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Preambulum

A bér a kdrnyezethez valo alkalmazkodas els6 vonala. F6 feladata a szervezet védelme, az
elhatarolddas, amely pusztan a hamsejtek sajatos fizikokémiai tulajdonsagain alapuld passziv
funkcio. Emellett azonban a ham sejtjei a kornyezettel vald kapcsolattartasban kifejezetten aktiv
feladatokat is ellatnak. A bor kiils6 rétegének, az epidermisznek, a dominans sejtje a keratinocita,
ennek megfelelden egy sor komplex funkcioval bir. A keratinocita a védéfunkcidjat elsédlegesen a
terminalis differenciacio révén latja el, sajat maga alakul at egy ¢élettelen kopennyé, ezaltal
létrehozva a stratum corneumot. A terminalis differenciacio egy sok Iépéses folyamat, a keratinocita
szamos egyéb funkciot is el kell lasson, de ek6zben maga is sériilékeny. A legfontosabb artalom a
hamsejtek felé a kornyezetbdl érkezik, a bort érd ultraibolya sugarzas forméjaban. Az UV-sugarzas
az ¢élet létrejottének feltétele és szamos fiziologias sejtfunkcid, egyebek mellett a D-vitamin
szintézisének kulcsfontossagi eleme, de a kedvezd hatasok csak mértékletes napfényexpozicid
mellett vannak talstlyban. Tulzott expozici6 esetén hamar az artalmas hatdsok dominanssa valasat
¢észlelhetjiik, ennek figyelmeztetd rendszere a boron gyulladassal és fajdalommal kisért napégés. Az
excessziv UV hatas kivédésére a szervezetiink szamos mechanizmussal rendelkezik, de a védo
mechanizmusok esetenként genetikai vagy szerzett eltérések miatt nem funkcionalnak kell6
hatékonysaggal és DNS karosodas alakul ki. A genetikai faktorok lehetnek relative ritkan észlelhetd
genodermatozisok, pl. Xeroderma pigmentosum, Cockayne-szindroma, vagy Gorlin-Goltz
szindroma. A szerzett védomechanizmus karosodas legmarkansabb képviseldje a Trp53 tumor
szuppresszor gén szerzett karosodasa. A p53 a genetikai integritds legfontosabb elemei kozé
tartozik, feladatat szamos egyéb funkcid mellett a sejtciklus megallitasan és apoptdzis valasz
eredetli daganatok a borgyogyaszati praxis mindennapjaiban jelentds részt képviselnek.
Borgyogyaszként, onkodermatologusként igen sok bordaganattal taldlkozunk a napi munkéban, igy
a fent részletezett folyamatok megértése és az ezen felismeréseken alapozott terapiak nagyon nagy
szdmu paciens szamara jelentenek segitséget. Nem elhanyagolhatd tovabba az a tény sem, hogy a
keratinocita eredetli bértumorok molekularis hatterének megismerése, az onkogenezis egyes
1épésinek feltérképezése az altalanos onkologiai gyakorlat szamara is nagy jelent6ségt. Jo példa
erre a pS3 funkcidjanak bértumorok kialakulasaban jatszott szerepének megértése, hiszen a p53
szdmos mas malignus folyamatban is kozponti szereppel bir. Ezen tumor szuppresszor gén a
daganatok kialakulasaban és a kemoterdpias kezelés soran kialakuld hatdsvesztésben szerepet
jatszik, igy ennek madra terapids konzekvencidja is korvonalazodik. Az UV sugirzas bort érd
hatdsai egyéb cellularis funkciokon keresztiil is jelentds hatassal vannak a keratinocitak
miikodésére, ilyenek a szoveti hypoxia és az ezt szabalyozo utvonalak aktivitas-, illetve a
keratinocita differenciacidé és ennek mesterséges befolydsoldsara kinalkozd lehetdségek
feltérképezése.

A dolgozatban targyalt és vizsgalatok targyat képezé korképek megértése az orvosi gyakorlatunkra
is kozvetlen, mar napjainkra konkrét hatéanyagok formajaban manifesztalodo hatassal van. Az
értekezés irasakor fazis Ill-as klinikai vizsgalati stadiumban voltak a PTCH gén eltéréseinek
korrigalasan, az SMO gatlasan keresztiil hato szisztémas és lokalis készitmények a leggyakoribb
emberi bortumor, a basalioma eldrehaladott eseteinek kezelésére. Léteznek DNS karosodast kivédo,
azt helyreallito T4 endonukleaz V hatéanyagu lokalis készitmények pl. xeroderma pigmentosumos
betegek kezelésére, tovabba sziilettek igéretes kisérleti eredmények a mutaciot szenvedett p53
kisérleti koriilmények koézotti molekularis helyreéllitasaval kapcsolatban is, amely a jovo terapias
eszkoze lehet.



Bevezetés — a b(’irdagQHatngﬁéti]elében allo molekularis torténések, az
UV-sugarzas szerepe és a keratinocitak alkalmazkodasanak elméleti
hattere

A bérdaganatok klinikai formdi és f6bb ismérvei

A borbdl kiindulva hdrom gyakori malignus tumor kialakuldsdra lehet elsdsorban szémitani:
basocellularis carcinoma, (basalioma), a spinocellularis carcinoma, (spinalioma), és a melanoma. A
basaliomat és a spinaliomat egylittesen, mint non-melanoma borrakokat is emlitjiik foként mivel
mindkettd a keratinocitabol indul ki, €s klinikai megjelenésiik is hasonlit: mindkettd relative lassan
novekvo, borszinii plakk, majd tumor formajaban észlelhetd, szemben a melanoma az egyébként
nem oszl6 melanocitak malignus transzformaciojaként jon létre, igy altalaban sotéten pigmentalt. A
basalioma ¢és a spinalioma egyarant a keratinocitdk malignus proliferaciojaként jon Ilétre.
Kiemelendd, hogy a basalioma elsd leirdja Krompecher Odon professzor volt, aki 1903-ban ,,Der
Basalzellen Krebs” cimen publikélta megfigyelését. Mindkét daganat altalaban az iddsebb korban
alakul ki, klasszikus esetben a daganatok elsd jelentkezése a 60 éves kor felett varhato.
Basaliomdknal azonban részben sporadikusan, részben a késobb vazolt Gorlin-Goltz szindréma
részjelenségeként mar egészen fiatal korban is szdmolhatunk tumorok kialakulasara.

A non-melanoma tipusu boérrakok patogenezisének részleteit jobban ismerjilk a melanomaénal.
Ezekben a tumorokban ismerjiik két meghatarozd gén, a TrpS3 és a PTCH oki szerepét, illetve
igazolni tudjuk az UV-sugarzas okozta mutaciok jelenlétét ezekben a génekben. A basalioma és
spinalioma kozott fontos kiilonbség, hogy a basaliomanak nincsen el6alakja, de novo jelenik meg ép
borén. A spinalioma esetén viszont a tumorok kialakuldsdhoz vezetd elsé stddiumnak a bor
kronikus napfény-karosodéasa tekinthetd. Az évtizedeken 4t elszenvedett UV-fény hatisara a bor
foltossa, durva tapintatuva valik, helyenként hajszalértagulatok jelennek meg rajta Az ilyen bérben
a szovettani vizsgalat cellularis szinten is enyhe foku szdveti rendezetlenséget mutat, de jelentds
foku atipia nem észlelhetd. Tovabbi napfény expozicié keratotikus, jelentdsebben besziirt 1éziokat
generdl, amelyeket solaris keratosisoknak neveziink. Ezek szoveti képében mar felismerhetdek a
szoveti atipia jelei, ugymint: szabalytalan sejtoszlasok és atipusos sejtdifferenciacio. Bar ezek az
elvaltozadsok még képesek spontan visszafejlddni, amennyiben a napfény expozicid megsziinik,
mégis egy az ezerhez aranyban in-situ karcindmaba mehetnek at. Ennek az atmenetnek jol nyomon
kovethetd szoveti jelei vannak, amelyek magukba foglaljak a sejtek aneuploidiajat és a malignus
tumorok jellemz6 metasztazis készségét. A fenti folyamatos atmenet a reverzibilis pre-malignus
formakbol malignus tumorokba elsésorban a spinaliomakra jellemz6, ehhez hasonlatos atmeneti
alakok basaliomdkban nem mutathatok ki. A spinaliomdkkal ellentétben még a teljesen kiérett
basaliomdk is megtartjdk a sejtek diploiditasat €s pusztan lokalis invazid révén terjednek.
Metasztazisok megjelenése basaliomdkban irodalmi ritkasdg. Mégis, a non-melanoma bértumorok
gyakorisdga, amely a fehér borli lakossaggal bird orszagokban az emld-, tiido-, vastagbél-, és
prosztatardk egylittes gyakorisagat is meghaladja, fontos népegészségiigyi problémava emeli dket.

Mutdciok tumorokban és az ultraibolya sugarzds szerepe

DNS karosodas

A fent ismertetett bérdaganatok hatterében all6 néhany fontos gén mutacidja a tumorok tobb
mint 90 %-aban megtalalhatd. Ez a tény 6nmagaban nem szolgélna teljes egészében evidenciaként
arra nézve, hogy ezeknek a mutacioknak a daganat kialakulasa szempontjabdl valoban szerepe van.
Az UV-sugarzas specialis DNS karosodasokat és kovetkezményes mutaciokat idéz eld, amelyek
egyéb karcinogén agenst6l nem tudnak létrejonni, igy ezeket UV-kézjegy mutaciokként emlitjik.

Bar fent relative hasonlé klinikai megjelenésiik alapjan a basaliomat €s a spinaliomat egyiitt,
mint non-melanoma daganatot is emlegettiikk, fontos kiilonbségek felismertetéek a
patogenezisiikben.



A spinalioma esetén a@@ _s%rzlé gls’lé(ieges, ¢s ez nem csak abban nyilvanul meg, hogy a

klinikailag detektalhatdé tumorok csaknem mindegyikében ennek muticidja megtalalhatd, hanem
abban is, hogy a p53 mutacidi mar korai, még nem invaziv klinikai jellemz6kkel bir6 tumor-
eldalakban is kimutathatoak. A klinikummal fedésben, az élet soran ismétlddden elszenvedett UV-
karosodas vezet aztan tumor kialakuldsahoz, jellemzéen magasabb ¢letkorban a napnak
folyamatosan kitett borfeliileteken alakulnak ki. Ezzel szemben — bar a p53 mutéciok itt is a
tumorok tobb mint felében megtaldlhatoak - a basalioma esetén inkdbb a PTCH génnek van
nagyobb szerepe, amely extrém esetekben mar 30 éves kor alatt is basaliomak megjelenéséhez
vezet. Bar az UV-re jellemz6 kézjegy mutaciok ebben a génben is megtalalhatoak, mégis gyakran
napnak ki nem tett borfeliileten jelenik meg a tumor és inkabb az epizodikusan elszenvedett
napintenzitast UV-hatashoz kothetd, azaz a napégések szamaval korrelal inkabb.
Az immunrendszer hatasa is masként jelentkezik, a basaliomak esetén az immunszupprimalt statusz
kevésbe jelent rizikotényez6t, de a spinalioma esetén ez meghatarozo tud lenni, amit a
szervtranszplantaltak korében tapasztalt nagyszamu és gyors progressziot mutatd spinalioma
megjelenése jol alatamaszt. Természetesen az, hogy az immunszuppresszid primeren vezet-e a
daganatok kialakulasahoz, vagy a viralis tényezOk szerepe az els6dleges, még ma is vizsgalatok
targya.

Naevoid basalsejtes carcinoma syndroma, Gorlin-Goltz szindréma, a
PTCH gén szerepe

A két tumor kozotti kiilonbséget az a klinikai megfigyelés is jelzi, hogy a basalioma koztes alak,
precancerosus elvaltozas nélkiil jelenik meg a béron, mig a spinalioma esetén csaknem mindig
megtaldlhatoak az eldalakként szerepld solaris keratosisok. A klinikai kiilonbségeknek bizonyara
magyarazata, hogy a basalioméak kialakuldsaért a Trp53 mellett méas tumorszuppresszor gének
szerepe is ismertté valt. Genetikai analizis és kromoszoma térképezés igazolta Gorlin-Goltz
szindromas betegeknél, hogy a Drosophila patched gén human homolégja a PTCH1 a 9q
kromoszéman allélvesztéssel vagy pontmuticioval inaktivalodott, igy a tumorok kialakuldsaért
felelds.

A Gorlin-Goltz, vagy nevoid basalsejtes carcinoma szindroma 1960-ban keriilt leirasra, mint egy
ritka genodermatozis, amely jol meghatarozhatdo kritériumrendszerrel diagnosztizalhato. A
diagnozis felallitasahoz major és minor kritériumok meglétét vizsgaljuk, 2 major vagy 1 major és 2
minor kritérium megléte esetén a diagnozis felallithatdo. A major kritériumok kozé tartozik a 20 éves
¢letkor alatt jelentkezd basalioma, odontogén keratociszta vagy tobb csontot érintd csontciszta,

3 vagy tobb tenyéri vagy talpi behtuzottsdg, ektopikus calcifikacidé vagy 20 év alatt falx cerebri
calcifikacio, ill. a csaladban el6forduld Gorlin-Goltz szindroma. A minor kritériumok kozé
tartoznak velesziiletett csontrendellenességek: hasadt, 6sszen6tt, kifordult vagy hianyzo borda, vagy
Osszen6tt, hasadt, csigolya, sziv vagy ovarium fibroma, medullotblastoma, lymphomesenterikus
ciszta, kongenitalis malformacio: nyulajak, farkastorok, polidaktilia, valamint szemészeti eltérések:
(cataracta, colobma, microphtalmia, nystagmus). A PTCH gén és a Hedgehog utvonal fontossagat
huzza ala, hogy a kozelmultban jelentek meg kozlemények, amelyben fazis I11. klinikai vizsgalatok
eredményeit irtak le a vismodegib (korabbi néven: GDC-0449), egy szisztémasan adott Smo gatlo
kismolekula hasznalatat eldrehaladott basaliomak kezelésében. A dolgozat irdsa elétt néhany
hoénappal publikaltdk a klinikai vizsgélatok eredményeit lokalis Smo inhibitor tartalma készitmény
alkalmazasaval.

Kornyezeti artalmak a boron: ultraibolya sugdrzds

A bort éré kornyezeti hatasok koziil onkologiai jelentdsége elsddlegesen a napfény ultraibolya
tartomanyanak van. Az ultraibolya sugarzds a Napbol szdrmazd elektromagneses sugarzasi
spektrum lathatd fénytdl rovidebb hullamhossza része. Az UV tartomany egyes elemeinek biologiai
hatdsai a hullamhossztol fiiggden eltérdek. Ennek alapjan megkiilonboztetiink UVC 200-280 nm,
UVB 280-320 nm, UVA2 320-360 nm és UVAL 360-400nm tartomanyokat. A Fold felszinét az
UVC az 6zonpajzsnak koszonhetden nem éri el, ami a Fold felszinén az élet kialakuldsédnak a
feltétele volt, hiszen ez a hullamhossztartomdny a legmutagénebb. Napjainkban az 6zonlyuk
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1d0szakos kialakulasa mellettd&u(al?sﬁm&nlnk a Fold felszinét elér6 UVC sugarzassal, inkabb
az UVB alacsonyabb hullamhosszusagu komponenseinek az aranya ndvekszik. Az UVC igen
kifejezett DNS karositd hatasanak alapja az, hogy a DNS molekula abszorpciés maximuma 260 nm,
amely ebbe a tartomdnyba esik. Emellett azonban a DNS-abszorpcids gorbéje atnyulik az UVB
tartomanyba is, igy ennek a hullamhossz tartomanynak a DNS kérositdo hatdsaval is szamitanunk
kell. Az UV-fotonok a DNS-ben jellemzden két egymas melletti pirimidin bazis esetén okoznak
markans elvaltozast, két alapvetd fototermék létrehozasaval. Ezek koziil gyakran jonnek létre a
ciklobutan-pirimidin-dimerek, (CPD), illetve kisebb valdszintiséggel a pirimidin-(6-4)-pirimidon
fotoproduktum ((6-4)-PD). Ha a bort UV-sugarzas éri, akkor a kialakul6 fototermékek korrigalasara
a nukleotid excizios repair mechanizmus aktivizalodik. Ennek két formaja van, a globalis genom
repair (GGR) és a transzkripciohoz-tarsuld repair. A 6-4-fototermék reparacidja gyors, hatékony,
nagyrészt a GGR révén megy végbe. A CPD-k észlelése ¢és kijavitdsa lassabb, a kijavitas
hatékonysaga is alacsonyabb, ennek végrehajtdja a transzkripciohoz kapcsolt repair.

A Klinikumban ezen két reparacids tGtvonal velesziiletett zavarat két betegségcsoport képviseli, a
xeroderma pigmentosum ¢és a Cockayne-szindroma. Mindkét korképcsoportban nagyon fokozott a
fényérzékenység, de amig xeroderma pigmentosumban ez korai daganatképzéssel ¢és ennek
kovetkezményeként bekovetkez6 halalozassal jar, addig a Cockayne-szindroma esetén a tumorok
iranti fogékonysag nem emelkedett jelentdsen az egészséges populacidohoz képest.

Ha a hibdk olyan nagysagrendet érnek el, hogy a repair folyamatok altal nem keriilnek kijavitasra,
akkor a DNS hibak a p53 szintjének stabilizalodasahoz és ennek kovetkeztében 1étrejovo két fontos
sejtszintli torténéshez vezetnek. Ezek koziil elséként a G1 arrest, a G1 fazisban valo sejtciklus
megallas valosul meg, ami altal hosszabb id6 all a repair rendelkezésére a hibak kijavitasara. Ha ez
nem elégséges, akkor kovetkezik be a masik igen fontos sejtszintii torténés, az apoptdzis beindulasa.

Apoptdzis a bérben: sunburn sejtek

Az apoptotikus keratinocitdk a borgyogyaszati irodalomban elsdként ,,sunburn sejt” elnevezéssel
keriiltek leirasra, annak a megfigyelésnek az eredményeképpen, hogy I1étrejottiikhdz erdteljes
napfény-kéarosodasra volt sziikség. Hematoxilin-eozin festéssel ezen sejtek morfologiaja igen
jellegzetes: a hamban a szuprabazalis rétegben a normal bazofil festést mutatd sejtmaggal bird
hamsejtek kozott, piknotikus, erdsen bazofil magu, eozinofil citoplazmaji keratinocitak lathatéak.
Erés UV hatasra nem ritkan tobben egy csoportban jelennek meg. Az els6 morfologiai elnevezést
kovetéen molekularis modszerekkel is lehetett igazolni, hogy ezek a sejtek mindazon
paraméterekkel rendelkeznek, amelyek egyébként az apoptdzison atmentd sejtek ismérvei, ilyenek a
DNS fragmentacio, a sejtmembran kiilsé felszinén eléforduld foszfatidil-szerin és kaszpaz aktivitas.
A sunburn sejtek szerepe, mint altalaban igaz az apoptozisra is, a szoveti integritds fenntartasa.
Ezen folyamat altal lehetséges az elszenvedett UVB sugarzastol kijavithatatlan mértékben
karosodott DNS-sel bird keratinocitak eliminalasa. A Kontrollalt eliminacié megakadalyozza a
karosodott genetikai anyaggal bird sejtek fennmaradasat €és tovabbadasat az utodsejtekbe, igy
megeldzi a karcinogén mutaciok tilélését.

A Trp53 tumor szuppresszor gén

A Trp53 gén mind a basaliomak, mind a spinaliomak patogenezisében jelentds szerepet jatszik. Ez a
gén egy transzkripcios faktort kodol, amelynek targetje szdmos a sejtciklus szabalyozdsadban
résztvevO gén, tovabba a Trp53 protein termék stabilitasaért felelés mdm-2 gén is. A Trp53
jelentdségét emberi tumorokban hangsulyozza az a tény, hogy az dsszes tumor tobb mint felében
irtak le mutdciokat ebben a génben. A non-melanoma tumorok koziil legegyértelmiibben a
spinaliomak esetén észlelhetéek aTrp53 mutaciol 90% feletti gyakorisaggal.

A Trp53 gén a genetikai integritast hivatott fenntartani, igy a ,,guardian of the genome, génallomany
védelmezdje”-ként mikodik. Ez a védelem két 1€pésben valdsul meg, a sejtciklus feltartdztatasa és
az apoptdzis iniciadldsa formdjaban. Elsd 1épésként a DNS karosodas hatdsdra a sejtciklus a G1
ellenérzépontnal megall. Ennek oka, hogy a Trp53 fehérje stabilitasa fokozodik, ami a ciklin-
dependens kindz inhibitorok kozremiikodésével, a CKI-pl6 aktivitdsan keresztiil vezet a DNS
hibajanak a kijavitasara szant id0 meghosszabbodasdhoz. A Trp53 a Gl fazisban az tin. R pont
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(restrikcids pont) elérése el(’)'ttcll@g %Zgélga]m]a sejtciklust, hidnyaban azonban ez nem kovetkezik
be. Ennek a pontnak a kulcsmolekulaja a retinoblasztoma gén €s protein terméke, az Rb. Ennek a
molekuladnak a foszforilaltsagi allapotatol fiiggden szabadul fel az E2F transzkripcids faktor csalad
valamelyik tagja, hogy a DNS replikaciot beinditsa. A folyamatot feliilr6l szabalyozo ciklin-
dependens kinazok inhibitorok altal szuppresszalodnak, ill. szabadulnak fel a gatlas alol. A ciklin-
dependens kinaz inhibitor gének ismert targetjei a Trp53-nak.

A hypoxia utvonal szabdlyozdsa

A DNS karosodas kialakulasanak megelézésére a repair mechanizmusokon kiviil egyéb rendszerek
is rendelkezésre allnak. Ezek koziil kiemelt jelentGséggel bir a reaktiv szabad gyokok (ROS)
kozombositésére szolgaldo védelmi rendszer. A ROS képzddésének folyamataban a szoveti oxigén
homeosztazisnak is kiemelt jeltdsége van, amely a hypoxia utvonalon keresztiil, a HIF1
kozremiikodésével jon 1étre. A HIF-1 egy heterodimerekbdl felépiild transzkripcios faktor, amely az
oxigén homeosztazis kozponti regulatoraként mikodik. Két alegységbdl all, HIF-1alfa és béta. Ezek
koziil a HIF-1 béta konstitutivan expresszalt és dimerizacidos partnerként szolgdl egyéb
transzkripcids faktorok szamara, mas néven egyébként aryl-hidrokarbon receptorként is ismert. A
HIF-1 alfa expresszioja ezzel szemben a sejtben 1€vo oxigénkoncentracié kontrollja alatt all, és mint
ilyen, fontos szignaltranszdukciés utvonalakat regulal. AHIF-1 transzkripcios faktor komplex
aktivitasa egyértelmien a HIF-1 alfa alegység kontrollja alatt all, tehat kijelenthetd, hogy a HIF-1
alfa az oxigén homeosztazis legfobb regulatora. A hypoxia a HIF szintjét olyan mdédon szabélyozza,
hogy gatolja a HIF-1 alfa proteoszomalis degradaciojat. Ennek effektor mechanizmusa a HIF-1 alfa
prolil-hidroxilaznak a hypoxias kornyezetben észlelhet6 csokkent hydroxilizacios akivitasa.

Lipidek az epidermiszben és ezek szerepe a keratinocita differencidacioban

Az epidermisz bazalis rétege az a sejtréteg, amely direkt kontaktusban all a bazdlmembrannal és ez
képes proliferaciora is. A bazalis keratinocitak alapvetden két funkcionalis csoportra oszthatok attol
fliggden, hogy differenciacié szempontjabol milyen potencidlt mutatnak. A bazalis réteg sejtjei
kozott taldlhatoak az epidermalis dssejtek €s a tranzit amplifikalo sejtek.

A ceramidok a lipidek egy csoportjanak dsszefoglald neve. K6zos jellemzdjiik, hogy egy szfingozin
¢és egy zsirsav épiti fel Oket. Els6dlegesen a membranokban taldlhatok meg, azonban az utdbbi két
évtizedben vilagossa valt, hogy funkciojuk 1ényegesebben Gsszetettebb, semmint csak hogy egy
hidrofob struktirat hozndnak létre. A ceramidok a szfingomielin Iétrehozasdban jatszanak szerepet,
amely a kétrétegli lipid membranok {6 alkotéja. Ennek a membrannak mostanra vildgossa valt, hogy
jelatviteli funkcidja is van, mely jelatviteli mechanizmus szamos alapvetd celluléris funkcio6 alapjat
képezi. A ceramidok egyik leginkabb vizsgalt tulajdonsaga az apoptozis indukald hatasuk. A
ceramidok felszaporodasa észlelhetd olyan hatdsok eredményeképpen, amelyek ismerten apoptozist
indukalnak. Ilyenek az ionizald sugarzas, UV-sugarzas, TNF alfa, kemoterapias szerek. Az
ceramidokra, azonban a folyamatban szamos elem nem pontosan tisztazott. Mivel a
daganatsejtekben ceramidok akkumulalddnak, igy vélhetéen szerepet jatszanak a tumorok elleni
védekezésben az apoptdzis valasz soran, ezért a ceramidok mint tumor szuppresszor lipidek is
leirasra keriiltek.
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Az értekezésben vizsgalni kivant kutatasi feladatok

A 2000-ben védett PhD munkam folytatasaként tovabb foglalkoztam azokkal a hatdsokkal, amelyek
résztvevé folyamatok tovabbi részleteit tarjak fel. Jelen doktori értekezésemben természetesen
ennek egy szélesebb kontextusba helyezett megkozelitését ismertetem, ahol az UV-sugarzas DNS
karositd hatasaira létrejové komplex védekezés elemeit vizsgaltuk az apoptdzisra gyakorolt
tényez6kon keresztiil, illetve a keratinocitak olyan alapveté funkcidit, mint a hypoxia stresszre
mutatott valasz, a terminalis differenciacido folyamata. Mivel a fent részletezett adatok alapjan a
Trp53 szerepe a borben fiziologias folyamatokban és a tumorok kialakuldsa szempontjabdl is
egyértelmil, igy kézenfekvd volt a p53 mutacidinak kialakulasanak egészen korai stadiumait is
vizsgalnunk. A kisérletes munkéaban sikerrel allitottunk el olyan ,,molekuléris szinti tumorokat”,
p53 mutaciot hordozo sejtcsoportokat, amelyek esetén vizsgalni tudtuk azt is, hogy az adaptiv
immunitas részérdl ezek a klonok mekkora figyelmet kapnak. A p53 kozponti szerepét megértve
érdekessé valt az effektor mechanizmusok mélyebb analizise is, amely soran az E2F-Rb komplex
szerepét vizsgaltuk. A hamsejteket érd kornyezeti karositd tényezok koziil a dominans szerepet
betolté UV-sugarzas masodlagos mechanizmusok altal, pl. a szoveti hypoxia szintjén is valt ki
reakciokat, igy tovabbi vizsgalataikban a hypoxia kivaltotta molekuldris mechanizmusokat
elsdsorban szfingolipideken keresztiil, igy joggal kindlkozott, hogy a keratinocita differenciaciot
tanulméanyozzuk. Az ebben a kisérletes rendszerben bedllitott konfluencia-indukalta differenciacios
modell esetén génexpresszios profil vizsgalatra is lehetdségiink volt. Fentiek mellett a bérben masik
meghatarozo jelentdéségli tumor szuppresszor génnel foglalkoztunk egy basaliomakban
potencialisan szerepet jatszo PTCH polimorfizmus tanulmanyozaséaval.

Vizsgalataink sordn az alabbi konkrét kérdésekre kerestiik a valaszokat:

1. Az ultraibolya sugarzas milyen mdodon vezet sunburn sejtek kialakuldsdhoz, milyen szerepe
van ebben a kiilonb6zd reparaciés mechanizmusoknak és az apoptdzis kialakulasdhoz
szlikséges szignal honnan indul ki?

2. A daganatképzddés korai szakaszaban felismerhetéek-e, és milyen dinamikaval novekednek
a késébb tumorrd valé Trp53 mutacidt hordozd prekancerdzus sejtcsoportok egy olyan
kisérletes rendszerben, ahol a hdmban lapszerinti ndvekedésiiket tudjuk vizsgalni?

3. A Trp3 pozitiv sejtcsoportok adaptiv immunitas hidnydban mas dinamikaval jelennek-e
meg, azaz milyen érzékenységgel képes az adaptiv immunrendszer korai prekancerdzus
képleteket felismerni?

4. A Trp53 valasz fontossaganak ismeretében mely tovabbi tényezdk birnak jelentdséggel a
Trp53 downstream elemei koziil? Milyen specidlis szerepet jatszik az E2F1 géntermék, ill.
annak hidnya az apoptozis szabdlyozdsaban és ennek milyen élettani kdvetkezményei
vannak?

5. Az UV-hatids molekularis mechanizmusait vizsgalva kerestiink valaszt a hypoxia jelatviteli
utvonal szerepére. Vizsgaltuk, hogy milyen UVB dozisok mellett, milyen dinamikaval
valtozik a HIF-lalfa szintje HaCaT sejteken és ennek milyen vonzatai vannak a HIF-lalfa
altal szabalyozott gének expresszidjara.

6. A keratinocitdk érési folyamataban kulcsfontossagu szfingolipidek egyes tipusai milyen
hatassal vannak a kisérletes modellként beallitott konfluencia-indukalta keratinocita
differencidciora? Az egyes szfingolipid derivatumok milyen valtozasokat idéznek eld a
teljes genom expressziojat DNS-microarray technikaval vizsgalva.

7. A keratinocita differenciacido szempontjabol fontos gének expresszidjanak valtozasat
tenyésztett primer human keratinocitakon vizsgaltuk, arra keresve valaszt, hogy milyen
eddig ismeretlen gének expresszidja valtozik? A jelentds valtozasokat mutatd gének koziil a
potencialis dermatoldgiai érdekességet mutatoak esetén kivancsiak voltunk, hogy az észlelt
valtozasok kvantitativ reverz transzkriptaz PCR-rel és immunhisztokémiai reakcioval is
relevansnak mutatkoznak-e.



8. A basaliomak kialakudﬁ iz%élm_aix;l- kiemelten fontos PTCH génben ujonnan felismert
polimorfizmus milyen szerepet jatszik a tumorok iranti fogékonysdgban kiilonb6zd
genetikai hattérrel bird népcsoportok kozott?

Anyagok és modszerek

Az egyes vizsgalatokban szamos moddszer ismétlodik, igy elsddlegesen a kisérletek kivitelezése
szerinti logika szerinti csoportositottuk dket. Targyaljuk a vizsgalatainkban hasznalt human és allati
mintdk forrasait, bemutatjuk a kisérletek soran végzett beavatkozasokat, kezeléseket, ¢és végiil az
értékelésben hasznalt makro-, mikro- és molekularis morfologiai modszereket ismertetjiik.

A kisérlet modellrendszerei:

Humdn anyagok

A tenyésztett normal human keratinocitak alapjaul szolgald sejtek emberi szovetekbdl szarmaztak
olyan mintakbol, amelyek sebészi ellatasok hulladékaként keletkeztek (circumcisio, emléplasztikai
beavatkozasok, esztétikai sebészeti beavatkozasok).

A daganatmintakat az archivumban 1évé blokkokbol szereztiik be. A rutin hisztologiai diagnozis
felallitasa utan a blokkokbol tovabbi metszeteket készitettiink és ezeken végeztiik vizsgalatainkat.

A populacidgenetikai vizsgalatokra a DNS-t limfocitdkbol nyertiik 96 random szelektalt egészséges
paciensbol. Emellett 356 normal boér és 180 non-melanoma bortumor keriilt felhasznalasra. A
diagnozist patologus szakorvos allitotta fel a tumorok esetén. A mikrodisszekcidhoz 1,0 mg/ml
proteinaz K-val emésztettiik a mintakat 56 °C-on egy éjszakan at. Az enzimet ezt kdvetden 95 °C-on
inaktivaltuk és a mintdkat -20 °C-on taroltuk. A kontroll csoport DNS-e periférids vérbol
szarmazott, elséként a mintakat lizis pufferben inkubaltuk (115 mmol/l NH4CI, 10 mmol/L KHCO3
¢s 0,1 mmol/ EDTA) majd 1% SDS ¢s 0,1mg/ml proteindz K hozzdadasaval emésztettiik tovabb.
Centrifugalas utan a DNS-t telitett NaCl-dal csaptuk ki, majd 95% etanolt és Na-acetatot adtunk
hozza. Végiil a DNS-t 70%-o0s etanollal oblitettiik.

Kiserleti allatok

Az Xpa, az Xpc és a Csb knock-out egerek az eredeti kdzleményekben talalhatod leiras szerint
keriiltek megalkotasra, és kollaboraci6 keretében keriiltek laboratériumunkba.

A Trp53-/- és RAG-1 egereket kereskedelmi forrasbol, a Jackson Laboratory és Taconic Farms
cégektdl vasaroltuk, illetve az Erfl-/- egereket Dr. S. Fieldt6l ajandékba kaptuk. A transzgén K5
E2F1 kozepes overexpresszald 1.1 vonal SENCAR beltenyésztett alapon keriilt el6allitasra borju 5-
0s keratin promoterrel, nyal p-globin intron 2-vel, human E2F1 cDNA és SV40 polyadenilacios
szignallal.

Az allatokat a fiilikbe helyezett szamokkal azonositottuk és a tenyésztésiikrdl kisérleti naplot
vezettiink.

Az egerek genotipusat PCR-ral ellendriztiik a kisérletek eldtt, részben a neomycin kazetta, részben a
vad tipust allél kimutatdsaval. Az allatok szdrrel fedettek voltak, igy a kisérletekre az elso
szOrvaltasi hullam utan, 6-9 hetes életkorban keritettiink sort. Az allatok szoérét a hatbdriikon a
kisérlet el6tti nap leborotvaltuk, a minimalis hamsériilések igy regeneraldédni tudtak. Az allatok
megnyirasat altalanos érzéstelenitésben végeztilk, amihez ketamine —rompun — atropin, ill.
isofluorane anesztézidt hasznaltunk. A kisérleteket a szOr eltavolitdsat kovetd nap déleldttjén
végeztiik 9 és 10 ora kozott. A besugarzas alatt az allatok a nyitott teteji ketrecben szabadon
mozoghattak, de a felallast egy ritka szovésii (1x1 cm-es) racs akadalyozta meg, hogy a fokusz-bor
tavolsag végig egyenletes maradjon a besugarzas idétartama alatt. A dozimetria természetesen
ennek a racsnak a figyelembevételével tortént. Az allatok 24 ora elteltével teljes anesztézidban
cervikalis diszlokacidval eutanazian estek at, és a hatboriiket dolgoztuk fel szovettani technikakkal.
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Sejt- és szoveti mintak d C_2 r4_11

Primer human keratinocita kultura

A fent részletezett forrasbol szarmaz6 mintakkal dolgoztunk. A dermiszt az epidermiszt6l diszpaz I1
enzim segitségével valasztottuk szét 4 °C-on, egy éjszakan 4t torténd inkubalassal, steril
koriilmények kozott. A keratinocita tenyésztés elsé idészakaban mitomicin C-vel kezelt 3T3 egér
fibroblasztra volt sziikség, amihez Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) és Ham’sF-12
médiumok 3:1 aranyt elegyét hasznaltuk. Kiegészitésként 10% fotalis borju szérum (FBS), tovabba
400 ng/ml hidrokortizon, 10 mM koleratoxin, 10 ng/ml epidermalis novekedési faktor, 0,089 mM
adenin, 292 mg/ml glutamin, 0,105 1U/ml inzulin, transzferrin, 1% Fungibact hozzaadasa volt
sziikséges. A tapfolyadékot haromnaponta cseréltiik, a tenyésztés 5% CO; atmoszféran 37 °C-on
tortént. Szubkonfluens allapot elérése utan a keratinocitakat tripszin+tEDTA (tripszin: 0,025%,
EDTA: 0,01%) segitségével szedtiik felt, majd KGM médiumban 3T3 sejtek nélkiil tenyésztettiik
tovabb.

A diszpdz emésztés utan a keratinocitékat tripszines-EDTA segitségével lehetett kinyerni a hdmbol.
Az igy kapott sejtszuszpenziot KGM médiumban vagy Epilife szérummentes médiumban
tenyésztettiik.

A tapfolyadék cseréjekor a primer human keratinocitdkhoz vagy a tesztvegyiiletet, vagy oldoszerét,
etanolt adtunk, aminek a végsé koncentracidja 0,05% volt. A sejteket minden esetben teljesen
konfluenciaig hagytuk novekedni. A lesziiretelésiik kiillonboz6é idépontokban tortént, a kontrollokat
azonnal, az aktiv hatéanyaggal kezelt mintdkat az els6¢ és negyedik napon arattuk le. Minden
alkalommal harom darab 60 cm?-es tenyésztdedényt hasznaltunk és minden donortdl harom flaskara
volt sziikség a megfelel6 RNS mennyiség eldallitasara.

HaCaT sejtkultura

A primer keratinocita kultira mellett HaCaT humdan spontdn immortalizalt keratinocita vonalat
hasznaltunk, amelyet Norbert E. Fusenig-t6l szereztiink be. A tenyésztéshez 10% FBSt-t tartalmazo
DMEM tapfolyadékot hasznaltunk, amelyet hetente haromszor cseréltiink. A sejteket 37 °C-on
normoxids koriilmények kozott nodvesztettilk, 10% széndioxid, 90% levegd elegye mellett. A
DMEM a szérum mellett AB-AM kevert antibiotikus-antimikotikus elegyet tartalmazott 10 cm
atmérdjii Petri csészében. A sejteket 70 - 90 %-os konfluencidig novesztettiik, hogy egyenletes
stiriséggel tudjunk dolgozni. Friss tapfolyadékot egy nappal a kisérlet elott kaptak pozitiv
kontrollként. A HIF1 alfa stabilizacigjat olyan modon inditottuk be, hogy a Petri csészéket négy
oraig hypoxia kamraban tartottuk, ahol a keverék Gsszetétele 1% 02, 5%CO2 és 94% N2 volt.

Molekularis szintii mintak

DNS szeparalas

Altalaban a DNS-t vérbdl, illetve a mikrodisszekcioval végzett PCR vizsgélatnal 20 pm vastagsaga
szovettani metszetek deparaffinalasa utan nyertiik ki.

Tobbféle modszert alkalmaztunk: a genomialis DNS izolalasara a TRIzol reagens protokolljaban
leirtak szerint az RNS szeparalas utan maradt fenolos fazisbol fenol- klorofom moédszer segitségével
(fenol:kloroform:izo-amilalkohol (PCI, 26:25:1)) is extrahaltunk DNS-t. A kis6zasos eljaras soran a
vérben a vordsvérsejtek hipoozmotikus lizisét kovetden a fehérvérsejteket proteinaz K-val
emésztettiik. A DNS-t etanol kicsapés utdn archivaltuk, vagy TE pufferben oldottuk és hasznaltuk.
A klasszikus mddszer utan hamar attértiink a Quiagen blood mini vagy midi kitre, illetve automata
DNS szeparal6 automataval is végeztiink izolalast.

RNS szeparalas

A totdl RNS szeparalasa a periférias vér limfocitaibol és a sejttenyészetb6l RNAesy kittel vagy
Chomczynsky és Sacchi modszerével TRIzol reagens felhasznalasaval tortént a gyari el6irasoknak
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megfeleléen. Az izolétumokedﬁI\LSZT%Aei ilgl-éz emésztésnek tettiik ki gyari kitet hasznalva. A
koncentraci6 mérése utan az RNS mintdk integritdsat egy denaturald 1,5%-os agar6z gél
elektroforézissel ellendriztiik. Az RNS mennyiségét fotometriai méréssel hataroztuk meg. A
mintakat -80°C-on taroltuk.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

Az allatkisérletekben az egerek farkanak végébdl extrahalt DNS szolgalt a genotipus
meghatarozasara a KO génre specifikus PCR-ek segitségével.

A PTCH PCR-hez a genomikus DNS-t 1-3 ng mennyiségben hasznaltuk a reakcioban templatként.
A PCR paratméterei igy alakultak: elsé denaturalas 95 °C, 10 min, majd 95 °C 1 min, 61 °C 2 min
és 72 °C 1 min 35 ciklusban. Az utols6 extenzids 1épés 72 °C 10 min volt. A reakci6 térfogata 50
uL volt. Az amplifikald keverék osszetétele: 10 mmol/l Tris—HCI pH 8,3, 1,75 mmol/l MgCl,, 50
mmol/l KCI, 0,1% Tween 20, 0,1 mmol/l dNTP, 5 pmol primer (biotin-5’-GT GGT GAT GGG
CTG GCA GTA-3’ és 5’-CCC CAG AGA AGG CTT GTG GC-3) és 1,25U AmpliTagGold DNA
polimeraz.

Klon mikrodisszekcio, DNS amplifikacio és szekvenalas

A kisérlet soran eldallitott klonok p53 mutacidinak igazolasahoz a DNS-t oly mddon nyertiik ki,
hogy egy vékony, G30-gauge injekcios tlivel - immunhisztokémiai reakcid utan - a pozitiv reakciot
ado sejtcsoportot mechanikusan szeparaltuk el a kornyez6 szdvetektdl. A sejtcsoport mérete 15-500
sejt volt 100 és 2000 kozotti sejtet tartalmazo klonbol. A DNS izolalasara InstaGene Matrix kertilt
felhasznalasra. A teljes DNS amplifikalasara elsdként semirandom nonamer primert hasznaltunk az
alabbi szekvenciaval: 5’-NNNNNN(G/C)(G/C)(G/C)-3* 2,5 ul 10 X Expand High Fidelity
pufferben (15 mM MgClI,/7,8 ul H,O/2,5 ul 2 mM dNTPs/1,20ul primer (2,5 ug)0 1ul (3,5 unit)
Taq DNS polimeraz és hibajavité polimeraz 10 ul templat DNS (2 ng). A PCR egy PTC-100 PCR
késziilékkel tortént. A paraméterek az alabbiak voltak: 1 ciklus (60°C 3min, 94°C 5 min); 40 ciklus
(2,9 min rampa 94°C/94°C 10sec/1,95 min rampa 24°C/24°C 10 sec). A p53-as gén 8-as exonjanak
amplifikalasara  hasznalt primerek: 5’-CTAGTTTACACACAGTCAGGATGG-3° ¢és 5°-
AAGAGGTGACTTTGGGGTGA-AGCTC-3’, a reakcidhoz hasznalt enzim: HotStartTaq DNS
polimeraz. A reakcid paraméterei 40 ciklusra: 94°C 45 sec, 58°C 45sec, 72°C 1 min, majd végso
extenzid6 72°C 10 min. Negativ kontrollokat a kontaminaciéo kivédésére minden esetben
alkalmaztunk. A DNS szekvencia fluoreszcens forward és reverz primerekkel keriilt
meghatarozasra.

Epidermalis lemezek készitése

Egér hatborét elszor a szubkutan zsirszovettdl mechanikusan tisztitottuk meg, majd a dermiszt és
epidermiszt tartalmazé bért 20mmol EDTA-t tartalmazd PBS-ben 37 °C-on inkubaltuk 30 percig,
majd a hamot egy spatula és egy csipesz segitségével tavolitottuk el. Az epidermiszt azonnal
acetonban fixaltuk és natrium-aziddal kezelt PBS-ben 4°C-on felhasznalasig taroltuk.

A mintak kezelésére hasznalatos eszkozok és reagensek:

Besugarzasi fényforras:
A vizsgalataink soran Philips, ill. Westinghouse FS20 fénycsoveket hasznaltunk, a 290 nm alatti
tartomanyt Kodacell filterrel sz{irtiik ki.

Dozimetria

A lampak emissziojat a besugarzasok elétt minden alkalommal egy UVX-méter ill. masik
kisérletsorozatban egy VLX-3W radiométer segitségével mértiik, ami CX-312 szenzorral volt
felszerelve.

Fixalas
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Minden huméan forrasbol sz@l'ﬁia_z(?- ?zélve_tilr;:l-intét 10% pufferolt formalinban fixaltunk, majd
paraffinba agyaztuk €s poli-L lizinnel vagy xilannal bevont targylemezekre 4-6 p-0s metszeteket
készitettiink. A friss mintdk egy részét OCT-be agyaztuk, a folyékony nitrogén gyors-fagyasztas
kriosztatban tortént, majd a blokkot bevont targylemezre metszettiik, acetonban fixaltuk.

Egér borok fixalasara Telly-féle fixalot hasznaltunk (100ml 70% etanol, Sml ecetsav, 10ml 40%
formalin).

Differenciaciot indukalo szfingolipidek

A retinol és a calciferol a Sigma-tol keriiltek beszerzésre. A szfingolipid vegyiiletek az alabbiak
voltak: fitoszfingozin, szfingozin, szfinganin, hexanoil-fitoszfingozin, hexanoil.szfingozin,
hexanoil-szfinganin, sztearoil-fitoszfingozin, sztearoil-szfingozin, sztearoil-szfinganin, szfingozin-
szalicilat, szfinganin-szalicilat, fitoszfingozin-szalicilat, C12-alkilamin, C12-alkilamin-szalicilat és
szalicilsav, ezek beszerzési forrasa az Evonik-Goldschmidt GmbH volt. Az anyagokat nem toxikus
koncentracioig etanollal higitottuk.

Transzfekcio
Primer egér fibroblasztok transzfektalasat végeztik egy pcDNA3.1-E2F1 konstrukcioval, amely
CMV promoter kontrollja alatt allt. A transzfekciohoz Lipofectamine 2000 kitet hasznaltunk.

Citotoxicitasi vizsgalat

A szfingolipidek kiilonbozé vegyiileteit alkoholos oldatban vittiik be a sejtkulturdba. Pozitiv
kontrollként hidrogén peroxid és Na-laurilszulfat szolgalt. A sejtekbdl felszabadulé LDH, adenilat
kinaz és cellularis ATP koncentraciot mértiik.

Az értéekelésben hasznalt modszerek

Szoveti és sejtszintii hisztologiai és immunhisztokémiai technikak

TUNEL esszé

Az apoptozis igazolasaira a DNS torések kimutatasan alapuld ,,Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling” (TUNEL) moédszert hasznaltuk, amelyhez ApoBrdU Red DNA
Fragmentation Kitet hasznaltunk. A modszer 1ényege a DNS-ben képz6dé torések felismerése,
ahova a terminal deoxynucleotidil transzferaz enzim dUTP-t épit be, ami aztan szamos modszerrel
vizualizalhato.

Aramlasi citometria

Azért, hogy az UV fény biologiai hatékonysagat igazoljuk és az apoptikus sejteket szazalékosan
mérni tudjuk, aramlasi citometrias vizsgalatot végeztiink.

A HaCaT sejtek tapfolyadéka eltavolitasra keriilt, majd a sejteket PBS-sel mostuk. A PBS-mosas
utan, a PBS-t és a tapfolyadékot 50 ml-es Falcon csdvekbe gylijtottiik és jégre tettiik. A letapado
sejteket 0,05% tripszin-EDTA oldattal valasztottuk fol és ehhez a gyiijtott mintahoz adtuk. A
tripszin inaktivalasara 1 ml FCS-t adtunk a Falcon csdvekhez, majd a csdveket lecentrifugaltuk 270
G / 8 perc / 8°C, majd az iiledék 5 ml-ben lett szuszpendalva 1 % FCS-t tartalmazé PBS-ben. Ennek
az oldatnak 500 mikroliteres frakcioit vittiikk at az aramlasi citometrids csovekbe. Az aramlasi
citometriai analizis az apoptdzis iranyaba az Annexin V, illetve a propidium jodid metoédus szerint
tortént. A festéshez hasznalt kitet a Roche cégtdl szereztiik be és a gyari eljarasok szerint jartunk el.
Magat az aramlési citometrias mérést egy Becton-Dickinson FACScan késziiléken végeztiik.

Sunburn-sejtek — apoptotikus keratinocitak kimutatasa
Az egerek hatborének kozépso részébol egy kb. 1,5 cm? darab keriilt minden kisérlet allatbol
eltavolitasra, majd az egérborok fixalasara Telly-féle fixaldo anyagot hasznaltuk. A fixalt mintakat
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paraffinba agyaztuk, metszettd{Qs_ P&’Za‘ﬂaﬁ Iiill eozin festést végeztliink. A metszet hosszat 160-as
nagyitas mellett, a sunburn-sejteket 400-as nagyitas mellett értékeltiik. A sunburn-sejtek kritériumai
az alabbiak voltak: intenziv eozinofilen festédé citoplazma, hiperkromatikus, zsugorodott sejtmag,
a sejtet koriilvevé udvar, a ,halo” és az eozinofil magnélkiili test. Egerenként 3-4 metszetet
értékeltiink, a sunburn-sejtek szamat cm-re vetitve adtuk meg, allatonként atlagoltuk és
statisztikailag értékeltiik.

Immunhisztokémia

A p53 immunhisztokémiahoz az epitdp feltarasara 8 perc 10 mM citrat pufferes (pH 6,0) elékezelés
tortént mikrohullama siitében, majd PBS-ben oblitettiik metszetet. Az endogén peroxidazt 0,15%-0s
H.0O,-val blokkoltuk, majd a nem-specifikus kotédéseket normal kecske szérum 3% BSA-PBS
oldattal védtiik ki. Az elsédleges antitest CM-5 nyul polikonalis antitest volt, amely mutans és vad
tipusu p53-at is felismer. Egy ¢éjszakas inkubaciot kovetden 1:2500 higitasban inkubaltuk 4 °C-on,
majd PBS-sel oOblitettiik. Masodlagos antitestként biotinilalt kecskében termelt nyul-ellenes
antitestet hasznaltunk, amit 3% BSA-PBS-ben higitottunk, majd PBS-ben mostunk. A reakcio
vizualizalasara diaminobenzamid ABC reagens kitet hasznaltunk DAB reagenssel 14 percen at.

Immunoblot analizis

A mintakat Laemmli-féle felviteli pufferben tartottuk 5 percig, majd azonos mennyiségii fehérjét
tartalmazd mérési anyagot vittiink fel 7,5% SDS poliakrilamid gélre. A fehérjéket azutan
nitrocellul6z, vagy PVDF membranra vittiik at és a HIF-1alfa jelenlétét immunkémiai modszerrel
detektaltuk. Az elsédleges anti-HIF-1alfa antitesttel valo inkubalas utan masodlagos antitestként
torma peroxidaz jelolt anti-egér antitesteket hasznaltunk. Az antitesteket aztan kemilumineszcens
reagenssel tudtuk lathatova tenni Rtg filmen. A megfelelé protein felvitel Ponceau-red festéssel
kertilt igazolasra.

Anti-foszfo-AKT (Ser 473) és anti-AKT antitesteket a Cell Signaling Technology cégtdl szereztiik
be.

Direkt szekvenalas
A PCR termék dideoxinukleotid ladnc-termindcids szekvendlds Sequenase Version 2.0 DNA
Sequencing Kit S dATP (Amersham) segitségével tortént.

Pyroszekvenalas

A betegek tumorabdl, vérébal és a kontrollcsoport vérmintaibol mintak pyroszekvenalas modszerrel
keriiltek feldolgozasra. Az ehhez sziikséges templatot egy MBS automataval gyartottuk le. A
biotinilalt PCR termék streptavidinnel bevont super paramagnetikus gyongyokre keriilt lekotésre B
/W pufferben (10 mmol/l, Tris—HCI pH 7,6, 2,7 mol/l NaCl, 1 mmol/L EDTA, 0,1% Tween 20).
Egyszali DNS-t a megkotott PCR termékek 0,2 mmol/l NaOH jelenlétében torténd inkubaldssal
allitottunk el6. A megkotott egyszala DNS-t aztan mostuk és annealing pufferben reszuszpendaltuk
(20 mmol/I Tris acetat, 2 mmol/l magnézium acetat pH 7,6) 1 pmol/l szekvenalo primer (5’-GCT
TGT GGC CAC CCC-3’). Real-time pyroszekvenalast egy automata 96-lyukti PyroSequencer
késziilékkel végeztiik az enzimeket és szubsztratokat LucKit SNP 96 felhasznalasaval kaptuk.

A citotoxicitas értékelése

alapoztuk. Az LDH aktivitasat a sejtkultara feliiliszojabol és a letapadt sejtekbdl is NADH
konverzion alapuld spektrometridval hataroztuk meg, az LDH felszabadulést a két mérés aranya
alapjan szamoltuk ki. Az adenilat kindz esszéhez és a sejtek ATP tartalmanak meghatarozasara
ToxLight and ViaLight plus kitet hasznaltunk. Minden fenti eljarast a gyartd utasitasai alapjan
végeztiink. A sejtek fehérjetartalmat Bradford modszerével hataroztuk meg.

DNS microarray
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A génexpresszios profilokat dzCA_ff;TYeéix_ IldU133+2.0 gén chip rendszerrel hataroztuk meg, 2
mikrogramm teljes RNS-t hasznalva. Pontosan 0,66 mikrogramm RNS-t hasznaltunk a cDNS
eléallitasara a 3 kiilonb6z6, de ugyanolyan kezelést kapott donor keratinocitaibol. Egy chip-et
hibridizaltunk minden idépont és minden kezelési mod esetén, kivéve a nem kezelt kontrollokat az
elsé és a negyedik napon, amikor is 2 chipet hibridizaltunk ugyanabbol a donorbdl szarmazo,
egymastol teljesen kiilonvalasztott sejtcsoportbol. A microarray eredmények validalasara
kvantitativ PCR-t végeztiink 20 gén esetén, a két fliggetlen mérés esetén nagyfoka hasonldsagot
észleltiink.

Real-time RT-PCR (TagMan ™) analizis

Real-time reverz transzkriptaz (RT)-PCR analizist optimalizalt Assays on Demands hasznalataval
végeztiink a korabban leirt modon. Az alabbi esszéket hasznaltuk: filaggrin (Hs00863478 g1),
involukrin  (Hs00846307_s1), transzglutaminaz 1 (Hs00165929 m1) ¢és korneodezmozin
(Hs00169911_m1).

Promoter extrakcio

Minden vegyiilethez kiilonb6z6 fokban expresszalt (up- vagy downregulalt) gének csoportjait
készitettilk el két kategoridba: ,,ndvekedett” és ,kissé novekedett”. Csoportonként 150 gént
szelektalunk, a legmagasabb valtozast mutatd gének kozil minimalisan 1,3-szoros valtozast
feltételként szabva. Ettdl fliggetlentiil a valtozast nem mutatd gének csoportjat is 1étrehoztunk, mely
200 random moddon szelektalt, valtozast nem mutaté (no change: NC) gént tartalmazott, és ezek
expresszidja nem mutatott nagyobb, mint 1,05-szoros valtozast up vagy downregulacio iranyaban a
hat kisérleti vegyiilettel valo kezelést kovetéen. A 6 vegyiilet a fitoszfingozin, hexanoil-
fitoszfingozin, fitoszfingozin-szalicilat, szfingozin, hexanoil-szfingozin, szfingozin-szalicilat voltak.
A promotereket a kiilsnbdz8képpen expresszalt és nem valtozo a TRANSPro® adatbazis 2.1-es
valtozatabol nyertiik ki, amely az ismert és varhato transzkripcios start helyek (transcription start
sites, TSS) feltérképezésén alapul. Alapjaul olyan adatbazisok szolgalnak, mint az EPD, DBTSS,
Fantom and Ensembl. Promoterekként azokat fogadtuk el, amely szekvencidk a transzkripcios
starthely -1000 - +100 bazispar tartomanyba estek. Amennyiben egy gén esetében tobbszorés TSS
volt megtalalhatd, ‘best supported’ TSS-t valasztottuk, amelyet a legtobb expresszalt szekvencia tag
¢s 5> mRNS szekvencia tamasztott ala.

A transzkripcios faktor kotohelyek promoteren beliili szamitogépes azonositasa

A transzkripcios faktor (TF) lehetséges kotohelyeinek promoteren beliili szamitogépes azonositasa a
Match® program segitségével tortént, amely a teljes TRANSFAC® kényvtarat hasznélja (Library of
Positional Weight Matrices (PWM) a TRANSFAC® adatbazisbél). A TRANSFAC adatbézis a TF-
ok kotohelyeik adatait tartalmazza promotereckben és enchancerekben eukariota gének esetén,
tovabba a PWM-ek konyvtarat, mely kiilonféle transzkripcios faktorok kotdhelyeinek komputerek
altal értelmezhetd modelljeit tarolja. A Match® program végigfuttatia a PWM-et szekvencidkon,
minden pozicidban értékeli a kotddést, és megprobalja megjosolni a TF-kotohelyet, ha a kotddés
egy beallitott értek felé megy. A jelen vizsgalatunkban a matrix score hatarok (cut-offs) minimalis
fals-negativ értékre (minFN) voltak beallitva, amely minden PWM-re mas értéket jelent, de 90%-0s
szenzitivitast (fals negativ rata: 10%) biztosit az adott kotOhely megjosolasara.

A CPM, azaz az egymashoz kozel elhelyezkedd promoterbeli TF-kotd helyek kombindcidinak a
meghatarozasa a Composite Module Analyst (CMA) szoftver segitségével tortént a kiilonféle
szfingolipid vegyiiletek indukcidja altal valtozd fokban expresszalt gének promotereiben. A
vegytilet-specifikus promoterek altalanos modelljének felallitasa az upregulalt gének promotereinek
esetében IS a CMA segitségével tortént. A CMA analizalja kiilonféle modon expresszalt gének
promotereinek szekvenciait, Gsszehasonlitja azokat a valtozas nélkiili gének promotereivel és
azonositja a CPM-et tobb PWM par formajaban adott tavolsadg és irany megkdtéssel a megfeleld
TF-k6t6 hely parokban.

Kompozit promoter modellek (CPM) eldallitasa
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Korabban k6zolt szamos pd)@lgcgoZaﬂ' _a :I-p]omoterek Osszetett struktirainak analizisére tett
probalkozasok meggy6z6 kisérletes megerdsitést kaptak. A kompozit modulok hasznalataval tarsuld
kotohelyeket lehetett talalni a sejtciklusban fontos E2F transzkripcids faktornak, amely aztan ChIP
kisérletben megerdsitésre kertilt.

Real-time PCR

A reverz transzkripcidja az 1 gramm RNS mintanak minden mintdb6l Ambion Kit-et hasznalva
tortént a gyari leirdsnak megfeleléen. A kvantitativ PCR, optikai tetével bir6 PCR lemezeken
tortént egy E-cycler real-time PCR géppel. A TagMan univerzalis PCR master mix-szel, vagy Cybr
z6ld PCR master mix-szel. Pontosan 1,25 nanogramm RNS-bdl eldallitott CDNS-t hasznaltunk
minden reakcidohoz. A génspecifikus TagMan proba és primer keveréket az ABI-t6l szereztiik be.
Minden mérés 25 mikroliteres térfogatban tortént 3 minta felhasznéaldséval. Normalizéldshoz huméan
béta aktin MRNS-t hasznaltunk. Az adatfeldolgozas DDCT metodus szerint tortént az ABI ajanlasa
alapjan.

Dokumentacio

A mintdkat fény-, esetenként fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk és fotoztuk. Az egérbor
metszet hosszat makroszkdposan és mikroszkoposan mértiik. A felvételeken torténd szdmitasokhoz
NIH Image szoftver 1.62-es verzidjat alkalmaztuk.

Statisztikai modszerek

DNS microarray kisérletek: A mértani k6zép meghatarozasa az egyes gének expresszios értékeibdl
tortént. A mintak normalitasat Shapiro—Wilks W-teszttel ellendriztiik a StatsDirect szoftver
segitségével. A Wilcoxon matched-pair signed-ranks tesztet hasznaltuk a kontroll és kezelt mintak
Osszehasonlitasara.

A grafikonokhoz Microsoft Office Excel szoftvert hasznaltunk, ami szintén alkalmas egyszer
statisztikai szamitdsokhoz, abrdk elkészitésére is. Komplexebb analizisekhez alkalmanként a PC
SAS v6.12 rendszert és a SPSS 7.5 for Windows-t is hasznaltuk.

A paraméterek iddébeli valtozasat ANOVA teszttel, ill. kétmintds t-probaval vizsgaltuk.
Szignifikdnsnak az 4ltalaban elfogadott P<0,05 szintet tekintettilk. Az egyes vizsgalatokban a
paraméterek kozott korrelacioszamitast is végeztiink.

A DNS szekvencia megallapitdsa Chromas program 2.31-et hasznaltunk. A DNS bazissorrendeket
az NCBI adatbazisban ellendriztiik.

Eredmények

1. A DNS-karosodas szigndlja, amely az Mdm?2 szabalyozasat, Trp53 indukciojat és
a sunburn-sejtek kialakuldsdt eredményezi, az aktivan dtirodo génekbdl szarmazik
In Vivo vizsgdlatok szerint

Vizsgalataink soran arra kivantunk adatokat szerezni, hogy az ultraibolya sugarzas milyen modon
vezet sunburn-sejtek kialakulasahoz, milyen szerepe van ebben a kiilonb6z6 DNS-reparacios
mechanizmusoknak és az apoptdzis kialakuladsdhoz sziikséges szignal honnan indul ki?
Munkankban ehhez kisérleti rendszerként a DNS excizids reparacids Utvonal reprezentativ génjeire
nézve knockout egereket vizsgaltuk. A kisérletekben egy alkalommal sugaraztuk be az allatokat, és
24 ora elteltével vizsgaltuk, hogy milyen mennyiségben képzddtek apoptotikus keratinocitak,
sunburn-sejtek.

Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy az Xpa és Csb génre knockout egerek apoptozis-készsége
jelentdsen fokozott a vad tipussal dsszevetve. Azt tapasztaltunk, hogy joval kisebb UVB besugarzas
eredményeképpen is hasonlé mennyiségben voltunk képesek sunburn-sejtet generalni, a kiilonbség
6-9-szeres fogékonysagnovekedés volt a vad tipushoz képest.
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Xpc egerek esetén ez a fokdett_ 12\7B4':r_zeltgnység nem volt észlelhetd, a kisérletekben kozel
ugyanannyi sunburn-sejt képz6dott adott UVB dozis esetén.

A kétfajta kisérleti rendszer {6 kiilonbsége, hogy az Xpa és Csb gén a transzkripcidohoz-tarsulo
repair (TCR) része, azaz az aktivan transzkripcio alatt all6 gének karosodasainak a feliigyeletét latja
el. Az Xpc gén ezzel szemben a globalis genom repair (GGR) része, azaz a transzkripcios aktivitast
nem mutatd géneket feliigyeld reparacidos gén hibas miikodés nem jarul érdemben hozzd a SBC
képzddéshez. Ha a GGR nem miikodik megfeleléen és emiatt UVB-karosodott DNS perzisztal, attol
még a SBC képzddés kinetikdja a vad tipuséhoz nagyon hasonlo. Hidba jon 1étre tobb karosodas a
GGR altal javithato DNS szakaszokon, ez nem befolyasolja a képz6dé sunburn-sejtek szamat, tehat
a DNS ezen szakaszain létrejovo karosodasok nem eredményeznek fokozott apoptodzist, nem
alakulnak ki nagyobb szamban sunburn-sejtek.

¢és a vad tipust kontrollokon. Ezen vizsgalatok azt mutattak, hogy a p53 indukcioja az Xpa és Csb
knockout egereknél jelentésen fokozottabb, mint az Xpc és a vad tipusu egercknél. Alacsony és
magas dozisok esetén a vad tipushoz hasonldé dinamikaval észlelhetd sunburn-sejtek kialakulasa,
mig a koézepes UVB dozis (800 mJ/mZ) esetén szignifikansan emelkedett Trp53 expressziot
észlelhetiink. Eszlelésiink szerint az Xpa-/- és Csb-/- egereket a vad tipusuakkal 6sszehasonlitva
ugyanakkor Trp53 fehérje expressziojahoz 10-25-szor alacsonyabb UVB dozis is elegendd volt.
Ebbdl kovetkeztethetd, hogy az UVB hatasara észlelhetd Trp53 expresszio 90-96%-ban olyan DNS
szakaszokrol szdrmazik, amelyek excizids repair altal korrigalhatoak és a karosodas aktiv
transzkripciod alatt all6 DNS szalakon alakult ki.

Az Mdm2 és a p53 szorosan egymasra vannak utalva, mivel az Mdm2 a p53 lebomlasat idézi eld,
de 6nmaga a p53 vezérlése alatt all, igy ennek vizsgélata is kézenfekvonek tiint. Eredményeink
egyértelmilen azt mutattak, hogy alacsony UVB doézisoknal az Mdm?2 expresszidja fokozodott a
keratinocitakban. 200 J/m? dozis felett azonban a gorbe lefelé indult, a fehérjeszint ennél nagyobb
dozisoknal mar csokkent. Ez a jelenség mind az vad tipus, mind az XPC knockout egerek esetén
megfigyelhetd volt. Az Xpa-/- és a Csb-/- egerekben ezzel szemben emelkedés nem volt észlelhetd,
mar igen alacsony dozisnal Mdm2 expresszié csokkenés jelentkezett. A kisérleteinkb6l arra
kovetkeztettiink, hogy a sejtszintli torténések sorrendje a sunburn-sejt képz6dés soran a kovetkezo:
transzkripcid gatlds — Mdm2 — Trp53 — apoptozis.

Osszegezve a vizsgalatok eredményét, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az aktivan atirédo
génszakaszokon 1étrejové DNS-karosodasok kozel egy nagysagrenddel hatékonyabban indukaljak
sunburn-sejtek keletkezését, mint az XPC. Ennek az észlelésiinknek megfelel az a klinikai
tapasztalat, hogy az XPC pacienseknél még az XPA betegekhez képest is nagyobb szamban
alakulnak ki bodrdaganatok, és ebben az jatszik szerepet, hogy a nem aktiv génszakaszok
tulélését jelenti. Az XPA és CSB esetén viszont a nagyobb foku apoptdzis egyfajta tisztitd hatdst
eredményez, a sériilt DNS-sel bird sejtek nagyobb hanyada kertil eliminacidra.

2. A Trp53 apoptozist indukdlo hatasaban résztvevo gének szerepe, ujabb adatok az
UVB-indukadlta apoptozis reguldacio komplex rendszerében
A Trp53 sejtciklus szabdlyozd funkcidjadban az effektor Gtvonal szdmos eleme jol ismert, de az

crer

crcr

dependens kinadz inhibitor esetén észleltiik, hogy a Trp53-medidlta apoptdzis szempontjabol
elvesztésiik nem meghatérozo, egyes adatok nem is keriiltek kozlésre, pl. a p21<PHWef g5 5 p27KiPL
esetén. A negativ eredmény is hozzajarult azonban, hogy a sejtciklus leallitdsa és az apoptdzis
indukcio valamelyest disszocialtan miikddik, de szamos meghatirozo kozos elem is felismerésre
kertilt. Ezek koziil talan a legfontosabbak egyike az E2F1 transzkripcids faktor. Hasonléan a
koréabbi vizsgalatokhoz az egerek apoptozis-készségét olyan modon vizsgaltuk, hogy egyszeri UVB

dozissal sugaraztuk be dket, majd 24 ora elteltével eutandzian estek at az allatok.
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A sunburn-sejt képz6dést ViZQQ@ QSZIAtu_k;I-I;Lgy az E2F1 knockout allatok az apoptdzis-készség
tekintetében a vad tipusndl is kifejezettebb reakciot mutatnak, azaz nagyobb szamban voltak
sunburn-sejtek megtalalhatoéak a hamban.

A kisérlet eredménye valamelyest meglepetést hozott, hiszen az E2F1 apoptdzis-indukalod
képességére voltak irodalmi adatok, elvesztése tehat inkabb a p53 elvesztéséhez hasonlo modon
viselkedett volna, azaz kisebb szamban vartuk sunburn-sejtek képzodését. Az eredményt olyan
modon is sikeriilt reprodukalni, hogy az epidermiszben E2F1-et fokozottan expresszald egérmodellt
vizsgaltunk. Itt egy K5 promoterrel hajtva az allatok hamja az E2F1-et nagyobb mennyiségben
fejezi ki, igy a knockout allatok inverzének tekinthetéek. UVB-sugarzas utan ezen allatok hamjaban
szignifikansan csokkent apoptozis-valaszt észleltiink a vad tipussal dsszevetve.

Ennek az észlelésnek a birtokaban a fokozott apoptdzis-készség hatterének a vizsgalatara egy olyan
kettds knockout torzs létrehozéasat céloztuk meg, amely mind az E2F1, mind a Trp53 génre nézve
homozigota null genotipust. Ennek a kisérletnek mar azt is egy hozadékanak tekintettiik, hogy két
fontos, a sejtek miikodésében alapvetden meghatarozé transzkripcios faktor elvesztése egyaltalan
Osszeegyeztethetd-e az élettel, azaz életképes allatok sziiletnek-e? A két torzs keresztezésénél fontos
szempont volt, hogy alapvetéen azonos, C57/Bl6 egértdrzset hasznaljunk, mivel az egyes
beltenyésztett egértorzsek kozott markans kiilonbségek Ilehetnek. A kisérlet egyértelmiien
megmutatta, hogy ilyen dallatok létrehozasa lehetséges, s6t a tenyésztés egyszerlisége pozitiv
meglepetésként ért minket, ismerve a Trp53 egerek paroztatdsanak nehézségeit, amelyeket alabb
részletesen ismertetek. A knockout allatok sziiletéskor egészségesnek tiintek, fenotipusukban nem
mutattak kiilonbséget a vad tipusu Ujsziilott egerekhez képest, az egereket megvizsgalva nem
lehetett megkiilonboztetni a vad tipust a homozigoéta knockout egerektdl. A genotipus PCR alapt
tObbszoros kontrollja utan a korabbival teljesen megegyezd mddon, 6-8 hetes egereken végeztiik el
az UVB besugarzast minden koriilmény teljesen identikus reprodukcioja mellett.

Az eredmények azt mutattadk, hogy az E2F1/Trp53 dupla knockout egerek apoptdzis-készsége
lényegében megegyezik az egyszeres E2F1 knockout egerekével, hasonloan emelkedett jelleget
mutat. Ez mindenképpen figyelemremélté eredmény, hiszen a Trp53 apoptozisra gyakorolt
meghataroz6 szerepének mondott ellen.

Elmondhato tehat, hogy dupla knockout egereken (Trp53-/-E2F1-/-) nem érvényesiil a
Trp53 hidnya a sunburn-sejt képzédésben, sokkal inkabb az E2F1 KO egerekre jellemz6 jellegzetes
dozis — sunburn-sejtszam gorbét latjuk. Ugy tiinik, hogy a molekularis mechanizmusok alé-
folérendeltségi viszonyaban a E2F1 inaktivaldsa feliilija a Trp53 elvesztése utan észlelhetd
apoptozis rezisztencidjat. Hipotézislink szerint az apoptdzis indukcié folyamatdban a Trp53
funkcionalisan az E2F1 {6l6tt all. Fibroblasztokon végzett kisérletek soran azt észleltiik, hogy kettds
KO fibroblasztokban az E2F1-et visszatranszfektalva gatolni tudjuk az UV-indukalta apoptozist. Az
in vivo eredményeket munkacsoportunk tovabbi kisérletekkel is megerdsitette in vitro transzfekcios
vizsgélatokkal. Az eredmények azt mutattdk, hogy az E2F1 transzkripcios faktor, a Trp53
tumorszuppresszor gén ¢€s utobbi szabalyozojaként az Mdm2-Arf egymadssal komplex
viszonyrendszerben allnak. Egyik legfontosabb megallapitasként észlelhetd volt, hogy az E2F1
apoptozis szuppresszor funkcidja jelen van a sejtciklus-regulatorikus szerepe mellett.

A fent leirt folyamatok mélyebb megértésének fontos eleme, hogy az in vivo kisérletes
eredményeinket alatdmasztjak-e az egerek tumorképzddésének és egyéb fiziologids funkcidinak az
alakulasa. E célbol az allatokat hossza tavi megfigyelés alatt tartottuk, majd az észlelt elhullast
rogzitettik. Az egerek tulélését vizsgalva igazolast nyer, hogy az E2F1 hianyaban a p53 -/- egerekre
jellemzo6 korai tumorképzOdés szintén eltiinik. A Trp53 knockout egereken az esetek tobb mint
haromnegyedében lymphomak, ill. lagyrész sarcomdk kialakulasara lehet szamitani, ami miatt az
atlagos talélésiik 6-8 honap. Ezzel szemben lathatd, hogy ezen iddpillanatban a Trp53-/-;E2F1-/-
egerek tobbsége még életben van. Ez mindenképpen azt mutatja, hogy a Trp53 elvesztésével jaro
apoptozis-készség deficiencia az E2F1 egyidejii kiiktatasaval feliilirhatd. Az egerek hossza tava
¢letben tartdsdnak masik fontos hozadéka is volt, mivel alkalmunk volt megfigyelni a tenyésztés
soran a sziiletett utddok ivararanyat. A Trp53 knockout egerekre jellemzd ugyanis, hogy a
him:ndstény arany jelentdsen eltolodott az elébbiek javara A Trp53-/-;E2f1-/- dupla knockout
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egereknél az utdodok a vad tigﬁlgthAnLé]kﬂegyensﬁlyozott, 1:1 him:ndstény aranyban jottek a
vilagra.

Osszegezve tehat levonhaté az a kovetkeztetés, hogy a Trp53 elvesztésével egyiitt jard, egyéb —
nem pontosan ismert mechanizmusti — funkciovaltozasai is jelentds fokban visszafordithatoak az
E2F1 egyidejii kiiktatasaval. Ez tehat annak bizonyitéka, hogy az altalunk leirt jelenség szélesebb
biologiai értelemben is valtozast hoz a kisérleti allatok szervezetében.

A Trp53 elvesztésével jard valtozdsoknak a visszaforditdsa az E2F1 egyidejii kiiktatasaval
onkologiai szempontbdl jelentds eredménynek tekinthetd. A tumorok jelentds része rendelkezik p53
mutacioval, amely immunhisztokémiaval is kimutathatd, és a tumor prognodzisa szempontjabol
komoly jelentdséggel bir. Az apoptozist indukald terapias dgensek hatastalansagéért vagy terapia
soran fellépd hatasvesztéséért a tumorsejtekben kialakulé mutans p53 is felelds. Ha egy masik
fehérje, mint jelen esetben az E2F1 transzkripcids faktor inaktivalasa a sejteket ismételten képessé
teszi az apoptozisra, akkor ez terapias konzekvenciaju is lehet. Jelenleg is folynak terapias céla
vizsgalatok a p53 funkciojanak visszaallitasara a tobbszoros gyogyszer-rezisztencia (multi drug
resistance) kivédésére hasonlo logika szerint.

3. Trp53 mutdns klonok idobeli és térbeli dinamikdajanak vizsgalata kronikus UVB
besugarzas mellett

A daganatok kialakuldsa szempontjabol a klondlis expanzid kritikus 1épés. A mutéaciok altalaban a
szervezetben 10— 10°gén/sejt gyakorisaggal képz6dnek, azaz a mindennapokban is folyamatosan
szdmithatunk mutéciok kialakuldsara. Ahhoz, hogy ezekbdl az egyes sejtekbdl makroszkopikusan is
lathato, klinikailag detektalhatd méretii tumorok alakuljanak ki, egy sor 1épésnek kell torténni,
amelyek koziil ma csak relative keveset ismeriink. A korabbi vizsgalatokkal igazolni lehetett, hogy
az emberi bér napnak kitett bérfeliiletei olyan p53 pozitiv sejtcsoportokkal, klonokkal vannak
teleszorva, amelyek potencialisan késébb daganatok kiindulasi forrasai lehetnek. Ezeket a klonokat
egérbOrben is meg lehet talalni UVB besugarzas utan. Ezzel egyiitt az a dinamika, amellyel ezek a
sejtcsoportok aztdn nagyobba valnak, teljességgel ismeretlenek voltak. Munkank soran célul tiiztiik
ki, hogy heteken at kronikusan UVB sugarzassal kezelt egerekben tanulmanyozzuk a
klonképzodésnek a dinamikajat. Ehhez C57/BL6-o0s egértorzset hasznaltunk, amelyet rendszeresen
borotvaltunk €s hetente 5 alkalommal besugaraztunk.

Munkank els6 lépéseként egérbdrre is kidolgoztunk egy olyan modszert, hogy ugynevezett
epidermalis lemezeket (epidermal sheet) tudtunk levalasztani az egerek egyben eltavolitott
hatborérdl. Ezzel a modszerrel azonban nem keresztmetszeti képen tudtuk vizsgilni ezeket a
sejtcsoportokat, hanem az egér hatbérét mintegy feliilnézetbél szemlélve volt alkalmunk a
sejtcsoportok horizontélis terjedését is vizsgalni. A p53 pozitivitdst immunhisztokémiai modszerrel
tudtuk igazolni, majd az immunhisztokémiai reakcid6 utdn késziilt preparatumokat
fénymikroszkoppal lehetett vizsgalni. A kialakult sejtcsoportokat fénymikroszkép alatt lehetett
szamolni, majd a szamolas eredményeit az egér hatborén 10 négyzetcentiméterre vetitve adtuk meg.
A naponkénti UV besugarzas eredményeképpen 3—5 hét elteltével megjelentek azok a p53 pozitivan
festddd, mutans pS53-at tartalmazo keratinocita csoportok, amelyek késébb aztan mind méretiikben,
mind szamossagukban novekedést mutattak. Kezdetben a p53 pozitiv sejtcsoportok néhany sejt
méretiiek voltak, majd méretik akar a t5bb ezer sejt méretig is megnétt. Eszleltiik, hogy a
besugarzas 3., 5., 8. majd 10. hetében a kialakult sejtcsoportoknak, klonoknak a mérete is
novekszik, illetve észlelhetd egy aranyeltolodas a nagyobb szamu sejtbdl alld klonok iranyaba. A
vizsgalatok soran nem csak a 10 négyzetcentiméterenként észlelheté klonok szamat, hanem az
altaluk elfoglalt tertiletet is mérhetové tudtuk tenni.

Azt is igazoltuk, hogy az igy kialakuld sejtcsoportok, amelyek p53 immunhisztokémiaval pozitiv
reakciot mutatnak, valojaban tartalmazzak a p53 mutaciot. Ennek igazolasara egyes epidermalis
lemezeken a p53 immunhisztokémiai reakcid utdn az azonositott klon sejtjeibdl mikrodisszekcios
technikaval DNS-t nyertiink, majd ezeket a DNS mintdkat PCR-rel amplifikaltuk. A PCR utan a
mintdkat szekvenaltuk keresve a p53-ra jellemzd tipusos UV-indukalt ,,hotspot” mutaciokat. Az
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alabbi tablazatban mutatjuk QGz_lgaZo‘ﬂ' r_nlté;]cic')kat, amelyek dominaldéan C-T mutaciok voltak,
azaz az UV-hatasra jellemz6 tipust mutattak.

A klénok négyzetcentiméterenkénti szama ¢és az egyes klonok mérete a besugarzas

idOtartamaval aranyosan novekedett, azonban kivancsiak voltunk a besugarzas befejezése utan
torténtekre is. Igy aztan az UV-sugarzast felfiiggesztettik az allatok egy csoportjanal az 6todik
kezelési hét utan, mig egy masik csoportnal folytattuk a kezeléseket. Az abran jelolt iddpontokban
terminalva az egyes allatokat, vizsgaltuk a kialakult viszonyokat, ami a klénok méretét és a klonok
szamat illeti. Erdekességként tapasztaltuk, hogy a klonok gyakorisaga, 10 cm?-i szama csokkent, de
a klonok altal elfoglalt teriilet atlagos mérete nem valtozott. A klénok iddbeli valtozasat kovetve
észlelhetd volt, hogy szamos klon eltiint, de amelyek megmaradtak, azok mérete nem valtozott.
A fennmaradt klonokat kozelr6l megvizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy a sejtsiiriség ezekben a
sejtcsoportokban a korabbihoz képest nagyobb lett, azaz a sejtek szaporodasa észlelhetd volt, de
mintha nem tudtak volna kitorni egy adott teriileti ,,bortonbdl”. Innen szarmaztattuk az elnevezést:
bebortonzott (imprisoned) klonok. Fenti megfigyelés mellett az egy klont alkotd sejteket is
megszamoltuk, igy az adatok statisztikai analizisét is el tudtuk végezni. A szamokat atnézve
vilagossa valt, hogy a klonokat alkoto sejtek szama egyfajta periodicitast mutat.

Az els6 pillanatra feltiind periodicitast statisztikailag is verifikalni lehetett, oly médon, hogy
a 12-16 kozotti sejtszam és annak tobbszorosei fordultak elé leggyakrabban. Ez, annak az
elfogadott ténynek az ismeretében, hogy az egérbér epidermalis proliferacids egységekbdl (EPU)
all, amelyeket 12-14 sejtmaggal rendelkez6 sejt alkot, értelmet nyer.

Igazolhatd volt tehat, hogy az UVB hatdsara a klonok egy-egy ilyen epidermalis
proliferacios egységnyi mérettel, azaz 12-16 sejttel tudnak leginkabb novekedni. A folyamatos
UVB sziikséges volt ahhoz, hogy a klonok novekedjenek, az UV kikapcsolasa utan azonban a
klonok jelentds része regredidl. A megmaradd klonok viselkedése is megvaltozik, mert ilyenkor a
teriilet nem novekszik, csak az egy adott teriiletre zsufolt keratinocitdk szaporodnak, ezaltal nagy
sejtstirtiségli klonok jonnek 1étre.

Az eredmények alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a folyamatos UV besugarzas
alatt a klonok folyamatosan ndvekednek. Mind az egy klont alkotd sejtek szama gyarapszik, mind
az altaluk elfoglalt teriilet novekszik. A ndvekedés azonban nem linearis, hanem 12-16 sejt kozotti
ugrasokkal torténik, mivel a ndvekvd klon egy szomszédos EPU invazidja révén tud terjeszkedni.
képes egy mutaciot tartalmazd sejtcsoport ,.elfoglalni” egy ujabb EPU-t. Ehhez természetesen a
kornyezd keratinocitadk permissziv jellege is sziikségeltetik. Mivel nem létezik fizikai barrier az
egyes EPU-k kozott, igy Trp53 mutans KC klonok ndvekedésében a kornyezd sejteknek is
meghataroz6 a szerepe. Ez a felismerés jelentdsen hozzatesz a tobblépcsds karcinogenitasrol
jarul hozzd a daganatok kialakuldsahoz, hanem az egyes epidermadlis proliferacids egységek
tumorsejtek altali elfoglaldsaban is kiemelt szereppel bir. Nyilvanvaléan a Trp53 muticié nem
egyedili elemként jatszik szerepet egy daganat kialakuldsaban, de ezek a mutans Trp53-at
tartalmazo keratinocitak csokkent apoptozis-készségilk révén pozitiv szelekcid alatt allnak,
novekedésiikben eldnnyel birnak az €ép sejtekhez képest, igy nagyobb eséllyel akviralnak tovabbi
mutéciokat is. A novekedés dinamikdja nem linedris, hanem egy-egy EPU elfoglalasa gyorsan
torténik, majd egy ujabb EPU-ba torténd expanzido ismét hosszabb 1d6t vesz igénybe. A
prekancerozus sejtcsoport nem egyszeriien egyenként, sejtenként halad, hanem a kérnyezé sejtek
kiszoritasaval, egy-egy epidermalis egység annektalasaval ugrasszeriien torténik.

4. Az antigén-specifikus immunitasnak nincs hatasa az UVB-indukalta
p53-mutans klonok keletkezésére és akut regresszidjara

Az immunrendszer és a daganatok kozott egy igen komplex kapcsolat all fenn, amelynek
szamos klinikai aspektusa ismert egyebek mellett a transzplantaciokhoz tarsuld fokozott
daganatképzési hajlam, konkrétan a spinalioma incidenciajanak az emelkedésében. Az ultraibolya
sugarzas immunrendszerre gatld hatassal van, tehat onmagédban is immunszuppressziv. A klinikai
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gyakorlatban ezt a hatast jédi@n_ela'iz 4 _a:l-kllénbézc'i fototerapias beavatkozasaink soran ki is
hasznaljuk a péaciensek kezelésére. A UV-sugdrzas immunrendszerre gyakorolt negativ hatdsairol
mar a ’70-es években sziilettek kozlemények, felismerték, hogy az UVB hatasara keletkezd
daganatok oOnmagukban immunogének, és az UVB besugarzas immunszuppressziv. Az
immunszuppresszio elsddlegesen az adaptiv immunitast érinti.

Ezen felismerések alapjan kézenfekvonek latszott, hogy az altalunk kidolgozott Korali,
néhany szdz- néhany ezer-sejtes allapotban észlelhetd klonok kialakuldsanak a dinamikajaban is
vizsgéljuk az immunrendszer szerepét. Ehhez az el6z6 vizsgalat sorozatban alkalmazott besugarzasi
eljarast kovettiik, a kisérleteket azonban kombinalt immundeficiens egereken (RAG1-/-) és a
megfeleld vad tipusu kontrollokon végeztiik. Ezen egerek esetén a V(D)J rekombinécios aktivitasi
gén RAG-1 kerill inaktivalasra, aminek eredményeképpen az egerek szervezete nem tartalmaz érett
B és T-sejteket.

Allatainkat a korabbi kisérletes rendszerben beallitott paraméterek szerint kezeltiik heti 5
alkalommal besugarazva Oket 7501/m? UVB-vel. A kisérlet 7-ik, 9-ik és 11-ik hete utan valasztottuk
le az eutanazia utan az egerek hatb6rét epidermalis lemez formajaban, majd p53
immunhisztokémiai reakcidval tettiik lathatova a p53 mutaciot tartalmazod sejtcsoportokat, a
kloénokat. Hasonléan a C57/Bl6 egereken végzett kisérletben tapasztaltakhoz, az UV-kezelésben
eltoltott id6 fliggvényében tobb-kevesebb mikroszkopikus p53 mutans klon volt kimutathatd. A
klénok mindkét genotipusban, a RAG-1 knockout ¢és a vad tipusban is hasonlé megjelentést
mutattak. A benniik kialakult p53 mutéaciot mikrodisszekcot kovetéen elvégzett PCR és direkt
szekvenalassal mutattuk ki. A kloénok 92 szazalékaban az UV-hatasra jellegzetes (C—T) kézjegy
mutaciot talaltuk és a hot-spotként ismert 270-es kodont halmozottan érintette.

A hosszabb besugarzasi id6 nagyobb klonokat eredményezett mind a két torzsben. Statisztikailag
szignifikans kiilonbség nem volt észlelhetd a velesziiletetten immunhianyos és a vad tipust egerek
esetén. Ennek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az adaptiv immunitasnak elhanyagolhatd szerepe
van a klénok ndvekedésének dinamikéjara. Ha feltételezziik, hogy az adaptiv immunitas észleli a
preklinikai allapota p53 pozitiv klonokat, akkor annak elvesztésekor gyorsabban megjelend,
nagyobb gyakorisagl és nagyobb méretii klont kellene latnunk adott egér hatbor felszinre vetitve.
Az adaptiv immunitdsnak esetleg a klonok képzddésében nincsen jelentds gatlo szerepe, de felmeriil
a lehetésége annak, hogy esetleg a klonok regresszidjan keresztiil mégis hatast gyakorol a klénok
1étrejottében. Ennek eldontésére azt a kisérletet reprodukaltuk, amikor a klénokat heti 6tszori UVB
besugarzassal eldallitottuk, majd az UVB kezeléseket felfiiggesztettiik és az allatoknal a regresszid
dinamikdjat vizsgaltuk. Az UV besugarzas felfliggesztését kovetden a klonok szama mind a vad,
mind a RAG-1 knock-out egerek esetén hasonld dinamikaval csokkent, a két genotipus kézott nem
lehetett szignifikans kiilonbséget kimutatni.

Az UV artalmas hatésai elleni védekezés az epidermisz megvastagodasa, a hamhiperplazia. A
dinamikajara az jellemz6, hogy mar 48 éraval az egyszeri UV-hatas utan megindul a hiperplazia,
96h-nal eléri a maximumot és lassan regresszionak indul. Ismétlddé UV-hatas mellett a hiperplazia
fennmarad és csak az UV-hatas elhagyasa utan alakul vissza a ham normal vastagsaguva. Emiatt
kellett kizadrni a lehetdségét, hogy a RAG-1 és a vad tipusi egerek epidermiszében létrejovo
hiperplazia véd a mikroszkopikus tumorok képzodése ellen. Az epidermisz kronikus UV hatasra
mindkét allattipusban megvastagodott, és a kiilonbség koztiik nem volt statisztikailag szignifikans.
A hamhiperplazia a 7. héten elérte maximumat, majd az UV-sugarzés befejezése utan 2 héttel a ham
vastagsaga csaknem teljesen visszatért a besugarzas el6tti szintre vad tipusu és a RAG1-/- allatban
egyarant.

Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a tumorok keletkezésének korai szakaszaban, amikor a potencialis

daganatok még csak néhany sz4z, néhany ezer sejtbdl allnak, az adaptiv immunitdsnak nincsen
protektiv hatasa a daganat-eldalakok kialakuldsa szempontjabol.
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5. A hypoxia vdlasz d&ag)ZAklllzsgdlata HaCaT keratinocitikon UVB
besugarzast kovetden

A szervezetben a sejtek és szovetek homeosztazisanak fenntartidsaban nagy jelentdséggel bir az
alacsony oxigénkoncentracidhoz valo alkalmazkodéds. A bdrben a hypoxia szamos patologias
torténés kapcsan bir jelentdséggel. A teljesség igénye nélkiil ezek a folyamatok kiterjednek a
dermisz és az epidermisz és epidermalis degenerativ folyamataira, a gyulladas, a fotoaging, illetve a
daganatok kialakulasanak folyamatara is. A tumorok oxigénigényesek, a novekedésiikben, de
kialakulasukban is szerepet jatszanak azok a valaszutvonalak, amelyek a hypoxias allapothoz vald
alkalmazkodasnak is kulcselemei. Ezek koziil legfontosabb a vaszkularis endotelialis novekedési
faktor (VEGF). Fenti folyamatokban a VEGF kozponti szerepet jatszik és egyben jol ismert a
VEGF UV-fény altal valé indukalhatéosaga. A hypoxia indukalhaté faktor-1 (HIF1) szorosan
feligyeli a VEGF expressziojat kiilonbozo kisérleti koriilmények kézott. Munkank soran azt a célt
tliztiik ki, hogy vizsgaljuk az UVB hatasat a HIF1 két alegysége koziil a transzkripciondlis reguléacio
alatt all6 HIFlalfa szintjére, mint a hypoxia altal indukalt gének koézponti regulatorara. A HIF1 alfa
expresszidja vizsgalatdhoz HaCaT sejteket hasznaltunk, amelyeket adott doézisa UV-val
besugarazva kezeltiink, majd a sejteket lesziireteltiik és Western-blottal hataroztuk meg a HIF-1alfa
protein szintli valtozasat.

Azt figyeltiik meg, hogy az UVB hatasara kezdetben egy markans HIF1 alfa szint csokkenés
jelentkezett, ami azutan egy gyors emelkedési fazisban folytatodott. Az UVB kezelés utan 5 perccel
még jelentds fehérjeszint gyors csokkenésnek indul, 1, 3 és 6 draval a besugarzast kovetden a HIF-
lalfa protein szintje a kezdeti értékhez képest jelentésen lecsokkent, egy csaknem alig detektalhato
szintet ért el a 6 6ras minimumnal. Ezutdn azonban egy jelentds emelkedés volt észlelhetd, 12
oraval a kezdeti besugarzast kdvetden mar a kiindulasi szinthez képest is markansan emelkedett
fehérjeszintet észleltiink. A HIF-1alfa szintje ezt kovetden magas maradt, bar a 24 6ras idépontban
mar valamelyest a 12 6ras érték ala esett.

A HIF-1lalfa hatas dozisfiiggését 6,7 — 50 mJ/icm? kozotti UVB dozisok hasznalataval
vizsgaltuk. A legmarkénsabb szintcsokkenés az 50 ml/cm?-es besugarzas utan volt észlelhetd,
azonban a masodik Iépésként észlelt emelkedés nem kovetkezett be, ami vélhetden a talsagosan
magas besugarzas dozisnak és a kovetkezményeképpen kialakulo sejtelhaldsnak volt koszonhetd.
Legjobb kompromisszumnak végiil 20 mJ/cm”® dézis alkalmazésat talaltuk. Ez az UV-d6zis mas
mérések tanusaga szerint megegyezik a bazalis keratinocitak napfény expozicié soran elszenvedett
dozisaval in vivo.

Ha a sejteket egy ismételt UVB besugarzassal kezeltiik, akkor a kezdeti HIF 1 alfa cs6kkenés ujra
eléidézhetd volt, hasonldan az elsd besugarzashoz.

A HIF1 alfa protein szintii valtozasaval parhuzamban real-time kvantitativ PCR-rel tanulmanyoztuk
a VEGF ¢és a HO-1 mRNS szintli expresszidjanak valtozasat. Mindkét tanulmanyozott gén jol
ismert targetje a HIFlalfanak, és mindketté érzékenyen reagal a kornyezeti hypoxia kialakulasara.
Ezzel parhuzamban tanulmanyoztuk a HIF-lalfa mRNS szintli valtozasait is béta-aktinra
normalizalva a mért értékeket. Az UVB kezelés hatdsira VEGF a 3 o6ras id6pontnal szignifikans
csokkentést mutatott, mig a HO-1 mRNS szintje mar ezen iddpillanatban is emelkedni kezdett. A 12
és 24 oras értékek mindkét gén esetén szignifikdns emelkedést mutattak valamelyest eltérd
dinamikaval. A fentebb leirt HIF-lalfa proteinszintli csokkenése 3 — 6 Oraval a besugarzast
kovetden mRNS szinten is észlelhetd volt, de a 12 és 24h-s mérések is szignifikdnsan csokkent
szintet mutattak.

Korabbi vizsgalatokkal igazoltdk, hogy a PI3K szabalyozasa egy fontos pozitiv regulatora a HIF-1
alfanak kiilonboz6 modellekben, illetve az UV besugarzasrol leirtak, hogy PI3K szintjének
emelkedésével jar egyiitt. Emiatt aztan kisérleteinkben wortmannin alkalmazasat kezdtiik el, amely
egy ismert specifikus PI3K enzim inhibitor. A kisérletekben a sejtszuszpenziohoz kézvetlen az UV
besugarzas utan wortmannint adtunk, majd a korabban leirt modon a sejteket 3, 12 és 24 ora
elteltével lesziireteltiik. Western-blottal vizsgaltuk a wortmannin gatlé hatasat a HIF-1alfa protein
szintjére. A wortmannin hozziadasa felemas eredményt mutatott, mivel nem védte ki a 3 o6ranal
¢észlelt szintcsokkenést, de az utdna jelentkezd 12 6randl varhatd szintemelkedés nem kovetkezett
be.
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Vizsgalataink szerint a PI3K,Ck@;la\7oﬁ]al_igtslik ebben a torténésben kdzponti szerepet. Az AKT
teljes szintjében nem volt érdemi valtozas észrevehetd, azonban a foszforilacid szintje valtozott.
Ezekkel a megfigyelésiinkkel 6sszhangban a wortmannin, a PI3 kinaz inhibitora hatékonyan gatolta
az UVB kivaltotta HIF1 alfa emelkedését.

Kovetkeztetésiil levonhatjuk, hogy a HIF-1 alfa expresszié kozponti szerepet jatszik a VEGF
szabalyozasaban UVB hatasara. Emellett az AKT utvonal szerepét is igazoljuk ebben a
folyamatban.

6. A keratinocita differencidciot fokozo uj szfingolipid derivitumok azonositdsa
A bevezetésben részleteztiik a szfingolipidek szerepét a sejtek homeosztazisaban és keratinocitak

¢és ezek dontd tobbsége ceramid. A nem-korneocitahoz kotott ceramidoknak 9 {6 osztalya ismert,
mig a kovalensen kotott ceramidokat négy osztalyba soroljuk. Féként ez utobbiak azok, amelyek
nemcsak épitéelemként miikodnek, hanem sejtfunkciok szabalyozasdban is részt vesznek. A
ceramidok és az apoptozis Osszefiiggésének tovabbi érdekessége, hogy ebben a folyamatban a p53
1s meghatarozo szerepet jatszik.

Munkank soran egy konfluencia-indukalta differenciaciés modellben vizsgaltuk normal human
keratinocitak viselkedését pro- és anti-differenciacios anyagok hozzdadésa utan.

A kisérletekben szfingozin, szfinganin, és ezek hexanoil, sztearoil, és szalicil derivativumait
vizsgaltuk C12-alkilamin-szalicilat, szalicilat, D3-vitamin, és retinol tarsasagaban.

Elsoként citotoxicitasi vizsgalatokat végeztiink ezekkel az anyagokkal az optimalis tenyésztési
koriilmények meghatarozasara, majd teljes genom expresszios valtozasokat vizsgaltunk DNS
mikroarray segitségével a nulladik, elsd és negyedik napon.

A kisérleti anyagok koziil 6t volt kifejezetten hatékony indukaldja a keratinocita differenciacionak,
mig a Cl2-alkilamin-szalicilat igen erdteljes differenciacio gatlasra volt képes. ExPlain szoftverrel
torténd analizissel eltérd szabalyozasi profilt taldltunk a szadmitott transzkripcionalis halézatban a
szfingoid bazisok, ¢és azok -C6 és szalicilat derivatumai kozott, ami arra utal, hogy vegyiiletek
hatékonysag-valtozasa a kovalensen kétddo szalicilathoz kothetd.

Vizsgaltuk az mRNS expresszidt a négy beadllitott keratinocita differencidciés markerrel
(transzglutaminaz 1, filaggrin, keratin 10, és korneodezmozin), amiket négy nap utan erételjesen
upregulaltnak talaltuk. Retinol, 1évén ismert keratinocita differenciaciot gatldo agens,
megakadalyozta a transzglutaminaz 1, filaggrin, keratin 10, és korneodezmozin indukcidjat. Mig a
kalciferol, egy ismert differenciaciot indukalo agens, fokozta az ezeknek a differenciacios markerek
géneknek az expresszidjat a kontrollokhoz képest. Az irodalom atnézésekor 150 keratinocita-
differencidcio fiiggd gént azonositottunk, ezeket vizsgalva 53 esetén taladltunk legaldbb 1,9-szeres
valtozast 4 nappal a differenciacié indukcidja utan. Ebbdl az 53 génbdl minddsszesen kettdt
talaltunk leszabalyozva és 51-et felszabalyozva a konfluencia-indukalta keratinocita differenciacio
kapcsan. Ennek az 53 génnek az expresszios szintje aztan tovabbi vizsgalatra keriilt, vagy kontroll-,
vagy szfingolipid-vegyiilet kezeléssel.

A retinol és a D3-vitamin egyértelmien a tdliik elvarhaté modon csokkentette, ill. fokozta a
differnciacio-fliggd gének expresszidjat. A génexpresszids valtozdsok mértani kozepe az elsd és
negyedik napon a retinol hatasara 29,38%-0s (P=0,0995) és 59,04% (P<0,0001) csokkentést
mutatott. Ezzel szemben a D-vitamin kezelés emelkedett differenciacios valtozasokban nyilvanult
meg, az elsd napnal 13,76% (P=0,015), a negyedik napnal 19,77% (P<0,001) értékekkel.

Ha a keratinocita differenciacié folyamatat kiilonboz6 anyagokkal befolyasolni tudjuk, annak
egyértelmii borgyodgyaszati és kozmetologiai jelentésége van. Abbdl a célbdl, hogy hatékonyan
vizsgalhassuk kiilonb6z6é anyagok differenciaciora kifejtett hatasat, egy megfeleld tesztrendszerre
volt és van sziikség. Ehhez alkalmas modell a keratinocitdk kontakt gatlasakor beindul6
konfluencia-indukalta differenciacio, mint altalanos értékii experimentalis modell. A szfingolipidek
- ismereteink szerint - a keratinocita differenciacio szabalyozasanak els6 fazisaban birnak
jelentdséggel. Az elsé fazis koriilbeliil négy napig tart, ezéltal tehat a konfluencia-indukalta
keratinocita differenciacié modellt valasztottuk ezeknek az anyagoknak a differenciaciora kifejtett
hat4séat tanulmanyozni. Szamos publik4cioban vizsgaltdk a keratinocita differencidcidban résztvevd
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géneket, tanulmanyozva, hog(éz_olz ;ré,_vaggc anti-differenciacios hatassal birnak-e, esetenként
azonban nem lehetett kvantitativ modon Osszevetni kiilonbozé vizsgalati anyagok hatasat. A
microarray kisérleteink azonban egyértelmiien igazoltak a modell hasznalhatdsagat az expresszios
szintek megitélésében kiilonb6zo gének esetén nagy pontossaggal, s emellett egy kombinalt analizis
is rendelkezésre allhat a kiilonboz6 differenciacios gének kozott.

7. A teljes genom transzkripciondlis profil analizis modszerével uj keratinocita
differencidcioban résztvevo géneket azonositottunk

Az epidermalis barrier kialakuldsa szempontjabol a keratinocita differenciacid kritikus szerepet
jatszik. Ez a folyamat elengedhetetlen a bor fizikai barrierjének kiépiiléséhez, azonban ez egy
nagyon komplex folyamat, sok eltérd elem, fehérjék, lipidek 6sszehangolt szintézise és mozgatasa
szlikséges hozza. Emiatt ennek a folyamatnak a zavara szamos gyakori borbetegség esetén jelent
patogenetikai tényezo6t. A lakossag 2-3%-at érintd psoriasis és a kozel ilyen gyakori atopids
dermatitis is ezen betegségek kozé tartozik, de ritka genetikai betegségek, mint az ichtyosis csoport
tagjai, is emiatt alakulnak Kki.

A keratinocita differenciacioban résztvevd gének ismerete ezen betegségek jovobeli kezelése
szempontjabol elengedhetetleniil fontos. Bar egyes betegségekben, pl. a psoriasisban a keratinocita
differenciacios géneket mar vizsgaltak, azonban szamos alkotoeleme ennek az utvonalnak még
ismeretlen. Mi egy szélesebb meritést alkalmaztunk, teljes genom génexpresszios profil analizis
modszert hasznaltunk, microarray technikaval tenyésztett normal human keratinocitakon vizsgaltuk
a konfluencia indukalta differenciaciot a célbol, hogy 1), a differenciaciohoz tarsuld géneket
talaljunk.

A génexpresszio analizis a konfluencia indukalt differenciacioban normal human keratinocitak
esetén 932 fel- és 629 leszabalyozott gént talalt. BINGO analizis ala vonva a legalabb 2,5-szeres
valtozast mutatd géneket, azt talaltunk, hogy az epidermalis differenciaciohoz tarsuldo gének
jelentésen feliilreprezentalva voltak. Ezzel gyakorlatilag belsé kontrollként igazolva lattuk a
rendszer alkalmassagat keratinocita gének expressziojanak vizsgalatara.

Tovabbi megerdsitésként szolgalt az az 6sszehasonlitas, mikor psoriasisban észlelt génexpresszios
valtozasokkal hasonlitottuk Ossze a mi listankat, hiszen a psoriasis ismerten a keratinocita
differenciaci6 zavaraval jard folyamat. Az ott kozolt adatokat tekintettiik at Gjra és hasonlitottuk
Ossze keratinocita differenciacio génlistaval. Mivel altaldban a pozitiv valaszt hozd kisérletek
keriilnek kozlésre, az ontologiai fogalmak direkt moédon nem tudnak elegendd bizonyitékot
szolgéltatni a leszabalyozott génvaltozasok validitdsarol, hasonloképpen a housekeeping gének
listaja sem feltétleniil tartalmazza Oket. A psorisasis azonban ismerten a keratinocita differenciacio
zavaraval jar egyiitt, igy a psoriasis vizsgalata sordn észlelt génexpresszio valtozasok adatai jol
hasznalhatoak voltak. Az adatok a Gene Expression Omnibus (GEO) adatbazisbol szarmaztak. A
GDS2518 szamu kisérlet adatai voltak ismételten feldolgozva a microarray szignifikancia analizis
(SAM) szoftverrel. Ha kétszeres valtozast és 0% hamis azonositas paramétereket hasznaltunk, 477
fel és 732 leszabalyozott gén volt azonosithato a lezionaliS és psoriasis altal nem érintett bOrmintak
kozott. Ezeket a génlistakat a konfluencia-indukalta keratinocita differenciaciés gének listajaval
tudtuk egybevetni. Mindkét listan feliilreprezentalva szerepeltek a keratinocita differenciacios
gének ontologiai csoportjai. Nem volt meglepetés, hogy az upregulalodott keratinocita konfluencia-
indukalta differenciacios génlista elemi szintén tilnyomo tobbségben jelen voltak a psoriasisban
valtozo gének listajan is (p<0,0001).

Emellett szignifikansan feliilreprezentaltak voltak a (p<0,001) a downregulalt keratinocita probe-0K,
a psoriasis listdn szereplokkel 6sszevetve. Ezzel a kontroll rendszerrel a keratinocita downregulalt
génlista is validalhatova valt.

Annak megallapitasara, hogy a konfluencia-indukalta differencidcios modell valojaban képes volt 1)
keratinocita génexpressziokat megtalalni, 12 jonnan azonositott gén elemzését végeztik egy
hosszabb kisérletben. Ekkor 10 napig kalcium hozzaadasaval indukaltunk a hamsejtek
differenciaciot és 12 potencialisan jelent6s gént valamint 3 kontroll gént (peptidaz inhibitor-3,
transzglutaminaz-1 és dermokin) vizsgaltunk. Els6 1épésként Normfinder analizissel megkerestiik a
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normalizalashoz legalkalmasd)G _hageéegpilag- géneket. A real-time kvantitativ PCR mérések
szerint ezek a béta-gliikoronidaz, és a szukcinat dehidrogenaz komplex A alegysége voltak.

Ezutan a 12 teszt és 3 kontroll gént vizsgaltunk Ca®*-indukalta differenciacios modellben, a vizsgalt
12-bdl nyolcat, a szerin-peptidaz inhibitor, Kazal type 7, RNF39, Plakophilin 3 (PKP3), hem-
oxigenaz-1 (HMOX1), ICEBERG, forkhead box Q1 (FOXQ1), Glutaredoxin (GLRX), ELMO /
CED-12 domain containing 1 géneket jelentdsen upregulaltnak talaltuk.

Kereskedelemi forgalomban a 8 gén terméke koziil 4 ellen volt antitest elérhet6 (plakophilin 3, hem
oxigenaz 1 (HMOX1), forkhead box Q1, glutaredoxin (GLRX)), igy ezekkel végeztik el az
immunhisztokémiai vizsgalatot. Az eredmények azt igazoltdk, hogy mind a négy antitesttel
kimutathat6 volt a differenciacidhoz koéthet6é gének fokozott expresszidja protein szinten. Az egyes
festddések kozott jelentds eltéréseket lehetett észlelni, de a kvantitativ PCR ¢és az
immunhisztokémia egyiitt nagy biztonsaggal megerdsitette a teljes genom transzkripcids
profilanalizis kisérletiink élettani jelentoségét.

Az ujonnan azonositott gének koziil néhanyat regulacios utvonalakat feltérképezésére probaltunk
felhasznalni. A HMOX1 meghatarozo enzim a hem-degradacié folyamatanak sebességében,
segitségével a biliverdin gyorsan bilirubinnd redukalédik a szévetekben. A biliverdin reduktaz
mellett a flavin reduktaz az a maésik alternativ enzim, amely képes a biliverdin atalakuldsat
katalizalni. A hamban mindkett6t downregulaltnak talaltuk a differenciacié soran, amely arra utalt,
hogy a hamban alacsony a biliverdin redukciéja bilirubinna.

Ezt megmagyarazza a biliverdin UV-fogékonysaga, amely miatt lehet sziikséges az epidermiszben
alternativ expressziot kialakitania a szervezetnek.

A masik példa a glutaredoxin (GLRX), amely ismereteink szerint kett6s szereppel bir. Mivel
kofaktora a glutation, igy egyrészt katalizalja a diszulfidhidak redukcidjat fehérjében cserébe a
glutation — glutation-diszulfidda konvertalasaért. Az enzim szintén felelés a fehérje thiolok
deglutationizilacioért, amelyben egy cisztein aminosav jelenlétére van sziikség.

Keratinocita differenciacio soran a glutaredoxin downregulalt, amit gy magyarazunk, hogy a
bérben kedvez6bb az alacsony glutation/glutationdiszulid arany, amely a bor szulfhidril-oxidaz
mikodését segiti.

Az ICEBERG jelent6s upregulacidja, amely a kaszpaz-1 (IL-1 béta konvertalé enzim) inhibitora,
korabban nem volt adat.

Az IL-1 szignalgének kozott szerepld tovabbi elemeket is vizsgaltunk, az IL-1F7 76-szorosan, az
IL-1F5 és IL-1F10 10-szeresen, az IL1RII kozel 27-szeresen, mig az IL1Ra haromszorosan volt
upregulalva. Ezekben a génekben kozos, hogy mind ismert gatloszerei az IL-1 jelatvitelnek. Ezzel
szemben csak egyetlen agonista, az IL-1Rrp2 receptort talaltuk 13-szorosan upregulaltnak, igy az
egyensuly a szuppresszio felé billent. Az IL-1 jelatvitel inhibitorainak a keratinocita differenciacid
alatti meglep6 upregulacidja kiemeli @ normal keratinocita differenciacio szerepét a helyes citokin
balansz fenntartasaban. Tovabbi validalas és a halozatok pontosabb feltérképezése vezethet az
epidermalis homeosztdzis mélyebb megértéséhez.

Osszegezve, a vizsgilatainkkal egy részletes listat kozoltiink azon génekrdl, amelyek a keratinocita
differenciacié soran indukalodnak és potencialisan részt vesznek azon sejtfolyamatokban, amelyek
a differencidcio alatt zajlanak. Egyértelmiien igazolni tudtuk a méréseink validitasat €s é€lettani
értékét kvantitativ PCR méréssel és egyes fehérjék immunhisztokémiai kimutatasaval.

Néhany ezen felismerések koziil olyan regulacios mechanizmusok felismeréséhez vezetett, mint a
hemoxigenaz-1 (HMOXI1) és a glutaredoxin (GLRX), amelyek egy potencialis uj redox jelatviteli
utvonalat jeleznek a differencidcio alatt allo hamsejtekben. Egyéb gének expresszidvaltozasai azt
mutatjak, hogy egy egyértelmii interleukin-1 szignalutvonal downregulacié is megfigyelhetd a
hamsejtekben. Azt reméljilk, hogy ezek az ujonnan azonositott gének egy rendszerezett
attekintéshez képeznek alapot, egy olyan adatbazis hozhat6 1étre, amelynek az analizise Osszetett
differenciacios folyamatok, ezaltal borgyogyaszati korképek megértésében segit.

A génexpresszios vizsgalatokkal ilyen modon létrehozott adatbazisok eszkdzként szolgalhatnak a
homeosztazis azon folyamatainak jobb megértéséhez, amelyek az epidermalis barrier kialakulasaért
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felelnek. Az adatok moleklﬁtgs _taaZAs _cgh;l;ntok azonositasaban segithetnek a bérbetegségek
kezelésének tovabbi fejlesztésére.

8. A PTCH 1315-6s kodonjanak polimorfizmusa és a non-melanoma bortumorok
kockazatianak osszefiiggése

A hedgehog szignaltranszdukcios ttvonal szerepét a basaliomak kialakuldsdban a bevezetésben
részletesen ismertettiik. Ennek a jelatviteli atnak a szerepét az is jol illusztralja, hogy jelen értekezés
irasakor klinikai vizsgalatok folynak szisztémas és lokéalis Smo inhibitor molekuldkkal a basaliomak
kezelésére. Vizsgalataink soran a PTCH1 gén 27-es (korabban 23-as) exonjaban a 1315 kodonban
egy potencidlisan relevans polimorfizmusra figyeltiik fel szokatlan klinikai jellemzdkkel bird
basaliomas paciensek vizsgalatakor.

A polimorfizmus eredményeként egyes esetekben a Prolint kddoldé (CCC) szekvencia masodik
aminosav szerkezete jelentsen eltér egymastol, igy feltételezhetd, hogy ennek a cserének a hatdsara
valtozik a PTCH gén tumorszuppresszor aktivitdsa. Erre vonatkozoan kozolték, hogy a
polimorfizmus duktalis emld carcinoma kifejlodésével is Osszefiliggésbe hozhatd, a Leu allél
hordozasahoz kapcsoltak emld carcinoma kialakuldsat, oralis antikoncipienst szedd paciensek
esetében.

Fenti adatok alapjan tiiztiikk ki célul, hogy foldrajzilag diverz populacidkban vizsgaljuk a kodon
statusza és az illeté embercsoportban kialakuldé non-melanoma bértumorok, valamint az erre
hajlamosité kockazati tényezdk, leginkdbb a bdrszin 6sszefiiggését. 6 kiillonbdz6 human populaciot
vizsgalva, akkor Pro/Pro genotipus gyakorisagdnak a tekintetében jelentdsen eltérd értékeket
talalunk 30- 65% kozotti értékekkel. A vizsgalt populacidkban a bdr- és hajszin egyre vilagosabba
valasaval egyértelmli trend mutatkozott a Pro/Pro allélreprezenticié ardnyanak csokkenésével,
amely trend statisztikailag szignifikansnak bizonyult a nyugat-afrikai yoruba bortipustdl az ir felé
haladva. A bdrszin vilagosabbéd valdsa az eumelanin csokkenésével és a pheomelanin aranyanak
emelkedésével jar egyiitt. A Leu allél gyakorisaganak emelkedése szintén megfigyelhet6 volt, de
nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet. A két allél aranyanak valtozdsa nem magyarazhatd
egyszeriien a gének szélességi kor alapjan valtozé jellegével. Erdekesnek taldltuk, hogy az ir
populécid kivételt jelentett a nyilvanvald trend aldl, ami kiilondsen annak fényében figyelemre
méltd, hogy az irek kdzott is magas a non-melanoma bértumorok incidenciaja.

Ahhoz, hogy a 1315-6s kodon Prolin allélvaltozatanak a bértumorok kialakulasaban jatszott
szerepét tisztdzzuk, vizsgaltuk a polimorfizmus allélgyakorisdgat 180 non-melanoma bdértumoros
beteg ¢és egészséges véradok Osszehasonlitasdval. A vizsgalat azt mutatta, hogy nem Ilehetett
statisztikailag szignifikans eltérést talalni a bérdaganattal bir6 és az egészséges populacio kozott a
Pro/Pro, Pro/Leu vagy Leu/Leu allél reprezentaltsaga alapjan.

Emellett nem lehetett megtalalni a PTCH prolin allél feliilreprezentaltsagat sem a NMSC
csoportban. Tovabba nem volt statisztikailag szignifikans 6sszefiiggés a PTCH kodon 1315 prolin
Pro/Pro genotipus és a basalioma (P=0,286), spinalioma (P=0,228), vagy a solaris keratosis
(P=0,305) szempontjabol, mikor ezeket egyenként analizaltuk. A Pro/Pro genotipus sokkal
gyakoribb volt a svéd paciensekben tobbszords, vagy kordn megjelend basaliomak esetén, de ez a
kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans (P=0,336).

Korébban az amerikai paciensek kozott genotipizaltuk 7 paciens mintait, akiknek a kortorténetében
nagyon nagy szamu, egymastol fiiggetleniil, de egy testtajon jelentkezd basalioma volt észlelhetd.
Oten ezen paciensek koziil prolint kodold genotipussal birtak. Egy olyan nagyon diverz
populdcioban, mint az amerikai, nincsen idedlis normdl kontroll, amelyet 0ssze tudnank vetni
ennek az allélnek a 5/7 (71%) reprezentaltsagnak, és el tudnank donteni, hogy a prolin genotipus
vajon valoban a non-melanoma bdrdaganatok szempontjabdl kockazatot jelent-e. Példdul az
¢észlelés idépontjdban nem tObbszords bdrdaganat esetén késdbb a paciensek még érintettek
lehetnek egy tovabbi daganattal is. Egy valogatatlan populacio-keresztmetszet megint csak nem
képes megfeleld kontrollként szolgélni, hiszen ismert, hogy a non-melanoma bdrtumoros paciensek
altalaban fehér boriiek, és ebben a csoportban is sokan inkabb kelta genetikai hattérrel birnak. Az
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allél gyakorisag szigniﬁkénﬁ@l@%zldaz_ lulépai populécidokon beliil jol demonstralja, hogy
mennyire nehéz a kontroll csoportot meghatarozni Eur6pabol szarmazdé amerikaiak kozott a
populacio nagyfoku heterogenitdsa miatt. Ennek megfeleléen a prolin — prolin frekvenciat olyan
modon hasonlitottuk 6ssze, hogy a svéd paciens populacio frekvenciajat a 6 korabban borszin €s
allél Osszefiiggését vizsgaldo populacid adataival vetettilk Ossze. A Pro/Pro allél gyakorisaga
pozitivan korrelalt a 1étrejové tumorok sulyossdganak fokozodasaval a svéd normal, a svéd
tobbsz0Oros €s az amerikai multiplex basaliomak iranyaba (P= 0,027, Xz teszt). Ez az eredmény arra
utal, hogy a kiilonbségek az egyes paciensek kategoridk kozott nagyobb betegszdm esetén
birhatnak jelentdséggel. Ahhoz, hogy a P<0,05 szignifikancia szintet elérjiik, a svéd basaliomas
kontrollok esetén koriilbeliil 400 mintara lenne sziikség minden kategoriabol.

A PTCH egy klasszikus tumor szuppresszor génként viselkedik, ezekre altalaban jellemzd, hogy a
daganatokban mind a két allél inaktivalodik. Tipikusan azonban az elsé inaktivacios 1épés egy allél
elvesztése formdjaban jelenik meg, az ugynevezett heterozigotasag elvesztése (Loss of
Heterozygosity, LOH). Ha feltételezziik, hogy a prolin allél ritkabban fordul el6 a vilagos bérii
populacidban, hiszen ez daganatra hajlamosit, a 1étrejové daganatok esetén azt varnank, hogy
preferencialisan elvész a Leu allél. A svéd tumor mintakban az LOH a PTCH génnek gyakran
fordult el6, az esetek 67%-ban, de nem lattuk a leucin allél preferencialis elvesztését. A spinaliomak
esetén az LOH a PTCH gén szempontjabol nem volt gyakori, csak 18%-ban volt észlelhetd és nem
volt preferencialis Leu allélvesztés sem. A spinalioma prekurzor elvaltozésa, a solaris keratosis
esetén nem volt PTCH allélvesztés megfigyelhetd.

Mindossze egy a hét eredeti amerikai paciensbdl volt heterozigéta, igy volt LOH vizsgalatra
alkalmas. Ennek a paciensnek 20 kiilonb6z0 tumorat vizsgaltuk heterozigotasag elvesztése
szempontjabol. a hiisz tumorb6l 11 esetén lehetett LOH-et detektalni, am ezen tumorok koziil 10
esetben a leucin allél veszett el és csak 1 esetben a prolin. A kiilonbség statisztikailag szignifikdns
% illesztési teszttel (P=0,0308, feltételezve, hogy 45% heterozigota, ill. P=0,0067 11 ismert LOH
esetén).

Vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy létezik osszefiiggés az eumelanin:pheomelanin arany,
azaz a soOtétebbé valo borszin és a Pro/Pro genotipus aranyanak csokkenése kozott kiillonbozo
populaciokat tanulmanyozva. A prolin kicserélése a boriikben tobb pheomelanint tartalmazo
populacidkban, ugy tlinik, hogy fokozott kockazatot jelent a basaliomara, és az egyén
fogékonysagat fokozza tobbszordos basalioma kialakuldsara. A vizsgélt paciensek koziil az
amerikaiak esetén elmondhato, hogy a leucin elvesztése a prolin megtartasaval szintén magasabb
kockézatot jelent a tumor progresszidja szempontjabol. Vélhetden a polimorfizmus jelentdségét
tobb tényezd egyiittes megléte teszi érdekessé.

Uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

e Human korképek egérmodelljét vizsgalva igazoltuk, hogy a kiilonbozé DNS szakaszokon
1étrejovo karosodasok koziil azoknak az apoptdzis-indukald képessége a legkifejezettebb,
amikor a DNS karosodas az aktiv transzkripcioban 1év6 géneken alakulnak ki. Az apoptdzis
egyidejli p53 és mdm?2 indukcidval jar egyiitt, ami azt igazolja, hogy az igy 1étrejovo
apoptozist a p53 medidlja.

e A kronikus UV-besugarzast modellezd kisérletiinkben igazoltuk, hogy a legkoraibb,
mikroszkopikus méreti danatatok eldallithatbak az epidermiszben rendszeres UVB
expozicid altal. Igazoltuk, hogy 1.) ezek az incipiens tumor-eldalakok p53 mutaciokat
hordoznak, 2.) novekedésiik dinamikdja az UV-sugarzas nemcsak a tumorok iniciacigjaban

crcr

atjarhatosag biztositdsa révén a tumorok progresszidjaban is.
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Az adaptiv immunren@lsgemgnZA’ejlf;leiens allatokban elvégezve a fenti kisérletsorozatot
igazoltuk, hogy az adaptiv immunitas nem jatszik érdemi szerepet a néhany szaz sejtbdl allo
tumor-eldalakok elleni védekezésben.

c sy

folyamataban. lgazoltuk, hogy a p53 és az E2F1 egyiittes hianyaban - egy dupla knockout
egértdrzson — markansan fokozott apoptozis-készség észlelheté UVB-sugarzas hatasara.
Megfigyelésiink a pS53-regulalt apoptozis Utvonal alternativ lehetéségeinek fontossagat
tamasztja ald. Ezzel Osszefliggésben a kettds knockout modellben észleltiik, hogy a p53
elvesztésének spontan tumorokra hajlamosité hatasa és az utddok ivarardnyaban észlelt
eltolodas feliilirhato az E2F1 inaktivalasaval. Ezek az észlelések kisérletiink igen jelentds in
vivo jelentdségét tamasztjak ala.

A hypoxia utvonal tanulmdnyozdsa kapcsan irtuk le a HIF-lalfa két fazisbol allo
indukalhatosaganak jelenségét. Eszleltiik ezen valasz dozisfliggését, vizsgaltuk idSbeli
dinamikdjat és bizonyitottuk mRNS szinten a VEGF ¢és HMOX-1 célgéneken ennek
relevanciajat. Bizonyitékot szolgaltattunk a HIF-lalfa indukcidjanak AKT utvonal altali
kontrolljara is.

Munkank soran 0j rendszert allitottunk be kiilonb6z6 szfingolipid szdrmazékok keratinocita
differenciaciora Kkifejtett hatasanak vizsgalatara, amivel sikeriilt egyes vegyliletekrél
igazolni, hogy hatékonyak a konfluencia-indukalt keratinocita differenciacioban szamos gén
expresszidjanak valtoztatasara. lgazoltuk, hogy a fitoszfingozin-szalicilat, és a szfingozin-
szalicilat hatékony 1j keratinocita differenciaciot eldsegité agensek.

Teljes genom transzkripcionalis profil analizissel ujdonsagként irtuk le — egyebek mellett - a
RNF39, PKP3, HMOXI1, ICEBERG, FOXQ1, ELMOD gének szerepét konfluencia-indukalt
keratinocita differenciaciés modelliinkben. Ezen gének szerepét verifikalni is sikeriilt
kalcium-indukalt differencialt tenyészetekben TagMan® gén expresszios analizissel. A
gének expresszidjanak a valtozasa a keratinocita differenciacid sordn meglévd szerepiikre
utal, és ez elorevetiti eddig fel nem ismert epidermalis Gtvonalak meglétének lehetdségét.

A PTCH gén 1315-6s kodonjaban el6forduld polimorfizmus allél eloszlasat vizsgaltuk
bdrszin szerint diverz populacidkban €s igazoltuk a Prolin allél gyakorisaganak csokkenését
a borszin vildgosabba valasdval parhuzamosan. A Prolin allél jelenléte ugyanakkor nem
hajlamosit statisztikailag igazolhaté modon basalioma kialakulasara.

Az eredmények lehetséges gyakorlati alkalmazasai

Az UV hatésra jelentkezé hamsejt apoptozishoz vezetd DNS karosodas szignal utvonalanak
megértése egyes ritka genodermatdzisokban a paciensek célzott kezelésének tovabbi
lehetOségét vetiti eld terapids targetként. A mar hasznalatos reparacio-fokozo készitmények
mellett ezen adatok alapjan tovabbi terapidkra nyilhat lehetdség. Ezen elérhetd és esetleges
jovobeli reparaciot eldsegitdé készitmények az egészséges populacidban is széles korben
kertilhetnek alkalmazasra a tilzasba vitt napozas, napon tartdzkodas akut és hossza tavl
hatasainak kivédésére.

Az epidermalis lemezeken kimutatott p53 mutaciot tartalmazd mikroszkopikus tumorok
igen kivaldo modellrendszerként hasznalhatéak akéar kozmetikai, akar gyogyaszati céla
készitmények vizsgalatara. Felmeriil az 8si immunitasra haté anyagok, akar kismolekuldk,

akar tradicionalis medicinalis készitmények tesztelésének a lehetdsége is rendszeriinkben.
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A p53 mutéciot kezcgt@]_‘tngcéQ,_la%-y a kezelés alatt akviral6 tumorsejtek apoptdzis-
készségét az E2F1 transzkripcios faktor egyidejii gatlasaval lehetne adataink alapjan
helyreéllitani, amely a daganatterapiaban kdzvetlen haszonnal jarna.

dependens cellularis metabolizmusanak a leszabalyozasaban is Szerepet jatszhatnak, igy
magyarazzak a napozas utan észlelt epidermalis lipid barrier valtozasok egy részét is. A
HIF-1alfa akar terapias célmolekula lehet az UV-sugarzas utani hatasok minimalizalasara,
ill. VEGF-re gyakorolt hatasan keresztiil boérdaganatok prevencidjaban is potencialis
szerepet jatszhat.

A teljes genom transzkripciondlis expressziovaltozas feltérképezésével hatékonyan
hasznalhato modszert mutattunk be a keratinocita differenciaciot modulalé anyagok
tesztelésére. A vizsgalt anyagok koziil az is felmertiil lehetéségként, hogy a fitoszfingozin--
szalicilat, és a szfingozin-szalicilat, mint hatékony 0 keratinocita differenciaciot elésegitd
agensek, terapias haszonnal birjanak.

A keratinocita differenciacioban érintett gének a korabban fel nem ismert epidermalis
utvonalak identifikalasaval terapias célpontokként szolgalhatnak tovabbi
gyogyszerfejlesztések szamara.

A PTCH gén polimorfizmusa jelentdséggel birhat a jelenleg fazis Ill-as klinikai vizsgalati
stadiumban fejlesztés alatt all6 Smo inhibitorok terapids effektusa szempontjabol, ami direkt

klinikai hasznot jelenthet.

Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

Az értekezésben szereplo kozlemények

Brash DE, Wikonkal N, Remenyik E, van der Horst GTJ, Friedberg EC, Cheo DL, van Steeg
H, Westerman A, van Kranen HJ

The DNA damage signal for Mdm2 regulation, Trp53 induction, and sunburn cell formation in
vivo originates from actively transcribed genes.

Journal of Investigative Dermatology 117:1234-1240. (2001)

Fiiggetlen idéz6: 22 Fiiggd idéz6: 7 Osszesen: 29

IF: 4.645

Zhang WG, Remenyik E, Zelterman D, Brash DE, Wikonkal N

Escaping the stem cell compartment: Sustained UVB exposure allows p53-mutant
keratinocytes to colonize adjacent epidermal proliferating units without incurring additional
mutations.

Proceedings of The National Academy of Sciences of The United States of America 98:13948-
13953. (2001)

Fiiggetlen idézé: 70 Fiiggd idéz6: 9 Osszesen: 79

IF: 10.896

Remenyik E, Wikonkal N, Zhang WG, Paliwal V, Brash DE

Antigen-specific immunity does not mediate acute regression of UVB-induced p53-mutant
clones.

Oncogene 22:6369-6376. (2003)

Fiiggetlen idéz6: 15 Fiiggd idéz6: 3 Osszesen: 18

IF: 6.495

Wikonkal N, Remenyik E, Knezevic D, Zhang W, Liu M, Zhao H, Berton TR, Johnson DG
Inactivating E2fl reverts apoptosis resistance and cancer sensitivity in Trp53-deficient mice.

29



Nature Cell Biology 5:65%0_.@(%45_1 1

Fiiggetlen idéz6: 37 Fiiggé idéz6: 10 Osszesen: 47
IF: 20.268

Asplund A*, Gustafsson AC*, Wikonkal N*, Sela A, Leffell DJ, Kidd K, Lundeberg J, Brash
DE, Ponten F

PTCH codon 1315 polymorphism and risk for nonmelanoma skin cancer.

British Journal of Dermatology 152:868-873. (2005)

Fiiggetlen idéz6: 13 Osszesen: 13

IF: 2.978 (*=megosztott els6 szerzok)

Paragh G, Schling P, Ugocsai P, Kel AE, Liebisch G, Heimerl S, Moehle C, Schiemann Y,
Wegmann M, Farwick M, Wikonkal N, Mandl J, Langmann T, Schmitz G

Novel sphinglolipid derivatives promote keratinocyte differentiation.

Experimental Dermatology 17:1004-1016. (2008)

Fiiggetlen idézd: 2 Fiiggd idéz6: 1 Osszesen: 3

IF: 3.259

Wunderlich L, Paragh Gy, Wikonkal N, Banhegyi G, Karpati S, Mand| J

UVB induces a biphasic response of HIF-1alfa in cultured human keratinocytes.
Experimental Dermatology 17:335-342. (2008)

Fiiggetlen idéz6: 8 Fiiggd idéz6: 1 Osszesen: 9

IF: 3.259

Paragh G, Ugocsai P, Vogt T, Schling P, Kel A, Tarabin V, Liebisch G, Ors6 E, Marko L,
Balogh A, Remenyik E, Wikonkal N, Mandl J, Farwick M, Schmitz G

Whole genome transcriptional profiling identifies novel differentiation regulated genes in
keratinocytes.

Experimental Dermatology 19:297-301. (2010)

Fiiggetlen idézé: 8 Fiiggd idéz6: 1 Osszesen: 9

IF: 3.259

Az értekezés témajaban megjelent tovabbi kozlemények

Wikonkal N, Berg RJW, vanHaselen CW, Horkay |, Remenyik E, Begany A, Hunyadi J,
vanVloten WA, deGruijl FR

Bcl-2 vs p53 protein expression and apoptotic rate in human nonmelanoma skin cancers.
Archives Of Dermatology 133:599-602. (1997)

Fiiggetlen idéz6: 49 Fiiggd idézd: 4 Osszesen: 53

IF: 2.358

Wikonkal N, Brash DE
Squamous Cell Carcinoma.
Science & Medicine 5:18-27. (1998)

Liu M, Wikonkal N, Brash DE

Induction of cyclin-dependent kinase inhibitors and G (1) prolongation by the
chemopreventive agent N-acetylcysteine.

Carcinogenesis 20:1869-1872. (1999)

Fiiggetlen idéz6: 35 Osszesen: 35

IF: 4.118

30



dc_274 11
Wikonkal N, Brash DE.
Ultraviolet radiation induced signature mutations in photocarcinogenesis.
Journal of Investigative Dermatology Symp. Proc. 4:6-10. (1999)
Fiiggetlen idéz6: 89 Fiiggd idézd: 1 Osszesen: 90

Liu M, Wikonkal N, Brash DE

UV induces p21 (WAF1/CIP1) protein in keratinocytes without p53.
Journal of Investigative Dermatology 113:283-284. (1999)
Fiiggetlen idéz6: 11 Osszesen: 11

Az értekezésben nem szereplé egyéb kozlemények

Szabo G, Boldog F, Wikonkal N

Disassembly of chromatin into approximately-50 kb units by detergent. Biochemical and
Biophysical Research Communications 169:706-712. (1990),

Fiiggetlen idéz6: 19 Fiiggd idéz6: 5 Osszesen: 24

IF: 3.606

Horkay I, Wikonkal N, Patko J, Bazsa G, Beck M, Ferenczi A, Nagy Z, Racz M, Szalay T
Suntest: A Chemical UVB Radiation Dosimeter. Journal of Photochemistry and Photobiology
B-Biology 31:79-82. (1995)

Fiiggetlen idéz6: 4 Fiiggd idéz6: 1 Osszesen: 5

IF: 1.668

Remenyik E, Lanyon GW, Horkay I, Paragh G, Wikonkal N, Kosa A, Moore MR
Erythropoietic protoporphyria: A new mutation responsible for exon skipping in the human
ferrochelatase gene.

Journal of Investigative Dermatology 111:540-541. (1998)

Fiiggetlen idézd: 3 Fiiggd idéz6: 3 Osszesen: 6

Pényai K, Wikonkal N, Bottlik G, Harsing J, Kucsera I, Horvath A, Karpati S
Dirofilaria repens infection case in Hungary: A case report. Ein Dirofilaria repens fallbericht aus
Ungarn.

Journal of the German Society of Dermatology 4:1051-1053. (2006).

Fiiggetlen idéz6: 4 Fiiggd idéz6: 1 Osszesen: 5

Konyvfejezetek

Dobozy A, Fodor J, G6dény M, Kasler M, Koves I, Liszkay G, Marschalk6 M, Olah J, Orosz Zs,
Wikonkal N

A bor rosszidulatii daganatainak ellatasa.

In: Késler M (szerk.) A komplex onkodiagnosztika és onkoterdpia iranyelvei.

Budapest: Semmelweis Kiado, 2008. pp. 293-304.

Dobozy A, Fodor J, Godény M, Liszkay G, Marschalkdé M, Rosta A, Orosz Zs,Wikonkal N
A cutan lymphomak ellatasa.

In: Kasler M (szerk.) A komplex onkodiagnosztika és onkoterapia iranyelvei.

Budapest: Semmelweis Kiado, 2008. pp. 323-328.

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10537000

Temesvari E, WikonkalN AC_ 274 11
Fotokontakt/toxikus és fotoallergias borreakciok.

In: Temesvari E, Karpati S (szerk.) Gyakorlati allergologia.
Budapest: Semmelweis Kiado, 2009. pp. 78-85.

Wikonkal N

A fény kivaltotta tumorok

In: Tulassay Zsolt, Matolcsy Andras (szerk.) Az Onkologia tankdnyve
Budapest: Semmelweis Kiad6 2011. pp. 509 — 515

Szabo Jr. G, Wikonkal N, Damjanovich S, Boldog F.

Regular fragmentation of chromatin upon treatment with detergent

In: Takis S. Papas (editor) Advances in Applied Biotechnology, vol. 6,
Gulf Publ., Houston, TX, USA, 1990.

Young A, Wikonkal N

Photocarcinogenesis.

In: Henry W. Lim, Herbert Honigsmann, John L. M. Hawk (editors), Photodermatology
Informa Healthcare USA, New York, NY, USA, 2007. pp. 107-118.

Szcientometriai adatok

Kozlemények szama: 69

Angol nyelvii kozlemények szama: 33
Magyar nyelvii kozlemények szama: 36
Els6szerzos kozlemények szama: 17
Utolsoszerzos kozlemények szama: 6
Egyetlen szerzéként: 7

Impakt faktor a MTA szamitasa szerint: 63,550
Ossz impakt faktor: 77,434

IF.: a PhD fokozat megszerzése eldtt: 11,75

IF.: a PhD fokozat megszerzése utan: 51,8

Idézettség osszesen:

Osszesen: 427, 6nidézettség nélkiil: 381
Fliggd idézetek szama: 46
Konyvfejezet: 4 magyar, 2 angol
Citalhato absztrakt: 40

Hirsch index: 10/10
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