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ROVIDITESEK

(6-4)-PD: pirimidin-(6-4)-pirimidon fotoproduktum
8-MOP: 8-metoxi-pszoralen
8OHdGuo: 8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanozin
CA: kromoszdéma aberracio

CPD: ciklobutan-pirimidin-dimer
DPC: DNS-protein keresztkotések
DPH: 1,6-difenil-1,3,5-hexatrién
Dsbs: kettdsszaltt DNS-torés

EB: etidium-bromid

EDTA: etilén-diamin-tetra-acetat
FA: formaldehid

FB: fibroblaszt

FCM: 4ramlasi citometria

FM: fluoreszcens mikroszkdpia
KC: keratinocyta

MC: melanocyta

MMS: metil-metan-szulfonat

MN: mikronukleusz

NER: nukleotid excizids reparacio
PUVA: 8-MOP+UVA

SEM: atlag standard hib4ja

Ssbs: egyszalu DNS-torés

UV: ultraibolya sugarzas



1. BEVEZETES

A napfény a szervezetlinket, leginkdbb bdriinket ¢érd, hatdsaiban 0Osszetett,
pozitivumokkal és negativumokkal egyarant rendelkezd természetes kornyezeti tényezo.
Elinditéja ¢és fenntartdja szamos fiziologias (D-vitamin szintézis, antigénspecifikus
immuntolerancia, etc.) ¢és patologias (napégés, fotoallergids, fototoxikus, fotoaggravalt
korképek, fotokarcinogenezis, photoaging) folyamatnak. Ezen hatasokért elsOsorban a
napfény elektromagneses spektrumanak kb. 6 %-at kitevd UV-tartomany (200-400 nm) a
felelés, amelyben bioldgiai hatas szempontjabol UVC (200-280 nm), UVB ((280-320 nm) ¢€s
UVA (320-400 nm) spektrumteriilet kiilonithet el. A mechanizmus, amin keresztiil ezek a
hatasok megvaldsulnak, Osszetett: fotokémiai reakciok, membranreceptorokon végbemend
valtozasok, lipid- és fehérjemoddositasok, illetve DNS-kéarosodéas indukéldsa. Ez utobbinak
kiilondsen nagy a jelentdsége egyrészt a genetikai tartalom megvaltozasanak lehetdsége miatt,
mely a daganatképzddés fontos eleme, masrészt, mert a DNS-1ézidk szignalként
szerepelhetnek és ilyen modon kulcsfontossaggal birnak a napfény altal indukalt sejtbiologiai
hatdsokhoz, mint a sejtet, illetve a szervezet integritdsat védé DNS-reparacids folyamatok,
sejtciklus-szabalyozo, ellendrzd funkcidk, apoptdzis aktivalodasahoz, a melanocytakban
(MC) a melanin-szintézis indukalodasdhoz, az immunfolyamatok modosuldsahoz,
immunszuppresszio vagy éppen napfényallergia kialakuldsdhoz (Matsumura, 2004). Az UV-
sugarzds DNS-en kifejtett hatdsai nem minden esetben ugyanazok, mivel a valtozasok
hulldmhossz- és sejtfiiggdek, lefolyasukban és kimeneteliikben a sejttipus, a sejt-proliferacios
staitusz, az anyagcsere allapot, a DNS-reparacidos kapacitds, endogén és exogén
fotoszenzibilizatorok jelenléte egyarant fontos. Ezért nagy jelentdségliek azok a tanulmanyok,
melyek a kiilonb6zd tényezdket nemcesak kiilon-kiilon, hanem egyiittesen is figyelembe véve
vizsgaljak az UV-sugarzas emberi boron kifejtett hatasait.

A jelen munkam célja kettds volt: ezen Osszehasonlitdo vizsgalatokhoz olyan alkalmas
metodusok keresése, melyek jabb perspektivakat nyitnak a fotodermatologiai kutatasban,
masrészt az UV-okozta DNS-karosodas €s reparacio normal human bérsejteken valo in vitro
tanulmanyozésa. Idérendben tekintve elsé projektem, a mikronukleusz (MN)-képzddés MC-
ban és fibroblasztokban (FB) végzett vizsgalata a leideni egyetem borgyogyaszati klinikajan
tortént. A fotokemoterdpia genotoxicitasanak kisérletes vizsgalata a Debreceni Egyetem
Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Bor- és Nemikortani Klinika laboratériumaban, majd
a formaldehid (FA) genotoxikus hatdsainak vizsgalata a heidelbergi egyetemhez tartozo

mannheimi borgyogyaszati klinikan folyt.



IRODALMI ATTEKINTES

UV-sugarzas és DNS-karosodas

UVC/UVB

A DNS abszorpcids spektruma (260 nm-es maximummal) nagyobbrészt a napfény
UVC ¢és UVB tartomanyat foglalja magaban. Az UV-fotonok a DNS-ben elnyelddve
ciklobutan-pirimidin-dimereket (CPD: TT>>TC>CT>>CC dimerek, Mitchell, 1992) ¢és
pirimidin-(6-4)-pirimidon fotoproduktumokat (6-4)-PD: TC>>CC>TT=~CT) indukélnak.
Emellett a 300 nm-nél hosszabb UV-sugarzas jelenlétében a (6-4)-PD fotoizomerizacioja is
bekovetkezik, az Gn. Dewar-izomer keletkezik. Az UVC,- illetve UVB-sugarzas hatdsara
képzddo 6 fotoproduktum a CPD, a (6-4)-PD joval kisebb mennyiségben képzodik. Hasonld
mennyiségli CPD létrehozasdhoz az UVB-bdl mintegy szazszor nagyobb energiamennyiségre
van sziikség, mint UVC-bdl (Douki, 2000). Az UVC-sugarzast az 6zon elnyeli, igy az
atmoszférat ez a sugartartomdny mar nem ¢éri el. Az 6zonréteg jelenleg is észlelhetd
karosodasa, elvékonyodasa miatt azonban a rovidebb hullamhosszii UVB-sugarzas nagyobb
részaranyban éri el a foldet (van der Leun, 1993, Madronich, 1994).

Az emlitett DNS-1éziok a nukleotid excizids reparacido (NER) révén javitodhatnak ki
(Hoeijmakers, 2001). A (6-4)-PD reparécidja gyors, hatékony, nagyrészt a globalis genom
reparacié révén megy végbe, a CPD reparacidja lasst, inkomplett, fleg transzkripcidhoz
kapcsolt reparacidos mechanizmuson keresztiil valésul meg (Mullenders, 1993). Tipusos
pontmutacioként GC—AT tranzicid, ha a NER nem megfeleld, gyakrabban CC—TT mutacid
jon létre. Az elégtelen reparacio miatt emellett a tovabb folyd replikacié kozben DNS-hurkok,
majd egyszalo DNS-gap-ek keletkeznek a dimerek helyén, melyek endonukledzokkal
szemben nagyon érzékenyek. Igy kettésszala DNS-torések (dsbs) jonnek létre, ezek révén
pedig az UV-sugarzasra jellemz6 kromatid tipusti kromoszéma aberraciok (Bradley, 1981). A
CPD ¢és (6-4)-PD felismerése egyiitt jar a sejtciklus ellendrzé pontjainak aktivalodasaval és a
sejtciklus késleltetésével, mely lehet iddleges, de végzddhet a sejt halalaval is. Ennek
szabalyozasaban az elmult években bonyolult kapcsolati rendszereket térképeztek fel, melyek
bizonyos gének (ciklinek, ciklin-dependens kinazok és ezek regulatorai) adott sejtciklus-
id6épontban torténd specifikus expresszidjaval jellemezhetok. Ebben kdzponti szerepet tolt be
a p53 tumorszuppresszor fehérje (Hall, 1993). Expresszidja bizonyos tipusu sejt-, illetve
DNS-karosodas esetén megnovekszik, majd a kovetkezményesen megndvekedett p21 fehérje
expresszio a Gl-ciklin-dependens-kinazok gatlasaval egy atmeneti sejtcikluskésleltetést idéz

el a G1-fazisban. Ez id6t biztosit a DNS-reparacio befejezésére a replikacio elétt. Ha a sejtek



a besugarzas pillanatdban a G1/S-fazis hataran, illetve korai S-fazisban vannak, amikor a
sikeres DNS-reparacio esélye lecsokken, az UV-irradiacid okozta kromoszoémakarosodas
valdszinlisége nagyobb. Ha a DNS-karosodds mértéke tul nagy, a p53 mas fehérjékkel
egylttmiikddve a sejtet az apoptdzis irdnyaba inditja el. A sejtciklust reguldld fehérjék
funkcioveszté karosodasa eldsegiti a tumorprogressziot (Hunter, 1994). A G2/M-fazisban
torténd sejtciklus-késleltetés, mely a posztreplikacios reparaciora biztosit id6t a mitdzisba
1épés eldtt, sokkal kevésbé egy adott specifikus DNS-kéarosodasra visszavezethet6 sejtciklus-
valasz. Ez a folyamat a p34°* fehérje foszforilacios statuszanak kontrollalasaval és a ciklin B
oszcillalo szintézise altal szintén pontosan szabalyozott (Maity, 1994). A sikertelen DNS-
reparacio ebbdl a sejtciklus-ellendrzd pontbol is apoptdzis irdnyaba viszi a sejtet.

A dimerek és fotoproduktumok kimutatdsa torténhet in situ, jelzett monoklondlis
antitestek segitségével, vagy indirekt moédon, a nem szemikonzervativ DNS-szintézis
nukleoradiografids vagy ELISA-alapti mérésével, a T4 endonukledz V szenzitiv helyek,
illetve a reparacio6 intermedier egyszali DNS-toréseinek kimutatasaval alkalikus elucios vagy
comet-assay felhasznalasaval. A kovetkezményes kromoszoémakarosodds demonstralasara
citogenetikai assay-k, a sister kromatid kicserélddés és a mikronukleusz (MN)-indukcid

vizsgélata szolgalnak.

UVA

A hosszli hullami UV A-tartomanybol a DNS mar csak nagyon kis mennyiséget nyel
el. Ezért a direkt DNS-karosodas: CPD, (6-4)-PD képzddése nem szamottevd (egy
nagysagrenddel tobb UVA-energia kell hasonlé mennyiségli CPD indukalasahoz, mint
amennyit UVB okozna, Douki, 2000). Ezzel szemben megné a valdsziniisége a
sejtmembranok lipidjeinek, illetve a citoplazma polimerjeinek excitacidjara, mely kiilonbozd
tipust szabad gyokok képzddéséhez vezet. Ezeknek a hosszabb féléletidejii komponensei a
sejtmagba jutva, tovabbi reakciokban nagy energiaju, rovid €letidejii radikalokat hoznak Iétre,
melyek mar elég kis tavolsagra a DNS-t6l egyszala, esetleg kétszali DNS-toréseket,
bazismodosuldsokat (8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanozin (80HdGuo), abdzikus helyek),
DNS-fehérje  keresztkotéseket produkédlnak. Az egyszdla DNS-torések — gyorsan
visszakapcsolodnak, a baziskarosodasok a bazis excizios reparacid révén kijavitddnak, a
DNS-fehérje keresztkotéseket enzimek hasitjadk. A sejtciklus késleltetése az S-fazisra (De
Laat, 1995), illetve a G2/M-atmenetre (Bénrud, 1999, Leszczynski, 1996) szoritkozik, vagy
egyaltalan nem jelenik meg (Weller, 1996), kisebb mértéki DNS-karosodast sejtetve. Ennek

ellenére  pontmutaciok  (tipusosan AT—CG transzverzi6  (Sage, 1996)), st



kromoszomakarosodas is létrejohet (Banrud, 1999). Az UVA okozta DNS-karosodas azért
nagy jelentdségli, mert a napfény UV-spektruméaban ez a tartomdny nagy részaranyt (95%)
képvisel. Masrészt, az UVB-t elnyelé hatékony fényvéddk biztositotta hosszabb idejli
napfényen tartdzkodas és a szolarium-lampék is plusz UV A-terhelést jelentenek. Emellett az
UVA penetracioja a borbe joval kifejezettebb és mélyebb, mint az UVB sugarzasé. Mindezek
alapjan az UV A-sugarzas ma mar nem tarthat6 artalmatlannak.

Az UVA spektrum okozta DNS-szaltorések immunkémiai modszerrel, alkalikus
elicioval vagy comet-assay-vel mutathatok ki, mig a bazismodositasok DNS-reparacios
enzimekkel (formamido-pirimidin-glikozildz, Nth protein, Nfo protein), szekvenalassal.

Meg kell tovabba emliteni azt is, hogy az Un. szolaris szimulalt fény (UVB+UVA)
DNS-karositd hatasa az eldbbiektdl eltérd a szélesebb spektrum jelenléte kovetkeztében. A
mutaciok tekintetében példaul az UVB-re jellemz6 GC—AT események és az UVA-
specifikus AT—>CG bdazis szubsztiticiok mellett gyakoribba valnak a CC—TT tipust
valtozéasok (Sage, 1996).

A human bor sejtjei

A bor harom rétege a ham (epidermisz), az irha (dermisz) és a boéralja (szubkutisz).
Legkiviil helyezkedik el az epidermisz, mely foként keratinocytakbol (KC, 80 %), MC-bdl (5-
10 %) és Langerhans sejtekbdl (5-10 %) épiil fel. A FB a dermiszben és a szubkutiszban
fotonok a dermiszt is elérik, mig az UVB-sugarzas f0 targetje az epidermisz (Bruls, 1984). A
biologiai hatast befolyasold tovabbi tényez0 a stratum corneum vastagsadga, amelyben az UV-
sugarzas egy része szorodik és visszaverddik, illetve a melanintartalom, mely a sugéarzas egy
részét képes elnyelni. Mindemellett a kiilonboz6 sejttipusok is eltérden valaszolnak az dket ért
genotoxikus stresszre (Smith, 1996). Ennek hatterében olyan tényezék allnak, mint pl. a
kiilonb6zé  tipusi  DNS-reparaciés utvonalak aktivalodasanak eltérd  gyakorisaga
(Hoeijmakers, 2001), az apoptdzisra valo érzékenység kiilonbozdsége (Smith, 1996), az eltérd
sejtciklus-hossz (De Leeuw, 1994, Kaufmann és Wilson, 1994), illetve aktudlisan a sejtek
sejtciklus-fazis allapota (Weller, 1996). Ezért egy adott genotoxikus behatdsra a mutacios
frekvencia, a kromoszomakarosodas és a sejttulélés is eltérd. Példanak okaért Otto (1999) azt
talalta, hogy a FB-ban ugyanazon UVB-dézis nagyobb mértékli DNS-karosodast indukal,
mint KC-ban. De Leeuw (1994) kimutatta, hogy a legrosszabb tulélési ratdt barmely
hullamhosszasagth UV-sugarzasra a FB adjak. A KC kevéssé, legkevésbé pedig a MC



érzékenyek a letalis hatassal szemben. A FB-ban emellett a DNS-reparacio fidelitasa is kisebb

a KC-hoz képest (Schmidt-Rose, 1999).

Az UV-sugarzas okozta DNS-karosodas kovetkezményei a borben

Bordaganatok

Az epidemioldgiai és kisérleti adatok arra utalnak, hogy a human bdértumorok
kapcsolodik (Mukhtar és Elmets, 1996). Ez f6leg a nem melanoma bdrtumorokra (aktinikus
kerat6zis, bazalioma, spinalioma) vonatkozik. A melanoma kialakuldsaban, progressziojaban
az UV-sugéarzds szerepe kevésbé tisztazott (Weinstock, 1996; Gilchrest, 1999). A
fotokarcinogenezis manapsag elfogadott modellje soklépcsds folyamatot tételez fel a tumor
kifejlddésének hatterében (Yuspa és Dlugosz, 1991), amelyben nemcsak az UVB, hanem az
UVA is fontos szerepet jatszik (Matsui és DeLeo, 1991). Ez utobbit tobbek kozott szortelen
albino egereken végzett kisérletek tamasztjak ald (De Gruijl, 1993), masrészt az a
megfigyelés, hogy egy hal modellben az UVA-sugarzas hatékonynak bizonyult melanoma
kialakulasdban (Setlow, 1993). A tumorok molekularis analizise bordaganatok sejtjeiben a
genetikai modositasok egész spektrumat mutatja (Leis és Livingstone, 1996; Heim és
Mitelman, 1995). Pontmutacidkon ¢és kis deléciokon tilmenden teljes gén,
kromoszomafragment vagy teljes kromoszéma elvesztése is megjelenhet, ami citogenetikailag
detektalhatdé  (Solomon, 1991). Huméan bazaliomadkban ¢és spinaliomdkban a
kromoszomavesztés kiilonbozé mintazatai talalhatok (Quinn, 1994). Aktinikus keratézisban
ismert a heterozigdtasag vesztésének magas gyakorisdga (Rehman, 1994). Human melanoma
sejtekben sulyos kromoszoma aberraciok (CA) figyelhetok meg (Trent, 1989; Dracopoli,
1989). A sulyos genetikai valtozdsok koziil, melyekrdl azt tartjdk, hogy a bdr
karcinogeneziséhez vezethetnek (Yunis, 1983; Rees, 1994), néhanyat ismerten az UV-fény
indukal (IARC, 1992). Az még nem tisztazott, hogy az UV-spektrum mely része okoz ilyen
defektusokat, illetve, hogy az UV-sugarzas milyen mértékli kromoszoma aberraciot (CA)
indukal.

A MN-képzdédés a kromoszémakarosodas igen érzékeny paramétere (Heddle, 1983). A
MN olyan genetikai anyagot reprezentdlnak, amely a sejtosztodas soran nem tudott beépiilni a
leany-magvakba (Cornforth és Goodwin, 1991). Ezek a DNS-tartalmu kerek részecskék belso
¢s kiils6 membranbdl allé burokkal vannak koriilvéve (Paglin, 1997). Kordbbi vizsgéalatok

xeroderma pigmentosum-ban (Bielfeld, 1989) illetve familidris melanoma malignum-ban



(Roser, 1989) szenvedd betegekbdl szarmazd FB kultarakban a szolaris UV-sugérzas okozta
MN-indukciot magasabbnak talaltdk egészséges egyénekhez képest. Ez jol korreldl a betegek

napfény-expozicid okozta emelkedett tumor rizikojaval.

Immunszuppresszié

Jol ismert, hogy az UV-sugarzas elsésorban a sejtmedialt immunvalaszok (késoi
tipust tulérzékenység, kontakt hiperszenzitivitas) szisztémas ¢és lokalis szupprimalésaért
felelds (Kripke, 1990). A hatés kifejlédéséhez az sziikséges, hogy az UV-fotonok energidja a
sejt altal érzékelhetd szignalla alakuljon, amihez alkalmas kromofor vegyiiletek kellenek. Az
elmult évek soran a kutatdsok két f6 kromofort valdszinisitettek az UV immunszuppressziv
hatasdnak hatterében: a stratum corneumban elhelyezkedd transz-urokansav molekulat
(Norval, 1996) és a DNS-t (Vink, 1996). Ez utébbival kapcsolatban Kripke és munkatarsai
(1992) vizsgalatai kimutattdk, hogy a CPD-képzddés mértékének csokkentése excizids
reparacios enzimet tartalmazo liposzomak borbe vald bejuttatdsa révén ki tudja védeni az
UVB-indukalta lokalis ¢és szisztémas immunszuppressziot. Kettdsszala DNS-torések
indukalasa in vivo a KC DNS-ben restrikcios enzim segitségével immunszuppressziot idézett
eld (Vink, 1996). Szamos kisérletes adat emeli ki tehat a DNS-kdrosodas fontos szerepét
ebben a folyamatban. Az immunszuppresszioban feltételezett mechanizmus egyrészt
immunmodulatorikus citokinek (pl. IL-10) termelddésének a kivaltdsa a KC-ban a DNS-
karosodas altal, melyek a keringésbe jutva szisztémas hatast is kifejthetnek, masrészt a y-
interferon indukalta intercellularis adhézios molekula (ICAM)-1 sejtfelszini expresszidjanak
gatlasa (Krutmann, 1996). Emellett az UV az epidermisz antigénprezentald sejtjeinek a DNS-
¢t is kozvetleniil karositja, amelyeknek - valosziniileg részben a megvaltozott citokin milieu
hatdsara is - megvaltozik az antigénprezentald képessége, ily mddon lokélisan tolerogén
immunvalasz fejlédik ki az adott antigénre (Vink, 1996). A sejtes immunvalasz gatlasa a
boértumorokkal szembeni immunvédekezés képességének csokkenésével is jar (Krutmann,

1996).

Fotoallergia

A fotoszenzitiv (fotoallergias) borbetegségek, koztiik a polimorf fényexanthema (PFE)
patomechanizmusa nagyon kevéssé ismert, ami miatt a terapia is problémat jelent. Horkay
(1973) vetette fel elsé izben a nagyfoku fényérzékenységgel jaré korképben a NER lehetséges
szerepét. A PFE betegek periférias limfocitaiban az UV-irradiacidt kovetd reparacios DNS-

szintézis szignifikdns csokkenését irta le, Osszehasonlitva nem fényérzékeny személyek



limfocitaival. A KC-ban a csokkenés nem volt szignifikans (Horkay, 1978). Elképzelhetd,
hogy az UV-sugarzas okozta DNS-kdrosodasnak ezen korképben is patogenetikai szerepe
van. A tilinetek kialakuldsdnak hulldmhossztél valé fiiggése PFE-ben (Nyugat-Europaban
inkabb az UVA, Magyarorszdgon inkabb az UVB a provokald) ramutat a DNS-1ézidk

tipusanak a fontossagara, és tovabbi vizsgalatokat siirget ebben az irdnyban.

Exogén kémiai anyag hatasa az UV-sugarzas okozta DNS-karosodasra

Fotoszenzibilizalas

A bortumorok emelkedd incidencidjanak hatterét kutatva Iényegesek azok a
tanulmanyok is, melyek a bdr karcinogenezis tobblépcsds folyamataban lehetséges additiv,
szinergisztikus interakciokat vizsgalnak az UV-sugarzas és a gyogyszerek, kozmetikumok,
egyeéb kornyezeti tényezok kozott (Brash, 1998, Minamoto, 1999, Kraus, 1996). Ilyen jellegii
vizsgélatok eddig nem nagy szamban torténtek, technikailag nehezek (Loveday, 1996).
Teoretikusan, a kémiai anyagok a bdrbe abszorbedlodva direkt DNS-kéarosodast
indukalhatnak, gatolhatjdk a DNS-reparaciot, replikaciot vagy transzkripciot, fotokémiai
reakciokat eredményezhetnek, szabad gyokoket generalhatnak, vagy megzavarhatjdk a
sejtciklus szabalyozast (Kraus, 1996, Goldsmith, 1996, Davies, 1990). Mindez modosithatja a
napfény UV-sugarzasanak tumort inicialo hatasat.

Az emlitett “fotoszenzitizal6” anyagok lehetnek terdpias célzattal alkalmazott kémiai
vegyiiletek (pl. 8-metoxi-pszoralen (8-MOP), egyéb, szintén ndvényi eredetli (paszternak,
zeller, fiige, lime) molekuldk vagy gyogyszerek (pl. tetracyclinek, fluorokinolonok,
fenotiazinok), illetve a kornyezetiinkbdl szarmazo (pl. krémekbdl, aftershave-bol,
fényveédokbol, textilekbdl etc. felszabaduld) vegyi anyagok. Kérdéses, hogy ezek koziil
melyek csak fototoxikusak, fotoallergének, és melyek fotomutagének, fotokarcinogének is
(Loveday, 1996).

A fotokémiai reakciok sordn az arra alkalmas kémiai anyagok, elnyelve az UV-
sugdrzas energiajat, magasabb energiaszintre, excitacios (szingulett vagy triplett) allapotba
kertilnek. Ezutan, mint szabad gy6kok, azaz nagyon reaktiv molekuldk viselkednek (I. tipusu
fotokémiai reakcid) vagy mas molekulakkal kolcsonhatdsban jabb szabad gyokoket, foként
reaktiv oxigén szabad gyokoket indukdlnak (II. tipust fotokémiai reakcid). Az utobbi
folyamat a gyakoribb, az excitalo hulldmhossz leginkdbb az UVA, vagy a lathat6 fény (400-
700 nm). A kdvetkezmény a DNS oxidativ karosodasa, a membran lipidjeinek peroxidéacioja,

a membran-asszocialt és citoplazmatikus fehérjék modositasa. A DNS-ben bekdvetkezd
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valtozasok egyszali és kétszali DNS-torések, baziskarosodas (§OHdGuo, abazikus helyek),
DNS-fehérje keresztkotések. A nem fotokémiai reakcidkban résztvevd kokarcinogénekrdl
(pentoxyfillin, koffein, aldehidek) mind kisérleti adatok, mind epidemiologiai bizonyitékok
szempontjabol joval kevesebbet tudunk (Weller, 1996, Grafstrom, 1983).

Fotokemoterapia

A fotokemoterapia soran pszoraleneket (altalaban 8-MOP) alkalmazunk kozvetleniil a
boéron oldat, illetve krém formajaban vagy per os. Ezt 20 perccel-2 oraval késobb UVA-
besugarzas koveti, a boérben valo 8-MOP akkumulacidé maximuman. Torténetileg, a
pszoraleneket tartalmaz6 novényi extraktumok egyiittes alkalmazasa természetes napfénnyel
1. e. 1500-ra vezethetd vissza; Indidban és Egyiptomban a vitiligo kezelésében hasznéltdk. Az
elsd klinikai kozlés 1948-bol vald (El-Mofty). Bar azota ez a kezelési eljaras nagyon elterjedt
mint szdmos borbetegség (psoriasis, vitiligo, atopids dermatitis, parapsoriasis, mycosis
fungoides) kival6 adjuvans terapiaja (Bethea, 1999), hatdsdnak mechanizmusa nem teljesen
tisztdzott. Az egyik OsszetevO a beteg bor epidermiszét infiltrald aktivalt/koros limfocitak
apoptozisanak indukcidja (Yoo, 1996, Coven, 1999). Az is ismert, hogy a fotoaktivalt
pszoralen elsésorban a nukleinsavra hat (Gasparro, 1988, Yang, 1989), a bioldgiai hatasok
pedig az alkalmazott UV-sugarzas hullamhosszatol fiiggenek (Ortel, 1990), azaz a pszoralen
fotoaktivaciojatol. Igy valdszini, hogy a PUVA (PUVA=8-MOP+UVA) bioldgiai hatasaiban
a DNS-pszoralen fotoadduktumoknak fontos szerepe van (Ortel, 1990, Gasparro, 1988).
Ismert, hogy a 8-MOP az I. tipusu fotokémiai reakcidban vesz részt, azaz az UV-fotont
abszorbeald molekula a DNS-szalak koz¢ interkalalodva és UV-fotont elnyelve egy pirimidin
bazissal 3,4- illetve 4°,5’-monoadduktumot képez, majd egy Gjabb foton hatdsara DNS-DNS
keresztkotést hoz létre. Az ilyen tipusi DNS-karosodds repardcidja nem tisztazott.
Escherichia coli-ban, ¢lesztd sejtekben, plazmid DNS-en végzett kisérletek alapjan a NER ¢s
a rekombinacids reparacio komplex egytittmiikodése (Magana-Schwencke, 1991, Lage, 2003)
valoszinli. Human limfoid sejteken végzett kisérletek kiilonb6zé DNS-reparacids idoket
mutattak UVB- és PUVA-kezelést kovetden. Ami a bort illeti, a fotokemoterdpia
hatékonysaga sok esetben nagyobb, illetve mas jellegli a fototerdpidhoz (UVA 6nmagaban
vagy UVB) képest, ami a DNS-karosodas eltérd természetébdl eredhet ugyancsak. A PUVA-
ra tipusos mutdcid is kiilonbozik attol, amit az UVB- vagy az UVA-sugarzas utan
észlelhetiink, ez esetben gyakoribb az 5’TpA helyek mutéacidja. Ezért az okozott DNS-

karosodas vizsgalata abbol a szempontbol is fontos, hogy a PUVA-karcinogenezis hatterét is
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jobban megismerjiik, minthogy PUV A-kezelés alatt a bérdaganatok megjelenésének rizikoja
emelkedik (Stern, 1994).
A fotoadduktumok kimutatidsara eddig alkalikus elticidt, nagy nyomasu folyadék

kromatografiat, monoklonalis antitestek felhasznalasat irtak le.

UV, formaldehid, karcinogenezis

A formaldehid (FA) a kornyezetszennyezés egyik f0 eleme (Casteel, 1987).
Esszencidlis ipari nyersanyag kemikalidk eldallitasdhoz, épitdanyagok, haztartasi termékek
gyartasahoz. FA szabadul fel fa, természetes gaz inkomplett égésekor, dohanyzaskor, de a
kozmetikumok is gyakran tartalmaznak FA-t (0.0001-0.0848% (m/m) vagy FA felszabadito
komponenseket (Quaternium 15, diazolidinyl urea), mint konzerval6 szert (Rastogi, 2000).
Maximalis megengedett koncentracioja krémekben — az EU Kozmetikai Direktiva
szabalyozasa szerint - 0.2% (m/m). Ebben a mennyiségben, protein keresztkotések 1étrehozasa
bakterialis kontaminacionak a kivédésére. Ismertek azonban borre kifejtett karos hatdsai is.
Aldehid-alapt gyantdkkal foglalkozd munkdsokon esetenként bdrkititések (irritacid)
(Makinen, 1999) figyelhetok meg, gyakori a FA-del szembeni kontakt allergia is (Agner,
1999), mely miatt a FA az eurdpai standard epicutan tesztsor konstans tagja. Ezen kiviil
nemrégiben fényérzékenységet is kozoltek egy tosylamid/formaldehid gyanta okozta kontakt-
dermatitisszel szovédve (Vilaplana, 2000). A levegdbdl, textilekbdl vagy kozmetikumokbol
abszorbealddott FA tényleges koncentracidja a borben nem ismert. A FA-hidrat, ami vizes
oldatban keletkezik, bizonyitottan konnyen diffunddl a borbe (Robbins, 1984). A FA
ubiquiter, a legtobb sejtben jelen van az alkohol dehidrogendz III altal enzimatikusan létrejott
glutationalt formaban (Cheung, 1999, Barber, 1998). Egy-szénatomos transzfer reakciokhoz
¢s NADH-generaciohoz ez a forma szubsztratot jelent. Az exogén FA eliminaldsa is az
alkohol dehidrogenaz feladata. A kapacitdsit meghaladdé FA bizonyitottan citotoxikus,
mutagén (Grafstrom, 1990) és klasztogén (Merk, 1998, Speit, 2000). A citotoxikus ¢és
genotoxikus hatasokért egyrészt a nukledris DNS és hisztonfehérjék kozott képzodott DNS-
fehérje keresztkotések (Voitkun, 1999) perzisztalasa lehet felelés. Masrészt fontos lehet a
replikacioban (Permana, 1994) és a DNS-reparacioban (Grafstrom, 1986) szerepld enzimek
FA-okozta kémiai modositasa is, mely genetikai instabilitishoz vezethet. Az in vitro
megfigyelt G—>A tranziciés mutacioknak €s bazis miszinkorporacionak a deoxiguanozin FA-
indukalta N2-metilacioja lehet az oka (Snyder, 1986). Allatkisérletes megfigyelés, hogy a

belélegzett levegOben nagyobb koncentracioban (=6 ppm) alkalmazott FA patkédnyok és
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egerek orriiregében elszarusodd laphamrakot tud okozni (Casteel, 1987). Egy nemrégiben
kiértékelt, USA-ban késziilt eset-kontroll tanulmany nazofaringealis elszarusod6 laphamrak
magasabb eldéfordulasi ardnyat allapitotta meg emberben is munkahelyi FA-expozicid esetén,
mely korrelalt a FA kumulativ dozisdval (Vaughan, 2000). Bértumorok fokozott rizikojara
FA-expoziciét kovetden nincs ismert epidemioldgiai bizonyiték, ambar bonctermi dolgozok
kozott a bortumorok magasabb mortalitdssal jar6 megjelenési formait tapasztaltdk (Walrath,
1983).

Grafstrom (1990) kozolte, hogy az N-metil-N-nitrozourea okozta DNS-karosodas
bronchialis sejtekben 100-300 uM FA jelenlétében nem tudott kijavitddni. Ehhez hasonldéan
rontgen-besugarzast kovetden a FA jelenléte az egyszalu DNS-torések Gjrakapcsolodasat €s
UV-irradidcié utan a NER soran a reparacios DNS-szintézist gatolta (Grafstrom, 1983). Heck
(1999) kimutatta, hogy a FA-indukélta DNS-protein keresztkotések (DPC) gatolni tudjak a
DNS-polimerazt, s6t a teljes replikacios komplexet, illetve a DNS-struktirat modulalo
topoizomeraz II-t is. Ezek magyarazhatndk a FA-nek az UV-sugdrzas utdni reparacidra
kifejtett esetleges gatlo hatasat borsejtekben.

Az egyszalu, illetve kétszala DNS-torések, alkali labil helyek kimutatasara az
alkalikus comet-assay hasznalatos mint nagyon érzékeny metodus (Collins, 1997, Slamenova,
1997). Alkalmasnak bizonyult limfocitdkban, FB-ban, HaCaT KC-ban UV A-irradiacio altal
okozott DNS-karosodas detektalasara, illetve a sejtek NER képességének vizsgalatara UVC-
¢s UVB-irradiacié utan (Alapetite, 1996, Henriksen, 1996, Lehmann, 1998). Ezenkiviil az
assay-vel tanulmanyozhatok a DNS-DNS, DNS-fehérje tipust keresztkotések is, ha az UV-
irradiaciot egyszalu DNS-toréseket okozo agenssel (MMS, ionizald sugarzas) kombinaljuk
(Pfuhler, 1999, Merk, 1999). Az MMS a DNS bazisainak N'-metilacidjat okozza, ez pedig
abazikus helyeket eredményez. Ezek erds alkalikus kornyezetben labilisak, egyszali DNS-
toréseket formalnak a comet-assay soran (Homme, 2000). Az ionizal6é sugéirzas direkten
DNS-széltoréseket indukal (van der Schans, 1983). A keresztkotések indukcidja a DNS-

torések comet-képzo hatasanak a csokkenésével aranyos.
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2. CELKITUZESEK

I. Fotokemoterapia (PUVA) hatasara bekdvetkez6 DNS-karosodas és reparacio vizsgalata

a) Vizsgalhato-e a PUVA A4ltal okozott DNS-karosodéas és az azt kovetd reparacid
comet-assay-vel?

b) Hogyan viszonyul a PUVA okozta DNS-kérosodas és reparacio az UVB-, illetve az
UVA-sugarzas ilyen irdnyt biologiai hatasahoz hiperproliferativ. KC modell HaCaT
(immortalizalt human keratinocyta)-kultirakban? Eredményeinket az UVB ¢és UVA
tekintetében az irodalombdl ismert adatokhoz viszonyithatjuk, a PUVA esetében viszont
elsoként valasztottuk az ezen assay-vel szerezheté Uj informaciok eldnyeit a terdpia

hatdasmechanizmusanak, illetve karcinogenitasanak kutatasaban.

II. UV-irradiaciot kovetd DNS-karosodas osszehasonlitod vizsgalata normal human MC-ban és
FB-ban kromoszéma-karosodas (MN-indukcio) tanulmanyozasa segitségével

a) Klinikailag relevansan alacsony dozisu UVB- ¢és UVA-sugarzas indukéal-e MN-t
humén FB-ban ¢és MC-ban? Ha igen, ennek hatékonysiga mennyire tér el a y-sugarzas
hatasossagatol? Nincsenek UVB-re vonatkozé adatok normal, nem-transzformalt humén
borsejteket illetden, ¢és nem ismert, hogy az UVA-sugirzas is képes-e vajon
kromoszdmakarosodas indukalasara.

b) Alkalmazhaté-e, illetve modositasokkal alkalmassa tehet6-e egy korabban leirt
multiparametrikus 4ramlési citometridas modszer (FCM, Wessels és Niisse, 1995) a MN-
képzddés mérésére ezekben a sejtkulturdkban? A metddus objektivitdsa, gyorsasiga, jobb
statisztikai kiértékelhetdsége mellett ad-e a partikulumok DNS-tartalmanak mérése uj

informaciot a sejtben bekovetkezo valtozasokrol?

III. FA altal okozott, illetve FA altal modositott, UV-irradiacié indukalta DNS-karosodas és
reparaci6 0sszehasonlitd vizsgalata normal human KC-ban és FB-ban

a) Okoz-e a FA comet-assay-vel kimutathato6 DNS-karosodast (DNS-protein
keresztkotéseket (DPC), egyszalu DNS-toréseket (single strand breaks, ssbs)) human, nem-
transzformalt, felnétt borbdl szdrmazd KC-ban és FB-ban? Hosszl iddtartamtl, de alacsony
smink hasznalatakor konnyen elérhetd, okoz-e szignifikdns DNS-kéarosodast ezekben a

sejtekben?
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b) Van-e kiilonbség a FB-ban és a KC-ban végbemend DNS-karosodas és reparaciod
kozott UVC-, UVA- és szolaris szimulalt UV (UVB+UVA)-sugarzast kovetden comet-assay-
vel vizsgalva? Azonos kisérleti koriilmények kozott végzett ilyen tipusu Osszehasonlitd
vizsgélat még nem tortént.

c) Van-e a FA-nek hatisa az UV-sugarzas altal indukalt DNS-karosodasra és
reparaciéra? Ha igen, megmutatkozik-e ez késébb MN-képzédésben mérhetd

kromoszémakarosodasban?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

a. Sejttenyésztés

Osszehasonlité vizsgalatainkhoz MC-t és FB-t (jsziildttek (II. bértipus) urologiai
osztalyon eltavolitott praeputiumanak boérébdl nyertiik Liu és Karasek (1987) modositott
modszerével. A bort a kdtdszovettdl megtisztitva apré darabokra vagtuk és tripszin oldatban
(0.25 % tripszin, 0.15 M NacCl, 0.04 M KCl, 0.1 % gliikoz, pH 7.5) inkubaltuk egy ¢éjszakéan at
4 °C-on. Ezt kovetéen a bdrdarabokat sejttenyésztd médiumba tettiik, és az epidermiszt
elvalasztottuk a dermisztdl. MC tenyészetekhez az epidermalis sejtszuszpenziot Eisinger és
Marko (1982) leirasa szerint ndvesztettiik tovabb, Halaban mddositasaival (1986). A médium
alapja Ham’s F-10 volt, kiegészitve 10 nM 12-O-tetra-dekanoil-forbol-13-acetattal, 2.5 nM
kolera-toxinnal, 0.1 mM izobutil-metil-xantinnal, 5 % 0jsziil6tt borji szérummal (Hyclone,
Logan UT), 100 IU/ml penicillinnel és 100 pg/ml streptomycinnel. Ha a kultardkban
megjelentek FB, a tenyészeteket geneticinnel (100 pg/ml) kezeltiik 48-72 o6ran at. A
dermiszbdl nyert FB-at 10 % 1jsziilott borju szérummal, 100 IU/ml penicillinnel és 100 pg/ml
streptomycinnel kiegészitett Ham’s F-10-ben ndvesztettiik tovabb 37 °C-on, 5 % CO»-
atmoszféran. Hetente kétszer cseréltink médiumot. A sejtndvekedést fazis-kontraszt
mikroszkop alatt ellendrizve log-fazisban tartottuk fenn. A kultardkat a kisérleteinkhez 2-9
passzalés kozott hasznaltuk.

HaCaT sejttenyészeteket felhasznald kisérleteinkhez az immortalizalt KC sejtvonalat
DMEM sejttenyésztd6 médiumban tartottuk fenn, mely 10 % ujsziilott borju szérumot,
penicillint és streptomycint tartalmazott.

KC-t ¢és FB-t felnétt, egészséges (II-III. bdrtipusi egyének), napfénytdl védett
(emldplasztikai miitétekbdl) normal borébdl nyertiink. A bort a fentebb leirtakkal megegyezd
moddon dolgoztuk fel, de ez esetben az epidermalis sejtek szuszpenzidjat mitomycin-kezelt
(23.9 uM) human FB kulturara szélesztettik FAD2 sejttenyészté médiumban (DMEM és
Ham’s F-12 (3:1) kiegészitve 1jsziilott borji szérummal, adeninnel, inzulinnal, trijod-
tyroninnal, hydrocortisonnal, epidermalis novekedési faktorral, kolera-toxinnal, penicillinnel
¢s streptomycinnel). A KC-at 37 °C-on, 10 % CO; atmoszféran tartottuk fenn. Szubkonfluens
kultarak elérésénél a FB-at 0.02 % EDTA hozzdadasaval tavolitottuk el (4 perc, 37 °C), majd
a sejteket szérummentes KC médiumban (KGM, Clonetics, US&Can) tenyésztettiik tovabb.
Passzalashoz 0.1 % tripszint és 0.02 % EDTA-t alkalmaztunk (5 perc, 37 °C). A sejteket 2-3

passzalas utan hasznaltuk fel kisérleteinkhez. A FB nyeréséhez az apr6 bérdarabkékat Petri-
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csészébe lefektetve tenyésztettik RPMI 1640 médiumban (Biochrom KG, Berlin,
Németorszag) kiegészitve 10 % 1jsziilott borji szérummal és penicillinnel, streptomycinnel,
37 °C-on, 5 % CO, atmoszféran. Passzalashoz a sejtkultarakat 0.05 % tripszinnel és 0.02 %
EDTA-val kezeltik (4 perc, 37 °C). A tovabbiakban szérummentes FB sejttenyésztd
médiumot hasznaltunk (FGM, Promocell, Heidelberg, Németorszag). Kisérleteinkhez a 3-7.

passzazs sejtjeit hasznaltuk.

b. UV-irradiacio

MC ¢s FB vizsgalatakor az UVB irradiacidhoz 3 darab, egyenként 40 W Philips TL-01
fluoreszcens csovet (Philips Nederland BV, Eindhoven, Hollandia) hasznaltunk, melyek féleg
313 nm UVB-sugarzast biztositottak (Sterenborg és mts., 1988). A doézis-rata 3 W/m? volt. Az
UVB besugarzas alatt a Petri-csészék tetejét eltavolitottuk. UV A-irradiaciora egy Sellas
Sunlight l[ampat (tipus 2001, Sellas, Gevelsberg, Németorszag) alkalmaztunk UVB-filterekkel
(UVASUN kék lemez ¢s UVASUN kék film) felszerelve a 340 nm alatti sugarzas kizarasara.
A filtereket is figyelembe vevd emisszios spektrumot egy optronikus spektroradiométer
(Philips Drachten, Hollandia) segitségével hataroztuk meg. A dézis-rata 70 W/m® volt. Az
aktualis sugarzas bemérésére 1L-700 kutatd radiométert hasznaltunk (International Light Inc.,
Newburyport, MA) SEE 400 detektorral, melyhez WBS 320 filtert alkalmaztunk. A ®Co y-
irradiacié 3.3 Gy/perc dozis-rataval volt biztosithatd. A kontroll mintdk azonos koriilmények
kozott, de sugérzastol védve voltak kezelve.

HaCaT sejtes kisérleteinkben UVB (313 nm) sugarzast Philips TL-01 csovek (0-60
mJ/cm?), UVA (320-400 nm) sugarzast (0-5 J/ cm?) Waldmann PUVA 800 lampa (H.
Waldmann GmbH&Co., Németorszag) biztositottak.

A KC ¢és FB vizsgalatakor az UVC irradiacidhoz (254 nm) UV Stratalinker 2400
(Stratagene, 2 rnW/cm2, 3és4 mJ/cmz, 15 cm irradiacids tavolsag) késziiléket alkalmaztunk.
365 nm UVA besugarzast egy CAMAG Deluxe (alacsony nyomast Hg) UV-lampa (Muttenz,
Svajc, 2 mW/em?, 3 J/em?, 6.5 cm irradiacids tavolsag) biztositott. Széles spektrumu UVB
besugarzas UVC blokkol6 filterrel felszerelt ORIEL xenon arc szolaris szimuldtor (Oriel
Corporation, Stratford, CT, USA, Model 81160) segitségével tortént. A 30 mJ/cm®* UVB
(290-320 nm) irradiaciot 7.5 cm tavolsagrol adtuk le (1.00 mW/cm?®). Az UVA részaranya
(320-400 nm) 0.24 J/em? (8.00 mW/cm?) volt. A sugarzas intenzitdsanak mérésére IL-1400A
radiométert hasznéaltunk (International Light, Inc., Newburyport, MA, USA) Solar Blind
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vakuum (SEL 240, 185-310 nm) és UV stabilizalt szilikon (SEL 033, 310-390 nm) fotodioda
detektorokkal. Az UVC ¢és UVB besugarzas idejére a Petri-csészék tetejét eltavolitottuk.

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

A sejteket 10* sejt/cm? siirliségben 24 6-val a besugarzas, illetve kémiai expozicid elétt
Petri-csészékben (d=3,5 cm) szélesztettiik. A 8-MOP-t a sejttenyészté médiumban 300 ng/ml
végkoncentracidban alkalmaztuk 2 6ras inkubdcids idével. A formaldehid (FA) (Merck)
kiilonb6z6 koncentracidit szérummentes médiumban adtuk a sejtkultirakhoz. A FA
keresztkotd kapacitdsanak meghatarozasara a sejtekhez a FA-kezelés utan metil-
metanszulfonatot (MMS) (250 uM) adtunk és a kultarakat 30 percig inkubaltuk. Besugarzas
el6tt a médiumot PBS-re (1 ml) cseréltiik. Az alkalikus tistokos-esszét Collins (1997) leirasa
alapjan alkalmaztuk. A sejteket tripszinizalassal tavolitottuk el a Petri-csésze aljarol, majd
beagyaztuk alacsony olvadaspontil agar6z gélbe (0.5 %) egy normal olvadaspontt agardzzal
bevont csiszolt targylemezen. A sejteket ilyen forméaban egy éjszakan at 4 °C-on lizisnek
tettiik ki (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1 % N-lauroyl-szarkozinat, 1 % Triton, 2
% DMSO, pH 10). Ezutan a lemezeket erésen alkalikus oldatban (300 mM NaOH, 1 mM
EDTA, pH 13.0) vagy neutralis assay esetén pH 8.0 (89 mM Tris, 89 mM borsav, 2 mM
EDTA) oldatban hagytuk equilibraldédni 25 percig, melyet elektroforézis kovetett (21 V (0.86
V/em), 300 mA, 25 perc). Neutralizalas (0.4 M Tris, pH 7.5) utdn a sejtmagokat etidium-
bromiddal (EB) festettiik (20 ug/ml). Az iistokds hosszat, intenzitasat fluoreszcens
mikroszkép (Leica, Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag) alatt értékeltiik ki,
reprezentativ mintadkat fotodokumentaltunk. A sejtmagokat 4 kategoriaba soroltuk, (i) sejtmag
istokos nélkiil, (ii) sejtmag iistokdssel, melynek hossza nem nagyobb a sejtmag kétszeresénél,
(ii1) sejtmag Ustokossel, melynek hossza nagyobb a sejtmag kétszeresénél és (iv) sejtmag
istokossel, melynek hossza nagyobb a sejtmag haromszorosanal. Lemezenként legalabb

1x100 sejtmagot tanulmanyoztunk.

d. Mikronukleusz (MN)-assay
Fluoreszcens mikroszkopos meghatarozashoz tliveg targylemezeken, dramlasi citometriai
mérésekhez Petri-csészékben 4x10° sejt/cm’ sejtsiiriiséggel exponencialisan ndvekvé sejteket
szélesztettiink. A FB-at 24 oraval, a MC-at 72 oraval késobb irradialtuk PBS-ben. A
besugarzast kovetden a sejteket ismét médiumban tovabb tenyésztettiik 37 °C-on és 5 % CO,-

atmoszféran. A MN-képzddést a FB-ban 4, a MC-ban 8 nappal kés6bb vizsgaltuk.
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A targylemezeket PBS-ben mostuk, hypotonias oldatban (0.1 M NaCl, 1.7 mM KCl)
megmeritettiik, majd a sejteket metanol:ecetsav:PBS 1:3:4 aranyu keverékében fixaltuk. A
DNS megfestésére propidium-iodidot hasznaltunk (5 pg/ml) Vectashield-ben (Vector
Laboratories, Inc., USA).

Az 4ramlasi citometriai méréshez a sejtmagok és a MN szuszpenzidjat Wessels és Niisse
(1995) modszere szerint, néhany modositassal készitettiik eld. 3-6x10° sejt pelletjéhez 0.5 ml
I. oldatot (10 mM NacCl, 3.4 mM Na-citrate, 10 mg/l szarvasmarha pancreas eredetii RNase A
és 0.03 % (v/v) Nonidet P-40) adtunk, majd 1.3x10” M végkoncentracioig EB-ot (Sigma).
Masfél o6ra szobahOmérsékleten és sotétben tortént inkubalds utdn a mintdhoz 0.5 ml II.
oldatot (71.4 mM citromsav, 0.25 M szukréz és 2 mM EDTA) adtunk. A tovabbi tarolas 4 °C-
on tortént, a mérést kovetkezé napon végeztiik el. A sejtmembran festésére 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrién (DPH) (Sigma) fluoreszcens festéket alkalmaztuk, melyet a mérés elott csak 3-4
oraval adtuk a mintahoz 1.1x10™ M végkoncentracioban.

Az aramlasi citometriai mérést egy Epics Elite (Coulter, Luton, UK) késziilékkel
végeztiik, mely két Ar+-ion laserrel volt felszerelve, 480 nm és 351/363 nm laser emittalasara
az EB illetve a DPH excitacios spektrumdnak megfeleléen. A két festék excitaciojahoz
idékésleltetést (~40 usec) vezettiink be a két laser-nyaladb kozé. Ez a beérkezo jelek kozotti
¢lesebb elkiilonithetdséget eredményezte. Az alkalmazott optikai filterek egy 630 nm hosszu
hulldamhosszat atengedd filter és egy 450 nm sévot dtengedd filter kombindcidban egy 550 nm
hosszat atengedd dikroikus tiikorrel az EB, illetve a DPH jelrdgzités céljabol. Az EB éatlag
fluoreszcencia intenzitasat a G1-fazist sejtmagoknak 2000 fluoreszcencia egységnél allitottuk
be. A mérés triggereként a sejtmagok EB-fluoreszcencidjdnak 0.05 %-at hataroztuk meg. Az
adatokat listmode-ban rogzitettiik az Elite software segitségével. Bivarians logDPH-logEB
dot plot-ton egy MN-at és sejtmagokat optimalisan befogd kapuban mintanként 1500
partikulat értékeltiink (6000-12000 Gsszes adat). A kapun beliili részecskéket a gorbe alatti
teriilet (pulse area) és jelintenzitas (peak signal) alapjan a sejtciklusra vonatkozé adatokra is
elemeztiik, a sejtmag Osszecsapzddasokra korrigélva (Bauer és Boezeman, 1983). Adott EB-
¢s DPH-fluoreszcencia intenzitdssal rendelkezd partikuldkat kiilongytjtottiink (sorting)
targylemezen (500-1000 adat) és fluoreszcens mikroszkdop alatt azonositottuk, hogy mely
régioba esnek a MN, a nukleuszok, illetve a sejttormelék.

Egy-egy sejtkultirdban a MN és a G2/M-fazisban 1évd sejtmagok szézalékos aranyat
meghatdroztuk. A G2/M-fazist magokat mint a GI1-fazisi magok DNS-tartalmanak
kétszeresét tartalmazo részecskéket hatdroztuk meg. A MN-eléfordulasbol kivonva a hatteret

(nem irradialt minta), 3-5 fiiggetlen kisérlet eredményeit a dozis fliggvényében abrazoltuk. Az
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adatok regresszios analizise Windows 95 Microsoft Excel 5.0a software segitségével tortént.
Statisztikai szignifikanciat Student’s t-teszttel szdmoltunk (p<0.05).

A FA-expozicid ¢és az UV-sugarzds egylittes hatdsdnak vizsgalatakor -elvégzett
kisérleteinkben a FB-at ugyancsak targylemezen szélesztettik (10° sejt/cm?) 24 6-val a
kisérlet el6tt. A sejteket szérummentes médiumban (FGM) 6 o6rara FA-expozicionak tettiik ki,
majd PBS-re cserélve a médiumot besugaraztuk UV-fénnyel. Ezutan a sejteket RPMI
médiumban engedtiik osztodni 72 oran at (1-2 sejtciklus). A lemezeket PBS-ben mostuk,
majd hypotonias oldatba (0.1 M NacCl, 1.7 mM KCl) helyeztiik, végiil metanolban (5 perc, -20
°C) ¢és acetonban (10 masodperc, -20 °C) fixaltuk. A mintakat EB festés (20 pg/ml) utan
fluoreszcens mikroszkop alatt elemeztiik. A MN intakt interfazis sejtben mint a sejtmagtol
teljesen elkiiloniild, de ugyanazon fluoreszcencia intenzitast hordozo6 partikulak jelentek meg,
atmérojiik 1/8-1/2-e a sejtmagnak (Cornforth és Goodwin, 1991). Targylemezenként legalabb
4x500 sejtet értékeltiink.

e. Proliferacids assay

A FB-at ¢és a KC-at szérummentes FGM-ben, illetve KGM-ben tenyésztettiik 96-lyuka
plate-ekben (Nunc, Wiesbaden, Németorszag) 3x10%/cm® (200 upl/lyuk) sejtdenzitssal
sz¢élesztve ki a sejteket. A sejtkoncentracidkat a sejtek mikroszkop alatti (Biirker-kamra)
szamolaséaval ellendriztiik. 24 6 inkubacio (5 % CO,, 37 °C) utan friss médiumra cseréltiik az
elhasznaltat, amelyhez az esetek egy részében FA-t (10 uM) adtunk. A FA-expozici6 végén a
médiumot ismét lecseréltik, ez esetben 10 % (v/v) alamarBlue™-t (Biosource, Nivelles,
Belgium) tartalmazo tapfolyadékra. A festék redukcidt, mely a fluoreszcencia intenzitas
novekedésében nyilvanult meg, 4, 8, 12, 24 6ra mulva spektrofluorimetriaval (FL1000™,
Dynatech Laboratories, Sullyfield, Virginia, USA) mértikk (560 nm excitacios €s 590 nm
emisszios hullamhosszon). A méréseket kvadruplikatumokban végeztiik. A  hattér
fluoreszcencidt sejtmentes, reagenst tartalmazé tdpfolyadékra hataroztuk meg. Adatainkat az
atlag mérési eredményt és a standard deviaciot kiszdmolva, a hattérre korrigalva relativ
fluoreszcens egységekben (RFU) adtuk meg. Az alamarBlue™ fluoreszcencia és sejtszam
Osszefliggését korrelacios analizis alapjan hataroztuk meg (Excel 97). A Pearson korrelacios
koefficienst (R) és a kapcsolt szignifikancia valdszinliséget (p) meghataroztuk minden

iddpontra.
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f. Statisztikai analizis

Az istokos-assay-ben a relativ. DNS-migraciot targylemezenként 100 sejtet analizalva
hataroztuk meg 0-3-mal megszorozva a fentebb definialt iistokos kategoridknak megfeleléen
(Collins, 1997, Slamenova, 1997). A kisérleteket akkor értékeltiik ki, ha a sejtmagok 9515 %-
anak nem volt iistokos migracidja a kontroll mintdban. A MN-képzddést mint MN-szal
rendelkezd sejtek szazalékos ardnyat adtuk meg. Az adatokat mint atlagtaz atlag standard
hibdja (SEM) jelenitettik meg. Statisztikai szignifikancia szamoldsdhoz Student’s t-probat
(p<0.05) alkalmaztunk. Az adatok regresszios analizisét a FA-okozta keresztkotések esetén a

Microsoft Excel 97 program segitségével végeztiik.
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4. EREDMENYEK

a) Fotokemoterapia (PUVA) hatdsdra bekovetkezd DNS-karosodas ¢és
reparacio

HaCaT sejteket vizsgalva alkalikus comet-assay-vel, tistokos-képzodést (ssbs, alkali labil
helyek) kozvetleniil az irradiaciot kovetéen csak UVA-besugarzas (5 J/em?) esetén lattunk (1.
a) abra). A DNS-migracié masfél oraval késébb mar csaknem teljesen eltlint, jelezve az
migraciot csak fél 6ra mulva kezdtiink észlelni (1. b) abra). Ez arra utalt, hogy a comet-assay
itt nem direkt DNS-karosodast mutat, hanem inkabb az indukalodott NER kovetkeztében
iddlegesen megjelend egyszali DNS-toréseket. Ahogy a DNS-szélak ujraszintetizalddtak és
kapcsolodtak, az tistokos-képzddés ismét eltiint. Az alkalikus comet-assay Onmagaban nem
bizonyult alkalmasnak a fotokemoterapia alatt bekovetkez6 DNS-torések kovetésére.
Neutralis comet-assay-vel, amellyel DNS-kettdsszalu toréseket tudunk kimutatni, tigy tlint,
hogy sem az UVA-, sem az UVB-irradiaciot kovetéen nem keletkeztek ilyen tipusa DNS-
1éziok. Ezzel szemben 8-MOP-nel (300 ng/ml) el6kezelve a sejteket, majd UVA-val (2 J/em?)
besugarazva dket (PUVA) a neutrdlis assay eredményei szerint DNS-kettdsszalu torések

jottek 1étre masfél oraval késébb, nem azonnal a besugarazast kovetden (2. abra).

b) Kromoszéma-karosodas 6sszehasonlitisa MC-ban ¢s FB-ban y-, UVB- ¢és
UV A-irradiaciot kovetéen

A MN-képzddés human bdrsejt-kultirakbol térténd aramlasi citometriai méréséhez az
1995-ben Wessels és Niisse altal leirt metddust némileg mddositottuk a magok, sejtmagok és
a nemspecifikus sejttormelék jobb elkiilonitése céljabol. Igy pl. sziikséges volt, hogy a
sejtlizis szdmara hosszabb 1d6t adjunk a magok és MN elkiiloniiléséhez, hogy 1 mM EDTA-
nak a mintdhoz adasdval védjiikk a MN-at a felszabadulé endonukleazoktol, és hogy
idokésleltetett kettds laser dramladsi citometriat alkalmazzunk (3. dbra). A MN
elhelyezkedését a DPH/EB dot plot-ton sorting segitségével hataroltuk be. Jellemzden ezek a
részecskék a sejttormelékhez képest alacsonyabb DPH-fluoreszcenciat mutattak, illetve a G1-

fazisu sejtmagok DNS-tartalmat jelz6 EB-fluoreszcencianak 1-20 %-val rendelkeztek.
Eldkisérletek soran meghataroztuk azt az irradidci6 utani optimalis mérési idot, amikor
a sejtek nagy részében a sejtosztddas mar megtortént, lehetéveé téve a MN-képzodés mérését,
de a minta még nem higult fel tobbszori sejtosztodassal. Mivel ezen paramétert az irradiacio

dozisa befolyasolja, a legnagyobb alkalmazott dozis esetén legmegfelelébb iddpontot
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valasztottuk. Ezek a dézisok nem okoztak 50 %-nal nagyobb sejthalalt egyik irradiacios
tipusban sem. Mikroszképos értékelést hasznalva megallapitottuk, hogy FB szamara 4 nap,
MC szamara 8§ nap volt az optimalis.

A MC-ban y-irradiacidt kdvetden 9 Gy dozisig, FB-ban 4 Gy dozisig lattunk fokozatos
¢les emelkedést a MN-képzddést illetden (4. a) abra). FB-ban 1,1 J/em? dozisig linearis
dozis-valasz Osszefliggést tapasztaltunk UVB-irradidcié utan is. MC-ban nagyobb UVB-
dozisok voltak sziikségesek (2 J/cm’-ig) ahhoz, hogy kériilbeliil a FB-ban mért MN-
frekvencianak megfelel6 MN-indukciot elérjiik (4. b) abra). A maximum MN-indukcié FB-
ban 1.27+0.24 % volt, MC-ban 1.110.24 %. A G2/M-fazisii sejtmagok ardnya szintén
novekedett a dozissal. A novekedés ugyanazon ionizalod sugar- vagy UVB-dozist tekintve
magasabb volt FB-ban, mint MC-ban.

Az aramlasi citometriai metodus bedllitdsa és eredményeink alatdmasztasa érdekében
fluoreszcens mikroszkop alatt is ellendriztiik a MN-indukciot. FB-ban linearis doézis-vélasz
Osszefliggést tapasztaltunk a MN-képzddés tekintetében UV A-irradiaciot kovetden is (0-30
Jlem®) (5. abra). A maximum MN-eléfordulds a kontroll MN-elfordulas koriilbeliil
kétszerese volt (p<0.05). Mikroszkopos vizsgalatokkal szdmszerlien magasabbnak adodott a
MN-frekvencia az aramlasi citometriaval kapott eredményhez képest identikus doézisokat
tekintve. A G2/M-fazisu sejtek ardnya szintén dézis-dependens modon novekedett, koriilbeliil
20 %-ig, ahogyan azt az dramlasi citometriai mérések mutattdk. MC-ban UV A-irradiacio utan

nem volt észlelhetd MN-indukciod, sem sejtciklus-késleltetés.

c) FA altal okozott DNS-kérosodas, illetve FA hatdsa az UV-okozta DNS-
kéarosodasra és reparaciora normal huméan KC-ban és FB-ban
Comet-assay
A FA 0-100 uM koncentracidoban 20 6ra alatt detektalhato DNS-migraciot, azaz DNS-
szaltoréseket, alkali labil helyeket nem indukalt sem a KC-ban, sem a FB-ban. Egy rovid
MMS-expozicio (250 uM, 30 perc) szignifikans (p<0.001) DNS-karosodast, és ezzel comet-
képzddést hozott 1étre mindkét sejttipusban. A sejtek FA-del valo eldkezelése (0-100 uM, 4
illetve 8 o6ras inkubacid) az MMS-okozta DNS-vandorlas mértékének egyenes aranyos
csokkenését idézte elé a DPC produkeidja révén (R>>0.95) (6. abra).
3 mJ/em® UVC-besugarzas utan kozvetleniil comet-assay-vel detektilhaté DNS-

karosodast (ssbs, alkali labil helyek) nem lattunk sem KC-ban, sem FB-ban, hasonloan

HaCaT-sejteken UVB-vel végzett korabbi kisérleteinkhez. 30 perc elteltével DNS-migracid
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valt lathatéva, legvalosziniibben a NER indukaldédasa révén (7. abra). Ezutan iistokos-
képzddés még 1-2 oraig lathatdo volt az assay-vel, azonban az id6 teltével egyre kisebb
mértékben, 6 0 alatt a kontroll szintre lecsokkenve. Sejt-szinten a magok az irradiaciot kovetd
0.5-5 6raban eléggé nagy heterogenitast mutattak a DNS-migracié mértékét illetéen mindkét
sejttipusban (részleteket nem mutatjuk). A két sejttipus kozott nem volt szignifikans
kiilonbség a DNS-reparacios kinetikaban. Ezzel ellentétben FA jelenléte KC-ban mar 0.5
oréval a besugarzas utan, FB-ban 4.5 draval a besugarzast kdvetden szignifikans kiillonbséget
eredményezett az UVC-okozta DNS-migracioban. 20 draval az irradiadci6 utan még FA-
expozicio esetén sem volt lathatdé DNS-vandorlas.

3 J/em® UVA-besugarzast kovetden mindkét sejttipusban azonnal szignifikans DNS-
karosodas volt mérhetd, csakiigy, mint korabban a HaCaT sejtekben (8. 4bra). Am ez a DNS-
karosodas most is gyorsan, minddssze 1 oOra alatt eltlint a sejtekbdl. FA-expozicidé nem
befolyasolta sem a DNS-karosodéas mértékét, sem a DNS-reparaciot.

0.24 J/cm® UVA-val kisért 30 mJ/cm® UVB-irradiacié (szolaris szimulalt UV) az
UVC-besugarzas hatasdhoz hasonld valtozasokat hozott 1étre (9. abra). Az iistokos-képzodés
a besugarzas utan 0.5-2 oraval valt lathatéva, am ez esetben hamar, mar 3 6ra mulva le is
csOkkent a kontroll szintjére. 10 uM FA-expozici6 a szolaris irradidciot megelézden
szignifikansan (p<0.05) hosszabb iistokosoket eredményezett a csak besugarazott mintdkhoz

képest 0.5-3 oraval az irradiaciot kovetéen mind FB-ban, mind KC-ban.

Proliferacio

kontrollhoz képest (10. abra). UVC-irradiacio utan a sejtkultardkban a proliferacio csokkent,
a FB-ban er6teljesebben, a KC-ban kisebb mértékben (11. abra). A FA-eldkezelés a FB-ban
tovabb erésitette az UVC-irradiacié negativ hatasat figyelembe véve a besugarzas utan 4,
illetve 24 o6raval mért proliferacios ratdkat. Ezzel szemben KC-ban az irradiaciét kovetd
azonnali, illetve 1 dra mulva mért toxicitas er8sddott fel az AlamarBlue™ fluoreszcencia
intenzitast alapul véve. Az UVA-besugarzds nem befolyasolta szignifikdnsan a
sejtproliferaciot. FA hatdsara is csak kissé csokkent a sejtek novekedése (12. abra). A szolaris
UV-irradiaci6 (UVB+UVA) sem valtoztatta meg szamottevden a proliferaciot a sejtekben.

FA-eldkezelés is csak kis mértékben csokkentette a sejtnovekedést (13. abra).
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MN-képzddés

A MN-képzddést FB-ban vizsgaltuk UV C-irradiacio utan (I. tabl.). A mérés optimalis
idejét befolydsolja az adott sejtre jellemzd sejtciklus-idé és a MN-t indukald agens is (1.
lentebb). Kisérleteinkben a besugarzast (4 mJ/cm”> UVC) kovetéen 72 6ra elmultaval talaltuk
szignifikansan emelkedettnek a MN-t tartalmazo6 sejtek aranyat. 12,5 uM FA 6nmagéaban nem
okozott fokozott MN-indukcidt. Ezzel szemben 6 6ra inkubacié ilyen FA-koncentracidé mellett

szignifikansan (p<0.05) megnovelte az UVC-indukalta MN eldfordulasi gyakorisagat.
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1. dbra UVA- illetve UVB-irradiaci6 altal indukalt DNS-karosodas és -reparacid6 HaCaT sejtekben alkalikus
comet-assay-t alkalmazva a meghatarozas modszereként.

UVA-irradiaciot kovetéen (3 J/cm?, a) dabra) comet-képzodést ki tudtunk mutatni a besugarazas el6tt
agardzba agyazott, majd igy irradialt sejtekben (0 ), azaz azonnal létrejott ssbs-t, alkali labil helyeket
kinetikajarol adott informaciot. A relativ DNS-migraciot mintanként 100 sejtet egy vizualis pontrendszer szerint
kiértékelve hataroztuk meg (1. Anyagok és mddszerek). A kontroll (nem irradialt) mintakban a sejtmagok 95+5
%-a nem mutatott listokos-képzodést. Az abrakon egy-egy reprezentativ kisérlet eredményeit mutatjuk. UVB-
irradiacié (30 mJ/cm?, b) abra) esetén nem volt comet-képzddés 0 6-nal, a DNS-migracio idébeni valtozasa a
NER-bol ered6 eseményeket reprezentalta. Neutrdlis comet-assay alkalmazasaval sem UVA-, sem UVB-
irradiaci6 nem mutatott igy detektalhat6 DNS-karosodast (nem mutatjuk).
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2. abra PUVA (300 ng/ml 8-MOP+2 J/cm? UV A-irradiacio) altal indukalt DNS-karosodas és -reparacio HaCaT
sejtekben.

Alkalikus comet-assay alkalmazéasaval (telt oszlopok) a PUVA-okozta DNS-karosodas nem volt
vizsgalhatd. Neutralis comet-assay soran (zires oszlopok) DNS-karosodasra utald iistokos-képzodés illetve
idében valtoz6, DNS-reparacios események zajlasat sejtetd DNS-migracid-valtozas volt észlelhetd. A relativ
DNS-migraciot mintanként 100 sejtet vizsgalva, vizualis pontrendszer szerint értékeltik (1. Anyagok és
modszerek). A kontroll (nem irradialt) mintakban a sejtmagok 95+5 %-a nem mutatott iistokds-képzodést. Az
abra reprezentativ kisérlet eredményét mutatja.
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3. dbra Human FB-bdl szarmazo sejtmag-MN szuszpenzi6 aramlasi citometriai mérése, nem irradialt (a,c)

illetve y-irradialt (4 Gy; b,d) mintakban.

A dot plot-tok (a,b) DPH-fluoreszcencia intenzitast (relativ membran-tartalom) abrazolnak EB-
fluoreszcencia intenzitas (relativ DNS-tartalom) fiiggvényében, logaritmikus skaldkon. Az R1 ablak a nukleuszok és
MN sejttormeléktol valo elkiilonitését mutatja, amint azt sorting segitségével behataroltuk. Minden alkalommal 1500
részecskét értékeltiink a kikapuzott mintan (R1) beliil (6000-12000 Osszes esemény). A hisztogramok (c,d) a
részecskék DNS-tartalom szerinti megoszlasat mutatjak az R1 ablakon beliil, a részecskék szamat abrazoljak az EB-
fluoreszcencia intenzitas (logaritmikus skala) fliggvényében. A sorting soran MN-nak bizonyultak a G1-fazisu
sejtmagok DNS-tartalmanak 1-20 %-val rendelkezé részecskék (M1). A masodik csucs (M2) a G2/M-fazisu
sejtmagokat reprezentalja.
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4. abra MN-indukcid (négyzetek, bal oldali y-tengely) és a sejtek akkumulalodasa G2/M-fazisban

(haromszégek, jobb oldali y-tengely) y- (a) dbra) illetve UVB- (b) dbra) irradiaciot kovetéen. A MN és a G2/M-
fazist sejtmagok szazalékos aranyait a FB-ban (iires négyzet és haromszog) illetve a MC-ban (telt négyzet és
haromszog) FCM méréssel hataroztuk meg (1. Anyagok és modszerek, illetve 2. abra). Mindegyik adatpont 4-5,
egymastol fiiggetlen kisérlet atlagtSEM értékét mutatja. Abrézolas el6tt a nem irradialt mintakra mért MN-

képzodést (1.5+0.3 % FB-ban és 1.0+0.3 % MC-ban) kivontuk.
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5. abra MN-indukcid (bal oldali y-tengely) és G2/M-fazisban valo sejtciklus-késleltetés (jobb oldali y-

tengely) tenyésztett normal human FB széles-spektrumi UV A-besugarzasat kovetden. A FCM (négyzet) és FM (kor)
MN-assay-k érzékenységének 0sszehasonlitisa.

A nem irradialt kontroll mintdkban mért MN-képzodést (FB-ra ez 1.5+0.3 %) kivontuk az abrazolas elott. A
G2/M-féazisu sejtmagok szazalékos aranyat (haromszog) a FCM-metddus soran allapitottuk meg a MN-méréssel egy
idében, ugyanazon mintaban. Mindegyik adatpont atlag=SEM értéket mutat 3-5, egymastol fiiggetlen kisérlet
eredményeinek 0sszegzésébol.
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6. dbra FA DPC-t indukald képességének meghatirozasa comet-assay segitségével normal human bérbol
szarmaz6 FB-ban (a) dbra) és KC-ban (b) dbra).

szimbolumok) expozicidja kovetkeztében modosult MMS éltal indukalt comet-képzddést mutatnak (atlagtSEM,
n=4). A relativ DNS-migraciot vizualis pontrendszert kovetve, mintanként 100 sejtet kiértékelve hataroztuk meg
(1. Anyagok és modszerek). A kontroll (FA és MMS expozicio nélkiili) mintakban a sejtmagok 95+5 %-a nem
mutatott {istokds-képzodést. A keresztkotd képesség tekintetében szignifikans kiilonbséget (*p<0.05, **p<0.01)
észleltiink a FA-expozicionak kitett és ki nem tett mintdk kozott az MMS-expozicio utani DNS-migraciokat

Osszehasonlitva. Nem volt szignifikans kiilonbség azonos FA-koncentraciokat tekintve a 4 ¢ illetve 8 0
expoziciok hatasa, sem a két sejttipus kozott.
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7. abra FA hatésa az UVC altal indukalt DNS-reparacio idokinetikéjara FB-ban (a) dbra) és KC-ban (b) dbra).

UVC-irradiacié (3 mJ/cm?, dires oszlopok) FB-ban és KC-ban is id6-specifikus valtozasokat indukalt a
DNS-migraciét tekintve a comet-assay soran, a NER-bol ered6é eseményeket reprezentalva. A 0 6-kor, azaz az
irradiaciot kovetéen azonnal mérhetd DNS ssbs-t, alkali labil helyeket agar6zba agyazas utan besugarazott
sejteken tudtuk meghatarozni. A reparacios kinetika 10 pM FA jelenlétében (felt oszlopok) megvaltozott. Az
adatok a relativ DNS-migracio atlagtSEM értékét mutatjdk (n=5). Szignifikans (*p<0.05, **p<0.01)
kiilonbséget észleltiink a DNS-migraciot illetéen a FA-expozicionak kitett és ki nem tett UVC-irradialt mintak
kozott.
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8. abra Comet-képz6dés UV A-irradiaciot kovetéen FB-ban (a) dbra) és KC-ban (b) dbra).

UVA-irradiacio (3 J/cm?, idires oszlopok) FB-ban és KC-ban is DNS-karosodast indukalt azonnal a
besugarzas alatt, azaz comet-képz6désa mar agardzba agyazott sejteket irradialva (0 6) volt megfigyelhetd. A
DNS-1ézidk 1 6-n beliil reparalodni latszottak mindkét sejttipusban, FA jelenlétében is (10 uM, telt oszlopok).
Az adatpontok a relativ DNS-migracio atlagtSEM (n=3) értckeit reprezentaljak.
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9. abra FA hatasa a DNS-reparacio idokinetikajara szolaris szimulalt UV-irradiaciot kovetéen FB-ban (a) dbra)
¢és KC-ban (b) dbra).

Az UVB-irradiacio (30 mJ/cm?) és a kisérd kis dozisa UV A-sugarzas (0.24 J/cm?) nem okozott assay-
nkben detektalhato DNS ssbs-, alkali labil hely-képz6dést 0 6-nal, azaz a besugarazas idején kozvetleniil (iires
oszlopok), ezzel szemben ssbs-indukcidt mutatott késébb, a NER aktivaciojara utaldoan, mind FB-ban, mind KC-
ban. 10 uM FA jelenlétében a DNS-reparacié modosult (telt oszlopok, *p<0.05, **p<0.01). DNS-szaltorések az
irradiacio utan 20 6-val FA jelenlétében sem voltak mar lathatdoak. Az adatpontok a relativ DNS-migracio
atlagtSEM (n=4) értékeit reprezentaljak.
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crer

Az adatpontok relativ fluoreszcencia egységekben (RFU) fejezik ki a proliferacios ratat (atlagtSEM 4
kisérletb6l, quadruplikatumokban tortént mérésekbdl). A proliferacids rata nem kiilonbozott szignifikansan a 4 6
illetve 8 6 FA-expozicid (10 uM, telt oszlopok) utan mért értékeket a kontrollhoz (FA-expozicid nélkiil, dires
oszlopok) viszonyitva sem FB-ban (a) dbra), sem KC-ban (b) dbra). A KC proliferacios rataja kissé magasabb
volt a FB-hoz képest.
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11. abra FB és KC proliferacioja UV C-irradiaciot kdvetden FA jelenlétében és a nélkiil.

UVC-irradiacié (3 mJ/cm?) id6-specifikus valtozast indukalt a FB (a) dbra, iires szimbolumok) és a KC
irradiacio elott csokkentette a FB proliferacios ratajat, ez a csdkkenés szignifikans kiilonbséget (*p<0.05) 4 6-val
illetve 24 6-val az irradiaciot kdvetden mutatott (a) dbra). A KC proliferacios rataja szignifikdnsan (*p<0.05)
csokkent mar az irradiacio utani els6 oraban, de nem latszott FA-fliggé kiilonbség az UV-expozicio utan 24 6-val
(b) abra). A proliferacié érzékenyebben valtozo paraméter volt FB-ra nézve, mint KC-ra. Az adatok atlagtSEM
értékeket jeleznek (5 kisérlet eredményeibdl, quadruplikatumokban tértént mérésekbol).
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12. abra ¥B (a) dbra) és KC (b) dbra) proliferacioja UV A-irradiaciot kovetden, FA jelenlétében illetve a nélkiil.

FA-expozicido (10 uM, 8 6, telt szimbolumok) UV A-irradiacio (3 J/cm?) elétt sem a FB, sem a KC
proliferacios ratajat nem befolyasolta szignifikansan. A FB kissé érzékenyebbek voltak az UVA-besugarzas
proliferaciot befolyasolo hatasara, mint a KC.
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13. abra¥B (a) dabra) és KC (b) dabra) proliferacidja szolaris szimulalt UV-sugarzast kovetden (iires
szimbolumok).

FA (10 pM) jelenléte nem befolyasolta szignifikansan sem a FB, sem a KC szolaris UV-irradiaciot (30
mJ/cm? UVB és 0.24 J/cm?> UVA) kovetd proliferacios ratajat (telt szimbolumok). A KC proliferacioja
szignifikdnsan (p<0.05) nagyobb mértékii volt a FB-hoz képest. Az adatpontok 4 kisérletbdl szarmazo
atlagtSEM értékeket reprezentalnak.

HeTaoo TRED]
500 -

B szolaris U\
400 - -- M- -szolaris UJ+FA

300 -

200 A

100 A

Irradiacio utan eltelt id6 (6)

13.a

Heracio TREU]
500 -

—A—szolaris UV

400 4 | - - *& - - szolaris UV+FA

300 -

200 A

100 -

0 T T T T T 1
0 1 24

Irradiacié utan eltelt id6 (6)

13.b

38



Mikronukleusz-indukcié (atlagtSEM)
Kontroll 0.48+0.10
Formaldehid expozicié 0.3040.04
UVC irradiacié 1.84+0.45%*
Formaldehid és UVC expozicié 4.00+0.83*
I tablazat FA-expozicio hatasa az UVC-irradiaciot koveté MN-indukciora FB-ban.

A MN-indukcié mértékét, mint a mintaban jelenlévd mikronukledlt sejtek szazalékos aranyat adtuk meg
(atlagtSEM, n=5). UVC-irradiaci6 (4 mJ/cm?) szignifikans (*p<0.05) MN-képzodést okozott a kontrollhoz (nem
irradialt és nem FA-exponalt) képest. Az UVC-irradiaciot megel6z6 FA-expozicio (12.5 pM, 6 6) szignifikansan
(*p<0.05) megnovelte a MN-el6fordulas gyakorisagat az UVC-irradialt, de FA-nek ki nem tett mintdkhoz
viszonyitva.

39



5. MEGBESZELES

a) Fotokemoterapia (PUV A) hatasara bekovetkezd DNS-karosodas és reparacio

Vizsgalatainkban demonstralni tudtuk, hogy az UVB, az UVA ¢és a PUVA altal okozott
DNS-kérosodas tipusa, reparacioja jelentdsen kiilonbozik egymadstol. Az UVA-irradiacid
hataséra els@sorban egyszali DNS-torések keletkeznek oxidativ utvonalakon (Wenczl, 1997).
Ezek gyors Ujrakapcsolodéasa eredményezi az listokos-képzodés comet-assay-ben észlelhetd
gyors lecsengését. Az UVB-sugarzas a DNS-ben elnyelédve CPD-t hoz létre, melyek
tranziens, reparacids intermedier termékek kdvetkezménye (Schothorst, 1991). Eredményeink
Osszhangban vannak az irodalomban leirtakkal (Lehmann, 1998). Kettdsszalii DNS-torések
keletkezésére utald valtozast neutralis comet-assay-vel sem UVA, sem UVB irradiacié utan
nem észleltiink a vizsgalt doézisok utdn. A PUVA-okozta DNS-karosodas és reparacio
kimutatasara (monoadduktumok, DNS-DNS keresztkotések) az alkalikus comet-assay nem
bizonyult eredményesnek. Mas keresztkotd agensek, mint a mitomycin C, cisplatinum
vizsgalatabol ismert, hogy ezek az iistokos-képzddés mértékét csokkentik (Pfuhler, 1996).
Valoszintinek latszik, hogy a pszoralen hozzdadésa a sejtekhez az indukalt DNS-DNS intra-
¢s interstrand keresztkotések miatt gatolta az UVA-okozta DNS-vandorlas detektalasat.
Miel6tt a keresztkotések kvantifikalasara torekedtiink volna (1. lentebb, FA hatasanak
mérése), elvégeztiik a neutrdlis comet-assay-t. Erdekes modon a PUVA-kezelés nyomén
DNS-kettésszala toréseket tudtunk demonstralni, amely nem azonnal a besugarzast kovetden
mutatkozott, hanem masfél oraval késobb, majd az iistokos-képzodés néhany o6ra multan
felmeriil, hogy a latott DNS-torések a PUVA indukélta DNS-reparacié intermedierjei. Az
assay soran beagyazott sejteket elektroforézis nélkiil is megvizsgaltuk. Az apoptotikus
sejtekre jellemzd halo-képzddést (Singh, 2000) nem lattunk, ami mint masik lehetdség,
magyarazhatta volna az észlelt listokds-képzddést. A PUVA-okozta DNS-monoadduktumok
¢s keresztkotések kijavitasara az irodalomban a NER ¢és a rekombindcios reparacio lehetdsége
egyarant ismert (Van Houten, 1986, Averbeck, 1992), illetve a kettd egyiittmiikddése is
lehetséges (Lage, 2003). A mi kisérleteink olyan reparacids utvonalra utalnak, melyben koztes
termékként DNS-kettdsszalu torések keletkeznek. Mindent egybevetve, a DNS-adduktumok
javitasi mechanizmusa a borsejtekben tovabbi tanulméanyozast igényel, ami a jovo feladata
lesz, a bedllitott assay viszont alkalmasnak tiinik a foto(kemo)terapia klinikai hatasanak

kovetésére a betegagy mellett.
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b) UV-irradiaciot kovetd kromoszéma-karosodas (MN-indukcid) dsszehasonlitd
vizsgalata normal huméan MC-ban és FB-ban

Vizsgalatainkhoz els6¢ 1épésként egy korabban leirt multiparametrikus 4ramlési
citometrids modszert (Wessels ¢és Niisse, 1995) dolgoztunk at sejttenyészeteink
sajatossagainak megfelelden. A moddositott eljarassal alacsony dozisu UV ¢és y-irradiaciot
kovetéen mind MC-ban, mind FB-ban dozis-valasz 6sszefliggést talaltunk MN-képzddésre €s
G2/M-fazisban megmutatkozo sejtciklus-késleltetésre.

Az indukélt MN olyan mérési végpontot jelentenek, amikor a sejtekben mar kiilonb6zd
reparacios utvonalak lezajlottak, a sejt osztddott. Ezért az irradiacié utan a MN megjelenéséig
bizonyos idore van sziikség, mig a sejtosztodas megtorténhet. Hossza a sejtciklus idejétdl és a
MN-indukal6 agenstdl is fiigg (Geard és Chen, 1990). A vizsgdlandd sejtekhez adaptalva a
modszert, figyelembe kellett venniink a MC 31 6ras, (De Leeuw, 1994), a FB 12 6ras
sejtciklus idejét (Kaufmann és Wilson, 1994). Empirikus uton meghatarozva, MC-ban az
irradiaciot kovetden 8 nap, FB-ban 4 nap varakozas volt sziikséges optimalisan detektalhato
MN-képzddéshez. Modositasokat kellett bevezetniink a sejtmagok és a MN fluoreszcens
jelzésére, illetve az FCM-ra vonatkozoan is. Ily médon a FM méréshez hasonld tendenciaj
eredményeket tudtunk elérni, mikozben kihasznaltuk az dramlasi citométer eldnyeit: nagyobb
mennyiségli minta lemérhetdsége, objektivitds, gyorsasag. A citometrias mérésekkel kapott
alacsonyabb MN-el6fordulasi gyakorisag legvaldsziniibben a sejttenyésztés €s a minta
eldallitasa sordn adddott sejttormelék Ovatos kikapuzasanak volt a kdvetkezménye (Weller,
1996). Niisse ¢és Marx (1997) azt talalta, hogy a mintaban apoptotikus testek is lehetnek,
amelyek meghamisithatjak a mérést. Mintainkban az apoptozis indikatoranak tartott sub-G1-
fazisu partikulumok jelenléte kizarhaté volt. Apoptotikus sejteket a sejtkultirak
feldolgozasanak idején sem figyeltiink meg.

A vy-sugarzds hatasanak vizsgalata borsejteken azért igérkezett perspektivikusnak, mert
lehetdséget adott az in vitro és in vivo alkalmazott UV-dozisok, illetve ionizald sugarzas
experimentalis (Yuspa és Dlugosz, 1991) és radioterapias (Treankle, 1963, van Vloten, 1987)
dozisainak Osszehasonlitdsara a MN-indukdlo hatdsra vonatkozdan. Az irodalombdl mar
ismert volt néhany ilyen kisérletes adat FB-ra (Geard és Chen, 1990) és mas sejtekre
vonatkozdan (Schreiber, 1992). Kisérleteinkben mi is FB-at hasznaltunk, az alkalmazott y-
sugarzas dozis-rataja is hasonld volt, mint Geard és Chen (1990) munkéjaban. Modositasként

viszont sejtkulturdinkat nem tripszinizaltuk az irradidcié utdn, hogy a sejtek fizioldgias
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mikodéseit, a DNS-reparacio feltételeit optimalisan tartsuk. Feltehetden ez okozhatta a
kisérleteinkben észlelt alacsonyabb MN-gyakorisagot.

Az UV-indukalt MN-képzd6désrél mostandig kevés adat all rendelkezésiinkre. Az UVB-
sugarzas ilyen hatdsat normal human FB-ban Krepinsky (1980) és Roser (1989), elszarusodd
laphamrakbol szarmazo KC-sejtvonalban Weller (1996) vizsgaltak. Fotoszenzibilizalt KC-ban
MN-képzddés volt megfigyelhetd lathaté fénnyel tortént besugarzas utan (Pflaum, 1998).
Horesog és egér 3T3 sejtkultardkban (Bénrud, 1999) UV A-irradiaci6 utan binuklealt sejtek és
MN voltak lathatok. Kisérleteinkben sejtkultirainkat ugyanazzal az UVB (313 nm)-
fényforrassal sugaraztuk be és ugyanolyan ddzissal, mint amelyet korabban a T4 endonukledz
V-érzékeny helyek indukciojanak (Enninga, 1986), illetve a sejttalélésnek (De Leeuw, 1994)
a meghatarozasara hasznaltunk. UV A-irradidcidra is ugyanazt a 365 nm monokromatikus
fényt alkalmaztuk. Ily mddon Osszehasonlitdé megallapitasokra is lehetdséglink nyilt. Az
ban Enninga (1986) az UVB és UVA hatékonysaganak aranyat 125:1-nek talalta. Hasonl6an
magas volt az ardany Kielbassa (1997) horcsogsejteken végzett vizsgalataiban is.
Kisérleteinkben a FB-ban a MN-indukciot tekintve mi kisebb aranyszamot talaltunk (25:1).
Hasonléan kis aranyszamot taldlunk Peak és Peak (1990) kisérleteiben a DNS-kettdsszala
toréseket illetden. Magyarazatként szolgalhat, hogy az UV A-indukalta MN nem csak illetve
elsésorban nem endonukledz-szenzitiv helyekbdl szarmaznak, hanem mas 1€ziokbol is (pl.
direkt DNS-kettdsszala torésekbol, Peak és Peak, 1990). Osszességében azonban ezek a
tanulmanyok az UVA-sugarzds okozta kromoszomakarosodas rizikojara mutatnak ra,
melynek a fotokarcinogenezisben betoltott lehetséges szerepe nem elhanyagolhat6.

A MC-ban a FB-kal 6sszehasonlitva joval alacsonyabb volt a MN-indukci6 mértéke mind
v-, mind UVB-irradidcio utan, és nem észleltiink szignifikains MN-indukciot UV A-irradiaciot
kovetden. Ennek egyik lehetséges magyarazata a MC hosszabb sejtciklusa. Schreiber (1992)
is alacsonyabb MN-frekvenciat tapasztalt olyan sejtekben, melyek sejtciklusa hosszabb volt.
A sejtek érzékenysége a y-sugarak okozta MN-indukciora feltehetden sejtciklus-dependens
(Wolff, 1968), és az UVB-sugarzas klasztogén hatidsa is S-fazis dependenciat mutat
(Kaufmann és Wilson, 1994). Az S-fazis hossza minden sejttipusban azonos és fiiggetlen a
sejtciklus idejétdl. Egy hosszabb sejtciklussal rendelkezd sejtekbdl allo kultaraban a sejtek
kisebb szazaléka talalhatd S-fazisban, mint egy rovidebb sejtciklust sejtekbdl allo kultiraban
(De Robertis és De Robertis, 1987), ez viszont a mikronukledlt sejtek kisebb aranyat vonja

maga utan egy adott idépontban torténd vizsgalatkor.
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FCM-val az MN-indukcié vizsgalatdval egy idoben a sejtciklus-késleltetésrol,
pontosabban a G2/M-fazis-késleltetésrdl is képet nyertiink az ugyanazon mintaban jelenlévo
sejtmagok jellemzése soran. Ez a folyamat aktiv fiziologiai valasz y- (Kastan, 1991) vagy
UV- (Kusewitt, 1992) irradiacié indukalta DNS-karosodésra. Valoszintileg ez a késleltetés ad
lehetdséget a DNS-karosodas javitasara a kovetkezd mitozis elétt (Bologna, 1994, Kaufmann
¢s Kaufman, 1993), azaz ellendrzpontként értelmezhetd a sejt genetikai integritasanak
megOrzésére. Szamos irodalmi adat szol emellett. Kaufmann és Wilson (1994) szerint a MN-
képzddés €s a sejtciklus-késleltetés kozott parhuzamot lehet vonni. Ataxia teleangiectasia-s
betegek FB-jaiban, akiknél az ionizald sugarzas altal indukalt DNS-karosodasra adott
sejtciklus-késleltetési valasz hibas (Shackelford, 1999), tobb MN indukaloédik, mint
egészségesek sejtjeiben (Kaufmann és Wilson, 1994). Weller (1996) ugy talélta, hogy tobb
MN képzddik, ha a sejtciklus-késleltetés funkciot koffein hozzdadéasaval gyengiti. A -
irradiacié okozta G2/M-késleltetésre nyert adataink amellett szolnak, hogy a MN-t ¢és a
késleltetést is kettdsszala DNS-torések indukéljak (van der Schans, 1983, Burns és Sargent,
1981). Az UV altal indukalt MN is DNS-kettdsszalu torésekbdl adodik, valdsziniileg excizids
reparacios eseményekbdl (Bradley, 1981), esetleges direkt hatasbol (Peak és Peak, 1990).

Az UVB, UVA ¢s y-sugarzas MN-indukald hatasat érdemes equitoxikus dozisok (D50)
alapjan is Osszehasonlitani. A D50 a FB talélésére vonatkozdan y-sugarzds esetén 2 Gy
(Stacey, 1989), UVB esetén 1 J/em® (313 nm, Enninga, 1986), UVA esetén 15 J/em®
(Scharffetter, 1991). Az ezen doézisoknak megfelel6 MN-frekvencidk 3 %, 1 % és 1 %.
Megjegyzendé, hogy az 1 J/em® UVB és a 15 J/em® UVA koriilbeliil 1 és 0.2 minimalis
eritéma dozisnak felel meg Parrish (1982) méréseit figyelembe véve. Ilyen UV-dozisoknak
konnyen ki vagyunk téve a nyari napon (Wenczl, 1997), az UVA magas dozisainak pedig a
szolariumok mesterséges fényll lampai alatt (Miller, 1998), illetve UVAl-terapia soran
(Stege, 1996). Az 1-2 Gy y-sugarzas sulyos genotoxikus artalmat jelent tenyésztett human FB-
ban (Geard ¢és Chen, 1990, Stacey, 1989), igy ezek a dozisok relevansnak tekinthetdk. Ismert
tovabba, hogy a nagyobb kumulativ dézisok kisérleti allatokban relative rovid idé alatt
boérdaganat kialakulasat eredményezhetik (Yuspa ¢és Duglosz, 1991). Traenkle (1963)
boérdaganat kifejlodését irta le évekkel az ionizald sugarzast kovetden. Ebben az esetben a
lehetséges mechanizmus a DNS-torések indukcidja, mely génatrendezddést vagy kariotipus
abnormalitast okoz (Yandell, 1986). Human vonatkozéasban 12 Gy étlag dozisu Rtg-sugarzas a
42 éves kovetési idOben a kezelt betegekben 6 % bdérdaganat incidenciat okozott (van Vloten,

1987). Az UVB és UV A borsejtekben megmutatkozé szignifikans klasztogén hatasa, amelyet
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igazolni tudtunk, arra utal, hogy a human bér UVB és UVA besugarzasa hozzajarul genetikai
instabilitas kialakuldsahoz, pl. heterozigdtasag vesztésekhez, mely DNS-1ézidk viszont a bor

karcinogenezisében ismert tényezok.

c) FA altal okozott, illetve FA altal médositott, UV-irradiacio altal indukalt DNS-
karosodas és reparacio osszehasonlitod vizsgalata normal human KC-ban és FB-
ban

A FA elsdsorban DNS-fehérje keresztkotéseket indukal, ahogyan azt alkalikus elucios
technikaval (Grafstrom, 1990), KCL/SDS-assay-vel (Zhitkovich, 1992) vagy comet-assay-vel
végzett vizsgalatok bizonyitjak (Merk, 1999, Pfuhler, 1996). A comet-assay ugyanolyan
szenzitiv a DNS-egyszalu torések és alkali labil helyek kimutatasara, mint az alkalikus elticios
technika, de egyszerlibb, gyorsabb ¢és sejtszinten értékelhetd (Collins, 1997, Slamenova,
1997). A modszert ma mar image analizis program hasznédlata teszi még precizebbé.
Kisérleteinkhez mi még vizualis értékelést hasznaltunk, és fotodokumentécioval igyekeztiink
a szubjektivitast kizarni, érzékenysége viszont igy is elegendd volt kismértékii DNS-
kérosodas kimutatasahoz. A DNS-fehérje keresztkotések meghatarozasahoz azt a lehetdséget
hasznaltuk ki, hogy az {istokosok hossza, amelyet egy DNS-egyszalu toréseket okozo agens,
ionizald sugarzas (Merk, 1999) vagy metil-metan-szulfonat (MMS, Pfuhler, 1996) hoz létre,
aranyosan csokken a keresztkotések kovetkeztében. Bar a DNS-fehérje és DNS-DNS kozti
keresztkotések nem differencialhatok ily modon, a FA esetében ez utobbi DNS-karosodas
joval kisebb valoszinliségli. A FA hatdsat normal huméan nem-transzformalt KC-ban és FB-
FA-expozicié utdan FB-ban 50 pM (p<0.05), KC-ban 25 uM (p<0.05) FA-koncentracional
lattunk szignifikans keresztkotés-képzdodést. 8 6ras expozicid utan ennek elérésére 25 uM FA
elegendd volt mindkét sejttipusban. Az irodalmat attekintve, korabban limfoblasztokban 50
uM FA 2 o6ras inkubdacidjardl mutattak ki, hogy szignifikdns keresztkotés-képzddést okoz
(Craft, 1987). Ezzel szemben human SV40-transzformalt FB-ban és V79 sejtekben 100 uM-
nak talaltdk a hatékony FA-koncentraciot (4 oras expozicio) MMS-t (Pfuhler, 1996) vagy
ionizald sugarzast (Merk, 1999) alkalmazé comet-assay-vel és KCI/SDS-assay-vel (Merk,
1998, Zhitkovich, 1992) is. E felett a koncentracio felett dozisfiiggd keresztkotés-indukciot
lattak, mely a citotoxicitassal is korrelalt, és fliggetlen volt a sejt tipusatol. Grafstrom (1986)
azt talalta, hogy 100 uM FA 1 6ras expozicidja mar elegendd DPC létrehozasdhoz bronchialis

FB-ban és KC-ban, de ez a dozis mar erdsen citotoxikus is volt egyben. A mért DNS-
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karosodas alacsonyabb lehet, ha az aldehid-expozicid szérum-tartalmi sejttenyésztd
médiumban torténik, mert a szérumfehérjék megkotik a FA molekuldkat (Nilsson, 1998).
Ezért 1ényeges megemliteni, hogy az eldbbi kutatok és mi is szérummentes médiumot
alkalmaztunk. Az irodalmi adatok ¢és a vizsgélati eredményeink kozti kiilonbségekre
magyarazat lehet a kiilonb6z6 sejtvonalak eltéré endogén glutation-tartalma. Nilsson (1998)
humén szajnyalkahartya FB-at és KC-at vizsgalva szérummentes kornyezetben azt talalta,
hogy 10 uM FA szignifikdnsan csokkentette a koloniaformald képességet. Ez ramutat arra,
hogy DNS-kérosodas mar ilyen alacsony koncentracional is jelentkezhet. Mi az MMS-
kombinalt alkalikus comet-assay-ben dézisfiiggd keresztkotés-képzodést lattunk. Ugy tiinik,
hogy a normal human bdér KC-nak és FB-nak primer kultarai kissé érzékenyebbek FA-re,
mint a bronchialis sejtek vagy V79 sejtek. Sem Merk (1999), sem mi nem tudtunk DNS-
egyszall toréseket kimutatni FA-expoziciot kovetden. Tovabba, sem a FB, sem a KC
koncentraciot valasztottuk, amikor a tovabbi vizsgidlatokban a FA esetleges hatdsat
tanulmanyoztuk az UV-okozta DNS-karosodasra. A DNS-kéarosodas, illetve reparacios
iddkinetika mérésére ebben az esetben is a comet-assay-t hasznaltuk. Mint mar emlitettiik,
ezzel az assay-vel indirekten vizsgalhatjuk a CPD képzddést, mivel a reparacios enzimek altal
felismert ¢és a mellettiik behasitott DNS-lézidkat, azaz a kovetkezményes egyszala DNS-
toréseket detektalja. Ezek a torések altalaban rovid életidejliek, ezért a comet-assay-ben akkor
detektalhatok, ha elég nagy szamu szaltorés van talsulyban a repardciés DNS-szintézis,
ligacidé rovasara, azaz a reparacios folyamat elején. Az assay DNS-karosodast kimutatod
érzékenysége ilyen modon reparacids DNS-szintézis inhibitorokkal (pl. aphidicolin, Collins,
1997) fokozhatd, illetve CPD kimutatdsara specifikussa tehetdé példaul az agardz gélbe
beagyazott DNS T4 endonukleaz V-zal (pirimidin dimerek melletti DNS-behasitast végzo
reparacios enzim, Angelis, 1999) valo eldkezelése révén. Ezekben az esetekben azonban
elvesznek a reparacios DNS-szintézis, ligacidé hatékonysagara, illetve a DNS-prekurzor
raktarakra vonatkozo informéciok (Collins, 1997). Kisérleteinkben az UVA-, UVB- és UVC-
irradiacio hullamhossz-specifikus és 1d6fliggd valtozasokat indukalt a comet-assay-ben a
DNS-elvandorlasban (listokos-képzddésben).

UVA-irradiacioé (3 J/em?) utan a DNS-migracioban jelentés novekedés volt észlelheté a
kontrollhoz viszonyitva. Mivel a sejteket hordoz6 lemezeket azonnal a besugarzas utan lizis-
pufferbe meritettiik (1. “Moddszerek™), az egyszalu DNS-torések nagyobbrészt a besugarzas
ideje alatt képzodhettek. Nagy valoszinliséggel ezeket a toréseket az UVA-indukalta

szingulett oxigén okozza (Lehmann, 1998). Reparaciojuk nagyon gyorsnak tlint, mindkét
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sejttipusban 1 6ran beliil komplettalodott 10 uM FA jelenlétében is. Ezek az eredményeink a
korabbi kozlésekkel egybehangzoak (Alapetite, 1996, Henriksen, 1996, Lehmann, 1998).

UVC-irradiacié utdn a vizsgalt két sejttipusban DNS-elvandorldas nem jelentkezett
azonnal, csak 30 perccel késobb. Limfocitadkban ismert egy comet assay-vel detektdlhato
gyors reparacio UVC-karosodas utan (Alapetite, 1996, Henriksen, 1996). Valdsziniileg nem
az Osszes rovid életidejii reparacids intermedier egyszali DNS-torés detektalhatd comet-
assay-vel (Id. fentebb). Alapetite mar 1996-ban leirta, hogy a megfigyelt DNS-szaltorések
1996). Masok (Nakagawa, 1998) human bér FB-ban UVC utin (3 mJ/cm?)
immunhisztokémiai modszerrel egy gyorsabb (6 ordn beliili) reparaciot irtak le a (6-4)-PD
kijavitasara és egy lassubb (24-48 o¢ra) reparaciot a CPD-re. Ha a sejteket szolaris
szimulatorral alacsony dozissal irradialtuk ¢és a DNS-migracido idokarakterisztikéjat
vizsgaltuk, azt az UVB altal aktivalt NER-ra talaltuk jellemzOnek. A FA-del el6kezelt
sejtekben az irradidlas utdn 30 perccel kezdéddéen mindkét sejttipusban szignifikdnsan
hosszabb {istokost (p<0.05) lattunk, amely a maximumot 1 6ra mulva érte el, hasonldéan az
UVC utan tapasztaltakhoz. Az UVB-irradiacié doézisat (30 mJ/cm?) és az UVC dozisat (3
mJ/cm?) az emberi bérre leirt in vivo hatasok (eritéma képzddés, sunburn sejt formalddas)
fliggvényében valasztottuk meg, kovetve a comet-assay-re, illetve a FB-ra és a KC-ra ismert
¢s kozolt irodalmi adatokat (Alapetite, 1996, Nakagawa, 1998, Pathak, 1982, Rosario, 1979,
McKelvey-Martin, 1993). Mivel a (6-4)-PD mennyisége sokkal kisebb UVB utan, mint UVC
utan (Douki, 2000), ez magyarazhatja, miért nem volt tobb {istokds az UVB-irradialt
mintakban 3 oraval a besugarzas utan egyik sejttipusban sem a kontrollokhoz és az UVC-vel
irradialt sejtekhez képest. Hasonld eredményeket kapott Lehmann (1998) is, aki HaCaT
sejteket vizsgalt. Az elsd orakban novekvé DNS-elvandorlast latott UVB-irradiacio (15
mJ/ecm®) utin, dmbar a DNS-migracionak az expozicid utan 3 6raval kezd6dd csokkenése
lassubb volt, dsszehasonlitva a mi adatainkkal. Megjegyzendd, hogy a CPD szintje tovabbi
paraméter lenne az UVB és UVC indukalta DNS-fotoproduktumok excizids kinetikéjanak
leirdsaban; ez egyben kijeldli a jovo kutatasainak iranyat is.

Jelen vizsgélatainkban elséként kozlink huméan primer epidermalis KC és FB UV-
indukalt reparacios kinetikdjarol Osszehasonlitd adatokat ugyanazon hulldmhossza UV-
besugarzast és dozisokat alkalmazva. Eredményeink nem mutattak szignifikdns (p<0.05)
kiilonbséget a két sejtféleség kozott egyik fajta UV-irradiacid esetében sem. Az irodalmat
attekintve, Fornace (1982) tanulményaban hasonl6 reparacios kinetikat mutattak UVC-okozta

DNS-karosodas esetén alkalikus elucids technikat hasznalva az ugyanazon a donorbol
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szarmazo6 bronchidlis epithelidlis sejtek és FB is. Keyse (1987) szerint a reparacios kinetika
fligg a dimerek kezdeti mennyiségétdl, annak ellenére, hogy latszélag egy bizonyos
id6intervallumon beliil az indukalt kdrosoddsnak mindig egy 4alland6 mennyiségli része
reparalodik. Otto (1999) kimutatta, hogy UVB- és UVC-irradiaci6 utan FB-ban nagyobb
mértékll a reparaciés DNS-szintézis, mint KC-ban, ugyanazon UVB-doézis FB-ban nagyobb
mennyiségli DNS-1€ziot (CPD és (6-4)-PD) indukal. A koloniaformalo képességet tekintve a
FB tlinnek barmely hullamhosszi UV-besugarzés citotoxikus hatasaval szemben a
legérzékenyebb bdrsejttipusnak (De Leeuw, 1994). Eredményeink azt mutatjak, hogy a
reparacio elso fazisa a FB-ban és a KC-ban nem kiilonbozik egymastol, de a DNS-reparacid
hatékonysaga még alacsonyabb lehet, ha mértéke nagyobb DNS-karosodasnal nem novekszik
(Otto, 1999) vagy inkomplett marad (Schmidt-Rose, 1999).

Ha a sejtkultirakat 10 pM FA expozicionak tettiik ki irradiacio elétt, UV A-besugarzas
utan nem lattuk a DNS-egyszalu torések Gjrakapcsolasanak gatlasat. Ugyanakkor UVC vagy
szolaris UV-irradiaciot kovetéen a FA modositotta a DNS-reparacio id6-karakterisztikéjat.
(p<0.05) hosszabb iistokdsoket indukalt a csak besugarazott sejtekhez képest FB-ban é¢s KC-
ban egyarant 4-6, illetve 0.5-3 o6raval a besugarzast kovetden. Lehetséges, hogy a DNS-
karosodas mértéke a mintakban kiilonb6zd, a hosszabb {listokds FA expoziciokor a NER soran
a tobb incizids eseménybdl adodik. Ez idaig olyan fotokémiai reakcid a FA és UV-irradidciod
kozott, amely tovabbi DNS-kdrosodashoz vezetne, nem ismert. Az egyszalu reparacios
hézagokat betoltdé DNS-reszintézis/ligacid aktivitasanak karosodasa a NER soran szintén
felel0s lehet a hosszabb ¢és lassabban csokkend iistokosokért. A FA-nek a DNS-reparacios
folyamatokat gatlo hatidsat kordbban mar lekozolték, de oka csak részben ismert.
Kisérleteinkben demonstraltuk a FA DNS-fehérje keresztkotést indukald hatasat, amely
felelos lehet a reparacio gatlasaért és sejtproliferacio csokkenéséért is. 1999-ben Yang azt
talalta, hogy human lymphoid sejtekben az akrolein, egy 3-szénatomos telitetlen aldehid

szintén gatolja a y-irradiaci6 okozta egyszali DNS-torések kapcsolodasat. Ezt a BrdUrd-nak a
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folyamén kevésbé erds. Valoszinli, hogy a FA hatdsdnak érvényesiilésében egyes
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mikrokdrnyezeti tényezok, pl. a poliamin deplécio, a nukleotid-felvétel és a szintézis gatlasa,
amelyek a reparacidos DNS-szintézis késleltetését okozhatjak, fontosak lehetnek (Snyder,
1988, Snyder, 1990). Ezeket az eseményeket tovabba az aktudlis metabolikus/proliferativ
allapot is befolyéasolhatja. Ez magyarazhatja az olykor ellentmondésos kisérleti adatokat a FA-
expozicid hatasat illetden: egy résziik nem lat semmilyen hatast (Merk, 1999), més résziik
éppen nagyobb mutécios frekvenciat ir le (Grafstrom, 1990).

Kisérleteinkben emellett egy jol ismert nem-radioaktiv alamarBlue™ assay-vel (Ahmed,
1994, Kwack, 2000, O’Brien, 2000, Voyzik-Harbin, 1998) mértiik a proliferaciot is. 10 uM
azonban a FA-expoziciét UVC-irradiacioval kombindltuk, a proliferacid6 mértéke
szignifikansan (p<0.05) csokkent (10-25 %): FB-ban a besugarzas utan 4 és 24 oraval, KC-
ban azonnal és 1 6ra mulva mar szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a sejtszamok. 2000-ben
kozolt eredményeink szerint (Emri, 2000) a NER gatlasa az egyszali DNS-hézagok
kettosszalu torések nagyobb eléfordulasi gyakorisagdhoz vezethet, és kromoszémakarosodast
indukalhat. Human sejtekben a NER effektivitasa olyan, hogy detektalhatd mennyiségii
kromoszomakarosodas 1étrejottéhez a fotoproduktumok nagyobb mennyisége sziikséges. Mint
ebben a korabbi munkankban kimutattuk, az UVB egyszeres MED-jével in vivo torténd
irradiacio 1 % emelkedést idéz el a MN-képzddésben human FB kultirdban. Minthogy az
indukalt DNS-1¢€zi0k tipusa €s a reparacios események ugyanazok az UVC és az UVB utén, a
FA NER-re kifejtett hatasanak kisérleti demonstralasahoz a MN-indukciét UVC-irradiaciod
utan mértiik, illetve nagyobb doézisi UVC-t alkalmaztunk. Eredményeink szerint a FA-
expozicid besugarzas eldtt olyan koncentracioban (12.5 uM), mely 6nmagiban még nem
emeli meg a MN-képz3dés gyakorisagat, 4 mJ/cm> UVC utan viszont felerdsitette a MN-
el6fordulast. Minthogy a genetikai informéci6 €és a génexpresszi6 a kromoszoma-
atrendez6dés soran megvaltozhat, ¢és a kromoszoma-rendellenességek nagy szdma
karakterisztikus a tumorsejtekre, ugy tlinik, a kronikus FA expozicid hozzédjarulhat az UV-
inditotta bortumorok kifejlédéséhez.

Osszefoglalva, eredményeink azt mutatjak, hogy az a kis koncentracioju FA, mely a
kornyezetiinkben eléfordul, a borsejtekre genotoxikus, szignifikans mennyiségii DNS-fehérje
keresztkotést indukal. A FA UVC vagy UVB-irradiacié utan alacsony koncentracioban is
modositani képes a NER iddkinetikdjat. Az az észlelésiink, hogy FA jelenlétében
megnovekedett a genetikai instabilitds UV-irradiacié utan, ramutat a FA DNS-reparacios

folyamatokat gatld képességére, mely a fotokokarcinogén rizikot noveli.
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6. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI JELENTOSEGE

a) Az UVA jelentOsége
Azon kevesek kozott voltunk, akik elséként mutattunk rd az UVA-sugarzas
kromoszdmakarosodast indukald képességére normal humdn bdrsejtekben. Eredményeink
segitenek a bor karcinogenezisérdl vald gondolkodasunk alakitasaban, tovabbi kutatasok

tervezésében.

b) Fotokokarcinogenezis
Az az eredményiink, mely a FA UV-karcinogenezist befolyasolo effektusat latszik
alatdmasztani, ramutat azon kutatdsok fontossagara, melyek nemcsak izolaltan vizsgéljak
kémiai anyagok karcinogén hatasat, de figyelembe veszik a kiilonb6zd kornyezeti tényezdk

lehetséges, akar szinergisztikus kdlcsonhatasat is a daganatfejlddésben.

c) Metodikai elényok

Az alkalmazott assay-k egyszerlisége, gyorsasdga alapot ad olyan tovéabbi kutatasok
tervezésére, melyek kornyezeti tényezok és DNS-karosodas, a DNS-reparacio Osszefiiggéseit,
illetve az egyéni fogékonysag (szuszceptibilitas)/érzékenység sziirését (pl. fotokemoterapia
beallitasa eldtt, familidrisan halmozodd bortumorok esetén) célozzdk meg. A beallitott
aramlési citometrids metddus kromoszémakérosodds (genetikai instabilitas) és sejtciklus
jellemzok parallel mérésére alkalmas.

Munkank felhivja arra is a figyelmet, hogy célszerti ujabb, parhuzamosan kivitelezhetd
metodusok bedllitdsa, melyek alkalmasak a kdzben felvetddott kérdések megvalaszolasara,
rdmutathatnak a sejtben végbemend események tovabbi, még fel nem tart sszefliggéseire.

A jelen Kkisérletsorozatokban a DNS-karosodast elsdsorban a fotokarcinogenezis
szempontjabol tanulmanyoztuk. Minthogy azonban a DNS-1éziok kulcsszerept szignalként
szerepelnek az UV-sugarzas indukalta legkiilonb6zobb élettani folyamatokban is, mint a
melanogenezis (pigmentzavarok), immunfolyamatok modulacidja (immunszuppresszio,
fototerapia), egyes fotoallergids korképek indukéladsa, az UV-irradiaciot kovetd DNS-
karosodas vizsgalata az alapkutatasban a dermatoldgia szamos mas teriiletén is igéretes ¢€s

perspektivikus.
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7. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Munkénkban a napfény ultraibolya spektrumdnak DNS-re kifejtett karositd hatasat
tanulmanyoztuk, a besugéarzast kovetden kiilonb6zd bioldgiai végpontokban. Eredményeink
amellett szdélnak, hogy erre a célra a comet-assay és a MN-assay alkalmas vizsgélati
modszerek.

7.1.1. Comet-assay-vel tenyésztett human borsejtekben (HaCaT) kiilonbséget tudtunk tenni
az UVA- ¢és az UVB-sugarzds okozta DNS-kérosodas és reparacido kozott.
Eredményeink az irodalommal egybehangzoak. Megallapitottuk tovabba, hogy az
alkalikus comet-assay 6nmagaban nem alkalmas a PUVA (8-MOP+UV A-fény) DNS-
re kifejtett hatasanak leirasara.

7.1.2. Els6ként mutattunk r4 arra neutralis comet-assay segitségével, hogy a PUVA altal
kivaltott DNS-kérosodast kovetd repardcid soran kettdsszala DNS-torések
keletkeznek.

7.2.1. Az éaltalunk tovabbfejlesztett FCM modszer lehetévé tette a MN-indukcido mérését és
ezzel egyiddben a GO/G1 ¢és G2/M fazisu sejtek elkiilonitését is tenyésztett normal human
FB-ban és MC-ban. A kromoszomakarosodas mértéke parhuzamot mutatott a G2/M-
fazisban megrekedt sejtek aranyaval.

7.2.2. Elséként irtuk le, hogy az UVA-irradiaci6 dozis-dependens moddon
kromoszdmakarosodast induk4l huméan FB-ban.

7.2.3. Megallapitottuk, hogy az UVB-irradiacio is okoz dozis-dependens moddon
kromoszémakarosoddst human MC-ban és FB-ban is, de ugyanazon doézisokra a két
sejttipusban kiilonbozo a karosodas mértéke.

7.3.1. Tenyésztett normal humdn KC-ban ¢és FB-ban comet-assay segitségével
szignifikans és dozis-dependens DPC-képzddést idéz eld.

7.3.2. Els6ként végeztiink comet-assay-vel dsszehasonlitdé vizsgalatot az UV-sugarzas okozta
DNS-kérosodas €s reparacios kinetika tanulmanyozasara nézve tenyésztett normal human
KC-ban és FB-ban. A DNS-karosodas €s reparacio a besugarzas hulliamhosszatol fiiggott,
¢s hasonl6 kinetikat mutatott FB-ban ¢s KC-ban.

7.3.3. A FA hatasanak tovabbi tanulmanyozasakor azt talaltuk, hogy a FA mar alacsony
dozisban gatolja az UVC- és az UVB-irradiaciot kovetd NER-t a reparacios DNS-

szintézis/ligacid 1épésben. UV A-besugarzas utan a FA nem befolyésolta a reparaciot.
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7.3.4. Megallapitottuk, hogy a reparaci6 késleltetése a kromoszomakarosodas
megnovekedéséhez vezet. A FA olyan koncentracioban, mely nem indukalt MN-t,

szignifikans emelkedést okoz az UV C-indukalt kromoszémakarosodasban.

51



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 GO/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 UV A-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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