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OSSZEFOGLALAS

Az ultraibolya (UV) sugarak kéziil mind az UVB, de kiilo-
nésen az UVA tartomdny képes a sejtekben toxikus oxigén
gyokok képzésére. A reaktiv oxigén gydkok nagy mennyi-
ségii felszaporoddsa a sejt pusztuldsdt eredményezi lipid-
peroxiddcid, strukturdlis és enzim fehérjék, valamint nuk-
leinsavak kdrosoddsa révén. Jelen kizleményiikben a
szerzék célja egy transzformdlt humdn keratinocyta sejt-
vonal (HaCaT) és humdn umbilikdlis vénabol nyert endo-
thel sejtek kiilonbizd oxidativ kdrosité hatdsokkal szem-
ben mutatott érzékenységének oOsszehasonlitdsa volt. Ta-
nulmdnyoztdk a vas medidlta oxidativ kdrosodds mértékét
is a sejtekben. Vizsgdltdk a sejtpusztulds fokdt hidrogén-
peroxid (H,0;) kezelés, Hy04 és hem kezelés, valamint
UVB és UVA besugdrzds utdn. Osszefoglalva megdllapit-
haté, hogy a H,0, és az UVA-Protoporphyrin IX kezelés
eseteiben az endothel sejtek érzékenysége fokozott a Ha-
CaT sejtekhez viszonyitva. Ugyanakkor a két sejttipus nem
mutatott jelentds kiilonbséget az UVB dltal eldidézett cito-
toxititds tekintetében, vagyis a direkt DNS kdrosodds dltal
eldidézett sejthaldl azonos mértékii volt.
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SUMMARY

Solar UVB and particularly UVA radiations have a
capacity to generate reactive chemical species, including
free radicals in cells. When generated in excess, these
reactive oxygen species can damage cells by peroxidizing
lipids and disrupting structural proteins, enzymes and
nucleic acids. In the present study the aim of the authors
was to compare the sensitivity of a transformed human
keratinocyte cell line, HaCaT cells and human endothelial
cells derived from umbilical vein, to various oxidative
stresses with special emphases on the iron driven
oxidative stress. They measured the cytotoxicity after
H»0, and H,0 y-heme treatment and also investigated the
effect of the UVB and UVA radiation. In conclusion their
results demonstrate that compared to HaCaT cells,
endothelial cells are more sensitive to H,0, or UVA-
Protoporphyrin IX treatment. On the other hand they did
not find significant difference between the two cell types
in the UVB caused lethality, which primarily injures cells
by causing direct DNA damage.
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A nem ionizal$ elektromdgneses sugdrzasok kozé tartozd
ultraibolya (UV) sugarak kéziil mind az UVB, de kiilono-
sen az UVA tartomdny képes a sejtekben elhelyezkedd, a
sugdrzést abszorbedlé kromofér molekulikkal reakcidba
lépve toxikus oxigén gyokok képzésére (14). A reaktiv
oxigén gyokok nagy mennyiségii felszaporoddsa a sejt
pusztuldsdt eredményezi lipidperoxidécio, strukturdlis és
enzim fehérjék, valamint nukleinsavak kdrosoddsa révén
(6, 16). Ezen vdltozatos biolégiai hatdsok kovetkezménye
in vitro sejtkultirdban az adott sejt (pl. keratinocytdk) ha-

lala, mig in vivo a bdron kialakulé erythema. Nem csupén
az epidermis sejtjei vannak azonban kitéve az UV sugar-
zasnak, hiszen az UVA sugarak kozel 30%-a, €s az UVB
sugarak 1-10%-a dthatolva a hdmon eléri a dermis rétegét
és hatdst gyakorol az ott elhelyezkedd strukturdkra, tob-
bek kozott a vaszkularis endothel sejtekre is (5, 8).
Ugyanakkor mind az endothel sejtekben, mind a keratino-
cytdkban képzddnek szabad oxigén gyokok az UV sugdr-
zason kiviil egyéb mds kdros hatdst kdvetden is, mint pl. a
gyulladdsos folyamatok vagy ischaemia (10).
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Jelen kozleményiinkben azon kisérleteink eredményesi-
16l szdmolunk be, melyek célja egy transzformalt humén
keratinocyta sejtvonal (HaCaT) és human endothel sejtek
kiilénbozd oxidativ kérosit hatdsokkal szemben mutatott
¢rzékenységének Osszehasonlitdsa volt. Vizsgalataink so-
ran e sejtekben tanulmdnyoztuk a vas medidlta oxidativ
kédrosodds mértékét is. A szervezet biztonsdgos vasraktd-
raibol felszabadulé vas igen veszélyes a sejtekre, széve-
tekre nézve, mivel a vas és komplexei a szabad oxigén
gy6kok toxicitdsat jelentGsen fokozzdk, tobbek kozbtt
azdltal, hogy részt vesznek a Fenton reakciéban, melynek
sordn a hidrogénperoxidbdl erésen reaktiv hidroxil gyok
keletkezik (1, 4). Testiink vastartalménak tébb mint 70%-
a hem-proteinekben taldlhat6, melyekbél felszabadulva a
hidroféb természet(i hem a sejtmembran lipid rétegébe ha-
tolva fokozni tudja az oxidativ pusztulds mértékét (2).
Ezek alapjan vizsgéltuk a két sejtvonalon a hem szerepét
is a kiilénboz6 oxidativ stressz folyamatok 4ltal elGidézett
sejtpusztuldsban.

Anyag és modszer

I. Sejtek: A HaCaT sejteket médositott DMEM (Sigma) tapfolya-
dékban tenyésztettitk, melyet adalékkal is kiegészitettiink [10% bor-
Jisavé (GIBCO), 4 mM L-glutamin (Sigma), 1% antibiotikum-anti-
mikotikum (Sigma)].

Az endothel sejteket humdn umbilikdlis vénabol nyertiik a mar is-
mertetett modon (3) és médium 199-ben (Sigma) tenyésziettiik 75
cm’-es flaskdkban (Sigma). Kisérleteinkban mindkét sejttipusbél
egy sejtrétegli tenyészetet hasznaltunk fel.

2. Citotoxicitds vizsgalata: A sejthaldl vizsgdlatira az MTT-tetra-
z6lium kolirimetrids médszert haszniltuk fel, mely az &6 sejtek
azon képességén alapul, hogy redukaljik a sirga szinG@ MTT vegyii-
letet kék szindi formazinnd, s ezt 570 nm-en spektrofotométerrel
mértiik. A sejthaldl folyamatit Zeiss inverz mikroszképpal is kivet-
tiik.

3. H;0, citotoxicitds: Mosdst (két alkalommal, HBSS puffer, pH:
7.4) kivetden a H,0, (Sigma) kiilénbizé koncentracidival inkubil-
tuk a sejteket 2 6rdn 4t termosztdtban, majd elvégeztiik az MTT
reakcidt.

4. Hem és H,0, citotoxicitds: Két mosdst kivetéen 5 pM hemmel
(Sigma) 1 drdn dt termosztdtban tortént elgkezelés, majd egy mosds
utédn a sejieket a fentebb emlitett médon H,0,-vel kezeltiik.

5. Protoporphyrin IX (PPIX) és H,0, citotoxicitds: Két mosis
utin 5 pM PPIX-el (Sigma) termosztitban 1 6ran at inkubdltuk a
sejteket, majd egyszer mostuk és H,0,-vel kezeltiik. Valamennyi 1é-
pést sotétszobaban végeztiik.

6. Ultraibolya besugdrzds: Az UVB besugdrzishoz Saalman Mul-
titestert, az UVA besugdrzdshoz Waldmann PUVA 800 késziiléket
haszndltunk. Besugérzds el6tt a szines tapoldatot eltdvolitottuk a sej-
tekr6l és mosds utdn 500 ul HBSS puffert adtunk a besugdrzds idejé-
re hozzdjuk. Az UVA besugdrzds ideje alatt a keletkez hé hatdsénak
kikiiszébolése érdekében a sejteket vizfiirdd felszinére dllitottuk,

A kisérleteket minden esetben legalibb hirom alkalommal megis-
mételtilk, az eredményeket egy-egy reprezentativ csoport duplikdtu-
mokban mért adatainak felhasznaldsdval mutatjuk be.

Eredmények

Az endothel és a HaCaT sejtek oxidativ kdrosoddssal
szemben mutatott érzékenységét vizsgdlva megdllapitha-
t6, hogy a H,0, okozta citotoxicitds mértéke jelentdsen
nagyobb volt az endothel sejtek esetében, mint a HaCaT
sejtek esetében (/. dbra). 200 pM koncentricié mellett az
endothel sejtek 42%-a, mig a HaCaT sejtek csupdn 2%-a

pusztult el. Balla és munkatdrsai korabbi vizsgdlataik so-
rin kimutattdk, hogy sertés aorta endothel sejtek dozisfiig-
g6 modon képesek a hemet felvenni kornyezetiikb6l és az
a sejtmembrdnban akkumulalédik (1). A hem nem mutat
direkt toxicitast a sejtekre, azonban jelentSsen fokozza a
sejtek €rzékenységét a H,0, medidlta citotoxicitdsra. Ki-
sérleteinkben hasonl6 eredményeket kaptunk, miszerint a
hem el6kezelés mindkét sejttipusndl nagymértékben fo-
kozta a HyO, mediilt citotoxicitdst, de az endothel sejtek
ezen kisérleti koriilmények mellett is érzékenyebbek vol-
tak, mint a HaCaT sejtek. 5 M hemmel tértént inkubdalds
utdn a 200 pM H,0, az endothel sejteknél 85%-ban, a
HaCaT sejteknél pedig 40%-ban okozott pusztuldst (2.
dbra).

A kovetkezd kisérletben arra kerestiink valaszt, hogy
hem elSkezelés esetén a hemben taldlhaté vas szerepe kri-
tikus-e a HyO, toxicitds szempontjdbdl. A sejteket hem
el6kezelés helyett 5 pM PPIX-el inkubaltuk, mivel tudott,
hogy a hem és a PPIX szerkezete csupdn egy vas ionban
kiilonbozik. A 3. dbra mutatja, hogy a vasmentes PPIX-el
végzett el6kezelés a hem elGkezeléssel szemben alig fo-
kozta a H,0, citotoxicitdsat, tehdt megéllapithatd, hogy
mindkeét sejttipusndl a vas jelentds szereppel bir az oxida-
tiv kérosit6 hatdsokkal szembeni érzékenység fokozdsd-
ban.

Az UVB sugdrzds altal okozott sejthaldl mértéke nem
mutatott jelentSs kiilonbséget a két sejttipus kozott. Az 4l-
talunk alkalmazott dézistartominyokban megfigyelhetd,
hogy a hem el6kezelés sem fokozta az UVB citotoxicitd-
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3. dbra

H,0, meditilt citotoxicitds hem, illetve protoporphyrin
IX kezelést kivetden
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protoporphyrin IX- ldthaté fény dltal eldidézett
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sit. [gy feltételezhetd, hogy a vas medidlta oxidativ kéro-
sodds nem jitszik lényeges szerepet az UVB mediilta
sejthaldl folyamataban.

Ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy az UVA tartomdny
dnmagdban nem okozott sejtpusztuldst sem az endothel,
sem a HaCaT sejtekben. Ennek feltehetden az alkalma-
zott UVA dézisok alacsony mértéke volt az oka. Emelve
az UVA dézist ez olyan hd kdrositd hatdst eredményezett
a sejtekben, melyet nem tudtunk kompenzélni vizfiirdd

haszndlatdval sem. A PPIX az egyik legfontosabb endo-
gén kromofdér molekula, mely els6sorban az UVA tarto-
ményt abszorbedlja az ultraibolya sugarak koziil és ez
aktiv gyokok képzddését eredményezi. A 4. és 5. dbra
jol demonstrélja, hogy PPIX elékezelés utdn az UVA su-
gdrzas mindkét sejttipusndl jelentds pusztuldst okozott,
de az endothel sejtek érzékenyebbnek bizonyultak ezen
kdrosité hatdsra is. Az endothel sejtek fokozott érzé-
kenységét jol demonstrdlja az is, hogy a PPIX inkubdlds
utan a nappali fényben 1évé UVA dézis is (30 perc labo-
ratériumi fényviszonyok mellett, mig a kisérlet tobbi 1é-
pését sotétszobdban végeztiik) citotoxicitdshoz vezetett.
A HaCaT sejtek nappali fény mellett alig mutattak sejt-
pusztuldst.

Megbeszélés

Az utébbi évek photodermatoldgiai kutatdsainak eredmé-
nyei szerint az ultraibolya sugdrzds UVB (290-320 nm)
és UVA (320-380 nm) tartomdnya altal eldidézett sejtha-
141 mechanizmusa, a szdmos hasonldsag ellenére, jelentGs
kiilénbségeket mutat mind a sejtszintd, mind a molekula-
ris véltozdsokat tekintve (11, 15). Az UVB elsGsorban di-
rekt DNS kdrosodast hoz 1étre pyrimidin dimérek induka-
lasaval, bar magas UVB dozisok mellett oxigén szabad
gyokok képzddését is lefrtdk (9). Ugyanakkor az UVA a
nem DNS tipusi kromoférokban abszorbedlédik nagy-
részt és ez reaktiv oxigén gyokok képzodéséhez vezet,
mint példdul a szinglet oxigén ('O,), a szuperoxid anion
(O5) és a hidroxil gyok (OH) (7, 12, 13). A szabad gyd-
kok jelenléte lipidperoxidéciot idéz eld, melynek memb-
rankarosodds és kovetkezményes fehérje, enzim és DNS
kéarosodas lesz az eredménye, egy-szdli DNS torések és
fehérje-DNS keresztkotések kialakuldsa révén. Wang és
munkatdrsai legutobbi kdzleményiikben az UVA és UVB
dltal elGidézett apoptdzis molekuldris mechanizmusédban
is alapvetd kiilonbséget mutattak ki (15). Human epitheli-
ilis sejtvonalon (MCF-7) UVA hatdsdra az apoptozis gatlo
bel-2 gén expresszidjanak jelentds csokkentését észlelték,
mig UVB hatdsara a tumorszuppresszor p53 gén exp-
resszidjanak fokozoddsat figyelték meg.

Jelen kozleményiinkben ismertetett vizsgdlataink sze-
rint a két sejttipus, egy transzformdlt humdn keratinocyta
sejtvonal és a human endothel sejtek nem mutattak jelen-
16s kiilonbséget az UVB dltal elfidézett citotoxicitds te-
kintetében, vagyis a direkt DNS karosodas dltal el6idézett
sejthaldl azonos mértékidi volt mindkét sejtben. Ezzel
szemben a toxikus oxigén gyokok medidlta sejtpusztulds
foka kiilonbozott, hiszen az UVA + PPIX kezelés szem-
pontjabél az endothel sejtek érzékenysége szignifikinsan
nagyobb volt. A mitokondriumban elhelyezkedd PPIX az
egyik legfontosabb endogén kromofér molekula, mely
UVA abszorpciét kivetden egy magasabb energidjd dlla-
potba keriilve szinglet oxigén keletkezését idézi el6 a sej-
tekben (13). Az endothel sejtek a HaCaT sejiekkel Ossze-
hasonlitva jéval érzékenyebbnek bizonyultak a szinglet
oxigén dltal eldidézett kirosoddsra. Ugyancsak fokozott
endothel érzékenységet tapasztaltunk egy mdsik oxidativ
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karosoddst eldidéz6 molekula, a H,0, jelenlétében. A
H,0, in vivo szdmos folyamatban termelddik a sejtekben,
szovetekben. Tobbek kozott UV sugdrzds eredményeként
is képzddik vagy gyulladds esetén neutrophil granulocy-
tdkbdl is jelentGs mennyiségben szabadul fel (12). Tovab-
bi lépésként a H,0,-b6l Fe™ ion jelenlétében a legtoxiku-
sabb gydk, a hidroxil gydk jon létre a mar kordbban emli-
tett Fenton reakcidban. Sajdt kisérleteinkben az endothel
sejtek mind H,O, kezelésre, mind pedig hem és H,0, ke-
zelésre fokozott mértékidi pusztuldst mutattak a HaCaT
sejtekkel Gsszehasonlitva.

A kiilénbozd oxidativ kdrosité hatdsok kovetkeztében
1étrejove sejthaldl pontos mechanizmusit szamos kutatd-
csoport vizsgdlja. Godar eredményei szerint az UVA | be-
sugdrzds elsGsorban szinglet oxigén gyokok képzése ré-
vén azonnali, elére programozott apoptézist indit el a mi-
tokondriumok Cyclosporin A érzékeny megaporjainak
megnyitdsa révén transzformdlt T és B lymphocytdkon
(8). Ugyanakkor nagyobb koncentriciéban a szuperoxid
anion, illetve a beléle képz6dé H,0, és hidroxil gydk is
képes azonnali apoptdzist indukdlni a mitokondriumok
Cyclosporin A-ra nem érzékeny P megaporjainak megnyi-
tasaval. Sajat kisérleteinkben Zeiss inverz mikroszkdppal
vizsgdlva a sejtpusztulds folyamatdt, a sejtmembrianbdl
valé vezikula képzddést tudtunk megfigyelni, melynek
eredményeként a sejtek zsugorodtak, elhaltak, struktira-
Juk felismerhetetlenné vilt. Mivel a hem és H,0, medil-
ta citotoxicitds esetén az apoptézisra jellemz6 DNS frag-
mentaciét ismételten sem tudtuk kimutatni endothel sejte-
ken, illetve a sejtelhalds mértéke és idGbeli lefolyasa szo-
ros parhuzamban futott a sejtmembrén lipid peroxidéci6-
Javal (1), ezért a hem és H,0, hatdsara létrejiv sejtpusz-
tuldst elsdsorban sejt necrosisnak véljiik. Az UVA +
PPIX, illetve UVB toxicitds tekintetében a jovében ter-
vezzilk a sejthaldl pontos mechanizmusdnak vizsgdlatit,
miszerint apoptézis vagy necrosis vezet a sejtek pusztuld-
sdhoz.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a kiilonb6z6 oxi-
dativ kdrosit6 hatdsokkal szemben az endothel sejtek ér-
z¢kenysége fokozott a HaCaT sejtekhez viszonyitva. En-
nek hétterében véleményiink szerint a HaCaT sejtek oxi-
dativ védé mechanizmusainak erdteljesebb miikddése 4ll,
azonban ennek igazoldsa szdmos tovabbi kisérletet igé-
nyel.
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