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DNA-baseutkuttingsreparasjon

Basene i en celles DNA skades kontinuerlig ved kjemiske forandringer. De viktigste er hydrolyse, oksidering (ved frie radikaler) og alkylering/metylering (ved kjemiske stoffer). Skadde baser hemmer replikasjon/transkripsjon (cytotoksiske skader), eller parer feil under replikasjon (mutagene skader; f.eks. kan skadd tymin pare med guanin i stedet for adenin). Dersom ikke cellene inneholdt DNA-reparasjonsenzymer som kunne fjerne skadde baser ville de dø (av cytotoksiske skader), eller ha en uakseptabelt høy mutasjonsfrekvens (pga mutagene skader). Akkumulering av mutasjoner vil hos høyere organismer som mennesket føre til nedsatt cellefunksjon (aldring). Dersom mutasjonene oppstår i vekstregulerende gener kan kreft oppstå. DNA-reparasjonsenzymer/proteiner er et av de viktigste forsvar vi har mot aldring og kreft. 


I vår forskningsgruppe innen DNA-skader og reparasjon har vi følgende hovedprosjekter:

DNA-baseutkuttingsreparasjon ved høye temperaturer

Noen prokaryote organismer (arkebakterier og bakterier) kan leve ved høye/ekstremt høye temperaturer: hypertermofile ved optimal veksttemperatur ≥80 ºC, termofile ved optimal veksttemperatur >45 ºC. Disse skulle ha høyere frekvens av f.eks. hydrolyseskader i DNA både pga økte reaksjonshastigheter og pga mer enkelttrådet DNA i cellene som er mindre beskyttet mot skader. Å studere slike ekstremofile organismer kan derfor fortelle mye om grensene for liv på jorda og i verdensrommet (interessant i forbindelse med liv på måner/planeter med vulkansk aktivitet). Varmestabile enzymer har også bioteknologisk anvendelse (DNA-polymeraser i PCR). Vi karakteriserer DNA-baseutkuttingsreparasjon i arkebakterien Archaeoglobus fulgidus, som lever ved vulkanske kilder på havbunnen og er isolert fra oljebrønner (optimal veksttemperatur 83 ºC). Målet er å klone/rense opp alle baseutkuttingsreparasjonsproteinene og så rekonstituere hele reparasjonsveien i laboratoriet.
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5-Formyluracil i DNA: reparasjon, mutagenese og cytotoksisk effekt 

5-Formyluracil (fU) er en oksidert form av tymin og dannes i DNA av frie radikaler som oppstår pga aerob metabolisme, ioniserende (radioaktiv) stråling og ultrafiolett (UV-A) stråling. Vi er i forskningsfronten på studier av denne skaden, som først og fremst danner mutasjoner av ulik type. Vi har undersøkt baseutkuttingsreparasjon av fU av bakterielt og humant enzym og mutagenese i bakterier. fU/5-formyldeoksyuridin (fdU) ligner kjemisk mye på 5-fluoruracil (FU)/5-fluordeoksyuridin (FdU), hvor FU er et viktig cytostatika i behandling av f.eks. colon-cancer. Som FU/FdU er fU/fdU cytotoksisk på celler i vekst, pga. omdanning til fdUMP som hemmer et cellulært enzym (tymidylat-syntetase). I tillegg er effekt på RNA-nivå påvist. Selv om fdU og FU har lignende virkningsmekanismer, har vi påvist at fdU kan virke cytotoksisk på celler som er resistente mot den cytotoksiske effekten av FU. I tillegg til å fortsette karakterisering av fU og dets derivater mht genetisk toksisitet, har vi planlagt å sammenligne de biologiske egenskapene til fU/fdU og FU, spesielt mht toksisk effekt på cancerceller. Målet er å finne ut om fdU/fU kan bli et alternativ til FU som cytostatika. Siden FU brukes mye som cytostatika, ønsker vi å undersøke resistensmekanismer for FU og om baseutkuttingsreparasjon kan være involvert.
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Bildet viser krystallstruktur av DNA-baseutkuttingsenzymet AfalkA i Archaeoglobus fulgidus (til venstre) med en skadd base (etenoadenin) modellert inn i det aktive setet (til høyre).
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Bildet viser feil baseparing mellom 5-formyluracil (fU) og guanin (G) som fører til dannelse av mutasjoner ved DNA-replikasjon.
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Bildet viser hele DNA-baseutkuttingsreparasjonsveien for Archaeoglobus fulgidus som er karakterisert i vår forskningsgruppe ved UiS. Baseskaden uracil (U), som dannes fra cytosin (C) ved hydrolyse, må fjernes (i rødt) og erstattes med C (i blått) før replikasjon av DNA, dersom ikke mutasjoner skal dannes (siden U baseparer med adenin). De ulike reparasjonsenzymene er angitt ved siden av pilene.


Fra Knævelsrud et al. (manuskript)
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