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RÖVIDÍTÉSEK 

 

 

(6-4)-PD: pirimidin-(6-4)-pirimidon fotoproduktum 

8-MOP: 8-metoxi-pszoralen 

8OHdGuo: 8-oxo-7,8-dihidro-2’-deoxiguanozin 

CA: kromoszóma aberráció 

CPD: ciklobután-pirimidin-dimer 

DPC: DNS-protein keresztkötések 

DPH: 1,6-difenil-1,3,5-hexatrién 

Dsbs: kettQsszálú DNS-törés 

EB: etídium-bromid 

EDTA: etilén-diamin-tetra-acetát 

FA: formaldehid 

FB: fibroblaszt 

FCM: áramlási citometria 

FM: fluoreszcens mikroszkópia 

KC: keratinocyta 

MC: melanocyta 

MMS: metil-metán-szulfonát 

MN: mikronukleusz 

NER: nukleotid excíziós reparáció 

PUVA: 8-MOP+UVA 

SEM: átlag standard hibája 

Ssbs: egyszálú DNS-törés 

UV: ultraibolya sugárzás 
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1. BEVEZETÉS 

 

A napfény a szervezetünket, leginkább bQrünket érQ, hatásaiban összetett, 

pozitívumokkal és negatívumokkal egyaránt rendelkezQ természetes környezeti tényezQ. 

Elindítója és fenntartója számos fiziológiás (D-vitamin szintézis, antigénspecifikus 

immuntolerancia, etc.) és patológiás (napégés, fotoallergiás, fototoxikus, fotoaggravált 

kórképek, fotokarcinogenezis, photoaging) folyamatnak. Ezen hatásokért elsQsorban a 

napfény elektromágneses spektrumának kb. 6 %-át kitevQ UV-tartomány (200-400 nm) a 

felelQs, amelyben biológiai hatás szempontjából UVC (200-280 nm), UVB ((280-320 nm) és 

UVA (320-400 nm) spektrumterület különíthetQ el. A mechanizmus, amin keresztül ezek a 

hatások megvalósulnak, összetett: fotokémiai reakciók, membránreceptorokon végbemenQ 

változások, lipid- és fehérjemódosítások, illetve DNS-károsodás indukálása. Ez utóbbinak 

különösen nagy a jelentQsége egyrészt a genetikai tartalom megváltozásának lehetQsége miatt, 

mely a daganatképzQdés fontos eleme, másrészt, mert a DNS-léziók szignálként 

szerepelhetnek és ilyen módon kulcsfontossággal bírnak a napfény által indukált sejtbiológiai 

hatásokhoz, mint a sejtet, illetve a szervezet integritását védQ DNS-reparációs folyamatok, 

sejtciklus-szabályozó, ellenQrzQ funkciók, apoptózis aktiválódásához, a melanocytákban 

(MC) a melanin-szintézis indukálódásához, az immunfolyamatok módosulásához, 

immunszuppresszió vagy éppen napfényallergia kialakulásához (Matsumura, 2004). Az UV-

sugárzás DNS-en kifejtett hatásai nem minden esetben ugyanazok, mivel a változások 

hullámhossz- és sejtfüggQek, lefolyásukban és kimenetelükben a sejttípus, a sejt-proliferációs 

státusz, az anyagcsere állapot, a DNS-reparációs kapacitás, endogén és exogén 

fotoszenzibilizátorok jelenléte egyaránt fontos. Ezért nagy jelentQség_ek azok a tanulmányok, 

melyek a különbözQ tényezQket nemcsak külön-külön, hanem együttesen is figyelembe véve 

vizsgálják az UV-sugárzás emberi bQrön kifejtett hatásait.  

A jelen munkám célja kettQs volt: ezen összehasonlító vizsgálatokhoz olyan alkalmas 

metódusok keresése, melyek újabb perspektívákat nyitnak a fotodermatológiai kutatásban, 

másrészt az UV-okozta DNS-károsodás és reparáció normál humán bQrsejteken való in vitro 

tanulmányozása. IdQrendben tekintve elsQ projektem, a mikronukleusz (MN)-képzQdés MC-

ban és fibroblasztokban (FB) végzett vizsgálata a leideni egyetem bQrgyógyászati klinikáján 

történt. A fotokemoterápia genotoxicitásának kísérletes vizsgálata a Debreceni Egyetem 

Orvos- és Egészségtudományi Centrum BQr- és Nemikórtani Klinika laboratóriumában, majd 

a formaldehid (FA) genotoxikus hatásainak vizsgálata a heidelbergi egyetemhez tartozó 

mannheimi bQrgyógyászati klinikán folyt. 
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

UV-sugárzás és DNS-károsodás 

 

UVC/UVB 

A DNS abszorpciós spektruma (260 nm-es maximummal) nagyobbrészt a napfény 

UVC és UVB tartományát foglalja magában. Az UV-fotonok a DNS-ben elnyelQdve 

ciklobután-pirimidin-dimereket (CPD: TT>>TC>CT>>CC dimerek, Mitchell, 1992) és 

pirimidin-(6-4)-pirimidon fotoproduktumokat (6-4)-PD: TC>>CC>TT…CT) indukálnak. 

Emellett a 300 nm-nél hosszabb UV-sugárzás jelenlétében a (6-4)-PD fotoizomerizációja is 

bekövetkezik, az ún. Dewar-izomer keletkezik. Az UVC,- illetve UVB-sugárzás hatására 

képzQdQ fQ fotoproduktum a CPD, a (6-4)-PD jóval kisebb mennyiségben képzQdik. Hasonló 

mennyiség_ CPD létrehozásához az UVB-bQl mintegy százszor nagyobb energiamennyiségre 

van szükség, mint UVC-bQl (Douki, 2000). Az UVC-sugárzást az ózon elnyeli, így az 

atmoszférát ez a sugártartomány már nem éri el. Az ózonréteg jelenleg is észlelhetQ 

károsodása, elvékonyodása miatt azonban a rövidebb hullámhosszú UVB-sugárzás nagyobb 

részarányban éri el a földet (van der Leun, 1993, Madronich, 1994).  

Az említett DNS-léziók a nukleotid excíziós reparáció (NER) révén javítódhatnak ki 

(Hoeijmakers, 2001). A (6-4)-PD reparációja gyors, hatékony, nagyrészt a globális genom 

reparáció révén megy végbe, a CPD reparációja lassú, inkomplett, fQleg transzkripcióhoz 

kapcsolt reparációs mechanizmuson keresztül valósul meg (Mullenders, 1993). Típusos 

pontmutációként GC›AT tranzíció, ha a NER nem megfelelQ, gyakrabban CC›TT mutáció 

jön létre. Az elégtelen reparáció miatt emellett a tovább folyó replikáció közben DNS-hurkok, 

majd egyszálú DNS-gap-ek keletkeznek a dimerek helyén, melyek endonukleázokkal 

szemben nagyon érzékenyek. Így kettQsszálú DNS-törések (dsbs) jönnek létre, ezek révén 

pedig az UV-sugárzásra jellemzQ kromatid típusú kromoszóma aberrációk (Bradley, 1981). A 

CPD és (6-4)-PD felismerése együtt jár a sejtciklus ellenQrzQ pontjainak aktiválódásával és a 

sejtciklus késleltetésével, mely lehet idQleges, de végzQdhet a sejt halálával is. Ennek 

szabályozásában az elmúlt években bonyolult kapcsolati rendszereket térképeztek fel, melyek 

bizonyos gének (ciklinek, ciklin-dependens kinázok és ezek regulátorai) adott sejtciklus-

idQpontban történQ specifikus expressziójával jellemezhetQk. Ebben központi szerepet tölt be 

a p53 tumorszuppresszor fehérje (Hall, 1993). Expressziója bizonyos típusú sejt-, illetve 

DNS-károsodás esetén megnövekszik, majd a következményesen megnövekedett p21 fehérje 

expresszió a G1-ciklin-dependens-kinázok gátlásával egy átmeneti sejtcikluskésleltetést idéz 

elQ a G1-fázisban. Ez idQt biztosít a DNS-reparáció befejezésére a replikáció elQtt. Ha a sejtek 
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a besugárzás pillanatában a G1/S-fázis határán, illetve korai S-fázisban vannak, amikor a 

sikeres DNS-reparáció esélye lecsökken, az UV-irradiáció okozta kromoszómakárosodás 

valószín_sége nagyobb. Ha a DNS-károsodás mértéke túl nagy, a p53 más fehérjékkel 

együttm_ködve a sejtet az apoptózis irányába indítja el. A sejtciklust reguláló fehérjék 

funkcióvesztQ károsodása elQsegíti a tumorprogressziót (Hunter, 1994). A G2/M-fázisban 

történQ sejtciklus-késleltetés, mely a posztreplikációs reparációra biztosít idQt a mitózisba 

lépés elQtt, sokkal kevésbé egy adott specifikus DNS-károsodásra visszavezethetQ sejtciklus-

válasz. Ez a folyamat a p34cdc2 fehérje foszforilációs státuszának kontrollálásával és a ciklin B 

oszcilláló szintézise által szintén pontosan szabályozott (Maity, 1994). A sikertelen DNS-

reparáció ebbQl a sejtciklus-ellenQrzQ pontból is apoptózis irányába viszi a sejtet. 

A dimerek és fotoproduktumok kimutatása történhet in situ, jelzett monoklonális 

antitestek segítségével, vagy indirekt módon, a nem szemikonzervatív DNS-szintézis 

nukleoradiográfiás vagy ELISA-alapú mérésével, a T4 endonukleáz V szenzitív helyek, 

illetve a reparáció intermedier egyszálú DNS-töréseinek kimutatásával alkalikus elúciós vagy 

comet-assay felhasználásával. A következményes kromoszómakárosodás demonstrálására 

citogenetikai assay-k, a sister kromatid kicserélQdés és a mikronukleusz (MN)-indukció 

vizsgálata szolgálnak. 

 

UVA 

A hosszú hullámú UVA-tartományból a DNS már csak nagyon kis mennyiséget nyel 

el. Ezért a direkt DNS-károsodás: CPD, (6-4)-PD képzQdése nem számottevQ (egy 

nagyságrenddel több UVA-energia kell hasonló mennyiség_ CPD indukálásához, mint 

amennyit UVB okozna, Douki, 2000). Ezzel szemben megnQ a valószín_sége a 

sejtmembránok lipidjeinek, illetve a citoplazma polimerjeinek excitációjára, mely különbözQ 

típusú szabad gyökök képzQdéséhez vezet. Ezeknek a hosszabb féléletidej_ komponensei a 

sejtmagba jutva, további reakciókban nagy energiájú, rövid életidej_ radikálokat hoznak létre, 

melyek már elég kis távolságra a DNS-tQl egyszálú, esetleg kétszálú DNS-töréseket, 

bázismódosulásokat (8-oxo-7,8-dihidro-2’-deoxiguanozin (8OHdGuo), abázikus helyek), 

DNS-fehérje keresztkötéseket produkálnak. Az egyszálú DNS-törések gyorsan 

visszakapcsolódnak, a báziskárosodások a bázis excíziós reparáció révén kijavítódnak, a 

DNS-fehérje keresztkötéseket enzimek hasítják. A sejtciklus késleltetése az S-fázisra (De 

Laat, 1995), illetve a G2/M-átmenetre (Bänrud, 1999, Leszczynski, 1996) szorítkozik, vagy 

egyáltalán nem jelenik meg (Weller, 1996), kisebb mérték_ DNS-károsodást sejtetve. Ennek 

ellenére pontmutációk (típusosan AT›CG transzverzió (Sage, 1996)), sQt 
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kromoszómakárosodás is létrejöhet (Bänrud, 1999). Az UVA okozta DNS-károsodás azért 

nagy jelentQség_, mert a napfény UV-spektrumában ez a tartomány nagy részarányt (95%) 

képvisel. Másrészt, az UVB-t elnyelQ hatékony fényvédQk biztosította hosszabb idej_ 

napfényen tartózkodás és a szolárium-lámpák is plusz UVA-terhelést jelentenek. Emellett az 

UVA penetrációja a bQrbe jóval kifejezettebb és mélyebb, mint az UVB sugárzásé. Mindezek 

alapján az UVA-sugárzás ma már nem tartható ártalmatlannak. 

Az UVA spektrum okozta DNS-száltörések immunkémiai módszerrel, alkalikus 

elúcióval vagy comet-assay-vel mutathatók ki, míg a bázismódosítások DNS-reparációs 

enzimekkel (formamido-pirimidin-glikoziláz, Nth protein, Nfo protein), szekvenálással. 

Meg kell továbbá említeni azt is, hogy az ún. szoláris szimulált fény (UVB+UVA) 

DNS-károsító hatása az elQbbiektQl eltérQ a szélesebb spektrum jelenléte következtében. A 

mutációk tekintetében például az UVB-re jellemzQ GC›AT események és az UVA-

specifikus AT›CG bázis szubsztitúciók mellett gyakoribbá válnak a CC›TT típusú 

változások (Sage, 1996). 

 

A humán bQr sejtjei 

 A bQr három rétege a hám (epidermisz), az irha (dermisz) és a bQralja (szubkutisz). 

Legkívül helyezkedik el az epidermisz, mely fQként keratinocytákból (KC, 80 %), MC-ból (5-

10 %) és Langerhans sejtekbQl (5-10 %) épül fel. A FB a dermiszben és a szubkutiszban 

találhatók. Az UV-sugárzás penetrációjának mélysége egyrészt hullámhossz-függQ: az UVA-

fotonok a dermiszt is elérik, míg az UVB-sugárzás fQ targetje az epidermisz (Bruls, 1984). A 

biológiai hatást befolyásoló további tényezQ a stratum corneum vastagsága, amelyben az UV-

sugárzás egy része szóródik és visszaverQdik, illetve a melanintartalom, mely a sugárzás egy 

részét képes elnyelni. Mindemellett a különbözQ sejttípusok is eltérQen válaszolnak az Qket ért 

genotoxikus stresszre (Smith, 1996). Ennek hátterében olyan tényezQk állnak, mint pl. a 

különbözQ típusú DNS-reparációs útvonalak aktiválódásának eltérQ gyakorisága 

(Hoeijmakers, 2001), az apoptózisra való érzékenység különbözQsége (Smith, 1996), az eltérQ 

sejtciklus-hossz (De Leeuw, 1994, Kaufmann és Wilson, 1994), illetve aktuálisan a sejtek 

sejtciklus-fázis állapota (Weller, 1996). Ezért egy adott genotoxikus behatásra a mutációs 

frekvencia, a kromoszómakárosodás és a sejttúlélés is eltérQ. Példának okáért Otto (1999) azt 

találta, hogy a FB-ban ugyanazon UVB-dózis nagyobb mérték_ DNS-károsodást indukál, 

mint KC-ban. De Leeuw (1994) kimutatta, hogy a legrosszabb túlélési rátát bármely 

hullámhosszúságú UV-sugárzásra a FB adják. A KC kevéssé, legkevésbé pedig a MC 
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érzékenyek a letális hatással szemben. A FB-ban emellett a DNS-reparáció fidelitása is kisebb 

a KC-hoz képest (Schmidt-Rose, 1999). 

 

Az UV-sugárzás okozta DNS-károsodás következményei a bQrben 

 

BQrdaganatok 

Az epidemiológiai és kísérleti adatok arra utalnak, hogy a humán bQrtumorok 

incidenciájának növekedése, legalábbis részben, a bQr napfény expozíciójának fokozódásához 

kapcsolódik (Mukhtar és Elmets, 1996). Ez fQleg a nem melanoma bQrtumorokra (aktinikus 

keratózis, bazalioma, spinalioma) vonatkozik. A melanoma kialakulásában, progressziójában 

az UV-sugárzás szerepe kevésbé tisztázott (Weinstock, 1996; Gilchrest, 1999). A 

fotokarcinogenezis manapság elfogadott modellje soklépcsQs folyamatot tételez fel a tumor 

kifejlQdésének hátterében (Yuspa és Dlugosz, 1991), amelyben nemcsak az UVB, hanem az 

UVA is fontos szerepet játszik (Matsui és DeLeo, 1991). Ez utóbbit többek között szQrtelen 

albino egereken végzett kísérletek támasztják alá (De Gruijl, 1993), másrészt az a 

megfigyelés, hogy egy hal modellben az UVA-sugárzás hatékonynak bizonyult melanoma 

kialakulásában (Setlow, 1993). A tumorok molekuláris analízise bQrdaganatok sejtjeiben a 

genetikai módosítások egész spektrumát mutatja (Leis és Livingstone, 1996; Heim és 

Mitelman, 1995). Pontmutációkon és kis deléciókon túlmenQen teljes gén, 

kromoszómafragment vagy teljes kromoszóma elvesztése is megjelenhet, ami citogenetikailag 

detektálható (Solomon, 1991). Humán bazaliomákban és spinaliomákban a 

kromoszómavesztés különbözQ mintázatai találhatók (Quinn, 1994). Aktinikus keratózisban 

ismert a heterozigótaság vesztésének magas gyakorisága (Rehman, 1994). Humán melanoma 

sejtekben súlyos kromoszóma aberrációk (CA) figyelhetQk meg (Trent, 1989; Dracopoli, 

1989). A súlyos genetikai változások közül, melyekrQl azt tartják, hogy a bQr 

karcinogeneziséhez vezethetnek (Yunis, 1983; Rees, 1994), néhányat ismerten az UV-fény 

indukál (IARC, 1992). Az még nem tisztázott, hogy az UV-spektrum mely része okoz ilyen 

defektusokat, illetve, hogy az UV-sugárzás milyen mérték_ kromoszóma aberrációt (CA) 

indukál. 

A MN-képzQdés a kromoszómakárosodás igen érzékeny paramétere (Heddle, 1983). A 

MN olyan genetikai anyagot reprezentálnak, amely a sejtosztódás során nem tudott beépülni a 

leány-magvakba (Cornforth és Goodwin, 1991). Ezek a DNS-tartalmú kerek részecskék belsQ 

és külsQ membránból álló burokkal vannak körülvéve (Paglin, 1997). Korábbi vizsgálatok 

xeroderma pigmentosum-ban (Bielfeld, 1989) illetve familiáris melanoma malignum-ban 
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(Roser, 1989) szenvedQ betegekbQl származó FB kultúrákban a szoláris UV-sugárzás okozta 

MN-indukciót magasabbnak találták egészséges egyénekhez képest. Ez jól korrelál a betegek 

napfény-expozíció okozta emelkedett tumor rizikójával. 

 

Immunszuppresszió 

Jól ismert, hogy az UV-sugárzás elsQsorban a sejtmediált immunválaszok (késQi 

típusú túlérzékenység, kontakt hiperszenzitivitás) szisztémás és lokális szupprimálásáért 

felelQs (Kripke, 1990). A hatás kifejlQdéséhez az szükséges, hogy az UV-fotonok energiája a 

sejt által érzékelhetQ szignállá alakuljon, amihez alkalmas kromofór vegyületek kellenek. Az 

elmúlt évek során a kutatások két fQ kromofórt valószín_sítettek az UV immunszuppresszív 

hatásának hátterében: a stratum corneumban elhelyezkedQ transz-urokánsav molekulát 

(Norval, 1996) és a DNS-t (Vink, 1996). Ez utóbbival kapcsolatban Kripke és munkatársai 

(1992) vizsgálatai kimutatták, hogy a CPD-képzQdés mértékének csökkentése excíziós 

reparációs enzimet tartalmazó liposzómák bQrbe való bejuttatása révén ki tudja védeni az 

UVB-indukálta lokális és szisztémás immunszuppressziót. KettQsszálú DNS-törések 

indukálása in vivo a KC DNS-ben restrikciós enzim segítségével immunszuppressziót idézett 

elQ (Vink, 1996). Számos kísérletes adat emeli ki tehát a DNS-károsodás fontos szerepét 

ebben a folyamatban. Az immunszuppresszióban feltételezett mechanizmus egyrészt 

immunmodulatorikus citokinek (pl. IL-10) termelQdésének a kiváltása a KC-ban a DNS-

károsodás által, melyek a keringésbe jutva szisztémás hatást is kifejthetnek, másrészt a i-

interferon indukálta intercelluláris adhéziós molekula (ICAM)-1 sejtfelszíni expressziójának 

gátlása (Krutmann, 1996). Emellett az UV az epidermisz antigénprezentáló sejtjeinek a DNS-

ét is közvetlenül károsítja, amelyeknek - valószín_leg részben a megváltozott citokin milieu 

hatására is - megváltozik az antigénprezentáló képessége, ily módon lokálisan tolerogén 

immunválasz fejlQdik ki az adott antigénre (Vink, 1996). A sejtes immunválasz gátlása a 

bQrtumorokkal szembeni immunvédekezés képességének csökkenésével is jár (Krutmann, 

1996). 

 

Fotoallergia 

A fotoszenzitív (fotoallergiás) bQrbetegségek, köztük a polimorf fényexanthema (PFE) 

patomechanizmusa nagyon kevéssé ismert, ami miatt a terápia is problémát jelent. Horkay 

(1973) vetette fel elsQ ízben a nagyfokú fényérzékenységgel járó kórképben a NER lehetséges 

szerepét. A PFE betegek perifériás limfocitáiban az UV-irradiációt követQ reparációs DNS-

szintézis szignifikáns csökkenését írta le, összehasonlítva nem fényérzékeny személyek 
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limfocitáival. A KC-ban a csökkenés nem volt szignifikáns (Horkay, 1978). ElképzelhetQ, 

hogy az UV-sugárzás okozta DNS-károsodásnak ezen kórképben is patogenetikai szerepe 

van. A tünetek kialakulásának hullámhossztól való függése PFE-ben (Nyugat-Európában 

inkább az UVA, Magyarországon inkább az UVB a provokáló) rámutat a DNS-léziók 

típusának a fontosságára, és további vizsgálatokat sürget ebben az irányban. 

 

Exogén kémiai anyag hatása az UV-sugárzás okozta DNS-károsodásra 

 

Fotoszenzibilizálás 

A bQrtumorok emelkedQ incidenciájának hátterét kutatva lényegesek azok a 

tanulmányok is, melyek a bQr karcinogenezis többlépcsQs folyamatában lehetséges additív, 

szinergisztikus interakciókat vizsgálnak az UV-sugárzás és a gyógyszerek, kozmetikumok, 

egyéb környezeti tényezQk között (Brash, 1998, Minamoto, 1999, Kraus, 1996). Ilyen jelleg_ 

vizsgálatok eddig nem nagy számban történtek, technikailag nehezek (Loveday, 1996). 

Teoretikusan, a kémiai anyagok a bQrbe abszorbeálódva direkt DNS-károsodást 

indukálhatnak, gátolhatják a DNS-reparációt, replikációt vagy transzkripciót, fotokémiai 

reakciókat eredményezhetnek, szabad gyököket generálhatnak, vagy megzavarhatják a 

sejtciklus szabályozást (Kraus, 1996, Goldsmith, 1996, Davies, 1990). Mindez módosíthatja a 

napfény UV-sugárzásának tumort iniciáló hatását. 

Az említett “fotoszenzitizáló” anyagok lehetnek terápiás célzattal alkalmazott kémiai 

vegyületek (pl. 8-metoxi-pszoralen (8-MOP), egyéb, szintén növényi eredet_ (paszternák, 

zeller, füge, lime) molekulák vagy gyógyszerek (pl. tetracyclinek, fluorokinolonok, 

fenotiazinok), illetve a környezetünkbQl származó (pl. krémekbQl, aftershave-bQl, 

fényvédQkbQl, textilekbQl etc. felszabaduló) vegyi anyagok. Kérdéses, hogy ezek közül 

melyek csak fototoxikusak, fotoallergének, és melyek fotomutagének, fotokarcinogének is 

(Loveday, 1996). 

A fotokémiai reakciók során az arra alkalmas kémiai anyagok, elnyelve az UV-

sugárzás energiáját, magasabb energiaszintre, excitációs (szingulett vagy triplett) állapotba 

kerülnek. Ezután, mint szabad gyökök, azaz nagyon reaktív molekulák viselkednek (I. típusú 

fotokémiai reakció) vagy más molekulákkal kölcsönhatásban újabb szabad gyököket, fQként 

reaktív oxigén szabad gyököket indukálnak (II. típusú fotokémiai reakció). Az utóbbi 

folyamat a gyakoribb, az excitáló hullámhossz leginkább az UVA, vagy a látható fény (400-

700 nm). A következmény a DNS oxidatív károsodása, a membrán lipidjeinek peroxidációja, 

a membrán-asszociált és citoplazmatikus fehérjék módosítása. A DNS-ben bekövetkezQ 
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változások egyszálú és kétszálú DNS-törések, báziskárosodás (8OHdGuo, abázikus helyek), 

DNS-fehérje keresztkötések. A nem fotokémiai reakciókban résztvevQ kokarcinogénekrQl 

(pentoxyfillin, koffein, aldehidek) mind kísérleti adatok, mind epidemiológiai bizonyítékok 

szempontjából jóval kevesebbet tudunk (Weller, 1996, Grafström, 1983). 

 

Fotokemoterápia 

A fotokemoterápia során pszoraleneket (általában 8-MOP) alkalmazunk közvetlenül a 

bQrön oldat, illetve krém formájában vagy per os. Ezt 20 perccel-2 órával késQbb UVA-

besugárzás követi, a bQrben való 8-MOP akkumuláció maximumán. Történetileg, a 

pszoraleneket tartalmazó növényi extraktumok együttes alkalmazása természetes napfénnyel 

i. e. 1500-ra vezethetQ vissza; Indiában és Egyiptomban a vitiligo kezelésében használták. Az 

elsQ klinikai közlés 1948-ból való (El-Mofty). Bár azóta ez a kezelési eljárás nagyon elterjedt 

mint számos bQrbetegség (psoriasis, vitiligo, atopiás dermatitis, parapsoriasis, mycosis 

fungoides) kiváló adjuváns terápiája (Bethea, 1999), hatásának mechanizmusa nem teljesen 

tisztázott. Az egyik összetevQ a beteg bQr epidermiszét infiltráló aktivált/kóros limfociták 

apoptózisának indukciója (Yoo, 1996, Coven, 1999). Az is ismert, hogy a fotoaktivált 

pszoralen elsQsorban a nukleinsavra hat (Gasparro, 1988, Yang, 1989), a biológiai hatások 

pedig az alkalmazott UV-sugárzás hullámhosszától függenek (Ortel, 1990), azaz a pszoralen 

fotoaktivációjától. Így valószín_, hogy a PUVA (PUVA=8-MOP+UVA) biológiai hatásaiban 

a DNS-pszoralen fotoadduktumoknak fontos szerepe van (Ortel, 1990, Gasparro, 1988). 

Ismert, hogy a 8-MOP az I. típusú fotokémiai reakcióban vesz részt, azaz az UV-fotont 

abszorbeáló molekula a DNS-szálak közé interkalálódva és UV-fotont elnyelve egy pirimidin 

bázissal 3,4- illetve 4’,5’-monoadduktumot képez, majd egy újabb foton hatására DNS-DNS 

keresztkötést hoz létre. Az ilyen típusú DNS-károsodás reparációja nem tisztázott. 

Escherichia coli-ban, élesztQ sejtekben, plazmid DNS-en végzett kísérletek alapján a NER és 

a rekombinációs reparáció komplex együttm_ködése (Magana-Schwencke, 1991, Lage, 2003) 

valószín_. Humán limfoid sejteken végzett kísérletek különbözQ DNS-reparációs idQket 

mutattak UVB- és PUVA-kezelést követQen. Ami a bQrt illeti, a fotokemoterápia 

hatékonysága sok esetben nagyobb, illetve más jelleg_ a fototerápiához (UVA önmagában 

vagy UVB) képest, ami a DNS-károsodás eltérQ természetébQl eredhet ugyancsak. A PUVA-

ra típusos mutáció is különbözik attól, amit az UVB- vagy az UVA-sugárzás után 

észlelhetünk, ez esetben gyakoribb az 5’TpA helyek mutációja. Ezért az okozott DNS-

károsodás vizsgálata abból a szempontból is fontos, hogy a PUVA-karcinogenezis hátterét is 
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jobban megismerjük, minthogy PUVA-kezelés alatt a bQrdaganatok megjelenésének rizikója 

emelkedik (Stern, 1994). 

A fotoadduktumok kimutatására eddig alkalikus elúciót, nagy nyomású folyadék 

kromatográfiát, monoklonális antitestek felhasználását írták le. 

 

UV, formaldehid, karcinogenezis 

A formaldehid (FA) a környezetszennyezés egyik fQ eleme (Casteel, 1987). 

Esszenciális ipari nyersanyag kemikáliák elQállításához, építQanyagok, háztartási termékek 

gyártásához. FA szabadul fel fa, természetes gáz inkomplett égésekor, dohányzáskor, de a 

kozmetikumok is gyakran tartalmaznak FA-t (0.0001-0.0848% (m/m) vagy FA felszabadító 

komponenseket (Quaternium 15, diazolidinyl urea), mint konzerváló szert (Rastogi, 2000). 

Maximális megengedett koncentrációja krémekben – az EU Kozmetikai Direktiva 

szabályozása szerint - 0.2% (m/m). Ebben a mennyiségben, protein keresztkötések létrehozása 

révén, a FA elQnyös a szintetikus komponensek gyors kémiai degradációjának, illetve a 

bakteriális kontaminációnak a kivédésére. Ismertek azonban bQrre kifejtett káros hatásai is. 

Aldehid-alapú gyantákkal foglalkozó munkásokon esetenként bQrkiütések (irritáció) 

(Makinen, 1999) figyelhetQk meg, gyakori a FA-del szembeni kontakt allergia is (Agner, 

1999), mely miatt a FA az európai standard epicutan tesztsor konstans tagja. Ezen kívül 

nemrégiben fényérzékenységet is közöltek egy tosylamid/formaldehid gyanta okozta kontakt-

dermatitisszel szövQdve (Vilaplana, 2000). A levegQbQl, textilekbQl vagy kozmetikumokból 

abszorbeálódott FA tényleges koncentrációja a bQrben nem ismert. A FA-hidrát, ami vizes 

oldatban keletkezik, bizonyítottan könnyen diffundál a bQrbe (Robbins, 1984). A FA 

ubiquiter, a legtöbb sejtben jelen van az alkohol dehidrogenáz III által enzimatikusan létrejött 

glutationált formában (Cheung, 1999, Barber, 1998). Egy-szénatomos transzfer reakciókhoz 

és NADH-generációhoz ez a forma szubsztrátot jelent. Az exogén FA eliminálása is az 

alkohol dehidrogenáz feladata. A kapacitását meghaladó FA bizonyítottan citotoxikus, 

mutagén (Grafström, 1990) és klasztogén (Merk, 1998, Speit, 2000). A citotoxikus és 

genotoxikus hatásokért egyrészt a nukleáris DNS és hisztonfehérjék között képzQdött DNS-

fehérje keresztkötések (Voitkun, 1999) perzisztálása lehet felelQs. Másrészt fontos lehet a 

replikációban (Permana, 1994) és a DNS-reparációban (Grafström, 1986) szereplQ enzimek 

FA-okozta kémiai módosítása is, mely genetikai instabilitáshoz vezethet. Az in vitro 

megfigyelt G›A tranzíciós mutációknak és bázis miszinkorporációnak a deoxiguanozin FA-

indukálta N²-metilációja lehet az oka (Snyder, 1986). Állatkísérletes megfigyelés, hogy a 

belélegzett levegQben nagyobb koncentrációban (‡6 ppm) alkalmazott FA patkányok és 
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egerek orrüregében elszarusodó laphámrákot tud okozni (Casteel, 1987). Egy nemrégiben 

kiértékelt, USA-ban készült eset-kontroll tanulmány nazofaringeális elszarusodó laphámrák 

magasabb elQfordulási arányát állapította meg emberben is munkahelyi FA-expozíció esetén, 

mely korrelált a FA kumulatív dózisával (Vaughan, 2000). BQrtumorok fokozott rizikójára 

FA-expozíciót követQen nincs ismert epidemiológiai bizonyíték, ámbár bonctermi dolgozók 

között a bQrtumorok magasabb mortalitással járó megjelenési formáit tapasztalták (Walrath, 

1983). 

Grafström (1990) közölte, hogy az N-metil-N-nitrozourea okozta DNS-károsodás 

bronchiális sejtekben 100-300 oM FA jelenlétében nem tudott kijavítódni. Ehhez hasonlóan 

röntgen-besugárzást követQen a FA jelenléte az egyszálú DNS-törések újrakapcsolódását és 

UV-irradiáció után a NER során a reparációs DNS-szintézist gátolta (Grafström, 1983). Heck 

(1999) kimutatta, hogy a FA-indukálta DNS-protein keresztkötések (DPC) gátolni tudják a 

DNS-polimerázt, sQt a teljes replikációs komplexet, illetve a DNS-struktúrát moduláló 

topoizomeráz II-t is. Ezek magyarázhatnák a FA-nek az UV-sugárzás utáni reparációra 

kifejtett esetleges gátló hatását bQrsejtekben. 

Az egyszálú, illetve kétszálú DNS-törések, alkali labil helyek kimutatására az 

alkalikus comet-assay használatos mint nagyon érzékeny metódus (Collins, 1997, Slamenova, 

1997). Alkalmasnak bizonyult limfocitákban, FB-ban, HaCaT KC-ban UVA-irradiáció által 

okozott DNS-károsodás detektálására, illetve a sejtek NER képességének vizsgálatára UVC- 

és UVB-irradiáció után (Alapetite, 1996, Henriksen, 1996, Lehmann, 1998). Ezenkívül az 

assay-vel tanulmányozhatók a DNS-DNS, DNS-fehérje típusú keresztkötések is, ha az UV-

irradiációt egyszálú DNS-töréseket okozó ágenssel (MMS, ionizáló sugárzás) kombináljuk 

(Pfuhler, 1999, Merk, 1999). Az MMS a DNS bázisainak N7-metilációját okozza, ez pedig 

abázikus helyeket eredményez. Ezek erQs alkalikus környezetben labilisak, egyszálú DNS-

töréseket formálnak a comet-assay során (Homme, 2000). Az ionizáló sugárzás direkten 

DNS-száltöréseket indukál (van der Schans, 1983). A keresztkötések indukciója a DNS-

törések comet-képzQ hatásának a csökkenésével arányos.  
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2. CÉLKIT^ZÉSEK 

 

I. Fotokemoterápia (PUVA) hatására bekövetkezQ DNS-károsodás és reparáció vizsgálata 

a) Vizsgálható-e a PUVA által okozott DNS-károsodás és az azt követQ reparáció 

comet-assay-vel? 

b) Hogyan viszonyul a PUVA okozta DNS-károsodás és reparáció az UVB-, illetve az 

UVA-sugárzás ilyen irányú biológiai hatásához hiperproliferativ KC modell HaCaT 

(immortalizált humán keratinocyta)-kultúrákban? Eredményeinket az UVB és UVA 

tekintetében az irodalomból ismert adatokhoz viszonyíthatjuk, a PUVA esetében viszont 

elsQként választottuk az ezen assay-vel szerezhetQ új információk elQnyeit a terápia 

hatásmechanizmusának, illetve karcinogenitásának kutatásában. 

 

II. UV-irradiációt követQ DNS-károsodás összehasonlító vizsgálata normál humán MC-ban és 

FB-ban kromoszóma-károsodás (MN-indukció) tanulmányozása segítségével 

a) Klinikailag relevánsan alacsony dózisú UVB- és UVA-sugárzás indukál-e MN-t 

humán FB-ban és MC-ban? Ha igen, ennek hatékonysága mennyire tér el a i-sugárzás 

hatásosságától? Nincsenek UVB-re vonatkozó adatok normál, nem-transzformált humán 

bQrsejteket illetQen, és nem ismert, hogy az UVA-sugárzás is képes-e vajon 

kromoszómakárosodás indukálására. 

b) Alkalmazható-e, illetve módosításokkal alkalmassá tehetQ-e egy korábban leírt 

multiparametrikus áramlási citometriás módszer (FCM, Wessels és Nüsse, 1995) a MN-

képzQdés mérésére ezekben a sejtkultúrákban? A metódus objektivitása, gyorsasága, jobb 

statisztikai kiértékelhetQsége mellett ad-e a partikulumok DNS-tartalmának mérése új 

információt a sejtben bekövetkezQ változásokról? 

 

III. FA által okozott, illetve FA által módosított, UV-irradiáció indukálta DNS-károsodás és 

reparáció összehasonlító vizsgálata normál humán KC-ban és FB-ban 

a) Okoz-e a FA comet-assay-vel kimutatható DNS-károsodást (DNS-protein 

keresztkötéseket (DPC), egyszálú DNS-töréseket (single strand breaks, ssbs)) humán, nem-

transzformált, felnQtt bQrbQl származó KC-ban és FB-ban? Hosszú idQtartamú, de alacsony 

koncentrációjú FA-expozíció, mint amilyen például 8 órás FA-expozíciójú munkahelyen vagy 

smink használatakor könnyen elérhetQ, okoz-e szignifikáns DNS-károsodást ezekben a 

sejtekben? 
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b) Van-e különbség a FB-ban és a KC-ban végbemenQ DNS-károsodás és reparáció 

között UVC-, UVA- és szoláris szimulált UV (UVB+UVA)-sugárzást követQen comet-assay-

vel vizsgálva? Azonos kísérleti körülmények között végzett ilyen típusú összehasonlító 

vizsgálat még nem történt. 

c) Van-e a FA-nek hatása az UV-sugárzás által indukált DNS-károsodásra és 

reparációra? Ha igen, megmutatkozik-e ez késQbb MN-képzQdésben mérhetQ 

kromoszómakárosodásban?  
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

a. Sejttenyésztés 

Összehasonlító vizsgálatainkhoz MC-t és FB-t újszülöttek (II. bQrtípus) urológiai 

osztályon eltávolított praeputiumának bQrébQl nyertük Liu és Karasek (1987) módosított 

módszerével. A bQrt a kötQszövettQl megtisztítva apró darabokra vágtuk és tripszin oldatban 

(0.25 % tripszin, 0.15 M NaCl, 0.04 M KCl, 0.1 % glükóz, pH 7.5) inkubáltuk egy éjszakán át 

4 flC-on. Ezt követQen a bQrdarabokat sejttenyésztQ médiumba tettük, és az epidermiszt 

elválasztottuk a dermisztQl. MC tenyészetekhez az epidermális sejtszuszpenziót Eisinger és 

Marko (1982) leírása szerint növesztettük tovább, Halaban módosításaival (1986). A médium 

alapja Ham’s F-10 volt, kiegészítve 10 nM 12-O-tetra-dekanoil-forbol-13-acetáttal, 2.5 nM 

kolera-toxinnal, 0.1 mM izobutil-metil-xantinnal, 5 % újszülött borjú szérummal (Hyclone, 

Logan UT), 100 IU/ml penicillinnel és 100 og/ml streptomycinnel. Ha a kultúrákban 

megjelentek FB, a tenyészeteket geneticinnel (100 og/ml) kezeltük 48-72 órán át. A 

dermiszbQl nyert FB-at 10 % újszülött borjú szérummal, 100 IU/ml penicillinnel és 100 og/ml 

streptomycinnel kiegészített Ham’s F-10-ben növesztettük tovább 37 flC-on, 5 % CO2-

atmoszférán. Hetente kétszer cseréltünk médiumot. A sejtnövekedést fázis-kontraszt 

mikroszkóp alatt ellenQrizve log-fázisban tartottuk fenn. A kultúrákat a kísérleteinkhez 2-9 

passzálás között használtuk. 

HaCaT sejttenyészeteket felhasználó kísérleteinkhez az immortalizált KC sejtvonalat 

DMEM sejttenyésztQ médiumban tartottuk fenn, mely 10 % újszülött borjú szérumot, 

penicillint és streptomycint tartalmazott. 

KC-t és FB-t felnQtt, egészséges (II-III. bQrtípusú egyének), napfénytQl védett 

(emlQplasztikai m_tétekbQl) normál bQrébQl nyertünk. A bQrt a fentebb leírtakkal megegyezQ 

módon dolgoztuk fel, de ez esetben az epidermális sejtek szuszpenzióját mitomycin-kezelt 

(23.9 oM) humán FB kultúrára szélesztettük FAD2 sejttenyésztQ médiumban (DMEM és 

Ham’s F-12 (3:1) kiegészítve újszülött borjú szérummal, adeninnel, inzulinnal, trijód-

tyroninnal, hydrocortisonnal, epidermális növekedési faktorral, kolera-toxinnal, penicillinnel 

és streptomycinnel). A KC-at 37 flC-on, 10 % CO2 atmoszférán tartottuk fenn. Szubkonfluens 

kultúrák elérésénél a FB-at 0.02 % EDTA hozzáadásával távolítottuk el (4 perc, 37 flC), majd 

a sejteket szérummentes KC médiumban (KGM, Clonetics, US&Can) tenyésztettük tovább. 

Passzáláshoz 0.1 % tripszint és 0.02 % EDTA-t alkalmaztunk (5 perc, 37 flC). A sejteket 2-3 

passzálás után használtuk fel kísérleteinkhez. A FB nyeréséhez az apró bQrdarabkákat Petri-
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csészébe lefektetve tenyésztettük RPMI 1640 médiumban (Biochrom KG, Berlin, 

Németország) kiegészítve 10 % újszülött borjú szérummal és penicillinnel, streptomycinnel, 

37 flC-on, 5 % CO2 atmoszférán. Passzáláshoz a sejtkultúrákat 0.05 % tripszinnel és 0.02 % 

EDTA-val kezeltük (4 perc, 37 flC). A továbbiakban szérummentes FB sejttenyésztQ 

médiumot használtunk (FGM, Promocell, Heidelberg, Németország). Kísérleteinkhez a 3-7. 

passzázs sejtjeit használtuk. 

 

b. UV-irradiáció 

MC és FB vizsgálatakor az UVB irradiációhoz 3 darab, egyenként 40 W Philips TL-01 

fluoreszcens csövet (Philips Nederland BV, Eindhoven, Hollandia) használtunk, melyek fQleg 

313 nm UVB-sugárzást biztosítottak (Sterenborg és mts., 1988). A dózis-ráta 3 W/m2 volt. Az 

UVB besugárzás alatt a Petri-csészék tetejét eltávolítottuk. UVA-irradiációra egy Sellas 

Sunlight lámpát (típus 2001, Sellas, Gevelsberg, Németország) alkalmaztunk UVB-filterekkel 

(UVASUN kék lemez és UVASUN kék film) felszerelve a 340 nm alatti sugárzás kizárására. 

A filtereket is figyelembe vevQ emissziós spektrumot egy optronikus spektroradiométer 

(Philips Drachten, Hollandia) segítségével határoztuk meg. A dózis-ráta 70 W/m2 volt. Az 

aktuális sugárzás bemérésére IL-700 kutató radiométert használtunk (International Light Inc., 

Newburyport, MA) SEE 400 detektorral, melyhez WBS 320 filtert alkalmaztunk. A 60Co i-

irradiáció 3.3 Gy/perc dózis-rátával volt biztosítható. A kontroll minták azonos körülmények 

között, de sugárzástól védve voltak kezelve. 

HaCaT sejtes kísérleteinkben UVB (313 nm) sugárzást Philips TL-01 csövek (0-60 

mJ/cm2), UVA (320-400 nm) sugárzást (0-5 J/ cm2) Waldmann PUVA 800 lámpa (H. 

Waldmann GmbH&Co., Németország) biztosítottak. 

A KC és FB vizsgálatakor az UVC irradiációhoz (254 nm) UV Stratalinker 2400 

(Stratagene, 2 mW/cm2, 3 és 4 mJ/cm2, 15 cm irradiációs távolság) készüléket alkalmaztunk. 

365 nm UVA besugárzást egy CAMAG Deluxe (alacsony nyomású Hg) UV-lámpa (Muttenz, 

Svájc, 2 mW/cm2, 3 J/cm2, 6.5 cm irradiációs távolság) biztosított. Széles spektrumú UVB 

besugárzás UVC blokkoló filterrel felszerelt ORIEL xenon arc szoláris szimulátor (Oriel 

Corporation, Stratford, CT, USA, Model 81160) segítségével történt. A 30 mJ/cm2 UVB 

(290-320 nm) irradiációt 7.5 cm távolságról adtuk le (1.00 mW/cm2). Az UVA részaránya 

(320-400 nm) 0.24 J/cm2 (8.00 mW/cm2) volt. A sugárzás intenzitásának mérésére IL-1400A 

radiométert használtunk (International Light, Inc., Newburyport, MA, USA) Solar Blind 
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vákuum (SEL 240, 185-310 nm) és UV stabilizált szilikon (SEL 033, 310-390 nm) fotodióda 

detektorokkal. Az UVC és UVB besugárzás idejére a Petri-csészék tetejét eltávolítottuk. 

 

c. Comet-assay (üstökös-assay, egy sejt gél-elektroforézis, SCGE) 

A sejteket 104 sejt/cm2 s_r_ségben 24 ó-val a besugárzás, illetve kémiai expozíció elQtt 

Petri-csészékben (d=3,5 cm) szélesztettük. A 8-MOP-t a sejttenyésztQ médiumban 300 ng/ml 

végkoncentrációban alkalmaztuk 2 órás inkubációs idQvel. A formaldehid (FA) (Merck) 

különbözQ koncentrációit szérummentes médiumban adtuk a sejtkultúrákhoz. A FA 

keresztkötQ kapacitásának meghatározására a sejtekhez a FA-kezelés után metil-

metánszulfonátot (MMS) (250 oM) adtunk és a kultúrákat 30 percig inkubáltuk. Besugárzás 

elQtt a médiumot PBS-re (1 ml) cseréltük. Az alkalikus üstökös-esszét Collins (1997) leírása 

alapján alkalmaztuk. A sejteket tripszinizálással távolítottuk el a Petri-csésze aljáról, majd 

beágyaztuk alacsony olvadáspontú agaróz gélbe (0.5 %) egy normál olvadáspontú agarózzal 

bevont csiszolt tárgylemezen. A sejteket ilyen formában egy éjszakán át 4 flC-on lízisnek 

tettük ki (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1 % N-lauroyl-szarkozinát, 1 % Triton, 2 

% DMSO, pH 10). Ezután a lemezeket erQsen alkalikus oldatban (300 mM NaOH, 1 mM 

EDTA, pH 13.0) vagy neutrális assay esetén pH 8.0 (89 mM Tris, 89 mM bórsav, 2 mM 

EDTA) oldatban hagytuk equilibrálódni 25 percig, melyet elektroforézis követett (21 V (0.86 

V/cm), 300 mA, 25 perc). Neutralizálás (0.4 M Tris, pH 7.5) után a sejtmagokat etídium-

bromiddal (EB) festettük (20 ug/ml). Az üstökös hosszát, intenzitását fluoreszcens 

mikroszkóp (Leica, Leica Microsystems, Wetzlar, Németország) alatt értékeltük ki, 

reprezentatív mintákat fotodokumentáltunk. A sejtmagokat 4 kategóriába soroltuk, (i) sejtmag 

üstökös nélkül, (ii) sejtmag üstökössel, melynek hossza nem nagyobb a sejtmag kétszeresénél, 

(iii) sejtmag üstökössel, melynek hossza nagyobb a sejtmag kétszeresénél és (iv) sejtmag 

üstökössel, melynek hossza nagyobb a sejtmag háromszorosánál. Lemezenként legalább 

1x100 sejtmagot tanulmányoztunk. 

 

d. Mikronukleusz (MN)-assay 

Fluoreszcens mikroszkópos meghatározáshoz üveg tárgylemezeken, áramlási citometriai 

mérésekhez Petri-csészékben 4x103 sejt/cm2 sejts_r_séggel exponenciálisan növekvQ sejteket 

szélesztettünk. A FB-at 24 órával, a MC-at 72 órával késQbb irradiáltuk PBS-ben. A 

besugárzást követQen a sejteket ismét médiumban tovább tenyésztettük 37 flC-on és 5 % CO2-

atmoszférán. A MN-képzQdést a FB-ban 4, a MC-ban 8 nappal késQbb vizsgáltuk. 
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A tárgylemezeket PBS-ben mostuk, hypotoniás oldatban (0.1 M NaCl, 1.7 mM KCl) 

megmerítettük, majd a sejteket metanol:ecetsav:PBS 1:3:4 arányú keverékében fixáltuk. A 

DNS megfestésére propídium-iodidot használtunk (5 og/ml) Vectashield-ben (Vector 

Laboratories, Inc., USA). 

Az áramlási citometriai méréshez a sejtmagok és a MN szuszpenzióját Wessels és Nüsse 

(1995) módszere szerint, néhány módosítással készítettük elQ. 3-6x105 sejt pelletjéhez 0.5 ml 

I. oldatot (10 mM NaCl, 3.4 mM Na-citrate, 10 mg/l szarvasmarha pancreas eredet_ RNase A 

és 0.03 % (v/v) Nonidet P-40) adtunk, majd 1.3x10-5 M végkoncentrációig EB-ot (Sigma). 

Másfél óra szobahQmérsékleten és sötétben történt inkubálás után a mintához 0.5 ml II. 

oldatot (71.4 mM citromsav, 0.25 M szukróz és 2 mM EDTA) adtunk. A további tárolás 4 flC-

on történt, a mérést következQ napon végeztük el. A sejtmembrán festésére 1,6-difenil-1,3,5-

hexatrién (DPH) (Sigma) fluoreszcens festéket alkalmaztuk, melyet a mérés elQtt csak 3-4 

órával adtuk a mintához 1.1x10-4 M végkoncentrációban. 

Az áramlási citometriai mérést egy Epics Elite (Coulter, Luton, UK) készülékkel 

végeztük, mely két Ar+-ion laserrel volt felszerelve, 480 nm és 351/363 nm laser emittálására 

az EB illetve a DPH excitációs spektrumának megfelelQen. A két festék excitációjához 

idQkésleltetést (~40 usec) vezettünk be a két laser-nyaláb közé. Ez a beérkezQ jelek közötti 

élesebb elkülöníthetQséget eredményezte. Az alkalmazott optikai filterek egy 630 nm hosszú 

hullámhosszat átengedQ filter és egy 450 nm sávot átengedQ filter kombinációban egy 550 nm 

hosszat átengedQ dikroikus tükörrel az EB, illetve a DPH jelrögzítés céljából. Az EB átlag 

fluoreszcencia intenzitását a G1-fázisú sejtmagoknak 2000 fluoreszcencia egységnél állítottuk 

be. A mérés triggereként a sejtmagok EB-fluoreszcenciájának 0.05 %-át határoztuk meg. Az 

adatokat listmode-ban rögzítettük az Elite software segítségével. Bivariáns logDPH-logEB 

dot plot-ton egy MN-at és sejtmagokat optimálisan befogó kapuban mintánként 1500 

partikulát értékeltünk (6000-12000 összes adat). A kapun belüli részecskéket a görbe alatti 

terület (pulse area) és jelintenzitás (peak signal) alapján a sejtciklusra vonatkozó adatokra is 

elemeztük, a sejtmag összecsapzódásokra korrigálva (Bauer és Boezeman, 1983). Adott EB- 

és DPH-fluoreszcencia intenzitással rendelkezQ partikulákat különgy_jtöttünk (sorting) 

tárgylemezen (500-1000 adat) és fluoreszcens mikroszkóp alatt azonosítottuk, hogy mely 

régióba esnek a MN, a nukleuszok, illetve a sejttörmelék. 

Egy-egy sejtkultúrában a MN és a G2/M-fázisban lévQ sejtmagok százalékos arányát 

meghatároztuk. A G2/M-fázisú magokat mint a G1-fázisú magok DNS-tartalmának 

kétszeresét tartalmazó részecskéket határoztuk meg. A MN-elQfordulásból kivonva a hátteret 

(nem irradiált minta), 3-5 független kísérlet eredményeit a dózis függvényében ábrázoltuk. Az 
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adatok regressziós analízise Windows 95 Microsoft Excel 5.0a software segítségével történt. 

Statisztikai szignifikanciát Student’s t-teszttel számoltunk (p<0.05). 

A FA-expozíció és az UV-sugárzás együttes hatásának vizsgálatakor elvégzett 

kísérleteinkben a FB-at ugyancsak tárgylemezen szélesztettük (103 sejt/cm2) 24 ó-val a 

kísérlet elQtt. A sejteket szérummentes médiumban (FGM) 6 órára FA-expozíciónak tettük ki, 

majd PBS-re cserélve a médiumot besugaraztuk UV-fénnyel. Ezután a sejteket RPMI 

médiumban engedtük osztódni 72 órán át (1-2 sejtciklus). A lemezeket PBS-ben mostuk, 

majd hypotoniás oldatba (0.1 M NaCl, 1.7 mM KCl) helyeztük, végül metanolban (5 perc, -20 

flC) és acetonban (10 másodperc, -20 flC) fixáltuk. A mintákat EB festés (20 og/ml) után 

fluoreszcens mikroszkóp alatt elemeztük. A MN intakt interfázis sejtben mint a sejtmagtól 

teljesen elkülönülQ, de ugyanazon fluoreszcencia intenzitást hordozó partikulák jelentek meg, 

átmérQjük 1/8-1/2-e a sejtmagnak (Cornforth és Goodwin, 1991). Tárgylemezenként legalább 

4x500 sejtet értékeltünk. 

 

e. Proliferációs assay 

A FB-at és a KC-at szérummentes FGM-ben, illetve KGM-ben tenyésztettük 96-lyukú 

plate-ekben (Nunc, Wiesbaden, Németország) 3x104/cm2 (200 ol/lyuk) sejtdenzitással 

szélesztve ki a sejteket. A sejtkoncentrációkat a sejtek mikroszkóp alatti (Bürker-kamra) 

számolásával ellenQriztük. 24 ó inkubáció (5 % CO2, 37 flC) után friss médiumra cseréltük az 

elhasználtat, amelyhez az esetek egy részében FA-t (10 oM) adtunk. A FA-expozíció végén a 

médiumot ismét lecseréltük, ez esetben 10 % (v/v) alamarBlueTM-t (Biosource, Nivelles, 

Belgium) tartalmazó tápfolyadékra. A festék redukciót, mely a fluoreszcencia intenzitás 

növekedésében nyilvánult meg, 4, 8, 12, 24 óra múlva spektrofluorimetriával (FL1000TM, 

Dynatech Laboratories, Sullyfield, Virginia, USA) mértük (560 nm excitációs és 590 nm 

emissziós hullámhosszon). A méréseket kvadruplikátumokban végeztük. A háttér 

fluoreszcenciát sejtmentes, reagenst tartalmazó tápfolyadékra határoztuk meg. Adatainkat az 

átlag mérési eredményt és a standard deviációt kiszámolva, a háttérre korrigálva relatív 

fluoreszcens egységekben (RFU) adtuk meg. Az alamarBlueTM fluoreszcencia és sejtszám 

összefüggését korrelációs analízis alapján határoztuk meg (Excel 97). A Pearson korrelációs 

koefficienst (R) és a kapcsolt szignifikancia valószín_séget (p) meghatároztuk minden 

idQpontra. 
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f. Statisztikai analízis 

Az üstökös-assay-ben a relatív DNS-migrációt tárgylemezenként 100 sejtet analizálva 

határoztuk meg 0-3-mal megszorozva a fentebb definiált üstökös kategóriáknak megfelelQen 

(Collins, 1997, Slamenova, 1997). A kísérleteket akkor értékeltük ki, ha a sejtmagok 95‒5 %-

ának nem volt üstökös migrációja a kontroll mintában. A MN-képzQdést mint MN-szal 

rendelkezQ sejtek százalékos arányát adtuk meg. Az adatokat mint átlag‒az átlag standard 

hibája (SEM) jelenítettük meg. Statisztikai szignifikancia számolásához Student’s t-próbát 

(p<0.05) alkalmaztunk. Az adatok regressziós analízisét a FA-okozta keresztkötések esetén a 

Microsoft Excel 97 program segítségével végeztük.  



 22

4. EREDMÉNYEK 

 

a) Fotokemoterápia (PUVA) hatására bekövetkezQ DNS-károsodás és 

reparáció 

HaCaT sejteket vizsgálva alkalikus comet-assay-vel, üstökös-képzQdést (ssbs, alkali labil 

helyek) közvetlenül az irradiációt követQen csak UVA-besugárzás (5 J/cm2) esetén láttunk (1. 

a) ábra). A DNS-migráció másfél órával késQbb már csaknem teljesen elt_nt, jelezve az 

indukált DNS-károsodás gyors reparációját. UVB-irradiációt (60 mJ/cm2) követQen DNS-

migrációt csak fél óra múlva kezdtünk észlelni (1. b) ábra). Ez arra utalt, hogy a comet-assay 

itt nem direkt DNS-károsodást mutat, hanem inkább az indukálódott NER következtében 

idQlegesen megjelenQ egyszálú DNS-töréseket. Ahogy a DNS-szálak újraszintetizálódtak és 

kapcsolódtak, az üstökös-képzQdés ismét elt_nt. Az alkalikus comet-assay önmagában nem 

bizonyult alkalmasnak a fotokemoterápia alatt bekövetkezQ DNS-törések követésére. 

Neutrális comet-assay-vel, amellyel DNS-kettQsszálú töréseket tudunk kimutatni, úgy t_nt, 

hogy sem az UVA-, sem az UVB-irradiációt követQen nem keletkeztek ilyen típusú DNS-

léziók. Ezzel szemben 8-MOP-nel (300 ng/ml) elQkezelve a sejteket, majd UVA-val (2 J/cm2) 

besugarazva Qket (PUVA) a neutrális assay eredményei szerint DNS-kettQsszálú törések 

jöttek létre másfél órával késQbb, nem azonnal a besugarazást követQen (2. ábra).  

 

b) Kromoszóma-károsodás összehasonlítása MC-ban és FB-ban i-, UVB- és 

UVA-irradiációt követQen 

A MN-képzQdés humán bQrsejt-kultúrákból történQ áramlási citometriai méréséhez az 

1995-ben Wessels és Nüsse által leírt metódust némileg módosítottuk a magok, sejtmagok és 

a nemspecifikus sejttörmelék jobb elkülönítése céljából. Így pl. szükséges volt, hogy a 

sejtlízis számára hosszabb idQt adjunk a magok és MN elkülönüléséhez, hogy 1 mM EDTA-

nak a mintához adásával védjük a MN-at a felszabaduló endonukleázoktól, és hogy 

idQkésleltetett kettQs laser áramlási citometriát alkalmazzunk (3. ábra). A MN 

elhelyezkedését a DPH/EB dot plot-ton sorting segítségével határoltuk be. JellemzQen ezek a 

részecskék a sejttörmelékhez képest alacsonyabb DPH-fluoreszcenciát mutattak, illetve a G1-

fázisú sejtmagok DNS-tartalmát jelzQ EB-fluoreszcenciának 1-20 %-val rendelkeztek. 

ElQkísérletek során meghatároztuk azt az irradiáció utáni optimális mérési idQt, amikor 

a sejtek nagy részében a sejtosztódás már megtörtént, lehetQvé téve a MN-képzQdés mérését, 

de a minta még nem hígult fel többszöri sejtosztódással. Mivel ezen paramétert az irradiáció 

dózisa befolyásolja, a legnagyobb alkalmazott dózis esetén legmegfelelQbb idQpontot 
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választottuk. Ezek a dózisok nem okoztak 50 %-nál nagyobb sejthalált egyik irradiációs 

típusban sem. Mikroszkópos értékelést használva megállapítottuk, hogy FB számára 4 nap, 

MC számára 8 nap volt az optimális.  

A MC-ban i-irradiációt követQen 9 Gy dózisig, FB-ban 4 Gy dózisig láttunk fokozatos 

éles emelkedést a MN-képzQdést illetQen (4. a) ábra). FB-ban 1,1 J/cm2 dózisig lineáris 

dózis-válasz összefüggést tapasztaltunk UVB-irradiáció után is. MC-ban nagyobb UVB-

dózisok voltak szükségesek (2 J/cm2-ig) ahhoz, hogy körülbelül a FB-ban mért MN-

frekvenciának megfelelQ MN-indukciót elérjük (4. b) ábra). A maximum MN-indukció FB-

ban 1.27‒0.24 % volt, MC-ban 1.1‒0.24 %. A G2/M-fázisú sejtmagok aránya szintén 

növekedett a dózissal. A növekedés ugyanazon ionizáló sugár- vagy UVB-dózist tekintve 

magasabb volt FB-ban, mint MC-ban. 

Az áramlási citometriai metódus beállítása és eredményeink alátámasztása érdekében 

fluoreszcens mikroszkóp alatt is ellenQriztük a MN-indukciót. FB-ban lineáris dózis-válasz 

összefüggést tapasztaltunk a MN-képzQdés tekintetében UVA-irradiációt követQen is (0-30 

J/cm2) (5. ábra). A maximum MN-elQfordulás a kontroll MN-elQfordulás körülbelül 

kétszerese volt (p<0.05). Mikroszkópos vizsgálatokkal számszer_en magasabbnak adódott a 

MN-frekvencia az áramlási citometriával kapott eredményhez képest identikus dózisokat 

tekintve. A G2/M-fázisú sejtek aránya szintén dózis-dependens módon növekedett, körülbelül 

20 %-ig, ahogyan azt az áramlási citometriai mérések mutatták. MC-ban UVA-irradiáció után 

nem volt észlelhetQ MN-indukció, sem sejtciklus-késleltetés. 

 

c) FA által okozott DNS-károsodás, illetve FA hatása az UV-okozta DNS-

károsodásra és reparációra normál humán KC-ban és FB-ban 

Comet-assay 

A FA 0-100 oM koncentrációban 20 óra alatt detektálható DNS-migrációt, azaz DNS-

száltöréseket, alkali labil helyeket nem indukált sem a KC-ban, sem a FB-ban. Egy rövid 

MMS-expozíció (250 oM, 30 perc) szignifikáns (p<0.001) DNS-károsodást, és ezzel comet-

képzQdést hozott létre mindkét sejttípusban. A sejtek FA-del való elQkezelése (0-100 oM, 4 

illetve 8 órás inkubáció) az MMS-okozta DNS-vándorlás mértékének egyenes arányos 

csökkenését idézte elQ a DPC produkciója révén (R2>0.95) (6. ábra). 

3 mJ/cm2 UVC-besugárzás után közvetlenül comet-assay-vel detektálható DNS-

károsodást (ssbs, alkali labil helyek) nem láttunk sem KC-ban, sem FB-ban, hasonlóan 

HaCaT-sejteken UVB-vel végzett korábbi kísérleteinkhez. 30 perc elteltével DNS-migráció 
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vált láthatóvá, legvalószín_bben a NER indukálódása révén (7. ábra). Ezután üstökös-

képzQdés még 1-2 óráig látható volt az assay-vel, azonban az idQ teltével egyre kisebb 

mértékben, 6 ó alatt a kontroll szintre lecsökkenve. Sejt-szinten a magok az irradiációt követQ 

0.5-5 órában eléggé nagy heterogenitást mutattak a DNS-migráció mértékét illetQen mindkét 

sejttípusban (részleteket nem mutatjuk). A két sejttípus között nem volt szignifikáns 

különbség a DNS-reparációs kinetikában. Ezzel ellentétben FA jelenléte KC-ban már 0.5 

órával a besugárzás után, FB-ban 4.5 órával a besugárzást követQen szignifikáns különbséget 

eredményezett az UVC-okozta DNS-migrációban. 20 órával az irradiáció után még FA-

expozíció esetén sem volt látható DNS-vándorlás. 

3 J/cm2 UVA-besugárzást követQen mindkét sejttípusban azonnal szignifikáns DNS-

károsodás volt mérhetQ, csakúgy, mint korábban a HaCaT sejtekben (8. ábra). Ám ez a DNS-

károsodás most is gyorsan, mindössze 1 óra alatt elt_nt a sejtekbQl. FA-expozíció nem 

befolyásolta sem a DNS-károsodás mértékét, sem a DNS-reparációt. 

0.24 J/cm2 UVA-val kísért 30 mJ/cm2 UVB-irradiáció (szoláris szimulált UV) az 

UVC-besugárzás hatásához hasonló változásokat hozott létre (9. ábra). Az üstökös-képzQdés 

a besugárzás után 0.5-2 órával vált láthatóvá, ám ez esetben hamar, már 3 óra múlva le is 

csökkent a kontroll szintjére. 10 oM FA-expozíció a szoláris irradiációt megelQzQen 

szignifikánsan (p<0.05) hosszabb üstökösöket eredményezett a csak besugarazott mintákhoz 

képest 0.5-3 órával az irradiációt követQen mind FB-ban, mind KC-ban. 

 

Proliferáció 

10 oM FA-expozíció nem okozott szignifikáns változást a sejtek proliferációjában a 

kontrollhoz képest (10. ábra). UVC-irradiáció után a sejtkultúrákban a proliferáció csökkent, 

a FB-ban erQteljesebben, a KC-ban kisebb mértékben (11. ábra). A FA-elQkezelés a FB-ban 

tovább erQsítette az UVC-irradiáció negatív hatását figyelembe véve a besugárzás után 4, 

illetve 24 órával mért proliferációs rátákat. Ezzel szemben KC-ban az irradiációt követQ 

azonnali, illetve 1 óra múlva mért toxicitás erQsödött fel az AlamarBlueTM fluoreszcencia 

intenzitást alapul véve. Az UVA-besugárzás nem befolyásolta szignifikánsan a 

sejtproliferációt. FA hatására is csak kissé csökkent a sejtek növekedése (12. ábra). A szoláris 

UV-irradiáció (UVB+UVA) sem változtatta meg számottevQen a proliferációt a sejtekben. 

FA-elQkezelés is csak kis mértékben csökkentette a sejtnövekedést (13. ábra). 
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MN-képzQdés 

A MN-képzQdést FB-ban vizsgáltuk UVC-irradiáció után (I. tábl.). A mérés optimális 

idejét befolyásolja az adott sejtre jellemzQ sejtciklus-idQ és a MN-t indukáló ágens is (l. 

lentebb). Kísérleteinkben a besugárzást (4 mJ/cm2 UVC) követQen 72 óra elmúltával találtuk 

szignifikánsan emelkedettnek a MN-t tartalmazó sejtek arányát. 12,5 oM FA önmagában nem 

okozott fokozott MN-indukciót. Ezzel szemben 6 óra inkubáció ilyen FA-koncentráció mellett 

szignifikánsan (p<0.05) megnövelte az UVC-indukálta MN elQfordulási gyakoriságát. 
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1. ábra UVA- illetve UVB-irradiáció által indukált DNS-károsodás és -reparáció HaCaT sejtekben alkalikus 
comet-assay-t alkalmazva a meghatározás módszereként. 

UVA-irradiációt követQen (3 J/cm², a) ábra) comet-képzQdést ki tudtunk mutatni a besugarazás elQtt 
agarózba ágyazott, majd így irradiált sejtekben (0 ó), azaz azonnal létrejött ssbs-t, alkali labil helyeket 
detektáltunk. A comet-képzQdés mértékének idQben való követése a kezdeti DNS-károsodás reparációjának 
kinetikájáról adott információt. A relatív DNS-migrációt mintánként 100 sejtet egy vizuális pontrendszer szerint 
kiértékelve határoztuk meg (l. Anyagok és módszerek). A kontroll (nem irradiált) mintákban a sejtmagok 95‒5 
%-a nem mutatott üstökös-képzQdést. Az ábrákon egy-egy reprezentatív kísérlet eredményeit mutatjuk. UVB-
irradiáció (30 mJ/cm², b) ábra) esetén nem volt comet-képzQdés 0 ó-nál, a DNS-migráció idQbeni változása a 
NER-ból eredQ eseményeket reprezentálta. Neutrális comet-assay alkalmazásával sem UVA-, sem UVB-
irradiáció nem mutatott így detektálható DNS-károsodást (nem mutatjuk). 
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2. ábra PUVA (300 ng/ml 8-MOP+2 J/cm² UVA-irradiáció) által indukált DNS-károsodás és -reparáció HaCaT 
sejtekben. 

Alkalikus comet-assay alkalmazásával (telt oszlopok) a PUVA-okozta DNS-károsodás nem volt 
vizsgálható. Neutrális comet-assay során (üres oszlopok) DNS-károsodásra utaló üstökös-képzQdés illetve 
idQben változó, DNS-reparációs események zajlását sejtetQ DNS-migráció-változás volt észlelhetQ. A relatív 
DNS-migrációt mintánként 100 sejtet vizsgálva, vizuális pontrendszer szerint értékeltük (l. Anyagok és 
módszerek). A kontroll (nem irradiált) mintákban a sejtmagok 95‒5 %-a nem mutatott üstökös-képzQdést. Az 
ábra reprezentatív kísérlet eredményét mutatja. 
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c  
 

b d  
 
 
 
 
3. ábra  Humán FB-ból származó sejtmag-MN szuszpenzió áramlási citometriai mérése, nem irradiált (a,c) 
illetve i-irradiált (4 Gy; b,d) mintákban. 
 A dot plot-tok (a,b) DPH-fluoreszcencia intenzitást (relatív membrán-tartalom) ábrázolnak EB-
fluoreszcencia intenzitás (relatív DNS-tartalom) függvényében, logaritmikus skálákon. Az R1 ablak a nukleuszok és 
MN sejttörmeléktQl való elkülönítését mutatja, amint azt sorting segítségével behatároltuk. Minden alkalommal 1500 
részecskét értékeltünk a kikapuzott mintán (R1) belül (6000-12000 összes esemény). A hisztogramok (c,d) a 
részecskék DNS-tartalom szerinti megoszlását mutatják az R1 ablakon belül, a részecskék számát ábrázolják az EB-
fluoreszcencia intenzitás (logaritmikus skála) függvényében. A sorting során MN-nak bizonyultak a G1-fázisú 
sejtmagok DNS-tartalmának 1-20 %-val rendelkezQ részecskék (M1). A második csúcs (M2) a G2/M-fázisú 
sejtmagokat reprezentálja. 
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4. ábra  MN-indukció (négyzetek, bal oldali y-tengely) és a sejtek akkumulálódása G2/M-fázisban 
(háromszögek, jobb oldali y-tengely) i- (a) ábra) illetve UVB- (b) ábra) irradiációt követQen. A MN és a G2/M-
fázisú sejtmagok százalékos arányait a FB-ban (üres négyzet és háromszög) illetve a MC-ban (telt négyzet és 

háromszög) FCM méréssel határoztuk meg (l. Anyagok és módszerek, illetve 2. ábra). Mindegyik adatpont 4-5, 
egymástól független kísérlet átlag±SEM értékét mutatja. Ábrázolás elQtt a nem irradiált mintákra mért MN-
képzQdést (1.5‒0.3 % FB-ban és 1.0‒0.3 % MC-ban) kivontuk. 
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5. ábra  MN-indukció (bal oldali y-tengely) és G2/M-fázisban való sejtciklus-késleltetés (jobb oldali y-

tengely) tenyésztett normál humán FB széles-spektrumú UVA-besugárzását követQen. A FCM (négyzet) és FM (kör) 
MN-assay-k érzékenységének összehasonlítása. 

A nem irradiált kontroll mintákban mért MN-képzQdést (FB-ra ez 1.5‒0.3 %) kivontuk az ábrázolás elQtt. A 
G2/M-fázisú sejtmagok százalékos arányát (háromszög) a FCM-metódus során állapítottuk meg a MN-méréssel egy 
idQben, ugyanazon mintában. Mindegyik adatpont átlag±SEM értéket mutat 3-5, egymástól független kísérlet 
eredményeinek összegzésébQl. 
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6. ábra FA DPC-t indukáló képességének meghatározása comet-assay segítségével normál humán bQrbQl 
származó FB-ban (a) ábra) és KC-ban (b) ábra). 

Az adatpontok különbözQ koncentrációjú FA (0-100 µM) 4 ó (üres szimbólumok) illetve 8 ó (telt 

szimbólumok) expozíciója következtében módosult MMS által indukált comet-képzQdést mutatnak (átlag‒SEM, 
n=4). A relatív DNS-migrációt vizuális pontrendszert követve, mintánként 100 sejtet kiértékelve határoztuk meg 
(l. Anyagok és módszerek). A kontroll (FA és MMS expozíció nélküli) mintákban a sejtmagok 95‒5 %-a nem 
mutatott üstökös-képzQdést. A keresztkötQ képesség tekintetében szignifikáns különbséget (*p<0.05, **p<0.01) 
észleltünk a FA-expozíciónak kitett és ki nem tett minták között az MMS-expozíció utáni DNS-migrációkat 
összehasonlítva. Nem volt szignifikáns különbség azonos FA-koncentrációkat tekintve a 4 ó illetve 8 ó 
expozíciók hatása, sem a két sejttípus között. 
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7. ábra FA hatása az UVC által indukált DNS-reparáció idQkinetikájára FB-ban (a) ábra) és KC-ban (b) ábra). 
UVC-irradiáció (3 mJ/cm², üres oszlopok) FB-ban és KC-ban is idQ-specifikus változásokat indukált a 

DNS-migrációt tekintve a comet-assay során, a NER-ból eredQ eseményeket reprezentálva. A 0 ó-kor, azaz az 
irradiációt követQen azonnal mérhetQ DNS ssbs-t, alkali labil helyeket agarózba ágyazás után besugarazott 
sejteken tudtuk meghatározni. A reparációs kinetika 10 µM FA jelenlétében (telt oszlopok) megváltozott. Az 
adatok a relatív DNS-migráció átlag‒SEM értékét mutatják (n=5). Szignifikáns (*p<0.05, **p<0.01) 
különbséget észleltünk a DNS-migrációt illetQen a FA-expozíciónak kitett és ki nem tett UVC-irradiált minták 
között. 
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8. ábra Comet-képzQdés UVA-irradiációt követQen FB-ban (a) ábra) és KC-ban (b) ábra). 
UVA-irradiáció (3 J/cm², üres oszlopok) FB-ban és KC-ban is DNS-károsodást indukált azonnal a 

besugárzás alatt, azaz comet-képzQdésa már agarózba ágyazott sejteket irradiálva (0 ó) volt megfigyelhetQ. A 
DNS-léziók 1 ó-n belül reparálódni látszottak mindkét sejttípusban, FA jelenlétében is (10 µM, telt oszlopok). 
Az adatpontok a relatív DNS-migráció átlag‒SEM (n=3) értékeit reprezentálják. 
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9. ábra FA hatása a DNS-reparáció idQkinetikájára szoláris szimulált UV-irradiációt követQen FB-ban (a) ábra) 
és KC-ban (b) ábra). 

Az UVB-irradiáció (30 mJ/cm²) és a kísérQ kis dózisú UVA-sugárzás (0.24 J/cm²) nem okozott assay-
nkben detektálható DNS ssbs-, alkali labil hely-képzQdést 0 ó-nál, azaz a besugarazás idején közvetlenül (üres 

oszlopok), ezzel szemben ssbs-indukciót mutatott késQbb, a NER aktivációjára utalóan, mind FB-ban, mind KC-
ban. 10 µM FA jelenlétében a DNS-reparáció módosult (telt oszlopok, *p<0.05, **p<0.01). DNS-száltörések az 
irradiáció után 20 ó-val FA jelenlétében sem voltak már láthatóak. Az adatpontok a relatív DNS-migráció 
átlag‒SEM (n=4) értékeit reprezentálják. 
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10. ábra FA hatása a FB és KC proliferációjára. 
Az adatpontok relatív fluoreszcencia egységekben (RFU) fejezik ki a proliferációs rátát (átlag‒SEM 4 

kísérletbQl, quadruplikátumokban történt mérésekbQl). A proliferációs ráta nem különbözött szignifikánsan a 4 ó 
illetve 8 ó FA-expozíció (10 µM, telt oszlopok) után mért értékeket a kontrollhoz (FA-expozíció nélkül, üres 

oszlopok) viszonyítva sem FB-ban (a) ábra), sem KC-ban (b) ábra). A KC proliferációs rátája kissé magasabb 
volt a FB-hoz képest. 
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11. ábra FB és KC proliferációja UVC-irradiációt követQen FA jelenlétében és a nélkül. 

UVC-irradiáció (3 mJ/cm²) idQ-specifikus változást indukált a FB (a) ábra, üres szimbólumok) és a KC 
(b) ábra, üres szimbólumok) proliferációjában is. FA-expozíció (10 µM, 8 ó, telt szimbólumok) az UVC-
irradiáció elQtt csökkentette a FB proliferációs rátáját, ez a csökkenés szignifikáns különbséget (*p<0.05) 4 ó-val 
illetve 24 ó-val az irradiációt követQen mutatott (a) ábra). A KC proliferációs rátája szignifikánsan (*p<0.05) 
csökkent már az irradiáció utáni elsQ órában, de nem látszott FA-függQ különbség az UV-expozíció után 24 ó-val 
(b) ábra). A proliferáció érzékenyebben változó paraméter volt FB-ra nézve, mint KC-ra. Az adatok átlag‒SEM 
értékeket jeleznek (5 kísérlet eredményeibQl, quadruplikátumokban történt mérésekbQl). 
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12. ábra FB (a) ábra) és KC (b) ábra) proliferációja UVA-irradiációt követQen, FA jelenlétében illetve a nélkül. 
FA-expozíció (10 µM, 8 ó, telt szimbólumok) UVA-irradiáció (3 J/cm²) elQtt sem a FB, sem a KC  

proliferációs rátáját nem befolyásolta szignifikánsan. A FB kissé érzékenyebbek voltak az UVA-besugárzás 
proliferációt befolyásoló hatására, mint a KC. 
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13. ábra FB (a) ábra) és KC (b) ábra) proliferációja szoláris szimulált UV-sugárzást követQen (üres 

szimbólumok). 
FA (10 µM) jelenléte nem befolyásolta szignifikánsan sem a FB, sem a KC szoláris UV-irradiációt (30 

mJ/cm² UVB és 0.24 J/cm² UVA) követQ proliferációs rátáját (telt szimbólumok). A KC proliferációja 
szignifikánsan (p<0.05) nagyobb mérték_ volt a FB-hoz képest. Az adatpontok 4 kísérletbQl származó 
átlag‒SEM értékeket reprezentálnak. 
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 Mikronukleusz-indukció (átlag SEM) 

Kontroll 0.48‒0.10 

Formaldehid expozíció 0.30‒0.04 

UVC irradiáció 1.84‒0.45* 

Formaldehid és UVC expozíció 4.00‒0.83* 

 

 

 

 

I. táblázat FA-expozíció hatása az UVC-irradiációt követQ MN-indukcióra FB-ban. 
A MN-indukció mértékét, mint a mintában jelenlévQ mikronukleált sejtek százalékos arányát adtuk meg 

(átlag‒SEM, n=5). UVC-irradiáció (4 mJ/cm²) szignifikáns (*p<0.05) MN-képzQdést okozott a kontrollhoz (nem 
irradiált és nem FA-exponált) képest. Az UVC-irradiációt megelQzQ FA-expozíció (12.5 µM, 6 ó) szignifikánsan 
(*p<0.05) megnövelte a MN-elQfordulás gyakoriságát az UVC-irradiált, de FA-nek ki nem tett mintákhoz 
viszonyítva. 
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5. MEGBESZÉLÉS 
 

a) Fotokemoterápia (PUVA) hatására bekövetkezQ DNS-károsodás és reparáció 

Vizsgálatainkban demonstrálni tudtuk, hogy az UVB, az UVA és a PUVA által okozott 

DNS-károsodás típusa, reparációja jelentQsen különbözik egymástól. Az UVA-irradiáció 

hatására elsQsorban egyszálú DNS-törések keletkeznek oxidativ útvonalakon (Wenczl, 1997). 

Ezek gyors újrakapcsolódása eredményezi az üstökös-képzQdés comet-assay-ben észlelhetQ 

gyors lecsengését. Az UVB-sugárzás a DNS-ben elnyelQdve CPD-t hoz létre, melyek 

reparációjához nukleotid excízióra van szükség. Az egyszálú DNS-törések megjelenése így 

tranziens, reparációs intermedier termékek következménye (Schothorst, 1991). Eredményeink 

összhangban vannak az irodalomban leírtakkal (Lehmann, 1998). KettQsszálú DNS-törések 

keletkezésére utaló változást neutrális comet-assay-vel sem UVA, sem UVB irradiáció után 

nem észleltünk a vizsgált dózisok után. A PUVA-okozta DNS-károsodás és reparáció 

kimutatására (monoadduktumok, DNS-DNS keresztkötések) az alkalikus comet-assay nem 

bizonyult eredményesnek. Más keresztkötQ ágensek, mint a mitomycin C, cisplatinum 

vizsgálatából ismert, hogy ezek az üstökös-képzQdés mértékét csökkentik (Pfuhler, 1996). 

Valószín_nek látszik, hogy a pszoralen hozzáadása a sejtekhez az indukált DNS-DNS intra- 

és interstrand keresztkötések miatt gátolta az UVA-okozta DNS-vándorlás detektálását. 

MielQtt a keresztkötések kvantifikálására törekedtünk volna (l. lentebb, FA hatásának 

mérése), elvégeztük a neutrális comet-assay-t.  Érdekes módon a PUVA-kezelés nyomán 

DNS-kettQsszálú töréseket tudtunk demonstrálni, amely nem azonnal a besugárzást követQen 

mutatkozott, hanem másfél órával késQbb, majd az üstökös-képzQdés néhány óra múltán 

csökkent. Az UVB-besugárzás után tapasztaltak és ezek magyarázatának analógiájára 

felmerül, hogy a látott DNS-törések a PUVA indukálta DNS-reparáció intermedierjei. Az 

assay során beágyazott sejteket elektroforézis nélkül is megvizsgáltuk. Az apoptotikus 

sejtekre jellemzQ halo-képzQdést (Singh, 2000) nem láttunk, ami mint másik lehetQség, 

magyarázhatta volna az észlelt üstökös-képzQdést. A PUVA-okozta DNS-monoadduktumok 

és keresztkötések kijavítására az irodalomban a NER és a rekombinációs reparáció lehetQsége 

egyaránt ismert (Van Houten, 1986, Averbeck, 1992), illetve a kettQ együttm_ködése is 

lehetséges (Lage, 2003). A mi kísérleteink olyan reparációs útvonalra utalnak, melyben köztes 

termékként DNS-kettQsszálú törések keletkeznek. Mindent egybevetve, a DNS-adduktumok 

javítási mechanizmusa a bQrsejtekben további tanulmányozást igényel, ami a jövQ feladata 

lesz, a beállított assay viszont alkalmasnak t_nik a foto(kemo)terápia klinikai hatásának 

követésére a betegágy mellett. 
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b) UV-irradiációt követQ kromoszóma-károsodás (MN-indukció) összehasonlító 

vizsgálata normál humán MC-ban és FB-ban 

Vizsgálatainkhoz elsQ lépésként egy korábban leírt multiparametrikus áramlási 

citometriás módszert (Wessels és Nüsse, 1995) dolgoztunk át sejttenyészeteink 

sajátosságainak megfelelQen. A módosított eljárással alacsony dózisú UV és i-irradiációt 

követQen mind MC-ban, mind FB-ban dózis-válasz összefüggést találtunk MN-képzQdésre és 

G2/M-fázisban megmutatkozó sejtciklus-késleltetésre. 

Az indukált MN olyan mérési végpontot jelentenek, amikor a sejtekben már különbözQ 

reparációs útvonalak lezajlottak, a sejt osztódott. Ezért az irradiáció után a MN megjelenéséig 

bizonyos idQre van szükség, míg a sejtosztódás megtörténhet. Hossza a sejtciklus idejétQl és a 

MN-indukáló ágenstQl is függ (Geard és Chen, 1990). A vizsgálandó sejtekhez adaptálva a 

módszert, figyelembe kellett vennünk a MC 31 órás, (De Leeuw, 1994), a FB 12 órás 

sejtciklus idejét (Kaufmann és Wilson, 1994). Empirikus úton meghatározva, MC-ban az 

irradiációt követQen 8 nap, FB-ban 4 nap várakozás volt szükséges optimálisan detektálható 

MN-képzQdéshez. Módosításokat kellett bevezetnünk a sejtmagok és a MN fluoreszcens 

jelzésére, illetve az FCM-ra vonatkozóan is. Ily módon a FM méréshez hasonló tendenciájú 

eredményeket tudtunk elérni, miközben kihasználtuk az áramlási citométer elQnyeit: nagyobb 

mennyiség_ minta lemérhetQsége, objektivitás, gyorsaság. A citometriás mérésekkel kapott 

alacsonyabb MN-elQfordulási gyakoriság legvalószín_bben a sejttenyésztés és a minta 

elQállítása során adódott sejttörmelék óvatos kikapuzásának volt a következménye (Weller, 

1996). Nüsse és Marx (1997) azt találta, hogy a mintában apoptotikus testek is lehetnek, 

amelyek meghamisíthatják a mérést. Mintáinkban az apoptózis indikátorának tartott sub-G1-

fázisú partikulumok jelenléte kizárható volt. Apoptotikus sejteket a sejtkultúrák 

feldolgozásának idején sem figyeltünk meg. 

A i-sugárzás hatásának vizsgálata bQrsejteken azért ígérkezett perspektivikusnak, mert 

lehetQséget adott az in vitro és in vivo alkalmazott UV-dózisok, illetve ionizáló sugárzás 

experimentális (Yuspa és Dlugosz, 1991) és radioterápiás (Treankle, 1963, van Vloten, 1987) 

dózisainak összehasonlítására a MN-indukáló hatásra vonatkozóan. Az irodalomból már 

ismert volt néhány ilyen kísérletes adat FB-ra (Geard és Chen, 1990) és más sejtekre 

vonatkozóan (Schreiber, 1992). Kísérleteinkben mi is FB-at használtunk, az alkalmazott i-

sugárzás dózis-rátája is hasonló volt, mint Geard és Chen (1990) munkájában. Módosításként 

viszont sejtkultúráinkat nem tripszinizáltuk az irradiáció után, hogy a sejtek fiziológiás 
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m_ködéseit, a DNS-reparáció feltételeit optimálisan tartsuk. FeltehetQen ez okozhatta a 

kísérleteinkben észlelt alacsonyabb MN-gyakoriságot. 

Az UV-indukált MN-képzQdésrQl mostanáig kevés adat áll rendelkezésünkre. Az UVB-

sugárzás ilyen hatását normál humán FB-ban Krepinsky (1980) és Roser (1989), elszarusodó 

laphámrákból származó KC-sejtvonalban Weller (1996) vizsgálták. Fotoszenzibilizált KC-ban 

MN-képzQdés volt megfigyelhetQ látható fénnyel történt besugárzás után (Pflaum, 1998). 

Hörcsög és egér 3T3 sejtkultúrákban (Bänrud, 1999) UVA-irradiáció után binukleált sejtek és 

MN voltak láthatók. Kísérleteinkben sejtkultúráinkat ugyanazzal az UVB (313 nm)-

fényforrással sugaraztuk be és ugyanolyan dózissal, mint amelyet korábban a T4 endonukleáz 

V-érzékeny helyek indukciójának (Enninga, 1986), illetve a sejttúlélésnek (De Leeuw, 1994) 

a meghatározására használtunk. UVA-irradiációra is ugyanazt a 365 nm monokromatikus 

fényt alkalmaztuk. Ily módon összehasonlító megállapításokra is lehetQségünk nyílt. Az 

irodalmi adatokat tekintve, ami az endonukleáz-érzékeny helyek indukcióját illeti, humán FB-

ban Enninga (1986) az UVB és UVA hatékonyságának arányát 125:1-nek találta. Hasonlóan 

magas volt az arány Kielbassa (1997) hörcsögsejteken végzett vizsgálataiban is. 

Kísérleteinkben a FB-ban a MN-indukciót tekintve mi kisebb arányszámot találtunk (25:1). 

Hasonlóan kis arányszámot találunk Peak és Peak (1990) kísérleteiben a DNS-kettQsszálú 

töréseket illetQen. Magyarázatként szolgálhat, hogy az UVA-indukálta MN nem csak illetve 

elsQsorban nem endonukleáz-szenzitív helyekbQl származnak, hanem más léziókból is (pl. 

direkt DNS-kettQsszálú törésekbQl, Peak és Peak, 1990). Összességében azonban ezek a 

tanulmányok az UVA-sugárzás okozta kromoszómakárosodás rizikójára mutatnak rá, 

melynek a fotokarcinogenezisben betöltött lehetséges szerepe nem elhanyagolható. 

A MC-ban a FB-kal összehasonlítva jóval alacsonyabb volt a MN-indukció mértéke mind 

i-, mind UVB-irradiáció után, és nem észleltünk szignifikáns MN-indukciót UVA-irradiációt 

követQen. Ennek egyik lehetséges magyarázata a MC hosszabb sejtciklusa. Schreiber (1992) 

is alacsonyabb MN-frekvenciát tapasztalt olyan sejtekben, melyek sejtciklusa hosszabb volt. 

A sejtek érzékenysége a i-sugarak okozta MN-indukcióra feltehetQen sejtciklus-dependens 

(Wolff, 1968), és az UVB-sugárzás klasztogén hatása is S-fázis dependenciát mutat 

(Kaufmann és Wilson, 1994). Az S-fázis hossza minden sejttípusban azonos és független a 

sejtciklus idejétQl. Egy hosszabb sejtciklussal rendelkezQ sejtekbQl álló kultúrában a sejtek 

kisebb százaléka található S-fázisban, mint egy rövidebb sejtciklusú sejtekbQl álló kultúrában 

(De Robertis és De Robertis, 1987), ez viszont a mikronukleált sejtek kisebb arányát vonja 

maga után egy adott idQpontban történQ vizsgálatkor. 
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FCM-val az MN-indukció vizsgálatával egy idQben a sejtciklus-késleltetésrQl, 

pontosabban a G2/M-fázis-késleltetésrQl is képet nyertünk az ugyanazon mintában jelenlévQ 

sejtmagok jellemzése során. Ez a folyamat aktív fiziológiai válasz i- (Kastan, 1991) vagy 

UV- (Kusewitt, 1992) irradiáció indukálta DNS-károsodásra. Valószín_leg ez a késleltetés ad 

lehetQséget a DNS-károsodás javítására a következQ mitózis elQtt (Bologna, 1994, Kaufmann 

és Kaufman, 1993), azaz ellenQrzQpontként értelmezhetQ a sejt genetikai integritásának 

megQrzésére. Számos irodalmi adat szól emellett. Kaufmann és Wilson (1994) szerint a MN-

képzQdés és a sejtciklus-késleltetés között párhuzamot lehet vonni. Ataxia teleangiectasia-s 

betegek FB-jaiban, akiknél az ionizáló sugárzás által indukált DNS-károsodásra adott 

sejtciklus-késleltetési válasz hibás (Shackelford, 1999), több MN indukálódik, mint 

egészségesek sejtjeiben (Kaufmann és Wilson, 1994).  Weller (1996) úgy találta, hogy több 

MN képzQdik, ha a sejtciklus-késleltetés funkciót koffein hozzáadásával gyengíti. A i-

irradiáció okozta G2/M-késleltetésre nyert adataink amellett szólnak, hogy a MN-t és a 

késleltetést is kettQsszálú DNS-törések indukálják (van der Schans, 1983, Burns és Sargent, 

1981). Az UV által indukált MN is DNS-kettQsszálú törésekbQl adódik, valószín_leg excíziós 

reparációs eseményekbQl (Bradley, 1981), esetleges direkt hatásból (Peak és Peak, 1990). 

Az UVB, UVA és i-sugárzás MN-indukáló hatását érdemes equitoxikus dózisok (D50) 

alapján is összehasonlítani. A D50 a FB túlélésére vonatkozóan i-sugárzás esetén 2 Gy 

(Stacey, 1989), UVB esetén  1 J/cm2 (313 nm, Enninga, 1986), UVA esetén 15 J/cm2 

(Scharffetter, 1991). Az ezen dózisoknak megfelelQ MN-frekvenciák 3 %, 1 % és 1 %. 

MegjegyzendQ, hogy az 1 J/cm2 UVB és a 15 J/cm2 UVA körülbelül 1 és 0.2 minimális 

eritéma dózisnak felel meg Parrish (1982) méréseit figyelembe véve. Ilyen UV-dózisoknak 

könnyen ki vagyunk téve a nyári napon (Wenczl, 1997), az UVA magas dózisainak pedig a 

szoláriumok mesterséges fény_ lámpái alatt (Miller, 1998), illetve UVA1-terápia során 

(Stege, 1996). Az 1-2 Gy i-sugárzás súlyos genotoxikus ártalmat jelent tenyésztett humán FB-

ban (Geard és Chen, 1990, Stacey, 1989), így ezek a dózisok relevánsnak tekinthetQk. Ismert 

továbbá, hogy a nagyobb kumulativ dózisok kísérleti állatokban relatíve rövid idQ alatt 

bQrdaganat kialakulását eredményezhetik (Yuspa és Duglosz, 1991). Traenkle (1963) 

bQrdaganat kifejlQdését írta le évekkel az ionizáló sugárzást követQen. Ebben az esetben a 

lehetséges mechanizmus a DNS-törések indukciója, mely génátrendezQdést vagy kariotípus 

abnormalitást okoz (Yandell, 1986). Humán vonatkozásban 12 Gy átlag dózisú Rtg-sugárzás a 

42 éves követési idQben a kezelt betegekben 6 % bQrdaganat incidenciát okozott (van Vloten, 

1987). Az UVB és UVA bQrsejtekben megmutatkozó szignifikáns klasztogén hatása, amelyet 
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igazolni tudtunk, arra utal, hogy a humán bQr UVB és UVA besugárzása hozzájárul genetikai 

instabilitás kialakulásához, pl. heterozigótaság vesztésekhez, mely DNS-léziók viszont a bQr 

karcinogenezisében ismert tényezQk. 

 

c) FA által okozott, illetve FA által módosított, UV-irradiáció által indukált DNS-

károsodás és reparáció összehasonlító vizsgálata normál humán KC-ban és FB-

ban 

A FA elsQsorban DNS-fehérje keresztkötéseket indukál, ahogyan azt alkalikus elúciós 

technikával (Grafström, 1990), KCL/SDS-assay-vel (Zhitkovich, 1992) vagy comet-assay-vel 

végzett vizsgálatok bizonyítják (Merk, 1999, Pfuhler, 1996). A comet-assay ugyanolyan 

szenzitív a DNS-egyszálú törések és alkali labil helyek kimutatására, mint az alkalikus elúciós 

technika, de egyszer_bb, gyorsabb és sejtszinten értékelhetQ (Collins, 1997, Slamenova, 

1997). A módszert ma már image analízis program használata teszi még precízebbé. 

Kísérleteinkhez mi még vizuális értékelést használtunk, és fotódokumentációval igyekeztünk 

a szubjektivitást kizárni, érzékenysége viszont így is elegendQ volt kismérték_ DNS-

károsodás kimutatásához. A DNS-fehérje keresztkötések meghatározásához azt a lehetQséget 

használtuk ki, hogy az üstökösök hossza, amelyet egy DNS-egyszálú töréseket okozó ágens, 

ionizáló sugárzás (Merk, 1999) vagy metil-metán-szulfonát (MMS, Pfuhler, 1996) hoz létre, 

arányosan csökken a keresztkötések következtében. Bár a DNS-fehérje és DNS-DNS közti 

keresztkötések nem differenciálhatók ily módon, a FA esetében ez utóbbi DNS-károsodás 

jóval kisebb valószín_ség_. A FA hatását normál humán nem-transzformált KC-ban és FB-

ban vizsgáltuk, ez esetben MMS (250 oM) rövid idej_ inkubációjával kombináltan. 4 órás 

FA-expozíció után FB-ban 50 oM (p<0.05), KC-ban 25 oM (p<0.05) FA-koncentrációnál 

láttunk szignifikáns keresztkötés-képzQdést. 8 órás expozíció után ennek elérésére 25 oM FA 

elegendQ volt mindkét sejttípusban. Az irodalmat áttekintve, korábban limfoblasztokban 50 

oM FA 2 órás inkubációjáról mutatták ki, hogy szignifikáns keresztkötés-képzQdést okoz 

(Craft, 1987). Ezzel szemben humán SV40-transzformált FB-ban és V79 sejtekben 100 oM-

nak találták a hatékony FA-koncentrációt (4 órás expozíció) MMS-t (Pfuhler, 1996) vagy 

ionizáló sugárzást (Merk, 1999) alkalmazó comet-assay-vel és KCl/SDS-assay-vel (Merk, 

1998, Zhitkovich, 1992) is. E felett a koncentráció felett dózisfüggQ keresztkötés-indukciót 

láttak, mely a citotoxicitással is korrelált, és független volt a sejt típusától. Grafström (1986) 

azt találta, hogy 100 oM FA 1 órás expozíciója már elegendQ DPC létrehozásához bronchiális 

FB-ban és KC-ban, de ez a dózis már erQsen citotoxikus is volt egyben. A mért DNS-
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károsodás alacsonyabb lehet, ha az aldehid-expozíció szérum-tartalmú sejttenyésztQ 

médiumban történik, mert a szérumfehérjék megkötik a FA molekulákat (Nilsson, 1998). 

Ezért lényeges megemlíteni, hogy az elQbbi kutatók és mi is szérummentes médiumot 

alkalmaztunk. Az irodalmi adatok és a vizsgálati eredményeink közti különbségekre 

magyarázat lehet a különbözQ sejtvonalak eltérQ endogén glutation-tartalma.  Nilsson (1998) 

humán szájnyálkahártya FB-at és KC-at vizsgálva szérummentes környezetben azt találta, 

hogy 10 oM FA szignifikánsan csökkentette a kolóniaformáló képességet. Ez rámutat arra, 

hogy DNS-károsodás már ilyen alacsony koncentrációnál is jelentkezhet. Mi az MMS-

kombinált alkalikus comet-assay-ben dózisfüggQ keresztkötés-képzQdést láttunk. Úgy t_nik, 

hogy a normál humán bQr KC-nak és FB-nak primer kultúrái kissé érzékenyebbek FA-re, 

mint a bronchiális sejtek vagy V79 sejtek. Sem Merk (1999), sem mi nem tudtunk DNS-

egyszálú töréseket kimutatni FA-expozíciót követQen. Továbbá, sem a FB, sem a KC 

proliferációja nem változott szignifikánsan 10 oM FA expozícióját követQen. Ezért ezt a 

koncentrációt választottuk, amikor a további vizsgálatokban a FA esetleges hatását 

tanulmányoztuk az UV-okozta DNS-károsodásra. A DNS-károsodás, illetve reparációs 

idQkinetika mérésére ebben az esetben is a comet-assay-t használtuk. Mint már említettük, 

ezzel az assay-vel indirekten vizsgálhatjuk a CPD képzQdést, mivel a reparációs enzimek által 

felismert és a mellettük behasított DNS-léziókat, azaz a következményes egyszálú DNS-

töréseket detektálja. Ezek a törések általában rövid életidej_ek, ezért a comet-assay-ben akkor 

detektálhatók, ha elég nagy számú száltörés van túlsúlyban a reparációs DNS-szintézis, 

ligáció rovására, azaz a reparációs folyamat elején. Az assay DNS-károsodást kimutató 

érzékenysége ilyen módon reparációs DNS-szintézis inhibitorokkal (pl. aphidicolin, Collins, 

1997) fokozható, illetve CPD kimutatására specifikussá tehetQ például az agaróz gélbe 

beágyazott DNS T4 endonukleáz V-zal (pirimidin dimerek melletti DNS-behasítást végzQ 

reparációs enzim, Angelis, 1999) való elQkezelése révén. Ezekben az esetekben azonban 

elvesznek a reparációs DNS-szintézis, ligáció hatékonyságára, illetve a DNS-prekurzor 

raktárakra vonatkozó információk (Collins, 1997). Kísérleteinkben az UVA-, UVB- és UVC-

irradiáció hullámhossz-specifikus és idQfüggQ változásokat indukált a comet-assay-ben a 

DNS-elvándorlásban (üstökös-képzQdésben). 

UVA-irradiáció (3 J/cm2) után a DNS-migrációban jelentQs növekedés volt észlelhetQ a 

kontrollhoz viszonyítva. Mivel a sejteket hordozó lemezeket azonnal a besugárzás után lízis-

pufferbe merítettük (l. “Módszerek”), az egyszálú DNS-törések nagyobbrészt a besugárzás 

ideje alatt képzQdhettek. Nagy valószín_séggel ezeket a töréseket az UVA-indukálta 

szingulett oxigén okozza (Lehmann, 1998). Reparációjuk nagyon gyorsnak t_nt, mindkét 
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sejttípusban 1 órán belül komplettálódott 10 oM FA jelenlétében is. Ezek az eredményeink a 

korábbi közlésekkel egybehangzóak (Alapetite, 1996, Henriksen, 1996, Lehmann, 1998). 

UVC-irradiáció után a vizsgált két sejttípusban DNS-elvándorlás nem jelentkezett 

azonnal, csak 30 perccel késQbb. Limfocitákban ismert egy comet assay-vel detektálható 

gyors reparáció UVC-károsodás után (Alapetite, 1996, Henriksen, 1996). Valószín_leg nem 

az összes rövid életidej_ reparációs intermedier egyszálú DNS-törés detektálható comet-

assay-vel (ld. fentebb). Alapetite már 1996-ban leírta, hogy a megfigyelt DNS-száltörések 

nagyobbik része nagy valószín_séggel a (6-4)-PD reparációjának tulajdonítható (Alapetite, 

1996). Mások (Nakagawa, 1998) humán bQr FB-ban UVC után (3 mJ/cm2) 

immunhisztokémiai módszerrel egy gyorsabb (6 órán belüli) reparációt írtak le a (6-4)-PD 

kijavítására és egy lassúbb (24-48 óra) reparációt a CPD-re. Ha a sejteket  szoláris 

szimulátorral alacsony dózissal irradiáltuk és a DNS-migráció idQkarakterisztikáját 

vizsgáltuk, azt az UVB által aktivált NER-ra találtuk jellemzQnek. A FA-del elQkezelt 

sejtekben az irradiálás után 30 perccel kezdQdQen mindkét sejttípusban szignifikánsan 

hosszabb üstököst (p<0.05) láttunk, amely a maximumot 1 óra múlva érte el, hasonlóan az 

UVC után tapasztaltakhoz. Az UVB-irradiáció dózisát (30 mJ/cm2) és az UVC dózisát (3 

mJ/cm2) az emberi bQrre leírt in vivo hatások (eritéma képzQdés, sunburn sejt formálódás) 

függvényében választottuk meg, követve a comet-assay-re, illetve a FB-ra és a KC-ra  ismert 

és közölt irodalmi adatokat  (Alapetite, 1996, Nakagawa, 1998, Pathak, 1982, Rosario, 1979, 

McKelvey-Martin, 1993). Mivel a (6-4)-PD mennyisége sokkal kisebb UVB után, mint UVC 

után (Douki, 2000), ez magyarázhatja, miért nem volt több üstökös az UVB-irradiált 

mintákban 3 órával a besugárzás után egyik sejttípusban sem a kontrollokhoz és az UVC-vel 

irradiált sejtekhez képest. Hasonló eredményeket kapott Lehmann (1998) is, aki HaCaT 

sejteket vizsgált. Az elsQ órákban növekvQ DNS-elvándorlást látott UVB-irradiáció (15 

mJ/cm2) után, ámbár a DNS-migrációnak az expozíció után 3 órával kezdQdQ csökkenése 

lassúbb volt, összehasonlítva a mi adatainkkal. MegjegyzendQ, hogy a CPD szintje további 

paraméter lenne az UVB és UVC indukálta DNS-fotoproduktumok excíziós kinetikájának 

leírásában; ez egyben kijelöli a jövQ kutatásainak irányát is. 

Jelen vizsgálatainkban elsQként közlünk humán primer epidermális KC és FB UV-

indukált reparációs kinetikájáról összehasonlító adatokat ugyanazon hullámhosszú UV-

besugárzást és dózisokat alkalmazva. Eredményeink nem mutattak szignifikáns (p<0.05) 

különbséget a két sejtféleség között egyik fajta UV-irradiáció esetében sem. Az irodalmat 

áttekintve, Fornace (1982) tanulmányában hasonló reparációs kinetikát mutattak UVC-okozta 

DNS-károsodás esetén alkalikus elúciós technikát használva az ugyanazon a donorból 
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származó bronchiális epitheliális sejtek és FB is. Keyse (1987) szerint a reparációs kinetika 

függ a dimerek kezdeti mennyiségétQl, annak ellenére, hogy látszólag egy bizonyos 

idQintervallumon belül az indukált károsodásnak mindig egy állandó mennyiség_ része 

reparálódik. Otto (1999) kimutatta, hogy UVB- és UVC-irradiáció után FB-ban nagyobb 

mérték_ a reparációs DNS-szintézis, mint KC-ban, ugyanazon UVB-dózis FB-ban nagyobb 

mennyiség_ DNS-léziót (CPD és (6-4)-PD) indukál. A kolóniaformáló képességet tekintve a 

FB t_nnek bármely hullámhosszú UV-besugárzás citotoxikus hatásával szemben a 

legérzékenyebb bQrsejttípusnak (De Leeuw, 1994). Eredményeink azt mutatják, hogy a 

reparáció elsQ fázisa a FB-ban és a KC-ban nem különbözik egymástól, de a DNS-reparáció 

hatékonysága még alacsonyabb lehet, ha mértéke nagyobb DNS-károsodásnál nem növekszik 

(Otto, 1999) vagy inkomplett marad (Schmidt-Rose, 1999). 

Ha a sejtkultúrákat 10 oM FA expozíciónak tettük ki irradiáció elQtt, UVA-besugárzás 

után nem láttuk a DNS-egyszálú törések újrakapcsolásának gátlását. Ugyanakkor UVC vagy 

szoláris UV-irradiációt követQen a FA módosította a DNS-reparáció idQ-karakterisztikáját. 

Alacsony koncentrációjú FA (10 oM) alkalmazása UVC vagy UVB elQtt szignifikánsan 

(p<0.05) hosszabb üstökösöket indukált a csak besugarazott sejtekhez képest FB-ban és KC-

ban egyaránt 4-6, illetve 0.5-3 órával a besugárzást követQen. Lehetséges, hogy a DNS-

károsodás mértéke a mintákban különbözQ, a hosszabb üstökös FA expozíciókor a NER során 

a több incíziós eseménybQl adódik. Ez idáig olyan fotokémiai reakció a FA és UV-irradiáció 

között, amely további DNS-károsodáshoz vezetne, nem ismert. Az egyszálú reparációs 

hézagokat betöltQ DNS-reszintézis/ligáció aktivitásának károsodása a NER során szintén 

felelQs lehet a hosszabb és lassabban csökkenQ üstökösökért. A FA-nek a DNS-reparációs 

folyamatokat gátló hatását korábban már leközölték, de oka csak részben ismert. 

Kísérleteinkben demonstráltuk a FA DNS-fehérje keresztkötést indukáló hatását, amely 

felelQs lehet a reparáció gátlásáért és sejtproliferáció csökkenéséért is. 1999-ben Yang azt 

találta, hogy humán lymphoid sejtekben az akrolein, egy 3-szénatomos telítetlen aldehid 

szintén gátolja a i-irradiáció okozta egyszálú DNS-törések kapcsolódását. Ezt a BrdUrd-nak a 

sejtek DNS-ébe történQ felvételének és inkorporációjának gátlása is kísérte, ami arra utal, 

hogy az aldehid gátolja a DNS-replikációt és reparációt. Korábban Saladino (1985) kimutatta, 

hogy a bronchiális sejtekben a FA gátolja mind a timidin, mind az uridin inkorporációját a 

nukleinsavba. A FA-t összehasonlítva más DNS-szintézis gátlókkal (pl. citozin arabinozid, 

Fornace, 1982), úgy t_nik, hogy az egyszálú törések akkumulációját okozó hatása a NER 

folyamán kevésbé erQs. Valószín_, hogy a FA hatásának érvényesülésében egyes 
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mikrokörnyezeti tényezQk, pl. a poliamin depléció, a nukleotid-felvétel és a szintézis gátlása, 

amelyek a reparációs DNS-szintézis késleltetését okozhatják, fontosak lehetnek (Snyder, 

1988, Snyder, 1990). Ezeket az eseményeket továbbá az aktuális metabolikus/proliferatív 

állapot is befolyásolhatja. Ez magyarázhatja az olykor ellentmondásos kísérleti adatokat a FA-

expozíció hatását illetQen: egy részük nem lát semmilyen hatást (Merk, 1999), más részük 

éppen nagyobb mutációs frekvenciát ír le (Grafström, 1990).  

Kísérleteinkben emellett egy jól ismert nem-radioaktív alamarBlueTM assay-vel (Ahmed, 

1994, Kwack, 2000, O’Brien, 2000, Voyzik-Harbin, 1998) mértük a proliferációt is. 10 oM 

FA-t alkalmazva nem láttunk szignifikáns hatást a FB vagy a KC proliferációjában. Ha 

azonban a FA-expozíciót UVC-irradiációval kombináltuk, a proliferáció mértéke 

szignifikánsan (p<0.05) csökkent (10-25 %): FB-ban a besugárzás után 4 és 24 órával, KC-

ban azonnal és 1 óra múlva már szignifikánsan alacsonyabbak voltak a sejtszámok. 2000-ben 

közölt eredményeink szerint (Emri, 2000) a NER gátlása az egyszálú DNS-hézagok 

akkumulációjával endonukleázok számára nagyobb támadási felületet adhat. Ez DNS-

kettQsszálú törések nagyobb elQfordulási gyakoriságához vezethet, és kromoszómakárosodást 

indukálhat. Humán sejtekben a NER effektivitása olyan, hogy detektálható mennyiség_ 

kromoszómakárosodás létrejöttéhez a fotoproduktumok nagyobb mennyisége szükséges. Mint 

ebben a korábbi munkánkban kimutattuk, az UVB egyszeres MED-jével in vivo történQ 

irradiáció 1 % emelkedést idéz elQ a MN-képzQdésben humán FB kultúrában. Minthogy az 

indukált DNS-léziók típusa és a reparációs események ugyanazok az UVC és az UVB után, a 

FA NER-re kifejtett hatásának kísérleti demonstrálásához a MN-indukciót UVC-irradiáció 

után mértük, illetve nagyobb dózisú UVC-t alkalmaztunk. Eredményeink szerint a FA-

expozíció besugárzás elQtt olyan koncentrációban (12.5 oM), mely önmagában még nem 

emeli meg a MN-képzQdés gyakoriságát, 4 mJ/cm2 UVC után viszont felerQsítette a MN-

elQfordulást. Minthogy a genetikai információ és a génexpresszió a kromoszóma-

átrendezQdés során megváltozhat, és a kromoszóma-rendellenességek nagy száma 

karakterisztikus a tumorsejtekre, úgy t_nik, a krónikus FA expozíció hozzájárulhat az UV-

indította bQrtumorok kifejlQdéséhez. 

Összefoglalva, eredményeink azt mutatják, hogy az a kis koncentrációjú FA, mely a 

környezetünkben elQfordul, a bQrsejtekre genotoxikus, szignifikáns mennyiség_ DNS-fehérje 

keresztkötést indukál. A FA UVC vagy UVB-irradiáció után alacsony koncentrációban is 

módosítani képes a NER idQkinetikáját. Az az észlelésünk, hogy FA jelenlétében 

megnövekedett a genetikai instabilitás UV-irradiáció után, rámutat a FA DNS-reparációs 

folyamatokat gátló képességére, mely a fotokokarcinogén rizikót növeli. 
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6. AZ EREDMÉNYEK GYAKORLATI JELENTPSÉGE 

 

a) Az UVA jelentQsége 

Azon kevesek között voltunk, akik elsQként mutattunk rá az UVA-sugárzás 

kromoszómakárosodást indukáló képességére normál humán bQrsejtekben. Eredményeink 

segítenek a bQr karcinogenezisérQl való gondolkodásunk alakításában, további kutatások 

tervezésében. 

 

b) Fotokokarcinogenezis 

Az az eredményünk, mely a FA UV-karcinogenezist befolyásoló effektusát látszik 

alátámasztani, rámutat azon kutatások fontosságára, melyek nemcsak izoláltan vizsgálják 

kémiai anyagok karcinogén hatását, de figyelembe veszik a különbözQ környezeti tényezQk 

lehetséges, akár szinergisztikus kölcsönhatását is a daganatfejlQdésben. 

 

c) Metodikai elQnyök 

Az alkalmazott assay-k egyszer_sége, gyorsasága alapot ad olyan további kutatások 

tervezésére, melyek környezeti tényezQk és DNS-károsodás, a DNS-reparáció összefüggéseit, 

illetve az egyéni fogékonyság (szuszceptibilitás)/érzékenység sz_rését (pl. fotokemoterápia 

beállítása elQtt, familiárisan halmozódó bQrtumorok esetén) célozzák meg. A beállított 

áramlási citometriás metódus kromoszómakárosodás (genetikai instabilitás) és sejtciklus 

jellemzQk parallel mérésére alkalmas. 

Munkánk felhívja arra is a figyelmet, hogy célszer_ újabb, párhuzamosan kivitelezhetQ 

metódusok beállítása, melyek alkalmasak a közben felvetQdött kérdések megválaszolására, 

rámutathatnak a sejtben végbemenQ események további, még fel nem tárt összefüggéseire. 

A jelen kísérletsorozatokban a DNS-károsodást elsQsorban a fotokarcinogenezis 

szempontjából tanulmányoztuk. Minthogy azonban a DNS-léziók kulcsszerep_ szignálként 

szerepelnek az UV-sugárzás indukálta legkülönbözQbb élettani folyamatokban is, mint a 

melanogenezis (pigmentzavarok), immunfolyamatok modulációja (immunszuppresszió, 

fototerápia), egyes fotoallergiás kórképek indukálása, az UV-irradiációt követQ DNS-

károsodás vizsgálata az alapkutatásban a dermatológia számos más területén is ígéretes és 

perspektivikus. 
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7. EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 

Munkánkban a napfény ultraibolya spektrumának DNS-re kifejtett károsító hatását 

tanulmányoztuk, a besugárzást követQen különbözQ biológiai végpontokban. Eredményeink 

amellett szólnak, hogy erre a célra a comet-assay és a MN-assay alkalmas vizsgálati 

módszerek. 

7.1.1. Comet-assay-vel tenyésztett humán bQrsejtekben (HaCaT) különbséget tudtunk tenni 

az UVA- és az UVB-sugárzás okozta DNS-károsodás és reparáció között. 

Eredményeink az irodalommal egybehangzóak. Megállapítottuk továbbá, hogy az 

alkalikus comet-assay önmagában nem alkalmas a PUVA (8-MOP+UVA-fény) DNS-

re kifejtett hatásának leírására. 

7.1.2. ElsQként mutattunk rá arra neutrális comet-assay segítségével, hogy a PUVA által 

kiváltott DNS-károsodást követQ reparáció során kettQsszálú DNS-törések 

keletkeznek. 

7.2.1. Az általunk továbbfejlesztett FCM módszer lehetQvé tette a MN-indukció mérését és 

ezzel egyidQben a G0/G1 és G2/M fázisú sejtek elkülönítését is tenyésztett normál humán 

FB-ban és MC-ban. A kromoszómakárosodás mértéke párhuzamot mutatott a G2/M-

fázisban megrekedt sejtek arányával. 

7.2.2. ElsQként írtuk le, hogy az UVA-irradiáció dózis-dependens módon 

kromoszómakárosodást indukál humán FB-ban. 

7.2.3. Megállapítottuk, hogy az UVB-irradiáció is okoz dózis-dependens módon 

kromoszómakárosodást humán MC-ban és FB-ban is, de ugyanazon dózisokra a két 

sejttípusban különbözQ a károsodás mértéke. 

7.3.1. Tenyésztett normál humán KC-ban és FB-ban comet-assay segítségével 

megállapítottuk, hogy 4 órás, illetve 8 órás nagyon alacsony koncentrációjú FA-expozíció 

szignifikáns és dózis-dependens DPC-képzQdést idéz elQ. 

7.3.2. ElsQként végeztünk comet-assay-vel összehasonlító vizsgálatot az UV-sugárzás okozta 

DNS-károsodás és reparációs kinetika tanulmányozására nézve tenyésztett normál humán 

KC-ban és FB-ban. A DNS-károsodás és reparáció a besugárzás hullámhosszától függött, 

és hasonló kinetikát mutatott FB-ban és KC-ban. 

7.3.3. A FA hatásának további tanulmányozásakor azt találtuk, hogy a FA már alacsony 

dózisban gátolja az UVC- és az UVB-irradiációt követQ NER-t a reparációs DNS-

szintézis/ligáció lépésben. UVA-besugárzás után a FA nem befolyásolta a reparációt. 
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7.3.4. Megállapítottuk, hogy a reparáció késleltetése a kromoszómakárosodás 

megnövekedéséhez vezet. A FA olyan koncentrációban, mely nem indukált MN-t, 

szignifikáns emelkedést okoz az UVC-indukált kromoszómakárosodásban.  
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8. SUMMARY OF RESULTS 

In the present work we studied the DNA-damaging effect of solar UV-radiation at 

different biological endpoints after exposure. Our results demonstrate the usefulness of the 

comet-assay and the MN-assay in this research field. 

8.1.1. Using comet-assay we could differentiate between UVA- and UVB-irradiation induced 

DNA-damage and repair in cultured human KC (HaCaT). Our results are in agreement 

with literature data. Furthermore, we have found that the alkaline comet-assay is not 

able to show the effect of PUVA (8-MOP+UVA) on DNA. 

8.1.2. We could demonstrate by means of neutral comet-assay the formation of DNA-double 

strand breaks during DNA-repair following PUVA-induced DNA-damage.  

8.2.1. A flow cytometry method we modified and applied made it possible to measure MN-

induction with differentiation between nuclei in G0/G1- and G2/M-phase at the same 

time in cultured normal human FB ad KC. We observed positive correlation between 

MN-induction and proportion of G2/M-phase nuclei in the sample. 

8.2.2. We were the first to report that UVA is able to induce chromosomal damage in a dose 

dependent manner in human FB. 

8.2.3. We have found that UVB-irradiation also induces chromosomal damage in a dose 

dependent manner in human MC and FB, but the extent of the DNA-damage is 

different in the two cell types regarding the same radiation doses. 

8.3.1. By means of comet-assay we have found that upon 4 h and 8 h of exposure to very low 

concentrations of FA significant DPC-formation is present in normal human FB and in 

normal human KC.  

8.3.2. We were the first to describe DNA-damage and repair kinetics induced by UV-

irradiation in cultured normal human KC in comparison with FB using comet-assay. 

The DNA-damage and repair following UV-irradiation were dependent on the 

wavelength of UV and the repair kinetics was similar in the two cell types. 

8.3.2. We have found that FA at a low concentration level interfered with DNA-

resynthesis/ligation step of NER following UVC- and UVB-irradiation. FA had no 

effect on the DNA-repair after UVA-irradiation. 

8.3.4. We have found that the delay in DNA-repair resulted in an increase of chromosomal 

damage. FA at a concentration not inducing MN caused significant increase of UVC-

induced chromosomal damage. 
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A fotokemoterápia genotoxicitásának kísérletes vizsgálatához anyagi hátteret a T 029625 

számú OTKA támogatás biztosított. 

A MN-képzQdés MC-ban és FB-ban végzett vizsgálatához a leideni egyetemre való 
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