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1. Bevezetés

A Napbol érkezé ultraibolya (UV) sugarzas szamos élettani és patoldgids folyamatért
felelds, egyebek mellet a szervezet D-vitamin szintézise, a napégés, a bororegedés (az un.
.. fotoaging”) vagy a bér kiilonb6z6 daganatos elvaltozasai. A Fold felszinét eléré UV sugarzas
magasabb hullamhosszisaga (315-400 nm), kisebb energiaji UVA tartomanya ismereteink
szerint leginkabb a bor fels6 rétegének (ham és irha) sejtjeiben megjelend reaktiv oxigéngyokok
(ROS) képzésével, mig az alacsonyabb hullimhosszisagu (280-315 nm), ezaltal nagyobb
energiaji UVB tartomany a hamsejtek DNS-ének direkt karositasaval képes az emlitett
patologias folyamatok kivaltasara. Az UV sugarzas altal indukalt, DNS-t érint6 elvaltozasok
felhalmozodasa a DNS szal torzulasanak kovetkeztében hosszatavon tartdos mutaciok létrejottét

1dézheti el6.

Az UV sugarzas indukélta DNS karosodés javitasara, ezaltal a mutaciok létrejottének
megelézésére human sejtekben a nukleotid excizids repair (NER) rendszer alkalmas. Az
emlitett protein komplex a karosodott DNS szakasz enzimatikus kivagasaval, majd a
komplementer szalr6l torténd 0jboli szintézisével képes helyreallitani a megfelel6 DNS
struktarat. A komplex miikddése azonban egyes, az UV sugarzasra jellemzé DNS 1éziok — pl.
az un. ciklobutan pirimidin dimer (CPD) fotolézidk — javitasa esetén meglehetdsen lassu és
alacsony hatékonysagu. Ennek koszonhetden ezen tipust 1ézidk okozzak az UV sugarzas
kovetkeztében kialakuld mutaciok jelentds részét. A CPD 1éziok jelentdségét els6sorban az
UVB sugarzassal 0sszefliggésben szokds emliteni, azonban tobb tanulmany ramutatott, hogy

UVA sugarzas esetén a CPD képzddés ugyancsak megfigyelheto.

Minthogy a DNS 1€zi6 sejtszintli felismerése és a repair folyamat elinditdsa rendkiviil
Osszetett és sok tényez6t magaba foglald folyamat, a NER mitkodése kémiailag szamos mdodon
befolyasolhatd. A nemzetkozi szakirodalom tobb olyan molekulat azonositott, amelyek
bizonyitottan képesek a NER miikodésének in vitro gatlasara, ezaltal potencialisan fokozhatjak
az UV sugarzis mutagén hatdsat. Némiképp ellentmondést jelent azonban, hogy az azonositott
gatld hatasi molekulak egy része egyéb tulajdonsagai miatt hasznalatban van az orvosi
gyakorlatban csaktigy, mint klinikai tesztekben, azonban tudomésunk szerint nincs arra
vonatkoz6 tapasztalat, hogy alkalmazdsuk fokozott rizikot jelentene bdrdaganatok

kialakulasara.

Napjainkban ugyancsak jelentds az érdeklédés a kiillonboz6 novényi eredetli hatdoanyagok

vizsgalatat illetden mind tudomanyos, mind tarsadalmi szinten. Ezen molekulak féként



kimutathat6 antioxidans hatdsuknak kdszonhetden valtak a borgydgyaszati vizsgalatok igéretes
célpontjaivd, ugyanakkor szamos esetben a sejtszintli repair rendszerekre tett hatdsuk is
figyelemre méltd. Felhasznalasuk azonban korlatozott, mind a tudomanyos eredmények
esetenként felmeriil6 ellentmondasossaga, mind egyes novényi hatéanyagok komplex

Osszetétele és rendkivil nehézkes biohasznosulasa kovetkeztében.

Jelen értekezés els6 részében a NER komplexre kémiai gatlast kifejté molekulak - ugymint
veliparib, resveratrol, spironolactone és arzén-trioxid — hatasaival foglalkozom UVB altal
besugarzott epithelialis sejteken. A munkam soran vizsgalt molekuldk rendkiviil véltozatos és
komplex hatasmechanizmussal birnak, valamint mindegyiknek megalapozott szakirodalma van
biztonsagos in vivo felhasznalasat illetden. Tanulmanyaim soran vizsgalom az emlitett
molekulak potencialis hatasait az UVB indukalta mutagén folyamatokra, valamint kitérek az
egyeb, a sejtszintli UV-valaszt modositani képes Gtvonalakra. Az értekezés téméaja reményeim
szerint kozelebb visz az emlitett molekuldk klinikai felhasznalasat 6vezd ellentmondéasok

feloldasahoz.

Az értekezés masodik részében a Silibum marianum-bol nyert névényi hatéanyag, a
silymarin hatasaival foglalkozom UVA sugérzasnak kitett human keratinocitakon. Az
eredmények targyaldsa soran kitérek a silymarin antioxidans, fényérzékenyitd, valamint a NER

mukodését modositod hatasaira is.



2. Irodalmi attekintés

2.2. Az UV sugarzas hatasai a human boron

2.2.1. Az UVA és UVB sugdrzas fizikai és altalanos élettani jellemzoi

A Napbdl érkezo ultraviola sugarzast hullamhossztartomanyuk alapjan harom csoportba
soroljuk: a legmagasabb energiaju, 190-280 nm hullamhosszusagun UV-C sugarzas a Fold
6zonrétege altal megszlirve nem éri el a foldfelszint. Természetes koriilmények kozott élettani
szempontbol ezért csak a 280-315 nm kozé esé UVB, illetve a 315-400 nm kozotti UVA
sugarzasnak van jelentdsége [1, 2]. A foldfelszint eléré UV sugarzas mindkét tipusa
fotokémiailag aktiv, azaz az €16 sejt szamos szerves molekuldja képes a sugarzast abszorbealni
(pl. DNS, porfirinek, melanin) [1, 3]. Az igy létrejott gerjesztett allapot eredményezheti az adott
molekula kozvetlen karosodasat (pl. DNS fotoléziok keletkezése) vagy a magasabb
energiaallapotba kertilt molekula kdlcsonhatasat egyéb molekulakkal (pl. ROS generalas) [1,
4].

Az els6ként emlitett reakciot, azaz a sugarzas kozvetlen abszorpcidjat a DNS molekula
altal foként az UVB sugarzasnak szokas tulajdonitani [1]. Az UVB tartomany alacsonyabb
hullamhossza révén hamarabb elnyelddik az epidermisben, a dermis sejtjeit jellemzoen kevéssé
érinti [5]. Az altala kozvetitett magasabb energia és a DNS molekulan térténé jobb elnyelddése
révén azonban az UVA-nal joval kisebb dozisban képes sejtkarositd hatast kifejteni. Ezt
tamasztja ala, hogy bar a Foldet ér6 UV sugarzas csupan megkozelitdleg 5%-a esik az UVB
hullamhossztartomanyaba [4, 5], az UV-sugarzas altal kivaltott patologias folyamatok (pl.
napégés, bor carcinogenesis) kivaltasaban az UVA-nal joval jelentésebb szerepe van [1, 5].
Fontos azonban megjegyezni, hogy a szervezet D-vitamin szintézise ugyancsak Szoros
Osszefliggésben van a bort éré UVB sugarzassal, ezaltal pozitiv fizioldgias hatdsai sem

hagyhatok figyelmen kiviil [6].

Az alacsonyabb energiaji UVA-t a DNS-t6l eltérd, endogén kromofoér molekulak (pl.
porfirinek, bilirubin, melanin, flavinok) képesek abszorbealni [3]. Az igy gerjesztett
fotoszenzor vegyiiletek mas molekulakkal 1éphetnek reakcioba, reaktiv oxigéngyokok (ROS)
1étrejottét eredményezve [1, 3]. Az igy keletkezett reaktiv oxigéngyokok tobbek kozott lipid
peroxidaciot [7], proteinek oxidativ modosulasait [8], illetve a DNS-en egyszala torést és
oxidativ baziskarosodast, tin. 8-0x0G (8-0x0-7,8-dihidroxiguanin) 1éziok 1étrejottét indukaljak
[1, 2]. Az UVA sugarzas hatasai szoveti szinten kiterjedtebbek lehetnek, amennyiben magasabb

hullamhossza révén a bor mélyebb rétegeibe is képes penetralni [5].



Az emlitett hatasok kovetkeztében a bort érd, nagyobb dézisat UV-sugarzas akut
formaban napégést (erythema), ham hyperplasiat, pigmentaciot és immunszupressziot valt ki
[2], a hosszh tava, kronikus UV-sugarzasnak valo kitettség pedig jelentésen megnoveli a
béroregedés, illetve a melanoma [2] és nem-melanoma [9, 10] tipust bérdaganatok
kialakulasanak valdsziniiségét. Az utobbi években emelkedd incidencia mutathatd ki a bort
érinté daganatos megbetegedések terén [11-14]. Ehhez a tendencidhoz nagymértékben
hozzajarul a Fold 6zonrétegének vékonyodasabol adodd megemelkedett UV-terhelés [6, 15],
valamint a napbarnitotta bér divatja, és az ebb6l adéddan egyre inkabb teret hoditd szolarium-

hasznalat [16, 17].

2.2.2. Ciklobutan-pirimidin dimer fotoléziok és az UVB mutagenezis

Az UVB sugarzas altal kivaltott DNS 1¢éziok leggyakoribb formai az tin. ciklobutan-
pirimidin dimer (CPD), valamint 6-4 pirimidin-pirimidon (6-4PP) fotoproduktumok [18, 19].
Ezen fotolézidk létrejottekor két szomszédos pirimidin bazis kozotti stabil kotodés a DNS
struktara torzulasat valtja ki a dipirimidin k6t6helyeknél, els6sorban ™C->T (metil-citozin ->
timin) transzverziét eredményezve [19, 20]. A transzverziok kialakulasanak pontos
mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, valoszintsithetden a torzulas kovetkeztében az 5°-
metilcitozin (C) bazisok spontan vagy a DNS polimeraz ,,error-prone” hibajavitasa
kovetkeztében 1étrejovo deaminacidja torténik. A deaminalt citozin bazisbol képzddo timin igy
a DNS szl replikalodasa soran C->T (illetéleg a komplementer szalon G->A) szubsztiticioval
1étrejovo pontmutaciot eredményez [19, 20] (1. abra). Tanulmanyok szerint az UVB sugarzas
kovetkeztében keletkezett pirimidin dimerek tilnyomoé tobbsége CPD 1ézi6, melyek

mennyisége akar 6tszordse is lehet a hasonlé modon kialakuld 6-4PP-knek [21, 22].
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1. abra: UVB-indukalta pirimidin dimerek és mutagenezis. (1) Az UVB altal indukalt fotoléziok egyik
leggyakoribb formajanak l1étrejottekor stabil kotddés alakul ki a DNS két pirimidin bazisa, adott esetben egy timin
(T) és egy metilalt citozin ("C) bazis kozott. (2) A metil-citozin deaminacidjat kdvetden stabil T=T dimerek jonnek
létre. (3) Az eldbbiekben felvazolt folyamatok eredményeképpen a transzverziot, illetve replikacioé sordn a hibas
bazisrdl torténd DNS szintézist kdvetden a karosodott sejt utddsejtjeiben stabil, potencidlisan 6roklédé mutacio

keletkezik. (dR=dezoxi-rib6z)

Ezt alatamasztandd szamos vizsgalatban kimutattak, hogy az ilyen tipusa — C->T
transzverzios, vagy un. UV-szignatira — mutaciok joval nagyobb aranyban vannak jelen az UV-
sugarzasnak jobban kitett bérfeliilleteken mind egészséges [23], mind melanomas bérmintakban
[24]. A kiilob6z6 nem-melanoma tipusu bérdaganatok esetén ugyancsak szoros kapcsolat
mutathatd ki a tumoros szévetek oncogén szekvencidiban kimutathaté mutacidk és az UV-
sugarzasnak valo kitettség kozott: egy korai tanulmany szerint a vizsgalt basalsejtes karcindmas
(BCC) betegek tobb mint 50%-a, mig a laphamsejtes karcinomas (SCC) betegek tobb mint
90%-a hordozott UV-szignatira mutaciot a p53 tumorszupresszor génben [25]. Mas
tanulmanyok szerint a sporadikus BCC-s betegek kiugroan magas aranyban — egyes vizsgalatok
szerint akar a betegek 75%-aban - hordoznak mutaciét a tumor formacioban jol ismert PTCH1
oncogénben, amelyeknek jelentds hanyada C->T transzverzio [26-28]. Xeroderma
pigmentosumban, azaz az UV-indukalta DNS 1€ziok javitasaért felelds nukleotid excizios repair
(NER) bizonyos tipusu deficiencigjaval jard genetikai megbetegedésben jelentdsen megnd a
korai ¢életkorban kialakul6é bérdaganatok kockézata, amely ugyancsak az UV-sugarzas €s a bor

tumoros megbetegedései kozotti szoros kapcsoltsagra utal. Ezen esetekben a karcinogén



folyamatokat kivaltdé mutaciok tobbsége szintén bipirimidin szakaszokon el6forduld C->T

pontmutacio [29].

Az UVB indukalta CPD fotolézidok mutagén hatasa ezéltal széles korben alatamasztott.
Mindezek mellett egyre inkabb bizonyitast nyer, hogy az UVA sugarzas ugyancsak kivaltja a
korabban kizarolag UVB-nek tulajdonitott CPD fotoléziok képzédését [30, 31]. Bar az indukcid
mechanizmusa nagy valoszinliséggel eltér a két hullamhossztartomany esetében [32, 33], a

CPD-k kovetkeztében 1étrejové DNS mutaciok kialakulasanak rizikdja ugyanugy jelentds [33].

2.2.3. Fotoszenzitizacios reakciok

Mint az a korabbiakban emlitésre keriilt, az UV sugarzas direkt DNS altali abszorpcidja
mellett jelentds élettani hatassal birnak az Un. fotoszezitizaciés vagy fényérzékenyitési
reakciok. Ennek soran jellemzéen az UVA sugarzas elnyelésérdl beszélhetiink a DNS-t6l eltéro,
intracellularis kromofor molekulak altal [3]. Az abszorbalé molekula ezaltal magasabb
energiaallapotba keriil (gerjesztddik), majd az alapallapotba torténd visszatérés soran a

felszabadulo tobblet energia reaktiv oxigéngyokok képzodését valtja ki a sejten beliil.

A folyamat mechanizmusatol fiiggben a fényérzékenyitési reakciok két tipusat
kiilonboztetjiik meg: az 1. tipusu reakcié sordn az UV abszorpcidé kovetkeztében elektron
transzfer torténik a gerjesztett molekula és egy, az elektron felvételére képes szubsztrat
molekula k6zott. A szubsztrat az igy szerzett toltést oxigénnel torténd reakcio soran adja le, igy
reaktiv szabadgyokok (pl. szuperoxid- és hidroxilgyokok) keletkeznek, melyek egyéb
makromolekuldk degradacigjat, ezaltal kozvetve citotoxikus folyamatok indukciojat
eredményezik [4, 34, 35]. A IL tipusu reakcioban ezzel ellentétben a gerjesztett molekula és a
molekularis oxigén kozott direkt energia-transzfer torténik, amely sordn un. szinglet oxigén

molekuldk keletkeznek. Ezek a reaktiv gyokok nukleinsavak (féképp guanin), telitetlen

zsirsavak és aminosavak oxidativ modosulasait valtjak ki [34, 35].

Az utdbbi években jelentds tudomanyos érdekldédés volt megfigyelhetd a kiilonb6zo
természetes [36, 37] és mesterséges [38-40] fényérzékenyitd tulajdonsaggal birdé molekulak
irant. Ennek oka, hogy ezek a molekuldk rendkiviil j6 hatékonysaggal hasznalhatok a kiilonb6zd
bérdaganatok vagy Un. ,,pre-cancerosus”, azaz a daganatot megel6z6 allapotok kezelésében.
Az ugynevezett fotodindmias terdpia soran a fokozott proliferacios képességili precancerosus
vagy daganatos sejtek a fényérzékenyitd molekuldkat nagyobb mértékben képesek felvenni

azok borre torténd applikacioja utan. A megfelelé hullamhosszisagu gerjeszté fénnyel valo
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besugarzast kovetbéen az ilyen modon érzékenyitett tumoros sejtek elpusztulnak, ezaltal
szelektiv eliminalasuk valosithaté meg [35]. A klinikumban szamos fényérzékenyité molekulat
(pl. porfirinek és prekurzoraik, klorinok, ftalocianinok) alkalmaznak, amelyek a megfeleld
hullamhosszasagu besugarzo fénnyel kombinalva igazolt tumorellenes, illetve antibakterialis
hatassal redelkeznek [41].

2.3. A nukleotid excizids repair (NER)

2.3.1. A NER szerepe az UV-indukalta DNS léziok javitasaban

Human sejtekben az UV-sugarzas altal kivaltott fotoléziok javitasaért a nukleotid
excizios repair enzim komplex felelds. A komplex miikddése soran képes felismerni a DNS
szalon keletkez6, UV-kdrosodasbol szdrmazo torzuldsokat, majd a 1éziot tartalmazd
nukleotidszakasz kivagédsaval és a komplementer szalrdl torténd szintézisével helyreéllitani a
DNS struktarat [42]. Tanulmanyok kimutattak, hogy a NER rendkiviil nagy hatékonysagt az
UV-indukalta 6-4PP 1¢ézidk javitasban: 6 éraval az UVB sugarzast kdvetden a keletkez6 6-4PP-
k csaknem teljes része eliminalasra keriil. Ezzel szemben a CPD-k eltavolitasa kevésbé
eredményes, amennyiben a besugarzast kovetden 24 oraval hozzavetdlegesen a keletkezett
1éziok 40%-a még detektalhatd a genomban [43, 44]. Ezek alapjan az UV-sugarzas altal
kivaltott mutagén hatasokat jellemz6en a CPD 1éziok keletkezésének szokas tulajdonitani [18,
19]. A kizar6lagosan ezen tipusu DNS 1éziok eltavolitasara alkalmas CPD-specifikus fotolidz
enzimmel végzett kisérletek kimutattdk, hogy az enzim bejuttatdsdval extrém moddon
megeldzhetd az UV-sugarzas indukalta sejtelhalds €s tumorigenezis. Ugyanezen hatdsok 6-
4PP-specifikus fotolidaz bejuttatasa esetén nem voltak megfigyelhetok [18, 45]. Mindezek
felhivjak a figyelmet a CPD 1éziok kiemelkedd, csaknem kizardlagos szerepére az UV-

indukalta mutagenezisben.

2.3.2. A NER miikodési mechanizmusa

Az eukariota sejtekben megtalalhatdé NER repair rendszer a DNS-en keletkezo
nagyméreti, un. ,, bulky” 1€zidk javitasaért felel, amelyek elegendden nagy mértékben torzitjak
a DNS struktarajat ahhoz, hogy az adott szakaszrol torténd traszkripcids folyamatok zavart
szenvedjenek. A 1¢ézi6 felismerési mechanizmusa és a javitasi folyamat iniciacidja alapjan

alapvetden két tipusat kiilonboztetjiik meg: a genom teljes részén repair funkciot ellato ,,global-
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genome (GG)”, illetve a traszkripciosan aktiv gének éppen atirodo szalan jelen 1évé 1éziok

felismerésére képes ,, transcription-coupled (TC)” NER-t [42].

Az elsoként emlitett GG-NER az adott 1ézi6 tipusdra nem specifikus, magat a
megvaltozott DNS struktarat ismeri fel, ennek kovetkeztében az UV-indukalta karosodasokon
kiviil szamos egyéb tipusu DNS torzulast is képes detektalni. Magéat a felismerést a folyamat
kulcsenzime, az XPC (Xeroderma pigmentosum, complementation group C) fehérje végzi,
amely aztan egyéb fehérjék (pl. RAD23B; DDB2) segitségével stabil komplexet képez a 1€ziot
tartalmazo szallal szemkozti, komplementer DNS szalon, megjeldlve a 1ézio helyét a genomban
[42, 46]. A TC-NER esetében ezzel szemben a 1ézi6 felismerését az aktivan atirddd szalon
végighaladd RNS polimeraz II inditja el, amely a 1ézidhoz érve megtorpan. Ez odavonzza a
repair folyamatot elinditd CSA és CSB (Cockayne syndrome group A és B) faktorokat, amelyek
kivaltjak az TC-NER komplex tagjainak kapcsolodasat és a javitasi folyamat iniciacidjat [42,
47].

A 1€zi6 felismerését kovetden mindkét esetben a kettés DNS szal felnyitdsa torténik a
TFIIH, XPB és XPD helikaz enzimek altal kb. 20 bazispar szélességben [46]. A 1éziot
tartalmazo szalon a karosodéstol mindkét iranyban egyezd tavolsagra (0sszesen 25-30 bazispar
szélességben) az XPG ¢és XPF-ERCC1 endonukleazok altal a karosodast tartalmaz6 szakasz
kihasitodik a DNS szalbol, majd a hidnyzo6 részt az odak6téddé DNS polimeraz az épen maradt
komplementer szalrdl szintetizalja Gijra. Az Gjonnan keletkezett és az eredeti DNS szal ligalasat
egyéb faktorok mellett a ligaz 1/3 és XRCC1 fehérjék végzik [42, 47]. Természetesen a teljes
javitasi folyamatban az emlitettek mellett szamos egyéb fehérje és molekularis Gtvonal is

kozrejatszik, jelen értekezésben csak a legfébb folyamatok kertiltek bemutatasra (2. abra).
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2. abra: A nukleotid excizios repar (NER) komplex miikodési mechanizmusa. (a) A genom teljes hosszan
mitkodéképes GGR (global-genome repair) a 1ézi6 kovetkeztében torzult DNS szalat ismeri fel. (b) A TCR
(transcription-coupled repair) ezzel szemben csak a genom transzkripciésan aktiv régidiban képes a 1ézid
detektalasara az atirast végzo RNS polimeraz elakadasanak felismerése altal. Bar a javitas iniciaciojat kiilonbozo
enzimek végzik, a folyamat tovabbi részében mindkét esetben a 1éziot tartalmazo szimplaszali DNS szakasz
kihasitasa, majd a komplemeter szalrol térténd reszintézise és ligalasa torténik. A kép forrasa: Kamileri I,
Karakasilioti 1, Garinis GA. Nucleotide excision repair: new tricks with old bricks. Trends Genet. 2012
Nov;28(11):566-73. doi: 10.1016/j.tig.2012.06.004.

A NER egyes elemeinek ritka genetikai defektusai (pl. Xeroderma pigmentosum esetén
az XPA-G, Cockayne szindroma esetén a CSA/B, illetve Trichotiodystrophia esetén az
XPD/XPB/TTDNL1 fehérjék funkcidvesztéses mutacioja) az UV-indukalta DNS karosodasok

elégtelen javitasabol adodoan a bor fokozott fényérzékenységét, neuroldgiai rendellenességeket

13



(pl. mozgaszavar), illetve Xeroderma pigmentosum esetén a rosszindulati bérdaganatok korai

¢letkorban torténé megjelenését eredményezhetik [48].

Az eldbbiek mellett fontos megemliteni, hogy az eukariota sejtek UV karosodasa ¢€s a
CPD-1éziok detektalasa esetén a NER repair mellett szamos egyéb sejtszintli mechanizmus is
miikodésbe 1ép az UV-sugarzas hosszua tavi, karos hatasainak megel6zése érdekében, amelyek
a NER-rel 6sszhangban, azt kiegészitve igyekeznek helyreéllitani a sejt normalis miikodését és
megakadalyozni a tumoros transzformaciot. Az UV-indukalta sejtciklus blokk [49, 50], az
apoptozis indukcio [51] vagy a karosodott sejtorganellumok eliminalasat célzo autofagia [52]
a sériilt genom utddsejtekbe torténd tovabborokitését, ezaltal a DNS tartds, irreverzibilis
valtozasat hivatott megel6zni a repair folyamatok mellett. Szamos tanulmany kimutatta, hogy
az ezen folyamatokért felelds kulcsenzimek egymassal szoros interakcioban vannak, a koztiik
1évé kapcsolatot egyes kozponti szabalyzo molekulak (pl. p53, p21, PCNA, Gadd45)
szolgaltatjak [53-55].

2.3.3. NER gatlo molekulak a klinikumban

A NER miikddése kémiai Gton szdmos moddon befolydsolhat6. A komplex kémiai
gatlasa — annak Osszetett mitkodésébdl adodoan — rendkiviil valtozatos szerkezetii és mitkddési
mechanizmussal biré molekula altal kivalthato. Az utobbi években megjelent tanulmanyok
alapjan tobb molekula esetében igazolhato, hogy képes a NER fehérjéinek in vitro gatlasara,
ezaltal a javitasi folyamat hatraltatasara [56-60]. Bar az inhibitor hatés in vitro bizonyitott, a
molekulak koziil nem egy a klinikai gyakorlatban régdta hasznalatban van (pl. a diuretikumként
alkalmazott spironolactone [61]), mig masok klinikai tesztek alanyai egyéb igéretes
tulajdonsaguk miatt (pl. a PARPI1 specifikus inhibitoraként alkalmazott veliparib szolid
tumorok kezelésére [62, 63]). Annak ellenére, hogy jelenleg nem all rendelkezésiinkre in vivo
adat, amely megerdsitené ezen hatéanyagok negativ hatasait az UV sugarzas altal kivaltott
carcinogén folyamatokra, bizonyitott NER gatld tulajdonsaguk miatt nem vethet6 el annak a
lehet6sége, hogy a molekulak in vivo alkalmazasa esetén megnd az UV-indukalta tumorigenezis

esélye.

Az értekezés tovabbi részében négy, az elébbiekben emlitésre keriilt jellemzokkel biro,

éppen ezért potencidlisan ellentmondasos hatasi molekula keriil részletesebb bemutatasra.
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a) Veliparib

A veliparib a Poly [ADP-rib6z] polimeraz (PARP) fehérjecsalad — koztik a DNS
karosodas downstream folyamataiban aktivan részt vevé PARP1 protein - specifikus inhibitora
[57, 64] (3.A abra). A PARP1 a proteincsalad legjobban koriilirt és a sejten beliil legnagyobb
szamban el6fordul6 tagja. A PARPI a sejt DNS kérosodasat kovetden részt vesz a keletkezett
DNS 1ézi6 felismerésében, a repair folyamat iniciaciojaban, valamint a folyamathoz
nélkiilozhetetlen kromatin remodellezésben. Az UV-indukalta DNS 1ézidk 1étrejotte esetén a
DDB?2 [65, 66] és az XPC fehérjével [67] kOlcsonhatva segiti a 16zi6 eltavolitasat a GG-NER
altal. Emellett a CSB (TC-NER kulcsenzime) proteinnel torténd interakcidjat is kimutattak [68].
A PARP1-indukalta poly(ADP-ribozil)aciénak ugyancsak jelentdés szerepe van a repair
iniciaciot kovetden a 1€zidt tartalmazo, szimpla-szalta nukleotid szakasz eliminalasaban [66]. A
PARP1 fehérje UV-repair folyamatokban bet6ltott kiemelkedd fontossagat igazolja, hogy
tanulmanyok szerint a PARP1 enzim gatldsa esetén a sejtek jelentdsen megndvekedett
érzékenységet mutatnak UVB besugarzasra [57, 66]. Bar az el6bbiek alapjan feltételezheto a
PARP1 aktivitas védé hatasa az UVB-indukalta carcinogenezissel szemben, mas
vizsgalatokban a PARPI1 jelentds overexpressziojat tapasztaltak szamos kiilonféle tumoros
szovetben [69-73] Utobbi esetben a megnovekedett PARP1 kifejez6dés sokszor rendkiviil rossz
prognozissal jart [70, 71, 74, 75]. A PARPI1 aktivacioé kovetkeztében megemelkedett tumor
progressziot gyakran az NFkB utvonal serkentése altal indukalt gyulladasos folyamatoknak,
illetve megemelkedett sejttulélésnek tulajdonitjak [76]. Mindezek miatt a veliparib [62-64, 77,
78] és a PARPI egyéb gatloszerei [70, 79-81] kiilonféle tumoros megbetegedések kezelését
célzo klinikai tesztek igéretes alanyai. A PARP specifikus gatlasat kivalté Olaparibot 2020-ban
mint els6ként valasztando kezelést jeloltek meg eldrehaladott petefészekrakos betegek terapiaja

soran [82].
b) Resveratrol

Napjainkban egyre novekvo érdeklddés figyelhetd meg a kiilonb6zo természetes eredetii
fitofenol molekuldk klinikai felhasznalasa irdnt. Az elsdsorban sotét szinli bogyos
gylimolcsokbdl izolalhatd resveratrol kiilondsen intenziven kutatott gyulladascsokkentd [83-
86], antioxidans [86, 87] és anti-carcinogén [88-90] hatasai miatt (3.B abra). Az UV-sugarzas
altal indukalt tumor formacioval szembeni védé hatasat mindemellett azon képességének is
tulajdonitjak, hogy képes novelni a sejtek apoptotikus valaszat besugarzast kovetden, ezaltal

csokkenteni a potencialisan malignusan transzformalodo sejtek talélésének esélyét [88, 91]. A
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resveratrol UV-sugarzassal Osszefiiggd hatranyos hatasaira vonatkozodan jelenleg kevés
ismerettel birunk, bar egyes tanulmanyok felhivjak a figyelmet, hogy a molekula bizonyos
koriilmények kozott képes novelni az NFkB és 1L-8 altal indukalt gyulladasos folyamatokat
[92], valamint ndvelni a keratinocitakat ért oxidativ stresszt UVA sugarzast kovetéen [93].
Mindezek mellett a resveratrol a 8-oxoguaninok, a szimplaszalia DNS t6rések, valamint a CPD
1€ziok javitasi hatékonysagat is bizonyitottan csdkkenti [56]. Mindezek ellenére a resveratrol
potencialisan mutagén hatasat in vivo bemutatd vizsgalat tudomasunk szerint eddig nem

késziilt.
c) Spironolactone

A spironolactone mineralocorticoid antagonista a klinikumban kalium-megtakarito
diuretikumként hasznalatos a vesében talalhatdo Na*/K*™ pumpék specifikus gatloszereként [61]
(3.C abra). A gyogyaszatban egyebek mellett progressziv szivelégtelenségben [94, 95] és
hipertoniaban szenvedé betegeknél alkalmazzak [94], illetve antagonista (tesztoszteron
szintézis és androgen receptor gatlo) tulajdonsagait off-label hasznaljak ki - pl. acne kezelésére
[96]. In vitro kisérletekben azonban sikeriilt bebizonyitani, hogy keratinocitakban a NER
specifikus inhibitoraként is funkcionalhat, melynek soran a komplex miikodésében szerepet
jatsz6 XPB fehérje gyors proteoszomalis lebomlésat valtja ki. Ebbdl adodoan elégtelenné valik
az UV-indukalta 6-4PP és CPD 1éziok DNS szalrol torténo eliminalasa, és fokozodik az UV-
indukalta sejtelhalas [59, 60, 97]. A tanulmanyok szerint a NER gatlas mechanizmusa nem
feltétleniil fiigg Ossze a molekula minerokortikoid/androgén receptor gatld hatasaval,
amennyiben az androgén receptor mas, strukturalisan hasonl6 inhibitorainal nem figyeltek meg
ilyen iranyu valtozasokat a sejtek repair kapacitasaban [59, 97]. Bar a spironolactone in vivo
alkalmazasakor az esetek igen kis szazalékaban fellépd fotoszenzitizacios reakcid mar leirasra
keriilt [98, 99], nem rendelkeziink adatokkal arra nézve, hogy az inhibitor alkalmazasa a DNS
hibajavitasi folyamatok -elégtelenségéb6l adoddan megndvelné az UV-indukalta borrak

kialakulasanak kockazatat.
d) Arzén-trioxid

A kiilonbozé anorganikus arzén szarmazékok jol ismert genotoxikus €s mutagén
vegyiletek [100, 101], az UVB sugarzassal 0sszekotott ko-karcinogén tulajdonsaguk pedig in
vitro [102] és in vivo is bizonyitott [103-105]. Utobbiért a NER komplex egyes proteinjeinek

gatlasa legalabbis részben felel6s lehet [58, 106, 107], bar a pontos molekularis mechanizmus
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egyelére nem ismert. Az arzén-trioxid, mint anorganikus arzén szarmazék egy rendkiviil
agressziv ¢és ellentmondéasos hatasi molekula, amennyiben az eldbbiekben leirtak ellenére
régota eredményesen hasznaljak az akut promielocitds leukémia terapiajaban [108-110],
gyakran all-transz retinsavval kombinalva [111, 112] (3.D abra). Ennek egyik oka, hogy az
arzén-trioxid hatdsosan fokozza a sejtszintli apoptotikus valaszt elsésorban a Bax/kaszpaz-3
utvonalon keresztiil [113, 114], amely hatas az igynevezett multidrug-rezisztens sejtvonalakon
is kimutathat6 [115]. Az arzén-trioxid citotoxikus és anti-tumorigén hatasaiban valdsziniileg
autofagia indukcié [114, 116], ROS-medialta folyamatok [113], illetve immunologiai
valtozasok [117, 118] is szerepet kapnak. Mindezek utan az arzén-trioxid hatasanak megitélése

az UV-indukalta tumorigenezisre a tudomanyos szakirodalomban erésen ellentmondasos.
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3. abra: Az értekezés soran targyalt, NER inhibitor hatasi molekulak kémiai szerkezete. (A) A veliparib,
(B) a resveratrol, (C) a spironolactone, illetve (D) az arzén-trioxid rendkiviil kiilonb6z6 kémiai felépitéssel biro, a
klinikai gyakorlatban alkalmazott molekuldk, melyek midegyike bizonyitottan képes kivaltani az UV-indukélta

fotoléziok javitasaban szerepet jatszo NER komplex miikodésének gatlasat.
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2.4. Novényi molekulak felhasznalasa az UV-valasz médositasaban

2.4.1. Altalénos dttekintés

Mint az a korabbiakban mar roviden emlitésre kertilt, a kiilonb6z6 névényi szarmazasu,
természetes vegyiiletek rendkiviil nagy tarsadalmi bizalomnak orvendenek a klinikai
felhasznalas terén, ez aldl pedig az UV sugarzas karos hatasainak megeldzésére vagy kezelésére
iranyuld kutatasok sem kivételek. Ezen vizsgalatok soran legtobbszor az UV-indukalta ROS
akkumulacio6 elkertilése végett alkalmaznak névényi komponenseket, mivel ezek a vegyiiletek
sok esetben rendkiviil hatasosak a keletkezett oxigéngyokok megkotésében (pl. bogyods
gylimolesokbdl kivont resveratrol [86, 87], Polypodium leucotomos pafranykivonat [119],
epigallocatechin-3-gallat zoldteakivonat [120], valamint a szamos zoldségben és
fliszernovényben megtalalhaté luteolin [121]). Az ilyen, un. ROS-scavenger molekulak
alkalmazaséval elkeriilhetd a cellularis kompartmentek oxidativ karosodasa (pl. oxidativ DNS
1€ziok keletkezése, lipid peroxidacio), amelyek kiilonben az érintett sejtek elhalasat okoznak
[35]. Egyes tanulmanyok azonban felvetik a lehet6ségét, hogy a sejtttlélés tamogatasa a
karosodast kovet6en potecialisan malignus transzformacionak adhat teret [122]. Példanak
okaért az el6zd fejezetben bemutatott ndvényi eredetli resveratrolt tobbek kozott éppen az
apoptozist serkentd hatasa miatt talaltak megfelelének az UV-indukalta tumorigenezis
megelozésére [89, 91]. A ndvényi eredetii molekulak UV-védelemben torténd felhasznalasa
soran azok jelentds antioxidans kapacitasa mellett gyakran felmeriilnek a kiilonb6zo

gyulladasos folyamatokra [84, 119] és autofagiara [90, 121] kifejtett elényos tulajdonsagaik is.

2.4.2. A Silybum marianum novényi kivonatanak (silymarin) felhaszndlasa borgyogydszati

vizsgalatokban

A mariatovis (Silypum marianum) magjabol nyert silymarin szamos bioaktiv
komponenst tartalmazo (pl. silibinin, silychristin, silydianine, taxifolin) flavonoid komplex,
amelynek antioxidans [123, 124], gyulladascsokkenté [124, 125], antifibrotikus [126] és
immunmodulans [127] hatasa régota ismert. Egyebek mellett ezen tulajdonsagai teszik lehetové
hepatoprotektiv hatdéanyagként torténd alkalmazasat majkarosodast szenvedett betegeknél
[128]. Az UVA-indukalta apoptotikus és carcinogén folyamatokra kifejtett védo hatasat
csakugyan kimutattak [129, 130], egyes komponensei pedig UVB-sugarzas esetén is
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hatékonynak bizonyultak [131-133]. Ennek kdszonhet6en a silymarin hatéanyaganak fényvédo
szerként torténd eldallitasa és formulazasa rendkiviil igéretes.

Ennek ellenére a silymarin felhasznalésat illetéen tobb tanulmény is fellelhetd, amely
megkérddjelezi annak klinikai alkalmazhatosagat. Nem egy esetben a silymarin erds
fényérzékenyitd hatasat tapasztaltak UV-sugarzasnak kitett keratinocitakon [134, 135], amely
ellentmondast mutat a korabbi, a novényi kivonat fényvédd hatasat leird kutatasokkal.
Elképzelhetd, hogy az ellentmondas a kiilonb6zd forrasokbol szarmazo silymarin bioaktiv
komponenseinek eltéré aranyaival magyarazhato, azaz hogy a kiilonboz6 komponensek
egymashoz viszonyitott mennyisége a foldrajzi térség, illetve a felhasznalt novényi részek
fiiggvényében eltérhet [136, 137]. A boron torténd alkalmazas soran szintén problémat jelent a
silymarin rendkiviil rossz vizoldékonysagabol szarmazo alacsony biohasznosuldsa, ami a
hatéanyag megfeleld, penetraciot segitd formulazasa révén bizonyos mértékben kompenzalhato

lenne [138].
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3. Célkitiizés

Az UV-sugarzas altal indukalt CPD képzddés tehat a korabbiakban leirtak alapjan
nagymértékben hozzajarul a karosodott sejtek mutageneziséhez, ¢és ezaltal patologias
koriilmények kozott a késobbi bér tumorigenezishez. A CPD 1ézidok hosszabb tavu hatasa
nagyban fligg a sejt belsé repair mechanizmusainak miikodésétdl, melyek koziil az UV-
indukalta DNS 1¢éziok esetén a nukleotid excizids repair (NER) rendszert tekintjiik a
leghangsulyosabbnak. Ezen rendszer miikodésének csokkentését vagy gatlasat igen gyakran az
UV sugarzds mutagén hatasanak fokozodasaval, valamint a borrak kialakuldsdnak

megemelkedett kockazatdval szokas parhuzamba allitani.

A veliparib, a resveratrol, a spironolactone €s az arzén-trioxid rendkiviil kiilonb6z6
miitkodési mechanizmussal bird, a gydgyaszatban in vivo hasznalatos molekulak, melyek
mindegyike bizonyitottan képes a NER miikodésének bizonyos foku gatlasara. Ennek ellenére
a borrak kialakulasanak fokozott rizikdjat az alkalmazasukat kovetéen még nem irtak le, ami
megkérddjelezi a NER aktivitasanak csokkenése és a mutagén folyamatok kozott kordbban
feltételezett linearis kapcsolatot. A ndvényi eredetii silymarin bérgyogyaszati felhasznalasa
hasonloan ellentmondésos, amennyiben a hatéanyag antioxidans és fényvédo tulajdonségait
leir6 tanulmanyok mellett a kivonat fototoxikus mivoltarol is talalunk adatokat. A silymarin
sejtszintli repair aktivitasra, valamint UV-indukélta mutagenezisre kifejtett hatasardl rendkiviil

kevés informacid all rendelkezéstinkre.
Kutatasaink soran ezért a kovetkezo célokat tuztiik ki:

1. A wveliparib, a resveratrol, a spironolactone ¢és az arzén-trioxid NER gatld
képességének igazolasat, valamint az oldatok UVB-mutagenezisre Kifejtett
hatasanak vizsgalatat in vitro epithelialis sejtkulturakon, a NER gatlas és az UV-
indukalta mutécios teher kozotti kapcsolat pontosabb feltarasa érdekében.

2. Azeldbbiekben emlitett molekuldk hatasanak vizsgalatat az UVB-indukalta mutacio
formaciot befolyasolo egyeb utvonalakra (apoptosis, sejtciklus blokk, autofagia).

3. A ndvényi eredetli silymarin kivonat hatdsanak vizsgalatat UVA és UVB irradialt
human keratinocita sejtek életképességére. A kisérletek sordan a silymarin oldat
kiilonb6z06, penetraciot segitd formuléacioit, valamint kiilonb6zo forrasbol szdrmazo
silymarin porok hatésait is vizsgaltuk megegyez6 kisérletes rendszerben.

crer

indukalta ROS képzddésre, CPD akkumulacidra és mutdcids ratara.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Sejtkultarak

A kisérletekhez immortalizalt, in vitro tenyésztett HaCaT (Cultured human
keratinocyte; ATCC, Manassas, VA, USA) és CHO-K1 (Chinese hamster ovary) sejtvonalat
hasznaltunk. A CHO sejtvonal a Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejtbiologiai
Intézetének ajandéka volt. A sejteket mindkét esetben 4500 mg/ml gliikkézt tartalmazo, L-
glutaminnal kiegészitett DMEM (Dulbecco’s modified eagle media; Biosera, Budapest, HU)
oldatban tenyésztettiik, a komplett tapoldat ezen kiviil 10% ho-inaktivalt FBS-t (fetal bovine
serum; Biosera) ¢és 0,5% antibiotikum/antimikotikum oldatot (penicillin-streptomycin-
amphotericin B; Biosera) tartalmazott. A sejteket 37°C-0s, 5% CO>-ot tartalmt kornyezetben

tartottuk fenn.

4.2. A sejtek kezelése

4.2.1. Veliparib, resveratrol, spironolactone és arzén-trioxid kezelés

A CHO ¢s HaCaT sejteket kisérlettdl fiiggben 6 vagy 24-lyukt plate-ekben
tenyésztettiik a 70-80%-o0s konfluenciaszint eléréséig. Ekkor a sejtek médiumahoz 25 uM
veliparib (Selleckchem, Houston, TX, USA), 10-50 uM resveratrol (Abcam, Cambridge, UK),
5-25 uM spironolactone (Selleckchem) vagy 0,5-4 pg/ml arzén-trioxid (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) tartalmu oldatot adtunk hozza. Az arzén-trioxidot 1 M NaOH oldatban
oldottuk, majd DPBS-ben (Dulbecco’s phosphate-buffered saline, Biosera) higitottuk a
Sigma) keriilt beoldasra, a sejtek kezeléséhez hasznalt oldatokban a DMSO végkoncentracidja

nem érte el az 1%-ot.

A veliparib (PARP1 inhibitor molekula) esetén a sejtek kezeléséhez azt a koncentraciot
vélasztottuk, amely korabbi kisérleteink alapjan a PARP1 fehérje mitkddésének teljes gatlasat
kivaltotta [57]. A tobbi, az el6zénél joval sokrétiibb és részben ismeretlen hatasu vegyiilet
esetében harom kiilonb6z6 koncentraciot valasztottunk, amelyek eltéré mértékben voltak
képesek indukalni az altalunk megfigyelt sejtszintii valtozasokat. A kezeléseket kovetden a
sejteket 120 percig inkubaltuk az inhibitor jelenlétében miel6tt UVB besugarzasnak tettiik ki
Oket.
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4.2.2.

Silymarin kezelés
A kisérletekhez haromféle forrasbol szarmazo silymarin port hasznaltunk fel:

a Sigma-Aldrich altal, a Silibum marianum termésébdl laboratoriumi felhasznalasra
eléallitott silymarin port (a sejtek kezeléséhez etanolban oldottuk be),

a taplalék kiegészitoként kereskedelmi forgalomban 1évé6 TEVA-Silegon (Teva
Pharmaceutical Industries Ltd., HU) silymarin tartalma tabletta poritasaval, majd
etanolban torténd beoldasaval nyert silymarin oldatot,

valamint a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karan miikodd
Gyobgyszertechnologia Tanszék munkatarsai altal eléallitott négy silymarin tartalmt
oldatot. Utobbi esetben a silymarin hatéanyagat Silibum marianum magjabol nyerték ki
[139], a bioaktiv hatdanyagok HPLC-MS technologiaval keriiltek azonositasra [140].
magasabb mérték(i biohasznosulasat hivatott kivaltani [138]. Az oldatok pontos

Osszetételét az 1. tablazat tartalmazza.

A silymarin kezelésekhez HaCaT sejteket tenyésztettiink a kisérlet tipusatol fiiggéen 24

vagy 96-lyuku plate-ekben a 70-80%-0s konfluenciaszint eléréséig. A tiszta silymarin oldatok

esetében (Sigma/Teva) a sejteket 10-250 pg/ml hatéanyag koncentracioju oldattal kezeltiik. A

penetraciot eldsegité oldatoknal minden esetben 250 ug/ml volt a silymarin végkoncentracioja

a sejtek tenyésztomédiumaban. A kezeléseket kovetden a sejteket 30 percig inkubaltuk UVA

besugérzas elott.

Osszetevék (g) Oldatok sorszama

1. 2. 3. 4.
Silymarin por 0,25 0,25 0,25 0,25
Transcutol el 0,71 0,71
Szukroz-észter 0,15 — 0,15 —
SP50
Szukroz-észter -—- 0,15 --- 0,15
SP70
Propilén-glikol | 0,25 0,25 0,25 0,25
Sejttenyésztd ad 100 ad 100 ad 100 ad 100
oldat (DMEM)

1. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt, a sejtekbe torténd penetracid fokozasat célzd, silymarin tartalmu

oldatok Osszetétele
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4.2.3. UVirradiacio

Az inkubaciot kovetden a sejtek tenyésztdoldatat eltavolitottuk, a sejteket DPBS-sel
atmostuk, majd vékony réteg 1 g/L gliik6zzal (Duchefa Biochemie, Haarlem, NE) kiegészitett
DPBS-sel fedtiik le a besugarzas idotartamara. UVA besugarzas esetén a sejteket egyszeri 10-
20 Jlem? UVA sugarzasnak (PUVA 800, H. Waldmann GmbH & Co. KG, Villingen-
Schwenningen, DE) tettiik ki. A besugarzast jégen végeztiik a sejteket éré h6-sokk megeldzése
¢s a repair folyamatok ideiglenes gatlasa érdekében. A kontroll mintdk szintén jégen, de az

UVA sugarzastol védve voltak a besugarzas ideje alatt.

.....

UVB sugarzasnak (TL-20W/12 RS UVB csovek; Philips, Eindhoven, NE) tettik ki az
el6zoekkel megegyez6 modon. A besugarzas rovid idétartama miatt ebben az esetben nem volt

szlikség a sejtek jéggel torténd hiitésére.

A sejteket éré pontos UV dozist mindkét esetben UVX Digital Radiometer (UVP Inc.,
San Gabriel, CA, USA) segitségével hataroztuk meg. A besugarzast kdvetden a korabbi
(inhibitort tartalmazo) tapoldatot jutattuk vissza a sejtekre. Silymarin kezelés esetén a sejteket

friss (silymarint nem tartalmazd) DMEM-ben tenyésztettiik tovabb.

4.3. CPD-specifikus Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

24 oraval az UV besugarzast kovetden a sejtek feliiliszojat a benne talalhato elhalt
sejtekkel eltavolitottuk, majd az €16 (letapadt) sejtekb6l genomi DNS-t izolaltunk. A DNS
kivonasat Invitrogen™ PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) segitségével végeztiik a gyarto javaslatainak megegyez6 modon.

A CPD-specifikus ELISA mérésekhez Boros et al. altal beallitott protokollt hasznaltuk
[141]. A kisérletekhez lapos fenekii, 96-lyukt plate-eket hasznaltunk, melyeket eléz6leg
0,003%-0s protamin-szulfat oldattal vontunk be, majd hagytunk kiszaradni. A vizsgélathoz
hasznalt DNS mintakat 10 perc 100°C-os hevitéssel denaturaltuk, majd 15 percre jégre
helyeztiik. Ezt kovetéen mintanként 3x15 ng DNS-t vittiink fel a kordbban leirt modon
elokészitett plate-re, majd 37°C-on hagytuk beszaradni. A plate-ek haromszoros PBS-T-vel
(0,05% Tween-20-t (Amresco, Solon, OH, USA) tartalmazé PBS oldat) torténé mosasat
kovetden, a nem-specifikus antigén kotédés megel6zése érdekében 150 pl/well 10%-0s FBS
oldattal 30 percig blokkoltuk a kotéhelyeket 37°C-on. A mintakat Gjabb mosas utan inkubaltuk
100 pl/well anti-CPD monoklonalis antitesttel (TDM-2, 1:1500 higitas, Cosmo Bio Co., Ltd.,

23



Tokyo, Japan) 60 percig, majd — mosast kdvetéen — 30 percig HRP-konjugalt anti-egér IgG
masodlagos antitesttel (1:3000 higitas, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A plate-eket haromszor
mostuk PBS-T-vel, majd egyszer 150 uL/well citrat-foszfat pufferral (0,51% CeHgO7.H20 és
0,73% NaHPO4 ioncserélt vizben oldva; pH 5.0). A szinreakci6 létrejottéhez 100 pL/well
szubsztrat-oldatot (0,04% o-phenylenediamine (Sigma) és 0,006% H20 citrat-foszfat
pufferban oldva, a H2O2-ot kozvetleniil felhasznalas el6tt adtuk hozza) mértiink a mintakra. A
szinreakci6 1étrejotte utdn 50 pL/well 2N H2SOg4 oldattal leéllitottuk a folyamatot. A kiilonb6z6
mintdk abszorbancia értékeit 492 nm-en olvastuk le Epoch Microplate Spectrophotometer
(BioTek, Budapest, HU) segitségével.

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

Silymarin kezelést kovetden 24 oraval mértiikk a HaCaT sejtek viabilitasat MTT assay
segitségével. A feliilusz6 leszivasa utan a sejteket PBS-sel mostuk, majd 100 pL/well 200
pug/mL MTT-t (Thermo Fisher Scientific) tartalmazo, fenolred-mentes DMEM-mel (HyClone;
GE Healthcare Life Sciences, Logan, UT, USA) boritottuk be. A sejteket 3 oraig inkubaltuk
37°C-on. Az inkubacids 1d6 végén a feliiluszot eltavolitottuk és 0,04 M izopropanolban oldott
HCI oldatra cseréltiik a keletkezett formazankristalyok feloldasa céljabol. Az abszorbancia
értékeket 590 nm-en olvastuk le (hattér kivonas: 620 nm) Epoch Microplate Spectrophotometer

segitségével.

4.5. Apoptosis assay

A sejtek viabilitasat 24 6raval UVA besugarzas vagy 48 oraval UVB besugarzas utan
vizsgaltuk Alexa Fluor 488-konjugalt Annexin V és propidium-jodid (Alexa Fluor™ 488
Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit, Thermo Fisher Scientific) kett6s jelolést kovetd aramlasi
citometrias méréssel. A sejtek festését a gyartd itmutatasai szerint végeztiik. A sejtek aramlasi
citometras analizis¢éhez FACS Calibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) aramlasi
citométert és CellQuestPro 5.2 szoftvert (Becton Dickinson) hasznaltunk. A fluoreszcencia
intenzitast FL-1 (Annexin V) és FL-3 (propidium-jodid) csatornan mértiik, az adatok
kiértékeléséhez FlowJo 10.6.2. (Becton Dickinson) szoftvert hasznaltunk.
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4.6. ROS (reaktiv oxigéngyok) produkcios mérések

A sejtek intracelluldris ROS termelését DHE (dihydro-ethidium) festést kovetd dramlasi
citometrias méréssel végeztiikk. Kozvetleniil UVA besugarzas utan a sejteket DPBS-sel mostuk,
majd 200 nM DHE-t (Thermo Fisher Scientific) tartalmazé PBS oldattal kezeltiik. 30 min
inkubaciot kovetden a letapadt sejteket trypsin-EDTA (Biosera) oldattal begytjtottiik. A sejtek
aramlasi citometras analiziséhez FACS Calibur (Becton Dickinson) aramlasi citométert és
CellQuestPro 5.2 szoftvert (Becton Dickinson) hasznaltunk, a fluoreszcencia intenzitast FL-3
csatornan mértiikk. Az adatok kiértékeléséhez FlowJo 10.6.2. (Becton Dickinson) szoftvert

hasznaltunk.

4.7. Sejtciklus analizis

A sejtciklus progresszid vizsgalatat UVB besugarzast kovetéen 1, 3 és 6 nappal
végeztik. A sejteket trypsin-EDTA oldattal begytijtottilk, majd DPBS mosast kovetéen
jéghideg 80%-0s etanolban (VWR, Radnor, PA, USA) fixaltuk. A mérés tovabbi részében
minden mintdbol megegyezd szamu sejtet hasznaltunk fel. A sejteket centrifugalast kdovetéen
(5 min, 3500 rpm) szuszpendaltuk 50 pL/minta DPBS-ben, kiegészitve 0,2 mg/mL RNase A
(Sigma), 0,2% Triton-X 100 (Amresco, Solon, OH, USA) ¢s 5 mg/mL PI oldattal. A sejteket
45 percig inkubaltuk 37°C-on, majd a mintakat 0,5% BSA (bovine serum albumin, VWR)
oldattal egészitettiik ki. A sejtciklus progresszio analiziséhez FACS Calibur (Becton Dickinson)
aramlasi citométert hasznaltunk, a fluorescencia intenzitast FL-2 csatornan mértiik. A mérési
hibak elkeriilése végett az elemzés sordn a doublet (0sszetapadt) sejtek kizarasa keriiltek. Az

adatok kiértékeléséhez FlowJo 10.6.2. (Becton Dickinson) szoftvert hasznaltunk.

4.8. HPRT gémutacios assay

A CHO sejteket HAT-tal (hypoxanthine-aminopterin-thymidine; HAT Media
Supplement (50x) Hybri-Max™, Sigma) kiegészitett szelektiv DMEM-ben tenyésztettiik egy
hétig a sejtkultaraban taladlhaté spontdn HPRT-muténs sejtek elimindlasa céljabol. A sejtek
Osszetételli, komplett DMEM tenyészt6oldatban. Ezutan a sejteket trypsin-EDTA oldattal
begytjtottiik, majd a kisérlet kovetkezd 1épéseihez miden minta esetében megegyezd szamu

(~1x106) sejtet vittiink tovabb. A sejteket 100 mm 4tmérdjii mlianyag petri-csészékbe raktuk
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ki 5 uM 6-thioguanine-t (6-TG; Sigma) tartalmaz6 szelektiv DMEM-be. A HPRT génben
tartds, funkcidvesztéssel jaré mutaciot hordozo sejtek (6-TG rezisztens sejtek) 10 napon beliil
szabad szemmel lathatd, kvantifikalhatdo kolonidkat képeztek. Ezutdn a petri csészék
feliiluszojat eltavolitottuk, PBS-sel mostuk és 10 percig, 100%-0s metanol oldattal fixaltuk a
letapadt sejteket. A keletkezett kolonidkat May-Griinwald-Giemsa (Molar Chemicals,
Halasztelek, HU) festéssel tettiik lathatova. Pozitiv kontrollként 10 uM 1-Methyl-3-nitro-1-
nitrosoguanidine-nel (MNNG; TCI Europe N.V., Zwijndrecht, Belgium) kezelt sejteket

hasznaltunk.

4.9. Western blot

A sejteket protedz inhibitor koktéllal (higitas: 1:1000) kiegészitett RIPA puffer (Sigma)
felhasznalasaval lizaltuk 2, 6, illetve 24 o6raval az UV irradiaciot kovetden. A lizatumokat 4°C-
on centrifugaltuk (15.000 rpm; 5 min), a tovabbiakban az oldatok feliiliszdjaval dolgoztunk. A
hataroztuk meg a gyartd utasitasait kovetve. A koncentracié meghatarozasa utan a mintakat 5X-
0s loading pufferral (Bromophenol blue (0,25%), B-Mercaptoethanol (5%), Glycerol (50%),
SDS (sodium dodecyl sulfate; 10%; Duchefa Biochemie) egészitettiik ki, majd 10 percig
100°C-on forraltuk a fehérjék denaturaldsa céljabol.

A proteinek méret szerinti szeparalasat a vizsgalt protein molekulatomegétdl fliggden
7,5, 10 vagy 12,5%-o0s poliakrilamid gélen végeztiik, a szétvalasztott fehérjéket nitrocelluloz
membranra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) vittiik at. A membranokat TBS-T-vel (0,05%
Tween-20-szal kiegészitett TBS puffer) mostuk, majd 1 6raig blokkoltuk 5%-os zsirszegény
tejpor oldatdban a nem-specifikus antitest bek6tddés megeldzése végett. A membranokat 4°C-
on, ,,overnight” inkubaltuk a primer antitesttel 5%-o0s BSA oldatban. (A kisérletekhez hasznalt
antitestek leirasat a 2. tablazat tartalmazza.) TBS-T mosast kovetéen a membranokat
tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt kecske eredetli anti-egér/anti-nytl) IgG szekunder
antitesttel (Bio-Rad; higitas: 1:2000) inkubaltuk 1 6raig, a membranok 6vatos razasa mellett.
Mosast kdvetden a jelolt fehérjesavok vizualizalasat Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
(Thermo Fisher Scientific) vagy SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztiik. Az adatok kvatifikdlasdhoz ImageJ 1.8.0

szoftvert hasznaltunk.
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Antitest Klén Higitas Gyarté
LC3I-1 D3u4C 1:100 Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA

mTOR 2972S 1:1000 Cell Signaling Technology

Foszfo-mTOR S2481 1:1000 Cell Signaling Technology
p53 CMO042C 1:1000 Biocare Medical, Pacheco, CA, USA
Foszfo-p53%ert> 16G8 1:1000 Cell Signaling Technology
anti-PAR (10H) sc-56198 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA
3-aktin 8H10D10 1:4000 Cell Signaling Technology

2. tablazat: A fehérjeexpresszios mérések soran hasznalt monoklonalis antitestek adatai.

4.10. Az adatok statistikai analizise

Az adatok eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel hataroztuk meg. Két csoport 6sszehasonlitasara
—normalis eloszlas esetén — fiiggetlen kétmintas t-probat hasznaltunk. Harom vagy tobb csoport
Osszehasonlitdsara 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 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) és SPSS 25 szoftver (SPSS
package for Windows, Release 25.; SPSS, Chicago, IL, USA) segitségével végeztik. Az
értekezésben bemutatott abrakon az egyes kisérletek adatainak atlagat = SEM tiintettiik fel, a
statisztikailag szignifikéns eltéréseket *, ** és *** jelolésekkel lattuk el, melyek jelentése

rendre P <0,05, P <0,01 és P <0,001.
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5. Eredmények

5.1. Az UVB mutagenezis csokkentése, valamint a sejtszintiit UVB-valasz modositasa NER

gatlo hatasu molekulak segitségével

5.1.1. A veliparib, a resveratrol, az arzén-trioxid és a spironlactone NER gatlo hatdsdanak

igazoladsa

Korabbi vizsgalatok szerint a veliparib [57], a resveratrol [56], az arzén-trioxid és egyéb
arzéntartalmu vegyiiletek [58, 102, 107], valamint a spironolactone [59, 60, 97] egyarant a NER
rendszer miikodésének gatlasat, ezaltal az UVB-indukalta CPD 1éziok akkumulacidjat idézheti
el6 az UV-expozicidnak kitett sejtekben. Kutatdsaink sordn ennek igazoldsara UVB
sugarzasnak kitett CHO sejteken végeztiink eldkezelést a fent megnevezett molekuldk
oldataival 2 6raval az UV besugarzast megelézéen. A sejteket 25 uM veliparib (ABT-888), 10-
50 uM resveratrol, 5-25 uM spironolactone vagy 0,5-4 pug/ml arzén-trioxid oldattal kezeltiik,
majd 20 mJ/cm? UVB sugarzasnak tettiik ki. A besugarzast kvetéen 24 6raval detektaltuk a
sejtek genomjaban fennmarad6é CPD 1€ziok relativ mennyiségét. Az irradialt sejtek genomjaban
detektalhaté CPD-k szdma minden esetben szignifikansan magasabb volt a kezelést kovetden a
kontroll (csak UVB besugarzason atesett) sejtekhez viszonyitva. Egyes esetekben ez az
emelkedés a kontrollhoz képest az 50%-ot is meghaladta (4.A-D abra). A veliparib hatasara
bekovetkezd fokozott CPD akkumulaciot HaCaT sejtek esetében munkacsoportunk mar egy
korabbi kisérlet soran is kimutatta [57]. Az eredmények megerdsitése érdekében a tobbi
inhibitorral végzett vizsgéalatot is megismételtik HaCaT keratinocita sejtvonalon, minden
kezelésnél a korabbi mérések soran leghatdsosabbnak bizonyult kezelési koncentraciot
alkalmazva (4.E abra). Az eredmények alapjan az emlitett molekulak korabban leirt, a CPD
1ézidk eliminélasara kifejtett gatlo hatdsa és a kezelés kovetkeztében a 1éziok emelkedett

akkumulacidja a genomban az altalunk hasznalt kisérletes rendszerben is igazolhato volt.
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4. abra: A CPD fotoléziok relativ mennyisége UVB besugarzast kovetoen. (A) Veliparib (ABT-888), (B)
resveratrol (RSV), (C) arzén-trioxid (As203) és (D) spironolactone (SP) kezelést kovetden CHO sejteket 20
mJ/cm2 UVB sugarzasnak tettiik ki, majd CPD-specifikus ELISA segitségével detektaltuk a sejtek DNS-ében
talalhato 1éziok szamat 24 draval a besugarzast kovetden. (E) A kisérleteket megismételtiik HaCaT sejteken az
altalunk leghatékonyabbnak talalt RSV, SP és As;Os; koncentraciokkal torténd kezelést kovetéen. A CPD-k
mennyiségét a kezelés nélkiili (kontroll), UVB-irradialt mintak értékeivel normalizaltuk. Az abrak n>3 fiiggetlen
kisérlet atlagat + SEM mutatjak, ahol *, ** és *** a statisztikailag szignifikans eredményeket jelolik (p<0,05;
p<0,01 és p<0,001).

5.1.2. A CPD akkumulacio és mutagenezis kapcsolatanak vizsgalata in vitro

A kovetkezOkben szerettiik volna felmérni az UV-indukélta CPD 1ézidk genomi

akkumulacigja és a javitatlan 1€ziokbol adodé DNS mutaciok kialakulasa kozotti kapesolatot.
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Az UVB-indukalta mutagenezis mértékének meghatarozasa érdekében HPRT génmutacios
assay-t végeztiink. Az emlitett metodika segitségével egy adott sejtpopulaciot szelektiv
tapkozegbe helyezve kiszelektalhatok a sejtpopulacio azon egyedi sejtjei, amelyek valamely
mutagén hatas kovetkeztében tartos, 6roklodé mutaciot szenvedtek a HPRT génjilikben, igy az
arrol atirod6 HPRT enzim funkciovesztése kovetkezett be. Fontos kiemelni, hogy ezen mddszer
alkalmazdsa soran csak azok a sejtek keriilnek detektaldsra, amelyek a genomjukban
bekovetkezd mutaciok ellenére megorizték élet- és proliferacios képességiiket, ezaltal

fiziologias koriilmények kozott esetlegesen a tumorigenezis rizikojat hordozzak magukban

[142].

Az UVB sugarzas mutagén hatdsdnak kvantifikalasa érdekében kiilonb6z6é dozisu
sugarzasnak kitett CHO sejtek HPRT mutacios ratajat vizsgaltuk a fentebb leirt modszer
segitségével. Eredményeink azt mutatjak, hogy alacsonyabb (0-10 mJ/cm?) UVB besugirzas
esetén a HPRT mutéciot hordozoé sejtek aranya az alkalmazott UVB doézissal parhuzamosan
novekszik. Ennél magasabb (>15 md/cm?) UVB dézis alkalmazisa esetén azonban a
detektalhatd mutécios rata hirtelen lecsokken (5.C dbra), annak ellenére, hogy az UVB-
indukalta CPD 1ézidok mennyisége tovabbra is egyenesen aranyosan ndvekszik az UVB-dozis
emelkedésével (5.B abra). A novekvé UVB sugarzas altal kivaltott toxicitasi gorbét az

értekezeés 5.A abrajan tiintettiik fel.
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5. abra: (A) UVB-indukalta toxicitasi gorbe, (B) CPD akkumulacié és (C) HPRT mutagenezis CHO
sejtvonalon. A sejtek életképességét 48 Ora utan mértik Annexin V/PI festést kovetd aramlasi citometrias
vizsgalattal. A sejtek DNS-¢ében talalhato CPD léziok mennyiségét 24 oraval a besugarzast kovetden detektaltuk
CPD-specifikus ELISA segitségével. Az abrak n>3 fliggetlen kisérlet atlagat + SEM mutatjak, ahol * a
statisztikailag szignifikans eredményeket jeloli (p<0,05).
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Ezek az eredmények valamelyest modosithatjdk korabbi elképzelésiinket arra
vonatkozoan, hogy az UVB sugarzas erdssége €s az altala indukalt mutagén hatds szigortian
linedris Osszefiiggést mutat. Ezzel szemben arra utal, hogy az altalunk hasznalt kisérleti
modellben az alacsonyabb citotoxikus hatast kivalto UVB dozis nagyobb kockézatot jelent az

UVB-indukalta mutagenezis szempontjabol.

5.1.3. Az UVB mutagén hatasanak csokkenése veliparib, arzén-trioxid és spironolactone

kezelés indukdlta NER gatlast kovetoen

Az elézbéekben felvazoltak alapjan a korabban emlitett inhibitorok mutagén hatasanak
vizsgalatara az 4ltalunk leginkabb mutagén hatasunak itélt, 10 mJ/cm? dézisa UVB besugarzast
talaltuk legmegfelelébbnek. A kisérletekhez CHO sejtvonalat hasznaltunk, melyeket a
korabbiakkal megegyez6 mddon kezeltiink az emlitett inhibitor hatast molekuldkkal. Mivel a
HaCaT sejtek kiemelkedden intoleransnak bizonyultak a szelekcios kozegként alkalmazott 6-
thioguanin irant, az ebb6l ad6do rendkiviil alacsony koldéniaszam kovetkeztében ez a sejtvonal

alkalmatlannak bizonyult a HPRT génmutacios assay elvégzésére.

Vizsgalataink sordn a varakozasokkal ellentétben a négy, korabbiakban repair inhibiciot
kifejtd vegytilet koziil harom (veliparib, arzén-trioxid, spironolactone) jelentds mértékben
visszafogta az UVB-indukalta mutagén folyamatokat. A megfigyelt csokkenés egyes esetekben
olyan mértékii volt, hogy a kezelés kovetkeztében a HPRT gén mutécios ratdja csaknem a
kontroll (UVB-sugarzasnak nem Kkitett) sejtekét kozelitette (6.A-B; D-E abra). A negyedik
vizsgalt molekula, a resveratrol nem okozott jelentds valtozast a sejtek HPRT mutacios
szintjében (6.C dbra). Ezen eredmények rendkiviil meglepdek voltak az ugyanezen kezelések
kovetkeztében szignifikansan megnévekvo CPD akkumulacié (4. abra) tiikkrében. Emellett arra
engednek kovetkeztetni, hogy az UVB-indukalta mutagén folyamatokat a DNS karosodas
mértéke mellett egyéb, a sejtszintli UV-valasz mas aspektusait érintd utvonalak is
nagymértékben befolyasoljak. Pozitiv kontrollként 10 uM MNNG-vel (1-Methyl-3-nitro-1-

nitrosoguanidine) kezelt sejteket hasznaltuk (6.F-G abra).
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6. abra: HPRT-mutagenezis UVB besugarzast kovetéen. (A) A HPRT génmutacios assay-t az inhibitor kezelést
és 10 mJ/cm? UVB besugarzast kovetéen 7 nappal végeztiik. A lathato telepek szdma megegyezik az 1x10° sejtbol
funkciovesztéses HPRT mutaciot hordozo sejtek szamaval. (B) A Veliparib (ABT-888), (C) resveratrol (RSV),
(D) arzén-trioxid (As203) és (E) spironolactone (SP) kezelés hatasat az UVB-indukalta mutacids ratara a
diagramok szemléltetik. (F-G) Pozitiv kontrollként MNNG kezelésen atesett sejteket hasznaltunk. Az abrak n>3
fiiggetlen kisérlet atlagat + SEM mutatjak, ahol * és ** a statisztikailag szignifikans eredményeket jelolik (p<0,05
és p<0,01).

5.1.4. A vizsgalt molekuldk hatasa az UVB-indukalta apoptotikus sejtvalaszra

Tovéabbi vizsgalataink sordn azon folyamatok vizsgalatat tlztiik ki célul, amelyek a
direkt DNS karositd hatas ellenében, esetlegesen azt ellensulyozva képesek az UVB mutagén
hatasanak csokkentésére. A kiilonb6zd anorganikus arzén vegyiiletek rendkiviil erds
citosztatikumok [113, 116], az egyéb mutagén kezelésekkel (pl. UV sugarzassal) kombinalva

kifejtett ko-citotoxikus hatasuk szintén ismert [143]. A sejten beliili apoptdzis indukcid a
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mutaciot hordozo sejtek klondlis expanziojat hivatott megeldzni, ezéltal védelmet nyljtva a
sejteket éré genotoxikus hatasokkal szemben [122]. Ennek alapjan feltételeztik, hogy az
altalunk hasznalt kezelések kovetkeztében esetlegesen feler6sodd fotoszenzitiv reakcidk

részben magyarazatot adhatnak a csokkend mutacios ratara alkalmazasukat kovetden.

A vizsgélatok soran CHO ¢és HaCaT sejteket kezeltiink a kordbbiakkal megegyezd
dsszetételii oldatokkal, majd ezt kdvetéen 20 mJ/cm? UVB besugarzasnak tettiik ki ket. 48 ora
elteltével a sejteken Annexin V és propidium-jodid kettds jelolést alkalmaztunk, majd aramlasi
citometrias méréssel detektaltuk az adott mintdban megtalalhato €16, apoptotikus €s nekrotikus
sejtek ardnyat. A CHO kultiran végzett mérések sordn az arzén-trioxid €s a spironolactone
kezelés jelentdsen — magasabb koncentraciok esetében akar ~40%-kal — csdkkentette a taléld
sejtek aranyat UVB besugarzast kovetéen (7.E-H abra), amig a resveratrol enyhébb,
megkozelitdleg 20%-os visszaesést okozott a sejtek viabilitasaban (7.C-D abra). Ezek az
adatok jol korreldlnak azokkal az eredményekkel, melyek szerint a korabbiakban az arzén-
trioxid és a spironolactone kezelések az UVB-indukalta mutagenezist nagymértékben
csokkentették, mikozben a resveratrol nem volt hatassal arra. Némiképp meglepé modon
azonban a veliparib, amely kordbban igen erdsen befolyasolta a sejtek CPD-repair kapacitasat
¢s az UVB-indukalta mutagenezist, nem volt hatassal a sejtek viabilitasara (7.A-B abra).
HaCaT sejtek esetében hasonl6 valtozasokat tapasztaltunk a resveratrol, az arzén-trioxid és a
spironolactone esetében is (8.abra). Korabbi eredményeink alapjan HaCaT sejteknél veliparib

kezelést kovetden is megfigyelhetd volt a sejtelhalas kisebb mértékli fokozodasa [57].
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7. abra: CHO sejtek életképességének aramlasi citometrias mérése. A sejteket 20 mJ/cm? UVB-irradiaciot
megel6zden (A-B) veliparibbal (ABT-888), (C-D) resveratrollal (RSV), (E-F) arzén-trioxiddal (As;O3) vagy (G-

H) spironolactonnal (SP) kezeltiik el6 az abran jelolt koncentraciokban. 48 draval a besugarzast kdvetéen Annexin

V/propidium-jodid (PI) kett6s festést végeztiink, majd aramlasi citomertias detektalas soran elkiilonitettik a

mintakban talalhatd apoptotikus (Annexin V+/PI-), nekrotikus (annexin V+/PI+) és €16 (Annexin V-/Pl-) sejteket.

Az oszlopok az adott mintaban talalhatd €16 sejtek aranyat jelolik. Az abrak n>3 fliggetlen kisérlet atlagat + SEM

mutatjak, ahol *; ** és *** a statisztikailag szignifikans eredményeket jelolik (p<0,05; p<0,01 és p<0,001).
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8. abra: HaCaT sejtek életképességének aramlasi citometrias mérése. A sejteket UVB-irradiaciot megel6z6en
(A) resveratrollal (RSV), (B) arzén-trioxiddal (As»O3) vagy (C) spironolactonnal (SP) kezeltiik el6 az abran jelolt
koncentracidkban. 48 oraval a besugarzast kdvetden Annexin V/propidium-jodid (PI) kettds festést végeztiink. Az
oszlopok az adott mintaban talalhat6 ¢él6 sejtek aranyat jelolik. Az abrak n>3 fiiggetlen kisérlet atlagat + SEM
mutatjak, ahol *; ** és *** a statisztikailag szignifikans eredményeket jeldlik (p<0,05; p<0,01 és p<0,001).

5.1.5. A vizsgalt molekuldk hatdasa az UVB sugdrzdst koveto sejtciklus blokkra

Az apoptdzis indukcid mellett a sejtciklus folyamatanak blokkolasa szintén hatékony
mechanizmus egy esetleges mutagén hatds hosszu tava kovetkezményeinek enyhitésére. A
folyamat sordn a sejtciklus tovabbhaladasa gatlodik azon sejtek esetében, amelyek nagyobb
mennyiségli, javitatlan DNS kérosodast szenvedtek, ezaltal elkeriilhetd a karosodasbol
kovetkezd mutaciok tovabborokitése a sejtosztodas sordn, valamint megndvelhetd a sejt repair

komplexei szamara a 1éziok javitasara fordithato id6 [144, 145].

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai soran mar kimutatasra keriilt, hogy a veliparib
altal kivaltott PARP1 inhibici6 fokozhatja az UVB-indukalta sejtciklus blokkot HaCaT
keratinocitakon [57]. Ebbdl kiindulva szerettilk volna megvizsgalni az altalunk alkalmazott
tobbi kezelés hatasat is az UVB besugarzast kovetd sejtciklus progressziora, valamint
megismételtiik a veliparib hatasanak vizsgalatat CHO sejtvonalon is. Az inhibitoros kezeléseket
¢és az UVB expoziciot kdvetden 1, 3 és 6 nappal a sejteken propidium-jodid festést végeztiink,
majd dramlési citometrids méréssel vizsgaltuk az egyedi sejtekben talalhato6 DNS mennyiséget.
Ezaltal a sejtciklus kiilonboz6 fazisaiban tartdzkodo sejtek megkiilonboztethetdk, egymashoz

viszonyitott aranyuk meghatarozhato.

Egy nappal az UVB besugarzast kdvetéen minden vizsgalt csoportban megnétt G2/M
fazisban talalhato sejtek aranya, amely megegyezik azon korabbi tanulmanyok eredményeivel,

melyek szerint az UVB-indukalta sejtciklus blokk féként G2/M fazisban manifesztalodik [146].
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A sejtciklus progresszio regeneralodasa 3 nappal az UV expozicidé utan mar megfigyelhetd, 6
napot kovetéen pedig a sejtciklus kiilonbozé fazisaiban tartozkodd sejtek aranya kozel

megkiilonboztethetetlen a kontroll (UVB sugarzason nem atesett) sejtekétdl (9-10.A abra).

Az arzén-trioxid és a spironolactone kezelés nem volt hatassal az UVB-indukalta
sejtciklus progresszids valtozasokra (9. abra). Amennyiben a sejteket 25 uM veliparibbal
kezeltiik el, a CHO sejtek esetében is statisztikailag szignifikans novekedést tapasztaltunk a
G2/M fazisban talalhato sejtek szamaban 3 nappal az UVB expoziciot kovetden. Ez a kiilonbség
még 6 nappal a besugarzas utan is kimutathato volt (10.B abra). A resveratrol kezelés szintén
kisebb mértékii novekedést valtott ki a Go/M fazisban detektalhato sejtek aranyaban, ez azonban

csak 3 nappal az expoziciot kdvetéen volt megfigyelhet6 (10.C abra).
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9. abra: Sejtciklus progresszié mérése UVB besugarzas kovetéen arzén-trioxid és spironolactone kezeléssel.
A sejteket 20 mJ/cm? UVB-irradiaciét megeléz8en (A) 0,5-2 pg/ml arzén-trioxid oldattal vagy (B) 5-25 uM
spironolactonnal kezeltiik. 1, 3 és 6 nappal az UVB besugarzast kovetden propidium-jodid (PT) festéssel vizsgaltuk
az egyedi sejtek sejtciklus progresszidjat. A mérések sordn a G1, S, illetve G2/M fazisos sejteket kiilonitettiik el a

sejtek DNS tartalma alapjan. Az abrak n>3 fliggetlen kisérlet atlagat + SEM mutatjak be.
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10. abra: Sejtciklus progresszio mérése UVB besugarzas kovetoen veliparib és resveratrol kezeléssel. A
sejteket 20 mJ/cm? UVB-irradiaciot megelézéen (A-B) 25 uM veliparibbal (ABT-888) vagy (C) 10-50 uM
resveratrollal kezeltiik. 1, 3 és 6 nappal az UVB besugarzast kovetéen propidium-jodid (PI) festéssel vizsgaltuk az
egyedi sejtek sejtciklus progresszigjat. A mérések soran a G1 (kék), S (z61d), illetve G2/M (piros) fazisos sejteket
kiilonitettiik el az abran jeldlt modon. Az abrak n>3 fliggetlen kisérlet atlagat + SEM mutatjak, ahol * és ** a
statisztikailag szignifikans eredményeket jelolik (p<0,05 és p<0,01).

5.1.6. A vizsgalt molekulak eltéré hatasa az UVB sugarzas indukalta fehérje szintii valtozasokra

A vizsgalt molekuldk anti-mutagén hatdsdnak megértése érdekében tovabbi célként
tlztik ki néhany kozponti szabalyozo fehérje aktivacids szintjének vizsgélatat abban a
reményben, hogy az UVB-mutagenezisre kifejtett mérsékld hatds mogott hasonld

génexpresszids valtozasokat talalunk a kiillonb6zé molekulak esetében. Elsoként a stressz-
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valaszban kozponti szerepet betolté p53 protein foszforilacios szintjét vizsgaltuk, ami
elengedhetetlen szerepet tolt be a bekovetkezett DNS karosodas felismerésében és az azt kvetd
repair folyamatok inicidlasaban [147]. Ezzel parhuzamosan méréseket végeztiink az LC3
(,,phosphatidylethanolamine conjugated form of microtubule-associated protein 1A/1B-light
chain 3 protein”) II izoformajanak expresszios szintjét illetden, ami a sejten beliili autofagias
folyamatok elfogadott markerének tekintheté [148]. Ugyancsak vizsgaltuk az mTOR
(,,mammalian target of rapamycin”) expresszios és aktivacios szintjének valtozasat, amely a
sejten beliili apoptotikus, szeneszcencia és autofagias folyamatok egyik f6 szabalyozo
molekulédja. A p53-mal ellentétben, amely az apoptozis, illetve a sejtciklus blokk iranyaba tolja
el a stressz-valaszt, az mTOR foszforilalt formaja a karosodott sejtek talélését, illetve
kifejezédését az UVB expoziciot kovetden 2, 6 és 20 6ras idOpontokban detektaltuk western

blot segitségével, CHO sejtvonalon.

A mérések alapjan a p53 emelkedett expresszids szintet mutatott az UVB besugarzast
kovetéen 2-6 oraval, majd szintje normalizalédott 20 o6raval az expoziciot kovetden. A
veliparibbal torténd elékezelés a fehérje teljes detektalhatdé mennyiségében nem, annak
foszforilacids szintjében azonban szignifikans valtozasokat okozott minden vizsgalt idédpontban
(11.A-B abra). A varakozasokkal ellentétben a tobbi kezelés nem volt befolyassal a p53
aktivaciora (12.A abra), ami némiképp meglepd az arzén-trioxid és a spironolactone altal
kivaltott nagymértékli foto-citotoxicitds fényében. Ebbdl kifolyolag elképzelhetd, hogy az
utébbi két molekula altal medidlt valtozasok valamely p53-tdl fiiggetlen jelatviteli Gton

szabalyzddnak.

Hasonlo6 valtozast figyeltiink meg az LC3-I1 autofagia marker vizsgalata soran, ahol
ugyancsak a veliparib esetében volt kimutathatd szignifikans valtozas a kezelés kovetkeztében.
Az adatok alapjan nagymértékii novekedés kovetkezett be a sejtek autofagias folyamataiban az
UVB sugérzas hatasara, amely valtozas 20 oraval az expozicid utan volt leginkabb kimutathat6.
A sejtek veliparibbal torténé eldkezelése tovabb fokozta ennek mértékét (11.A;C abra). Az
altalunk alkalmazott egyéb kezelések (resveratrol, arzén-trioxid, spironolactone) nem voltak

hatassal a sejtek LC3-II expresszios szintjére (12.B abra).

Vizsgéalataink sordn az arzén-trioxid, illetve a spironolactone kezelés hatasara
novekedett az mTOR foszforilacidja, azonban ez a valtozéds csak a spironolactone esetében

bizonyult statisztikailag szignifikansnak. A teljes mTOR expresszios szint nem valtozott (11.D-
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E abra). A masik két vegyiilet (reveratrol, veliparib) nem okozott szignifikans kiilonbséget az

MTOR foszforilacios szintjében (12.C abra).
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11. abra: Protein expresszidés és aktivacios valtozasok UVB besugarzast kovetéen. (A) A sejtekben

detektalhat6 teljes p53, foszfo-p53 (p-p53) és LC3-1/11 szintet veliparib és UVB kezelést kovetéen 2, 6 és 20 oraval
detektaltuk. Az abrak az (B) aktivalt p53 (p-p53) és (C) LC3 (LC3-1I) szintet mutatjak a kontroll (kezeletlen, nem-
irradialt) mintakhoz képest. (D) A teljes mTOR és foszfo-mTOR (p-mTOR) szintjének valtozasa 6 oraval az UVB

utan arzén-trioxid és spironolactone kezelést kovetéen. (E) Az aktivalt mTOR (p-mTOR) szintjét UVB besugarzas

utan 2, 6 és 20 oraval detektaltuk. Az adatokat a B-aktin szintjéhez normalizaltuk. Az abrak n>3 fliggetlen kisérlet

atlagat + SEM mutatjak, ahol * és ** a statisztikailag szignifikans eredményeket jelolik (p<0,05 és p<0,01).
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12. abra: Protein expresszios és aktivacios valtozasok UVB besugarzast kovetoen. Az abran (A) a p53 protein

crer

detektaltuk 20 mJ/cm? UVB besugarzast kovetden 2, 6 és 20 oraval. A sejteket a besugirzast megel6z6en
resveratrol, arzén-trioxid vagy spironolactone oldattal kezeltiik. (C) A sejtek mTOR foszforilacids szintjében
bekovetkezé valtozasokat szintén feltiintettilk veliparib és resveratrol kezelést kovetden. Az adatokat minden

esetben a B-aktin szintjéhez normalizaltuk. Az abrak n>3 fliggetlen kisérlet atlagat + SEM mutatjak.

Az elvégzett protein expresszios mérések alapjan tehat elmondhatd, hogy az altalunk
vizsgalt négy molekula egymastdl rendkiviil kiilonb6z6 modon volt hatassal a sejtek
génkifejez0dési mintazatara csakigy, mint az UV-indukalta apoptdzisra és sejtciklus blokkra.
Ennek alapjan az UVB-indukalta mutacios teherre kifejtett kedvezd hatdsuk valosziniisithetéen

nem vezethetd vissza egyetlen, kozos tulajdonsagra.
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5.2. A silymarin modosité hatasai az UV A-indukalta sejtszintii folyamatokra

crer

sejtelhaldsra

Munkank soran kiilonb6z6 eredetli és Osszetételli, silymarin port tartalmazo oldatok
hatasat vizsgaltuk UVA ¢és UVB sugarzasnak kitett HaCaT human eredetii keratinocita
sejtvonalon. A sejteket 30 percig inkubaltuk a vizsgalt hatéanyagok jelenlétében, majd
kiilonb6z6é dozist UVA vagy UVB sugarzasnak tettiik ki. A sejtek kezeléséhez haromféle
forrasbol szarmazo6 silymarin oldatot hasznaltunk (részletes leirast 1asd: Anyagok és Modszerek
4.2.2): 1) a Sigma-Aldrichtol rendelt, laboratoriumi felhasznalasra késziilt silymarin port, 2) a
Silegon néven kereskedelmi forgalomban 1év6 silymarin tabletta poritott oldatat, valamint 3) a
Debreceni Egyetem Gyodgyszertechnologiai Tanszékének munkatarsai altal formulazott, a

sejtekbe torténd penetraciot eldsegitd osszetétellel rendelkez6 silymarin oldatokat.

A Kkisérleteink els6 fazisaban arra voltunk kivancsiak, képesek-e az altalunk hasznalt
silymarin oldatok valamilyen irdnyban befolyasolni a sejtek tulélését kiilonboz6 dozisut UVA/B
sugarzast kovetden, azaz rendelkeznek-e valamilyen mértékii fényvédd vagy ellenkezd esetben
fototoxikus tulajdonsaggal. A sejtek életképességének meghatarozasahoz elséként MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) assay-t hasznaltunk, amely az
adott mintadban talalhato ¢€l6 sejtek egylittes metabolikus aktivitdsa alapjan kvantifikalja az
¢letképes sejtek relativ mennyiségét [150]. A sejtek relativ életképességét minden esetben a

besugarzast kovetden 24 oraval vizsgaltuk.

A vizsgalatok soran igen jelentds, dozisfiiggd csokkenés volt megfigyelhetd a silymarin
oldatokkal torténd kezelést kovetden abban az esetben, ha a sejteket a kezelés utan UVA
besugarzasnak tettiik ki (13. abra). Az etanolban oldott, tiszta silymarin porok (Sigma; Silegon)
megegyez0 mértékben fokoztdk az UVA foto-citotoxikus hatasat, mig a silymarin penetraciot
fokoz6 formulécioi egymastdl eltéré mértékben — valoszinilisithetden az adott oldat penetracios

hatékonysagatol fliggden — serkentették az UV A-indukalta sejtelhalast.

Az eldbbiekkel ellentétben a silymarin kezelés nem okozott szignifikans valtozast a

sejtek UVB besugarzast (10 és 20 mJ/cm?) kovetd talélési aranyaban (14. abra).
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13. abra: HaCaT sejtek életképessége silymarin kezelés és kiilonb6zo dozisa UV A besugarzast kovetéen. Az
UVA irradiaciot megel6zden a sejteket 30 percig el6kezeltiik (A) a Sigma-Aldrich altal kutatasi célra eldallitott és
(B) a Silegon néven kereskedelmi formalomban kaphat6 silymarin etanolos oldataval. (C) Ezen kiviil méréseket
életképességét a besugarzast kovetden 24 oraval mértilk MTT assay segitségével. Az abrak n=3 fiiggetlen kisérlet

atlagat + SEM mutatjak, ahol * és *** a statisztikailag szignifikans eredményeket jelolik (p<0,05 és p<0,001).
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14. abra: HaCaT sejtek életképessége silymarin kezelés és novekvo dozisi UVB besugarzast kovetéen. Az

s

ey

segitségével. Az abrakon n=3 fliggetlen kisérlet atlagat + SEM tiintettiik fel.

A silymarin altalunk tapasztalt fotoszenzitizald hatdsat UVA besugarzast kovetden
Annexin V/PI kettds festést kovetd aramlasi citometrias méréssel erdsitettiik meg, ami az MTT
assay-nél kozvetlenebb informaciot nyujt a vizsgalt sejtpopulacioban bekdvetkezé apoptotikus
folyamatokrol. A mérésekhez a silymarin (Sigma) két, az el6z6 kisérletek soran leginkabb
fototoxikusnak talalt koncentraciojat (100 és 250 pg/ml) hasznaltuk, az UVA dézis 10 J/cm?
volt. A silymarin ebben az esetben is jelentds fényérzékenyitd tulajdonsaggal birt, amennyiben
a valasztott UVA doézis altal kivaltott viszonylag enyhe, megkozelitéleg 10%-os sejtelhalas

silymarin kezelést kdvet6en akar 40, illetve 70% folé is ugorhatott (15. abra).
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15. abra: HaCaT sejtek életképességének aramlasi citometrias mérése. A sejteket 10 J/cm? UVA-irradidciot
megel6z6en 100 vagy 250 pg/ml silymarin oldattal kezeltiink (Kontroll = nem kapott kémiai kezelést). (A) 24
oraval a besugarzast kovetéen Annexin V/propidium-jodid (PI) kett8s festést végeztiink, majd aramlési citomertias
detektalas soran elkiilonitettilk a mintakban talalhat6 apoptotikus (Annexin V+/PI-), nekrotikus (annexin V+/Pl+)
és é16 (Annexin V-/Pl-) sejteket. (B) Az oszlopok az adott mintaban talalhato é16 sejtek aranyat jelolik. Az abrak

n=3 fiiggetlen kisérlet atlagat + SEM mutatjak, *** a statisztikailag szignifikans eredményeket jel6li (p<0,001).

5.2.2. Silymarin kezelés csokkento hatasa az UVA-indukalta reaktiv oxigéngyok (ROS)

termelésre

A silymarin kezelés utan tapasztalt er6s fototoxikus hatds UVA sugarzast kdvetéen
valamelyest ellentmondast mutat azzal a ténnyel, hogy szamos tanulmanyban a hatéanyag
jotékony hatasat irtak le annak kiemelkeddé ROS-scavenger tulajdonsagaibol adoddan [123,
124,129, 130]. Annak érdekében, hogy felmérjiik az altalunk hasznalt silymarin oldatok hatasat
az UVA-indukalta ROS-képzddésre, a sejtek DHE festését kovetden dramlési citometrids

méréssel detektaltuk az intracellularis szuperoxid- és hidrogén-peroxid gyokoket [151].

Kisérleteink sordn a silymarin eldkezelés szignifikdnsan csokkentette a keratinocitak
ROS termelését magas dozisu (20 J/cm?) UVA besugarzast kovetden, amennyiben a
legmagasabb alkalmazott silymarin koncentracional (250 pg/ml) koriilbelil 30%-kal
alacsonyabb volt a sejtek DHE intenzitasa. A penetraciot serkentd formulaciok esetében
hasonld hatas volt megfigyelhetd, ahol a korabbiak soran leginkabb fototoxikusnak bizonyult

Osszetétel eredményezte a legnagyobb mértékii csokkenést a sejtek ROS produkciojaban. A
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kontroll (nem-irradialt) sejtek ROS produkcidjara a silymarin egyik vizsgalt oldata sem volt
hatassal (16. abra).
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16. abra: HaCaT sejtek relativ ROS tartalma silymarin kezelés és UVA besugarzast kovetéen. Az UVA
irradiaciot megelézéen a sejteket 30 percig eldkezeltiik (A) a Sigma-Aldrich éltal kutatasi célra eléallitott, (B) a
Silegon néven kereskedelmi formalomban kaphat6 silymarin etanolos oldataval, (C) valamint a silymarin négy
oxigéngyokok mennyiségét kozvetleniil a besugarzas utan mértiik DHE festést kovetd aramlasi citometrids
meéréssel. Az abrak n=5 fliggetlen kisérlet atlagat + SEM mutatjak, ahol *, ** és *** a statisztikailag szignifikans

eredményeket jelolik (p<0,05; p<0,01 és p<0,001).
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5.2.3. UVA-indukalta CPD akkumulacio és mutagenezis silymarin kezelést kovetoen

Mivel az UV-indukalta ROS produkciéban bekdvetkezé valtozasok nem szolgalnak
magyarazattal a silymarin altalunk tapasztalt, erés fotoxikus mivoltara, illetve mas,
fényérzékenyitd tulajdonsadggal bird anyagok esetében mar kimutattdk az UVA-sugarzast
kovetéen megemelkedett CPD akkumulaciot [152, 153], a tovabbiakban a kezelés UV-
indukalta DNS karosodasra kifejtett hatdsanak vizsgélata mellett dontottiink. Ennek
megfeleléen CPD-specifikus ELISA segitségével detektaltuk a sejtek DNS-ében kimutathato
CPD 1éziok relativ mennyiségét 24 6raval UVA besugarzast (10 J/cm?) kovetden.

A méréseink soran azt talaltuk, hogy a silymarin kezelésen atesett sejtek CPD szintje
szignifikansan — egyes esetekben tobb mint 100%-kal — magasabb volt azokénal, amelyek csak
UVA-besugarzasnak voltak kitéve egyéb kezelések nélkiil (17. abra). Az elobbi mérésekhez

hasonldan itt is a silymarin (Sigma) két, a korabbi kisérletek alapjan leghatékonyabbnak

crer
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17. abra: Relativ CPD mennyiség silymarin elokezelést kovetd UV A irradiacié utan. A sejteket az abran jelolt
koncentracioban kezeltiik etanolban oldott, poritott silymarin kivonattal (Sigma), majd 10 J/ecm? UVA
besugarzasnak tettiik ki. A sejtek genomjaban talalhaté CPD 1éziokat CPD-specifikus ELISA-val hataroztuk meg

24 oraval a besugarzast kovetden. Az abrak n=3 fiiggetlen kisérlet atlagat + SEM mutatjak.

A silymarin erds serkentd hatdsa az UVA-indukélta sejtelhalasra, illetve CPD
akkumulacidra felvetette a lehetdségét, hogy a hatéanyag befolyassal lehet az UV A-indukalta
mutagén folyamatokra. Ennek felderitése érdekében HPRT génmutacios assay-t végeztiink,
ahol UV A-irradiacionak kitett, silymarinnal elékezelt CHO sejtvonalon vizsgaltuk a kezelések

kovetkeztében megvaltozott, hosszabb tavi mutacids terhet. A kisérletek sordan a Sigma-
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Aldricht6l szarmazé silymarin por haromféle koncentracidban oldott valtozatat hasznaltuk.
Eredményeink alapjan a silymarin a megemelkedett CPD terhelés ellenére nem befolyasolta a
mutaciot hordozo sejtek szamat (18. abra), amiben esetlegesen szerepe lehet a hatdéanyag

korabban tapasztalt markans fototoxikus vagy ROS-scavenger hatasanak.
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18. abra: A HPRT gén funkciovesztéses mutaciojit hordozé sejtek szima 1x10° sejtbél. A sejteket az abran
jelolt koncentracidban kezeltiik etanolban oldott, poritott silymarin kivonattal, majd 10 J/cm? UVA besugarzisnak
tettiik ki. A mintakbol tovabbi egy hét tenyésztés utan 6-thioguanine segitségével szelektaltuk azon sejteket,
amelyek nem rendelkeznek miikodéképes HPRT enzimmel, de megdrizték proliferacios képességiiket. Az abrak

n>3 fliggetlen kisérlet atlagat + SEM mutatjak.
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6. Diszkusszio

Munkénk soran olyan molekuldk vizsgélatat tliztik ki célul, amelyek az altalunk
hasznalt sejtes rendszerben képesek a nukleotid excizios repair (NER) komplex miikodésének
gatlasara, ezaltal az UV-sugarzés altal indukalt CPD akkumulacié fokozasara. Kisérleteink
soran igazoltuk a veliparib, a resveratrol, az arzén-trioxid és a spironolactone NER gatl6 hatasat
UVB besugarzas utan, illetve a szakirodalomban els6ként kimutattuk a silymarin kezelés
kovetkeztében megemelkedett CPD felhalmozodast UVA irradiacid hatasara. Vizsgalataink
soran azt talaltuk, hogy az altalunk tanulmanyozott molekulak koziil harom — a veliparib, a
spironolactone és az azén-trioxid — szignifikansan mérsékelte az UVB-indukalta mutaciok
keletkezését. A molekuldk anti-mutagén hatdsaban jelentds szerepe lehet az arzén-trioxid €s a
spironolactone kezelés erds pro-apoptotikus hatdsanak, amely a karosodott sejtek elhaldsat

valthatja ki, valamint a veliparib esetében a megnovekedett id6tartamu sejtciklus blokknak.

Kisérleteink alapjan a NER kémiai gatlasat kovetden az UVB-altal indukalt HPRT
mutaciot hordozé sejteknek erdsen lecsokkent a talélési és/vagy proliferacios képessége
veliparib, spironolactone és arzén-trioxid kezelés kovetkeztében. Az UV-indukalta mutaciok és
a NER inhibicio ilyen iranyu egyiittes hatasa felveti az Gn. ,,szintetikus letalitds” lehet6ségét,
megkozelitését jelenti. A szintetikus letalitds elve alapjan két, egymastol fiiggetleniil
funkcioképtelenné valo gén fehérjetermékének kiesése a tumoros sejt elhalasahoz vezet akkor
is, ha az egyes gének onmagukban torténd kiesése még tolerdlhatd lenne a sejt szamaéra.
Amennyiben példaul a tumoros sejtben jelenlévé egyik mutacié dnmagaban a sejt daganatos
burjanzasat eredményezi, egy masik, hasonlo funkciot betdltd géntermék parhuzamos kititése
az el6zdével egyiitt mar a sejt apoptdzisat okozhatja [154]. A PARP1 fehérje gatloszereit jelenleg
a BRCA1/2 fehérje funkciovesztése esetén a sejtek fokozottan érzékennyé valnak a PARP1
kémiai gatlasara [155, 156]. Az értekezésben bemutatott eredmények szintén tamogatjak ezt
az clképzelést, miszerint a genetikailag karosodott sejtek repair Utvonalaiban eléidézett
deficiencia képes lehet ezen sejtek szelektiv eliminalasara. Az el6bbiek alapjan az altalunk
tesztelt masik két anti-mutagén molekula — a spironolactone és az arzén-trioxid - vizsgalata
szintén megfontolando lehet a potencialisan eldidézett szintetikus letalis hatas szempontjabol —
kiilonos tekintettel az altalanosan haszndlt, a tobbi molekuldhoz képest jelentdsen enyhébb

mellékhatasokkal bird spironolactone esetében.
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Munkank soran bemutattuk, hogy a sejteket ¢éré genotoxikus hatds kovetkeztében
mutaciokat hordozd sejtek szama eredményesen csokkentheté a NER komplex gatlasaval.
Ennek ellenére fontos megjegyezni, hogy tobb vizsgalt molekula szamos egyéb folyamatban is
részt vesz, ami befolyassal lehet a keletkezett karosodas végkimenetelére. Bar a veliparib
célfehérjéje, a PARP1 jelentds szerepet jatszik az UV-indukalta CPD 1éziok felismerésében a
NER szamos proteinjével (pl. XPC; DDB2; CSB) torténd kolcsonhatasa altal [65-68], a bazis
excizios repair (BER) folyamatban torténd kozremitkodését ugyancsak leirtak [65]. Ennek

alapjan a gatloszer szintetikus letalis hatasa talan a kiilonb6zd repair folyamatok komplex

crer

crer

az UV-indukalta CPD repair folyamatokra, ami joval kdzvetlenebb kapcsolatot feltételez a
karosodott sejtek elhalasa és a NER funkcidvesztése kozott [59, 60]. Az arzén-trioxid esetében
a NER inhibitor hatés a veliparibhoz hasonldan szintén az XPC gatlasahoz kothet6 [58, 107],
azonban ez a molekula rendkiviil sokrétli hatdssal bir a sejtek egyéb utvonalainak
szabalyozasara is (pl. mitokondrialis apoptozis indukcido; ROS produkcid; survivin
downregulacio) [113, 114]. igy az UV-sugarzasnak kitett sejtekre gyakorolt citotoxikus hatasa
nagy valoszinliséggel nem magyarazhato kizardlagosan az XPC gatlasaval.

Az altalunk vizsgalt negyedik molekula, a resveratrol az el6zéekhez hasonloan
csokkentette az UVB-indukalta CPD-k javitasi hatékonysdgat, azonban a tobbi kezelésnél
megfigyelt anti-mutagén hatas nélkiil. Ennek oka esetlegesen a resveratrol csekély mértékii
képest, azonban kiemelendd, hogy a resveratrol CPD indukciora és repair folyamatokra kifejtett
hatasarol meglehetdsen keveset tudunk. Keuser et al. a sejtek kromatin struktirijanak
szignifikans kompaktalodasat mutatta ki resveratrol kezelést kdvetden, ami a repair fehérjék
karosodott DNS-hez torténd nehezebb hozzaférését, ezaltal a CPD-k és egyéb 1éziok
csoportjaba tartozo sirtuin fehérjék aktivalasa altal fejtette ki ilyen iranyu hatasat [56].

A p53 proteint a genom védelmezdjeként (,,guardian of the genome”) is szokas emliteni:
ez a szamos sejtszintli funkciot ellato fehérje szabalyozza a pro- és anti-apoptotikus szignalok
kozti egyensulyt, a sejtciklus blokkjat vagy tovabbhaladasat és a sejtek stresszvalaszanak
szamos egyéb aspektusat [147]. Kisérleteink soran a veliparib kezelés szignifikansan fokozta
az UV-indukalta p53 foszforilaciot, amely 6sszhangban van azon tanulményokkal, melyek

szerint a PARP1 gétlok tumorellenes terapidban torténd felhasznalasa joval eredményesebb,

crer
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két fehérje egyiittes kiiitésének ilyen irdnya hatdsa nem meglepd annak fényében, hogy
stresszvalasz esetén az emlitett proteinek szoros, kozvetlen molekularis kolcsonhatasban allnak
[159, 160]. A kisérleteink soran tapasztalt, fokozott p53 aktivacio veliparib kezelést kovetden
esetlegesen a PARPI1 gatlasabol adodd genomi instabilitds ellensulyozasaként foghato fel,
amely kontextusban jol értelmezheté a p53-deficiens sejtek fokozott érzékenysége a PARPI
gatlasara [161, 162].

A veliparib kivételével a vizsgalt inhibitorok nem befolyasoltdk a p53 foszforilacios
szintjét UVB sugarzast kovetden, ami utalhat arra, hogy a resveratrol, a spironolactone ¢és az
arzén-trioxid altal medidlt folyamatok legalabb részben p53-fliggetlen utvonalon
szabalyzodnak. A spironolactone ezen kiviil fokozta az UVB-indukélta mTOR foszforilaciot.
Mivel a foszforilalt mTOR a karosodast kovetdéen a sejtek tulélését segiti elé [149],
hipotézisiink szerint az emelkedett mTOR aktivacidval a sejtek a spironolactone kezelés erds,
UVB-vel kimutathat6 ko-citosztatikus hatdsat igyekeznek ellensulyozni. A sejtszintli autofagia
— ami kisérleteink soran veliparib kezelés hatdsara fokozodott — szintén a sejtek tulélését
szolgalja a stresszvalasz soran [147]. Bar a folyamatrdl viszonylag kiterjedt ismeretekkel
rendelkeziink, az autofigia szerepe a szovetek tumorigenezisében meglehetdsen
ellentmondasos: egyfeldl alkalmas a karosodott sejtorganellumok eliminalasaval csdkkenteni a
mutacio és a tumor formacid valdszinliségét, ezzel egyidejiileg ellenben lehetévé teszi a ,,pre-
cancerosus” sejtek tilélését a metabolikus stressz és tapanyaghiany ellenére [52].

Bar az egyes NER inhibitor kezelések kovetkeztében tapasztalt nagymértékii csokkenés
a sejtek mutéciods ratajaban elsd elgondolasra meglepdnek tlinhet, eredményeink ramutatnak,
hogy az UVB sugarzas altal indukalt mutagenezis és a sejtek DNS-ében mérheté CPD
akkumulacié k6zott nem feltétleniil all fent egyiranyu kapcsolat. A sejtek repair aktivitasa és a
mutaciot hordozo sejtek aranya kozotti nem-linearis kapcesolat egyben arra is utal, hogy egy
adott kémiai dgens mutagén hatdsanak megitélésekor csupan a DNS-ben kimutathato 1éziok
vagy mutaciok szdmanak meghatarozasa mellett egyéb faktorokat is sziikséges figyelembe
venni. Tovabbi bizonytalansagot jelent, hogy a vizsgalt molekulak per os alkalmazasa soran a
hatéanyagok milyen koncetracioban jutnak el az epidermisbe, illetve milyen esetleges

metabolikus médosulasokon esnek at a szervezetbe jutva.

Az elébbiekben részletezett molekuldkon kiviil szintigy az UV-indukalta CPD léziok
fokozott felhalmozddasat, valamint az apoptotikus sejtvalasz serkentését figyeltiik meg a
ndvényi eredetli silymarin hatéanyag komplex alkalmazasakor. Ebben az esetben a ndvényi

kivonat fotoszenzitizald hatdsa kizarolag UVA besugarzas esetén volt kimutathatd, amely a
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nagymértékit CPD akkumulacioval egyiitt ravilagit a pirimidin dimer képzddés és a NER repair
fontossagara az alacsonyabb energiaja, ezért sokszor kisebb figyelmet kivalto UVA
hulldmhossz esetében is. A HPRT génmutacids assay eredményei pedig megerdsitik azon
tanulmanyokat, amelyek szerint az UVB sugarzéas mellett az UVA mutagén hatasa ugyancsak

jelentds [30, 163, 164].

A silymarin sejtszintli UV-vélaszra kifejtett hatdsa a tudomanyos szakirodalomban is
sok ellentmonddst von maga utan, amennyiben a hatéanyag UV sugdrzassal szembeni protektiv
[130, 165] és fényérzékenyité [134, 135] hatasa is leirasra keriilt. E16bbit leggyakrabban a
kivonat UV-indukalta ROS-produkciora kifejtett jotékony hatasanak tulajdonitjak, amely az
erds fototoxikus hatés ellenére a mi kisérletes rendszertinkben is kimutathaté volt. Hipotézistink
szerint a silymarin kezelés diverz hatdsa Osszetevdinek valtozatossagabol ered: a silymarin
komplex szamos kiilonb6z06, valtozatos struktiraval rendelkez6 flavonolignan keveréke [166],
amelyek ennélfogva rendkiviil sokszinli bioldgiai hatdssal rendelkezhetnek. A hatéanyag
megitélését tovabb neheziti, hogy a silymarin egyes alkotoinak (silibinin; 2,3-dehidro-silybin)
fényérzékenyitd [134, 135] és ezzel parhuzamosan fotoprotektiv [165, 167] hatasa is leirasra
kertilt kiillonb6zd tanulmanyok altal. A komplex végso hatasa az UV-irradialt sejtek valaszara
nagy valosziniiséggel erdsen fiigg a keverék egyes komponenseinek aranyaitdl, azok
sejtmembranon torténd penetracios hatékonysagatol és a vizsgalat egyéb koriilményeitdl. Ezt
tamasztjak alda Dhanalakshmi et al. vizsgalatai, amelyek szerint a silymarin kezelés egyarant
csokkentheti vagy novelheti az UVB sugarzas altal kivaltott apoptdzis indukciot, az alkalmazott

UV-dozistol fiiggden [168].

Bar a silymarin potencialis dermatoldgiai felhasznalasat illetden a novényi kivonat
leggyakrabban fényvédo komponensként keriil emlitésre [129, 130, 132, 138, 165, 167], az itt
bemutatott erds fényérzékenyité hatdsa miatt az Un. pre-cancerosus allapot kezelésére
alkalmazott fotodinamias terapiaban (PDT) is igéretes hatoanyag lehet. Bar a jelenleg
alkalmazott fotodinamias fényérzékenyité szerek tobbségének abszorpcidos maximuma a
nagyobb penetracios képességii infravords hullamhossztartomanyba esik [169], az alacsony
dozist UVA-val kombinalt PDT is hasznélatos az elébbinél joval erdsebb citotoxikus hatésa
miatt [170, 171]. A komplex ilyen célu felhasznalasat megeldzden azonban elkeriilhetetlentil
fontos a fényérzékenyitési reakciot kivaltd koriilmények pontos definidlasa, ami az el6z6
bekezdésben részletezett okok miatt maig tudomanyos vitak targyat képezi. Mindemellett
kérdéses, hogy a silymarin altal indukalt fokozott apoptotikus sejtvalasz a besugarzast kovetden

Osszefiiggést mutat-e a sejteket érd genotoxikus hatas mértékével, azaz a kezelés fototoxikus
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hatasa szelektivvé tehet6-e valamilyen mértékben a tumoros sejtekre az egészségesekkel

szemben.

A silymarin kezelés kovetkeztében tapasztalt fokozott CPD akkumuléci6 és az ennek
hatterében sejthetd6 NER gatlo hatas kivaltd oka egyeldre ismeretlen. Bar a szakirodalomban
tobb  hasonl6  tulajdonsaggal rendelkez6 molekulat ismeriink (pl. carprofen;
hydrochlorothiazide) [152, 153], ezen tanulmanyok sem adnak valaszt a UVA sugarzas altal
indukalt CPD formaci6é kémiai kezelés hatasara torténé emelkedésére. Mivel az elézdek soran
emlitett hatéoanyagok mindegyike jelenleg is klinikai alkalmazasban van, a kutatdsok
eredményei ravilagitanak az UV A-indukalta DNS kérosodast kovetd repair folyamatok, illetve
azok kémiai gatlasabol adodo esetleges mellékhatasok vizsgalatanak fontossagara. A silymarin
UVA-mutagenezisre kifejtett semleges hatdsa azonban mindenképpen felhivja ra a figyelmet,
hogy a kezelést kovetden megemelkedett CPD szint mégsem feltétleniil jelenti a borrak
kialakuldsdnak fokozott kockazatat a kezelést kovetden. Ezzel egyiitt a silymarin
hatdéanyagainak borgyogyaszati felhasznalasat a tovabbiakban is szamos kérdés oOvezi,

alkalmazhatdsaganak megitéléséhez tovabbi vizsgalatok €s alapos megfontolas sziikséges.

52



7. Osszefoglalas

Jelen értekezésben olyan molekuldk vizsgalataval foglalkoztunk, amelyek képesek az
UVA vagy UVB sugarzas kovetkeztében kialakuld ciklobutan pirimidin dimer (CPD)
fotolézidk elimindldsanak gatlasara, és az UV-indukalta sejtvalasz valamely aspektusanak
modositasara. A munkank soran hasznalt hatéanyagok mindegyike klinikai felhasznalés alatt

all, igy a bor carcinogenezisre kifejtett esetleges befolyasold hatasuk kiilonleges jelentdséggel
bir.

A tanulmany soran vizsgaltuk a veliparib, a resveratrol, a spironolactone és az arzén-
trioxid hatdsat az UVB sugarzast kovetd sejtelhalasra, proliferacios gatlasra, autofagiara,
mutacios ratara és fehérje expressziora. Ezen kiviil foglalkoztunk a silymarin, mint nvényi

kivonat hatasaival UV A irradiaciot kovetOen.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a veliparib, a spironolactone és az arzén-trioxid az
UVB-indukalta mutacids rata szignifikans csokkenését eredményezi az altalunk hasznalt sejtes
rendszerben. Ezen eredmények hatterében esetlegesen a megfigyelt fokozott apoptotikus
sejtvalasz vagy a sejtciklus blokk idétartamanak meghosszabbodésa allhat, amelyek képesek
lehetnek kompenzalni az emelkedett CPD szintbdl ad6do genotoxikus hatast a karosodott sejtek

crer

nem befolyasolta az UVB-indukalta mutagenezist.

Vizsgalataink soran bemutattuk a silymarin UVA-irradiaciot koveté ellenmondasos
hatasat: a novényi komplex egyfeldl hatékony fényérzékenyitd és repair géatldo szerként
miikodott, masfeldl szignifikansan csokkentette az UV A-indukalta ROS képzddést. A silymarin
kezelés Osszességében nem befolyasolta az UVA sugarzas mutagén hatasat sem pozitiv, sem

negativ irdnyban.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a varakozéasokkal ellentétben a sejtek DNS-ében
képz6dé CPD 1ézidk szamanak ndvekedése nem feltétleniil jar egyiitt az UV-indukalta
mutagenezis emelkedésével. Ezzel egyiitt megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt molekulak
egyike sem volt képes fokozni az UV-indukalta mutaci6 formaciot a szignifikans repair gatlas
ellenében, s6t némelyikiik jotékonyan csokkentette azt. Eredményeink ezaltal felhivjdk a
figyelmet az UV-indukalta carcinogenezis €s a repair folyamatok kolcsonhatasanak rendkiviili
Osszetettségére, illetve ramutatnak a sejtszintli stresszvalasz egyéb aspektusainak fontossagara

egy kémiai agens potencialis mutagén hatasdnak megitélésekor.
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8. Summary

In this study, we investigated the effects of molecules that are able to prevent the
removal of UVA- or UVB-induced CPD photolesions from the DNA and modify cellular stress-
response upon UV radiation. All compounds used in our work are in clinical practice, thus their

effect on skin carcinogenesis is of particular importance.

In this work, we examined the effects of veliparib, resveratrol, spironolactone and
arsenic-trioxide on UVB-induced apoptosis, cell cycle arrest, autophagy, mutagenesis and
protein expression. Besides, we investigated the effects of a well-known plant-derived extract,

silymarin on UVA-irradiated keratinocytes.

We found that following veliparib, spironolactone and arsenic-trioxide treatment, CPD
removal is impaired. Remarkably, all compounds caused significant reduction in the UVB-
induced mutagenesis in our model system. The underlying alterations may result from increased
apoptosis or enhanced cell cycle arrest after UVB irradiation. These changes may compensate
for the genotoxic effects of elevated CPD level by reducing the proliferation of damaged cells
and shifting DNA damage response towards apoptosis in response to chemical treatments.

Although resveratrol also inhibited CPD repair, UVB-induced mutation level was not affected.

In our study, we demonstrated the controversial effects of silymarin treatment on UVA-
irradiated cells. In one hand, the phyto-phenol complex acted as a photosensitizer and CPD-
repair inhibitor molecule, on the other hand, it significantly diminished UVA-induced ROS

production. Nevertheless, silymarin treatment did not affect UVA-induced mutagenesis.

In this study we have shown, that enhanced CPD formation does not necessarily
associated with increased UV-induced mutagenesis. Despite their ability to inhibit DNA repair,
none of the tested compounds augmented UV-induced mutation formation. Surprisingly, some
of them even significantly reduced it. These data draw attention to the complex interplay
between UV-induced carcinogenesis and DNA repair. In addition, it highlights the importance
of other aspects of cellular stress-response beyond repair activity, which should be also taken

into account when the mutagenic potential of a chemical treatment is evaluated.
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