom celijskog ciklusa (Branzei i
Foiani, 2006; Bartek i Lukas, 2007).

Regulatorni proteini grupisani u DNK lezijama grade komplekse koji generiSu
prelazne DNK strukture i funkcioniSu kao signali za aktivaciju regulatornog
odgovora. Prenos signala ili aktivacija ovih mesta potpomognuta je razli¢itim
fosforilacionim dogadajima koji deluju na nivo transkripcije ili aktivaciju reparacionih
gena 1 moduliSu tok celijskog ciklusa, deluju¢i na stabilnost ili aktivnost drugih
proteina, koji su ukljuceni u regulatornu popravku ili napredovanje Celijskog ciklusa
(Slika 1.6.). Kljucne komponente regulatorne masinerije su ve¢ pomenute
fosfatidilinositol kinaze ATM, ATR i DNA-Pk (Bartek i Lukas, 2007).

U odgovoru na dvolancane prekide, eukariotske celije aktiviraju kontrolne
tacke, koje sprecavaju dalje napredovanje kroz celijski ciklus i na taj nacin doprinose
"umrezavanju" ¢elijskog ciklusa sa popravkom DNK. Kada se ATM i ATR grupiSu na
mestu ostecenja one dalje fosforiliSu regulatorne kinaze-1 (CHK1) i 2 (CHK?2) u cilju

zaustavljanja sve tri kontrolne tacke; G1/S, intra S 1 G2/M.
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Slika 1.6. Regulacija kontrolnih tacaka ¢elijskog ciklusa nakon ostecenja DNK. Preuzeto iz Cell Cycle
Regulation and DNA Damage. The DNA damage response: Implication on Cancer Formation and
Treatment 2009, Springer, Dordrecht New York (Sakasai i Tibbetts, 2009)

1.5.1. Kontrolna tacka G1/S

Zastoj u G1/S kontrolnoj tacki obezbeduje duze vreme za popravku, pre nego
Sto se pokrene replikacija, posredstvom aktivacije 1 stabilizacije tumor supresora p53.
Ovaj protein zauzvrat aktivira transkripciju CDK2-ciklin E 1 p21. U ovom putu,

BRCA1/BARDI ATM zavisna fosforilacija Ser-15 na p53 povecava svoju aktivnost,
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dok ATM istovremeno fosforiliSe CHK2 i sprecava inhibiciju p53 i degradaciju od
strane MDM2 (engl. murine double minute oncogene). Kao posledica individualnih
post-translacionih modifikacija u aktivaciji p53 dolazi do disocijacije MDM2 i
ponovnog uspostavljanja aktivnosti i stabilnosti p53 (Fabbro i sar., 2004). Krajnji
rezultat indukcije p53 je i aktivacija gena CDKNI1A koji kodira p21Cipl protein. P21
izaziva zastoj u G1 fazi ¢elijskog ciklusa preko inhibicije CDK2 i CDK4 kompleksa.
Nadalje, p21 moze direktno inhibirati DNK sintezu in vitro vezivanjem za DNK
polimerazni faktor, PCNA, §to ukazuje na njegovu znacajnu ulogu i u intra S fazi

(Guardavaccaro i sar., 2000).

1.5.2. Intra S kontrolna tacka

Zasto] u intra S kontrolnoj tacki celijskog ciklusa usporava replikaciju.
Aktivacija ATM-CHK2-CDC25A puta dovodi do inhibicije ciklina E/A-CDK2.
Krajnji rezultat je spreCavanje ulaska CDC45 u hromatin, Sto inhibira otpuStanje
preostalih replikacionih oridzina (Falck i sar., 2002). Proteini posrednici (medijatori)
na mestu DNK oste¢enja (NBS1, FANCD2, SMCI1 i BRCA1) preko ATM-zavisne

fosforilacije odlazu napredovanje S-faze (Antoccia i sar., 2008).

1.5.3. Kontrolna tacka G2/M

ATM/CHK2 reguliSe zaustavljanje G2/M kontrolne tacke kako bi se sprecilo
odvajanje oSte¢enih hromozoma. Ovo se dogada odrzavanjem inhibicije CDK2/ciklin
B1 preko CDC25C, ¢ime se sprecava ulazak u mitozu (Taylor i Stark, 2001). Zastoj u
G2/M kontrolnoj tacki zapocCinje sa detekcijom DNK oSte¢enja 1 aktivacijom
pojedinac¢nih signalnih kinaza DNK oSte¢enja, ATM 1 ATR, i1 zavrSava sa
inaktivacijom CDKI. lako se zaustavljanje u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa generalno
dogada kroz ATM-CHK2-CDC25A,B,C put, dosadasnje studije su pokazale da nakon

izlaganja jonizujuéem zracenju i ostali ATM-zavisni putevi imaju vaznu ulogu, a
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doprinos ATM 1 ATR u aktivaciji G2/M kontrolne tacke zavisi najve¢im delom od
faze celijskog ciklusa u kojoj se desilo oste¢enje (Takai i sar., 2002).

Jedan od proteina kandidata alternativnog puta je fosfataza, PP1 (engl. protein
phosphatase 1). ATM indirektno stimuliSe aktivnost PP1 fosfataze fosforilacijom
njegovog inhibitornog proteina, I-2. Posledica ATM-zavisne PP1 aktivacije je
defosforilacija 1 inaktivacija Aurora kinaze, glavne kinaze na histonu H3 $to za
posledicu ima zastoj u G2/M nakon izlaganja jonizuju¢em zracenju (Tang i sar.,
2008). Celije koje se nalaze u S fazi u vreme ozra¢ivanja akumuliraée se u narednoj
G2/M fazi celijskog ciklusa. Ranije studije su ukazale da je za ovu aktivaciju
neophodan ATR (Brown i Baltimore, 2003), kao i da CHK1 ima klju¢nu ulogu u
aktivaciji G2/M kontrolne tacke u odgovoru na razli¢ite genotoksicne stimuluse
(Sakasai i Tibbetts, 2009).

Imaju¢i u vidu kompleksnost 1 funkcionalnu povezanost svih navedenih
procesa, poremecaj u bilo kom koraku moze voditi naruSavanju integriteta genoma i
razvoju bolesti. Dosadasnja istrazivanja su ukazala na postojanje poremecaja na nivou
odgovora ¢elije na indukovana ostecenja kod pacijenata sa Fankonijevom anemijom,

retkim sindromom genomske nestabilnosti.

1.6.  Sindromi genomske nestabilnosti

Sindromi genomske nestabilnosti, u ¢ijoj se osnovi nalaze defekti u putevima
popravke DNK, nastaju kao posledica mutacija u genima koji kodiraju proteine
ukljucene u odgovor na ostec¢enje i popravku DNK. Vecéina tih bolesti (Fankonijeva
anemija, Ataksija teleangicktazija, Nijmegen sindrom i druge), pokazuje sli¢ne in
vitro ¢elijske fenotipove, kao Sto je osetljivost na jonizujuce zracenje, koje indukuje
dvolan¢ane prekide. Obolele pacijente karakteriSe visok nivo spontanih
hromozomskih aberacija, koji se povecava izlaganjem celija alkilirajué¢im agensima.
Nasuprot tome, odgovor na jonizujue zraenje i njihova radioosetljivost su

nedovoljno ispitani.
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Sindromi genomske nestabilnosti su veoma retka, uglavnom autozomalno
recesivna oboljenja. Ataksija teleangiektazija i Nijmegen sindrom se javljaju nesto
¢eS¢e u odnosu na druge sindrome, tako da je vec¢ina dosadasnjih saznanja bazirana na
njima kao model sistemima (Shiloh, 1997; Zhao i sar., 2000).

Ataksija teleangiektazija (AT) nastaje usled mutacije u genu za ATM kinazu i
za posledicu ima poremecaj popravke dvolancanih prekida nakon oStecenja DNK
(Chun 1 Gatti, 2004). AT je multisistemski poremecaj koga karakteriSu
imunodeficijencije, sklonost ka malignitetima, posebno limfomima i leukemijama,
kao 1 progresivna ataksija, odnosno gubitak Purkinjeovih ¢elija cerebeluma
(McKinnon, 2004). Na ¢elijskom nivou, nedostatak ATM se manifestuje povecanom
osetljivo$¢éu na jonizujuée zraCenje i druge agense koji stvaraju dvolancane prekide
DNK. Posebnu grupu d¢ini ataksiji teleangiektaziji slicna bolest (engl. Ataxia
telangiectasia-like disorder, ATLD) za koju je utvrdeno da nastaje usled hipomorfne
mutacije gena MREI1, koji je ¢lan MRN (MRE11-RAD50-NBS1) proteinskog
kompleksa, vaznog u odgovoru na indukovana oste¢enja DNK.

Nijmegen sindrom (engl. Nijmegen breakage syndrome, NBS) nastaje kao
posledica hipomorfne mutacije u NBS1, koji je takode ¢lan MRN kompleksa. Protein
nibrin, NBS1 ili P95 uklju¢en je u odgovor celije na DNK oSteéenja izazvana
jonizuju¢im zracenjem. Obolele karakteriSu imunodeficijencije, pove¢ana ucestalost

hematopoetskih maligniteta i izraZzena radioosetljivost (Digweed i Sperling, 2004).

1.6.1. Fankonijeva anemija

Fankonijeva anemija (FA) je geneticki heterogeno autozomalno recesivno i X-
vezano oboljenje, koga karakteriSe progresivna pancitopenija, aplazija kostne srzi,
Siroki spektar kongenitalnih anomalija 1 povecana predispozicija za razvoj maligniteta
(Tischkowitz i1 Hodgson, 2003). ProseCna starosna granica pojave simptoma
poremecene hematopoeze je 7 godina i jedino lecenje je transplantacija kostne srzi,
odnosno hematopoetskih mati¢nih ¢elija, a 1 nakon toga preziveli imaju povecan rizik

razvoja ¢vrstih tumora (Rosenberg i sar., 2003).
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Celije obolelih od FA pokazuju preosetljivost na alkilirajuée agense (engl.
crosslinking agents), kao $to su diepoksibutan (DEB), mitomicin C (MMC), cisplatin
1 melfalan koji stvaraju unakrsne veze DNK lanaca (engl. interstrand crosslinks, ICL),
(Auerbach i sar., 2001; Joenje i Patel, 2001; Alter, 2003) i indukuju povecan broj
hromozomskih prekida (Tischkowitz i Elisabeth, 2004). DEB specifi¢no pojacava
hromozomsku nestabilnost ovih ¢elija 1 zbog toga se koristi u diferencijalnoj dijagnozi
Fankonijeve anemije kod bolesnika sa aplazijom kostne srzi. Zbog preosetljivosti na
alkiliraju¢e agense, smatra se da primarni poremeé¢aj u FA c¢elijama nastaje u
odgovoru na ostecenje i/ili u popravei DNK.

Identifikovani geni odgovorni za nastanak Fankonijeve anemije mogu se
podeliti u najmanje trinaest komplementacionih grupa (A, B, C, D1, D2, E, F, G, 1, J,
L, M i N) (Song, 2009). Proteini kodirani FA genima (FA proteini) ukljucuju
ubikvitin ligazu (FANCL/PHF9/POG) (Meetei i sar., 2003), monoubikvitinizovan
protein (FANCD?2) (Garcia-Higuera i sar., 2001), helikazu (FANCJ/BACH1/BRIP1)
(Levitus i sar., 2005; Levran i sar., 2005), proteine sa helikaznom i nukleaznom
sekvencom (FANCM) i proteine koji povecavaju predispoziciju za razvoj kancera
dojke 1 ovarijuma (FANCD1/BRCA?2) (Howlett i sar., 2002). FA proteini, uklju¢ujuci
BRCA1 i BRCA2, ucestvuju u zajednickom procesu popravke DNK i1 deo su "FA-
BRCA puta" odnosno "FA-BRCA mreze" (D'Andrea 1 Grompe, 2003; Venkitaraman,
2004).

Utvrdene su molekularne i funkcionalne interakcije FA proteina sa proteinima
(ATM, MREI11, BLM, NBSI 1 ATR) koji su odgovorni za druge retke sindrome
genomske nestabilnosti (AT, ATLD, Bloom-ov sindrom, NBS) u odgovoru na DNK
ostec¢enje (Taniguchi i D'Andrea, 2006).

Kod ljudi, mutacije u FA genima su pronadene u mnogim kancerima u opstoj
populaciji (Turner i sar., 2004; Couch i sar., 2005). Poremecaji popravke DNK i
kontrolnih tacaka Ccelijskog ciklusa, kao i poremecaji u FA putu, moguéi su
mehanizmi genomske nestabilnosti u kancerogenezi i mogu biti odgovorni za
preosetljivost ¢elija kancera na odredene vrste hemioterapeutskih lekova i zracenje

(Taniguchi i sar., 2003; van der Heijden i sar., 2004; Chen i sar., 2005).
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1.6.1.1.  Klinicke karakteristike Fankonijeve anemije

Prevalenca FA se procenjuje na 1-5/milion, a ucestalost heterozigotnih
nosilaca iznosi 1/300 rodenih. FA pacijenti pokazuju ekstremnu klini¢ku heterogenost
(Auerbach i sar., 2001; Alter, 2003). Za dijagnozu, prosec¢na vrednost godina je 6.5 za
decake i 8 za devojcice, iako starosna dijagnoza obuhvata raspon od 0 do 48 godina.
Decaci obolevaju 1.24 puta ceS¢e od devojcica. Zajednicki urodeni defekti kod FA
pacijenata ukljucuju nizak rast, abnormalnosti koze, gornjih ekstremiteta, glave, o€iju,
bubrega, usiju, gonada i razvojne invalidnosti. Znacajan procenat (25 %-40 %) FA
pacijenata je fizicki normalan (Alter, 2003).

Hematoloski, kod FA pacijenata dolazi do propadanja kostne srzi, obicno
tokom prve dekade Zzivota. Statisticki rizik za aplaziju kostne srzi je 90 % do 40
godine Zivota. Kod najmanje 20 % pacijenata sa FA razvija se malignitet. Statisti¢ki
rizik za razvijanje hematoloskih i nehematoloskih neoplazmi je oko 30 % (Kutler i
sar., 2003). Kod otprilike 25 % FA pacijenata sa kancerom, malignosti prethodi
dijagnoza FA (Alter, 2003). Najces¢i maligniteti su akutna mijeloidna leukemija
(AML) 1 mijelodisplasticni sindrom (MDS). Naj¢esc¢e hromozomske aberacije u FA-
vezanim leukemijama su monozomija 7, duplikacija 1q 1 3q (Auerbach i Allen, 1991;
Tonnies i sar., 2003). FA pacijenti su takode podloZzni solidnim tumorima (Alter,

2003; Kutler i sar., 2003; Rosenberg i sar., 2003).

1.6.1.2.  Dijagnoza FA celijskog fenotipa

Tretman FA ¢elija alkilirajuéim agensima, kao $to je DEB, uzrokuje povecanje
hromozomskih prekida i1 karakteristicnu akumulaciju ¢elija u G2 fazi Celijskog
ciklusa. Test DEB-indukovanih hromozomskih prekida (DEB test) se koristi kao
standardni dijagnosticki test za FA (Auerbach, 1993), iako ima brojne nedostatke, jer i
pacijenti sa drugim retkim sindromima genomske nestabilnosti takode mogu imati
pozitivan nalaz testa (Nakanishi i sar., 2002). Brzo i precizno dijagnostifikovanje FA,

kao 1 odredivanje FA podtipova (komplementacionih grupa FA pacijenata) je veoma
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vazno 1 intenzivno se radi na iznalazenju boljih i jednostavnijih metoda (Shimamura i
D'Andrea, 2003). Danas se zna da pacijenti koji pripadaju komplementacionoj grupi C
(FA-C) imaju znatno loSije prezivljavanje od bolesnika komplementacionih grupa A i
G (Kutler i sar., 2003), kao 1 da je FA-DI podtip povezan sa poveéanom
predispozicijom za meduloblastom, Wilmsov tumor i akutne leukemije u ranom
detinjstvu, a klini¢ki je drugaciji od ostalih podtipova (Offit i sar., 2003; Hirsch i sar.,
2004; Wagner i sar., 2004). Clanovi porodice FA-D1 pacijenata mogu biti nosioci
mutacije u BRCA2 i biti skloni razvoju kancera (Wagner i sar., 2004).

Usled toga, da bi potvrdili dijagnozu, tj. razlikovali FA od drugih bolesti
hromozomske nestabilnosti i omogu¢ili svakom FA pacijentu 1 porodici kvalitetniji
zivot, FA podtipovi bi se trebali rutinski odredivati. Danas se uglavnom koriste
slozene metode za odredivanje podtipova; esej Ccelijske fuzije, kombinacija
retrovirusnih prenosa gena i1 esej akumulacije u G2 fazi celijskog ciklusa ili
kombinacija retrovirusnog prenosa gena i FANCD2 "imunobloting" (Shimamura i

sar., 2002; Shimamura i D'Andrea, 2003; Chandra i sar., 2005).

1.6.2. FA kandidat geni

Prema najnovijim nauc¢nim istrazivanjima, postoji jo§ nekoliko gena koji su
ozbiljni kandidati ovog oboljenja.

lako je poznato da paralogi RADS1 imaju klju¢nu funkciju u HR 1 zastiti
genoma, tek nedavno je otkriveno da mutacija u RADS51C dovodi do poremecaja
slicnog Fankonijevoj anemiji (engl. Fanconi anemia like disease). Neki autori
oznacavaju RADS1C kao FA-O, odnosno kao 14 FA gen (Kee i D'Andrea, 2010; Vaz
i sar., 2010). Dosadasnja istrazivanja ukazuju da RADS51 deluje nizvodno od
FANCD?2 i da takode moduliSe homologi rekombinacioni put poparavke.

SLX4 (engl. structure-specific endonuclease subunit homolog (S. cerevisiae))
prema nekim autorima ve¢ oznacen kao FANCP, ima vaznu ulogu u odgovoru na
DNK ostecenje, ucestvuje u popravei tokom replikacije, znacajan je regulator DNK

puteva popravke i FA-BRCA puta (Kim i sar., 2010).
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Nedavno su otkrivene dve nukleaze koje ucestvuju u popravcei interlanacanih
lezija, FANT1 (engl. Fanconi-associated nuclease 1)1 EXDL2 (engl. exonuclease 3'-5'
domain-like 2). Malo se zna o funkciji EXDL2. Za sada se pretpostavlja da deluje
nizvodno od FANCD2. FANI, kolokalizuje na mestima oSte¢enja DNK sa ID
kompleksom na mestima interlancanih lezija, ucestvuju¢i na taj na¢in u popravci,
verovatno homologoj rekombinaciji 1 ponovnom uspostavljanju replikacije nakon
zastoja replikacione viljuske. Zbog znacajne uloge koju ima u modulaciji puteva
popravke, FAN1 je novi gen kandidat za Fankonijevu anemiju (Liu i sar., 2010;
Smogorzewska i sar., 2010).

Jo§ dva gena, MHF1 1 MHF2, su ozbiljni kandidati ovog oboljenja.
Dosadasnja istrazivanja ukazuju da su proteini MHF (engl. FANCM-interacting
histone fold proteins) "neophodni za funkcionalnu celovitost FA puta". Svoju
aktivnost ostvaruju preko FANCM 1 smatra se da gubitak MHF1 moze ozbiljno
ugroziti normalno funkcionisanje celog FA puta (Singh i sar., 2010).

Trenutno se ispituje funkcionalnost ovih gena kod pacijenata obolelih od
Fankonijeve anemije 1 za ocekivati je da ¢e nova otkrica doprineti razumevanju

mehanizama koji se nalaze u osnovi genomske nestabilnosti Fankonijeve anemije.

1.6.3. Interakcija FA proteina: FA put

Dugo godina je funkcija FA puta, ali i povezanost sa drugim putevima
popravke, prevashodno HR 1 NHEJ u centru naucnih istraZivanja. FA put se aktivira u
odgovoru na osteCenje DNK (D'Andrea i Grompe, 2003), a kljucni koraci su
monoubikvitinizacija 1 nastanak jedarnih fokusa FANCD2 proteina (Slika 1.7.)
(Garcia-Higuera i sar., 2001).

Osam FA proteina (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCQG,
FANCL i FANCM) i dva FAAP proteina (FAAP24 i FAAP100) formiraju FA
kompleks (engl. FA core complex) (Meetei i sar., 2003). Osnovna uloga FA
kompleksa je da putem FANCL koji poseduje E3 ubikvitin-ligaznu aktivnost
monoubikvitiniSe ID kompleks, koga sac¢injavaju FANCD2 1 FANCI (Wang, 2008).
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Monoubikvitinizacija FANCD2 (konjugacija jednog molekula ubikvitina sa
proteinom), neophodna je za njegov prenos u hromatin i formiranje FANCD2 jedarnih
fokusa (Garcia-Higuera i sar., 2001; Montes de Oca i sar., 2005). Ovaj proces,
pokrenut oSte¢enjem DNK, regulisan bilo membranskim prometom, funkcijom
histona, regulacijom transkripcije ili popravkom DNK, kljucan je korak u aktivaciji

FA-BRCA puta (Garcia-Higuera i sar., 2001).

DNA damage

IRINERIRIR

Interstrand crosslinks
Stalled replication forks
Double strand breaks

FA core complex

DNA repair

L Cell cycle control
(homologous recombination)

Slika 1.7. FA/BRCA put, uloga FANCD2 proteina. Preuzeto iz Fanconi Anemia: Causes and
Consequences of Genetic Instability. Genome and Disease. Genome Dynamics Vol. 1. 2006, Karger
AG, Basel (Volff, 2006)

Monoubikvitinizovan FANCD2 dalje kolokalizuje sa drugim proteinima na
mestima oSteéenja 1 popravke DNK; signalnim kinazama, ATR i ATM, zatim
BRCA1/BRCA2/RADS1 (Garcia-Higuera i sar., 2001; Wang i sar., 2004) i delimi¢no
sa FANCE, FANCC, NBS1, BLM i FANCIJ.
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ATR je neophodan za monoubikvitinizaciju na mestu osteCenja i formiranje
jedarnih fokusa FANCD2. Mada je specifican mehanizam ovog procesa nejasan,
poznato je da se FANCD2 moze direktno fosforilisati ATR-om in vitro (Andreassen i
sar., 2004) i fosforilacija FANCD2 u odgovoru na interlan¢ana unakrsna vezivanja
DNK je zavisna od ATR (Pichierri 1 Rosselli, 2004). Usled toga, ATR-om
posredovana fosforilacija FANCD2 moze povecati monoubikvitinaciju FANCD2. Sa
druge strane, ATR mozZe fosforilisati neke komponente jedarnog FA kompleksa i
povecati njegovu ubikvitin ligaznu aktivnost (Meetei i sar., 2005).

BRCAL je protein sa ubikvitin ligaznom aktivnos¢u. lako je njegova uloga u
in vivo monoubikvitinizaciji FANCD2 pod znakom pitanja, BRCA1, zajedno sa
BARDI moze monoubikvitinizovati FANCD?2 in vitro (Vandenberg i sar., 2003).
BRCAI1 je neophodan za grupisanje FANCD2 i FANC]J, kao i RADS1 u jedarnim
fokusima nakon ostec¢enja DNK (Cantor i sar., 2001).

BRCA2 (FANCDI1) ucestvuje u grupisanju RADS51 proteina na mestu nastale
ozlede, §to je od izuzetnog znacaja zbog uloge RADS1 u homologoj rekombinaciji
(Digweed i sar., 2002; Pichierri i sar., 2002; Wang i sar., 2004). Stvaranje RADS1
fokusa vazan je marker za integritet uzvodne maSinerije homologe reparacije
(Digweed i sar., 2002; Pichierri i sar., 2002; Wang i sar., 2004).

Monoubikvitinizacija FANCD2 1 FANCI je regulisan i reverzibilan proces.
Ubikvitin-specifi¢na proteinaza 1 (USP1) je deubikvitinizacioni protein i negativni
regulator FA puta. USP1 zajedno sa kofaktorom UAF1, katalizuje deubikvitinizaciju i
uklanja monoubikvitin sa ID kompleksa (Nijman i sar., 2005; Wang, 2008).

1.6.4. FA proteini i y-H2AX

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da iako histon H2AX nije neophodan za
monoubikvitinizaciju FANCD2 u odgovoru na zraCenje ili alkilirajuée agense, y-
H2AX je potreban za pravilnu akumulaciju aktivnog FANCD2 na mestu oStecenja.
Ovim se isti¢e joS jedna vazna uloga histona H2AX, kao 1 da je y-H2AX neophodan
funkcionalni deo FA/BRCA puta (Bogliolo i sar., 2007). Nacin na koji BRCAL1 utice
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na akumulaciju FANCD2 na mestima DNK osteCenja joS uvek nije precizno
definisan, ali se pretpostavlja da BRCA1 posreduje u grupisanju FANCD?2 od strane
v-H2AX na oSte¢enom hromatinu (Garcia-Higuera i sar., 2001).

Smatra se da y-H2AX reorganizacijom strukture hromatina na mestu
dvolancanog prekida moduliSe puteve popravke 1 potpomaze zadrzavanje
funkcionalnog kompleksa popravke (Fernandez-Capetillo i sar., 2004; Xie i sar.,
2004). Pretpostavlja se da fosforilisani H2AX omogucéava grupisanje i/ili zadrzavanje
aktivnog FANCD?2 u hromatinu na mestu oSte¢enja zajedno sa BRCA1. Kada se lezija
popravi, dolazi do inaktivacije FA puta, verovatno pomo¢u USP1. Druga moguénost
je da promena hromatina na mestu osStecenja posredovana sa y-H2AX omogucava
akumulaciju FANCD2 na oSte¢enom mestu i posledi¢nu interakciju FANCD?2,
ATR/ATM 1 ostatka uzvodnih komponenti FA/BRCA puta (Bogliolo i sar., 2007;
Lyakhovich i1 Surralles, 2007).

Dosadasnja istrazivanja pruzila su brojne podatke o ulozi funkcionalnog FA
puta u popravljanju ne samo interlancanih unakrsnih veza, ve¢ i dvolancanih prekida
DNK, postavljaju¢i FANCD2 protein na centralno mesto koje povezuje FA/BRCA
put sa putem popravke homologom rekombinacijom. Medutim, popravljanje ovih
lezija u uslovima narusenog FA puta je i dalje predmet naucnih rasprava pre svega
zbog nedovoljno poznate uloge FA proteina i njihovih moguéih interakcija sa drugim
proteinima u ¢eliji. H2AX se nalaze u centru dvolancane ozlede, a njihova analiza
pruzi¢e fundamentalna saznanja o putevima popravke molekula DNK, kontrole
¢elijskog ciklusa 1 ¢elijskog prezivljavanja, Sto moze doprineti dijagnozi i prognozi

bolesti genomske nestabilnosti kakva je Fankonijeva anemija.

31



Cilj

2. Cilj

Predmet istrazivanja ove studije je DNK reparacija u primarnim c¢elijama
poreklom od pacijenata obolelih od Fankonijeve anemije, nakon delovanja
jonizujuceg zracenja 1 alkiliraju¢ih agenasa, sa ciljem da se odgovori na pitanje da li
poremecaj u DNK reparaciji postoji, a ako postoji da li predstavlja uzrok ili posledicu

ove bolesti.

Da bi se ostvario naucni cilj sprovedena su sledeca ispitivanja:

1. Ispitivana je kinetika oporavka dvolancanih prekida DNK indukovanih
jonizujuéim zracenjem, testirana je radioosetljivost i progresija celijskog

ciklusa nakon zracenja

2. Ispitivana je kinetika oporavka dvolancanih prekida DNK indukovanih
alkiliraju¢im agensima, testirana je indukcija mikronukleusa i progresija

¢elijskog ciklusa

3. Ispitivan je bazalni nivo dvolancanih prekida i postojanje "praga" nivoa
dvolan€anih prekida na DNK koji iniciraju proces popravke, apoptozu ili

zastoj u ¢elijskom ciklusu

4. Kinetika oporavka dvolancanih prekida testirana je kao metoda za

diferencijalnu dijagnozu FA ¢elijskog fenotipa i prognozu bolesti
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3. Materijal i metode

3.1. Uzorci

Od januara 2006. do januara 2008. godine u Institutu za zdravstvenu zastitu
majke i deteta "Dr Vukan Cupi¢" u Beogradu, uzorkovano je 27 pacijenata sa
klinickim nalazima aplazije kostne srzi, bez pune klinicke slike Fankonijeve anemije
ili bilo kakvog dokaza o osnovi etiologije. Razli¢iti hematoloski parametri,
ukljuéujuéi hemoglobin (2.1-14.9 g/dL), leukocite (0.2-9.2x10°/L) i neutrofile (0.03-
5.8x10°/L) bili su u okviru raspona karakteristi¢nog za obolele od aplazije kostne srzi.

Za potvrdu FA C¢elijskog fenotipa, kao prvi test koriS¢en je klasicni
diepoksibutan (DEB) test na limfocitima periferne krvi (Auerbach, 2003). Pozitivan
DEB test imalo je pet pacijenata, deca (jedan decak i Cetiri devojcice) u dobi od 8+5
godina, dok je joS pet pacijenata imalo grani¢ne vrednosti DEB testa. Od svih deset
pacijenta koriS¢enjem minimalno invazivne standardne tehnike biopsije koze
podlaktice uzeti su fragmenti koze debljine 3 mm i postavljene kulture fibroblasta.
Fibroblasti su takode bili testirani na DEB i hromozomske aberacije su analizirane
prema kriterijumima Aurebacha (Auerbach, 2003). Rezultati na fibroblastima su
potvrdili da je pet pacijenata DEB-pozitivno. Kod preostalih pet pacijenata nije
utvrdeno prisustvo hromozomskih rearanzmana karakteristicnih za Fankonijevu
anemiju nakon DEB testa i oni su svrstani u grupu pacijenata sa nenaslednom
aplazijom kostne srzi (engl. bone marrow failure, BMF), BMF grupa. Kontrolne
¢elijske linije su dobijene biopsijom koze zdravih donora sa plasti¢ne hirurgije.

U saradnji sa Institutom za humanu genetiku Univerziteta u Wiirzburgu,
Nemacka (Prof. dr H. Hoehn 1 Prof. dr D. Schindler) i Odsekom za genetiku i
mikrobiologiju Univerziteta u Barseloni, Spanija (Prof. dr J. Surralles), Western blot
analizom odredene su komplementacione grupe DEB pozitivnih pacijenta
(Shimamura i sar., 2002). Od ukupno pet pacijenata utvrdeno je da jedan pripada
FANCA (2229), a cetiri pacijenta (1823, 1866, 1979 i 2093) FANCD2

komplementacionoj grupi.
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Sve metode koje su koriS¢ene u ovom radu odobrio je Eticki odbor Instituta za
zdravstvenu zastitu majke i deteta "Dr Vukan Cupi¢" u Beogradu, uz informisani

pristanak roditelja obolele dece.

3.2.  Metode

3.2.1. Kultura limfocita periferne krvi

Za analizu hromozomskih aberacija iz kulture limfocita periferne krvi

koriS¢eni su alikvoti heparinizirane pune krvi (0.5 mL) pacijenata.

3.2.1.1.  Analiza hromozomskih aberacija u limfocitima periferne krvi

U 4.5 mL PB-MAX Karyotyping medijuma (Gibco, Invitrogen), dodato je 0.5
mL pune heparinizirane krvi. Kulture limfocita su gajene 72 sata na 37 °C. Paralelno
su postavljane kulture koje su poslednja 24 sata tretirane DEB-om finalne
koncentracije 0.1 pg/mL. Tri sata pre kraja kultivacije u sve kulture je dodat kolhicin
finalne koncentracije 0.25 pg/mL.

Preparacija kultura je izvrSena ispiranjem Ccelijske suspenzije blagim
hipotoni¢nim rastvorom 0.56 % KCI, 20 min. na 37 °C. Limfociti su zatim fiksirani u
McCarnoy fiksativu (rastvoru metanola i sir¢etne kiseline u odnosu 3:1), 3-4 puta.
Izmedu svakog koraka ¢elije su centrifugirane 10 min. na 1800 rpm, a supernatant
aspiriran. Preparati su napravljeni nanoSenjem celijske suspenzije na mikroskopska
predmetna stakla. Na plamenu osuSeni preparati su obojeni 2 %-tnim rastvorom
alkalne Gimze. Nakon bojenja, analizirano je sto kompletnih metafaza po ispitaniku
na prisustvo spontanih i indukovanih hromozomskih prekida prema kriterijumima
Auerbacha (Auerbach, 2003) i1 standardima "International System for Human

Cytogenetic Nomenclature" (ISCN, 2005) na AxiolmagerA1l mikroskopu (Carl Zeiss).
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3.2.2. Kultura fibroblasta

Uzorci koZe pacijenata i zdravih donora inkubirani su 2 sata u 5 mL hranjivog
medijuma (DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco, Invitrogen)
obogacen sa 15 % teleceg seruma (Newborn Calf Serum, Gibco, Invitrogen) 1 1 %
smeSom antibiotik/antimikotik (Gibco, Invitrogen)), zatim isprani sveZim medijumom
sa antibiotikom 1 prebaceni u suvu sterilnu petri Solju. Koza je iseCena skalpelom na
komadiée i prebadena zakrivljenom pipetom u sterilan flask 25 cm? (T 25). Komadiéi
koze su rasporedeni ravnomerno po celom flasku i1 naliveni sa 5 mL medijuma. Tako
zasadene Celije su aerirane gasnom smesom (vol., N, 90 %, O, 5.13 % 1 CO, 4.97 %) i
ostavljene nedelju dana u inkubatoru na 37 °C.

Nakon formiranja jednog sloja ¢elija, medijum je aspiriran, ¢elije su zatim
isprane fizioloskim rastvorom, tretirane sa 1 mL 0.05 % Tripsin-EDTA (Gibco,
Invitrogen) 1 ostavljene u inkubatoru na 37 °C nekoliko minuta kako bi se odlepile od
dna suda. Nakon toga, dodat je medijum sa serumom, ¢elije su resuspendovane i
prebaene u 2 nova flaska povriine 25 cm’. U éelijske suspenzije dodat je svez
hranjivi medijum do ukupne zapremine od 5 mL uz aeriranje. Kada su ¢elije dostigle
adekvatnu gustinu, pasazirane su istim postupkom u jo§ jedan ili viSe sudova do
dovoljne koli¢ine materijala za dalju analizu. Rast Celija praden je invertnim
mikroskopom (Exacta-Optech GmbH).

Sve tehnike i metode u ovom radu primenjivane su na fibroblastnim ¢elijama
pacijenata i kontrolnim, fibroblastima zdravih osoba. Parametri su ispitivani paralelno
na ¢elijama koje su bile neozracene/netretirane, ozracene i tretiranim DEB-om.

Za ispitivanje efekata zraCenja, fibroblastne celije su zracene izvorom Y-
zraéenja, “°Co, dozom 2 Gy (0.45 Gy/min.). Dimenzije polja zratenja su iznosile 20 x
20 cm, a udaljenost od izvora iznosila je 71.1 cm.

Za pracenje efekata alkiliraju¢ih agenasa cCelije su tretirane DEB-om, finalne

koncentracije 0.01 pg/mL.
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3.2.2.1.  Analiza hromozomskih aberacija u fibroblastima

Za DEB-test na fibroblastnim ¢elijama pacijenata, resuspendovane celije iz
jednog flaska 25 cm?, su podeljene u dva, dodat je sveZ medijum do ukupne
zapremine 5 mL. Celije su inkubirane 72 sata na 37°C. Jedna kultura je poslednja 24 h
tretirana DEB-om, finalne koncentracije 0.01 pg/mL. Tri sata pre isteka inkubacije u
kulture je dodat kolhicin, finalne koncentracije 5 pg /mL. Nakon tripsinizacije, napred
pomenutim postupkom, celijske suspenzije su prebatene u sterilne epruvete.
Preparacija fibroblasta je izvrSena ispiranjem celijske suspenzije blagim hipotoni¢nim
rastvorom 0.32 % Na-citrata 1 0.28 % KCI, 20 min. na 37 °C 1 fiksiranjem 2 puta u
McCarnoy fiksativu. Izmedu svakog koraka ¢elije su centrifugirane 10 min. na 1600
rpm, a supernatant aspiriran. Preparati su napravljeni nanosenjem celijske suspenzije
na mikroskopska predmetna stakla.

Analizirano je sto Gimzom obojenih metafaza po ispitaniku na prisustvo
spontanih i indukovanih hromozomskih prekida, prema kriterijumima Auerbacha
(Auerbach et al., 2003) i standardima "International System for Human Cytogenetic

Nomenclature" (ISCN, 2005) na AxiolmagerA1l mikroskopu (Carl Zeiss).

3.2.2.2.  Analiza mikronukleusa u fibroblastima

Za CB-mikronukleusni test na fibroblastnim ¢elijama, resuspendovane celije iz
jednog flaska 25 cm? su podeljene u tri, dodat je svez hranjivi medijum do ukupne
zapremine 5 mL. Celije su inkubirane 72 sata na 37 °C. Jedna kultura je ostala
netretirana, druga je poslednja 24 h tretirana DEB-om, dok je treca ozraena izvorom
y-zracenja. U sve tri kulture je 48-og sata dodat citohalazin B (Sigma-Aldrich),
finalne koncentracije 4 ng/mL.

Nakon tripsinizacije, Celijske suspenzije su prebaCene u sterilne epruvete.
Preparacija je izvrSena ispiranjem celijskih suspenzija blagim hipotoni¢nim rastvorom

(0.56 % KCI + 0.9 % NaCl u odnosu 1:1) 5 min. na 37 °C 1 fiksiranjem u McCarnoy
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fiksativu. Izmedu svakog koraka celije su centrifugirane 10 min. na 1600 rpm, a
supernatant aspiriran.

Preparati su napravljeni nanoSenjem Ccelijske suspenzije na mikroskopska
predmetna stakla. Preparati su bojeni 2 %-tnim rastvorom alkalne Gimze. Analizirano
je najmanje 500-1000 binukleusnih fibroblastnih ¢elija po uzorku po kriterijumima

Fenecha (Fenech, 1993).

3.2.2.3.  Tehnika imunocitohemijske fluorescencije

Kulture fibroblasta su tripsinizirane sa 1 mL tripsina, zatim isprane i
resuspedovane u 1 mL medijuma sa serumom. Na odgovarajuci broj polilizinskih
plocice (Sigma-Aldrich) je nanoSeno 50 uL celijske suspenzije i1 ploc€ice su stavljane u
sterilne, vlaZzne plasti¢ne petri Solje 1 inkubirane 24 h na 37 °C.

Odgovarajuci broj fibroblastnih kultura na polilizinskim plo¢icama je ozraceno
izvorom y-zracenja. Paralelno su postavljene ¢elije koje su tretirane DEB-om. Tre¢i
set kultura na polilizinskim plo¢icama nije tretiran (0 min.). Netretirane, ozracene i
¢elijske kulture tretirane DEB-om su inkubirane na 37 °C. 30 min.,, 2 h, 5 hi24 h
nakon tretmana zracenjem i1 DEB-om C¢elije su tretirane 4 % formaldehidom u
fosfatnom puferu (PBS) 15 min., zatim kratko ispirane dejonizovanim PBS-om i
potopljene u ohladen 0.20 % Triton-X (Triton-X/PBS), 10 min. na +4°C. Nakon
tretmana hladnim tritonom plocice su ispirane dejonizovanim PBS-om. Plocice su
narednih 30 min. tretirane sa 100 pl 0.5 % BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-
Aldrich), u vlaznoj mra¢noj komori.

Nakon blokiranja ¢elija sa BSA i ispranja PBS puferom na ¢elije je nanoSeno
60 ul primarnog anti-fosfo H2AX (Ser 139) monoklonskog antitela (Upstate Cell
Signalling Solutions), plocice su pokrivene parafilmom i ostavljene dva sata na sobnoj
temperaturi, a zatim preko noc¢i u vlaznoj mracnoj komori na +4 °C. Nakon skidanja
parafilma, plocice su ispirane 2 puta po 5 min. TBST puferom (0.15 M NaCl, 20 mM
Tris, 3 mM KCI, 0.05 % Tween 20, pH 7.4).
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Nakon ispiranja, dodato je 60 pl sekundarnog antitela obeleZenog fluorescein
izotiocianatom-FITC (Dako), preparati su zatim pokriveni parafilmom i ostavljeni u
vlaznoj mra¢noj komori na sobnoj temperaturi.

Dva sata nakon tretmana sekundarnim antitelom, preparati su ispirani 3 puta
po 5 min. TBST puferom 1 dehidratisani po 5 min. u seriji hladnih etanola (70 %, 90
% 1 100 %). Nakon suSenja na vazduhu, preparati su tretirani sa 15 pl rastvora
DAPI/Antifade, koncentracije 0.1 pg/mL (MP Biomedicals), pokriveni pokrovnom
plo¢icom i zalepljeni lakom.

Celije sa y-H2AX fokusima analizirane su pomoéu AxiolmagerA 1 mikroskopa
(Carl Zeiss) sa AxioVision LE programom (AxioVs40 v4.7.1.0, Carl Zeiss). Slike su

analizirane i1 obradivane pomoc¢u Imagel v1.44 programa.

3.2.2.4.  Analiza celijskog ciklusa i apoptoze

Za ispitivanje Celijskog ciklusa 1 apoptoze, netretirane, ozracene i kulture
fibroblasta tretirane DEB-om postavljane su u istim vremenskim intervalima (30 min.,
2h, 5 h i 24 h) kao i za imunofluorescentnu tehniku (3.2.2.3.). Nakon tripsinizacije,
kulture fibroblasta su prebacene u sterilne epruvete. Celijske suspenzije su isprane
fizioloskim rastvorom (0.9 % NacCl) i fiksirane u McCarnoy fiksativu, 2 puta. Nakon
toga celije su isprane 96 %-tnim etanolom i ¢uvane u ependorf tubama (Safe-Lock
Tube, Eppendorf) na +4 °C.

Za odredivanje celijskog ciklusa 1 procenta apoptotskih celija koriS¢en je
hipodiploidni flow citometrijski metod, merenjem UV fluorescencije propidijum
jodidom obojene DNK (Elstein i sar., 1995).

Pre merenja Celije su centrifugirane 10 min. na 2000 rpm, supernatant je
odliven, a ¢elijama je dodat fosfatni pufer (PBS) sa 50 pg/mL propidijum-jodida i 100
pg/mL ribonukleaze A. Ovako pripremljeni uzorci su inkubirani 30 min. na 37 °C u
mraku. Celijski ciklus i apoptoza su mereni protonim citometrom FACSCalibur
(Becton Dickinson). Analizirano je 5000-10000 c¢elija pomoc¢u CellQuest programa

(Becton Dickinson).
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3.2.2.5. Analiza pojedinacnih nukleotidnih izmena

Za analizu pojedina¢nih nukleotidnih izmena (engl. single nucleotide
polymorphism-SNP) izolovana je DNK iz zamrznutih primarnih fibroblasta koze
pacijenata. Izolacija DNK uradena je metodom fenol-hloroformske ekstrakcije.
Odledena celijska suspenzija je isprana fizioloSkim rastvorom, centrifugirana 10 min.
na 2000 rpm. Supernatant je aspiriran i ¢elijskoj suspenziji je dodato 500 pL 1xSTE
pufera (10 mM TRIS-HCIL, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA), 40 uL proteinaze K
(koncentracije 10 mg/mL) 1 30 uL 10 % SDS (natrijum dodecil sulfat), pH 7.2. Uzorci
u ependorf tubama (Safe-Lock Tube, Eppendorf) su nakon toga inkubirani u vodenom
kupatilu 2 sata na 55 °C. Nakon inkubacije, 250-300 pl supernatanta je prebaceno u
drugu tubu i dodato je 50 pL ampulirane vode i 300 pL fenola (Sigma-Aldrich).
Nakon snaznog muckanja do pojave bele boje, sadrzaj je centrifugiran 10 min. na
12000 rpm. 250-300 pL supernatanta je prebaceno u novu ependorf tubu, dodato je
pola zapremine hloroforma (~150 pL). Nakon centrifugiranja 10 min. na 12000 rpm,
250-300 pL supernatanta je prebaceno u novu tubu i tretirano sa 150 uL 7.5 M
amonijum acetata i 1.5 mL ledenog 100 %-nog etanola, tube su okretane polako do
pojave DNK. Sadrzaj je centrifugiran 5 min. na 12000 rpm, supernatant dekantovan i
talogu koga sacinjava DNK dodato je 30-50 uL. ampulirane vode. Koncentracija DNK
je izmerena na Nano drop 1000 (THERMO Scientific).

Uzorci DNK koncentracije najmanje 1ug/uL analizirani su DNK c¢ipom

(Asper Biotech, Estonija).

3.2.3. Statisticka analiza

Za statisticku evaluaciju dobijenih rezultata koris¢eni su Student-ov T-test i

linearna regresiona analiza, "Statistika 8.0" 1 "OriginPro 8" za Windows Vistu.
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4. Rezultati

Pacijenti obuhvacéeni ovim istrazivanjem bila su deca sa aplazijom kostne srzi,
bez pune klini¢ke slike Fankonijeve anemije (FA) ili bilo kakvog dokaza o osnovi
etiologije, dok je prvobitna dijagnoza postavljena na osnovu pregleda i1 subjektivnog
utiska lekara.

Za potvrdu FA Celijskog fenotipa koriS¢en je DEB test na limfocitima
periferne krvi. Od ukupno 27 pacijenata, pet je bilo DEB-pozitivno, dok su ostali bili
DEB-negativni. Kod pet DEB-negativnih pacijenata, zbog visoke sumnje na FA i
iskljucenja eventualnog somatskog mozaicizma uraden je DEB test i na fibroblastima
(Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Spontane i DEB-indukovane hromozomske aberacije u limfocitima pacijenata sa
aplazijom kostne srzi

Ucestalost spontanih ~ Ucestalost DEB-indukovanih

Pacijenti hromozomskih hromozomskih

aberacija/eliji aberacija/celiji
1 0.07 1.51
2 0.27 0.58
3 0.00 0.95
4 0.08 0.68
5 0.08 1.02
6 0.00 0.02
7 0.03 0.21
8 0.04 0.05
9 0.05 0.24
10 0.02 0.02

Test DEB-indukovanih hromozomskih aberacija na fibroblastima pacijenata sa
aplazijom kostne srzi, potvrdio je rezultate testa na limfocitima (Tabela 4.2.).

Komplementacione grupe DEB-pozitivnih pacijenta odredene su Western blot
analizom. Utvrdeno je da jedan pacijent pripada FANCA (2229), a Cetiri pacijenta
(1823, 1866, 1879 12093) FANCD2 komplementacionoj grupi.

Preostalih pet pacijenata kod kojih je DEB test dao negativne rezultate svrstani
su u grupu pacijenata sa nenaslednom aplazijom kostne srzi (engl. bone marrow

failure, BMF), BMF grupa.
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Tabela 4.2. Spontane i DEB-indukovane hromozomske aberacije u fibroblastima pacijenata sa
aplazijom kostne srzi

Ucestalost spontanih Ucestalost DEB-indukovanih

Pacijenti hromozomskih hromozomskih

aberacija/celiji aberacija/Celiji
1 0.08 0.54
2 0.05 0.49
3 0.18 0.41
4 0.06 0.32
5 0.04 0.68
6 0.01 0.05
7 0.01 0.06
8 0.02 0.02
9 0.00 0.01
10 0.01 0.01

Sve dalje analize radene su paralelno u obe grupe pacijenata (FA 1 BMF) i

odgovarajucoj kontrolnoj grupi, na primarnim fibroblastima (Tabela 4.3.).

Tabela 4.3. Primarne Celijske linije; FA-pacijenti sa Fankonijevom anemijom, BMF-pacijenti sa
aplazijom kostne srzi i kontrolna grupa

Primarna

celijska linija
2229 FANC A

1823

FA 1866

1879

2093

1850

1990

BMF 2068

2083

3370
Kontrola 1
Kontrola 2
Kontrola 3
Kontrola 4
Kontrola 5
Kontrola 6

Grupa Komplementaciona grupa

FANC D2

Kontrolna
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4.1.  Analiza spontane i indukovane hromozomske nestabilnosti-CB

mikronukleusni test

Merena je ucestalost mikronukleusa i proliferativni potencijal na fibroblastima

svih pacijenata pre i nakon zraCenja i tretmana DEB-om (Tabele 4.4.-4.12. 1 Slika

4.1.). Radioosetljivost je izraCunata oduzimanjem vrednosti bazalne ucestalosti

mikronukleusa od indukovane. Za poredenje razlika srednjih vrednosti izmedu

kontrolnog uzorka i tretiranih uzoraka koriscen je t-test.

U tabelama je izraZzen broj mikronukleusa na 1000 pregledanih binukleusnih

¢elija (MN/1000 BN ¢elija), broj mikronukleusa po binukleusnoj celiji sa

mikronukleusima (MN/mBN ¢elija), procenat binukleusnih ¢elija sa mikronukleusima

(% mBN ¢elija) i1 proliferativni indeks (PRI).

Tabela 4.4. Bazalna ucestalost mikronukleusa i proliferativni indeks kod FA pacijenata

NN %
FA . MN/,IO.QO Distribucija MN mBN mBN PRI
pacijenti BN éelija —4™ 3 galiji  celija

4915 507 18 4 0 0 118 416 178
2229 4637 476 17 3 0 0 115 403 183
4621 520 17 4 0 0 119 388  1.79

47.24+1.65 1.80+0.03
2008 734 11 2 00 115 174 187
1823 1852 637 10 1 00 109 170 186
1786 605 11 0 0 0 100 179 187

18.82+1.14 1.87+0.01
1672 58 10 0 0 0 100 167 186
1866 1727 67 9 1 00 110 157 188
1685 525 9 0 00 100 169 185

16.95+0.29 1.86£0.02
982 605 6 0 00 100 098 181
1879 938 528 5 0 0 0 100 094 176
868 571 5 0 0 0 100 087 1.9

9.29+0.57 1.79+0.03
328 608 2 0 00 100 033 179
2093 200 685 2 0 00 100 02 176
278 35 1 0 00 100 028 181

2.9940.26 1.79+0.03

FA pacijenti-pacijenti oboleli od Fankonijeve anemije; MN/1000 BN ¢elija-broj mikronukleusa na 1000
binukleusnih ¢elija; MN/mBN c¢elija-broj mikronukleusa po binukleusnoj ¢eliji sa mikronukleusima; % mBN
¢éelija-procenat binukleusnih Celija sa mikronukleusima; PRI-proliferativni indeks
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U grupi FA pacijenata, zapazeno je visoko znaCajno povecanje bazalne
ucestalosti mikronukleusa u uzorku 2229 u odnosu na kontrolne vrednosti (t=9.75,
p<0.0001).

Bazalna ucestalost MN kod pacijenata 1879 i 2093 je znacajno smanjena (t=-
2.69, p<0.01; t=-4.77, p<0.0001), dok kod uzoraka 1823 i 1866 nije utvrdena znacajna
razlika u odnosu na kontrolne vrednosti.

U svim uzorcima distribucija mikronukleusa sledi Poasonovu raspodelu;
najveéi broj binukleusnih ¢elija je sa jednim i1 dva, najmanji sa tri 1 Cetiri
mikronukleusa (Tabela 4.4.).

Analizom proliferativnog potencijala ¢elija utvrdeno je znacajno smanjenje

kod svih uzoraka FA grupe u odnosu na kontrolu (p<0.0001).

Tabela 4.5. Bazalna ucestalost mikronukleusa i proliferativni indeks kod BMF pacijenata

MN/ %
Distribucija MN mBN mBN PRI
0 1 2 3 4 Celiji Ccelija

BMF MN/1000
pacijenti BN éelija

8.24 602 5 1.00 0.82 1.91
1850 791 502 4 1.00 0.79 1.89
7.68 646 S5 0 0 O 1.00 0.77 1.89

7.9410.28 1.90£0.01
8.01 619 5 1.00 0.80 1.89
1990 7.26 547 4 1.00  0.73 1.91
6.98 569 4 0 0 0 1.00 0.70 1.90

7.42+0.53 1.90+0.01
11.93 497 6 1.00 1.19 1.87
2068 12.48 554 7 1.00 1.25 1.86
13.14 602 6 1 0 0 1.14 1.15 1.86

12.5240.61 1.86+0.01

S O
[
o O

S O
oS O
S O

oS O
oS O
o O

14.20 48 7 0 0 0 1.00 1.42 1.92
2083 14.16 557 8 0 0 O 1.00 1.42 1.93
13.31 594 6 1 0 0 1.14 1.16 1.89

13.89+0.50 1.91+0.02
9.09 654 6 0 0 0 1.00 0.91 1.87
3370 8.83 561 5 0 0 0O 100 0388 1.86
8.01 619 5 0 0 0 1.00 0.80 1.90

8.64+0.56 1.88+0.02

BMF pacijenti-pacijenti oboleli od aplazije kostne srzi; MN/1000 BN ¢elija-broj mikronukleusa na 1000
binukleusnih ¢elija; MN/mBN ¢elija-broj mikronukleusa po binukleusnoj ¢eliji sa mikronukleusima; % mBN celija-
procenat binukleusnih ¢éelija sa mikronukleusima; PRI-proliferativni indeks
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U BMF grupi utvrdeno je smanjenje bazalne ucestalosti MN kod svih
pacijenata (Tabela 4.5.) u odnosu na kontrolne vrednosti (Tabela 4.6.), i to zna¢ajno
kod 1850, 1990 1 3370 (t=-3.14, p<0.005; t=-3.31, p<0.005; t=-2.91, p<0.01).
Distribucija mikronukleusa u svim uzorcima sledi Poasonovu raspodelu.

U svim uzorcima pacijenata BMF grupe proliferativni kapacitet celija je

znacajno nizi (p<0.05) u odnosu na kontrolne uzorke, osim kod 1990 1 2083.

Tabela 4.6. Bazalna ucestalost mikronukleusa i proliferativni indeks u kontrolnoj grupi

MN/ %

Kontrolna — MN/I000 1y i iciiaMN ~ mBN mBN PRI

grupa BNCelila =579 3 4 éeliji celija
9.72 612 4 1 0 0 120 081 191
Kontrola 1 9.07 546 5 0 0 0 100 091 193
8.73 568 5 0 0 0 100 087 194
9.17+0.50 1.93+0.02
2183 674 11 2 0 0 115 189 192
Kontrola 2 2099 514 9 1 0 0 110 191 193
2003 588 10 1 0 0 109 184 192
20.95+0.90 1.9240.01
192 514 8 1 0 0 172 1.94
Kontrola 3 1855 583 9 1 0 0 110 169 1.93
1751 506 7 1 0 0 113 156 1.89
18.39+0.82 1.9240.03
2256 521 10 1 0 0 109 207 193
Kontrola 4 2069 568 12 0 0 0 1.00 207 191
2013 585 10 1 0 0 109 185 191
21.13£1.27 1.9240.01
2403 530 9 2 0 0 1.I8 203 188
Kontrola 5 2339 502 10 1 0 0 109 214 191
2008 73 11 2 0 0 115 174 191
22.5042.12 1.90+0.02
1415 628 7 1 0 0 113 126 193
Kontrola 6 1254 551 7 0 0 0 100 125 193
1132 524 6 0 0 0 100 1.13 192
12.67+1.42 1.93£0.01

MN/1000 BN ¢elija-broj mikronukleusa na 1000 binukleusnih ¢elija; MN/mBN celija-broj mikronukleusa po
binukleusnoj ¢eliji sa mikronukleusima; % mBN Celija-procenat binukleusnih ¢elija sa mikronukleusima; PRI-
proliferativni indeks

Nakon zracenja u FA grupi utvrdeno je visoko znacajno, povecanje ucestalosti
mikronukleusa kod 2229 (t=5.39, p<0.0001), dok je kod ostalih pacijenata FA grupe
(Tabela 4.7.), utvrdeno znacajno smanjenje (p<0.05) u odnosu na kontrolne uzorke
(Tabela 4.9.). U svim uzorcima proliferativni potencijal je smanjen u odnosu na
kontrolne, statisticki visoko znacajno; 2093 (t=-5.64, p<0.0001), 2229, 1866 i1 1879
(p<0.005) 1 1823 (p<0.05).
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Tabela 4.7. Ucestalost mikronukleusa i proliferativni indeks kod FA pacijenata nakon zracenja

MN/ %
Distribucija MN mBN mBN PRI
0 1 2 3 4 Celiji Ccelija

FA MN/1000
pacijenti BN éelija

109.20 484 25 7 6 0 1.50 7.28 1.57
2229 108.16 490 24 6 7 0 154 7.02 1.55
104.97 507 22 7 7 0 1.58 6.63 1.58

107.44+2.20 1.57£0.02
50.71 470 21 2 0 0 1.09 4.67 1.59
1823 50.19 51225 1 0 0 1.04 483 1.57
48.54 492 21 2 0 0 1.09 447 1.60

49.81+1.13 1.59+0.02
29.47 462 12 1 0 0 1.08 2.74 1.56
1866 31.95 517 13 2 0 0 1.13 2.82 1.57
31.25 5286 15 1 0 O 1.06 2.94 1.57

30.89+1.28 1.57£0.01
13.16 451 4 1 0 0 120 1.10 1.59
1879 11.93 497 6 0 0 1.00 1.19 1.60
11.56 514 4 1 0 0 1.20 0.96 1.54

12.22+0.84 1.58+0.03
34.72 558 16 2 0 0 111 3.13 1.54
2093 33.33 553 15 2 0 0 112 2.98 1.55
32.63 596 14 3 0 0 118 2.77 1.54

33.56£1.06 1.54£0.01

FA pacijenti-pacijenti oboleli od Fankonijeve anemije; MN/1000 BN celija-broj mikronukleusa na 1000
binukleusnih ¢elija; MN/mBN c¢elija-broj mikronukleusa po binukleusnoj Celiji sa mikronukleusima; % mBN
¢elija-procenat binukleusnih ¢elija sa mikronukleusima; PRI-proliferativni indeks

Tabela 4.8. Ucestalost mikronukleusa i proliferativni indeks kod BMF pacijenata nakon zracenja

MN/ %
Distribucija MIN mBN mBN PRI
0 1 2 3 4 Celiji Ccelija

BMF MN/1000
pacijenti BN delija

76.49 515 11 2 6 2 195 3.92 1.63
1850 73.86 505 14 1.70  4.36 1.64
73.07 456 16 3 3 1 1.52 4.80 1.62

74.47£1.79 1.63+0.01

w
W
[

9.36 637 3 0 1 0 150 0.62 1.67
1990 8.52 5864 2 0 1 0 1.67 051 1.67
8.28 479 4 0 0 0 1.00 0.83 1.66

8.72+0.57 1.67£0.01
26.27 521 10 2 0 O 2.25 1.59
2068 24.76 514 9 00 . 2.10 1.60
20.79 519 9 1 0 0 1.10 1.89 1.59

23.944+2.83 1.59+0.01
27.68 533 6 0 3 0 1.67 1.66 1.61
2083 26.52 518 8 2 0 140 1.89 1.59
26.02 529 6 1 2 0 1.56 1.67 1.61

26.74+0.85 1.60£0.01
26.04 563 11 2 0 0 1.15 2.26 1.58
3370 24.59 596 13 1 0 0 1.07 2.30 1.61
24.26 564 12 1 0 0 1.08 2.25 1.55

24.96+0.95 1.58+0.03

BMF pacijenti-pacijenti oboleli od aplazije kostne srzi; MN/1000 BN c¢elija-broj mikronukleusa na 1000
binukleusnih ¢elija; MN/mBN ¢elija-broj mikronukleusa po binukleusnoj ¢eliji sa mikronukleusima; % mBN
¢elija-procenat binukleusnih ¢elija sa mikronukleusima; PRI-proliferativni indeks
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Rezultati

Ucestalost MN nakon zra¢enja u BMF grupi je znacajno smanjena u odnosu
na kontrolne uzorke kod svih pacijenata (p<0.0001) osim kod 1850 gde je ucestalost
MN ista kao u kontrolnoj grupi (Tabele 4.8.14.9.).

Utvrdeno je i znac¢ajno smanjenje proliferativnog indeksa kod 3370 1 2068 (t=-
2.95, p<0.01; t=-2.28, p<0.05) 1 povecanje kod 1990 (t=2.65, p<0.05) u odnosu na
kontrolu. U uzorcima 1850 1 2083 proliferativni kapacitet celija je isti kao u

kontrolnim.

Tabela 4.9. Ucestalost mikronukleusa i proliferativni indeks u kontrolnoj grupi nakon zracenja

MN/ %
Distribucija MN mBN mBN PRI
0 1 2 3 4 ¢eliji Ccelija

Kontrolna MN/1000
grupa BN éelija

55.05 522 17 5 1 0 130 422 1.67
Kontrola 1 54.10 513 18 4 1.26  4.29 1.64
51.47 521 18 5 0 O 122 423 1.65

53.54+1.85 1.65+0.02
72.73 623 28 7 2 1.30  5.61 1.64
Kontrola 2 71.76 617 30 7 1.24 5.80 1.65
70.57 548 26 6 1 0 124 5.68 1.61

71.69£1.08 1.63+0.02
67.50 529 30 4 1.12  6.04 1.63
Kontrola 3 64.98 523 26 5 1.16  5.60 1.61
63.83 486 29 2 0 0 1.06 6.00 1.60

65.44+1.88 1.61£0.02
87.81 524 23 8 2 1.44  6.09 1.63
Kontrola 4 86.54 485 26 8 1.29 6.73 1.66
84.56 512 22 7 2 1.44 5.88 1.64

86.30+1.64 1.64+0.02
84.25 510 27 8 1.28 6.59 1.62
Kontrola 5 80.88 509 26 9 0 1.26 6.43 1.62
76.40 554 26 8 1.29 594 1.57

80.51+£3.94 1.60+0.03
62.11 611 27 5 1 0 121 5.12 1.64
Kontrola 6 57.59 546 22 4 1 0 122 471 1.62
57.89 543 21 6 0 0 122 474 1.59

59.20£2.53 1.62+0.03

MN/1000 BN c¢elija-broj mikronukleusa na 1000 binukleusnih ¢elija; MN/mBN celija-broj mikronukleusa po
binukleusnoj ¢eliji sa mikronukleusima; % mBN celija-procenat binukleusnih ¢elija sa mikronukleusima; PRI-
proliferativni indeks
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Ucestalost MN nakon tretmana DEB-om u FA grupi je znac¢ajno povecana kod
2229 (t=4.06, p<0.001) i znacajno smanjena kod 2093 (t=-2.74, p<0.01). U ostalim
uzorcima nije utvrdena znacajna razlika u odnosu na kontrolne (Tabele 4.10. 1 4.12.).

Nakon tretmana DEB-om utvrdeno je smanjenje proliferativnog potencijala

kod svih pacijenata, znacajno kod 2229 i 2093 (t=-2.70, p<0.05; t=-3.36, p<0.001).
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Rezultati

Tabela 4.10. Ucestalost mikronukleusa i proliferativni indeks kod FA pacijenata nakon tretmana DEB-om
MN/ %

Distribucija MN mBN mBN PRI
0 1 2 3 4 Celiji Ccelija

FA MN/1000
pacijenti BN éelija

81.03 511 23 6 3 0 138 5.89 1.49
2229 84.43 502 21 6 4 0 145 5.82 1.53
82.86 498 25 5 3 0 1.33 6.21 1.54

82.77£1.70 1.52+0.03
53.89 481 13 1.35 3.99 1.57
1823 52.24 514 16 1.27  4.10 1.58
51.76 463 15 5 0 0 1.25 4.14 1.56

52.63£1.12 1.57£0.01
34.48 533 17 1.06 3.27 1.58
1866 33.53 490 17 1.00 3.35 1.56
32.97 528 18 0 O O 1.00 3.30 1.55

33.6620.76 1.56x0.02

[©) RN
oS O
[

O -
oS O
oS O

40.82 474 14 0 2 0 1.25 3.27 1.57
1879 39.26 469 13 0 2 0 1.27 3.10 1.53
38.94 546 16 3 0 0 1.16 3.36 1.53

39.67£1.01 1.54£0.02
19.64 551 7 2 0 0 122 1.61 1.49
2093 16.85 526 7 1 00 113 1.50 1.52
15.50 637 6 2 0 0 125 1.24 1.51

17.334£2.11 1.51£0.02

FA pacijenti-pacijenti oboleli od Fankonijeve anemije; MN/1000 BN ¢elija-broj mikronukleusa na 1000
binukleusnih ¢elija; MN/mBN ¢elija-broj mikronukleusa po binukleusnoj ¢eliji sa mikronukleusima; % mBN celija-
procenat binukleusnih ¢éelija sa mikronukleusima; PRI-proliferativni indeks

Tabela 4.11. Ucestalost mikronukleusa i proliferativni indeks kod BMF pacijenata nakon tretmana DEB-om

MN/ %
Distribucija MIN mBN mBN PRI
0 1 2 3 4 C(Celiji Ccelija

BMF MN/1000
pacijenti BN éelija

33.09 680 9 4 2 0 1353 2.16 1.61
1850 32.63 600 8 3 2 0 154 212 1.59
32.21 669 8 4 2 0 157 2.05 1.59

32.64+0.44 1.60£0.01
29.88 48 11 2 0 0 1.15 2.59 1.63
1990 28.63 510 13 1 0 0 1.07 267 1.62
27.21 574 12 2 0 0 1.14 238 1.64

28.57+1.34 1.63£0.01
34.43 620 16 3 0 0 116 297 1.57
2068 38.18 531 17 2 0 0 . 3.45 1.61
30.35 577 14 2 0 0 1.13 2.70 1.56

34.3243.92 1.58+0.03
47.93 582 17 6 0 O 126 3.80 1.60
2083 44.64 540 15 5 0 0 125 3.57 1.58
45.60 591 18 5 0 0 122 3.75 1.56

46.06+1.69 1.58+0.02
36.96 499 13 0 2 0 127 292 1.58
3370 35.93 487 12 0 2 0 129 279 1.54
34.48 506 14 2 0 0 1.13 3.07 1.54

35.79+£1.25 1.55+0.02

BMF pacijenti-pacijenti oboleli od aplazije kostne srzi; MN/1000 BN ¢elija-broj mikronukleusa na 1000
binukleusnih ¢elija; MN/mBN ¢elija-broj mikronukleusa po binukleusnoj ¢eliji sa mikronukleusima; % mBN c¢elija-
procenat binukleusnih éelija sa mikronukleusima; PRI-proliferativni indeks
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MN/1000 BN ¢elija

Rezultati

U BMF grupi nije bilo znacajnih razlika u ucestalosti MN (Tabela 4.11.) u

odnosu na kontrolne uzorke nakon tretmana DEB-om (Tabela 4.12.). Proliferativni

potencijal je smanjen kod svih osim kod 1850 i 1990 kod koga je uoceno znacajno

povecanje (t=2.26, p<0.01) u odnosu na kontrolne uzorke.

Tabela 4.12. Ucestalost mikronukleusa i proliferativni indeks u kontrolnoj grupi nakon tretmana DEB-om

100

90

80 |

70 4

60 -

50 4

40

30

20

MN/ %
GO ML DistribucijiaMN  mBN mBN PRI
grupa BNéelila —5772 3 4 celiji celija
14.63 540 6 1 0 0 114 128 1.62
Kontrola 1 13.78 500 5 1 0 0 117 118 1.62
12.87 537 7 0 0 0 1.00 129 159
13.76+0.88 1.61+0.02
57.14 532 25 2 1 0 500  1.59
Kontrola2  49.84 595 24 2 1 0 434 161
55.45 514 24 3 0 0 499 161
54.1443.82 1.60+0.01
46.04 52 17 4 0 0 119 387 159
Kontrola3  45.0 500 18 3 0 0 1.14 395 161
42.81 564 16 3 1 0 125 342 156
44.68+1.68 1.59+0.03
65.79 505 20 6 1 0 130 508  1.59
Kontrolad  63.49 540 19 7 1 0 133 476  1.56
62.86 500 18 6 1 0 132 476  1.59
64.05+1.54 1.58+0.02
50.91 530 15 3 1 1 140 364 154
Kontrola5 4824 517 18 4 0 0 1.18 408 152
46.43 539 17 3 1 0 124 375 149
48.5342.25 1.5240.03
38.89 5200017 2 0 0 111 35 162
Kontrola 6  36.14 643 18 3 0 0 114 316 159
36.43 530 18 1 0 0 105 346 155
37.15+1.51 1.59+0.04

MN/1000 BN ¢elija-broj mikronukleusa na 1000 binukleusnih céelija; MN/mBN ¢elija-broj mikronukleusa po
binukleusnoj ¢eliji sa mikronukleusima; % mBN c¢elija-procenat binukleusnih celija sa mikronukleusima; PRI-

proliferativni indeks
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Slika 4.1. Ucestalost mikronukleusa; bazalna, nakon zracenja i tretmana DEB-om
(srednja vrednost = S.D.)
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Rezultati

4.2.  Analiza kinetike popravke spontanih i indukovanih dvolancanih prekida

Analizom y-H2AX fokusa kvantifikovan je broj dvolancanih prekida molekula
DNK. Pradena je spontana ucestalost dvolanacanih prekida (0 min.) i ucestalost
prekida 30 min., 2 h, 5 h 1 24 h nakon zrafenja (y-zracenje, doza 2 Gy) i tretmana
DEB-om kod svih pacijenata i u kontrolnim uzorcima.

Analiza ucestalosti dvolancanih prekida pre zracenja i tretmana DEB-om (0
min.) pokazala je znacajno vecu incidencu u FA i BMF grupi u poredenju sa

kontrolom (t=3.03, p<0.05; t=2.86, p<0.05).

4.2.1. Analiza dvolancanih prekida (y-H2AX fokusa) indukovanih zracenjem

Nakon zracenja, FA fibroblasti pokazuju najvecu ucestalost zra¢enjem-
indukovanih y-H2AX fokusa nakon 30 minuta, znacajno vise u poredenju sa BMF

(t=3.03, p<0.05) i kontrolom (t=3.26, p<0.01) (Tabela 4.13. 1 Slika 4.2.).

Tabela 4.13. Ucestalost dvolancanih prekida pre i nakon zracenja

Celijska Vreme nakon zracenja
linija 0 min. 30 min. 2h 5h 24 h
2229 0.80 2431 19.49 5.04 9.54
FA 1823 1.05 26.36 15.01 5.50 5.25
1866 0.83 21.93 18.22 8.29 8.05
grupa 1879 1.01 26.20 21.57 6.96 11.01
2093 1.60 24.81 18.37 10.41 13.78
> 1.06+0.32 24.72+1.79 18.53+2.38 7.24+2.18 9.53£3.19
1850 1.07 19.04 13.62 11.69 4.12
BMF 1990 3.45 12.83 25.11 14.96 2.56
grupa 2068 4.92 19.28 25.45 14.97 3.90
2083 2.86 23.43 17.30 6.63 2.08
3370 0.72 20.25 17.97 10.10 3.10
> 2.60+1.74 18.96+3.85 19.8945.19 11.6743.52 3.15+0.87
1 0.60 20.01 16.50 6.83 1.11
2 0.40 19.79 14.53 5.23 1.12
Kontrolna 3 0.49 17.89 16.63 7.91 1.90
grupa 4 0.38 23.84 17.01 3.68 1.23
5 0.76 22.62 15.54 5.15 1.14
6 0.86 17.16 16.74 7.53 2.80
> 0.5840.20 20.2242.60 16.16+0.94 6.05£1.63 1.5540.68
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Rezultati

lako se u narednim periodima (2 h i 5 h) uocava trend opadanja broja
dvolancanih prekida, 24 h nakon zracenja incidenca je i dalje visoka, znacajno viSa u
poredenju sa BMF (t=4.31, p<0.005) i kontrolnim ¢elijama (t=6.02, p<0.0005).

U poredenju sa stanjem pre zracenja, broj nepopravljenih dvolancanih prekida

DNK u FA grupi je znacajno, 9 puta, veci (t=5.90, p<0.0005).
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vreme nakon zracenja

Slika 4.2. Ucestalost dvolancanih prekida u FA, BMF i kontrolnoj grupi pre i nakon zracenja
(srednja vrednost = S.D.)

U BMF grupi najveci broj dvolancanih prekida uocava se 2 h nakon zracenja
(19.89£5.19). Iako broj dvolananih prekida opada tokom vremena, nakon 5 h je
njihov broj i dalje visok, znacajno vi§i u poredenju sa FA (t=2.39, p<0.05) i
kontrolnim c¢elijama (t=3.51, p<0.05). Nakon 24 h broj dvolancanih prekida se
znacajno smanjuje i u odnosu na stanje pre zracenja nema statisticki znacajnih razlika.

Na Slici 4.3. prikazane su mikrografije fibroblasta obelezenih sa y-H2AX

fokusima.
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Rezultati

Slika 4.3. Fibroblasti obelezeni anti-y-H2AX antitelom
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Rezultati

4.2.1.1.

Analizom y-H2AX fokus-pozitivnih

nakon zracenja

¢elija

pracena je

Analiza y-H2AX fokus-pozitivnih Celija i distribucija y-H2AX fokusa

procentualna

zastupljenost celija sa y-H2AX fokusima u sve tri ispitivane grupe (Tabela 4.14. 1

Slika 4.4.).

Pre zracenja, 14.16 % celija u FA grupi bilo je y-H2AX fokus-pozitivno 1

poredenjem sa kontrolnom i BMF grupom nije utvrdena znacajna razlika. 24 h nakon

zraCenja u FA grupi je utvrdeno ¢ak 57.47 % Ccelija sa fokusima, dok je procenat y-

H2AX fokus-pozitivnih ¢elija u BMF grupi (41.82 %) i kontrolnoj grupi (32.01 %)

znacajno nizi.

Rezultati statisticke analize pokazali su da FA grupu 24 h nakon zracenja

karakteriSe znacajno visi procenat y-H2AX fokus-pozitivnih ¢elija kada se porede sa

kontrolnom (t=4.25, p<0.005) i BMF grupom (t=15.65, p<0.05).

Tabela 4.14. Procenat y-H2AX fokus-pozitivnih ¢elija pre i nakon zracenja

Celijska 0 min. Vreme nakon zracenja

linija 30 min. 2h 5h 24 h

2229 17.74 97.87 95.52 52.61 59.22

FA 1823 13.12 100 100 92.28 38.82
erupa 1866 6.73 100 97.22 81.34 54.65
1879 20.22 99.30 98.17 81.54 57.48

2093 13.00 96.77 100 87.55 77.17

> 14.16£5.18  98.79+1.42 98.18+1.91 79.06+15.47  57.47£13.66

1850 5.78 74.65 88.09 80.99 38.81

BMF 1990 15.24 50.21 99.49 77.78 43.30
2068 18.26 81.90 99.10 89.66 41.84

gtupa 2083 25.32 93.55 96.45 94.98 32.90
3370 11.50 30.10 95.71 85.83 52.25
> 15.2247.32  66.08+25.62 95.7744.59 85.85+6.83 41.8247.06

1 14.76 56.88 97.96 76.38 33.43

2 10.17 74.87 100 96.28 27.29

Kontrolna 3 13.78 100 100 38.21 24.85
grupa 4 12.7 100 98.84 73.64 36.27
5 14.26 89.18 99.14 71.31 38.21

6 11.81 76.71 98.84 65.89 32.03

> 12.91£1.72  82.94£16.76 99.32+0.84 70.29+18.83 32.01£5.14
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Rezultati

Takode, u BMF grupi je utvrden znacajno veci procenat fokus pozitivnih Celija
u poredenju sa kontrolom 24 h nakon zracenja (t=2.79, p<0.05).

U odnosu na stanje pre zracenja (0 min.), nakon zraenja u sve tri ispitivane
grupe na svim vremenima utvrdena je visoko znacajna razlika u procentu fokus-

pozitivnih ¢elija (p<0.00001).
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Slika 4.4. Procenat y-H2AX fokus-pozitivnih ¢elija u FA, BMF i kontrolnoj grupi pre i nakon zracenja
(srednja vrednost + S.D.)

Distribucija broja y-H2AX fokusa po ¢eliji prikazana je na Slici 4.5. Analiza u
FA grupi pre zracenja pokazala je da 98.54 % celija sadrZi reparabilan broj fokusa (0-
30), dok 1.46 % ¢elija sadrzi >30 prekida po ¢eliji. Nakon zracenja procenat Celija sa
>30 prekida dostize maksimum na 30 min. (25.58 %), zatim opada tokom narednih 2
h (8.9 %) 15 h (3.74 %) 1 24 h posle dostiZze novi maksimum od 10.66 %.

U BMF grupi pre zracenja 95.39 % celija je sa 0-30 prekida. Nakon zracenja,
procenat Celija sa nereparabilnim fokusima se povecava, dostize maksimum na 2 h
(21.29 %), zatim opada 1 nakon 24 h iznosi 1.75 %.

Analiza distribucije fokusa u kontrolnoj grupi, pokazala je znatno manji
procenat Celija sa >30 prekida u odnosu na obe grupe pacijenta i pre (0.60 %) i nakon
zracenja. Najveci procenat od 11.11 % uocava se posle 30 min., dok u narednim

periodima procenat ¢elija opada i posle 24 h iznosi 0.27 %.
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i kontrolnoj grupi
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Rezultati

4.2.1.2.  Analiza ucestalosti y-H2AX fokus-pozitivnih i y-H2AX fokus-negativnih

mikronukleusa nakon zracenja

Pracen je broj mikronukleusa u mononukleusnim fibroblastima u sve tri grupe,
pre 1 nakon zracenja (Tabela 4.15. i Slika 4.6.). Utvrdeni mikronukleusi su zatim
klasifikovani u fokus-pozitivne u kojima je detektovano prisustvo y-H2AX i fokus-
negativne, bez detektabilnih y-H2AX fokusa (Tabela 4.16. i Slika 4.7.).

U Tabeli 4.15. prikazan je broj mikronukleusa na 1000 ¢elija. U FA grupi, broj
¢elija koje sadrze MN je relativno konstantan, kada se poredi vreme pre i nakon
zraCenja. UoCava se blago smanjenje 30 min. i blago povecanje 2 h i 5 h nakon
zracenja, znac¢ajno u odnosu na kontrolu (t=2.40, p<0.05). Poredenjem sa kontrolnom
i BMF grupom utvrdeno je znacajno vise ¢elija sa MN u FA grupi 24 h nakon

zracenja (t=3.41, p<0.05; t=3.58, p<0.05).

Tabela 4.15. Ucestalost mikronukleusa pre i nakon zracenja

Vreme nakon zraéenja

ST 0 min. -
Celijska 30 min. 2h 5h 24h
linija "~ br.celija/ br.éelija br.éelija/ br.éelija br.éelija/
br. MN MN /br. MN MN br. MN MN /br. MN MN br. MN MN

2229  654/6 9.17 576/0 0.00 776/5 6.44 607/7 1153  674/5 7.42

FA 1823 75273 3.99 681/4 587  653/10 1531  603/4 6.63 732/5 6.83
grupa 1866 716/3 4.19 670/4 5.97 560/1 1.79 603/4 6.63 665/3 4.51
1879  706/5 7.08 624/2 3.21 328/3 9.15 713/3 4.21 570/3 5.26

2093 657/4 6.09 633/2 3.16 615/3 4.88 638/2 3.13 845/5 5.92

> 6.10£2.15 3.64+2.45 7.51£5.11 6.431£3.24 5.99£1.17

1850 750/10 1333 831/2 241 730/2 2.74 665/3 4.51 708/2 2.82

BMF 1990 686/3 4.37 658/0 0.00 666/4 6.01 719/3 4.17 643/3 4.67
grupa 2068  969/3 3.10 626/2 3.21 604/0 0.00 663/3 4.52 622/0 0.00
2083  695/2 2.89 696/1 1.44 621/3 4.83 651/2 3.07 714/1 1.40

3370 576/3 5.21 649/3 4.62 485/1 2.06 870/4 4.59 556/2 3.60

755/8 10.60  661/4 6.05 720/0 0.00 722/1 1.39 642/3 4.67
11.394+2.00 7.6316.71 2.28+2.04 2.33£1.07 2.81+1.63

> 5.78+4.33 2.34+1.75 3.13£2.36 4.17+0.64 2.50£1.84
3 699/10 1431  649/1 1.54 623/3 4.82 603/2 3.32 812/3 3.69
Kontrolna 4 715/7 979  697/12 17.22  667/1 1.50 628/2 3.18 656/1 1.52
grupa 5 644/7 10.87  700/4 5.71 713/2 2.81 708/1 1.41 732/1 1.37
6
2

MN-broj mikronukleusa na 1000 mononukleusnih ¢elija

U BMF grupi broj MN pokazuje blago opadanje 30 min. i 2 h nakon zracenja,
na 5 h se uocava znacajno povecanje u poredenju sa kontrolom (t=3.24, p<0.05), dok

se nakon 24 h broj MN smanjuje 1 dostize sli¢nu vrednost kao u kontrolnoj grupi.

55



Rezultati

[JFA
15 [CIBMF
12 ] - [ kontrola
13
124
- 114
=
o 104
3 ]
o 94
S 7]
S 8-
S —_
74
= ] .
% 64 | |
2 7]
3 5
S 7]
5] 1
. 1
14 a 1
0 ; . ; . ; . ; . ' \
0 min 30 min 2h 5h 24 h

vreme nakon zracenja

Slika 4.6. Ucestalost mikronukleusa u FA, BMF i kontrolnoj grupi pre i nakon zrac¢enja
(srednja vrednost + S.D.)

U cilju pracenja dvolancanih prekida, nastali MN su podeljeni u dve grupe, y-
H2AX fokus-pozitivne, koji ih sadrze 1 y-H2AX fokus-negativne, bez njih (Slika 4.7.).

U FA grupi utvrden je najveci broj fokus-pozitivnih MN pre zraCenja i u svim
periodima nakon zracenja. Takode, odnos fokus-pozitivnih i fokus-negativnih MN je
relativno ujednacen na svim ispitivanim vremenima.

Poredenjem sa kontrolnim ¢elijama u FA grupi je utvrdeno znacajno vise -
H2AX fokus-pozitivnih mikronukleusa, 2 h, 5 h i 24 h nakon zradenja (t=3.67,
p<0.05; t=2.68, p<0.01; t=3.98, p<0.05) i znacajno manje fokus-negativnih pre
zracenja (t=-7.89, p<0.00001). Poredenjem sa BMF grupom, utvrdeno je znacajno
viSe fokus-pozitivnih MN u FA grupi, 2 h i 5 h nakon zracenja (t=3.73, p<0.05;
t=2.59, p<0.01) i visoko znacajno vise fokus-negativnih MN (t=5.87, p<0.001).

U BMF grupi uocava se dvostruko veci broj fokus-negativnih MN u odnosu na
fokus-pozitivne, dok je ukupan broj MN manji nego u FA grupi.

Poredenjem BMF grupe sa kontrolnom nije utvrdena znacajna razlika fokus-
pozitivnih MN, dok je pre zracenja, kao i kod FA grupe i u BMF grupi znacajno manji
broj MN u odnosu na kontrolu (t=-4.23, p<<0.01). U BMF grupi utvrdeno je i znacajno
viSe fokus-negativnih MN 5 h nakon zracenja (t=2.86, p<0.01).
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Tabela 4.16. Procenat y-H2AX fokus-pozitivnih i -H2AX fokus-negativnih mikronukleusa pre i

nakon zracenja

Vreme nakon zracenja

Celijska 0 min. 30 min. 2h 5h 24 h
11n1Ja aF - aF - aF - aF - aF -
2229 046 046 000 000 039 026 066 049 030 045
Fo 1823 000 040 015 044 061 092 017 050 027 04l
1866 0.14 028 030 030 018 000 050 017 015 030
EMUPA g79 0.4 057 000 032 030 061 014 028 018 035
2093 030 030 016 0.6 033 016 031 000 024 036
Z 0.21£0.18 0.40+0.12 0.12+0.13 0.24+0.17 0.36%0.16 0.39+0.37 0.36+0.22 0.29+0.21 0.23+0.06 0.37+0.06
1850 053 080 0.2 0.2 000 027 0.5 030 014 014
ayp 1990 029 015 000 000 015 045 000 042 031 016
grupa 2068 010021000 032 000 000 0I5 030 000 000
2083 000 029 000 0.14 016 032 000 031 014  0.00
3370 000 052 015 031 000 021 012 032 018 0.8
Z 0.1840.23 0.39+0.27 0.05+0.07 0.18%+0.14 0.06+0.08 0.25+0.17 0.08+0.08 0.33+0.05 0.15+0.11 0.10+0.09
3 057 08 000 015 016 032 000 033 000 037
Kont. 4 000 098 029 143 000 015 016 016 000  0.15
grupa 5 000  1.09 000 057 000 028 000 014 000 0.4
6 000 106 000 061 000 000 000 014 016 031
>

0.14+0.29 1.00£0.10 0.07£0.15 0.69+0.54 0.0420.08 0.19£0.14 0.04+0.08 0.194+0.09 0.04+0.08 0.24+0.12

Kontrolnu grupu karakteriSe visok broj spontano nastalih fokus-negativnih

MN. Nakon zrac¢enja u kontrolnim fibroblastima uo¢ava se mali broj fokus-pozitivnih

MN, dok je broj fokus-negativnih MN oko 4-6 puta veci.
Na Slici

4.8.

prikazane

su mikrografije mononuklusnih celija

sa

mikronukleusima obelezenim sa y-H2AX fokusima i mikronukleusima bez y-H2AX

fokusa.
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Slika 4.7. Procenat y-H2AX fokus-pozitivnih i y-H2AX fokus-negativnih mikronukleusa u FA, BMF i
kontrolnoj grupi pre i nakon zracenja (srednja vrednost + S.D.)
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Rezultati

Slika 4.8. Mononukleusni fibroblasti sa mikronukleusima

4.2.2. Analiza dvolancanih prekida (y-H2AX fokusa) indukovanih DEB-om

Analiza ucestalosti y-H2AX fokusa nakon tretmana DEB-om nije pokazala
znacCajne razlike izmedu ispitivanih grupa (Tabela 4.17. 1 Slika 4.9.).

U FA grupi najveca ucestalost DEB-indukovanih y-H2AX fokusa utvrdena je
5 h nakon tretmana (2.71£1.66), kao 1 u kontrolnoj grupi (4.48+2.46), dok je u BMF
grupi najveéi broj fokusa uocen 2 h nakon tretmana (6.99+6.13), bez statistickog

znacaja.



Rezultati

Tabela 4.17. Ucestalost dvolancanih prekida pre i nakon tretmana DEB-om

Celijska Vreme nakon tretmana DEB-om
linija 0 min. 30 min. 2h 5h 24 h
2229 0.80 0.81 1.21 3.51 1.42
FA 1823 1.05 1.54 0.45 1.21 1.79
grupa 1866 0.83 0.91 1.44 1.56 1.91
1879 1.01 1.31 0.76 2.04 2.15
2093 1.60 2.97 1.79 5.24 2.84
> 1.06+0.32 1.51+0.87 1.13+0.53 2.71x1.66 2.02+0.53
1850 1.07 0.38 6.31 0.79 2.35
BMF 1990 3.45 6.84 13.77 12.53 5.52
grupa 2068 4.92 5.86 12.78 11.73 5.91
2083 2.86 1.04 0.87 1.48 1.72
3370 0.72 0.86 1.24 3.49 1.39
> 2.60£1.74 3.00+3.09 6.99+6.13 6.00+5.69 3.38+2.17
1 0.60 1.50 1.37 1.61 1.49
2 0.40 2.81 2.33 5.67 1.91
Kontrolna 3 0.49 1.51 1.31 1.57 1.47
grupa 4 0.38 3.97 1.87 7.72 2.44
5 0.76 2.59 3.42 4.55 2.68
6 0.86 2.73 2.31 5.76 1.93
> 0.58+0.20 2.52+0.93 2.10+0.78 4.48+2 .46 1.99+0.49

U odnosu na stanje pre tretmana DEB-om, 24 h nakon tretmana ucestalost

dvolancanih prekida je visi u obe grupe pacijenata, znacajno u FA grupi (t=8.02,

p<0.01).

Ucestalost y-H2AX fokusa/¢eliji
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Slika 4.9. Ucestalost dvolancanih prekida u FA, BMF i kontrolnoj grupi pre i nakon tretmana DEB-om
(srednja vrednost = S.D.)
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Rezultati

4.2.2.1

Analiza y-H2AX fokus-pozitivnih Celija i distribucija y-H2AX fokusa

nakon tretmana DEB-om

Rezultati analize fokus-pozitivnih ¢elija nakon tretmana DEB-om prikazani su

u Tabeli 4.18. i na Slici 4.10. U FA 1 BMF grupi 24 h nakon tretmana DEB-om

utvrdeno je znacajno vise fokus-pozitivnih ¢elija u odnosu na kontrolu (t=4.46,

p<0.01; t=5.41, p<0.0005).

Znacajna razlika utvrdena je i izmedu FA 1 BMF grupe 30 min. nakon zracenja

(t=2.47, p<0.01) i tretmana DEB-om (t=3.50, p<0.01).

U odnosu na procenat fokus-pozitivnih ¢elija pre tretmana, znacajne razlike su

utvrdene u sve tri grupe 24 h nakon tretmana DEB-om; FA (t=4.03, p<0.02), BMF

(t=5.00, p<0.01) 1 kontrolnoj (t=4.50, p<0.01).

Tabela 4.18. Procenat y-H2AX fokus-pozitivnih ¢elija pre i nakon tretmana DEB-om

Celijska Vreme nakon tretmana DEB-om
linija 0 min. 30 min. 2h 5h 24 h
2229 17.74 28.00 23.59 11.89 26.12
A 1823 13.12 21.46 13.35 31.80 51.18
1866 6.73 50.29 45.75 26.41 46.48
grupa 1879 20.22 40.29 28.26 22.48 39.41
2093 13.00 32.28 30.35 19.95 33.91
Y 14.1645.18  33.01410.61  28.26x11.77  22.51+7.43 39.4249.94
1850 5.78 9.49 87.23 15.19 55.29
BMF 1990 15.24 69.57 90.00 64.18 45.66
2068 18.26 48.26 50.53 4773 53.35
grupa 2083 25.32 41.82 9.02 44.19 54.12
3370 11.50 28.50 17.73 27.09 43.97
Y 15224732 39.53422.40  50.90437.76  39.68+19.00  50.48+5.25
1 14.76 20.31 16.43 8.82 25.23
2 10.17 37.58 9.72 14.55 15.93
Kontrolna 3 13.78 22.27 25.51 5.39 10.46
orupa 4 12.70 14.55 9.83 8.11 18.42
5 14.26 30.52 23.01 9.82 17.61
6 11.81 16.87 18.81 10.84 17.49
¥ 129141.72  23.68+8.75 17.2246.58 9.59+3.05 17.52+4.75
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Slika 4.10. Procenat y-H2AX fokus-pozitivnih ¢elija u FA, BMF i kontrolnoj grupi pre i nakon tretmana
DEB-om (srednja vrednost = S.D.)

Distribucija broja y-H2AX fokusa po ¢eliji nakon tretmana DEB-om prikazana
jena Slici4.11.

Pre tretmana DEB-om procenat ¢elija sa reparabilnim brojem fokusa (0-30) je
iznosio; u FA grupi 98.54 % ¢elija, u BMF grupi 95.39 % celija, dok je u kontroli ¢ak
99.40 % ¢elija imalo <30 fokusa po ¢eliji.

Analiza u FA grupi nakon tretmana DEB-om pokazala je da svega 0.95 %
¢elija sadrzi >30 prekida posle 30 min., procenat celija sa >30 prekida dostize
maksimum na 5 h (3.51 %), a zatim opada nakon 24 h i iznosi 1.45 %.

U poredenju sa FA grupom, u BMF grupi se uocava veci broj nereparabilnih
prekida po ¢eliji u svim periodima nakon tretmana DEB-om. Najvisi procenat ¢elija sa
nereparabilnim fokusima se uocava posle 5 h (8.47 %), dok nakon 24 h iznosi 3.43 %.
Analiza distribucije y-H2AX fokusa u kontrolnoj grupi, pokazala je
konstantan broj nereparabilnih ¢elija (1-2 %), osim na 5 h gde je utvrdeno 3.33 %
¢elija sa >30 prekida.

U sve tri grupe, na svim vremenima posle tretmana DEB-om, distribucija sledi

Poasonovu raspodelu.
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Slika 4.11. Distribucija y-H2AX fokusa pre i nakon tretmana DEB-om u FA [ Ismrl ]

i kontrolnoj grupi ]
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Rezultati

4.3, Celijski ciklus i nivoi spontane i indukovane apoptoze

Metodom protocne citometrije pracen je celijski ciklus i procenat Celija u
apoptozi pre (0 min.) i nakon zracenja i tretmana DEB-om u istim vremenskim

periodima (30 min., 2 h, 5 h 1 24 h) paralelno u sve tri grupe, FA, BMF 1 kontrolnoj.

4.3.1. Analiza celijskog ciklusa i apoptoze nakon zracenja

Analiza celijskog ciklusa FA ¢celijskih linija pokazala je poteskoce u
napredovanju kroz ¢elijski ciklus. U poredenju sa kontrolnim ¢elijama znacajan deo
¢elija se zaustavlja u G2/M fazi pre zrac¢enja (0 min.), dok se nakon zracenja veéina
¢elija trajno zaustavlja u G2/M, znacajno vise nakon 5 h (t=2.98, p<0.05) i 24 h
(t=2.26, p<0.05), Sto je praceno malim procentom celija koje ulaze u apoptozu
(Tabela 4.19. i Slika 4.12.).

Analiza apoptotskog odgovora pokazala je da FA ¢elije pokazuju znacajnu
razliku u poredenju sa kontrolom samo 30 minuta nakon zracenja (t=-2.38, p<0.05),
dok na svim drugim ispitivanim vremenima oporavka nema znacajnih razlika izmedu
grupa.

U FA grupi pre zraCenja, linearnom regresionom analizom utvrdena je
negativna korelacija procenta ¢elija u G2/M fazi sa c¢elijama u GO/G1 (r=-0.97,
p<0.01), S i ¢elijama koje su u apoptozi (na granici statistiCke znacajnosti, r=-0.85,
p=0.07).

Nakon zracenja, u FA grupi se uocava isti trend; procenat ¢elija u G2/M fazi
negativno koreliSe sa procentom ¢elija u G0/G1, i to visoko znacajno 30 min. (r=-
0.95, p<0.05) i 2 h (r=-0.96, p<0.01) nakon zraCenja. Nakon 5 h korelacija je
negativna, ali na granici statisticke znacajnosti (r=-0,86, p=0.06). Celije u G2/M
znacajno negativno koreliSu i sa ¢elijama u S fazi i apoptozi i to 5 h (r=-0.91, p<0.05)
124 h (r=-0.92, p<0.05) nakon zracenja. Korelacija izmedu procenta ¢elija u S fazi i
procenta ¢elija u apoptozi je takode negativna 1 znacajna 24 h posle zracenja (r=-0.92,

p<0.05).
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Rezultati

Poredenjem FA grupe sa BMF grupom pre i nakon zracenja utvrdena je
znacajna razlika 5 h nakon zracenja u GO/G1 fazi (t=-2.84, p<0.05) celijskog ciklusa,

dok na svim drugim ispitivanim vremenima oporavka nema znacajnih razlika izmedu

grupa.

Tabela 4.19. Celijski ciklus i procenat ¢elija u apoptozi u FA grupi pre i nakon zradenja

Faza Vreme FA pacijenti
¢elijskog nakon >
S zraenja 2229 1823 1866 1879 2093

0 min. 26.21 24.64 31.95 3591 15.78  26.90+7.68
30 min. 22.67 1.96 28.44 42.27 1.09  19.29+17.71

G0/G1 2h 26.02 28.11 0.48 31.27 326 17.83x14.72
5h 18.59 10.04 5.02 21.66 1.47 11.36£8.63
24 h 11.31 11.95 7.56 18.00 14.85  12.73£3.92

0 min. 30.56 39.26 41.29 32.57 27.87 343115.74

30 min. 43.89 30.00 52.84 21.07 1475  32.51+15.78

S 2h 27.68 43.07 14.10 18.22 33.04 27.22+11.60
5h 49.73 39.38 60.79 45.06 41.08  47.21+8.58

24h 20.32 5.10 50.08 47.40 26.97 29.97£18.90

0 min. 26.63 25.78 14.01 12.27 52.79  26.30+£16.20
30 min. 19.62 68.15 15.19 7.21 83.47 38.73134.57

G2/M 2h 7.62 22.66 84.80 5.82 60.87 36.35+34.98
5h 6.59 48.82 34.12 15.88 5526  32.13+£20.82
24h 6.01 0.13 39.83 29.4 46.34  24.34+20.44

0 min. 17.70 10.99 13.79 19.66 3.74 13.18%6.26
30 min. 15.00 0.56 4.55 30.14 0.68  10.19%12.16

AP 2h 39.68 6.90 0.90 45.68 2.83  19.20£21.65
5h 26.09 2.51 0.88 17.27 220  9.79+11.31
24h 63.13 81.87 3.03 3.46 13.02  32.90+£36.97

U BMF grupi sve ¢elije su u S fazi ¢elijskog ciklusa pre zrac¢enja, dok u svim
periodima posle zraenja visok broj celija umire putem apoptoze, Sto je praceno
padom broja celija u S fazi (Tabela 4.20. i Slika 4.12.). Korelacionom analizom
utvrdena je negativna korelacija izmedu broja ¢éelija u S fazi i apoptozi, kako pre tako
1u svim periodima nakon zrac¢enja (r=-0.97, p<0.01).

Linearnom regresionom analizom utvrdeno je da procenat ¢elija koje se nalaze
u S fazi ¢elijskog ciklusa pre zrac¢enja (0 min.) koreliSe negativno, statisticki zna¢ajno
sa procentom c¢elija u GO/G1 (r=-0.96, p<0.01) i procentom ¢elija koje su usle u

apoptozu (r=-0.90, p<0.05).
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Procenat celija u G2/M fazi koreliSe negativno, statisticki znacajno sa
procentom Celija u S fazi (r=-0.95, p<0.01) 1 pozitivno sa procentom ¢elija u apoptozi
(r=0.98, p<0.005), 30 minuta nakon zracenja. Procenat ¢elija koje se nalaze u S fazi,
30 min., 2 h i 5 h nakon zracenja i dalje negativno koreliSe sa procentom ¢elija koje
ulaze u apoptozu (r=-0.91, p=0.03; r=-0.97, p<0.001; r=-0.89, p<0.05). Znacajna
negativna korelacija utvrdena je izmedu procenta Celija u G2/M fazi 1 Celija u

apoptozi, 5 h nakon zra¢enja (r=-0.92, p<0.05).

Tabela 4.20. Celijski ciklus i procenat ¢elija u apoptozi u BMF grupi pre i nakon zradenja

Faza Vreme BMF pacijenti
celijskog nakon 3
e zradenja 1850 1990 2068 2083 3370

0 min. 22.66 28.14 19.13 12.20 2326  21.08+5.91
30 min. 19.00 11.32 12.16 14.32 18.34  15.03+3.51

G0/G1 2h 19.80 36.31 15.68 25.89 24.63  24.46x7.77
5h 33.02 18.74 21.74 21.53 2741  24.49+5.72
24 h 9.24 16.99 16.69 14.77 16.65  14.87+3.27

0 min. 33.80 32.60 40.42 50.28 36.84  38.79+7.10
30 min. 49.44 38.60 48.31 63.23 49.77  49.87+8.78

S 2h 36.26 11.74 20.56 44.57 29.63  28.55+12.88
5h 24.15 47.39 35.99 31.65 41.11  36.06+8.88
24 h 10.08 36.73 27.62 21.73 26.39  24.5149.73

0 min. 26.97 27.62 29.12 28.73 26.03  27.69+1.27
30 min. 28.84 44.52 34.79 21.17 29.55  31.77£8.62

G2/M 2h 21.56 244 13.36 11.62 1475  12.75+6.88
5h 1.60 28.33 28.33 7.07 11.01  15.27£12.38
24 h 2.52 20.02 15.30 8.18 1045  11.2946.70

0 min. 17.11 14.20 12.21 9.24 13.73  13.30+2.88
30 min. 3.03 6.90 4.89 2.09 4.26 4.23+1.84

AP 2h 23.20 54.12 51.89 18.26 31.65 35.82+16.42
5h 41.62 7.52 14.34 39.66 20.35 24.70£15.26
24h 78.15 28.24 41.25 54.84 46.12  49.72+18.58

Korelaciona analiza je pokazala da su 24 h nakon zracenja, ¢elije u GO/G1, S i
G2/M fazama celijskog ciklusa znacajno negativno korelisane po broju, sa ¢elijama u
apoptozi (r=-0.94, p<0.05; r=-0.99, p<0.0003; r=-0.97, p<0.01). Nasuprot tome,
procenat ¢elija u GO/G1 fazi 1 G2/M fazi pozitivno koreliSe sa procentom celija u S

fazi ¢elijskog ciklusa (r=0.92, p<0.05; r=0.97, p<0.01).
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Posmatrajuci ceo period oporavka nakon zracenja vec¢ina ozracenih kontrolnih

¢elija su u S fazi Celijskog ciklusa (Tabela 4.21. 1 Slika 4.12.) 1 taj broj koreliSe

negativno sa brojem celija koje umiru apoptozom (r=-0.95, p<0.05). Negativna

korelacija utvrdena je takode i izmedu ¢elija koje se nalaze u G2/M fazi i ¢elija koje

su podlegle apoptozi, pre i u svim periodima nakon zracenja, i ona je bila znacajna 30

min. (r=-0.95, p<0.005) 1 5 h nakon zracenja (r=-0.94, p<0.005).

Tabela 4.21. Celijski ciklus i procenat ¢elija u apoptozi u kontrolnoj grupi pre i nakon zraéenja

Faza Vreme Kontrolna grupa
celijskog nakon 3
ciklusa zracenja 1 2 3 4 5 6
0 min. 23.50 30.14 32.00 19.40 35.25 32.01  28.7246.01
30 min. 14.69 12.17 7.51 17.87 12.22 30.74  15.87+8.04
G0/G1 2h 2291 22.79 18.15 28.20 25.92 26.57  24.09+3.60
5h 23.96 25.32 49.22 21.97 16.47 31.38  28.05%11.44
24 h 14.45 14.73 16.50 23.02 9.90 2224 16.81+5.02
0 min. 49.21 39.60 35.63 63.53 34.73 41.31 44.00+10.87
30 min. 39.02 36.47 24.94 61.91 20.44 33.00 35.96+14.52
S 2h 38.44 35.07 18.21 50.31 22.06 37.72  33.63%11.76
5h 45.40 39.31 22.48 27.27 72.12 42.03 41.44+17.45
24 h 29.14 21.22 23.75 46.14 3.89 36.36  26.75+14.40
0 min. 17.12 22.78 17.93 16.46 23.92 1536  18.93+3.55
30 min. 12.11 9.87 6.07 16.21 7.67 1741  11.56x4.57
G2/M 2h 10.03 5.17 5.52 11.26 12.75 14.23 9.83+£3.75
5h 7.89 5.65 5.97 4.55 9.68 7.92 6.94+1.88
24 h 8.11 6.14 5.71 8.18 1.03 3.60 5.46%2.76
0 min. 10.21 8.22 16.22 1.34 7.49 11.39 9.14+4 .91
30 min. 34.90 41.80 62.25 4.94 60.32 19.28  37.25+22.58
AP 2h 28.97 37.16 60.11 11.89 40.76 21.65 33.42+16.75
5h 23.14 30.27 26.10 48.48 3.83 19.16  25.16+14.60
24 h 46.91 58.02 55.65 24.22 86.08 38.17  51.514£20.97

Procenat ¢elija koje se nalaze u GO/G1 fazi koreliSe pozitivno sa procentom

¢elija u G2/M, i to znacajno 30 min. nakon zracenja (r=0.88, p<0.05) i negativno sa

procentom ¢elija u apoptozi, znac¢ajno 2 h (r=-0.87, p<0.05) i 24 h (r=-0.92, p<0.01)

nakon zraCenja. Znacajna pozitivha korelacija procenta celija u GO/G1 fazi sa

¢elijama u S fazi utvrdena je 24 h nakon zracenja (r=0.88, p<0.05).
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Procenat cCelija koje se nalaze u S fazi ¢elijskog ciklusa koreliSe pozitivno sa

procentom c¢elija u G2/M fazi, 1 to znacajno 5 h (r=0.87, p<0.05) nakon zracenja i

negativno sa procentom celija u apoptozi, znac¢ajno 30 min., 2 h i 24 h nakon zracenja

(r=-0.87, p<0.05; r=-0.93, p<0.01; r=-0.99, p<0.0001).
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Slika 4.12. Celijski ciklus i procenat ¢elija u apoptozi u FA, BMF i kontrolnoj grupi pre i nakon

zraCenja
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4.3.2. Analiza celijskog ciklusa i apoptoze nakon tretmana DEB-om

Analiza ¢elijskog ciklusa nakon tretmana DEB-om u FA grupi pokazala je da
su c¢elije ravnomerno distribuirane u okviru sve tri faze; GO/G1, S i G2/M (Tabela
4.22.1Slika 4.13.).

Poredenjem sa kontrolnim ¢elijama utvrdene su znacajne razlike 24 h nakon
tretmana u G0/G1 fazi (t=-2.51, p<0.05) i G2/M fazi (t=3.19, p<0.05).

Korelacionom analizom utvrdene su negativne korelacije izmedu procenta
¢elija u G2/M fazi i procenta ¢elija u GO/G1 fazi, S fazi i apoptozi, ali bez statistickog

znacaja.

Tabela 4.22. Celijski ciklus i procenat ¢elija u apoptozi u FA grupi pre i nakon tretmana DEB-om

Faza Vreme FA pacijenti
celijskog nakon tretmana >
ciklusa DEB-om 2229 1823 1866 1879 2093

0 min. 26.21 24.64 31.95 35.91 15.78 26.90£7.68

30 min. 29.08 3.83 32.31 20.76 6.37 18.47+£12.94

G0/G1 2h 13.37 33.36 0.45 15.41 10.34 14.59+11.96
5h 25.83 13.79 26.89 23.74 322 18.69£10.09

24 h 24.09 34.84 11.09 21.94 16.19 21.63£8.96

0 min. 30.56 39.26 41.29 32.57 27.87 34.31£5.74

30 min. 47.53 46.09 39.49 35.74 28.52 39.47+£7.79

S 2h 35.03 17.86 54.04 28.11 27.76 32.56x13.48
5h 50.48 40.98 44.42 27.05 29.51 38.494£9.96

24 h 29.25 27.64 40.70 2391 17.29 27.76+8.57

0 min. 26.63 25.78 14.01 12.27 52.79 26.30£16.20

30 min. 13.38 31.86 12.14 26.42 56.17 27.99+17.86

G2/M 2h 34.97 25.69 26.48 38.85 40.08 33.2146.78
5h 6.63 31.87 19.98 34.82 54.34 29.53%£17.78

24 h 24.88 23.29 3532 33.92 48.48 33.18%£10.07

0 min. 17.70 10.99 13.79 19.66 3.74 13.1846.26

30 min. 11.16 18.74 17.22 16.87 9.20 14.64+4.19

AP 2h 17.64 24.11 19.83 19.15 22.38 20.62+2.60
5h 17.99 14.18 9.53 15.27 13.83 14.16£3.06

24 h 22.57 14.63 13.56 20.38 18.44 17.92+3.80
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Statisticlkom analizom srednjih vrednosti FA i BMF grupa utvrdene su
statistiCki znacajne razlike u GO/G1 fazi 2 h (t=-2.86, p<0.05) i u G2/M fazi 2 h
(t=5.12, p<0.001) i 24 h (t=2.45, p<0.05) nakon tretmana DEB-om.

Nakon tretmana DEB-om u BMF grupi, kao i nakon zraCenja, najveci broj
¢elija se uocava u S fazi na svim ispitivanim vremenima (Tabela 4.23. 1 Slika 4.13.), 1
to znacajno viSe 30 min. nakon tretmana u poredenju sa kontrolnom grupom (t=2.62,

p<0.05).

Tabela 4.23. Celijski ciklus i procenat ¢elija u apoptozi u BMF grupi pre i nakon tretmana DEB-om

Faza Vreme BMF pacijenti
celijskog nakon tretmana >
eisa DEB-om 1850 1990 2068 2083 3370

0 min. 22.66 28.14 19.13 12.20 2326 21.08+£5.91

30 min. 16.86 17.99 23.35 17.78 50.13  25.22+14.16

G0/G1 2h 19.37 52.09 39.00 31.20 40.00 36.33+12.07
5h 40.47 19.72 29.28 35.94 26.82  30.458.07

24 h 21.73 28.95 23.96 26.08 13.04  22.75+6.05

0 min. 33.80 32.60 40.42 50.28 36.84  38.79+7.10

30 min. 44.49 35.96 37.05 51.34 28.27 39.4248.80

S 2h 33.68 20.44 34.24 37.45 29.14  30.99+6.60
5h 30.51 38.52 33.00 36.50 46.11  36.93+£5.99

24 h 32.80 36.17 39.47 28.93 46.63  36.80+6.75

0 min. 26.97 27.62 29.12 28.73 26.03  27.69+1.27

30 min. 24.89 42.32 21.24 16.58 13.67 23.74%11.24

G2/M 2h 18.98 14.10 19.01 10.15 1538 15.5243.71
5h 7.96 16.50 12.84 16.56 14.71  13.71£3.56

24 h 26.97 2343 22.18 17.27 14.10  20.79+5.10

0 min. 17.11 14.20 12.21 9.24 13.73  13.30+2.88

30 min. 14.51 4.46 18.05 15.17 923 12.28%£5.41

AP 2h 28.75 14.57 8.23 22.18 16.45 18.04+7.79
5h 21.21 26.45 25.74 11.82 1336  19.7246.83

24 h 18.61 12.17 14.24 28.42 27.19  20.13+7.40

Znacajno manje ¢elija u GO/G1 1 G2/M fazama ¢elijskog ciklusa u BMF grupi
u odnosu na kontrolne ¢elijske linije se uocava 24 h nakon tretmana (t=-2.84, p<0.05;

t=-2.87, p<0.05) (Slika 4.13.).
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Korelacionom analizom utvrdene su negativne korelacije izmedu procenta
¢elija u GO/G1 fazi 1 procenta Celija u S fazi, G2/M fazi 1 apoptozi, bez statisticke
znacajnosti.

Procenat ¢elija u G2/M fazi takode negativno korelise sa procentom c¢elija koje

su podlegle apoptozi.

Tabela 4.24. Celijski ciklus i procenat ¢elija u apoptozi u kontrolnoj grupi pre i nakon tretmana DEB-om

Faza Vreme kontrolne ¢elijske linije

¢elijskog nakon tretmana >
ciklusa DEB-om 2 3 4 5 6

0 min. 23.50 30.14 32.00 19.40 35.25 32.01 28.7246.01

30 min. 30.21 32.36 29.39 26.44 28.98 23.12  28.42+43.22

G0/G1 2h 20.54 30.77 35.62 23.18 21.43 28.96  26.75+5.99
5h 28.55 27.03 65.55 44.19 32.72 23.83 36.98+15.68

24 h 29.01 28.17 36.86 35.66 26.32 39.87  32.65+5.52
0 min. 49.21 39.60 35.63 63.53 34.73 41.31 44.00£10.87

30 min. 25.41 29.63 33.24 22.06 27.22 34.07 28.61%4.63

S 2h 38.69 17.56 31.04 34.23 26.91 28.18  29.43+7.21
5h 49.87 26.65 15.20 15.74 40.09 39.14  31.11£14.19

24h 38.62 35.78 26.23 19.21 35.89 27.63  30.56t7.44

0 min. 17.12 22.78 17.93 16.46 23.92 1536  18.93+3.55

30 min. 31.45 16.96 20.55 30.82 29.57 26.05 25.90+5.95

G2/M 2h 23.36 46.33 20.70 26.91 22.06 3434 28.9549.82
5h 8.71 19.28 11.12 23.12 21.63 14.15  16.34+5.88

24 h 14.73 13.04 17.39 27.98 15.67 19.72  18.09+5.36

0 min. 10.21 8.22 16.22 1.34 7.49 11.39  9.144491

30 min. 13.11 21.23 18.71 22.18 14.36 1821  17.97+3.62

AP 2h 19.70 6.18 13.71 16.48 29.88 9.44  15.90+8.38
5h 12.96 28.97 9.53 17.43 6.41 2338  16.45+8.56

24 h 17.83 23.04 20.26 18.83 22.19 12.97  19.1943.62

U kontrolnim celijama nakon tretmana DEB-om utvrdena je negativna

korelacija izmedu procenta ¢elija u GO/G1 fazi i procenta ¢elija u S fazi i apoptozi
(Tabela 4.24.). Procenat ¢elija u G2/M fazi negativno koreliSe sa procentom celija u S
fazi, znacCajno 24 h nakon tretmana (r=-0.90, p<0.05) i1 procentom c¢elija u apoptozi.

Ostale korelacije su pozitivne i bez statisti¢kog znacaja.
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Slika 4.13. Celijski ciklus i procenat éelija u apoptozi u FA, BMF i kontrolnoj grupi pre i nakon
tretmana DEB-om

Na Slici 4.14. je prikaz analize proto¢nom citometrijom, odnosno procenat

¢elija u GO/G1, S 1 G2/M fazama celijskog ciklusa 1 procenat ¢elija u apoptozi u FA,

BMF i kontrolnoj grupi pre i 24 h nakon zracenja i tretmana DEB-om.
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72



Rezultati

4.4.  Analiza pojedinacnih nukleotidnih izmena

U ovoj studiji analizirane su izmene u 15 gena ukljucenih u puteve popravke
DNK i 11 gena uklju€enih u regulaciju ¢elijskog ciklusa.

U Tabelama 4.25. i 4.26. prikazani su geni u kojima je izvrSena analiza
pojedina¢nih nukleotidnih izmena, njihova lokacija na hromozomima, kao i oznaka
trazene nukleotidne izmene zajedno sa pozicijom u genu i tipom nukleotidne izmene.

Rezultati analize tumaceni su u skladu sa National Center for Biotechnology
Information (NCBI) bazom SNP-ova (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

Rezultati su pokazali da je ve¢ina nukleotidnih izmena heterozigotna u obe
grupe pacijenata.

U FA grupi, u homozigotnom obliku, izmene missense tipa utvrdene su u
BARDI1 genu (rs2070094) kod pacijenata 2229 1 1823, u BRCAT1 genu (rs1799950)
kod pacijenta 2093, genu NBS1 (rs1805794) kod 1879 1 TP53BP1 genu (rs560191)
kod 1866.

Sinonimne izmene su utvrdene u genu CCNDI1 (rs603965) kod pacijenta 1866
1 genu RADS54B (1rs2291439) kod pacijenta 1823.

Nukleotidne izmene u nekodiraju¢im regionima utvrdene su u genima XRCC3
(rs1799796), ATM (rs664677 1 rs609429) i CDKNI1B (rs34440) kod pacijenta 2093, u
RADS52 genu (rs11226) kod pacijenata 1879 1 1990 i genu XRCC4 (rs1805377) kod
pacijenta 1866. Kod svih pacijenata FA grupe utvrdena je izmena u kodiraju¢em
regionu FANCD2 gena.

U BMF grupi missense nukleotidne izmene nadene su u genima BARDI1
(rs2070094) i BRCA2 (rs144848) kod pacijenta 1990.

Sinonimne izmene su utvrdene u genu RADS54B (rs2291439) kod pacijenta
1850 i u genu CCNDI (rs603965) kod pacijenata 2068 1 2083.

Homozigotna nukleotidna izmena u nekodirajuéem regionu utvrdena je samo
kod pacijenta 3370 u genu RADS52 (rs11226). Kao i kod FA grupe, kod svih

pacijenata BMF grupe utvrdena je izmena u kodirajuéem regionu FANCD2 gena.
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Tabela 4.25. Rezultati analize nukleotidnih izmena gena ukljucenih u puteve popravka DNK

GEN dbSNP | Nukleot. FA BMF Lokacija | Pozicija | U¢est. | Aminokis.
(rs#) | izmena [ 2779 1823 1866 1879 2093 | 1850 1990 2068 2083 3370 gena ugenu ( hz izmena
11803965  C/T C/G CG CG CG CG CI/GA C/G CG CT/GA C/G egzon5 0264  LeuS4Leu
MGMT
AGT 1$12917 C/T C/G C/G CG CG CG CI/GA C/G CIG CT/GA C/G 10926 egzon5 0274  Leull5Phe
12308321  A/G AT AG/TC AT AT AGTIC AT ANT AT AT AT egzon7  0.100  [Ilel74Val
rs3218536 G/A  G/IC GACT GIC G GIC GIC GC GIC GIC  GIC egzon3  0.056  Argl88His
XRCC2 7q36.1
15718282 C/T G CG CG CG CG CG CG CG CG CG 3-UTR
13861539 C/T C/G CT/GA CT/GA C/G C/G CT/GA C/G CT/GA CT/GA CT/GA egzon8 0495  Thr241Met
XRCC3 151799796  A/G AT AG/TC AG/TC AG/TC G/C AG/TC AG/TC AG/TC AG/TC AG/TC  14¢32.3  intron7 0.407
11799794  A/G ANT AT AT ANT AT AT AT AT AT AT 5-UTR 0.408
XRCC4 151805377  G/A GIC GIC AT GIC GIC GACT GIC GIC GIC GIC  5ql3-ql4 intron7 0.492
11051677  T/C TA TCAG TA TA TA TA T/A TCAG TC/AG TC/AG 3-UTR 0218
XRCC5 2935
rs2440 G/A G/IC G/IC GIC GAICT GAICT GA/CT GA/CT G/IC G/IC  GIC egzon 21 0.483
13664677  T/C  TC/AG TC/AG TC/AG TC/AG C/G  T/A  T/A TC/AG TC/AG TC/AG intron 20  0.474
11800057  C/G C/G C/G CG CG C/G CGGC C/G CG/GC CG/GC C/G egzon22 0.019 Prol054drg
ATM 11922-q23
151801516 G/A  GA/CT G/IC G/IC GIC GIC GIC GACT GIC  GIC GACT egzon 37 0.106  Aspl853Asn
1609429  C/G  CG/GC CG/GC CG/GC CG/GC G/IC C/G  C/G CG/GC CG/GC CG/GC intron 46 0.500
152070094 G/A AT AT GA/CT GACT G/IC GIC AT GIC G/IC GAICT egzon6  0.370  Val507Met
BARDI 2q34-q35
152070093  C/T C/G C/G C/G CT/GA CT/IGA C/G C/IG CT/GA CT/GA C/G egzon6  0.340  His506His
15799917  C/T C/G CT/GA CT/GA CT/GA CT/GA C/G CT/GA C/G CT/GA CT/GA egzon 10 0.500  Pro871Leu
14986850 G/A  G/IC  GIC  GIC GIC G/IC GIC GIC GIC GIC GIC egzon 10 0.055  Asp693dsn
BRCAL1 17q21
14986852 G/A  G/IC  G/IC  GIC GIC G/IC GACT GIC GIC GIC GIC egzon 10 0.033  Ser1040A4sn
11799950  A/G ANT AT AT AT AGTIC AT AT AT AT AT egzon 10 0.029  GIn356Arg
rs144848  A/C AT AT AT ANT AT AT CG ACTG ACTG AT egzon 10 0.395  Asn372His
BRCA2 13q12.3
14987117 C/T C/G C/G CI/GA C/G CG CG CG CG CG CG egzon 11 0.034  Thr1915Met
FANCD2 153732974  C/G GC GC G GIC GIC GC GIC G GC GIC 3p26 egzon2  0.021
11805388  C/T  CT/GA CT/IGA C/G CT/GA CT/GA C/G C/G CIG CIG C/G egzon2  0.263 Thr9lle
LIG4 13q33-q34
11805389  C/T C/G CT/GA C/G C/G CT/GA C/G CIG CG CG CG egzon2 0.072  Ala3Val
11063045 G/A  G/IC  G/IC GACT AT G/IC G/IC GACT G/IC GAICT GIC egzon2 0461  Leu34Leu
NBSI1 8q21
51805794  G/C GIC GIC GCICG C/G G/IC GIC GCICG GIC  GIC  GIC egzon6 0446  Glul85Gin
RAD51 151801320  G/C G/C G/IC GC/CG GC/CG G/IC  G/IC  GIC GIC GC/ICG GIC 15q15.1  egzonl 0.254
RAD52 1511226 CT CT/GA C/G CT/IGA T/A CT/GA C/G T/A CT/GA CT/GA T/A 12pl3-pl22 3-UTR 0495
RAD54B 152291439  T/C  TC/AG C/G J-  TCIAG T/A TCAG C/G TA TA TA 8q213-q22 egzon5 0469  Asn2504sn
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Tabela 4.26. Rezultati analize nukleotidnih izmena gena ukljucenih u regulaciju ¢elijskog ciklusa

GEN dbSNP |Nukleot. FA BMF Lokacija | Pozicija | Ufest. | Aminokis.
(rs#) izmena | 2229 1823 1866 1879 2093 | 1850 1990 2068 2083 3370 gena ugenu | hz izmena
CCND1 15603965 G/A GA/CT GA/CT A/T GA/CT GA/CT GA/CT GA/CT A/T A/T  GA/CT 11q13 Exon4 0479 Pro241Pro

CCNH 152266690 T/C TC/AG TC/AG T/A T/A  TC/AG T/A T/A T/A T/A TC/AG 5ql3.3-ql4 Exon7 0322 Val270Ala

,y 181270 CACG CG CIG CAGT CIG CAGT C/G CAIGT CAIGT C/G Exon2 0390  Ser3ldrg
p
CDKNI1A 6p21.2

1059234 C/T  C/G  C/G C/G CT/GA C/G C/G C/G CT/GA CT/GA CIG 3'UTR  0.329

3731249 G/A  G/IC  GIC  G/IC GIC GIC G/IC GIC GAICT GAICT GIC Exon2 0.033  Alal48Thr
CDKN2A s11515  C/G C/G CG/GC C/G C/IG C/G C/G CG/GC CG/GC CG/GC CG/GC  9p2l Exon3 0.182

3088440 C/T C/G C/G C/G C/G C/G CT/GA CIG C/G CIG CIG Exon3 0267

CDKNI1B 1534330 C/T C/G CT/GA CT/GA CT/GA T/A  C/G C/G C/G  CIG C/G 12pl13.1-p12 5'UTR 0.504

RADYA 151064876  G/A G/C G/C G/C G/C G/C G/C G/C G/C G/C G/C 11ql13.1-q13.2 Exon 11 0.029

CDK7 -1s nr C/T C/G C/G C/G C/IG C/G C/G C/G C/G C/G C/G 5ql12.1 Exon 10

CHEK2  -rsnr C/del'  C/G C/G C/G C/IG C/G C/G C/G C/G C/G C/G 22ql2.1 Exon 13

TP53 151042522 C/G  GC/CG GC/CG GC/CG C/G C/G GC/CG C/G C/IG C/IG C/G 17p13.1 Exon4 0.493  Pro724rg

1560191  C/G  CG/GC CG/GC G/C C/G  C/G CG/GC CG/GC CG/GC CG/GC  C/G Exon9 0496 Asp358Glu
TP53BP1 15q15-q21

1s689647 G/A  GA/CT GA/CT G/C G/C G/C G/C G/C GA/CT GA/CT G/C Exon 11 0.474  Gly417Ser

TP53BP2 1s17739 G/A  GA/CT G/C GA/CT GA/CT G/C G/C G/C G/C GA/CT G/C 1q42.1 Exon 18 0.449
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5. Diskusija

Sindromi genomske nestabilnosti nastaju kao posledica mutacija u genima koji
kodiraju proteine uklju¢ene u odgovor na ostecenje i popravku DNK. Veéina tih
bolesti pokazuje slicne in vitro Celijske fenotipove, specifican celijski ciklus,
povecanu osetljivost na oksidativni stres i sklonost ka razvoju maligniteta.

Jedan od retkih, ali sa aspekta razumevanja Celijskog odgovora na ozledu
DNK, znacajnih sindroma genomske nestabilnosti je Fankonijeva anemija. Osnovno
obelezje FA ¢elijskog fenotipa je visok nivo spontanih hromozomskih prekida, koji se
moze povecati izlaganjem ovih ¢elija alkiliraju¢im agensima, kao Sto su mitomicin C 1
diepoksibutan. Manje poznata i jo§ uvek sporna karakteristika FA ¢elija je njihova
radioosetljivost. Budu¢i da je primena jonizujuéeg zracenja Cesto jedina opcija u
leCenju takvih bolesti pred transplantaciju kostne srzi, proucavanje odgovora na
jonizujuée zracenje i njihove radioosetljivosti je od fundamentalnog znacaja.

Transplantacija hematopoetskih mati¢nih ¢elija je za sada jedina delotvorna
terapija za obolele. Medutim, ¢ak i u sluajevima uspeSne transplantacije, FA
pacijenti 1 dalje imaju visok rizik za razvoj solidnih tumora (Taniguchi i D'Andrea,
2002; Taniguchi i D'Andrea, 2006), ¢ije je leCenje hemioterapijom ili zracenjem
dodatno otezano zbog nepredvidivih efekata koji leze u osnovi odgovora na oStec¢enje
DNK (Garcia-Higuera i sar., 2001; Alter, 2002). Rizici od radioterapije kod FA
bolesnika lecenih od kancera i dalje su u velikoj meri nepoznati (Esik i sar., 2003).

Dosadasnja istrazivanja pruzaju vrlo kontradiktorne podatke o radioosetljivosti
FA pacijenata, $to je jo$ jedan pokazatelj heterogenosti ovog oboljenja (Taylor, 2001).
Veliki broj studija je pokazalo da ozraceni FA fibroblasti ispoljavaju sli¢nu
radioosetljivost i istu sposobnost za formiranje kolonija nakon zraenja kao normalne
¢elije (Duckworth-Rysiecki 1 Taylor, 1985; Marcou i sar., 2001; Kalb i sar., 2004).
Sli¢no je utvrdeno i za FA limfocite periferne krvi nakon zracenja X- ili y-zraCenjem,
gde je uocena slicna ucestalost hromozomskih aberacija kao u ozra¢enim normalnim
¢elijama (Natarajan i sar., 1984; Duckworth-Rysiecki i Taylor, 1985).

Sa druge strane, postoje istrazivanja u kojima je utvrdena izraZzena

radioosetljivost FA ¢elija (Barquinero i sar., 2001; Djuzenova i sar., 2001; Yamamoto
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i sar., 2003), kao i povecan broj hromatidnih i hromozomskih aberacija nakon
zracenja kako u limfocitima (Barquinero i sar., 2001) tako i u fibroblastima (Parshad i
sar., 1983). Novija istrazivanja opisuju i slucajeve radiorezistentnog odgovora FA
limfocita nakon izlaganja jonizuju¢em zracenju (Petrovié i sar., 2009).

Kao §to se moglo videti na osnovu brojnih studija na ¢elijama FA pacijenata,
procena radioosetljivosti je teska i nepredvidiva. Nakon izlaganja jonizuju¢em
zracenju, odgovor na oSte¢enje DNK nije isti kod svih osoba, iako bi apsorbovana
doza trebalo da bude sli¢na, $to ukazuje da bioloski efekat zavisi uglavnom od
kapaciteta popravke DNK pojedinca (Natarajan i sar., 1982; Joksi¢ i sar., 1997).

Buduéi da je spontana i indukovana hromozomska nestabilnost glavna FA
Celijska karakteristika, odgovor na =zrafenje pokuSali smo proceniti CB-
mikronukleusnim testom, koji se koristi kao indikator radijacionog ostec¢enja u
biomonitoringu humanih populacija (Muller i sar., 1996). Mikronukleusi (MN)
nastaju kao posledica deobe celija koje sadrze strukturne hromozomske aberacije 1
omogucavaju pouzdanu kvantifikaciju radioosetljivosti (Fenech, 1993). Njihova
ucestalost koreliSe sa cCelijskim prezivljavanjem, te se stoga mogu koristiti za
predvidanje odgovora na radioterapiju, kao brza, alternativna metoda (Joksi¢, 2004).

Rezultati CB-mikronukleusnog testa na fibroblastima pokazali su da je
spontana ucestalost MN u FA grupi blago poviSena u odnosu na kontrolu, dok je u
BMF grupi znacajno niza. Buduéi da je jedna od karakteristika FA ¢elija povecan
nivo spontanih hromozomskih prekida, poviSena bazalna ucestalost MN bila je
ocekivana. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima autora koji su takode
utvrdili poviSenu ucestalost bazalnih mikronukleusa u FA fibroblastima (Raj 1 Heddle,
1980).

Tretman DEB-om daje slicne rezultate. Poredenjem srednjih vrednosti MN
utvrdeno je da DEB blago povec¢ava akumulaciju MN u odnosu na kontrolu. Takode,
prinos MN indukovanih DEB-om kod FA pacijenata je za 21.52 % visi u odnosu na
BMF pacijente. PoviSena ucestalost MN nakon tretmana alkiliraju¢im agensima
utvrdena je od strane nekoliko autora (Ruppitsch i sar., 1998; Camelo i sar., 2008).

Medutim, nakon zraCenja je utvrdena niza ucestalost MN u obe grupe

pacijenata u odnosu na kontrolu. Sliéno kao nakon tretmana DEB-om prinos
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zracenjem indukovanih MN kod FA pacijenata je za 32.09 % visi u odnosu na BMF
pacijente. Osim toga, poredenjem proliferativne sposobnosti utvrdena je veca
inhibicija proliferacije u obe grupe pacijenata u odnosu na kontrolne ¢elije. U smislu
meduindividualne varijabilnosti, rezultati CB-mikronukleusnog testa na fibroblastima
pokazali su da u FA grupi sva Cetiri FANCD?2 pacijenta pokazuju rezistentan odgovor
na in vitro ozracivanje, dok je 2229 (FANCA) blago rezistentan. U BMF grupi 1850
je blago rezistentan, dok ostala 4 pacijenta imaju rezistentan odgovor na zraenje.
Dosadasnja istrazivanja pruzaju malo podataka o ucestalosti MN u FA ¢elijama nakon
zracenja. U studiji Djuzenove i saradnika (2004) u FA ¢elijama je utvrdena povecana
ucestalost MN nakon izlaganja y-zracenju, dozom 1-3 Gy, ali i neuobi¢ajeno niska
indukcija MN u kontrolnim ¢elijskim linijjama. U istoj studiji utvrdili su i da je
proliferativni potencijal FA fibroblasta manji u odnosu na kontrolu. Slican odgovor na
ozracivanje u normalnim fibroblastima utvrden je 1 u studiji Nachtrab-a i saradnika,
gde je prosecna ucestalost MN na 2 Gy iznosila oko 30-35 (Nachtrab i sar., 1998).
Razlika izmedu navedenih rezultata i rezultata Djuzenove i saradnika, mogao bi biti
posledica interindividualnih  razlika medu pacijentima, medupopulacione
varijabilnosti, kao 1 ¢injenice da su studije radene bez poznavanja komplementacionih
grupa pacijenata. Takode, uo¢eno smanjenje ucestalosti MN nakon zraenja moze
nastati usled eliminacije oStecenih ¢elija apoptozom, o ¢emu Ce biti reci kasnije.

Dobijeni rezultati su potvrdili koliko je tesko predvideti odgovor FA ¢elija na
delovanje jonizuju¢eg =zradenja, kao i da je nemoguce proceniti njihovu
radioosetljivost samo na osnovu CB-mikronukleusnog testa. lako ovaj test ne bi
mogao posluziti u dijagnosticke svrhe zbog izrazenih interindividualnih razlika,
uoceno povecanje indukovanih MN u FA grupi u odnosu na BMF grupu, ipak ne
iskljucuje primenu ovog testa kao dopunskog, posebno u ve¢im studijama.

Kao $to je ve¢ pomenuto, dvolancani prekidi DNK su bioloski najznacajnije
lezije indukovane jonizujuéim zra¢enjem. Ove lezije destabilizuju hromatin, deluju na
signaliziranje 1 puteve popravke na mestu nastanka. Nepopravljeni ili pogresno
popravljeni dvolancani prekidi mogu izazvati hromozomsku nestabilnost ili
nekontrolisanu deobu celija 1 time ozbiljno ugroziti integritet genoma (Hoeijmakers,

2001; Khanna i Jackson, 2001; van Gent i sar., 2001; Rooney i sar., 2004).
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Jedan od najranijih koraka u odgovoru celije na dvolanc¢ane prekide je
fosforilacija histona H2AX na serinskom mestu 139 (y-H2AX) (Rogakou i sar., 1998;
Marti i sar., 2006). Fosforilacijom, H2AX postaje glavni signal za grupisanje proteina
na mestu DNK lezije, a nastali fokusi predstavljaju kvantitativne markere dvolancanih
prekida. Njihova analiza omogucila je razumevanje puteva popravke, kontrole
¢elijskog ciklusa 1 konacne odluke ¢elije o Zivotu ili smrti (Rogakou i sar., 1998;
Rogakou i sar., 2000; Sedelnikova i sar., 2003).

Nakon zracenja, fosforilacija se dogada brzo na mestu ostecenja; y-H2AX
fokusi se mogu detektovati u roku od 3 minuta i dostizu plato nakon 10-30 minuta.
Vecina fokusa nestaje 6 sati kasnije, Sto ukazuje na zavrSetak popravke dvolancanih
prekida (Bouquet i sar., 2006). Ukoliko y-H2AX fokusi ne nestanu posle vise od 24
sata, oni mogu biti znak nepopravljenih dvolancanih prekida ili trajnih promena u
hromatinu (Banath i sar., 2004; Suzuki i sar., 2006; Leskovac i sar., 2010).

Dosadasnja istrazivanja kinetike oporavka dvolancanih prekida na ¢elijama FA
pacijenta pruzaju malo podataka o stvarnoj dinamici, jer su obuhvatala kratki
vremenski period i uglavnom bila usmerena na pracenje inicijalnih oStecenja,
neposredno nakon zraCenja ili tretmana alkiliraju¢im agensima. Povecanje inicijalnih
oStecenja utvrdeno je u istrazivanjima komet testom nakon tretmana X-zracenjem na
FA mononukleusnim ¢elijama (Djuzenova i sar., 2001) i FA fibroblastima
(Djuzenova i Flentje, 2002). Nasuprot rezultatima Djuzenove i saradnika, analiza FA
limfoblastoidnih ¢elija razli¢itih komplementacionih grupa, pomocu elektroforeze u
pulsiraju¢em gelu (engl. Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE), pokazala je slican
broj inicijalnih dvolanc¢anih prekida kao u kontroli (Casado i sar., 2005). Treba
napomenuti da su tom studijom bili obuhvadeni samo pacijenti koji pripadaju
FANCA, FANCC i FANCF komplementacionim grupama. Blago poviSen nivo
indukovanih oSte¢enja utvrden je 1 na FA limfocitima komet testom, ali bez
statistickog znacaja (Mohseni-Meybodi i sar., 2009). Razlozi neslaganja dobijenih
rezultata medu navedenim studijama najverovatnije su usled razlika u tipu ¢elija na
kojima su vrSena ispitivanja, jer nisu sve ¢elije jednako osetljive na zrac¢enje. Nadalje,

u studijama su ispitivane FA Celije poreklom od pacijenata razli¢itih
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komplementacionih grupa, $to je moglo znatno uticati na ishod rezultata. Na kraju, ne
treba zanemariti ni razlike u osetljivosti izabranih tehnika u ovim istrazivanjima.

Analizom y-H2AX fokusa, imunocitohemijskom motodom, u naSoj studiji
kvantifikovan je broj spontanih dvolancanih prekida, a njihovo pracenje u razli¢itim
vremenskim periodima nakon izlaganja jonizuju¢em zracenju i tretmana DEB-om
omogucilo je uvid u kinetiku oporavka. Smatraju¢i da je period dostizanja
maksimalnog broja dvolanc¢anih prekida 30 minuta nakon zracenja verodostojniji
pokazatelj indukovanih oSteenja, nije pracen inicijalni broj dvolancanih prekida.
Ostala izabrana vremena (2, 5 1 24 sata) pokrivaju periode aktivacije proteina
uklju€enih u popravku indukovanih oSteéenja. Proces spajanja dvolancanih prekida
dogada se 2 do 4 sata nakon indukcije oSte¢enja zraenjem u ¢elijskim linijama sisara
(Zaffaroni i sar., 1994; Banath i sar., 1998), dok se stvaran broj rezidualnih prekida
uocava 20 ¢asova posle zracenja (Eguchi-Kasai i sar., 1991).

U naSoj studiji utvrdena je viSa uc€estalost spontanih dvolancanih prekida u FA
1 BMF grupi u poredenju sa kontrolom. PoviSena ucestalost spontanih hromozomskih
prekida u FA (¢elijama najverovatniji je uzrok visoke vrednosti bazalnih DNK
oSte¢enja. Prema nekim autorima, perzistentna bazalna oSte¢enja DNK su znacajan
pokazatelj poremecaja puteva popravke DNK (Rajeswari i sar., 2000). Visi bazalni
nivo DNK oste¢enja utvrden je takode u studiji Mohseni-Meybodi i saradnika (2009)
kod FA pacijenta i u leukocitima pacijenata obolelih od raka dojke (Shahidi 7 sar.,
2007).

Nakon ozracivanja, FA fibroblasti imaju najvecu ucestalost zraenjem
indukovanih y-H2AX fokusa nakon 30 minuta, kada ujedno postizu i plato formiranja
fokusa. Iako se u FA grupi uocava trend opadanja broja dvolancanih prekida tokom
vremena, 24 h nakon zracenja incidenca je i dalje visoka, znac¢ajno visa u poredenju sa
BMF 1 kontrolnom grupom. Takode, FA ¢elije pre zracenja i 24 h nakon zracenja
karakteriSe znacajno visi procenat fokus-pozitivnih celija. Nasuprot FA, u BMF grupi
se najveci broj dvolancanih prekida uocava 2 h nakon zracenja, nakon cega se, u
narednim periodima, uocava trend smanjenja. Broj dvolancanih prekida se 24 h nakon
zraCenja znaCajno smanjuje i u odnosu na stanje pre zraCenja nema statisticki

znacajnih razlika.

80



Diskusija

Rezultati ukazuju da se FA pacijenti mogu razlikovati od ostalih pacijenata sa
aplazijom kostne srzi, na osnovu y-H2AX testa 24 sata nakon izlaganja celija
jonizujuéem zracenju. y-H2AX fokusi 24 h posle zraCenja se mogu uzeti kao
pouzdana mera ukupnih sposobnosti fibroblasta za popravku dvolancanih prekida
(Mirzayans i sar., 2006) i o¢igledno je da svaki od ispitivanih FA pacijenata pokazuje
povecan nivo nepopravljenih dvolan€anih prekida u odnosu na stanje pre zracenja.

U FA ¢Celijama ucestalost rezidualnih y-H2AX fokusa je oko 3 puta veca u
odnosu na BMF ¢elijske linije 1 u proseku 9 puta veca u odnosu na stanje pre zracenja.
Budu¢i da je opste prihvaceno da ucestalost y-H2AX pozitivnih fokusa, u razli¢itim
intervalima posle tretmana agensima koji oSte¢uju DNK, odrazava kinetiku popravke
dvolancanih prekida (Rogakou i sar., 1999; Redon i sar., 2002), moze se zakljuciti da
FA c¢elijske linije popravljaju dvolancane prekide indukovane zracenjem sporo, sa
znacajnim kas$njenjem u odnosu na BMF 1 kontrolne ¢elijske linije. Dok je 14.16 %
¢elija u netretiranim FA kulturama pre zracenja y-H2AX fokus-pozitivno, a broj
fokusa po ¢eliji 1.06+0.32, procenat y-H2AX fokus-pozitivnih ¢elija 24 h posle
zracenja je 57.47, odnosno sadrzi 9.53+3.19 fokusa po ¢eliji. Poznato je da ¢éelije koje
prolaze kroz DNK oStecenja, signalizacijom indukuju zastoj u c¢elijskom ciklusu u
cilju obezbedivanja dovoljno vremena za popravku. Tokom ovog perioda, celija
aktivira kaskadu proteina potrebnih za kompletnu popravku ili podleze ¢elijskoj smrti
apoptozom. Kasnjenje u kinetici popravke FA celija svakako potvrduje prirodu ove
bolesti, kao poremec¢aja DNK popravke, ali u isto vreme daje priliku za neposrednu
dijagnozu FA ¢elijskog fenotipa. Procenat y-H2AX fokus-pozitivnih ¢elija uocen u
BMF c¢elijama (15.22 % 1 41.82 %) i u kontroli (12.91 % 1 32.01 %) potvrduje razliku
sa FA celijama 1 ukazuje da kaSnjenje u kinetici popravke predstavlja jedinstvenu
karakteristiku FA ¢elijskog fenotipa.

Nekoliko ranijih studija je ukazalo na defekte u spajanju dvolancanih prekida
kod FA pacijenata (Sasaki i Tonomura, 1973; Natarajan i sar., 1984; Casado i sar.,
2005) i otkako je kvantifikacija y-H2AX fokusa uvedena kao "zlatni" standard za
pracenje nivoa dvolancanih prekida u humanim ¢éelijama (Fernandez-Capetillo 7 sar-.,

2004), smatrali smo da bi prac¢enje kinetike njihove popravke moglo posluziti kao brzi
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test za identifikaciju FA u vecoj grupu BMF pacijenata, omogucéavaju¢i procenu
pojedinacnih sposobnosti za popravku dvolancanih prekida, odnosno radioosetljivosti.

Usled toga, uoceno kasSnjenje u kinetici popravke dvolancanih prekida
indukovanih zracenjem u FA fibroblastima u odnosu na BMF fibroblaste se moze
smatrati pokazateljem konstitutivne radioosetljivosti pre odredivanja 1 primene doze
za transplantaciju hematopoetskih maticnih ¢elija. Ovaj test je znatno brzi od analize
hromozomskih aberacija posle tretmana alkilirajuéim agensima i moze se lako
automatizovati pomocu protocne citometrije ¢ime se znacajno smanjuje vreme izmedu
uzimanja uzorka ¢elija od pacijenata 1 dostupnosti rezultata.

Nekoliko studija sugeriSe da postoji veza izmedu neefikasne popravke
dvolanc¢anih prekida u odnosu na normalne ¢elije kod pacijenata obolelih od kancera
ozracenih in vitro i klini¢ke preosetljivosti (Murray i Beg, 2004; Mirzayans i sar.,
2006). Nasi rezultati potvrduju ranija istrazivanja, koja su ukazala na kasnjenje
kinetike popravke dvolancanih prekida posle zracenja u FA ¢elijama (O'Driscoll 1
Jeggo, 2006; Thompson i Hinz, 2009).

Budu¢i da brzi gubitak, isCezavanje y-H2AX fokusa zavisi od funkcionalnosti
repera, zadrzavanje y-H2AX fokusa u c¢elijama prema nekim autorima moze biti
pokazatelj gubitka proliferativnog potencijala. Dosadasnjim istrazivanjima je
utvrdeno da ¢elije sa poremec¢enom popravkom zadrzavaju vise fokusa i vise ¢elija sa
fokusima kada se analiziranju 24 sata nakon zracenja, kao i da procenat ¢elija sa
rezidualnim fokusima koreliSe sa procentom celija koje su izgubile proliferativni
potencijal (Klokov i sar., 2006; Banath i sar., 2010). Drugim re¢ima, pra¢enjem celija
sa rezidualnim fokusima mogucée je proceniti osetljivost na zracenje, odnosno
proporciju ¢elijskog pula koji ¢e podleci reproduktivnoj ili interfaznoj ¢elijskoj smrti.

Iako nasi rezultati pokazuju da su rezidualni y-H2AX fokusi kljucni faktor koji
odreduje sudbinu celije, prema nekim autorima pocetni nivo y-H2AX fokusa moze
biti prediktivni pokazatelj ¢elijskog opstanka. Udeo Celija bez y-H2AX fokusa, odmah
nakon izlaganja zracenju moZe posluziti kao pokazatelj "Celijskog prezivljavanja",
zajedno sa celijama bez y-H2AX fokusa 24 sata posle tretmana, $to je u direktnoj

korelaciji sa kapacitetom popravke (Banath i Olive, 2003; Banath i sar., 2010).
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Pracenje broja y-H2AX fokusa u ¢elijama 1 distribucije y-H2AX fokusa u
nukleusima tokom perioda od 24 h, daje dovoljno podataka o ¢elijskoj vijabilnosti,
brzini oporavka i procentu ¢elija koje ¢e zasigurno biti izgubljene tokom celijskog
ciklusa. Analiza distribucije y-H2AX fokusa u nukleusima, pokazala je da se u FA
grupi nakon zrac¢enja konstantno odrzava visok procenat ¢elija sa 20 i vise fokusa po
nukleusu i1 sa pocetnih 4.70 % pre zraCenja dostize 17.80 %, 24 h nakon zracenja.
Nasuprot FA grupi, u BMF i1 kontroli, broj ¢elija sa vise od 20 prekida je 5.67 % i
2.17 % pre zracenja, odnosno 4.69 % i 0.90 %, 24 h nakon zracenja.

Generalno, u FA celijama se tokom vremena uoCava akumulacija celija sa
visokim brojem fokusa po nukleusu i polaze¢i od pretpostavke da ¢e sve celije koje
sadrze viSe od 30 prekida podle¢i ¢elijskoj smrti, uocava se drasti¢na razlika izmedu
FA, BMF i kontrole 24 h nakon zracenja. U FA grupi ¢ak 10.66 % celija je
nereparabilno, dok se u BMF i kontroli broj ¢elija vrac¢a na bazalne vrednosti (1.75 %
1 0.27 %). Uocena varijabilnost u distribuciji fokusa po nukleusu kod FA ¢elija je joS
jednom ukazala na poteskocée u popravci nastalih oStecenja. Poredenjem procenta
¢elija pre i nakon zracenja, mozemo pretpostaviti da ¢e ¢ak 40 % celija biti zauvek
izgubljeno usled ostecenja.

Za razliku od jonizujuceg zraenja, DEB kao alkiliraju¢i agens slabo indukuje
v-H2AX 1 nakon tretmana DEB-om nije uocena razlika izmedu FA, BMF i kontrolnih
¢elijskih linija. U studiji Pichierri i saradnika (2002) posle tretmana mitomicinom
takode nije utvrdena razlika u formiranju dvolancanih prekida izmedu FA-C i1 wild
type ¢elija. Stavise, nema razlike u DEB indukovanom nastanku dvolan¢anih prekida,
Sto sugeriSe da alkilirajuéi agensi izazivaju razli¢itu signalizaciju za popravaku DNK
u odnosu na signalizaciju dvolancanih prekida indukovanih jonizujuéim zracenjem.
Nakon tretmana DEB-om, kao i u sluc¢aju broja y-H2AX fokusa u ¢elijama, nisu
utvrdene znacajnije fluktuacije ni u broju fokusa po nukleusu u obe grupe pacijenata u
odnosu na kontrolu.

lako y-H2AX fokusi imaju vaznu ulogu u DNK popravci i remodeliranju
hromatina tokom odgovora na o$te¢enje DNK (Fernandez-Capetillo i sar., 2003;
Reina-San-Martin i sar., 2003) oni slabo reaguju na alkiliraju¢e agense, Sto ih €ini

veoma specifiénim indikatorima dvolancanih prekida. Vecina predasnje literature
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ukazuje da FA ¢elijski fenotip moze biti prepoznat testiranjem sa DNK alkiliraju¢im
agensima, koji povecavaju spontanu hromozomsku nestabilnost. Medutim, nedavno je
Gennery sa svojim saradnicima (2004) ukazao da i drugi nasledni sindromi, kao $to su
"Ataxia telangiectasia-like" oboljenje, "Nijmegen breakage" sindrom i drugi sindromi
primarne imunodeficijencije, mogu dati pozitivne rezultate tokom testiranja sa
alkiliraju¢im agensima, ukazuju¢i time na preklapanje sa FA ¢elijskim fenotipom.
Sli¢nosti u klini€¢kim manifestacijama i ¢elijskim fenotipovima posmatrani u nekoliko
sindroma naglaSavaju potrebu za tatnom dijagnozom sindroma genomske
nestabilnosti, koja se viSe ne moze postaviti na osnovu specificne reakcije na
alkilirajuce agense. Tako na primer opisano je nekoliko FA pacijenata sa izrazenijom
imunodeficijencijom (Taniguchi i sar., 2002), dok su neki pacijenti sa "Nijmegen
breakage" sindromom opisani sa aplastichnom anemijom, komplikacijom najcesce
povezanom sa Fankonijevom anemijom (Resnick i sar., 2002).

Utvrdeno kaSnjenje u dinamici oporavka dvolananih prekida u FA
fibroblastnim celijama potvrduje da je ovo "oboljenje DNK reparacije", ali
istovremeno ukazuje koliki je znacaj neoSteCenog FA puta u oCuvanju genomske
stabilnosti.

Dugo godina je funkcija FA puta, ali i povezanost sa drugim putevima
popravke prevashodno HR i NHEJ u fokusu istrazivanja. Nedavno su dve grupe
istrazivaca, Adamo 1 saradnici (2010) i Pace i saradnici (2010) pokazali da klju¢na
funkcija FA proteina lezi u regulaciji izbora puta popravke nastalih lezija. FA proteini
favorizuju "error-free" puteve popravke, posebno HR nasuprot konkurentnom NHEJ
(Bunting 1 Nussenzweig, 2010). Pretpostavljena su dva potencijalna modela koja su u
saglasnosti sa njihovim istraZzivanjima; FA proteini su direktni antagonisti NHEJ,
blokiraju ili uklanjaju NHEJ proteine na mestu oStecene DNK i/ili FA proteini
saraduju u obradi dvolanCanih prekida i1 interlananih lezija potpomazu¢i HR i
ometaju¢i NHEJ (Adamo i sar., 2010).

U odgovoru na indukovana oSte¢enja FA jedarni kompleks katalizuje
monoubikvitinizaciju FANCD2/FANCI heterodimera, koja potpomaze njihovo
grupisanje na mestu oSteCene replikativne viljuSke. FANCD2/FANCI nadalje
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kolokalizuju sa BRCA2 (FANCD1), PALB2 (FANCN) 1 FANCJ, koji su neophodni
za homologu rekombinaciju (Wang, 2007).

Kasnjenje kinetike oporavka dvolancanih prekida u grupi od cetiri FANCD?2
pacijenta i visok procenat nepopravljenih ostecenja verovatno je posledica poremecaja
u FA putu. FANCD?2 je klju¢ni protein puta. U odsustvu FANCD2, NHEJ faktori se
neadekvatno grupiSu na mestima oSteenja DNK, usmeravajuéi popravku u smeru
NHE]J, "error-prone" reparacionog puta koji je sklon gresci (Adamo i sar., 2010).

Posto je fosforilisani H2AX Siroko prihvacen marker dvolancanih prekida, koji
su jedan od prekursora mikronukleusa, u ovoj studiji ispitan je i odnos ova dva
fenomena. Ocenjen je fosforilacioni status histona H2AX, odnosno distribucija y-
H2AX u mikronukleusima formiranim posle tretmana mononukleusnih fibroblastnih
¢elija jonizujuéim zracenjem.

Rezultati su pokazali da znaCajan broj mikronukleusa koji nastaje nakon
izlaganja jonizujuéem zracenju sadrzi fosforilisani oblik histona H2AX. To je u
skladu sa dosada$njim istrazivanjima koja su pokazala, da mikronukleusi indukovani
jonizujuéim zracenjem nastaju kao posledica nepopravljenih dvolancanih prekida i
sadrZe oSte¢ene hromozome obelezene sa y-H2AX (MacPhail i sar., 2003).

U FA grupi vec¢ina novoformiranih mikronukleusa indukovanih zra¢enjem je
v-H2AX fokus-pozitivna, §to ukazuje da mikronukleusi indukovani zracenjem
najverovatnije sadrze fragmente oSte¢enih hromozoma. Prema istrazivanjima nekih
autora postojanje y-H2AX fokus-pozitivnih MN moze ukazivati na aberantnu
strukturu hromatina koja nastaje kao posledica ilegitimne rekombinacije, poremecaja
u kontroli puteva popravke i kontrolnih tacaka celijskog ciklusa (O'Connor i sar.,
1997; Suzuki i sar., 2006). Povisen broj y-H2AX fokus-pozitivnih mikronukleusa je
konstantan, Cak i 24 casa posle zracenja, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim
analizom y-H2AX fokus-pozitivnih ¢elija. Odnos y-H2AX fokus-pozitivnih i1 fokus-
negativnih mikronukleusa je ujednacen.

Za razliku od FA ¢elija u BMF grupi uocava se dvostruko veci broj y-H2AX
fokus-negativnih MN u odnosu na y-H2AX fokus-pozitivne, dok je ukupan broj MN
manji nego u FA grupi. Nakon zracenja u kontrolnim ¢elijama uocava se mali broj y-

H2AX fokus-pozitivnih MN, dok je broj y-H2AX fokus-negativnih MN oko 4-6 puta
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ve¢i. U BMF grupi i1 kontroli, mikronukleusi koji se formiraju nakon zracenja su y-
H2AX fokus-negativni, Sto ukazuje da su celije sa nepopravljenim dvolancanim
prekidima najverovatnije bile blokirane pre ulaska u mitozu, $to je za posledicu imalo
manje y-H2AX fokus-pozitivnih mikronukleusa i manje mikronukleusa sveukupno.

Prema nekim autorima diskretni y-H2AX fokusi ukazuju na prisustvo
dvolanc€anih prekida, dok veliki uniformni y-H2AX obelezeni fokusi koji pogadaju
celu mikronukleusnu povrSinu, ukazuju na degradaciju genomske DNK u jedru ¢elije
(Rogakou i sar., 2000; Medvedeva i sar., 2007). Nasuprot jedru ¢elije u kome se
efikasno aktiviraju DDR putevi nakon DNK oste¢enja, mikronukleusi imaju narusen
kapacitet grupisanja DDR proteina i potpuno drugaciju dinamiku proteina u odnosu na
glavno jedro iste Celije. Prema dosadaSnjim istraZivanjima pretpostavlja se da
nepopravljeni dvolancani prekidi u mikronukleusima predstavljaju signal za
pokretanje degradacije DNK i uvodenje ¢elija u apoptozu (Terradas i sar., 2010).

Takode, povecano prisustvo MN u FA celijama moze biti pokazatelj
umnoZzenih sekvenci DNK tokom S faze. Dosadasnje studije Fenech-a su pokazale da
se umnozena (amplifikovana) DNK moze eliminisati putem rekombinacije izmedu
homologih sekvenci formiraju¢i dvominutne fragmente sastavljene od acentri¢ne i
atelomerne DNK, koji se lokalizuju u razli¢itim regionima jedra. To bi znadilo da
jedro ima kapacitet da "oseti" prekomernu DNK koja se ne uklapa adekvatno u jedarni
matriks, ukazuju¢i na visok nivo DNK reparacije ili jedarnih "housekeeping" procesa
(Fenech, 2006). Nastala ostecenja se lokalizuju kroz proces jedarnog pupljenja tokom
S faze ¢elijskog ciklusa 1 odstranjuju iz ¢elije u formi mikronukleusa tokom mitoze
(Shimizu i sar., 2000; Fenech, 2006). Moguce je da kod naSih FA pacijenata
amplifikovana DNK sadrzi dvolancane prekide koje jedro "oseti" i tezi da ih eliminiSe
putem MN usled neefikasnih mehanizama njihove popravke.

Prisustvo y-H2AX u mikronukleusima FA fibroblastnih ¢elija pokazuje da
¢elije pokuSavaju eliminisati nepopravljena oStecenja, ali i da su neke celije sa
oSte¢enjima prosle kroz mitozu. U trenutku kada broj dvolancanih prekida prevazide
kapacitet celije za njihovu popravku, celija ¢e podleéi apoptozi, organizovanom,
visoko regulisanom nacinu umiranja. Neke celije medutim, usled poremecaja u

regulatornim mehanizmima uklju¢enim u odgovor na indukovane dvolancane prekide,
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odlazu 1 popravku nastalog oSte¢enja, Sto moze dovesti do neapoptske celijske smrti
usled poremecene mitoze, koja se jo§ naziva "mitotska katastrofa" (Okada i Mak,
2004). Takve mitoze nastaju kao posledica poremecaja u kontrolnim tackama
¢elijskog ciklusa, posebno G2/M. Poremecaj ili gubitak funkcije kontrolnih tacaka,
dovodi do pogresnog razdvajanja hromozoma, inhibicije ¢elijske deobe 1 formiranja
nevijabilnih ¢elija sa mikronukleusima. Nastali mikronukleusi se smatraju
indikatorima "mitotske katastrofe" (Huang i sar., 2005).

Najveci broj y-H2AX fokus-pozitivnih mikronukleusa i mikronukleusa uopste
uocen je kod FANCA pacijenta (2229), Sto je u skladu sa rezultatima Rani i saradnika
(2008), koji su utvrdili da se Fanca™ ¢elije usled inaktivacije p53 ne zaustavljaju u
G2 fazi ve¢ ulaze u mitozu i potencijalnu smrt putem "mitotske katastrofe" i/ili
apoptoze. Poremecaj u mitozi, pracen povecanom produkcijom mikronukleusa
utvrden je i u FANCD?2 ¢elijama (Chan i sar., 2009).

Nedavne studije pokazale su da FA put ima vaznu ulogu u mitozi. FA Celije
normalno napreduju kroz mitozu, ali imaju poremecaj u razdvajanju hromozoma.
Otkriveno je da se FANCD?2 lokalizuje na mestima hromozomskih prekida i da deluje
sinergisticki sa BLM (engl. Bloom syndrome protein) u spreCavanju nastanka
mikronukleusa 1 hromozomskih poremecaja. FA put ucestvuje u odrzavanju
hromozomske stabilnosti na fragilnim mestima, neophodan je za odgovarajuce
razdvajanje hromatida i/ili da spre¢i hromozomske prekide na kraju deobe celija
(Naim i Rosselli, 2009). FANCD2 i FANCI, klju¢ni FA proteini, su lokalizovani na
mestima DNK mostova (eng. ultrafine DNA bridges, UFBs), koji povezuju sestrinske
hromatide tokom Ccelijske deobe. Prema Vinciguerra i1 saradnicima, kod FA-
deficijentnih ¢elija, dolazi do povecanja broja DNK mostova Sto koreliSe sa
poremecajem citokineze i povecanjem broja binukleusnih ¢elija. Prema navedenim
autorima ovaj sled dogadaja, koji na kraju rezultira poremecajem u samoj mitozi,
mogao bi biti odgovoran za aplaziju kostne srZi, §to je osnovna klinicka karakteristika
obolelih od Fankonijeve anemije (Vinciguerra i sar., 2010).

Novija istrazivanja sugeriSu da bi se hromozomske anomalije u FA ¢elijama
mogle pripisati nepoznatoj ulozi FANC puta u mitozi. FA ¢elije normalno napreduju

kroz mitozu, ali je segregacija hromozoma poremecena. Pra¢enjem FANCD2 tokom
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mitoze, utvrdena je njegova dinamic¢na lokalizacija: na po¢etku mitoze, FANCD?2 je
rasut u citoplazmi, dok se na kraju deobe vra¢a u jedro (Naim i Rosselli, 2009).
Primeceno je da neke celije sadrZze mesta sa monoubikvitinizovanim FANCD2 na
mitotskim hromozomima, koja su potpuno odsutna u ¢elijama u kojima je oSte¢en FA
kompleks, neophodan za monoubikvitinizaciju FANCD2. Sa druge strane u slucaju
FA-D2 (FANCD2") ova mesta se mogu uoditi, ali su reda, §to se objasnjava
¢injenicom da su mutacije FANCD2 hipomorfne i da rezidualni protein moze biti
monoubikvitinizovan (Kalb i sar., 2007). Prisustvo y-H2AX u mitotskim
hromozomima, koji nastaju kao odgovor na oste¢enje DNK, smatra se dokazom da je
doslo do izmene DNK strukture ili je znak prethodno popravljene lezije. Analizama je
utvrdeno da jedan deo DNK lezija podsti¢e kolokalizaciju FANCD2 i y-H2AX. Pored
toga, utvrdeno je da je FANCD2 povezan sa hromatidnim mestima koja prolaze
neispravna razdvajanja, povecavaju¢i mogucnost da FANCD2 mesta odrazavaju
naruSenu konformaciju hromatina. Otkriveno je da se FANCD?2 lokalizuje na mestima
hromozomskih prekida, odnosno da mesta obelezena sa FANCD2 predstavljaju
fragilna mesta hromozoma (Naim i Rosselli, 2009).

Zavrsna faza pokrenute signalne kaskade u odgovoru na oste¢enje DNK je
aktivacija ve¢ pomenutih, kontrolnih tacaka celijskog ciklusa. Ove neprogramirane
pauze koje se aktiviraju kao odgovor na promene u genomu, sprecavaju dalje
napredovanje kroz Celijski ciklus i na taj nacin doprinose "umrezavanju" Celijskog
ciklusa sa popravkom DNK. Nakon $to ostecenja budu popravljena, ¢elije ¢e proci
kontrolnu tacku 1 nastaviti sa celijskim ciklusom, dok ¢e u slucaju nepopravljivih
ostecenja podlec¢i apoptozi.

Pre 25 godina Kubbies i saradnici (1985) su proucavajuci celijsku kinetiku
pokazali da se poremecaj ¢elijskog ciklusa kod FA ¢elija sastoji od kaSnjenja i zastoja
krajem S ili pocetkom G2 faze Celijskog ciklusa. Nekoliko godina kasnije utvrdeno je
da su neispravni FA proteini uzrok akumulacije interlan¢anih unakrsnih veza i
dvolanc¢anih prekida DNK (Sala-Trepat i sar., 2000; Sobeck i sar., 2006) i da je stalno
ili priviemeno odlaganje napredovanja kroz celijski ciklus karakteristika celija koje

sadrze takve lezije. Merenja proto¢nom citometrijom su potvrdila ova otkrica.
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Analiza Celijskog ciklusa u ovom istrazivanju potvrdila je poteSkoce FA celija
u napredovanju kroz ¢elijski ciklus. U poredenju sa kontrolnim ¢elijama znacajan deo
¢elija se zaustavlja u G2/M fazi pre zracenja (26.30 %), dok se nakon zracenja veéina
¢elija trajno zaustavlja u G2/M (25 %-40 %). Visok procenat celija se uocava i u S
fazi, posebno 5 h (47.21 %) 1 24 h (29.97 %) nakon zrafenja, Sto je praceno
smanjenjem broja ¢elija koje ulaze u apoptozu (10 %-30 %). Sve BMF 1 kontrolne
¢elije su u S fazi Celijskog ciklusa pre zracenja, dok u svim periodima posle zracenja
visok broj ¢éelija umire putem apoptoze, Sto je praceno padom broja ¢elija u S fazi.
Procenat Celija koje se nalaze u S fazi Celijskog ciklusa negativno je korelisan sa
procentom ¢elija koje umiru apoptozom.

Nakon tretmana DEB-om analiza ¢elijskog ciklusa u FA grupi pokazala je da
su ¢elije ravnomerno distribuirane u sve tri faze; G0/G1, S i G2/M. Poredenjem sa
kontrolnim ¢elijama 24 h nakon tretmana utvrdeno je znacajno vise celija u G2/M
fazi, dok su korelacionom analizom utvrdene negativne korelacije izmedu procenta
¢elija u G2/M fazi i onih u GO/G1, S i apoptozi. U BMF i kontrolnim ¢elijama, nakon
tretmana DEB-om, najveéi procenat ¢elija se uocava u S fazi na svim ispitivanim
vremenima. Korelacionom analizom utvrdene su negativne korelacije izmedu
procenta c¢elija u G2/M fazi sa procentom ¢elija u S fazi i apoptozi.

Dobijeni rezultati su u skladu sa dosadas$njim otkri¢ima da FA ¢elije generalno
ispoljavaju poremecaj u ¢elijskom ciklusu, kao i da FA ¢elije kasne ili zastaju u G2/M
ili kasnoj S fazi (Dutrillaux i sar., 1982; Kubbies i sar., 1985).

Prema literaturnim podacima postoje kontradiktorni zakljucci o tome gde se
tatno u okviru celijskog ciklusa odvija akumulacija oSte¢enih celija. Kada se FA
¢elije tretiraju alkiliraju¢im agensima nakon zavrSetka replikacije DNK, odnosno
tokom G2 faze ¢elijskog ciklusa, ne dolazi do zastoja i akumulacije ¢elija u G2/M niti
do povecanog broja hromozomskih prekida do narednog ¢elijskog ciklusa (Akkari i
sar., 2001). Isto vaZzi i za interlanCane lezije nastale tokom G1 faze, koje ne dovode do
zastoja u G1/S kontrolnoj tacki ¢elijskog ciklusa. Akkari i saradnici (2001) su stoga
zakljucili da se indukovana akumulacija FA ¢elija odvija u kasnoj S fazi, iako ove
¢elije imaju 4N sadrzaj DNK koji ih formalno klasifikuje u G2 fazu celijskog ciklusa.

Sli¢ni rezultati su utvrdeni u ovoj studiji; prvo primetno odstupanje i zastoj celija u
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G2 fazi u FA ¢elijama utvrdeno je tek 24 h nakon tretmana DEB-om, $to potvrduje da
je za zastoj u G2/M kontrolnoj tacki neophodno da ¢elije produ jos jednu replikaciju.
Istrazivanja na FA ¢elijama nakon tretmana alikiliraju¢im agensima su pokazala da se
hromozomski prekidi i zastoj ¢elijskog ciklusa uocavaju nakon sto ¢elije produ kroz S
fazu, odnosno da je DNK replikacija potrebna da podstakne zastoj u G2/M 1 prekide u
hromozomima (Akkari i sar., 2001). Za razliku od wild type ¢Celija, FA ¢elijama je
neophodno i do tri puta viSe vremena da bi prevaziSle zastoj, Sto znaci da su FA
proteini na neki nacin ukljuceni u popravku interlanc¢anih lezija tokom kasne S faze
(Akkari i sar., 2001). Osim toga, FA celije ne zaustavljaju replikaciju DNK nakon
indukcije interlancanih unakrsnih veza, kao $to se vidi kod wild type ¢elija (Centurion
i sar., 2000; Sala-Trepat i sar., 2000). FA ¢celije nisu potpuno neefikasne u
popravljanju unakrsnih lezija DNK, ali ih popravljaju priblizno 3 puta sporije od wild
type Celija, Sto sugeriSe da je primarni FA defekt u popravcei ovih lezija tokom kasne S
faze (Akkari i sar., 2001). Drugim recima, interlancane lezije se toleriSu sve dok ne
dode do zastoja replikativne viljuske i nastanka dvolancanih prekida.

Poznato je da alkilirajuci agensi indukuju stvaranje interlancanih lezija, koje
fizi¢ki blokiraju replikaciju, sprecavaju razdvajanje lanaca i1 nadalje uzrokuju zastoj
DNK replikacije u S fazi Celijskog ciklusa (Guervilly i sar., 2008). Da bi se
replikacija nastavila, potrebno je odstraniti nastalu leziju Sto se ostvaruje
kompleksnim mehanizmom popravke koji uklju¢uje FA proteine, polimeraze za
translezionu sintezu (TLS) i proteine koji omoguéavaju homologu rekombinaciju
(Patel 1 Joenje, 2007). Zastoj replikacione viljuske aktivira ATR kinazu koja direktno
ili preko efektorske kinaze CHK1 fosforiliSe nekoliko proteina FA puta ukljucujuéi i
FANCD2. Da bi uklanjanje interlanCanog ostecenja bilo uspe$no, neophodan je
ocuvan FA put. Prema nasim rezultatima, celije pacijenata obolelih od FA, iako
sadrze oSte¢enja DNK, prolaze kroz S fazu ¢elijskog ciklusa i ulaze u G2/M. Buduc¢i
da je FA put uklju€en u kontrolnu tacku koja indukuje zastoj u ranoj S fazi ili sredini
S faze, rezultati ovog istrazivanja ukazuju da su proteini FA puta direktno ukljuceni u
aktivaciju 1 regulaciju S kontrolne tacke celijskog ciklusa, kao i popravku
interlancanih lezija indukovanih alkiliraju¢im agensima. Uoceni zastoj u G2 fazi

nastaje usled naruSene DNK replikacije ili novih dvolanc¢anih prekida nastalih kao
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posledica poravke interlancanih unakrsnih veza. Poremecaj u bilo kom proteinu FA
puta, a posebno u FANCD2 za posledicu ima gubitak nadzora nad oba gore pomenuta
procesa. Nakon izlaganja alkiliraju¢im agensima neophodna je ocuvana funkcija
FANCD?2 za adekvatno uspostavljanje kontrolne tacke unutar S faze, §to se ostvaruje
putem ATR-zavisne fosforilacije NBS1 1 FANCD2 (Pichierri i Rosselli, 2004). U
prilog tome ide i podatak da je u naSoj studiji kod pacijenta FANCA (2229) uoceno
zadrzavanje ¢elija u S fazi, u cilju popravke indukovanih interlanc¢anih lezija, manji
procenat ¢elija koje se zadrzavaju u G2/M 1 posledi¢no visok procenat ¢elija koje su
podlegle apoptozi 24 sata nakon tretmana DEB-om.

Sa druge strane, utvrdeno je da y-zracenje tokom G2 faze uzrokuje dvolancane
prekide, koji nadalje uzrokuju zastoj u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa (Hong i sar.,
1994). Rezultati ovog istrazivanja sugerisSu da zastoj u G2 fazi ¢elijskog ciklusa nakon
zraCenja nastaje kao posledica nagomilanih, nepopravljenih dvolancanih prekida
tokom S faze ¢elijskog ciklusa. Poredenjem dinamike ¢elijskog ciklusa sa dinamikom
oporavka indukovanih lezija 24 sata nakon zracenja, uocava se da 9.53£3.19, odnosno
9 puta vise ¢elija ostaje neporavljeno u odnosu na stanje pre zracenja i ¢ak 6 puta vise
u odnosu na kontrolu nakon zracenja. Istovremeno u S fazi se nalazi 30 % ¢elija, a u
G2 24 %, znacajno viSe u poredenju sa BMF i kontrolnom grupom. Ako praznine i
dvolancani prekidi koji se javljaju tokom replikacije, ostanu nepopravljeni do kraja S
faze, moraju biti popravljeni pre mitoze. Za homologu rekombinaciju tokom S i G2
faza, pomocu sestrinskih hromatida kao matrice, vazno je da su sestrinske hromatide
blizu jedna drugo;j.

Polaze¢i od saznanja da se geni FA puta uklju¢uju u cilju potpomaganja
homologe rekombinacije i da je monoubikvitinizacija FANCD2 preko ATM, od
kljuéne vaznosti za normalan nivo popravke, utvrdeni zastoj moze biti posledica
poremecaja funkcije ovog gena. Tokom intra S faze, SMC1 (engl. structural
maintenance of chromosomes protein 1) se asocira sa BRCA1 1 FANCD2 1 kroz
ATM/ NBS1-zavisnu fosforilaciju odlaze napredovanje S faze (Kitagawa i sar., 2004;
Antoccia i sar., 2008). Celije pacijenata obolelih od FA, iako sadrze osteéenja DNK,

prolaze kroz S fazu ¢elijskog ciklusa i ulaze u G2/M.
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Postoje istrazivanja u kojima autori tvrde da spontana ili indukovana
akumulacija FA ¢elija u G2 fazi Celijskog ciklusa, ne odraZzava poremecaj odgovora
¢elijskog ciklusa, ve¢ predstavlja sasvim normalan odgovor ¢elija na nepopravljena
ostecenja DNK (Heinrich i sar., 1998). Dobijeni rezultati nedvosmisleno pokazuju da
FA ¢elije imaju poremecen celijski ciklus, kao i da je normalna funkcija S/G2
kontrolne tacke od klju¢ne vaznosti za spreavanje apoptoze ili pogresne replikacije
DNK (Zhu i Dutta, 2006). Sto je najvaznije, zastoj oste¢enih éelija posredovan S/G2
kontrolnom tackom sprecava njihov ulazak u mitozu, omogu¢ava homologu DNK
popravku i1 time smanjuje odrzavanje geneticki Stetnih lezija.

FANCD?2 protein ima ulogu u regulaciji S kontrolne tacke celijskog ciklusa
nakon zracenja. Kada se normalne ¢elije izloZe jonizuju¢em zracenju, AT proteinski
produkt, ATM, fosforiliSe FANCD2 na serinu 222, aktiviraju¢i mehanizam koji je
razli¢it 1 nezavisan od monoubikvitinizacije indukovane alkiliraju¢im agensima
(Taniguchi i sar., 2002). FANCD2 time obezbeduje vezu izmedu FA proteinskog
kompleksa i drugih puteva uklju¢enih u DNK popravku funkcionisanjem na raskrsnici
dva puta, jedan koji podrazumeva inaktivaciju efekta alkiliraju¢ih agenasa FA
proteinskim kompleksom i drugi koji podrazumeva ublazavanje efekata jonizujuceg
zracenja od strane ATM (Tischkowitz 1 Hodgson, 2003). Dosadasnja istrazivanja su
utvrdila da FA ¢elije deficijentne za FANCD2 ispoljavaju visok stepen osetljivosti na
jonizujuée zracenje i imaju defekt u indukciji S kontrolne tacke u odgovoru na
jonizujuée zracenje slican onome koji se vidi kod pacijenata obolelih od ataksije-
telangiektazije (Taniguchi i sar., 2002). Celije deficijentne za ATM ili za neke
supstrate ATM, kao $to su CHK2, NBS1, SMC1, BRCA1 i FANCD?2, ne zaustavljaju
sintezu DNK posle izlaganja jonizujuéem zracenju. Ovaj fenomen se naziva
radiorezistentna DNK sinteza (RDS) (D'Andrea i Grompe, 2003).

Prema rezultatima ove studije, FA c¢elije imaju poremecaj u toku replikacije
DNK u kasnoj S fazi ¢elijskog ciklusa, bilo zbog neispravne popravke oste¢enja DNK
u toku indukovane S faze ili usled radiorezistentne DNK sinteze, §to na kraju rezultira
u kasnjenju celijskog ciklusa, prolasku kroz S fazu i zaustavljanju u G2/M. Takode,
evidentno je da FA proteini aktivno ucestvuju u regulaciji kontrolnih tacaka c¢elijskog

ciklusa i da poremecaji u njima mogu imati fatalne posledice po ¢eliju. Kontrolne
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tacke celijskog ciklusa povezane su sa mehanizmima popravke dvolancanih prekida
DNK, kao $to je homologa rekombinacija. Nesposobnost FA ¢elija da odrze G2
kontrolnu tacku moze da se odnosi na poremecaje u popravci dvolancanih prekida
DNK, a poremecaj u funkciji G2 kontrolne tatke moze da bude primarni izvor
genomske nestabilnosti u FA.

Odgovor kontrolnih tac¢aka celijskog ciklusa na oSte¢enja DNK indukovana
jonizuju¢im zracenjem ukljucuje slozenu mrezu genskih produkata koji saraduju u
odlaganju napredovanja kroz medufazne prelaze celijskog ciklusa i povecavaju
efikasnost popravke oStecene DNK (Fornace i sar., 2002). Kada je oSte¢enje DNK
nepopravljivo, kontrolne tacke inaktiviraju prezivljavanje stalnim zastojima celijskog
ciklusa ili apoptozom. Posttranslacione modifikacije proteina ATM/ATR,
CHK1/CHK2 i p53 u signalnim putevima su dobro proucene u odgovoru na
jonizuju¢im zra¢enjem indukovana oste¢enja (Abraham, 2003; Bartek i Lukas, 2007).
Nekoliko studija je pokazalo da je ekspresija gena, uklju¢ujuéi i mnoge gene koji
reguliSu Celijski ciklus, izrazito pogodena jonizuju¢im zracenjem (Cheung i sar.,
2003; Heinloth i sar., 2003). Transkripciona regulacija gena kontrolisanih ¢elijskim
ciklusom moze biti tesno povezana sa funkcijama kontrolnih tacaka ¢elijskog ciklusa
na mestu oSte¢enja DNK 1 promene u njihovoj ekspresiji mogu biti mehanizam za
pokretanje zastoja ¢elijskog ciklusa.

Celije zaustavljene u G2/M prezivljavaju povredu i mogu se vratiti u ¢éelijski
ciklus, zavisno od vremena slabljenja signala DNK osteéenja i posledi¢nog umanjenja
ATM/ATR aktivnosti. Medutim, iako je opseg zastoja G2/M u korelaciji sa kolicinom
pocetnog oste¢enja DNK, studije u kojima su koriS¢ene Artemis-deficijentne celije
koje su defektne za popravku dvolancanih prekida kroz NHEJ, su pokazale da
potpuna popravka DNK nije neophodna za ponovni ulazak u ¢éelijski ciklus (Lobrich i
Jeggo, 2007). Takode, ponovni ulazak oSte¢enih ¢elija u ¢elijski ciklus moze inicirati
onkogenezu tokom sledece genotoksi¢ne povrede (Syljuasen, 2007). Ovo je u skladu
sa Cinjenicom da su pacijenti oboleli od FA generalno podlozni tumorima (Alter,
2003; Kutler i sar., 2003; Rosenberg i sar., 2003).

Analiza apoptotskog odgovora pokazala je da FA celije karakteriSe nizak

procenat ¢elija u apoptozi, statisticki znac¢ajno nizi samo 30 minuta nakon zracenja u
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poredenju sa kontrolom. OStecene FA celije generalno podlezu apoptozi, ali u znatno
manjem procentu u odnosu na Celije pacijenata obolelih od nenasledne aplazije kostne
srzi 1 kontrolnih fibroblasta.

Najmanji procenat ¢elija u apoptozi se uocava 5 h nakon zrac¢enja (10 %) dok
je istovremeno gotovo 50 % celija u S fazi 1 32 % u G2. Znacajan procenat celija u
apoptozi (33 %), uz istovremeno smanjenje procenta ¢elija u S (30 %) 1 G2 (24 %)
uocava se 24 h nakon zracenja. Rezultati ukazuju da je FA ¢elijama neophodan drugi
¢elijski ciklus koji kod fibroblasta traje 16.5 h, kako bi mogle bar delimi¢no odstraniti
oStecene celije apoptozom (Larsson i Wejde, 1992). Druga mogucénost je da ¢elijski
ciklus kasni onoliko dugo koliko je potrebno za popravku nastalih oSte¢enja. Nakon
Sto oSte¢enja budu popravljena ¢elije nastavljaju sa deobom.

Razne studije su ukazale na poremecéenu regulaciju apoptoze u FA ¢elijama
(Rosselli, 1998). U studiji Ridet i saradnika (1997) zraCenjem indukovana apoptoza je
bila smanjena u limfoblastoidnim FA ¢elijskim linijama ili su ¢elije kasnile sa
ulaskom u apoptozu. Prema ovim autorima, uocena razlika izmedu FA i normalnih
¢elija nastaje kao posledica puta kojim ¢elije umiru; nekroza je glavni put eliminacije
ozracenih FA ¢elija nasuprot normalnim c¢elijama kod kojih je apotoza mehanizam
uklanjanja oStecenih celija.

Analiza apoptotskog odgovora nakon tretmana DEB-om u FA grupi pokazala
je da mali procenat ¢elija ulazi u apoptozu €ak i 24 h posle tretmana. Isti trend je
uocen i u BMF i kontrolnoj grupi. Produzena G2 faza ¢elijskog ciklusa ili zastoj u G2
je dodatno izrazena posle tretmana alkiliraju¢im agensima kod FA ¢elija (Kaiser i
sar., 1982). Buduc¢i da je p53 tumor supresor uklju¢en u G1/S 1 G2/M kontrolne tacke
¢elijskog ciklusa, ocekivalo se da poremecaj kod FA celija mozZe biti posledica
direktne interakcije izmedu FA i p53 proteina. Medutim, veéina FA celija pokazuju
normalnu indukciju proteina p53 nakon tretmana sa mitomicinom C ili drugim
agensima koji oSte¢uju DNK. StaviSe, p53-zavisna apoptoza je normalna u FA
¢elijama posle tretmana sa MMC. Osim toga, FA ¢elije i normalne ¢elije se ponasaju
na slican nac¢in u napredovanju ¢éelijskog ciklusa iz G1 u S fazu (Kruyt i sar., 1996;

Kupfer i sar., 1997). Posmatrani zajedno, dosadasnji rezultati su pokazali da su

94



Diskusija

indukcija p53 1 G1/S tranzicija normalne u FA ¢elijama 1 da G2/M zastoj ne dolazi
kroz direktnu interakciju izmedu FA proteina i p53 (Levitus i sar., 2006).

Dosadasnja istrazivanja pruzaju kontradiktorne podatke o apoptozi FA celija.
Prema jednoj studiji, tretman cCetiri FA limfoblastoidne ¢elijske linije sa MMC doveo
je povecanja procenta Celija u apoptozi (Kruyt i sar., 1996), dok su druge studije
pokazale viSe nivoe spontane apoptoze, nize nivoe posle y-zracenja ili da nema razlike
posle tretmana mitomicinom C (Rey i sar., 1994; Rosselli i sar., 1995; Ridet i sar.,
1997). Povecana apoptoza moze da se odnosi na nemoguénost FA ¢elija da poprave
oStecenje ili na neispravne interakcije FA proteina sa drugim proteinima u putevima
apoptoze (Pang i sar., 2001).

Poredenjem dinamike celijskog ciklusa i apoptotskog odgovora FA C¢elija
nakon delovanja jonizujueg zraCenja i nakon tretmana DEB-om u ovoj studiji,
najznacajnije razlike se uo€avaju nakon 24 h. Nakon tretmana DEB-om cak 22 %
¢elija se zadrzava u G1 fazi, 33 % u G2, dok je procenat ¢elija u apoptozi svega 18 %
¢elija. Kod ozracenih FA ¢elija vecina se nalazi u S fazi (30 %), G2 (24 %) i apoptozi
(33 %). Nakon zracenja FA celije podlezu apoptozi, ali u manjem procentu, dok
nakon tretmana DEB-om znacajno kasne sa ulaskom u apoptozu.

Normalni ¢elijski odgovor na zracenjem indukovano oste¢enje DNK ukljucuje
indukciju aktivnosti p53 proteina, koji deluje kao transkripcioni faktor i reguliSe
ekspresiju nekoliko gena ukljuenih u mehanizme regulacije celijskog ciklusa.
Produkti aktiviranih gena medusobno grade komplekse koji zadrzavaju ¢eliju u G1
fazi. Zastoj u G1 fazi nakon delovanja jonizujuceg zracenja zavisi od ATM/p53 puta
(Lavin 1 Shiloh, 1997). ATM se takode smatra uzvodnim CHKI putem i ima vaznu
ulogu u G2/M kontrolnom putu indukovanim DNK oSte¢enjem (Westphal, 1997).
Popravka genetickog materijala traje dok postoje odredeni kompleksi; degradacijom
kompleksa c¢elije ulaze u S fazu. Zadrzavanje Celijskog ciklusa u G1 fazi omogucava
da se aktiviranjem reparacije isprave ozlede na DNK na jednom broju éelija, kao i
eliminaciju izvesnog broja ¢elija (interfazna Celijska smrt), dok zadrzavanje ¢elijskog
ciklusa u G2 fazi moze imati znacajnu ulogu u zastiti ¢elija od smrti (Teyssier i sar.,
1999). FANC proteini saraduju sa p53 1 u G2 kontrolnoj tacki, Sto znaci da oni

funkcioniSu u razli¢itim putevima koji se spajaju u cilju regulacije 1 odrzavanja G2
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kontrolne tacke. Utvrdene alteracije p53 gena, nakon analize pojedinacnih
nukleotidnih izmena, ipak ne iskljucuju njegovu ulogu u modulaciji apoptoze u
slu¢ajevima oste¢enog FA puta nakon zracenja i bi¢e predmet buducdih istrazivanja.

Smanjenje procenta celija u apoptozi ili kasnjenje sa ulaskom u apoptozu,
sugeriSe da cCelije pacijenta obolelih od FA, podlezu alternativnim putevima celijske
smrti. Brojne studije su ukazale na in vivo preosetljivost i zapaljenske procese kod FA
pacijenta nakon tretmana jonizuju¢im zracenjem pred transplantaciju kostne srzi, §to
sugeriSe da bi nekroza mogla biti predominantan put umiranja FA celija. Nizi
procenat ¢elija u apoptozi u odnosu na kontrolu utvrden u nasoj studiji, pokazuje da su
FA geni ukljuceni u kontrolu apoptoze, ali da procenat ¢elijskog pula koji ¢e joj
podle¢i zavisi kako od ocuvanosti FA puta, tako i od medusobnih interakcija sa pro- i
anti-apoptotskim faktorima.

U slozenoj mrezi puteva za popravku DNK procenjuje se da ucestvuje preko
150 proteina. Izmene u genima koji ih kodiraju, kao $to smo videli i kroz ovo
istrazivanje, dovode do genomske nestabilnosti i asocirane su sa raznim bolestima.
Analiza pojedina¢nih nukleotidnih izmena omogucila je prac¢enje malih varijacija u
tim genima. Polimorfne varijante u genima ¢iji su proteini ukljuCeni u puteve
popravke DNK 1 regulaciju celijskog ciklusa, mogu objasniti meduindividualne
razlike obolelih, posluziti kao biomarkeri klinickog odgovora i pruziti nadu za
iznalaZenje novih terapeutskih tretmana koji bi omoguc¢ili izlecenje.

U ovoj studiji analizirane su nukleotidne izmene u 15 gena ukljucenih u puteve
popravke DNK 1 11 gena ukljucenih u regulaciju ¢elijskog ciklusa.

O°metilguanin-DNK metiltransferaza (MGMT AGT) je protein koji ucestvuje u
uklanjanju adukata, O°-alkilguanina, indukovanih alkiliraju¢im agensima. O°-
alkilguanin se smatra jednom od mutagenijih lezija zbog svoje sklonosti spajanja sa
timinom tokom replikacije DNK (Tano i sar., 1990). MGMT je pod kontrolom gena
p53 1 odgovoran je za rezistenciju na alkiliraju¢e agense. Razlike u nivoima ekspresije
MGMT u normalnim tkivima mogu znacajno doprineti riziku oboljevanja od kancera.
U ovoj studiji analizirane su tri izmene u kodiraju¢em regionu ovog gena smestenog
na 10g26. Dva pacijenta BMF grupe (1850 1 1990) su heterozigoti za sinonimnu

Leu84Leu izmenu. Za sada nema dostupnih podataka o znaCaju ove izmene u
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hetrozigotnom obliku, ipak utvrdeno je da prelaskom C u T, T moze biti meta isecanja
od strane restrikcionog proteina Hpyl88I (Otsuka i sar., 1996). Isti pacijenti su
heterozigoti za missense izmenu (Leul15Phe), a asocijativne studije su pokazale da
homozigotni nosioci ove izmene imaju poveéan rizik oboljevanja od kancera
digestivnog trakta (Zhang i sar., 2008). Dva pacijenta FA grupe (1823 1 2093) su
hetrozigoti za missense izmenu Ilel74Val, koja visoko koreliSe sa povecanim rizikom
od temozolomid-indukovane mijelosupresije. Temozolomid (TMF) je alikilirajuci
agens koji se koristi u leCenju kancera (Sylvester i sar., 2010).

Analizom kodiraju¢eg regiona gena XRCC2 (engl. X-ray repair
complementing defective repair in Chinese hamster cells 2) €iji protein je neophodan
za efikasan popravak dvolancanih prekida DNK, homologom rekombinacijom,
utvrdena je missense izmena Argl88His u heterozigotnom obliku samo kod pacijenta
1823 iz FA grupe. Ova izmena, retka ¢ak 1 kod heterozigotnih nosioca (0.056),
asocirana je sa smanjenim rizikom oboljevanja od kancera dojke i1 ovarijuma
(Loizidou i sar., 2008).

XRCC3 (engl. X-ray repair complementing defective repair in Chinese
hamster cells 3) je takode ukljucen u puteve popravke i odrzavanje hromozomske
stabilnosti. Svoju ulogu u homologoj rekombinaciji ostvaruje u kompleksu sa
FANCD1/BRCA2-FANCD2-FANCG-XRCC3 (D1-D2-G-X3). Nadalje, XRCC3
ucestvuje u grupisanju i stabilizaciji RAD51 na mestu nastale ozlede. Analizirane su
tri izmene ovog gena smestenog na hromozomu 14q32.3. Dva pacijenta iz FA grupe
(1823 1 1866) 1 Cetiri pacijenta iz BMF grupe (1850, 2068, 2083 i 3370) su nosioci
heterozigotne missense izmene Thr241Met (rs861539). Nukleotidna izmena C u T za
posledicu ima povecanu incidencu oboljevanja od malignog melanoma koze (Winsey
i sar., 2000), medutim za sada nema dostupnih podataka o efektu kod heterozigotnih
nosilaca. Analiza polimorfizama koju su sproveli Qiu i1 saradnici pokazala je da
nosioci G alela u rs1799794 imaju nizak rizik za razvoj kancera pluc¢a, dok G alel u
rs1799796 stiti od koncera dojke (Qiu i sar., 2010). Analizom naSih pacijenata
utvrdena je izmena A u G samo kod pacijenta 2093, dok su svi ostali FANCD2
pacijenti hetrozigotni nosioci (rs1799796).
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Protein kodiran genom XRCC4 (engl. X-ray repair complementing defective
repair in Chinese hamster cells 4) zajedno sa DNK ligazom 4 ucestvuje u NHEJ putu
popravke. Analizom izmena u nekodiraju¢em regionu gena (rs1805377) utvrdeno je
da pacijent 1866 (FANCD?2) nosi homozigotnu promenu G u A, dok je pacijent 1850
heterozigot za ovu nukleotidnu izmenu. Dosadasnje analize su utvrdile da supstitucija
G/A za posledicu ima 1.33 puta vecu incidencu obolevanja od kancera mokra¢ne
besike po alelnoj varijanti (Figueroa i sar., 2007). Heterozigotni i homozigotni nosioci
ove alteracije imaju povecanu incidencu obolevanja od kancera bubreznih celija,
homozigoti ¢ak 1.76 puta c¢es¢e obolevaju (Margulis i sar., 2008). Homozigoti sa GG
genotipom imaju manji rizik obolevanja od kancera plu¢a u poredenju sa pacijentma
kod kojih su utvrdene alteracije (Tseng i sar., 2009).

XRCC5 (engl. X-ray repair complementing defective repair in Chinese
hamster cells 5) je jo§ jedan gen ukljucen u popravku dvolancanih prekida DNK.
Ku80 protein kodiran ovim genom zajedno sa Ku70 (protein XRCC6 gena) i
kompleksom DNK ligaza 4-XRCC4, ucestvuje u nehomologoj rekombinaciji.
Analizirane su dve nukleotidne izmene; u 3' UTR regionu (rs1051677) i u egzonu 2
(rs2440). U FA grupi, kod pacijenta 1823, kao 1 kod 3 pacijenta BMF grupe (2068,
2083 1 3370) utvrdena je heterozigotna izmena u 3' UTR regionu. Dva pacijenta
FANCD2 (1879 1 2093) i dva pacijenta BMF grupe (1850 i 1990) su nosioci
heterozigotne izmene u kodiraju¢em regionu gena. [ako za sada ima malo dostupnih
podataka o znacaju ovih izmena, pretpostavlja se da povecavaju verovatnocu
oboljevanja od mijeloma (Tewari i sar., 2009).

Protein ATM (engl. ataxia telangiectasia mutated) je Clan fosfatilinozitol 3-
kinazne familije proteina, ima ulogu u fosforilaciji drugih proteina ukljucenih u
puteve popravke i/ili kontrolu ¢elijskog ciklusa na mestu dvolanc¢anog prekida DNK.
U ovoj studiji analizirane su Cetiri nukleotidne izmene ATM gena. Promena T u C u
nekodirajuem regionu gena (rs664677) utvrdena je kod 2093 (FANCD2), kod 1850 1
1990 nije utvrdena izmena, dok su preostali pacijenti heterozigotni nosioci izmene.
Prema analizi Li i saradnika nosioci hetrozigotne ili homozigotne izmene imaju losiju
prognozu 1 smanjenu stopu prezivljavanja ako obole od kancera pankreasa (Li i sar.,

2006). Izmena u kodirajuéem regionu ATM gena (rs1800057) je missence
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(Prol1054A4rg), povecava rizik razvoja kancera prostate (Pugh i sar., 2009), a utvrdena
je u heterozigotnom obliku kod BMF pacijenata 1850, 2068 1 2083. Drugi
polimorfizam u kodiraju¢em regionu (rs1801516) ima za posledicu missence izmenu
(Asp1853A4sn) koja 2.76 puta povecava rizik obolevanja od kancera pankreasa kod
homozigotnih nosioca (Li i sar., 2009). U naSoj grupi pacijenata ova izmena nije
pronadena, osim u heterozigotnom stanju. Polimorfizam u intronskom regionu
(rs609429) asociran je sa smanjenim rizikom obolevanja od kancera plu¢a (Landi i
sar., 2006) i ova alteracija je pronadena u homozigotnom obliku samo kod pacijenta
2093. Asocijativnim studijama je utvrdeno da kombinacija polimorfizama ATM/TP53
(rs1801516/rs664677/rs609429/rs1042522), odnosno GG/TC/CG/GC genotip visoko
asocira sa zracenjem indukovanim kancerom Stitne zlezde (Akulevich i sar., 2009).
Kombinacija ovakvog genotipa uocena je kod FANCD?2 pacijenata 1823 1 1866.

Analizirane su nukleotidne izmene u BRCAI1 (engl. breast cancer 1, early
onset) genu. Proteini ovog gena, kao §to smo ve¢ videli imaju vaznu ulogu u popravci
DNK, kontroli ¢elijskog ciklusa i odrzavanju genomske stabilnosti. 25 pojedinacnih
nukleotidnih polimorfizama je utvrdeno za ovaj gen, pojedinacna izmena u svakom od
njih ima mali efekat, ali kumulativno povecavaju rizik obolevanja od kancera dojke
(Milne, 2009). Analizirane su Cetiri missense alteracije u egzonu 10 BRCA1 gena. Ni
kod jednog od deset pacijenta nije utvrdena homozigotna missense izmena
Pro871Leu, niti Asp6934sn. Dosadasnje studije su pokazale da nosioci izmene
Pro871Leu imaju povecan rizik obolevanja od kancera cerviksa (Huo i sar., 2009) i
smanjen rizik obolevanja od glioblastoma (Chang i sar., 2008), dok izmena
Asp693A4sn kod nosioca povecava rizik obolevanja od kancera dojke nakon izlaganja
zracenju (Bhatti i sar., 2008). Izmena Serl(040Asn utvrdena je u heterozigotnom
obliku samo kod 1850 pacijenta. Prema literaturnim podacima nosioci AA i AG
genotipa imaju povecanu predispoziciju za kancer dojke (Friedman i sar., 1994).
Pacijent 2093 (FANCD?2) je nosioc heterozigotne missense izmene GIn356Arg. Starije
studije su povezivale ovu izmenu sa povecanim rizikom obolevanja od kancera dojke,
medutim asocijacija nije potvrdena (Cox i sar., 2005).

Protein kodiran BARD 1 (engl. BRCAI associated RING domain 1) genom,

ucestvuje zajedno sa BRCAI u popravci dvolancanih prekida i ubikvitinizaciji.
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Takode, BARD1 ucestvuje 1 u apoptozi, vezivanjem i stabilizacijom p53. Analizirane
su dve nukleotidne izmene u kodirajuéem regionu ovog gena. Pacijenti 2229
(FANCA), 1823 (FANCD2) i 1990 (BMF) su homozigotni nosioci missense alteracije
Val507Met, za koju je utvrdeno da povecava rizik oboljevanja od neuroblastoma
(Capasso i sar., 2009). Drugi analizirani polimorfizam, sinonimna izmena His506His
osim u heterozigotnom obliku nije pronadena ni kod jednog pacijenta.

BRCA2 (engl. breast cancer 2, early onset, FANCD]1) pripada familiji tumor
supresorskih gena, kodira protein koji je ukljucen u "error-free" puteve popravke
dvolancanih prekida. Analizirane su dve missense izmene u kodirajuim regionima
gena koje visoko asociraju sa povecanim rizikom obolevanja od kancera dojke
(Healey i sar., 2000; Krupa i sar., 2009). Analiza naSih pacijenata pokazala je
prisustvo missense izmene Asn372His kod pacijenta 1990, dok su 2068 i 2083
heterozigotni nosioci. Pacijent 1866 je nosilac heterozigotne izmene Thr1915Met.

FANCD?2 protein je takode uklju¢en u puteve popravke DNK. Tokom S faze
¢elijskog ciklusa monoubikvitinizovani FANCD?2 protein specificno kolokalizuje sa
replikacionim fokusima koji sadrze BRCA1, RADS1 i PCNA proteine i zajedno
ucestvuju u homologoj reparaciji. Rezultati analize su pokazali da svi FA i BMF
pacijenti imaju nukleotidnu izmenu (rs3732974) u kodirajuéem regionu gena
FANCD2. Za sada nema literaturnih podataka o ovoj alteraciji koja je izuzetno retka
¢ak iu heterozigotnom obliku (0.021).

LIG4 (engl. ligase 1V, DNA, ATP-dependent) protein je ATP-zavisna DNK
ligaza koja ucestvuje u popravci dvolancanih prekida u NHEJ putu popravke i kao Sto
je ve¢ pomenuto, gradi kompleks sa XRCC4. Analizirane su dve izmene u
kodiraju¢em regionu ovog gena. Dosadasnje studije su pokazale da missense izmena
Ala3Val u heterozigotnom obliku (CT) nosi dva puta manji rizik razvoja multiplog
mijeloma. Druga izmena, takode missense tipa (Thr9lle), smanjuje rizik razvoja
multiplog mijeloma kod hetreozigota (CT) za 1.5 puta, a kod homozigota (TT) ¢ak 4
puta (Roddam i sar., 2002). Najbolju prognozu imaju nosioci kombinacije izmena
Ala3Val-Thr9lle (CT-CT) 1 Ala3Val-Thr9lle (CT-TT). Kombinacija izmena Ala3Val-
Thr9lle (CT-CT) utvrdena je kod pacijenata 1823 1 2093.
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NBS1 (engl. Nijmegen breakage syndrome I, nibrin), ¢lan MRE11/RADS50
kompleksa je jo§ jedan vazan ucesnik puteva poravke dvolancanih prekida.
Analizirane su dve izmene u kodiraju¢im regionima gena, sinonimna (Leu34Leu) i
missense (Glul85Gin). Kod pacijenta 1879 utvrdena je sinonimna izmena G/A
(Leu34Leu), medutim o ovoj alteraciji nedostaju literaturni podaci. Kod istog
pacijenta utvrZena je 1 missense izmena Glul85GIn koja se dovodi u vezu sa
povecanom incidencom obolevanja od meningioma (Rajaraman i sar., 2010).

RADSI1 ima kljuénu ulogu u odrzavanju genomske celovitosti ucestvujuci u
popravci dvolancanih prekida. Analizirana je izmena 135G/C (rs1801320) koja menja
ekspresiju RADS51 i povecava rizik obolevanja od kancera dojke za 1.17 kod
heterozigotnih i 3.18 puta kod homozigotnih nosioca BRCA2 mutacije (Antoniou i
sar., 2007). Kod nasih pacijenata nije utvrdena izmena u homozigotnom stanju.

RADS52 1 RAD54B su jo§ dva gena ¢iji su proteini ukljueni u popravku
dvolan€anih prekida homologom rekombinacijom. Nukleotidna izmena u RADS52
(rs11226) utvrdena je kod FANCD?2 pacijenta 1879, kao i BMF pacijenata 1990 i
3370. Kod pacijenata 1823 (FANCD2) i 1990 utvrdena je i sinonimna izmena
(Asn250A4sn) u kodiraju¢em regionu RADS54B gena (rs2291439), ali za sada nema
dostupnih podataka o znacaju ove alteracije.

Protein CCNDI1 (engl. cyclin DI) ucestvuje u regulaciji ¢elijskog ciklusa,
posredstvom CDK kinaza. Sinonimna izmena Pro241Pro modifikuje rast celija,
posebno ulazak i zavrSetak S faze. Nalazi se u "splicing" regionu egzona 4, koji
moduliSe produkciju dva transkripta. [zmena Pro241Pro utvrdena je kod pacijenata
1866 (FANCD?2), 2068 1 2083 i u homozigotnom obliku asocirana je sa povecanim
rizikom oboljevanja od kancera dojke, non-Hodzkinsonovog limfoma i kancera
mokraéne besike (Wang i sar., 2006; Driver i sar., 2008; Mason i sar., 2009).

CCNH (engl. cyclin H) kao i CCND1 ucestvuje u regulaciji ¢elijskog ciklusa.
Analizom CCNH gena za missense izmenu Val270Ala utvrdili smo da je ova
alteracija prisutna u heterozigotnom obliku kod 2229 (FANCA), dva pacijenta
FANCD2 (1823, 2093) i 3370. Funkcionalna uloga supstitucije alanina valinom nije
poznata, a dosadasnje analize ukazuju na asocijaciju sa smanjenim rizikom

oboljevanja od hroni¢ne limfocitne leukemije (Enjuanes i sar., 2008).
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CDKNIB (engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 1B, p27Kip1) je jedan od
gena Ciji protein kontroliSe napredovanje kroz Celijski ciklus tokom G1 faze. Osnovna
funkcija gena je u zaustavljanju ili usporavanju celijskog ciklusa. Mutacije u
CDKNIB genu mogu dovesti do gubitka kontrole nad ¢elijskim ciklusom i
nekontrolisane ¢elijske proliferacije (Toyoshima i Hunter, 1994). Supstitucija -79C/T
u 5' UTR regionu iRNK (rs34330) koja za posledicu ima smanjenje transkrpcije gena,
utvrdena je kod pacijenta 2093, dok su preostala tri FANCD2 pacijenta heterozigotni
nosioci izmene. Dosadasnje analize su pokazale visoku asocijaciju ovog polimorfizma
sa oboljevanjem od kancera dojke, prostate i Stitne zlezde (Chang i sar., 2004; Driver
i sar.,2008; Landa i sar., 2010).

Analizirane su izmene u nekodiraju¢im regionima dva gena (-rs); CDK7 (engl.
cyclin-dependent kinase 7), ciklin zavisnoj kinazi koja ¢ini sponu izmedu regulacije
transkripcije 1 ¢elijskog ciklusa 1 u CHEK?2 (engl. checkpoint homolog (S. pombe)),
protein kinazi koja se aktivira u odgovoru na oSte¢enje DNK 1 reguliSe zastoj
¢elijskog ciklusa. Alteracije u ovim genima nisu utvrdene ni kod jednog pacijenta.

CDKNI1A (engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 14, p27“®") gen koji kodira
CDKNIA protein reguliSe napredovanje kroz G1 fazu celijskog ciklusa. Ekspresija
CDKNI1A je pod kontrolom tumor supresora p53, preko koga i ostvaruje svoju ulogu
u zastoju tokom G1. Pacijenti 1879, 2068 1 2083 su heterozigotni nosioci missense
izmene Ser31Arg 1 izmene C/T u 3' UTR regionu gena. Analize ovih polimorfizama
pokazale su poveéanu incidencu oboljevanja od kancera plu¢a kod homozigotnih
nosioca (Sjélander i sar., 1996), za heterozigotne nosioce medutim nema dostupnih
literaturnih podataka.

CDKN2A (engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 24, p16) je tumor supresor
¢iji protein ima vaznu ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa. Analizirane su tri izmene u
kodiraju¢im regionima ovog gena. [zmene nisu utvrdene ni kod jednog pacijenta osim
u hetrozigotnom obliku. Prema literaturnim podacima missense izmena Alal48Thr
kod homozigotnih nosioca povecava rizik oboljevanja od kancera koZe (Pjanova i
sar., 2007). Druga dva polimorfizma povezana su sa poveéanim rizikom oboljevanja

od sekundarnih karcinome glave i vrata (Zhang i sar., 2010).
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RADOYA (engl. RADY9 homolog A (S. pombe)) gen kodira protein koji se
grupiSe zajedno sa ostalim proteinima na mestu oStecene DNK, a svoju funkciju
ostvaruje pokretanjem "checkpoint" signalne kaskade. Analiza polimorfizma ovog
gena u egzonu 11 (rs1064876) nije utvrdila promene kod nasih pacijenata.

Ovim istrazivanjem je obuhvacena 1 analiza gena TP53 (engl. tumor protein
p53)idva za njega vezana gena TP53BP1 (engl. tumor protein p53 binding protein 1)
1 TP53BP2 (engl. tumor protein p53 binding protein 2).

TP53 je tumor-supresor koji odrzava stabilnost genoma i predstavlja jednog od
najvaznijh inicijatora apoptoze u odgovoru na ostecenje DNK. Analizirana je jedna
nukleotidna izmena u kodirajuéem regionu gena (rs1042522). Utvrdeno je da su tri
pacijenta iz FA grupe (2229, 1823 i 1866) i pacijent 1850 heterozigotni nosioci
missense izmene Pro72Arg. Asocijativne studije su pokazale da 724rg izoforma p53
proteina indukuje visi nivo apoptoze ¢elija u odnosu na 72Pro izoformu (Sullivan i
sar., 2004). Utvrdeno je da u odnosu na heterozigotne 1 72Pro, nosioci izmene 72A4rg
imaju loSiju prognozu, karakteriSe ih smanjen kapacitet reparacije DNK, povecana
genomska nestabilnost 1 veéa predispozicija ka razvoju kancera (Litviakov i sar.,
2010).

TP53BP1 je jedan osnovnih proteina "transducera" u signalnim kaskadama. U
odgovoru na jonizujuée zraCenje grupiSe se na mestima dvolancCanih prekida i
interaguje sa fosforilisanim H2AX fokusima. Nadalje, neophodan je za akumulaciju
p53 i regulaciju G2/M i intra S kontrolne tacke ¢elijskog ciklusa. Analizirane su dve
missense izmene u kodiraju¢im regionima gena. Izmena Asp353Glu prisutna je samo
kod pacijenta 1866 (FANCD2) 1 asocirana je sa povecanim rizikom oboljevanja od
raka plu¢a (Truong i sar., 2010). Izmena Gly417Ser nije utvrdena ni kod jednog
pacijenta, osim u heterozigotnom obliku. Za sada nema dostupnih podataka o znacaju
ove alteracije.

TP53BP2 ucestvuje u regulaciji apoptoze interagujuci sa ostalim ¢lanovima
p53 familije. Kod nasih pacijenata nije utvrden polimorfizam u 3' UTR regionu, osim
u heterozigotnom obliku, medutim o znacuju ove alteracije nema dostupnih

literaturnih podataka.
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Rezultati analize pojedinac¢nih nukleotidnih izmena u genima za popravku
DNK 1 regulaciju ¢elijskog ciklusa, ukazuju na vecu sklonost ka razvoju tumora
obolelih od Fankonijeve anemije u odnosu na pacijente sa nenaslednom aplazijom
kostne srzi. Budu¢i da je za neke nukleotidne izmene, koje su ispitivane u ovoj studiji,
ve¢ potvrdena klini¢ka asocijacija, pretpostavlja se da one mogu imati znac¢ajan uticaj
na ukupnu genomsku nestabilnost, koja je jedna od osnovnih karakteristika pacijenata
obolelih od Fankonijeve anemije.

Na kraju, ovo istrazivanje je jo$ jednom potvrdilo stohastiCku prirodu
Fankonijeve anemije. Kod pacijenata obolelih od Fankonijeve anemije postoji
poremecaj u odgovoru na oste¢enje DNK. Nakon indukcije oStecenja, ¢elija odgovara
kaskadom procesa, od modifikacije histona na mestu oSte¢enja, preko aktivacije
kontrolnih tacaka celijskog ciklusa do organizacije hromatinskih enzima i proteina
koji ¢e ucCestvovati u popravci DNK. Poremecaj u bilo kom koraku moze voditi
naruSavanju integriteta genoma i razvoju ovog oboljenja. Ovom studijom je posebno
istaknuta uloga FA proteinskog kompleksa u odgovoru na oSteCenje DNK.
Neispravan FA proteinski kompleks na neadekvatan nacin deluje na remodeliranje
hromatina, modulaciju signalnih puteva i utiCe na sve Celijske procese, stvarajuci
specifican FA ¢elijski fenotip. Sa druge strane, utvrdeno kasnjenje u kinetici popravke
zracenjem indukovanih dvolan€anih prekida u fibroblastima pacijenata obolelih od
Fankonijeve anemije, pruza mogucnost za novi pristup u diferencijalnoj dijagnostici

FA ¢elijskog fenotipa i prediktivnim testovima za transplanataciju kostne srzi.
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6. Zakljucci

Na osnovu postavljenog cilja rada i dobijenih rezultata u ovom istrazivanju

mogu se izvesti sledeci zakljuccei:

1. Primarne ¢elije (fibroblasti) poreklom od pacijenata obolelih od Fankonijeve
anemije indukovane dvolancane prekide popravljaju sa znac¢ajnim kasnjenjem u
odnosu na celije pacijenata obolelih od nenasledne aplazije kostne srzi 1 u

odnosu na kontrolne ¢éelije

2. Kasnjenje u kinetici popravke zracenjem indukovanih dvolanc¢anih prekida u FA
fibroblastima moze se smatrati merom konstitutivne radioosetljivosti i potvrduje

da je ovo poremec¢aj DNK reparacije

3. y-H2AX fokusi 24 h nakon ozraivanja predstavljaju "reparativni kapacitet'-

kapacitet ¢elije za popravak dvolancanih prekida

4. Fankonijeva anemija se moze razlikovati od ostalih sindroma aplazije kostne
srzi primenom Yy-H2AX testa, te se ovaj test moze Koristiti za neposrednu

dijagnozu FA ¢elijskog fenotipa

5. Standarnim CB-MN testom je nemoguce proceniti konstitutivnu radioosetljivost
FA pacijenata, ali uoceno povecanje indukovanih mikronukleusa u FA grupi u
odnosu na BMF grupu, ipak ne iskljuc¢uje primenu ovog testa kao dopunskog u

dijagnosticke svrhe

6. FA ¢celije imaju poremecaj u citokinezi 1 mitozi, a u odnosu na druge
komplementacione grupe ¢elije FANCA pacijenata u ve¢em procentu umiru u

mitozi putem mitotske katastrofe

7. Utvrdeni poremecaj u funkciji G2/M kontrolne tacke je jedan od primarnih

izvora genomske nestabilnosti
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Zakljucci

8. FA ¢elije pokazuju poremecaj u regulaciji apoptoze; nakon zracenja podlezu
apoptozi, ali u manjem procentu, dok nakon tretmana DEB-om znacajno kasne

sa ulaskom u apoptozu

9. Pojedina¢ne nukleotidne izmene ukazuju na loSiju prognozu i vecu sklonost ka
razvoju tumora kod pacijenata obolelih od Fankonijeve anemije u odnosu na

pacijente obolele od nenasledne aplazije kostne srzi
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Fanconi Anemia Is Characterized by Delayed Repair Kinetics of
DNA Double-Strand Breaks
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Among patients with bone marrow failure (BMF) syndrome, some are happened to have underlying Fanconi
anemia (FA), a genetically heterogeneous disease, which is characterized by progressive pancytopenia and
cancer susceptibility. Due to heterogeneous nature of the disease, a single genetic test, as in vitro
response to DNA cross-linking agents, usually is not enough to make correct diagnosis. The aim of this
study was to evaluate whether measuring repair kinetics of radiation-induced DNA double-strand breaks
(DSBs) can distinguish Fanconi anemia from other BMF patients. An early step in repair of DSBs is
phosphorylation of the histone H2AX, generating y-H2AX histone, which extends over mega base-pair
regions of DNA from the break site and is visualised as foci (y-H2AX foci) with specific antibodies. The
primary fibroblasts, established from FA patients, were exposed to y-rays, a dose of 2 Gy (**Co), incubated
for up to 24 hours under repair-permissive conditions, and assayed for the level of y-H2AX foci and
apoptosis at different recovery times after the treatment. Cell lines originating from FA patients displayed a
significant delay in the repair of radiation-induced DNA DSBs relative to non-FA bone marrow failure (non-FA
BMF) and control cell lines. The delay is especially evident at recovery time of 24 hours, and is seen as
about 8-fold increase of residual y-H2AX foci compared to self-state before irradiation. The delay in repair
kinetics of FA cells represents the unique feature of FA cellular phenotype, which should be exploited to

distinguish FA cellular phenotype.

Keywords: double-strand breaks; repair kinetics; y-H2AX foci; apoptosis; irradiation
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Fanconi anemia (FA) is a rare recessive disorder char-
acterized by diverse developmental abnormalities, progres-
sive bone marrow failure (BMF) and predisposition to both
hematological malignancies and solid tumors (Okuyama
and Mishina 1987). The hallmark of the FA cellular pheno-
type is sensitivity to DNA cross-linking agents such as
mitomycin C (Sasaki and Tonomura 1973) and diepoxybu-
tane (DEB) (Auerbach and Wolman 1976; Auerbach et al.
2003). However, results obtained after exposure of FA cells
to ionizing radiation are not uniform. For example, cells
from patients that belong to complementation groups
FANC-A, FANC-C and FANC-F show defects in rejoining
DNA double-strand breaks (DSBs), but surprisingly the cel-
lular radiosensitivity is normal (Sasaki and Tonomura 1973;
Natarajan et al. 1984; Casado et al. 2005). By contrast,
some reports claim that FA cells are radiosensitive, and
these claims are supported by observations of clinical radio-
sensitivity after preconditioning for bone marrow transplan-
tation (Gluckman et al. 1983; Gluckman et al. 1990; Marcou
et al. 2001).

Although laboratory analysis of chromosomal aberra-
tions induced by DEB or other crosslinking agents provides
a unique diagnostic marker, accurate diagnosis of FA can be
difficult. As a result, diagnostic strategies combining differ-
ent tests, in addition to the above chromosomal aberration
test, are needed. A recent study by Pinto and coworkers
(Pinto et al. 2009) suggests the flow cytometry—based myto-
mycin C sensitivity test as a reliable alternative method to
evaluate FA phenotype in fibroblasts. Assuming that
Fanconi anemia belongs to human disorders that are con-
ferred by defects in proteins that function in response to
DNA DSBs, a newly developed method, gamma phosphory-
lation assay is used to study response and sensitivity to ion-
izing radiation (Kinner et al. 2008). Phosphorylation of his-
tone H2AX is one of the first steps in DNA DSBs repair.
Within minutes of the induction of DNA DSBs, histones
H2AX become phosphorylated at serine 139 and form
y-H2AX, which extend over mega base-pair regions and can
be readily visualised as foci (y-H2AX foci) using antibodies
specific for phosphorylated H2AX. The y-H2AX-foci are
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an indication of unrepaired DNA double-strand breaks
(Rogakou et al. 1998; Fernandez-Capetillo et al. 2003) y-
H2AX foci are essential for the efficient evaluation of the
DNA repair kinetics.

In this study we wanted to find out whether measuring
repair kinetics of DNA DSBs using y-H2AX assay (Kinner
et al. 2008) can distinguish FA from other BMF patients,
and to investigate possibility of its employment as predic-
tive test of cellular radiosensitivity in vitro. We used ioniz-
ing radiation and DEB to induce DNA damage and moni-
tored DNA DSBs repair kinetics. Interestingly, our results
revealed that cells from FA patients show delayed repair
kinetics after exposure to ionizing radiation, but not DEB,
suggesting that repair kinetics of ionizing radiation induced
DSBs can be used to distinguish FA from non-FA BMF
patients and should be considered as a specific characteristic
of FA cellular phenotype.

Methods

Subjects

From January 2006 to January 2008, 27 consecutive patients
and their parents visited Institute for Mother and Child Care in
Belgrade. At least one medical appointment with complete history
and physical examination were performed by FA-experienced physi-
cian and data recorded. Patients included in study were children with
progressive bone marrow failure, without full clinical picture of FA or
any evidence of underlying etiology and diagnosis was based on com-
monly seen findings and subjective impression of the physician. The
children (10 boys and 17 girls) were aged 8 + 6 years on the average.
Various hematological parameters including Hb [median (range) 8.6
(2.1-14.9) g/dL], WBC [median (range) 3.0 (0.2-9.2) x 10°/L] and
neutrophils [median (range) 0.6 (0.03-5.8) x10°/L] clearly indicated
BMF patients. Only one patient was presented with growth retarda-
tion, radial ray aplasia and renal abnormalities. All the others had no
major congenital anomalies.

Peripheral bloods from 27 patients and their parents (mainly
mothers) were collected. To confirm FA cellular phenotype, baseline
incidence of chromosomal aberrations and classic chromosomal
breakage DEB test on peripheral blood lymphocytes have been used
as first tests (Auerbach et al. 2003) in both, children and their parents.
The results of DEB sensitivity showed that 10 patients out of 27 were
DEB positive (four boys and six girls) whereas only in one subject in
parent group chromosomal aberrations were found. From DEB posi-
tive patients fragments of skin were obtained with a minimally inva-
sive 3mm punch using standard technique, and skin fibroblasts were
cultured. Harvested fibroblasts were also DEB tested and chromo-
some aberrations were recorded according to criteria of Auerbach et
al. (2003). Control cell lines were obtained from skin biopsies of
healthy volunteers undergoing plastic surgery. Methods that are fur-
ther employed (y-H2AX and apoptosis assays) were approved by
Ethical Committee, and parents signed an informed consent regarding
this investigation.

Tissue culture and chromosomal aberrations analysis

For all experiments described here, exclusively cell lines in ear-
ly passages (passage number 4) were used. The DEB test in fibro-
blasts confirmed 6 DEB positive patients, who were further consid-
ered as FA patients, while 4 were DEB negative and were further

considered as non-FA BMF patients. The complementation group
analysis (Universitat Wirzburg, Institut fur Humangenetik, Germany)
showed that one of the FA patients belonged to the FANC-D2 comple-
mentation group and the remaining five patients belonged to the
FANC-A complementation group. Control primary fibroblasts were
taken from six healthy volunteers undergoing plastic surgery. Each
fibroblast culture grew successfully and a total of 16 primary fibro-
blast cell lines have been established. All cell lines were grown under
standard tissue culture conditions in DMEM (Gibco, Invitrogen Ltd.,
Paisley, UK) supplemented with 10% of fetal bovine serum (Gibco,
Invitrogen Ltd., Paisley, UK) at 37°C and in the atmosphere of 10%
CO,. For immunostaining, exponentially growing cells were seeded
on polylysine glass slides (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Germany)
and allowed to attach to the slide surface for 24 h before treatment
with ionizing radiation or DEB.

Irradiation and DEB treatment

Cells were irradiated using “Co y-ray source (dose of 2.0 Gy at
a dose-rate 0.45 Gy/min). The dimensions of the radiation field were
20 x 20 cm and the distance from the source was 74 cm. After irradia-
tion, cells were returned to the tissue culture incubator. The repair
kinetics of DNA double-strand breaks were measured before (untreat-
ed) and at different times after exposure to ionizing radiation (30 min-
utes, 2 hours, 5 hours and 24 hours) using y-H2AX assay (see below).

Duplicate seeded polylysine coated glass-slides were treated
with DEB (0.1 pg/ml) according to method of Auerbach (Auerbach et
al. 2003) and examined at the same recovery periods as irradiated
cells using y-H2AX assay.

y-H2AX assay

At various time points after the treatment, the cells were fixed in
a 4% formaldehyde (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany), per-
meabilised with 0.2% triton X-100 (Sigma-Aldrich Co., Steinheim,
Germany) and stained with the H2AX primary antibody (Upstate, Cell
Signalling Solutions, Lake Placid, NY, USA) and a FITC-labeled sec-
ondary antibody (DAKO Ltd., Cambridgeshire, UK). The slides were
mounted with a4’, 6”-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-containing
antifade solution (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA),
covered with coverslips and sealed. Foci positive for y-H2AX were
counted using an epifluorescent Axiomager Al microscope (Carl
Zeiss, Germany) and the computer software Image J.

Apoptosis and cell cycle analysis

For apoptosis assay, at each time point after irradiation and/or
DEB treatment, cells were detached from flasks surface with 0.025M
trypsin-EDTA (Gibco, Invitrogen Ltd., Paisley, UK), washed with
pre-warmed PBS (Bioatlas, Tartu, Estonia) at 37°C and fixed in 96%
ethanol. Apoptosis was assessed by flow cytometric (Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany) identification of cells displaying
apoptosis associated DNA condensation. DNA content was assessed
by measuring the UV fluorescence of propidium iodide-stained DNA.
Apoptotic population and cell cycle analysis was performed using
CellQuest software (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

Results
Baseline incidence of chromosome aberration in blood
samples from all patients ranged from O to 0.27 breakages
per cell. The results of DEB sensitivity revealed that only
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Table 1. Spontaneous and DEB induced chromosomal
aberrations (CAs) in lymphocyte cultures
established from 10 BMF patients.

Patients Spontaneous Frpquencies of DEB
CAs/cell induced CAs/cell
1 0.07 0.34
2 0.05 0.45
3 0.23 0.47
4 0.08 0.37
5 0.07 0.34
6 0.18 0.39
7 0.06 0.38
8 0.06 0.35
9 0.08 0.38
10 0.05 0.37

Table 2. Spontaneous and DEB induced chromosomal
aberrations (CAs) in patients fibroblasts; subjects
1-6 were clearly sensitive to DEB relative to the

remaining.
Cell line Spontaneous chqucncics of DEB
CAs/cell induced CAs/cell
1 0.08 0.32
2 0.05 0.49
3 0.18 0.41
4 0.06 0.38
5 0.05 0.36
6 0.11 0.31
7 0.01 0.01
8 0.00 0.00
9 0.00 0.01
10 0.01 0.01

DAPI sl MERGED

Fig. 1. Fibroblasts established from FA patients (a) immunofluorescently labeled against phospho-H2AX, (b) counterstained

blue with DAPI and (c) shown merged.

10 subjects, out of 27, were DEB positive (Table 1).
Interestingly, the response to DEB in fibroblasts from those
10 patients revealed 6 subjects with typical FA cellular phe-
notype, whereas remaining 4 were DEB negative and were
further considered as non FA BMF patients (Table 2). It
was confirmed that one of the DEB positive cell lines
belonged to the FANC-D2 complementation group and the
remaining five patients belonged to the FANC-A comple-
mentation group.

The analysis of repair kinetics of DNA DSBs after
irradiation is shown in Fig. 1. The maximal frequency of
radiation-induced y-H2AX foci was observed in FA cell
lines 30 minutes after irradiation and was significantly high-
er compared to non-FA BMF cell lines (p < 0.05).
Furthermore, the frequency of y-H2AX foci 24 hours after
irradiation was significantly higher in FA cell lines relative
to both non-FA BMF (p < 0.01) and control cell lines (p <
0.001). The results indicate that FA cell lines display sig-
nificant delay in repair kinetics 24 hours after irradiation
seen as 8-fold increase of unrepaired DNA DSBs (Fig. 2a)
compared to self-state before irradiation (p < 0.01).

The analysis of apoptotic response and cell cycle pro-
gression by flow cytometry (Fig. 3) revealed that both cell
types, FA and non-FA BMEF, displayed statistically signifi-

cant difference in the apoptotic response compared to con-
trol only 30 minutes after irradiation (p < 0.05), whereas at
all other examined recovery times no significant differences
between groups were found (Table 4 and Fig. 2¢). The cell
cycle analysis has shown difficulties of FA cells in progress-
ing through the cell cycle. In untreated FANCD?2 cell line,
significant portion of cells has been arrested in G2/M,
whereas after irradiation majority of cells are permanently
arrested in G2/M. All non-FA cell lines are found to be in
the S-phase of the cell cycle in untreated samples, whereas
in irradiated samples high number of cells dying via apopto-
sis follows each decline of S-phase cells. Controls behave
in similar manner: most of the irradiated cells are in S-phase
of the cell cycle, and this number correlates negatively with
numbers of cells dying via apoptosis (p < 0.05).

The response of FA cells to DEB treatment is seen as
statistically insignificant when analyzing frequencies of
y-H2AX foci (Table 3 and Fig. 2b). Interestingly, the yield
of DEB-induced foci in neither FA cells nor non-FA BMF
cells is significantly different when compared to the con-
trols. The analysis of apoptosis shows similar patterns
(Table 4 and Fig. 2d).
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Fig. 2. Frequencies of y-H2AX positive foci in FA, non-FA BMF and control cell lines (a) after irradiation and (b) DEB treat-
ment. Percentages of apoptotic cells in FA, BMF and control cell lines (c) after irradiation and (d) DEB treatment. Re-

sults are presented as

mean +s.0. *P <0.05, **P <0.01, ¥**P < 0.001 vs. studied groups by ¢ test.

Discussion

Although FA has been known to clinicians for decades,
a correct diagnosis can be difficult due to variations in phe-
notype severity, or well known problems of cell mosaicism.
As a result, recent diagnostic strategies combine different
assays (Pinto et al. 2009) to make diagnosis easier.
Moreover, patients with BMF underlying Fanconi anemia
may experience major toxicity if given standard dose-condi-
tioning regimens for hematopoetic stem cell transplant.
There is also a clinically justified need for quick discrimina-
tion between FA and the rest of BMF patients. The classical
chromosomal aberration test after DEB exposure is time
consuming, requires highly trained personnel and overlap
results with other chromosomal instability syndromes.
Several earlier studies have reported defects in rejoining
DSBs in FA patients (Sasaki and Tonomura 1973; Natarajan
et al. 1984; Casado et al. 2005). Since quantification of
y-H2AX foci has emerged as a gold standard for monitoring
DSBs levels in human cells (Fernandez-Capetillo et al.
2004), we reasoned that monitoring of DSB repair kinetics
could serve as a quick test for identifying FA in a larger

group of BMF patients, enabling at the same time estima-
tion of individual DSB rejoining capabilities, i.e radiosensi-
tivity.

Quantification of yH2AX foci allows for an accurate
and sensitive detection of DSBs, since phosphorylation rap-
idly occurs at the site of the DSBs (within 3 min after
induction) and specificity of this reaction provides a reliable
marker for DSB formation (Rogakou et al. 1998, 2000;
Sedelnikova et al. 2002, 2003).

The results obtained in our study have shown that FA
patients can be distinguished from the rest of BMF patients,
based on y-H2AX assay, 24 h after exposure of cells to ion-
izing radiation. Each of our FA patients showed enhanced
level of unrepaired DSBs when compared to self-state
before irradiation, suggesting that residual y-H2AX foci,
observed 24 hours after irradiation, are reliable measure of
DSB rejoining capability. FA cell lines exhibit the highest
incidence of radiation-induced foci 30 minutes after irradia-
tion when plateau of foci formation has been reached.
However, neither FA nor non-FA cells showed differences
in the extent of y-H2AX formation from those in controls at
the time when plateau is reached (30 minutes). When com-
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Fig. 3. Apoptosis and cell cycle flow cytometry data before (untreated) and 24 h after irradiation/DEB treatment in FA, non-

FA BMF and control cell lines.

pared to the controls both FA and non-FA cell lines show
statistically significant difference in frequencies of sponta-
neous y-H2AX foci, and particularly 24 hours after irradia-
tion. In FA cell lines frequency of residual y-H2AX foci is
approximately 2.5-fold higher compared to that in non-FA
BMF patients and 8-fold higher on the average, when com-
pared to self-state before irradiation. Since it is generally
accepted that frequencies of y-H2AX positive foci at vari-
ous intervals after treatment with DNA damaging agents
reflect kinetics of DSB repair (Rogakou et al. 1999; Redon
et al. 2002) it can be concluded that FA cell lines repair

radiation induced DSBs slowly, with a significant delay rel-
ative to both non-FA cell lines and control cell lines.
Whereas 10.7% of cells in untreated FA cultures before irra-
diation were focus positive, showing 1.15 + 0.41 foci per
cell, the percentage of focus positive cells 24 hours after
irradiation was 45.68, showing 9.53 + 4.27 foci per cell. It
is well known that cell undergoing DNA damage signaling
induces cell cycle arrest in order to provide sufficient time
for repair. During this time cell either activates or recruits a
cascade of proteins needed for a complete repair or commits
suicide by apoptosis. Delayed repair kinetics of FA cells
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Table 3. Incidence of y-H2AX foci per cell at different times after irradiation/DEB treatment.
irradiation DEB
Cell line untreated
30 min 2h 5h 24 h 30 min 2h 5h 24 h
FANC D2 1.60 24.81 18.37 10.41 13.78 2.97 1.79 5.24 2.84
1 0.80 24.31 19.49 5.04 9.54 0.81 1.21 3.51 1.42
2 1.05 26.36 15.01 5.50 5.25 1.54 0.45 1.21 1.79
FANCA 3 0.70 25.93 17.3 6.00 12.56 3.34 1.12 5.53 242
4 1.94 27.63 17.30 6.63 7.98 1.04 0.87 2.86 1.72
5 0.83 21.93 18.22 8.29 8.05 0.91 1.44 1.56 1.91
mean+s.p. 1[.15+0.50 25.16+1.97 17.62+1.51 698+203 953+3.17 1.77+1.11 1.15+046 332+1.81 2.02+0.52
1 1.07 19.04 13.62 11.69 4.12 1.08 6.31 4.79 2.35
non-FA 2 2.24 15.49 17.80 9.36 3.10 2.36 2.64 3.49 2.72
BMF 3 4.92 19.28 25.45 14.97 3.90 5.86 12.78 8.33 591
4 1.01 24.04 21.57 8.44 4.75 1.31 2.56 4.44 1.55
mean+s.p. 231 +1.83 1946351 19.61+£5.07 11.11+£291 397+0.68 2.65+221 607+480 526+2.12 3.13+191
1 0.60 20.01 16.50 6.83 1.11 1.50 1.37 1.61 1.49
2 0.40 19.79 14.53 5.23 1.12 2.81 2.33 5.67 1.91
Control 3 0.49 17.89 16.63 7.91 1.90 1.51 1.31 1.57 1.47
4 0.38 23.84 17.0 3.68 1.23 3.97 1.87 7.72 2.44
5 0.76 22.62 15.54 5.15 1.14 2.59 3.42 4.55 2.68
6 0.86 17.16 16.74 7.53 2.80 2.73 2.31 5.76 1.93
mean+s.D. 0.58+0.20 20.22+2.60 16.16+0.94 605+1.63 1.55+0.68 252+093 210+0.78 4.48+246 1.99+0.49
Table 4. Percentage of apoptotic cells at different times after irradiation/DEB treatment.
irradiation DEB
Cell line untreated
30 min 2h 5h 24 h 30 min 2h 5h 24 h
FANC D2 1.60 24.81 2.83 2.20 13.02 4.2 17.38 13.83 18.44
1 0.80 24.31 39.68 26.09 63.13 11.16 17.64 17.99 22.57
2 1.05 26.36 6.90 2.51 81.87 18.74 24.11 14.18 14.63
FANCA 3 0.70 25.93 54.12 7.52 28.24 4.46 14.57 26.45 12.17
4 1.94 27.63 18.26 39.66 54.84 15.17 22.18 11.82 28.42
5 0.83 21.93 10.90 10.88 43.03 17.22 19.83 9.53 13.56
mean+s.0. 1.15+£0.50 25.16+1.97 22.12+20.38 14.81 +14.99 47.36 +24.74 11.82+6.34 19.29 +3.48 15.63 +6.00 18.30 +6.23
1 1.07 19.04 23.20 41.62 78.15 14.51 28.75 21.21 18.61
non-FA 2 2.24 15.49 31.65 20.35 46.12 9.23 16.45 13.36 27.19
BMF 3 4.92 19.28 51.89 14.34 41.25 18.05 8.23 25.74 14.24
4 1.01 24.04 18.41 15.24 10.02 11.18 19.87 12.18 16.68
mean =s.0. 231183 19.46+3.51 31.29+14.79 22.89 + 12.77 43.89 +27.89 13.24 +3.88 18.33 £8.49 18.12+6.47 19.18 +5.63
1 0.60 20.01 28.97 23.14 46.91 13.11 19.70 12.96 17.83
2 0.40 19.79 37.16 30.27 58.02 21.23 6.18 28.97 23.04
Control 3 0.49 17.89 60.11 26.10 55.65 18.71 13.71 9.53 20.26
4 0.38 23.84 11.89 48.48 24.22 22.18 16.48 17.43 18.83
5 0.76 22.62 40.76 3.83 86.08 14.36 29.88 6.41 22.19
6 0.86 17.16 21.65 19.16 38.17 18.21 9.44 23.38 12.97
mean =s.0. 0.58+0.20 20.22 +£2.60 33.42+16.75 25.16 + 14.60 51.51 +20.97 17.97 +3.62 15.90 + 8.38 16.45+8.56 19.19 +3.62

cells was observed in non-FA cells (12.44% and 46.68%,
respectively), even in controls (11.63% and 40.27%, respec-
tively) such delay in repair kinetics is not observed in non-
FA cell lines or controls. This unique feature of FA cellular

certainly confirms a nature of this disease as DNA repair
disease and at the same time gives an opportunity to make
diagnosis of FA easier.

Although very similar percentage of focus positive
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phenotype can be used for diagnostic purposes for BMF
patients with questionable diagnosis, a common clinical sit-
uation.

Although several studies showed that DSB arising dur-
ing cellular processes, such as replication, recombination,
and apoptosis, cause an efficient formation of y-H2AX
(Rogakou et al. 2000; Sedelnikova et al. 2002) the delay in
DNA repair leads to accumulation of DNA damage and cel-
lular senescence. Our results seem to confirm previous
studies reporting delayed repair kinetics of DSB after irradi-
ation in FA cells (O’Driscoll and Jeggo 2006; Thompson
and Hinz 2009). The observed delay in repair kinetics of
radiation induced DSBs in FA cell lines relative to non-FA
cell lines could also be considered as measure of intrinsic
radiosensitivity before dose-conditioning regimens for
hematopoietic stem cell transplantation. This test is signifi-
cantly faster than the analysis of chromosomal aberrations
after treatment with cross-linking agents, and it can easily
be automated using flow cytometry analysis thus signifi-
cantly reducing the time between taking cells from patients
and availability of results.

In contrast to ionizing radiation, DEB as cross-linking
agent poorly induces yH2AX formation in all examined cell
lines. Similar to our findings, no difference in DSBs forma-
tion between FA-C and wild type cells was observed by
Pichierri, and coworkers (Pichierri et al. 2002), after
mitomycin treatment. Moreover, no difference in DEB
induced DSBs formation revealed that crosslinking agents
induce different signaling for DNA repair than DSBs signal-
ing. The majority of past literature has suggested that FA
cellular phenotype can be recognized testing with DNA
cross-links agents, which increase spontaneous chromosom-
al instability. However, recently, Gennery et al. (2004) sug-
gested that other inherited syndromes like ataxia-telangiec-
tasia like disorders, Nijmegan breakage syndrome and other
primary immunodeficiency syndromes are positive when
testing with crosslinking agents, thus indicating an overlap
with the FA cellular phenotype. Similarities in clinical
manifestations and cellular phenotypes observed in several
syndromes highlight the need for an accurate diagnosis of
chromosomal instability syndromes that can no longer be
distinguished based on abnormal responses to cross-linking
agents. Variants of FA have been described with more pro-
nounced immune deficiency (Taniguchi et al. 2002), and
some patients with NBS1 have been described with aplastic
anemia, a complication more commonly associated with FA
(Resnick et al. 2002). Overlap of clinical manifestations
and cellular phenotype address the importance of precise
diagnosis of chromosomal instability disorders that can no
longer be diagnosed simply from abnormal responses to
MMC or DEB. We propose the in vitro DSB repair kinetics
test after ionizing radiation as a potentially rapid and sensi-
tive test for evaluation of individual FA cellular phenotype.
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INFLUENCE OF CATALASE ON THE RADIOSENSITIVITY
OF FANCONI ANEMIA LYMPHOCYTES IN VITRO

SANDRA PETROVIC!, DRAGANA VUJIC? MARIJA GUC-SCEKIC?, ANDREJA LESKOVAC!,
DRAGANA JEVTIC? and GORDANA JOKSIC!

Vinéa Institute of Nuclear Sciences, 11001 Belgrade, Serbia
2Dr. Vukan Cupi¢ Mother and Child Health Care Institute, 11070 Belgrade, Serbia

Abstract — Fanconi anemia (FA) is a genetic disease characterized by progressive pancytopenia and cancer susceptibil-
ity. The clinical and cellular phenotypes of Fanconi anemia are associated with a set of redox abnormalities, indicating
that FA is an oxidative stress-related disorder. Fanconi anemia cells are highly sensitive to DNA clastogen agents, but
their response to ionizing radiation is still unclear. The aim of this study was to evaluate the in vitro radiosensitivity of
Fanconi anemia homozygotes and heterozygotes, and to assess the contribution of catalase and superoxide dismutase
(SOD) to the overall radiobiological response of the cells. The incidence of radiation-induced lymphocyte micronuclei
was used as the indicator of radiation sensitivity in vitro, whereas the activity of antioxidant enzymes was determined in
erythrocytes. Patients with FA exhibited a two-fold decrease in catalase activity, accompanied by lowered activity of SOD,
and increased incidence of baseline micronuclei. In the entire group of patients (with one exception), a reduced yield
of radiation-induced micronuclei in lymphocytes was observed, and this was categorized as a radioresistant response. A
mild radioresistant in vitro response was also observed in carrier-mothers, accompanied by reduced activity of catalase.
The radiosensitivity of carrier-fathers was normal. The results of this study suggest that reduced activity of catalase is an
important contributor to the radiobiological response of cells.

Key words: Fanconi anemia, catalase, superoxide dismutase, radiosensitivity in vitro
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INTRODUCTION of the Fanconi anemia proteins are thought to form
large multiprotein complexes, cytoplasmatic and
nuclear. Both complexes of FANCA, C, G, E, and F
proteins exist in vivo. Nuclear complexes are domi-
nant, and patient-derived inactivating mutations of
FANCA, FANCC, FANCE, and FANCG proteins
reduce assembly, stability, or nuclear translocation
of the multi-subunit Fanconi anemia protein com-

Fanconi anemia (FA) is a genetically heteroge-
neous disease characterized by bone marrow failure,
congenital abnormalities, and a significant predis-
position toward malignancies, particularly acute
myeloid leukemia (Okuyama and Mishina, 1987;
Alter, 1996). Typically, FA patients develop bone
marrow failure leading to aplastic anemia during the ) ) -
first decade of life, and at least 20% of them develop ~ Plex. The body of evidence in FA research indicates

malignancies (Jacquemont and Taniguchi, 2007). that Fanconi anemia is an oxidative stress-related

The cellular defect responsible for FA is caused by disease. Patients with FA are defective in repair of
mutation of at least 13 genes and accordingly is sub- oxidative DNA damages, indicating a direct link
typed by 13 complementation groups abbreviated =~ between reactive oxygen species (ROS) formation,
from A to N. Fanconi anemia proteins play a central oxidative DNA damage, and chromosomal break-

role in coordination of DNA repair, cell cycle, and ages (Joenje et al., 1981; Dallapiccola et al., 1985;
apoptosis pathways in response to DNA damage. Schindler and Hoehn, 1988; Pagano and Korkina,
With the exception of FANCD2 and BRCA2, most 2000). One of the main features of Fanconi ane-
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mia cells is an elevated incidence of spontaneous
chromosomal aberrations, which can be further
triggered by clastogenic agents such as mitomycin
C (MMC) and diepoxybutane (DEB) (Sasaki and
Tonomura, 1973). Nowadays, the DEB-test serves as
the most reliable in vitro method for verification of
the FA cellular phenotype.

Fanconi cells are highly sensitive to DNA cross-
linking agents, but their response to ionizing radia-
tion is still unclear. Fanconi anemia cells (comple-
mentation groups FA-A, FA-C, and FA-F) show
defects in rejoining double-strand breaks, but no
difference in the radiosensitivity of normal and FA
cells has been reported at the cellular level (Sasaki
and Tonomura, 1973; Natarajan et al., 1984; Casado
et al., 2005). Fanconi anemia cells also show an
increase in the baseline level of micronuclei com-
pared with normal cells, but not in the yield of
micronuclei induced by H,O, (Zunino et al., 2001).
A number of other reports claim to have shown
that FA cells are radiosensitive, and these claims
are supported by clinical observations of irradiated
FA patients after preconditioning for bone marrow
transplantation (Gluckman et al., 1983; Gluckman,
1990). Disparity between clinical and cellular radio-
sensitivity has also been observed. Marcou et al.
(2001) reported a severe clinical radiosensitivity in a
single patient who displayed normal radiosensitivity
in vitro as determined by the colony survival assay.

Our previous investigation of intrinsic radio-
sensitivity in a healthy population showed marked
individual variability in radiation response and the
crucial role of cellular antioxidant enzymes in this
response (Joksic et al., 1999, 2000; Pajovic et al.,
2000). This observation prompted us to investigate
the influence of the antioxidative status of FA patients
(homozygotes) and carriers (heterozygotes) on cellu-
lar radiosensitivity. The study considered a total of
nine families and represents the first study of Fanconi
anemia families in the Western Balkan region.

SUBJECTS AND METHODS
Subjects

A total of nine families, whose children (six girls and
three boys, aged 9 years on average) were clinically

diagnosed with aplastic anemia, were investigated.
Five of the subjects displayed typical cellular FA phe-
notypes (established through the DEB-test), whereas
the other four children, who had clinical manifesta-
tions of aplastic anemia but normal DEB sensitiv-
ity, were classified as non-FA patients. Peripheral
blood samples from all individuals were collected by
venipuncture in heparinized vacutainers in accor-
dance with current Health and Ethical Regulations
in Serbia (2005). The incidence of spontaneously
occurring chromosomal aberrations, baseline lev-
els of micronuclei (MN), radiosensitivity, and the
activities of catalase and superoxide dismutase were
examined.

The incidence of radiation-induced lymphocyte
micronuclei was used as the indicator of radiation
sensitivity in vitro, whereas the activity of antioxi-
dant enzymes was determined in erythrocytes. Four
of the five FA patients belong to complementation
group A, whereas only one case belongs to the
complementation group FANCD1 (BRCA2 muta-
tion was found).

Chromosome aberration analysis

For scoring chromosomal aberrations, standard
methods as described in IAEA (2001) were used:
aliquots of heparinized whole blood (0.5 mL) were
set up in cultures containing PBmax-karyotyping
medium (Invitrogen-Gibco, Paisley, UK). Cells were
harvested 48 h after initiation of the cultures with
addition of colchicine (Sigma-Aldrich, Munich,
Germany) during the last 3 h (final concentration
of 2.5 ug/mL). After staining, a hundred well-spread
and complete first division metaphases per subject
were analyzed for chromosome and chromatid ab-
errations according to the “International System for
Human Cytogenetic Nomenclature” (ISCN, 2005).

Irradiation

Two hours after blood collection, an aliquot of hepa-
rinized whole blood from each subject was poured
into a sterile plastic test-tube positioned in a 15 x 15
cm Plexiglas container and irradiated using a ®°Co
y-ray source. The radiation dose employed was 2 Gy,
the dose-rate was 0.45 Gy/min, dimensions of the ra-
diation field were 20 x 20 cm, and the distance from
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the source was 74 cm. Blood samples were irradiated
at room temperature.

Micronucleus assay

Baseline levels of micronuclei and radiosensitiv-
ity were estimated employing the cytokinesis block
micronucleus (CB-MN) method of Fenech et al.
(1993). A minimum of 1000 binucleated cells were
scored with an Axiolmager Al microscope (Carl
Zeiss, Jena, Germany) using a magnification of 400x
or 1000x when necessary.

Catalase assay

Catalase activity was measured in hemolyzates using
the method of Aebi (1974) by following the catalytic
reduction of hydrogen peroxide. Decomposition of
the substrate H,O, was measured using a Perkin
Elmer Lambda 25 Spectrophotometer (Perkin Elmer
Instruments, Norwalk, CT, USA) at 240 nm. Activity
was expressed as K - the rate constant of the first-
order reaction per minute per mg protein (K/min™
- mg - protein’!). Protein concentration was deter-
mined by the method of Lowry et al. (1951).

Superoxide dismutase assay

Activity of SOD was measured in hemolyzates
using the Oxis Bioxytech® sod-525™ Assay (Oxis
International, Inc., Portland, OR, USA). The meth-
od is based on the SOD-mediated increase in the
rate of autoxidation of reagent 1 (5,6,6a,11b-tetrahy-
dro-3,9,10-trihydroxybenzo[c]fluorene) in an aque-
ous alkaline solution, yielding a chromophore with
maximum absorbance at 525 nm. One SOD-525
activity unit is defined as the activity that doubles
the autoxidation rate of the control blank. The
assay was performed using a Perkin Elmer Lambda
25 spectrophotometer (Perkin Elmer Instruments,
Norwalk, CT, USA). The specific enzyme activity
of SOD was expressed as units per mg of protein
(U/mg of protein). Protein concentration was deter-
mined by the method of Lowry et al. (1951).

Statistical Analysis

Statistical analysis was carried out with the statisti-
cal software package Statistica 6.0 for MS Windows
using Spearman rank order correlations (R) and

Student’s t-test. Values of P at the level of a 95% con-
fidence limit were considered significant.

RESULTS

The incidence of spontaneously occurring chromo-
somal aberrations, micronuclei, and radiosensitivity
for both subgroups (FA and non-FA families) are
presented in Table 1; the activities of antioxidant
enzymes (catalase and superoxide dismutase) are
presented in Table 2 and Fig. 1.

The analysis of chromosomal aberrations con-
sidered chromatid- and chromosome-type breaks,
acentric fragments, symmetrical and asymmetri-
cal chromosomes, and chromatid exchanges.
Chromatid- and chromosome-type breaks and
acentric fragments were considered to be one-break
events, while dicentrics, rings and radial figures
were counted as two breaks (Auerbach et al., 1989;
Wegner and Stumm, 1999).

The incidence of spontaneously occurring chro-
mosomal aberrations in FA patients was almost 4.5-
fold higher than that in non-FA individuals.

The baseline level of micronuclei in the entire
group of children was 11.69 + 6.82 (14.24 + 7.61
in FA children, 8.52 * 4.77 in non-FA children).
The higher incidence of baseline micronulei in FA
patients was accompanied by a 1.75-fold higher
percentage of micronucleated BN cells. A positive,
statistically significant correlation between baseline
levels of micronuclei and incidence of chromosomal
aberrations was observed in FA patients (p < 0.05).

Fanconi anemia mothers showed a 73% higher
baseline level of micronuclei compared to non-FA
mothers, whereas no differences in baseline level of
micronuclei were observed between FA and non-FA
fathers.

Similar results were obtained comparing the
percentage of micronucleated cells in FA- and non-
FA mothers (1.57-fold increase in FA carriers),
whereas no differences between FA- and non-FA
fathers were found.

The yield of radiation-induced micronuclei (ra-
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Table 1. Incidences of chromosomal aberrations, baseline levels of micronuclei, and radiosensitivity in FA- and non-FA families. Abbrevia-
tions: CA - incidence of chromosomal aberrations (breaks per cell); MN - baseline level of micronuclei (MN/1000 BN cells); MNTri - incidence

of radiation-induced micronuclei (MN/1000 BN cells); % of mBN cells - percentage of micronucleated binucleated cells..

FA families CA MN % of mBN cells MNri % of mBN cells
Patient
1 0.071 21.32 1.84 150.20 14.99
2 0.036 8.50 0.66 71.47 7.54
3 0.230 21.41 2.14 360.51 31.30
4 0.130 15.51 1.55 53.39 6.69
5 0.030 4.45 0.44 96.31 8.90
Mean + SD 0.099 + 0.083 14.24 + 7.61 1.33+£0.74 146.38 + 125.13 13.88 £ 10.26
Mother
1 0.000 21.49 2.15 118.43 12.14
2 0.000 5.40 0.54 174.29 15.63
3 0.120 41.10 3.20 180.78 18.44
4 0.000 10.18 0.68 136.79 13.48
5 0.000 8.25 0.74 157.65 14.93
Mean + SD 0.002 £+ 0.005 17.28 + 14.65 146 + 1.17 153.59 + 25.99 14.92 +2.38
Fatlher 0.050 24.04 2.02 146.46 15.23
2 0.010 12.40 1.24 213.45 18.43
3 0.010 14.54 1.35 215.32 19.35
4 0.000 14.86 1.39 111.62 10.41
5 0.000 11.61 0.98 164.03 15.30
Mean + SD 0.014 £ 0.021 15.49 + 4.98 1.40 = 0.38 170.18 + 44.55 15.74 + 3.50
Non-FA families CA MN % of mBN cells MNri % of mBN cells
Patient
6 0.030 9.77 0.98 58.88 6.59
7 0.020 8.96 0.90 146.23 13.54
8 0.020 1.97 0.20 79.70 7.73
9 0.018 13.39 0.98 86.98 9.12
Mean + SD 0.022 £+ 0.005 8.52 +4.77 0.76 + 0.38 92.95 + 37.46 9.25 +3.04
Mother
6 0.020 6.33 0.54 120.64 11.65
7 0.000 11.48 1.15 184.06 16.83
8 0.020 9.41 0.94 198.86 17.82
9 0.000 12.75 1.08 202.83 17.62
Mean + SD 0.010 £ 0.011 9.99 + 2.80 0.93 +0.27 176.60 + 38.17 1598 +2.92
Fa%her 0.040 31.70 2.50 304.84 25.07
7 0.040 3.92 0.39 140.17 11.83
8 0.000 17.74 1.40 144.97 14.58
9 0.000 14.06 1.31 252.73 22.85
Mean + SD 0.020 £ 0.023 16.86 + 11.49 1.40 + 0.86 210.68 + 81.49 18.58 + 6.37
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Table 2. Activities of catalase and superoxide dismutase (SOD) in FA- and non-FA families..
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Activity of Activity of SOD Non-FA Activity of Activity of SOD
FA families catalase (U/mg of pro- o catalase (U/mg of pro-
.1 . 1 . families . 1 . 1 .
(min - mg of protein™) tein) (min - mg of protein™) tein)
Patient Patient
1 8.26 31.13 6 18.36 26.37
2 8.51 31.57 7 31.33 36.92
3 11.26 29.67 8 15.02 34.36
4 9.96 31.23 9 21.56 33.46
5 14.42 21.37
Mean + SD 21.57 £7.03 33.45 +5.45
Mean + SD 10.48 + 2.51 28.99 + 4.32
Mother Mother
1 8.11 44.00 6 10.40 28.44
2 4.78 25.63 7 27.17 40.81
3 4.57 19.14 8 11.09 38.96
4 12.21 46.25 9 16.23 36.08
5 11.39 26.35
Mean + SD 16.22 +£7.75 36.07 £ 5.44
8.21 £3.58 32.27 +£12.09
Mean + SD
Father Father
1 7.09 34.88 6 11.37 29.60
2 8.56 45.15 7 22.15 52.50
3 8.96 44.60 8 8.39 49.91
4 11.02 40.39 9 13.98 44.01
5 19.40 36.87
Mean + SD 13.97+5.91 44.00 +10.24
Mean + SD 11.00 + 4.90 40.38 + 4.56

diosensitivity) was 122.63 + 95.65 in the entire group
of patients, 146.38 + 125.13 in FA-children, and 92.95
+ 37.46 in non-FA children, whereas incidences of
radiation-induced micronuclei in FA parents were
slightly lower (161.88 + 35.48) compared to non-FA
parents (193.64 + 61.66). Higher incidence of radia-
tion-induced micronuclei in the FA group was ac-
companied by a 1.5-fold higher percentage of BN
cells carrying micronuclei compared to non-FA.

A statistically significant difference of catalase
activity was found in FA children when compared to
non-FA children, showing about two-fold decrease
(p < 0.05). Catalase activity in carrier FA mothers
was almost two times lower than that observed in
non-FA mothers, whereas FA fathers displayed only
slightly reduced activity of catalase when compared
to non-FA fathers (Fig. 1).

Activity of SOD in FA children was 13% lower

than that observed in non-FA children, without sta-
tistical significance. Lack of statistical significance
was also found comparing SOD activity between FA
carriers and non-FA parents.

DISCUSSION

The aim of this study was to evaluate the con-
tribution of antioxidant enzyme activities to the
overall radiobiological response of FA lymphocytes.
Radiosensitivity of FA cells, measured by micro-
nuclei formation, significantly differed from that
of normal cells. In our previously conducted study
(n = 82), cluster analysis for yields of radiation-
induced micronuclei defined normal sensitivity and
radiosensitive and radioresistant cellular responses
(Joksic et al., 1999). Corresponding yields of micro-
nuclei were 200 £ 29, 322 + 31, and 136 + 23, respec-
tively. In the group of five FA patients, three of them
(patients 2, 4, and 5) showed strong radioresistant
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Fig 1. Activities of catalase and superoxide dismutase (SOD) in FA- and non-FA families (means + SD)..

responses, one (patient 1-BRCA2) showed a weak
radioresistant response, and only one (patient 3)
showed a radiosensitive response following in vitro
irradiation. Fanconi anemia mothers also displayed
a weak radioresistant response, while FA fathers
showed normal radiosensitivity. In the group of four
non-FA patients, three of them (patients 6, 8, and
9) showed strong radioresistant responses and one
(patient 7) showed a weak radioresistant response
following in vitro irradiation. Non-FA mothers as
well as non-FA fathers displayed normal sensitivity
to ionizing radiation in vitro.

A radioresistant response of FA lymphocytes
(with one exception) following in vitro irradia-
tion and reduced activity of catalase were found
in the present study. It is known that catalase is a
key enzyme of the cell antioxidative defense, since
its catalytic removal of H,O, prevents hydroxyl
radical formation. Consequences of catalase defi-

ciency include formation of DNA base adducts
such as 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)
and increased production of H,O, It has been
reported that large amounts of H,O, induce apop-
tosis (Zunino et al,, 2001; Bai and Cederbaum,
2003; Saadatzadeh et al., 2004). The results of our
study showed that FA patients exhibited a two-fold
decrease in catalase activity when compared to non-
FA patients. Their parents (heterozygous carriers),
especially the mothers, also displayed reduced cata-
lase activity, associated with resistant responses to
in vitro radiation. We hypothesize that the reduced
yield of radiation-induced lymphocyte micronuclei
in vitro was a consequence of catalase deficiency,
which in turn leads to overproduction of H,O, and
an increased portion of cells undergoing apoptosis.
Apoptosis may be secondarily triggered by oxida-
tive stress or DNA damage. Additional production
of reactive oxygen species by irradiation generates
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intermediates that are capable of inducing apoptosis
(Marnett, 2000). It is also important to mention
that sex hormones are recognized as modulators
of oxidative stress (Tam et al., 2003). Gender- and
age-associated differences of oxidative stress param-
eters in FA patients and carriers have been reported
before (Pagano et al., 2004). Thus, it is not surprising
that androgen administration has beneficial effects
for most FA patients.

Compared to non-FA patients, FA patients dis-
played a higher incidence of radiation-induced
micronuclei, a higher percentage of micronucleated
cells, and a two-fold decrease in catalase activity.
However, when compared with responses to in vitro
radiation in healthy members of the population,
this response belongs to the radioresistant category.
A weakened antioxidative defense system most
likely enables overproduction of 8-OHdG and other
oxygen radicals, which consequently increase the
level of cellular “free” iron ions that catalyze Fenton
reactions, enhancing radiotoxicity (Korkina et al.,
1992). Decreased catalase activity had been previ-
ously reported in FA patients belonging to comple-
mentation group A (Takeuchi and Marimoto, 1993).
Increased formation of 8-OHAG was also detected
in FA patients, as well as in carriers (Degan et
al., 1995). It is known that 8-OHdG is the most
mutagenic among various oxidative DNA lesions.
If left unrepaired, the outcome of this lesion is a
G-T transversion, a mutation frequently found in
tumor-relevant genes (Loft and Poulsen, 1996). In
summary, decreased activity of catalase allows over-
production of oxidative damages in DNA, leading
to increased incidence of chromosomal aberrations
and micronuclei. Irradiation further damages cells:
overdamaged cells might die before entering mito-
sis, and the surviving fraction of cells might carry
multiple injuries.

In FA patient number 3, where a radiosensitive
in vitro response was observed, further investiga-
tions are needed to examine checkpoints. A high
percentage of micronucleated binucleate cells as well
as increased yield of radiation-induced micronuclei
were likely due to checkpoint failure, and cells carry-
ing unrepaired or missrepaired DNA damages then
reached mitosis, thus producing micronuclei.

The activity of SOD in FA patients was slightly
(13%) reduced compared to non-FA patients and
17% lower than in healthy children (Stojiljkovic et
al., 2007). Heterozygotes in the entire group dis-
played similar values of SOD activity to those in the
general population. In regard to the activity of SOD,
a key enzyme that detoxifies superoxide anions,
the literature provides inconsistent results: signifi-
cantly reduced in erythrocytes (Joenje et al., 1978,
1979; Mavelli et al., 1982; Yoshimitsu et al., 1984)
and normal in FA fibroblasts and white blood cells
(Gile et al., 1987; Ruppitsch et al., 1997; Pagano and
Korkina, 2000).

In the present study, decreased activity of SOD
was accompanied by significantly lowered activity of
catalase, indicating a weak antioxidative defense sys-
tem in FA hematopoietic progenitor cells. It follows
that oxidative damages to DNA might overwhelm
the cellular repair capacity and lead to enhanced
formation of chromosomal aberrations.

The incidence of spontaneous occurrence of
chromosomal aberrations in FA patients was 4.5-
fold higher than that observed in non-FA patients,
and the baseline level of micronuclei in FA patients
was 67% higher compared to non-FA and 2.5-fold
higher than in healthy children (Neri et al., 2005).

Increased baseline levels of micronuclei in carri-
ers were also found in the current study: FA mothers
showed a 73% higher baseline level of micronuclei
compared to non-FA and a two-fold increase com-
pared to the healthy population.

A radioresistant response in FA patients (with
one exception) following in vitro irradiation was
demonstrated in the present study. These results
are in agreement with other studies in which the
authors did not find an increased sensitivity to ion-
izing radiation in FA patients (Darroudi et al., 1985;
Duckworth-Rysiecki and Taylor, 1985; Barquinero
et al., 2001). Micronucleus formation is one of the
clastogenic effects of radiation. Radioresistant cells,
which display a reduced yield of radiation-induced
micronuclei, usually lack mitochondrial (mt) DNA
and are less likely to undergo apoptosis (Yoshioka
et al., 2004). A reduction in mitochondrial gene
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expression, known to accompany mtDNA dam-
age, can limit availability of key components of
the electron transport chain, which in turn could
re-route the flow of electrons and thereby augment
mitochondrial oxidant production. It is known that
mtDNA in cells plays major roles in ATP produc-
tion, generation of ROS, and regulation of apoptosis.
Owing to this, the mitochondrial genome is con-
siderably more sensitive to oxidative damage than
nuclear DNA. Cells lacking mtDNA are more radio-
resistant. It can therefore be concluded that serious
mitochrondrial damages exist in cells of the entire
group of our children, which should be examined
further. Heterozygous individuals from FA families
have not been extensively examined, as they are free
of major clinical symptoms. It is therefore worth
noting that in our study FA mothers also displayed
a weak radioresistant response, while FA fathers
showed normal sensitivity following in vitro irradia-
tion. The radioresistant response was accompanied
by a low percentage of micronucleated binucleated
cells (half the normal level) and reduced activity
of catalase. To our best knowledge, this is the first
report regarding mother-carriers. We hypothesize
that mtDNA damages exist in the maternal geno-
type, are inherited in the offspring, and contribute
to progression of the disease. Radiosensitivity test-
ing possibly could serve as a rapid screening test for
identification of heterozygotes.

Various FA proteins are reported to be involved
in the apoptotic pathway, which could explain the
defects in hematopoiesis that are common to all FA
patients, regardless of their complementation group
(Bogliolo et al., 2002).

Studies of clinical and cellular radiosensitivity of
FA cells have reported variable results with no firm
conclusions. Micronuclei are clearly an important
manifestation of DNA damage. The behavior of cells
after irradiation can certainly provide additional
information to clinicians and assist in diagnosis of
the disease and chemoprevention of its progression.
Further investigations are needed to determine the
full significance of the radioresistance phenomenon
and evaluate whether it is a prognostic factor associ-
ated with progression of the disease.
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YTUIIA] KATAJIA3A HA PAAIMOOCET/bMBOCT IMM®OILWTA IN VITRO
KO ITAIIMJEHATA OBOJIENINX O] PAHKOHUJEBE AHEMMUJE

CAHJIPA IIETPOBW'R!, IPATAHA BYJI'R?, MAPUJA TY'R-ITREKI'R?, AHJIPEJA JIECKOBALL!,
IIPATAHA JEBTU'R2, u TOPTTAHA JOKCUR!

"Mnecmumym 3a nykneapre nayxe ,Bunua‘, 11001, Beorpan, Cpbuja
2Uncmumym 3a 30pascmeeny 3awmumy majke u demema Cp6uje”JIp Byxan Yynuh”, 11070 Beorpapn, Cpbuja

dankonmjeBa anemnja (PA) je reneTiako 060be-
e KapaKTepJCaHO IIPOTrPeCcBHOM IIAHI[UTOIICHNjOM
U TIPEICIIO3MIVjOM Ka Ma/TUTHUTETUMA. ACOLIMPAHO
je ca HM30M aOHOPMATHOCTH Y PeOKC IpOoLecuma y
hemmju mrro ra yiHM u 60neurhy okcUAATUBHOTL CTpe-
ca. ®A hemuje cy xunepocersuse Ha [THK kmacrore-
He areHce, 0K Cy IOAAL O IJXOBOj OCET/BMBOCTI
Ha joHusyjyhe 3paveme KOHTpaguKTopHu. [Imm oBe
CTyAuje je UCIUTUBAILE in Vitro pafiiooCeT/bUBOCTI
DA XOMO3UTOTA 11 XeTEePO3UTOTA U YTBphUBambe yTu-
11aja aKTUBHOCTY KaTajlase ¥ CyNepOKCU, IUCMYTase
(CO[I) na ykynaH paauo6uosnoiku ogrosop hemja.

QA manujeHTH MCIO0/baBajy ABOCTPYKO CHIDKEIbE
aKTMBHOCTM KaTajasa, CHIDKeHy akTMBHOCT COJl
u nosehaHu 6asaHM HMBO MMKpOHYKiIeyca. Papu-
Ope3UCTEeHTaH OArOBOpP Ha joHU3yjyhe spademe (ca
jemHMM 1M3y3eTKOM) yTBpDeH je y 1enoj rpynm maum-
jeHaTta. brmaru paguopesucTeHTHU in Vitro OJroBop
Ha joHu3yjyhe 3pademe Kao ¥ CHIDKEHA BPEJHOCT
Karasasa yTBpheH je u kom Hocmona-majkn. Hocu-
OLIM-OY€BY Cy MCIO/BMIM HOPMAJIHY PafiO0OCeT/bl-
BOCT. PesynTatu oBe cTynmje mokasyjy ma CHIVDKEHa
BPEHOCT KaTaja3a 3Ha4YajHO JOIPUHOCU YKYITHOM
pamo6yoIoIKoM ofroBopy henmmja.





