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1. ROVDITES JEGYZEK

A magyarra csak nehézkesen fordithatd kifejezések angolul szerepelnek

3-AB: 3-aminobenzamid

ARH3: ADP-ribozil hidrolaz 3

ATM: ataxia telangiectasia mutated
ATP: adenozin-trifoszfat

BCC: Bazalsejtes karcinoma (Basal cell
carcinoma)

BER: bazis exciziés DNS javitas

BRCT: BRCA1 C terminélis domén
(Breast cancer type 1 susceptibility
protein)

CAT: katalaz

CPD: ciklobutan-pirimidin-dimer
DDB1: DNA damage — binding protein 1
DDB2: DNA damage — binding protein 2
DMSO: dimetil-szulfoxid

DTT: 1,4-ditiotreitol

FADD: Fas associated via death domain

FBS: fotalis borjusavo

H2DCFDA: 2'.7'-diklorodihidrofluorescein

diacetat

HR: homoldg rekombinacid
8-OHdG: 8-hidroxi-2' -deoxiguanozin
JNK: ¢c-Jun N-terminalis kinaz

LDH: laktat-dehidrogenaz

8-MOP: 8- metoxipszoralén

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid

NAD+: nikotinamid-adenin dinukleotid
NER: nukleotid exciziés DNS javitas
NHEK: normal human epidermalis

keratinocita

NHEJ: non-homologous end joining
NMR: magneses magrezonancia
spektroszkdpia (Nuclear Magnetic
Resonance)

PAR: poli-ADP-rib6z

PARG: poli-ADP-ribéz glikohidrolaz
PARP: poli-ADP-rib6z polimeraz
PCT: fotokemoterapia
(photochemotherapy)

PDT: fotodinamiés terapia (photodynamic
therapy)

PMSEF: fenilmetilszulfonil-fluorid
PUVA: pszoralén + UVA

(6-4)-PP: pirimidin — (6-4)-primidon
fototermék (photoproduct)

ROS: reaktiv oxigén gyokok (reactive
0Xxygen species)

RIP: receptor-interacting protein 1),
SCC: Laphamsejtes rak (Squamous cell
carcinoma)

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SOD: szuperoxid-dizmutaz

TMRE: tetrametilrodamin-etilészter
TNFR: tumor nekrézis faktor receptor
TRAIL: Tumor Necrosis Factor Related
Apoptosis Inducing Ligand

XP: Xerodrema pigmentosum

XPA: Xerodrema pigmentosum — A
XPC: Xerodrema pigmentosum - C

WGR: triptofan-glicin-arginin domén


https://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole�
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl�

2. BEVEZETES

2.1. A Napbol érkezoé UV sugarzas

Az ultraibolya sugarzas az egyik legaltalanosabb hatas, mely a boriinket éri. Az Foldet
koriilvevo 6zonréteg a legkarosabb UVC (100-280 nm) sugarzas nagy részét elnyeli. Az UVA
(315-400 nm) illetve az UVB (280 — 315 nm) sugarzas azonban még igy is viszonylag nagy
dozisban ér minket napjainkban [1] (1.4bra). Amellett, hogy ezen sugarzasok melanin
szintézist és polimerizaciot indukalnak [2] szikségesek a D-vitamin képzéshez [3],
fokozhatjak a bor oregedési folyamatait [4] illetve karcinogén hatasuak lehetnek bortipustol
illetve napozasi szokasoktol fiiggéen [5]. A molekularis oxigén nem abszorbeélja sem az
UVB sem az UVA sugarzast, tehat nem potencialis célpontja az emlitett sugarzasoknak.

Okozhatnak azonban oxidativ stresszt [6] es kozvetett vagy kozvetlen mddon DNS

<
N

6zon uvc
réteg

Bor felszin

Epidermi
pidermisz 5%

uvB

Dermisz

Hipodermisz

karosodasokat [7].

1. &bra. A Napbdl érkezd UV sugdrzds tipusali

A napbol érkez6 sugarzas Osszetétele kortlbelil 5 % UVB és 95 % UVA sugéarzas, ha az
0zonréteg folytonossaga sértetlen es ezaltal kisziiri az UVC sugarzas teljes mennyiségét. Az
UVB és az UVA sugarzas eltéré hullamhosszabdl kifolyolag kiilonb6z6 mértékben képes
penetralni a bér rétegeibe: mig az UVB sugarzas csak a bor epidermisz részéig hatol, addig az

UVA sugérzas képes a dermiszen keresztiil a hipodermisz fels6 részéig eljutni.



2.1.1.Az UVC / UVB sugarzas jellemzoi

Az UVC sugérzést az 6zon réteg hatékonyan elnyeli, ezért ennek csak elenyész6 része
éri el az légkort. Az UVB sugarzas jelentés részét is Kisziri az 6zonréteg, azonban
napjainkban is észlelheté karosodasa és elvékonyodasa kovetkeztében, ez a sugarzas egyre
nagyobb szazalékban eljut a Fold felszinére [1].

A DNS abszorpcids (260 nm-nél van az abszorpcios csucsa) spektruma féleg az UVC és
UVB hullamhosszainak tartomanyaba esik, ezért ezek okozhatjak potencialisan a legtébb kart
a DNS szerkezetében [8]. A kilénb6z6 hullamhossza UV sugarzasok okozta f6 DNS
kérosodasok a ciklobutan-pirimidin-dimerek  (CPD) és a  pirimidin-pirimidon-
fotoproduktumok ((6-4)-PP) [9]. Mind a két karosodas esetén felallithatd egy gyakorisagbeli
sorrend az egyes bazisok kozott kialakuld rendellenes kotések tekintetében. CPD:
TT>TC>CT>CC dimerek [10]; (6-4)-PP: TC>CC>TT=CT [11]. A citozin bazis a CPD —ben
nem stabil és konnyen deaminalddik uracil bazist eredményezve. Ezek az uracil-tartalma
CPD-k a legjobb példak a DNS karosodas mutagen hataséra [12] (2. &bra).

Az UVC - és az UVB - sugarzés hatasara foleg CPD-k keletkeznek, mig a (6-4)-PP
joval ritkdbban alakul ki. Hasonl6 mennyiségii CPD létrehozasahoz az UVB sugarzashol
nagyjabol 100 —szor nagyobb mennyiség sziikséges, mint az UVC sugarzashél [13]. Ezért is
nagyon fontos az Ozon rétegliink allapotanak megbrzése ¢és tovabbi romlasanak
megakadalyozasa.

Az UVC illetve az UVB sugdrzas hatasara bekovetkezd RNS szerkezet valtozas szintén
végzetes hatast lehet az adott sejt bioldgiai folyamataira nézve, kuléndésen az mRNS
tekintetében, melynek karosodasa vagy szekvenciajanak megvaltozasa csokkent vagy
mitkodésképtelen fehérjéket eredmenyezhet [14].

Az UVB sugéarzas abszorpcidja az epidermiszben elsésorban az aromas aminosavak
altal tortenik, mint a triptofan, tirozin valamint a cisztein illetve a diszulfid — hid altal kotott
cisztein kozremiikodésével [15]. Az UVB sugarzas energiajanak elnyelése esetében fennall a
reaktiv gyokok képzoédésének veszélye. A triptofan és a tirozin aminosavak példaul triplett
allapotban redukaljak a diszulfidokat, mely altal diszulfid-anion keletkezik, amely reagalva a
molekuléris oxigénnel szuperoxid-aniont eredményez, mely ismert lipidmembran és fehérje
kérositd hatasa [16] [17].



2.1.2. Az UVA sugarzas jellemzéi

A DNS, az abszorpcios spektrumanak kdszonhetéen, a hosszu hullamhosszisagd UVA
sugarzasbol mar csak nagyon kis mennyiseget nyel el. Kdvetkezésképpen ez a fajta sugarzas
kis eséllyel okoz a DNS szerkezetében CPD-ket vagy (6-4)-PP-ket vagy ezekhez hasonld
léziokat [18]. Ugyanakkor, meg kell emliteni, hogy a (6-4)-PP-k 300 nm —nél hosszabb
hullamhosszusagl sugarzads energidjanak hatasara Dewar izomerré alakulnak, amely az
elédjéhez képest egy stabilabb forma, javitasa pedig erésen korlatozott a DNS hibajavito
rendszer altal [19] (2. &bra).

Az UVA sugarzas valddi veszélye azonban abban rejlik, hogy képes a plazmamembranok
lipidjeinek és a citoplazma komponenseinek kéarositdsara, melynek révén kiilonbozo
szabadgyokok termelddését indukalja [20] [21]. A szabadgyokok kozil a hosszabb
féleletidejiick bejutva a sejtmagba a DNS oxidativ karosodasat okozhatjak azaltal, hogy
lancreakciokat elinditva rovid féléletidejti, de nagy-energidju szabadgyokoket hoznak létre,
melyek megfelelé hatotavolsagon beliill ez emlitett karosodasokat okozzak [22]. A DNS
oxidativ mddosulasa révén, mind egyszala, mind kétszall torések létrejohetnek [23]. Az
oxidativ béaziskarosodasok kozil a 8-OHAG (8-hidroxi-2' -deoxiguanozin) az egyik

leggyakrabban eléfordulé modosulas [24].



| CPD | Egysz?rgs DNS
téres

2. abra. A Napbol érkezd kiilonbozé hullamhosszusdgu sugdrzasok altal okozott DNS
karosodasok dsszefoglalasa

Egyszeres DNS toréseket minden hulldmhosszusagl sugarzas képes eldidézni kozvetett vagy
kdzvetlen modon. A 8-OHAG egy oxidativ stressz altal kivaltott karosodas, amelyet
elsésorban az UVA sugarzas kovetkeztében kialakult sejteken belil megndvekedett
szabadgyok termel6dés okoz. A CPD-k és a (6-4)-PP-k elsésorban UVB sugarzas hatasara
alakulnak ki, ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a (6-4)-PP 300 nm-nél magasabb
hullamhosszu sugarzas altal, agynevezett Dewar izomerré alakul, amely az el6z6hez képest

egy stabil és nem kijavithato DNS karosodas.

2.2. UV sugérzéas okozta DNS karosodasok kovetkezményei

Az UV sugarzas kovetkezteben kialakuld6 DNS kérosodasok, melyek veszélyeztetik a
genom stabilitsat és integritasat, normal korulmények kozott aktivaljadk az olyan DNS
hibajavitd mechanizmusokat, mint a nukleotid kivagasos hibajavitas (NER), a bazis kivagasos
hibajavitds (BER), mismatch javitas, dupla szald DNS hibajavitd6 mechanizmus, és a

replikaciot kovetd hibajavitas [25].
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Az UV sugarzas soran a legnagyobb jelentdsége a NER hibajavitdé rendszernek van,
mivel ez felelés legnagyobb részben a CPD-k és a (6-4)-PP-k eltavolitasaért [26]. A NER
hibajavitd rendszer jelent6ségét a rak megelézésében jol demonstralja a xeroderma
pigmentosum (XP) nevili betegség. Ez egy olyan recessziven 6roklédé genetikai elvaltozas,
mely ennek a hibajavitd rendszernek az elégtelen miikodéséhez vezet. Az XP kialakulasa
kovetkeztében, korulbelul 10000X-re ndvekedik az UV indukalta DNS karosodasok és az
abbol kiindul6 neoplazidk kialakuldsénak esélye [27] [28]. A NER még a replikécios villa
érkezése el6tt megprobalja kijavitani a hibat a 1éziét tartalmazé DNS szélon, ugyanakkor ez
DNS toréshez vezethet, mely végul kivalthatja a sejthalal elindulasat [29].

Altalanossagban elmondhatd, hogy csak a nagyon magas dozisi vagy a nagyon
hosszantartd UV sugarzas az, amely az érintett sejtekben nekrdzis elindulasat indukalja [30].
Normal korulmenyek kozott az UV sugarzds apoptédzist valt ki, mely a mutaciok
kialakulasanak elkertlése végett egy ,,szerencsésebb” végkifejlett az adott szervezet szamara.
Ezeket az apoptoézissal elpusztult sejteket, melyeket morfolégiajuk alapjan is jo el lehet
kiloniteni az egészseges tarsaiktol ugynevezett ,,sunburn” sejteknek hivjuk [31] [32]. Az
emlitett sejtekben lejatszodo apoptozis £6 induktora a genomi DNS karosodasa, ugyanakkor a
p53 Utvonal-fiiggd apoptozison Kiviil, a sejthalal receptorokbol kiinduld és a mitokondrialis
diszfunkcié-medialt apoptotikus utvonal vagy ezeknek a kombinécidja a sejthalal végsd
okozoja [33].

A bérben talalhato keratinocitdkban az apoptdzis altalaban p53- independens Utvonalon
megy végbe, azonban a p53 fehérje elengedhetetleniil fontos a DNS hibajavitashoz. A p53
kdzvetlen kdlcsdnhatasba Iéphet ugyanis tobb - a NER rendszerben szerepl6 — fehérjével [34]
[35].

A kils6 stimulus hatasara bekovetkez6 apoptotikus Utvonalat a HaCaT keratinocitak
esetében is megfigyelték UVB sugarzast kovetéen [36]. Ez az utvonal a CD95 (Fas/APO-1)
receptorbdl indul ki, mely a tumor nekrézis faktor receptorcsaldd (TNFR) tagja, és
rendelkezik egy cisztein-gazdag extracellularis doménnel illetve egy intracelluléris sejthall
doménnel is. A folyamat soran, az UV sugarzas hatasara, a CD95 multimerizalodik, melynek
eredményeképpen képes FADD (Fas associated via death domain) megkdotésere, melynek
kovetkeztében elindul a kaszpaz kaszkad, kaszpaz-8 kaszpaz-3 iranyban [37]. Az UV
sugarzas stimulélja tovdbba a TNFR aktivaciojat is, mely sordan a TNFR-1 és a TRAF -2

kozremuikddésével elindul az apoptdzis [38].
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A TRAIL (Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand) receptorok
szintén aktivalodhatnak az UV sugarzas hatasara, melyek koziil ketté tovabbitja az
apoptotikus jelet, ketté masik pedig ,,al-receptorként” miikodik, gatolva az apoptdzist. Végul
az ezek kozotti versengés hatarozza meg a folyamat kimenetelét [39] [40].

Az UV sugarzas az apoptdzis Un. belsé stimulus altal kivaltott Gtvonalat is képes
aktivalni az altala el6idézett DNS karosodasokon keresztiil, mely soran a mitokondriumbdl
citokrom -c szabadul fel. A mitokondrialis membran permeabilizalodasa és a citokrom-c
kiszabadulasa kaszpaz-kaszkad elinduldsat teszi lehetové. A citokrom- ¢ és az Apaf-1
(Apoptotic protease activating factor 1) egylttesen az apoptoszomat alkotjak, mely képes
aktivalni az atvonal iniciator kaszpazat a kaszpaz- 9 proteazt [41]. A folyamatban nagy
szerepe van a pro-apoptotikus (Bax, Bak, Bid) és az anti-apoptotikus (Bcl-2, Bcl-x)
fehérjeknek, melyek egymashoz viszonyitott ardnya donté az apoptozis végbemenetelének
szempontjabol [42] [43]. A p53-nak ebben a folyamatban is van szerepe azaltal, hogy reszt
vesz a Bcl-2 és a Bcl-xI proteinek expresszidjanak szabalyozasaban [44].

A bor sejtjeiben is talalhatoak olyan antioxidans enzimek, mint a SOD, a CAT vagy a
glutation-peroxidaz, amelyek miikodése képes befolyasolni ezeket a sejthalal Utvonalakat.
Példaul az UV sugarzas hatasara képzO6do reaktiv oxigén gyokok (ROS) eliminalasaval
megvédik a mitokondrialis DNS -t az esetleges oxidativ karosodastdl, mely egyébként szintén
vezethet apoptdzishoz [45] [46].

2.3. Bordaganatok kialakulasa és azok tipusai

Az UV sugarzas altal kivaltott karcinogenezis egy viszonylag hosszu folyamat, melynek
elsé 1épése akar az adott sejt DNS allomanyanak a karosodasa is lehet [47]. A ké&rosodas
torténhet kozvetlenil, legtdbbszér UVB sugérzés hatasara, vagy kozvetett médon reaktiv
oxigén gyokok révén, féleg UVA sugarzas soran [48]. Amennyiben a képz6dott fototermékek
és a DNS szerkezetében tortént egyeb elvaltozasok ,tulélik” a sejt els6é osztodasat,
fixalédhatnak a genomban és a tovdbbiakban megkezd6dhet az adott sejt neoplasztikus
fenotipusanak kialakulasa, amennyiben ehhez egyéb tényezék is hozzajarulnak [49]. Az
emlitett fototermékek mellett a bérdaganatokban pontmutaciokat [50], deléciokat [51], s6t
egész kromoszoma fragment vagy teljes kromoszéma hianyt mutattak mar ki [52], melyek
egy része szintén a tulzott UV expozicidhoz kothetd. Az UV sugérzds tovabba képes

kiilonb6z6 onkogéneket aktivalni, ezzel parhuzamosan pedig tumorszupresszor gének
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expresszidjat gatolni és ezzel is eldsegitve a DNS karosodasok konzervalodasat, és az ilyen
karosodott DNS -t tartalmazé sejtek tulélését és proliferaciojat [53] [54].

A kovetkezd szakasz soran a tumorsejtek szamanak novekedése figyelhetd meg.
Mindezen folyamatok kialakulasahoz a fent emlitett DNS hibajavitd mechanizmusok hianya
vagy elégtelen mikodése hozzajarulhat, melyért szintén felelds lehet adott esetben az UV
sugarzas [55].

A bérbol kiinduld melanéma és nem- melanéma tipust daganatok kialakulasaban, az
esetek nagy részében szerepe van a tulzott UV —expozicidnak [56].

A melanoma kialakulasaban, amely a bér pigment-termeld sejtjeib6l  kiindulo
rosszindulatt daganat, mind az UVB mind az UVA sugéarzasnak szerepe van. Ugy tiinik
azonban, hogy az UVB okozta DNS karosodasokbdl ered6 konzervalt mutacioknak
jelent6sebb szerepet tulajdonitanak a kutatok manapsag [57] [58] [59]. A kialakult DNS
karosodasok mellett tovabba, kimutattak melanoma sejtvonalakon, hogy a DNS hibajavitd
képesség erdsen csokkent formaban miikodik, mely foleg a sejtciklus S fazisdban nyilvanul
meg [60]. A hibajavitasban aktivan résztvevé fehérjék kozil az XPC a DDBL1 és a DDB2
(DNA damage binding protein) expresszidjanak csokkenését mutattak ki UVB sugarzast
kovetden ezekben a sejtvonalakban [61].

A non-melanéma tipust bordaganatok koziul a bazél sejtes karcinoma (BCC), és az
elszarusodé laphamrak (SCC) esetében is bizonyitottak az UV sugarzas inicialé hatasat [62].
Az inicidlo hatds legerdsebb bizonyitéka az, hogy ezekben a tumorsejtekben tobbnyire
kimutathato p53 mutacid, vagy legrosszabb esetben a p53 fehérje teljes funkciokiesése,
melyet altaldban CPD lézidra lehet visszavezetni [63]. Az elszarusodd laphamrak megel6z6
allapota az ugynevezett aktinikus keratozis [64]. Ez az esetek 10-15%-ban alakul at
laphamsejtes borrakka. Az aktinikus kerat0zis a fotokarcinogenezis tobblépcsés folyamatanak
egyik bizonyitéka [65].

Becslések szerint a melandma esetek 65 % - ban, mig a nem-melanéma tipusu
daganatok kialakulasaért, beleértve az bazal-, és a laphamsejtes karcindbmakat, 90 % -ban a
thlzott UV sugarzas kovetkeztében kialakult DNS karosodasok a felelések [62].

2.4. A fototerapia, a fotodindmias terapia és a fotokemoterapia

A fototerapia, a fotodinamias terapia (PDT) és a fotokemoterapia (PCT), nevilk ellenére
kiilonb6z6 eljarasok, azonban napjaink orvostudomanyaban széleskorben alkalmazottak. A
fototerapiat az acne vulgaris kezelésére [66], a fotodinamias terapiat példaul a rék kilonb6z6
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tipusainak kezelése soran [67, 68], mig a fotokemoterapiat a psoriasis kezelésénél
alkalmazzék [69].

A fototerapia soran a besugarzas csupan a nem-ionizal6 sugarzassal torténik, mely lehet
UVA vagy UVB sugarzas illetve ezek kombinécidi [70].

A fotodinamiés terapia és a fotokemoterapia sikeres kivitelezéséhez, tébbek kozott, egy
fenyérzékenyitészerre és az annak megfelel6 hulldmhosszisagu fényre van szikség [71]. A
fényérzékenyitd anyag és a fény taldlkozasa soran lejatszodd reakcid eredményeképpen a
megcélzott szovetben nagyfoku sejthalal és egyéb jarulékos biologiai reakciok figyelhet6k
meg. A Kkétféle terapia kiilonbozésége az alapmechanizmusban, fényérzékenyité szerek
tipusaban, és a szernek a fénnyel valo talalkozasa utan lejatszod6 folyamatokban keresendo.

A fotodinamids terapia soran elsésorban porfirint illetve porfirin vagy nem porfirin
alapti fényérzékenyité szercket alkalmaznak, melyeket 600 — 1000 nm hullamhosszlsagu
fénnyel kombinalnak [72] [73]. A folyamat elengedhetetlen komponense a
fenyérzékenyitészeren ¢és a fényen kivil a molekuldris oxigén jelenléte [74]. A
fényérzékenyité szer abszorpciés maximumanak kozelében 1évé fény hatasara a szer
gerjesztett allapotba kerlil. A gerjesztett allapotban 1év6 fényérzékenyité szer pedig
végsdsoron reaktiv oxigén gyokok termelddését eredményezi [75]. A reaktiv oxigén gyokok
termelddése torténhet direkt utvonalon, mely sordan a gerjesztett allapotban 1évo
fényérzékenyitd szerrdl emittald elektron kozvetleniil a molekularis oxigénre keriil szinglet
oxigént létrehozva vagy kozvetett utvonalon sejten bellli szubsztratokon keresztil, mely
soran legtdbbszor szuperoxid-anion illetve hidrogén-peroxid keletkezik [76] (3. abra). A
vegkimenetelét tekintve a két reakcio nem kilonbozik egymastol, vagyis a képzédott ROS a
tumorszovet pusztuldsat eredményezi tobbféle dtvonalon keresztil [77]. A PDT sorén
alkalmazott fényérzékenyité szerekrél altalaban elmondhatd, hogy tobbféle sejthalal
folyamatot inditanak el, beleértve az apoptdzist, a nekrozist és az autofagiat [78] [79] [80].
Ezek a fényérzékenyitd szerek 6nmagukban &ltaldban nem mutagének vagy karcinogének,
mivel ritkdn okoznak kdzvetlen DNS karosodast [81]. A PDT soradn a tumorsejteket ért
oxidativ karosodasok mellett az immunrendszer nagyfokd aktivacioja [82], a tumorszovet
vaszkularizacidjanak csokkenése [83] figyelhetd6 meg, valamint a tumorsejtek
proliferaciojanak gatlasa [84] jarul hozza a PDT tumor ellenes hatasahoz. Optikai kabelek
segitségével mar nem csak felszini daganatok kezelésében hasznalatos a terapia, hanem a test
mélyebb rétegeiben kialakult tumorok kezelésében is [85] [86].
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A fotokemoterapia vagy PUVA terapia alapja pszoralén és pszoralén-alapl vegyluletek
(P) kombinalasa hossz( hulldmhosszu ultraibolya sugarzassal (UVA) [87] (3. abra). A
pszoralének triciklikus — furokumarin vegylletek, melyek kozul a legelterjedtebben
alkalmazottak az 5-metoxipszoralén, a 8-metoxipszoralén (8-MOP) és a trioxalén [88] [89].

A PUVA kezelés elsédleges célja a lokalis immunszuppresszio es a fokozott
keratinocita prolifercio gatlasa, mellékhatdsként fokozott keatinocita citotoxicitas
tapasztalhatd, mely egyébként hosszUtavon a daganat-kialakulas rizikojat hordozza magaban
az alabb vazolt okok kovetkezteben.

A kezelés hatasara bekovetkezd sejthalal (és esetleges daganat képzddés) elsddleges
okozoja a folyamat soran kialakul6 DNS karosodas. A DNS és a pszoralének fotokémiai
interakcidja harom aton mehet végbe [90]:

1.) A pszoralén interkalalédik a DNS kettGs szalaba, ezzel karositva annak szerkezetét.
Megjegyzendd, hogy a folyamat UVA sugarzas nélkul is végbemehet [91].

2.) A sugarzéas soran 3,4- monoaddukt vagy 4’,5’- monoaddukt keletkezhet, de csak a
4’ 5’-monoaddukt képes pszoralén-DNS keresztkotést létrehozni egy masodik foton
abszorpcidjaval. Az, hogy a felsoroltak kozul melyik fototermék keletkezik az
alkalmazott fény hullamhosszatdl fligg [92].

3.) A gerjesztett allapotban 1év6 fényérzékenyitdszer képes reakcioba 1épni a molekularis
oxigénnel ezaltal reaktiv oxigen gyokok, foéleg szinglet oxigént képzddik. A ROS
termel6dés altal, a DNS karosodas mellett, egyéb sejtszintli karosodasok is
torténhetnek, melyek fokozzak a PUVA citotoxikus hatasat [93].

A fent emlitett reakciok eredmenyeképpen l1étrejové pszoralen-DNS fototermékek,
tulajdonképpen mutagéneknek illetve karcinogéneknek tekinthetdk, melyek potencialisan
SCC vagy BCC tumorok kialakulasat eredményezhetik az ilyen kezelést kapott betegeknél,
amennyiben a vart sejthalal helyett ezen valtozasok konzervalodasa torténik meg a genomban
[94].
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3. dbra. A fotodinamias terapia és a fotokemoterapia mechanizmusanak ésszefoglalasa

Az Onmagaban artalmatlan fényérzékenyitdszer, és az annak megfeleld hullamhosszusagi
fény  taldlkozasanak  eredményeképpen  aktivalt, vagyis  gerjesztett  allapotu
fényérzékenyitészer keletkezik. A fotodindmias terdpia soran a molekularis oxigén jelenléte is
elengedhetetlen a kelld6 mértékii citotoxicitds Kialakuldsdhoz. A fény hatdsara gerjesztett
allapotba keriil6 fényérzékenyitdszer vagy kozvetlen kapcsolatba 1ép a molekuléris oxigénnel
szinglet oxigént eredményezve (ll. tipusu reakcio), vagy valamilyen sejten belili szubsztrattal
kapcsolatba 1épve tobbféle reaktiv oxigén gyok felhalmozddasat eredményezi a célsejtekben
(I. tipusu reakcid). A PUVA terapia soran a fény hatasara gerjesztett allapotba keriil6
pszoralén tipusu vegyulet (pl.: 8-metoxipszoralén) képes interkalalodni a DNS kett6s lancaba,
illetve ott pszoralén-DNS fototermékek keletkezését indukalhatja, amely végs6 soron az adott

sejt pusztulasat eredményezheti.
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2.5. A fényvédoszerek tipusai

Boriink védelmére, a Napbol érkezé sugarzas ellen napjainkban, mar nagyon hatékony
lokélis fényvédé készitmények allnak rendelkezésiinkre. Altalaban ezek a fényvéds
vegyuletek a fizikai vagy a kémiai szlir6k csoportjanak valamelyikébe tartoznak.

A kémiai fényvédok (organikus filterek) olyan molekulakbol tevédnek Ossze, amelyek
konjugélt kettds kotést tartalmaznak, ¢és ennek koszonhetden elnyelik a kiilonbozo
hullamhosszusagu fénysugarakat. A fényelnyelés utan gerjesztett allapotba kerllnek és az
energiatobbletiikt6] kiilonb6zé formaban (hé, fluoreszcencia, foszforeszcencia) szabadulnak
meg [95]. Elméletben elvarhat6 lenne, hogy az adott fényvéddszer minden hullamhossz -
tartomanyban elfogadhaté mértékben védelmet nydjtson, de a valdésagban ezek a szerek az
UVB sugarzast nyelik el a leghatékonyabban [96]. Tovabbi hatranyos tulajdonsaguk, hogy
kémiai agensek revén allergizalé hatastak lehetnek illetve hosszi expozicidénak Kkitéve
csokken a fényvédo hatasuk [97].

A fizikai fényvéddk (anorganikus filterek) olyan szervetlen vegyiiletekbdl allnak,
melyek részecskéi tulajdonképpen visszaverik a bees6 fotonokat. A bér felszinén alkalmazva
képesek visszaverni a Napbol érkez6 sugarzast, akadalyozva ezzel, hogy az a bér mélyebb
rétegeibe penetraljon. A fizikai fényvédok kozé a kovetkezok tartoznak példaul: titdn-dioxid,
cink-oxid, aluminium-hidroxid, vas-oxid, magnézium-szilikdt [98]. A részecskeméret
csokkentésével ezeknek a vegyiileteknek a fényvédd spektruma kiszélesedett [99]. Elonyds
tulajdonsagaik kozé tartozik, hogy széles spektrumi védelmet nydjtanak, nem allergizalnak,
hosszu expozicid mellett is stabilak, valamint szerves fényvédékkel kombinalhatoak, nem
befolyasoljak egymas hatasat [100] [101].

Antioxidansok, mint béta-karotin, polifenolok, flavonoidok alkalmazasa a fényvédo
készitményekben ma mar elterjedt eljaras, ezek az esetleges DNS karosodasok kialakulasanak
esélyét hivatottak csokkenteni [102].

Napjainkban DNS -hibajavitd6 enzimek bejuttatdsat megcélzd fejlesztések allnak az
ilyen iranyu kutatasok kozpontjaban [103]. Ezek a készitmenyek elméletben nem csak
gatoljak az UV sugarzas altal el6idézett DNS leziok kialakulasat - de valamilyen forméaban
tdmogatva a DNS hibajavité mechanizmusokat - hozzajarulnanak azok azonnali kijavitasahoz
a tovabbi mutaciok elkerlése végett.
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2.6. PARP-1 enzim bioldgiai szerepe
2.6.1. A poli-ADP-rib6z polimeréaz -1 enzim tulajdonséagai

A poli-ADP-rib6z polimerazok (PARP-ok, mas néven ADP-ribozil transzferazok,
ARTD-k) olyan akceptor fehérjék ADP-ribozilaciojat katalizalé enzimek, melyek ritka
esetben prokariotdkban, de jellemzOéen eukariotikban fordulnak el6[104]. A PARP
enzimcsalad eddig 17 tagjat azonositottak [105], melyek kddolaséért kilon gének felelnek,
ugyanakkor mindegyikik tartalmaz egy 50 aminosavbdl allé konzervalt szekvenciat, amely a
katalitikus centrumot alakitja [106].

Az enzimcsaldd leginkabb tanulmanyozott és a human sejtekben legnagyobb
mennyiségben eléforduld tagja a PARP-1, melynek kodolé génje az 1-es kromoszoman
talalhato [107]. A PARP-1 enzim aktivalodasanak f6 iniciatora a DNS egyszala torése [108],
mely kil6nboz6 indukciok hatasara kovetkezhet be. A human PARP-1 1014 aminosavbol all,
molekulatdmege pedig 116 kDa. Az enzim harom f6 szerkezeti eleme a kdvetkezé: a DNS-
kot6 domén, az automidifikacios domén és a katalitikus domén [109] (4. &bra).

Az enzimnek a DNS — hez valé kotédéset - a DNS torés észlelését kovetden - az N-
terminalis régioban elhelyezked6 két Zn-ujj domeén biztositja [110]. A DNS ko6té doménben
megtalalhaté tovabba egy nuklearis lokalizaciés szignal [111] valamint, egy a kaszpaz-3
protedz altal specifikusan felismerhet6 hasitohely, mely az enzim inaktivalasaért felelds [112].
Az N-terminalis részen azonositottak egy harmadik Zn-ujj domént is, mely nem a DNS-hez
valo kotddést szolgalja, hanem az enzim DNS altali aktivaciojahoz sziikséges [113]. Az
emlitett Zn-ujjak eltéré szereppel rendelkeznek az enzim miikodése szempontjabdl. Az N-
terminalis vég kozelében elhelyezkedd FI az enzim aktivacidjahoz kell. A masodik Zn-ujj
domén (FII) {6 tulajdonsaga, hogy nagy affinitassal kotédik szabad DNS végzédésekhez, igy
az egyszali DNS-torések felismerésében és azokhoz vald kotédésében van nagy szerepe
[114]. A harmadik Zn-ujj (FIII) domén a DNS-kot6 motivum és a Kkatalitikus domén
kolcsonhatasahoz sziikseges, mely a PARP-1 dimerizacidjahoz elengedhetetlen [113].

Az automodifikéacios domén tartalmaz egy BRCT domént (BRCAL C terminalis domén
[Breast cancer type 1 susceptibility protein]), mely gyakran el6fordul a DNS hibajavitasban
szereplé és a sejtciklust szabalyozo enzimekben is [115]. Ez a BRCT domén a felelds a
PARP-1 és a DNS hibajavité enzimek egyes tagjai, valamint egyéb fehérjék kozott kialakuld
fehérje-fehérje kolcsonhatasokeért [116]

Az enzim C-terminalis részenek kozelében talalhaté tovabba egy konzervalt WGR
(triptofan-glicin-arginin) domén is, melynek pontos funkciéja ugyan nem ismert, de annyi
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bizonyos, hogy megléte elengedhetetlen az enzim aktivalodasahoz. Ujabb kutatasok
eredményei szerint, igen nagy valosziniséggel a domének kozotti kolcsonhatasok
kialakitasaban vagy stabilizaciojaban van szerepe[117]. A C-terminalis végen helyezkedik el
az enzim katalitikus doménje. Ez egy er6sen konzervalt régid, mely a nikotinamid-adenin
dinukleotid (NAD") szubsztrat megkotéséért és a poli-ADP-riboz (PAR) polimer szintéziséért
felel6s [106].

DNS-kété domén Automodifikaciés domén WGR/katalitikus domén
[ \ \ )
1 214 373 464 533 634 663 1014
hPARP1
(116 kDa)
FI FIL NLS FIlI BRCT WGR Katalitikus domén

4. dbra. A human PARP-1 enzim szerkezete

Az enzim harom f6 szerkezeti egysége a DNS koté domén, az automodifikaciés domén €s a
WGR/katalitikus domén. A DNS kot6 domén az N-termindlis részen talalhatd és tartalmaz
harom Zn-ujj domént (FI-I11) illetve egy nuklearis lokalizacios szignélt (NLS) valamint egy
kaszpaz -3 hasito helyet. Az automodifikacios domén legfontosabb régidja az ugynevezett
BRCT domén, melynek nagy szerepe van az enzim és a DNS hibajavitd enzimek, illetve
egyéb kolcsonhatod fehérjék kozott 1étrejovo fehérje-fehérje kdlcsdnhatasok kialakuldsaban. A
C-terminalis részen taldlhatdé egyrészt a WGR domén, mely a kiilonb6zé domének kozotti
kolcsonhatasok létrejottében fontos, valamint a katalitikus domén, mely a NAD" megkotéséért

¢s a PAR polimer 1étrehozasaért felelds.

2.6.2. A PAR polimer szintézisének mechanizmusa

A PARP enzimcsalad tagjai altal katalizalt reakciot poli-ADP-ribozilacionak nevezziik,
mely egy poszttranszlacids fehérjemaddositas. Az aktivalt PARP enzimek NAD™-ot hasznalnak
szubsztratként, mely az enzim mitkodése altal nikotinamidra és ADP-rib6zra hasad. Az ADP
—rib6z kovalensen egymashoz kotott egyenes vagy elagazé lancai, vagyis a poli-ADP-ribdz,
az enzim altal a megfelel6 akceptor fehérjéhez kotédnek [118].

Az akceptor fehérje szempontjabol a reakcid reverzibilis, mivel a polimerek viszonylag
rovid idén beliil lebomlanak a poli-ADP-rib6z glikohidrolaz (PARG), az ADP-ribozil hidrolaz
3 (ARHR) és az ADP-protein liaz enzimek miikodése altal [119] [120] (5. abra).
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A PARP-1 enzim aktivacidjanak elsé 1épését, melynek soran az enzim egyik Zn-ujj
doménje a DNS-hez kotddik, a DNS — ko6t6 és a katalitikus doménnek a kélcsonhatasa illetve
az enzim dimerizacidja teszi lehetové, valamint segiti eld [121]. A kialakult kdlcsonhatas
megnoveli az enzim affinitasat, annak szubsztratja a NAD" irant, melynek kovetkeztében a
PARP automodifikacidja jatszodik le az automidifikaciés domén egyes oldallancain [122].

Az enzim aktivacidjat kovetden szintetizalddott polimert 1°-2° glikozidos kotéssel
Osszekapcsolt ADP-ribdz egységek alkotjak. A polimerek hosszusaga valtozo, néhany
egysegnyitdl 200 egységig is terjedhetnek, 20-50 egységenként 1étrejovo elagazasokkal vagy
anélkul [123]. A PARIlacio, vagyis az ADP-rib0z egységek mérete illetve a negativ toltese,
megvaltoztatja az akceptor fehérjék fizikai-kémiai tulajdonsagait, mellyel befolyasolja azok
stabilitasat, aktivitasat és az altaluk esetlegesen kialakitott kdlcsonhatasokat [124].

A poli-ADP-ribozilacio célpontjai kiilonboz6 fehérjék lehetnek. Habar a folyamat féleg
a glutamat, az aszpartat és a lizin oldallancokon torténik, az irodalom szerint ennél t6bb
aminosav is lehet a PARIlacié célpontja [125] [126]. In vivo korilmények kozott a
legnagyobb mennyiségben el6forduld PARilalt fehérje az maga a PARP-1 enzim. Az auto-
poli-ADP-ribozilaciénak szabalyoz6 szerepe van, mely végsé soron az enzim gatlasat
eredményezi [127].

Az in vitro kutatasok mar tobb, mint 200 sejtmagi fehérjét azonositottak, melyekhez
kovalensen kapcsolddhat PAR polimer [128]. Ezek kdzott olyan célpontok szerepelnek, mint
a hisztonok [129], kiilonb6z6 transzkripcids faktorok [130], DNS replikacidban [131] és
hibajavitasban [132]szereplé fehérjék, jelatvitelben résztvevd fehérjék, mint az NF«kB
(nukleéris faktor kappa-B) [133], a topoizomeraz | és Il [134] és DNS fiigg6 protein kinazok
[135]

A sejtek alap PAR polimer szintje, mely valamilyen stimulus hidnyaban detektalhato, az
adott sejt tipusatdl fiiggben ugyan, de altalaban rendkivil alacsony. Mitotikus stressz illetve
DNS torés hatasara, a PARP aktivaciot kovetden a polimer mennyisége akar 10 vagy 500 —
szorosara is megndéhet, mikdzben a szintézis szubsztratjaként szolgalo NAD™ szintje illetve a

szintézishez szikséges ATP (adenozin-trifoszfat) szintje er6sen lecsokken [109] [136].
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5. dbra. A PARP enzimek altal katalizalt PARilacié mechanizmusa

A PARP enzimek aktiv allapotban a NAD™-ot nikotinamidra és ADP-ribdzra bontjak. Az
ADP-1iboz egységekbdl felépiilo egyenes vagy eldgazo polimert az enzim kovalensen koti az
akceptor fehérjéhez, annak is legtébbszor a glutamat, aszpartat vagy lizin oldallancahoz. A
polimer féléletideje rovid, eliminaciojarol foleg a PARG enzim, de emellett az ADP-protein
lidz és az ARH3 enzimek gondoskodnak. A PARP enzim, miikkédése soran az akceptor
fehérjéhez hasonloan, szintén PARIilalddik, majd inaktivalddik az emlitett enzimek altal

iranyitott PAR polimert lebonto folyamatok réven.

2.6.3. Az DNS torés és a PARP aktivacio kapcsolata

A PARP aktivacio és az ezzel egydtt jaré PAR polimer termel6dés legfobb kivaltoja az
egyszeres DNS torés [137], amely olyan genotoxikus stressz hatasara kovetkezhet be, mint az
UV sugarzas [138], radioaktiv sugarzas [139], reaktiv oxigén vagy nitrogén gyokok altal
kivaltott oxidativ stressz [140] vagy DNS alkil&loszerek [141]. A reaktiv oxigén és nitrogén
gyokok kozvetlenil okoznak DNS torést és ebbdl kifolyolag PARP aktivaciot. Ezek koziil az

irodalom leginkabb a hidrogén-peroxid, a hidroxil gyok és a peroxinitrit szerepet emliti [142]

21



A DNS alkilaloszerek, melyek DNS torést okoznak a daganat ellenes kemoterapiaban
elterjedtek [141]. A sejtbe val6 bejutasukat kovetden azaltal aktivaljak a PARP enzimet, hogy
metilaljak a DNS bazisait, melyeket a DNS hibajavité rendszer enzimei kivagnak, egy
ugynevezett nick-et, vagyis egy egyszalu torést hagyva maguk utan [143].

Tébb munkacsoport is kimutatta azonban, hogy a génexpresszioval kapcsolatos
kromatin szerkezeti atrendez6dések sordn PARP-1 aktivacio figyelheté meg, akar DNS torés
hidnyaban is [144]

Protein kindzok altali foszforilacié is szabalyozhatja a PARP-1 aktivitasat, mely
szabalyozas lehet aktivalo jellegii, mint az ERK1/2 (extracellularis szignal altal regulalt kinaz)
és a JNK1 (c-Jun N-terminalis kindz) esetében [145] [146], vagy gatld hatdst, mint a PKC
(protein-kinaz C) esetében [147]. Az irodalom emlitést tesz a PARP-1 acetilacio [148] illetve
mono-ADP-ribozilacid altali aktivaciorol is [149]. A jelatviteli Gtvonalakban résztvevd
fehérjek kozvetlen feheérje-fehérje kolcsonhatas révén, kovalens modositas nélkil is
befolyasolhatjak a PARP-1 aktivitasat [150]. Az egyéb poszttranszlaciés modositasok pedig a
PARP-1 enzimek a mas fehérjékkel torténd kolcsonhatasat modosithatjak [148].

2.6.4. A PARP-1 szerepe a kiilonb6z6 DNS hibajavité mechanizmusokban
2.6.4.1. Bazis kivagasos DNS hibajavitas (BER)

A DNS lanc bazisai deaminalodas, alkildlodas vagy oxidativ hatas révén
modosulhatnak. A BER az egyik elsédleges mechanizmus a sériilt bazisok és az egyszal
DNS torések javitdsdban. A modositasra specifikus DNS glikozilazok felismerik a sertilést és
eltavolitjak a hibas bazist. Az igy kialakuld bazismentes helyen egy apurin/apirimidin
endonukleédz hasitja a szalat a hiba 5* végén és endonukledz aktivitassal eltavolitja, vagy csak
bazismentes nukleotidot (short-patch repair), vagy néhany szomszédos nukleotiddal egyutt
(long —patch repair) 3’ irdnyban [151]. A PARP-1 enzim, toébb, a BER rendszer tagjaként
nyilvantartott fehérjevel alakithat ki kdlcsénhatast (XRCC [X-ray repair cross-complementing
protein], aprataxin) [152] [153]. Szamos munkacsoport kimutatta, hogy aktivitasa
befolyasolja a BER hatékonysagat olyan enzimek miikodésének szabalyozasa altal, mint a
DNS polimeraz-f [154], a DNS ligaz 111 [155], a kondenzin [156] vagy a 8-oxoguanin DNS
glikozilaz (OGG1) [157]. Ennek ellenére vannak olyan munkacsoportok, melyek vizsgalatai
szerint a PARP-1 hianya nem csokkenti kozvetlenil a BER mechanizmus hatékonysagat -
véleményuk szerint - inkdbb a csokkent PAR polimer szintézis egyéb sejtfolyamatokra tett
hatasa az, ami érzékenyiti a sejteket a genotoxikus stresszre [158].
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2.6.4.2. Homolog rekombinacio (HR) és nem homoldg DNS végek 6sszekapcsolasa
(NHEJ)

A kétszali DNS torések kijavitasa torténhet homoldg rekombinacidval vagy a nem
homoldg DNS végek dsszekapcsolasaval. A PARP-1 szerepét mind a két folyamatban leirtak
[143].

A homolog rekombinécid esetében azt mutattdk ki, hogy a PARP-1 enzim miikodése
sorén aktivdlja az ATM (ataxia telangiectasia mutated) kindzt [159], amely a hibajavitd
rendszer egyes fehérjéinek a foszforilaciojaért felelos [160]. A DNS tores kdvetkeztében
felhalmozddott PAR polimer vagy fokozza az ATM aktivitasat vagy befolyasolja az ATM
funkciojat a celfehérjék hozzaférhetéségének elésegitése altal. A PARP-1 enzim hianya vagy
gatlasa azt eredményezte, hogy csokkent a p53, az SMC és a H2AX fehérjék ATM kinaz
altali foszforilacioja [161]. Tovabbd az ATM / PARP-1 dupla knockout egerek mar
embrionalis korban elpusztultak [162].

A klasszikus NHEJ mechanizmus (C-NHEJ) soran a Ku fehérje és a PARP-1 verseng a
szabad DNS végekhez valo kotddés lehetdségéért. Ugyanakkor kimutathatd, hogy a Ku
nagyobb affinitassal kotddik a DNS -hez, mint a PARP-1, tehat az enzimnek ebben a
folyamatban gyakorlatilag nincsen szerepe. Amennyiben a C-NHEJ utvonal faktorai, féleg a
Ku fehérje, nem allnak megfelelé mennyiségben rendelkezésre a PARP-1 enzim elétérbe
kerl, és életbe 1ép az Ugynevezett alternativ NHEJ dtvonal (A-NHEJ). A folyamatban olyan
fehérjék PARIl&cié altali szabalyozdsa mutathato6 ki, mint a DNS ligaz 111 vagy a DNS fiiggd
protein kindz [163] [164].

2.6.4.3. Nukleotid kivagasos DNS hibajavitas (NER)

A NER egyik jelentdsége, hogy ez az a DNS hibajavito mechanizmus, amely az UV
sugarzas kovetkeztében létrejott fototermékeket eliminalja. A NER hibajavitod apparatusanak
nincsenek specifikus hibafelismeré enzimei, inkabb a DNS lanc torzulasat érzékeli. Foleg az
UVC és UVB sugarzas altal eléidézett CPD-k és (6-4)-PP-k vagodnak ki ilyen médon a DNS
lancbol. A hibas nukleotid kihasitasa mellett, mindig megtorténik a kétoldali 20-30
nukleotidnyi szakasz eltavolitasa is, melynek potlasa az ép szal segitsegével torténik [26] [9].

A NER hibajavitdo mechanizmuson belll két alaptipust kilonithetlink el: az igynevezett
transzkripcidéhoz kapcsolt NER, mely az atirasra keriil régiok esetleges hibait javitja ki, és a
teljes genomra kiterjedd NER hibajavitdo rendszert [165]. UVC sugarzassal és DNS
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karosodassal kapcsolatos kutatdsok kimutattak, hogy a PARP-1 enzim in vitro képes kotédni
viszonylag nagy, sugarzas altal Kkarositott oligonukleotid-szakaszokhoz, valamint in vivo
timin-dimer 1ézidkhoz [166]. A PARP-1 enzimnek a NER hibajavito rendszerben vald aktiv
részvetelét viszonylag friss kutatasi eredmények tadmasztjak ald. Tobb munkacsoport is
kimutatta a NER -ben szereplé XPC és XPA fehérjék PARilaciojat [167] [168], de talan ennél
IS nagyobb jelentdséggel bir az a tény, hogy a NER egyik fehérjéjét a DDB2-t, a PARP-1
enzimmel kdlcsdnhatd fehérjeként azonositottak [169]. Kider(lt tovabba az is, hogy a PARP-
1 és a DDB2 feherje kolcsonhatasa UVC sugarzas altal karositott DNS szakasz jelenléte
esetén szignifikansan erdsebb, Gsszehasonlitva egy hibatlan DNS szakasz jelenlétével [166].
A PARP-1 farmakolGgiai gatlasa csokkentette a hibajavitas hatékonysagat, tobb
munkacsoport altal elvégzett kisérletben is [170], igazolva a PARP-1 enzim aktiv szerepét

ebben a DNS hibajavitd mechanizmusban is.

2.6.5.A PARP-1 enzim és a killonbozé sejthalal tipusok kapcsolata

A PARP-1 enzim szerepe a genotoxikus stressz soran a DNS szerkezetét ért karosodas
mértékétol fiigg. Viszonylag kismértékii DNS karosodas esetén a PARP-1, a hibajavito
rendszerben betoltott szerepe révén, hozzajarul a sikeres hibajavitashoz, ezéltal fokozva
egyrészt a sejt tulélésének esélyét, masrészt akadalyozva a stabil mutacidk kialakulasat [171].

A PARP-1 enzim aktiv kozremiikodése a kijavithatatlan mértékti DNS karosodas
esetében is megfigyelhetd, ahol a PARP-1 enzim Iényegében tulaktivalddik. A talaktivalodas
kovetkezménye a sejten beluli NAD" és ATP készletek erdteljes csokkenése. A NAD”
hidnyaban az attdl fiiggé metabolikus utak is kart szenvednek, mint a glikolizis és a
mitokondrialis elektron transzportlanc. Az ATP raktarak kimerulése pedig lényegében a sejt
[172]. Ennek a PARP-1 fliggd sejthalal utvonalnak a kimenetele befolyasolhato extracellularis
NAD" vagy a citromsav ciklus szubsztratjainak hozzdadasaval, mely altal javul a sejt
energetikai allapota [173] [174].

Habar a PARP-1 thlaktivacio kovetkeztében felléps NAD® és ATP deplécio a
nekrotikus sejthalal f6 oka, a folyamat soran tobb szabalyozott itvonal is bekapcsolodik. A
NAD" szint csokenése RIP1 (receptor-interacting protein 1), TRAF2 (tumor necrosis factor
receptor-associated factor 2) majd JNKI1/2 aktivalodast indukal, mely végsé soron
mitokondrialis depolarizaciot és apoptozis indukalo faktor transzlokaciét eredményez [175]
[176].
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A nagymértékii DNS karosodas tovabba kivalthat apoptdzist is [177], mely utvonalban a
PARP-1 enzimnek passziv, de jelentds szerepe van. Az apoptotikus sejthalal egyik
detektalhatd markere, a 89 kDa és egy 24 kDa nagysagu fragmentumra hasitott PARP-1
enzim. A PARP-1 hasitasat az apoptotikus ttvonal jellemz6 proteaz enzimei a kaszpazok
végzik, azok kozul is a kaszpaz-3 illetve a kaszpaz-7 esetében bizonyitottak ezt a specifitast
[178] [179]. A kisebb fragmentum az N-termindlis szakasznak felel meg, mely a DNS kot6
domént tartalmazza, mig a nagyobb a C-terminalis szakasz egésze. A hasitas kovetkezménye
az enzim inaktivalédasa, melyet a katalitikus és a DNS koté domén eltdvolodasa okoz. Az N-
terminalis rész megtartja a DNS koto képességét, de egyben gatolja a hasitatlan PARP-1
katalitikus aktivitasat, lehetetlenné téve, ezéltal az enzim funkcionalis aktivacidjat [178].
Ugyan a PARP-1 hasitasa egy passziv szerep, de az egészséges szoveti egyensuly fenntartasa
szempontjabol igen fontos, mivel igy elkeriilheté a PARP-1 tulaktivalodasa és az abbdl
kovetkez6 nekrozis, mely a kdrnyez6 szovetekre is igen karos hatassal lehet [180].

A lehetséges Utvonalak természetesen nincsenek élesen elvalasztva egymastol, a PARP-
1 farmakologia vagy egyéb maddon torténé gatlasa vagy deplécidja lehetéséget biztosit az
egyik utvonalrdl a masikra torténd atkapcsolasra [106] (6. abra).

Tdbbek kdzott Virag és mtsai. is kimutattak, hogy a nagy koncentracidban adott oxigén
és nitrogén intermedierek nekrotikus sejthallt valtanak ki, amely PARP inhibitorok
alkalmazasaval vagy a PARP-1 génjének kiutése altal apoptdzis irdnyaba tolhatd el [181,
182].

Az apoptozis esetében a kiildnb6z6 iranyu kutatasok nem hoztak egyértelmii eredményt:
a PARP-1 gatlasa bizonyos esetekben fokozta az apoptozist [183], mas esetekben pedig vagy
gatolta [184], vagy nem volt ra szignifikans hatassal [185]. Azt azonban t6bb munkacsoport is
igazolta, hogy a PARP-1 knockout egerek nem mutattak kiillonbséget a vad tipust egerekhez
képest az apoptotikus sejthalalban, sem a belsd, sem a kiils6 Gtvonalak lefolyasa tekintetében
[186] [187].
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6. abra. A PARP-1 enzim szerepe a kullonbozd sejthaldl tipusokban

Kismértékit DNS karosodas esetén a PARP-1 enzim, a DNS hibajavito rendszerben bet6ltott
szerepe révén hozzajarul a hiba kijavitasahoz, és ezaltal noveli az adott sejt tulélési eselyeit.
Nagyobb mértékii DNS karosodas esetén, vagy apoptozis jatszodik le, melyben a PARP-1
enzim hasitas altal inaktivalodik, vagy nekrozis kévetkezik be, melyet a PARP-1 tulzott
aktivitasbol eredé NAD™ és ATP deplécio okoz. A PARP enzim farmakoldgiai és egyéb
modszerrel torténd gatldsa apoptdzishoz vezethet az elsdé és a harmadik utvonal lejatszodasa

sorén (szaggatott nyil).

2.7. A PARP gatlészerek és kemoterapias szerek kapcsolata

A PARP-1 enzimmel foglalkozé kutatasok kezdetben csak a DNS hibajavitasban
betoltott szerepére helyezték a hangsulyt, ugyanakkor ezzel parhuzamosan felmeriilt a
lehetésége annak is, hogy a PARP-1 enzim funkci¢janél fogva a daganat ellenes terépia
fontos eleme lehetne [188] [189].
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Mar igen koran kimutattak, hogy a 3-aminobenzamid (3-AB) a PARP-1 gatlasa revén
csokkentette a dimetil-szulfat DNS alkilaloszer hataséra keletkez6 DNS torések kijavitasanak
hatasfokat, ezaltal ndvelve a dimetil-szulfat citotoxicitasat [190].

Egy 2005-ben megjelent publikacio szerint az emlddaganat sejtekben talalhatd
BRCAL1/2 fehérje mutacidja a homoldg rekombinécié diszfunkciojat eredmeényezi, tovabba
azt is kimutattdk, hogy ezzel egy idében a sejtek PARP gatloszerekre valo érzékenysége
nagymértékben megnétt [191] [159]. A PARP enzim aktivitdsdnak gatlasa kromoszéma
instabilitast, sejt ciklus 6sszeomlast, apoptdzist eredményezett, mely jelenségek a DNS

Ettdl a felfedezéstdl kezdve a PARP gatloszerek fejlesztése rohamosan elindult, azzal a
céllal, hogy az Ujonnan felfedezett és optimalizalt PARP gatloszerek a daganatellenes terapia
szerves részeve valjanak.

A fent emlitett folyamat a szintetikus letalitas jelenségének korébe tartozik, amely
tulajdonképpen azt jelenti, hogy egy DNS hibajavitd rendszerben fontos szerepet betdltd
enzim géatldszerének alkalmazéasaval és egy adott DNS hibajavitd rendszert érinté mutacio
altal, fokozhat6 egy exogén DNS karosodast okozd agensnek a citotoxikus hatasa [192] [193].
A jelenséget a tumor sejtek elleni harcban, elméletben és most mar gyakorlatban jol ki lehet
hasznélni, mivel a tumorsejtek proliferacidjuk soran gyakran szenvednek el olyan mutécidkat,
melyek a DNS hibajavitd rendszer egyes Utvonalait érintik [194] [195].

A BRCA1/2 mutacié mellet, tobb olyan DNS hibajavitast érint6é defektus is van, mely
kombindlva PARP gatloszerekkel és DNS karositdé kemoterdpias szerrel nagyfoku
citotoxicitast eredményez. Az ATM utvonal deficienciajat és ezzel egylitt a DNS kettOs torés
kijavitdsdhoz szikseéges homolog rekombinacié csokkent muiikodését a tobbek kozott a
kronikus limfoid leukémia esetek 25 %-ban figyelték meg [196] [197]. Az ilyen mutécioval
rendelkez6 sejtek szintén érzékenyek voltak az alkalmazott PARP gatloszerekre [198].

A PTEN (phosphatase and tensin homolog) tumorszupresszor gén mutacidja az emld
daganatok 1-4%-ban megfigyelhet6 annak altipusatol fiiggéen [199], ugyanakkor tobb més
tumor tipusban is kimutattak [200], hogy mutacioja a homoldg rekombinacié csokkenéséhez
vezet. Az ilyen mutacidval rendelkezo sejtek szintén érzékenyek voltak a PARP gatloszerekre
[201].

A klinikai Kiprébalas alatt allo és a mar hasznalatban 1évé PARP gatloszerek tobbsége a
PARP csalad tagjai kozil az PARP- 1 és -2 enzimeket gatoljak féleg, azonban vannak
torekvések arra vonatkozoan, hogy a csalad tébbi 15 tagja ellen is fejlesszenek gatloszereket
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terapias célzattal, mivel ezeknek is szerepe van tébbek kdzott a DNS hibajavitasban és egyéb
folyamatokban [202] [203]

A szintetikus letalitas soran a PARP-1 enzimnek a HR-ben betltott szerepe az, amely a
gatloszereinek a hatékonysagat adja. Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy ehhez a
citotoxicitashoz hozzajarul még - masodlagos mechanizmusként- a PARP -1 enzimnek a
BER-ben és az NHEJ-ben bet6ltétt funkcidjanak gatlasa is [204].

A szintetikus letalitds jelenségén kivil egyes PARP gatloszereknek egy tovabbi
tulajdonsaga is indokolja a tumor ellenes terapiaban valo alkalmazasat. Ez a tulajdonsag pedig
az hogy néhany gatloszer képes ,,csapdaba ejteni” a PARP-1 és a PARP-2 enzimet DNS-lanc
torés feldli oldalan, egy olyan komplexet képezve mely végkimenetelét tekintve sokkal
toxikusabb mint maga az egyszeres DNS téres [205] [206] [207].

A kutatasban vagy klinikumban alkalmazott kiilonb6z6 PARP gatloszerek
hatékonysagukat és specifitasukat tekintve nyilvan kilénbozéek, ugyanakkor abban
megegyeznek, hogy mindegyik NAD™ - analdég, mely altal képesek a PARP Katalitikus
alegységéhez kotddni és igy gatolni annak mitkodését (7. abra).

A disszertacié alapjat képezd két publikacioban a kovetkezd PARP gatloszereket
alkalmaztuk

Az egyik legrégebbi PARP gatloszer. Annak ellenére, hogy késébbi gatloszerekkel
0sszehasonlitva sokkal keveésbé specifikus és hatékonysaga is csak viszonylag nagy
koncentracidban érvényesil (1 mM- 5mM) napjainkban is gyakran alkalmazzak [208]. A 3-
AB gatloszerrdl tobbek kozott kimutattik, hogy PARP gatld hatasanak koszonhetéen telomer
rovidilest okoz és stimulalja az angiogenezist [209, 210]. Valamint alkalmaztak olyan
kutatasok soran melyben a PARP szerepét tanulmanyoztdk az arterioszklerozisban a
neurogenezisben és kiilonbozé tumorokban [211] [212]. Allatkisérletben is gyakran
alkalmazott szer [213, 214].

Sokkal hatékonyabb PARP gatldszer, mint a 3-AB. Gyakorlati szempontbol sokkal
kisebb koncentracioban hatékony, természetesen sejttipustol fiiggéen (1-20 pM). Tébb
esetben mutattak ki hasznalataval a PARP enzim jelentdségét neuro-protektiv folyamatokban
példaul [215], illetve gyakran kombinaljak kemoterapias szerekkel is tumor sejtvonalakon
vegzett kisérletekben [216] [217]. A PJ-34 PARP enzimt6l fiiggetleniil aktivalja a p21 gén
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expresszidjat ezaltal mitotikus katasztrofat okozva néhany sejtvonal esetében tortént
megfigyelés alapjan [218].
Veliparib:

A Veliparib vagy mas néven ABT-888 egy oralisan alkalmazott PARP-1 illetve PARP-
2 enzimet is gatlo szer, mely a human kisérletek eredménye szerint jol toleralhato a szervezet
szdméra, gyorsan szivodik fel és viszonylag gyorsan is Uril ki [219]. Kiilonboz6 rak fajtak
esetében kertlt méar kiprobalasra, legtobbszor valamilyen kemoterépias szerrel vagy ionizald
sugarzassal kombinalva [220] [221]. A szer kiprobalas alatt all tobbek kdzott maj és prosztata
rak esetében (ABT-888/Temozolomid) [222] [223], HER-2 (human epidermal receptor 2) -
negativ metasztatikus emld daganatban (ABT-888/karboplatin) [224], és metasztatikus
hasnyalmirigy rék kezelése sordn (ABT-888/5-fluorouracil) [225] a zarOjelben jelzett

kombinaciéban.
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7. dbra. Kulonbozd PARP gdtloszerek szerkezete

3- aminobenzamid

PJ-34: N-(6-Oxo0-5,6-dihidrophenanthridin-2-il)-(N,N-dimetilamino)acetamid hidroklorid
Niraparib: (S)-2-(4-(piperidin-3-il) phenil)-2H-indazol-7-karboxamid

Rucaparib: 8-Fluoro-2- 4-[(methilamino) metil]phenil -1,3,4,5-tetrahidro-6H-azepinol[5,4,3
cd]indol-6-one)

Olaparib: 4-[[3-[4-(ciklopropanekarbonil) piperazine-1-carbonil]-4-fluorofenil]metil]-2H-
fthalazin-1-one)

Veliparib: 2-[(2R)-2-metilpirrolidin-2-il]-1H-benzimidazol-4-karboxamide
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3.  CELKITUZESEK

I. Az UVB sugéarzés okozta DNS karosoddsok, ¢és azok kijavitasat végzo
mechanizmusok alaposan tanulmanyozott teriiletei a tudomanynak. A PARP-1 enzim
szerepér6l a sejthaldl folyamatokban és a DNS hibajavitasban szintén vannak ismereteink,
kilonos tekintettel a BER, a HR és az NHEJ mechanzimusokra. A PARP-1 enzimnek az,
UVB Altal kialakult 1éziok kijavitasat foként végz6, NER rendszerben vald szerepérél €s a
sugarzas okozta sejthalalban vald részvételérél viszonylag kevesebb az informacionk.

Munkank elsé felében ennek feltérképezését tliztiik ki célul.

1. HaCaT sejtek és normal huméan epidermadlis keratinocitak (NHEK) UVB ddzis
fliggésének 6sszehasonlitasa.

2. A PARP-1 - csendesités hatasanak vizsgalata az UVB sugarzas altal kivaltott sejthalal
sordn HaCaT sejtvonalon.

3. Kiilonbozé PARP gatloszerek hatasanak megfigyelése NHEK sejteken UVB és UVA

sugarzas altal bekovetkez6 sejthalal soran.

Il. Az PUVA kezelés soran keletkez6 DNS kéarosodasok kijavitdsa tobbek kozott NER
mechanizmussal torténik. A PUVA-indukalt sejthalal folyamatok esetében nincsenek részletes
adataink a PARP-1 enzim szerepér6l. Munkank masodik felében féleg a PUVA altal kivaltott

sejthalal folyamatat kivantuk tanulmanyozni a PARP-1 enzim szemszogébdl.

1. A PARP-1 - csendesités hatdsanak megfigyelése UVA-val sugarzott A431
sejtvonalon.

2. A PARP-1 - csendesités hatasanak megfigyelese PUVA kezeleés altal kivaltott
fototoxicitasban.

3. Kiilonb6zé6 PARP gatloszerek hatasanak vizsgalata PUVA kezelés kovetkeztében

fellépd sejthalal soran.
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4.  ANYAGOK

Az L-glutamint, a fotalis borjusavét (FBS) és a molekulaméret markereket a
Biocentertdl (Szeged, Magyarorszag) vasaroltuk.
A dimetil-szulfoxidot (DMSO), a Triton X-100 oldatot, az etanolt, a metanolt, a Trist, a Tris-
HCI-t, a glicerolt, a maratott targylemezeket, a NaCl-ot, a laktat-dehidrogendz (LDH)
felszabadulds mérésére szolgalo Kitet, a 2-merkaptoetanolt, a KCI-t, a NaCl-t, MgCl,-t a
VWR cégt6l (Debrecen, Magyarorszag) szereztik be. A May-Griunwald és a Giemsa oldatot
és a hematoxilint a Finomvegyszer Szoévetkezett6l (Budapest, Magyarorszag) vettik. A
formaldehid a Molar Chemicals-tdl (Budapest, Magyarorszag) szereztilk be. A p-aktin elleni
antitestet, az anti-H2AX és anti-(foszforilalt)-H2AX antitesteket, az anti-nyal IgG-HRP
masodlagos antitestet, az anti- hasitott PARP-1 és a human PARP-1 antitestet a Cell Signaling
(Danvers, MA, USA) cégt6l rendeltiik. A PAR polimer elleni monoklonalis antitestet a
Debreceni Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében, az ADP-ribozilaciés munkacsoportban
dolgoz6 Dr. Bakondi Edina készitette, 10H hibriddma sejtek felulUszojabdl telitett
ammonium-szulfat oldattal torténd tisztitasa altal. A Super Signal West Pico reagenset, az anti-
nyul 1IgG - Alexa Fluor 488 konjugatumot, az Amplex Redet, és a TO-PRO sejtmagfestéket a
Life Technologies-tol (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. Az agardzt, a poliakrilamidot és
a nitrocellul6z membrant a Bio-Rad-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztik be.
A Tripszin-EDTA oldatot, a natrium-dodecil-szulfatot (SDS), a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromidot (MTT), a bromfenol-kéket, a proteaz inhibitorokat, a
fenilmetilszulfonil-fluoridot (PMSF), a DMEM sejttenyészté6 médiumokat, az antibiotikum-
antimikotikum oldatot, kaszpaz-szubsztratokat és a kaszpaz-gatldszereket, az aszkorbinsavat,
a troloxot,az 1,4-ditiotreitolt (DTT), az anti-egér IlgG-HRP masodlagos antitestet, a proteinaz-
K és az RNaz-A enzimeket valamint a tetrametilrodamin-etilészter (TMRE) és H2DCFDA
(2',7"-diklorodihidrofluorescein diacetat) fluoreszcens festékeket, a 8-metoxipszoralént, az
etidium-bromidot, a 3-aminobenzamidot, a torma-peroxidaz enzimet, a digitonint, a MOPS-
ot, CHAPS-ot, a HEPES-t, Na,HPO, -t, KH,PO, -t, a Sigma Aldrich-t6l (St. Louis, MO,
USA) vésaroltuk.
A csendesitéshez hasznalt siRNS-ek (non-target és PARP-1 specifikus) és a transzfekcios
reagens (DharmaFECT2) a Thermo Fisher Scientific (Vantaa, Finland) cégt6l szd&rmaznak.
A PJ-34 PARP gatloszer az Inotek Pharmaceuticals (Beverly, MA, USA) cégt6l szarmazik. A
Veliparib PARP gatlészert pedig a Selleckchem (Houston, TX, USA) cégtdl rendeltiik.
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5. MODSZEREK

5.1. Sejttenyesztés

A normal human epidermalis kerationcitakat (NHEK) a CELLnTEC (Bern, Svéjc)
cégtdl vasaroltuk. A sejteket a cégt6l beszerzett epidermdlis Kkeratinocitdk tenyésztéséhez
kifejlesztett tapfolyadékban tartottuk, melyet 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml
sztreptomicinnel egészitettiink ki. A sejteket az elGirasnak megfeleléen a masodik és a
negyedik passzalas kdzott hasznaltuk fel kisérletek elvégzésére.

A HaCaT immortalizalt keratinocita sejtvonalat a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
cégtdl szereztlk be. A sejteket alacsony glikoz tartalma (1000 mg/l) DMEM tapfolyadékban
tartottuk, melyet 10% FBS-sel (fotalis borjuszérum), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel egeszitettink Ki.

A human laphamsejtes bor karcindma sejteket (A431) a Sigma-Aldrich cégt6l (St.
Louis, MO, USA) vasaroltuk, és a leirasnak megfeleléen magas glikoz tartalmu (4500 mg/l)
DMEM tapfolyadékban tenyésztettilk, amelyet 10% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel egeszitettink Ki.

A primer sejteket illetve a két sejtvonalat a tenyésztés sordn 37 °C-on, 5% CO, tartalom
mellett tartottuk sejttenyészté inkubatorban. A passzalas soran mind a harom esetben tripszin-
EDTA oldatot alkalmaztunk

5.2. A sejtek kezelése és az UV sugéarzéas alkalmazéasa

A sejteket a szélesztést kovetéen, masnap hasznaltuk fel. A sejtproliferacios vizsgalat
kivetelével, minden esetben kozel konfluens sejtkultdraval dolgoztunk, minden sejtvonal
illetve az NHEK esetében is. A kisérletek 96-24-6 lyukd tenyészt6edényben torténtek.

Az UV besugarzast megel6zbden a kovetkez6 elokezeléseket végeztiik: NHEK és HaCaT
sejtek esetében a PARP gatldszereket 30 perccel az UVB vagy adott esetben az UVA
sugarzast megel6zben adtuk a sejtekhez a PJ-34 esetében 10 uM-os, a 3-AB esetében 3 mM-
0s végkoncentracidban. Az elékezelés és a sugarzas az NHEK sejtek esetében annak
médiumaban, HaCaT sejtek esetében pedig fenolvords indikator - mentes DMEM -ben
tortént.

Az A431 sejteknél a PJ-34 (torzsoldat: 10 mM vizben oldva) és a Veliparib (torzsoldat:
50 uM DMSO-ban oldva) PARP gatldszerek végkoncentracidja egyarant 10 uM volt, melyet
50 perccel az UVA sugarzéast megel6z6en adtunk a sejtekhez, hasonloan a 8-MOP (térzsoldat:
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100 mM kloroformban oldva) fényérzékenyité szerhez, melynek végkoncentracioja 800 nM
volt. Az antioxidansokat (aszkorbinsav 500 uM, trolox 200 uM) az elékezelésekkel egyiitt, az
adott abran jel6lt kombinacioban, a kiilonbozo specifitasu kaszpaz gatloszereket (z-VAD-fmk,
z-DEVD-fmk, z-IETD-fmk 50-50 pM) pedig az UVA sugarzas utan, sejttenyésztd
médiumban adtuk a sejtekhez.

Az elokezelés és a sugarzas is PBS pufferben (89 NaCl, 1,4 g Na;HPOy, 0,2 g KH;PQOy,
0,2g KCI /11, pH 7,4) tortént. Az UVA és UVB besugarzast szamitogéppel vezérelt Bio-Sun
UV besugarzé készilekkel (Wilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Franciaorszag) végeztik. A
készulék hullamhossza nem allithatd, az UVB esetén 312 az UVA 365 nm hullamhosszon
sugaroz. A hémérséklet allando (korilbeliill 37° C). A hasznalni kivant dézist (J/cm?) a
készulék beéllitdsdval lehet megadni. Az alkalmazott UVB vagy UVA dozisok az
eredmények fejezetben, illetve az abra leirasoknal minden esetben jel6lve vannak.

A sejteket a tenyészt6 edényben, annak teteje nélkil sugaraztuk. A folyadekréteg
vastagsaga hozzavetélegesen megegyezett minden kisérletben (7-9 mm). A sotét kontrollok

olyan teriiletek voltak a tenyészté edényen melyet gondosan letakartunk a sugarzas ideje alatt.

5.3. Szferoid kultara létrehozasa

A 96 lyuku sejttenyésztd edényt a kisérletet megel6zdéen 0,5 % agar-agar oldattal
kezeltik. Az A431 sejtekbdl egy 1x10* sejt/ml denzitast szuszpenzidt készitettiink, melybsl
50-50 ul terfogatot tettiink egy-egy lyukba. A stabil szferoid képzédése az agar-agar felszinén
48 oOra alatt jatszédott le. A szferoidokat ezt kovet6en a fent leirtak szerint kezeltiik és
sugaraztuk be. 16 6ras inkubaciot kovetden a szferoidok allapotarol fotokat készitettiink Leica
DM IL LED mikroszkép rendszer segitsegével. A szferoidok atmér6jét Image J szoftver

segitségével hataroztuk meg.

5.4. Sejtéletképesseg vizsgalat

Az adott kezelést kovetden a sejtek életkepességét mind a harom (HaCaT, NHEK,
A431) esetben MTT redukciods assay segitségével hataroztuk meg azonos protokoll szerint. A
sejteket 96 lyukd sejttenyészté edényben novesztettik. A kezelést kovetden a sejteket fedd
tapfolyadékhoz MTT oldatot (5 mg/ml PBS-ben higitva) adtunk 0,5 mg/ml
végkoncentracioban. Az inkubalasi id6 mind a harom sejttipus esetében 40 perc volt, mely
soran a tenyésztd edényeket termosztatban tartottuk. Az MTT oldatot tartalmaz6 médium

eltavolitasa utan az ¢él6 sejtek mitokondriumaban atalakult formazén kristalyok kioldasahoz

34



100 pl DMSO-t hasznaltunk. Az igy keletkez6 homogén oldat abszorbanciajat 590 nm-en
mértik le Multiskan MS Plate olvaséval (Labsystems, Vantaa, Finnorszag) segitségével. Az
életképességet minden esetben a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékban adtuk meg.

5.5. Reaktiv oxigén gyokok detektalasa

A reaktiv oxigén gyokok detektalasa az A431 sejtek esetében UVA sugarzast kovetden
H2DCFDA festék segitségével tortént 96 lyukt tenyésztd edényben. A H2DCFDA olyan
sejtpermeabilis festék mely intracellularis észterazok altal hasitddik, illetve reaktiv oxigén
gyokok valamint hidrogén-peroxid altal oxidalodik, melynek hatasara fluoreszcens jelet
bocsét ki, mely aranyos a sejten beluli reaktiv oxigén gyokok mennyiségével.

A H2DCFDA 10 uM végkoncentracioban keriilt hozzaadasra az A431 sejteket borito
PBS-be az el6kezelésekkel (10 pM PJ34, 10 puM Veliparib) és a negativ kontrollként
alkalmazott aszkorbinsavval (500 uM) és troloxszal (200 uM) egydtt az adott abran jelolt
kombinéacidban. A detektalas kozvetlenil az UVA sugarzas utan tortént, Fluoroskan Ascent
FL plate olvasdé (Thermo Scientific, Vantaa, Finnorszag) segitségével 580g4/590gn nm

hullamhosszon. Az eredményeket AFU (arbitrary fluorescence unit) egységekben adtuk meg.

5.6. Hidrogén-peroxid (H,O,) detektalasa

Az UVB sugarzas hatasara intracellularisan termel6d6 hidrogén-peroxidot Amplex Red
festék segitségével detektdltuk az NHEK sejtek esetében. A mérés alapjaul az Amplex Red
reakcioja szolgdl a hidrogén-peroxiddal tormaperoxidaz enzim jelenlétében, mely soran
reakcid termékként rezorufin keletkezik melynek fluoreszcencidja mérhetd. Az NHEK
sejteket 96 lyuku tenyésztdedényben novesztettiik. A sugarzast kovetden a sejtekhez Amplex
Red festéket adtunk 50 puM végkoncentracioban illetve tormaperoxidaz enzimet 0,1 U/ml
mennyiségben. 30 perces 37°C-on térténd inkubacid utan a fluoreszcenciat Fluoroskan Ascent
FL plate olvasd segitségevel hataroztuk meg 530g«/590gn, nm hullamhosszon. Az

eredményeket AFU egységekben adtuk meg.

5.7. Géncsendesités

Specifikus szekvenciaval rendelkez6 siRNS altali géncsendesitést a HaCaT és az A431
sejtvonalak esetében vegeztunk. A csendesités soran alkalmazott transzfekcids reagens
(DharmaFECT 2 transzfekcids reagnens 1 pl/ml) valamint a kontroll szekvenciat tartalmazo
SiRNS (50 nM), PARP-1 siRNS (50 nM) szekvencidja (melyet a gyartd hozott
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nyilvanossagra) es azok koncentracioja mindkét esetben azonosak volt, a transzfekcio
kivitelezeésének protokollja azonban eltért egymastol.

A HaCaT sejteket a transzfekciot megel5z6 napon 24 lyukd (2 x 10* sejt/lyuk) illetve 96
Iyukd (5000 sejt/lyuk) sejttenyészté edénybe raktuk antibiotikumot nem tartalmazé
tapfolyadékban. Masnap hozzaadtuk a sejtekhez transzfekcios reagens, a kontroll siRNS
illetve a PARP-1 siRNS megfelel6 aranyu keverékét, melyet 10 % FBS tartalmu antibiotikum
mentes médiumban Aallitottunk 0Ossze. 24 o6ra termosztatban torténd inkubalast kdvetéen
eltavolitottuk a sejtekr6l a transzfekciés reangenst és az SIRNS keverékét tartalmazo
tapfolyadékot és komplett meédiumra csereltik azt s tovabbi 24 6raig inkubaltuk a sejteket.

Az A431 sejtek esetében a csendesitést szuszpenzidban végeztilk, melynek soran a
tripszin-EDTA oldattal kezelt sejteket centrifugalast (1500 RPM 3 perc) kovetben
Osszegyljtottiik antibiotikum- €s FBS- mentes tapfolyadékban. A transzfekcids reagens és a
kontroll siRNS illetve a transzfekcios reagens és a PARP-1 siRNS keverékét fel déran at
inkubaltuk a sejtekkel, majd kiegészitettik a médiumot 10 % FBS-sel, és 24 Iyuku (2 x
10” sejt/lyuk) illetve 96 lyukd (5000 sejt/lyuk) sejttenyésztd edénybe raktuk ki 8ket. Mésnap,
lecseréltik a tapfolyadékot, és Ujabb 24 oran at inkubaltuk a sejteket sejttenyésztd
termosztatban.

Mind a két esetben a transzfekciot kovetd 48. oOrdban kezeltik a sejteket adott
hullamhosszusagd UV sugarzéssal és kezeléstdl fiiggéen inkubaltuk 6ket tovabbi az UVB
sugarzas esetében 24, az UVA sugarzast kovetden 16 éran at. A Western blot analizishez a

mintavétel abban az id6pontban t6rtént, amikor az adott Kisérlet véget ért.

5.8. Western blot analizis
A HaCaT es az A431 sejtek esetében az siRNS altali csendesités sikerességet Western
blot moédszerrel ellendriztiik, melynek soran mind a PARP-1 fehérje mennyiségének
csokkenését detektaltuk, mind a hidrogén-peroxid kezelés (1 mM 5 perc illetve 7 perc) altal
kivaltott PAR akkumulécié csokkeneset igazoltuk a csendesitett sejtekben, PARP-1 enzimre
illetve PAR polimerre specifikus antitest segitsegével. Az A431 sejtek esetében a hasitott —
PARP-1 és a H2AX fehérje foszforilacidjdnak kimutatasa szintén Western blot modszerrel
tortént.
A sejteket 24 lyuku tenyészté edényben ndvesztettik. A transzfekcid illetve a kezelések
utan egyszer mostuk a sejteket hideg PBS pufferrel, majd 100 pl hideg lizis pufferben [62.5
mM Tris-HCI (pH 6,8), 2% SDS, 10% glicerin, 1 mM PMSF, proteaz inhibitorok] kapartuk
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fel 6ket. Szonikalast, centrifugalast és BCA reagenssel torténd fehérjemérést kovetben 2-
mertkaptoetanolt (50 pl/ml) adtunk a lizatumokhoz és 10 percig forraltuk éket 95° C -on.
Minden mintabol 35 pg fehérjét vittink fel 8% illetve 12% SDS-poliakrilamid gélre.
Elektroforézist kovetden a gélben 1évé mintdkat nitrocelluloz membranra transzferaltuk
[transzfer puffer: 25 mM Tris/HCI (pH 8,3), 192 mM glicin, 0,02% (m/v) SDS és 20% (v/v)
metanol] 100V fesziiltségen 90 percig. A membran aspecifikus kot6helyeit 5% zsirszegény
tejpor oldattal vagy 5% BSA oldattal blokkoltuk az els6 antitestet gyarté cég szerinti leirasatol
fliggdéen, melyet 0,01% Tween 20 tartalmi PBS-ben (PBSTw) vagy TBS-ben (TBSTw)
oldottunk. PBSTw vagy TBSTw oldattal tortén6 mosast kdvetben a membrant primer
ellenanyaggal inkubaltuk egy éjszakan at 4°C —on. Az ellenanyagot 1% tejport tartalmazé
PBSTw-ben vagy 5% BSA tartalmi TBSTw-ben oldottuk, 1:500 higitasban a PAR antitest
esetében, 1:2000 a tobbi — a Cellsignaling Technology cégt6l szarmazé - antitest esetében.
Harom PBSTw illetve TBSTw —nel torténé mosast kovetden a membrant 1 Oraig inkubaltuk a
torma-peroxidazzal jel6lt méasodik antitesttel (anti-egér IgG, 1:5000 higitasban, 1% tejpor
tartalmu PBSTw-ben oldva; anti-nyul 1gG 1:5000 higitdsban 1% BSA tartalmi TBSTw-ben
oldva). Vegul PBSTw vagy TBSTw majd PBS vagy TBS pufferrel mostuk a membrant
legalabb haromszor, hogy eltavolitsuk a nem kot6dott ellenanyagot. A Western blot
kisérletekben vagy a foszforilalatlan fehérje vagy a B-aktin szolgalt belsé kontrollként. A B-
aktin kimutatasa soran a fent leirtak szerint jartunk el, azzal a kulénbséggel, hogy primer
anitesttel (1:5000 higitasban 1% tejpor tartalmi PBSTw-ben oldva) valé inkubalasi id6 csak 2
ora volt szobahOmérsékleten.

Supersignal  West- Pico kemilumineszcens szubsztrat hozzaadasa utan a
kemilumineszcens jelet FluorChem FC2 Imager készilék segitségével detektaltuk. A kapott

jeleket Image J szoftver hasznalataval denzitometraltuk illetve kvantaltuk.

5.9. Comet assay

Az egyszeres DNS torés kimutatadsa alkalikus comet assay segitségevel tortént. A
modszer alapja az, hogy a torést szenvedett DNS szal a torés mentén elektromos erdtérben
elmozdul az ép DNS — hez képest, ¢és az elektroforézist kovetden jellegzetes Ustokos strukturat
mutat. Maratott felszinli targylemezre 1% normal olvadaspontii agardzt rétegeztiink. Az
elokezelést és az UVA sugarzast kdvetden a sejteket mincing solution — ben [HBSS W/O Ca,
Mg; 200 mM EDTA,; 10% (v/v) DMSOQO] kapartuk fel, majd ezt kovetéen a sejteket 0,5 %
alacsony olvadaspontl agarézba kevertiik és a targylemezekre rétegeztik (kortlbelil 10°
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sejt/lemez). A gél megszilardulasa utan lizis kovetkezett 1 6ran at 4 °C-on [lizis puffer: 2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% (v/v) DMSO, 1% Triton X-100 (v/v), pH 10,0]. Az
elektroforézist alkalikus oldatban (300 mM NaOH, 1 mM EDTA) végeztiik 25 percig 380 mA
aramerdsséggel. Ezt kovetden a targylemezeket 10 percig ekvilibraltuk 0,4 M Tris pufferben
(pH 7,4), majd a sejtmagokat 10 pg/ml TO-PRO-val festettik. Leica TCS SP8 konfokalis
mikroszkdp és kamera segitsegével készitettlink felvételeket a mintékrol, majd a kvantitativ
kiértékelést CometScore szoftver segitségével végeztiik el.

5.10. Kaszpéaz- enzim aktivitads mérése

Az A431 sejteket a kisérletet megel6z6 napon 24 lyuku sejttenyésztd edénybe tettiik. Az
elokezelést és az UVA sugarzast kdvetden a tenyé€szté médium eltavolitasa utan a sejteket
PBS pufferben felkapartuk és centrifugalas (13000 RPM 90”) utan a sejteket tartalmazé
pelletet egy éjszakara -80°C-ra tettilk. A fagyasztast kovetden lizis puffert (10 mM HEPES,
0,1% CHAPS, 5 mM DTT, 2 mM EDTA, 1 mM protedz-inhibitor koktél, 1. mM PMSF, pH
7,25) adtunk a sejtekhez és 10 percre jégen hagytuk Oket.

A lizatumot 1:1 aranyban kevertilk 6ssze a reakcid pufferrel, amely a kaszpaz -3 (100
mM HEPES, 10 % szahar6z, 5 mM DTT, 0,1% CHAPS pH 7,25) és a kaszpaz-8 (75 mM Na"
MOPS, 10 % glicerol, 1 mM DTT, 0.25 mM EDTA pH 7.5) aktivitds mérés esetében
kiilonb6zé volt. A reakcid puffer mind a két esetben tartalmazta az AMC-vel konjugalt
szubsztratot (100 M), melynek lehasadasabol ered6 fluoreszcens jel aranyos az adott kaszpaz
aktivitdsdval. A kaszpaz — 3 aktivitds mérésnél a szubsztrat az ac-DEVD-AMC, mig a
kaszpéz-8 aktivitas mérésnél a szubsztrat az ac — VETD-AMC volt. A lizatum és a reakcio
pufferek 1:1 aranyu keverékét 1 oOran at inkubaltuk 37°C-on, a fluoreszcenciat pedig
Fluoroskan Ascent FL plate olvasd segitségével hataroztuk meg 355g,/460gm NnM

hullamhosszon. Az eredményeket AFU egységekben adtuk meg.

5.11. A DNS fragmentécié kimutatasa

Az internukleoszomalis DNS fragmentaciot az Eastman és munkacsoportja altal leirt
modszerrel mutattuk ki agar6z gélelektroforézissel [226]. Két szadzalékos agardz gélt
készitettiink, melyrél megszilardulas utan a féstik feletti részt eltavolitottuk. Az eltavolitott
rész helyére egy 1% -os agaroz gél kerult, melyet kiegészitettiink 2 % SDS-sel és 64 pg/ml
proteinaz K-val. Az el6kezelés, a sugarzas illetve az inkubacios idok lejartaval az A431

sejteket (2*10 5 db) 20 pl DNS mintapufferben (5 % v/v glicerol, 10 mM Tris, pH 8,0, 0,05
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% bromfenolkék, 5 mg/ml RNaz A) vettiik fel, melyb6l 15 pl mennyiséget vittlink fel a gélre.
Az elektroforézis 35 V fesziltség mellett 10 6ran at folyt, majd a gélt 2 pg/ml etidium-
bromiddal festettik meg (20 min). A felesleges festék eltavolitasa harom 1épésbol allo
desztillalt vizzel valé moséassal tortént. A sdvokat FluorChem FC2 Imager készilék

segitségével detektaltuk. A kapott jelet Image J szoftver segitsegével denzitometraltuk

5.12. Laktat-dehidrogenaz enzim felszabadulasanak mérése

Az UVB ¢és az UVA sugarzas hatasara bekovetkezé6 LDH felszabadulast az NHEK
sejtek esetében a VWR cégtdl vasarolt kit segitségével mértilk. A mérés alapja az, hogy a
nekrotikus sejthalél kdvetkeztében sérilt sejtmembranon keresztil felszabaduld és a sejtek
felulUszdjaban megtalalhato laktat-dehidrogenaz enzim reakciojan keresztil a tetrazélium so
formazanna alakul mely piros szinli és ennek intenzitdsa aranyos a feliiliszoban talalhato
LDH mennyiségével. Az el6kezeléseket és a sugarzast kovetden az MTT sejtéletképességi
vizsgalatokkal parhuzamosan a sejtek feliilusz6jabdl 50 -50 pl mennyiséget kevertiink dssze a
kit leirasanak megfelelden eldallitott reagenssel, melynek abszorbanciajat 20 perc elteltével
mértik 490 nm hullamhosszon Multiskan MS Plate olvasé segitsegével. Az adatok

kiértékelése a kit leirdsdban javasolt modon tortént.

5.13. Sejtproliferéacios vizsgalat

A sejtek proliferacios képességének mérését a méar kordbban leirt kolonia képzé
affinitas mérésére szolgald6 maodszer (Erdélyi et al., 2009) modositott valtozataval végeztik.
Az NHEK sejteket 2500 sejt/lyuk sejtszamban tettik ki 6 lyuku sejttenyészté edényben.
Masnap a fent leirtak szerint elvégeztiik az eldkezeléseket (PJ-34 10 uM, 3-AB 3 mM) és az
UVB sugarzést (0,0125 — 0,05 J/cm?). A sejtek 10 napos tenyésztését kovetSen, melynek
soran az 6todik napon médiumot cseréltiink, a sejteket PBS-sel mostuk, 4%-o0s formaldehiddel
15 percig szobahOmérsékleten fixaltuk, majd hematoxilinnel festettiik 10 percig. Alapos
csapvizes mosas és szaritas utan képeket készitettiink a sejtekrél Zeiss Axiolab mikroszkop
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) segitségével. Mivel a primer keratinocitak a névekedésiik
sordn nem kepeztek kolonidkat, melyeket az eredeti protokoll szerint szamolhattunk volna,
ezert a hematoxilinnel valo festéssel parhuzamosan minden kezelés esetében MTT
sejtéletképesség vizsgalatot is végeztink melynek eredményei 0Gsszhangban voltak a

mikroszkopos képekkel.
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5.14. Immuncitokemia

Az NHEK sejtek esetében a hasitott PARP-1 enzim detektalasa UVB sugarzést
kovetden valamint az A431 sejtek esetében a PAR polimer kimutatasa hidrogén-peroxid
kezelés utan immunfestés segitségével tortént. A hasitott PARP-1 enzim kimutatasat a
kovetkez6 1épesek szerint végeztiik. Az NHEK sejteket 24 lyuka tenyészt6 edényben
novesztettilk fedélemezen. A kiilonb6zé dozisu UVB sugarzast kovetden, PBS-sel torténd
mosas utan a sejteket jéghideg metanollal fixaltuk -20°C-on 10 percig. Az endogén peroxidaz
enzimek blokkolasa céljabol 15 percig inkubaltuk a sejteket 5 % (v/v) metanolban higitott
hidrogén-peroxiddal. PBS pufferrel t6rténé mosas utan a sejteket 1 % BSA oldattal (PBS-
TritonX-100-ban oldva) blokkoltuk 1 éran at szobahémérsékleten, majd 2 6ran at a blokkold
oldatban higitott primer ellenanyaggal inkubaltuk. A hasitott PARP-1 ellenanyagot 1:100
higitasban alkalmaztuk. PBS pufferrel torténd, haromszor 5 perces mosast kovetden
peroxidazzal konjugalt nyal masodlagos ellenanyagot tartalmazd reagenst (REAL Envision
Detectation System Dako Glostrup, Dénia) adtunk a sejtekhez mellyel 30 percig inkubaltuk a
sejteket szobahOmérsékleten. A peroxidaz reakcid végbemeneteléhez az inkubalasi 1d6 lejarta
utan, a kit részét képezé6 DAB szubsztratot hozzdadtuk a sejtekhez, mely altal a pozitiv
reakcid 5 percen belll Iathatova valt. A fedélemezek Mowiollal tértén6 fedése utan a képeket
Zeiss Axiolab mikroszkdp (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) illetve Zeiss Axiocam digitalis
kamera segitségével készitettik.

Az A431 sejtek esetében a PAR polimer detektalast hidrogén —peroxid kezelést (1mM
7perc) kovetden hasonld protokoll szerint végeztik, azzal a kilonbséggel, hogy a
peroxidazzal-konjugalt masodik antitest helyett fluoreszcens detektalast alkalmaztunk. Az
anti-PAR primer ellenanyagot és a szekunder ellenanyagot (anti-egér 1gG - Alexa Fluor 488
konjugatum) is 1:400 higitasban hasznaltuk 1% BSA tartalmd PBS-TritonX-100-ban illetve
PBS pufferben oldva, a sejtmag festésére alkalmas TO-PRO festéket pedig 1:1000 higitasban
alkalmaztuk a szekunder ellenanyaggal egy idében. A masodik antitest esetében az inkubalasi
id6 45 perc volt szobahdmérsékleten. A mosasi lépéseket kovetden a fedélemezeket Mowiol-
dabco segitsegével fedtik, melynek megkdtése utan a képeket Leica TCS SP8 konfokalis

mikroszkdp és kamera segitségével készitettik.

5.15. May-Grinwald-Gielmsa festés
Az NHEK sejteket 24 lyukd tenyésztéedényben novesztettik feddlemezen. A

kiilonb6z6 UVB doézissal torténd sugarzast és 24 ords inkubaciot kovetden a sejteket PBS
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pufferrel mostuk egy alkalommal, majd 4% formaldehiddel fixaltuk szobahémérsekleten 15
percig. A fixalast kdvetden a sejteket desztillalt vizzel mostuk hdrom alkalommal, majd 30
percig inkubaltuk 6ket szobahdémérsékleten az el6zdleg frissen elkészitett May-Grinwald-
Giemsa oldattal (1:10 May-Grinwald, 1:10 Giemsa, desztillalt vizben). A festés utan a
feddlemezeket haromszor mostuk desztillalt vizzel, majd Zeiss Axiolab mikroszkop illetve

Zeiss Axiocam digitalis kamera segitségével készitettiik a fotokat

5.16. Mitokondrialis membran potencial mérése

Az NHEK sejteket fekete 96 lyuku, sejttenyésztésre alkalmas tenyészté edényben
novesztettik 2x 10%/ml sejtszamban. Az UVB sugérzas utan 24 6raval a sejtekhez TMRE
festéket adtunk 100 nM veégkoncentracidban, mely lépést 20 perc 37°C-on torténd inkubalas
kovetett sejttenyésztd termosztatban. Ezt kdvetden a sejtekrol eltavolitottuk a TMRE oldatot
tartalmazé tapfolyadékot és PBS pufferel to6rténé mosas utdn mértitk a TMRE
fluoreszcencidjat Fluoroskan Ascent FL plate olvasd segitéségvel 530g4/590gnm nmM

hullamhosszon. Az eredményeket AFU egysegekben adtuk meg.

5.17. PARP aktivitasmérés

A PARP aktivitds mérése a *H-NAD* beépiilésének meghatarozaséan alapul a TCA-val
kicsaphatd fehérjefrakcioban. Az A431 sejteket 5 percig kezeltik 1 mM toménységii
hidrogén-peroxiddal, majd a tenyészté médiumot aktivitasméré pufferre cseréltik (56 mM
HEPES, pH 7,5, 28 mM KCI, 28 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0,01% digitonin, 0,125 uM NAD"
és 0,5 uCi/ml 3H-NAD™) és 30 percen at 37°C-on inkubaltuk a sejteket. A reakcio leéllitasa
illetve a sejtfehérjék kicsapasa celjabol jeghideg 50 % -os TCA-t adtunk a sejtekhez, mely
Iépést 4 Ora 4°C-on torténd inkubalas kovetett. Centrifugalas utan (1000 RPM 10 perc) a
keletkez6 csapadékot kétszer mostuk 5%-0s TCA-val, majd 37°C —on torténd szolubilizalas
kovetkezett 2% SDS/0,1 N NaOH oldatban egy éjszakan at. A csovek tartalmat 6,5 ml
Scintisafe Plus szcintillacios folyadékhoz mértiik (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA) és a
radioaktivitadst Wallac méarkaju (Gaithersburg, MD, USA) folyadékszcintillacios szamlaloval

mértik meg.

5.18. NMR spektroszkdpia
Az NMR vagyis a magneses magrezonancia spektroszképia (Nuclear Magnetic
Resonance) olyan vizsgalati modszer, melynek segitségével az adott anyag kémiai
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szerkezetér6l kaphatunk informaciot, annak karositasa nélkil csupan a fizikai tulajdonsagai
alapjan. A mérés Kivitelezéséhez a PJ-34 gatldszert 2 mg/ml -es koncentracioban deuteralt
olddészerben oldottuk fel (DMSO-d6). A mérést Bruker AVANCE Il (500,13 MHz)
spektrométeren 298 K hémérsékleten végeztiik el. A méres elvégzéseéért koszonet illeti Dr.

Kovér Katalint a Debreceni Egyetem Szerves és Analitikai Kémiai Tanszekének munkatarsat.

5.19. Statisztikai analizis

Minden egyes kisérletet legaldbb harom alkalommal egymastol fliggetlen idépontban
ismételtiink meg. Az egyes Kisérletek soran triplikdtumban dogoztunk. Az &brdkon a szoras,
mint standard error van jel6lve.
Az egyes kezelések hatasainak Osszehasonlitasat one-way ANOVA modszerrel vegeztik
Tukey’s teszttel. Szignifikansnak azt a valtozast tekintettiik ahol a p értéke kevesebb volt,
mint 0,05.
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6. EREDMENYEK

6.1. A 3-aminobenzamid PARilaciotol fiiggetlen védo hatasa az UVB és az UVA
sugérzas altal kivaltott sejthalal soran

6.1.1. A PARP-1 csendesitése erzékenyitette a HaCaT sejteket az UVB sugarzas okozta
sejthalalra

A PARP-1-t siRNS segitségével csendesitettik HaCaT keratinocita sejtvonalban. A
csendesités eredményességét kétféleképpen ellendriztiik: Western blot médszerrel detektaltuk
a nem transzfektalt és a transzfektalt sejteket hidrogén-peroxiddal (1 mM, 5 perc) kezeltik,
ami PARP-1 aktivaciot és ennek kovetkeztében PAR polimer felhalmozddast eredményez. A
két kisérlet eredménye alapjan elmondhatd, hogy az siRNS altali PARP-1 csendesités kelld
hatasfoku volt ahhoz, hogy a tovabbi kisérletek eredményét a PARP-1 enzim hianyanak
tudjuk be.

UVB sugarzast kovetden vizsgaltuk a HaCaT sejtek életképességeét, és azt az eredmeényt
kaptuk, hogy 0,6 J/cm? dézisi UVB sugarzas az, amely szignifikansan csokkenti a sejtek
életképessegét (8. abra C panel). A PARP-1 csendesitése az UVB toxikus hatasat
szignifikansan novelte (8. bra D panel).
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8. dbra. A PARP-1 csendesitése ndvelte az UVB sugarzas toxicitasat HaCaT sejteken

A csendesités hatasfokat az alapjan talaltuk megfelelének, hogy a specifikus PARP-1
csendesitésre szolgalo siRNS —sel transzfektalt sejtekben a fehérje mennyisége szignifikansan
kevesebb volt, sszehasonlitva a kontroll sSiRNS-sel transzfektalt és a kezeletlen sejtekkel (A).
A funkciokieséses vizsgalat is hasonld eredményt mutatott, vagyis a PARP-1 csendesitett
sejtekben jelent6sen kevesebb volt a hidrogén-peroxid hatasara keletkezett PAR polimer a
kontrollokhoz viszonyitva (B). Mind a két esetben egy-egy reprezentativ Western blot kép
lathatd, amelyekhez tartozé denzitometraldsi abrdk harom fuggetlen kisérlet eredményeit
tikrozik (H,O, kezelés hatasa *P<0,05; HaCaT siCTL + H,0; kezelés vs. HaCaT siPARP-1 +
H,0, kezelés #P<0,05). A citotoxicitas UVB dozisfiiggését a HaCaT sejteken (C) és a PARP-
1 csendesités hatasat az UVB sugarzas altal eldidézett sejthaldlra (D) MTT ¢letképesség
vizsgalattal hataroztuk meg a sugarzast kovetd 24. oraban. A grafikonokon 3 kisérlet atlaga
van feltiintetve (+ SE; (C) 0 J/cm? vs. 0,6 J/cm? *P<0,05; (D) HaCaT 0 J/cm?vs. HaCaT 0, 6
Jicm?, HaCaT siCTL 0 J/cm? vs. HaCaT siCTL 0, 6 J/cm®*P<0,05; HaCaT siCTL 0, 6 J/cm®

vs. HaCaT siPARP-1 0, 6 J/cm? #P<0,05)
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6.1.2. A PJ-34 és a 3-AB PARP gatloszerek ellentétes hatastak az UVB sugarzas altal
kivaltott sejthalal soran

Sejt életkepességi vizsgalat segitségével meghataroztuk az UVB sugarzas toxikus
dbzisat human primer epidermalis keratinocitakon. Erre azért volt szikség, mert
valoszintsitettiik, hogy a primer sejtek érzékenyebben reagalnak az UVB sugarzasra HaCaT
sejtekkel 6sszehasonlitva. A kisérlet eredménye alapjan elmondhat6, hogy az NHEK sejtek
életképességét mar 0,1 Jicm? UVB dézis is szignifikansan csokkenti szemben a HaCaT
sejteknél tapasztalt 0,6 J/cm?® -es dézissal.

A PARP-1 enzim illetve a PARIlacid szerepének tanulmanyozasa céljabdl a sejteket 30
percen keresztil PARP gatloszerekkel kezeltiik az UVB sugarzast megel6zéen. Az altalunk
alkalmazott ket gatloszer a 3-AB (3 mM) és a PJ-34 (10 uM) gatloszerek voltak. Mind a két
szer esetében hatékony PARP gatld koncentraciot alkalmaztuk. Az életképességi vizsgalat
eredményébdl lathato, hogy amig a PJ-34 kezelés esetében szignifikdnsan csokkent az NHEK
sejtek életképessége UVB sugarzast kovetden, addig a 3-AB teljes mértékben védett az UVB
okozta toxicitas ellen 24 6raval a sugarzast kovet6en (9. abra A panel).

A 3-AB hatasa UVB sugarzassal szemben nem csak révid tava (24 6ra) védelemben
nyilvanult meg, hanem eredményeink alapjan az UVB okozta proliferacio csokkenés ellen is
védelmet nydjtott. A 10 nappal az UVB sugarzast kovetden elvégzett proliferacios vizsgalat
eredménye alapjan a kovetkez6 allitasokat tehetjik: (i) az NHEK sejtek proliferacios
képessége mar 0,025 J/lcm? UVB dézis esetén szignifikansan csokkent (ii) a proliferacio
csokkenését a PJ34 gatldszer fokozta (iii) a 3-AB gatldszerrel kezelt sejtek mind a harom
UVB dozis esetén a kezeletlen sotét kontroll sejtekhez hasonlatos proliferacios ratat mutattak
(9. &bra B panel).

A PJ-34 PARP gétldszer, a siRNS transzfekcio altali PARP-1 csendesitéshez hasonloan,
érzékenyiti a sejteket az UVB okozta sejthalalra, valamint az UVB sugarzés altal kivaltott
proliferacio csokkenést is fokozza. A 3-AB kevéshé specifikus PARP gatloszernek viszont az

UVB sugarzassal szemben révid és hosszt tava védo hatésa is van NHEK sejtek esetében.
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9. &bra. Két kiilonbizé PARP gatloszer ellentétes hatdsa az UVB sugarzas altal kivaltott
sejthalal és proliferacios képesség csokkenes soréan

mely a PJ-34 esetében 10 uM a 3-AB esetében 3 mM volt. Huszonnégy oéraval a kiilonboz6
nagysagi UVB sugarzést (0,05 — 0,2 Jicm?) kovetden a sejtek életképességét MTT vizsgalattal
hataroztuk meg (A). A grafikonon harom fiiggetlen id6pontban elvégzett kisérlet eredményének az
atlaga lathatd (+ SE; NHEK 0 Jiem? vs. NHEK 0,1 J/em® NHEK 0 J/em? vs. NHEK 0,2 J/em?
*P<0,05; NHEK vs. NHEK + PJ-34 vagy 3-AB #P<0,05). Az NHEK sejtek proliferacios
kapacitasat az ugynevezett klonogén assay modositott valtozataval vizsgaltuk (B). Az el6kezelést és
az alacsony dézisti UVB sugérzast (0,0125 — 0,05 Jicm?) kivetden a sejteket 10 napon at inkubaltuk
sejttenyészté termosztatban. Az inkubacidés id6 lejarta utdn a parhuzamosok egy részét
hematoxilinnel festettilk meg a fotok elkészitéséhez, a masik részét pedig MTT sejtéletképességi
vizsgalatnak vetettiik ala az eredmények kvantifikdlasa végett. A kisérleteket harom fiiggetlen
idépontban megismételtiik, az abran ezek atlaga lathato az MTT assay esetében (+ SE; sotét kontroll
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vs. 0,025 J/cm? vagy 0,05 Jicm?®*P<0,05; UVB dézisok (0,0125 — 0,05 J/cm?) vs. PJ-34 vagy 3-AB
kezelés #P<0,05).

6.1.3. A 3-AB védi a normal human epidermélis keratinocitdkat az UVB sugarzas altal
kivaltott apoptozissal és nekrozissal szemben is

May-Grunwald-Giemsa festés segitségével megfigyeltik, az NHEK sejtek morfologiai
valtozasait az UVB sugarzast kovetéen. A PJ-34 érzékenyitd hatasat jol mutatta, hogy az
apoptotikus morfolégia mar alacsonyabb UVB dézis (0,1 J/cm?) esetében is megjelenik, mig a
csak UVB sugarzassal kezelt keratinocitak esetében csak magasabb (0,2 J/cm?) dézisnél volt
megfigyelhetd hasonlé morfologiai valtozas. A 3-AB kezelés teljes mértékben kivédte az
sejtekhez viszonyitva (10. &bra A panel).

Apoptozis markerként immunfestés segitségével detektaltuk a hasitott PARP-1
mennyisegét. Az eredmények azt mutattdk, hogy a csak UVB sugarzast kapott
keratinocitakhoz (0,2 J/cm?) képest a PJ-34 gatloszerrel elékezelt sejtekben mar alacsonyabb
dézisnal (0,1 J/icm?) detektalhat6 volt a hasitott PARP-1, mig a 3-AB-val el6kezelt sejtek
esetében egyik dozisnal sem volt mikroszkdposan lathato a keresett fehérje (10. abra B panel).

Nekrozis markerként LDH enzim felszabadulast mértiink, ahol azt az eredményt kaptuk,
hogy a PJ-34 szignifikansan nem fokozta ennek a markernek a mennyiségét UVB sugarzassal
egyidejiileg alkalmazva, a csak besugarazott sejtekhez képest, ugyanakkor a 3-AB kezelés
estében a LDH felszabadulas a sugarzast kovetden nagyon alacsony mértékii volt. A kapott
eredmények jol tikrozik a 3-AB-nek a sejtéletképesség méresnél kimutatott védo hatasat a

sugarzast kdvetéen (10. abra C panel).
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10. dbra. A 3-AB mind, az apopt6zis, mind a nekrdzis ellen véd az UVB sugérzas altal
kivéltott sejthalal soréan

Az NHEK sejtek morfologiai valtozasat May-Grinwald-Giemsa festéssel vizualizaltuk a
PARP gatloszerekkel (10 uM PJ-34, 3 mM 3-AB) torténd elékezelés, illetve 24 oraval az
UVB sugarzast (0,05 — 0,2 J/icm?) kovetéen (A). Az apoptotikus sejthaldl markereként
szolgélo hasitott PARP-1 enzimet immunfestes segitsegével mutattuk ki a PARP géatlokkal
torténo elokezelések és 24 draval a kiilonbozé dozisokkal torténd UVB sugarzast (0,05 — 0,2
chmz) kovetden (B). A képek az A ¢és B panel esetében reprezentativ jellegliek, ugyanakkor a
Kisérleteket harom egymastol figgetlen idépontban megismételtiik. A nekrotikus sejthalalt
jelzé LDH enzim felszabadulést a sejtek fellillisz6jdbol mutattuk ki 24 oraval az el6kezelések
és az UVB sugarzas (0,05 — 0,2 Jicm?) utan (C). A grafikon harom fiiggetlen kisérlet
eredményének az atlagat mutatja (+ SE; NHEK 0 J/cm? vs. NHEK 0,1 J/cm? vagy 0,2 J/cm?

*P<0,05; UVB d6zisok (0,1- 0,2 J/cm?) vs. 3-AB kezelés "P<0,05).
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6.1.4. A 3-AB premitokondriélisan fejti ki az UVB sugarzassal szembeni véd6 hatasat

Az UVB sugarzas az altalunk alkalmazott legmagasabb dézis (0,2 J/cm2) esetében
mitokondrialis membran depolarizaciot okozott, melyet egy TMRE nevii membran potenciél
valtozads méresere szolgalo fluoreszcens festékkel mutattunk ki. A mérést 24 oOraval a
kiilonboz8 dézisokkal (0,05 — 0,2 Jiem?) torténd UVB sugérzas utan végeztiik el. A PJ-34
gatloszerrel torténd kezelés nem befolyasolta szignifikdnsan az UVB sugérazés indukalta
depolarizaciot. A 3-AB elokezelés esetében a mitokondridlis membran nem mutatott
depolarizaciot, vagyis a 3-AB védett az UVB sugarzas altal kivaltott mitokondrialis

diszfunkcio ellen (11. &bra).
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11. &bra. A 3-AB gétolta az UVB sugérzas altal kivaltott mitokondrialis depolarizaciot

Az NHEK sejtekben esetlegesen létrejové a mitokondrialis membran potenciélvaltozast
PARP gatlokkal (10 uM PJ-34, 3 mM 3-AB) torténd elékezelés és UVB sugarzast (0,05 - 0,2
Jlcm?) kovetéen TMRE fluoreszcens festék segitségével mutattuk ki. A TMRE festéket a
sugarzas utan 24 éraig inkubalt sejtekhez adtuk, majd mértiik a fluoreszcens jelet. A mérést
harom fiiggetlen idépontban megismeteltik, ezek atlagai lathatok a grafikonon (£ SE; NHEK
0 Jiem® vs. NHEK 0,2 J/cm® *P<0,05; NHEK 0,2 J/cm® vs. NHEK 0,2 Jicm® + 3-AB

#*p<0,05).

6.1.5. A 3-AB csokkentette a hidrogén — peroxid termelédését UVB -vel besugarzott
NHEK sejtekben

Az UVB sugarzas, ahogyan azt kozvetlenul a sugérzds utan Amplex Red festék
segitségevel kimutattuk, szignifikans mértékii hidrogén-peroxid képz6dést eredményezett. A
3-AB gatloszerrel torténd kezelés esetében a hidrogén-peroxid szintje szignifikansan
alacsonyabb volt, ellentétben a PJ-34 clékezeléssel, amely - 6sszehasonlitva a csak
besugarazott sejtekkel- nem valtoztatott szignifikans mértékben az amugy ndvekvo
tendencidju hidrogén-peroxid mennyiségen (12. abra).
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12. dbra. Az UVB sugarzas dozisfiiggd hidrogén-peroxid termelédést okozott NHEK
sejtekben, melyet a 3-AB kezelés szignifikansan csokkentett

Az NHEK sejteket elékezeltiik a PARP gatloszerekkel (10 pM PJ-34, 3mM 3-AB), majd
névekvé dozisa UVB sugarzassal (0,05 — 0,2 J/icm?) sugaraztuk Sket. Az irradiacié végén a
sejtekhez Amplex Red festéket adtunk, mely a hidrogén —peroxid specifikus kimutatasara
képes. 30 perc inkubalast kovetéen mértiik a fluoreszcens jelet, mely ardnyos a sejten beldl
keletkez6 hidrogén-peroxid mennyiségével. A grafikon harom fiiggetlenil elvégzett kisérlet
atlagat mutatja (+ SE; NHEK 0 J/cm? vs. NHEK 0,1 J/cm? 0,2 J/cm? *P<0,05; UVB ddzisok

(0,1- 0,2 J/cm?) vs. 3-AB kezelés “P<0,05).

6.1.6. A 3-AB védoé hatiasa normal human epidermalis keratinocitak esetében UVA
sugéarzas soran is érvényesul

Az UVA sugarzas dozisfiiggéen kivaltja az NHEK sejtek életképességenek csokkenéset,
mely 24 draval a sugérzés utan kimutathatd volt életképességi vizsgalat segitségével. A 3-AB
védoé hatdsa UVA sugarzast kovetden is megnyilvanul primer epidermalis kerationcitdkon
végzett kisérletek eredményei alapjan. A kisérletek kimutattak, hogy a 3-AB gatloszerrel
kezelt sejtek életképessége szignifikdnsan magasabb a csak UVA sugarzassal kezelt sejtekhez
képest, féleg magasabb UVA dozisok esetében (6 J/cm?). May-Griinwald-Giemsa festéssel is
hasonlo eredményeket kaptunk, mely szerint, a csak UVA sugarzassal kezelt sejtek esetében
csak magasabb UVA ddzisnal (3 Jicm?), a 3-AB gétloszerrel kezelt sejtek esetében, egyik
dozisnal sem figyelhet6 meg morfologiai valtozas (13. dbra A és B panel).

Apoptozis (hasitott PARP-1) és nekrézis (LDH-felszabadulas) markerek szignifikans
megjelenését csak a magasabb dézisti UVA sugarzés (6 J/cm?) valtotta ki, ugyanakkor a 3-AB
kezelés mind az apoptotikus mind a nekrotikus sejthalalt gatolta UVA sugarzast kovetéen az

NHEK sejtek esetében (13. abra C és D panel).
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Amplex Red fluoreszcens festék segitségével hidrogen-peroxid termelédést vizsgaltunk
az NHEK sejtekben UVA sugarzast kovetéen (13. abra E panel). A hidrogén-peroxid szint
minden altalunk alkalmazott UVA dozis esetében szignifikansan magasabb volt, a sététben
tartott kontroll sejtekhez viszonyitva, ugyanakkor a 3-AB gatloszerrel torténé kezelés nem
drasztikusan ugyan de csokkentette az UVA sugarzas hatasara termelédé hidrogén-peroxid

mennyiségét.
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13. 4bra. A 3-AB PARP gatloszer hatékonyan csdkkenti az UVA sugarzas okozta
sejthalalt és a hidrogén — peroxid termelédés mértékét

Az NHEK sejtek életképességét MTT sejtéletképességi vizsgalattal hataroztuk meg 24 6raval
a 3-AB gatloszerrel (3mM) torténd kezelés és a killonbozé dozisokkal torténd (1,5 — 6 Jicm?)
UVA sugarzast kovet6en (A). A sejtek morfoldgiai valtozasat 24 oraval a sugarzas utdn May-
Grinwald — Giemsa festéssel kdvettlik nyomon (B). Apopt6zis markerként hasitott PARP-1
enzimet (C), nekrozis markerként LDH enzim felszabadulast (D) mértiink szintén 24 6raval az
kezelés és a sugarzas utan. Az UVA sugarzas altal kivaltott hidrogén-peroxid termel6dést
Amplex Red festékkel vizsgaltuk, kdzvetlenil a sugarzas utan (E). A képek a C és B panel
esetében reprezentativak, de a kisérletet legalabb harom fiiggetlen idépontban elvégeztik. Az
A D és E paneleken szerepl6 grafikonok harom egymastol fiiggetlen idépontban elvégzett
kisérletek atlagait abrazoljak (+ SE; NHEK 0 J/cm? vs. NHEK + UVA dézisok (1,5 — 6 J/cm?)

*P<0,05; NHEK + UVA dézisok (1,5 — 6 J/cm?) vs. 3-AB kezelés “P<0,05).
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6.1.7.A 3-AB védoé hatasa valosziniileg fliggetlen a szer PARP géatlé hatasatol

Mivel a kisérleteink sordn alkalmazott két PARP gatldszer ellentétesen viselkedett az
UVB sugarzas altal kivaltott sejthalal soran, célszertinek talaltuk két masik PARP gatldszer
tesztelését a modellinkben (14. &bra).

Kimutattuk, hogy a TIQ-A (10 uM) és a DPQ (10 uM) PARP gétloszerek - a PJ-34 —
hez és a PARP-1 csendesitéeshez hasonléan - érzékenyitették az NHEK sejteket az UVB
okozta sejthalalra. Ezen eredmények alapjan elmondhatd, hogy a 3-AB UVB sugarzéassal

szembeni védé hatasa a PARP-1 enzimtdl fliggetlen folyamat eredménye.
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14. dbra. A TIQ-A és a DPQ PARP gatloszerek a PJ-34 gatloszerhez hasonloan
érzékenyitették az NHEK sejteket az UVB sugérzas altal kivaltott sejthalalra

Az NHEK sejteket a sugarzast megel6zoen elokezeltik a PARP gatloszerekkel (3-AB 3mM.
PJ-34, TIQ-A, DPQ 10 uM) 30 percen at. Az UVB sugarzas soran csak az altalunk hasznalt
legmagasabb dézist alkalmaztuk, vagyis a 0,2 J/lcm?- t. Az életképességet MTT vizsgélattal
hataroztuk meg 24 oraval a sugarzast kovetden. A grafikon harom fuggetlen Kisérlet

eredményének az atlagat abrazolja (+ SE; NHEK 0 J/cm? vs. NHEK 0,2 J/cm? *P<0,05;
NHEK vs. NHEK + PJ-34, 3-AB, TIQ-A, DPQ kezelés #P<0,05).
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6.2. A PJ-34 PARAIilaciotol fuggetlen fotogenotoxikus hatasanak jellemzése
6.2.1. Az alacsony dozisu UVA sugarzas nem csokkenti az A431 sejtek életképességet

Az A431 laphamsejtes bérkarcindma sejtvonal esetében els6 1épésként megallapitottuk
a nem letalis UVA dozist. Ennek céljabdl sejtéletképességi vizsgalatot végeztiink, ahol
kiilonbozé dozisokkal sugaraztuk a sejteket (2,5 — 10 J/cm?) és kiilonbdzé idSkben hataroztuk
meg a sejtek életképességét (16 — 24 — 48 h) (15. abra).

Az eredmények azt mutattak, hogy a valasztott dézisok koéziil csak a 2,5 J/lcm? UVA
dozis nem volt szignifikans mértékben hatassal a sejtek életképességére még 48 oraval a
besugarzast kovetéen sem. Tovabbi kisérleteinkben ezt az alacsony UVA dézist (2,5 J/cm?)
alkalmaztuk a PUVA modellben.
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15. &bra. Az alacsony dozisu UVA sugérzasnak nincsen letalis hatasa az A431 laphamsejtes
karcinéma sejtekre

A kiilsnbdzd dozisokkal (2,5 — 10 Jiem?) torténd UVA sugarzast kovetden, 16-24-48 ora
mulva MTT sejtéletképességi vizsgalattal megallapitottuk az A431 sejtek életképességének
véltozésat. A grafikonon harom kisérlet 4tlaga van feltiintetve (+ SE; A431 0 J/lcm? vs. A431
+ UVA dézisok (2,5 J/cm?- 10 J/cm? )*P<0,05).

6.2.2. A PARP-1 csendesités nem érzékenyité hatasi sem az UVA sugarzas sem a PUVA
modell alkalmazésa soran

Specifikus szekvenciaju siRNS Aaltali transzfekcid segitségével gatoltuk a PARP -1
kifejez6dését az A431 sejtekben. A csendesités sikerességét kétféle modon erdsitettilk meg,
egyrészt Western blot mddszerrel ellendriztiik a fehérje mennyiségét, masrészt ugynevezett
funkciokiesés vizsgalatot végeztiink melynek soran erés PARP-1 aktivaciot kivaltd hidrogén
—peroxid kezelést alkalmaztunk, majd a PAR polimer akkumulacitjat detektaltuk az oxidativ

stresszorral kezelt és a kontroll sejtekben.
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Mindket kisérletben pozitiv eredményt kaptunk olyan tekintetben, hogy a PARP-1 fehérje
expresszidja és a PAR polimer mennyisége is szignifikansan kisebb volt a csendesitett
sejtekben (16.4bra A és B panel).

A tovabbiakban sejtéletképessegi vizsgalatokat végeztink a korabbiakkal azonos
protokoll szerint eldallitott PARP-1 csendesitett sejtekkel. Kiilonb6zé nagysaga UVA
sugérzast (2,5 -10 Jicm?) kovetéen 16. 6randl mértiik az A431 sejtek életképességét. A
kontroll sejtek életképessége nem csokkent szignifikdnsan az UV A sugérzés hatésara, illetve a
PARP-1 csendesitésnek sem volt érzékenyitd hatdsa egyik UVA dozis esetében sem, 16
Oraval a sugarzast kovet6en vizsgalva (16.abra C panel).

Kovetkez6 1épésben a PARP-1 csendesités hatasat vizsgéltuk PUVA modellben. A
sejteket a sugarzast megel6zden elékezeltiik 8-MOP nevii fényérzékenyitd szerrel, majd az
el6z6 kisérletekben kivalasztott 2,5 J/em® UVA sugéarzassal kezeltiik Sket. Az életképesség
vizsgalat szerint, melyet szintén 16 oraval a sugarzas utan végeztink el, a PARP-1 csendesités
nem volt szignifik&ns hatassal a PUVA kezelés fototoxikus hatdsara. A PARP-1 deplécio sem
érzékenyitd hatassal nem volt a sejtekre, sem nem fokozta az életképességet (16. &bra D

panel).
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16. abra. A PARP-1 csendesitése nem befolyasolta az A431 sejtek életképességét UVA
sugarzas és PUVA kezelés soran

A PARP-1 csendesitését specifikus szekvencidju siRNS altali transzfekcioval értik el. A
modszer hatékonysagat az enzim kifejezodésének detektalasaval (A) (SICTL vs. SiPARP-1
*P<0,05) es funkciOkiesés vizsgalattal hataroztuk meg (B) (H.O, kezelés hatasa *P<0,05;
SiCTL + H,0, kezelés vs. siPARP-1 + H,0, kezelés #P<0,05). Mindkét esetben Western blot
analizist végeztink. A funkciokieses vizsgalat sorén a sejteket hidrogén peroxiddal (1 mM, 7
perc) kezeltlik, majd detektaltuk a keletkez6 PAR polimert. A PARP-1 csendesités és az UVA
sugarzas egyulttes hatasat MTT sejteletképesség méréessel hataroztuk meg, mely kisérletek
soran egyrészt UVA dozisfliggést vizsgaltunk (C), masrészt PUVA modellt (8-MOP
clékezelés) alkalmaztunk (D) (sotét kontroll vs. UVA + 8-MOP kezelés *P<0,05). Az
¢letképességet mind a két esetben 16 oraval a sugarzast kovetéen mértilk meg. A grafikonok

mind a négy panel esetében harom egymastol fliggetlen idépontban elvégzett kisérlet
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eredményének atlagat mutatjak (x SE), mig a Western blot analizisek membran-képei

reprezentativ jellegliek.

6.2.3.A PJ- 34 és a Veliparib gatloszerek dsszehasonlitasa

Annak ellenére, hogy mind a PJ-34, mind a Veliparib sejtes kisérletekben alkalmazott
dozisa ismert az irodalombol, szerettilk volna behatarolni a tovabbiakban alkalmazni kivant
koncentracidkat az altalunk hasznalt A431 sejtvonalon. Erre vonatkozolag két kisérletet
végeztink el, melynek soran hidrogén-peroxid kezelést kovetden detektaltuk egyrészt a PARP
aktivitast, masrészt a PAR polimer felhalmozddésat.

Az elsd esetben *H-NAD® beépiilésén alapuld enzimaktivitis mérést végeztiink,
melynek eredményébdl kideriilt, hogy a hidrogén-peroxid kezelés nagymértékii PARP
aktivaciot okoz, melyet a Veliparib a legalacsonyabb (1 uM) és a legmagasabb (10 puM)
alkalmazott koncentracioban is gatolt. A PJ-34 esetében csak a legmagasabb (10 puM)
koncentraciot tekinthettik hatadsosnak, mivel a legalacsonyabb (1 pM) koncentraciéban a
PARP aktivitas szignifikansan a kezeletlen kontroll értéke felett maradt a hidrogén-peroxid
kezelés utan (17. abra A panel).

Az PAR polimer elleni antitesttel végzett immunfestes is hasonld eredmeénnyel zarult,
vagyis a PJ-34 gatloszer alkalmazott koncentracioi kdzil csak a legmagasabb (10 uM) gétolta
joforman teljesen a hidrogén-peroxid kezelés hatasara keletkezé PAR polimer akkumulaciot,
ellentétben a Velibaribbal, melynek mindkét alkalmazott koncentracidja hatékonyan gétolta a
PARP aktivitast (17. bra B panel).

A tovéabbiakban az 6sszehasonlithatdsag miatt a nagyobb, vagyis a 10 uM koncentraciot

valasztottuk ki a tovabbi kisérletekhez a PJ-34 és a Veliparib esetében is
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17. &bra. A PJ-34 és a Veliparib killonbézé hatdsfokiu PARP gatloszerek

A gatlészerek hatasfokanak megallapitasa *H-NAD* beépiilésén alapulé enzimaktivitas
méréssel (A), illetve immunfluoreszcens festéssel (B) tortéent. A PARP enzim aktivalddasat,
majd az ezt kovetd PAR polimer képzddést, mind a ket esetben hidrogén-peroxid (1 mM 7
perc) kezelés valtotta ki. Az immunfestés soran a z6ld szin (Alexa-488) a PAR polimert jeldli,
mely legnagyobb mennyiségben a sejtmagban talalhato, a piros szin (TO-PRO) a sejtmagot
festi. A mikroszkopos képeken a meéretvonal 25 pum-t jelol. A kisérleteket hdrom egymastdl
flggetlen id6pontban elvégeztiik, a B panel képei reprezentativak, az A panel grafikonja a
kiilonb6z6 kisérletek eredményeinek atlagat mutatja (x SE; H,O, kezelés hatasa 6nmagaban

és PJ-34 kezeléssel kombinalva a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva *P<0,05).

6.2.4. A PJ-34 PARP gatloszer érzékenyitette az A431 sejteket az alacsony dozisu UVA
sugarzassal szemben, illetve fokozta a PUVA kezelés fototoxicitasat.

A PARP-1 siRNS altali csendesitése soran kapott eredményeket meg akartuk erésiteni
PARP gatloszerek alkalmazasaval is. Az A431 sejteket tehat elokezeltiik PJ-34 es Veliparib
(10 pM) gétlészerrel és a 2,5 Jiem? UVA sugarzast kovetd 16. drdban vizsgaltuk a sejtek
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életképessegét (18. abra A panel). Mind a PJ-34, mind a Veliparib gatloszer jelen volt a sejtek
kdrnyezetében a besugarzas ideje alatt is.

Csak a PJ-34 mutatott fényérzékenyitd hatast, tehat 16 oraval a sugarzast kovetden a
sejtek £50 %-nak a halalat okozta UVA sugarzassal egyidejiileg alkalmazva. A
fényérzékenyité képességét az is alatamasztja, hogy a sotét kontrollban, ahol a sejteken,
tobbek kozott, csak a PJ-34 kezelést alkalmaztuk UVA sugérzés nélkil, a PJ-34 kezelés nem
csokkentette a sejtek életképességét. A Veliparibnak semmilyen érzékenyitd hatasat nem
tapasztaltuk az elvégzett kisérlet soran.

Hasonléan meglepd eredményt kaptunk az PUVA kezelés utan is, ahol a PJ-34 PARP
gatloszerrel torténd kezelés fokozta a PUVA kezelés 6nmagaban is toxikus hatasat (18. abra B
panel). Mivel az itt kapott eredmények, ellentétesek a kordbban a PARP csendesités soran
bemutatottaktdl, ezért azt feltételezhetjik, hogy a PJ-34 fényérzékenyitd hatasa a PARP
gatlastol fiiggetlen mechanizmusra vezethet6 vissza. Ezt a feltételezést timasztja ala az a tény
is, hogy a hasonldan potens Veliparibnak nem volt érzékenyitd hatadsa az A431 sejtekre nézve

a nem letélis dozisu UVA sugarzéssal egyitt alkalmazva.
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18. abra. A PJ-34 PARP gatloszer fényérzékenyité hatisu UVA sugarzassal kezelt A431
sejtekben

Az A431 sejteket a sugarzast megel6zdéen elékezeltiik a PARP gatloszerekkel (10 uM PJ-34,
Veliparib) (A) illetve a fényérzékenyit6 szerrel (800 nM 8-MOP) és a PARP gatloszerekkel
(B). Az el6kezelés lejarta utan a sejtek 2,5 J/em® UVA sugarzast kaptak. A sugarzas ideje
alatt, mind a PARP gétloszerek, mind a 8-MOP jelen volt a sejtek kdrnyezetében. Az

életképesseg meghatarozasa MTT redukciés modszerrel, 16 o6raval a sugarzast kovetOen
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tortént. A grafikonok harom fliggetlen kisérlet eredményeinek az atlagat mutatjak (x SE; sotét
kontroll vs. UVA *P<0,05; (A) UVA vs. UVA + PJ-34, (B) UVA + 8-MOP vs. UVA + PJ-34
#P<0,05.)
6.2.5. A PJ-34 fényérzékenyité hatasa szferoid kultiraban is kimutathato

Megfeleld6 koriilmények kozott az A431 sejtek képesek 3D szferoid kulturaba
rendez6dni. A 2D kultdrdhoz hasonléan, az A431 sejtekbdl kialakult szferoidokat is
elBkezeltiik illetve kezeltik a PARP gétldszerekkel (10 uM PJ-34 és Veliparib) és 2,5 J/cm?
nagysagu UVA sugarzassal. 16 oOraval késébb vizsgaltuk a szferoid kultira morfoldgiajaban
bekovetkezd valtozasokat. A szferoidok atmérdjének mérésébdl szarmazd adatok azt
mutattak, hogy sem az UVA sugarzas, sem az UVA+Veliparib kezelés nem valtotta ki a
szferoidok méretének csokkenését ellentétben a PJ-34 gatloszerrel mely UVA sugarzassal
egyidejilleg alkalmazva a szferoidok méretének korulbeltl a felére valé csokkenését
eredmeényezte. A PJ-34 fényérzékenyit6 hatasa tehat, nem csak monolayer kultdraban, hanem

ugynevezett mikrotumor modellben is érvenyesult (19. abra).
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19. &bra. A PJ-34 a 3D szferoid kultaraban is fényérzékenyitd hatdssal rendelkezik

Az A431 sejtekbol kortlbelil 24 dra alatt képz6dott stabil szerkezetli szferoidokat a PARP
gatloszerekkel (10 pM PJ-34 és Veliparib) és UVA sugarzassal (2,5 J/icm?) kezeltik. 16 éra
inkubalast kovetéen a morfologiai valtozasokat mikroszkdppal detektaltuk, majd Image J
szoftver segitségevel megmértiik a szferoidok atméréjét. A mikroszkopos képeken a

méretvonal 200 pum nagysagot jelol. Az abran feltlintetett mikroszkopos képek reprezentativ
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jellegtiek, a kiértékelés soran kezelésenként legalabb 50 szferoidot mértiink meg, ezek atlagai
lathatdk az alsd grafikonon (x SE; sotét kontroll vs. UVA *P<0,05; UVA vs. UVA + PJ-34
#P<0,05.)

6.2.6. A PJ-34 fényérzékenyité hatasat az antioxidansok nem befolyasoltak

Mivel szerettllk volna tisztazni, hogy a PJ-34 gatloszer fényérzékenyité hatasanak
mechanizmusat, elsé 1épésként a ROS jelenlétét probaltuk kimutatni a PJ-34+UVA Aaltal
eléidézett sejthalal soran. A sejteket a PJ-34 és Veliparib (10 pM) géatloszerekkel
parhuzamosan el6kezeltiik illetve kezeltiik antioxidansokkal is, aszkorbinsavval (500 puM) és
troloxszal (200 puM), majd 16 oraval az UVA sugarzast kovetden mértlk a sejtek
életképessegét (20. abra A panel).

Az alacsony dézisi UVA sugérzasnak (2,5 J/icm?) illetve az UVA+Veliparibnak sem
volt semmilyen életképesség csokkenté illetve fényérzékenyité hatasa az el6z6é Kisérleteink
alapjan, ezekben a kondiciokban az antioxidansok alkalmazasa sem okozott semmilyen
szignifikans valtozast a sejtek életképessegében, sem pozitiv, sem negativ iranyban.

Meglep6 moédon azonban, az UVA + PJ-34 kezelés altal kivaltott korulbeltl 50%
mértékli sejt pusztulast egyik, viszonylag nagy doézishban alkalmazott antioxidans sem tudta
csokkenteni.

A ROS mennyisegét kdzvetlenul a kezelések és az UVA sugarzas utdn ROS érzékeny
H2DCFDA festekkel mértilk meg (20. abra B panel). Az eredmények - az irodalmi adatokkal
dsszhangban - azt mutattak, hogy UVA sugarzassal kezelt sejtekben kozvetlenil a sugarzas
utdn jelentésen megné a ROS termelddés. A Veliparib gatloszer ezt a ROS mennyiséget
szignifikdnsan nem befolyasolta. Az UVA+PJ-34 sugarzéssal kezelt sejtekben viszont a ROS
mennyisege szignifikansan, habar nem jelentds mértékben, de magasabb volt, mint a csak
UVA sugérzést kapott sejtekben.

Az alkalmazott antioxidansok, hatékonyan csokkentik a ROS mennyiségét a csak UVA
sugarzassal illetve az UVA + Veliparib sugarzassal kezelt sejtekben is. Az UVA+PJ-34
kezelésnél az antioxidansok alkalmazasa, a fentiekhez hasonléan, szignifikansan csokkentette
a ROS mennyiségét, bar a trolox esetében az alkalmazott magas koncentracid ellenére sem
sikeriilt a kezdeti, vagyis a sotét kontrollban mért ROS mennyiségét elérni. Az aszkorbinsav
esetében viszont hidba volt a ROS mennyisége korulbelil ugyanannyi, mint a sotét
kontrollban, ez azonban megsem eredmeényezett védelmet az UVA+PJ-34 indukalt sejthalal

ellen.

61



Az antioxidansok hatasara tehat az UV A sugarzas altal kivaltott ROS termelés csokkent,
mind a csak UVA sugarzassal, mind az UVA+Veliparib sugarzassal kezelt sejtekben, illetve
UVA+PJ-34 kezelés esetében szintén, de ez a ROS csokkenés az utdbbi esetben nem novelte
a talélo sejtek mennyiséget.

Ennek ellenére nem szabad teljes mertékben kizarnunk a ROS esetleges szerepét az
UVA+PJ-34 kezelés altal kivaltott sejthalal mechanizmuséban. Lehetséges ugyanis, hogy az
UVA+PJ-34 sugarzas indukalta sejthalal mégis ROS fiiggd, de nem a mennyiségét tekintve,

hanem annak lokalizaltsagaval 6sszefiiggésben, melyet a jelen kisérlettel kimutatni nem lehet.
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20. abra. A PJ-34 fototoxikus hatdsat nem befolyasoljdk a nagy koncentraciéban
alkalmazott antioxidansok

Az A431 sejteket mind a két Kisérlet soran elokezeltiik a PARP gatloszerekkel (10 uM PJ-34
és Veliparib) és az antioxidansokkal (500 uM aszkorbinsav és 200 uM trolox) egyidejt leg.
16 6raval az UVA sugarzast (2,5 Jicm?) kovetden MTT vizsgélattal hataroztuk meg a sejtek

életképességét (A) (sotét kontroll vs. UVA *R0,05; UVA vs. UVA + PJ -34 #P<0,05.) A
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ROS mérése (B) (s6tét kontroll vs. UVA *P<0,05; UVA vs. UVA + PJ-34 #P<0,05; UVA vs.
UVA + PARP gatloszerek és/vagy antioxidansok *P<0,05) H2DCFDA festék segitségével
tortént, melyet mar az eclékezelések alkalmaval a sejtekhez adtunk. A fluoreszcencia
meghatarozasa kozvetleniil a sugarzast kovetben tortént. A Kisérleteket harom egymastal
fiiggetlen idopontban megismételtikk, a grafikonok pedig ezeknek az eredményeknek az
atlagait mutatjak (+ SE).

6.2.7.Az UVA+PJ-34 kezelés egyittesen DNS karosodast okoz mely, mind egyszala,
mind kétszalu DNS térésként kimutathato

A UVA+PJ-34 kezelés hatdsara bekovetkezd sejthalal mechanizmusanak
tanulmanyozésa sordn a DNS szerkezetét ért esetleges karosodasokat a kovetkezd
kisérletekkel kivantuk kimutatni.

Alkalikus comet assay-t végeztiink, mely modszer az egyszeres DNS torés kimutatasara
alkalmas (21. abra A panel). A PARP gatloszerekkel vald elékezelés (10 uM PJ-34 és
Veliparib) és UVA sugérzas (2,5 J/cm?) utén, azonnal illetve 1 éraval végeztik el a comet
assay-t. Az UVA sugarzds 6nmagaban nem okozott egyszeres DNS torést szignifikans
mértékben, hasonléan az UVA + Veliparib kezeléshez. Az UVA+PJ-34 kezelés esetében
azonban, mar azonnal a sugarzast kovetéen tudtunk egyszeres DNS torést detektalni,
amelynek mertéke 1 dra elteltével nem csokkent. Habar a PJ-34 gatloszerrel kezelt és sotétben
tartott kontroll sejtekben is lathato a képeken némi DNS ké&rosodas ez azonban nem
szignifikans a kezeletlen kontroll sejtekhez viszonyitva.

A y-H2AX (foszforilalt-H2AX) detektalasa egy jol jellemzett modszere a DNS kett6s
torés kimutatadsanak példaul fényérzékenyitd szerek esetében [227] [228]. A fent emlitett
clokezeléseket és a sugarzast kovetéen Western blot analizist végeztink az abran jelzett
idépontokban vett mintabol (2-4-8 h) (21. abra B panel). A y- H2AX jelét ebben az esetben,
sem a sotet kontrollokban sem a csak UVA sugarzassal kezelt sejtekben, sem az UVA +
Veliparib sugérzéssal kezelt mintdkban nem detektaltuk szignifikdns mértékben egyik vizsgalt
idépontban sem (2-4-8 h). Az UVA+PJ-34 sugarzéssal kezelt sejtekben azonban, mar 2 6raval
a sugarzast kovetden y-H2AX fehérjét mutattunk ki, melynek mértéke a tovabbi ket vizsgalt
idépontban (4-8 h) is detektalhaté maradt. A két kisérlet eredménye alapjan elmondhatjuk,
hogy a PJ-34 UVA sugarzas hatasara egyszeres DNS torést indukal, kdzvetlen vagy kozvetett
(pl. ROS éltal kozvetitett) modon, mely térés - legalabbis az altalunk vizsgalt idépontokban -

nem ker(l Kijavitasra,
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21. abra. A PJ-34 UVA sugarzassal egylttesen alkalmazva egyszeres es kétszeres DNS
toréseket okoz, melyek mar rovid idével a sugdrzdst kovetéen Kimutathatok

Az A431 sejtek elbkezelései a PARP gatloszerekkel (10 UM PJ-34 és Veliparib), majd az azt
kovetd UVA sugarzas (2,5 Jlcm?), mind az egyszeres, mind a kétszeres DNS torések
kimutatdsa sordn azonos protokoll szerint zajlott. Az egyszeres DNS toréseket alkalikus
comet assay-vel mutattuk ki (A), mely soran kozvetlenil a sugarzas utan majd egy oraval a
sugarzast kovetdéen monitoroztuk a DNS torések kialakulasat. A képeket konfokalis
mikroszkdppal készitettlik. A mikroszkopos képeken a méretvonal 25 um nagyséagot jeldl. Az
Olive tail moment-et vagyis a DNS karosodas mértéket kvantifikalé értéket Comet Score
nevi szoftverrel allapitottuk meg, melyhez kezelésenként legalabb 50 sejtrél késziilt képet
vettiink alapul. A mikroszkopos képek reprezentativak, a grafikon az analizisb6l szarmazo
atlag ertékeket mutatja (+ SE; sotét kontroll vs. UVA 2®05; UVA vs. UVA + P] -34
*p<0,05.)

A kett6s szali DNS torés markereként szolgalo foszforilalt-H2AX kimutatasadhoz a sugarzast
kovetben (2-4-8 h) készitettiink mintakat, melyekb6l Western-blot analizissel detektaltuk a vy-
H2AX-t. Bels6 kontrollnak a foszforilalatlan H2AX-t tekintettik (B). A denzitometralast
Image J szoftverrel végeztik, melyhez 3 fliggetlenil elvégzett Western-blot analizis
eredmeényét hasznaltuk fel és az atlag értékeket abrazoltuk a grafikonon (+ SE; sotét kontroll

vs. UVA *P<0,05; UVA vs. UVA + PJ-34 #P<0,05).

64



6.2.8. A PJ-34 + UVA kezelés altal kivaltott sejthalal foként apoptozis jegyeit mutatja

A korabbiakban kimutattuk, hogy az UVA +PJ-34 kezelés az adott sejtpopulacio tébb
mint felének a halalat okozza, valosziniileg DNS torés eldidézése altal. Kivancsiak voltunk
azonban, hogy a sejthalal lefolyasat tekintve milyen mechanizmusrél beszélhetink.

A PARP gatloszerekkel valo el6kezelés (10 uM PJ-34 és Veliparib) és UVA sugarzas
(2,5 J/lcm?) utan 16 6raval LDH enzim felszabadulast mértiink. A kisérlet eredménye szerint,
mely jelen disszertacioban nem keril bemutatésra, csak az UVA +PJ-34 kezelés esetén volt
korilbelil 8 % LDH felszabadulas, mely alapjan nem allithatjuk, hogy a sejthalal f6leg
nekrotikus jellegli lenne.

Figyelmilnk ezért inkdbb az apoptozis felé irdnyult a tovabbiakban, melyet az UVA
+PJ-34 kezelés altal el6idézet DNS karosodas is indokoltta tett. Elsé 1épésként kaszpaz-3
enzim aktivitdst mértink a PARP gatloszerekkel torténd el6kezelés (10 uM PJ-34 és
Veliparib) és UVA sugarzés (2,5 Jicm?) utdn kiilonbdzd, az 22. &bran (B) feltintetett,
idépontokban. Szignifikdnsan magasabb kaszpaz-3 enzim aktivitast csak az UVA +PJ-34
kezelésnél tapasztaltunk majdnem az Osszes mintavételi idopontban (4-8-16 h). A sotét
kontroll sejtekben, a csak UVA sugarzassal kezelt sejtekben illetve az UVA +Veliparib
kezelés esetében egyik vizsgalt id6pontban (2-4-8-16 h) sem tapasztaltunk szignifikans
mértékii kaszpaz-3 aktivitasemelkedést. Az UVA +PJ-34 gatloszerrel kezelt sejtekben a
kaszpaz-3 aktivitas szignifikans ndvekedése elészor 4 oraval az UV A sugarzast kovetden volt
mérhetd, annak ellenére, hogy egyszeres DNS torést comet-assay segitsegével mar
kdzvetlenll az UVA sugarzas utan, kétszeres DNS torést pedig két oraval az UVA sugarzas
utdn detektaltunk a PJ-34 gatldszerrel és UVA sugérzassal kezelt mintdkban. Ezek alapjan
nem valoszinii, hogy a detektalt egyszeres és kétszeres DNS tores a kaszpaz-3 megndvekedett
aktivitasabol eredd6 DNS fragmentacio kezdeti megnyilvanulasa volna. Sokkal valoszintibb,
hogy az UVA +PJ-34 altal kozvetleniil vagy kozvetett modon eléidézett DNS karosodas
indukalja az apoptozist.

A kaszpaz-3 aktiv formajaban hasitja a PARP-1 enzimet. Ennek kimutatasa céljabol
Western blot analizist végeztink a PARP-1 89 kDa fragmentumara specifikus antitest
segitségevel, mely a kaszpéz - 3 enzim altali hasitas terméke (22. dbra A panel). Az eredmény
dsszhangban van a kaszpaz- 3 aktivitds mérése soran kapott eredményekkel: egyrészt a sotét
kontroll, a csak UVA sugarzassal kezelt sejtekben és az UVA+ Veliparib kezelés esetében

nem detektaltuk szignifikans mertékben hasitott PARP-1 enzimet, masrészt a sejtek UVA
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+PJ-34 gatldszerrel valo kezelése mar 4 odraval a sugarzast kovetéen hasitott PARP-1
fragmentum megjelenését eredményezte.

Tovéabba kimutattuk azt is, hogy az UVA +PJ-34 kezelés hatdsara DNS fragmentacio
mutathato ki legaldbb 4 6raval a sugarzas utan (22. abra C panel). Sem a sotét kontroll, sem a
csak UVA sugarzassal kezelt, sem az UVA+Veliparibbal kezelt sejtek esetében nem
detektaltunk szignifikdns mértékben DNS fragmentécidt, egyik vizsgalt iddpontban sem (4-8-
16 h). Mivel DNS fragmentaciot legkorabban 4 déraval a sugérzas utan tudtunk detektalni az
UVA +PJ-34 kezelés esetében, ezeért feltételezhetjiik, hogy ez DNS fragmentacio a kaszpaz -
3 enzim altal kozvetitett apoptotikus DNS fragmentéacionak felel meg. Nem zarhato Ki
azonban sem, hogy a detektalt DNS fragmentécidé az UVA +PJ-34 kezelés altal indukalt és

perzisztadld DNS torések eredménye.
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22. abra. Az UVA +PJ-34 kezelés altal kivaltott sejthalal apoptozis formajaban zajlik

A hasitott PARP-1 fragmentumot Western blot mddszerrel detektéltuk, 4-8-16 o6raval az
el8kezeléseket (10 pM PJ-34 és Veliparib) és a sugarzast (2,5 Jicm?) kovetden. Belsd
kontrollként B-aktint hasznaltunk. A denzitometralast Image J szoftverrel végeztik, melyhez
harom fuggetlentl elvégzett Western-blot analizis eredmeényét hasznaltuk fel (A) (sotét
kontroll vs. UVA *P<0,05; UVA vs. UVA + PJ-34 #P<0,05).

Az A431 sejteket elokezeltiik a PARP gatloszerekkel (10 uM PJ-34 és Veliparib) majd az azt
kovetd UVA sugarzas (2,5 J/em?) utdn 2-4-8-16 6raval mértiik a kaszpaz-3 enzim aktivitasat
((B) sotet kontroll vs. UVA *P<0,05; UVA vs. UVA + PJ-34 #P<0,05). A grafikonok az A és
B panel esetében a kiilonboz6 kisérletek eredményeinek atlagat mutatjak (£ SE).

Az A431 sejtekbdl PARP gatloszerekkel torténd el6kezelés és UVA sugarzast kovetden a 4-8-
16 oréban mértiik a DNS fragmentacié mertékét. A DNS futésat etidium-bromiddal t6rténd
festéssel tettik lathatova, melyet lefotoztuk, majd a denzitometralast Image J szoftverrel
végeztik, melyhez harom fiiggetlenil elvégzett DNS fragmentéacios assay eredményét
hasznéltuk fel és azok atlagait dbrazoltuk (C)(x SE; sotét kontroll vs. UVA *P<0,05; UVA vs.
UVA + PJ-34 "P<0,05).

6.2.9. A PJ-34+UVA kezelés altal kivaltott sejthalal mértéke kiilonbozé specifitasa
kaszpaz-gatloszerekkel csokkentheto

Miutan az effektor kaszpaz -3 enzim aktivitasanak novekedését kimutattuk az UVA+PJ-
34 kezelés hatasara bekovetkezd sejthalal folyamatban figyelmiink az iniciator kaszpaz
enzimek felé irdnyult.

A kaszpaz-3 enzimaktivitas meéréshez hasonloan elvégzett kisérlet eredménye szerint
megndvekedett kaszpaz-8 enzim aktivitds 4 oOrdval az el6kezeléseket (10 uM PJ-34 és
Veliparib) és az UVA sugarzast (2,5 J/cm?) kovetden volt elészor szignifikans mértékii a PJ-
34 +UVA sugarzassal kezelt sejtekben, mig a sotét kontroll, a csak UVA sugarzassal kezelt
sejtekben és az UVA+Veliparib kezelés esetében nem tapasztaltunk ilyen iranya valtozést
(23. abra A panel). Mivel a kaszpaz-8 az iniciator enzime az extrinsic vagyis a sejtfelszini
sejthalal receptorokbdl kiindulé apoptdzis Gtvonalnak ezért, aktivitasanak emelkedése utalhat
arra, hogy ilyen uUtvonalon is zajlik sejthaldl az UVA+PJ-34 kezelt sejtekben. A PJ-34
gatldszer tehat, egyrészt DNS torést indukdl UVA sugarzéssal egyidejiileg alkalmazva,
masrészt, mivel jelen van az UVA sugarzas ideje alatt a sejteket koriilvevé PBS-ben is, ezért

lehetséges, hogy az UVA sugarzas altali esetleges szerkezeti modosulas kovetkeztében
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sejtfelszini sejthalél receptorokat képes aktivalni mely altal elindul az extrinsic apoptozis
utvonal.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a kiilonbozé specifitdst kaszpdz gatloszerek
mennyiben valtoztatjdk meg az A431 sejtek életképessegét PJ-34+UVA kezelés soran (23.
abra B panel). Az UVA+PJ-34 kezelés okozta citotoxicitas az eddigi kisérletekhez hasonléan
magas volt, ehhez képest a kaszpaz inhibitorok szignifikansan csokkentették a kezelés altal
kivaltott sejthaldl mértékét. Mind a pan kaszpéz inhibitor z-vad-fmk, mind a kaszpaz-3
inhibitor z-DEVD-fmk, valamint a kaszpaz-8 inhibitor z-IETD-fmk is szignifikdnsan
csokkentette az UVA+PJ-34 kezelés altal kivaltott citotoxicitast. A kiserlet egyreszt igazolta,
hogy a PJ-34+UVA sugarzas altal eldidézett sejthalal foleg apoptotikus jellegii, masrészt,
sejtfelszini sejthalal receptorok aktivalddasa is szerepet jatszhat benne. Mivel az inhibitorok
nem nyujtottak 100%-0s védelmet az UVA+PJ-34 indukalta citotoxicitas ellen, és a
nekrotikus sejthalalra jellemz6 marker (LDH felszabadulas) nem volt jelentés mértékben
kimutathato ezekben a sejtekben a sugarzast kovetd 16. oraban, ezért valoszinisithetd, hogy
kaszpéz —flggetlen és egyéb nem apoptotikus Utvonalak is szerepet jatszhatnak a sejthaldl

végbemenetelében, melyeket ebben a kisérlet sorozatban nem vizsgaltunk.
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23. bra. A kulonbézd specifitisu kaszpaz-gatloszerek csokkentik a PJ-34 + UVA sugérzas
altal kivaltott sejthalal mértékeét

A kaszpaz-8 enzim aktivitasanak valtozasat specifikus szubsztrat segitségével hataroztuk meg
2-4-8-16 Oraval a PARP gatloszerekkel (10 uM PJ-34 és Veliparib) torténd el6kezelés majd
az azt kovetd UVA sugarzas (2,5 J/em®?) utén (A) (s6tét kontroll vs. UVA *P<0,05; UVA vs.
UVA + PJ-34 #P<0,05). A kaszpaz gatlészerek hatasat az UVA+PJ-34 kezelés altal kivaltott
sejthaldl sordn MTT életképesseg méressel vizsgaltuk. Az el6kezelés (10 uM PJ-34) és az
UVA sugarzas (2,5 Jlcm?) ugyandgy zajlott, mint az ,,A” panelen szerepld kisérletben. A
sugarzas végeztével azonban, a PBS eltavolitasa utan a friss tapfolyadékkal egyutt a sejtekhez
adtuk az altalunk alkalmazni kivant kaszpaz inhibitorokat, melyek kozil a z-vad-fmk (50 uM)
altalanos kaszpéz gatlo, a z-DEVD-fmk (50 uM) kaszpaz -3 gétldszer, a z-IETD-fmk (50 uM)
pedig a kaszpaz-8 enzimre specifikus gatloszer. Az életképességet 16 draval a sugarzast
kovetden mértiikk meg, és az ebbdl szamolt citotoxicitasként abrazoltuk (B) (sotét kontrol vs.
UVA *R0,05; UVA + PJ-34 vs. UVA + PJ-34 + kaszpaz-inhbitorok #P<0,05). A

kisérleteket harom egymastdl fliggetlen idépontban megismételtiik, és az abrakon ezeknek az
eredményeknek az atlaga lathato (+ SE).
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6.2.10. A PJ-34 és a Veliparib UVA expoziciot kovetéen is megorzik PARP gatlo
tulajdonsagukat

Az alapjan, hogy a specifikus PARP-1 csendesités és a Veliparib neviit PARP gatloszer
nem érzékenyitette a sejteket az amdgy nem letalis dézisu UVA sugarzasra, de a PJ-34 igen,
azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy ez a fényérzékenyité hatas fiiggetlen a PJ-34 PARP
gatlasatol. Ahhoz, hogy felderitsik a PJ-34 fényérzékenyitd mechanizmusat, meg kellett
bizonyosodnunk arrol, hogy a gatloszerek, kilondsen a PJ-34, megdrzik — e hatékonysagukat
PARP gatlas szempontjabol az UVA sugéarzas ideje alatt is.

A PARP enzim aktivalasanak legbiztosabb moddja a hidrogén-peroxid kezelés altal
kivaltott oxidativ stressz. llyen forman PAR polimer akkumuléciét valtottunk ki A431
sejtekben, melyeket vagy soOtétben tartottunk, vagy parhuzamosan a hidrogén-peroxiddal
UVA sugarzassal (2,5 J/lcm?) kezeltink. Mind a két esetben volt olyan kombinacié, ahol
clékezeltiik a sejteket a PARP gatloszerekkel (10 uM PJ-34 és Veliparib) a sugarzés és/vagy a
hidrogén-peroxid kezelést megel6zden (24. abra).

A Western blot analizis eredményébdl a kdvetkezd kovetkeztetéseket vonhattuk le: (i) a
kisérleteinkben alkalmazott alacsony dézisi UVA sugarzas nem okoz PARP aktivaciot, ennél
fogva DNS torést sem; (ii) a PARP gatloszerek hatékonyan csokkentették a hidrogen-peroxid
altal kivaltott PAR polimer felhalmozddast a sotét kontrollban és az UVA sugarzassal kezelt

sejtekben egyarant.
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24. abra. A PJ-34 PARP gatld képességét nem vesziti el az UVA sugarzas hatasara

Hidrogén — peroxid (1 mM 7 perc) kezelés altal PARP aktivaciot idéztiink elé6 A431sejtekben,
mely PAR polimer felhalmozddésaval jart, mind a sotét kontroll, mind az UVA sugarzassal
kezelt sejtekben (A). Annak céljabdl, hogy megallapitsuk az altalunk alkalmazott PARP
gatlészerek hatasfokéat az UV sugérzas (2,5 Jicm?) ideje alatt, a hidrogén —peroxid kezelés
elott elokezeltik a sejteket a PJ-34 és a Veliparib (10 puM) megfelelé koncentracioju
oldataval. A hidrogén-peroxid kezelés végeztével illetve az UVA sugarzas befejezése utan,
mely mind a két esetben 7 perc id6tartamot jelentett, elkészitettiik a Western-blot mintakat. A
PAR polimert arra specifikus antitesttel mutattuk ki. Bels6é kontrollként (3 -aktint hasznaltunk.
A denzitometralast Image J szoftverrel végeztik, melyhez harom fiiggetlenil elvégzett
Western blot analizis eredményét hasznaltuk fel és az atlag értékeket abrazoltuk (+ SE; H,0,
kezelés hatasa *P<0,05; PARP gatloszerek hatasa a H,O, kezelés altal kivaltott PAR

akkumuléciora #P<0,05).

6.2.11. PJ-34 szerkezete megvaltozik az UVA sugarzas kovetkeztében

A PJ-34 gatloszer fényérzékenyitd tulajdonsdgat tovabb kutatva, azt az eredményt
kaptuk, hogy a fototoxikus hatas csakis abban az esetben nyilvadnul meg, ha a PJ-34 és az
UVA sugarzas egyidejiileg jelen vannak a sejtek kornyezetében. Ez a tény azaltal nyert
bizonyitast, hogy a két gatldszert (10 uM PJ-34 és Veliparib) egyreszt, a kordbban leirt
elokezelés formdjaban, illetve elézetesen megsugarzott oldatként is a sejtekhez adtuk, majd
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megmértik a sejtek életképessegét 16 oOraval a sugarzas, illetve a kordbban besugéarzott
vegyuletek hozzaadasa utan. Korabbi eredményeinkkel 6sszhangban a Veliparibnak nem volt
semmilyen érzékenyitd hatdsa, sem elézdéleg besugarzott formaban sem UVA sugarzassal
egyutt alkalmazva, ellentétben a PJ-34 gatloszerrel, mely UVA sugarzassal egyidében
alkalmazva citotoxikus hatasu, ugyanakkor a besugarzott PJ-34 semmilyen toxikus hatassal
nem rendelkezett az A431 sejtek esetében (25. &bra A panel).

NMR spektroszkopia segitségével megvizsgaltuk a PJ-34 szerkezetét az UVA
besugarzas elott, és azt kovetden (25. dbra B és C panel). A madszer segitsegével kimutathatd
volt, hogy az &ltalunk alkalmazott alacsony dézisi UVA sugarzés (2,5 J/icm?) a PJ-34
molekulak 20-30% -ban szerkezeti valtozast indukalt. A szerkezeti modosulas az aromas (7-9
ppm) és a fenolos-OH (11-11,5 ppm) régidban azonosithato és konjugalt pi-elektron rendszer

kialakulasaban nyilvanul meg.

72



A B

T
3

o e

.?n ? - UvAa sugarzas elott

@ 5

o= HPJ34

&= ‘

28 uVEL ‘ l i

@ § | 1
w i

NS | S—

| U ) S——— N N | W L N—

UVA sugarzas utan

/ .z] h W |/

L] —

|/
¥
— A W YN

s S =
l . S I--C": | S T_,c-«._ I 7 Ny, =
= N :
| I i — | T — Nl
2 F ™y = 3 SN L o CHy wo” CH  CHy

25. abra. A PJ-34 gatloszer és az UV sugarzas kapcsolata

Az A panelen lathato ¢€letképesség mérés elott 16 oraval a sejteket vagy eldkezeltilk a PARP
gatloszerekkel majd UVA —val sugaraztuk Oket, vagy olyan PARP gatloszereket adtunk
hozzajuk, amelyeket el6z6leg PBS-ben higitva sejtmentes kdzegben mar UVA sugérzassal
kezeltiink, ez esetben tovabbi sugarzas nem tortént. A kisérletet harom egymastol fuggetlen
idépontban elvégeztiik, és ezeknek az eredményeknek az atlaga lathato a grafikonon (+ SE;
s6tét kontrol vs. UVA *P<0,05). A PJ-34 gatlészer UV spektruma az 2,5 J/cm? nagysagu
UVA sugarzas el6tt és utén is felvételre kerlt (B). A PJ-34 szerkezetének UVA sugarzas

hatasara bekovetkez6 valtozasa a (C) panelen lathato.
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7. MEGBESZELES

7.1. A 3-aminobenzamid PARilaciotol fiiggetlen védo hatasa az UVB és az UVA
sugérzas altal kivaltott sejthalal soran

A PARP-1 enzim szerepe mar sokféle DNS hibajavitdé mechanizmus esetében ismerté
valt. Az UV sugarzas okozta DNS 1¢éziok kijavitadsa soran miikodé f6 mechanizmus a NER. A
PARP-1 enzimnek ebben valo szerepét Sha és mtsai. mutattak ki toébbek kdzott [166]. Az
altaluk alkalmazott modellben UVC sugarzast alkalmaztak a DNS kérosodas indukcidjahoz.
Az UVC és az UVB okozta DNS kéarosodasok nagymertékben hasonlitanak egymashoz,
ugyanakkor bioldgiailag relevansabb az UVB sugarzas hatasait vizsgalni bor sejteken, mivel
idealis esetben az UVC sugarzast az 6zonréteg hatékonyan kisziiri.

Az els6 részben felvazolt kisérletsorozat célja tehat, annak megallapitasa volt, hogy a
PARP-1 enzimnek van -e valamilyen szerepe az UVB sugarzas &ltal kivaltott sejthalalban,
amelynek el6zménye nagyrészt az UVB sugarzas altal eldidézett DNS léziok létrejotte.
Human keratinocita sejtvonalban (HaCaT) siRNS segitségével sikeresen csendesitettik a
PARP-1 enzimet (8. dbra). A novekvd nagysagli UVB sugarzassal torténd kezelés utan, azt az
eredményt kaptuk, hogy a HaCaT sejtek 0,6 J/cm? nagysagu UVB sugarzas esetén pusztulnak
szignifikansan (8. abra). Ugyanezt a dozisu UVB sugarzast alkalmazva kimutattuk, hogy az
ebben a tartomanyban fellépd sejthaldl meértékét a PARP-1 siRNS altali csendesitése
szignifikansan fokozta (8. &bra). Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a HaCaT sejtek UVB
sugarzasra valo érzékenységét a PARP-1 hianya fokozza.

Tovabbi kiserleteinket human primer epidermalis keratinocitakon végeztik novelve a
kutatas biologiai relevancigjat. Els6é 1épésben ebben az esetben is megallapitottuk az UVB
doézis tartomanyt amelyben dolgozhattunk a tovabbiakban. Eredményeink szerint, az NHEK
sejtek életképessége méar 0,1 Jem? UVB dozis esetében szignifikansan csokken (9. &bra).
Mivel a primer sejteket altalaban nehézkes siRNS segitségével csendesiteni, ebben az esetben
a PARP enzim farmakoldgia gatlasaval probaltuk vizsgélni a PARP-1 enzim szerepét. A
gatlashoz kétféle PARP gétldszert hasznaltunk, melyeknek hatdsmechanizmusa azonos,
vagyis NAD® -hoz hasonlé szerkezetiik révén képesek a PARP enzimek Katalitikus
alegységéhez bekotddni és gatolni azt. A 3-AB egy régebbi tipusu PARP gatloszer melynek
specifitasa és hatékonysaga messze elmarad a PJ-34 mogott, melyet szintén alkalmaztunk a
kisérleteink soran. A gatloszerekkel végzett kisérletek eredmenye szerint, a PJ-34 a PARP-1

csendesitéshez hasonldan érzékenyitette az NHEK sejteket az UVB sugéarzésra, mind rovid
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tavu, mind hosszutava eéletképességi illetve proliferacios vizsgalat esetében (9. abra).
Ugyanakkor a 3-AB PARP gatloszer nagyon jé hatasfokkal védte az NHEK sejteket az UVB
altal kivaltott sejthalal ellen, valamint a 3-AB kezelés megel6zte az alacsony dozisu UVB
sugérzas (0,0125-0,05 Jicm?) proliferaciot gatlé hatasat is, vagyis képes volt hossz(tav(
védelmet kifejteni (9. abra). Mivel a PARP-1 csendesités és a specifikus gatldszer hasonlo
eredmeényt adott kisérleteink sorén, vagyis éerzékenyitették a sejteket az UVB sugarzas
amugyis toxikus hatéséra, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 3-AB véd6 hatasa egy, a
PARP gatl6 hatasatol fuggetlen folyamat eredménye. Ezt a feltételezést tdmasztja ala tovabba
az is, hogy két maésik a PJ-34-hez hasonl6 hatasfoka gatloszer (TIQ-A, DPQ) szintén
érzékenyitette az NHEK sejteket, a PARP-1 csendesitéshez hasonléan, az UVB sugarzas
citotoxikus hatasara (14. abra).

Az NHEK sejtek UVB sugarzast koveté morfologiai vizsgalatabdl és a PARP-1 hasitott
formajanak immuncitokémiai reakcioval torténd, detektalasabol kidertl, hogy a PJ-34 altali
PARP gatlas felgyorsitia az UVB sugarzds Aaltal 6nmagéban is el6idézett apoptdzis
megjelenését. A 3-AB kezelés esetén azonban nem lathatunk sem apoptotikus morfoldgiét,
illetve nem detektalhato a PARP-1 enzim kaszpaz -3 Altali hasitasanak eredménye.
Elmondhatd tehat, hogy a 3-AB gatolja az UVB sugarzas (0,05 — 0,2 J/cm?) altal kivaltott
apoptozist NHEK sejtek esetében.

Hasonl6 eredményt kaptunk az LDH felszabadulas vizsgalata soran, mely egy jellemzé
nekrotikus marker: a 3-AB el6kezelés szignifikansan csokkentette az UVB sugarzas éaltal
kivaltott LDH felszabadulds mértékét. A PJ-34 gatldészernek nem volt befolyasa a nekrotikus
sejthalélt jellemz6 marker valtozésara (10. abra).

Az UVB sugarzas hatasara fellépé mitokondrialis diszfunkciot jelz6 mitokondrialis
membran depolarizaciét a PJ-34 altali PARP gatlds nem befolyasolta, ugyanakkor a 3-AB
szignifikdnsan akadalyozta ennek a jelenségnek a létrejottét, tovabb erdsitve azt a
feltételezést, hogy védi az NHEK sejteket az UVB altal kivaltott sejthalal ellen (11. &bra).

A nagyfokd ROS képzbédést elsdsorban az UVA sugarzasnak tulajdonitja az irodalom
jelentds része [229]. Az UVB sugarzas soran fellép6 sejthalal esetében azonban, az oxidativ
stresszt, mint masodlagos mechanizmust, a DNS karosodasok kialakuldsa mellett mégis
gyakran emlitik manapsdg [230]. Kiserleteink is ezt igazoltdk mivel az UVB sugarzast
kovetéen, nem nagymértékben ugyan, de szignifikansan fokozodott a hidrogén-peroxid
termel6dése az NHEK sejtekben az UVB dézisok ndvekedesével ardnyosan (12. abra). A 3-
AB elékezelés esetében ez a hidrogén-peroxid produkcié szignifikdnsan alacsonyabb volt,
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mint a csak UVB sugarzassal kezelt sejtekben. Az irodalom szerint a 3-AB rendelkezik
gyokfogo képességgel [231], és bar nekiink ezt nem siker(lt igazolni, mégis azt feltételezziik,
hogy ez all a hattérben. A PJ-34 gatlészer nem befolyasolta a hidrogén -peroxid termel6dés
mértekét az UVB sugarzas soran.

Az NHEK sejteken végzett kisérleteink szerint a — 3-AB nem - csak az UVB sugarzas
altal Kkivaltott sejthalal ellen nyujtott védelmet, hanem az UVA sugarzas soran fellépd
sejtéletképesség csokkenés esetén is. A 3-AB kezelés minden szempontbdl szignifikans
védelmet nyujtott ebben az esetben is, vagyis, ndvelte az életkepességet, gatolta az apoptozist
a nekrodzist és a csokkentette a hidrogén- peroxid termelddést az UV A sugarzas soran. A 3-AB
kezelés altal nyajtott vedelem nem volt olyan nagyfoku, mint az UVB sugarzés esetében, de
még igy is szignifikdns mértékben kifejez0dott (13. abra).

Melanoma és fibroblaszt sejtvonalakon mar kimutattak korabban, hogy a 3-AB a sejtek
adhezios tulajdonsdgainak megvaltoztatasaval képes védeni a sejteket az apoptotikus
sejthaléllal szemben UVB sugarzast kovetéen. A jelenséget a szerzok ugyanakkor a 3-AB
PARP gatld hatasanak tulajdonitottak, miszerint a NAD" és az ATP raktarak védelme
hozzajarul a sejthaldllal szembeni kizdelemhez, igy a stabil citoszkeleton struktira
fenntartasahoz [232].

Az dltalunk elvégzett kisérletek szerint, a PARP-1 enzim specifikus csendesitése és a
PJ-34, DPQ és TIQ-A Aaltali farmakoldogiai PARP gétlas érzékenyitette a HaCaT illetve az
NHEK sejteket az UVB sugarzas altal kivaltott sejthalalra. Az érzékenyités hatterében
valoszintileg a PARP gatlas kdvetkeztében nem elégséges hatasfoku DNS hibajavito rendszer
all.

A 3-AB gétldszernek azonban mindezekkel ellentétes hatasat mutattuk ki, mely szerint
véd, mind az UVB, mind az UVA indukélta apoptozis és nekrozis ellen is. Kdzvetett
bizonyitékaink szerint tehat ez a hatds nem a PARP gatlo hatdsanak a kovetkezménye,
ugyanakkor valésziniileg kozrejatszik benne valamilyen gyokfogd mechanizmus és jelen
értekezésben nem prezentalt tény, mely szerint képes elnyelni az UVB és kisebb mértékben az
UVA sugarzas egy részét, ezaltal fizikai fényvédoként is funkcional.

A 3-AB véd6é mechanizmusanak minden részletét nem sikerllt felgdngydliteni teljes
mértekben a kisérletsorozat alatt, ugyanakkor kétségtelenil Ujabb informacioval bovitettiik az

réla szo6l6 irodalmi adatokat.
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7.2. A PJ-34 PARAIilaciotol fuggetlen fotogenotoxikus hatasanak jellemzése

Habér a PDT és a PUVA mechanizmusa, mely szerint egy fényérzékenyit6 és az annak
megfeleld hullamhosszusagu fény talalkozasanak eredménye citotoxikus hatasu lehet az adott
sejtre vagy szOvetre nézve hasonld, azonban az aktivalt sejthalal dtvonalak eltérnek
egymastol. Amig a PDT soran a DNS karosodasa, a fokozott ROS termelédés kovetkeztében
esetlegesen fellép6, masodlagos hatas, addig a PUVA f6 sejthalalt kivaltd elsédleges oka a
kialakult DNS 1éziok [233]. Ezek kozé tartoznak a DNS és az aktivalt fényérzékenyit6 kozott
1étrejott keresztkotések, a fényérzékenyitd esetleges interkalacioja a DNS kettOs szalaba, az
egyszeres vagy kétszeres DNS torések valamint altaldban az UV sugarzas altal amugyis
eléidézett modosulasok [234]. Méasodlagos sejtkarosito mechanizmusként ebben az esetben is
hozzajarul a fototoxicitishoz a ROS képzoédése, ugyanakkor a letalitishoz nem
elengedhetetleniill sziikséges a molekularis oxigen jelenléte [235]. Habar mar tobb
munkacsoport is kimutatta, hogy a PARP-1 szerepet jatszik az UVC sugarzas altal kivaltott
DNS kéarosodasok kijavitasaban, a NER hibajavitd rendszeren keresztil, a PUVA Aaltal
kivaltott sejthalalban ezidaig még nem tanulmanyoztak a szerepet.

Az altalunk vélasztott PUVA modellben a pszoralén tipust vegyulet a 8-MOP volt,
melyet hosszu hullamhosszisagi UVA sugarzassal kombinaltunk.

Eredeti elképzelésunk szerint a PARP géatlasa fokozta volna a PUVA kezelés
citotxicitasat a DNS hibajavitas gatlasa altal. Az alaphipotézisunk mar a kiseérleti Kivitelezés
korai szakaszaban megd6lt, ugyanis a PARP-1 siRNS altali csendesitése nem érzékenyitette
az A431 sejteket az UVA sugarzasra (2,5-10 Jicm?) illetve a PARP-1 enzim hianya nem
fokozta a PUVA kezelés altal kivaltott sejthaldl mértékét (16. abra). Ezekbdl az
eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy ebben az esetben a PARilacié nem esszencialis
része a folyamatnak. Az eredményeket meg akartuk erdsiteni a PARP enzim farmakoldgiai
gatlasaval is, mely kisérletek sordn a PJ-34 mellett a Veliparib nevii PARP gatloszert
alkalmaztuk. Az eredmény olyan szempontbd6l nem okozott meglepetést, hogy a Veliparib, a
PARP-1 csendesitéshez hasonloan, nem volt semmilyen befolyassal a PUVA kezelés altal
kivaltott sejthaldl mértékére. Ugyanakkor a PJ-34 PARP gétloszerrel végzett Kisérletek
eredménye szerint a szer nem csak, hogy a 8-MOP fototoxicitasat ndvelte, de alacsony dozisu
(2,5 Jlcm?) UVA sugérzassal kombinalva 6Snmagéban is toxikus hatast volt, melynek mértéke
vetekedett a pszoralén vegyulet citotoxicitasaval (18. abra). Fontos volt a kiséerletek helyes
kiértekelése szempontjabdl az a tény, hogy habar a Veliparib mar alacsonyabb
koncentracidban is hatasosnak bizonyult a PARP enzim géatldsa soran, szemben a PJ-34
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gatloszerrel, de ebben a Kisérletsorozatban mégis azonos koncentracioban alkalmaztuk ket
(10 uM) (17. &bra).

Tovébbi fontos adalék a tanulményozott jelenség mechanizmusanak megértéséhez,
hogy sem a PJ-34, sem a Veliparib nem vesziti el PARP gatlo képességét az UVA sugarzas
ideje alatt. A hidrogén-peroxid kezelés hatdsara bekovetkezé nagyfoku PAR polimer
felnalmozodast a két gatlészer, mind az UVA sugarzads jelenlétében, mind anélkdl
szignifikans és azonos mértékben gatolta (24. abra).

Kimutattuk tovabba, hogy a PJ-34 nem csak monolayer sejtkultdrdban citotoxikus
hatdsi UVA sugarzassal kombinalva, hanem dgynevezett szferoid kultiraban is szignifikans
sejtpusztulést okoz (19. dbra). A szferoid modell egy olyan 3D sejtkultira, melyet gyakran
alkalmaznak tobbek kozott fényérzékenyitok hatdsanak tanulmanyozaséara. A szferoid egy
avaszkularis mikrotumornak feleltetheté meg, mellyel példaul fényérzékenyiték olyan
jellemzdit lehet vizsgalni, mint a sejt altali felvétellik, a penetracid hatékonysaga tobb
sejtrétegen keresztil, vagy a folyamat oxigénfiiggése a sejtpusztulas lokalizacidja alapjan (a
peiférias teruletek vagy mélyebb rétegek is érintve vannak-e)[236]. Annak érdekében, hogy
megvilagitsuk, hogy a PJ-34 fényérzékenyité hatasa fotodinamias jellegii-e, megvizsgaltuk a
ROS szerepét az altala kivaltott sejthalal soran.

Az UVA sugarzas hatasara megnovekedett gyoktermelddés volt detektalhato az A431
sejtekben. Ezt az allapotot a Veliparib nem befolyasolta, a PJ-34 gatldszer viszont
szignifikansan fokozta. Az alkalmazott antioxidansok, mint az aszkorbinsav és a trolox, mind
a harom esetben kifejtették gyokfogo hatasukat, vagyis a ROS mennyiségét a sotét kontrollok
szintjére redukaltdk. Ennek ellenére, ezek a hatékonyan miik6dd antioxiddnsok nem
befolyasoltdk az UVA+PJ-34 kezelés hatasara bekovetkezo életképesség csokkenés mértékét
(20. abra). A Kkisérlet eredménye alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az UVA+PJ-34 éltal
kivaltott sejthalal nem ROS-fiiggé folyamat. Ezt azonban teljes bizonyossaggal nem
allithatjuk e kisérlet alapjan, hiszen léteznek olyan publikéaciok, amelyek szerint egyes ROS
fiigg6 PDT szerek fototoxikus hatasan nem véltoztat az antioxiddnsok hozzaadasa a
rendszerhez [237].

Tovabbiakban kimutattuk, hogy a PJ-34, egyrészt mar kdzvetlenul az UVA sugarzast
kovetden okoz egyszali DNS torést, masrészt ez a torés 1 oOraval a sugarzast kovetden is
szignifikansan jelen van, mig a csak UVA sugarzas és az UVA + Veliparib kezelés estében
egyéltalan nem detektalhatd. Az egyszeres DNS torést kovetben Western blot analizis
segitségével foszforilalt H2AX fehérjét mutattunk ki a PJ-34+UVA sugarzassal kezelt
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mintakban. Az UVA kezelés 6nmagaban és a Veliparib + UVA sugarzas nem okozta a H2AX
fehérje szignifikdns mertékii foszforilaciojat (21. abra). Tobb olyan publikdcié létezik
melyben a H2AX fehérje foszforilacigjat, mint a DNS kettds torés markerét alkalmazzak
annak megallapitasara, hogy példaul egy adott fényérzékenyit6 szer mas-mas koncentracioban
mennyire toxikus kiilonb6z6é hullamhossz fény hatasara [227]. Mas kutatasok viszont arra
taldltak bizonyitékot, hogy a H2AX foszforilalt forméban val6 jelenléte indirekt mddon
Iétrejott dupla szald DNS torést jelol, mely ugy alakul ki, hogy a replikacios villa a kiilonboz6
DNS kéarosodasok (DNS-keresztkdtések, egyszeres DNS toresek, fotoléziok) helyen
osszeomlik [238] [239]. A két kisérlet eredménye alapjan annyi bizonyos, hogy a DNS
szerkezetét ért karosodas, mely altalunk eldszor egyszeres DNS torésként lett azonositva, nem
javitodik ki az id6 elérehaladtaval, mivel foszforilalt H2ZAX még a sugarzast kdvetd 8. éraban
is kimutathatd. Az, hogy ez a jelenség a karosodas sulyossagabol addodik-e, vagy hozzajarul
esetleg a PJ-34 aktiv PARP géatlo hatasa is, nem jelenthetjlk ki teljes bizonyossaggal.

A PUVA és féleg a PDT az irodalom szerint a sejthalal formak szinte minden tipusat
képesek aktivalni, akar tobb folyamatot is elindithatnak egy idében ezzel fokozva sajat
citoxicitasukat [240]. Az UVA+PJ-34 kezelés hatasara alacsony LDH felszabadulast mértiink,
tehat a nekrozist, mint f6 sejthalal format koran elvetettiik. Az apoptdzis markerek vizsgalata
azonban pozitiv eredménnyel zarult. A csak UVA sugarzas vagy az UVA+ Veliparib kezelés
egyik, alébb részletezett, apoptotikus marker szignifikans emelkedését sem valtotta ki, ahogy
korabban életképesseg csokkeneést és DNS karosodast sem indukaltak.

Az UVA+PJ-34 kezelés hatasara megndtt a kaszpdz -3 enzim aktivitdsa, ebbdl
kovetkez6en sikeriilt hasitott PARP-1 enzimet detektalni, mely szintén egy gyakorlatban
alkalmazott apoptotikus marker. Tovabba csak a PJ-34+UVA sugarzassal kezelt mintakban
tudtunk DNS fragmentalodast kimutatni, melynek eréssége és korai megnyilvanulasa (4 h)
arra utalhat, hogy a kaszpaz -3 enzim aktivitasabol ered6 fragmentalodas mellett, a korabbi
DNS kérosodas sulyosbodasa is hozzajarulhat annak erdteljes megnyilvanulasahoz (22. abra).
Az iniciator kaszpéazok kozil a kaszpaz-8 enzim aktivitisa nétt meg szignifikans mértékben és
idofiiggden a PJ-34+ UVA sugarzassal kezelt mintdkban, mely arra utal, hogy az apoptdzison
belll a sejthalél-receptrorokbol kiinduld Gtvonal is része lehet a fotoxicitasnak. Az UVA
sugarzas onmagaban és az UVA+Veliparib kezelés nem volt hatassal a kaszpaz-8 enzim
aktivitasara. A kaszpazgatldszerek alkalmazasa, melyek vagy altalanos gatloszerek, vagy a
kaszpaz- 3 - vagy a -8 enzimre voltak specifikusak, szignifikansan, de nem teljes mértékben
csokkentették a PJ-34 +UVA sugarzas altal eldidézett sejthalal mértékét. Ez az eredmény arra
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is utalhat, hogy mas, altalunk nem vizsgalt sejthalal atvonal vagy utvonalak is
bekapcsolddhatnak a kezelés hatdsara (23. abra).

NMR spektroszkopia segitségével kimutattuk, hogy az UVA sugarzds moddosulast
indukal a PJ-34 szerkezetében, melynek nagy valdszinliséggel szerepe van a felsorolt
fototoxikus hatasok létrejotteben (24. abra). Habar arra vonatkozoan nincsenek informacioink,
hogy a PJ-34 PARP gatldszer pontosan hogyan valt ki DNS torést UVA sugarzassal egyutt
alkalmazva, annyi bizonyos, hogy maga a jelenség PARP enzimtdl fliggetlen folyamat
eredménye. Ugyanakkor az a tény, hogy a PJ-34 az UV A sugarzas alatt a szerkezet modosulas
ellenére sem vesziti el PARP gatld hatasat, hozzajarulhat ahhoz, hogy az altala kivaltott DNS

karosodasok végo soron apoptdzist valtanak ki, azok kijavitddasa helyett.
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8.

KONKLUZIOK

A 3-aminobenzamid PARilaciétol fiiggetlen védo hatasa az UVB és az UVA sugarzas

altal kivaltott sejthalal soran

1.

2.

3.

4.

Az UVB sugarzas dozisfiiggéen okozza a HaCaT és NHEK sejtek életképességének
csokkenését.

A PARP-1 csendesitése a HaCaT sejteket, a PARP farmakologiai gatlasa PJ-34
gatloszerrel pedig az NHEK sejteket érzékenyiti az UVB sugarzasra.

A 3-AB PARP gatloszer valoszintileg PARP-tdl fliggetlen mechanizmus révén, védi
az NHEK sejteket az UVA és az UVB Altal kivaltott sejthalaltol egyarant.

A 3-AB kezelés, mind az apoptdzis, mind a nekrdzis markerek csokkenéset
eredményezi, valamint csokkenti az UV sugarzas hatasara keletkez6 hidrogén-peroxid

mennyisegét

A PJ-34 PARIlaciotol fuggetlen fotogenotoxikus hatasanak jellemzése

1.

A PARP-1 csendesitése vagy a PARP Veliparibbal torténé farmakoldgiai gatlasa, nem
érzékenyiti az A431 sejteket az UVA sugarzasra illetve nem befolyasolja a PUVA
kezelés fototoxikus hatasat.

A PJ-34 PARP gétloszer fokozza a PUVA kezelés fototoxicitasat, tovabba dnmagéban
UVA sugarzassal kombinadlva az A431 sejtek éleképességének radikalis csokkenését
okozza.

A PJ-34 + UVA kezelés egyszeres DNS torést, és tovabbi DNS kérosodast okoz
valoszintsithetden kdzvetlen, reaktiv oxigén gyokoktdl fiiggetlen modon.

A PJ-34+ UVA kezelés apoptdzist indukal, melynek mértéke kiilonb6zé specifitasd
kaszpaz gatloszerekkel csokkenthetd.

A PJ-34 szerkezete valtozik az UVA sugarzas alatt, ugyanakkor PARP gatl6 hatasa

valtozatlan marad.
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9. (OSSZEFOGLALAS

A poli-ADP-rib6z polimeraz — 1 (PARP-1) enzim tobb bioldgiai funkcidja mellett
fontos szerepet jatszik olyan DNS hibajavité mechanizmusok lejatszodasaban, mint a bazis és
nukleotid kivagasos hibajavitas vagy a homolog rekombinacio és a nem homolog DNS végek
Osszekapcsolasa. Az emlitett folyamatokban vald szerepe jél jellemzett az irodalomban, de
még nem minden aspektusbol ismert.

A Napbol ¢érkezd kiilonb6z6 hullamhosszusaghh UV  sugarzasok tobbféle DNS
karosodast okoznak a veliik érintkez6 sejtekben. Ezek a DNS karosodésok a legfébb kiindulo
pontjai lehetnek a kiilonb6z6 borrak fajtak kialakuldsanak amennyiben a DNS hibajavitas nem
teljeskorti. Munkank els6 felében a PARP-1 enzim szerepét szerettiik volna tanulmanyozni az
UVB okozta sejthalal soran. Eredményeink szerint, mind a PARP -1 enzim specifikus gatlasa,
mind a PARP farmakoldgiai gatlasa fokozta az UVB altal kivaltott sejthalal mertékét HaCaT
sejtvonalon és primer Keratinocitak esetében is. A hatas valOsziniileg a PARP gatlas
kovetkeztében fellépd csokkent hatasfoki DNS hibajavitds eredménye. Ugyanakkor
kimutattuk, hogy a 3-aminobenzamid (3-AB) nevii PARP gatlészer PARilaciotol fiiggetlen
maodon védi a primer keratinocitakat az UVB es az UVA altal kivaltott sejthalaltdl. A védelem
megnyilvanul révid-, és hosszutdvon egyardnt valamint hatékony nekrdzis és apotdzis
esetében is. A 3-AB védelmi mechanizmuséra nem derlt fény teljes mélyseégében a kisérletek
soran, ugyanakkor valdsziniisithetd, hogy a védelemhez hozzajarul antioxidans és fénysziird
hatas egyarant a gatloszer részérol.

Az UVA sugarzds kombinalasa pszoralen tipusu vegyilettel (PUVA), az
orvostudoményban elterjedten alkalmazott eljards példaul a pszoriazis elleni terpidban. A
PUVA kezelés rendkiviil mutagén hatasu lehet, adott esetben, az altala kivaltott kiilonb6zo
DNS kéarosodasok miatt. A PARP-1 specifikus csendesitése és a Veliparib altali PARP gatlas
nem befolyasolta szignifikdns mértékben a PUVA kezelés soran fellép6 sejthalal mértékét. A
PJ-34 nevii gétloszer azonban, egyrészt fokozta ezt a toxicitdst, masrészt kisérleteink
eredménye szerint, UVA sugarzéssal egyidejlileg alkalmazva, szintén fototoxikus hatast. A
fototoxicitas megnyilvanul egyszeres DNS torések és egyéb DNS karosodasok indukcidjabn,
valamint apoptézis kivaltasaban. A sejthalal mértékét kaszpaz gatloszerekkel jelentdsen
csokkenteni lehet. Kimutattuk tovabba, hogy a PJ-34 kémia szerkezete kismértékben ugyan,
de véltozik az UVA sugarzas hatasara, azonban ez nem véltoztat a PARP gatlo képességén,

ugyanakkor valdsziniileg ez okozza fényérzékenyitd hatasat.
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10. SUMMARY

Poly(ADP-ribose) polymerase — 1 (PARP-1) has diverse biological functions including
has an important role in different types of DNA repair mechanisms: base excision repair,
nucleotid excision repair, homologous recombination and in non-homologous recombination
system. In these mechanisms the role of PARP has been investigated, but it is still not fully
elucidated.

The sunlight of different wavelength can cause many types of DNA damage in the
exposed cells. These DNA photolesions can be starting points of different types of skin cancer
if the DNA repair is not complete. In the first part of the project we aimed to investigate the
possible role of PARP-1 or PARylation in UVB-induced cell death. We found that specific
silencing or pharmakological inhibition of PARP-1 sensitized HaCaT cells or normal human
epidermal keratinocytes to UVB irradiation. This sensitizing effect likely stems from the
decreased DNA repair caused by PARP silencing or inhibition. We showed that the PARP
inhibitor 3-aminobenzamide (3-AB) has a PARP inpendent protective effect against UVB or
UVA irradiaton. It provides short- and long-term protection to primary keratinocytes against
UV-induced necrosis and apoptosis as well. Moreover, our findings indicate that the
protective effect of 3-AB has a PARP independent mechanism and data suggest that a
sunscreen-like effect or presumable radical scavenger activity of 3-AB contributes to the
protection.

A combination of a psoralen (P) with light of matching wavelength (UVA) is a common
treatment modality in various diseases including psoriasis. PUVA treatment can be mutagenic
due to PUVA-induced DNA damage. The scilencing of PARP-1 and pharmacological
inhibition by Veliparib had no significant effect to the cell viability during UVA irradiation or
PUVA treatment. Surprisingly, PJ-34 triggered the phototoxic effect of PUVA and it acts as a
photosensitizer when combined with low dose of UVA. This phototoxic effect includes DNA
single and double strand breaks and induction of apoptosis. Specific caspase inhibitors
significantly but not completely decreased the phototxic effect of PJ-34+UVA treatment.
Irradiation of PJ-34 with UVA caused changes both in the UV absorption and in the 1H NMR
spectra of the compound. These structural changes do not influence the PARP inhibitory
ability of PJ-34 but probably it increases its photoxic effect.
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