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BEVEZETES

A napfény szamos ¢lettani ¢és koérélettani hatasadért (D-vitamin szintézis,
antigénspecifikus immuntolerancia, napégés, fotoallergias, fototoxikus, fotoaggravalt
korképek, photoaging, fotokarcinogenezis etc.) els6sorban az UV-sugarzas a felelds. A
hattérben 4ll6 sejtbiologiai hatdsok: mint a fotokémiai reakcidk, membranreceptorokon
végbemend valtozasok, lipid- és fehérjemodositasok, illetve a DNS-karosodas tipusa,
mennyisége hulldmhossz-fiiggd, ami alapjan harom spektrumteriiletet kiilonitiink el: az UVC-
t (200-280 nm), az UVB-t (280-320 nm) és az UVA-t (320-400 nm). Koziiliik a DNS-
karosodas kulcsfontossagu. Egyrészt a genetikai tartalom megvaltozasanak lehetdsége miatt,
mely a daganatképzddés fontos eleme, masrészt, mert a DNS-1ézidk szignalként szerepelnek a
sejtet, illetve a szervezet integritdsat védé DNS-reparacios folyamatok, sejtciklus-szabalyozo,
ellenérz6 funkcidk, apoptdzis aktivalodasdhoz, az immunfolyamatok moddosulasahoz,
immunszuppresszidé vagy éppen napfényallergia kialakulasahoz, a melanocytak (MC)-ban a
melanin-szintézis indukalodasahoz. Az UV-sugarzds DNS-en kifejtett hatasai sok tényezotol
fliggenek a sejttipustol, a sejt-proliferacios statusztdl, az anyagcsere allapottdl, a DNS-
reparacios kapacitastol, valamint endogén ¢és exogén fotoszenzibilizatorok jelenlététdl is.
Ezért alapvetdéen fontosak azok a tanulmanyok, melyek a kiilonb6z6 tényezdket nemcsak
kiilon-kiilon, hanem egyiittesen is figyelembe véve vizsgaljak az UV-sugarzas emberi boron
kifejtett hatasait.

Az UVC- ¢és UVB-fotonok a DNS-ben elnyeldédve ciklobutan-pirimidin-dimerek
(CPD)-et ¢és pirimidin-(6-4)-pirimidon fotoproduktumok ((6-4)-PD)-at indukalnak. Az UVC-
sugarzast az 6zon elnyeli, igy az atmoszférat, és igy a bort ez a sugartartomany mar nem €ri
el. Az 6zonréteg jelenleg is észlelhetd karosodasa, elvékonyodasa miatt azonban a rovidebb
hullamhosszi UVB-sugarzas nagyobb részaranyban éri el a foldet, mely bioldgiai hatdsaban

jelentds.



Az emlitett DNS-1€ziok a nukleotid excizids reparacidé (NER) révén javitodhatnak ki.
Az elégtelen reparacié mellett is tovabb folyd replikacio kozben DNS-hurkok, majd egyszala
DNS-gap-ek keletkeznek a dimerek helyén, melyek endonukleazokkal szemben nagyon
érzékenyek. Igy kettdsszalti DNS-torések jonnek létre, ezek révén pedig az UVB-sugarzasra
jellemzd kromatid tipustt kromoszoma aberraciok. A CPD és (6-4)-PD felismerése egyiitt jar
a sejtciklus ellendrzé pontjainak aktivalodasaval, ami a sejtciklus késleltetésével idot biztosit
a DNS-reparacio befejezésére, ennek elégtelensége esetén pedig programozott sejthalalt indit
el.

A hossza hullamu UV A-tartomanybo6l a DNS mar csak nagyon kis mennyiséget nyel
el. Ezért a direkt DNS-karosodas képzddése nem szamottevd, ezzel szemben megnd a
valosziniisége a sejtmembranok lipidjeinek, illetve a citoplazma polimerjeinek excitaciojara,
mely kiilonbozo tipust szabad gyokok képzodéséhez vezet. A kovetkezmény egyszalu,
esetleg kettosszali DNS-torések, bazismddosuldsok (8-o0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanozin,
abazikus helyek), DNS-fehérje keresztkotések (DPC)). Az egyszali DNS-torések gyorsan
visszakapcsolodhatnak, a baziskarosodasok a bazis excizios reparacio révén javitddhatnak ki,
a DPC-et enzimek hasithatjak. Bar a CPD, (6-4)-PD hianyaban a DNS-karosodas kevésbé
sulyosnak tlinik, pontmutacidk, s6t kromoszémakarosodas is létrejohetnek, ugyan ezeknek
mértékérdl, tipusarol kevesebbet tudunk. A bérdaganatok molekularis analizise a genetikai
modositasok széles spektrumat mutatja, ezekbdl néhanyat ismerten az UV-fény indukal. Az
még nem tisztdzott azonban, hogy az UV-spektrum mely része mely defektusokat okozza,
illetve, hogy az UV-sugarzas milyen mennyiségii kromoszoma aberraciot indukal. Az UVA
okozta DNS-kéarosodas azonban azért nagy jelentdségii, mert a napfény UV-spektrumaban ez
a tartomdny nagy részaranyt (95 %) képvisel. Masrészt, az UVB-t hatékonyan elnyeld
fényvédok biztositotta hosszabb idejlii napfényen tartozkodas és a szolarium-lampak is plusz

UVA-terhelést jelentenek. Emellett az UVA penetracidja a borbe joval kifejezettebb ¢és



mélyebb, mint az UVB-sugarzasé. Mindezek alapjan az UV A-sugarzas ma mar nem tarthato
artalmatlannak.

Az epidemioldgiai és kisérleti adatok arra utalnak, hogy a huméan bdrtumorok
fokoz6dasahoz kapcsolddik. Ez féleg a nem-melanoma boértumorokra (aktinikus keratézis,
bazalioma, spinalioma) vonatkozik. A melanoma kialakulasaban, progressziojaban az UV-
sugarzas szerepe kevésbé tisztazott. A fotokarcinogenezis manapsag elfogadott modellje
soklépcsOs folyamatot tételez fel a tumor kifejlodésének hatterében, amelyben nemcsak az
UVB, hanem az UVA is fontos szerepet jatszik, illetve a gyogyszerek, kozmetikumok, egyéb
kornyezeti tényezOk és az UV-sugarzas lehetséges additiv, szinergisztikus interakcidi sem
elhanyagolhatok. Kisérleti adatok wutalnak arra is, hogy kémiai anyagok a borbe
abszorbealodva direkt DNS-karosodast indukalhatnak, gatolhatjdk a DNS-reparaciot,
replikaciot vagy transzkripciot, fotokémiai reakciokat eredményezhetnek, szabad gyokoket
generalhatnak, vagy megzavarhatjak a sejtciklus szabalyozast. Mindez médosithatja a napfény
UV-sugarzasanak tumort inicial6 hatasat.

Kémiai anyag tobbféle uton keriilhet a bérbe. Ez torténhet terapias célbodl, pl. a
fotokemoterapia (PUVA=8-metoxi-pszoralen /8-MOP/4+UVA) soran. Ez a kezelési eljaras
jelenleg nagyon elterjedt, mint szamos borbetegség (psoriasis, vitiligo, atopias dermatitis,
parapsoriasis, mycosis fungoides) kivaldé adjuvans terapidja. Hatdsanak mechanizmusa nem
teljesen tisztazott. Ismert, hogy a 8-MOP az I. tipusu fotokémiai reakcioban vesz részt, azaz
az UV-fotont abszorbeald molekula a DNS-széalak koz¢ interkaldlodva és UV-fotont elnyelve
egy pirimidin bazissal 3,4- illetve 4°,5’-monoadduktumot képez, majd egy ujabb foton
hatdsara DNS-DNS keresztkotést hoz 1étre. Az ilyen tipusi DNS-karosodas reparacidja nem
tisztazott. Escherichia coli-ban, élesztd sejtekben, plazmid DNS-en végzett kisérletek alapjan

a NER ¢és a rekombinacids reparacio komplex egyiittmiikodése valoszinii. Human limfoid



sejtekben kiilonb6zé DNS-reparacios idoket észleltek UVB- és PUV A-kezelést kdvetden. A
klinikai gyakorlatbol ismert, hogy a fotokemoterapia hatékonysaga sok esetben nagyobb,
illetve mas jellegli a fototerapiahoz (UVA Onmagaban vagy UVB) képest, ami a DNS-
karosodas eltéré természetébdl eredhet. Minthogy PUVA-kezelés alatt a bdrdaganatok
rizikoja emelkedik, abbol a szempontbol is fontos az okozott DNS-karosodas vizsgalata, hogy
jobban megismerjiik a PUV A-karcinogenezis hatterét is.

Kémiai anyag keriilhet a boriinkbe a kornyezetiinkbdl is. A formaldehid (FA) ismerten
a kornyezetszennyezés egyik f6 eleme, amelynek borre kifejtett karos hatdsai: az irritacio, a
kontakt allergia és a fényérzékenység. A FA amellett bizonyitottan citotoxikus, mutagén ¢s
klasztogén. Nemrégiben pozitiv korrelacidt igazoltak munkahelyi FA-expozicid és a
nazofaringealis elszarusodd laphamrak el6fordulasi aranya kozott. Bortumorok fokozott
rizikdjara vonatkozéan FA-expoziciét kovetden nincs ismert epidemiologiai bizonyiték.
Feltehetd, hogy a citotoxikus és genotoxikus hatasokért egyrészt a nuklearis DNS és
hisztonfehérjék kozott képzodott DPC perzisztalasa a felelds. Masrészt, a FA-indukalta DPC
gatolni tudjak a DNS-polimerazt, sot a teljes replikacios komplexet, illetve a DNS-strukturat
modulalé topoizomeraz II-t is. Ezek alapjan varhat6, hogy a FA befolyasolja az UV-sugarzas
utani eseményeket is. Azonban bar vannak kisérleti eredmények, melyek szerint a FA gatolja

a NER soran a reparacios DNS-szintézist, megerdsiteni ezt a késébbiekben nem sikeriilt.

CELKITUZESEK
Kutatomunkamban a kovetkez6 kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:
1.1. Vizsgalhato-e a PUVA altal okozott DNS-karosodas és az azt kovetd reparaciod

comet-assay-vel?



1.2. Hogyan viszonyul a PUVA okozta DNS-karosodas és reparacié az UVB-, illetve az
UVA-sugarzas ilyen iranyu biologiai hatdsahoz hiperproliferativ keratinocita (KC)
modell HaCaT (immortalizalt human KC)-kultarakban?

Masodik célkitizésként tanulmanyoztam:

2.1. Klinikailag relevansan alacsony doézist UVB- ¢és UVA-sugarzas indukal-e

kromoszdmakarosodasra utalé mikronukleuszok (MN)-at human fibroblasztok (FB)-ban

¢s melanocitak (MC)-ban?

2.2. Alkalmazhato-e, illetve moddositasokkal alkalmassa tehet6-e egy korabban leirt

multiparametrikus aramlési citometrids (FCM) modszer ezekben a sejtkulturakban a MN-

képzodés mérésére? A metddus objektivitisa, gyorsasaga, jobb statisztikai

kiértékelhetdésége mellett ad-e a partikulumok DNS-tartalmanak mérése 1j informaciot a

sejtben bekovetkezd valtozasokrol?

A tovabbiakban pedig a kovetkezoket vizsgaltam:

3.1. Okoz-e¢ a FA comet-assay-vel kimutathat6 DNS-karosodast (DPC, egyszalu DNS-

toréseket) human, nem-transzformalt, feln6tt borbol szarmazé KC-ban és FB-ban? Okoz-¢

szignifikans DNS-karosodast ezekben a sejtekben hosszi id6étartamu, de alacsony
vagy smink hasznalatakor konnyen elérhetd,?

3.2. Van-e kiilonbség comet-assay-vel vizsgalva a FB-ban ¢s a KC-ban végbemend DNS-

karosodas ¢és reparaci6 tekintetében UVC-, UVA- és szolaris szimulalt UV (UVB+UVA)-

sugarzast kovetden?

3.3. Van-e a FA-nek hatisa az UV-sugarzas altal indukalt DNS-karosodasra és

reparaciora? Ha igen, ez megmutatkozik-e késobb MN-képzédésben mérhetd

kromoszdémakarosodasban?



ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejttenyésztés

Osszehasonlito vizsgalatainkhoz MC-t és FB-t 0jsziilétt praeputium-bérbdl nyertiink. MC
szamara a sejttenyészt0 médium alapja Ham’s F-10 volt, kiegészitve 12-O-tetra-dekanoil-
forbol-13-acetattal, kolera-toxinnal, izobutil-metil-xantinnal, 5 % ujsziilott borji szérummal
(Hyclone, Logan UT), penicillinnel és streptomycinnel. Az irhabol nyert FB-at 10 % ujsziilott
borju szérummal, illetve penicillinnel és streptomycinnel kiegészitett Ham’s F-10-ben
ndvesztettiik.

HaCaT sejttenyészeteket felhasznald kisérleteinkhez az immortalizalt KC sejtvonalat
DMEM sejttenyésztd médiumban tartottuk fenn, mely 10 % ujsziilott borju szérumot, illetve
penicillint és streptomycint tartalmazott.

KC-t és FB-t emlOplasztikai miitétekbdl szdrmazdé normal borbdél nyertiink. Az
epidermalis sejtek szuszpenzidjat mitomycin-kezelt (23.9 puM) humédn FB-kultirara
sz¢lesztettiik FAD?2 sejttenyésztd médiumban (DMEM és Ham’s F-12 (3:1), melyet 0jsziilott
borju szérummal, adeninnel, inzulinnal, trijéd-tyroninnal, hydrocortisonnal, epidermalis
novekedési faktorral, kolera-toxinnal, penicillinnel és streptomycinnel egészitettiink ki), majd
a KC-at szérummentes KC médiumban (KGM, Clonetics, US&Can) tenyésztettiik tovabb. A
FB-at els6ként 10 % 1jsziilott borjii szérummal, illetve penicillinnel és streptomycinnel
kiegészitett RPMI 1640 médiumban (Biochrom KG, Berlin, Németorszag) tenyésztettiik,
majd szérummentes FB sejttenyésztd médiumban (FGM, Promocell, Heidelberg,
Németorszag) tartottuk fenn.

UV-irradidcio

UVB-irradiacidohoz Philips TL-01 fluoreszcens csoveket (Philips Nederland BV,
Eindhoven, Hollandia), illetve UVC blokkol6 filterrel felszerelt ORIEL xenon arc szolaris

szimulatort (Oriel Corporatiuon, Stratford, CT, Model 81160) hasznaltunk. UV A-irradiaciora



Sellas Sunlight lampat (tipus 2001, Sellas, Gevelsberg, Németorszag), Waldmann PUV A 800
lampat (H. Waldmann GmbH&Co., Németorszag), illetve CAMAG Deluxe lampat (Muttenz,
Svajc) alkalmaztunk.

Comet-assay

A sejteket tripszinizalassal eltavolitottuk a Petri-csésze aljardl, majd beagyaztuk alacsony
olvadasponti agar6éz gélbe (0.5 %) egy normal olvadaspontu agardzzal bevont csiszolt
targylemezen. A sejteket ilyen formaban egy éjszakan at 4 °C-on lizisnek tettiik ki (2.5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1 % N-lauroyl-szarkozinat, 1 % Triton, 2 % DMSO, pH
10). Ezutan a lemezeket erdsen alkalikus oldatban (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13.0)
vagy neutralis assay esetén pH 8.0 (89 mM Tris, 89 mM borsav, 2 mM EDTA) oldatban 25
percig hagytuk equilibralodni, melyet elektroforézis kovetett (21 V (0.86 V/ecm), 300 mA, 25
perc). Neutralizalds (0.4 M Tris, pH 7.5) utdn a sejtmagokat etidium-bromiddal (EB) festettiik
(20 ug/ml). Az istokos hosszat, intenzitdsat fluoreszcens mikroszkép (Leica, Leica
Microsystems, Wetzlar, Németorszag) alatt értékeltiik ki, reprezentativ mintakat
fotodokumentéltunk. A sejtmagokat 4 kategéridba soroltuk, lemezenként legalabb 1x100
sejtmagot tanulmanyoztunk.

Mikronukleusz (MN)-assay

Fluoreszcens mikroszkopos meghatarozashoz iiveg targylemezeken, FCM mérésekhez
Petri-csészékben exponencialisan novekvo sejteket szélesztettiink. A MN-képzddést a FB-ban
4, a MC-ban 8 nappal a besugarzast kdvetden vizsgaltuk.

A targylemezeket PBS-ben mostuk, hypotonids oldatban (0.1 M NaCl, 1.7 mM KCI)
megmeritettiik, majd a sejteket metanol:ecetsav:PBS 1:3:4 aranyu keverékében fixaltuk. A
DNS megfestésére propidium-jodidot hasznaltunk (5 pg/ml) Vectashield-ben (Vector

Laboratories, Inc., USA). A MN intakt interfazis sejtben, mint a sejtmagtol teljesen



elkiiloniilé, de ugyanazon fluoreszcencia intenzitast hordozo partikuldk jelentek meg,
atmérojik 1/8-1/2-e a sejtmagnak. Targylemezenként legalabb 4x500 sejtet értékeltiink.

Az FCM méréshez a sejtek pelletjéhez 0.5 ml 1. oldatot (10 mM NaCl, 3.4 mM Na-
citrate, 10 mg/l szarvasmarha pancreas eredetli RNase A ¢és 0.03 % (v/v) Nonidet P-40)
adtunk, majd 1.3x10”° M végkoncentracioig EB-ot (Sigma). Masfél 6ra szobahémérsékleten
és sotétben tortént inkubalas utdn tovabbi 0.5 ml II. oldatot (71.4 mM citromsav, 0.25 M
szukr6z és 2 mM EDTA) adtunk a szuszpenzidhoz. A minta mérését a kovetkezd napon
végeztiik el, adddig 4 °C-on taroltuk. A sejtmembran festésére 1,6-difenil-1,3,5-hexatrién
(DPH) (Sigma) fluoreszcens festéket alkalmaztunk, melyet a mérés el6tt csak 3-4 oraval
adtunk a mintahoz 1.1x10™* M végkoncentracioban.

Az FCM mérést egy Epics Elite (Coulter, Luton, UK) késziilékkel végeztiik, mely két
Ar+-ion laserrel volt felszerelve, 480 nm és 351/363 nm laser emittalasara az EB, illetve a
DPH excitacios spektruméanak megfelelden. A két festék excitacidjahoz iddkésleltetést (~40
usec) vezettlink be a két laser-nyalab koézé. Ez a beérkezd jelek kozotti élesebb
elkiilonithetdséget eredményezett. Az EB, illetve a DPH jelrogzités céljabol alkalmazott
optikai filterek egy 630 nm hulldmhosszat atengedd filter, illetve egy 450 nm savot atengedd
filter voltak, ez utobbi kombinacidban egy 550 nm hulldmhosszat atengedd dikroikus
tikorrel. Adott EB- ¢és DPH-fluoreszcencia intenzitdssal rendelkezd partikulakat
kiilongytijtottiink (sorting) tdrgylemezen és fluoreszcens mikroszkop alatt azonositottuk, hogy
mely régidba esnek a MN, a nukleuszok, illetve a sejttormelék.

Proliferacios assay

A vizsgalat idépontjaban a sejttenyészté médiumot 10 % (v/v) alamarBlue™-t
(Biosource, Nivelles, Belgium) tartalmazé tapfolyadékra cseréltiik le. A festék redukciot,
mely a fluoreszcencia intenzitds novekedésében nyilvanult meg, spektrofluorimetriaval

(FLIOOOTM, Dynatech Laboratories, Sullyfield, Virginia, USA) mértik. Az alamarBlue™



fluoreszcencia ¢€s a sejtszam Gsszefliggését korrelacios analizis alapjan hataroztuk meg (Excel

97).

EREDMENYEK
1. Fotokemoterdpia (PUVA) hatasdra bekiovetkezd DNS-kdrosodds és repardcio

HaCaT sejteket vizsgalva alkalikus comet-assay-vel, iistokds-képzodést (egyszalu DNS-
torések, alkali labil helyek) kozvetleniil az irradiaciot kovetéen csak UV A-besugarzas (5
J/em®) esetén lattunk. A DNS-migracié masfél oraval késébb mar csaknem teljesen eltiint,
DNS-migraciot csak fél 6ra mulva kezdtiink észlelni. Ez arra utalt, hogy a comet-assay itt
nem direkt DNS-karosodast mutat, hanem inkabb az indukalédott NER kovetkeztében
iddlegesen megjelend egyszalii DNS-toréseket. Ahogy a DNS-széalak Gjraszintetizalodtak és
kapcsolodtak, az tistokos-képzddés ismét eltiint. Az alkalikus comet-assay 6nmagaban nem
bizonyult alkalmasnak a fotokemoterapia alatt bekovetkez6 DNS-torések kovetésére.
Neutralis comet-assay-vel, amellyel kettésszala DNS-toréseket tudunk kimutatni, Ggy tlnt,
hogy sem az UVA-, sem az UVB-irradiaciéo nem indukalt ilyen tipusa DNS-lézidkat. Ezzel
szemben 8-MOP-nel (300 ng/ml) elékezelve a sejteket, majd UVA-val (2 J/em?) besugarazva
Oket (PUVA) a neutralis assay eredményei szerint kettésszali DNS-torések jottek 1étre masfél
oraval a besugarazast kovetden, nem azonnal.
2. Kromoszoma-karosodds osszehasonlitisa MC-ban és FB-ban y-, UVB- és UVA-
irradidciot kdvetden

A MN-képz6dés human bdrsejt-kulturdkbol torténd FCM méréséhez az 1995-ben

Wessels ¢és Niisse altal leirt metddust némileg modositottuk a magok, sejtmagok és a nem-

specifikus sejttormelék jobb elkiilonitése céljabol: a sejtlizis szdmara hosszabb i1d6t adtunk a
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magok ¢és MN elkiiloniilés¢hez, 1 mM EDTA mintdhoz adasaval védtik a MN-at a
felszabadul6 endonukleazoktol, illetve idokésleltetett kettds laser FCM-t alkalmaztunk.

Eldkisérletek soran meghataroztuk azt az irradiacio utani optimalis mérési 1dot, amikor
a sejtek nagy részében a sejtosztodas mar megtortént, lehetévé téve a MN-képzddés mérését,
de a minta még nem higult fel tobbszdri sejtosztodassal. Mikroszkdpos értékelést hasznalva
megallapitottuk, hogy FB szamara 4 nap, MC szdmara 8 nap volt az optimalis.

y-irradiaciot kdvetden MC-ban 9 Gy dozisig, FB-ban 4 Gy doézisig lattunk fokozatos
emelkedést a MN-képzédésben. UVB-irradiacié utin MC-ban 2 J/em*-ig, FB-ban 1,1 J/cm®
dozisig tapasztaltunk ugyancsak lineéris dozis-valasz Osszefiiggést. MC-ban nagyobb UVB-
dozisok voltak sziikségesek ahhoz, hogy a FB-ban mért MN-frekvencidhoz hasonlé mértékii
MN-indukciét elérjiink. A maximum MN-indukci6 FB-ban 1.27+0.24 % volt, MC-ban
1.1£0.24 %. A G2/M-fazist sejtmagok aranya szintén novekedett a doézissal. A ndvekedés
ugyanazon ionizald sugéarzas- vagy UVB-dozist tekintve magasabb volt FB-ban, mint MC-
ban.

Az FCM metddus beadllitasa és eredményeink alatdmasztasa érdekében fluoreszcens
mikroszkdp alatt is ellendriztiikk a MN-indukciét. FB-ban linearis dézis-valasz dsszefliggést
tapasztaltunk a MN-képz6désben UVA-irradiaciot kovetéen is (0-30 J/em?®). A maximum
MN-eléfordulas a kontrollhoz viszonyitva koriilbeliil kétszeres volt (p<0.05). Mikroszkopos
vizsgalattal identikus dozisok esetében szamszerlien magasabbnak adodott a MN-frekvencia
az FCM-val kapott eredményhez képest. A G2/M-fazisu sejtek ardnya szintén dozis-
dependens mddon novekedett, kortilbeliil 20 %-ig, ahogyan azt az FCM mérések mutattak.
MC-ban UVA-irradiacié utan nem volt észlelhetd sem MN-indukcio, sem sejtciklus-
késleltetés.

3. FA altal okozott DNS-karosodas, illetve FA hatdisa az UV-okozta DNS-karosoddsra és

repardciora normdl humdan KC-ban és FB-ban
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0-100 uM FA nem indukalt DNS-szaltoréseket, alkali labil helyeket sem a KC-ban,
sem a FB-ban. Ezzel szemben szignifikans DPC-indukciot tapasztaltunk. Egy rovid MMS-
expozicid (250 pM, 30 perc) szignifikdns (p<0.001) DNS-karosodast, és ezzel comet-
képzddést hozott 1étre mindkét sejttipusban. A sejtek FA-del valo eldkezelése (0-100 uM, 4
illetve 8 o6rds inkubacid) az MMS-okozta DNS-vandorlas mértékének egyenes aranyos
csokkenését idézte el a DPC produkcidja révén (R*>0.95), igy a DPC-indukcidt a csokkenés
mértékével tudtuk jellemezni.

3 mJ/em® UVC-besugarzas utan kozvetleniil comet-assay-vel detektilhato DNS-
karosodast (egyszalit DNS-torések, alkali labil helyek) nem lattunk sem KC-ban, sem FB-ban,
hasonldéan HaCaT-sejteken UVB-vel végzett korabbi kisérleteinkhez. 30 perc elteltével DNS-
migracio valt lathatova, legvaloszintibben a NER indukélodasa révén. Ezutan az assay-vel
még 1-2 oraig volt lathato tistokos-képzddés, azonban az idd teltével egyre kisebb mértékben,
majd 6 6 alatt a kontroll szintre csokkent. A két sejttipus kozott a DNS-reparacios kinetikaban
nem volt szignifikdns kiilonbség. Ezzel ellentétben FA jelenléte KC-ban 0.5 oraval a
besugarazas utan, FB-ban 4.5 oraval a besugarazést kovetden szignifikdns valtozast, hosszabb
listokos-képzddést eredményezett ahhoz a DNS-migracidhoz képest, amelyet az UVC
onmagaban okozott. 20 6raval az irradiacid utdn a sejtek comet-képzddése FA-expoziciotol
fiiggetlentil a kontrollal megegyezd volt.

3 J/em® UVA-besugarzast kovetéen mindkét sejttipusban azonnal szignifikans DNS-
karosodas volt mérhetd, csakiigy, mint kordbban a HaCaT sejtekben. Am ez a DNS-karosodas
most is gyorsan, minddssze 1 6ra alatt eltlint a sejtekbdl. FA-expozicié nem befolydsolta sem
a DNS-kéarosodas mértékét, sem a DNS-reparaciot.

30 mJ/em® UVB- és 0.24 J/em® UV A-irradiacio egyiittese (szolaris szimulalt UV) az
UVC-besugarzas hatasahoz hasonld valtozasokat hozott létre. Az iistokos-képzddés a

besugarazas utdn 0.5-2 o6rdval valt lathatova, dam ez esetben hamar, mar 3 6ra mulva le is
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csokkent a kontroll szintjére. 10 uM FA-expozicidé a szolaris irradidciét megelézden
szignifikansan (p<0.05) hosszabb {istokosoket eredményezett a csak besugarazott mintdkhoz
képest 0.5-3 oraval az irradiaciot kovetéen mind FB-ban, mind KC-ban.
kontrollhoz képest. UVC-irradiacid utan a sejtkultarakban a proliferacié csokkent, a FB-ban
erdteljesebben, a KC-ban kisebb mértékben. Figyelembe véve a besugarzas utan 4, illetve 24
oraval mért proliferacios ratakat a FA-elokezelés a FB-ban tovabb erdsitette az UVC-
irradiacio negativ hatasat. Ezzel szemben KC-ban az irradiaciot kovetd azonnali, illetve 1 ora
mulva mért toxicitds ersodott fel, ha az AlamarBlue™ fluoreszcencia intenzitast vettiik
alapul. Az UVA-besugarzas nem befolyasolta szignifikansan a sejtproliferaciot. FA hatasara
is csak kissé csokkent a sejtek novekedése. A szolaris UV-irradiacio (UVB+UVA) sem
valtoztatta meg szamottevden a proliferaciot a sejtekben. FA-el6kezelés is csak kis mértékben
csOkkentette a sejtnovekedést.

A MN-képzédést UVC-irradiacid utan FB-ban vizsgaltuk. A besugarazast (4 mJ/cm’
UVC) kovetéen 72 ora elmultaval a kontrollhoz képest szignifikdnsan tobb MN volt
megfigyelhetd a sejtkultiraban. 12,5 uM FA 6nmagaban nem okozott fokozott MN-indukciot.
Ezzel szemben 6 o6ra inkubaci6é ilyen FA-koncentracid mellett szignifikdnsan (p<0.05)

megndvelte az UVC-indukalta MN el6fordulasi gyakorisagat.

MEGBESZELES
1. Fotokemoterdapia (PUVA) hatasdra bekiovetkezd DNS-kdarosodds és repardcio
Vizsgélatainkban demonstralni tudtuk, hogy az UVB, az UVA és a PUVA altal okozott
DNS-karosodas tipusa, reparacidja jelentdsen kiilonbozik egymastol. Az UVA-irradidciod
hatasara elsdsorban egyszalu DNS-torések keletkeznek oxidativ utvonalakon. Ezek gyors

ujrakapcsolodasa eredményezi az iistokos-képzddés comet-assay-ben észlelhetd gyors

13



lecsengését. Az UVB-sugarzas a DNS-ben elnyelédve CPD-t és (6-4)-PD-t hoz Iétre, melyek
tranziens, reparacios intermedier termékekbdl ered. Ezek az eredményeink Osszhangban
vannak az irodalomban leirtakkal. A PUV A-okozta DNS-karosodas ¢és reparacié kimutatasara
(monoadduktumok, DNS-DNS keresztkotések) az alkalikus comet-assay nem bizonyult
eredményesnek. Valoszinlinek latszik, hogy a pszoralen hozzdadéasa a sejtekhez az indukalt
DNS-DNS intra- és interstrand keresztkotések miatt gatolta az UV A-okozta DNS-vandorlas
detektalasat. Neutralis comet-assay-t alkalmazva azonban a PUVA-kezelés nyoman
kettosszalt DNS-toréseket tudtunk demonstralni, amelyek idébeni megjelenésiiket tekintve
lehetnek DNS-reparacios intermedierek. A PUVA-okozta DNS-monoadduktumok és
keresztkotések kijavitasara az irodalomban a NER és a rekombinacids reparacio lehetdsége
egyarant ismert, illetve a kettd egyiittmiikodése is lehetséges. Az altalunk beallitott assay
mindent egybevetve alkalmasnak tlinik a foto(kemo)terapia klinikai hatasanak kovetésére a
betegagy mellett is.
2. UV-irradiaciot koveto kromoszoma-karosodas (MN-indukcid) osszehasonlito vizsgdlata
normadl human MC-ban és FB-ban
A MN-képzddés a kromoszomakarosodas igen érzékeny paramétere. A MN-ok olyan

genetikai anyagot reprezentalnak, amely a sejtosztodas soran nem tudott beépiilni a leany-
magvakba. Korabbi vizsgéalatok xeroderma pigmentosum-ban, illetve familiaris melanoma
malignum-ban szenvedd betegekbdl szdrmazd FB kulturdkban a szolaris UV-sugarzas okozta
MN-indukciot magasabbnak talaltak egészséges egyénekhez képest. Ez jol korrelal a betegek
napfény-expozicio okozta emelkedett tumor rizikojaval.

A modositott multiparametrikus FCM moddszerrel alacsony dézisa UV és y-irradiaciot
kovetden mind MC-ban, mind FB-ban do6zis-valasz dsszefliggést talaltunk MN-képzddésre és

a G2/M-fazisban megmutatkozoé sejtciklus-késleltetésre.
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Az UV-indukdlt MN-képzddésrdl mostanaig kevés adat all rendelkezésiinkre. Az
irodalmi adatokat tekintve, az endonukledz-érzékeny helyek indukcidjaban az UVB és UVA
hatékonysadganak ardnya human FB-ban 125:1. Hasonléan magas aranyt észleltek
horcsogsejteken is. A FB-ban végzett kisérleteinkben a MN-indukcioban mi kisebb
aranyszamot talaltunk (25:1). Hasonléan kis aranyszdm olvashatd az irodalomban a
kettésszala DNS-toréseket illetéen. Erre az szolgalhat magyardzatként, hogy az UVA-
indukélta MN elsésorban nem endonukledz-szenzitiv helyekbdl szarmaznak, hanem mas
16ziokbol is (pl. direkt DNS-szaltorések). Osszességben azonban ezek az eredmények
ramutatnak az UVA-sugarzas okozta kromoszomakarosodds rizikojara, mely nem
hanyagolhato el a fotokarcinogenezisben.

A MC-ban a FB-kal 6sszehasonlitva joval alacsonyabb volt a MN-indukcié mértéke mind
v-, mind UVB-irradiacié utdn. Nem észleltiink szignifikdns MN-indukciot UV A-irradiaciot
kovetden sem. Ennek egyik lehetséges magyarazata a MC hosszabb sejtciklusa.

FCM-val az MN-indukcio vizsgalataval egy 1d6ben a sejtciklus-késleltetésrol,
pontosabban a G2/M-fazis-késleltetésrdl is képet nyertiink az ugyanazon mintaban jelenlévd
sejtmagok jellemzése soran. Az irradiaci6 okozta MN-indukcid és a G2/M-fazist sejtmagok
aranya kozott talalt pozitiv korrelacié amellett sz6l, hogy a MN-képzddést és ezt a sejtciklus-
késleltetést is kettdsszala DNS-torések inditjak el.

Az equitoxikus dozisok (D50) a FB tulélésére vonatkozéan UVB esetén 1 J/em® (313
nm), UVA esetén 15 J/cm®. Az ezen dozisoknak megfeleldé MN-frekvencidk 3 % és 1 %.
Megjegyzendd, hogy az 1 Jem® UVB és a 15 J/em® UVA koriilbeliil 1 és 0.2 minimalis
eritéma dozisnak felel meg. Ilyen UV-dozisoknak kdnnyen ki vagyunk téve a nyari napon, az
UVA hasonléan magas dézisainak pedig a szolariumok mesterséges fényli lampai alatt, illetve
UVAl-terapia soran. Az UVB és UVA bdrsejtekben megmutatkoz6 szignifikans klasztogén

hatdsa, amelyet igazolni tudtunk, arra utal, hogy a human bér UVB és UVA besugérzasa
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hozzajarul genetikai instabilitas kialakuldsahoz, pl. heterozigotasag vesztésekhez, mely DNS-
1ézi0k viszont a bor karcinogenezisében ismert tényezok.
3. FA adltal okozott, illetve FA altal modositott, UV-irradidcio altal indukalt DNS-kdrosodas
és repardcio dsszehasonlito vizsgalata normdl humdan KC-ban és FB-ban

A FA elsésorban DPC-t indukal. 4 6ras FA-expozicié utdn FB-ban 50 uM, KC-ban 25
uM  FA-koncentraciondl lattunk szignifikdns (p<0.05) keresztkotés-képzddést. Ennek
elérésére 8 oOrds expozicid utdn 25 uM FA volt elegendd mindkét sejttipusban. Az
irodalomban korabban limfoblasztokban 50 uM FA 2 6rés inkubacidjarol mutattak ki, hogy
szignifikans keresztkotés-képzodést okoz. Ezzel szemben human SV40-transzformalt FB-ban
¢s V79 sejtekben 100 uM-nak taldltdk a hatékony FA-koncentraciot (4 o6ras expozicio). E
felett a koncentréacio felett dozisfiiggd keresztkotés-indukciot lattak, mely a citotoxicitassal is
korrelalt, és fliggetlen volt a sejt tipusatol. 100 uM FA 1 6ras expozicidja bronchidlis FB-ban
¢s KC-ban mar elegendd volt DPC létrehozasdhoz, de ez a doézis mar egyben erdsen
citotoxikus is volt. Ugy tiinik, hogy a normal human bér KC-nak és FB-nak primer kultrai
kissé érzékenyebbek FA-re, mint a bronchidlis sejtek vagy V79 sejtek. FA-expozicidt
kovetéen nem tudtunk DNS-egyszalu toréseket kimutatni, nem valtozott tovabba
utobbi  koncentraciot valasztottuk, amikor a tovdbbiakban a FA esetleges hatasat
tanulmanyoztuk az UV-okozta DNS-karosodasra. Comet-assay-vel végzett kisérleteinkben az
UVA-, UVB- és UVC-irradiacié hullamhossz-specifikus és 1d6fliggd valtozasokat indukalt a
DNS-elvandorlasban (istokos-képzddésben), korabbi, HaCaT-sejteken  végzett
vizsgélatainkkal egybehangzéan. Ha a sejteket szolaris szimulator (UVB+UVA) alacsony
dozisaval irradialtuk és a DNS-migraci6d idokarakterisztikdjat vizsgaltuk, azt az UVB altal
aktivalt NER-ra talaltuk jellemzOnek. Jelen vizsgalatainkban elséként kozliink 6sszehasonlitd

adatokat humén primer epidermalis KC és FB UV-indukalt reparacids kinetikajarol azonos
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hullamhosszii UV-besugarzast ¢és dozisokat alkalmazva. Eredményeink nem mutattak
szignifikans kiilonbséget sem az alkalmazott UV-spektrumok, sem a két sejtféleség kozott. Az
irodalmat attekintve, UVC-okozta DNS-karosodast kovetoen alkalikus elucids technikaval
hasonld reparacids kinetikat mutattak az ugyanazon a donorbol szarmazd bronchidlis
epithelialis sejtek és FB is.

Ha a sejtkultirakat 10 pM FA expozicionak tettiik ki irradiacio elétt, UVA-besugarzas
utan nem tapasztaltuk az egyszalu DNS-torések Gjrakapcsolasanak gatlasat. Ugyanakkor UVC
vagy szolaris UV-irradiaciot kovetéen a FA modositotta a DNS-reparacié 1d6-
karakterisztikajat, lassitotta a comet-képzddésnek a kontroll szintjére vald visszacsokkenését.
Magyarazatként felmeriil, hogy a DNS-kérosodds mértéke a mintdkban kiilonbozd, a
hosszabb iistokos a FA-expoziciokor a NER sordn zajlo tobb incizids eseménybdl adodik. Ez
1daig nem ismert olyan fotokémiai reakcio a FA és UV-irradiacié kozott, amely tovabbi DNS-
karosodashoz vezetne. Az egyszalu reparacios hézagokat betdltd DNS-reszintézis/ligacio
aktivitdsanak karosoddsa a NER soran szintén felelds lehet a hosszabb és lassabban csékkend
tistokosokeért. A FA-nek a DNS-reparacios folyamatokat gatld hatasat korabban mar kozolték,
de oka csak részben ismert. Mi a kisérleteinkben a FA DPC-t indukal6 hatasat demonstraltuk,
amely felelds lehet a reparacid gatlasaért és a sejtproliferacid csokkenéséért is. Bronchialis
Valoszinil, hogy a FA hatdsanak érvényesiilésében fontosak lehetnek egyes mikrokodrnyezeti
tényezOk, pl. a poliamin deplécid, a nukleotid-felvétel és -szintézis gatldsa, amelyek a
reparacios DNS-szintézis késleltetését okozhatjak.
nagyobb tdmadasi feliiletet adhat. Ez DNS-kettdsszalu torések nagyobb el6fordulési
gyakorisagahoz vezethet, és kromoszomakarosodast indukalhat. Eredményeink szerint a FA-

expozicido besugarzas eldtt olyan koncentracioban (12.5 uM), mely 6nmagaban még nem
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emeli meg a MN-képzédés gyakorisagat, 4 mJ/em® UVC utan felerésiti a MN-indukciot.
Minthogy a genetikai informécid és a génexpresszid a kromoszéma-atrendezddés soran
megvaltozhat, ¢és a kromoszoma-rendellenességek nagy szama karakterisztikus a
tumorsejtekre, ugy tlinik, a kronikus FA expozicié hozzdjarulhat az UV-inditotta bértumorok

kifejlodéséhez.

EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA
Munkankban a napfény ultraibolya spektrumanak DNS-re kifejtett karositd hatasat

tanulmanyoztuk, a besugarzast kovetden kiilonbdzo bioldgiai végpontokban. Eredményeink

amellett szélnak, hogy erre a célra a comet-assay és a MN-assay alkalmas vizsgalati
modszerek.

1.1. Comet-assay-vel tenyésztett human boérsejtekben (HaCaT) kiilonbséget tudtunk tenni az
UVA- és az UVB-sugarzas okozta DNS-karosodas és reparacié kozott. Eredményeink az
irodalommal egybehangzdak. Megallapitottuk tovabba, hogy az alkalikus comet-assay
onmagaban nem alkalmas a PUVA (8-MOP+UVA-fény) DNS-re kifejtett hatdsanak
leirasara.

1.2. ElsOként mutattunk ra arra neutrdlis comet-assay segitségével, hogy a PUVA Aaltal
kivaltott DNS-karosodast kdvetd reparacio soran kettésszala DNS-torések keletkeznek.

2.1. Az éltalunk tovabbfejlesztett FCM moddszer lehetové tette a MN-indukcié mérését és
ezzel egyidoben a GO/G1 és G2/M fazisu sejtek elkiilonitését is tenyésztett normal human
FB-ban és MC-ban. A kromoszomakarosodas mértéke parhuzamot mutatott a G2/M-
fazisban megrekedt sejtek aranyaval.

2.2. Elséként irtuk le, hogy az UVA-irradiaci6 dozis-dependens moddon

kromoszémakarosodast indukal human FB-ban.
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2.3.

3.1

3.2.

3.3.

3.4

Megallapitottuk, hogy az UVB-irradiacié is okoz dozis-dependens moddon
kromoszomakarosodast human MC-ban és FB-ban is, de ugyanazon doézisokra a két

sejttipusban kiilonb6z6 a karosodas mértéke.

. Tenyésztett normal human KC-ban ¢és FB-ban comet-assay segitségével megallapitottuk,

crer

dozis-dependens DPC-képzodést idéz eld.

Elsoként végeztiink comet-assay-vel 0sszehasonlitd vizsgalatot az UV-sugarzas okozta

DNS-karosodas és reparacios kinetika tanulmanyozasara nézve tenyésztett normal human

KC-ban és FB-ban. A DNS-karosodas ¢€s reparacio a besugarzas hullamhosszatol fiiggott,

¢s hasonlo kinetikat mutatott FB-ban é¢s KC-ban.

A FA hatasanak tovabbi tanulmanyozasakor azt talaltuk, hogy a FA mar alacsony

dozisban gatolja az UVC- és az UVB-irradiaciot kovetd NER-t a reparaciés DNS-

szintézis/ligacid 1épésben. UV A-besugarzas utan a FA nem befolyasolta a reparaciot.
Megallapitottuk, hogy a repardcid6 késleltetése a  kromoszomakarosodas

megnovekedéséhez vezet. A FA olyan koncentracidoban, mely nem indukalt MN-t,

szignifikans emelkedést okoz az UV C-indukalt kromoszémakarosodasban.
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