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1. BEVEZETES
1.1. A Napbol érkezo UV sugarzas

Az ultraibolya sugarzas az egyik legaltalanosabb hatés, mely a boriinket éri. Az Foldet
koriilvevo 6zonréteg altal a legkarosabb UVC (200-290 nm) sugarzas nagy része kisztirodik.
Az UVA (320-400 nm) illetve az UVB (290 — 320 nm) sugarzas azonban, még igy is
viszonylag nagy dozisban ér minket napjainkban. Amellett, hogy ezek sugarzasok
Oregedési folyamatait, illetve karcinogén hatastak lehetnek bértipustol valamint napozasi

szokasoktol fliggden.

1.2. Az UVC/ UVB sugarzas jellemzdi

A DNS abszopcios (260 nm-nél van az abszorpcios csucsa) spektruma féleg az UVC
és UVB hullamhosszainak tartomanyaba esik, ezért ezek okozhatjak potencialisan a legtobb
kart a DNS szerkezetében. A kiilonb6z0é hulldmhossza UV sugarzédsok okozta f6 DNS
kédrosodasok a ciklobutan-pirimidin-dimerek  (CPD) és a  pirimidin-pirimidon-
fotoproduktumok ((6-4)-PP).

Az UVC illetve az UVB sugarzas hatasdra bekovetkez6 RNS szerkezet valtozas
szintén végzetes hatdsl lehet az adott sejt biologiai folyamataira nézve, kilondésen az mRNS
tekintetében, melynek karosodasa vagy szekvenciabeli megvaltozasa akar miikodésképtelen
fehérjéket is eredményezhet.

Az UVB sugarzds energiajanak elnyelése esetében fennall a reaktiv gyokok
képzddésének veszélye. A triptofdn és a tirozin aminosavak példaul triplett allapotban
redukaljak a diszulfidokat, mely altal diszulfid-anion keletkezik, amely reagalva a molekuléris
oxigénnel szuperoxid-aniont eredmenyez, mely ismert lipidmembran és fehérje karosito

hatasu.

1.3. Az UVA sugarzas jellemzo6i

A DNS a hosszi hullamhosszisagd UVA sugarzasbol mar csak nagyon Kis
mennyiseget nyel el. Kovetkezeésképpen ez a fajta sugarzas kis eséllyel okoz a DNS
szerkezetében CPD-ket, (6-4)-PP-ket vagy ezekhez hasonld léziokat. Ugyanakkor, meg kell
emliteni, hogy a (6-4)-PP-k 300 nm —nél hosszabb hulldmhosszUsagu sugérzés energidjanak
hatdsara Dewar izomerré alakulnak, amely az elddjéhez képest egy stabilabb forma, javitasa

pedig erésen korlatozott a DNS hibajavitd rendszer altal.



Az UVA sugarzas valddi veszélye abban rejlik, hogy kepes a plazmamembranok
lipidjeinek ¢és a citoplazma komponenseinek karositdsara, melynek révén kiilonbozo
szabadgyokok termelddését indukalja. A szabadgyokok koziil a hosszabb féléletidejiick
bejutva a sejtmagba a DNS oxidativ karosodasat okozhatjdk. A DNS oxidativ modosuléasa
réven, mind egyszalu, mind kétszallu toresek létrejohetnek. Az oxidativ baziskarosdasok kozil

a 8-OHdG az egyik leggyakrabban eléfordulé modosulas.

1.4. Az UV sugarzas okozta DNS karosodasok kévetkezményei

Az UV sugarzas sordn a legnagyobb jelentdsége a NER hibajavitd rendszernek van,
mivel ez felels legnagyobb részben a CPD-k és a (6-4)-PP-k eltavolitasaért. A NER meég a
replikacios villa érkezése el6tt megprobalja kijavitani a hibat a 1ézidt tartalmazo DNS szélon,
ugyanakkor ez DNS toréshez vezethet, mely végil kivalthatja a sejthalal elindulasat, mely
leggyakrabban apoptézis. Altalanossagban elmondhat6, hogy csak a nagyon magas dézisu
vagy a nagyon hosszantartd UV sugarzés az, amely az érintett sejtekben nekrozis elindulasat
indukalja.

Az apoptozissal elpusztult sejteket, melyeket morfologidjuk alapjan is jo el lehet
kiloniteni az egészséges tarsaiktdl Ugynevezett ,sunburn” sejteknek hivjuk. Az emlitett
sejtekben lejtaszodd apoptdzis fo induktora a genomi DNS karosodasa, ugyanakkor a p53
utvonal-fuggéapoptozison kivil, a sejthalal receptorokbdl kiinduld és a mitokondrialis
diszfunkcio-medialtapoptotikus dtvonal vagy ezeknek a kombinacidja is lehet a sejthalél

végso okozoja.

1.5. A fototerapia, a fotodinamias terapia és a fotokemoterapia
A fototerapia, a fotodindmias terapia (PDT) és a fotokemoterapia(PUVA),

neviikellenérekiilonbozéeljarasok,  azonbannapjaink  orvostudomanyaban  széleskdrben
alkalmazottak. A fototerapiat az acnevulgariskezelésére, a fotodindmiés terdpiat példaul a rak
kiilonboz6 tipusainak kezelése soran, mig a fotokemoterapiat a psoriasiskezelésenel
alkalmazzak.

A fototerapia soran a besugarzas csupan a nem-ionizalo sugarzassal térténik, mely lehet
UVA vagy UVB sugarzas, illetve ezek kombinacioi.

A fotodinamias terapia és a fotokemoterapia sikeres kivitelezéséhez, tobbek kdzott, egy
fényérzékenyitdszerre és az annak megfeleld hullamhosszusagu fényre van sziikség A
fényérzékenyitészer és a fény talalkozasa soran lejatsz0do reakcié eredményeképpen a

megcélzott szovetben nagyfoku sejthaldl és egyéb jarulékos bioldgiai reakcidk figyelhetok
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meg. A kétféle terapia kiilonbozOsége a fényérzékenyitdszerek tipusaban és a szernek a
fennyel vald talalkozéasa utan lejatszodo folyamatokban keresendd.

A PDT soran elsdsorban porfirint illetve porfirin vagy nem porfirin alapt fényérzékenyitd
szereket alkalmaznak, melyeket 600 — 1000 nm hulldmhosszusagu féennyel kombinalnak. A
folyamat elengedhetetlen komponense a fényeérzékenyitészeren és a fényen kiviil a
molekuléris oxigén jelenléte. A fényérzékenyitészer abszorpciés maximumanak kozelében
lévé fény hatasara a szer gerjesztett allapotba kerul. A gerjesztett allapotban 1évo
fényérzékenyitdszer pedig reaktiv oxigén gyokok termelddését eredményezi végsdsoron. A
PDT soran a tumorsejteket ért oxidativ karosodasok mellett, az immunrendszer nagyfoku
aktivacioja, a tumor szdvet vaszkularizacidjanak csokkenése figyelhetdé meg, valamint a
tumor sejtek proliferacidjanak gatlasa jarul hozza PDT tumor ellenes hatadsahoz.

A fotokemoterapia vagy PUVA terépia alapja pszoralén és pszoralén alapu vegyuletek
(P) kombinalasa  hosszU-hulldmhosszUsagu  ultraviola  sugarzassal (UVA). A
pszoraleénektriciklikus — furokumarin vegylletek, melyek kozil a legelterjedtebben
alkalmazottak az 5-metoxipszoralén, 8-metoxipszoralén és a trioxalén. A PUVA terapia soran
a feny hatasara gerjesztett allapotba keriild pszoralén tipust vegyiilet, tbbek kozott, képes
interkalalodni a DNS kettds lancaba, illetve ott pszorlén-DNS fototermékek keletkezését

indukalhatja, amely végso soron az adott sejt pusztuldsat eredményezheti.

1.6. PARP enzimek bioldgiai szerepe
1.6.1. A poli-ADP-ribdzpolimeraz -1 enzim tulajdonsagai

A poli-ADP-rib6zpolimerdzok (PARP) akceptor fehérjék ADP-ribozilacidjat
katalizal6 enzimek. Az enzimcsalad leginkabb tanulmanyozott és a human sejtekben
legnagyobb mennyiségben eléforduld tagja a PARP-1. Az enzim aktivalodasanak {6 iniciatora
a DNS egyszalu torése, mely killénb6z6 indukciok hatasara kovetkezhet be.

Az enzim harom f6 szerkezeti eleme a kovetkez6: a DNS-koté domén, az
automidifikaciosdomén és a katalitikus domén. A DNS koté domén az N-termindlis részen
talalhato és tartalmaz harom Zn-ujj domént (FI-111) illetve egy nuklearis lokalizacios szignalt,
valamint egy kaszpaz -3 enzim altal felismerhet6 hasitd helyet. Az automodifikaciosdomén
legfontosabb régidja az ugynevezett BRCT domen, melynek nagy szerepe van az enzim €s a
DNS hibajavitd enzimek, illetve egyéb kolcsonhatd fehérjék kozott 1étrejovo fehérje-fehérje
kolcsonhatasok kialakuldséban. A C-termindlis részen talalhat6 egyrészt a WGR domen, mely
a kiilonb6z6 domének kozotti kolcsonhatasok 1étrejottében fontos, valamint a katalitikus

domén, mely a NAD", mint szubsztrat megkotéséért és a PAR polimer létrehozasaért felelds.
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1.6.2. A PAR polimer szintézisének mechanizmusa

Az aktivalt PARP enzimek NAD-ot hasznalnak szubsztratként, mely az enzim
milkodése altal nikotinamidra és ADP-ribozra hasad. Az ADP —rib6z egységek kovalensen
egymashoz kotott egyenes vagy eladgazo lancai, vagyis a poli-ADP-rib6z, az enzim éaltal a
megfeleld akceptor fehérjéhez kotddnek.

A PARP-1 enzim aktivacidjanak elsé 1épése mikor az enzim egyik Zn-ujj doménje a
DNS-hez kotédik, ezt a 1épést a DNS —kot6 és a katalitikus doménnek a kélcsonhatasa, illetve
az enzim dimerizacioja teszi lehetdvé valamint segiti el6. A polimerek hosszusaga valtozo,
néhany egységnyit6l 200 egységig is terjedhetnek, 20-50 egységenként 1étrejovo
elagazasokkal vagy anélkiil. Az akceptor fehérje szempontjabdl a reakcio6 reverzibilis, mivel a
polimerek viszonylag rovid idon beliil lebomlanak a poli-ADP-ribéz-glikohidrolaz (PARG),
az ADP-ribozilhidrolaz 3 (ARH3) és az ADP-protein liaz enzimek miikodése altal.

Az in vitro kutatasok mar tobb, mint 200 sejtmagi fehérjét azonositottak, melyekhez
kovalensen kapcsolédhat PAR polimer. Ezek kdzott olyan célpontok szerepelnek, mint a
hisztonok, kiilonb6zod transzkripcios faktorok, DNS replikacidban és hibajavitasban szerepld
fehérjék, jelatvitelben résztvevd fehérjék, mint az NFkB, a topoizomeraz | és IT és DNS fiiggd

protein kindzok

1.6.3. A PARP-1 szerepe a kiilonb6zé DNS hibajavit6 mechanizmusokban

1.6.3.1. Bazis kivagasos DNS hibajavitas (BER)
A DNS lanc béazisai deaminalddas, alkilalodas vagy oxidativ hatds revén

modosulhatnak. A baziskivagasos hibajavitds (BER) az egyik elsédleges mechanizmus a
sériilt bazisok és az egyszali DNS torések javitasaban. A PARP-1 enzim, tobb, a BER
rendszer tagjaként nyilvantartott fehérjével alakithat ki kdlcsonhatést, mint példaul az XRCC
és az aprataxin. Szamos munkacsoport Kimutatta, hogy aktivitasa befolyasolja a BER
hatékonysagat olyan enzimek miitkddésének szabalyozéasa altal, mint a DNS polimeraz-f, a

DNS ligaz I11, a condensin vagy a 8-osoguanin DNS glikozolaz (OGG1)

1.6.3.2. Homoldg rekombinéacio (HR) és nem homolog DNS végek dsszekapcsolasa
(NHEJ)
A Kkétszalu DNS torések kijavitasa torténhet homoldg rekombinacioval (HR) vagy a

nem homolog DNS végek 6sszekapcsolasaval (NHEJ). A PARP-1 szerepét mind a két esetben
leirtdk. A homolog rekombinacio esetében, a DNS torés kdvetkeztében felhalmozddott PAR



polimer, vagy fokozza az ATM aktivitasat, vagy befolydsolja az ATM funkcigjat a
célfehérjék hozzaférhetdségének eldsegitése altal.

A Kklasszikus NHEJ mechanizmus (C-NHEJ) soran, az ugynevezett Ku fehérje és a
PARP-1 enzim verseng a szabad DNS veégekhez val6 kotédés lehetdségéért. Amennyiben a C-
NHEJ utvonal faktorai, féleg a Ku fehérje, nem allnak megfeleld mennyiségben rendelkezésre
a PARP-1 enzim el6térbe keriil, és életbe 1ép az ugynevezett alternativ NHEJ utvonal (A-
NHEJ). A folyamatban olyan fehérjék PARilacio &ltali szabalyozasa mutathaté ki, mint a

DNS ligaz I1I vagy DNS fiiggd protein kinaz.

1.6.3.3. Nukleotidkividgasos DNS hibajavitas (NER)

A NER egyik jelentdsége, hogy ez az a DNS hibajavité mechanizmus, amely az UV
sugarzas kovetkeztében létrejott fototermekeket eliminalja. A PARP-1 enzimnek a NER
hibajavito rendszerben vald aktiv részvetelét viszonylag friss kutatasi eredmények tamasztjak
alad. Tobb munkacsoport is kimutatta a NER -ben szerepldé XPC ¢és XPA fehérjék
PARIlaciojat, de talan ennél is nagyobb jelentdséggel bir az a tény, hogy a NER egyik
tovabba az is, hogy a PARP-1 és a DDB2 fehérje kdlcsonhatasa UVC sugarzas altal karositott
DNS szakasz jelenléte esetén szignifikansan er8sebb, Gsszehasonlitva egy hibatlan DNS
szakasz jelenlétével.

A PARP-1 farmakoldgiai gatlasa csokkentette a NER hibajavitas hatékonysagat, tébb
munkacsoport altal elvégzett kisérletben is, igazolva a PARP-1 enzim aktiv szerepét ebben a

fajta DNS hibajavit6 mechanizmusban is.

1.7. A PARP-1 enzim és a kiilonb6z6 sejthalal tipusok kapcsolata

Kismértékiit DNS karosodas esetén a PARP-1 enzim, a DNS hibajavitd rendszerben
elfoglalt helye altal hozzajarul a hiba kijavitdsdhoz, és ezaltal ndveli az adott sejt talélési
esélyeit.

Nagyobb mértékti DNS karosodés esetén, vagy apoptdzis jatszodik le, melyben a
PARP-1 enzim hasitas altal inaktivalodik, vagy nekrozis kovetkezik be, melyet a tulzott
PARP-1 aktivitasbol eredé6 NAD" és ATP deplécio okoz.

A PARP enzim farmakologiai és egyéb modszerrel torténd gatlasa apoptdzishoz

vezethet az els6 €s a harmadik utvonal lejatszodasa soran.



1.8. A PARP gatlészerek es kemoterapias szerek kapcsolata

Egy 2005-ben megjelent publikacid szerint az emlddaganat sejtekben taldlhato
BRCA1/2 fehérje mutacidja a homoldg rekombinécid diszfunkciojat eredmenyezi, tovabba
azt is kimutattak, hogy ezzel egy idében a sejtek PARP gatloszerekre valo érzékenysége
nagymértékben megnétt. A PARP enzim aktivitdsanak gatlasa kromoszéma instabilitast, sejt
ciklus 6sszeomlast, apoptozist eredményezett, mely jelenségek tulajdonképpen a DNS
tulajdonképpen a szintetikus letatlitas jelensegének korébe tartozik, amely tulajdonképpen azt
jelenti, hogy egy DNS hibajavitd rendszerben fontos szerepet betoltd enzim gatloszerének
alkalmazaséaval és egy adott DNS hibajavité rendszert érinté mutacié altal, fokozhaté egy
kiils6 DNS karosodast okoz6 agensnek a citotoxikus hatésa.

A klinikai kiprébalas alatt 4ll6 és a mar hasznalatban 1évé PARP gatldszerek tobbsége
a PARP csaléd tagjai kozil az PARP- 1 és -2 enzimeket gatoljak. A szintetikus letalitas soran
a PARP-1 enzimnek a HR-ben betoltott szerepe az, amely a gatldszereinek a hatékonysagat
adja, ugyanakkor fontos megemliteni, hogy ehhez a citotoxicitdshoz hozzajarulnak meg
masodlagos mechanizmusként, a PARP -1 enzimnek a BER-ben és az NHEJ-ben betoltott
funkcidjanak gatlasa is. A kiilonboz6 PARP gatloszerek melyek kutatasi vagy klinikai
alkalmazasban vannak hatékonysagukat és specifitdsukat tekintve nyilvan kilénbozek,
ugyanakkor abban altalanossagban megegyeznek, hogy mindegyik NAD™- analdg, mely altal
képesek a PARP katalitikus alegységéhez kotddni €s igy gatolni annak mikodését.
Azértekezés alapjat képezo6 két publikacioban a kovetkez6 PARP gatloszereket alkalmaztuk
3-aminobenzamid (3-AB):

Az egyik legrégebbi PARP gatlészer. Annak ellenére, hogy késObbi gatloszerekkel
0sszehasonlitva sokkal keveésbé specifikus és hatékonysaga is csak viszonylag nagy
koncentracidban érvényesul (1 mM- 5mM) napjainkban is gyakran alkalmazzak.
Allatkisérletben is gyakran alkalmazott szer.

Sokkal hatékonyabb PARP gatldszer, mint a 3-AB. Gyakorlati szempontbdl sokkal
kisebb koncentracioban hatékony, természetesen sejttipustol fiiggéen (1-20 uM). A PJ-34
PARP enzimtdl fiiggetleniil aktivalja a p21 gén expressziojat ezaltal mitotikus katasztrofat
okozva néhéany sejtvonalon.

Veliparib:
Veliparib vagy mas néven ABT-888 egy oralisan alkalmazott PARP-1 illetve PARP-2

enzimet is gatlé szer, mely a human kisérletek eredménye szerint jol toleralhatd a szervezet
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szamara, gyorsan szivodik fel és viszonylag gyorsan is {iriil ki. Kiilonb6z6 rak fajtak esetében
kerilt mar Kiprobalasra, legtébbszor valamilyen kemoterapias szerrel vagy ionizalo

sugarzassal kombinalva.



2. CELKITUZESEK

I. Az UVB sugéarzés okozta DNS karosoddsok, és azok kijavitasat végzo
mechanizmusok alaposan tanulmanyozott teriiletei a tudomanynak. A PARP-1 enzim
szerepérdl a sejthalal folyamatokban és a DNS hibajavitasban szintén vannak ismereteink,
kalonos tekintettel a BER, a HR és az NHEJ mechanzimusokra. A PARP-1 enzimnek az,
UVB Aéltal kialakult 1éziok kijavitasat foként végzd, NER rendszerben vald szerepérdl és a
sugarzas okozta sejthalalban vald részvételérél viszonylag kevesebb az informacionk.

Munkénk els6 felében ennek feltérképezését tiiztiik ki célul.

1. HaCaT sejtek és normal human epidermaliskeratinocitak (NHEK) UVB dozis fliggésének
0sszehasonlitésa.

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

3. Kiilonboz6 PARP gatloszerek hatasanak megfigyelése NHEK sejteken UVB és UVA

sugarzas altal bekovetkezd sejthalal soran.

II. Az PUVA kezelés soran keletkezd DNS kérosodéasok kijavitasa 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 hatasanak megfigyelése UVA-val sugarzott A431 sejtvonalon.

2.A PARP-1 - csendesités hatdsdnak megfigyelese PUVA kezelés altal kivaltott
fototoxicitashan.

3. Kiilonb6zé PARP gatloszerek hatdsanak vizsgdlata PUVA kezelés kovetkeztében fellépd
sejthalal soran.



3. ANYAGOK ESMODSZEREK
3.1. Sejttenyésztés

A normal human epidermaliskerationcitdkat (NHEK) a CELLnTEC cégtdl beszerzett
epidermaliskeratinocitak tenyésztéseéhez Kkifejlesztett tapfolyadékban tartottuk, melyet 100
U/ml penicillinnel és 100 pg/ml streptomicinnel egészitettink ki. A sejteket a masodik és a
negyedik passzalas kdzott hasznaltuk fel kisérletek elvégzésére.

A HaCaTimmortalizaltkeratinocita sejtvonalata gliikéz tartalmu (1000 mg/l) DMEM
tapfolyadékban tartottuk.

Az A431 huméan laphamsejtes bor karcinoma sejteket magas gliikéz tartamd (4500
mg/l) DMEM tapfolyadékban tenyésztettilk.A tapfolyadékot mind a két esetben 10% FBS-sel,
2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml streptomicinnel egészitettink ki.

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

alkalmaztunk

3.2. Asejtek kezelése és az UV sugarzas alkalmazasa
Az UV besugarzast megelézden a kovetkezd elokezeléseket végeztik: NHEK és
HaCaT sejtek esetében a PARP gatloszereket 30 perccel az UVB vagy adott esetben az UVA
sugarzast megel6zbéen adtuk a sejtekhez a PJ-34 esetében 10 uM-os, a 3AB esetében 3 mM-0s
végkoncentracidban. Az el6kezelés és a sugarzds az NHEK sejtek esetében annak
médiumaban, HaCaT sejtek esetében pedig fenolred indikator - mentes DMEM —ben tortént.
Az A431 sejteknél a PJ-34 és a Veliparib PARP gatloszerek végkoncentracioja egyarant
10 uM volt, 8-MOP fényérzékenyit6szeré pedig 800 nM, melyet 50 perccel az UVA sugarzast
megelézéen adtunk a sejteket fed6 PBS-hez. Az antioxidansokat (aszkorbinsav 500 uM,
trolox 200 uM) az eldkezelésekkel egyiitt, az adott abran jelolt kombinacioban, a kiilonbozd
specifitasukaszpéz gatlészereket (z-VAD-fmk, z-DEVD-fmk, z-IETD-fmk 50-50 uM) pedig
az UVA sugarzas utdn, sejttenyésztdé médiumban adtuk a sejtekhez. Az eldkezelés és a
sugarzas is PBS pufferben (0,2 M, pH 7,4) tortént. A sugarzast szamitogéppel vezérelt Bio-

Sun UV besugarzo készulékkelvégeztik.

3.3. Spheroid kultura létrehozésa

A 96 lyuku sejttenyészté edényt a kisérletet megelézéen 0,5 % agar-agar oldattal
kezeltikk. Az A431 sejtekbdl egy 1x10* sejt/ml denzitasu szuszpenzidt készitettiink, melybol
50-50 pl kerult egy-egy lyukba. A stabil spheroid képzddésére 48 orat vartunk. A
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spheroidokatezt kovetéen a fent leirtak szerint eldkezeltiik illetve kezeltik a PARP
gatloszerekkel illetve az UVA sugarzassal. A kezelés végén a spheroidokatLeica DM IL LED
mikroszkép rendszer segtségévelfotoztuk. A spheroidok atmér6jét Image J szoftver

segitségével hataroztuk meg.

3.4. Sejtéletképesség vizsgalat

Az adott kezelést kovetden a sejtek ¢letképességét mind a harom (HaCaT, NHEK,
A431) esetben MTT redukcios assay segitségével hataroztuk meg azonos protokoll szerint. A
sejteket 96 lyuku sejttenyésztd edényben novesztettilk. A kezelést kovetden a sejteket fedd
tdpfolyadékhoz 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. Az MTT
oldatot tartalmazé médium eltavolitasa utan az €16 sejtek mitokondriumaban atalakult
formazan kristalyok kioldasdhoz 100 pl DMSO-t hasznaltunk. Az igy keletkezé homogén
oldat abszorbanciajat 590 nm-en mértilk le Multiskan MS Plate olvasoval segitségével. Az
életképességet minden esetben a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékban adtuk meg.

3.5. Reaktiv oxigen gyokok detektalasa

A reaktiv oxigén gyokok detektalasa az A431 sejtek esetében UV A sugarzast kovetden
H2DCFDA ROS érzékeny festék segitségevel tortént. A H2DCFDA 10 uM
végkoncentracioban kerult hozzaadasra az A431 sejteket boritd PBS-be az eldkezelésekkel
(10 uM PJ34, 10 uM Veliparib) és az antioxidansokkal azaszkorbinsavval (500 puM) és
troloxszal (200 puM) egyitt. A detektalas kozvetlenil az UVA sugarzas utan tortént,
Fluoroskan Ascent FL plate olvasé segitéségével 580g,/590gm nm hulldmhosszon.

3.6. Hidrogén-peroxid (H202) detektalasa

Az UV sugarzas hatasara intracellularisan termel6dé hidrogén-peroxidot Amplex Red
festék segitségével detektaltuk az NHEK sejtek esetében. Az NHEK sejteket 96 lyuku
tenyésztdedényben novesztettilk. A sugarzast kovetden a sejtekhez Amplex Red festéket
adtunk 50 uM végkoncentracioban illetve tormaperoxidaz enzimet 0,1 U/ml mennyiségben.
30 perces 37°C-on torténd inkubacio utan a fluoreszcenciat Fluoroskan Ascent FL

platesegitéségvel hataroztuk meg 530g4/590em Nm hullamhosszon.

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

A HaCaT sejteket a transzfekciot megel6z6 napon 24 lyuku (2 x 10* sejt/lyuk) illetve 96
lyukt (5000 sejt/lyuk) sejttenyésztd edénybe raktuk, mely sordn a tapfolyadék antibiotikumot
nem tartalmazott. Masnap hozzaadtuk a sejtekhez transzfekcios reagens, a kontroll siRNS
illetve a PARP-1 siRNS megfelelé aranyt keverékét, melyet 10 % FBS tartalmu antibiotikum
mentes médiumban allitottunk Ossze. 24 o6ra termosztatban torténd inkubalast kovetden
eltavolitottuk a sejtekr6l a transzfekcios reagens 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 végeztik, mely soran a tripszin-
EDTA oldattal kezelt sejteket centrifugalast kovetéen Osszegyijtottiik antibiotikum- és FBS-
mentes tapfolyadékban. A transzfekcios reagens és a kontroll siRNS illetve a transzfekcids
reagens es a PARP-1 siRNS keverékét fél oran at inkubaltuk a sejtekkel, majd kiegészitettik a
médiumot 10 % FBS-sel és 24 Iyukd (2 x 10* sejt/lyuk) illetve 96 lyuki (5000 sejt/ lyuk)
sejttenyésztd edénybe raktuk ki 6ket. Masnap, lecseréltiik a tdpfolyadékot, és tijabb 24 o6ran at
inkubaltuk a sejteket sejttenyésztd termosztatban.

Mind a két esetben a transzfekciot kovetd 48.6raban kezeltiik a sejteket UV sugarzassal
¢s kezeléstdl fiiggden inkubaltuk Oket tovabbi 24 az UVB sugarzas esetében, €s 16 6ran at az
UVA sugarzast kovetéen. A Western —blot analizishez a mintavétel abban az idépontban

tortént, amikor az adott Kisérlet véget ert.

3.8. Western blot analizis

A HaCaT és az A431 sejtek esetében az siRNS altali csendesités sikerességét Western
blot modszerrel ellendriztiik. Az A431 sejtek esetében a hasitott — PARP-1 és a H2AX fehérje
foszforilacidjanak kimutatasa szintén Western blot mddszerrel tortent. A transzfekcio illetve a
kezelések utan egyszer mostuk a sejteket hideg PBS pufferrel, majd hideg lizis pufferben
kapartuk fel 6ket. Szonikalas, centrifugélas és forralds utdn minden mintabdl 35 pg fehérjet
vittink fel 8% illetve 12% SDS-poliakrilamid gélre. Elektroforézist kdvetéen a mintakat
nitrocelluléz membrénra transzferaltuk. A membran aspecifikus kothelyeit 5% zsirszegény
tejpor oldattal vagy 5% BSA oldattal blokkoltuk. PBSTw vagy TBSTw oldattal torténd
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mosast kdvetéen a membrant primer ellenanyaggal inkubaltuk egy éjaszakan at 4°C —on.
Ujabb mosasok utdn 1 Oraig inkubaltuk a membrant szobahdémérsékleten a torma-
peroxidazzal jel6lt méasodik antitesttel, majd kemilumineszcensszubsztrat hozzdadasa utan a

kemilumineszcens jelet FluorChem FC2 Imager késziilék segitsegével detektaltuk.

3.9. Cometassay

Maratott felszinli targylemezre 1% normal olvadéspontu agaroztrétegeztiink. Az
clokezelést és az UVA sugarzast kovetden a sejteket mincingsolution — ben kapartuk fel, majd
ezt kovetden a sejteket 0,5 % alacsony olvadaspontl agarozba kevertik és a targylemezekre
rétegeztiik). A gél megszilardulasa utan lizis kovetkezett 1 éran at 4 °C-on. Az elektroforézist
alkalikus oldatban végeztik 25 percig 380 mA é&ramerdsséggel. Ezt kovetéen a
targylemezeket 10 percig ekvilibraltuk, majd a sejtmagokat 10 pg/ml TO-PRO-val festettik.
LeicaTCS SP8 konfokalis mikroszkdp és kamera segitségevel készitettiink felvételeket a

mintakrdl, a kvantitativ kiértékelést CometScore szoftver segitségével végeztiik el.

3.10. Kaszpaz- enzim aktivitds mérése

Az A431 sejteket a kisérletet megel6z6 napon 24 lyuku sejttenyésztd edénybe tettiik. Az
elokezelést és az UV A sugarzast kovetden a tenyésztd médium eltavolitasa utan a sejteket
PBS pufferben felkapartuk és centrifugalas (13000 RPM 90”) utéan a sejteket tartalmazé
pelletet egy éjszakara -80°C-ra tettiik. A fagyasztast kovet6en jéghideg lizis puffert adtunk a
sejtekhez.

A lizatumot 1:1 aranyban kevertik 0ssze a reakcid pufferekkel. A kaszpaz — 3
aktivitds mérésnél a szubsztrat az ac-DEVD-AMC, mig a kaszpaz-8 aktivitds mérésnél a
szubsztrat az ac — VETD-AMC volt. A lizatum és a reakcio pufferek keverékét 1 oran at
inkubaltuk 37°C-on, a fluoreszcenciat pedig Fluoroskan Ascent FL plate olvaso segitéségvel

hataroztuk meg 355g,/460gm Nm hullamhosszon.

3.11. A DNS fragmentacio kimutatasa

Két szazalékos agardz gélt készitettiink, melyrdl megszilardulds utdn a fésiik feletti
részt eltavolitottuk. Az eltavolitott rész helyére egy 1%-os agar0z gelt kerilt, melyet
kiegészitettiink SDS-sel és proteinaz K-val. Az el6kezelés, a sugarzas, illetve az inkubacios
idok lejartaval a sejteket DNS mintapufferben vettiik fel, és vittiink fel a gélre. Az

elektroforézist 35 V fesziiltség mellett 10 oran at vegeztik, majd a gélt etidium-bromiddal

12



festettiik meg. A savokat FluorChemFC2 Imager késziilék segitségével detektaltuk. A kapott
jelet Image J szoftver segitségével denzitometraltuk

3.12. Laktat-dehidrogenaz enzim felszabadulasanak merése

Az UV sugarzas hatasara bekovetkez6 LDH felszabadulast az NHEK sejtek esetében a
VWR cégtdl vasarolt kit segitségével mértiik. Az elokezeléseket és a sugarzast kdvetden az
MTT sejtéletképességi vizsgalatokkal parhuzamosan a sejtek fellilusz6jabol 50 -50 pl
mennyiséget kevertiink Ossze a kit leirdsanak megfeleléen eldallitott reagenssel, melynek
abszorbancigjat 20 perc elteltével mértik 490 nm hullamhosszon Multiskan MS PlateReader

segitségével. Az adatok kiértékelése a kit leirasaban javasolt modon tértént.

3.13. Sejtproliferacios vizsgéalat

A sejtek 10 napos tenyésztését kovetden, melynek soran az 6tddik napon médiumot
csereltiink, a sejteket PBS-sel mostuk, 4%-os formaldehiddel 15 percig szobahdmérsékleten
fixaltuk, majd hematoxilinnel festettiik 10 percig. Alapos csapvizes mosas és szaritas utan
képeket készitettlink a sejtekrdl Zeiss Axiolab mikroszkép (Carl Zeiss, Oberkochen,
Németorszag) segitségével. Mivel a primer keratinocitak a novekedésiik soran nem képeztek
koldniakat, melyeket az eredeti protokoll szerint szdmolhattunk volna, ezért a hematoxilinnel
val6 festéssel parhuzamosan minden kezelés esetében MTT sejtéletképesség vizsgalatot is

végeztiink melynek eredményei 6sszhangban voltak a mikroszkopos képekkel.

3.14. Immuncitokémia

Az NHEK sejtek esetében a hasitott PARP-1 enzim detektdldsa UVB sugarzast
kovetden, valamint az A431 sejtek esetében a PAR polimer kimutatasa hidrogén-peroxid
kezelés utdn immunfestés segitségével tortént.

Az NHEK sejteket 24 lyuku tenyésztéedényben ndvesztettiik fedélemezen. Az UVB
sugarzast kovetden, PBS-sel torténd mosas utdn a sejteket jéghideg metanollal. Az endogén
peroxiddz enzimek blokkolasa és PBS pufferrel térténé mosas utan a sejteket BSA oldattal
blokkoltuk 1 6ran at szobahdmérsékleten, majd 2 6ran at a blokkold oldatban higitott primer
ellenanyaggal inkubaltuk. PBS pufferrel torténé mosast kovetden peroxidazzal konjugalt nytl
mésodlagos ellenanyagot tartalmazé reagenset adtunk a sejtekhez mellyel 30 percig
inkubaltuk a sejteket szobahOmérsékleten. A peroxiddz reakcio Kkimutatdsahoz DAB
szubsztratot hasznaltunk. A fed6lemezek Mowiollal torténé kifedése utan a képeket Zeiss

Axiolab mikroszkdp, illetve Zeiss Axiocam digitalis kamera segitségével készitettik.
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Az A431 sejtek esetében a PAR polimer detektalast hidrogén —peroxid kezelést
kovetden hasonld protokoll szerint végeztiik, azzal a kiilonbséggel, hogy a peroxidazzal-
konjugéalt masodik antitest helyett fluoreszcens detektalast alkalmaztunk. A sejtmag festésére
TO-PRO festéket hasznaltunk. A mosasi lepéseket kovetéen a fedélemezeket Mowiol-dabco
segitségével fedtik ki, melynek megkotése utan a képeket LeicaTCS SP8

konfokalismikroszkdp és kamera segitségével készitettik.

3.15. May-Grunwald-Gielmsa festés

Az NHEK sejteket 24 lyuk tenyésztéedényben novesztettik fedOlemezen. A
kiilonb6z6 UVB dozissal torténd sugarzast és 24 ords inkubaciot kovetden a sejteket PBS
pufferrel mostuk egy alkalommal, majd formaldehiddel fixaltuk szobahdmérsékleten. A
fixalast kovetden a sejteket desztillalt vizzel mostuk, majd 30 percig inkubaltuk Oket
szobahOmérsékleten az el6zéleg frissen elkészitett May-Grinwald-Giemsa oldattal (1:10
May-Griinwald, 1:10 Giemsa, desztillalt vizben). A festés utan a fedolemezeket haromszor
mostuk desztillalt vizzel, majd Zeiss Axiolab mikroszkdp, illetve Zeiss Axiocam digitalis

kamera segitségevel készitettlik a fotokat.

3.16. Mitokondrialis membran potencial mérése

Az NHEK sejteket fekete 96 lyukt sejttenyésztésre alkalmas tenyésztd edényben
novesztettik. Az UVB sugarzas utan 6 oraval a sejtekhez TMRE festéket adtunk, mely Iépést
20 perc 37°C-on torténd inkubalas kovetett. Ezt kovetden a sejtekrdl eltavolitottuk a TMRE
oldatot tartalmazo6 tapfolyadékot és PBS pufferel torténdé mosas utan mértik a TMRE
fluoreszcenciajat Fluoroskan Ascent FL plate olvasd 530g4/590gm nm hullamhosszon.

3.17. PARP aktivitasméres

A PARP aktivitds mérése a *H-NAD" beépiilésének meghatérozéaséan alapul a TCA-val
kicsaphato fehérjefrakcidban. Az A431 sejteket 5 percig kezeltik 1 mM koncentrécidju
hidrogén-peroxiddal, majd a tenyészt6 médiumot aktivitasméré pufferre cseréltiik és 30
percen at 37°C-on inkubaltuk a sejteket. A reakcio leallitasa, illetve a sejtfeherjék kicsapasa
céljabol jeghideg 50 % -os TCA-t adtunk a sejtekhez, mely lépést 4 6ra 4°C-on torténd
inkubalas kovetett. Centrifugélas utan a keletkez6 csapadékot kétszer mostuk 5%-0s TCA-val,
majd szolubiliz&lds kovetkezett 2% SDS/0,1 N NaOH oldatban egy éjszakan at. A csdvek
tartalméat 6,5 ml Scintisafe Plus szcintillacios folyadékhoz mértik és a radioaktivitast Wallac

markaju folyadékszcintillacids szamlaloval mértiik meg.
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3.18. NMR spektroszkopia

A mérés Kivitelezésehez a PJ-34 gatloszert 2 mg/ml -es koncentracioban deuteralt
oldoészerben oldottuk fel (DMSO-d6). A mérést Bruker AVANCE 1l (500,13 MHz)
spektrométeren 298 K homérsékleten végeztiik el. A méréselvegzéséertkdszonetilleti Dr.

KovérKatalint a DebreceniEgyetemSzervetlenésAnalitikaiKémiaiTanszékénekmunkatarsat.

3.19. Statisztika

Minden kisérletet legaldbb harom alkalommal, egymast6l fiiggetlen idépontban
megismeételtik. Az egyes kisérletek soran triplikatumban dolgoztunk. Az &brakon a széras,
mint standard error van jel6lve.Az egyes kezelések hatasainak 6sszehasonlitasat one-way
ANOVA mddszerrel végeztik Tukey’s teszttel. Szignifikansnak azt a valtozast tekintettik,

ahol a p értéke kevesebb volt, mint 0,05.
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4. EREDMENYEK
4.1. A 3-aminobenzamid PARilaciotol fiiggetlen védé hatasa az UVB és az UVA

sugarzas altal kivaltott sejthalél soran

4.1.1. A PARP-1 csendesitese érzékenyitette a HaCaT sejteket az UVB sugéarzas okozta

sejthalalra

A PARP-1-t siRNS segitsegevel csendesitettik HaCaTkeratinocita sejtvonalban.
Western blot mddszerrel detektaltuk a PARP-1 fehérje expressziojat illetve funkcidkiesés
vizsgalatot végeztiink. Ez utdbbi sordn a nem transzfektalt és a transzfektalt sejteket hidrogén-
peroxiddal (1 mM, 5 perc) kezeltiik mely PARP-1 aktivaciét eredményez és igy PAR polimer
felhalmozddast. A két kisérlet eredménye alapjan elmondhat6d, hogy a csendesités kelld
hatasfokd volt ahhoz, hogy a tovéabbi kisérletek eredményét a PARP-1 enzim hidnyanak
tudjuk be. UVB sugarzast kovetden vizsgaltuk a HaCaT sejtek ¢€letképességét, és azt az
eredményt kaptuk, hogy 0,6 J/cm? a legkisebb dézisi UVB sugarzés, amely szignifikansan
csokkenti a sejtek életképessegét. A PARP-1 enzim siRNS altali csendesitése az elébb

emlitett UVB dozis toxikus hatasat szignifikansan novelte.

4.1.2. APJ-34és a 3-AB PARP gatldszerek ellentétes hatasiak az UVB sugarzas altal
kivaltott sejthalal soran

Sejtéletképességi vizsgalatok eredményeiszerint az NHEK sejtek életképességét mar
0.1 Jlcm? UVB dézis is szignifikansan csokkenti.APARil4cié szerepének tanulmanyozasa
céljabol a sejteket PARP gatldszerekkel (PJ-34, 3-AB) kezeltik. A PJ-34 kezelés
szignifikansancsokkentette az NHEK sejtek életképességet UVB sugarzas soran, a 3-AB
PARP gatloszer viszont teljes mértékben védett az UVB okozta toxicitas ellen.

A 10 nappal az UVB sugarzast kovetéen proliferdcios vizsgalatot végeztink. Ennek
eredménye alapjan a kovetkezO allitasokat tehetjik: (i) az NHEK sejtek proliferacios
képessége mar 0,025 J/icm® UVB dozis 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 sejtekhez hasonlatos proliferacios ratat mutattak.

A PJ-34 PARP gatldszer aPARP-1 csendesitéshez hasonldan, érzékenyiti a sejteket,
mig a 3-AB PARP gatldszernek, az UVB sugarzassal szemben védoé hatasa volt NHEK sejtek
esetében.
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4.1.3. A 3-AB védi a normal human epidermaliskeratinocitdkat az UVB sugéarzas altal
kivaltott apoptozissal és nekrozissal szemben is

May-Grunwald-Giemsa festés segitségével megfigyeltiik, az NHEK sejtek morfologiai
valtozasait az UVB sugarzést kovetden. A PJ-34 érzékenyitd hatasat jol mutatta, hogy az
apoptotikus morfolégia mér 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 morfoldgiai valtozas. A 3-AB kezeles teljes meértéekben kivédte az
UVB toxikus hatésat.

Apoptotikus paraméterként immunfestes segitségével detektaltuk a hasitott PARP-1
mennyiségét. Az eredmények szerint a csak UVB sugarzast kapott keratinocitdkhoz (0,2
Jlem®) képest a PJ-34 gatloszerrel el6kezelt sejtekben maér alacsonyabb dozisnal (0,1
Jlcm?)detektalhaté volt a hasitott PARP-1, mig a 3-AB-val elékezelt sejtek esetében egyik
dézisnal sem volt mikroszkoposan lathato mennyiségii hasitott PARP-1.

Nekrotikus paraméterként LDH enzim felszabaduldst mértiink, amely szerint a PJ-34
nem fokozta ennek a paraméternek a mennyiségét, azonban a 3-AB kezelés estében a LDH

felszabadulés a sugarzast kovetden nagyon alacsony mértékii volt.

4.1.4. A 3-AB premitokondridlisan fejti ki az UVB sugérzassal szembeni védo6 hatasat

Az UVB sugarzas az altalunk alkalmazott legmagasabb dozis (0,2 J/cm2) esetében
mitokondridlismembran depolarizaciot okozott. A PJ-34 gatloszerrel torténd kezelés nem
befolyasolta szignifikansan az UVB sugarazas indukalta depolarizaciot. A 3-AB el6kezelés
esetében a mitokondridlis membrén potencial nem valtozott, vagyis a 3-AB védett az UVB
sugarzas altal kivaltott mitokondrialis diszfunkci6 ellen.

4.1.5. A 3-AB csokkentette a hidrogén — peroxid termelédését UVB -vel besugarzott
NHEK sejtekben
Az UVB sugarzas, ahogyan azt kozvetlenil a sugarzas utan kimutattuk, szignifikans
mértékii H,O, képzddést eredményezett. A 3-AB gatloszerrel torténd kezelés esetében a HyO;
szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt, ellentétben a PJ-34 el6kezeléssel amely,
0sszehasonlitva a csak besugarazott sejtekkel, nem valtoztatott szignifikans mértékben az

amugy novekvo tendenciaju hidrogén-peroxid mennyiségen.

4.1.6. A 3-AB védo hatasa normal human epidermaliskeratinocitak esetében UVA
sugarzas soran is érvényesul
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Az UVA sugarzas dozisfiiggben kivaltja az NHEK sejtek életképessegének
csokkenését. A 3-AB védo hatasa UVA sugarzast kovetden is megnyilvanul NHEK sejteken
vegzett kisérletek eredmenyei alapjan. May-Grunwald-Giemsa festéssel is hasonlo
eredményeket kaptunk, mely szerint a csak UVA sugarzassal kezelt sejtek esetében csak
magasabb UVA dézisnél (3 J/cm?), a 3-AB gatldszerrel kezelt sejtek esetében, egyik dézisnal
sem figyelheté meg morfologiai valtozas.

Apoptotikus (hasitott PARP-1) és nekrotikus (LDH-felszabadulds) paraméterek
szignifikans megjelenését csak a magasabb dézisi UVA sugarzas (6 J/cm?) valtotta ki,
ugyanakkor a 3-AB kezelés mind az apoptotikus mind a nekrotikus sejthalalt gatolta UVA
sugarzast kdvetden.

A hidrogén-peroxid szint minden altalunk alkalmazott UVA ddzis esetében
szignfikdnsan magasabb volt, a sotét kontroll sejtekhez viszonyitva, ugyanakkor a 3-AB
gatloszerrel torténdé kezelés nem drasztikusan ugyan, de csokkentette az UVA sugarzas

hatasara termel6d6 hidrogén-peroxid mennyiségét.

4.1.7. A 3-AB védé hatasavalosziniileg fliggetlen a szer PARP géatlo hatasatol
Kimutattuk, hogy a TIQ-A (10 uM) és a DPQ (10 pM) melyek szintén PARP

gatloszerek, hasonléan a PJ-34 géatlészerhez és a PARP-1 csendesités hatasahoz,

érzékenyitették az NHEK sejteket az UVB okozta sejthalélra, ellentétben a 3-AB gétloszerrel.

4.2. A PJ-34 PARIlaciotol fuggetlen fotogenotoxikus hatasanak jellemzése

4.2.1. Az alacsony dézisu UVA sugarzas nem csokkenti az A431 sejtek életképességét
Az A431 sejtvonal esetében megéllapitottuk a nem letalis UVA dézist. Ennek céljabol sejt
¢letképességi vizsgalatot végeztiink, ahol kiilonb6z6 dézisokkal sugaraztuk a sejteket (2,5 —
10 J/ecm?2) és kiilonb6z6 id6kben hataroztuk meg a sejtek életképességét (16 — 24 — 48 h).

Az eredmények szerint csak a 2,5 J/cm? UVA ddzis nem volt szignifikans mértékben hatassal
sejtek életképességére még 48 oOraval a besugarzast kovetden sem. Tovabbi kisérleteinkben
ezt az alacsony UVA dézist (2,5 J/lcm?) valasztottuk ki a PUVA modell kivitelezése és

tanulmanyozasa céljabol.

4.2.2. A PARP-1 csendesités nem érzékenyité hatasi sem az UVA sugarzas sem a
PUVA modell alkalmazasa soran
Specifikus szekvenciaju siRNS altali transzfekcid segitségével gatoltuk a PARP -1
kifejezOdését az A431 sejtekben.A Western blot Kkisérletek eredménye szerint a PARP-1
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fehérje expresszioja és a PAR polimer mennyisége is szignifikansan kisebb volt a csendesitett
sejtekben.

A tovébbiakban sejtéletképességi vizsgalatokat végeztink a PARP-1 csendesitett
sejtekkel. A kontroll sejtek életképessége nem csokkent szignifikdnsan az UVA sugarzas
hatasara, illetve a PARP-1 csendesitésnek sem volt érzékenyitd hatasa egyik UVA dozis (2,5 -
10 J/cm?) esetében sem.

Kovetkezd 1épésben a sejteket a eldkezeltiik 8-MOP nevil fényérzékenyitd szerrel, majd 2,5
Jlem? UVA sugérzassal kezeltiik 6ket. Az életképesség vizsgalat szerint a PARP-1 csendesités

nem volt szignifikans hatassal az UVA + 8MOP kezelés fototoxikus hatasara.

4.2.3. A PJ- 34 és Veliparib nevii PARP gatloszereket azonos koncentraciéban
alkalmaztuk a kisérleteink soran

*H-NAD+" beépiilésén alapulé enzimaktivitds mérést végeztiink. A hidrogén-peroxid
kezelés nagymértékiit PARP aktivaciot okoz, melyet a Veliparib a legalacsonyabb (1 uM) és a
legmagasabb (10 pM) alkalmazott koncentracioban is gatolt. A PJ-34 esetében a csak a
legmagasabb (10 uM) koncentraciot tekinthettlik hatdsosnak.

Az PAR polimer elleni antitesttel végzett immunfestés is hasonlé eredmennyel zarult,
vagyis a PJ-34 gatloszer alkalmazott koncentracioi kozil csak legmagasabb (10 M) gatolta
teljesen a hidrogén-peroxid kezelés hatasara keletkez6 PAR polimer akkumulaciot,
ellentétben a Veliparibbal ahol mind a két ddzis hatékonynak bizonyult PARP gatlas
tekintetében.

A tovabbiakban az dsszehasonlithatosag miatt a 10 uM koncentraciot valasztottuk ki a
tovabbi kisérletekhez a PJ-34 és a Veliparib esetében is.

4.2.4. A PJ-34 PARP gatldszer erzékenyitette az A431 sejteket az alacsony dozisu UVA
sugarzasra, illetve fokozta a PUVA kezelés fototoxicitasat.

A PARP-1 csendesitése soran kapott eredményeket meg akartuk erdsiteni PARP
gatloszerek alkalmazasaval is. Az A431 sejteket tehat el6kezeltiik PJ-34 és Veliparib (10
UM) gétlészerrel és a 2,5 Jlcm* UVA sugarzast kovetd 16. oraban vizsgaltuk a sejtek
életképessegét. Csak a PJ-34 volt az, amelyik fényérzékenyité hatassal rendelkezett, tehat 16
oraval a sugarzast kovetden a sejtek £50 %-nak a halalat okozta UVA sugarzassal egyidejiileg
alkalmazva. A Veliparibnak semmilyen érzékenyitd hatasat nem tapasztaltuk az elvégzett

kisérlet soran.
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Hasonl6 eredményt kaptunk a 8-MOP+ UVA kezelés utan is, ahol a PJ-34 PARP
gatloszerrel torténé kezelés fokozta a 8-MOP+UVA toxikus hatasat. Mivel az itt kapott
eredmeények, ellentétesek a kordbban a PARP csendesités sordn bemutatottaktol és az el6z6
kisérletben a Veliparib hatasatol, ezért azt feltételezhetjiik, hogy a PJ-34 fényérzékenyitd
hatasa annak PARP gatldszer mivoltatol legalabb részben fiiggetlen mechanizmusra vezethetd

Vissza.

4.25. A PJ-34 fényérzékenyito hatasa szferoid kultiraban is kimutathato

Az A431 sejtekbdl kialakult szferoidokat eldkezeltiik illetve kezeltik a PARP
gatlészerekkel (10 pM PJ-34 és Veliparib) és 2,5 J/cm?® nagysagi UVA sugarzéssal. 16 6raval
atmér6jének mérésébol 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 gétloszerrel, mely UVA sugarzéssal egyidejiileg alkalmazva az szferoidok méretének
korulbell a felére vald csokkenését eredményezte.

4.2.6. A PJ-34 géatlészer fényérzékenyitoé hatasat az antioxidansok nem befolyasoltak

A ROS szerepenek tisztazasa vegett a sejteket a PARP gatloszerekkel parhuzamosan
elokezeltiik illetve kezeltiik antioxidansokkal is, aszkorbinsavval (500 uM) és troloxszal (200
MM), majd 16 oOrdval az UVA sugarzast kovetéen mértiik a sejtek életképességét. Az UVA
sugéarzasnak (2,5 J/cm?) illetve aVeliparibnak sem volt életképesség csokkentd, illetve
fényérzékenyitd hatasa igy ezekben a kondiciokban az antioxidansok alkalmazédsa sem
okozott szignifikans valtozast a sejtek életképességében. A PJ-34 + UVA kezelés altal
kivaltott koriilbeliil 50% mértéki sejtpusztulastegyik antioxidans sem tudta csokkenteni.

A ROS mennyisegét kozvetlenil a kezelések és az UVA sugarzas utan ROS érzékeny
festékkel meértiik meg. A csak UVA sugarzassal kezelt sejtekben jelentésen megnétt a ROS
szint. A Veliparib ezt a ROS mennyiséget szignifikdnsan nem befolyésolta. Ellentétben a PJ-
34 + UVA sugarzassal kezelt sejtekkel, amelyekben a ROS mennyisége szignifikansan
magasabb volt, mint a csak UVA sugarzast kapott sejtekben.

Az antioxidansok hatasara az UVA sugarzés altal kivaltott ROS termelés csokkent,
mind a csak UVA sugéarzéssal, mind a Veliparib + UVA sugarzéssal kezelt sejtekben, illetve
PJ-34 +UVA kezelés esetében szintén, de ez a ROS csokkenés az utdbbi esetben nem ndvelte

a talélo sejtek mennyiségét.
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4.2.7. APJ34 + UVA kezelés egyuttesen DNS karosodast okoz, mely mind egyszald,
mind kétszalu DNS térésként kimutathato

Alkalikus cometassay-t végeztink, mely modszer az egyszeres DNS torés
kimutatasara alkalmas. A PARP gatloszerekkel valo el6kezelés (10 uM PJ-34 és Veliparib) és
UVA sugérzas (2,5 J/cm?) utan azonnal, illetve 1 6raval végeztiik el a cometassay-t. Az UVA
sugarzas 6nmagaban nem okozott egyszeres DNS torést szignifikans mértékben, hasonléan a
Veliparib + UVA kezeléshez. A PJ-34 + UVA Kkezelés esetében azonban, mar azonnal az
sugarzast kovetéen tudtunk egyszeres DNS torést detektalni, amelynek mértéke 1 Ora
elteltével nem csokkent.

A y- H2AXdetektalasaegy elterjedt mddszere a DNS kett6s torés kimutatasanak
példaul fényérzékenyité szerek esetében. Az fent emlitett elokezeléseket és a sugarzast
kovetden Western blot analizist végeztiink a kiilonb6z6 idépontokban vett mintabol (2-4-8 h).
A v- H2AX jelét, sem a sotét kontrollokban vagy a csak UVA sugarzassal kezelt sejtekben,
sem a Veliparib + UVA sugarzassal kezelt mintdkban nem detektaltuk szignifikans mértékben
egyik vizsgalt idépontban sem (2-4-8 h). A PJ-34+UVA sugarzassal kezelt sejtekben azonban
mar 2 oraval a sugarzast kovetden y-H2AX fehérjét mutattunk ki, melynek mértéke a tovabbi

két vizsgalt idépontban (4-8 h) is detektalhatd maradt.

4.2.8. A PJ-34 + UVA kezelés iltal kivaltott sejthalal foként apoptézis jegyeit mutatja

Kaszpaz-3 enzim aktivitast mértiink a PARP gatloszerekkel torténd eldkezelés (10 uM
PJ-34 és Veliparib) és UVA sugarzas (2,5 Jicm?®) utan kiilénbozo, id8pontokban.
Szignifikdnsan magasabb kaszpdz-3 enzim aktivitdst csak a PJ-34+ UVA kezelésnél
tapasztaltunk majdnem az 6sszes mintavételi iddpontban (4-8-16 h).

Az hasitott PARP-1 kimutatasara alkalmazott Western blot analizis szerint: egyrészt a
sotét kontroll, a csak UVA sugarzassal kezelt sejtekben és az UVA +Veliparib kezelés nem
valtott ki PARP-1 hasitast, masreszt a sejtek UVA + PJ-34sugarzassal vald kezelése mar 4
Oraval a sugarzast kovet6en hasitott PARP-1 fragmentum megjelenését eredményezte.

A PJ-34+UVA kezelés hatdsara DNS fragmentaciot mutathato ki legalabb 4 oraval a
sugarzas utan. Sem a sotét kontroll, sem a csak UVA sugarzassal kezelt, sem
azUVA+Veliparibsugarzassal kezelt sejtek esetében nem detektaltunk szignifikans mértékben

DNS fragmentaciot egyik vizsgalt iddpontban sem (4-8-16 h).

4.2.9. A PJ-34+UVA kezelés altal kivaltott sejthalal mértéke kiilonb6z6

specifitasukaszpaz-gatloszerekkel csokkentheté
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A kaszpaz-3 enzimaktivitas méréshez hasonldéan, megndvekedett kaszpaz-8 enzim
aktivitas 4 6raval az el6kezeléseket és az UVA sugarzast kovetden szignifikans mértéki volt a
PJ-34 +UVA sugarzassal kezelt sejtekben, mig a sotét kontroll, a csak UVA sugarzassal
kezelt sejtekben és a Veliparib+UVA kezelés esetében nem tapasztaltunk ilyen iranyu
valtozast.

A tovéabbiakban megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 specifitdsukaszpaz gatloszerek
mennyiben véltoztatjak meg az A431 sejtek életképességét PJ-34+UVA kezelés soran. Mind a
pan kaszpdz inhibitor, mind a kaszpédz-3 inhibitor, valamint a kaszpaz-8 inhibitoris

szignifikansan csokkentette PJ-34+UVA kezelés altal kivaltott citotoxicitast.

4.2.10. A PJ-34 és a Veliparib az 6ket ért UVA sugarzas ellenére is megorzik PARP gatlo

tulajdonsagukat

Hidrogén-peroxid kezelés altal PAR polimer akkumuléciét valtottunk ki A431
sejtekben, melyeket vagy sotétben tartottunk, vagy parhuzamosan a hidrogén-peroxiddal
UVA sugarzassal kezeltlink. Mind a két esetben volt olyan kombinéacid, ahol elékezeltiik a
sejteket a PARP gatloszerekkel a sugarzas és/vagy a hidrogén-peroxid kezelést megel6z6en.

A Western blot analizis eredményébdl a kdvetkez6 kovetkeztetéseket vonhattuk le: (i)
az alacsony ddzisu UVA sugarzas melyet a kisérleteinkben alkalmaztunk nem okoz PARP
aktivaciot, ennél fogva valdszinilileg azt megel6z0 egyszeres DNS torést sem; (ii) a PARP
gatloszerek hatékonyan csokkentették a hidrogén-peroxid altal kivaltott PAR polimer

felhalmozddast a sotét kontrollban és az UV A sugéarzassal kezelt sejtekben egyarant.

4.2.11. PJ-34 szerkezete megvaltozik az UVA sugarzas kovetkeztében

NMR spektroszkdpia segitségével megvizsgaltuk a PJ-34 szerkezetét az UVA
besugarzas elott €s azt kdvetden. A modszer segitségével kimutathatd volt, hogy az altalunk
alkalmazott alacsony dézisi UVA sugarzas (2,5 Jicm?) a PJ-34 molekuldk 20-30% -ban
szerkezeti valtozast indukalt. A szerkezeti modosulds az aromas (7-9 ppm) és a fenolos-OH
(11-11,5 ppm) régidban azonosithatd es konjugalt pi-elektron rendszer kialakuldsaban

nyilvanul meg.
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5. DISZKUSSZIO
5.1. A 3-aminobenzamid PARilaciotol fiiggetlen védo hatiasa az UVB és az UVA
sugarzas altal kivaltott sejthalél soran

Az els6 részben felvazolt kisérletsorozat célja annak megallapitasa volt, hogy a PARP-1
enzimnek van -e valamilyen szerepe az UVB sugarzas altal kivaltott sejthalalban, amelynek
elézménye nagyrészt az UVB sugarzas altal el6idézett DNS 1éziok létrejotte.

Kimutattuk, hogy a PARP-1 siRNS altali csendesitése szignifikansan fokozta az UVB
sugarzas altal kivaltott sejthalal mértékétHaCaT sejtek esetében.

Tovébbi kisérleteinket human primer epidermaliskeratinocitakon végeztik, ebben az
esetben a PARP enzim farmakologia gatlasaval prébaltuk modellezni a PARP-1 enzim
hianyat. A gatlashoz kétféle PARP gatloszert hasznaltunk, melyeknek hatdsmechanizmusa
azonos, vagyis NAD+" -hoz hasonlé szerkezetiik révén képesek a PARP enzimek katalitkus
alegységéhez bekotddni és gatolni azt. A 3-AB egy régebbi tipusu PARP géatlészer melynek
specifitdsa és hatékonysaga elmarad a PJ-34 mdogott, melyet szintén alkalmaztunk a
kisérleteink soran. A gatloszerekkel veégzett kisérletek eredmenye szerint, a PJ-34 a PARP-1
csendesitéshez hasonldan érzékenyitette az NHEK sejteket az UVB sugarzasra, mind rovid
tavu, mind hosszutavu életképességi illetve proliferacidsviszgalat esetében. Ugyanakkor a 3-
AB PARP gétlészer jo hatasfokkal védte az NHEK sejteket az UVB altal kivaltott sejthalal
ellen, valamint a 3-AB kezelés megel6zte az alacsony dozisi UVB sugarzas proliferaciot
gatlo hatasat is. Mivel a PARP-1 csendesités és a PJ-34 gatloszer hasonld eredményt adott
kisérleteink soran, arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a 3-AB véd6 hatasa a PARP
gatldszer mivoltatol flggetlen folyamat eredménye. Ezt tAmasztja ald az is, hogy két masik
PARP gatlészer (TIQ-A, DPQ) szintén érzékenyitette az NHEK sejteket az UVB sugarzas
citotoxikus hatasara. Az NHEK sejtek UVB sugarzast koveté morfoldgiai vizsgalatabol és a
PARP-1 hasitott formdajanak detektalasabdl kiderul, hogy a PJ-34 altali PARP gatlas
felgyorsitja az UVB sugarzas altal Gnmagéban is eldidézett apoptdzis megjelenését. A 3-AB
kezelés esetén azonban nem lathatunk sem apoptotikus morfolégiat, illetve nem detektalhatd
hasitott PARP-1 enzim sem, tehat a 3-AB teljes mértékben gatolja az UVB sugarzas altal
kivaltott apoptozist.

A 3-AB elékezelés szignifikansan csokkentette az UVB sugarzés altal kivaltott LDH
felszabadulas mértekét. A PJ-34 gatldészernek nem volt befolydsa a nekrotikus sejthalalt

jellemzd paraméter valtozasara. Az UVB sugarzés hatasara fellépd mitokondrialis membran
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depolarizaciot a PJ-34 altali PARP gatlas nem befolyasolta, ugyanakkor a 3-AB
szignifikansan mértékben akadalyozta ennek a jelenségnek a létrejottét.

Kisérleteink igazoltdk,hogy az UVB sugarzast kovetden szignifikansan fokozodott a
hidrogén-peroxid mennyisége az NHEK sejtekben az UVB dézisok ndvekedésével aranyosan.
A 3-AB clékezelés esetében ez a hidrogén-peroxid termelés szignifikansan alacsonyabb volt,
mint a csak UVB sugarzassal kezelt sejtekben. Az irodalom szerint a 3-AB rendelkezik
gyokfogo képesseggel, és bar nekiink ezt nem sikerilt igazolni, mégis azt feltételezzlk, hogy
ez all a hattérben. A PJ-34 gatloszernek nem befolyasolta a hidrogén -peroxid termelddés
mértekét az UVB sugarzas soran.

A 3-AB az NHEK sejteken végzett kisérleteink szerint az UVA sugarzas soran fellép6
sejtéletképesség csokkenés esetén isminden szempontbdl szignifikdns védelmet nydjtott,
vagyis, novelte az életképességet, gatolta az apoptozist a nekrozist és a csokkentette a
hidrogén- peroxid termelédést.

12 Az altalunk elvégzett kisérletek szerint, a PARP-1 enzim specifikus csendesitése és a
PJ-34, DPQ és TIQ-A Aaltali farmakoldgiai PARP gétlas érzékenyitette a HaCaT illetve az
NHEK sejteket az UVB sugarzas altal kivaltott sejthalalra. Az érzékenyités hatterében
valoszinlileg a PARP géatlas altal befolyasolt, nem elégséges hatasfoki DNS hibajavito
rendszer all.

A 3-AB gatldszernek azonban mindezekkel ellentétes hatadsat 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 valoszintileg kozrejatszik benne valamilyen gyokfogd mechanizmus és az tény,
hogy a 3-AB képes elnyelni az UVB és kisebb mértékben az UV A sugarzas egy részét, ezéltal

fizikai fényvédoként is funkcional elméletileg.

5.2. A PJ-34 PARIlacidtdl flggetlen fotogenotoxikus hatadsanak jellemzése

A PARP-1 szerepét a PUVA Aéltal Kkivaltott sejthaldlban eziddig még nem
tanulmanyoztak. Az altalunk valasztott PUVA modell az ugynevezett PUVA kezelés volt,
mely jelentése szerint, egy pszoralén tipusu vegyulet eés hosszd hullamhosszusagu UVA
sugarzas kombinacioja.

Eredeti elképzelésiink szerint a PARP gétlasa fokozta volna a PUVA Kkezelés
citotxicitdsat a DNS hibajavitds gatlasa altal. Az alaphipotézisink mar a kisérleti kivitelezés
korai szakaszaban megd6lt, ugyanis a PARP-1 csendesitése nem érzékenyitette az A431

sejteket az UVA sugarzasra (2,5-10 J/cm?) illetve a PARP-1 enzim hianya nem fokozta a 8-
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MOP altal kivaltott sejthalal mértékét. Ezekbol az eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy
ebben az esetben a PARIlacio nem esszencidlis része a folyamatnak. Az eredményeket meg
akartuk erdsiteni a PARP enzim farmakoldgiai gatlasaval is, mely kisérletek soran a PJ-34
mellett a Veliparib nevii PARP gatldszert alkalmaztuk. AVeliparib, a PARP-1 csendesitéshez
hasonloan, nem érzékenyitette az A431 sejteket az UVA sugarzasra. Ugyanakkor a PJ-34
PARP gatldszerrel végzett kisérletek eredmény szerint, a szer nem csak, hogy a 8-MOP
fototoxicitasat novelte, de alacsony dozisu UVA sugarzassal kombindlva 6nmagaban is
toxikus hatasu volt, melynek mértéke vetekedett a pszoralén vegyilet citotoxicitasaval.

Tovabbi fontos adalék a tanulmanyozott jelenség mechanizmusanak megértésehez,
hogy sem a PJ-34, sem a Veliparib nem vesziti el PARP gatld képességét az UVA sugarzas
ideje alatt. A hidrogén-peroxid kezelés hatasara bekovetkez6 nagyfoki PAR polimer
felhalmozddast a két gatloszer, mind az UVA sugarzas jelenlétében, mind anelkil
szignifikans és azonos mértékben gatolta.

Kimutattuk tovabb4, hogy azUVA+PJ-34 kezelés nem csak
monolayersejtkultirabancitotoxikus hatasu, hanem (gynevezett szferoidkultdraban is
szignifikans sejtpusztulast okoz.

Az UVA sugarzas hatdsara megnovekedett gyoktermelddés volt detektalhato az A431
sejtekben, ezt az allapotot a Veliparib nem befolyasolta, a PJ-34 gatloszer viszont
szignifikansan fokozta. Az alkalmazott antioxidansok, mint az aszkorbinsav és a trolox, mind
a harom esetben Kkifejtettek gyokfogd hatdsukat. Ennek ellenére az antioxidansok nem
befolyasoltadk a PJ-34 + UV A kezelés hatasara bekovetkezé életképesség csokkenés mértékét.
A Kkiserlet eredménye alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy a PJ-34+ UVA Altal kivaltott
sejthalal nem ROS-fiiggd folyamat. Ezt azonban teljes bizonyossiaggal nem allithatjuk e
kisérlet alapjan, hiszen léteznek olyan publikaciok, amelyek szerint egyes ROS fliggé PDT
szerek fototoxikus hatasan nem valtoztat az antioxidansok hozzaadésa a rendszerhez.

Tovabbiakban kimutattuk, hogy a PJ-34 gatlészer, egyrészt mar kdzvetlenil az UVA
sugarzast kovetéen okoz egyszali DNS torést, masrészt ez a torés 1 oOraval a sugarzast
kovetden is szignifikansan jelen van, mig a csak UV A sugarzés €s a Veliparib + UVA kezelés
estében egyaltalan nem detektalhatd. Az egyszeres DNS torést kovetden foszforilalt H2AX
fehérjéet mutattunk ki a PJ-34+UVA sugarzassal kezelt mintdkban. Az UVA Kkezelés
dnmagaban és a Veliparib + UVA sugarzas nem okozta a H2AX fehérje foszforilacidjat. Tébb
olyan publikacid létezik melyben a H2AX fehérje foszforilaciojat, mint a DNS kettds torés
markeréet alkalmazzdk annak megallapitasara, hogy példaul egy adott fényérzékenyitészer

mas-mas koncentracidban mennyire toxikus kiilonboz6 hullamhosszt fény hatasara. Mas
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kutatasok viszont arra talaltak bizonyitékot, hogy a H2AX foszforilalt formaban valé jelenléte
indirekt modon létrejott dupla szald DNS torést jeldl, mely gy alakul ki, hogy a replikéacios
villa a kiilonb6z6 DNS karosodasok (DNS-keresztkotések, egyszeres DNS torések,
fotolézidk) helyén dsszeomlik. A két kisérlet eredmeénye 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 kimutathat6. Az, hogy ez a jelenség a karosodas sulyossagabol adddik-e, vagy hozzajarul
esetleg a PJ-34 aktiv PARP gatl6 hatasa is, nem jelenthetjuk ki teljes bizonyossagal jelen allas
szerint.

A csak UVA sugarzas vagy a Veliparib + UVA kezelés egyik, a kovetkezd sorokban
részletezett, apoptotikus paraméter szignifikans emelkedéset sem valtotta ki, ahogy kordbban
életképesseg csokkenest és DNS karosodast sem indukaltak. A PJ-34 + UVA kezelés hatasara
megnétt a kaszpaz -3 enzim aktivitasa, ebbol kdvetkezden sikeriilt hasitott PARP-1 enzimet
detektalni. Tovabba csak a PJ-34+UVA sugarzassal kezelt mintdkban tudtunk DNS
fragmentalodast kimutatni, melynek erdssége és korai megnyilvanuldsa (4 h) arra utalhat,
hogy a kaszpaz -3 enzim aktivitasabol ered6 fragmentalodas mellett a korabbi DNS karosodas
sulyosbodasa is hozzajarulhat annak erételjes megnyilvanulasdhoz.Az iniciatorkaszpazok
kozll a kaszpaz-8 enzim aktivitasa nétt meg szignifikans mértékben és idofliggen a PJ-34+
UVA sugarzassal kezelt mintdkban, mely arra utal, hogy az apopt6zison belll a
sejthalalreceptrorokbol  kiindulé dtvonal része afotoxicitasnak. A kaszpazgatloszerek
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 sejthaldl mértékét. Ez az eredmény arra is utalhat, hogy mas, altalunk nem
vizsgalt sejthalal Utvonal vagy utvonalak is bekapcsolodhatnak a kezelés hatésara.

NMR spektroszkdpia segitségével kimutattuk, hogy az UVA sugarzds modosulast
indukal a PJ-34 szerkezetében, melynek nagy valoszinliséggel szerepe van a felsorolt
fototoxikus hatasok létrejottében. Habar arra vonatkozoan nincsenek informacidink, hogy a
PJ-34 PARP gatloészer pontosan hogyan valt ki els6sorban DNS torést UVA sugarzassal
egylitt alkalmazva, annyi bizonyos, hogy maga a jelenség PARP enzimtdl fiiggetlen folyamat
eredménye. Ugyanakkor az a tény, hogy a PJ-34 nem vesziti el PARP gatlé hatasat az UVA
sugarzas alatt, a szerkezet modosulas ellenére sem, hozzajarulhat ahhoz, hogy az éltala

kivaltott DNS karosodasok végsésoron apoptozist valtanak ki, azok kijavitodasa helyett.
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6. KONKLUZIOK

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

1. Az UVB sugéarzas dozisfiggéen okozza a HaCaT és NHEK sejtek életképességének

csokkenését.

2. A PARP-1 csendesitése a HaCaT sejteket, a PARP farmakoldgiai gatlasa PJ-34 gatloszer

altal pedig az NHEK sejteket érzeékenyiti az UVB sugarzésra.

3. A 3-AB PARP gétlészer valésziniileg PARP-t0l fliggetlen mechanizmus révén, védi az

NHEK sejteket az UVA és az UVB altal kivaltott sejthalaltol egyarant.

4. A 3-AB kezelés, mind az apoptotikus, mind a nekrotikus parameterek csdkkenését

eredmeényezi, valamint csokkenti az UV sugarzés hatésara keletkez6 hidrogén-peroxid

mennyiségét

6.2. A PJ-34 PARIilaciotol fuggetlen fotogenotoxikus hatasanak jellemzése

1. A PARP-1 csendesitése vagy a PARP farmakoldgiai gatlasa, Veliparib gatldszer altal, nem
érzékenyiti az A431 sejteket az UVA sugérzésra, illetve nem befolyasolja a PUVA kezelés
fototoxikus hatasat.

2. A PJ-34 PARP gétloszer fokozza a PUVA kezelés fototoxicitasat, tovabba dnmagaban
UVA sugarzassal kombinalva az A431 sejtek éleképességének radikalis csokkenését okozza.
3. A PJ-34 + UVA kezelés egyszeres DNS torést, és tovabbi DNS kéarosodast okoz
valoszintisithetéen kozvetlen, reaktiv oxigén gyokoktdl fiiggetlen modon.

4. A PJ-34+ UVA kezelés apoptozist indukal, melynek mértéke kiilonb6z6 specifitdsukaszpaz
gatloszerekkel csokkenthetd.

5. A PJ-34 szerkezete valtozik az UVA sugarzas alatt, ugyanakkor PARP gatld hatasa

valtozatlan marad.
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7. OSSZEFOGLALAS

A poli-ADP-ribdzpolimerdz — 1 (PARP-1) enzim tobb bioldgiai funkcidja mellett fontos
szerepet jatszik olyan DNS hibajavitdé mechanizmusok lejatszdédasédban, mint a bazis és
nukleotid kivagasos hibajavitas vagy a homolog rekombinécio és a nem homolog DNS végek
0sszekapcsolasa. Az emlitett folyamatokban vald szerepe jol jellemzett az irodalomban, de
még nem minden aspektusbol ismert.

A Napbol érkez6 kiiliinb6z6 hulldmhosszUsagu UV sugérzésok tobbféle DNS karosodéast
okoznak a veliik érintkezd sejtekben. Ezek a DNS karosodasok a legfobb kiinduld 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 sejthalél 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 keratinocitdk esetében is. A hatas valszinlileg a PARP gatlas
kovetkeztében fellépd csokkent hatasfokit DNS hibajavitds eredménye. Ugyanakkor
kimutattuk, hogy a 3-aminobenzamid (3-AB) nevii PARP gatloszer PARilaciotol fiiggetlen
maodon védi a primer keratinocitakat az UVB és az UVA altal kivaltott sejthalaltol. A védelem
megnyilvanul rdvid-, és hosszutavon egyarant, valamint hatékony nekrozis és apotdzis
esetében is. A 3-AB védelmi mechanizmusara nem derlt fény teljes mélységében a kisérletek
sorén, ugyanakkor val6szintisithetd, hogy a védelemhez hozzajarul antioxidans és fénysziird
hatéas egyarant a gatloszer részérdl.

Az UVA sugarzds kombinalasa pszoralén tipusa vegyulettel (PUVA), az
orvostudomanyban elterjedten alkalmazott eljaras példaul a pszoriazis elleni terapidban. A
PUVA kezelés rendkiviil mutagén hatast lehet, adott esetben, az altala kivaltott kiilonb6z6
DNS karosodasok miatt. A PARP-1 specifikus csendesitése és a Veliparib altali PARP gatlas
nem befolyasolta szignifikans mértékben a PUV A kezelés soran fellépé sejthalal mértékét. A
PJ-34 nevii gatlészer azonban, egyrészt fokozta ezt a toxicitast, masrészt kisérleteink
eredménye szerint, UVA sugarzassal egyidejlileg alkalmazva, szintén fototoxikus hatast. A
fototoxicitas megnyilvanul egyszeres DNS torések és egyéb DNS karosodéasok indukciojéban,
valamint apoptézis kivaltasaban. A sejthalal mértékét kaszpaz gatloszerekkel jelentdsen
csokkenteni lehet. Kimutattuk tovabba, hogy a PJ-34 kémia szerkezete kismeértékben ugyan,
de valtozik az UVA sugérzas hatasara, azonban ez nem véltoztat a PARP gatlo képességén,

ugyanakkor valészintileg ez okozza fényérzékenyitd hatasat.
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