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1. Bevezetés

Az ultraibolya (UV) sugarzas szamos élettani és patoldgias folyamatért felelds. Az altala
indukalt, DNS-t érint6 elvaltozasok - 6-4 fototermékek (6-4PP), ciklobutan pirimidin dimerek
(CPD) - felhalmozodasa a DNS szal torzulasanak kovetkeztében tartdos mutaciok létrejottét
idézheti el6. A DNS karosodas javitasat human sejtekben a nukleotid excizids repair (NER)
rendszer végzi. A NER miikodése kémiailag kiilonb6zé6 modokon befolyasolhatd. Szamos
molekula esetében kimutattak, hogy képesek a NER miikodésének in vitro gatlasara. Ezen gatlo
hatasu molekulak egy része az orvosi gyakorlatban is hasznalt, példaul a kemoterapias szerként
alkalmazott veliparib és arzén-trioxid, vagy a diuretikus hatasu spironolactone. Napjainkban
ugyancsak jelentés az érdeklédés a kiilonb6z6 novényi eredetli hatdbanyagok vizsgalatat
illetden. A Silibum marianum magjabol nyett silymarin antioxidans hatasanak kdszonhetéen a
borgyogyaszati vizsgalatok igéretes célpontja. Felhaszndldsa azonban korlatozott a

hatdéanyagok nehézkes biohasznosuldsa kdvetkeztében.

1.1.Az UV sugarzas hatasai a human béron

A foldfelszint eléré UV sugarzds (UVA ¢és UVB) mindkét tipusa fotokémiailag aktiv. Az
alacsonyabb hullamhosszisagii UVB tartomany elnyelédik az epidermisben, a dermis sejtjeit
kevésbé érinti. Magasabb energidja révén azonban az UVA-nal joval kisebb dozisban képes
sejtkarosito hatést kifejteni. Jellemzéen DNS 1€zidk 1étrejottét eredményezi. Az UVB sugérzés
altal kivaltott 1éziok leggyakoribb formai a ciklobutan-pirimidin dimer (CPD), valamint 6-4
pirimidin-pirimidon (6-4PP) fotoproduktumok. Az alacsonyabb energiaji UVA-t endogén
kromofér molekuldk (pl. porfirinek, bilirubin, melanin, flavinok) abszorbealjak. Ezek a
fotoszenzor vegyliletek mas molekulakkal Iépnek reakcioba, igy reaktiv oxigéngyokoket (ROS)
képzddését idézik eld.

A bort éré, nagyobb dozisi UV-sugarzas akut formaban napégést (dermatitis solaris), ham
hyperplasiat, pigmentaciét €s immunszupressziot valt ki. A hossza tava, kronikus UV-
sugarzasnak vald kitettség pedig jelentésen megndveli a bororegedes, illetve a melanoma ¢€s

nem-melanoma tipusu bérdaganatok kialakuldsanak valdszintiségét.

1.2.A nukleotid exciziés repair (NER)

Huméan sejtekben az UV-sugérzas altal kivaltott CPD és 6-4PP fotolézidk javitasat a nukleotid
excizids repair enzim komplex végzi. A komplex képes felismerni a DNS szélon keletkezd
torzulasokat, majd a 1éziot tartalmazé nukleotidszakasz kihasitasaval és a komplementer szalrol

torténd szintézisével helyredllitani a DNS struktarat. A NER a 6-4PP-k javitasaban
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megfeleléen, a CPD 1ézidk javitasaban viszont joval kevésbé hatékony. Emiatt a CPD 1éziok
szerepe az UV-indukalta mutagenezisben kiemelkedd. A NER-nek két tipusat kiilonboztetjiik
meg: a genom teljes részén fukcionald ,,global-genome (GG)” a genom teljes részén, a
transcription-coupled (TC)” NER pedig a transzkripciosan aktiv régiokban képes miitkodni.

Az eukariota sejtekben a NER repair mellett szamos egyéb sejtszintli mechanizmus is 1étezik,
ami segit megelézni az UV-sugarzas hosszii tavl, karos hatasait és a sejt tumoros
sériilt genom utodsejtekbe torténd tovabbordkitését, ezaltal a DNS tartos, irreverzibilis

valtozasat hivatott megeldzni a repair folyamatok mellett.

1.3.NER gatl6 molekulik a klinikumban

A NER miikodése kémiai uton befolydsolhatd. Az utobbi években tobb molekula esetében
igazoltak, hogy képes a NER egyes fehérjéinek in vitro gatlasara és a javitasi folyamat
akadalyozasara. Ezen molekulak koziil nem egy a klinikai gyakorlatban is hasznalatban van. A
bizonyitott NER gatlo6 tulajdonsag miatt fennall a lehetésége, hogy az ilyen molekuldk in vivo
alkalmazasa megndvelheti az UV-indukalta tumorigenezis esélyét.

A veliparib a Poly [ADP-rib6z] polimeraz (PARP) fehérjecsalad — koztiik a DNS karosodas
downstream folyamataiban aktivan részt vevd PARP1 protein - specifikus inhibitora.
Tanulmanyok szerint a PARP1 ezim gatlasa a sejtek megnovekedett érzékenységét valtja ki
UVB besugarzasra. A PARP1 aktivitdas védé hatasa az UVB-indukalta carcinogenezissel
szemben ez alapjan feltételezhet6. Ennek ellenére a PARP1 jelentds overexpressziojat
kiilonféle tumoros szévetben megfigyelték, amely rendkiviil rossz prognozissal jar. Emiatt a
veliparibot és a PARPI1 egyéb gatloszereit tumoros megbetegedések kezelését célzo klinikai
tesztek soran alkalmazzak.

A resveratrol novényi eredetii, gyulladascsokkentd és antioxidans hatast molekula. Ezen kiviil
képes novelni a sejtek apoptotikus valaszat UV besugarzast kovetden, igy csokkentheti a
malignusan transzformalddo sejtek talélését. Mindezek mellett a resveratrol a 8-oxoguaninok,
a szimplaszala DNS torések, valamint a CPD 1ézidk javitasi hatékonysagat is bizonyitottan
csokkenti. Utobbiak miatt a resveratrol hatdsa az UVB-indukalta mutagenezisre
ellentmondasos.

A spironolactone mineralocorticoid antagonista a klinikumban kalium-megtakaritd
diuretikumként hasznalatos. A  gyogydszatban progressziv szivelégtelenségben és
hipertonidban alkalmazzak. In vitro kisérletekben azonban bizonyitottdk, hogy

keratinocitakban a NER részét képezé XPB protein gyors proteoszomalis lebomlasat valtja ki.



Bar a spironolactone in vivo régéta hasznalatos, nincsenek adataink arra nézve, hogy az
inhibitor alkalmazasa megnovelné az UV-indukalta borrak kialakuldsanak kockazatat.

A kiilonb6z06 anorganikus arzén szarmazékok jol ismert genotoxikus és mutagén vegytiletek,
az UVB sugarzassal 6sszekotott ko-karcinogén tulajdonsaguk szintén bizonyitott. Utdbbiért a
NER komplex XPC fehérjéjének gatlasa részben felelés lehet. Az arzén-trioxidot az el6bbiek
arzén-trioxid fokozza a sejtszintii apoptotikus valaszt multidrug-rezisztens sejtvonalakon is,
valamint hatasai kozott autofagia indukcio, ROS-mediélta folyamatok, illetve immunolégiai
valtozasok is szerepet kapnak. Emiatt az arzén-trioxid hatasa az UV-indukalta tumorigenezisre

ellentmondasos.

1.4. A silymarin felhasznalasa bérgyogyaszati vizsgalatokban

A mariatovis (Silybum marianum) magjabol nyert silymarin szadmos bioaktiv komponenst
tartalmaz (pl. silibinin, silychristin, silydianine, taxifolin). A komplex antioxidans,
gyulladascsokkentd, antifibrotikus €s immunmodulans hatdsai régota ismertek. Emellett
kimutattdk védd hatasat az UV-indukalta apoptotikus és carcinogén folyamatokra. Mas
tanulmanyokban viszont a silymarin erds fényérzékenyitéként viselkedett UV-sugarzasnak
kitett keratinocitdkon. A boéron torténd alkalmazas sordn szintén problémat jelent a silymarin
rendkiviil rossz vizoldékonysaga, és az ebbdl adodod rendkiviil alacsony biohasznosulésa.
Utobbi a hatéanyag megfeleld, penetraciot segitd formulazasa révén bizonyos mértékben

kompenzalhato.



2. Célkitiizés

Az UV-sugarzas altal indukalt CPD képzddés nagymértékben hozzajarul a karosodott sejtek
mutageneziséhez, és ezaltal patologias koriilmények kdzott a késébbi bor tumorigenezishez. A
CPD 1éziok hosszabb tavi hatiasa nagyban fiigg a sejt belsé repair mechanizmusainak
mukodésétol. Ezen rendszer mikodésének csokkenése vagy gatlasa az UV sugarzas mutagén
hatasanak fokozdodasat eredményezheti.

A veliparib, a resveratrol, a spironolactone €s az arzén-trioxid a gydgyaszatban in vivo
alkalmazott molekulak, melyek mindegyike bizonyitottan képes a NER miikodésének gatlasara.
A ndvényi eredetli silymarin bdérgyogyaszati felhasznaldsa hasonldéan ellentmonddsos,
amennyiben a hatéanyag antioxidans és fényvédo tulajdonsagait mellett a kivonat fototoxikus

tulajdonsagait is leirtak.

Kutatasaink soran ezért a kovetkezo célokat tiiztik ki:

1. A veliparib, a resveratrol, a spironolactone és az arzén-trioxid NER gatld képességének
igazolasa ¢és az oldatok UVB-mutagenezisre kifejtett hatasanak vizsgalata in vitro epithelialis

sejtkultarakon.

2. Az el6bbi molekulak hatasanak vizsgalata az UVB-indukalta apoptozisra, sejtciklus blokkra,

autofagiara €s protein expresszios valtozasokra.

3. Kiilonbo6z6 eredetii silymarin Kivonatok hatasanak vizsgalata UVA és UVB irradialt human

keratinocita sejtek €letképességére.

crer

indukalta ROS képzddésre, CPD akkumuléciora és mutéacios ratara.



3. Anyagok és modszerek

3.1.Sejtkultirak

A kisérletekhez immortalizalt HaCaT (Cultured human keratinocyte) ¢s CHO (Chinese hamster
ovary) sejtvonalat hasznaltunk. A sejteket 4500 mg/ml gliikkozt tartalmazo6, L-glutaminnal
kiegészitett DMEM (Dulbecco’s modified eagle media) oldatban tenyésztettiik, amelyet 10%
hé-inaktivalt FBS-sel (fetal bovine serum) és 0,5% antibiotikum/antimikotikum oldattal

(penicillin-streptomycin-amphotericin B) egészitettiink ki.
3.2. A sejtek kezelése

A CHO ¢és HaCaT sejteket UV irradiaciot megel6zéen 25 uM veliparib, 10-50 uM resveratrol,
5-25 uM spironolactone vagy 0,5-4 pg/ml arzén-trioxid oldattal kezeltiik. A silymarinnal
végzett kisérletekhez haromféle forrasbol szarmazo hatdoanyagot hasznéltunk fel: laboratoriumi
felhasznalasra eléallitott (Sigma) silymarin port (10-250 pg/ml); a taplalék kiegészitoként
kereskedelmi forgalomban 1évé TEVA-Silegon tabletta poritdsabdl szarmazo silymarin oldatot

(10-250 pg/ml); valamint a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karan miikodé

« ey

crer

3.3. UV irradiacio

A sejteket vékony réteg 1 g/L glilkozzal kiegészitett DPBS-sel fedtiik le a besugarzas

idotartamara. UVA besugarzas esetén a sejteket egyszeri 10-20 J/cm? UVA sugarzasnak

fiiggden 10 vagy 20 mJ/cm? UVB sugarzast (TL-20W/12 RS UVB csovek) alkalmaztunk.
3.4. CPD-specifikus Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

24 oraval az UV besugarzast kovetden a sejtek feliiluszojat eltavolitottuk, majd az €16 (letapadt)
sejtekbdl genomi DNS-t izolaltunk. A DNS kivonasahoz Invitrogen™ PureLink™ Genomic
DNA Mini Kitet hasznaltunk. A CPD-specifikus ELISA mérésekhez a korabban Boros et al.
altal bedllitott protokollt alkalmaztuk. A CPD 1éziok detektdlasa anti-CPD monoklonalis
antitesttel (TDM-2, 1:1500 higitas, Cosmo Bio Co., Ltd.) tortént.



3.5. MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) assay

24 oraval a besugarzast kovetden a sejtek feliiliszojat eltavolitottuk, a sejteket PBS-sel mostuk,
majd 100 pL/well 200 pg/mL MTT-t tartalmazo, fenolred-mentes DMEM- boritottuk be. A
sejteket 3 oraig inkubaltuk 37°C-on. A keletkezett formazéankristalyokat 0,04 M
izopropanolban oldott HCI oldattal oldottuk fel. Az abszorbancia értékeket 590 nm-en olvastuk
le (hattér kivonas: 620 nm).

3.6. Apoptosis assay

A sejtek viabilitasat 24/48 oraval besugarzas utan vizsgaltuk Alexa Fluor 488-konjugalt
Annexin V és propidium-jodid kett6s jelolést kovetd aramlasi citometrias méréssel. A sejtek
festését a gyartd utmutatasai szerint végeztiik. A sejtek aramlasi citometras analiziséhez FACS
Calibur (aramlasi citométert ¢s CellQuestPro 5.2 szoftvert hasznaltunk. A fluoreszcencia
intenzitast FL-1 (Annaxin V) és FL-3 (propidium-jodid) csatornan mértiik, az adatok
kiértékeléséhez FlowJo 10.6.2. szoftvert hasznaltunk.

3.7. ROS (reaktiv oxigéngyok) produkciés mérések

A sejtek intracellularis ROS termelését DHE (dihydro-ethidium) festést kovetd aramlasi
citometrias méréssel végeztiik. UVA besugarzas utan a sejteket DPBS-sel mostuk, majd 200
nM DHE-t tartalmazé PBS oldattal kezeltiik 30 percig. A sejtek aramlasi citometras
analiziséhez FACS Calibur aramlési citométert és CellQuestPro 5.2 szoftvert hasznéltunk, a

fluoreszcencia intenzitast FL-3 csatornan mértiik.
3.8. Sejtciklus analizis

A sejtciklus progresszid vizsgalatat UVB besugarzast kovetden 1, 3 és 6 nappal végeztik. A
sejteket 80%-os etanolban fixaltuk. Mintaként megegyez6 szamu sejtet centrifugaltunk (5 min,
3500 rpm), szuszpendaltuk 50 pL/minta DPBS-ben, kiegészitve 0,2 mg/mL RNase A, 0,2%
Triton-X 100 és 5 mg/mL PI oldattal. A sejteket 45 percig inkubaltuk 37°C-on. A sejtciklus
progresszio analizis¢éhez FACS Calibur aramléasi citométert hasznaltunk, a fluorescencia
intenzitast FL-2 csatornan mértiik. Az elemzés sordn a doublet (Osszetapadt) sejtek kizarasa

keriiltek.
3.9. HPRT gémutacios assay

A sejtkultiraban talalhat6, spontan HPRT-muténs sejtek eliminalasat HAT-tal (hypoxanthine-
aminopterin-thymidine) kiegészitett szelektiv DMEM-ben végeztiik. A sejtek kezelését és UV
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DMEM tenyésztéoldatban. Mintanként azonos szamu sejtet 5 pM 6-thioguanine-t (6-TG)
tartalmazo szelektiv DMEM-be raktunk ki. A HPRT génben funkcidvesztéssel jaré mutaciot
hordozo sejtek (6-TG rezisztens sejtek) 10 napon beliil szabad szemmel lathato, kvantifikalhato
kolonidkat képeztek. A keletkezett koloniakat metanolos fixalast kovetden May-Griinwald-
Giemsa festéssel tettilk lathatova. Pozitiv kontrollként 10 uM 1-Methyl-3-nitro-1-
nitrosoguanidine-nel (MNNG) kezelt sejteket hasznaltunk.

3.10. Western blot

A sejtek lizise protedz inhibitor koktéllal (higitas: 1:1000) kiegészitett RIPA puffer
felhasznalasaval tortént 2, 6, illetve 24 6raval az UV irradiaciot kovetden. A mintakat 5X-0s
loading pufferral (Bromophenol blue (0,25%), p-Mercaptoethanol (5%), Glycerol (50%), SDS
(sodium dodecyl sulfate; 10%) egészitettiik ki, majd 10 percig 100°C-on forraltuk a fehérjék
denaturalasa céljabol. A proteinek méret szerinti szeparalasat molekulatomegtol fliggéen 7,5,
10 vagy 12,5%-os poliakrilamid gélen végeztiik, majd a fehérjéket nitrocelluldéz membranra
vittik 4t. A membranokat 1 o6rdig blokkoltuk 5%-os zsirszegény tejpor oldatdban. A
membranokat 4°C-on, ,,overnight” inkubaltuk a primer antitesttel (anti-LC3I-11 1:100; anti-
MTOR 1:1000; anti-(p-mTOR) 1:1000; anti-p53 1:1000; anti-(p-p53) 1:1000; anti-PAR 1:500;
B-aktin 1:4000). A membranokat tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt kecske eredetli anti-
egér/anti-nyul IgG szekunder antitesttel inkubaltuk 1 oraig 6vatos razas mellett. A jelolt
fehérjesavok vizualizalasat kovetéen az adatok kvatifikalasat Image) 1.8.0 szoftver

segitségével végeztiik.
3.11. Statisztikai analizis

Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel hataroztuk meg. Két csoport 9sszehasonlitasara —
normalis eloszlas esetén — fiiggetlen kétmintas t-probat hasznaltunk. Harom vagy tobb csoport
Osszehasonlitasara Dunnett’s post-hoc teszttel kiegészitett egytényezés ANOVA-t végeztiink
(amennyiben az adatok eloszlasa normalis volt). Nem-normal eloszlas esetén Dunn’s post-hoc
teszttel kiegészitett Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk. Az adatok statisztikai analizisét

GraphPad Prism 7 és SPSS 25 szoftver segitségével végeztiik.



4. Eredmények

4.1. Az UVB mutagenezis csokkentése, valamint a sejtszintii UVB-valasz modositasa NER

gatlo hatasu molekuliak segitségével

Korabbi vizsgalatok szerint a veliparib, a resveratrol, az arzén-trioxid, valamint a
spironolactone a NER rendszer miikddésének gatlasat, ezaltal az UVB-indukalta CPD 1éziok
sugarzasnak kitett sejteken végeztiink elokezelést a fent megnevezett molekulak oldataival 2

o6raval az UV besugarzast megelézéen, majd 10-20 mJ/cm? UVB sugarzasnak tettiik ki.

4.1.1. A veliparib, a resveratrol, az arzén-trioxid és a spironlactone NER gatlo hatdsanak

igazoldsa

20 mJ/cm? UVB besugarzast kovetden 24 6raval detektaltuk a sejtek genomjaban fennmarado
CPD 1ézidk relativ mennyiségét. A veliparib, resveratrol, arzén-trioxid és spironolactone
kezelésen atesett sejtek genomjaban a CPD-k szama minden esetben szignifikdnsan magasabb
volt a kontroll (csak UVB besugarzason atesett) sejtekhez viszonyitva. Az emelkedés HaCaT
¢s CHO sejtek esetén is megfigyelhetd volt. UVB irradiacié nélkiil a kezelések nem okoztak
valtozast a sejtekben kimutathaté CPD-k szamaban. Ennek alapjan a molekulak gatlo hatasa az

UVB-indukalta CPD eliminaciora igazolhat6 volt.

4.1.2. A CPD akkumulacio és mutagenezis kapcsolatanak vizsgalata

Az UVB-indukalta mutagenezis mértékének meghatarozasdhoz HPRT génmutacids assay-t
végeztiink. A kezelt sejteket szelektiv tapkozegbe helyezve elkiilonitheték a sejtpopulacid azon
egyedi sejtjei, amelyek a mutagén hatas kovetkeztében 6roklodo, fukciovesztéses mutaciot
szenvedtek a HPRT génjiikben. Emellett kizarolag azok a sejtek keriilnek detektalasra, amelyek
megOriztek élet- €s proliferacios képességiiket. Munkank soran kiilonb6z6 dozisu sugarzasnak
kitett CHO sejtek HPRT mutacios ratajat vizsgaltuk. Alacsonyabb (0-10 mJ/cm?) UVB
besugarzas esetén a HPRT mutaciot hordozd sejtek ardnya az alkalmazott UVB doézissal
parhuzamosan novekedett. Ennél magasabb (>15 mJ/cm?) UVB dézis esetén a mutacids rata
lecsokkent, az UVB-indukalta CPD 1éziok mennyiségének novekedése ellenére. Ez arra utal,
hogy az alacsonyabb citotoxikus hatast kivalto UVB dozis nagyobb kockazatot jelent az UVB-

indukalta mutagenezisre.
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4.1.3. Az UVB mutagén hatasanak csokkenése veliparib, arzén-trioxid és spironolactone

kezelés indukalta NER gatlast kovetoen

A korabban emlitett inhibitorok mutagén hatasanak vizsgalatara 10 mJ/cm? dozisa UVB
besugarzast alkalmaztunk. CHO sejteket kezeltiink az emlitett inhibitor hatasa molekulakkal.
Vizsgalataink soran a varakozasokkal ellentétben a négy, repair inhibicidt kifejtd vegyiilet
kozlil hdrom (veliparib, arzén-trioxid, spironolactone) jelentés mértékben csokkentette az
UVB-indukalta mutagén folyamatokat. A kezelések kovetkeztében a HPRT gén mutacios rataja
sok esetben csaknem a kontroll (UVB-sugarzasnak nem Kkitett) sejtekéhez volt hasonld. A
resveratrol nem okozott jelentds valtozast a sejtek HPRT mutacios szintjében UVB besugarzas

utan.

4.1.4. Az inhibitor molekulak hatdisa az UVB-indukdlta apoptotikus sejtvailaszra

CHO és HaCaT sejteket kezeltiink az inhibitorokkal, majd ezt kdvetéen 20 mJ/cm? UVB
besugarzast alkalmaztunk. 48 o6ra elteltével a sejteken Annexin V és propidium-jodid kettds
jelolést alkalmaztunk, majd 4ramlési citometrids méréssel detektaltuk az adott mintdban
megtalalhato €10, apoptotikus €s nekrotikus sejtek aranyat. Az arzén-trioxid és a spironolactone
kezelés akar 40%-kal csokkentette a taléld sejtek ardnyat UVB besugarzast kovetden. A
resveratrol enyhébb, megkozelitdleg 20%-0s Visszaesést okozott a sejtek viabilitdsdban. A

veliparib kezelés nem volt hatassal a sejtek viabilitasara.

4.15. A vizsgalt molekuldk hatdsa az UVB sugdrzast koveto sejtciklus blokkra

Az inhibitoros kezeléseket és az UVB expoziciot kovetden 1, 3 és 6 nappal propidium-jodid
festést végeztink a sejteken. Ezutdn aramldsi citometrias méréssel vizsgaltuk az egyedi
sejtekben talalhatd DNS mennyiséget. Ezaltal a sejtciklus kiillonb6z6 fazisaiban tartozkodo
sejtek megkiilonboztethetok. Egy nappal az UVB besugarzast kovetden minden vizsgalt
csoportban megndétt G2/M féazisban taldlhatdo sejtek aranya. A sejtciklus progresszid
regeneralddasa 3 nappal az UV expozicié utdn mar megfigyelhetd volt. 6 napot kdvetden a
kiilonbozd fazisban tartdzkodod sejtek aranya kozel azonos volt a kontroll (UVB sugérzason
nem atesett) sejtekével. Veliparib kezelés esetén szignifikdns novekedés volt megfigyelhetd a
G2/M fazisos sejtek szdmaban 3 és 6 nappal az UVB expoziciot kovetden. A resveratrol kezelés

kisebb mértékli novekedést valtott ki a G2/M fazisban detektalhatd sejtek aranyaban 3 nappal
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az expoziciot kovetden. Az arzén-trioxid és a spironolactone kezelés nem volt hatassal az UVB-

indukalta sejtciklus progresszids valtozasokra.

4.1.6. A vizsgalt molekulak hatasa az UVB sugarzas indukalta fehérje szintii valtozdasokra

A tovabbiakban néhany kozponti szabalyozo fehérje aktivacios szintjét vizsgaltuk. Méréseket
végeztliink a stressz-valaszban kozponti szerepet betoltd p53 protein foszforilaciés, az LC3
(,,microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 protein”) II izoformajanak expresszios,
valamint az mTOR (,,mammalian target of rapamycin™) expresszios ¢és aktivacids szintjét
illetden. A méréseket az UVB expoziciot kovetéen 2, 6 és 20 oraval detektaltuk. A p53
emelkedett expresszids szintet mutatott az UVB besugarzast kdvetden 2-6 oraval, majd szintje
normalizalodott 20 oraval az expoziciot kovetéen. A veliparibbal torténd eldkezelés
szignifikans valtozast okozott a fehérje foszforilacios szintjében minden vizsgalt idépontban.
A tobbi kezelés nem volt befolyassal a p53 aktivaciora. Az LC3-II autofagia marker vizsgalata
soran szintén szignifikdns emelkedés volt kimutathato veliparib kezelést kovetéen. Az arzén-
trioxid, illetve a spironolactone kezelés hatdsara ndvekedett az mTOR foszforilacidja, azonban

ez a valtozas csak a spironolactone esetén Vvolt statisztikailag szignifikans.

4.2. A silymarin médosité hatasai az UV A-indukalta sejtszintii folyamatokra

Munkénk soran kiilonb6z6 eredetti, silymarin port tartalmazé oldatok hatasat vizsgaltuk UVA
¢s UVB sugarzésnak kitett HaCaT keratinocita sejtvonalon. A sejteket 30 percig inkubaltuk a
hatéanyagok jelenlétében, majd kiilonbozé dozisi UVA vagy UVB sugarzésnak tettiik ki. A
sejtek kezeléséhez haromféle forrasbol szarmazo silymarin oldatot hasznaltunk: 1) a Sigma-
Aldrichtol rendelt, laboratériumi felhasznalasra késziilt silymarin port, 2) a Silegon néven
kereskedelmi forgalomban 1évé silymarin tabletta poritott oldatat, valamint 3) a Debreceni
Egyetem Gyogyszertechnoldgiai Tanszékének munkatarsai altal formulazott, a sejtekbe torténd

penetraciot eldsegitd 0sszetételil silymarin oldatokat.

«rer

A sejtek életképességének meghatarozasahoz elsoként MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5
diphenyl tetrazolium bromide) assay-t hasznaltunk 24 6raval UVA vagy UVB besugarzas utan.

A silymarin kezelés nem volt hatassal az UVB-indukalta sejtelhalasra. UVA besugarzas utan
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jelentds, dozisfiiggd csokkenést figyeltink meg a silymarin oldatokkal torténd kezelést
kovetden. Az etanolban oldott silymarin porok (Sigma; Silegon) megegyezé mértékben
fokoztak az UVA foto-citotoxikus hatasat, mig a silymarin penetraciot fokozé formulacidi
egymastol eltér6 mértékben serkentették az UVA-indukalta sejtelhalast. A silymarin
fotoszenzitizal6 hatasait UVA besugarzast kovetéen Annexin V/PI kettds festést kovetd

aramlési citometrias méréssel erdsitettiik meg.

4.2.2. A silymarin kezelés Csékkenti az UVA-indukalta reaktiv oxigéngyok (ROS) kepzodeést

Annak érdekében, hogy felmérjiik az altalunk hasznalt silymarin oldatok hatasat az UVA-
indukalta ROS-képzddésre, a sejtek DHE festését kdvetden aramldsi citometrias méréssel
detektaltuk az intracellularis szuperoxid- és hidrogén-peroxid gyokoket. A silymarin elékezelés
szignifikdnsan csdkkentette a keratinocitadk ROS termelését magas dézist (20 J/cm?) UVA
besugarzast kovetden. A csokkenés mindegyik silymarin oldat esetében kimutathatd volt. A

kontroll (nem-irradialt) sejtek ROS produkciojara a silymarin kezelések nem voltak hatassal.

4.2.3. UVA-indukalta CPD akkumuldcio és mutagenezis silymarin kezelést kovetden

CPD-specifikus ELISA segitségével detektaltuk a sejtek DNS-ében kimutathato CPD 1éziok
relativ mennyiségét 24 oraval UVA besugarzast (10 J/cm?) kovetden. Eredményeink alapjan a

silymarin kezelés szignifikdnsan novelte a sejtek UVA besugarzast kovetdé CPD

crer

crer

HPRT génmutacios assay segitségével vizsgaltuk a kezelések hatasat az UVA-indukalta
mutacios teherre. A kisérletek sordn a Sigma-Aldricht6l szdrmazo6 silymarin por haromféle
koncentracidban oldott valtozatat hasznaltuk. A silymarin a megemelkedett CPD akkumulacio

ellenére nem befolyésolta a mutacidt hordozo sejtek szamat.
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5. Diszkusszio

Munkénk soran olyan molekulak vizsgalatat tztiik ki célul, amelyek képesek a nukleotid
excizids repair (NER) komplex mukddésének gatlasara, ezaltal az UV-sugarzas altal indukalt
CPD akkumulacié fokozasara. Kisérleteink soran igazoltuk a veliparib, a resveratrol, az arzén-
trioxid és a spironolactone NER gétlé hatdsat UVB besugarzas utan, illetve kimutattuk a
silymarin kezelés kovetkeztében megemelkedett UVA-indukalta CPD felhalmozodast.
Vizsgélataink soran azt talaltuk, hogy az altalunk tanulméanyozott molekuldk koziil harom — a
veliparib, a spironolactone és az azén-trioxid — szignifikdnsan mérsékelte az UVB-indukalta
mutécios terhet. A megfigyelt anti-mutagén hatas 0sszefliggésbe hozhat6 az arzén-trioxid €s a
spironolactone kezelés erés pro-apoptotikus, valamint a veliparib anti-proliferacios hatasaval.
Az UV-indukalta mutacidok és a NER inhibicid egylittes hatasa felveti az un. ,szintetikus
letalitds” lehetdségét. A szintetikus letalitas elve alapjan egyetlen gén mutacidja még toleralhatod
a sejt szdmara, azonban két kiilonbozo gén fukcidvesztése mar a tumoros sejt elhaldsdhoz vezet.
A PARPI1 fehérje gatloszereit jelenleg is vizsgéaljdk BRCA1/2 mutédciét hordozd tumorok
érzékennyé¢ valnak a PARP1 kémiai gatlasara. Az értekezésben bemutatott eredmények szintén
tamogatjak az elképzelést, miszerint a genetikailag kdrosodott sejtek repair utvonalaiban
eldidézett deficiencia képes az UV-indukalta muticiot hordozo sejtek szelektiv eliminalaséra.
Ennek alapjan a masik két anti-mutagén molekula (a spironolactone és az arzén-trioxid)
esetleges szintetikus letdlis hatdsanak vizsgalata megfontolandd - kiilonos tekintettel az
enyhébb mellékhatasokkal bird spironolactone esetében.

Munkénk soran bemutattuk, hogy a sejteket éré genotoxikus hatas kovetkeztében mutaciokat
hordozé sejtek szama eredményesen csokkenthetd a NER komplex gatlasaval. A veliparib
célfehérjéje, a PARP1 jelentds szerepet jatszik az UV-indukélta CPD 1ézidk felismerésében a
NER kiilonbozd proteinjeivel (pl. XPC; DDB2; CSB) torténd kolcsonhatasa altal. A
Az arzén-trioxid esetében a NER inhibitor hatas a veliparibhoz hasonloan szintén az XPC
gatlasahoz kdthetd, azonban ez a molekula sokrétii hatassal bir a sejtek egyéb utvonalaira is (pl.
mitokondrialis apoptézis indukcio; ROS produkcié; survivin downregulacio). Igy az UV-
sugarzasnak kitett sejtekre gyakorolt citotoxikus hatdsa nagy valdszinliséggel nem
magyarazhat6 kizarolagosan az XPC gatlasaval. A resveratrol szintén csokkentette az UVB-

indukalta CPD-k javitasi hatékonysagat, azonban a tobbi kezelésnél megfigyelt anti-mutagén

14



hatas nélkiil. Ennek oka esetlegesen a resveratrol csekély mértékii hatasa az UV-irradialt sejtek
Kisérleteink soran a veliparib kezelés szignifikdnsan fokozta az UV-indukalta p53
foszforilaciot. Ez Osszhangban van azon tanulmanyokkal, melyek szerint a PARP1 gatlok
tumorellenes terapiaban torténd felhasznaldsa joval eredményesebb, amennyiben a tumoros
fokozott p53 aktivacid veliparib kezelést kdvetden esetlegesen a PARP1 gatlasabol adodo
genomi instabilitas ellensulyozasaval magyarazhaté. A tobbi inhibitor molekula nem
befolyasolta a p53 foszforilacids szintjét UVB sugarzast kovetden. Ez arra utal, hogy a
resveratrol, a spironolactone és az arzén-trioxid altal medialt folyamatok legalabb részben p53-
fliggetlen tvonalon szabalyzodnak. A spironolactone fokozta az UVB-indukalta mTOR
foszforilaciot. Mivel a foszforildlt mTOR a karosodast kovetden a sejtek tulélését segiti eld, az
emelkedett mTOR aktivacio a sejtek valasza lehet a spironolactone kezelés erds fototoxikus
hatasara. A sejtszintli autofagia veliparib kezelés hatdsara fokozodott, ami hozzajarulhat a
veliparib anti-mutagén hatdsahoz. Bar az autofagia szerepe a szovetek tumorigenezisében
ellentmondasos: egyfeldl a karosodott sejtorganellumok eliminalasaval csokkentheti a mutacio
¢s a tumor formaci6 valdszinliségét, masteldl lehetdvé teszi a ,,pre-cancerosus” sejtek talélését
a metabolikus stressz €s tdpanyaghiany esetén.

A NER inhibitor kezelések kovetkeztében bekdvetkezd nagymértékli csokkenés az UVB-
irradialt sejtek mutaciés terhében ramutat, hogy az UVB-indukalt mutagenezis és a CPD
akkumulacio kozott nem feltétlentil all fent linearis kapcsolat. Eredményeink arra utalnak, hogy
egy kémiai 4gens mutagén hatdsanak megitélésekor csupan a DNS-ben kimutathato 1ézidk

szdmanak meghatirozasa mellett egy¢b faktorokat is sziikséges figyelembe venni.

Az elobbiekhez hasonloan az UV-indukalta CPD 1éziok fokozott felhalmozodasat, valamint az
apoptotikus sejtvalasz serkentését figyeltilk meg a novényi eredetli silymarin hatdanyag
komplex alkalmazésakor. A ndvényi kivonat fotoszenzitizald hatasa kizarolag UV A besugarzas
esetén volt kimutathatd. Ez ravilagit a pirimidin dimer képzddés és a NER repair fontossagara
az alacsonyabb energiaja, ezért sokszor kevésbé veszélyesnek vélt UVA hullamhossz esetében
is. A HPRT génmutacios assay eredményei alatamasztjak, hogy az UVB sugarzas mellett az
UVA mutagén hatdsa ugyancsak jelent0s.

A silymarin sejtszinti UV-vélaszra kifejtett hatdsa ellentmondédsos: a hatdanyag UV
sugarzassal szembeni fotoprotektiv és fényérzékenyitd hatasa szintagy leirasra Kkeriilt.

Elébbinek oka valdszintsithetéen a kivonat UV-indukalta ROS-produkciora kifejtett jotékony

15



hatdsa, amely a mi kisérletes rendszeriinkben is kimutathato volt. Ezt azonban hipotézisiink
szerint az emelkedett CPD akkumulacié ellesulyozni képes, ami igy az UVA-indukalta
apoptodzis fokozodasat eredményezi. A silymarin kezelés diverz hatasa feltehetéen
OsszetevOinek valtozatossagabol ered: a silymarin komplex szdmos kiilonb6zd strukturaval
rendelkez6 flavonolignan keveréke, amelyek sokszinli bioldgiai hatassal rendelkeznek. A
komplex végso hatasa az UV-irradialt sejtek valaszara erdsen fiigghet tovabba a keverék egyes
komponenseinek ardnyaitol, azok sejtmembranon torténd penetracios hatékonysagatol és a
vizsgalat egyéb koriilményeitdl. A silymarin a jovoben fényérzékenyitd hatasa miatt az Gn. pre-
cancerosus allapot kezelésére alkalmazott fotodindmids terapiaban (PDT) is igéretes hatdanyag
lehet. A jelenleg alkalmazott fotodinamias fényérzékenyitd szerek tobbségének abszorpciods
maximuma az infravorés hullamhossztartomanyba esik, az alacsony dézisu UVA-val
kombindlt PDT is haszndlatos az eldbbinél joval erdsebb citotoxikus hatdsa miatt.

A silymarin kezelés kovetkeztében tapasztalt fokozott CPD akkumulécio kivaltdo oka
egyelore ismeretlen. A silymarin UVA-mutagenezisre kifejtett semleges hatasa azonban
felhivja ra a figyelmet, hogy a kezelést kdvetden megemelkedett CPD szint nem feltétlentil
jelenti a borrak kialakulasanak fokozott kockéazatit a kezelést kdvetden. Ennek ellenére a
silymarin hatéanyagainak borgyogyaszati felhasznalasahoz tovabbi vizsgalatok és alapos

megfontolas sziikséges.
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6. Osszefoglalas

Az értekezésben olyan molekulak vizsgalataval foglalkoztunk, amelyek képesek az UVA vagy
UVB sugarzas kovetkeztében kialakuld ciklobutan pirimidin dimer (CPD) fotolézidk
eliminalasanak gatlasara, és az UV-indukalta sejtvalasz modositdsara. A munkank soran
hasznalt hatéanyagok mindegyike klinikai felhasznalas alatt all, igy a bor carcinogenezisre
kifejtett esetleges hatdsuk kiilonleges jelentdséggel bir. A tanulméany soran vizsgaltuk a
veliparib, a resveratrol, a spironolactone ¢€s az arzén-trioxid hatasat az UVB sugarzast kovetd
sejtelhalésra, proliferacios gatlasra, autofagiara, mutaciods ratara és fehérje expressziora. Ezen
kiviil foglalkoztunk a silymarin, mint névényi kivonat hatasaival UVA irradiaciot kdvetden.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a sejtek DNS-ében képzédé CPD [éziok szamanak
novekedése nem feltétleniil jar egyiitt az UV-indukalta mutagenezis emelkedésével. Emellett
megallapitottuk, hogy az éltalunk vizsgalt molekuldk egyike sem volt képes fokozni az UV-
indukdlta mutdcid6 formdaciét a szignifikdns repair gatlas ellenében, s6t némelyikiik
szignifikansan csokkentette azt. Eredményeink felhivjak a figyelmet az UV-indukalta
carcinogenezis €s a repair folyamatok kolcsonhatasanak Osszetettségére, illetve ramutatnak a
sejtszintli stresszvalasz egyéb aspektusainak fontossdgira egy kémiai dgens potencialis

mutagén hatasanak megitélésekor.
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tagjdnak — az altaluk biztositott szakmai segitség ¢s tamogaté kozosség munkam
nélkiilozhetetlen eleme volt. Kiilon szeretném kiemelni Hegedlis Csabat és Dr. Janka Esztert,
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A munkdmhoz sziikséges anyagi hatteret a Nemzetkozi Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios
Hivatal K120206 szami OTKA palyazata, az Eurdpai Unid Europai Regionalis Fejlesztési
Alapjanak GINOP- 2.3.2-15-2016-00005 szamt palyazata, valamint az Innovécids és
Technoldgiai Minisztérium UNKP-20-4 kédszamu Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak a
Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési €s Innovaciés Alapbdl finanszirozott szakmai tamogatasa

biztositotta.
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