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Bevezetés

Az ultraibolya B (UVB) (280-315 nm) sugarzas a legfobb kornyezeti kockazati tényezdje a
napégés, a bororegedés €s a borrak kialakuldsanak. Az UVB sugarzas altal indukalt artalmas
biologiai hatasok kozvetitéséért elsésorban a ciklobutan pirimidin dimerek (CPD) feleldsek,
amelyek a leggyakoribb és egyben a legkarosabb UVB-okozta DNS karosodasok. Az UVB
altal eléidézett CPD fotoproduktumok hosszan tartd jelenléte a bor sejtjeiben gyulladasos
folyamatok indukdldsdhoz, immunszuppresszidhoz, illetve muticidohoz, ezaltal bértumorok és
egyéb borbetegségek kialakulasahoz vezethet. A CPD-k hozzajarulasa a sejtek génexpresszios
¢és funkciobeli valtozasaihoz még nem teljesen tisztazott. Ezidaig nem volt olyan megfelel6
kisérleti eljaras, amely képes lett volna specifikusan azonositani a CPD-fiiggd géneket human
sejtekben, ezaltal elkiiloniteni a CPD-k altal szabalyozott celluléris folyamatokat mas, UVB
indukalta molekularis eseményektol.

A CPD-specifikus fotoliaz fehérje képes gyorsan és hatékonyan felismerni és kijavitani a
CPD-ket egy gyors, fényfliggd reakcioban, amelyet “fotoreaktivacionak” neveziink. Mivel a
méhlepényes emlGsok, beleértve az embert is, ilyen DNS-javité enzimmel nem rendelkeznek,
a CPD karosito hatasaival szemben kizarolag a nukleotid excizios reparacios (NER) rendszer
lassu és kevésbé hatékony miikodésére szamithatnak. A hipotézisiink az volt, hogy a CPD-
specifikus fotoliaz fehérjét expresszaldé human keratinocitak jo modellrendszerként
hasznalhatok az UVB indukalta celluldris folyamatok tanulméanyozésara. A vizsgalni kivant
nem human fehérje tranziens expresszalasara in vitro szintetizalt mRNS-alapi génterapias
modszert alkalmaztunk. Ezen kisérleti eljards segitségével az UVB altal eldidézett pirimidin

crer

molekularis mechanizmusok elkiilonitésére is.



Az ultraibolya sugarzas biolégiai hatasai a borben

Patogenetikai szempontbol a bort éré egyik legaltalanosabb kornyezeti tényez0 a napfény
ultraibolya sugarzasa, amely szdmos bioldgiai mechanizmust negativan befolyasol. Karos
folyamatokat, példaul lipid- ¢és fehérje-modositasokat, fotokémiai reakciokat és DNS
karosodasokat indukal, minek kovetkeztében elsoként teszik feleldssé az akut napégés, a
boéroregedés €s a bortumorok kialakulasaért. A genomidlis DNS biologiai jelentdségénél és
nagy UV fényelnyelé képességénél fogva kozponti szerepet jatszik az UV sugarzas karos
hatdsainak megvalosulasaban. Az UVB sugarzds a DNS-ben kozvetleniil elnyelddve
ciklobutan pirimidin dimereket (CPD) és 6-4 fotoproduktumokat (6-4PP) indukal. Emellett
kiilonbozé gének aktivacidjanak vagy szuppressziojanak indukalasan keresztiill szdmos
bioldgiai folyamatot befolydsol a bdrben, példaul az apoptozist, a DNS-reparacids és
sejtciklus-szabalyozo mechanizmusokat. Az UVB sugarzas okozta DNS karosodas a genetikai
mutaciok képzodése altal kritikus szerepet tolt be a bértumorok kialakulasaban is.

Az UVB iltal eloidézett DNS karosodasok fo tipusai

Ciklobutan pirimidin dimerek

A ciklobutan pirimidin dimerek a leggyakoribb és egyben a legkarosabb UV okozta DNS
karosodasok. Az UV sugarzas hatasara keletkeznek ugy, hogy a DNS molekula két
szomszédos pirimidin  bazisa egy ciklobutdin gyliri  létrehozasaval kovalensen
Osszekapcsolodik. Az UV A sugarzas altal indukalt CPD-k szama nem szamottevd, azonban az
UVB és UVC sugarzas hatdsara nagy mennyiségben képzOdnek, leggyakrabban timin
dimereket (TTs) létrehozva. Az UV sugarzas sejtkarositdo és mutagén hatasanak kozvetitéséért
elsdsorban ezeket a fototermékeket teszik feleldssé. A reparacidjuk lassit és inkomplett.
Hosszan tartd jelenlétiik a sejtek genomjaban a sejtciklus iddleges késleltetéséhez, vagy
apoptotikus szignalok aktivaldodasahoz, végsé esetben a sejt halalahoz vezet. A CPD-k

felhalmozodasa kromoszoma aberraciok vagy mutaciok kialakuldsahoz, ezaltal genomi



instabilitashoz is vezethet, amely elGsegiti a karcinogenezis folyamatat. A legmutagénebb
hatassal a CC és CT dimerek rendelkeznek. Ennek {6 oka, hogy a citozin, vagy 5-metilcitozin
csoportjuk dezaminaldsanak kovetkeztében nem keriil sor a DNS karosodas javitasara.
Pirimidin (6-4) pirimidon fototermékek

Az UVB sugarzas altal indukalt DNS karosodasok masik f6 tipusa a pirimidin (6-4)
pirimidon, vagy roviden (6-4) fototermék. Ezek a fototermékek nagyobb torzulast okoznak a
DNS kettés-hélix szerkezetében, mint a CPD-k. Jelentds szerepet jatszanak az UV sugarzas
sejtkarositd és premutagén hatasanak kialakitasaban. Mindazonaltal a (6-4) fototermékek
reparacidja az emlGsok genomjaban joval gyorsabb, mint a CPD-k reparacioja. Kiilonféle
tudomanyos megkdzelitésben szamos magyarazat sziiletett a két f6 tipusu fototermék javitasi
hatékonysaganak értelmezésére. F6 szempontként a differens mutagén és DNS-torzito
hatasuk, a kiilonb6z6 felismerési szignaljuk és a DNS-javitd enzimekhez vald eltérd
hozzaférhet6ségiik szerepelt.

A sériilt DNS id6ben torténd reparacioja rendkiviil kritikus annak érdekében, hogy a sejt
megakadalyozza az UV sugarzds karos biologiai hatasait. Minden ¢él6 szervezet, a
prokariotaktol az eukariotakig, kialakitott olyan mechanizmusokat, amelyek az UV indukalta
DNS karosodasok javitasaért feleldsek.

Az UVB indukalta DNS fotoléziok reparacioja

Nukleotid excizios reparacio

Az UV indukalta fotoléziok karositd hatdsaval szemben a human genomialis DNS-t kizardlag
a nukleotid excizios reparacio (NER) védi. A NER egy tobblépéses DNS-reparacios
mechanizmus, amely tobb mint 30 fehérje kozremiikodésével valosul meg. Igen sokoldalu,
hiszen szamos, szerkezetileg eltér6 DNS karosodds javitasdban vesz részt. Ismert, hogy a
NER enzimek {6 szubsztratjai az UV indukalta DNS fotoléziok, azonban a DNS

keresztkotéseket 1étrehozo kemoterapias agensek, gomba alkaloidok ¢és policiklikus aromaés



szénhidrogének altal okozott DNS karosodasok javitasaban is szerepet vallal. Emellett a NER
mechanizmus bizonyos komplexei a hibas DNS kijavitasa céljabol szorosan egylittmiikodnek
mas cellularis folyamatokban, példaul DNS replikacidban, transzkripcioban, sejtciklus
szabalyozasaban ¢és bazis excizids reparacidoban részt vevo fehérjékkel, ezaltal a NER
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a sejt homeosztazisanak fenntartasdban.

A NER rendszernek két almechanizmusa ismert. A global genom reparacié (GG-NER) és a
transzkripcid-kapcsolt reparacid (TC-NER) a DNS karosodast felismerd lépésekben és a
karosodas helyére toborzott fehérjék mindségében tér el egymastol. A GG-NER mechanizmus
aktivacidja nem a karosodas tipusanak azonositdsara, hanem a karosodas altal okozott DNS
konformacio-valtozas felismerésére torténik. Ezt a folyamatot az XPC/HR23B enzimkomplex
iranyitja, amely onmagaban nem képes az UV indukalta CPD-ket felismerni. A 6-4 PP-k
azonositdsa gyorsabban ¢s hatékonyabban torténik, koszonhetden a két fotoproduktum eltérd
DNS-torzitdé hatasanak. A GG-NER mechanizmusban a CPD-k felismeréséhez a DDB (DNA
damage binding) fehérje kozremiikodése elengedhetetlen. A TC-NER mechanimus az aktiv
gének atir6do szalaban keletkez6 karosodasokat javitja, amelynek soran a DNS karosodas (pl.
CPD, 6-4 PP) létrejottének elso szignaljat az RNS polimeraz II enzim megakadasa jelenti. A
két almechanizmusban torténd tovabbi folyamatok mar megegyeznek. A tobblépcsés NER
mechanizmus egymassal szorosan Osszefliggd 1épései a kovetkezok: 1) a DNS karosodas
felismerése, 2) a DNS fotoléziok verifikalasa, 3) a DNS szalak szétvalasztasa, 4) a DNS lanc
incizioja, 5) a karosodast tartalmazd DNS szakasz kivagasa, és végiil 6) a kijavitott DNS szal
Osszakapcsolasa.

A NER-ben involvalodé gének genetikai eltérései oOrokletes rendellenességeket
eredményeznek (Xeroderma pigmentosum, Cockayne’s szindroma, trichothiodisztrofia),
amelyek er6s UV-fényérzékenységgel és a bordaganatok és/vagy a korai boéréregedés

kialakulasara valé fokozott hajlammal jarnak.



Fotoreaktivaicio

Az UVB indukalta DNS 1éziok (CPD, 6-4 PP) javitasat a fotolidz fehérjék is képesek
elvégezni. Ezek olyan DNS javito enzimek, amelyek a fotoreaktivacionak nevezett fényfliggd
reakcioban a DNS szekvencia megvaltoztatasa nélkiil specifikusan felismerik és kijavitjak a
karos fotoproduktumokat. A fotoliaz két kromofort tartalmaz. Az egyik egy flavin adenin
dinukleotid (FAD), amely elektron donorként és Kkatalitikus kofaktorként funkcional
meghatarozva a fotoliaz fehérje enzimatikus aktivitasat. A masik egy folat-tipusu (5,10-
metiléntetrahidrofolat; MTHF), vagy egy deazaflavin-tipusa (8-hidroxi-5-deazaflavin; 8-
HDF) kromofor, az é16 szervezettdl fiiggden. Ezek a kromoforok fénygyiijté kofaktorként
mikodnek, amelyek tobb mint szézszorosara képesek novelni a fotolidz fehérje
fényabszorbedld képességét. A fotolidz enzimek egy fényfiiggd ciklikus redoxireakcioban
igen gyorsan képesek elhasitani az UV indukalta pirimidin dimereket, biztositva a genom
integritdsat. A fotolidz enzim a legtobb ¢él6 szervezetben miikodik, azonban hianyzik a
méhlepényes emldsokbdl, igy az emberbdl is.

Az in vitro szintetizalt mRNS-alapu génterapias modszer elényei és nehézségei

A géntranszfer technoldgia nagy fejlddésen ment keresztiil az utdébbi idében. A kiilonb6zd
génterapiara iranyuld eljarasok koziil az in vitro szintetizalt mRNS hasznalata tinik a
legalkalmasabbnak a terapias fehérjék expresszalasara, enzimdefektusok javitasara. Ezt a
viralis vektor- ¢és plazmid DNS-alapu géntranszfer modszerekkel szembeni elényds
tulajdonsagai indokoljak. Sokkal biztonsagosabb, mert nem integralddik a genomba, tovabba
az mMRNS-nek funkcidja betdltéséhez nincs sziiksége sejtmagi lokalizaciora, transzkripciora.
Nagy hatékonysaggal transzfektalhatd primer és nem osztodo sejtekbe is. Kizarolag a kodolt
fehérje gyors és hatékony szintézise torténik meg a citoplazmaban, ellentétben a plazmidalapu
vektorokkal, amelyek nemcsak a kodolt fehérje szekvenciajat hordozzak, vagy a virusalapu

vektorokkal, amelyek virdlis fehérjéket kodolo géneket is tartalmaznak. Az emlitett eldnyds



tulajdonsagok ellenére az in vitro szintetizalt mRNS sikeres in vivo alkalmazasa korlatozott,
hiszen kiilonb6z6 RNS szenzorok aktivaldsa révén erds immunvalasz-reakciokhoz vezet. Ezen
szenzorok legismertebb képviseldi a Toll-like receptorok (TLR3, TLR7, TLRS). Tovabbi
problémat jelent labilis szerkezete, ami szintén nem teszi alkalmassd génterapias
alkalmazasat. Az mRNS szerkezetébe uridin helyett beépitett pszeudouridin (W), és az igy
nyert mRNS HPLC (high-performance liquid chromatography) segitségével torténd tisztitasa
teljes mértékben megsziinteti az MRNS immunogén természetét, emellett noveli az mMRNS
stabilitdsat €s transzlacids hatékonysagat. A HPLC alapu tisztitasi eljaras kritikus 1épés az
MRNS in vitro transzkripcidja soran. Segitségével kiiszobolhetd ki az RNS szenzorokat
aktivald rovid RNS —¢és duplaszala RNS fragmentumok, amihez az mRNS nukleozid-
modositasa onmagaban nem elegendd. A nukleozid-modositott, in vitro szintetizalt mRNS-t
egyre szélesebb korben hasznaljak kiilonb6zo biologiai teriileteken, példaul tumor
immunterdpiaban, vakcina készitmények fejlesztésére, géneditalasra, gének atprogramozéasara
¢s terapias fehérjek expresszalasara.

A modositott mRNS in vivo bérsejtekbe juttatasanak kidolgozasat jelentGsen hatraltatjak
olyan tényezdk, mint a stratum corneum, az RNazok jelenléte és a bor lipidgazdag természete.
A fotoliaz mRNS in vivo alkalmazasanak bevezetése 0j fényvédelmi stratégiat jelenthetne,
amely az akut napfénykarosodas és a bordaganatok kialakuldsanak kockazatat csokkenthetné,
valamint modellként szolgalhatna kiilonb6z6 bdrbetegségekhez kapcsolt, terapias fehérjéket

kodolo mRNS-ek klinikai alkalmazasahoz.



Célkituzések

Jol ismert, hogy a ciklobutdn pirimidin dimerek az UVB sugarzas kéros hatdsainak f6

mediatorai. Ezeket a fotoproduktumokat a CPD-specifikus fotoliaz fehérje gyorsan és

hatékonyan javitja, azonban ez az enzim nem talalhaté6 meg az emberi szervezetben. A CPD-

specifikus fotoliaz fehérjét expresszalé human keratinocitakat alkalmazé in vitro szintetizalt

MRNS-alapt eljaras jo modellrendszernek igérkezik az UVB indukalta cellularis folyamatok

részletes tanulmanyozasara, valamint a CPD-fiiggé és -fiiggetlen molekularis mechanizmusok

elkiilonitésére.

Az itt bemutatott tanulmany célkitlizései a kovetkezok:

1.

Az in vitro szintetizalt ¢és nukleozid-moddositott mRNS transzfekcio
koriilményeinek optimalizalasa human keratinocitakban a kodolt CPD-specifikus
fotoliaz fehérje magas foku expresszalasa érdekében.

Az UVB sugarzas hatisanak vizsgalata az mRNS transzfekcio és transzlacios
hatékonysag tekintetében.

A CPD-specifikus fotoliaz fehérje funkcidojanak igazolasa, vagyis az UVB
kodold mRNS-sel transzfektalt human keratinocitakban.

CPD-fiiggd ¢és -fliggetlen cellularis mechanizmusok karakterizdlasa CPD-
specifikus fotolidz fehérjét expresszaldé human keratinocitdk microarray
elemzésével.

Annak tanulmanyozasa, hogy milyen jelatviteli utvonalak jatszanak szerepet az

UVB indukalta CPD-fiigg6 transzkripcionalis valaszokban.



Anyagok és modszerek

A pszeudouridin-modositott, CPD-specifikus fotoliaz fehérjét kodolo mRNS in vitro
transzkripcioja

A Potorous tridactylus fotoliaz génjét kddol6 mRNS-t in vitro transzkripcioval hoztuk létre.
A gén szintézisét az Entelechon biotechnologiai cég végezte. A szekvencia kodon-
optimalizalasat, amely a kodold szekvencia (GenBank azonosité: D26020) GC aranyat
51.8%-r61 65.0%-ra emelte, a magas transzlacios hatékonysag elérése céljabol végeztiik el. A
CPD-fotoliazt és az eGFP-t (enhanced green fluorescent protein) koédold6 mRNS in vitro
transzkripcidjahoz linearizalt plazmidok (pTEV-CPD-PL-A101 ¢és pTEV-eGFP-A101)
szolgaltak templatként. A transzkripcidhoz a “Megascript T7 RNA polymerase” Kit-et
(Ambion) hasznaltuk. Az UTP nukleozidok helyett pszeudouridin trifoszfatot (TriLink)
alkalmaztunk. A DNS templat eltavolitaisahoz Turbo DNaz enzimet (Ambion) hasznaltunk. A
pszeudouridin-modositott mRNS-t HPLC tisztitasnak vetettiik ald. Az mRNS 5° végét capl
struktaraval lattuk el m7G capping enzim ¢és 2'-O-metiltranszferaz (CellScript) segitségével,
mig 3 végét még ~200 nukleotid hosszusagt poli(A) farokkal, amihez poli(A) polimerazt
(USB) hasznaltunk. Az RNS mintdk minéség-ellenérzését agardz gél elektroforézissel
végeztilk. A mintakat szilikonizalt csdvekben —20°C- on taroltuk. Az in vitro szintetizalt
mRNS-t Dr. Karik6 Katalin (University of Pennsylvania, Philadelphia) bocsatotta
rendelkezésiinkre.

In vitro transzlacio6

Az mRNS-ek altal kodolt fehérjék meghatarozasahoz nyul retikulocita lizatumot tartalmazo in
vitro transzlacios assay-t (Promega) alkalmaztunk *S izotoppal jelzett metionin és cisztein
jelenlétében. A kisérlet kivitelezését Dr. Karikd Katalin és munkatarsai végezték, a gyartd

utasitasai szerint.



Keratinocita sejtkultira

Minden kisérlethez immortalizalt humén keratinocita sejtvonalat (HaCaT) hasznaltunk. A
sejteket 10% FBS-sel (Biowest) kiegészitett DMEM (Lonza) médiumban tartottuk, 4.5 g/L
glikéz, 2 mM L-Glutamin és 0.5% antibiotikum / antimikotikum oldat (Sigma-Aldrich)
jelenlétében. A sejttenyészeteket 5% CO, mellett 37°C hoémérsékleten tartottuk fenn.
Tranziens transzfekcio

A HaCaT sejteket 2 x 10* sejt / well koncentracioban osztottuk le 96-lyuku sejttenyésztd
plate-re a transzfekcio el6tt egy nappal. A transzfekciot Lipofectamine LTX-PLUS (Life
Technologies) transzfekcios reagens segitségével végeztiik. Az RNS mintakhoz (0.25 pg) 1.0
ul transzfekcios reagenst adtunk, és 100 ul-re egészitettiik ki EpiLife (Life Technologies)
médiummal. Két ora mulva a lipofektamin-RNS komplexet tartalmazd elegyet friss,
komplettalt sejtmédiumra cseréltiik.

UVB kezelés és fotoreaktivacio

A transzfekciot koveté 12 ora mulva a sejteket lefedtik 50 pl DPBS oldattal (Life
Technologies), majd 20 mJ/cm® UVB doézisnak tettiik ki két széles spektrumu UVB fénycsé
(Philips) segitségével. Az UVB kezelést kovetden a sejteket rogton fotoreaktivaltuk (aktiv
CPD-fotoliaz) két nappali fénycs6é (Havells-Sylvania) alkalmazasaval, vagy sotétben tartottuk
(inaktiv CPD-fotolidz) egy oOrdn at. A sejteket tovabb tenyésztettik komplett DMEM
médiumban a mintagytijtés idejéig.

Annak vizsgalatahoz, hogy az UVB sugarzas milyen hatassal van az mRNS transzfekciora és
az MRNS transzlacidos hatékonysagara, a HaCaT sejteket elészor UVB (20 mJ/cmz)
sugarzasnak tettiik ki, majd 90 perces inkubaciot kovetden transzfektaltuk oket lipofektamin-
komplexalt CPD-fotoliaz mRNS-sel. A transzfekcio utan a sejteket azonnal fotoreaktivaltuk
(aktiv CPD-fotoliaz), vagy sotétben tartottuk (inaktiv CPD-fotoliaz) egy oran at. A sejteket

tovabb tenyésztettilk komplett DMEM médiumban a mintagyiijtés idejéig.



Fluoreszcens mikroszkopia

A HaCaT sejteket iiveg fedélemezen novesztettiik, majd a CPD-fotoliaz mRNS transzfekciot
kévetden 20 md/cm? UVB dozisnak tettiik ki Sket, vagy kezeletlenek maradtak. A sejteket 4%
paraformaldehid (Sigma-Aldrich) hozzaadasaval fixaltuk, majd 1%-0s Triton X-100
(Amresco) oldattal permeabilizaltuk. 20%-o0s FBS oldattal t6rténé blokkolast kovetéen a
CPD-fotoliazra specifikus poliklonalis antitesteket megfelelé higitasban (1:500; Prof.
Gijsbertus van der Horst — Erasmus University Medical Center, Rotterdam — bocsatotta
rendelkezésiinkre) hozzaadtuk a sejtekhez, és a mintakat egy éjszakan at 4°C homérsékleten
tartottuk. Haromszori 1 x PBS-sel torténé mosast kovetden anti-nyul 1gG Alexa Fluor 555
(Life Technologies) masodlagos antitesteket adtunk a sejtekhez 1:2000 higitasban, és
szobahdmérsékleten 2 oOran at inkubaltuk Oket. A sejtmagvak festése DAPI-val (Vector
Laboratories) tortént. A specifikus festodést Zeiss Axiovert 100 tipust fluoreszcens
mikroszkop segitségével vizsgaltuk.

A CPD-k kvantitativ vizsgalatahoz, a blokkolas el6tt, a mintakat 2 M HCI (VWR) oldattal
denaturaltuk szobahémérsékleten 30 percig. A CPD-k specifikus kimutatdsdra monoklonalis
anti-CPD elsddleges antitesteket (TDM-2, Cosmo Bio) hasznaltunk 1:1500 higitasban 37°C
hémérsékleten 30 percig. Haromszori 1 x PBS-sel torténd mosast kovetden anti-egér IgG
Alexa Fluor 568 (Life Technologies) masodlagos antitesteket adtunk a sejtekhez 1:2000
higitasban, és 37°C hdmérsékleten 30 percen 4t inkubaltuk Oket. A specifikus festodést
fluoreszcens mikroszkdp segitségével vizsgaltuk.

A pszeudouridin-modositott mRNS altal kodolt eGFP  expresszidjanak vizsgalata
epifluoreszcens Zeiss Axiovert 100 tipusia mikroszkop, Zeiss AxioCam MRc 5 digitalis

kamera és AXxioVision képanalizalo szoftver segitségével tortént.
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Abban a kisérletben, ahol a sejteket az UVB kezelést kdvetden transzfektaltuk, a kodolt CPD-
fotoliaz fehérje expresszidjat egy 60x olaj-immerziés objektivvel felszerelt Olympus
FV1000S fluoreszcens konfokalis mikroszkop segitségével vizsgaltuk.

Enzimhez kapcsolt immunoszorbens teszt (CPD-specifikus ELISA)

Genomi DNS-t izolaltunk QlAamp DNA mini kit (Qiagen) segitségével, a gyartd leirasa
alapjan. A denaturalt DNS mintakat (15 ng/well) 0.003% protamin szulfat oldattal (50 pl/well,
Sigma-Aldrich) bevont (coat-olt) 96-lyuku sejttenyésztd plate-en inkubaltuk 37°C
hémérsékleten egy éjszakan at. PBS oldattal torténd mosast kdvetéen a mintakat 2% FBS
oldattal blokkoltuk 37°C-on 30 percig. A CPD-k kvantitativ méréséhez monoklonalis anti-
CPD els6dleges antitesteket (TDM-2, Cosmo Bio) hasznaltunk 1:1000 higitasban 37°C
hémérsékleten 30 percig. Haromszori 1 x PBS-sel torténé mosast kdvetéen tormaperoxidazzal
konjugalt anti-egér IgG (BioRad) masodlagos antitesteket adtunk a mintakhoz 1:3000
higitasban és 37°C homérsékleten 30 percen at inkubaltuk. Haromszori 1 x PBS-sel torténd
mosas utan mindegyik mintdhoz 150 ul ekvilibralo puffert (citrat-foszfat puffer: 51.4 mM
Na;HPQO,, 24.3 mM citromsav monohidrat, pH 5.0) adtunk. A frissen elkészitett szubsztrat
oldatbol ((74 nM o-feniléndiamin (OPD; Sigma-Aldrich) és 60 nM H,0, citrat-foszfat
pufferben oldva)) mindegyik mintahoz 100 ul mennyiséget adtunk. Tizendt perc mulva az
enzimreakciot 2 M-0s kénsav (50 pl/well) (VWR) oldattal allitottuk le. Az abszorbancia
értékeket 492 nm-es hullamhosszon mértiikk ELISA mikroplate olvaso segitségével.
Sejtéletképességet vizsgalo moédszer

A CPD-fotolidz fehérjét kodol6 mRNS-sel transzfektalt sejteket 20 és 60 mJ/cm? UVB
sugarzasnak tettiik ki, majd azonnal fotoreaktivaltuk, vagy sotétben tartottuk ket egy oran at.
A sejtek életképességét EZ4U kit (Biomedica Gruppe) segitségével vizsgaltuk, a gyartd

utasitasai alapjan.
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Microarray analizis

Total RNS-t izolaltunk TRI reagenssel (VWR). Ezt kdvetéen a mintakat DNaz I (Fermentas)
kezelésnek vetettiik ala. A microarray kisérletek kivitelezését a ChromoScience Kft.
(www.chromoscience.hu) végezte Agilent 4x44 K Whole Human Genome Oligo (Agilent
Technologies) tipusu array-ek alkalmazasaval. Az adatok analizise Feature Extraction 9.5
(Agilent Technologies) és GeneSpring GX 11.5 szoftver (Agilent Technologies)
alkalmazasaval tortént. A nyers ¢és a normalizalt adatok teljes egészében elérhetéek a GEO

adatbazisban (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) a GSE65034 azonositd szam alatt. A

szignifikdns expresszios eltérést mutaté gének (fold change >2) tovabbi elemzéséhez IPA

(Ingenuity Pathway Analysis) (www.ingenuity.com) online szoftvert hasznaltunk.

Real-time kvantitativ PCR (RT-gPCR)

Total RNS-t izolaltunk TRI reagenssel (VWR). Ezt kovetden a mintdkat DNaz I (Fermentas)
kezelésnek vetettiik ala. A ¢cDNS szintézist High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Life Technologies) segitségével végeztiik, reakcionként 500 ng RNS mintat felhasznalva, a
gyartd utasitdsai szerint. A microarray adatok alapjan kivalasztott kandidans gének
expresszids szintjének meghatarozasa a kovetkez6 TagqMan assay-ek (Life Technologies)
felhasznalasaval tortént: ATF3 (Hs00231069_m1l), CCNE1l (Hs01026536_m1), CDKN2B
(p15INK4b) (Hs00793225_m1), EGR1 (Hs00152928 m1), ID2 (Hs04187239_m1l), IL-6
(Hs00985639_m1), PTGS2 (mas néven COX-2) (Hs00153133_ml), RUNX1
(Hs00231079_m1), SNAI2 (Hs00950344 ml1). A SNAI1 esetében sajat tervezési
génspecifikus primereket és probat hasznaltunk: forward primer: 5°-ACT ATG CCG CGC
TCT TTC-3’; reverse primer: 5’-GCT GGA AGG TAA ACT CTG GAT-3’; és a proba: 5’-[6-
karboxifluoreszcein (FAM)] AAT CGG AAG CCT AAC TAC AGC GAG C
[tetrametilrodamin (TAMRA)]-3’. A kvantitativ PCR ABI 7900 HT Sequence Detection

System (Life Technologies) tipusu real-time PCR késziiléken tortént. A relativ génexpresszio
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mértékét az  Osszehasonlito 2744

modszer segitségével hataroztuk meg, SDHA
(Hs00188166 ml) és PGK1 (Hs00943178 gl) génekre torténd normalizalast kovetden.
Western blot

A sejteket protedz inhibitort (Sigma-Aldrich) tartalmazé RIPA pufferben (Sigma-Aldrich)
lizaltuk. 10 ug teljes sejt fehérjeextraktum elvalasztasa tortént 10%-0s (CPD-fotoliaz) vagy
12%-0s (CCNE1 and pl5INK4b) poliakrilamid gélen, majd a mintakat nitrocelluloz
membranra (BioRad) transzferaltuk. A membranokat 5%-0S zsirszegény tejporoldattal
blokkoltuk, majd a megfelel6 elsddleges antitesteket tartalmazo oldattal 4°C homérsékleten
egy ¢éjszakan at inkubaltuk. A fehérjék kimutatasa anti-CPD-fotoliaz (1:500, Prof. Dr.
Gijsbertus van der Horst — Erasmus University Medical Center, Rotterdam — bocsatotta
rendelkezésiinkre), anti-CCNE1 (1:750, Cell Signaling Technology), anti-CDKN2B (1:750,
Thermo Fisher Scientific) és anti-p-actin (1:1000, Cell Signaling Technology) antitestek
felhasznalasaval tortént. Masodlagos antitestként tormaperoxidazzal konjugalt anti-egér vagy
anti-nyul IgG antitesteket (BioRad) hasznaltunk. A fehérjék detektalasa ECL Prime Western
blotting kit (GE Healthcare) segitségével tortént, a gyarto leirasa alapjan.

Protein kinazok in vitro gatlasa

A HaCaT keratinocitdkat 85% konfluencia elérés€ig novesztettiik, majd specifikus kindz
inhibitorokkal kezeltiik egy oran at. Ezt kdvetSen a sejteket UVB (20 md/cm?) sugarzasnak
tettiik ki. Mintagytijtés az UVB kezelést kovetd 6. €s 24. oranal tortént. A vizsgalatainkhoz
felhasznalt kindz inhibitorok a kdvetkez6 forrasbol szarmaztak: INK (SP600125), p38 MAPK
(SB203580), AKT (MK-2206) (Selleck Chemicals). A liofilizalt forméaban kapott termékeket
DMSO-ban (Sigma-Aldrich) oldottuk, a gyartd utasitasait kovetve. Az elkészitett
torzsoldatokat —20°C hdmérsékleten taroltuk.

Statisztikai elemzés

A microarray kisérlet soran a valtozd gének meghatarozasa paratlan t-teszt és Benjamini-
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Hochberg-féle korrekcio alkalmazasaval tortént. Az RT-qPCR adatok statisztikai elemzéséhez
GraphPad Prism 5 programot (GraphPad Software Inc.) hasznaltunk. Az egyes mintakbol ((1.
kezeletlen; 2. UVB kezelt, de nem fotoreaktivalt (inaktiv CPD-fotolidz); 3. UVB kezelt és
fotoreaktivalt (aktiv CPD-fotolidz)) szarmazé adatok statisztikai megjelenitéséhez kétmintas,
paratlan t-probat alkalmaztunk. Az eredményeket minden kisérletben p < 0.05 érték mellett
tekintettiik szignifikansnak. A méréseket minden kisérlet esetében harom egymastol fiiggetlen

biologiai parhuzamoson végeztiik, mintanként haromszor megismételve.
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Eredmények

CPD-specifikus fotoliaz fehérje expresszalisa human Keratinocitakban, in vitro
szintetizalt és pszeudouridin-médositott mRNS transzfekcioja segitségével

A HaCaT keratinocitakat CPD-fotoliaz fehérjét kodoldé W-mRNS-sel, vagy a kontrollként
felhasznalt eGFP fehérjét kodoldo W-mRNS-sel transzfektaltuk lipofektamin segitségével. Az
eGFP expresszioja mar az mRNS transzfekciot kovetd egy oranal kimutathatd volt, 6 és 12
Ora kozott érte el csucspontjat, majd szintje fokozatosan csokkent, de még 48 ora utan is
detektalhatd volt. Jelentds mennyiségli, mRNS altal kodolt CPD-fotoliaz fehérje volt
kimutathaté mind a kezeletlen, mind az UVB fénnyel eldkezelt HaCaT keratinocitakban, mar
az mRNS transzfekciot kovetd elsé oraban. A kodolt CPD-fotolidz a keratinocitak
sejtmagjaban volt megfigyelhetd. Az mRNS transzfekciot kovetden a CPD-specifikus fotolidz
erds expresszios szignalja eldszor a sejtek citoplazméjdban volt detektdlhatd. Az idd
elérehaladtaval, az egyre er6sodd fluoreszcens jel a sejtek magjéban volt megfigyelhetd, mig
a citoplazmatikus jel fokozatosan csokkent.

Ezek az eredmények bizonyitjdk, hogy az alkalmazott UVB dézis (20 mJ/cm?) nem
befolyasolta sem az mRNS-transzfekcid hatékonysagat, sem az exogén mRNS-r6l
transzlaloddo CPD-fotolidz fehérje mennyiségét. A konfokalis mikroszkopos vizsgalatok
demonstraltak a keletkezett CPD-fotoliaz fehérje felhalmozodasat a sejtek magjaban, amely
nagy jelentdséggel bir az UVB indukalta CPD-k javitasanak tekintetében.

UVB indukalta CPD-k gyors javitasa human keratinocitaikban CPD-specifikus fotoliaz
mRNS transzfekciojaval

Annak vizsgalatara, hogy a CPD-fotoliaz funkcionalisan aktiv-e, az mRNS transzfektalt
sejteket 20 mJ/cm? UVB dézisnak tettiik ki, majd rogton fotoreaktivaltuk, vagy sotétben
tartottuk egy o6ran at. Immuncitokémiai modszer felhasznalasaval azt figyeltik meg, hogy a

fotoreaktivalt sejtekben a CPD-k szama jelentdsen csokkent, a fotolidaz aktivacidjahoz
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sziikséges energiaforrast nélkiilozo sejtekhez képest.

A CPD fotoproduktumok javitasanak kvantitativ méréséhez CPD-specifikus ELISA technikat
hasznaltunk. Az UVB-kezelést kovetden tobb, mint kilencszeres CPD-csokkenést mértiink a
fotoreaktivalt sejtekben, a sotétben tartott sejtekhez képest. Minden UVB fénnyel kezelt
mintaban a CPD-k szamanak csokkenését figyeltilk meg a kezelést kovetd 24. draban, a 0. és
a 6. Oraban mért adatokhoz képest, amely a NER mechanizmus lassu miikodésével
magyarazhato.

Annak céljabol, hogy dssze tudjuk hasonlitani a természetesen eléforduld nukleotid reparacios
rendszer €s az in vitro szintetizalt mRNS altal kodolt CPD-specifikus fotoliaz fehérje
reparacidés hatékonysagat, még az mRNS transzfekcio el6tt fiziologias dozisa UVB (20
mJ/cm?) fénnyel kezeltiik a sejteket. Az UVB-kezelést kdvetden mar a 6. drdban 90%-0s
CPD-csokkenést mértiink a fotoreaktivalt sejtekben, a sotétben tartott, ezaltal inaktiv CPD-
fotoliazt tartalmazo sejtekhez képest. Osszehasonlitas-képpen, a NER mechanizmusnak tébb,
mint 48 orara volt sziiksége ahhoz, hogy 90%-kal csokkentse a CPD-k szamat az UVB-kezelt
HaCaT sejtekben.

A CPD-k gyors javitasa noveli a sejtek életképességét

A CPD-fotoliaz fehérjét kodolo W-mRNS-sel, vagy az eGFP-t kodolo W-mRNS-sel
transzfektalt sejteket 20 és 60 mJ/cm? UVB sugarzasnak tettiik ki a transzekciot kovetd 12.
oraban, majd azonnal fotoreaktivaltuk, vagy sotétben tartottuk 6ket egy Oran at. Egy, a sejtek
¢letképességét vizsgadld modszer segitségével kimutattuk, hogy a fotoreaktivacid
szignifikansan csokkentette az UVB sugarzéas antiproliferativ hatasat a kezelést kovetd 24.
oraban. Ez a hatas a sotétben tartott, vagy eGFP-t kodol6 mRNS-sel transzfektalt sejteknél

nem volt megfigyelhetd.
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UVB indukalta, CPD-fiigg6 génexpresszios mintazat feltérképezése human
keratinocitakban

A CPD-fiiggd génexpresszios profil tanulmanyozasanak céljabol oligonukleotid microarray
analizist végeztiink, aminek alapjat CPD-fotoliaz mRNS-sel transzfekalt sejtek képezték. A
vizsgalat eredményeként, 41,000 human génbdl 2,370 UVB-szabalyozott gént azonositottunk
a kezelést koveto 6. és 24. oraban. Az UVB hatésara eltérdé expresszids szintet mutatd gének
kozil 1,334 (56%) CPD-fliggé gént szlrtiink ki. Ezeknek a géneknek az UVB kezelésre
megvaltozott expresszidja a kezeletlen mintdkban mért expresszids Szintre allt vissza a
fotoreaktivaciot kovetden. A microarray eredmények kimutattdk, hogy az UVB irradiaciot
kovetd 6. 6raban haromszor tobb gén (1,008) mutatott eltéré expresszids szintet, mint a 24.
6raban (326). Az UVB-szabalyozott gének tobb mint fele ((1,743 génbdl 1,008 (58%) az
UVB kezelést kovetd 6. oraban, és 627 génbdl 326 (52%) a 24. oraban)) CPD-fiiggének
bizonyult a kezelést kdvetden vizsgalt mindkét idépontban.

A CPD-fiiggo gének szerepe az UVB indukalta cellularis stresszvalaszokban

A CPD-fiiggd gének biologiai szerepének ¢és a gének kozotti jelatviteli halozatok
meghatarozasa az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) online szoftver segitségével tortént.

A normalizalt microarray adatok alapjan a szoftver felfedte, hogy a CPD-fiiggé gének
tobbségének UVB indukalta expresszid-valtozadsa szoros Osszefliggést mutat a sejtek
¢életképességének csokkenésével, a sejtciklus gatlasaval, valamint az apoptdzis aktivacidjaval
a kezelést koveto 6. és 24. 6raban. Amikor ugyanezt az elemzést elvégeztilk a CPD-fiiggetlen
gének expresszios adataival, ellentétes eredményeket kaptunk az UVB kezelést kovetd 24.
oraban. Ezen predikcidés elemzés fejleményei teljesen Osszhangban vannak a sejtek
¢letképességére iranyulo vizsgalatok eredményeivel.

A génkapcsolati haldzatok elemzésébdl kidertilt, hogy az UVB éltal indukalt CPD-k jelentds

hatassal birnak a génexpressziot €s a sejtciklust szabalyoz6 mechanizmusokra 6 oraval a

17



besugarzast kovetden, mig 24 6raval az irradiacio utan a sejtkarosodast kovetd regeneraciot
szabalyozé folyamatok, mint az apoptozis, a sejtndovekedés és a sejtproliferacié aktivacioja
keriilt elétérbe. A CPD-fliggd gének kozotti legszorosabb halozati kapcsolat vonatkozasaban
tobb olyan transzkripcids szabalyozo fehérjét is azonositottunk, ideértve a c-Jun, c-Myc,
TP53, Smad4 faktorokat, amelyekrél jol ismert, hogy kozponti szerepet toltenek be a
celluléris stresszvalaszok szabalyozasaban.

E molekuldk mRNS expresszios szintje a c-Jun kivételével nem valtozott az UVB irradiaciot
kovetden a CPD-fotolidz mRNS transzfektalt keratinocitdkban, mig célgénjeik tobbségének az
UVB irradiacié utani génexpresszidés mintazata CPD-fliggd modon valtozott. A CPD-fiiggd
célgének kozil tizet valasztottunk ki tovabbi vizsgalatokra, amelyek ko6zott sejtciklus-
szabalyoz6 gének (CCNE1, CDKN2B), transzkripcios faktorok (ATF3, EGR1, ID2, RUNX1),
epitélialis mezenhimalis tranzicioban (SNAI1, SNAI2) és gyulladasos folyamatokban (IL-6,
PTGS2) részt vevé molekulak talalhatoak.

A microarray adatok elemzése alapjan kivalasztott 10 gén CPD-fiiggésének megerositése
RT-gPCR technikaval

A microarray adatok validalasa céljabol real time kvantitativ RT-PCR analizist végeztiink. Az
UVB sugarzasra adott sejtvalasz kapcsan igazolni tudtuk az ATF3, CCNE1, CDKN2B, EGR1,
ID2, IL-6, PTGS2, SNAIL és SNAI2 jelentds upregulaciojat, valamint a RUNX1 nagymértékii
esetében sem volt megfigyelheté az UVB expozicid utan bekovetkezd génexpresszid-valtozas,
megerdsitve a microarray elemzés eredményeit.

A CPD fototermékek és a JNK jelatviteli iitvonal szerepe a ciklin E1 (CCNEL) és a
p15INK4b (CDKN2B) UVB indukalta emelkedett expressziéjaban HaCaT sejtekben
Ismert, hogy a ciklin E1 és a p15INK4b a sejtciklus szabalyozasaban vesznek részt, azonban

az UVB okozta stresszvalaszokban betoltott szereplik kevésbé tisztazott. Western blot analizis
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Annak vizsgélatara, hogy meghatarozzuk milyen jelatviteli utvonalak vesznek részt a CPD-
fliggd ciklin E1 ¢és p15INK4b UVB indukalta overexpresszidjaban, a HaCaT keratinocitakat
JNK, p38 MAPK ¢és AKT kinaz-specifikus gatloszerekkel kezeltiik az UVB irradiaciot
megeldzéen. A JNK-specifikus inhibitorral kezelt sejtek western blot analizise bizonyitékot
szolgaltatott, hogy mindkét gén UVB indukalta overexpresszidja jelentdsen fiigg a JNK-
utvonal aktivaciojatol, mig a p38 MAPK ¢és az AKT jelatviteli utvonalak gatldsa nem volt

hatassal a gének expresszidjara.
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Megbeszélés

Az élettanilag fontos fehérjék in vitro szintetizalt mRNS altal torténé expresszalasa nagy
terapids lehetdséggel bir. Az mMRNS-alapu génterdpids technologia alkalmazasaval sikertlt
funkciondlisan aktiv, nem humdan szervezetbdl szdrmaz6é CPD-specifikus fotolidz fehérjét
kifejezni human keratinocita sejtkultraban, és mélyrehatobb betekintést nyerni az UVB
indukalta DNS karosodasok patogenezisébe. A CPD-specifikus fotoliaz fehérjét kodolo
mRNS human keratinocitdkba juttatdsa az UVB indukalta CPD 1éziok gyors és hatékony
eltavolitasat eredményezte, fliggetleniil attol, hogy az UVB kezelést a transzfekcio eldtt, vagy
utan végeztiik. A dolgozatban bemutatott adatok demonstraltak a nukleozid-modositott mRNS
altal kodolt CPD-fotolidz fehérje felhalmozodasat a sejtek magjdban. Emellett kimutattuk,
hogy a fotoreaktivalt human keratinocitakban a CPD-k szama mar a kezelést kovet6 6. 6raban
tobb, mint 90%-kal csokkent a CPD-fotoliaz aktivaciojahoz sziikséges energiaforrast
nélkiil6zo sejtekhez képest. Ezek az adatok bizonyitjak, hogy a DNS-reparacio a transzfektalt
MRNS-r8l atirodd6 CPD-fotolidz fehérje aktiv miikddésének eredménye. Osszehasonlités-
képpen, a NER kozel 72 orat igényelt ahhoz, hogy a CPD-k szamat 90%-kal csokkentse,
amely jelent6s idokiilonbséget jelent az mRNS altal kodolt CPD-fotoliaz miikodéséhez
képest. Ez az mRNS-alapt modellrendszer jszerli megkdzelitést kindl az UVB indukalta
CPD-fiiggd és -fiiggetlen cellularis folyamatok elkiilonitésére. A CPD-fotolidz mRNS
transzfekcioja human keratinocitdkba szignifikansan novelte a sejtek életképességét, jelezve,
hogy a CPD-k jelentdsen hozzajarulnak az UVB sugarzas sejtkarosité és antiproliferativ
hatasahoz. A tanulmanyban bemutatott eredmények alatamasztottak, hogy az UVB-okozta
transzkripcionalis valtozasok {6 oka a CPD-képzddés.

A CPD-k felhalmozddasa, kiilonosen az osztédd sejtekben, jelentds citotoxikus és mutagén
hatassal rendelkezik, elsddlegesen hozzajarulva az UVB indukalta karcinogenezishez. A

CPD-k altal szabalyozott gének tanulmanyozasa klinikai jelent6séggel birhat az UVB-okozta
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borbetegségek terapias kezelésében, hiszen uj, UVB-specifikus terapias célpontok
azonositasara ad lehetdséget. Jelen tanulmanyban karakterizalni tudtuk az UVB indukalta
transzkripcionalis valaszokat az in vitro szintetizalt fotolidzz mRNS transzfekcidjan alapuld
modellrendszeriink microarray analizise segitségével. Osszesen 1334 CPD-fiiggd gént
azonositottunk, amely tobb, mint a felét teszi ki az UVB altal szabalyozott géneknek, jelezve,
hogy a CPD-k elsédleges kozvetitdi az UVB indukalta génexpresszio-valtozasoknak. A CPD-
fliggd gének tobbsége (UVB expozicid utan 6 oraval 738, 24 oraval 250) downregulacidt
mutatott, amelyet legnagyobb valoszintiséggel az UVB indukalta DNS karosodas altal okozott
RNS polimeraz II enzim megakadasa, valamint a transzkripcio elongacios fazisanak leallasa
eredményezett. Kisérleteink bizonyitjak, hogy az UVB irradiaciot kovetd 6 6raban haromszor
tobb CPD-fiiggd gén (1,008) mutatott eltéré expresszids szintet, mint 24 6raban (326), amely
a human sejtekben természetesen is el6forduldé DNS-reparacios mechanizmus (NER) lassu
miikodésének tulajdonithato.

A CPD-fiiggd és -fliggetlen gének szignifikdns expresszid-valtozasanak Osszehasonlitd
elemzése feltarta, hogy a CPD-k az UVB sugarzas tobb cellularis karositdo hatasanak f6
mediatorai. A legtobb CPD-fliggd génexpresszio-valtozds a sejtek életképességének
csokkenésével, valamint az apoptdzis indukcidjaval hozhaté kapcsolatba, mig azon
génexpresszio-valtozasok esetén, amelyek filiggetlenek voltak az UVB indukalta CPD-k
képz6désétdl ellentétes iranyu hatast tapasztaltunk az UVB sugarzas utan 24 oraval. A CPD-
fotoliaz mRNS transzfekcidja human keratinocitdkba szignifikdnsan novelte a sejtek
¢letképességét, még erdsen citotoxikus, magas dozisu UVB expoziciot kdvetden is.

A CPD-fiiggd gének funkciondlis elemzése felfedte, hogy ezek a gének elssorban a
génexpresszioval és a sejtciklus szabalyozasaval Osszefiiggd jelatviteli halozatokhoz
kapcsolodnak. A genomi DNS kérosodasa, ideértve az UVB okozta fotolézidkat is, iddleges

sejtciklus késleltetést eredményez, amely 1d6t ad a sejtek szdmdra a keletkezett hiba
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kijavitasara, még a DNS replikacio el6tt. A sejtekben felhalmozodott CPD fotoproduktumok
végleges sejtciklus leallashoz €s apoptozis indukalasdhoz vezetnek, annak érdekében, hogy a
sejt megakadalyozza a karosodast, vagy esetleg muticiét szenvedett kromoszomak
sokszorozodasat. Az UVB okozta fotoléziok hosszan tartd jelenléte genomi instabilitast,
kromoszomalis rendellenességeket és borrak kialakuldsat is eredményezheti. A CPD-fliggd
gének jelatviteli kapcsolatokat felderitd halozati elemzése a c-Jun, c-Myc, Smad4 és TP53
molekulakat azonositotta, mint f6 szabalyoz6 faktorokat a CPD fototermékek indukalta
cellularis stresszvalaszokban. Ezeknek a multifunkcionalis transzkripcios faktoroknak a
jelentdsége igen jol ismert a sejtciklus progresszidjaban, az apoptozis és a celluléris
transzformaci6 szabalyozasaban. Szdmos tanulmany igazolta, hogy e kulcsfontossagu
szabalyoz6 molekuldk kémiai inaktivalasa és a benniik el6fordulé mutaciok a sejtciklus
ellen6rzé funkciok kieséséhez vezethetnek, amely szorosan Osszefligg a rdkos sejtek
kialakulasaval. A microarray adataink szerint az mRNS expresszids szintjik az UVB
irradiaciot kovetden nem valtozott, célgénjeik tobbségének azonban az UVB irradidcié utani
génexpresszios mintazata CPD-fiiggének bizonyult, jelezve, hogy a CPD-k jelent6sen
hozzédjarulnak az emlitett kulcs szabalyozd molekuldk altal kozvetitett, UVB indukalta
stresszvalaszok kialakitasahoz. A célgének koziil hat transzkripcios faktort, ATF3, EGR1,
ID2, RUNX1, SNAI1, SNAI2, és két apoptozishoz, valamint gyulladashoz kapcsolt gént, COX-
2 és IL-6, azonositottunk, amelyek 0j diagnosztikus eszkdzként vagy terapids célpontként
szolgalhatnak az UVB altal kozvetitett borbetegségek vagy bértumorok vonatkozasaban. Ezek
kozil, az UVB indukalta cellularis folyamatok kapcsan legintenzivebben vizsgalt gének a
tumorban ¢és gyulladasos betegségben leirtdk predikcids biomarkerként.

Mindemellett azonositottunk két, a sejtciklus G1 fazisanak szabalyozasaban részt vevé gént,

CCNEL és CDKN2B, amelyeknek az UVB okozta cellularis karosodasokban betdltott szerepe
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kevésbé ismert. lgazolni tudtuk mindkét gén CPD-fiiggését human keratinocitikban UVB
sugarzasra adott sejtvalasz kapcsan. Mind az mRNS, mind a fehérje expresszios szintjiik
jelentds novekedést mutatott UVB expozicid utan, amely valtozas a fotoreaktivaciot kovetden
nem volt megfigyelhetd a fotolid&z mRNS-sel transzfektalt sejtekben. Jol ismert, hogy a
p15INK4b a Gl fazis korai szakaszaban aktivalodik és a sejtciklus késleltetésében
nélkiilozhetetlen szerepet tolt be, mint ciklin-dependens kinaz inhibitor (CKI). A ciklin E1
viszont a G1 fazis késdi szakasza és az S fazis kozti atmenetet biztositja, eldsegitve a sejtek
ami a sejtciklus szabalyozasaban betoltott funkciojukat tekintve meglepd eredmény.
Figyelembe kell venniink azonban azt is, hogy a sejtciklus szabalyozasaban részt vevo gének
expresszids mintazata kiilondsen fligg egyéb szabalyoz6 molekuldk expresszids szintjétdl és
azok poszttranszlacios allapotatol. Mindezzel egyiitt, a tanulmanyban bemutatott adatok arra
utalnak, hogy az UVB indukalta CPD-k a sejtciklus ellen6rzé pontok, ezaltal a sejtciklus
progresszio zavarat idézhetik eld.

A CPD-k szerepe sem az UVB indukalta génexpresszio-valtozasokban, sem a cellularis
folyamatokban (pl. sejtciklus késleltetés vagy progresszid) nem specifikalt. Az UV sugarzas
szamos szignaltranszdukcids-utvonal aktivaciojat indukalja hulldmhossztol és dozistol
figgden. Ezek a jelatviteli ttvonalak specifikus kindz enzimeken keresztiil szabalyozddnak.
Ilyen enzimek k6zé tartoznak a mitogén aktivalt protein kinaz csalad (MAPK) tagjai, a protein
kindz B (PKB vagy AKT) és a protein kinaz C (PKC), amelyek dontd szerepet jatszanak az
UVB sugarzas okozta bérkarosodasra adott stresszvalaszban. Ennek megfeleléen, AKT, p38
MAPK ¢és JNK protein kindzokra specifikus inhibitorok hatasat vizsgaltuk a CPD-k 4ltal
kivaltott génexpresszio-valtozasokra. Kimutattuk, hogy ezek koziil csak a JNK-specifikus
inhibitornak van jelentdés szerepe a ciklin El ¢és a pl5INK4b UVB indukalta

overexpressziojaban. Adataink azt sugalljak, hogy a JNK A4ltal szabalyozott jelatviteli
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utvonalak nem kizarolagos, de fontos szerepet jatszanak a CPD-fliggé génexpresszio-
valtozasok kozvetitésében. Jol ismert, hogy kiilonféle extracellularis stimulusok, mint példaul
az UV sugarzas, kivaltjak a JNK aktivaciojat, amely ennek kovetkeztében athelyezédik a sejt
magjaba, ahol tobb transzkripcios faktor szabalyozasaban részt vesz. llyen faktor a c-Jun, c-
Myc, Smad4 és TP53 is, amelyeket a CPD-fiiggé gének halozati elemzése soran az apoptdzis
azonositottunk. Fokozott JNK aktivitds figyelhet6 meg Keratinocita proliferacid és
differenciacio soran is, ennek megfelelden szamos olyan tanulmanyt olvashatunk, amelyben a
JNK-utvonal é¢lettani jelentdségét emelik ki a sebgydgyulas vonatkozasaban, valamint egyes

boérgyogyaszati betegségek, példaul a pikkelysdmor €s a sz0rtiisz-eredetii tumorok kapcsan.
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Osszefoglalas

In vitro szintetizalt és nukleozid-modositott, ciklobutan pirimidin dimer (CPD)-specifkus
fotoliazt kodoldé mMRNS-alapu  géntranszfekcidos modellrendszer kialakitasdval tjszer
megkozelitésben vizsgaltuk az UVB sugarzas okozta DNS karosodasok hatasait tenyésztett
human keratinocitakban.

A Potorous tridactylus CPD-fotoliaz génjét kodoldo mRNS elballitasa in vitro transzkripcioval
tortént. A szekvencia kodon-optimalizalasaval, pszeudouridin modositassal, valamint hossza
poly(A) farok ¢és capl struktira MRNS-be torténd beépitésével magas transzlaciods
hatékonysag és bioldgiai stabilitds volt kialakithato.

Bizonyitottuk, hogy CPD-fotolidz fehérje hatékony szintézise ¢érhetd el human
keratinocitakban a nem-human proteint kodoldé nukleozid-modositott MRNS bevitelével. A
CPD-specifikus fotoliaz a vartnak megfelelden a sejtek magjdban lokalizalodott, és
funkcionalisan aktiv volt. Az UVB éltal indukalt CPD-k gyors és hatékony kijavitodasa volt
Kimutathato az UVB-irradialt, majd fotoreaktivalt transzfektalt sejtekben. A fotoreaktivacio
szignifikansan csokkentette az UVB antiproliferativ hatasat.

Ez az in vitro modell alkalmas volt az UVB sugarzas altal indukalt CPD-fiiggé és -fiiggetlen
cellularis folyamatok elkiilonitésére. Megallapitottuk, hogy az UVB-okozta transzkripcionalis
valtozasok f6 oka a CPD-képz6dés. Emellett eredményeink a JNK jelatviteli Gitvonal fontos
szerepére mutattak r4 az UVB-irradiaciot kovetéen kialakult, CPD-dependens
stresszvalaszokban.

Az in vitro szintetizalt mRNS transzfekci6é a jovoben egy hatékony és biztonsagos modjat
jelentheti a terapias szempontbol fontos fehérjék intracelluléris eldallitasanak, borgydgyaszati
és mas orvosi alkalmazasok szamara. CPD-fotoliazt kodold, in vitro szintetizalt mRNS
keratinocitakba torténd bejuttatasa in vivo egy innovativ megoldast kinalhat a bérdaganatok

megeldzésére.
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