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Analysis of skin aging during long term PUVA treatment on mice
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OSSZEFOGLALAS

A PUVA fényterdpids kezelést szamos borgyogydszati
korképben alkalmazzdak sikeresen évtizedek ota. A fényte-
rdapia rovid és hosszii tavii kockazatait tekintve kordntsem
egységesek az irodalmi adatok. Narrow-band UVB fény-
forrasndl szamtalan dllatokon végzett kisérlet igazolta az
UV sugdrzds okozta borrak képzodés és bordregedés koc-
kdzatanak névekedését. Ezzel szemben a PUVA terdpia
ilyen jellegii hatdsairdl kevés adat all rendelkezésre kisér-
letes koriilmények kozott végzett vizsgalatokbol. Epide-
mioldgiai jellegil vizsgalatok eredményei azonban felhiv-
jak a figyelmet az elobbi karos hatdsok kialakuldsdra
hosszui tavii PUVA kezelést kovetben. A szerzok krénikus
PUVA kezelés hatdsainak vizsgalatdt és szemléltetését tiiz-
ték ki célként egérmodell alkalmazasaval.

Kulcsszavak:
UVA - psoralen - fényterapia - photoaging -
fényvédelem

SUMMARY

PUVA therapy is a frequently used treatment option in a
variety of dermatological diseases for decades. However
there is no comprehensive consensus in its short and long-
term risks, according to the literature. Many animal
experiments proved the carcinogenic and photoaging
potential of narrow band UVB radiation. Such effects of
PUVA therapy are not well documented in similar
experimental settings. Epidemiological studies, on the
other hand indicate the formerly mentioned long-term
adverse effects of PUVA therapy. For this reason we set
out to investigate and demonstrate the effects of chronic
PUVA therapy with using a mouse model.
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A fototerdpia a XX. szdzad mdsodik felétdl hasznalatos
a klinikai gyakorlatban. A 70-es évektdl az UVA psoralen-
nel torténd kombindcidja (PUVA) 4ttorést hozott a keze-
Iésben. Hatékonysdga miatt sokdig els6ként vélasztando
eljaras volt a legtobb bdrbetegség, igy psoriasis gyogyita-
sdban is (1). Dominancidjat a narrow-band UVB
(NBUVB) kezelés torte meg, mely fényérzékenyitd anyag
addsa nélkiil is hatékonyan csokkenti a pikkelysomoros
plakkok kiterjedését (2).

A bért ér6 UVB/NBUVB sugarakat a melanin, urokén-
sav valamint a DNS nyeli el. Ez szabadgyokok képzddé-
séhez, az urokdnsav cisz-izomerizdcidjdhoz és direkt
DNS kérosodas kialakuldsdhoz vezet. Ut6bbi jellemzden
ciklobutdn pirimidin dimerek (CPD), illetve 6-4-fotopro-
duktumok formdjdban jelentkezik. Elégtelen kijavitoda-
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suk a keratinocitdk és T-sejtek egy részében apoptdzis
indukcidhoz vezet, melyben a p53 tumorszupresszor fe-
hérjének van kulcsszerepe (3). Emellett megvaltozik a
gyulladdsos citokinek (IFN-y, TNF-a, IL 1, 2, 6, 12)
génexpresszidja, valamint gyengiilnek a celluldris funk-
ciok. Az antigén-prezentdlé Langerhans sejtek szdma és
aktivitdsa csokken, igy az effektor T sejtek felé torténd
antigén prezentacid zavart szenved (4). Az emlitett haté-
sok egyiittesen csokkentik a gyulladdsos infiltraciot kii-
16nb6z6 bérbetegségekben, mint példdul atopids derma-
titisben vagy psoriasisban (5, 6). Az UVA sugirzds
hosszabb hullimhossza révén a dermisz mélyebb réte-
geit is eléri. A sejtmembranok lipidjeinek, illetve cito-
plazmatikus polimerjeinek excitdcidja révén tovabbi sza-
badgyok képzddést eredményez (7). A fokozott oxidativ



stressz indirekt DNS karosoddshoz vezet egyszalu és
kétszali DNS-torések, DNS-fehérje keresztkotések és
8-oxodGua tipusu bazismoédosuldsok formdjaban (8). A
direkt DNS karosodas, és az ezzel egyenesen aranyos
CPD képzdédés mértéke azonban kisebb az UVB altal
okozotthoz képest. Az UVA ezen feliil a matrix metallo-
proteinazok indukciéja és a prokollagén képzddés csok-
kentése révén a kollagén anyagcserét is befolyasolja. A
nagy dozisban elszenvedett UVA sugarzas hosszi tdvon
a bdr oregedésének felgyorsuldsahoz vezet (9, 10). Terd-
pids céli UVA besugérzaskor a kezelési id6 leroviditése
és a megfelel6 immunszupressziv hatds kivaltasa érdeké-
ben fényérzékenyité gydgyszer alkalmazasa sziikséges.
E célra a triciklikus aromatikus szerkezetii psoralen ve-
gytiletek szolgdlnak. Leggyakrabban a 8-methoxypsora-
lent alkalmazzuk lokalis vagy szisztémas formaban 1-2
6raval az UVA kezelés elétt. A psoralenek az UV sugar-
zast elnyelve reaktiv oxigéngyokoket szabaditanak fel,
illetve a DNS bazisparok koz¢ interkalalédva fotoadduk-
tumokat és keresztkotéseket hoznak létre. PUVA keze-
1ést kovetSen az antigén prezenticid szintén zavart szen-
ved. Emellett az apoptézis indukcidja révén csokken a
tumoros és lobsejtes infiltracié mértéke gyulladasos bor-
betegségek és kutan T sejtes lymphomak esetében (11).
A PUVA hatédsossaga pikkelysomor esetében az NBUVB
kezelésével vetekszik. Bizonyos betegségekben, mint a
kéz és lab ekcéma, mycosis fungoides, lyphomatoid pa-
pulosis, morphea, vitiligo vagy alopecia, ma is els6ként
valasztott eljards (12). Emellett azonban alkalmazéasa
psoriasis esetében hattérbe szorult az utébbi idében. En-
nek oka egyrészt a 8-methoxypsoralen okozta mellékha-
tasokban és ellenjavallatokban keresendd. A gyogyszer
gyakran émelygést, illetve hanyingert okoz, valamint va-
rando6sok és gyerekek esetében nem alkalmazhaté. Mas-
részt epidemioldgiai adatok alapjan fokozott fotokarci-
nogén és photoaging indukdlé kockazattal bir (13).
Ugyanakkor NBUVB kezelés esetében még nem mutat-
tak ki egyértelmii szoros Osszefiiggést az emlitett mel-
Iékhatasokkal kapcsolatban (14, 15). Figyelembe kell
venni azonban, hogy a NBUVB terdpiardl kevesebb iro-
dalmi adat all rendelkezésre, ezért a hossza tava karos
mellékhatasok elemzése és meghatarozasa tovabbi vizs-
galatokat igényel (13). Ezt aldtdmasztja tovabba az is,
hogy allatokon végzett kisérletek szdmtalan alkalommal
bizonyitottdk az NBUVB sugarzas daganatindukalé és
bororegité hatasait (16). Ennél fogva gyakran NBUVB
besugarzast alkalmaznak kiilonboz6 kisérleti allatokon
és sejtkultirdkon az oxidativ stressz, photoaging, vala-
mint antioxiddns kezelések vizsgdlatanal (17-20). A
PUVA kezelés ezzel szemben ritkdbban alkalmazott
moédszer hasonld kisérletekben annak ellenére, hogy az
UVA sugirzas a dermisz mélyebb rétegeit €s sejtjeit is
eléri. Psoralennel kombindlva a fokozott szabadgyok
képzé potencidljanak koszonhetéen még idedlisabba val-
hat az oxidativ kdrosodasok €s bér korai fény altali ore-
gedésének vizsgalatara. Ezért jelen kisérletiinkben a
PUVA kezelés bororegitd hatdsat vizsgéltuk egérmodel-
len, ennek eredményeit mutatjuk be kdzleményiinkben.
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Anyagok és modszerek

A hosszi tavi PUVA kezelés bororegitd hatdsait SKH-1 tipusu
szortelen egereken vizsgaltuk. A vizsgalatok és kezelések a hatalyos
allatetikai iranyelvek szerint torténtek. Az egereket két csoportra
osztottuk. Az els6 csoporton (n=7) kizdrdlag lokalis PUVA kezelést
végeztiink. A mdsik, kontrollként vizsgélt csoporton (n=7) a PUVA
mellett UVA és UVB ellen egyarant protektiv fényvéd6 krémet (SPF
50, PPD 30) alkalmaztunk.

Lokdlis kezelés és irradidcié: A taplalékkal, szisztémasan adott
gyogyszer pontos adagoldsa nehezen kivitelezhetd, az intraperito-
nedlis injekcid pedig kockdzatos hosszu tavi kisérlet sordn, ezért a
lokalis terapia mellett dontottiink. Az egerek hat és fejbdrét alkal-
maként 0,2 g mennyiségli 0,15% cc. tartalmi 8-methoxypsoralen
tartalmd krémmel kezeltiik egy 6rdval a besugdrzds elétt.  Fél ora-
val a besugdrzds el6tt a kontroll csoport bdrét fényvédd krémmel
kezeltiik. Az egerek b6rét minden alkalommal 5 J/cm® d6zisi UVA
sugdrzasnak tettilk ki. A besugarzashoz UVA csoveket (0740-G,
b121) hasznaltunk, a megfeleld dézist doziméterrel (VLX-3W) ha-
taroztuk meg. A kezeléseket az emberen végzett lokdlis PUVA ke-
zelés mintdjara heti haromszor ismételtiik Osszesen 46 héten ke-
resztiil.

Ldthato klinikai elvaltozdsok vizsgalata, kovetése: A egerekrdl
havi rendszerességgel fotodokumentécié késziilt. A sugarzasnak ki-
tett hati és megkimélt hasi teriileteken tolémérdvel hataroztuk meg
az atlagos bdrredd vastagsdgot a 46. héten, majd tovabbi vizsgalatok
céljabol szovettani mintavételre keriilt sor.

Rdancosodds meghatarozasa: A rancosodds vizsgdlata az egerek
fejborén tortént, mivel itt a rancossag mértékének megitélését ke-
vésbé befolydsolja az egér testtartdsa. A rancossag kvantifikaldsat a
kezelések el6tt, kozben és utan készitett digitalis fotokon végeztiik
Digimizer (v4.0) szoftver segitségével. A fejb6ron kijelolt vizsgélati
teriileten meghatdroztuk a rancok atlagos szélességét, melyet a rdnc
teriiletének €s keriiletének hanyada ad meg.

Szovettani vizsgdlat: A kisérlet lezarasakor szovettani mintavétel
tortént a vizsgalt teriiletekbdl. A metszetek Hematoxilin-eozin (HE)
és Weigert van Gieson (WvG) festésekkel lettek jelolve. A szovetta-
ni képeken a solaris artalom jeleinek megfigyelése mellett megha-
taroztuk az atlagos epidermisz vastagsagokat. A mércével ellatott
képeken 400x nagyitas mellett 6t latétérben végeztiink mérést Digi-
mizer program segitségével. Az epidermisz dtlagos vastagsagat a
latétérbe keriild ham teriiletének és keriiletének hanyadabol hata-
roztuk meg.

2-foton abszorpcios fluoreszcencia mikroszkopia: Titanium: za-
fir 1ézerfényforrdsa 2-foton mikroszkép (Carl Zeiss LSM 7 MP la-
ser scanning microscope) (21) segitségével a normalis, nem ke-
resztkotott kollagén festés nélkiil is 1dthatéva tehet6 in vivo illetve
szovettani metszeteken, ugyanakkor a karosodott kollagén rostok
nem adnak megfelel6 jelet. A 2-fotonos gerjesztés €s masod-har-
monikus keltésbdl (second harmonic genereation SHG) szarmazé
jel intenzitdsa egyenesen aranyos a normal kollagénnel. Az SHG
jel integralt optikai denzitasanak (IOD) meghatarozasaval szam-
szerisithetd és Osszevethet6 a normal kollagén mennyisége. A pa-
raffinos metszetek vizsgalatakor az 10D értékét ZEN (Carl Zeiss)
szoftverrel hatdroztuk meg, majd a kapott értékeket statisztikailag
értékeltiik.

Statisztikai értékelés: Normal eloszlast mutaté adathalmaz esetén
parositatlan, illetve parositott kétmintds T probat alkalmaztunk.
Nem normal eloszlast mutaté értékek esetében Mann Whitney U
probat végeztiink. A statisztikat és dbrakat MedCalc 2.0 (MedCalc
Softwares) és Origin 8.0 (OriginLab) szoftverek segitségével készi-
tettiik.

Eredmények

Ldthaté klinikai elvdltozasok vizsgdlata, rancosodas
meghatdrozdsa: A réncosodds vizsgdlatandl (la. dbra)
mindkét csoportban jelentds rdncosodds figyelhetd meg a
kiindulasi értékekhez képest (1b. dbra), ugyanakkor a
PUVA-egércsoport szignifikdnsan vastagabb rancokkal
bir a kontroll csoporthoz képest.
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1. dbra
a: PUVA és PUVA+fényvéds (P+FV) kezelés el6tt és utdn, b: dtlagos rancszélesség kezelések elott
és utdn **>* P<0,005 ++>+ P<0,05 *+ P=NS **>++ P<0,005, c: dtlagos bdrredd vastagsdg sugarzdsnak kitett (hat) és
védett (has) teriileteken**>* P<0,05 ++>+ P<0,05 *+ P=NS **>++ P<0,05

Ezzel megegyez$ tendenciat figyeltiink meg a bérredd
vastagsdg értékek Osszehasonlitdsndl. Szignifikdnsan na-
gyobb vastagsagot mértiink a sugarzasnak kitett borteriile-
tek esetében a PUVA csoportban (/c. dbra), mig a hasbor
esetében mért adatokban nem volt 1ényegi eltérés a kisér-
let befejezésekor.

Az epidermisz szovettani vizsgalatandl Kkifejezett
akantézis lathat6 a hatbéron a has béréhez képest az
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Osszes kisérleti allatban. Statisztikailag azonban itt nem
volt szignifikdns a kiilonbség a két egércsoport hatbSre
kozott, kismértékl vastagodas volt csak megfigyelhet6
a PUVA-val kezelt egerek javéra (2c. dbra). Az epider-
miszben elszértan megfigyelhetéek apoptotikus kerati-
nocitdk, igynevezett sunburn sejtek, mint az UV karo-
sodds jelei. Ezen kiviil Weigert van Gieson festéssel
megfigyelhetSek a dermalis kotészovetben bekovetkezd

=9
-
%
o4 b o 04 C
= 5 ok
=
<
- =
v —
&% * =
@ [
a e
9 25 4 o 25+
= B
o )
%) %
& g
~
@
£
=
v S N é‘ J B hk 5 ok
oY < A M R
v T ot e o

2. abra
a: PUVA és PUVA+fényvéds (P+FV) kezelés utdn, WvG festésen lathaté: epidermisz-akantdzis,
dermisz-szolaris kdrosodds jelei, elasztozis, sériilt kollagén szerkezet SHG képen lathat6: alacsonyabb SHG
jelintenzitds PUVA csoportban, b: SHG intenzitds integralt optikai denzitds értékei, szignifikdns csokkenés
a PUVA csoportban: * P<0,05, c: dtlagos epidermisz vastagsag sugdrzasnak kitett (hat) és védett (has)
teriileteken **>* P<0,05++>+ P= 0,05 *+ P=NS **>++ P<0,5
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valtozasok. A kollagén struktira megvéltozott, a kolla-
gén kotegek szabdlytalan lefutdsiak lettek, valamint
megnovekedett az elasztikus komponensek ardnya (2a.
dbra). A kollagén mennyiségi valtozasat a 2-foton 1ézer-
mikroszképpal készitett képeken hatdroztuk meg. A
szerkezeti elvaltozdsok egyrészt itt is megfigyelhetéek
(2a. dbra) masrészt a PUVA csoport egereiben 1ényege-
sen alacsonyabb volt a masod-harmonikus keltés altal
detektalt jelintenzitds. Az ezt reprezentalé IOD esetében
szignifikdnsan csokkent értékeket kaptunk a PUVA cso-
portban a kontrollokhoz képest. Eszerint a PUVA cso-
portban jelentGsen kisebb az egészséges, keresztkotések
nélkiili kollagén mennyisége (2b. dbra).

Megbeszélés

Epidemiolégiai vizsgalatok kordbbi adatai alapjan is-
mert, hogy PUVA terdpia sordn a kezelések szamanak
novelésével fokozédik a fotokarcinogenezis és photoa-
ging kockazata. Az eddigi tanulmanyok nem mutattak ki
ilyen jellegi kockazatemelkedést NBUVB kezelések
esetében. Ugyanakkor tovabbi vizsgalatokra van sziikség
a nagy betegpopulacién végzett utankovetéses vizsgala-
tok viszonylag kis szdma miatt (13). Ezzel szemben,
sejtkultirdkon és egereken végzett kisérletek egyértel-
mien igazoltdk az NBUVB sugarzds mutagén és daga-
natképz6 hatasat (16). Az UVB sugarzas a direkt DNS
karosité hatdsa mellett bizonyos mértékben fokozza a
szabadgyokképzddést is, igy alkalmas lehet a stressz in-
dukalta korai o6regedés (stress induced premature senes-
cence — SIPS) és photoaging vizsgalatara sejtkultirakon
és kisérleti allatokon egyarant (19, 20, 22, 23). Korabbi
fibroblasztokon végzett kutatdsok eredményei alapjan a
PUVA szintén alkalmas a SIPS, photoaging valamint az
azt kivédeni hivatott antioxidans kezelések hatékonysa-
ganak vizsgdlatara (24-26). Elényét jelenti, hogy kevés-
bé kifejezettek a direkt DNS kdrosodas hatasai a nagy-
mértékid oxidativ stressz okozta kozvetlen és kozvetett
artalmak mellett. /n vivo az UVA a bér mélyebb dermalis
rétegeit és az ott taldlhaté fibroblasztokat is eléri, igy a
kialakul6 oxidativ stressz mértéke is jelentGsebb, a bdr
oregedése pedig komplexebb Osszefiiggésekben is vizs-
galhat6. Alacsony dé6zisi PUVA kezelés mar rovidtavon
is érdemileg befolydsolja a kollagén képzddést (27),
emellett azonban hosszui tavd vizsgélatokra is alkalmas.
Szemben az NBUVB-vel, a photoaging kovetése
hosszabb vizsgalati idészakban lehetségessé valik szig-
nifikdns erythema és bértumorok kialakuldsa nélkiil.

Egereken végzett kisérletiinkkel sikeresen demonst-
raltuk a fent emlitett hatdsokat lokalis PUVA kezelést
kovetéen. A 8-MOP krémmel torténd lokalis terdpia kel-
16en hatékonynak bizonyult a photoaging és az azt
csokkenteni hivatott kezelés vizsgdlatiban. A gyorsult
oregedés klinikai képe mellett szovettanilag is igazolha-
té epidermalis és dermadlis karosodasokat figyeltiink
meg a kontrollcsoporthoz képest. A kollagén szerkezeti
valtozdsait egy Uj moddszerrel, két-foton 1ézermikrosz-
képiaval is vizsgéltuk. A jovében ennek in vivo alkal-
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mazasa értékes informdcidkat nyujthat kotészoveti val-
tozassal és karosoddssal jaré bérbetegségek vizsgalata
esetén. A hosszu tavi PUVA kezelés fokozott bororegitd
hatdsat sikeresen szemléltettiik kisérletiinkkel. A jové-
ben célunk a fotokarcinogenezis vizsgdlata hasonlé ki-
sérleti koriilmények kozott.
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