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BIOKEMIAI, MOLEKULARIS BIOLOGIAI ES GENETIKAI VIZSGALATOK NAPFENY OKOZTA
BORKAROSODASOKBAN

Bevezetés, elozmények

Patogenetikai szempontbo6l a bort érd egyik legjelentdsebb kornyezeti hatas a napfény
ultraibolya sugérzasa. Az ultraibolya fény (UV) a nap elektromagneses sugarzasanak 200-
280 nm (UVC), 280-320 nm (UVB), 320-400 nm (UVA) hulldmhosszu tartomanya. Biologiai
effektusa hullamhossz fliggd. Hatdsara a nukleinsavak, fehérjék és lipidek egyarant eltérd
mértékben ¢és eltérd modon karosodhatnak. Az UVC-sugarzast az 6zon Kkisziiri, igy a
foldfelszint ez a sugartartomany mar nem éri el. Az UVB fotonok legjelentdsebb hatasa, hogy
a DNS-ben elnyelédve ciklobutdin pirimidin dimer (CPD), és (6-4)-pirimidin
fotoproduktumokat indukalnak. A fototermékeket ép sejtekben a nukleotid excizids repair
(NER) észleli és javitja ki. Az UVA dontden reaktiv gyokok keletkezésén keresztiil okoz
bioldgiai hatasokat.
A foldfelszinre jutdé napfény mennyisége ¢s mindsége a 70-es évektdl kezdve az egészségre
kedvezétleniil moédosul, a spektrum egyre inkdbb a révidebb hullamhosszak irdnyaba tolodik
el(McKenzie et al., 2011). Ez, valamint a joléti tarsadalmakban a kornyezetszennyezés,
megvaltozott 61tozkodési mod, a szabadidds foglalkozéasok, a barna bdrszin divatja nemcsak a
természetes UV expozicio fokozodasaval jar egyiitt, hanem a mesterséges barnitoé szalonok is
extra UV terhelést jelentenek(Brouse et al., 2011; Burke and Wei, 2009). Mindezek
kovetkeztében az UV fény okozta akut és kronikus bodrkarosodasok és borbetegségek, a
photodermatosisok szdma egyarant vilagszerte megndtt(Norval et al., 2011; van der Leun et al.,
2008). A 90-es évek elejétdl munkacsoportunk egyik célja, hogy Osszefiiggéseket keressiink az
UV-fény okozta DNS-karosodasok, reparaciojuk és az apoptosis kozott, illetve annak
megvizsgalasa, hogy ezen folyamatoknak milyen szerepe van a fotoszenzitiv dermatosisok
patomechanizmuséaban és a foto(kemo)terapidban(Emri et al., 2000; Remenyik et al., 1998 ;
Remenyik et al., 1998b; Remenyik et al., 2003; Schoket et al., 1990; Wikonkal et al., 1997).
Korabbi  pélydzatok tdmogatdsdval genetikai  vizsgédlatokat inditottunk  kiilonb6z6
porphyridkban(Remenyik et al., 1998a). Személyi dozismérd kifejlesztése mellett a
photocarcinogenesis molekularis mechanizmusai megértéséhez is hozzajarultunk(Kuluncsics et
al., 2002).

Jelen palydzatban az eredeti célkitizéseink mind a négy pontjdval: porphyria,
phototoxicitas, fotoallergias polymorph fényexanthéma és bordaganat foglalkoztunk, az
eredeti elképzeléstdl kissé eltérd hangsullyal. Ennek oka, hogy munkatéarsak tavoztak és jak
érkeztek a kutatécsoportba, tovabba sajat ¢€s irodalmi eredmények moddositottak
kérdésfelvetésinket. Igy az utolsd projektévben a DNS reparacid specialis teriiletével, a
photolyase enzimmel, ¢és a melanoma Iehetséges hisztokémiai prognosztikai faktor
keresésével egésziiltek ki vizsgalataink.

Alkalmazott médszerek:
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Molekularis modszerek: DNS €s RNS izolalés, egyszali DNS konformaci6é polimorfizmus
(SSCP), DNS szekvenalds, PCR, kvantitativ valos ideji RT-PCR, mRNS transzfekcio,
Western blot,

Egyéb: ELISA, ¢életképesség vizsgalat (MMT assay), proliferacié assay (Ez4U), apoptosis
assay, comet assay, intracellularis Ca+ mérés,



Immunhisztokémia: immunfluoreszcencia,
Tissue microarray
Statisztika Excel, PC SAS, SPSS 7.5 for Windows, ANOVA

Eredmények
1. PORPHYRIAK

A porphyridk a hem bioszintézis valamelyik enzimének csokkent miikodése
kovetkeztében kialakuld korképek. A klinikai tiinetek oka a hibds enzim szubsztratjanak és
egy¢éb metabolitjainak a felszaporodasa a szovetekben. Ha a metabolit porfirinvaz szerkezettl,
akkor fotoszenzitivitast, bortiineteket okoz (Horkay, 2008c; Horkay et al., 2008).

Erythropoeticus protoporphyria (EPP).

Hazdnkban a masodik leggyakoribb porphyria. A ferrokelataz (FECH)
(MIM#177000, GenelD# 2235) csokkent aktivitdsa okozza. Az enzim a hem szintézis utolsé
1épését katalizalja, a vasion beépiilését a protoporfirin vazba. A bdrtiinetek gyermekkorban
kezdddnek és az egész ¢€let folyaman végigkisérik a beteget. A betegek kb. 5%-aban akut,
stlyos, gyorsan haldlhoz vezetd obstruktiv majelégtelenség fejlodhet ki. Jelen ismereteink
szerint nem rendelkeziink olyan paraméterekkel, melyek vizsgélata alapjan meg tudnank
josolni, kik azok az EPP-s betegek, akikben majelégtelenség fog kifejlédni(Horkay, 2008c;
Sarkany, 2010).

Folytattuk az EPP-ben korabban elkezdett genetikai vizsgalatokat(Remenyik et al.,
1998 ). A ferrokelatdz 21. kromoszoman talalhatd génjének lehetséges mutacidit 10 betegiink
periférids  vérébol szeparalt genom DNS PCR-amplifikaci6 utani szekvenalassal
azonositottuk. A betegekben 5 kiilonbozd géneltérést észleltiink, melyek koziil 2 mutacioként
az irodalombol ismert volt, 3 1jabb single nucleotide polymorphismus (SNP).
Eredményeinkrdl konferencia absztraktban szamoltunk be.(Varga et al., 2007)

Porphyria cutanea tarda (PCT).

A leggyakoribb cutan porphyria, melynek hatterében az uroporfirinogén dekarboxildz
(UROD) (MIM#176100, GenelD#7389) enzim csokkent miikodése all. A csokkent
enzimaktivitas kovetkeztében felszaporodik a porfobilinogén €s a poli-karboxil porfirinek.
Az enzim aktivitdsara mind kornyezeti, mind genetikai faktorok befolyassal lehetnek. A
klinikai kép és sulyossaga a rezidualis enzimaktivitastol, a porfirin szintektdl fligg. Az
enyhébb klinikai tlinetekkel jaré6 PCT-nek kiilonbozd altipusai vannak. Ezek a klinikai képben
nem térnek el. A sporadikusan jelentkezé forméjaban (PCT I (OMIM#176090)), kornyezeti
faktorok: alkohol, 0sztrogén, vas, virus okozta méajkarosodas feleldsek az enzimaktivitas
csokkenéséért, ami a majra lokalizdlodik. A maésik forma a familiaris vagy PCT II
(OMIM#2176100), amelyben az UROD mutaciét hordoz. A PCT prototipus betegségnek
tekinthetd, ahol a gének €s kornyezet interakcidja jol tetten érhetd. A PCT-n kiviil egy masik
koérkép, a Hepatoerythropoeticus porphyria (HEP) # is az UROD génhez kapcsolddik, az

Spanyol kollaboracidban a 3 gyermek beteg ¢és hozzaférhetd csaladtagjai periférias
vérmintaibol tortént DNS szeparalas utan az UROD 10 exonjat vizsgalva mindhdrom
gyermeken az 1. exon 19. nukleotidjan A>G tranziciot eddig még nem kozolt mutaciot
heterozigotak (P235S) (Accs number: HM971359). igy compound heterozigita UROD
mutaciot igazoltunk és a HEP diagnodzist allitottuk fol(Remenyik et al., 2008). Hasonlo
compound heterozigdtasagot enyhe HEP tiinetekkel ismereteink szerint eddig még csak egy
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alkalommal publikaltak. Néhany homozigota enyhe klinikai tiinetekkel rendelkezé6 HEP beteg
is ismert.

Tovabba a barcelonai Bérklinika munkatarsai segitségével a porfirin analizis modern
metodikajat és az UROD enzimaktivitais meghatirozias modszerét sajatitottuk el és
honositottuk meg Debrecenben.

A PCT manifesztalodasdban szerepet jatszo egyik etioldgiai tényezd, a
tanulmanyoztuk, akiket 1995 és 2006 kozott diagnosztizaltunk. Az allélfrekvenciat az
egészséges populdcioban észlelheténél (3,8%) magasabbnak, 7,14%-nak talaltuk. Mind az
irodalmi, mind ezen sajat korabbi és jelenlegi eredményeink arra utalnak, hogy a C282Y
allélnak szerepe van a PCT kialakuldsaban, ezért a jovOoben jelenlétének megvizsgalasat
parhuzamosan valamennyi betegben tanulmanyoztuk a HCV fertézottséget is, amely 52,5%-
nak adodott. Jelenlegi eredményeinkrél 2007-ben sikeres diplomamunka késziilt (Radvanyi,
2007).

Egyéb etiologiai faktorokat is foltérképeztink A gondozott populacidban
PCT-s betegeink 77%-a krénikus alkoholfogyaszt6. A gyogyszer provokalod szerepe
kiilondsen ndknél érhetd tetten (dsztrogén). Peszticidek szerepe a mezdgazdasagban dolgozo,
vegyszerekkel foglalkozd betegek esetében vetddott fel a Borgyodgyaszati Klinika
beteganyagaban. Tovabba gondozott betegeink 26-30%-ban aktiv virushepatitis igazolhato.
Egyéb betegség, mint SLE, diabetes, valamint leukaemia egy-egy beteglinkdn fordult
elé(Horkay, 2007; Horkay, 2008c).

2. FOTOTOTOXICITAS, AZ UVB CELLULARIS ES MOLEKULARIS HATASAI

2.1. 1.ABC transzporterek.

Az endogén porfirineken kiviil ndvényekbdl, taplalékbol szarmazd porfirin vazas
vegyliletek, (pheophorbid a) is eredményezhetnek fototoxicitast. Az ATP binding casette
(ABC) transzporter csalad ABCG2 tagjanak szerepet tulajdonitanak mind a porphyriak, mind
a névényi fototoxicitas kialakuldsaban(Jonker et al., 2002).

Keratinocita tenyészeten KC-ben Q-PCR segitségével mRNS-szinten vizsgaltuk ABC
transzporterek expressziojanak valtozasat UV besugarzas hatasara német kollaboracioban.
Korabban megéllapitottuk, hogy az ABCA1, é¢s ABCG1 jelentdsen csokkent UV besugarzas
utdn, akarcsak a lammelaris ichthyosisban szerepet jatsz6 ABC transzporteré.
Bebizonyitottuk, hogy az UVB hatasara az ABCA1 és ABCGI1 fehérje szintje csokken a
besugarzas utan 12 és 36 6ra mulva. A két protein eltéré modon expresszalddik in situ a
humén bérben. Az ABCC1 a basalis rétegben és a granularis réteg kiilsd részén mutatott
legkifejezettebb citoplazmatikus festddést, mig az ABCG1 az egész epidermisben kimutathato
volt a differenciacioval parhuzamosan fokozddva. Az eredmények ravilagitanak az ABC
transzporter molekuldk fontos szerepére az epidermalis lipid barrier kialakitdsaban. A barrier
funkcid, amelynek alapjat az epidermalis KC képezik, tobbek kézott az UV-sugarzas karositd
hatdsanak kivédésében is jelentds. Az eredmények kozlése a biralok véleményének
megvalaszolasa fazisaban van(Marko et al., 2011).

2.1.2. Magreceptorok

A magreceptorok ligand altal aktivalt transzkripcids faktorok, a sejt és a szervezet
alapmiikddéseit génszinten szabalyozzak(Remenyik et al., 2007). Korabbi vizsgalatainkban
intenziven foglalkoztunk keratinocitadkon retinsav receptor, peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor €s retinoid X receptor UV hatasra és differrenciaciora bekdvetkezett expresszids
valtozasaval. Jelen palyazatbol finanszirozott vizsgalatokban bebizonyitottuk, hogy a PPAR



delta a dominans izoforma UV besugarzott differencialt keratinocitdkon(Balogh et al.,
2009). Kezdetben ugy tlint, hogy a PPAR delta izoforma regulalja a DNS kérosodas egyik
energiat, 1d6t forditottunk egy masik nuklearis receptor (retinoid orphan receptor (ROR))
bérben valdo kimutatdsara és funkcidjanak meghatarozésara, de sajnos tobb, a
kereskedelemben kaphatod antitesttel sem tudtunk meggy6z0 eredményt elérni a néhdany
biztatdé irodalmi adat ellenére sem, igy az mRNS expresszids eredményeinket fehérje szinten
nem tudtuk megerdsiteni.

2.1.3. Nukleotidok

A nukleotidok tobb funkciot toltenek be a szervezetben. Igy példaul nukleinsav alkotok,
energia raktdr, elektron transzfer, neurotranszmitter, jeldtvivd molekula és a sejtfelszini
purinerg receptorokon keresztiil a sejt alapvetd funkciodit is képesek befolyasolni(Novak,
2011). A receptorok széles korben expresszalddnak, igy keratinocytdkon is(Burrell et al.,
2003; Inoue et al., 2005). A P2Y metabotrop receptorok befolyasoljak a keratinocita
proliferativ képességét, mig a P2X ionotrop receptorok inkdbb a differenciacidoban jatszanak
szerepet(Greig et al., 2003). Kevés ismerettel rendelkeziink arr6l, hogyan befolyasolja az UV
sugarzas ezeket a receptorokat és funkcioikat. A calcium influx regulalasdval ¢s membran
depolarizacioval a P2X csatorna az intracelluldris kalcium koncentraciot szabalyozza(Inoue et
al., 2005). HaCaT keratinocitdkon 40 mJ/cm2 UVB besugarzas utan vizsgaltuk a kiilonboz6
intracellularis Ca+ koncentraciot. A P2X1 P2Y2 és P2X7 receptorok csokkent szintjét
detektaluk a besugarzas utan a tuléld sejteken. A kalcium valasz is kéros volt a besugarzott
keratinocitakon 180 umol ATP alkalmazésa utan. A besugarzott sejteken inkdbb a metabotrop
receptorok voltak felelések az ATP valaszért. Az ATP apoptosis indukcidja a besugarzott
sejteken elmaradt a kontroll sejtekhez képest, igy azok apoptosis késsége vizsgalataink szerint
csokkent, mint azt az Elettani intézettel kollaboracidéban kimutattuk(Ruzsnavszky et al.,
2011).

2.1.4. CATERPILLER receptor csalad

A természetes immunitds jabban felismert eleme, az IL-1b és IL-18 proinflammatorikus
citokinek érésében fontos szerepet jatszo multimolekuldris protein komplex, az
inflammasoma(Yazdi et al., 2010b). Az utdbbi idékben valt ismertté, hogy nemcsak myeloid
eredetli sejtekben expresszalddik(Yazdi et al, 2010a). Az Immunoldgiai Intézet
munkacsoportjaval kordbban kimutattuk normal human KC tenyészetben, hogy az
inflammasoma-komponens Nalpl, Nalp2, Nalp3, caspase-1, ASC konstitutivan kifejezddik.
Jelen palyazat altal finanszirozott kisérletekben UV-besugarzas hatasat tanulmanyoztuk. UV
hatasara a Nalpl és a Nalp3 expresszidja lecsokken, mig a Nalp2, a caspase-1 és az ASC
expresszioja nem valtozott NHEK-ben (Q-PCR). A kaszpaz-5-6t nem tudtuk detektalni ezen
sejtekben. Az UV-besugarzast kovetéen ELISA moédszerrel mért citokin-felszabadulas
osszetétele (IL-6, IL-8, IL-10, TNFa) arra utal, hogy ez Osszefiiggésben lehet az
inflammosoma  komponenseinek  expresszidjadban  bekovetkezd  valtozasokkal. Az
eredményekrdl konferencian szamoltunk be. Tovabba tanulmanyoztuk Poly (I:C) hatéasat
(Benkd et al., 2008; Emri et al., 2007). Sajnos, mieldtt kozlésre benytjtottuk volna, hasonlo
témaban megjelent egy kozlemény(Feldmeyer et al., 2007).

Eredetileg  terveztik a  fehérjecsalad  alkotoelemeinek — vizsgalatdt — polymorph
fényexanthemaban is.



2.2. Polymorph fény-exanthema

A polymorph fény-exnthema (PFE) az idiopathids photodermatosisok leggyakoribb
képviseldje. Tipusosan nokon koratavasszal kezdddd, a napfénynek Kkitett borfeliiletre
lokalizalodo, egy betegen altalaban hasonlo, de egyénenként valtozd papuldk, hyperaemia,
vesicula képzdédés jellemzik. Gyermekeken ritka(Horkay, 2008a) A nyar elérehaladtaval a
tiinetek intenzitdsa rendszerint csokken. Pathmechanizmusaban az UV fényre keletkezd
endogén fotoszenzibilizatornak tulajdonitanak szerepet, valamint a normalistol kevéssé

crer

szerepet kap a fényvédelem(Horkay, 2008b)

PFE-s betegek bor ¢és periféridas vér mintdinak vizsgalatat terveztiik. Elokisérleteket
végeztiink. Beallitottunk egy in vitro repair assayt: a keringd mononukledris sejtekbdl
szarmaz6, a nukleotid excizidos reparacioban (NER) résztvevd enzimeket tartalmazo
extractummal végzett comet-assay felhasznaldsdval kimutathatdo a betegekben a NER
esetleges hibaja. Ezek évtizedekkel korabbi vizsgalati eredményeink(Horkay ef al., 1984;
Horkay et al., 1990; Horkay et al., 1978) modern mddszerekkel torténd megerdsitését is
céloztak. Tovabba KC tenyészeten vizsgaltuk az antioxidans metallothionein szerepét a NER
szabalyozasaban. Kimutattuk, hogy az in vitro UV-fénnyel besugarazott normal bér biopszias
anyagok (skin explant) alkalmasnak bizonyulnak a DNS-kérosodast jelzd cyclobutan-
pirimidin-dimerek keletkezésének tanulmédnyozéasara. A kovetkezd 1épésben vizsgaltuk az
epidermalis DC (Langerhans sejtek, LC) UV-irradiaciot kovetd kivandorlasat a borbdl ezen a
modellen. Megallapitottuk, hogy az epidermisbdl kiaramlé sejtek tobbsége CD1a pozitiv LC.
Tobb sikertelen kisérletet tettiink Langerhans sejtek izolalasara, igy ezt a projektet
felfiiggesztettiik.

2.3. Keratinocita differenciacio

Az ultraibolya sugarzas befolyasolja a keratinocita differenciaciot. In vitro HaCaT és
normdl humén epidermalis keratinocita (NHEK) sejttenyészetek kalcium vagy konfluencia
vizsgalatunkkal 0j keratinocita differenciacioban szerepet jatszé géneket azonositottunk. Az
UVB irradiacidonak esszencialis szerepe van a borben a D vitamin szintézisében. 50 nM D3
vitamin in vitro alkalmazasa a konfluencia indukalt keratinocita kultirakon, tovabb fokozta a
53 differenciacid asszocialt gén expresszidjat, a kontrollhoz képest (D vitamint nem kapott)
Affimterix gen array-en(Paragh et al., 2010).

3. FOTOLIAZ

In vitro UV kisérleteink egy amerikai kollaboracids lehetdség hatasara az UVB okozta
DNS karosodas repair lehetdségeinek tanulmanyozasa fel¢ fordultak, melynek személyi
feltételeit dontden két mésik palyazat fedezte (TAMOP-4.2.2.-08/1-2008-0019, TAMOP-
4.21/B-09/KONV-2010-007).

A DNS-ben kialakulé UVB fotoléziok koziil a CPD és a 6-4 pirimidin-pirimidon (6-4 PP)
fotoproduktumok kulcsfontossagi sejtélettani folyamatokat befolyasolnak, mint a DNS
replikacio, transzkripcid, sejtciklus és apoptdzis. A tartésan fennmaraddé DNS karosodas
génmutaciokat eredményezhet, mely késébb daganatok kialakulasdhoz vezethet. Normal
koriilmények kozott a DNS-en kialakult ilyen 1ézidkat a NER javitja(Nouspikel, 2009). A
NER konzervalt DNS repardcidos mechanizmus, amely legalabb 20 komplex, illetve enzim
koordinalt miikodését igényli. A fotoléziok javitdsara a NER-nél gyorsabb és hatékonyabb
mechanizmus a fotoreparacid (fotoreaktivacid), melyben kulcsfontossagli szerepe van a



heterolog fotoliaz enzimeknek. A CPD- vagy 6-4 PP specifikus fotolidz képes kozvetleniil
kotddni az UV fotoproduktumokhoz ¢és egy fény-fliggd reakcioban, egyéb fehérjék
kozremiikddése nélkiil visszaallitani az eredeti monomer struktirat. A fotoliaz megtalalhat6 a
baktériumoktodl az erszényes emldsokig, viszont a méhlepényes emldsdkbdl, igy az emberbdl
is, hianyzik(Brettel and Byrdin, 2011). Kisérleteinkben in vitro-szintetizalt, CPD-fotoliazt
kodol6 mRNS-t juttattunk be human keratinocita sejtekbe, majd vizsgaltuk a transzlalodo
fehérjét és annak funkcidjat. Az in vitro-szintetizalt mRNS eldnye, hogy nem integralodik a
kromoszdmékba, ellentétben a virus- és DNS alapt vektorokkal. A természetben eléforduld
nukleotid modositasok, mint a pszeudouridin, javitjdk az mRNS biologiai tulajdonsagait:
magas transzlacids hatékonysaggal rendelkezik, stabil és nem immunogén(Anderson et al.,
2011; Anderson et al., 2010; Kariko et al., 2008). A pszeudouridin-mddositott mRNS
barmely fehérje expressziojara alkalmas, igy az mRNS terdpia egyik fontos eszkdze lehet
(Kariké and Weissman, 2007).

A Potorous tridactylus erszényes fotolidz enzimet kodold in vitro szintetizalt mRNS-t
amerikai kollaboralé partneriink (Katalin Karikd) bocsatotta rendelkezésiinkre. Az in vitro
szintetizalt mRNS fokozott transzlacids képességét kiilonbozd (kodon optimalizacid, pseudo-
uridin beépités, hosszl poly A farok és cap 1) strukturalis médositasokkal érték el. A fotoliaz
mRNS-t lipofektamin LTX reagens segitségével juttattuk be HaCaT keratinocitdk és NHEK
in vitro tenyészetébe. A human keratinocitdkban transzlalodé erszényes fotolidz fehérjét
western blot és immunhisztokémiaval detektaltuk. A transzfekcié utan 72 6ran at mind a két
sejttenyészetben kimutathaté volt a fotolidz fehérje. Mindezen eredmények azt mutatjak,
hogy a fotoliiz mRNS tranziens transzfekcioval bejuttathatd6 HaCaT sejtekbe ¢és ott
hatékonyan termelddik rola fehérje. A fotoliaz funkciondlis aktivitdsdnak vizsgalata céljabol a
keratinocita tenyészeteket transzfekcié utan 20mJ/cm® UVB sugéarzasnak tettiik ki, majd
rogton fotoreaktivaltuk a sejteket 1 oran keresztiil, illetve a sejtek masik részét sotétben
tartottuk. A fotoliaz miikodését immuncitokémia és ELISA modszer segitségével vizsgaltuk.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a CPD fotolidz fény-fliggd reparacid (fotoreaktivacio) soran
szignifikansan csokkenti (50%-kkal) a CPD-k mennyiségét az UVB irradialt keratinocita
sejtekben. Tehat az in vitro szintetizalt mRNS bejuttathaté volt a keatinocitdkba ¢és
funkciondlisan aktiv fehérje szintetizdlodott rola. Tovabba azt is kimutattuk, hogy
szinifikdnsan csokkentette a 60mJ/cm2 UVB antiproliferativ hatasat(Boros et al., 2011). Az
eredmények publikaldsat elokészitettiik. (Melléklet 1.)

Jelen palyazatbol finanszirozva elinditottuk a fotolidz mRNS transzfektalt keratinocitak
génexpresszids mintazatdnak feltérképezését microarray technologiaval. Kiilondsen arra
vagyunk kivancsiak, hogy melyek azok a gének, amelyek expresszidja a CPD-k altal
szabalyozdodik. A microarray-vel kapott eredményeinket kvantitativ real- time PCR-al
szeretnénk validalni.

A klinikumban nagy jelentdsége van a napfény okozta karosoddsok elkeriilésének és
kijavitasanak. Jelenleg kevés €s csak korlatozottan hozzaférhetdé (Magyarorszagon nem) olyan
anyag van, mint példaul a fotolidz, amely képes a mar kialakult karosodasokat és azok
hatdsait megsziintetni. Ezért a klinikai gyakorlatban széles populaciot érintve tovabbra is a
primer prevenciénak kiemelkedd szerepe van. Igy azon ismeretek, melyek felmérik a
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legfontosabb része a lakossag edukacioja.
4. EPIDEMIOLOGIA

A mara mar altalanosan elfogadott és epidemioldgiai, in vitro és in vivo kisérletekkel
bizonyitott, hogy az UV sugarzasnak mas faktorok (kémiai karcinogének, virusok, fizikai



hatasok stb.) mellett, dont0 etiologiai szerepe van a keratinocita daganatok kialakuldsaban
(basalioma, spinocellularis carcinoma), de ez a pigmentsejtekbdl kiindul6 melanoma
malignum esetén is bizonyitott (Leiter and Garbe, 2008; Schuch and Menck, 2010).

A melanoma malignum incidencidja viladgszerte emelkedik. A gyermekkorban
elszenvedett napégésen kiviil fokozott rizikdt jelent a vilagos bortipus, az anyajegyek nagy
szdma. A divatos barna bdrszin miatt a napozads és szoldrium-haszndlat elterjedt, annak
ellenére, hogy karcinogén hatasa igazolt(Mogensen and Jemec, 2011; Riker et al., 2011).
Kérddives epidemiologiai vizsgalatokat kezdtiink iskoldsok korében napozasi szokésaik
megismerése, napfény expozicidjuk becslése céljabol. 27 debreceni iskolaorvos,
boérgyogyaszati szeminarium ¢és konzultacid utan, 27 iskoldban 1164 didk (13 és 16 éves
korosztaly) borstatuszat rogzitette. Elozoleg a didkok napozasi szokdsokrol szold altalunk
Osszedllitott kérdoivet toltottek ki. A kérddiveket statisztikailag elemeztiik. A vizsgalatban
résztvevok kozott férfind: 0,982. A bortipusok megoszlasa a magyarorszagi atlagpopulaciora
jellemzd. Az Osszes didk 47%-a tudatosan napozik; 11,5%-a nem hasznal fényvédelmet,
37,5% fizikai, 51% kémiai fényvédelmet alkalmaz. 2,6% jar rendszeresen borgyogyaszati
ellendrzésre; 3,6% szolariumhasznald. 39% szamolt be sulyosabb napégésrél. Az
iskolaorvosok a didkok 63,7%-nak bérén regisztraltak ,,atipusos” naevust. Megallapithat6,
hogy a vizsgalt didkok korében az anyajegyek szama nagy, sokan szenvednek napégést a
melanoma kés6bbi kialakulasanak szempontjabol kritikus életkorban, a fiatal korosztalyban is
vannak szolariumhasznalok. Vizsgalati eredményeink azt mutatjdk, hogy a helyes
fényvédelemrdl tovabbra is sziikséges felvildgositani a didkokat és sziileiket. A vizsgélati
eredményekbdl egy sikeres TDK dolgozat és eldadas sziiletett, valamint magyar nyelvi
kozleményt allitottunk 6ssze(Takécs et al.).

Ha a daganatot nem tudjuk megelézni és kialakult, akkor a beteg ¢életkilatdsai
szempontjabol mai ismereteink szerint a legfontosabb a minél korabbi eltavolitasa. A
bérgyogyasz tarsadalom felvildgositdé oktatd tevékenysége ellenére azonban a melanomak
jelentds része olyan stddiumban kertil eltavolitasra, amelyben mar varhato metasztazis.

5. Prognosztikai faktorok keresése Melanoma malignumban

A melanoma az egyik legagresszivebben viselkedd human malignus tumor(Leiter et
al., 2004). Mivel a disszeminalt melanoménak nincs hatdsos terapidja, fontos meghatarozni a
progressziora vald hajlamot az egyes betegekben, lehetleg mar a diagnozis felallitasakor.
Eddig a legerdsebb prognosztikus faktornak a Breslow tumor vastagsadg bizonyult(Homsi et
al., 2005). Ennek ellenére van vastag melanoma, ami soha nem ad attétet, és vannak vékony,
agressziven terjedé melanomak. gy sziikséges tovabbi olyan faktorok azonositasa, amik
Osszefiiggésben vannak a progresszidval és tuléléssel(Spatz et al., 2010). A metallothioneinek
(MT) minden sejtben megtaladlhatd intracellularis, alacsony molekula tomegi (6,5 kDa)
fehérjék, melyek nagy affinitdssal kotnek fémionokat, mint a Zn, Cu, Cd. Eddig felismert
funkcioi (antiapoptotikus, antioxidans hatas) nyoman tobb tanulmanyban vizsgaltdk a MT
expressziot kiilonbdzé human tumorokban(Eckschlager ef al., 2009). Azonban e tanulmanyok
tobbsége, beleértve a melanoma ¢s MT expresszid Osszefliggésének vizsgalatat is, csak a
tumorsejtek 0sszességének pozitivitasat/negativitasat értékelte. Részletesebb dsszehasonlitas,
valamint mas tényezokkel torténd egylittértékelés nem tortént. A MT kozvetlen oki
szerepének kérdése a tumor kialakulasdban/terjedésében még megvalaszolasra var.

A metallothionein (MT) fehérjérél ismert, hogy antioxidans, illetve mint cink-
transzporter, transzkripcids faktorok és cink-dependens enzimek miikodését szabalyozo
molekula. Ezeket figyelembe véve expresszidjdnak mértéke a tumorsejtek novekedését,



apoptdzis-rezisztenciajat egyarant befolyasolhatja. Prognosztikai jelentdsége szamos
daganatfajta esetén mar bizonyitdst nyert. Az is ismert, hogy a cink-homeosztazis
Osszefiiggésben van az immunrendszer milkddésével is. Jelen projekt keretében tissue
microarray analizissel vizsgéltuk klinikank archivalt, attétet nem add és haematogén attétet
addé primer kutdn melanomaibol (n= 47) szarmaz6 szovettani anyagain a MT-expressziot,
ezzel parhuzamosan pedig tumorral asszocidlt makrofagok (CD68, CD163) és dendritikus
sejtek (DC-SIGN, CDl1a) jelenlétét. Vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a MT-expresszio
szignifikdnsan nagyobb ardnyban fordult el6 metasztatikus melanomaban. Szignifikdnsan
gyakoribb volt a CD68" és CD163" makrofagok intratumoralis jelenléte is az Aattétes
melanomakban, mig a CD1a" dendritikus sejtek peritumoralis eléforduldsa volt gyakoribb a
nem attétes primer daganatokban. Az eredményeinkrdl konferencidkon szdmoltunk be(Emri et
al.,2011; Emri et al., 2009), valamint a publikéciot elokészités altt all.

A VIZSGALATOK VARHATO HASZNA

1. A HEP esetek kozlésével arra is ramutattunk, hogy a PCT pontos diagnozisanak
felallitaisdhoz némelykor sziikséges lehet a DNS szekvenalds, a molekuldris genetikai
vizsgalat is. Ugyanakkor a kornyezet moduldlod hatasa is jol nyomonkovethetd. Tovabba a
porphyridkban végzett vizsgalataink Osszhangban allnak a modern, megelézés szemléleti
orvosldssal, ahol a genetikai ismeretek alapjat képezik a prevencidonak. Az eredmények
gyarapitjak farmakogenetikai tudasunkat is, ¢és hozzajarulhatnak az egyénekre szabott
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2. A vizsgélati eredményeink 0j adatokat szolgéltatnak az UV-sugéarzas altaldnos bioldgiai
hatasainak jobb megértésé¢hez.

3. mRNS alapu transzfekcios kisérleteink uttdréek keratinocitakon.

a) Tovabbfejlesztik az UV fényvédelem 0j szemléletét, ahol reparacidoban résztvevo
enzimek bejuttatdsaval, aktivan, a kdrosodas megtorténte utan tudunk beavatkozni, szemben
a klinikai gyakorlatban jol bevalt fizikai és kémiai fényvédokkel, melyek az UV fényt szlirik
ki, igy az expozicio elott sziikséges alkalmazni.

b.: Az egészen Uj lehetdség, az RNS terapids alkalmazéisanak utobbi néhany évben
elindult kisérletes lehetdségeit is boviti.

4. Az UV terhelés megitélése gyermekeken prediktiv értékii a varhaté tumor incidenciara.
Munkdénk soran a vizsgalatokkal egy id6ben primer prevencios tevékenységet is végeztiink az
adott populécioban az UV fény karos hatdsainak megismertetésével €s a helyes
fényvédelemre vald oktatassal, valamint az anyajegyek vizsgalataval. Az eredményeinket fel
tudja hasznalni a bdrgyogyaszati szakmai kollégium azokon a targyaldsokon, ahol a
nemzetk6zi trendeknek megfelelden(Riker et al., 2011) gyermekkorban a szolariumok
alkalmazaséanak restrikcidjat szeretné elérni.

5. Melanoma malignum esetén a ma hasznalatos prognosztikai tényezok csak durva becslést
tesznek lehetdvé, igy sok olyan beteg keriil kiegészitd kezelésekre, akiket feleslegesen
tesziink ki ezen terapiak esetenként igen sulyos mellékhatasanak. igy uj prognosztikai
merkerek felismerése kiemelkedd jelentdségli a melanoma kezelés klinikai gyakorlatdban.
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Melléklet

I. mRNS transzfekcio segitségével 1étrehozott funkcionalisan aktiv fotoliaz protein
szintézis in vitro human keratinocita monolayeren.

G Boros |, DR6zsa |, E Emri ', G Nagy ! E Miko ', A Juhasz', I Juhasz', van der Horst GT?,
Muramatsu H3, Weissman D4, K Karik(')3, E Remenyikl, G Emril, I Horkay1

'"Department of Dermatology, University of Debrecen, Debrecen, Hungary;
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1. Bevezetés

Ultraibolya (UV) sugarzas hatasara a nukleinsavak, fehérjék ¢s lipidek egyarant
karosodhatnak. A DNS-ben kialakul6 fotoléziok koziil a ciklobutan pirimidin dimerek (CPD)
¢s a 6-4 pirimidin-pirimidon (6-4 PP) fotoproduktumok a legismertebbek, melyek olyan
kulcsfontossagli  sejtélettani folyamatokat befolydsolnak, mint a DNS replikacio,
transzkripcio, sejtciklus és apoptdzis. A tartésan fennmaraddé DNS kéarosodas génmutaciokat
eredményezhet, mely késébb daganatok kialakuldsdhoz vezethet(Vink and Roza, 2001).
Normal koriilmények kozott a DNS-en kialakult 1ézidkat a nukleotid excizids reparacios
rendszer (NER) képes javitani(Yarosh, 2002). A NER konzervalt DNS reparacios
mechanizmus, amely legaldbb 20 komplex, illetve enzim koordinalt miikodését igényli. Ennek
a mechanizmusnak két altipusa ismert. Az egyik a transzkripcidhoz kapcsolt reparacié (TCR),
mely azokat a 1ézidkat tavolitja el, melyek a gén atirod6 szakaszan helyezkednek el, a mésik a
globalis genom reparacié (GGR), amely a teljes genombol képes a 1ézidkat eltavolitani [1].
A fotoléziok javitdsdra a NER-nél gyorsabb és hatékonyabb mechanizmus a fotoreparacio
(fotoreaktivacid), melyben kulcsfontossdgl szerepe van a heteroldg fotoliaz enzimeknek. A
CPD- vagy 6-4 PP specifikus fotoliaz képes kozvetleniil kotédni az UV fotoproduktumokhoz
¢és egy fény-fiiggd reakcidoban, egyéb fehérjek kozremiikodése nélkiil visszaallitani az eredeti
monomer struktirat. A fotolidz megtaldlhaté a baktériumoktdl az erszényes emldsokig,
viszont a méhlepényes emldsokbdl, igy az emberbdl is, hianyzik. A fotolidzok 450-550
aminosavbol felépiild, ,,struktara-specifikus” DNS-ko6t6é monomer fehérjék, melyek két
kromotor kofaktorral rendelkeznek. Az egyik kofaktor mindig az egyes fajok kézott magas
homologiat mutatd flavin adenin dinukleotid (FAD), a masik pedig vagy a
metheniltetrahidrofolat (MTHF), vagy a 8-hidroxi-7,8-didemetil-5-deazariboflavin (8-HDF),
ez fajonként eltérd. Az esszencidlis FAD kofaktor specifikusan kotddik a karosodott DNS-
hez, valamint a fotoreparacio katalitikus hatasaért is ez felelds. A ,kettes szamu” kofaktorok
fotoantennaként miikddnek, melyek fontos hatast gyakorolnak a fotokatalizisre a lathato fény
tartomanyaba es6 fotonok begytijtésével, hiszen hullamhossztol fiiggéen akéar 10-100-
szorosara is nodvelhetik annak hatékonysagat. Maga a fotokatalizis egy ciklikus elektron
transzfer révén valdsul meg néhany pikomasodperc leforgasa alatt [2-4].
Az UV sugarzas hatasara nagyobb szamban keletkezik CPD, mint 6-4 PP, lassabban javitodik
¢€s nagyobb a mutagenitasa is, ez is alatamasztja, hogy jelentds szerepe van az UV sugarzas
okozta karosodasokban. Tovabba, a CPD-k nagymértékben hozzajarulnak a bdrben kialakuld
akut valaszreakciokhoz (borpir, napégés, apoptozis), amivel a borrak kialakuldsanak
kockézatat is novelik. Nem véletlen, hogy szdmos tanulmény foglalkozik az UV sugarzas
indukalta CPD-k felismerésével és javitasaval.
Egyik tanulmanyban az erszényes CPD-fotolidz gént tartalmazé rekombindns adenovirus
vektort, eGFP fehérjével fuzidban (Adphr-EGFP virus), juttattak be human sejtekbe [5], egy
masikban Potorous tridactylis (Amerikai potord) CPD fotoliaz transzgént expresszalo egeret
hoztak létre és vizsgaltak a fotoliaz funkciojat [6]. Egy japan kutatocsoport szintén a Potorous



tridactylis CPD-fotoliazat kodold cytomegalovirus vektort (pCY4B) hozott létre, melyet
NER-deficiens human sejtekbe, valamint egér fibroblaszt sejtekbe juttattak be, igy vizsgalva a
fotolidz gyors és hatékony mitkodését [7-8]. Ugyanezzel a vektorral egy brazil kutatécsoport
HeLa sejtvonalat felhasznalva folytatott tudomanyos kisérleteket [9].

Kisérleteinkben in vitro-szintetizalt, CPD-fotolidzt kddol6 mRNS-t juttattunk be human

keratinocita sejtekbe, majd vizsgaltuk a transzlalodo fehérjét és annak funkciojat. Az in vitro-
szintetizalt mRNS eldnye, hogy nem integralodik a kromoszoémakba, ellentétben a virus- és
DNS alapt vektorokkal. A természetben eléforduldé nukleotid modositasok, mint a
pszeudouridin, javitjdk az mRNS biologiai tulajdonsagait: magas transzlacios hatékonysaggal
rendelkezik, stabil és nem immunogén. A pszeudouridin-modositott mRNS barmely fehérje
expresszidjara alkalmas, igy az mRNS terdpia egyik fontos eszkdze lehet [10].
Kisérleteink elsd célkitlizése az in vitro-szintetizalt, pszeudouridin-modositott, erszényes
CPD-fotoliazt kddold mRNS (fotoliaz mRNS) in vitro hatdsanak vizsgalata. Elsddlegesen arra
kerestiik a valaszt, hogy bejuttathato-e a fotolidz mRNS keratinocita sejtekbe, transzlalodik-e
rola fehérje €s ha igen, betolti-e a funkcidjat.

2 . Anyagok és modszerek
2.1. Az mRNS in vitro szintetizalasa

Az in vitro szintézishez Potorous tridactylus (Amerikai potord) CPD-fotoliazt kodold
plazmidot hasznaltunk templatként. A fotolidz gén szintetizalasat a német székhelyl
Entelechon cég (www.entelechon.com) végezte el, akik a ,,PerfectGene” nevii algoritmus
segitségével az erszényes szekvenciat humanizaltdk, azaz olyan kodonokat szelektaltak,
amelyek a humén szekvenciakban gyakoribbak, az optimalizalas stresszelt human kérnyezetre
tortént. Az mRNS in vitro szintetizalasat kollaboracids partneriink Kariké Katalin és
munkatérsai (Department of Neurosurgery, University of Pennsylvania, Philadelphia, USA)
végezték el. Az fotolidz gént egy bizonyos plazmidba klonoztak, amelyet szubklonozni kellett
egy olyan plazmidba, amely minden olyan elemet tartalmaz, amelyrél optimalis RNS késziil.
Ezen elemek koz¢ tartozik a T7 promoter, az 5’UTR (TEV -Tobacco Etch Viral szekvencia),
a 3’UTR (Xenopus beta-globin-specifikus szekvencia), capl struktara, 50-nt hosszusagu
poly(A) farok. A moédositott nukleozid tartalmiu RNS elkészitéséhez pszeudouridin trifoszfat
szarmazékokat hasznaltak. A transzkripciot kovetéen a templat plazmidot kezelték Turbo
DNaz-zal, majd az RNS-t 2.5M litium-kloriddal precipitaltak, centrifugalassal 6sszegylijtotték
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spektrofotométerrel ~ hatdroztdk  meg,  mindségellendrzését  denaturdldé  agardz
gélelektroforézissel végezték. A hasonlo eljarassal késziilt Renilla reniformis eGFP-t kodolo
mRNS-t (Y-eGFP) hasznaltuk kontrollként kisérleteinkben.
2.2. Sejttenyésztés

A HaCaT keratinocita sejteket 10% hdinaktivalt foetalis borjaszérumot (FBS) és 0.5 %
antibiotikumot (penicillin/streptomycin, Sigma-Aldrich) tartalmaz6 DMEM médiumban
(PAA) novesztettiik 37 °C allando hémérséklet és 5 % CO, tartalom mellett.
2.3. Transzfekcio és kezelések

A transzfekciot megel6z6 napon 2 x 10° sejtet osztottunk le egy 96 lyuku plate 1 welljébe.
Az mRNS-eket (W-eGFP, W-CPD-PL) minden kisérletben tranziens transzfekcioval juttattuk
be a sejtekbe Lipofectamine LTX-PLUS (Invitrogen) transzfekcids reagens segitségével.
Kiprobaltunk mas transzfekcids reagenst is, mint példaul a Lipofectin-t (Invitrogen), vagy a
TransIT-ot (Mirus), de ezek nem bizonyultak hatékonynak. 20 d6raval a transzfekciot kdvetden
a sejteket 20 mJ/cm® UVB sugdrzasnak tettik ki (Philips, TL12 lamps), majd rogton
fotoreaktivaltunk 1 oran at (Sylvania, F18W DayLight Fluorescent lamps), vagy sotétben
tartottuk a sejteket.


http://www.entelechon.com/

2.4. Western blot

A HaCaT sejteket PBS-es mosas utdn RIPA pufferben lizaltuk. A fehérjéket 10 % SDS
poliakrilamid gélen valasztottuk szét, majd nitrocelluloz membranra vittik at nedves
blottolassal. A membranokat 5 % sovany tejben blokkoltuk 1 6ran keresztiil, majd inkubaltuk
egy ¢jszakan at a primer antitestekkel: anti-CPD-fotolidz (1:500, Prof. van der Horst
laboratériumabol kapott nyulban termeltetett, poliklonalis antitest), anti-B-Aktin (#3700S,
1:1000, Cell Signalling Technology). A HRP-konjugalt szekunder antitestekkel (1:3000; anti-
nyul és anti-egér; Biorad) valé 1 o6rds inkubdlds utdn a fehérjéket az ECL-Plus
kemilumineszcens detektald kit (Amersham) segitségével tettiik lathatova.
2.5. Immunfluoreszcencia

A transzfekcidét megel6z6 napon a sejteket tdrgylemezre raktuk ki. A transzfekciot, UVB
kezelést ¢és fotoreaktivaciot kovetden a sejteket fixaltuk 4% paraformaldehiddel,
permeabilizaltuk 1% Triton X-100 reagenssel. A sejteket 20% FBS oldatban blokkoltuk, majd
inkubaltuk egy éjszakan at az anti-CPD-fotoli4z antitesstel. A sejteket az anti-nyul IgG FITC
konjugalt (Vectashield) szekunder antitesttel 2 6ran at inkubaltuk sotétben, majd fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk meg a mintékat.
2.6. DNS karosodas detektalasa
2.6.1. Direkt ELISA

A HaCaT sejtekb6él genom DNS-t izolaltunk QIAamp Blood DNA mini kit (Qiagen)
segitségével, majd a vizsgélatot a Cosmo Bio Co., LTD cég 4ltal ajanlott protokoll szerint
végeztik el, annyi modositassal, hogy 10 ng gDNS-t hasznaltunk a kisérlethez, illetve a
western blot technikénal alkalmazott szekunder antitestet hasznaltuk.
2.6.2. Immuncitokémia

A modszert a Cosmo Bio Co., LTD cég altal ajanlott protokoll szerint végeztiik el, annyi
modositassal, hogy szekunder antitestként az anti-egér IgG Alexa Fluor 568-at (Invitrogen)
hasznaltuk 1:2000 higitasban.
2.7. Sejtproliferacio vizsgalata

A sejtek életképességét EZ4U kit segitségével vizsgaltuk (Biomedica Gruppe, Austria), a
vizsgalatokat a gyartd ajanlasa szerint végeztiik el, annyi modositassal, hogy a szubsztrat és az
aktivator hozzaadéasa utan a sejteket 37 C°-on 90 percig inkubaltuk. A sejteket a transzfekciot
kéveten 20 mJ/ecm” és 60 mJ/cm? dozisa UVB sugarzasnak is kitettiik.

3. Eredmények és kovetkeztetések

3.1. Az in vitro-szintetizalt ¥-modositott mRNS-ek transzlicidja
3.1.1. Az eGFP mRNS (Y-eGFP) transzlacidja

Az optimalis kisérleti koriilmények beallitasahoz HaCaT keratinocita sejtekbe tranziens
transzfekcios reagens segitségével, annak eldontésére, hogy melyik kisérleti kondicié mellett
érjiik el a legnagyobb transzlacios hatékonysagot. Lipofectamine LTX-PLUS segitségével
mindharom kiprobalt koncentracional (0.25ug, 0.5 pg, 1pg) megfeleld transzlaciot értiink el
¢s a WY-eGFP mRNS nem volt toxikus a sejtekre nézve egyik koncentracioban sem. A
lipofectin  nem bizonyult ennyire hatékonynak (1. 4&bra). Mivel elegendd a
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kisérleteink tovabbi részében ezt a koncentraciot hasznaltuk.
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1. abra: Az eGFP expresszioja HaCaT sejtekben

Y-eGFP mRNS (0.25ng) tranziens transzfekcidja HaCaT sejtekbe Lipofectin (A) ¢és
Lipofectamine LTX-PLUS (B) transzfekcids reagensek segitségével. Az eGFP expressziojat
20 oraval a transzfekciot kovetéen fluoreszcens mikroszkoppal detektaltuk 20x nagyités
mellett.

Az eGFP fehérje mar kimutathatdé a transzfekcid utdn 1 oraval is, viszont a késObbi
idépontokban (20 oraval a transzfekciot kdvetden) expresszioja kifejezettebb. Az eGFP
expresszioja még a transzfekciot kovetd 72. érdban is kimutathato (2. abra).

Az eredmények tehat azt mutatjak, hogy a HaCaT keratinocita sejtekbe bejuttathato a V-eGFP
mRNS, és nagy hatékonysaggal termelddik rola fehérje, amely még a transzfekciot kovetd 3.
napon is kimutathat6.

v eGFP mRNS v eGFP mRNS

0.25 ug 0.25ug
v eGFP mRNS v eGFP mRNS




2. abra: Az eGFP expresszioja HaCaT sejtekben

A Y-eGFP mRNS-t (0.25pg) tranziens transzfekcioval juttattuk be HaCaT sejtekbe
Lipofectamine LTX-PLUS transzfekcios reagens segitségével. Az eGFP fehérje expresszidjat
kiilonb6zé id6pontokban (1, 6, 20, 72 ¢6ra) a transzfekciot kovetdéen fluoreszcens
mikroszkoppal detektaltuk 20x nagyitas mellett.

3.1.2. Fotoliazz mRNS (W-CPD-PL) transzlacidja

CPD-PL mRNS bevitelénél is. A fotolidz fehérje expresszidojat western blot technika
segitségével tudtuk nyomon kovetni. Mivel CPD fotoliaz elleni antitest nincs forgalomban,
kollaboracios partneriinknek, van der Horst professzor urnak, (Department of Genetics,
Erasmus University Medical Center, Rotterdam, The Netherlands) kdszonhetdéen kaptunk a
Potorous tridactylus CPD fotolidz fehérjére specifikus poliklondlis antitestet ajandékba. A
transzfekciot kovetd 20. ordban volt a legmagasabb a fotoliaz fehérje expresszidja, az idd
elteltével fokozatosan csokkent, igy a 72. 6rdban mar alig volt detektalhat6 (3. abra / A). A V-
eGFP mRNS-el transzfektalt, valamint a kontroll HaCaT sejtekben nem volt kimutathato a
CPD fotoliaz termelése (az adat nincs bemutatva). Immunfluoreszcens technikat alkalmazva
kimutattuk, hogy a CPD fotolidz a HaCaT sejtek sejtmagjaba lokalizalodik (3. abra / B).
Mindezen eredmények azt mutatjdk, hogy a fotolidz mRNS tranziens transzfekcidval
bejuttathatd HaCaT sejtekbe és ott hatékonyan termelddik rola fehérje.

A.

20 48 =2 (ora)
fotohaz —, a - =m 62kDa
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3. abra: A CPD fotoliaz expresszioja HaCaT sejtekben

(A) A CPD fotoliaz reprezentativ western blot analizise a ¥-CPD-PL mRNS-el transzfektalt
HaCaT sejtekben. A sejtlizatumok a transzfekciot kovetd 20, 48 és 72. oraban késziiltek.
Normalizélasra a B-aktin fehérjét hasznéltuk. (B) A CPD fotolidz immunfluoreszcens
detektalasa a W-CPD-PL mRNS-el transzfektalt HaCaT sejtekben a transzfekciot kovetd 20.
oraban (40x nagyitas).

3.2. Fotoreparacio a HaCaT sejtekben

Az UVB indukélta fotoléziok, mint példdul a CPD-k, javitdsdra a fotoreparacid
(fotoreaktivacid) az egyik leghatékonyabb mechanizmus. A HaCaT sejteket fotolidz mRNS-
sel transzfektaltuk, 20 éraval a transzfekcio utan 20mJ/cm” UVB sugérzasnak tettiik ki, majd
rogton fotoreaktivaltuk a sejteket 1 oran keresztiil, illetve a sejtek masik részét sotétben
tartottuk. A fotolidz miikodését immuncitokémia és ELISA modszer segitségével vizsgaltuk.
Immuncitokémiaval az UVB kezelt sejtek magjaban kimutattuk a CPD-ket, mig a kezeletlen
sejtek magjaban nem (4. abra/A). A fotoreaktivalt sejtekben a CPD-k szama csokkent a
sOtétben tartott sejtekhez képest, bizonyitva azt, hogy a W-CPD-PL mRNS altal kodolt fehérje
funkciondlisan aktiv a keratinocita sejtekben (4. dbra/A). ELISA modszerrel kvantitaltuk a
CPD-k mennyiségét és kimutattuk, hogy a fotolidz a 1éziok 50 %-at javitotta ki a sotétben
tartott mintdkhoz képest (4. abra/ B). Az W-eGFP mRNS-sel transzfektalt mintdkban a CPD-k
javitadsa nem tortént meg (az adat nincs bemutatva).
Eredményeink azt mutatjak, hogy a CPD fotoliaz fény-fliggd reparacio (fotoreaktivacio) soran
szignifikansan csokkenti a CPD-k mennyiségét az UVB irradidlt keratinocitadkban.
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4. abra: Az UV-indukalt CPD-k javitasa és relativ kvantitalasa fotoreparacio utan

A fotolidaz mRNS-sel transzfektalt HaCaT sejteket 20 oraval a transzfekciot kdvetden 20
mJ/cm® UVB dézissal sugaraztuk be, majd azonnal fotoreaktivaltuk 8ket 1 6ran keresztiil. (A)
A CPD fotoléziokat immunfluoreszcenciaval detektaltuk. Minden minta 1-1 reprezentativ
mez0jét mutatjuk be. A CPD-ket Alexa- 568-cal, a sejtmagokat DAPI festéssel tettiik
lathatova. (B) A CPD dimerek relativ mennyiségének mérése ELISA modszerrel tortént. Az
eredmény a CPD-k mennyiségét mutatja a nem UVB kezelt, nem mRNS transzfektalt
sejtekhez képest. Az adat két fiiggetlen kisérlet eredménye.
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UVB kezelt sejteknél viszont antiproliferativ hatast mutattunk ki, ami az eGFP-t tartalmazo
keratinocitakra is jellemz6 volt. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a fotoreaktivacid
szignifikansan csokkentette az UVB dozisok antiproliferativ hatasat.
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5. abra: A CPD-k hatasa fotoliaz és eGFP mRNS transzfektalt HaCaT sejtek
életképességére novekvo UVB dozisok mellett fotoreaktivaciot kovetden és anélkiil.

A HaCaT sejteket fotoliaz mRNS-sel transzfektaltuk, majd 20 oraval a transzfekcié utan 20
mJ/cm? és 60 mJ/cm® UVB sugarzasnak tettiik ki, ezutan rogton fotoreaktivaltuk éket 1 6ran
keresztiil, illetve a sejtek masik részét sotétben tartottuk. Az eGFP mRNS transzfektalt
sejteket kontrollként hasznaltuk.

4. Osszefoglalas

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az in vitro-szintetizalt mRNS bioldgiailag igen stabil
¢s magas transzlacidos hatékonysaggal rendelkezik, rdadasul nincs toxikus hatéssal a
keratinocitakra. Eredményeink azt mutatjak, hogy még kis mennyiségti mRNS (0.25 pg/well)
bejuttatasa mellett is transzlalodik rola funkciondlisan aktiv fehérje a transzfekciot kovetden
20 oraval. Kimutattuk, hogy UVB kezelés utan a fotoreaktivalt sejtekben a CPD-k szama
legalabb 50%-kal csokkent a kontroll mintdkhoz képest. A CPD 1ézidk nagy részének
reparacidja fotolilz mRNS segitségével jelentésen mérsékelte az UVB sugarzas
antiproliferativ hatdsat. Az altalunk hasznalt, fotolidzt kodolo, kémiailag modositott mRNS
hatékonyan javitotta az UVB indukélta DNS karosoddsokat human keratinocidkban, és
igéretes eszkoz lehet a borrak megeldzésében. Az in vitro-szintetizalt mRNS-alapl, mas
dermatoldgiai betegségekhez kapcsolt fehérjék expresszioja fontos szerepet tolthet be az adott
betegség gyogyitasaban.
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