Dezoxinukleozid-kinazok szerepe
a DNS-repair és az apoptozis folyamataban

A kutatas célja:

Laboratoriumunkban fedezték fel, hogy limfocitak kilénb6z6 genotoxikus agensekkel valo
kezelése, valamint gamma és UV-besugarzasuk tobbszorosére noveli a dezoxicitidin-kinaz
(dCK) aktivitasat. Ugyanakkor sem a timidin-kindz 1 (TK1), sem a timidin-kinaz 2 (TK2)
aktivitdsa nem valtozik.

A dezoxicitidin-kinaz egy széles szubsztrat-specifitasu, konstitutivan expresszalodo enzim,
mely a négy természetes dezoxinukleozid kozul harmat, a dezoxiadenozint (dAdo), a
dezoxiguanozint (dGuo) és a dezoxicitidint (dCyd) foszforilalja. Azonban a dezoxicitidilsav
dezaminalasa (dCMP-dezamindz), majd metiladldsa (timidilat-szintaz) révén timidin
nukleotidok is keletkezhetnek a dCK segitségével. Ily mddon a dezoxicitidin-kinaz a nyugvo
limfocittk DNS repair-jehez és feltehetéen a génatrendezédéssel kapcsolatos DNS
szintézishez mind a négy prekurzor-nukleotid utanpdtlasat biztositja.

Mivel a dezoxicitidin-kinaz hatékonyan foszforilalja a dezoxiadenozint és annak analogjait, a
megndvekedett dCK-aktivitds nemcsak a repairt, de az apoptdzis folyamatait is szolgalhatja,
amelyeknek dATP-re van sziikségiik. Az irodalombél ismeretes, hogy az intracellularis Ca*" -
ionok koncentracidjanak emelkedése szintén szerepet jatszik az apoptézisban. Kisérletes uton
prébaltunk tisztazni az apoptdzis és a nukleozid metabolizmus koz6tti kapcsolatot.

A 2004 — 2005-ben végzett munka eredményei alapjan elséként feltételeztiik, hogy a dCK-
aktivitas novekedése az enzim foszforilaciojanak a kdvetkezménye. Ennek nyoman a
feltételezés direkt bizonyitasara, illetve a foszforilacidt kivalto jelatviteli mechanizmusok
azonositasara tetttink kisérletet.

Orvosi szempontbdl kilondsen fontos enzim a dezoxicitidin-kinaz, mivel egy sor
dezoxinukleozid-analdgot is aktival, azaz hatékony nukleotidda foszforilal, mint példaul a
hajas sejtes leukémia kezelésre hasznalatos cladribint (2-kl6r-2’-dezoxiadenozin, CdA), a még
kisérleti stddiumban levé clofarabint (2-klor-2’-arabinofluoro-2’-dezoxiadenozin, CAFdA), az
akut limfoid leukémia kezelésben hatékony citarabint (1-B-D-arabinofuranozil-citozin, Ara-C)
alkalmazott gemcitabint (2’,2’-difluoro-2’-dezoxicitidin, dFdC) stb. Arra a kérdésre is valaszt
kerestlink, hogy a dCK megemelkedett akivitasa, illetve a dCK overexpresszidja milyen
hatdssal bir a sejtek nukleozid-metabolizmusara és a dezoxinukleozid-analogok
hatékonysagara.

Dr. Lumniczky Katalin és munkatarsai (Dr. Safrany Géza laboratoriuma, Orszagos Frédéric
Joliot-Curie Sugarbioldgiai és Sugaregészségiigyi Kutatointézet, Molekularis és Tumor
Radiobioldgiai  Osztaly) azt mutattdk ki, hogy dezoxicitidin-kindz overexpresszalasa
lenyegesen noveli a gamma-besugarzas és/vagy gemcitabinnal torténé kezelés citotoxikus és
radioszenzitizal6 hatdsadt mind az Altaluk elédllitott sejtvonalak, mind az intracranialis
tumorok esetében. Azonban a hatas mértekében mind a sejtvonalak, mind a tumorok kdzott
nagy eltérések mutatkoztak. Ennek egyik oka lehet a kiildnb6z6 sejtvonalak dNTP-pooljainak,
kilénosen a dATP-pool eltéré6 méretei, illetve a foszforilalt analog és természetes nukleotid
eltéer6 koncentricidaranyai. A Kkutatas utolsd évében e probléma molekularis hétterét
igyekeztik kisérletesen feltérképezni.



A munka eredménvyei:

I. A dCK-t aktivalé anyagok és a gamma-besugarzas DNS-kéarosodast valtanak ki, amelynek
korai szenzora a genom integritasaért felelés p53 tumor szuppresszor fehérje. Tisztazni
szerettllk volna, hogy a dCK aktivaciojaban szerepet jatszik-e a p53. Ezt eldontend6 azt
vizsgaltuk, hogy a p53 farmakoldgiai inhibitoraval, a pifithrin-alfaval felfliggesztheté-e a
dCK-aktivitds ndvekedése.

A pifithrin-alfaval a 2-klérdezoxiadenozinnal (CdA) kivaltott dCK-aktivalddas teljes
mértékben felfliggesztheto; ez a gatlds mar a pifithrin-alfa alacsony koncentréacidja mellett is
megfigyelhet6 volt (1). A p53 és a dCK aktivalodasanak kapcsolatat harom Burkitt-limfoma
eredeti sejtvonalon is megvizsgéltuk. A CdA-val vagy etopoziddal (topoizomeraz IlI-
inhibitor) kezelt sejtvonalak kozil a vad tipusu p53-at expresszalé DG-75 sejtvonalon két-
haromszoros aktivalddast észleltiink, ezzel szemben a p53-at nem expresszalé BL-41 és
Ramos sejteken csak minimalis (50% alatti) aktivalodast sikertlt kivaltani. Ezek az
eredmeények arra utalnak, hogy a p53 lényeges szerepet jatszik a dCK aktivalodasanak
folyamataban.

I1. A citoplazmatikus szabad Ca**-szintet csékkentd (nifedipin, verapamil, gadolinium-klorid,
EGTA), fokozé (thapsigargin, ionomycin, strophantin), illetve az aktiv Ca**-kalmodulin
komplex mikodéset gatld anyagok (klérpromazin és a W-7 inhibitor) alkalmazasaval
szerettilk volna bizonyitani, hogy a Ca?*-ionoknak a dCK miikddésének szabalyozasaban is
szerepe van, és oki szerepet jatszhat az enzim aktivacidjaban. A sejtpermeabilis Ca®*-kelator
BAPTA-AM-mel (1, 2-bisz (2-amino-fenoxi) etan-N, N, N’, N’-tetraacetdt tetrakisz
(acetoximetil-észter) a dCK aktivalddasat teljes egészében ki tudtuk védeni (2, 3). A felsorolt
Ca®*-szint csokkents szerek hatdsara viszont csak minimélis mértékben csokkent a dCK-
aktivitas, ami 0sszefiiggésben van azzal, hogy ezek a szerek a BAPTA-nal sokkal kevésbe
csokkentik a szabad citoplazmatikus Ca’*-szintet. A citoplazmatikus Ca*-koncentracio
emelésével (thapsigargin, ionomycin, strophantin) azonban a dCK nem aktivalhato. Ezek az
eredmények azt val6szintsitik, hogy a Ca®* permissziv szerepet jatszik az
enzimaktivalodasban. A sejtkivonatokhoz adott EGTA az enzim aktivitasat nem befolyasolta,
tehat a Ca’* a dCK-nak nem kofaktora. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a dCK
aktivalddasahoz vezeté jelpalyaban egy kalciumfliggé faktor is szerepet jatszhat. Az
enzimaktivalodds mechanizmuséval kapcsolatban azt talaltuk, hogy az aktivalt enzim nativ
immunreaktivitasa fokozott a kontroll enziméhez képest, ami konformacios valtozast
val6szintsit (2). A CdA-val stimulalt limfocitdk enzimaktivitasa joval stabilabb a kontroll
sejtekehez kepest (3).

I11. Nemcsak a nukleozid-analégok, hanem a dezoxiadenozin (dAdo), a dezoxicitidin-kinaz
természetes szubsztratja is hatékonyan stimulélta a dCK-t (egy adenozin-dezaminaz-géatldszer,
a dezoxikoformicin jelenlétében) (4). Ezt a hatadst sem dezoxiguanozin, sem pirimidin-
nukleozidok sem képesek Kivaltani. Mi tébb, a dezoxicitidin (dCyd), ellentétben a
ribocitidinnel, felére csokkentette a dCK aktivitasat, és megakadalyozta a dCK stimulalasat
klordezoxiadenozinnal, aphidicolinnal, illetve tirozin-kinaz-gatloszerekkel (tyrphostin A47,
genistein), epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és kiulonbéz6 MAP-kinaz
inhibitorokkal (PD 153, 035, PD 098, 059, SB 203, 580). A dezoxicitidinen kivil a 400 mM
szorbitollal kivaltott hiperozmotikus sokk szintén gatolta a dCK-t és annak aktivalodasat is. A
dCK aktivalodasaval parhuzamosan a dATP és dCTP-poolok is véltoztak tonzilla
limfocitdkban. A dezoxinukleozid trifoszfatok mennyisegét Sherman és Fyfe (Sherman and
Fyfe, Analytical Biochem. 1989, 180, 222) modositott szintetikus oligonukleotid-templat
modszerevel hataroztuk meg. Kisérleti eredményeink szerint a dCK aktivalodasat a



citotoxikus dATP-pool 150-170%-0s noOvekedése és a pirimidin-poolok 30-50%-0s
csokkenése kisérte. Ellentetes hatast valtott ki az ozmotikus sokk: a szorbitol 30%-al noveli a
dCTP-poolt, mikézben a dATP-pool mérete gyakorlatilag nem valtozik.

Az eredmények azt bizonyitjak, hogy a dCK aktivalodasanak fontos szerepe lehet a dAdo-
medidlta citotoxicitasban, ami az adenozin-dezaminéaz-hianyban fellépé sulyos kombinalt
immundeficiencia szindroma (SCID) kdzponti eleme.

IV. A dCK-aktivacié és az apoptozis mitokondridlis Gtjanak kapcsolatanak kimutatasa
celjabol rovidtavu (1-2 h) genotoxikus kezeléseket (CdA, aphidicolin, etopozid) alkalmaztuk.
A kezelések hatasara, a dCK aktivalodasaval parhuzamosan, a sejtek kaszpaz-3-aktivitasaban
szignifikans emelkedés volt megfigyelheté, de DNS-fragmentaciot gélelektroforetikus
modszerrel nem tudtunk kimutatni. Az apoptoszéma képzodésében fontos szerepet jatszé
dATP-mennyiség meghatarozasara Sherman és Fyfe modszert alkalmaztunk. A fenti
kezelések sordn a dCK aktivalodasaval parhuzamosan a dATP-pool szelektiv névekedését
tapasztaltuk, ami felveti annak lehet6ségét, hogy a proapoptotikus dATP keletkezésében a
dCK aktivalodasanak szerepe van (4).

V. A kisérleti eredményeink fényében nyomds okunk volt feltételezni, hogy a dCK aktivitas-
valtozasanak hatterében poszttranszlacios modifikécid allhat. Ennek a feltételezésnek a
bizonyitasara kétdimenzios elektroforézist alkalmaztunk. A human limfocitakbdl
immunprecipitacioval tisztitott dCK kétdimenzios elektroforézise soran tobb, kdzel azonos
molekulatdmegii, de eltéré izoelektromos pontu format azonositottunk. Kimutattunk, hogy
mind a kontroll, mind az aktivalt dCK-prepardtum A-foszfoprotein-foszfatazzal torténd
emésztése drasztikusan csokkentette az enzimaktivitast. A dCK konformaécidja is megvaltozik
az enzimaktivalodas soran: limitalt tripszinolizis segitségével kimutattunk, hogy a dCK
aktivalasa kozben olyan lokalis konformacio-valtozas torténik, amelynek soran az aktivalt
enzim rezisztensebbé valik a tripszines emésztéssel szemben. A dCK konforméacio-valtozasat
tdmasztja ala az a megfigyelésiink is, hogy a C-terminalis peptiddel szemben termelt antitest
nativ immunblot soran sokkal erésebb jelet ad az aktivalt dCK-val, mint az ugyanolyan
mennyisegii  kontroll, vagy szorbitollal kezelt sejtekbdl preparalt dCK. Mindemellett az
aktivalt dCK fokozott immunreaktivitdsa eltiinik a nyerskivonat elézetes A-foszfoprotein-
foszfatazzal tortént emésztése soran, mikdzben az enzimaktivitas is drasztikusan csdkken (5).

VI. Korédbbi eredményeink arra utaltak, hogy a dCK aktivalodasanak kivalto oka a DNS
karosodasa. A dCK konforméacio-valtozasahoz és enzimaktivitdsanak fokozodasahoz vezetd
jelpalyak feltérképezése céljabol tonzilla-limfocitakat a poli(ADP-rib6z)-polimeraz inhibitor
3-aminobenzamiddal kezeltiink, amely nem befolyasolta a dCK alapaktivitasat, de a CdA-val
kivaltott aktivalodasat sem fuggesztette fel (4). Az eredmény arra utal, hogy a poli(ADP-
ribdz)-polimeraz, a DNS-,nick”-eket érzékel6 fehérje, nem vesz részt a dCK aktivalasahoz
vezet6 jelatvitelben. Ugyanakkor a receptor-tirozin-kindz inhibitorok és MAP-kinaz
inhibitorok altal kivaltott dCK-aktivalddas azt valdszintsiti, hogy a DNS karosodasan tul a
dCK aktivitasa a ndvekedési faktor jelpalyak és a MAP-kinaz kaszkad révén is regulalhato.

VII. A kovetkez6 kisérleteinkkel arra a kérdésre kerestlink valaszt, hogy a dCK aktivalasa,
illetve az aktivalas felfliggesztése milyen hatassal bir a dezoxinukleozidok metabolizmusara.
Kordbban azt taldltuk, hogy a dCK aktivaloddsa a BAPTA-AM kalcium-kelatorral és a
pifithrin-alfaval (PFT-alfa), a p53 inhibitoraval egyarant gatolhat6. A tovabbi munka
keretében kimutattuk, hogy az UV-fénnyel torténé dCK-aktivalodas ugyancsak kalciumfiiggo
és pifithrin-érzékeny, mig a timidin-kinaz 1 aktivitasa BAPTA-AM jelenléteben
stabilizalodik.



Tonzilla-limfocitdk °H-dezoxinukleozidokkal torténé metabolikus jelzése segitségével
kimutattuk, hogy mind az UV-sugarzas, mind a kalcium-kelator jelenlétében csékken a DNS-
be torténé dezoxicitidin- és timidin-inkorporécid. Ugyanakkor a pifithrin-alfa szinte nullara
csokkentette mind a nukleotid-, mind pedig a DNS-frakciok *H-dCyd- és *H-Thd-jel6ltségét,
és lényegesen gatolta a *H-klérdezoxiadenozin (CdA) felvételét (6). Az eredmények alapjan
feltételeztlik, hogy ennek hatterében a transzmembran nukleozid-transzport gatlasa all. Direkt
méréssel  bebizonyitottunk, hogy az ismert nukleozid-transzport-gatlészerhez, a
dipiridamolhoz hasonléan, a PFT-alfa is erésen gatolja a pirimidin-nukleozidok transzportjat
tonzilla-limfocitdkban. A nukleozid-transzport gatldsa az eddig elsésorban p53-inhibitorként
ismert PFT-alfanak egy Uj, altalunk elsékent leirt hatdsa. A CdA-transzport kKisebb mertéki
gatlasa azzal magyarazhatd, hogy a CdA-nak tobb mint a fele nem aktiv transzporttal, hanem
passziv diffazioval jut be a sejtekbe. A masik lehetéséget — a foszforilacios potenciél
csokkenését — nem tartottunk valdsziniinek, mert a sejtekbe jutott CdA foszforilacioja a PFT-
alfa jelenlétében is t6bbszorose volt a pirimidin-nukleozidok gatloszer nélkuli
foszforilaciojanal.

VI, A sejtmentes kivonatokkal végzett kisérletek azt bizonyitottak, hogy az intakt
sejtstruktara nélkildzhetetlen az 6sszes, korabbiakban emlitésre kertlt aktivalo agens, illetve
sejtkezelés hatékonysagahoz. Tonzilla limfocitak izozmotikus sejtlizisen alapuld
frakcionalasaval, majd a magi, illetve citoplazmatikus frakciok western blottal torténé
analizisével kimutattuk, hogy a dCK aktivalodasat nem koveti az enzim
kompartmentalizaciojanak megvaltozasa. A dCK intracellularis lokalizacioja sokaig élénk
vita targyat képezte. Végul tisztdzodott, hogy az enzim citoplazmatikus elhelyezkedést,
legalabbis limfoid sejtvonalakban. Azonban a magi frakcioban western blottal azonositottunk
egy specifikus fehérjesavot, amelynek molekulatomege néhany kilodaltonnal tébb mint a
citoplazmatikus elhelyezkedésti dCK-é (5). Felteteleztliink, hogy egy alternativ splicinggel
keletkezett sejtmagi izoformaval allunk szemben. Ennek bizonyitdsara a sejtmagi enzim
immunaffinitds-kromatogréafiaval torténé tisztitsa és a tisztitott enzim témegspektrometriai
ton torténd szekvenciavizsgalata sziikséges.

IX. Kisérleteink soran affinitds-kromatogréafiaval, egy foszfoprotein-kété oszlop (Qiagen)
segitségével kimutattuk, hogy a dezoxicitidin-kinaz-fehérjének legaldbb 30%-a foszforilalt
allapotban van (5). A dCK-foszforilacié direkt bizonyitasa és a foszforilacids helyek
azonositasa  érdekében  kontroll és aphidicolinnal  kezelt tonzilla-limfocitakbdl
immunprecipitacio segitségével izolaltuk a nativ dCK-t. Denaturdlo gélelektroforézis utan a
dezoxicitidin-kinazt gelbol torténé kivagassal homogenitasig tisztitottuk. Az aktivalt és a nem
aktivalt huméan dCK-preparatumokat a rekombinans, hexahisztidinnel cimkézett dCK-
fehérjével egyltt tdmegspektroszkopiai analizisnek vetettiik ala (egylttmikodoé partner: dr.

e Engstrom, BMC, Uppsala, Svédorszag). Mindharom preparatumban kimutathatoak
voltak a dCK-ra jellemzé peptidfragmentumok, azonban a foszforilaciéra utald eltéréseket
nem sikertlt azonositani. A Kisérlet sikertelenségét valdsziniileg a sejtekbdl izolalhatd
endogen dCK kis mennyiséege es az Altalunk hasznalt lézer deszorpcids-ionizacios
tdmegspektroszkdpids modszer (MALDI-ToF) nem eléggé érzékeny volta okozta. Erre a
kovetkeztetésre jutottunk, miutan egy brisszeli csoportnak (C. Smal et al., J. Biol. Chem. 281,
4887-93, 2006) sikertlt expresszalnia a hexahisztidin-cimkét tartalmaz6 rekombinans dCK-t
human embrionalis vesesejtekben (HEK 293T). A tisztitas utan nyert nagyobb mennyiségii
dCK-t analizaltdk egy joval érzekenyebb nanoelektronspray ionizcidés tandem
tomegspektrometrias (nano ESI-MS/MS) mddszerrel.  Négy foszforilacios helyet
azonositottak, ezek kozott a legnagyobb mértékben (44%) foszforilalt Ser74-nek az aktivacio
folyamataban jatszott kiemelked6 szerepét iranyitott mutagenezissel is alatamasztottak. A



briisszeli csoport munkaja donté bizonyitékot szolgaltatott a dCK foszforilacigjat illetéen.
Azonban a foszforilacioért felelés protein-kindz és az idevezeté jelatviteli mechanizmusok
még tavolrol sincsenek feltérképezve. Tovabbi vizsgalatokat tehat ez irdnyban érdemes
folytatni.

X. Korébban azt talaltuk, hogy tonzilla-limfocitakban az UV-fénnyel térténé dCK-aktivalodas
kalciumfuggé és pifithrin-eérzékeny, mivel egyarant gatolhato BAPTA-AM kalcium-kelatorral
és a pifithrin-alfaval (PFT-alfa), a p53 inhibitoraval (6). Tovabbi Kkisérleteinkben
megvizsgaltuk az UV-sugarzés es az emlitett vegyuletek hatasat az IMR-32 neuroblastoma, az
Y-79 retinoblastoma és a HELA epithelialis karcindma sejtvonalakra. Az UV-sugarzas mind a
harom sejtvonalban a dCK aktivalodasat eredményezte, mikdzben a BAPTA-AM és a PFT-
alfa eltéeré hatast mutattak. A PFT-alfa egyik sejtvonalban sem volt képes felfliggeszteni a
dCK aktivalédasat, a BAPTA-AM viszont csak az IMR-32-ben bizonyult ebbdl a
szempontbdl hatastalannak (7). Eredményeink valoszintleg a kilonbdzo sejtekben jelentésen
eltéro szignaltranszdukcids utakra vezethetok vissza.

X1 . Arra a kérdesre is valaszt kerestlink, hogy a dCK megemelkedett akivitasa, illetve a dACK
overexpresszidja milyen hatassal bir a sejtek nukleozid-metabolizmusara.

A fent emlitett kezelések soran a dCK aktivalodasaval parhuzamosan a dATP és dCTP-
poolok is valtoznak tonzilla-limfocitakban. Kiserleti eredmeényeink azt mutatjak, hogy a dCK
aktivalédasat a citotoxikus dATP-pool 150-170%-0s ndvekedése és a pirimidin-poolok 30-
50%-0s csOkkenese Kiséri (1, 4). Feltételezésiink szerint a proapoptotikus dATP
keletkezésében a dCK aktivalddasanak szerepe lehet.

A dCK overexpresszidjanak hatasat vizsgaltuk a Dr. Lumniczky Katalinnal kooperacioban
vegzett kiserletekben. Dr. Lumniczky munkacsoportjanak Dr. Safrany Géza laboratériuméban
(Orszagos Frédéric Joliot-Curie Sugérbioldgiai és Sugaregészsegligyi Kutatdintézet,
Molekularis és Tumor Radiobiologiai Osztéaly) egy adenoviralis vektor segitségével sikerlt a
human dCK génjét transzfektalni az egér GIl261, a patkany C6 és a human U373 glioma
sejtvonalakba, illetve intracranialis tumorokat hoztak létre C57BL/6 egerekben és Wistar
patkanyokban. A dezoxicitidin-kindz overexpresszalasa lényegesen ndvelte a gamma-
besugarzas és/vagy gemcitabinnal torténé kezelés citotoxikus és radioszenzitizalé hatasat
mind az elGallitott sejtvonalak, mind pedig a tumor esetében. Azonban a hatas mertékében
mind a sejvonalak, mind a tumorok kdzo6tt nagy eltérések mutatkoztak (8). Mérsékelt hatas
volt megfigyelhet6 a GI261 sejtvonalban, mikdzben a dCK overexpresszalasa a C6 és U373
sejtvonalakban lényegesen kifejezettebb radioszenzitizald hatast eredményezett. Ennek egyik
oka lehet a kiilénb6z6 sejtvonalak dNTP-pooljainak, kilondsen a dATP-pool eltéré méretei,
illetve eltérések a dCK-transzdukci6 effektivitasban. A dATP, dGTP és a pirimidin-nukleotid-
poolok mennyiséget, illetve a kezelések hatdsara bekdvetkezett valtozasat az el6z6
Kisérletekben is hasznalt DNS-polimeraz-reakcioval, szintetikus oligonukleotid-templattal
(Sherman és Fyfe) hataroztuk meg. Mint a poolok meéreteiben, mint a poolok aranyaiban
tobbszords kiulonbségek mutatkoztak a sejtvonalak kdzott (9). A dNTP-pool mennyisége a
GI1261 sejtvonalban volt a legkisebb, és egyik kezelés sem valtott ki 1ényeges poolndvekedest.
Ez a sejtvonal azonban érzékeny volt a dCK overexpresszalasara, igy csak szuboptimalis
transzdukcios ratat lehetett alkalmazni (20 MOI), ami relative alacsony (4 nmol/éra/mg
protein) dCK-aktivitdst eredményezett. Nagyobb dNTP-poolokkal, bar relative alacsony
bazalis dCK-aktivitassal rendelkezett az U373 human glioma-sejtvonal, azonban a dCK-val
overexpresszalt U373-sejtekben  gemcitabinkezelés hatasara a  dATP-pool  kozel
négyszeresére, a dCTP-pool tobb mint kétszeresére nétt, illetve a dCK aktivitasaban kozel 15-
sz0r0s novekedés mutatkozott. Eredményeink szerint a legnagyobb dNTP-poollal a C6
patkany glioma sejtek rendelkeznek. Bar a bazélis dCK-aktivitas ebben a sejtvonalban volt a



legkisebb, a dCK tdltermelése ezt tobb mint 40-szereseére ndvelte. Ezzel parhuzamosan
drasztikusan, 7-8-szorosara néttek (a dGTP kivételével) a dNTP-poolok is (az eredmények
kéziratban).

Az 0szt0do sejtekben a dezoxinukleotidok utanpétlasat féleg a de novo szintézis biztositja, a
dezoxicitidin-kindz pedig a gemcitabin aktivilasanak sebesseg-meghatarozé 1épését
katalizalja. Igy a természetes dNTP-poolok nagysaga a de novo reakciutak regulaciojatol
fligg, mikdzben a citotoxikus dFACDP és dFdCTP nukleozid-analdgok mennyisége a sejtek
dCK-aktivitasanak fiiggvénye. Igy a dCK aktivitasaban és a dNTP-poolok méreteiben
megfigyelt kilonbségek eltér6 dFACTP/ACTP aranyt eredményeznek, ami feltételezésink
szerint oki szerepet jatszik a gemcitabin radioszenzitizalo hatasaban tapasztalt, sejttipustol
fliggo eltérésekben.



