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1. Bevezetés

Az ¢letkor meghosszabbodasa, valamint a természetes (napfény) és a mesterséges (pl.
szolarium) UV-expozicid novekedése altal kivaltott fénykarosodas vilagszerte a jo- ¢és
rosszindulati bértumorok eléfordulasi gyakorisagénak progressziv emelkedéséhez vezetett
A malignus bértumorok incidencidja az utdbbi 30 évben hazankban is dramaian emelkedett,
s ez a tendencia jelenleg is folytatodik. Mig az epidermalis eredetli laphdm carcinoma és a
basocellularis carcinoma patogenézisében a kronikus (élet soran 6sszeadddo) napfény
expozicidonak, addig malignus melanoma esetében inkdbb az ismétlddd, rovid expozicids

idejli, intenziv napégéseknek lehet szerepe.

Fenti tényezok miatt a fényvédd készitmények iranti kdvetelmények megndttek. A teljes
spektrumit védelem (UVA, UVB) alkalmazasa feltétleniil indokoltta valt. A jelenleg
meglévo, és a fényvéddk hasznélatit sok esetben akadalyozd mellékhatasok (fototoxikus,
fotoallergias reakcid, szinezd hatas, nem megfeleld konzisztencia, stabilitdsi problémak)
kikiiszobolése fontos feladat. A kutatds az eddigiektdl merében eltérd, 1 tipusu fényvédo
készitmények (pl.: a DNS-repair kapacitast tdmogaté T4V (T4NS5) liposzémalis
endonukledz, az IL-12, PARP-gatlok) eldallitasa iranyaba folyik.

A Dbonyolult védelmi funkcidé érvényesiiléséhez az alapvetd cellularis folyamatokat
(proliferacio, differencialodas, talélés, apoptozis) szabalyozo, szamos jelatviteli rendszer
korrekt miikodése sziikséges. Jelen munkaban a nagyszamu jelatviteli folyamatbol, melyek
az UV-fény indukalta bdrelvaltozasok kialakuldsdban részt vesznek a poli(ADP-riboz)
polimerdz (PARP) enzim aktivitds és annak szabalyozasaval osszefliggd mechanizmusokat
kivantam vizsgalni.
A PARP szerepet jatszik a DNS karosodads indukalta jelatviteli rendszerben. Biologiai
szerepe a kovetkezd lényeges funkcidban foglalhato dssze:

e DNS-repair és a genom integritas fenntartasa

e kiilonb6zo fehérjék expresszidjanak transzkripcios szintli szabalyzasa

e replikécio és a differencialodas szabalyzasa

o fehérjelebontas szignaljaként szolgalhat az oxidativ karosodason atesett sejtekben
A PARP szerepe oxidativ stresszben jol ismert. Szamos patologias folyamatban jelentds

mennyiségli reaktiv  oxigén speciesz (ROS) képzddik, ami lipid-peroxidaciot,



proteinoxidaciot, és egyesszalu DNS torést indukal. Az egyeslancti DNS torések aktivaljak a
nuklearis poli(ADP-riboz) polimerazt amely a NAD'-ot nikotinamidra és ADP-ribozra
hasitja. A talzott mértékii PARP aktivitas a cellularis NAD" és ATP deplécidjahoz vezet,
amelynek kovetkezménye a sejtek nekrozisa. A tilzott mértékli PARP enzimaktivitas gatlasa
csokkentheti az oxidativ stressz indukalta sejthalalt.

A ROS okozta energia metabolizmus karosodas és sejthalal részben kivédhet6 PARP
inhibitorokkal, feltehetden azért, mert a PARP-inhibitorok szignifikansan csdkkentik a ROS
aktivalta NAD" katabolizmus mértékét és csokkentik az ATP felhasznalast a NAD®
reszintéziséhez.

Egy 1j molekula az (O-(2-hidroxi-3-piperidino-propil) piridin-3-karboxil sav amidoxim
monohidroklorid) allt rendelkezésiinkre, amelyrdl Prof. Stimegi Balazs és munkacsoportja
ischaemia reperfizids karosoddsban végzett vizsgalatok alapjan feltételezte, hogy PARP
gatld hatdssal rendelkezik, és oxidativ stresszben citoprotektiv. Mivel a PARP-regulatorok
szerepével a bdrelvaltozdsokkal kapcsolatban nem allt informacié rendelkezésiinkre,
ugyanakkor a bér szamos ponton érintett a PARP altal szabalyozott mechanizmusokban, elsé

1épésként az 1) molekula hatasanak vizsgalatat a borben molekularis szinten kezdtiik.

2. Az értekezés célkitiizései

A munka célja a bér akut és kronikus UV-fény karosodas kialakulasanak megel6zésében
szerepet jatszo, illetve a mar kialakult koros allapotok helyreéllitasaban részt vevo
poli(ADP-rib6z)  polimeraz  (PARP)  enzim  szerepének ¢és  farmakologiai
befolyasolhatosdganak tanulményozasa volt.

A megval6sitdshoz egyszerli, ugyanakkor jol reprodukalhaté modelleket probaltunk
haszndlni, melyek mind sejtszinten, mind pedig a bdr, mint szerv szintjén biztositjdk a
fiziologias ¢€s patologids torténések vizsgalhatdsagat, és magukban foglaljak a gyakorlo

klinikus szdmara az alkalmazas potencidlis lehetdségét.



A fentiek alapjan tanulméanyozni kivantuk:

1. PARP-regulator/inhibitor altali szabalyzast a bor akut és kronikus UV-irradiacio
elleni védelmében
¢ A poli-ADP-ribozilacid jelentoségét a bor UV-fény indukalta karosodasaban
e PARP aktivitast in vitro és in vivo

e PARP-regulator/inhibitor antieritematogén, DNS-, és immunoprotektiv hatisat

2. PARP-regulator/inhibitor szerepét az UVA- és UVB-fény indukalta

karcinogenezis elleni védelemben

3. A célkitiizések megvalositasat célzo kisérletekben hasznalt modellek és
metodikak
3.1 PARP-regulator (BGP-15M) a bor akut és kronikus UV-fény karosodasa

elleni védelemben betoltott szerepének in vivo vizsgalata

A lokalisan alkalmazott PARP-regulator a bor akut és kronikus UV-fény karosodasa elleni
védelemben betoltott szerepét szértelen (CRL:hr/hr BR Hrl) egérmodellen, egyszeri napfény
expozicid, vagy mesterséges UVB-besugarzas, valamint kronikus UVA- és UVB-irradiacio
alkalmazasaval vizsgaltuk a BGP-15M krémmel, vagy vivOanyagaval elokezelt

tesztteruleteken.

3.2. UV-sugarzas indukalta DNS-kdrosodas meghatarozasa

A  bér UV-sugarzas indukalta DNS-karosoddsat az egyeslanci DNS  torések

meghatarozasaval, DNS-lanc szétcsavaroddsan alapuld, fluoreszcencids modszerrel

végeztik.



A DNS-karosodas mértékét, szovettani metszetekben az apoptotikus keratinocitdk, a
,sunburn” sejtek szamanak meghatarozasaval vizsgaltuk és ,,sunburn” sejt/mm epidermisz

formajaban fejeztiik ki.

3.3. PARP enzim auto-ADP ribozilaciojanak vizsgalata

A poli(ADP-ribéz) polimerdz in vivo aktivitdsait az UV-expozicionak Kkitett egerek
bérmintdiban a PARP auto-ADP ribozilaciéjanak kvantitativ meghatarozasaval (Western-
blot analizis) végeztiik.

A szovetmintdk immunhisztokémiai analizisével vizsgaltuk a PARP enzim ADP-

ribozilacidjanak mértékét €s lokalizaciojat.

3.4.  UV-sugarzas indukadlta immunszupresszio vizsgalata

A PARP-regulator a borben észlelhetd UV-besugarzas altal indukalt immunszupresszidra
kifejtett hatasat az IL-10 és TNFa citokin szintézisének meghatarozasaval végeztiik.
Immunhisztokémiai analizissel.

3.5. Klinikai tiinetek vizsgalata

Az UV-fény indukalta akut és kronikus fénykérosodéas klinikai tiineteit vizudlisan és

dermatoszkoppal vizsgaltuk.
3.6. Fotokarcinogenezis vizsgalata
A bor kronikus UVA-, ill. UVB-expozicidja altal kivaltott fotokarcinogenezist a tumorok

jelentkezésének kinetikdjaval (klinikai vizsgalat), valamint hisztolégiai (hematoxilin-eozin

festés) és immunhisztokémiai (pS3 mutacié kimutatasa) analizissel tanulméanyoztuk.



3.7. Bor kronologiai és UV-fény okozta oregedésének vizsgalata

A boOr kronolodgiai ¢és a kronikus UV-fény besugarzas hatasara 1étrejott oregedését
hisztologiai vizsgélattal tanulmdnyoztuk. Rutinszerlien a hematoxilin-eozin festést
hasznaltuk (epidermalis hipertofia, atrofia, stb.). A dermadlis rostkarosodéast Orcein-Giemsa
festéssel, a melanin pigmentaci6 meghatarozasat a Fontana-Masson féle argentaffin

reakcioval végeztiik.

4. Eredmények és kovetkeztetések

4.1. A PARP-regulator BGP-15M DNS-protektiv hatasa a borben

Az UV-sugarzas altal az egérbérben indukalt akut DNS-karosodas mértékét a képzodott
egyeslancit DNS-torések mennyiségének vizsgalataval azt talaltuk, hogy az intenziv
napfény expozicié a szovetmintdkban az ép, nem karosodott DNS-aranyat 30% ald
csokkentette. Ugyanakkor a PARP-regulator (15% BGP-15M krém) lokalis alkalmazasa
kifejezett védelmet biztositott a napfény UV-tartomanyanak DNS-karositdo hatasaval

szemben.

Az UV-irradiaci6 altal okozott DNS karosodas hisztologiai markereként nyilvantartott
epidermalis ,,sunburn” sejtek (apoptdtikus keratinocitak) kvantitativ meghatarozasa
sordn, az UV-besugarzott (vivéanyaggal kezelt) bdérben a kontrollhoz képest
hetvenotszorosére emelkedett ,,sunburn” sejtek szama. A ,,sunburn” sejt képzddéssel
szemben a PARP-reguldtor hasznalata DNS-protektivnek bizonyult. A PARP-
regulatorral eldkezelt bérmintakban az apoptotikus keratinocitdk szdma kozel azonos

volt a kontroll borben észleltekkel.

Kovetkeztetés: A PARP-regulator lokalis alkalmazasa DNS-protektivnek bizonyult. Az
intenziv UV-fény expozicio altal a bdrben kivaltott nagymértékii DNS-karosodas

kivédhet6 volt.



4.2 PARP enzimaktivitas in vivo gatlasa a bor lokdlis BGP-15M kezelésével

A magas dozisi UV-expozicié nagyfokit DNS-karosodast indukdl, amely az egyeslanct
DNS-torések képzddése altal a nuklearis PARP enzim kifejezett aktivaciojat idézi eld. A
talzott mértékii PARP aktivitis a cellularis NAD' és az ATP deplécidjahoz, a sejt
energiakészletének kimeriiléséhez vezet, amelynek kovetkezménye a nekrozis. Az
ismertetett mechanizmus bizonyitékaul kisérletiinkben a vivéanyaggal eldkezelt, napfény
expozicionak kitett bérmintakban hisztoldgiai vizsgalattal megtfigyelt, kifejezett nekrotikus
elvaltozasok szolgaltak.

Ismert, hogy a PARP géatlasa részben megakadalyozhatja ill. csokkentheti az oxidativ stressz
indukalta sejthalalt. Feltételeztiik, hogy amennyiben a BGP-15M lokalis alkalmazas mellett
képes befolyasolni/kivédeni az oxidativ stressz okozta nekrozist, ugy PARP-gatlo
tulajdonsaggal rendelkezik.

Kovetkeztetes: A BGP-15M krémmel eldkezelt borbol vett mintdkban PARP enzim auto-
alkalmazasa direkt, vagy indirekt médon gatolja az egyébként (vivoanyaggal kezelt

mintdkban) megfigyelt extrém magas PARP aktivitést.

4.3. A PARP ADP-ribozilaciojanak immunhisztokémiai vizsgalata

A BGP-15M lokalis alkalmazasa esetén, az immunhisztokémiai reakcioval észlelt, az anti-
poli(ADP-ribdz)-specifikus poliklonalis antitesttel pozitiv nuklearis festddést mutato
epidermalis sejtek szdmaval jellemzett ADP-ribozilacio mértékének csokkenése megfelelt a
Western-blot modszerrel végzett kvantitativ. mérés soran a PARP-enzim auto-ADP-
ribozilaciojara kapott eredményeknek. A BGP-15M krémmel kezelt szovetmintdkban a

nuklearis festddés mértéke nem tért el a kontroll borben latottaktol.

Kovetkeztetes: A BGP-15M dozis fiiggd modon gatolta a PARP enzim aktivitasat. A bérben
a szer direkt PARP gatld szerepe érvényesiilt, amely az UV-expozicio altal kivaltott

egyeslanci DNS-torések altal over-aktivalt PARP auto-ADP-ribozilacidjanak csaknem a

crer



4.4. A PARP-reguldtor (BGP-15M) hatdsa az UV-besugarzas altal indukalt bor

immunszupressziora

Az UV-fény ismert, negativ tulajdonsagai kozott kiemelt jelentdségili a fotokarcinogenezis
,eloszobdja”-ként nyilvantartott fotoimmunszupressziv hatas. A korszerti UV-tartomanyban
fényvédé anyagokkal szemben elvards, hogy a bér, mint immunszerv funkcidjanak
fiziologias miikodését biztositsak, vagyis megakadalyozzdk a fotoimmunszupresszid/
modulécio kialakulasat. Az UVB-besugarzas utan észlelheté immunszupresszio €s gyulladas
az epidermalis sejtek altal termelt citokinek (pl. IL-10, TNFa, IL-6, IL-1, IL-12,stb) és
bioldgiailag aktiv anyagok modulécidja (up-,down-reguldcidja) révén manifesztalodik.
Egérbérben az IL-10 és TNFa citokineket az UVB-fény indukélta immunszupresszio
markereként tartjak szamon. A PARP-regulator (BGP-15M) fotoimmunprotektiv hatasanak
meghatarozasat az IL-10 és TNFa citokinek immunhisztokémiai vizsgalataval végeztiik. A
vivéanyaggal eldkezelt, UVB-besugarzott mintdkban az epidermalis sejtek anti-IL-10
poliklonalis antitesttel kifejezett citoplazmatikus festddést mutattak az epidermisz teljes
vastagsagaban. Ugyanakkor a PARP-regulatorral kezelt mintdkban szérvanyosan csak egy-
egy sejt festédott. A vivoanyaggal eldkezelt, UVB-besugarzott borbdl késziilt metszeteken
anti-TNFa poliklondlis antitesttel intenziv citoplazmatikus és membranfestodést észleltiink.
Az 6démasan kiszélesedett hamban részben a bazalis rétegben perinuklearisan intenziv, a
felsd sejtsorokban pedig kevésbé kifejezett, diffliz, intracitoplazmalis reakciot figyeltiink
meg. A papillaris dermisz legfelsé rétegében kozvetleniil a ham alatt elhelyezkedd
makrofagok is kifejezett festddést mutattak. A PARP-regulatorral (= 10% BGP-15M
tartalmt krémmel) elékezelt, UVB-expozicidban részesiilt bor epidermiszében, hasonldan az
UVB-besugarzastol védett kontrollhoz, immunhisztokémiailag detektalhato TNFa szintézist

nem észleltink.

Kovetkeztetes: A PARP-regularor (BGP-15M) lokalis alkalmazisa fotoimmunprotektiv

hatastunak bizonyult az UVB-irradiacié indukalta bér-immunszupresszidval szemben.



4.5. A PARP-regulator szerepe a bor akut UVB-fény karosodas elleni védelmében

(klinikai és hisztologiai vizsgalatok)

A szdrtelen egerek borén kiilonbozd koncentracioju (5, 10, 15 és 20%) BGP-15M tartalmt
krémmel illetve vivoanyaggal eldkezelt tesztteriileteken, 2 MED UVB-irradiacié utan 24
oraval jelentkezett klinikai tlinetek (eritéma, 6déma, vezikula, bulla, er6zid) alapjan
nek felelt meg.

A bdérmintak hisztologiai feldolgozasa soran a vivOanyaggal el6kezelt, UVB-expozicioban
részesitett bdorben kiillonbozd mértékli, akut fénykarosodasra utald eltérést észleltiink.
Szamos, eozinofil citoplazmaval, piknétikus sejtmaggal rendelkezd, vagy mag nélkiili
apoptotikus  keratinocitdt (,,sunburn” sejtet), a dermisz felsé rétegében, részben
perivaszkularisan, részben a dermo-epidermdlis hatdir mentén Odémasan fellazult
alapallomanyban neutrofil granulocitdkat, a papilléris rétegben dilatalt, duzzadt endotéldi, vér
alakos elemeivel kitoltott ereket lehetett latni. A > 10% BGP-15M tartalmt krémmel
elékezelt 4allatok csoportjaiban 1ényeges koros hisztologiai eltérést nem taldltunk.
Amennyiben az UVB- karosodas mértékét az egységnyi epidermiszben jelen levo ,,sunburn”
sejtek szamaval fejezziik ki, igy a BGP-15M > 10% koncentracioban alkalmazva tobb mint
harmincszoros védelmet jelent, az egyszeri, eritematogén UVB-irradiacié (vivéanyaggal

kezelt borben kifejtett) karositd hatdsaval szemben.

Kovetkeztetées: A lokalisan alkalmazott PARP-regulator fotoprotektivnek bizonyult a bor

akut UVB-fénykarosodas elleni védelemben.

4.6. PARP-regulator antieritematogen hatasanak osszehasonlito vizsgalata ismert

fenyveédo faktoru (SPF) készitménnyel

A BGP-15M tartalmu krém (> 10% koncentracidban alkalmazva) antieritematogén hatasat
hasonlitottuk Ossze egy, a forgalomban levd, SPF (Sun Protection Factor) 30 jelzésii, az
UVB ¢s UVA tartomanyban védelmet biztositd (altalunk ”AS”-sel jeldlt) készitménnyel. Az

,»AS”, illetve BGP-15M krém elékezelésben részesiilt tesztteriileteken az UVB-expozicio
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klinikai tiineteket nem okozott. Hisztologiai vizsgalattal az ”AS”-sel jelolt, ill. BGP-15M

krém kezelésben részesitett bérmintakban 1ényeges koros eltérést nem talaltunk

Kovetkeztetées: Az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a > 10% BGP-15M tartalmu
krém fotoprotektiv hatdsa megegyezett az ,,AS” jelzésli, 30-as fényvédo faktora (SPF 30)

készitményével.

4.7. PARP-regulator hatasa a szolaris UV-expozicio klinikai tiineteire és a

hisztologiai elvaltozdsokra

A vivOanyaggal el6kezelt, intenziv UV-sugarzasnak kitett tesztteriileteken a bor a napégés
klinikai tlineteit mutatta. Hisztologiailag a klinikai tiineteknek megfelelden erodalt, illetve
0démasan fellazult, csokkent magfestésii, nekrotikus hdm felszinen nagy mennyiségl
fibrincsapadék volt megfigyelhetd. A dermisz legfelsd részében elhelyezkedd neutrofil
granulocitdk és magtormelékeik sotét, széles savot képeztek. Ugyanakkor a > 10% BGP-
I5M tartalma krémmel végzett el6kezelés az intenziv UV-sugdrzas altal indukalt sulyos

klinikai tineteket kivédte.

Kovetkeztetés: A PARP-regulator (BGP-15M krém > 10%) fotoprotektivnek bizonyult,
meggatolta az intenziv UV-expozicid altal indukalt dermatitis solaris klinikai és hisztologiai

tiineteinek megjelenését.

4.8. A BGP-15M  krém protektiv a kronikus UV-besugarzdas indukalta
fotokarcinogenezis klinikai, hisztologai, immunhisztologiai és ultrastukturalis

tiineteivel szemben

4.8.1. A BGP-15M krém fotoprotektiv hatasa kronikus UVB-fény karosodasban

Kronikus UVB-besugarzasban részesitett szOrtelen egerek tesztteriiletein vizsgaltuk a PARP-

regulator hatasat a kronikus fénykarosodas elleni védelemben. Kisérleteink eredményei

alapjan a PARP-regulator lokalis alkalmazasa a kronikus UVB-expozicio (32 hét, UVB
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Osszdozis: 39 J/em®) fotokarcinogén hatasat kivédte. A  vivéanyaggal elSkezelt
tesztteriileteken a 18. héttél kezdve (UVB-dozis: 22,5 J/em® ) klinikailag 1-2 mm nagysagu,
vOrdsbarna szinti, félgdmbszertien kiemelkedd tumorok jelentkeztek, amelyek hisztologiai
vizsgalattal carcinoma spinocellulare-nak bizonyultak. A 15% BGP-15M krémmel eldkezelt
egerek boérmintdinak hisztologiai feldolgozasa soran a kontroll bérhoz képest az epidermisz
masfél-kétszeresére torténd kiszélesedését lehetett megfigyelni, a dermiszben 1ényeges kéros
eltérést nem észleltiink. A vivOanyaggal kezelt, UVB-irradialt csoport minden tagja a 23.
hétre egy vagy tobb, Kklinikailag ¢és hisztoldgiailag verifikalhato, spinocellularis
carcinomdnak illetve keratosis solarisnak megfeleld bdrelvaltozassal rendelkezett,
ugyanakkor a 15% BGP-15M krémmel el6kezelt egerek bdre enyhe foka pigmentacion kiviil
mas eltérést nem mutatott. A kisérlet befejezésekor a 32. héten a vivéanyaggal eldkezelt,
kronikus  UVB-besugarzadsban részesiilt allatok bdére a tesztteriileten jelentosen
megvastagodott, sotétbarna-sziirkés hiperpigmentaciot és depigmentaciot mutatott, felszini
egyenetlenség jeleivel, kiilondsen a multiplex tumorok kornyezetében. A 15% BGP-15M
krémmel el6kezelt, és kronikus UVB-expozicidban (dsszdozis: 39 J/em®) részesitett
egércsoportban, a tesztteriilet borét 6sszehasonlitva a kezeletlen kontroll allatokéval, illetve a
kornyezd, takarassal védett borfelszinnel, barnas-vords szinii pigmentdcion kiviil egyéb
klinikailag értékelhetd eltérést nem talaltunk. Nyolc honap elteltével tumor képzddésre utald
klinikai, vagy hisztologiai eltérést a BGP-15M krémmel el6kezelt csoportban nem
¢szleltiink. Az UVB-expoziciotol védett (BGP-15M, ill kontroll csoport) allatokon spontan
tumor képzdédést nem lehetett megfigyelni. Irritativ, vagy allergids reakciot a kisérlet soran
nem észleltiink.

A kroénikus fénykarosodas a vivoanyaggal elokezelt mintdkban a 26. héten a rugalmas rostok
Orcein-Giemsa festéssel kimutathaté karosoddsdban (nagy gocokban fragmentacio és
Osszecsapzddas), a 32. héten a tumorok koriil az elasztikus rostok megfogyatkozasaban, és a
kollagén rostok felszaporodasaban nyilvanult meg. A 15% BGP-15M krémmel elékezelt, és
UVB-irradiacidoban részesiilt egerek bormintaiban ugyanakkor megtartott, ill. enyhén
megfogyatkozott rugalmas rosthalézatot figyelhettiink meg, amit a kronologiai oregedés
hisztologiai jeleként értékeltiink. Amig a vivéanyaggal el6kezelt mintakban a kronikus UV-
expozicié hatasara a dermiszben a melanin a makrofagokban durva szemcsés formaban,

esetenként szabadon a kotdszoveti alapallomanyban is megtalalhatoé volt, addig a PARP-
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regulatorral eldkezelt egerek borében a melanin pigment a bazélis réteg egyes sejtjeiben
gbcosan jelent meg.

Immunhisztokémiai  vizsgalattal a PARP-regulatorral eldkezelt, kronikus UVB-
besugarzasban részesitett bérmintdkban a bazalis keratinocitdk p53 antitesttel csak elvétve
adtak immunhisztologiai reakciot. A vivdanyaggal elkezelt allatok bdrében a keratosis
solarisnak megfeleld teriileteken foltos p53 festddést kaptunk. Az invaziv tumorokban a
sejtek nagy része intenziv p53 magpozitivitdst adott. A precancerosus elvaltozdsokban

megfigyelhetd ,,patch”-jelleg a klonalis expanzidra utalt.

Kovetkeztetés: Eredményeink alapjan a PARP-regulator a kronikus UVB-expozicio

fotokarcinogén hatasat kivédte.

4.8.2. PARP-regulator hatasanak vizsgalata UVA-sugarzas indukalta

fotokarcinogenezis klinikai tiineteire szortelen egérmodellen

A PARP-regulator BGP-15M potencialis fotoprotektiv tulajdonsagat a kronikus UVA-
besugarzott, ill. 8-metoxipszoralennel fényérzékenyitett és UVA- besugarzott szdrtelen

egerek borében kialakuld valtozasok kdvetésével vizsgaltuk.

A Kklinikai tiinetek sulyossdgat valamint a tumorok jelentkezését vizsgaltuk. Az elsd
tumort a 14. héten, a vivéanyag+8-MOP+UVA-kezelésben részesiilt allaton figyeltiik
meg. A 4. honap végére a vivoanyaggal elokezelt, 8-MOP+UV A-irradidcidoban részesiilt
allatokon kiillonb6z6é nagysagu szoliter tumorokat észleltiink. A PARP-regulator lokalis
elokezelés fotoprotektivnek bizonyult mind a 8-MOP-pal fényérzékenyitett, mind pedig
az UVA-besugarzott (26 hét, 6sszdozis: 65 J/em®) allatok bérében. A PARP-regulator
kivédte a vivéanyaggal elkezelt, hasonld6 mdédon UV-expozicionak kitett allatokban
klinikailag megfigyelt, és hisztologiailag igazolt tumorképzddést.

A PARP-regulétorral elokezelt, UV A-besugarzott bormintdkban hisztologiai vizsgalattal
a ham enyhe kiszélesedését és megtartott hamstrukturat talaltunk. Ugyanakkor a

vivéanyaggal elokezelt, UVA-besugarzott mintdkban az epidermisz egyenetleniil
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akantotikusnak és hiperkeratotikusnak, szegmentalisan parakeratotikusnak bizonyult a
hematoxilin-eozinnal festett metszetekben. Az epidermisz als6 részein a szerkezet
felbomlott, a magok polaritdisa megsziint. Ezeken a teriileteken a sejtmagok altalaban
anaplaziat, hiperkrom kromatin szerkezetet mutattak, és nagyobb szamban sejtoszlasok is
észlelhet6k voltak. A bazalis rétegben kifejezett sejtproliferaciot lattunk. A dermo-
epidermalis hatar mentén foként limfocitadkbol és hisztiocitakbol allé lobosodast
észleltlink.

A vivOanyaggal kezelt, UV A-besugarzott bormintakbdl késziilt hisztoldgiai metszeteken
Orcein-Giemsa festéssel a rugalmas rostok fragmentdlodasat és Osszecsapzodasat
figyeltik meg a dermisz kozépsé részében. A PARP-regulatorral eldkezelt bérben az
elasztikus rostok szama minimalis mértékben csokkent, a kollagén rostok szama
valtozatlan volt a kezeletlen, azonos koru kontroll bérh6z viszonyitva. Fontana-Masson
festéssel kisebb mennyiségii melanin pigmentet tudtunk fokélisan kimutatni a bazalis és
szuprabazalis keratinocitdkban. A vivdanyaggal eldkezelt, fényérzékenyitett, UVA-
besugarzott egérborben Fontana-Masson festéssel fokalisan nagy mennyiségii melanint
lehetett kimutatni a bazalis és szuprabazalis keratinocitdkban, az epidermisz alsobb
sejtsoraiban, €és a dermalis makrofagokban tomeges melanin pigmentet észleltiink.
Ugyanakkor az UVA-fénnyel besugarzott borben kisebb mennyiségben lehetett melanin

pigmentet a hamban és az irhdban megfigyelni.

Immunhisztologiai vizsgélattal a 15% BGP-15M krémmel eldkezelt, UV A-besugarzott,
valamint az UV-expozicidban nem részesiilt bérmintadkban p53 festddést nem észleltiink
A vivOanyaggal elokezelt, UVA-besugarzott részesitett allatok boérében a bazalis
sejtréteg magjainak és a megbomlott szerkezeti hamrészletek tumorosan atalakult

sejtjeinek p53 akkumulaciojat igazoltuk.

Kovetkeztetések: A PARP-reguldtorral végzett kezelés protektivnek bizonyult a tobb

mint féléves UV A-besugarzas fotokarcinogén hatdsaval szemben.
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5. Megbeszélés

A kornyezeti stressz hatdsok koziil napjainkban borgydgyaszati szempontbol az egyik
legfontosabb a napfény ultraibolya tartomanyanak karositd hatasa. Ezen a karositd hatassal
szembeni védelem lehetdségét vizsgaltam. Szemben a hagyoményos fizikai illetve kémiai
hatdson alapulé fényvédelemmel érdeklédésem a bioldgiai fényvédelem ezen belill is a
PARP-regulacidos mechanizmusokra terelddott. Prof. Dr. Farkas Beatrix munkacsoportjanak
tagjaként lehetéségem nyilott a BGP-15 mint PARP-regulator molekula bérgyogyaszati

hasznositasanak kiprobalasara.

Munkacsoportunk szdrtelen egéren végzett vizsgalataival igazolta, hogy a BGP-15M lokalis
alkalmazédsa kivédi az UV-fény DNS-karositd, immunszupressziv hatdsat, az akut ¢és
Protektivnek bizonyult a tobb mint féléves UV A-besugarzas és 8 honapos UVB-expozicio
fotokarcinogén hatasaval szemben. Irritativ, allergias, ill. fotoirritativ vagy fotoallergiés
reakcidt a szer hosszas haszndlata mellett nem észleltiink. Tovabbi eldnye, hogy a BGP-15M
a borben kumulédlodik, amelyet az UV-expozicidé tovabb fokoz. Tulajdonsagai alapjan a
fényvédok 1j csoportjaba tartozik. Potencidlis hasznalataval elkeriilhetdé a jelenleg
forgalomban levé sok komponensii fényvédd készitmények alkotd elemei kozott fellépd
interakcio, allergizald, vagy a bizonyos hullimhosszokon jelentkezé fényérzékenyitd

(fotokarcinogén) mellékhatas.

6. Az értekezés megvalosult fobb célkitiizési

Elsokent hivtuk fel a figyelmet a poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) enzim a bor akut és
kronikus  UV(A/B)-fény kérosodasaban, ¢és annak legsulyosabb formdjéban, a
fotokarcinogenezisben betoltott szerepére.

Elsokeént kozoltiik, hogy PARP-gétlésa, ill. down-regulacidja fotoprotektiv hatast a bor akut
¢s kronikus UV-fény karositd hatdsaval szemben.

Az 1j, nem toxikus PARP-gatlorol, az O-(2-hidroxi-3-piperidino-propil)piridin-3-karboxil
sav amidoxim monohidroklorid so6jarol, a BGP-15M molekuldrdl elsoként bizonyitottuk,

hogy lokalis alkalmazasa esetén az UV-fény citotoxikus hatdsaival szemben a bdrben
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jelentds védelmet biztosit. A BGP-15M direkt géatolja a PARP-aktivitast, DNS-protektiv,
fotoimmunprotektiv, véd az akut és kronikus UV(A/B)-fény karosodas klinikai és
Munkacsoportunk egy uj tipusu (PARP-géitld) fényvédd molekulat fejlesztett ki, mely
onmaga potencidlisan képes mindazon feltételeknek eleget tenni, amit jelenleg 10-15

kiilonbozo fizikai és kémiai fényvédo hatasa molekula kombinécidjaval érnek el.
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1. Introduction

The radiation striking the earth is approximately 10% ultraviolet (UV). The UV
spectrum is divided for convenience into UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm),
UVC (100-290 nm) and vacuum UV (10-100 nm). Shortest UVB, UVC and vacuum
UV are screened by the ozone layer. The remained UVA and UVB light reaches the
earth surface and can cause photodamage. Photodamage is the specific damage
produced in tissue by single or repeated exposure to ultraviolet light. The UVB
component, which is directly absorbed by cellular macromolecules (including DNA),
causes DNA single strand breakages. In contrast, UVA is weakly absorbed by most
biomolecules but generated reactive oxygen species (ROS) such as singlet oxygen
('0,) - via interaction with cellular chromophores -, hydrogen peroxide (H,0,) and
superoxid anion. In humans, both acute and chronic exposure to sunlight are associated
with various physiological and pathological states. The acute response leads to
immediate effects such as erythema, sunburn, pigmentation, hyperplasia,
immunosupression. The chronic response leads to delayed effects such as cataract, skin
aging, premalignancies (solar keratosis) and malignancies, including melanoma and
non-melanoma (basal cell and squamous cell carcinomas) skin cancer. It is known that
most of these effects depend upon the duration and frequency of exposure, the
intensity of solar radiation and the reactivity of skin based on genetically determined
constitutive skin color and skin phototype. Microscopically changes are also
detectable. Epidermal changes include intracellular edema, vacuolization and swelling
of melanocytes and the development of "sunburn cells".

Sunscreens are now recognized to be an important strategy in the prevention or
minimization of premalignant and malignant skin lesions. We would like to test the
photoprotective ability of BGP-15M a novel poly-ADP-ribose polymerase (PARP)
inhibitor against acute and chronic photodamage produced in skin by exposure to UV
light.

The poly-ADP-ribose polymerase is a nuclear nick-sensor enzyme, becomes activated
by recognizing DNA single-strand breaks. Upon activation, PARP cleaves NAD to
nicotinamid and ADP-ribose. Excessive activation of PARP leads to depletion of NAD

and ATP levels resulting in impaired cellular energy metabolism. ,,PARP-mediated
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cellular suicide pathway” contributes to cell necrosis and tissue injury. ROS-induced
impaired energy metabolism and cell death can partially reverted by PARP inhibitors,
because these latter significantly decrease the rate of NAD' catabolism and reduce
ATP utilization for the resynthesis of NAD". The fact that PARP inhibitors decrease
the catabolism of cytoplasmatic NAD" and so possibly decrease ROS-induced
mitochondrial NAD" loss suggest a connection between oxidative mitochondrial
damage and PARP activation. Therefore it is possible that protection of cells from
oxidative damage can be achieved by the potential of PARP inhibitors to reduce DNA
injury and ROS production.

2. Scientific goals

L Test the photoprotective ability of BGP-15M a novel PARP inhibitor
against acute and chronic photodamage produced in skin by exposure

to UV light.

II. Test the anti-photocarcinogenic effect of BGP-15M against UV light

induced tumor formation.

3. Material and methods

3.1.  Experimental animals
Investigations were carried out on hairless VAF/plus (CRL:hr/hr BR) mice, 5 weeks of age,

purchased from the Charles River Hungary Co..

3.2. UV irradiation

UV irradiation carried out by the Waldmann UV 8001K light booth equipped with
UV21 Philips lamps major peak at 313 nm (in UVB, 285-350 nm). The total irradiance
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was measured by IL 700 spectroradiometer with cosine-corrected SEE 400 detector

and WBS 320 filter.

3.3. Test substances

BGP-15M containing cream and lotion or vehicle in different concentration (5%, 10%,
15%) and Ambre Solaire cream (SPF 30) was applied at 2 mg/cm” to mouse skin prior

to UV light exposure and removed immediately after it.

3.4.  Determination of minimal erythema dose (MED)

Phototesting of mice skin: six unprotected skin surface areas (0.25 cm®) of animals
were exposed by increasing dose (0.07 — 0.32 J/cm®) of UVB.
Clinical MED was determined 24 h after UVB exposure.

3.5.  Experimental condition to determination of antierythematogenic
dose of BGP-15M

Three groups of mice were used to study the antierythematogenic effect of BGP-15M-
containing creams in a concentration of 5%, 10 % and 15%. Tests were carried out on
uncovered skin areas (1 cm?, separated from each other by a 0.5 cm wide range of
covered skin) of wventral-thoracic region of animals, in form of self-control
examination. The proximal test areas were treated by BGP-15M-containing creams (2
mg/ cm” skin surface) immediately before erythematogenic UVB exposure (4.4 MED)
carried out by sunlight. The concentration of BGP-15M was 5% in group I., 10% in
group II., 15% in group III. of mice. The distal test areas exposed to sunlight (in the
same time) without any pretreatment and used as positive controls. Animals without
UV exposure severed as negative controls. 20 hours following exposure to the sun the

test areas were compared to each-other and the unexposed skin of control animal.

3.6.  Experimental conditions to comparison of BGP-15M-pretreated and Ambre
Solaire cream (SPF 30)-pretreated sunexposed skin with that of sunexposed,
untreated (positive control) and unexposed and untreated (negative control)

ones
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Four groups of mice were used to compare the photoprotective effect of BGP-15M-
containing lotion (20%) and cream (15%) with that of Ambre Solaire cream (SPF 30).
Tests were carried out on uncovered abdominal skin areas (1 cm?, separated from each
other by a 0.5 cm wide range of covered skin) of ventral-thoracic region of animals, in
form of self-control examination. The proximal test areas were treated either by BGP-
15M-containing cream or lotion (2 mg/ cm” skin surface) or Ambre Solaire cream (2
mg/ cm? skin surface) immediately before erythematogenic UVB exposure (2.0 MED)
carried out by sunlight. The distal test areas exposed to sunlight (in the same time)
without any pretreatment and used as positive controls. As negative controls, non-
irradiated, sunscreen-treated groups of animals were used. 20 hours following
exposure to the sun the test areas were compared to each other and to the skin surfaces

of the negative and positive control animals.

3.7.  Experimental conditions to determination of poly-ADP-ribose-polymerase
(PARP) activity by ADP-ribosylation assay after UVB exposure in samples of
BGP-15M-pretreated, untreated (positive control) and unexposed and
untreated (negative control) skin

Determination of PARP activity was carried out by ADP-ribosylation assay using an anti-

ADP-ribose monoclonal antibody and Western blot analysis. The experiment were carried

out by 2.0 MED UVB dose, an erythematogenic exposure to the ventral-thoracic region of

mice pretreated with 15% BGP-15-containing cream or without it an in the untreated control

animals PARP activity was determined.

3.8. Histology

Tissue samples were fixed in 10% neutral-buffered formaldehyde and were embedded
in paraffin. 3-4 [Im tissue sections were deparaffinized, rehydrated in graded alcohol

and stained with hematoxylin and eosin.
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3.9. Immunostaining of tissue sections

The slides were incubated either with poly-ADP-ribose-specific polyclonal serum
(Biomol Res.) or polyclonal IL-10 (goat anti-mouse) serum (Sigma Co.), staining was
carried out according to the streptavidin-biotin-peroxidase method using the
Immunotech Universal Kit.

4. Results
4.1. Phototesting of mice skin - determination of minimal erythema
dose (MED)

The minimal erythema dose of UVB was determined. Erythema started developing at a
dose of 0.24 J/cm”.

4.2. Effect of single erythematogenic UVB irradiation to the mice skin

Using 2.0 MED UVB dose as erythematogenic exposure all the clinical signs of
sunburn could be detected after a latency of 24 hours. The exposed skin area showed a
red discoloration (erythema) with erosion. In the formalin-fixed, paraffin-embedded
tissue sections acanthotic and exulcerated epidermis with an inflammatory infiltrate in
the dermal connective tissue could be observed by histological examination.

4.3. Determination of antierythematogenic effect of BGP-15M

In test areas pretreated with equal or greater than 10% BGP-15M-containing creams
erythema or other signs of sunburn could not be observed. The skin surface of these
pretreated test areas were clinically same as the unexposed skin of control animals
(negative control). In contrast to it, the distal, UV exposed test areas of the animals
showed all the signs of sunburn inform of lilac, red discoloration with oedema.

4.4. Histology
Results of histological examination stained by Hematoxylin-Eosin showed exulcerated

epidermis with inflammatory infiltrates in the dermal connective tissue of biopsy material
taken from UV-exposed mouse skin without pretreatment of sunscreen.
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In contrast to it in BGP-15M-pretreated (15%), UV-irradiated skin samples except a
mild acanthosis, histologically normal mouse skin could be observed. In skin biopsy
samples pretreated with 5% BGP-15M cream a mild acanthosis and an inflammatory
reaction in the upper dermis without any ulceration could be detected.

Conclusion: Clinical observations and the result of histological investigation suggested
that BGP-15M-containing cream in a concentration of 10 % functions as sunscreen.

4.5.  Comparison of BGP-15-pretreated and Ambre Solaire cream (SPF 30)-
pretreated sunexposed skin with that of sunexposed, untreated (positive

control) and unexposed and untreated (negative control) ones

Test areas pretreated with 15% BGP-15M-containing cream or 20% BGP-15-
containing lotto or Ambre Solaire cream (SPF 30) showed normal skin surface as it
could be observed in animals used as negative control.

The skin areas with UV exposure without pretreatment of sunscreen were found
erythematous clinically.

Comparison showed no difference between the photoprotective effect of Ambre
Solaire cream with sun protection factor 30 and the used concentration of BGP-15M
substances (cream and lotion).

Conclusion: It suggest that the 15% BGP-15M-containing cream and the 20% BGP-
15M-containing lotto might have an SPF 30.

4.6.  Determination of poly-ADP-ribose-polymerase (PARP) activity by ADP-
ribosylation assay after UVB exposure in samples of BGP-15M-pretreated,
untreated (positive control) and unexposed and untreated (negative control)

skin

In skin samples without BGP-15M pretreatment and with an exposure of 2.0 MED
UVB all the signs of sunburn could be detected clinically and histologically and
elevated PARP activity was found in ADP-ribosylation assay. In contrast to it, in BGP-
15M-pretreated skin samples no clinical signs of sunburn were observed with nearly
the same PARP activity as in the unexposed control skin.
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5. Conclusion

Topically applied BGP-15M containing cream

L. decrease the UV light-induced single-strand DNA breaks in skin

II. decreased the UV light-induced overactivation of self~ADP ribosylation
of PARP in the skin

III.  able to avoid the photoimmunosuppression

IV. is photoprotective against acut UVB damage

V. isas effective as a 30 SPF sunscreen

VI:  protect the skin agains UV light induced chronic skin damages
clinically, histologically, immunhistologically and ultramicroscopically

VII. protect the chronic UVB and UVA light induced photocarcinogenesis
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