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1. Preambulum

A bor a legnagyobb emberi szerv, f6 funkcidja, hogy a kornyezettdl vald elhatarolodas és
védekezés els6 vonalat alkotja. A szervezetet védi a kiszaradas, sériilések, fertézések,
kémiai, fizikai, és egyéb kornyezeti behatasok ellen. Ezen funkciok ellenére, mint egységes
szervre gyakran nem gondol az altalanos orvosi vélekedés €s igy jelentOsége alulértékelt
marad. A bor a szervezetet védo, elhatarolddd funkcidjat pusztan a hamsejtek sajatos
fizikokémiai tulajdonsagain alapuld passziv funkcioként latja el. Emellett azonban a ham
sejtjei a kornyezettel vald kapcsolattartasban kifejezetten aktiv feladatokat is betdltenek. A
valosadgban tehat a bor egy aktivan megujuld dinamikus rendszer, szdmos igen eltérd
funkciot ellatd sejt egyiittese. Azon szamos sejttipus koziil, melyek a bort alkotjak,
legfontosabbak az epidermisz keratinocitai részben szamuk, részben funkcidjuk
gazdagsaga miatt. Bar az emberi epidermisz legfelsé rétegének, a stratum corneumnak a
sejtjei mar magot nem tartalmazdé keratinnal kitoltott éElettelen zsdkok, az alatta
elhelyezkedo rétegek kiemelkedd jelentdséggel birnak a szervezet tilélése szempontjabol,
nagyon is életteli, sokszinii funkcioval bir6 sejtek[1]. A bér harom rétege koziil a legfelso,
az epidermisz dominans sejttipusa, a hamsejt, a keratinocita, aktiv sejt, amelynek funkcioi
egyre diverzebbek, szamost részlet még jelenleg is vizsgalatok targyat képezik. A
keratinocitak életiik soran egy eldre eltervezett elhalason, a termindlis differenciacion
mennek keresztiil, amely altal egy folyamatosan megjulo mechanikus és kémiai barriert
képeznek a szervezet és a kornyezet kozott. A tranziens amplifikald sejtek, amelyek az
epidermisz bazalis sejtjeibdl alakulnak ki, mar jellegzetes morfoldgiai jeleket mutatnak[2]
¢és ezek alkotjak a bazalis réteg sejtjei folotti réteget, a stratum spinosumot, amely aztan
stratum granulosumma alakul. Ez a réteg az, ahol elkezdenek kialakulni a késébb 1étrejovo
stratum corneumot alkotd keratin granulumok, amelyek a keratinocita differencialodasi
folyamat végén aztan a stratum corneumban lapos elhalt sejtekké, korneocitakka alakulnak
at. Ezen folyamatos megljulds soran az intermedier filamentumok és a kiilonb6zo
horgonyz6 proteinek is folyamatosan megtjulasra kényszeriilnek, csak gy, mint a lipid
Osszetétele a sejteknek folyamatos valtozason megy keresztiil. Mindezen folyamatok azt
eredményezik, hogy egy mechanikusan jol strukturalt, fiziko-kémiai kotésekkel
megerdsitett védokopeny alakul ki a szervezetben, amely lamellaris struktira
elengedhetetlen alkoté része a bérnek. Ez a lamellaris felépités biztositja aztan a
vizhatlansagot, valamint a kémiai barrier funkciojat a boriinknek. Bar ugy tlinhet, hogy

kiilonbozd folyamatok eredményezik a mechanikai és a kémiai barrier 1étrejottét, azonban
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a molekularis mechanizmusokat megvizsgalva ezek nagyfoku integraltsagot mutatnak. A
szintetizalo folyamatok eredményeképpen jon 1étre az a homeosztazist regulald halozat,

amely a bor definitiv barrier funkciojat biztositja.

A terminalis differenciaci6 egy sok 1épéses folyamat, a keratinocita szamos egyéb funkciot
is el kell lasson, de ekdzben maga is sériilékeny. A legfontosabb artalom a hamsejtek felé a
kornyezetbdl érkezik, a bort érd ultraibolya sugarzas formajaban. Az UV-sugarzas az élet
1étrejottének feltétele és szamos fiziologias sejtfunkcio, egyebek mellett a D-vitamin
szintézisének kulcsfontossagii eleme, de a kedvezd hatasok csak mértékletes
napfényexpoziciéo mellett vannak talsulyban. Tulzott expozicié esetén hamar az artalmas
hatasok dominanssa valasat észlelhetjiik, ennek figyelmeztetdé rendszere a bdron
gyulladassal és fajdalommal kisért napégés. Az excessziv UV hatds kivédésére a
szervezetiink szamos mechanizmussal rendelkezik, de a véd6 mechanizmusok esetenként
genetikai vagy szerzett eltérések miatt nem funkcionalnak kellé hatékonysdggal és DNS
karosodas alakul ki. A genetikai faktorok lehetnek relative ritkdn észlelhetd
genodermatdzisok, pl. Xeroderma pigmentosum, Cockayne-szindroma, vagy Gorlin-Goltz
szindroma. A szerzett védémechanizmus karosodas legmarkansabb képviseldje a Trp53
tumor szuppresszor gén szerzett karosodasa. A p53 a genetikai integritas legfontosabb
elemei kozé tartozik, feladatat szamos egyéb funkcid mellett a sejtciklus megallitasan és
kovetkeztében kialakuldé hamsejt eredetli daganatok a bdrgyogyaszati praxis
mindennapjaiban jelentds részt képviselnek. Borgydgyaszként, onkodermatologusként igen
sok bordaganattal talalkozunk a napi munkaban, igy a fent részletezett folyamatok
megértése ¢és az ezen felismeréseken alapozott terapidk nagyon nagy szami paciens
szamara jelentenek segitséget. Nem elhanyagolhat6 tovabba az a tény sem, hogy a
keratinocita eredetli bértumorok molekularis hatterének megismerése, az onkogenezis
egyes lépésinek feltérképezése az altalanos onkologiai gyakorlat szamara is nagy
jelentdséggel bir. J6 példa erre a pS53 funkcidjanak bortumorok kialakuldsdban jatszott
szerepének megértése, hiszen a p53 szdmos mdas malignus folyamatban is kdzponti
szereppel bir. Ezen tumor szuppresszor gén a daganatok kialakuldsdban és a kemoterapias
kezelés soran kialakuld hatasvesztésben sSzerepet jatszik, igy ennek mara terapids
konzekvencidja is korvonalazodik. Az UV sugérzds bort érd hatdsai egyéb celluléris
funkciokon keresztiil is jelentds hatassal vannak a keratinocitak miikddésére, ilyenek a

szoveti hypoxia és az ezt szabalyozd utvonalak aktivitas-, illetve a keratinocita
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differenciacio és ennek mesterséges befolyasolasara kinalkozo lehetségek feltérképezése.

A dolgozatban targyalt és vizsgalatok targyat képezé korképek megértése az orvosi
gyakorlatunkra is koOzvetlen, mar napjainkra konkrét hatdanyagok formajaban
manifesztalodd hatdssal 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 bértumor, a basalioma
elérehaladott eseteinek kezelésére. Létezik DNS karosodast kivédo, azt helyreallitd T4
endonukleaz V hatéanyagu lokalis készitmények pl. xeroderma pigmentosumos betegek
kezelésére, tovabba sziilettek igéretes kisérleti eredmények a mutéaciot szenvedett pS3
kisérleti koriilmények kozotti molekularis helyreallitdsdval kapcsolatban is, amely a jovo

terapias eszkoze lehet.

2. Bevezetés

Az értekezés klinikai relevancidja: Non-melanoma bértumorok

klinikuma

Gyakorl6 orvosként, borgyogyaszként és dermatoonkoldgusként mindenek elétt a paciens
egészsége ¢érdekel, a kutatomunka Ilényegét is a korképek patomechanizmusanak

megismerése €s az esetleges jovObeni terapias lehetdségek megtalalasa adja.

A bevezetésben 1s ezt az elvet kovetem, az egész feldl haladok a részletek felé, igy
elsddlegesen a klinikai relevanciat, a korképek klinikumat tekintem at. A bérbdl kiindulva
harom gyakori malignus tumor kialakuldsara lehet elsésorban szamitani: basocellularis
carcinoma (basalioma, 1.1. abra) spinocellularis carcinoma (spinalioma, 1.2. abra) és a
melanoma. Mivel mindkettd a keratinocitdbol indul ki, és klinikai megjelenésiik
valamelyest hasonlit, de jelentdsen eltér a melanomatol, ezért a basaliomat és a spinaliomat
egyiittesen, mint non-melanoma bdrrakokat is emlitjiik. A basalioma és a spinalioma
klinikai megjelenése hasonld: mindkettd relative lassan ndvekvd, borszinii tumor; ezzel
szemben a melanoma az egyébként nem o0szl6 melanocitak malignus transzformacidjaként
jonnek létre, igy altalaban sotéten pigmentalt. Tovabbi hasonlosdg a basalioma és a
spinalioma kozott, hogy mindkét tumor a bor legfelsd rétegét, az epidermiszt 90%-ban

felépitd sejtek, a keratinocitdk malignus proliferacigjaként jon 1étre. Kiemelendd, hogy a
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basalioma elsd leirdja Krompecher Oddn professzor volt, aki 1903-ban ,,Der Basalzellen
Krebs” cimen publikalta megfigyelését. Mindkét daganat altaldban az idésebb korban
alakul ki, klasszikus esetben a daganatok elsé jelentkezése a 60 éves kor felett varhato.
Basaliomaknal azonban részben sporadikusan, részben a késébb vazolt Gorlin-Goltz
szindroma részjelenségeként mar egészen fiatal korban is szamolhatunk tumorok

kialakulésara.

Bar a melanoma halaloki tényezOként messze fontosabb a basaliomdnal és a
spinaliomanal, molekularbiologiai ismereteink kordntsem annyira teljesek ezen daganat
hatterérél, mint a non-melanoma boérrakok esetén. Primer melanoméakban eddigi
tumorok kb. 60%-aban fordul el6.[3] A non-melanoma tipust bérrakok esetén megértésiink
ennél valamelyest teljesebb, ezekben a tumorokban ismerjiik két gén, a Trp53 és a PTCH

oki szerepét.

Non-melanoma bértumorok: spinalioma és basalioma

Béar fent relative hasonld klinikai megjelenésiik alapjan a basaliomat és a
spinaliomat egyiitt, mint non-melanoma daganatok is emlegettiik, fontos kiilonbségek

felismertetoek a patogenezisiikben.

A spinalioma esetén a p53 szerepe elsddleges, és ez nem csak abban nyilvanul meg,
hogy a Kklinikailag detektalhatd tumorok csaknem mindegyikében ennek mutécidja
megtaldlhatd, hanem abban is, hogy a p53 muticidéi mar korai, még nem invaziv klinikai
jellemzokkel bir6 tumor elGalakban, a solaris keratosisban is kimutathatoak. A klinikai
tapasztalattal 0sszhangban az élet soran ismétlddden elszenvedett UV karosodas vezet
aztan tumor kialakuldsdhoz, jellemzden a magasabb életkorban a napnak folyamatosan
kitett borfeliileteken. Mas a helyzet a basalioma esetén. A p53 mutaciok itt is a tumorok
tobb mint felében megtalalhatd €és mar kisméreti tumorok egy-egy sejtjében is
kimutathato[4, 5], a basalioma esetén mégis inkabb a PTCH génnek van nagyobb szerepe.
Bar az UV-re jellemzd kézjegy mutaciok ebben a génben is megtalalhatoak[6, 7], mégis
gyakran napnak ki nem tett borfeliileten jelenik meg a tumor €s inkabb az epizodikusan
elszenvedett napintenzitdsu UV-hatdshoz kothetd, azaz a napégések szdmaval korreldl
inkabb[8].

Az immunrendszer hatasa is maként jelentkezik, a spinaliomak esetén az

immunszupprimalt statusz kevésbe jelent rizikotényezot, de a spinaloma esetén ez
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meghatarozonak tinik lenni[9]. Ennek alapja az a megfigyelés, hogy a
szervtranszplantaltak korében atlagban 100-szoros a kockézata a spinalioméanak a normal
populacioval Osszehasonlitva, de a kozlések 65-250-szoros gyakorisagfokozdodasrol is
beszamolnak[10-13]. Basaliomara atlagosan 3-10-szeres kockazat fokozodas a jellemzd
[13, 14]. A szervtranszplantaltakon észlelt daganatok lefolyasara is a kifejezetten gyors
progresszio és nagy szamban egyszerre felbukkano jelleg a jellemz6[15]. Természetesen
az, hogy az immunszuppresszi6 primeren vezet-e a daganatok kialakulasahoz, vagy a
viralis tényez6k szerepe az elsddleges, ez még ma is vizsgalatok targyat képezi[16].

A basalioma és spinalioma kozott fontos kiilonbség, hogy a basaliomédnak nincsen
eldalakja, de novo jelenik meg ép boron. A spinalioma esetén viszont a tumorok
kialakuldsédhoz vezetd elsé stadiumnak a bor kronikus napfény-karosodasa tekinthetd. Az
évtizedeken at elszenvedett UV fény hatdsdra a bor foltoss4, durva tapintativa valik,
helyenként hajszalértagulatok jelennek meg rajta[l7]. Az ilyen bérben a szdvettani
vizsgalat cellularis szinten is enyhe foku szoveti rendezetlenséget mutat, de jelentds foku
atipia nem észlelhetd. Tovabbi napfény expozicid keratotikus, jelentdsebben besziirt
1ézidkat, solaris keratosisokat general (3. dbra). Ezek szoveti képében mar felismerhetdek a
szOveti atipia jelei, Gigymint: szabalytalan sejtoszlasok és atipusos sejtdifferenciacio[18].
Bér ezek az elvaltozasok még képesek spontan visszafejlddni, amennyiben a napfény
expozicio megsziinik[19], mégis egy az ezerhez aranyban in-situ karcinomaba mehetnek
at[20]. Ennek az atmenetnek jol nyomon kdvethetd szoveti jelei vannak, amelyek magukba
fenti folyamatos atmenet a reverzibilis pre-malignus formakbol malignus tumorokba
els6sorban a spinaliomakra jellemzd, ehhez hasonlatos atmeneti alakok basaliomédkban
nem mutathatok ki[21]. A spinaliomakkal ellentétben még a teljesen kiérett basaliomak is
megtartjak a sejtek diploiditasat és pusztan lokalis invazid révén terjednek. Metasztazisok
megjelenése basaliomakban kifejezetten ritka, a kozlések 0,0028% és 0,55% kozotti
gyakorisagrol szamolnak be[22]. A hazai gyakorlatban inkdbb a néhany ezred szazalék
koriili metasztazis rata tlinik valdszintinek lenni[23].

Ez utobbi tény ellenére, a non-melanoma bértumorokat pusztan a gyakorisaga, amely
amerikai és ausztral adatok szerint az emld-, tiidé-, vastagbél-, és prosztatardk egyiittes
gyakorisagat is meghaladja[24, 25], fontos népegészségiigyi problémava emeli. Nem
jelentéktelen az a tény sem, hogy mindkét daganat kutatasa olyan részletekkel gazdagitotta
a karcinogenezisrdl ma meglévé ismereteinket, amely alapjan, mint modell rendszer is

jelentds értékkel birnak. Kitlinden bizonyitja, hogy az alapkutatas a klinikai targyak esetén
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1.1. 4bra Basalioma jellegzetes klinikai megjelenése: idOs paciensen, napnak kitett
borfeliileten, éles szEll, gyongyhdzszinli szegéllyel bird, szdmos teleangiectasiat
tartalmazd tumor. Az abran latott elérehaladott formaknal az exculceralddas jelentésebb

is milyen nagy jelent8séggel bir az a tény, hogy az értekezés beadasa eldtti honapokban
lattak napvilagot egyebek mellett a basalioma kezelésében a kés6bb részletesen targyalt

Hedgehog utvonalat célzé 01j kezelések klinikai fazis I11.-as vizsgalati eredményei.

1.2. abra Spinalioma jellegzetes klinikai megjelenése: hasonléan a basaliomahoz, itt is a
paciens ¢letkora magas, ez a tipusu daganat csaknem kizardlag napnak kitett borfeliileten
fordul el6, vaskosan keratotikus, késobb exulceralodd tumor formajaban.
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1.3. ébra Multiplex solaris keratosisok id6s férfipaciens homlokan és fejborén.
Jellegzetes a vaskosan hyperkeratotikus jelleg, az esetenként erdteljesebben
erythemas alap.

DNS kadrosodadst javito mechanizmusok defektusai nyomdn kialakulo

betegségek

Cockayne-szindroma

A Cockayne-szindroma egy ritka autoszom recessziven 0roklodé korkép. A szindroma
részjelensége a novekedési retardacid, szubkutdn zsirszovet elvesztése, boratrophia, az
idegrendszer fejlddésének zavara, kifejezetten koros fényérzékenység ¢és korai
Oregedés[26]. A folyamat hatterében a DNS reparaciés mechanizmusok koziil a
transzkripcidhoz-tarsulé nukleotid excizids repair zavara all.[27, 28] Hallaskarosodas,
pigmentalt retionopatia és belszervi miikodészavar szintén részei a korképnek. A
Cockayne-szindroma hatterében leggyakrabban a CSB génmutacidja all, az esetek kozel
80%-aban[29], ezért vizsgalataink soran is ezt az allatmodellt hasznaltuk. A TCR indito
szignalja az RNS polimerdz II megalldisa a DNS karosoddsa miatt, aminek

eredményeképpen a TCR eltavolitja a karosodott vagy téves oligonukleotidot és igy az
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RNS polimeraz tovabbi munkajat biztositja[30]. A CSB ezen kiviil a hypoxia hatasara

crer

Klinikai formai:
CS I tipus: a klasszikus megjelenés, amely az elsé két ¢€letév soran manifesztalodik

normalis magzati fejlodés utan. Latas-, halldszavar, progressziv kozponti és periférias

idegrendszeri eltérések, amely az elsd, masodik évtized soran halallal végzddik.

CS II. tipus: a konnatdlis megjelenésii forma, mar sziiletéskor idegrendszeri eltérések

észlelhetoek, a varhato élettartam nem éri el a 10 évet sem.

CS 1II. tipus: Megjelenésében az 1. és Il.-es tipushoz képest enyhébb, késobb

manifesztalodik.

Ezen formak mellett létezik a Xeroderma-pigmentosum-Cockayne-syndroma (XP-CS)

egylittes el6fordulédsa is, amikor mindkét betegség jegyei felismerhetdek.

Xeroderma pigmentosum

Az egyik legklasszikusabb repair defektussal jaro korkép a xeroderma pigmentosum. Maga

1.3. dbra Xeroderma pigmentosum klinikai képe. Jol lathato a fiatal korhoz képest idésnek
tiind bor, a szepldk, az igen nagy szamban észlelhetd keratosisok. Prof. Dr. Horkay Irén
anyagabol.
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a korkép 1874-ben Debra ¢s Kaposi altal kertilt leirasra, 1882-ben Kapositdl szarmazik a
név, leirva a paciensek jellegzetes szaraz, pigmentalt, szepldkkel tarkitott borét.

A xeroderma pigmentosum egy olyan szokatlan nagy fényérzékenységgel jardé korkép,
amely legalabb ezerszeres fogékonysag novekedéssel jar a napfény altal indukalt
bortumorok iranyaba. A korkép hatterében a globalis genom nukleotid excizids repair
utvonalnak a genetikus zavara all. Klinikai megjelenésében mindegyik XP paciens szdmos
kozos vondst mutat. Ezek a névadasban is szerepet jatszd szeploszert kifejezett
pigmentacié mar minimalis napfény behatds utan is, amely altaldban mar 2 éves életkor
alatt megjelenik. Legalabb ennyire szembetiind a bdrtumorok megjelenése akdr mar a
tinédzser kor el6tt. Az XP autoszém recessziv modon 6roklédik és 7 gén mutacidja allhat
mogotte, XPA-t6l — XPG-ig. Ezen kiviil ismert még egy XP varians forma is az, XP-V,
amely a DNS polimerdz ¢éta muticiojaként all eld, ¢és igy vezet fokozott
fényérzékenységhez és tumorképzdodési hajlamhoz[32, 33]. Az XPV géntermék a DNS
replikaci6 karosodott DNS szakaszrol vald replikdcidjaban jatszik szerepet, a
posztreplikacios repairben[34]. A CSB és CSA-hoz képest az XP gén termékek (XPA-G-
ig), hasonldan a transzkripciohoz-tarsuld nukleotid excizios repairben, a TCR-ben vannak
érintve.

Egyes reparacios gének mutaciéi kombindltan is el6fordulhatnak, ahogy fent emlitettiik,
ismert XP-CS jeleit egyarant mutato tiinetegyiittes is. A kombinalt korképek is nagyban
hozzajarultak ahhoz, hogy az egyes géneltérések szerepét tisztazzuk, mint példaul, hogy a
CS-ben gyakoriak az idegrendszeri eltérések, viszont a pacienseknek nincsen borrak iranyt
fokozott fogékonysaga, mig az XPA esetén ennek az ellenkezdje az igaz. Az XP paciensek
nagyfoku bortumor iranyt fogékonysaga azt eredményezi, hogy altalaban melanoma vagy

spinalioma metasztazisai okozzak a beteg halalat.
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1.4. dbra Az excizios repair utvonal egyszertisitett modellje

A xeroderma pigmentosum genetikai formdi nagyon hasonl6 fenotipust eredményeznek:
legfeltlindbb a nagyon kifejezett napégésre valo hajlam nagyon csekély UV dozisok esetén
1s, igy az ebben a korképben szenvedd gyerekeknek teljes napfény védelemmel kell
biztositani. A névado nagyon karakterisztikus szepldk, a mar korai €letkortdl nagyon koran
kialakul6 solaris keratosisok és ennek kovetkezményeként 1étrejovo spinalioma. A szemek
extém mértékben fokozott fényérzékenysége észlelhetd, jelentds fokil konjunktivitisszel.
Minimadlis napexpozicié hatasdra is holyagos bortiinetek jelentkeznek, a bdéron szamos
teleangiektazia, a bor altalanos szarazsaga, durva tapintata a hajzat €s a test szérzetének
gyenge novekedése, kifejezetten hamld boér és szokatlan keratosisok és lentigdk
¢észlelhetdek.

A betegség 1ényege a nukleotid excizids repair egyes génjeinek kdrosodasa. Attdl fiiggden,
hogy melyik gén érintett ebben a betegségben, kiillonboztetjik meg XPA-t6l XPG-ig
elnevezve a korképeket. Az egyes gének valamelyest eltérd szerepet jatszanak, egyesek
mind a globalis genom, mind pedig a transzkripcidhoz tarsuld nukleotid excizids repair
folyamataban is részt vesznek. Az 1.4. abran egy sémas megkozelitésben mutatjuk az

egyes géntermékek szerepét. A reparacio folyamatanak elsd fazisa mindkét repair folyamat
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esetén a kdrosodott DNS felismerése, amelyben els6dlegesen a globalis genom érintett
NER-ben érintett XPA gén jatssza a foszerepet. A DNS karosodés felismerése utan egy
komplex formalddik, amelyben szerepet jatszik az XPG, majd az XPB és az XPD is
csatlakozik ehhez a komplexhez, illetve ekkor tarsul a TFIIH is. Ennek a fehérjecsoport
mikodésének az eredményeképpen a karosodott DNS szakasz eltavolitasra keriil, az XPG
¢s az XPF gének altal kodolt endonukledzok végzik a hasitast. A végso soron keletkezo
hézag a DNS polimerazok segitségével keriil feltdltésre.

Maganak a xeroderma pigmentosumnak az incidenciaja meglehetGsen alacsony, altalaban
1:250000 vilagszerte, kivéve Japant, ahol Ilényegesen gyakrabban, 1:40000-szeres
gyakorisaggal észleljiik[35]. A xeroderma pigmentosumban szenvedd betegeknél az elsé
rosszindulatli bordaganat kialakuldsdnak &tlagos életkora 8 év, szemben a populacidoban
észlelhetd 60 évvel, illetve a keratosisok mar az élet elsé két évében megjelennek[36].
Ezek utdn nem meglepetés, hogy a paciensek kevesebb, mint 40 %-a €éli meg a 20 évesnél
id6sebb életkort[37]. A korkép kezelése, genetikai betegség 1évén szd, nem megoldott.
fgéretes probalkozasok a bértumorok ellatasan kiviil is vannak T4 endonukleaz V-ro] irtak
le, hogy a repair funkcidt jelentésen fokozni tudja. A Yarosh és munkatarsai kozlése
alapjan indultak el klinikai vizsgalatok, amelyek soran a bevonasra keriilt 30 beteg koziil
8,2% volt a keratosisok aranya, szemben a 25,9% placebo csoporttal[38]. Természetesen a
korkép kezelésében a legfontosabb a megfeleld fényvédelem, mar sziiletést, a diagnozis
felallitasat kovetden, ill. kiemelt jelentéségli a genetikai feltérképezés és gondozas[39, 40]:
Egyéb gyogyszeres kezelésként a szisztémas retinoidok koziil isotretinoin alkalmazasarol
irtak le mérsékelt sikereket[41]. Kisérleti szakaszban van még a viralis vektorokkal vald
genetikai gyogyitas[42], amely talan a jovoben — hasonléan mas genodermatdzisokhoz —

kurativ megoldast jelenthet.

Naevoid basalsejtes carcinoma syndroma, Gorlin-Goltz szindroma, a

PTCH gén szerepe

Ma mar egyértelmlien igazolt, hogy az UV sugarzas a basaliomak kialakulasanak
legfontosabb oka. Ennek kisérletes bizonyitéka, hogy a jellegzetes UV kézjegy mutaciok
nagy szazalékban kimutathatoak a daganatsejtekbdl.[43-45]

A legfontosabb tumorszuppresszor gének koziil a TrpS3 esetén 40-60%-ban talaltak

mutaciokat basalioma tumorsejtekben[43, 44]. Ez az arany spinocellularis carcinomaban
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90% folotti[46, 47]. A basalioma és a spinalioma kialakulasa a meglévé hasonlosagok
mellett nyilvanvaléan nem ugyanazokon a lépéseken keresztiil valosul meg. A két tumor
kozotti kiilonbséget az a klinikai megfigyelés is jelzi, hogy a basalioma koztes alak,
precancerosus elvaltozas nélkiil jelenik meg a bordn, mig a spinalioma esetén csaknem
mindig megtaldlhatéak az eldalakként szerepld solaris keratosisok. A klinikai
kiilonbségeknek bizonyara magyardzata, hogy a basaliomdk kialakulasaért a Trp53 mellett
mas tumorszuppresszor gének szerepe is ismertté valt. Genetikai analizis €és kromoszoma
térképezés igazolta Gorlin-Goltz szindromas betegeknél, hogy a Drosophila patched gén
human homoloégja a 9q kromoszoéman allélvesztéssel, vagy pontmutdcidval inaktivalodott,

igy a tumorok kialakulasaért felel6s[48]

A Gorlin-Goltz, vagy nevoid basalsejtes carcinoma szindroma 1960-ban keriilt leirasra
mint egy ritka genodermatozis[49], amely jol meghatarozhatd kritériumrendszerrel
diagnosztizalhat6. A diagnézis felallitdsdhoz major €s minor kritériumok meglétét
vizsgaljuk, 2 major vagy 1 major és 2 minor kritérium megléte esetén a diagndzis

felallithato.[50, 51]

MAJOR KRITERIUMOK

>2 basalioma, vagy 1 basalioma 20 éves ¢életkor alatt

odontogén keratociszta (mandibula ciszta) vagy tobb csontot érintd csontciszta
3 vagy tobb tenyéri vagy talpi behuzottsag

ektopikus calcifikacio vagy 20 év alatt falx cerebri calcifikacid

csaladban el6forduld Gorlin-Goltz szindroma

MINOR KRITERIUMOK

Velesziiletett csontrendellenesség: hasadt, dsszendtt, kifordult vagy hidnyzo borda, vagy
OsszenOtt, hasadt, csigolya

sziv vagy ovarium fibroma
medullotblastoma
lymphomesenterikus ciszta

kongenitalis malforméci6: nyulajak, farkastorok, polidaktilia, szemészeti eltérések:
(cataracta, colobma, microphtalmia, nystagmus)

1.1. tablazat Naevoid basalsejtes carcinoma syndroma - Gorlin-Goltz szindroéma
diagnozisanak felallitasdhoz sziikséges major és minor kritériumok. A diagnodzis feléllithatd
2 major vagy 1 major és 2 minor kritémium megléte esetén.
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A Dbetegségben szenveddk szamdra fontos informdécié, hogy mivel egy genetikai
rendellenességgel mar birnak, igy minden karcinogén hatas naluk fokozott veszélyt jelent
daganat kialakulasa szempontbol[52]. Elsédleges tehat, hogy ionizald sugarzasnak
minimalis fokban legyenek csak kitéve, példaul diagnosztikus Rontgensugarzasnak is csak
a legsziikségesebb mennyiségben legyenek kitéve, illetve kezelésiikben a radioterapia nem
alkalmazhat6. Emellett a nem ionizalé ultraibolya sugarzasbol is csak minimalis
mennyiség érje a boriiket. Ez magaban foglalja az igen 6vatos napon tartozkodas mellett a
szolariumok hasznalatanak teljes mellozését.

A betegség hatterében allo gén a PTCH gént is azonositottak [53], amely a hedgehog

szignéltranszdukcids Utvonal egy ismert tumorszuppresszor génje. Ennek, és az utvonal

crer
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1.5. abra Naevoid basalsejtes carcinoma szindromaban szenvedd fiatal férfibeteg hatborén
¢szlelhetd igen nagy szamu basalioma

1.6. abra. Gorlin-Goltz szindromaban szenvedd paciens tenyerének jellegzetes
behtzottsagai, (pitting).
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A PTCH gén a Drosophilia melanogasterben (ecetmuslica) megtaldlhato ¢és az
egyedfejlodésben kulcsszerepet betoltd "patched’ gén human megfeleldje. A PTCH gén a
Hedgehog szignaltranszdukcios (HH) utvonal részeként a szervi differenciaciod
szabalyozasan tul tumorszuppresszor funkcidval bir. Ennek elvesztése fokozza egyes
daganatok kialakuldsanak esélyét. A génnek szamos mutacidja ismert, melyek a basalioma,
illetve a Gorlin-Goltz szindroma mellett meningeoma, glioblastoma, oesophagus-, vagy
hugyhodlyag lapham carcinoma ¢€s trichoepithelioma kialakulasat okozhatjak. A sporadikus

basaliomak is igen nagy szdmban hordoznak PTCH mutaciokat. [54]

A PTCH génnek két altipusa, a PTCHI1 és PTCH2 ismert, ezek koziil az elsdként a PTCH1
kertilt leirasra.[55] A gén a 9. kromoszoéma hosszi karjan (9q22.3) talalhat6. A gén
felfedezéséhez a naevoid basalsejtes carcinoma szindroma, Gorlin-Goltz szindromaban
szenved6 betegek vizsgalata vezetett, a gén kiillonféle mutacidi a szindromaban szenvedd
betegek legalabb 90%-ban kimutathatdéak. Mint a vizsgalatok igazoltak, a PTCH génben is
megtalalhatoak a jellegzetes UV kézjegy mutaciok.[56]

A PTCH 2 (patched 2) gén az 1. kromoszoéma rdévid karjan (1p32.1-32.3) taldlhato,
aminosav szinten 73%-os egyezést mutat a PTCH 1 fehérje termékével, és jelentds
funkcionalis  hasonloésagokat is  taldlhatunk. Ugyan mindkét gén terméke
tumorszuppresszor hatdsu, azonban mig a PTCH 1 gén teljes hidnya mar embrionalis
korban letalitashoz vezet, addig a PTCH 2 oOnmagaban allo teljes hidnya sem az
egyedfejlodést, sem a tumorképzddés rizikojat nem befolydsolta hatranyosan, mint erre
egereken veégzett kisérletek a kozelmultban ramutattak. Ugyanakkor a PTCH 2 teljes
hianya, a PTCH 1 heterozig6ta hianyaval kiegészitve mar jelentdsen megnoveli a tumorok

kialakulasanak kockazatat.[57]

A tovéabbiakban a joval részletesebb, nagyobb szdmban végzett kutatasi eredmény illetve a
basaliomak ¢és Gorlin-Goltz szindroma pathomechanizmusaban bizonyitott kulcsszerepe
miatt a PTCH 1 gén (tovabbiakban PTCH) hatasmechanizmusat, mas szabalyozo
fehérjékkel valo kapcsolatat részletezziik, a PTCH2 esetleges, egyes jellemzoknek

fellelhet6 egyedi sajatossagaira nem tériink ki.
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Jificatior

1.7. abra: A PTCH SMO kolcsonhatasdnak sémas rajza. Forras: www.wikipedia.org

A PTCH gén az emberi szervezetben a Drosophilidkban leirt komplex szabalyozasi
rendszerhez tobb részletben hasonlatosan a hedgehog (sonic HH, indian HH, desert HH) —
Smoothened (Smo) — Gli (Gli 1,2,3) Gtvonal részeként, az Smo gatlasaval valdsitja meg

tumor képzoédést gatld funkciojat. (1.7. abra)

A PTCH a sejtmembranban elhelyezkedd transzmembran fehérjeként extracellularis N-
doménjével kapcsoldodik az Smo fehérjéhez, igy gatolva annak hatidsat. Az Smo gatlas
kovetkezményeképpen a Glil, Gli2 transzkripcios faktorok aktivitasa csokken, igy a sejtek

osztddasa, a tumorképzddés kontrollalhato.

A PTCH hianyat, vagy funkciocsokkenését kovetden a fent leirt tvonal révén az Smo,
majd kozvetve a Glil, Gli2 transzkripcios faktorok aktivitas fokozodéasa kovetkezik be. A
PTCH funkciovesztése gyakorta a mar heterozigota mutans alléllal rendelkezd egyedeknél
a normal allél elvesztésével (LOH- loss of heterozigocity) valosul meg. Ezt kovetden a Gli
target gének, kozte a wingless- (Wnt), a decapentaplegic géncsalad (pl.: TGF-béta,
transforming growth factor béta), és maga a PTCH gén expresszidja fokozodik. Tekintettel,

hogy az emelkedett PTCH szint ellenére a feedback gatlds nem tud a PTCH mutécioja
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miatt megvalosulni, 1igy a folyamat kontrollalatlanul haladhat, hosszutavon

tumorképzddéshez vezetve.[58, 59]

A fentiek alapjan érthet6, hogy a PTCH gén mutaciéi miért mutathatéak ki akar a
sporadikus basaliomék (67%), akar a Gorlin-Goltz szindromas betegek esetében (>90%)

igen nagy szamban.[58, 60]

Ugyancsak a fenti genetikai és molekularis bioldgiai ismeretek alapos megértése vezetett
el, olyan jelenleg mar klinikai III. fazisban 1€vé gyodgyszer vizsgalatokhoz, melyekben a
kiesett PTCH funkciot helyettesitve az Smo direkt gatlasan keresztiil probaljak a daganatok
elimindacigjat elérni.

Az elozetes eredmények alapjan a fenti terdpia sikeressége igazolja a genetikai,

molekularbioldgiai alapkutatasok multbeli és jovObeni sziikségességét €s jelentdségét.

Kozelmultban megjelent kozlemények [61] leirtak a vismodegib (korabbi néven: GDC-
0449) szisztémas hasznalatat [62] elérehaladott basaliomak kezelésében. A dolgozat irasa
elétt néhany honappal publikaltak a klinikai vizsgalatok eredményeit lokalis Smo inhibitor

tartalmu készitmény, hasznalataval. [63]

Kérnyezeti artalmak a borén: ultraibolya sugdrzas

A bort éré kornyezeti hatasok koziil onkoldgiai jelentdsége elsddlegesen a napfény
ultraibolya tartomanyanak van. Az ultraibolya sugarzds a Napbol szadrmazo
elektromagneses sugarzasi spektrum lathatd fénytdl rovidebb hullamhosszl része. Az UV
tartomany egyes elemeinek bioldgiai hatdsai a hulldmhossztol fliggden eltéréek. Ennek
alapjan megkiilonboztetiink UVC 200-280 nm, UVB 280-320 nm, UVA2 320-360 nm, és
UVA1l 360-400nm tartomanyokat. A Fold felszinén az élet kialakuldsa szempontjabol
kritikus elem volt az 6zonréteg kialakulasa, amelynek eredményeképpen a leginkdbb
karcinogén tartomany, az UVC, lebomlasaval elnyeli a fotonok energidjat és kisziiri a Fold
felszinét elérd sugarzasbol az UVC-t. Az 6zonpajzs dinamikusan valtozd, megujulasra
képes entitds, amelyet azonban az emberi tevékenység jelentds fokban veszélyeztet,
id6szakos 6zonlyukak kialakulasaval kell szamolnunk[64]. Az 6zonpajzsra artalmas gazok
emisszidja mostanra jelentés mértékben csokkent, amelynek eredményeképpen az

6zonpajzs regeneracidja vélhetéen megindult[65]. Napjainkban az 6zonlyuk iddszakos
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kialakuldsa mellett sem kell szamolnunk a Fold felszinét eléré UVC sugarzéssal, inkabb az
UVB alacsonyabb hullamhosszisagi komponenseinek az aranya novekszik[66]. Az UVC
mesterséges fényforrasokbdl eldallitva viszont pont DNS karosito jellege miatt hatékony
dezinficial6 agens, ilyen modon keriil hasznositasra, mint germicid lampa vagy mint nagy

volumeni viztisztitd berendezés.

Az UVC igen kifejezett DNS karositd hatasanak alapja az, hogy a DNS molekula
abszorpcids maximuma 260 nm, amely teljes egészében ebbe a tartomanyba esik. Emellett
azonban a DNS-abszorpcios gorbéje atnyulik az UVB tartomanyba is, igy ennek a
hullamhossz tartomanynak a DNS karosit6 hatasaval is szamitanunk kell. Az UV-fotonok a
DNS-ben jellemzéen két egymas melletti pirimidin bézis esetén okoznak markans
elvaltozast, két alapvetd fototermék létrehozasaval. Ezek koziil gyakran jon létre a
ciklobutan-pirimidin-dimerek, (CPD), illetve kisebb valdszintiséggel a pirimidin-(6-4)-
pirimidon fotoproduktum ((6-4)-PD). Ezen fototermékek szerkezetét az 1. abran mutatjuk
be. Emellett a 300 nm-nél hosszabb UV-sugarzas jelenlétében a (6-4)-PD
fotoizomerizacidja is bekovetkezik, az Gn. Dewar-izomer keletkezik[67]. Az UVC- illetve
UVB-sugarzas hatasara képzddo f6 fotoproduktum a ciklobutan pirimidin dimer, CPD, a
(6-4)-PD joval kisebb mennyiségben képzddik. Hasonlé mennyiségii CPD 1étrehozasahoz
az UVB-bdl mintegy szdzszor nagyobb energiamennyiségre van sziikség, mint UVC-
bo1[68].

CYCLOBUTANE PYRIMIDINE DIMER

O Deoxyribose
7

1.8. abra A DNS molekulat éré UVB és UVC fotonok hatasara létrejovo két fototermeék, a
ciklobutan pirimidin dimer és a 6-4 fototermék.
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Mint fent részleteztiik, az 6zonréteg jelenleg is észlelhetd karosodasa, elvékonyodasa miatt
a foldet eléré spektrum az alacsonyabb hullamhossz tartomany felé tolodik, UVB-bol a
rovidebb hullamhosszh és biologiailag aktivabb sugarak nagyobb részaranyban érik el a
foldfelszint[69]. Ez egyike azon tényezdknek, amelyek alapjan napjainkban fokozottabb a
fotokarcinogenezis veszélye. Emellett az 1960-as évek Ota jelentdsen megvaltoztak
vakacidzasi szokasaink, a napon tartozkodds lehetdségeinek kifejezett keresése,
napbarnitott bor iranti vagy mind oda vezettek, hogy a populaciét érinté UV terhelés
jelentésen fokozodott[70, 71]. Az ultraibolya sugérzas hatasara keletkezett CPD-t és (6-4)-
PD-ot ép sejtekben nukleotid excizios reparacidé (NER) észleli és kijavitja[72]. A 6-4-
fototermék reparacidja gyors, hatékony, nagyrészt a globalis genom reparacié (GGR) révén
megy végbe. A CPD-k észlelése és kijavitasa lassabb, a kijavitds hatékonysdga is
alacsonyabb, ennek végrehajtoja a transzkripciohoz kapcsolt repair (TCR)[73]. Az UV
fotonok energidja a két szomszédos pirimidin bazis esetén jellegzetes valtozasokat idéz eld,
amelyek, ha a NER nem javitja ki kell6 hatékonysaggal, akkor az UV-ra egyértelmiien
utalés tipusos pontmutaciok, GC—AT tranzicio, CC-TT mutacidok jonnek létre. A hiba
észlelése a transzkripcio leallasat idézi eld, az RNS polimeraz II gatlasaval[74-77],
ilyenkor a sejtciklus ellendrzé pontjainak aktivalodasa és sejtciklus késleltetése all eld,
amely idoleges, de végzOdhet a sejt halalaval is. Ez utobbi a keratinocitdkon UVB hatésara

apoptdzis beindulasat, Gn. sunburn-sejtek kialakulasanak a formajaban észlelhet[78-80].

Az UVA szerepe

A DNS molekula UV-abszorpcios gorbéjébdl jorészt levezethetd, hogy a hosszu hullamu
UVA tartomanybol a DNS mar relative csak kis mennyiséget nyel el, ennek biologiai
kovetkezménye, hogy az UVA direkt modon napégést nem okoz. Egyfajta barnulast viszont
csaknem az expozici6 utan azonnal képes eldidézni, igy keriiltek a piacra a kezdetben tiszta
UVA-t, majd napjainkra domindléan UVA-t és szerény mennyiségi UVB-t emittalo
fénycsovek, amelyek az esztétikai ipar mint szolarium csovek hasznal. Részben az
azonnali napégés hidnya, részben egyéb tényezdk vezettek ahhoz a téves nézethez, hogy az
UVA nem karos sugarzas. A kisérletes eredmények azonban mindink4dbb amellett szdlnak,
hogy e hullamhossz tartomany hatasara is kialakul DNS karosodas[81]. Az UVA hatasa a
DNS-re dontéen a szabad gyokok képzddése révén valdosul meg[82]. A 320-400 nm

elektromagnes sugéarzast a sejtmembranok lipidjei illetve a citoplazma egyéb molekulai
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abszorbealva excitalt allapotba keriilnek. Alapéllapotba jutdsuk kozben energidjukat
atadjak a kornyezetiikben 1évé molekuldknak, leggyakrabban a labilis oxigén molekulanak,
ezzel nagy reaktivitasu oxigén gyokot (ROS) generalva, ami tovabbi molekulakat alakit at.
Az igy elinditott lancreakcid hosszabb életidejii komponensei eljuthatnak a DNS-hez. Ha
elég kozel keletkeznek a DNS-hez a rovid életidejli, nagy reaktivitasu szabad gyokok,
egyszalu, esetleg kétszala DNS-toréseket, bazismodosulasokat hoznak létre. A
legjellemz6bb a 8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanozin (80HdGuo), az abazikus helyek, ill.
DNS-fehérje keresztkotések 1étrejotte[83]. AZ UVA hatasara 1étrejovo szabadgyok-medialt
valtozasok relative gyorsan korrigalhatéak: az egyszali DNS-torések gyorsan
visszakapcsolodnak, a baziskarosodasok a bazis excizids reparacid révén kijavitddnak, a
DNS-fehérje keresztkotéseket enzimek elhasitjadk. Szemben az UVB kivaltotta hatéssal, itt
a folyamatban a sejtciklus késleltetése egyaltalan nem jelenik meg[84], vagy az S-
fazisra[85], illetve a G2/M-atmenetre[86, 87] szoritkozik. Ez kisebb mértékii DNS-
karosodast valdsziniisit, bar egyes pontmutdciok, leggyakrabban AT-CG transzverzié
kialakulhatnak[88]. Bar az UVB lényegesen effektivebb e tekintetben, UVA hatasara is
keletkeznek CPD-k[89], ill. egyes kozlések szerint a 1éziok nagyobb része nem a szabad
gyok karosodasra jellemz6 8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine, hanem a ciklobutan
pirimidin dimer[90]. human bdrben kromoszémakarosodas 1étrejottét is bizonyitottak UVA
hatasara[91]. Az UVA okozta DNS-karosodas relative nagyobb doézisokat igényel, mint
UVB esetén, de ha figyelembe vessziik, hogy a napfény UV-spektrumdban ez a tartomany
90-95%-ot képvisel, az UVA okozta karosodasok szerepe mar nem elhanyagolhat6[92]. Az
UVB ¢és UVA hatasairdl beszélve fontos kiemelni, hogy az UVB minddssze az epidemisz
alsé rétegéig képes lejutni, addig a UVA pusztan fizikai karakterisztikdja miatt az irhaba is
jelentds mértékben penetral. Ezen ismeretek alapjan az UVA-sugarzds artalmai
egyértelmiiek, szerepliik a daganatok kialakulasaban igazolt. Ennek a ténynek az
ismeretében a IARC (International Agency for Research on Cancer), a WHO egyik
szervezete, 2009-ben 1. csoportba tartozd, azaz bizonyitottan karcinogén kategoéridba

sorolta az ultraibolya sugarzas mindegyik fajtajat[93].

Akut UV besugarzas hatdsa a borre

Az akut UV besugarzas legkdzvetlenebbiil észlelhetd karos kovetkezménye a napégés, a
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dermatitis solaris. A mindennapi gyakorlatban is el6fordul, de ennek mesterséges
eléidézése diagnosztikus eszkozként is szolgdl. Az utdbbi, a fényérzékenység
meghatarozasa a minimalis eritéma doézis (MED) megallapitasa[94], tovabba ismételt
korképek kivizsgalasa kapcsan[95]. A napégésnek tovabba a fotokarcinogenezisben is

kiemelked6 szerepe van pathogenetikai[96] és epidemioldgiai szempontbol is[97].

Apoptozis a bérben: sunburn-sejtek

A programozott sejthalal, az apoptozis, a szervezetben kiemelt jelentdséggel bir szamos
sejt és szovet fiziologias miikodése szempontjabdl. A legfontosabb funkcidja egy olyan
védelmi. Erés UV hatdsra nem ritkdn tobben egy csoportban jelennek meg. Az elsd
morfoldgiai elnevezést kdvetden molekularis modszerekkel is lehetett igazolni, hogy ezek
a sejtek mindazon paraméterekkel rendelkeznek, amelyek egyébként az apoptdzison
atment6 sejtek ismérve: DNS-iik fragmentalddott, foszfatidil-szerin detektalhaté a sejten
kiviil a membranon[98], ami amugy csak a citoplazmatikus felszinen van jelen és kaszpaz

aktivitas detektalhato benniik[99, 100].

Az apoptotikus keratinocita morfologiaja alapjan azonosithaté mar hematoxilin eosin
festéssel, de hasznalhatd elektronmikroszkop is. A molekulédris technikdk kozott a
elterjedtek a specialis, a DNS fragmentaciot jelz6 modszerek (TUNEL, DNS létre),
fluorimetria (annexin V), fehérje degradaciot vizsgald (PARP cleavage, caspase assay) stb,
technikdk a pontos szoveti detektalasra[101]. Az apoptotikus keratinocitak
immunhisztokémiai[102] és molekularis biologiai elvii (mikroszomalis DNS  torés)
kimutatasara is lehet6ség van[47].

A sunburn-sejtek szerepe, mint altalaban igaz az apoptoOzisra is, a szdveti integritas
fenntartasa. Ezen folyamat altal lehetséges az elszenvedett UVB sugarzastol kijavithatatlan
mértékben karosodott DNS-sel bird keratinocitak eliminalasa.[103, 104]. Az apoptozis
soran az olyan sejtek, amelyek a DNS allomdnya nem reparadlhatd meg, eltavolitasra
kertilnek, hiszen a karosodott DNS-sel bir6d sejtek utddsejtjei potencialisan malignusak
lehetnek. Ezen kontrollalt eliminaci6 megakadalyozza a karosodott genom fennmaradasat
és tovabbadasat az utddsejtekbe, igy megel6zi a karcinogén mutaciok talélését[104]. A
sunburn-sejtek képzédésében a Trp53 medialt apoptdzis jatszik dominans szerepet, de
egyéb mechanizmusok is szerepet jatszanak. Ismert a mitokondriumok kiemelt szerepe az

apoptozisban[105] szamos faktor kdzremiikodésével: cytochrom C, sejtfelszini receptorok,
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1.8 abra A sunburn-sejtek valoban apoptotikusak bal o. HE festés, jobb oldalon TUNEL
(Terminal UdTP Nick End Labeling) Az apoptotikus sejteket a nyilak jelzik. 400X

Fas/CD95 halal receptorok, TNFalfa Gtvonal. FasL deficiens egerekben megnd a Trp53
mutaciok szama UV hatasra)[106]. Az ismert pro-apoptotikus gének koziil jelentds a p63,
(Trp53 homol6g)[107]; az apotdzis ellen gének koziil pedig a Bel2, Bel-x1[108], jelatviteli
utak: MAPKs (ERK, JNK, FOS)[109] is fontos szerepet jatszanak a sunburn-sejt
képz6désben[96], azonban legmeghatarozobb szerepe a Trp53 fehérjének van. Az UVB
altal elinditott apoptozis szignalban az ultraibolya sugéarzas altal kivaltott DNS karosodas a
meghatarozo. A keletkezett CPD-ket egy masik enzimrendszer, a fotoliaz képes ismételten
Onallo bazisokra bontani, ezaltal visszaallitani a DNS eredeti szerkezetét[38]. Ezen
anyagok ma mar fényvédd készitmények OsszetevOi is piacra keriiltek. Ismert tovabba,
hogy UVB irradidciot kovetéen alkalmazva a fotolidz enzimet, a keletkezd apoptotikus

sejtek szama csokken.[110].

A Trp53 tumor szuppresszor gén

A Trp53 gén mind a basaliomak, mind a spinalioméak patogenezisében jelentds szerepet
jatszik. Ez a gén egy transzkripcios faktort kddol, amelynek targetje szamos a sejtciklus
szabalyozasaban résztvevo gén, illetve a Trp53 protein termék stabilitasaért felelds mdm-2
gén is.[111, 112]. A Trp53 jelent6ségét emberi tumorokban hangstlyozza az a tény, hogy
az Osszes tumor tobb mint felében irtak le mutaciokat ebben a génben[113, 114]. A non-
melanoma tumorok koziil elsOként a spinaliomdkat vizsgaltdk a Trp53 mutédciok
tekintetében[115]. Ebben a tumorfajtaban a legkifejezettebb a napfény expozicidval vald

Osszefliggés egyrészt epidemiologiai adatokat vizsgalva, masrészt annak a klinikai ténynek
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az alapjan, hogy eme tumor szinte kizarolagosan napnak kitett helyekre lokalizalodik. A
spinaliomék tébb mint 90%-aban talaltak a Trp53 génen mutacidkat Egyesiilt Allamokbol
szarmaz6 mintakban[46, 47, 113].

A basaliomak spinaliomaktol eltérd klinikai viselkedése, gy mint a metasztazis készség
hiany és a kromoszoma-eltérések ritkasdga ismeretében nem varatlan, hogy a Trp53
mutaciok tekintetében a basaliomdk masként viselkednek: bar az irodalmi adatok nagy
valtozatossagot mutatnak, a basaliomak csak mintegy felében igazolodott Trp53
mutacio[116]. A protein szintet vizsgalva azonban a basaliomak nagyobb hanyadanal irtak
egyeb gének szintjén mar afiziologias allapotok uralkodnak, amihez képest a Trp53 szerepe
mar masodlagos. A basaliomaknal talalt Trp53 mutaciok masik sajatossdga, hogy a
mutaciok az esetek nagyobbik felénél az aminosav szinten null mutacioként jelent meg,

azaz stop kodon beépiilésére valtozik a bazissorrend[113]

Mutaciok bérdaganatokban

Az a felismerés, hogy a napfény a bortumorokért felelds, régen megsziiletett, az els
megfigyelés Thiersch-t6] szarmazik 1875-bol[118]. A Trp53 mutaciok, amiket
basalioméakban és spinaliomakban talaltunk, a feltételezéseknek megfeleléen dipirimidin
helyeken fordultak eld, ami a napfény oki szerepét igazolja. A mutacidk tipusa is arulkodo,
amennyiben a muticiok kétharmada az egyik tipusos UV kézjegy mutacio: C-T
pontmutacid, sét eléfordulnak CC-TT mutaciok is[73, 74, 119]. A mutacids spektrum
ezekben a tumorokban kiilonbozik egyéb belszervi tumorokban, pl. az emld- és a
vastagbéInél megfigyelt mutaciok tipusait61[120, 121]. Bar a mutaciokban érintett kodonok
hasonléak a non-melanoma bdrrakokéhoz, ezen utdbbi tumorokban a 1étrejovo
pontmutaciok mégsem az UV kézjegy tipusuak. Boértumorokban megfigyeltek szamos
C—>A és C—>G mutaciokat amelyeket ugyan szintén leirtak UV hatasara, mégsem
tekinthetdk klasszikus UV kézjegy mutacionak. A fentiekhez még szorosan hozzétartozik
az a tény is, hogy a tumorokban leirt mutaciok nem pusztan csak az egész életen at tartd
napfény expozicid passziv bizonyitékai, hiszen akkor latnank UV kézjegy mutéaciokat nagy
Mivel azonban a megfigyelt mutaciok csaknem kizarolagosan olyanok, amelyek a kodolt

aminosav megvaltozasdhoz vezetnek, emiatt joggal mondhatjuk, hogy a fenti mutaciok oki
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jelleggel birnak a non-melanoma bérrakok kialakuldséban.

A fenti gondolatmenetben levont kovetkeztetéseket allatkisérletes eredmények is
alatamasztjak. Egereken végzett vizsgalatokkal sikeriilt UV kézjegy mutaciokat generalni
egerekben is naponta ismételt UV besugarzassal[122]. Ezekben a kisérletekben naponta
ismételt UVB ¢és/vagy UVA hatdséara kialakultak spinaliomdk, amelyekben a Trp53 gén

mutaciodi hasonléak voltak a human non-melanoma bérrakok mutacidihoz.[119]

A Trp53 gén a genetikai integritast hivatott fenntartani, igy a ,,guardian of the genome,
génallomany védelmezdje”-ként miikodik.[114] Ez a védelem két 1épésben valosul meg, a

sejtciklus feltartoztatasa és az apoptdzis inicidlasa forméjaban. Els6 1épésként a DNS

Sﬁ Gzav
4 M
R
tGld

=
G,

1.9. abra A ciklin-dependens kinazok aktivitasa a ciklin-dependens kindz inhibitorok hatasainak
ereddjeként dol el. sejtciklus fo allomasai és a G1—>S atmenetet megszabd R pont helye. Az R
ponton talhaladva a sejt mar elkotelezte magat egy ujabb oszlasi ciklushoz, ami utan a kdvetkezo

,»megallo” csak az R pont ujabb elérésével lehetséges.

karosodas hatdsara a sejtciklus a G1 ellendrzépontnal megall. Ennek oka, hogy a Trp53
fehérje stabilitdsa fokozodik, ami a ciklin-dependens kindz inhibitorok kézremiikodésével,
a CKl-pl6 aktivitasan keresztiil vezet a DNS hibajanak a kijavitdsara szant ido
meghosszabbodasahoz[123, 124]. A Trp53 a G1 fazisban az un. R pont (restrikcios pont)
elérése elott képes megallitani a sejtciklust, hianyaban azonban ez nem kovetkezik be[125]

(1.9. abra).
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A ciklin-dependens kinazok szabalyozasa
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1.10. abra Az R ponton valo athaladast vagy megallast az Rb foszforilaltsagi allapota hatarozza
meg. Ha az a molekula hipofoszforilalt, akkor az egy komplex részeként szorosan kotddik a
DNS-hez és a DNS replikacio nem johet létre. Amennyiben azonban a ciklin-dependens
kinazok aktivak és az Rb hiperfoszforilaltta valik, akkor ledisszocial az E2F-DP komplexbdl
és a sejtciklus tovabbhaladasa el6tt nincsen akadaly.

CDK inhibitor p16 mas ciklin-dependens kinazok szamara elérhetetlenné teszi a ciklin D-
t[126]. Ezen a ponton taljutva a sejtciklus automatikusan befejezdédik ujra elérve a Gl
fazist, anélkiil, hogy lehetdsége lenne a sejtciklus Gjabb huzamosabb feltartoztatasra. Az R

pontban végbemend torténéseket az 1.10 abran lathatoak.

Ennek a pontnak a kulcsmolekuldja a retinoblasztoma gén és protein terméke, az Rb[104,
127]. Ennek a molekulanak a foszforilaltsagi allapotatol fliggéen szabadul fel az E2F
transzkripcids faktor csaladba tartozo valamelyik faktor, hogy a DNS replikaciot beinditsa.
A folyamatot feliilrdl szabalyozé ciklin-dependens kindzok inhibitorok altal
szuppresszalodnak, ill. szabadulnak fel a gatlas alol[108]. A ciklin-dependens kinaz
inhibitor gének ismert targetjei a Trp53-nak[109]

Egyéb karcinogén anyagok szintén szoba jonnek a non-melanoma bdrrakok kialakulasanak
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hatterében. Az arzént a szervetlen trivalens formdajaban gyakran hasznaltdk, mint
gyogyszert korabbi szdzadokban. Ma az ivéviz bizonyos teriileteken tartalmazhatja
nagyobb mennyiségben. Kronikus arzén-expozicid multiplex szuperficialis basaliomakat
okoz, altalaban évtizedekkel késébb[128, 129]. Rontgen sugarzas, amely szintén korabban
gyakran volt hasznalatos betegségek kezelésében, ma mar igazoltan szintén felelds
basaliomak és spinaliomak kialakitasaért[130]. Akut vagy kronikus radioderma jelentésen
noveli a basalioma kialakuldsanak esélyeit. Manapsag egyre ndvekvé mennyiségi
bizonyiték van a PUVA-kezelés basalioma kialakulasat noveld hatasara[131, 132], mig a
keskeny-hullamsavii UVB esetén nagy anyagon vizsgalva sem lehetett hasonld

Osszefliggést igazolni[133].

A kémiai karcinogének elsédlegesen spinaliomak kialakulasaért tehetéek felel6ssé[134].
Els6 megfigyelésként a kéményseprok scrotum rakjat mar 1775-ben Percival Pott
Anglidban megfigyelte és Osszefliggést vélelmezett a kémiai anyagok és a daganat kozott.
A vesetranszplantaciok bevezetése utan hamarosan fény deriilt arra, hogy a
szervtranszplantaltak korében a bdrdaganatok szdma jelent6sen emelkedett az atlag
populacidhoz képest[135, 136]. A transzplantaltak esetén azonban az atlagpopulacioban
¢észlelt basalioma talsuly megfordul és sokkal nagyobb gyakorisaggal észleljiik spinalioma
kialakulasat[137]. Azok a mechanizmusok, amelyek vesetranszplantalt betegeknél
kialakul6 basalioma és spinalioma immunologiai torténéseit dolgozzak fel, ma még nem
teljesen tisztazottak, de szdmos eleme mostanra mar ismertté valt kiemelve a human
papilloma virus és a Trp53 szerepét[138]. A megfeleléen alkalmazott fényvédok
hatékonyan akadalyozzdk meg a solaris keratosis €s a spinalioma kialakuldsat, azonban

kevésbé tiinnek hatékonynak lenni a basalioma-prevencioban[139].

Mas kronikus bérfolyamatok estén is észlelhetéek basaliomak, igy feltételezhetd volt, hogy
Osszefiiggés all fenn az ismétlodd, nehezen gyogyuld sebek, pl. Labszarfekély, ill. régi
égési sériilések kronikus sebeiben kialakuld tumorok kozott, azonban a nagyobb anyagon

végzett vizsgalatok ezt nem tiinnek alatamasztani[140].

Hosszu idon at elszenvedett UV sugdrzas hatdsai a borre

A kréonikus UV besugarzés a boron korai 6regedéséhez, daganatképzddéshez vezethet.
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Intinzik és extrinzik bororegedés - photoaging

A photoaging (néha: photoageing) kifejezés a bor fiziologias, intrinzik dregedésénél
lényegesen gyorsabb UV-indukalta oOregedését takarja. A természetesen bekdvetkezd
intrinzik fiziologias. Foka foként genetikai faktorokon mulik, jol megitélhetd id6s
paciensek napfény-expozicionk soha ki nem tett borfeliiletein, klinikai tapasztalat, hogy
esetenként ez mennyire szerény foku az extrinzik oregedéshez képest. A photoagingnél, az
extrinzik Oregedésnél, a kiilsé kornyezeti hatdsok szerepe a legmeghatdrozobb. A
kornyezeti hatasok koziil legfontosabb UV-sugarzas, amely bortipustol fliggéen ugyan, de
mindenkinél 1étrehoz t6bb-kevesebb karosodast a boron. Természetesen az UV-sugarzas
mellett a kornyezet egyéb elemei, a taplalkozas, a légszennyezés foka, a foldfelszini
ozonterhelés, és a dohdnyzds is jelentds szerepet jatszanak. Ez utobbi tényezd a bor

extrinzik dregedésének egyik legmeghatarozobb komponense[141].

Az intrinzik béroregedés oka az a folyamatosan jelentkezd karositd hatasok miatti
irreverzibilis sejt és szovetkarosodas, elsddlegesen a szabad gyokok bort karositd hatasa.
Els6sorban metabolikus folyamatok generaljak a szabad gyokoket, egyebek mellett a
xantin/hipoxantin oxidacio, a kollagén szintézis, a mitokondrialis elektron transzport[142].
Ezekben a folyamatokban a mitokondriumok jatszanak meghatarozo szerepet, hiszen az
elektrontranszport mellett keletkezd oxigén szabadgyokok itt képzdédnek, de egyben
karositjak a mitokondridlis DNS-t is. A kialakul6 DNS mutéciok ezutan tovabb rontjak az
oxidativ foszforilacio effektivitisat, energiavesztést és tovabbi szabad gyok képzddését
eredményezik. A citoplazmatikus szabad gyok képzodés okozta karosodasok elsédleges
célpontjai a proteinek[143]. A proteoszomalis enzimek oxidacidja funkcidojuk
karosodasaval jar, csokken az egyéb oxidalt fehérjék eliminacidja, igy felhalmozodnak
koros fehérjék, amelyek fénymikroszkopos képeken is kimutathatdbak.  Mindezen
valtozasok a photoagingben is megjelennek, csak a folyamat dinamikdja joval
gyorsabb[144, 145]. Emellett azonban az intrinzik és extrinzik béroregedés kozott jelentds
eltérések is vannak[17]. Utobbira igen jellemzd a solaris elastosis, egy amorf elasztin-
tartalmi anyag felhalmozodasa a dermiszben[146]. Ennek ismérvei a szignifikdnsan
kevesebb kollagén I, III, VII, kevesebb fibrillin-1 jelenléte, ill. az elasztikus rostok
fragmentalodasa, az intersticialis kollagén bazofil degeneracioja. A photoagingben az UVA
a domindns hulldmhossztartomény, pusztan a bdrbe valé mélyebb penetracids képesség
miatt[147, 148]. A dermalis fibroblaszt ¢és extracellularis matrix karosodasaban a

degradacio igen kifejezett, ennek hatterében a matrix metalloproteinazok aktivalodasa
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all[149]. A photoaging része a teleangiektaziak képzdodése, a fokozott vaszkularizacio,

ennek hatterében a VEGF szerepe meriil fel[150].

A hypoxia vdlaszitvonal szerepe a borben

A bor oxigénellatas szempontjabol nem tekinthetd kifejezetten igényesnek szamos egyéb
szovettel, szervvel Gsszevetve. Ismeretesek azonban kozlések, amelyek arra utaltak, hogy

UV az angiogenezis regulacidjan keresztiil is kifejti hatasat, amely daganatok

kialakulasaban korai 1épésként szerepet jatszik[151-153].

A HIF-1 egy heterodimerekbdl felépiild transzkripcios faktor, amely az oxigén
homeosztazis kozponti regulatoraként mitkodik. Két alegységbdl all, HIF-1lalfa és béta.
Ezek koziil a HIF-1 béta konstitutivan expresszalt és dimerizacids partnerként szolgal
egyéb transzkripcidos faktorok szamara, mas néven egyébként aryl-hidrokarbon
receptorként is ismert[154]. A HIF-1 alfa expresszioja ezzel szemben a sejtben 1évé
oxigénkoncentracid kontrollja alatt 4ll, és mint ilyen, fontos szingaltranszdukcios
utvonalakat regulal[155, 156]. Ennél fogva aztan a HIF-1 transzkripcios faktor komplex
aktivitasa egyértelmiien a HIF-1 alfa alegység kontrollja alatt all, tehat kijelenthetd, hogy a
HIF-1 alfa szolgal mind az oxigén homeosztazis legfobb regulatora[155]. A hypoxia a HIF
Ennek effektor mechanizmusa a HIF-1 alfa prolil-hidroxilaznak a hypoxias kornyezetben
¢észlelhetd csokkent hydroxilizacios akivitasa[157]. A lebontas soran a HIF-lalfa prolin
részei hydroxilaltta valnak, ezaltal a von Hippel-Lindau faktor k6tédni képes hozza. A von
Hippel-Lindau faktor az E3 ubikvitin protein ligaz felismeré komponense, ez a komplex
normoxids koriilmények kozott gyorsan ubikvitindlja a HIF-lalfat, amit ezt kovetéen a
proteoszémaban lebomlik[158]. Hypoxias kornyezetben a fent leirt folyamat aktivitasa
megsziinik, amely nagyon gyors HIF-1 alfa szint emelkedésben nyilvanul meg, amely
aztan egy sor adaptiv folyamatot regulal a HIF-1 target géneken keresztiil[159]. HIF-1 alfa
célgénjei magukban foglalnak szdmos olyan gént, melyek a sejtek metabolizmusanak
alacsony oxigénhez vald alkalmazkodésat regulaljak, példaul az anaerob energiatermelés
fokozasa, ilyenek példaul gliikoz transzporter 1 és 3, hexokindz 1 és 2, foszfofruktokinaz
L, glyceraldehid-difoszfat stb. Emellett megemelik az oxigént szallito és produkald
faktorokat, olyat, mint az eritropoetin, vaszkularis endotelialis névekedési faktor (VEGF),

¢s a VEGF receptor. Emellett szamos tovabbi target génen keresztiil is kifejti hatdsat,
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amelyek pontos funkcidja a mai napig nem ismert, példaul a transzferin, transzglutaminaz

2, hemoxigenaz 1.

Az alap oxigénfiiggd regulacidja a hypoxia gén expresszionak egy nagyon komplikalt
folyamat, amely egyéb sejt szignal transzdukcios Utvonalakkal Osszefiiggést mutat, mint
példaul a foszfatidil-inozitol-3 kinaz (PI-3-kinaz) utvonallal az a mitogén-aktivalt protein-
kinaz (MAPK) ¢és a kalcium kalmodulin kinaz dependens utvonalakkal, melyek végsé
soron HIF-1 alfa szignalon keresztiil protein expresszidhoz vezetnek €¢s a DNS kotd

képességét fokozzak bizonyos fehérjéknek mar nem hypoxias kérnyezetben is[160].

A reaktiv oxigéngyokok (ROS) szerepe is felmeriil a HIF-1 alfa stabilizacioban, amely igy
egyes daganatok esetén is jelentdséggel birhat[161]. Ezeknek az utvonalaknak a fontossaga

a daganatok terapias targetként is jelent6séggel birhat.[162, 163].

Mindezeket Osszefoglalva, ugy tiinik, hogy az UVB szerepet jatszhat a HIF-1 alfa
aktivacigjaban és a hypoxia szignal kialakitasaban keratinocitakban[155, 164, 165]. Ez a
feltételezésiink tovabbi tamogatast nyert olyan felismerések altal, hogy az VGEF mellett
egy¢b HIF-1 alfa target gének, példaul a hemoxigenédz, az indukalhaté nitric oxid szintaz
szintén az UV fény regulacioja alatt allnak[164, 166-168]. Erdekes moédon tijonnan végzett
megfigyelések, azt mutatjdk, hogy a hypoxia érzékelés a HIF-1 alfan keresztiil egér
keratinocitakban nagyon fontos komponense a szisztémas hypoxids valasznak,
hangsulyozva tehat a hypoxids jelatvitel jelentdségét a szervezetben keratinocitak altal.
Ezzel tehat nem csak bdrben, hanem szisztémas szerepe is tlinik lenni az epitelidlis

hypoxias valasznak[169].

D-vitamin szerepe

Az ¢értekezésben szamos alkalommal fordul el a keratinocita differencidcios
vizsgalatoknal a D-vitamin, de nem csak emiatt tartottam fontosnak kitérni erre a hormonra
a bevezetésben. A masik ok az, hogy nagyon sok kozlés sziiletik a D-vitamin alacsony
szintjéhez tarsuld kiilonbozd betegségekrdl, illetve taldlkozunk direkt napozasra felhivo
véleményekkel a popularis médidban. Ezen utobbi vélekedés tudoményos igényességli
cafolata nem keriilheté meg az értekezés témajaba valtd jellege miatt. A D-vitamin az
emberben kiilonleges funkciot tolt be, hiszen a definicid klasszikus értelmében nem is

meriti ki a vitamin fogalmat, hiszen szerveztiink képes ezt az anyagot akar teljes egészében
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eléallitani, bar a mindennapok életvitele mellett ez tobbnyire nem valdsul meg. A D-
vitamint ma inkabb hormonnak tekintjiik, amelynek pro-hormonjat a szervezet a bérben
allitja elé D3 vitamin formajaban megfelelé napfény expozicié hatasara. A D-vitaminnak
két forrasa van, egyrészt a napfény altali endogén szintézis, masfeldl a diétaval bevitt D-
vitamin, amelyek egyiittesen megfeleld szintet kell elérjenek a szervezetben, a helyes
mikddéshez. A napfény és a diéta kozotti arany klimatikus viszonyoktol fliggden
jelentdsen valtozni tud[170]. Norvégia jelentds részben a D- vitamin hiany nem jelent
problémat az igen kevés ultraviola sugarzas ellenére sem, hiszen nagyon sok D-vitaminban
gazdag halat fogyasztanak az ott él0k[171]. Ezzel egyiitt az utobbi években a D-
hipovitaminézis feltételezett szerepe egyre nagyobb figyelmet kap a médiaban, és egyes
vélemények szerint az UV expozici6 fokozasaval kell erre valaszolnia az embernek. Maga
a D-vitamin elnevezés egy szteroid vazu molekula csalddot takar, amelynek legfontosabb
két formaja D,-vitamin, vagy ergocalciferol, illetve a Ds-vitamin, azaz a kolekarciferol. A
Ds-vitamin az ultraibolya fény hatasara keletkezik a 7-dehidrokoleszterinbél. Ez az anyag
allatok borében ¢€s tejben is nagy mennyiségben fordul eld. A D-vitamin szintézis
szempontjabol hatékony hullamhossz a 250 — 300 nanométer kozotti tartomany,
lényegében az UVB tartomany. A borben keringé 7-dehidrokoleszterin az UV energia
hatasara alakul at kolekarciferolla. Ez a folyamat mar egészen alacsony, 3-as UV index
esetén elindul. Magasabb UV index esetén sem nagyobb hatékonysagl a szintézishez,
hiszen a gorbe relative hamar telitésbe fordul. A Klasszikus D- hipovitamindzis az
angolkor, rachitis, ma mar ritkan 1athato[172]. Ez a korkép és ez csak a D hipovitamin6zis
csoport legpregnansabb megjelenése, ezen kiviil kevésbe latvanyos modon szamos
betegség kothetd alacsony D vitain szinthez. Felmeriilt a D-vitamin haztartds zavara
autoimmun betegségek, infekciok, kardiovaszkularis betegség, illetve malignus daganatok
hatterében is. A bdrben képzddott D-vitamin azutan a majban 25-hidroxi D-vitaminna
metabolizalodik. Ezt hasznaljuk a D vitamin szérum szintjének mérésére is. A 25-hidroxi
D-vitamin ezutan a vesékben 25-hidroxivitamin D-la-hydroxylaz (CYP27B1) enzim
hatasara 1,25- dihidroxi D-vitaminna alakul at. A vesében tortén6 1,25-dihidroxi D-vitamin
szintézis nagyon szigoruan a véraramban keringd parathyroid hormon, a kalcium és a
foszfor szintjében alakul. A D-vitaminnak nemzetkdzileg standardizalt szintje nem
egyértelmilen van meghatdrozva, mindenesetre altalanosan elfogadott, hogy a 20 ng/ml,
illetve 50 nmol/l érték alatt beszéliink D-hipovitamindzisrol. Ezen értékeket figyelembe
véve becslések szerint a vildgon koriilbeliil egy millidrd ember D-hipovitaminézissal

¢1[173-176]. Kiilonosen veszélyeztetett az idéskortt populacio[170]. Egyes vizsgalatok
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szerint az eurdpai és észak-amerikai idések kozott 40-100 % kozotti D-hipovitamindzist
lehet megfigyelni. S6tétbort kozosségekben, gyerekkorban és fiatalkorban is el6fordulhat
D-hipovitaminézis[177]. A D-vitamin els6dleges funkciéja a kalcium és a foszfat
biztositdsa. Ennél 1ényegesen érdekesebb az utdbbi években észlelt nem csont szerkezeti
funkcidja a D-vitaminnak.

Az egyenlit6tdl messzebb €16 populaciok korében egyre gyakoribb a Hodgkin-kor, a
vastagbél pancreas, prosztata, ovarium, emld malignus daganatainak a gyakorisdga, ha
Osszehasonlitjuk a egyenlitéhoz kozelebb €16 populaciokkal[178-181]. Prospektiv és
retrospektiv epidemiologiai vizsgalatok azt igazoltak, hogy 20 ng/ml alatt 30-50%-kal
fokozodik a vastagbél, prosztata és emldrak kialakulasanak veszélye, valamit ezek
mortalitasa is magasabb[182]. Szamos vizsgalat indult e kérdés tisztazasara; egy kozel
1000 né korében végzett vizsgalatnal a magas D-vitamin szint és az alacsony D-vitamin
szinti csoport kozott 50%-os eltérés volt az emlérak kialakuldsdnak kockazatat
illetéen[182]. Daganatok esetén a helyzet azonban Iényegesen bonyolultabb, a tumor
kockazata €s a szérum D-vitamin szintje nem direkt mdédon korrelal. Ennek magyarézata,
hogy a vese nagyon szigortian szabalyozza az 1,25-dihidroxi D-vitamin termelését, amely
szint nem egyértelmien emelkedik nagyobb UV hatas, vagy fokozott D-vitamin bevitel
mellett sem. Megfigyelték azt is, hogy D-hipovitaminézis eléfordul teljesen normal, vagy
akar emelkedett 1,25-dihidroxi D-vitamin mellett is[174, 183, 184]. Ennek egyértelmii
magyarazat -, melyet szamos referencia tamasztja ala- , hogy a vastagbél a prosztata, az
emld és egyéb szovetek daganatai 25-hidroxi D-vitamin dlalfa hidroxilazt expresszalnak,
¢s igy 1,25-hidroxi D-vitamint termelnek talélésiikhoz. A vizsgalatokbol az tlinik ki, hogy
egy sejt malignussa valasakor az 1,25-dihidroxi D-vitamin apoptozist képes indukalni és
ezért ujdon képes indukalni, ezaltal a sejt esélyét a tulélésre jelentdsen képes csokkenteni.
Miutan ez megtortént maga az 1 — 25 dihidroxi d vitamin stimuldlja a CRIB 24 gén
indukcigjat, amely az inaktiv kalcitro savva bontja le. Ez garantalja, hogy az 1 — 25
dihidroxi D-vitamin nem keriil be a keringésbe, hogy a kalcium haztartasra jelentds
hatassal legyen.

A malignus tumorok mellett egyéb betegségek is ismertek, amelyek szintén D-
hipovitamin6zis szamldjara irhatonak tartanak. Ezek koz€é tartoznak autoimmun
betegségek, reumatoldgiai betegségek €s a diabetes, de emellett a skizofrénia és a
depresszid hatterében is felmeriilt az alacson D-vitamin szerepe. A fenti logikabol

kovetkezben a D-vitamin poétlasa sziikséges lehet akar az élelmiszerek D- vitamin
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gazdaggd tételében, példaul az USA-ban arult tej esetén, illetve taplalék kiegészitdk
fogyasztasaval. Napi 200 IU D-vitamin ajanlott gyermekeknek és felndtteknek 50 éves kor
alatt, 4001U 51 — 70 kozott és 600IU 71 év folottiek szamara. Azonban ha ez nem atlagos
fokt napfény expozicioval parosul, a sziikségletek akar meg is duplazédhatnak. A
legkoltséghatékonyabb megoldas, hogyha heti 50.000 IU tartalmi D, vitamint kap a
paciens heti egyszer két honapig, majd ezt kdvetden minden masodik, vagy harmadik
héten. Emellett féleg Amerikaban elterjedt gyakorlat a tej és a narancslé D-vitaminnal
torténd kiegészitése[185, 186]. A napfény expozicid szerepe ebben a D-vitamin haztartas
potlasaban kérdéses. Ha a napon tartozkodas hosszat jozan, mértéktartdé modon valasztjuk
meg, a szervezet nyari idészakban bdséges D-vitamin készletet képes eldallitani €és azt a
zsirban tarolni, mely aztdn a téli idészakban a vérdramba keriil. Ehhez elegendd a kezek és
a labak 5-30 perc kozotti napfény expozicionak vald kitétele 10 ora és 15 ora kozott, heti
Osszesen két alkalommal. Az egy MED-nek megfeleld napfény expozicio egy fiirdoruhat
visel6é embernél koriilbeliil 20.000 IU D-vitaminnak felel meg[187, 188]. Ezzel egyiitt a D-
vitamin potlasara elsédlegesen javallott modszer a taplalék kiegészitok, a D, és Ds-vitamin
per os fogyasztasa, amely mellé jozan mértékben élvezett UV hatas elégséges lehet[189].
Semmiképpen sem javallott az excessziv napozas, illetve a mesterséges UV forrasok
hasznalata a D-vitamin potlasara, hiszen ezeknek bordaganatokat keltd hatésa

egyértelmiien igazolt.

A keratinocitak termindlis differencidcidja

Ahogy azt korabban mar emlitettiik, a terminalis differnciaci6 az a folyamat, amely sordn
az ¢l6 keratinocitdk elhalt korneocitdkkd valnak. A korneocitdk mar sejtmagot nem
tartalmazo aktiv funkciokkal nem biro sejtek, alap épitdelemei a stratum corneumnak.

A szaruréteg kialakulasa, ezzel egyiitt, nemcsak a sejtes szerkezet atépiilését jelentik. A
barrier kialakulasahoz sziikségszerien elvart a lipid struktira megvaltozasa, hogy egy
erdteljes vizhatlan barrier johessen létre. Ezek utan nem meglepd, ha kijelentjiik, hogy a jol
funkciondld epidermalis barrier, a lipid struktira atépiilését €s folyamatos Gjraépiilését is
feltételezi. A termindlis differenciacio elsddlegesen fehérjék szintjén valosul meg.

Az epidermisz bazdlis rétege az a sejtréteg, amely direkt kontaktusban all a
bazadlmembrannal és ez képes proliferaciora is. A bazalis keratinocitdk alapvetden két
funkciondlis csoportra oszthatok attol fiiggden, hogy differenciacié szempontjabdl milyen

potencialt mutatnak. A bazalis réteg sejtjei kozott talalhatdak az epidermalis Ossejtek és a

37



dc_274 11

tranzit amplifikalo sejtek. Az igazi dssejtek nagyon alacsony szdmban taldlhatéak meg a
borben, feladatuk a genetikai integritds maximalis védelme ¢€s csak esetenkénti oszlas. A
tranzit amplifikalo sejtek szerepe a késObbi sejtoszlads szdmara megteremteni azokat az
utodsejteket, amelyek aztan a termindlis differenciacio folyamataban részt vesznek[190]. A
tranzit amplifikdld sejtek magas mitotikus aktivitassal birnak és a bazalmembranhoz
kotottek. A differenciaciod elsé 1épéseként az utodsejtek elvesztik a kapcsolatukat a
bazalmembréannal, a ham stratum spinosumaba lépnek. A terminalis differenciacié soran a
sejtek ellapulnak, és jellegzetes differenciaciohoz kapcsolhatd fehérjék expresszioja indul
meg, ezek koziil legismertebbek az 1-es és 10-es keratin. Ezzel parhuzamosan a
citoszkeleton is atrendezddik. A stratum granulosumban indul a keratohialin granulumok
kialakuldsa, amelyekben képzddnek azok a keratinok, amelyek majd a keratinfilamentum
halézatot alkotdi lesznek. A keratinfilamentumok tgy jonnek létre, hogy az egyes
fehérjeszalakat a transzglutamindz I enzim Ca®-fiiggd modon rogziti kovalens
keresztkotésékkel oly modon, hogy a glutamin és lizin csoportok kozott izopeptid kotést
hoz 1étre[191]. Az igy képzddott kovalens kotés proteolizissel gyakorlatilag bonthatatlan,
erds lugos kémiai anyagok képesek csak a kotéseket elroncsolni.

A terminalis differenciacié soran a DNS lebomlik, a sejtorganellumok szétesnek, a
plazmamembran helyett kornifikalt setjburok (cornified envelope) alakul ki[192] és
ceramid szabadul fel a lamellaris testekb61[193]. Az elszarudosott réteg, a stratum corneum

mar elhalt sejtekbdl all, amelyek aztan lehamlanak a bor feliiletérdl.

A bor lipidjei

A stratum corneum altal 1étrehozott barrier kialakuldsdhoz sziikségszertien elvart a lipid
struktira megvaltozasa, hogy egy erdteljes vizhatlan barrier johessen 1étre. Ezek utan nem
meglepd, ha kijelentjiik, hogy a jol funkcionaldé epidermalis barrier a lipid struktira
jelentds lipidvaltozasokkal is egylitt jar. A folyamat soran a nagyon hosszu szénlanct
zsirsavak felgyiilemlése figyelhetd meg. Felszaporodik a koleszterin-szulfat, a nem-
észterifikalt koleszterin és a szfingolipidek, parallel a gricelofoszfolipidek, trigliceridek és
a hosszll szénlancu tobbszorosen telitetlen zsirsavak aranyanak a csokkenésével[194]. A
szfingolipidek a stratum corneum lipidjeinek kb. 50 %-at alkotjak, elsédlegesen ceramidok
formajaban[194-196]. A ceramidok a lipidvegyiiletek egy csaladja, felépitésiikre altalaban

jellemzd, hogy egy szfingozinbdl €s egy hozza amid kétéssel csatlakozd zsirsavbol allnak.

A ceramidok a sejtmembranban taldlhatéak nagy szamban. A membranban a
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szfingomielinbe felépitésében jatszanak szerepet, maga a szfingomielin egy ceramid
magbdl és egy poléros foszfokolin vagy fosztoetanolamin részbdl all, amelyik a molekula

fejéhez csatlakozik.

A ceramidok glicozil-ceramidokka konvertalodnak a ceramid glikozil-transzferaz enzim
hatasara a c€lbol, hogy a lamellaris granulumokban akkumulalédjanak[197]. Ennek a
folyamatnak nem minden eleme ismert, de egy aktiv transzport folyamat sziikségesnek
tinik lenni, amely sejtkozi térbe juttassa a lamellaris test granulumok tartalmat[198, 199] A

ceramidok gyors eldéallitasa a stratum granulosum - Stratum corneum hatardn torténik

OH

SPHINGOSINE
N CHzO —
/\/\/\/\/\/\/\/\H/NH
FATTY ACID o

1.11. &bra. A ceramidok felépitése. Egy szfingozin lanc és a hozzd amid kotéssel

kapcsolodo zsirsav. forras: www.wikipedia.org

glikozilceramid és szfingomielin hidrolizise altal, majd azutdn a ceramidok kiszabaditasa
torténik meg a stratum corneumban a ceramid pull hidrolizise altal[196, 200, 201]. Az
epidermalis lipidek szamos fehérjével egyiitt elsddlegesen a lamellaris test
granulonumokban vannak felhalmozva a stratum granulosum teriiletében. A pontos
mechanizmus ezen lipid depozitumok létrejottéhez még mindig vita targya. Els6dlegesen
egy aktiv transzportot feltételeznek, amely sordn az intersticialis térbe jutnak ezek a
lipidek, hasonléan a lizoszémékhoz. Ennek a folyamatnak az eredményeképpen jon aztan
1étre a korneocitdk kozott folépiilt lipid matrix. Bar ez a folyamat kevésbé energiafiiggo,
mégis a kiilonleges lipid lamellaris szerkezet létrejottének ez 4ll a hatterében. A ceramidok
egyik leginkdbb vizsgalt tulajdonsaga az apopotozis indukald hatdsuk. A ceramidok
felszaporodasa észlelheté olyan hatasok eredményeképpen, amelyek ismerten apoptdzist

indukalnak. Ezek kozé tartoznak az ionizalod sugarzas[202], az UV sugarzas[203, 204], a

crer

39



dc_274 11

a mitokondrium upstream elemeként tekintiink a ceramidokra, azonban a folyamatban
szamos elem nem pontosan tisztdzott. Mivel a daganatsejtekben ceramidok
akkumulalédnak, igy vélhetéen szerepet jatszanak a tumorok elleni védekezésben az
apopotozis valasz soran, ezért a ceramidok mint tumor szuppresszor lipidek is leirdsra

kerultek.

Fehérjék és lipidek a termindlis differencidcioban

Mint a fentick alapjan kideriilt, a termindlis differencidcioban a fehérje és lipid
komponensek jelentds fokban dsszehangolt valtozasaira van sziikség tokéletes idozitéssel a
normalis elszarusodas, az orthokeratosis megvaldsuldsdhoz.

Kitlind példaja a kolcsonds egymasra utaltsdgnak, ami a mechanikai fehérjék alkotta,
illetve a vizellenallo barrier lipid réteg kialakuldsat jelenti. A lamelléris ichthyosis 1. és 2.
tipusaban észlelt meglepd klinikai hasonlosagok. A lamellaris ichthyosis egyes korképeiért
a transzglutaminaz 1[206]. és az ABCA12[207] gén a feleldsok. A transzglutaminaz 1. az az
enzim, amely kovalens kotésekkel a fehérjéket Osszekapcsolja, amig az ABCAI12 egy
olyan transzporter fehérje, amely a szfingolipidek epidermiszbe jutasat segiti el6. Egyes
borgyogyaszati betegségek, mint az atopids dermatitis, a psoriasis, illetve egyes
genodermatosisok esetén keratinocitdk differencidcidja mutat zavarokat. Hasonld
zavarokat idéz eld az akut UV karosodas és a gyogyszeres kezelés. Ezek koziil
érdeklddéstinknek megfelelden elsddlegesen az UV-sugéarzads barrier funkciéra mutatott
kedvezdtlen hatdsai voltak érdekesek. Ismert tény, hogy a napozas hatasra a bor
megvastagszik, elsddlegesen az epidermisz hyperprliferacidja révén ¢és ebben a
folyamatban a transzforming growth factor (TGF) alfanak szerepe van[208, 209]. Egyes
kozlések szerint a bor permeabilitdsara, a hyperproliferaciora kifejezett hatassal van az UV
sugarzas[210, 211]. Az oxidativ stressz szerepét is leirtdk az Alzheimer-kor
patogenezisében, ahol a ceramid és koleszterin metabolizmus a ROS éltal karosodik és
vezet neurodegenerativ betegségekhez[212].

A fent leirt karositd hatdsok eredményeképpen a lipidek és ezaltal az epidermisz barrier
funkcidja zavart szenved. Emellett a barrier funkcido szerves olddszerekkel wvald
megvaltoztatidsa szintén a keratinocita differenciaciot befolydsold tényezdként keriil
leirasra[213]. Az epidermisz barrierjének kialakulasa tulajdonképpen egy jol kontrollalt
transzkripcionalis valtozas-sorozat kell legyen, amelyek soran a hamsejt érése fokozatos

1épcs6kon keresztiil valosul meg. Ebben a folyamatban a barrier lipidek a szfingolipidek
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szintén regulald funkcidval birnak[214, 215].

Az 1990-es évek végén kertilt felismerésre, hogy a szfingolipidek szerepe a membranban a
jelatviteli utvonalak szempontjabol is jelent6séggel bir[216]. Korabban is ismert volt a
koleszterin és a glicerofoszfolipidek, szfingomielin ¢és a szfingolipidek kozotti
kapcsolat[217], de a sejtmembranban sz tutajok (raftok) mint 6nalld6 morfologiai egység
felismerése csak ekkor tortént meg[216, 218]. Ezek a membranban elmozdulasra képes
struktarak a jelatviteli utvonalak miikddése szempontjabol birnak kiilonleges
jelentdséggel[219, 220]. Lényegiik, hogy a jelatvitel Sszempontjabol fontos fehérjék
szamara képeznek kotodési platformot[216, 221].

------

rengeteg informacio gytlt fel a p63[222, 223], az NF-kappaB[224-226] a homeobox
transzkripcids faktorokrol és magi hormon receptorokrdl ebben a folyamatban, az egész
szabalyozasi folyamat pontos dinamikdja az epidermiszben mind a mai napig nem ismert.
Korlatozottak az ismereteink azokrél a molekuldkrol, amelyek a keratinocita

rrrrrr

expressziojuk valtozasaval keratinocita differenciacioban részt vesznek.

A fizioldgias keratinocita differenciacio epidermalis barrierben betoltott szerepének
ismeretében nem meglepd, hogy a keratinocita differenciaciét modositani képes adgensek
ma fontos gyogyszereink. Ilyen mechanizmussal hatnak a D-vitamin analogok, és a

retinoidok, igy kisérletes modelliinkben is ezeket alkalmaztuk kontrollnak.

3. Célkitiizések

A 2000-ben védett PhD munkam folytatdsaként tovabb foglalkoztam azokkal a hatasokkal,
amelyek Trp53 valtozdsokhoz vezetnek, az apoptdzis szerepét vizsgaljdk és annak
regulacidjadban résztvevd folyamatok tovabbi részleteit tarjak fel. Jelen doktori
értekezésemben természetesen ennek egy szélesebb kontextusba helyezett megkdzelitését
ismertem, ahol az UV-sugarzas DNS karositdé hatasaira 1étrejové komplex védekezés
elemeit vizsgaltuk az apoptoézisra gyakorolt tényez6kon keresztiil, illetve a keratinocitak

olyan alapvetd funkcidit, mint a hypoxia stresszre mutatott valasz, a terminalis

differenciaci6 folyamata. Mivel a fent részletezett adatok alapjan Trp53 szerepe a bérben
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fizioldgiasa és a tumorok kialakulasa szempontjabdl is egyértelmil, igy kézenfekvd volt
pS3 mutdcidinak kialakuldsdnak egészen korai stddiumait is vizsgalnunk. A kisérletes
munkaban sikerrel allitottunk eld olyan ,,molekularis szintli tumorokat”, p53 mutaciét
hordozé sejtcsoportokat, amelyek esetén vizsgalni tudtuk, hogy az adaptiv immunitas
részérél 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 karositdé tényezok kozil a
dominans szerepet betoltd UV-sugarzas masodlagos mechanizmusok altal, pl. a szoveti
hypoxia szintjén is valt ki reakcidkat, igy tovabbi vizsgalataikban a hypoxia kivaltotta
molekularis mechanizmusokat tanulmanyoztuk. Az UV-sugarzds a hamsejtek
kinalkozott, hogy a keratinocita differenciacidt tanulmanyozzuk. Az ebben a kisérletes
rendszerben bedllitott konfluencia-indukalta differenciaciés modell esetén génexpresszios
profil vizsgalatra is lehetOséglink volt. Fentiek mellett a bérben masik meghatirozo
jelentdségli tumor szuppresszor génnel foglalkoztunk egy basaliomdkban potencidlisan

szerepet jatszo PTCH polimorfizmus tanulmanyozasaval.
Vizsgalataink soran az alabbi konkrét kérdésekre kerestiik a valaszokat:

1. Az ultraibolya sugarzas milyen modon vezet sunburn-sejtek kialakulasahoz,
milyen szerepe van ebben a kiilonb6z6 reparaciés mechanizmusoknak és az

apoptozis kialakulasahoz sziikséges szignal honnan indul ki?

2. A daganatképzddés korai szakaszaban felismerhetdek-e, és milyen dinamikaval
novekednek a késébb tumorrd valdo Trp53 mutdciot hordozod prekancerdzus
sejtcsoportok egy olyan kisérletes rendszerben, ahol a hdmban lapszerinti

novekedésiiket tudjuk vizsgéalni?
3. A Trp3 pozitiv sejtcsoportok adaptiv immunitds hianydban mas dinamikaval
jellennek-e meg, azaz milyen érzékenységgel képes az adaptiv immunrendszer

korai prekancerozus képleteket felismerni?

4. A Trp53 valasz fontossdganak ismeretében mely tovabbi tényezdk birnak
jelentéséggel a Trp53 downstream elemei koziil? Milyen specidlis szerepet
jatszik az E2F1 géntermék, ill. annak hidnya az apoptozis szabalyozasaban és

ennek milyen élettani kovetkezményei vannak?

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

expressziojara?

6. A keratinocitak érési folyamataban kulcsfontossagu szfingolipidek egyes tipusai
milyen hatdssal vannak a kisérletes modellként beallitott konfluencia-indukalta
keratinocita differencidciora? Az egyes szfingolipid derivatumok milyen
valtozasokat idéznek el6 a teljes genom expressziojaban DNS-microarray

technikaval vizsgalva.

7. A keratinocita differenciacié szempontjabdl fontos génekrdl tenyésztett primer
human keratinocitdkon vizsgaltuk, hogy milyen eddig ismeretlen gének
expresszidja valtozik? A jelentds valtozasokat mutatd gének koziil a potencidlis
dermatoldgiai érdekességet mutatdak esetén az észlelt valtozasok kvantitativ
reverz transzkriptdz PCR-rel és immunhisztokémiai reakcidval is relevansnak

mutatkoznak-e?

8. A basaliomak kialakuldasa szempontjabol kiemelten fontos PTCH génben
ujonnan felismert polimorfizmus milyen szerepet jatszik a tumorok iranti

fogékonysagban kiilonb6zd genetikai hattérrel bird népcsoportok kdzott?

4, Anyagok és Modszerek

Az egyes vizsgalatokban szamos modszer ismétlodik, igy elsddlegesen a kisérletek
kivitelezése szerinti csOportositasban ismertetjiik 6ket. Alabb targyaljuk a vizsgalatainkban
hasznalt modellrendszereket, bemutatjuk a kisérletek sordn végzett beavatkozasokat,
kezeléseket és végiil az értékelésben hasznalt makro-, mikro- és molekularis morfologiai

modszereket ismertetjlk.

A kozleményekben klinikai kutatasi anyagok, in vivo €s in vitro human és egereken végzett
vizsgalatok eredményei szerepelnek. A human vizsgélataink szdmdara a betegekbdl vagy
egészséges Onkéntesek vér és bormintai szerepelnek, kizarolag csak vizsgalati célra nem
tortént bor mintavétel. A beavatkozas eldtt a pacienst, illetve torvényes képvisel6jét szoban
¢s irasban minden esetben is tdjékoztattuk, hogy a minta tudomanyos vizsgalat targya lesz,

amibe szoban és irdsban is beleegyezését adta. Az éllatokat az egyetemek ilyen iranya
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szabvanya szerinti korliilmények kozott tartottuk és lattuk el. Feldldozasuk altaldnos
anesztéziaban tortént. A tanulmanyok mindig az illetékes egyetem és kutatointézet (RIVM,
Semmelweis Egyetem, Yale Egyetem) megfelelé etikai bizottsagainak irdsos
engedélyezése utan zajlottak. Ezek pontos adatait az értekezés targyat képezo kozlemények

részletesen tartalmazzak.

A kisérlet modellrendszerei:

Human anyagok

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

A daganatmintakat a rutin hisztologiai diagnozis felallitasa utan, az archivumban 1évo
blokkokbdl torténd metszetek készitése utan szereztiik be.

A populacidgenetikai vizsgalatokra a DNS-t limfocitakbol izolaltuk[227] 96 egészséges
random szelektalt paciens anyagat hasznalva. Emellett DNS-t 356 normal bérbol és 180
non-melanoma bdrtumorbodl is szeparaltuk. Tumorok esetén a diagndzist patologus
szakorvos allitotta fel. A mikrodisszekciohoz 1,0mg/ml proteinaz K-val emésztettiik a
mintakat (Boehringer Mannheim, Mannheim, Németorszag) 56 °C-on egy éjszakan at. Az
enzimet ezt kovetéen 95 °C-on inaktivaltuk, és a mintakat -20 °C-on taroltuk. A kontroll
csoport DNS mintai periférias vérbol szarmaztak, ezeket elséként lizis pufferben
inkubaltuk (115 mmol/l NH4CI, 10 mmol/L KHCO3 és 0,1 mmol/ EDTA) majd a mintakat
1% SDS és 0,1mg/ml proteinaz K jelenlétében 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%-os etanollal oblitettiik.

Kisérleti dllatok

Az Xpa[228], az Xpc[229] és a Csb[230] knock-out egerek az eredeti kozleményekben
talalhato leirds szerint keriiltek megalkotasra, és kollaboracio keretében keriiltek
laboratériumunkba.

A Trp53-/- és RAG-1 egerek kereskedelmi forrasbol, a Jackson Laboratory, (Bar Harbor,
ME, USA), és Taconic Farms (Germantown, NY, USA) cégektdl vasaroltuk, illetve az
Erfl-/- egereket S. Fieldt6l (Childrens Hospital, Boston MA, USA) ajandékba kaptuk. A

44



dc_274 11

transzgén K5 E2F1 kozepes overexpresszaldo 1.1 vonal SENCAR beltenyésztett alapon
keriilt el6allitasra borju 5-0s keratin promoterrel, nyal B-globin intron 2-vel, human E2F1
cDNA és SV40 polyadenilacios szignallal.[231]

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

Az egerek genotipusat a kisérletek elott PCR-ral ellendriztiik, részben a neomycin kazetta,
részben a vad tipusu allél kimutatisaval. Az allatok szdrrel fedettek voltak, igy a
kisérletekre az elsd szérvaltasi hulldm utan 6-9 hetes életkorban keritettiink sort. Az allatok
szOrét a hatboriikon a kisérlet eldtti nap leborotvaltuk, hogy az esetleges minimalis
hamsériilések igy regeneralodni tudjanak. Az allatok megnyirasat altalanos
érzéstelenitésben végeztikk, amihez ketamine —rompun — atropin (AUV, Inc., Cuyk,
Hollandia), ill. isofluorane (Kent Scientific Corporation, Torrington, CT, USA)
anesztéziat hasznaltunk. Az UV-kezelések a szOr eltavolitasat kovetd nap déleldttjén
végeztiik 9 és 10h kozott. A besugarzas alatt az allatok a nyitott teteji ketrecben szabadon
mozoghattak, de a felallast egy ritka szovési, 1x1 cm-es racs akadalyozta meg, hogy a
fokusz-bor tavolsag végig egyenletes maradjon a besugarzas idotartama alatt. A dozimetria
természetesen ennek a racsnak a figyelembevételével tortént. Az allatok 24h elteltével
teljes anesztéziaban cervikalis diszlokacioval eutanazian esték at, és a hatboriket

dolgoztuk fel szovettani technikakkal.

Sejt- és szoveti mintdik

Primer human keratinocita kultura:

A fent részletezett forrasbol szarmaz6 mintakat a dermiszt az epidermisztdl diszpaz 1l
enzim (Roche Diagnostics, Germany) segitségével valasztottuk szét 4 °C-on, egy éjszakan
at torténd inkubdlédssal, steril koriilmények kozott. A keratinocita tenyésztés elsod
idGszakaban mitomicin C-vel kezelt 3T3 egér fibroblasztra volt sziikség Reinwald és
Green moédszere szerint[232]), amihez Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) és
Ham’sF-12 médiumok 3:1 aranyu 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 IU/ml inzulin,
transzferrin, 1% Fungibact hozzaadasa volt sziikséges. A tapfolyadékot harom naponta
cseréltiik, a tenyésztés 5% CO, atmoszféran 37 °C-on tortént. Szubkonfluens allapot
elérése utan a keratinocitakat tripszintEDTA (tripszin: 0,025%, EDTA: 0,01%)
segitségével szedtiik felt, majd KGM médiumban 3T3 sejtek nélkiil tenyésztettiik tovabb.
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A diszpaz emésztés utan a keratinocitakat tripszines-EDTA segitségével lehetett kinyerni a
hambol. Az igy kapott sejtszuszpenziot KGM médiumban tenyésztettilk (Clonetics
BioWhittaker, San Diego, CA) vagy Epilife (Cascade Biologics, Portland, OR)
szérummentes médiumban tenyésztettiik.

A tapfolyadék cseréjekor a primer humén keratinocitdkhoz vagy a tesztvegyliletet vagy az
oldoszerét, alkoholt adtunk, az etanol végsé koncentracidja 0,05% volt. A sejteket minden
esetben teljesen konfluencidig hagytuk novekedni. A lesziiretelésiik kiilonbozo
idépontokban tortént, a kontrollokat azonnal, az aktiv hatdanyaggal kezelt mintakat az elsé
és negyedik napon arattuk le. Minden alkalommal harom darab 60 cm?-es tenyésztdedényt
hasznaltunk és minden donort6l harom flaskaval hasznaltunk a megfeleld6 RNS mennyiség

eloallitasara.

HaCaT sejtkultira

A primer keratinocita kultara mellett HaCaT human spontdn immortalizalt keratinocita
vonalat hasznaltuk, amelyet Norbert E. Fusenig-t6l szereztiik be[233]. A tenyésztéshez
10% FBS-t tartalmaz6 DMEM tapfolyadékot hasznaltunk (Gibco, Carlsbad, CA, USA),
amelyet hetente haromszor cseréltiink.

A sejteket 37 °C-on normoxias koriilmények kozott novesztettiik, 10% széndioxid, 90%
levegd elegye mellett. A DMEM a szérum mellett AB-AM Kkevert antibiotikus-
antimikotikus elegyet tartalmazott (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 cm atmérdja
Petri csészében. A sejteket 70 - 90 %-o0s konfluenciaig novesztettiik, hogy egyenletes
stirliséggel tudjunk dolgozni. Friss tdpfolyadékot egy nappal a kisérlet eldtt kaptak pozitiv
kontrollként. A HIF1 alfa stabilizaci¢jat olyan mddon inditottuk be, hogy a Petri csészék
négy oraig hipoxia kamraban tartottuk (Billups-Rothenberg Inc., Del Mar, CA, USA), ahol
a keverék osszetétele 1% O,, 5%CO0O, és 94% N, volt.

Molekularis szintii mintak

DNS szeparalas:

A DNS izolalasa teljes vérbdl, illetve a mikrodisszekcioval végzett PCR vizsgalatnal 20
um vastagsagu szovettani metszetek deparaffindldsaval nyert anyagbol tortént.

Tobbféle modszert alkalmaztunk: a genomidlis DNS kinyerése a TRIzol (Life
Technologies) reagens protokolljaban leirtak szerint az RNS szeparadlas utan maradt
fenolos fazisbol. Fenol- klorofom moédszer segitségével (fenol:kloroform:izo-amilalkohol

(PCI, 26:25:1)) is extrahdltunk mintdkat. A kis6zasos eljarassal soran a vérben a

46



dc_274 11

vorosvérsejtek hipoozmotikus lizisét kovetéen a fehérvérsejteket proteindaz K-val
emésztettiik. A DNS-t etanol kicsapas utan archivaltuk, vagy TE pufferben oldottuk és
hasznaltuk. A Kklasszikus modszer utan hamar attértiink a Quiagen blood mini vagy midi

kitre (QUIAGEN), illetve automata DNS szeparal6 automataval is végeztiink izolalast.

RNS szeparalas

A total RNS szeparaldsa a periférids vér limfocitaibol és a sejttenyészetb6l RNAesy kittel
(QUIAGEN), vagy Chomczynsky ¢és Sacchi modszerével[234] TRIzol reagens (Life
Technologies Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) felhasznalasaval tortént a gyari eldirasoknak
megfeleléen. Az izolatumokat DNS mentes DN-daz emésztésnek tettik ki gyari kitet
hasznalva (DNase Treatment and Removal kit, Ambion Austin, TX, USA). A koncentracio
mérése utdn az RNS mintdk integritdsdt egy denaturdldé 1,5%-os agaréz gél
elektroforézissel ellendriztiik. Az RNS mennyiségét fotometriai méréssel hataroztuk meg.

A mintakat -80°C-on taroltuk.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

Az allatkisérletekben az egerek farkdnak végébdl extrahalt DNS szolgalt a genotipus
meghatarozasara a KO génre és a neomycinre kazettara 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 utolsé extenzids lépés 72 °C 10 min
volt. A reakcio térfogata 50 pL 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
keverés, 5 pmol primer (biotin-5’-GT GGT GAT GGG CTG GCA GTA-3’ és 5’-CCC
CAG AGA AGG CTT GTG GC-3’) valamint 1,25U of AmpliTagGold DNA polymerase
(Perkin-Elmer, Norwalk, CT, U.S.A.).

Klon mikrodisszekcio DNS amplifikacio és szekvenalas

A kisérlet soran eldallitott klonok p53 mutédcidinak igazolasdhoz a DNS-t oly modon
nyertiik ki, hogy egy vékony, G30-gauge injekcios tlivel - immunhisztokémiai reakcio utdn
- a pozitivan fest6dd sejteket mechanikusan szeparaltuk el a kornyezé szovetektdl. A

sejtcsoport mérete 15-500 sejt volt 100 és 2000 kozotti sejtet tartalmazd klonbol. A DNS
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izolalaséara InstaGene Matrix (Bio-Rad) kertilt felhasznalasra. A teljes DNS amplifikalasara
els6ként semirandom nonamer primert hasznaltunk az aldbbi szekvencidval: 5°-
NNNNNN(G/C)(G/C)(G/C)-3’ in 2.5 ul 10 X Expand High Fidelity pufferben (15 mM
MgCl,, 7,8 wl H0, 2,5 ul 2 mM dNTPs, 1,2ul primer (2,5 pg) 1ul (3,5 unit) Tag DNS
polimeraz és hibajavito polimeraz (Expand High Fidelity PCR System, Roche Diagnostics)
10 pl templat DNS (2 ng)[235]. A PCR egy PTC-100 PCR késziilékkel tortént (MJ
Research, Cambridge, MA). A paraméterek az alabbiak voltak: 1 1épés (60°C 3min, 94°C 5
min); 40 ciklus (2.9 min rampa 94°C/94°C10sec/1.95 min rampa 24°C/24°C 10 sec). A
p53-as  gén  8-as  exonjanak  amplifikdlasdra  haszndlt  primerek: 5’-
CTAGTTTACACACAGTCAGGATGG-3" ¢és 5-AAGAGGTGACTTTGGGGTGAAG-
CTC-3’ voltak, a reakcidhoz hasznalt enzim: HotStartTag DNS polimeraz (Qiagen,
Chatsworth, CA) A reakci6é paraméterei: 40 ciklusra: 94°C 45 sec, 58°C 45sec, 72°C 1
min, majd végsd extenzié 72°C 10 min. Negativ kontrollokat a kontaminacio kivédésére
minden esetben alkalmaztunk. A DNS szekvencia fluoreszcens forward és reverz

primerekkel keriilt meghatarozasra.

Epidermalis lemezek készitése:

Egér hatborét eldszor a szubkutan zsirszovettél mechanikusan tisztitottuk meg, majd a
dermiszt és epidermiszt tartalmazé bért 20mmol EDTA-t tartalmazé 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 mintdk kezelésére hasznadlatos eszkézok és reagensek:

Besugarzasi fényforrds:
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A vizsgalataink soran Philips ill. Westinghouse FS20 fénycsoveket hasznaltunk, amelynek
az emisszios spektrumat a 4.1-es abran mutatjuk be. A 290 nm alatti tartomanyt Kodacell
filterrel (Kodak, Rochester, NY, USA) szirtiik ki.

Emission spectrum of Westinghouse FS20
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4.1. abra A besugarzashoz hasznalt fényforras emisszios spektruma. A 290 nm alatti
tartomany Kodacell filterrel szirtiik ki.

Dozimetria

Az ultraibolya fénnyel végzett vizsgalatokndl kritikus a megfelelé dozimetria. Ezért a
besugarzasok eldtt minden alkalommal mértiik a [dampéak emisszidjat egy UVX meter (UV
Products, Upland, CA) ill. egy masik kisérletsorozatban egy VLX-3W radiométerrel, ami

CX-312 szenzorral volt felszerelve (Vilber, Lourmat, Franciaorszag)

Fixalds, anyagok:
Minden human forrasbol szarmazé szoveti mintat 10% pufferolt formalinban fixaltuk,
majd paraffinba 4gyaztuk és poli-L lizinnel vagy xildnnal bevont targylemezekre 4-6 pm-

es metszeteket készitettiink. A friss mintak egy részét OCT-be agyaztuk, a folyékony
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nitrogén gyors-fagyasztds kriosztdtban tortént, majd a blokkot bevont targylemezre
metszettiik, acetonban fixaltuk.

Egér borok fixalasara Telly-féle fixalot hasznaltunk[236] (100ml 70% etanol, 5ml ecetsav,
10ml 40% formalin).

Differenciaciot indukalo szfingolipidek

Retinol (Ret) és Calciferol (VD3) a Sigma-tdl szdrmaztak (St. Louis, MO, USA). A
szfingolipid vegyiiletek az aldbbiak voltak: fitoszfingozin, szfingozin, szfinganin,
hexanoil-fitoszfingozin, hexanoil.szfingozin, hexanoil-szfinganin, sztearoil-fitoszfingozin,
sztearoil-szfingozin, sztearoil-szfinganin, szfingozin-szalicilat, szfinganin-szalicilat, fi-
toszfingozin-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 végeztilk egy pcDNA3.1-E2F1 konstrukcioval,
amely CMV promoter kontrollja alatt all[237] A transzfekcidhoz Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Carlsbad, CA) hasznaltunk.

o e 7 o

A szfingolipidek kiilonb6zd vegyiileteit alkoholos oldatban vittiik be a sejtkultaraba.
Pozitiv kontrollként hidrogén peroxid és Na-laurilszulfat szolgalt, (Sigma-Aldrich, MO,
USA) A tesztanyagok az aldbbiak voltak: retinol és kalciferol (Sigma, ) fitoszfingozin,
szfingozin, szfinganin, szalicilat, hexanoil-fitoszfingozin, hexanoil-szfingozin, hexanoil-
szfinganine, sztearoil-fitoszfingozin, sztearoil-szfingozin, sztearoil-szfinganine, szfingozin-
szalicilat, szfinganine- szalicilat, fitoszfingozin- szalicilat, C12-alkilamin, C12-alkilamin-

szalicilat (Evonik-Goldschmidt GmbH, Essen, Németorszag)
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Az értékelésben hasznalt technoldgidk:

Szoveti és sejtszintii hisztologiai és immunhisztokémiai technikak

TUNEL esszé

Az apoptézis igazolasara a DNS torések kimutatasan alapulé ,, Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling” (TUNEL) modszert[238] hasznaltuk, amelyhez
ApoBrdU Red DNA Fragmentation Kitet (BioVision, Inc. San Francisco, CA, USA)
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.

Aramlisi citometria

Azért, hogy az UV fény biologiai hatékonysagat igazoljuk és az apoptikus sejteket
szazalékosan mérni tudjuk dramlasi citometrids 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 csovekbe gytijtottiik és jégre
tettlik. A letapado sejteket 0,05% tripszin EDTA oldattal valasztottuk fol és ehhez a gyjtott
mintahoz adtuk. A tripszin inaktivalasara 1 ml FCS-t adtunk a Falcon csévekhez, majd a
csoveket lecentrifugaltuk 270 G / 8 perc / 8°C, majd az iiledék 5 ml-ben lett
leszuszpendalva 1 % FCS-t tartalmazo PBS-ben. Ennek az oldatnak 500 mikroliteres
frakcioi voltak aramlasi citometrias csovekbe helyezve és vizsgalva. Az dramlasai
citometriai analizis az apoptozis iranyaba az Annexin V, (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) illetve a propidium jodid metodus szerint tortént. A festéséhez hasznalt kit a Roche
cégtdl keriilt beszerzésre és a gyari eljardsok szerint jartunk el. Magéat az é4ramlasi
citometrias mérést egy Becton-Dickinson FACScan késziiléken végeztiik (Franklin Lakes,
NJ, USA).

Sunburn-sejtek — apoptotikus keratinocitik kimutatdsa

Az egerek hatborének kozépso részébol egy kb. 1,5 cm? darab keriilt minden kisérlet
allatbol eltavolitasra, majd az egérbdrok fixalasara Telly-féle fixald anyagot hasznaltuk. A
fixalt mintakat paraffinba agyaztuk, metszettiik és hematoxilin — eozin festést végeztiink. A

metszet hosszat 160-as nagyitas mellett, a sunburn-sejteket 400-as nagyitas mellett
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értékeltiik. A sunburn-sejtek kritériumai az alabbiak voltak: intenziv eozinofilen fest6do
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 epitop feltarasara 8 perc 10 mM citrat pufteres (pH 6,0)
elokezelés tortént mikrohullamu siitdben, majd PBS-ben oblitettiik. Az endogén peroxidazt
0,15%-0s H,0,-val blokkoltuk, majd a nem-specifikus kotédéseket normal kecske szérum
3% BSA-PBS oldattal védtiik ki. Az elsédleges antitest nyul polikonalis antitest volt CM-5
(Novocastra, Newcastle, U.K.), amely mutans és vad tipusu p53-at is felismer. Egy
¢éjszakas inkubaciot kovetden 1:2500 higitasban inkubaltuk 4 °C-on, majd PBS-sel
oblitettiikk. Masodlagos antitestként biotinilalt kecskében termelt nyul-ellenes antitestet
hasznaltunk (MVector Laboratories, New Jersey, USA), amit 3% BSA-PBS-ben higitottunk,
majd PBS-ben mostunk. A reakcié vizualizalasara diaminobenzamid ABC reagens Kitet
(Vector Labs. New Jersey, USA) hasznaltunk DAB reagenssel (Research Genetics,
Huntsville, AL, USA) 14 percen at.

Immunoblot analizis

A mintakat Laemmli-féle felviteli pufferben tartottuk 5 percig, majd a mintanként azonos
mennyiségli fehérjét tartalmazo oldatot vittiink fel 7,5% SDS poliakrilamid gélre. A
fehérjéket azutan nitrocelluloz, vagy PVDF membranra vittiik at és a HIF-1alfa jelenlétét
immunkémiai modszerrel detektaltuk. Az elsédleges anti-HIF-1alfa antitesttel (BD
Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA) valo inkubalds utan masodlagos
antitestként torma peroxidaz jelolt anti-egér antitesteket hasznaltunk (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Az antitesteket aztan kemilumineszcens reagenssel
(Western LightningTM Chemiluminescence Reagent Plus, Perkin-Elmer Life Sciences,
Boston, MA, USA) tudtuk lathatova tenni Rtg filmen. A megfelelé protein felvitel
Ponceau-red festéssel kertilt igazolasra.

Anti-phoszfo-AKT (Ser 473) és anti-AKT antitesteket a Cell Signaling Technology cégtél
(Beverly, MA, USA) szereztiik be.
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Direkt szekvendlas:

A PCR termék dideoxinukleotid lanc-terminécios szekvenalas Sequenase Version 2.0 DNA
Sequencing Kit (United States Biochemical)[239] S dATP (Amersham) segitségével
tortént.

Pyroszekvendalas

A betegek tumorabol, vérébdl és a kontrollcsoport vérmintaibol pyroszekvenalas
modszerrel keriilt feldolgozasra[240] Az ehhez sziikséges templatot egy MBS automataval
gyartottuk le. (Magnetic BioSolutions, Stockholm, Sweden). A biotinilalt PCR termék
streptavidinnel bevont super paramagnetikus gyongyokre keriilt lekotésre (Dynabeads
M280; Dynal, Oslo, Norway) B /W pufferben (10 mmol/l, Tris—-HCI pH 7,6, 2,7 mol/l
NaCl, 1 mmol/L EDTA, 0,1% Tween 20). Egyszala DNS-t a megkotott PCR termékek 0,2
mmol/l NaOH jelenlétében torténd inkubalassal allitottunk eld. A megkdtott egyszalu
DNS-t aztan mostuk és annealing pufferben reszuszpendaltuk (20 mmol/l Tris acetat, 2
mmol/l magnézium acetat pH 7,6) 1 pmol/l szekvenal6 primer (5°-GCT TGT GGC CAC
CCC-3’). Areal-time pyroszekvenalast egy automata 96-lyuka PyroSequencer késziilékkel
végeztilk az enzimeket és szubsztratokat LucKit SNP 96 felhasznalasaval kaptuk. (Pyro-
sequencing AB, Uppsala, Sweden).

A citotoxicitas értékelése

mérésére alapoztuk. Az LDH aktivitasat a sejtkultura feliilisz6jabol és a letapadt sejtekbdl
IS NADH konverzion alapuld spektrometriaval hataroztuk meg, az LDH felszabadulast a
két mérés aranya alapjan szamoltuk ki[241]. Az adenilat kinaz esszéhez és a sejt ATP
tartalmanak meghatarozasara ToxLight and ViaLight plus kitet hasznaltunk (Cambrex,
Rockland, ME, USA). Minden fenti eljarast a gyartd utasitasai alapjan végeztiink. A sejtek
fehérjetartalmat Bradford modszerével hataroztuk meg[242]

DNS microarray
A génexpresszios profilokat az Affymetrix HGU133+2.0 gén chip (Affymetrix, Santa
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Clara, CA, USA) rendszerrel hataroztuk meg, 2 mikrogramm teljes RNS-t hasznalva.
Pontosan 0,66 mikrogramm RNS-t hasznaltunk a cDNS eldallitasara a 3 kiilonb6zo, de
ugyanolyan kezelést kapott donor Keratinocitaibol. Egy chip-et hibridizaltunk minden
idépontont €s kezelés esetén, kivéve a nem kezelt kontrollokat az elsé és a negyedik napon,
amikor is 2 chipet hibridizaltunk ugyanabbdl a donorbol szarmazo, egymastol teljesen
kiilonvalasztott sejt csoportbol. A gén chip esszét és kezdeti analizist egy korabban
publikalt modszer szerint végeztiik[243]. A microarray eredmények validalasara kvantitativ

PCR-t végeztiink 20 gén esetén, két fiiggetleniil végzett méréssel.

Real-time RT-PCR (TagMan™) analizis

Real-time reverz transzkriptdz (RT)-PCR analizist optimalizalt Assays on Demands
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) hasznalatdval végeztiink a kordbban leirt
moédon[243]. Az alabbi esszéket hasznaltuk: filaggrin (Hs00863478 g1), involukrin
(Hs00846307_s1), transzglutaminaz 1 (Hs00165929 ml) and korneodezmozin
(Hs00169911_m1).

Promoter extrakcio

Minden vegyiilethez kiilonb6z6 fokban expresszalt gének csoportjait (up- vagy
downregulalt) készitettiik el csoportonként 150 gént szelektdlva a legmagasabb valtozast
mutatd gének koziil > 1.3) amelyeket novekedett vagy kissé novekedett csoportoknak
neveztiink el. Ettdl fliggetleniil a valtozast nem mutaté gének csoportjat is létrehoztunk,
mely 200 random modon szelektalt, valtozast nem mutaté (no change: NC) gént
tartalmazott, és ezek expresszidja nem mutatott nagyobb, mint 1,05-sz6r6s valtozast up
vagy downregulacio iranyaban a hat kisérleti vegyiilettel valo kezelést kovetéen. A 6
vegylilet a fitoszfingozin, hexanoil-fitoszfingozin, fitoszfingozin-szalicilat, szfingozin,
hexanoil-szfingozin, szfingozin-szalicilat voltak.

A promotereket a kiilsnbozéképpen expresszalt és nem véltozo a TRANSPro® adatbazis
2.1-es valtozatabol nyertiik ki, amely az ismert és varhatoé transzkripcios start helyek
(transcription start sites, TSS) feltérképezésén alapul [244], alapjaul olyan adatbazisok
szolgalnak, mint az EPD, DBTSS, Fantom and Ensembl. Promoterekként azokat fogadtuk
el, amely szekvencidk a transzkripcids starthely -1000 - +100 bazispar tartomanyba estek.

Amennyiben egy gén esetében tobbszords TSS volt megtalalhatd, ‘best supported’” TSS-t
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valasztottuk, amelyet a legtobb expresszalt szekvencia tag és 5° mRNS szekvencia

tamasztott ala.

A transzkripcios faktor (TF)-kété helyek promoteren beliili szamitogépes azonositdisa

A transzkripcios faktor lehetséges (TF)-koté helyeinek promoteren beliili szamitogépes
azonositasa a Match® program segitségével tortént, amely a teljes TRANSFAC® kényvtarat
hasznalja (Library of Positional Weight Matrices (PWM) from TRANSFAC"
database)[245-247]. A TRANSFAC adatbazis a TF-ok kotohelyeik adatait tartalmazza
promoterekben és enchancerekben eukariota gének esetén, tovabba a PWM-ek konyvtara,
mely kiilonféle transzkripcids faktorok kotohelyeinek komputerek altal értelmezhetd
modelljeit tarolja. A Match®™ program végigfuttatia a PWM-et a szekvenciakon, minden
pozicidban értékeli a kotddést, és megprobalja megjosolni a TF-kotd helyet, ha a kotédés
ereje egy beallitott érték felé megy[246]. A jelen vizsgalatunkban a matrix score hatarok
(cut-offs) minimalis fals-negativ értékre (minFN) voltak beallitva, amely minden PWM-re
mas értéke jelent, de 90%-0S szenzitivitast (fals negativ rata: 10%) biztosit az adott
kotohely megjoslasara.

A CPM, azaz az egymashoz kozel -elhelyezked6 promoterbeli TF-koté helyek
kombinacidinak a meghatarozasa a Composite Module Analyst (CMA) szoftver[248]
segitségével tortént a kiilonféle szfingolipid vegyiiletek indukcidja altal valtozo fokban
expresszalt gének promotereiben. A vegytilet-specifikus promoterek altalanos modelljének
felallitasa az upregulalt gének promotereinek esetében is a CMA segitségével tortént. A
CMA analizdlja a kiilonféle modon expresszalt gének promotereinek szekvenciait,
Osszehasonlitja azokat a valtozas nélkiili gének promotereivel és azonositja a CPM-et tobb
PWM par formajaban adott tavolsag és irany megkotéssel a megfelelé TF-kotd hely
parokban. A CMA maddszer tovabbi leirasara utalunk korabbi kdzleményekre[248, 249].

Kompozit promoter modellek (CPM) eléallitisa

Korabban szamos publikdcidban a promoterek Osszetett strukturdinak analizisére tett
probalkozasok meggy6z0 kisérletes megerdsitést kaptak. A kompozit ~ modulok
hasznalataval tarsulo kotéhelyeket lehetett talalni a sejtciklusban fontos E2F transzkripcids

faktornak[250], amely aztan ChIP kisérletben megerdsitésre keriilt.
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Real-time PCR

A reverz transzkripcidja az 1 gramm RNS mintanak minden mintabol Ambion Kit-et
hasznalva tortént a gyari leirasnak megfeleléen. A kvantitativ PCR, optikai tetdvel biro
PCR lemezeken tortént (Biorad) egy E. Cycler real time PCR géppel (Biorad). A tagman
univerzalis PCR master mix-el, vagy Cybr zold PCR master mix-el applied. CDNS az 1,25
nanogramm RNS-bdl volt hasznalva minden reakcidhoz. A génspecifikus Tagman proba és
primer keverék az ABI-t6l volt beszerezve.

Minden mérés 25 mikroliteres térfogatban tértént 3 mintaval human béta aktin MRNS szint
volt hasznalva a normalizalashoz. Az adatfeldolgozas DDCT metddus szerint tortént az

ABI ajanlasa alapjan.

Dokumentacio

A mintdkat fény-, esetenként fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk és fotdoztuk. Az
egérbér metszet hosszat makroszkoposan és mikroszkoposan mértiik. A felvételeken

torténé szamitasokhoz NIH Image szoftvert v1.62-t alkalmaztuk.

Statisztikai modszerek:

DNS microarray kisérletek: A mértani kozép meghatarozasa az egyes gének expresszios
értékeibol tortént. A mintak normalitasat Shapiro-Wilks W-teszttel ellendriztiik a
StatsDirect szoftver segitségével. StatsDirect Ltd., Cheshire, UK). A Wilcoxon matched-

pair signed-ranks teszt-et hasznaltuk a kontroll és kezelt mintak 6sszehasonlitasara.

A grafikonokhoz Microsoft Office Excel szoftvert hasznaltunk, ami szintén alkalmas
egyszerll statisztikai szamitasokhoz, abrak elkészitésére is. Komplexebb analizisekhez
alkalmanként a PC SAS v6.12 (SAS Institute, Cary, NC, USA) rendszert és a SPSS 7.5 for

Windows-t is hasznaltunk.

A paraméterek idObeli valtozasait ANOVA teszttel, ill. kétmintas t-probaval vizsgaltuk.
Szignifikansnak az altalaban elfogadott P<0,05 szintet tekintettik. Az egyes
vizsgalatokban a paraméterek kozott korrelacioszamitast is végeztiink.

A DNS szekvencia megallapitaisa Chromas program 2.31-et hasznaltunk. A DNS

bazissorrendeket az NCBI adatbazisban (http://ncbi.nlm.nih.gov) ellenériztik.

56


http://ncbi.nlm.nih.gov/

dc_274 11

5. Eredmények

A Trp53 szerepét az apoptozisra €s sejtciklus szabalyozdsdra non-melanoma bdrrakok
esetén mar a PhD értekezésemben vizsgaltam. Az akkori munkdk soran igen sok kérdés
tisztazatlan maradt a Trp53 mukodésével kapcsolatban, igy ezen problémék egy részének

tovabbi megvalaszolasat sziikségesnek éreztiik.

Elsoként a Trp53 indukcidjanak vizsgalatat thztikk ki célul azzal a szandékkal, hogy

informaciot kapjunk az indukcidjahoz sziikséges szignal kiindulasi helyérdl.

5.1 A DNS-karosodas szignadlja, amely az MdmZ2 szabdlyozdsat, Trp53
indukcidjat és a sunburn-sejtek kialakuldasat eredményezi, az

aktivan datirodo génekbél szarmazik in vivo vizsgdlatok szerint

5.1.1 Asunburn-sejtek kialakuldsa bérben

A Trp53 legfontosabb funkcidinak egyike az apoptozis indukcidja. Az apoptdzis a bérben
utan jol vizsgalhatoak az epidemiszben. A sunburn-sejtek gyakorlatilag biologiai
doziméterként is értelmezhetdek, hiszen adott mennyiségll, szignifikans, de nem letélis
dozist UV hatas utan alakulnak ki[251]. A sunburn-sejtek az Anyagok és Modszerek
fejezetben targyalt médon objektiven értékelhetden jelzik a Trp53 indukcidjanak fokat.

Vizsgalataink sorédn kiilonb6zd génekre nézve knock-out egereken vizsgaltuk az apoptozis-
készséget egyszeri adott dozisu UV besugarzas utan. Az irradiacidt kovetden 24 oraval az
egereken teljes anesztézia utan eutanaziat hajtottunk végre, majd a hatbdriiket preparalva
metszeteket készitettiink, és HE festés utan fénymikroszkoppal szdmoltuk az epidermisz

egy centiméterére esé sunburn-sejtek szamat.

crer

kiemelt jelentdségli a piknotikus, er6sen bazofilen festddd sejtmag, a sejtet koriilvevd
elhatarolodas a szomszédos sejtektdl, a ,,halo”, az erésen eozinofil citoplazma, vagy az
esetek egy részében csak egy eozinofil struktira nélkiili zsakszerti képlet. Normal
hamsejtek magjaban egér Trp53 fehérje elleni antitesttel, majd immunperoxidaz jeldléssel
csak igen alacsony szinten detektalhat6 a Trp53 fehérje mivel annak félélet-ideje 30 perc

koriil van[252], UVB besugarzas utan 24 d6raval azonban erés nuklearis jelolédés lathato,
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vilagos, kozepes és soOtétbarna festddést adva, ami 72 6ra multan eltiinik. Az erésen
pozitivan festddd keratinocitdk szama a ham hosszara megadva kvantitativ értékelést tesz

lehetoveé.

5.1.1. abra A sunburn-sejtek jellegzetes megjelenése az egér borének epidermiszében.
Azonositasuk hematoxilin-eozin festés utdn a morfologia alapjan torténik: piknotikus,
erdsen bazofilen festddd sejtmag, a sejt elhatdrolodasa a szomszédos sejtektdl, a ,halo”
jelenség, erésen eozinofil citoplazma, vagy az esetek egy részében csak egy eozinofil
struktira nélkiili zsakszert képlet. A nyilak a sunburn-sejteket jelzik. HE festés, 400X.

5.1.2 Xpa és Csb knockout egerek apoptozis-készsége jelentosen fokozott a vad tipussal
osszevetve

Az UV sugarzas okozta DNS karosodasok kijavitdsdban dontd szereppel rendelkezd
nukleotid excizios repair-t alkotd géntermékek ismertek, egyes elemekbdl null/null
kisérletes allatmodell is elérhetd. Vizsgalataink soran a NER egyes, egymastdl jelentésen
eltéré elemeit vizsgaltuk. Az excizids repair rendszer szempontjabdl 3 egymastol
jelentdsen eltérd funkcioval bird gént tudtunk vizsgéalni. Az Xpa gén a nukleotid excizids
repair teljes egészéért felelds, beleértve a globalis genom repairt (GGR) és a
transzkripcidhoz tarsuld repairt (TCR) is. Ennek megfeleléen tehat az Xpa -/- egér
sejtjeiben nem miikodik a nukleotid excizids repair a géndllomany egyik teriiletén sem. Az
Xpc gén a transzkripcids aktivitassal nem bird génszakaszok feliigyeletét és repairjét latja
el, mig a Csb gén funkcidja az aktivan atir6do génszakaszokon fellépd DNA karosodasok

kijavitasa. A knockout egerek esetén tehat a Xpc-/- egérben az aktivan at nem atird6ddo DNS
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szakaszokon nem miikodik a repair, mig a Csb-/- allatok esetén az aktivan transzkripcid
alatt 1év0 géneken kialakuld hibak javitdsa nem valésul meg. A modell két human

korképcsoport, a Xeroderma pigmentosum ¢€s a Cockayne szindroma leképezése, amelyek

5.1.2. adbra p p53 pozitiv sejtek a hamban CM-5 anti-p53 elsédleges antitest, amely a
mutans és a vad tipusu p53-at is kimutatja. Diaminobenzamid vizualizcio, a sotétbarna
magfestodést nyillal jeleztiik. 400X

mind tobb genetikai rendellenességet tartalmazd alcsoportokra bonthatoak. Mind a
Xeroderma pigmentosum, mind Cockayne szindroma a Bevezetésben részletezettek szerint
nagyon jelentds foku fényérzékenységgel jar[253], a Xeroderma pigmentosum esetén a

bértumorok gyakran a péciens halélért is felelosek.

Az allatmodellben is ennek megfelelden azt tapasztaltuk, hogy mind az Xpa-/-, mind a
Csb-/- allatok bére az UV besugarzast kovetéen mar igen kis dozis utan néhany oraval
eritémassa valtak. Az Xpc-/- allatok esetén a fényérzékenység nem kiilonbozott vad
tipusétol.

A besugirzas alatt észlelt fényérzékenységi reakcid jo korrelaciét mutatott az
epidermiszben kialakult sunburn-sejtek szamaval is. A kovetkez6 harom abran az UVB
dozis fiiggvényében abrazoljuk a 1étrejott sunburn-sejtek szamat. Fontos megjegyezni,
hogy az alkalmazott UV doézisok fizioldgias tartomanyban mozogtak, amennyiben a
legmagasabb altalunk alkalmazott dézis, az 1250 J/m? hozzévetéleg a minimalis eritéma

dozisnak (MED) felel meg. A sunburn-sejtek szamat az Anyagok és Mddszerek fejezetben
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targyalt modon hataroztuk meg az epidermisz egy centiméterére vetitve a kapott értékeket.
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5.1.3 abra. Xpa deficinens (négyzet) és vad tipusu (kor) egerek hatborének UVB
besugarzasa utan észlelt sunburn-sejtek szama a dozis fiiggvényében. Adatpontonként 3-
4 allat atlagat mutatjuk =SEM.

Mint a fenti abrakbdl lathatd, az Xpa knockout egerek esetén sokkal alacsonyabb UV dozis
esetén is nagy szamban alakultak ki apoptotikus sejtek. Hozzavetdleg 6-9-szer nagyobb
fogékonysagot mutattak az UV-indukalta apoptozisra, mint a vad tipusu egerek. A Csb-/-
egerek hasonldan jelentés fogékonysagot mutattak a sunburn-sejtek kialakulasa
tekintetében, az 5.1.4. abran lathatdo modon itt is szerényebb UV dozisokkal nagy szdmban
lehetett apoptozist indukalni. Az Xpc egerek esetén viszont mar az els6 megfigyelések
utaltak rd, hogy a hatbdriik fényérzékenysége sokkal kisebb, mint a vizsgalt masik két
knockout egértdrzsnek. Ennek sejtszintli bizonyitékat is meg lehetett allapitani, hiszen a
5.1.5. 4bran jelzett mddon itt nem talaltunk szignifikans eltérést a vad tipushoz képest az

apoptozis indukcidban.

5.1.3 Xpc knokcout egerek apoptozis-készsége szignifikdansan nem kiilonbozik a vad

tipusétol
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Osszegezve az eddig ismertetett eredményeket, elmondhatd, hogy azok az
egértorzsek mutattak fokozottabb érzékenységet az UVB irdnt, ahol transzkripcidhoz
tarsuld repair aktivitasa karosodott, azaz az Xpa ¢és a Csb knockout egerek esetén,
fliggetleniil az egyidejiileg a globalis genom repairben fennalld karosodasoktol.
Kisérleteinkkel azt talaltuk, hogy az izolaltan csak a GGR szempontjabdl deficiens Xpc-/-
egerek a normal vad tipusuakhoz hasonléan viselkedtek, tehat a gén hibas miikodés nem

jéarul érdemben hozza a SBC képzddésben. Ha a GGR nem miikddik megfelelden és emiatt
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5.1.4. abra. Csb knockout (négyzet) ¢s vad tipust (kor) egerek hatbérének UVB
besugarzasa utan észlelt sunburn-sejtek szama a dozis fliggvényében. Adatpontonként 3-
4 allat atlaga £SEM.

a karosodott DNS perzisztal, attol még a SBC képzddeés kinetikaja a vad tipuséhoz nagyon
hasonld. Hidba jon 1étre tobb karosodas a GGR altal javithatdo DNS szakaszokon, ez nem
befolyasolja a képzddd sunburn-sejtek szamat, tehat fa DNS ezen szakaszain létrejovo
karosodasok nem eredményeznek fokozott apoptozist, nem alakulnak ki nagyobb szamban
sunburn-sejtek. Nyilvanvaloan a fenti repair mechanizmusok mellett egyéb tényezokkel is
kell szamolnunk, ezek azonban szerényebb fokban jarulnak csak hozzd az UVB hatasara

megfigyelt apoptozis-készséghez az epidermiszben.
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5.1.5. abra: Normal SBC képzddés a globalis genom repair deficiens Xpc-/- egerek
hati bérén 24 oraval az UVB besugarzas utan. Kor: vad tipus, x: Xpc-/-, hiba: atlag
+SEM (n=3-4 4llat/ adatpont)

Az UVB-indukalt fokozott apopt6zis hatterében a Trp53 tumorszuppreszor fehérje fokozott
expresszioja all, az ehhez sziikséges szigndl domindloan az aktivan atirodo DNS

szakaszokrol szarmazik egerekben in vivo.

5.1.4 A Trp53 indukcidja Xpa és Csb knockout egereknél jelentosen fokozottabb az Xpc
és a vad tipushoz képest

A Trp53 tumor szuppresszor gén szerepe az apoptozis kivaltdsdban elsddleges
szereppel bir, de ismert a Trp53-independens apoptozis jelensége is [254]. Fenti
¢észlelésiink alapjan joggal mertilt fel tehat a knock-out allatok epidermiszében a Trp53
protein expresszidjanak vizsgalatanak jogosultsdga. Ehhez immunhisztokémiai modszerrel

mutattuk ki a Trp53 protein szintjét az Anyagok és Modszerek fejezetben leirt technikaval.
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5.1.6. abra UVB hatasra fokozott Trp53 tumorszuppresszor protein indukcié Xpa-/-
¢s Csb-/- egereken Kor: vad tipus, négyzet: Csb-/-, haromszog: Xpa-/-. hiba: atlag
+SEM (n=3-4 allat/ adatpont)

Az 5.1.6 abran lathato, hogy a két magas apoptozis-hajlammal biro torzs, a Csb-/- és Xpa -
/- egerek esetén az UVB besugarzas utan mar alacsony dozisok esetén is nagy szamban
voltak Trp53 pozitiv sejtek kimutathatéak. Hasonlo kisérletes rendszerben az Xpc-/- egerek
besugarzasa esetén jelentds eltérés mutatkozik a Trp53 expresszidjanak tekintetében.
Megfigyelhetdé, hogy alacsony ¢és magas dozisok esetén a vad tipushoz hasonld
dinamikaval észlelheté sunburn-sejtek kialakulasa, mig a kézepes UVB dozis esetén (800
mJ/mZ) esetén szignifikansan emelkedett Trp53 expressziot észlelhetiink.

Eszlelésiink szerint az Xpa-/- és Csb-/- egereket a vad tipusuakkal sszehasonlitva
ugyanakkora szintii Trp53 fehérje expresszidjahoz 10-25-szor alacsonyabb UVB dozis is
elegendd volt. Ebbdl kovetkeztethetd, hogy az UVB hatasara észlelhetd Trp53 expresszid
90-96%-ban olyan DNS szakaszokrol szarmazik, amelyek excizios repair altal

korrigalhatoak és a kdrosodas aktiv transzkripcio alatt 4116 DNS széalakon alakult ki.

A fentiek alapjan levonhat6 a kdvetkeztetés, hogy a bérben kialakuld apoptozisért jorészt a
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Trp53 fehérje indukcidja a felelds, hiszen egyidejlileg ennek a fehérjének a fokozott
jelenléte is észlelhetd volt. Ebben az indukcidban is az aktivan atir6dd szakaszok

karosodasai szolgaltatnak szignalt a fehérje fokozott expressziojara.

A Trp53 kozponti szerepet t6lt be a sunburn-sejtek kialakulasaban, hiszen Trp53
knockout egerekben mindossze 10 szazaléknyi apoptozis-készség észlelhetd a vad tipussal
Osszehasonlitva [255]. Az 5.1.6. abran demonstraljuk, hogy a Trp53 indukcidja mar
egészen alacsony, 25 J/m*-es UVB besugarzas esetén ¢észlehetd, majd a dozis
fliggvényében meredeken emelkedik az Xpa-/- és Csb-/- egerekben, ahol a TCR aktivitasa

hianyzik. Ez a Trp53 expresszio in vitro adatokkal dsszevetve is jelentds érzékenységre
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5.1.7. abra Xpc-/- és vad egerek hati borén 24 oraval az UVB besugarzas utan Kor: vad
tipus, x: Xpc-/-, hiba: atlag £SEM (n=2-4 allat/ adatpont)

utal[256]. A transzkripcionalisan aktiv gének esetén az XPC-RAD23B szerepét a DNS

karosodas felismerésében a funkciojaban gatolt RNS polimeraz enzim veszi at [257, 258].

5.1.5 Az Mdm_2 indukcidja eltérd a vad tipus és Xpc knockout egerekben mint az Xpa és
Csb knockout egerekben

A Trp53 mellett az Mdm2 szoveti expresszioja is jelentds fokban tiikrozi a szoveti
apoptozis-készség fokat. A Trp53 funkcidjanak a szabalyozasdban az Mdm?2 jelentds

szerepet jatszik, hiszen az N-termindlis transz-aktivaciés domén blokkoldsan keresztiil
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gatolja a p53 transzkripcionalis aktivitasat[259-261]. Emellett az Mdm?2 a Trp53 szintjének
szabalyozasaban is jelentés szereppel bir, mivel az ubikvitinizacion keresztiill a Trp53
gyors lebomlasat eredményezi[262-264]. Az ubikvitin-dependens ttvonalon kiviil leirasra

kertilt egy ubikvitinizacid nélkiili proteaszomalis degradacidja is a p53-nak[265].

A DNS karosodéas soran fellépd molekularis torténések ereddje, hogy a rovid
¢letidejii TrpS53 proteaszomalis degradacidja akadéalyozva lesz, igy megnd a p53 stabilitasa
¢és ezzel 1étejonnek a sejtciklust fekezo és apoptozist indukald hatasai. Az Mdm?2 kétddése
a Trp53 molekuldhoz annak transzkripciondlis aktivitasat is befolyasolja. UV besugarzasra
az Mdm2 szintje csokken[74], de overexpresszidja gatolja a Trp53 UV altali
indukcidjat[266].

In vitro kisérletben tenyésztett human fibroblasztok esetén XPC paciensek sejtjei UVC
hatasira MDM?2 szint emelkedéssel reagéltak, hasonléan a normal fibroblasztokhoz,
azonban XPA és CSB paciensek fibroblasztja esetén ez az emelkedés elmaradt [267]. Ez
valamelyest ellentmondasban van a klinikai tapasztaltnak, igy érdeklédéssel vizsgaltuk in

vivo rendszeriinkben az Mdm?2 szintjének valtozasat.

Eredményeink egyértelmlien azt mutattdk, hogy alacsony UVB doézisoknal az Mdm?2
expresszioja 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 megfigyelheté volt. Az Xpa-/- és a Csb-/-
egerekben ezzel szemben emelkedés nem volt észlelhet6, mar igen alacsony dézisnal
Mdm2 expresszido csokkenés jelentkezett. (5.1.8 abra). A Kkisérleteinkbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a sejtszintli torténések sorrendje a sunburn-sejt képz6dés soran a

kovetkezd: transzkripcid gatlds — Mdm2 — Trp53 — apoptozis.

Az apoptdzis képesség megtartott jellege ellenére az Xpc knockout egerek DNS-
reparacios képessége karosodott. A vad tipushoz képest itt ugyan nem jon létre tobb
apoptotikus sejt, de az UVB besugarzas utan jelentés DNS karosodas 1ép fel, amit a
ciklobutan pirimidin dimerek kimutathatosaga is demonstral[268]. Allatkisérletes
megfigyelésiink Gsszhangban van in vivo kozlésekkel. A klinikai megfigyelés ezzel az
¢észleléssel magyarazhato, ismert ugyanis a klinikai tapasztalat, hogy az XPC péacienseknél

még az XPA betegekhez képest is nagyobb szamban alakulnak ki bérdaganatok[269].
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5.1.8. abra. Mdm2 pozitivan festédd sejtek a kiilonb6zé genotipusu egerek
epidermiszében UV-beugarzas utdn +SEM.

Sejtkultarakon végzett vizsgalatok is azt mutattak, hogy fokozott apoptozis-készség Xpa-/-
¢és Csb-/- sejteken is kimutathat6 volt[270]. A protein szintli valtozasok, az Mdm?2 és Trp53
indukcidja szempontjabdl inkabb érzékenynek mutatkoztak az Xpc-/- egerek. A rendszer
komplexitasat jol alatamasztja az a human és egérmodellben is leirt megfigyelés, hogy az
Xpa-/- és Xpc-/- egerekben kell fokozott daganatképzddéssel szamolni; a Csb fenotipus
alig fokozott daganat-rizikoval jar a vad tipusokhoz képest[271]. A daganatképzddési
fogékonysdg a GGR hidnyaval fiigg 0Ossze, mint azt késObbi vizsgalatok
megerdsitették[272]. Az Xpa fenotipus az Xpc-hez képest tumorszuppressziv hatasa[272].
Tovabbi vizsgalatok is alatamasztjak, hogy az apoptotikus szigndl az aktivan atir6do
szakaszokrol szarmazik, aminek védo hatasa van a daganatképzodéssel szemben[273].
Eredményeink alapjan levonhatjuk a kovetkeztetést, hogy a DNS karosodas
sunburn-sejt képzédést eredményez, ha a karosodas kijavitasa zavart szenved. Ehhez a
szignal dominaldan az aktivan atir6do, TCR 4altal feliigyelt DNS szakaszokrol szarmazik.
Megfigyelésiink dsszhangban van hairless egereken végzett vizsgalatokkal[274] és in vitro
eredményekkel[275]. A sunburn-sejt képzédés szabalyozasaban kdzponti szerepet jatszik a

TrpS3 fehérje[47]. Az eredmények szerint a TrpS3 indukcidja is a transzkripcié alatt
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elszenvedett karosodastol fiigg, €s megegyezik az in vitro eredményekkel, de annal
markéansabban érvényesiil. A Trp53 szintje az ubikvitinizacié miatt az Mdm?2 fehérjétdl
fligg[74], megfigyelésiink szerint ez utobbi expresszidja UV hatasra csokken és az ehhez

sziikséges szignal is az aktivan atirodé DNS szakaszokrol szarmazik.

A sunburn-sejt képz6dés védi az epidermiszt a DNS-karosodas patologias
kovetkezményeitdl. Az Xpc knockout egereken ugyan alacsony UV dézis mellett nem
alakulnak ki nagy szamban sunburn-sejtek, de a DNS allomanyban igen sok karosodas
l1étrejon és ezek kijavitatlanul maradnak. Ezek az allatok nem érzékenyek az akut UV-re, a
leégés a vad tipusban észlelt UV dézisoknak megfeleld besugarzas utan jon csak létre,
mégis fokozottan érzékenyek az UV sugarzas karcinogén hatasara, illetve fogékonyak mas
daganatkeltd hatasokra, pl. kémiai karcinogénekre[276]. A Xpc allatok daganatok iranti
fogékonysdga még az Xpa egerek fogékonysagan is tlltesz, jelezve, hogy az apoptdzis
protektiv hatdsa kiemelt jelentdségli. Normal viszonyok mellett a DNS karosodast hordozo
sejtek a sejtciklus késleltetésével a repair mechanizmusok aktivizdlodnak vagy apoptdzison
mennek at. Ehhez a Trp53 fokozott jelenléte kell, amely leéllitja a sejtciklust és a DNS
karosodasok kijavitodnak. Ha ez nem torténik meg, a kdrosodas atadodva daganatképzddés
forrasa lesz. Trp53 deficiens egér bérében UV hatasra kevés sunburn-sejt képzddik és az
allat fokozottan érzékeny a daganatképzddésre[119]. Tehat a sunburn-sejt képzddés a
genom védelmében (guardian of the genome) torténd folyamat és protektiv hatasa van a
karcinogenezis szempontjabol[47, 104, 114]. Ezt a korabban is elfogadott véleményt a

vizsgalatunk ismételten megerdsitette.

5.2 A Trp53 apoptozist indukadlo hatdasaban résztvevé gének szerepe,
ujabb adatok az UVB-indukdlta apoptozis reguldcié komplex

rendszerében

A Trp53 sejtciklus szabalyoz6 funkcidjaban az effektor utvonal szamos eleme jol ismert, de

crer

vizsgalatsorozatban arra kerestiink valaszt, hogy a fent ismertetett in vivo végpont, a
sunburn-sejtek kialakulasa szempontjabol mely faktorok jatszanak meghatarozo szerepet.

Szamos elem esetén észleltiik, hogy a Trp53-mediélta apoptdzis szempontjabdl szerepiik
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nem meghatarozo, egyes adatok nem is keriiltek kozlésre, ezeket kiilon jeloléssel lattam el.
Az igy nyert informdci6 viszont segitett helyes iranyba terelni a munkénkat, igy ezek is
hasznos adatokként részét képezik dolgozatomnak. A szabalyoz6 rendszer komplex
miikodésének fontossaga a klinikumban is jelentkezik, hiszen a p53 funkcid

helyreallitasanak esetleges terapias hozadéka is vizsgalatok targyat képezi[277].

A Bevezetésben részletesen ismertettem azokat a tényezdket, amelyek altal a sejtciklus
szabalyozasa a G1-ben valo megrekedés (G1 arrest) 1étrejon. Az 1.10. sz. dbran bemutatott
médon az Rb  foszforilaltsagi  allapotatol fiiggéen tud az E2F  komplex-szel
Osszekapcsolodni. A hipofoszforilalt Rb az E2F-1 transzkripcids faktorhoz kotddik és ezzel
gatlas ala helyezi. Az hiperfoszforilalt Rb viszont tobbet nem képes kotddni az E2F-1-hez,
ledisszocial, amely ez altal a gatlas aldl felszabadul[278, 279]. Ilyen modon az E2F-1 a
DP-1 partnermolekuldval egyiitt szdmos target gén transzaktivacidjat hozza létre ezzel a
sejt G1-> S iranyu progresszidjat és sejt S fazisba 1épését eredményezik[280]. Az E2F-1
célgénjei olyan gének, amelyek a sejt replikacidja szempontjabodl fontos fehérjetermékeket
kédolnak, mint egyebek mellett a DNS polimerdz, timidin kindz, dihidrofolat
reduktaz[279, 281]. Az Rb foszforilaltsaga tehat kritikus szerepet jatszik a sejtciklus
szabalyozasa szempontjabol, ennek effektorai a ciklin-dependens kinazok, illetve ezek

regulatorai a ciklin-dependens kindz inhibitorok. [278]

521 p21Cip1/ Wl knockout egerek apoptozis-készsége nem kiilonbozik a vad tipusétol

A kordbban leirt kisérletes modell szerint vizsgéaltuk az egyszeri UVB expozici6 utan
észlelhetd apoptotikus valaszt a 24 6raval késébb bérben detektalhatdé hatasara sunburn-
sejtek mennyiségi meghatarozasaval. A ciklin-dependens kindz inhibitorok koziil a Trp53
egyik legkozvetlenebb célpontja a p21(CIP1/WAF1) gén és génterméke[126]. A p2l
knockout egerek homozigéta null formdban sem mutatjdk a p53 knockout egerekre
jellemz6 spontan tumorképzddést ¢és  kovetkezményes élettartam-rovidiilést[282].
Daganatokban viszont ez gyakran alacsony szinten expresszalodik és ez kedvezdtlen
prognozissal korrelal[283-285]. Vizsgalatunkkal ezzel egyiitt tisztazni kivantuk ennek a

génnek az UVB-indukalta apoptdzis valaszban jatszott szerepét.

Az 4bran azt mutatjuk be, hogy a p21 knockout egerekben UVB hatasara a vad tipushoz
nagyon hasonld dinamikaval észleltiikk apoptotikus keratinocitdk kialakulésat. (adat nem

keriilt kozlésre)
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5.2.2 p27 Kbl knockout egerek apoptozis-készsége nem kiilonbozik a vad tipusétol

Mivel a ciklin-dependens kindz inhibitorok masik sokat tanulmanyozott reprezentansa a

p21l -/- versus +/+ egerek apoptoziskészsége
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5.2.1. abra. p21°™""™ knockout egerek apoptozis-készsége megegyezik a vad tipust
egerekével egyszeri UV-besugarzast kovetden. 2SEM.

p27Kipl ¢és génterméke is szamos hasonlosagot mutat a p21Cipl/Wafl-gyel, pl. a
tumorokban val6 alacsonyan expresszalt jellege miatt[286-288]. igy kézenfekvo volt ennek
a knockout egérmodellnek a vizsgalata is. Ezen gén elveszése, tumorképzddésre hajlamosit

elspdlegesen kémiai karcinogének és gamma sugarzas hatasara[289]

A kisérleti rendszer hasonl6 volt a p21-nél alkalmazottal és az észlelt eredmény is hasonld
modon nem igazolt szignifikans eltérést a knokcout és a vad tipust egerek besugarzasa

kozott. (adat nem keriilt kozlésre)

Az affektor Gitvonalak vizsgalata soran relative kevés kiilonlegesen érdekes adatot kaptunk,
bar fenti negativ felismerések is tiikrozik a p53 apoptdzist indukéld rendszerének a

sokszintiségét.
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5.2.3 E2F1 knockout egerek apoptozis-készsége jelentosen fokozott a vad tipuséhoz
képest

120 | p27 -I- vs. +/+ egerek apoptoziskészsége
100 +

80 +
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5.2.2. abra. p27""™ knockout egerek apoptozis-készsége megegyezik a vad tipusu
egerekével egyszeri UV-besugérzast kovetden. =SEM.

Az apoptozis €s sejtciklus kozvetlen szabdlyozdsaban résztvevd gének koziil a tovabbi
downstream elemek vizsgalataval folytattuk a munkat. Az Rb-re nézve knockout egerek
homozigota null formaban életképtelenek[290]. A rendelkezésre allo lehet6ség alapjan
tehat az ismert apoptozis-regulald szereppel bird6 E2F1-re nézve homozigota knockout
egereken végeztink vizsgalatokat[291]. A két kozel egyidében létrehozott knockout
egértorzs koziil mi a Field és munkatarsai altal a 3-as exonba épitett neo kazettaval és a 4-

crer

Yamasaki és mtsai. altal 1étrehozott torzzsel[292].

Hasonléan a korabbi vizsgéalatokhoz az egerek apoptdzis-készségét olyan moddon
vizsgaltuk, hogy egyszeri UVB doézissal sugaraztuk be Oket, majd 24 ora elteltével

eutanazian estek at az allatok.
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Az észlelt sunburn-sejt képzodést az alabbi abran abrazoltuk, ahol lathatd, hogy ezek az

allatok az apoptozis-készség tekintetében a vad tipusnal is kifejezettebb reakciot mutatnak,

E2f17 vs vad tipus egerek apoptoziskészsége
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5.2.3. abra. E2F1 knockout egerek apoptodzis-készsége jelentésen fokozott a vad tipust
egerekével egyszeri UV-besugérzast kovetden. =SEM.

azaz nagyobb szamban voltak sunburn-sejtek megtalalhatoak a hamban.

A kisérlet eredménye valamelyest meglepetést hozott, hiszen az E2F1 apopt6zis-indukalo
képességére voltak irodalmi adatok[293, 294]. Az eredeti hipotézis szerint az E2F1
elvesztése a Trp53 elvesztéséhez hasonld mddon viselkedett volna, azaz kisebb szdmban
vartuk sunburn-sejtek képzodését. Az eredményt a kisérletek természetszerii megismétlése
utdn olyan modon is kontroll ald vettiik, hogy kollaboraciés partnereinktl K5 promoterrel
hajtott E2F1 overexpresszald egértorzset is vizsgaltunk[231]. Ez egy olyan specialis
konstrukciod, ahol a hdm bazalis rétegében expresszalddd K5 promoter mellett jelenik meg
E2F1 overexpresszid, tehat az dallat egészében nem, de az epidermiszében jelentds
mennyiségben folyamatosan taltermeli ezt a transzkripcios faktort[231]. A fent ismertetett

modon elvégezve a besugarzast és a sunburn-sejteket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
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korabbi eredménnyel dsszhangban itt markdnsan csokkent apoptozis-készséget mutattak a
hamsejtek. Ez az ¢észlelésiink teljes Osszhangban volt a knockout egereken tett
megfigyelésiinkkel. A jelenség érdekessége mellett szolt még, hogy spontan tumorokra az
E2F1 knockout egerek nem voltak hajlamosak, é¢lettartamuk az atlagos vad tipust
egerekével megegyezett. Ennek az észlelésnek a birtokdban a fokozott apoptdzis-készség
hatterének a vizsgalatara egy olyan kettds knockout torzs 1étrehozéasat céloztuk meg, amely
mind az E2F1, mind a Trp53 génre nézve homozigdta null genotipusu. Ennek a kisérletnek
mar azt is egy hozadékanak tekintettiik, hogy két fontos, a sejtek mikodésében alapvetden
meghatarozo transzkripcios faktor elvesztése egyaltalan Osszeegyeztetheté-e az élettel,
azaz ¢letképes allatok sziiletnek-e? A két torzs keresztezésénél figyeltiink ra, hogy
alapvetden azonos, C57/Bl6 egértdrzset hasznaljunk, mivel az egyes beltenyésztett
egértorzsek kozott markans kiilonbségek lehetnek[295]. A kisérlet egyértelmiien
megmutatta, hogy ilyen allatok létrehozasa lehetséges volt, a tenyésztés egyszeriisége
pozitiv meglepetésként ért minket, ismerve a Trp53 egerek paroztatdsanak nehézségeit,
amelyeket alabb részletesen ismertetek. A knockout allatok egészségesnek imponalva
sziilettek meg, fenotipusukban nem mutattak kiilonbséget a vad tipust 0jsziilott egerekhez
képest, az egereket megvizsgalva nem lehetett megkiilonboztetni a vad tipust a homozigdta
knockout egerektdl. A genotipus PCR alapu tobbszords kontrollja utan a korabbival
teljesen megegyez0 modon, 6-8 hetes egereken végeztiik el az UVB besugarzast minden
koriilmény teljesen identikus reprodukcioja mellett. Az észlelt sunburn-sejt szamokat az

alabbi dbran mutatjuk be.
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5.2.4 abra. E2F1 X Trp53 dupla knockout egerek apoptdzis-készsége jelentdsen fokozott a
vad tipust egerekével egyszeri UV-besugarzast kovetden. +SEM.

E2F-1 transzgén vs. wt

120 +
o
7
n
=
5 .
AC:O == wild type
> = «O=« E2F-1transgene
7 o
- - - ==
) DEEE=eme====O-==" } }
0 250 500 750 1000

UVB doézis J/m?2

5.2.5 abra. E2F1 transzgén egerek egerek apoptozis-készsége csokkent a vad tipusu
egerekével egyszeri UV-besugarzast kovetden. =SEM.
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Az eredmények azt mutattdk, hogy az E2F1/Trp53 dupla knockout egerek apoptozis-
készsége lényegében megegyezik az egyszeres E2F1 knockout egerekével, hasonloan
emelkedett jelleget mutat. Ez mindenképpen figyelemreméltdo eredmény, hiszen a Trp53
apoptdzisra gyakorolt meghataroz6 szerepének mondott ellen. A kozlés sordn az alap
egértorzsek esetleges jelentds eltéréseinek kizardsara a biralok kérésére a teljes genetikai
variaciosorozatot ismételten eldallitottuk, a kapott eredményt egy kozos abran mutatjuk be.
Mint lathato, 1ényegében teljesen azonos eredményt kaptunk mint az irodalomban mar

kozolt Trp53 knockout kisérlet, igy sikeriilt megbizhatéan reprodukdlni az eredményeket.

l I
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5.2.6 abra. E2F1 X Trp53 dupla knockout egerek fibroblaszt kulturajanak apoptézis-
készsége, illetve a TrpS3 visszatranszfektalasat kovetden. =SEM.

Elmondhat6 tehat, hogy dupla knockout egerecken (Trp53-/-E2F1-/-) nem
érvényesiil a Trp53 hianya, a sunburn-sejt képzédés az E2F1 KO egerekre jellemz6

jellegzetes dozis — sunburn-sejtszam gorbét latjuk. Ugy tiinik, hogy a molekularis
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mechanizmusok ala-folérendeltségi viszonyaban a E2F1 inaktivacidja felillirja a Trp53
elvesztése utan észlelhetd apoptozis rezisztenciat. Hipotézisiink szerint az apoptdzis
indukci6 folyamatédban a Trp53 funkciondlisan az E2F1 {6l6tt all. Fibroblasztokon végzett
kisérletek soran azt észleltiik, hogy kettds KO fibroblasztokban az E2F1-et transzfektalva
gatolni tudjuk az UV-indukalta apoptozis fokozodasat. Az in vivo eredményeket
munkacsoportunk tovabbi kisérletekkel is megerdsitette in vitro transzfekcios
vizsgalatokkal. Az eredmények azt mutattdk, hogy az E2F1 transzkripcios faktor, a Trp53
tumorszuppresszor gén €s utobbi szabalyozojaként az Mdm2 Arf egymassal komplex
viszonyrendszerben allnak. Egyik legfontosabb megallapitasként észlelhetd volt, hogy az
E2F1 apoptozis-szuppreszor funkcidja jelen van a sejtciklus szabalyozasaban betdltott

szerepe mellett[296].

5.2.4 Az E2F1X Trp53 dupla knockout egerek tilélése a vad

tipusuéhoz hasonlo

A fent leirt folyamatok mélyebb megértésének fontos eleme, hogy az in vivo
kisérletes eredményeinket aldtdmasztjadk-e az egerek tumorképzdédésének és egyéb
fiziologias funkcidinak az alakuldsa. E célbol az allatokat hossza tavi megfigyelés alatt
tartottuk, majd az észlelt elhullast rogzitettiik. Az egerek talélését a hagyomanyos Kaplan-
Meier gorbén dbrazolva mutatjuk be az 5.2.7. dbran. A fenti abrabol egyértelmiien kitlinik,
hogy a hosszu tavi megfigyelések soran igazolast nyer, hogy az E2F1 hidnyaban a p53 -/-
egerekre jellemzd korai tumorképzddés szintén eltlinik. A Trp53 knockout egereken az
esetek tobb mint haromnegyedében lymphomak, ill. 1agyrész sarcomak kialakulasara lehet
szamitani[297, 298], ami miatt az atlagos tulélésiik 6-8 honap. Ezzel szemben lathatd, hogy
ezen idopillanatban a Trp53-/-;E2F1-/- egerck tOobbsége még ¢életben van. Ez
mindenképpen azt mutatja, hogy a Trp53 elvesztésével jard apoptdzis-készség deficiencia

az E2F1 egyidejti kiiktatasaval feliilirhato.
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5.2.7 abra. E2F1 X Trp53 dupla knockout egerek fibroblaszt kultirajanak apoptdzis-
készsége, illetve a Trp53 visszatranszfektalasat kovetden. =SEM.

5.2.4 Az E2F1X Trp53 dupla knockout egerek sziiletéskori ivararanya

a vad tipuséhoz hasonlo

Az egerek hosszu tavh életben tartdsanak masik fontos hozadéka is volt, mivel alkalmunk
volt megfigyelni az egerek szaporitasa soran a sziletett utédok ivarardnyat. A munka
szempontjabol kellemes meglepetésként nyugtaztuk, hogy az Trp53-/-;E2f1-/- egerek
Szaporitdsa lényegesen egyszeriibb, mint az egyszeres Trp53 knockout egereké. Az
utdbbiak esetén ugyanis a him:ndstény arany jelentdsen eltolodott az el6bbiek javara. Ezt a
jelenséget a lenti tablazatban demonstralt moédon nem észleltiik, a Trp53-/-;E2f1-/- dupla
knockout egereknél az utédok a vad tipushoz hasonl6 kiegyensulyozott aranyban jottek a

vilagra.
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Genotipus Osszesen [Him|Nostény | Arany

Trp53+/+; E2f1+/+ 80 44 36 1:1,22

Trp53-/- ; E2f1+/+ 122 100| 22 [1:4,55

Trp53-/- ; E2f1-/- 53 27 26 1:1,04

5.2.1 téblazat. E2F1 X Trp53 dupla knockout, Trp53 knockout és vad tipust egerek
kozott a sziiletéskori ndstény : him egerek aranya

Osszegezve tehat levonhato a kovetkeztetés, hogy a Trp53 elvesztésével egyiittjard, egyéb
— nem pontosan ismert mechanizmust — funkciovaltozasok is jelent6s fokban
visszafordithatéak az E2F1 egyidejii kiiktatdsdval. Ez tehat annak bizonyitéka, hogy az
altalunk leirt jelenség szélesebb bioldgiai értelemben is valtozast hoz a ragesalok

szervezetében.

A Trp53 elvesztésével jard apoptdzis valaszkészség megvaltozasdnak
visszaforditdsa az E2F1 egyidejii kiiktatdsaval onkologiai szempontbol jelentds, akar
kés6bb terapiaban is hasznalhatd eredménynek tekinthetd. A tumorok jelentds része
rendelkezik p53 mutacioval, amely immunhisztokémidval is kimutathatdé és a tumor
progndzisa szempontjabol komoly jelentéséggel bir[299]. Az apoptozist indukald terapias
agensek hatastalansadgaért vagy terdpia sordn fellépd hatasvesztéséért a tumorsejtekben
kialakuld p53 mutacio jelentds részben felelds. Ha egy masik fehérje, mint jelen esetben az
E2F1 transzkripcids faktor inaktivalasa a sejteket ismételten képessé teszi az apoptdzisra,
akkor ez jelentdsen megvaltozott kezelési hatékonysagot jelenthet. A kezelés kozben
kialakulé multidrug rezisztencia hatterében is allhat a p53 inaktivacidja. Mint fentebb mar
emlitettem, jelenleg mar terapias célu torekvések vannak a p53 funkcidjanak
visszaallitasara[277]. Hasonld jellegii, célzott molekularis terapiara az utdbbi évek

alapkutatasai hivtak fel a figyelmet[299-301].

5.3 Trp53 mutdns klonok iddbeli és térbeli dinamikajanak vizsgalata

kronikus UVB besugadrzads mellett

A daganatok kialakulasa szempontjabol a klonalis expanzid kritikus 1épés. A mutaciok
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altalaban a szervezetben 10° — 10°gén/sejt gyakorisaggal képzédnek, azaz a
mindennapokban is folyamatosan szamithatunk mutaciok kialakulasara[302, 303]. Ahhoz,
hogy ezekbdl az egyes sejtekbol makroszkopikusan is lathato, klinikailag detektalhato
méretli tumorok alakuljanak ki, egy sor 1épésnek kell torténni, amelyek koziil ma csak
relative keveset ismeriink. A korabbi vizsgalatokkal igazolni lehetett, hogy az emberi bor
napnak kitett borfeliiletei olyan p53 pozitiv sejtcsoportokkal, klonokkal van teleszorva,
amelyek potenciadlisan kés6bb daganatok kiindulasi forrasai lehetnek [235]. Ezeket a
klonokat egérbOrben is meg lehet talalni UVB besugarzas utan[304]. Ezzel egyiitt az a
dinamika, amellyel ezek a sejtcsoportok aztdn nagyobba valnak teljességgel ismeretlenek
voltak. Munkénk soran célul tiiztiik ki, hogy heteken at kronikusan UVB sugarzassal kezelt
egerekben tanulmanyozzuk a klonképzddésnek a dinamikajat. Ehhez az Anyagok és
Modszerek fejezetben targyalt modon haszndltunk C57/BL6-0s egértorzset, amelyet

rendszeresen borotvaltunk és hetente 5 alkalommal besugaraztunk.

5.3.1 A Trp53 pozitiv klonok méretben és sejtszamban is novekedek kronikus UVB

hatasdara

Munkank elsd 1épéseként egérborre is kidolgoztunk egy olyan mddszert, hogy tigynevezett
epidermalis lemezeket (epidermal sheet) tudtunk levalasztani az egerek egyben eltavolitott
hatborérol. A modszer human mintan mar korabban beallitasra keriilt, de a human bor tobb
tucat sejtsorahoz képest az egérbér néhany sejtsorbol allo epidermisze komoly technikai
kihivast jelentett. Ezzel a mddszerrel azonban nem keresztmetszeti képen tudtuk vizsgalni
ezeket a sejtcsoportokat, hanem az egér hatbdorét mintegy feliilnézetbdl szemlélve volt
alkalmunk a sejtcsoportok horizontdlis terjedését is vizsgdlni. A p53 pozitivitast
immunhisztokémiai modszerrel tudtuk igazolni, majd az immunhisztokémiai reakcio utan
késziilt prepardtumokat fénymikroszkoppal lehetett vizsgalni, ahogy az &bran
demonstraljuk is. A kialakult sejtcsoportokat fénymikroszkop alatt lehetett szdmolni, majd
a szamoléas eredményeit az egér hatborén 10 négyzetcentiméterre vetitve abrazoltuk az
alabbi abrdkon. A naponkénti UV besugarzds eredményeképpen 3 — 5 hét elteltével
megjelentek azok a p53 pozitivan festddd, mutans p53-at tartalmazd keratinocita
csoportok, amelyek késObb aztdn mind méretilkben mind szdmossagukban novekedést
mutattak. Kezdetben a p53 pozitiv sejtcsoportok néhany sejt méretiick voltak, majd

méretiik akar a tobb ezer sejt méretig is megnott. Lathato, hogy a besugarzas 3-ik, 5-ik, 8-
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ik majd10-ik hetében a kialakult sejtcsoportoknak, klonoknak a mérete is névekszik, illetve
¢észlelhetd egy arany eltolodds a nagyobb szamu sejtbdl all6 klonok irdnyaba. A
vizsgalatokkal nem csak a 10 négyzetcentiméterenként észlelhetd klonok szamat, hanem az
ez altal elfoglalt teriiletet is mérhetdvé tudtuk tenni. Az 5.3.1 abran egy jellemz6 klon

atnézeti képet mutatjuk, melyen jol lathatd a p53 pozitiv sejtek csoportba rendezett jellege.

5.3.1. abra p53 pozitiv immunhisztokémiai reakcidt ado sejtek csoportja egér epidermalis
lemez preparatumban. 400X

A klonok novekedési dinamikdjat vizsgalva egyértelmii volt, hogy hosszabb UV-kezelés
nagyobb méretli klonokat eredményezett és ezen klonok nagyobb szamban alakultak ki a
feliilet 10 cm®-ére vetitve (5.3.2. 4bra). Ha osszehasonlitjuk az eltelt id6 fiiggvényében
észlelt p53 pozitiv sejtcsoportok viselkedését, lathatd, hogy a kezelés 10-ik hetére a
sejtcsoportok mérete elérte a 300 — 500 sejtes nagysagot, s6t ezer feletti szamu sejtet

tartalmazo klonok is észlelhetdek voltak.

Azt is igazolni kivantuk, hogy az igy kialakuld sejtcsoportok, amelyek p53
immunhisztokémidval pozitiv reakciot mutatnak, valojaban tartalmazzék a p53 mutéciot.
Ennek igazolasara egyes epidermalis lemezeken a p53 immunhisztokémiai reakci6 utdn az
azonositott klon sejtjeibél mikrodisszekcids technikaval DNS-t nyertiink, majd ezeket a

DNS mintakat PCR-rel amplifikaltuk. A PCR utdn a mintakat szekvenaltuk keresve a p53-
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5.3.1. tablazat p53 mutaciok a mikrodisszekcio technikaval izolalt klénokban. Lathat6 az
ismert hotspotként nyilvantartott 270-es kodon gyakori érintettsége €s a mutacio UV-
kézjegy mutacio jellege: C > T

5737Zabra p>3 pozitiv immunhisztokemial reakciot KIonok szamanak valtozasa az 1do €s
a dozis fiiggvényében. 3, 5, 8 és 10 hét UV-kezelés utan vizsgaltuk a kialakuld
sejtcsoportok méretét (sejt/klon) és az egyes méretii klonok gyakorisagat (klon/10cm?)

ra jellemz6 tipusos UV-indukalt ,,hotspot” mutaciokat. Az 5.3.1 tablazatban mutatjuk be az

igazolt mutédciokat, amelyek domindloan C-T mutaciok voltak, azaz az UV hatasra

jellemzd kézjegy tipust mutattak.

Fogsagba esett klonok

A klonok négyzetcentiméterenkénti szdma és az egyes klonok mérete a besugirzas
idGtartamaval ardnyosan nodvekedett, azonban kivancsiak voltunk a besugarzas
abbahagyasa utan torténtekre is. Igy aztan az 6todik kezelési hét utan az UV sugarzast

felfiiggesztettilk az allatok egy csoportjanal, mig egy masik csoportnal folytattuk a
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kezeléseket. Az abran jelolt idOpontokban termindlva az egyes dallatokat vizsgaltuk a
kialakult viszonyokat, ami a klonok méretét, és a klonok szamat illeti. Erdekességként
tapasztaltuk, hogy a klonok gyakorisaga, 10 cm?-i szdma csdkkent (5.3.3 4bra A panel), de
a klonok altal elfoglalt teriilet atlagos mérete nem csokkent (B panel). A klonok ugy
viselkedtek, hogy szamos klon eltiint, de amelyek megmaradtak, azok mérete nem

valtozott.
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5.3.3. abra. A panel: A folyamatos UVB besugarzas mellett a klonok novekednek
(folyamatos vonal), mig, ha az UV-kezelést felfiiggesztjiik az 6tddik héten, akkor a
klonok szama gyorsan csokkenésnek indul (szaggatott vonal) +/- SEM.

B. panel: a kialakult klénok kb. 20%-a viszont nem mutat regressziot a 13-ik hétig
utankovetve Oket. A felfiiggesztett UV-kezelés mellett a klonok altal elfoglalt teriilet
mérete nem csokkent jelentdsen. A két ag kozotti kiillonbség statisztikailag szignifikans
(P: > 0,003 9 hétnél és P:>0,0002 11 hétnél. (Wilcoxon rank sum test two-sided).

A fennmaradt klonokat kozelrél megvizsgalva azt tapasztalatuk, hogy a sejtsiirliség
ezekben a sejtcsoportokban a kordbbihoz képest nagyobb lett, azaz a sejtek szaporodasa
¢észlelhetd volt, de mintha nem tudtak volna kitérni egy adott teriiletii ,,bortonbdl”. Innen

szarmaztattuk az elnevezést: bebortonzott klonok.

Fenti észlelés mellett, mivel a klénokat alkoto sejtek szama ismertté valt az értékelés soran,
igy ennek statisztikai analizisét is el tudtuk végezni. A szamokat atnézve vilagossa valt,

hogy a klonokat alkotd sejtek szdma egyfajta periodicitdst mutat. Az abran lathato
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moédon az X tengelyen az egyes klonokat felépitd sejtek szamat, mig az Y tengelyen

10 cm?-ként eléforduld szamukat dbrazoltuk.

Abra: A kloénok nagysag (sejtszam/klon) szerinti gyakorisagi abraja periodicitast mutat.

(868 klon adatainak feldolgozasa, 3 sejtenkénti csoportositasban, 100 sejt/klon-nal

5.3.4. abra. Tométt klonok 1250 J/m? napi UVB irradiacié heti 5x, C57/BL6 egerek
leborotvalt hati bérén 5 héten 4t, majd 8 hétig UVB 0 J/m% a ham-lemez preparalasa
utan immunperoxidaz festés CM-5 antitesttel, 200x nagyitas.

nagyobb adatokat nem tiintettiink fel, mert a sejtek szdmoldsa itt mar pontatlan).

Az els6 pillanatra feltind periodicitast statisztikailag is verifikalni lehetett, oly médon,
hogy a 12-16 kozotti sejtszam és annak tobbszorosei fordultak eld leggyakrabban. Ez
annak az elfogadott ténynek az ismeretében, hogy az egérbdr epidermalis proliferaciods
egységekbol (EPU) all, amelyeket 12-14 sejtmaggal rendelkezé sejt alkot[305, 306],

értelmet nyer.

Igazolhat6 volt tehat, hogy az UVB hatasara a klonok egy-egy ilyen epidermalis
proliferacidés egységnyi mérettel, azaz 12-16 sejttel szeretnek leginkabb nodvekedni.
Folyamatos UVB elegend6 volt, hogy a klonok novekedjenek, az UV kikapcsoldsa utan
azonban a klonok jelentds része regredial. A megmaradd klonok viselkedése is
megvaltozik, mert ilyenkor a teriilet nem novekszik, csak az egy adott teriiletre zsufolt

keratinocitak szaporodnak, ezaltal nagy sejtstirtiségli klonok jonnek létre.

Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a folyamatos UV

besugarzas alatt a klonok folyamatosan ndvekednek. Mind az egy klont alkotd sejtek
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szama gyarapszik, mind az altaluk elfoglalt teriilet ndvekszik. A ndvekedés azonban nem
linedris, hanem 12-16 sejt kozotti ugrasokkal torténik, mivel a novekvé klon egy
az UVB folyamatos jelenléte sziikséges, ennek hatdsaként képes egy mutaciot tartalmazéd
sejtcsoport ,elfoglalni” egy tjabb EPU-t. Ehhez természetesen a kdrnyezd keratinocitak
permissziv jellege is sziikségeltetik. Mivel nem létezik fizikai barrier az egyes EPU-k
kozott, igy Trp53 mutans KC klonok novekedésében a kornyezd sejteknek is meghatarozo
a szerepe. Ez a felismerés jelentOs informacioval gazdagitja a tobblépcsds karcinogenitas
jarul hozzd a daganatok kialakuldsdhoz, hanem az egyes epidermalis proliferacios
egységek tumorsejtek altali elfoglalasaban is kiemelt szereppel bir. Nyilvanvaldan a Trp53
mutacioja nem egyediili eleme egy daganat kialakulasanak. A Trp53 mutaciot hordozo
keratinocitak azonban csokkent apoptozis-készségiik révén pozitiv szelekcio alatt allnak.
Mivel rezisztensek az apoptozisra, igy tovabbi DNS-karosodasok mellett sem keriilnek
eliminédlasra, novekedésiikben eldnnyel birnak az ép sejtekhez képest, igy tovabbi
mutaciokra is nagyobb eséllyel tesznek szert. A novekedés dinamikaja nem linearis, hanem
kvantalt egységekben torténik, egy-egy EPU elfoglalasa gyors, majd egy ujabb EPU-ba
valé betorés ismét hosszabb id6t vesz igénybe. A prekancerdzus sejtcsoport nem
egyszerlien egyenként, sejtenként halad, hanem a kdrnyezd sejtek kiszoritdsaval, egy-egy

epidermalis egység annektalasaval ugrasszeriien torténik.

Miutdn a klonok regredialnak, kisérleteink azt tamasztjak ald, hogy a mutdns
Trp53-at hordozo keratinocitdk nemcsak a sajat kodolt ndvekedési képességiik miatt
szaporodnak fel, hanem az expanziot a kornyez6 sejtek megengedik. Ennek a permissziv
kornyezetnek a folyamatos UV-expozicié a motorja. Ha a fokozott proliferacios készség
csak a mutdns sejtek belsd tulajdonsdga lenne, akkor az UV megsziinése utan is
fokozatosan novekednének a klonok, ha a szdmuk nem is valtozna. Vizsgalatunk ezt nem
mutatta, bar a Trp53 hianya Gssejtszerli aszimmetrikus osztodast eredményezhet[307]. A
klénok novekedése, csak folyamatos UV hatas alatt észlelhetd és ehhez relative alacsony
UV-dozis is elegendd. Az UV-indukalt tumorokban is sziikséges a folyamatos UV hatés a
tumorok noévekedéséhez[308]. Az EPU, mint a klonalis szaporodas fiziologiai barriere

szerepel, melyet a folyamatos UV-irradiaci6 meggyengit.
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Hipotetizalhatd, hogy ebben az UV-indukalta apoptézisnak szerepe van[309].

Vizsgalatunkkal ravilagitottunk a tumorsejtek mikrokdrnyezetének jelentségére a

daganatok keletkezésében.
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5.3.5. abra. A Trp53 mutans kloénok kvantalt eloszlasa A panel: 868 klon analizisével
¢észleltiik, hogy ha 3-as osztdsokkal dbrazoltuk a klononkénti sejtszamot, akkor a 12-16
sejtszam kozotti méretek fordultak eld leggyakrabban.

B. panel: Statisztikai analizis: A klonméretek aperiodikus I'closzlasanak analizise
Mivel egy EPU az egér bdrében 12-14 maggal bird sejtbdl all, a cstcsok ezen
eloszlasnak felelnek meg.
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5.4 Az antigén-specifikus immunitdsnak nincs hatdsa az UVB-
indukdlta p53-mutdns klonok keletkezésére és akut

regresszidjara

Az immunrendszer és a daganatok kozott egy igen komplex kapcsolat all fenn,
amelynek szadmos klinikai aspektusat fent részleteztiilk. Talan az egyik legfontosabb a
spinalioma  incidencidjdnak az emelkedése a  kiilonbozéd  okbol  1étrejovo
immunszuppresszid eredményeként. Az ultraibolya sugarzds immunrendszerre gatld
hatassal van, 6nmagaban is tehat immunszuppressziv. A klinikai gyakorlatban ezt a hatést
jol ismerjik és a kiilonbozo fototerapias beavatkozasaink soran ki is hasznaljuk a
paciensek kezelésére[310]. Az UV-sugarzas immunrendszerre gyakorolt negativ hatasairol
mar a *70-es években sziilettek kdzlemények, felismerték, hogy az UVB hatéasara keletkezd
daganatok onmagukban immunogének, és az UVB besugarzas immunszuppressziv[311-

313]. Az immunszuppresszio elsédlegesen az adaptiv immunitast érinti[314].

Ezen felismerések alapjan kézenfekvének latszott, hogy az altalunk kidolgozott
korai, néhany szdz- néhany ezer sejtes allapotban észlelhetd klonok kialakuldsdnak a
dinamikajaban is vizsgaljuk az immunrendszer szerepét. Ehhez az el6zd vizsgalat
sorozatban alkalmazott besugarzasi eljarast kovettiik, a kisérleteket azonban kombinalt
immundeficiens egereken (RAG1-/-) és a megfelel6 vad tipusu kontrollokon végeztiik.
[315, 316] Ezen egerek esetén a V(D)J rekombinaciés aktivitasi gén RAG-1 kertil
inaktivalasra, aminek eredményeképpen a sziiletendd egereknek kisméretli nyirokszervei
vannak, amelyek nem tartalmaznak érett B és T-sejteket. A RAG-1 knock-out egerek
immunrendszer tehat ,non-leaky” SCID (Severe Combined Immunodeficiency)

egerekének felel meg, azaz id6sebb kordban sem mutat antitest-termeld potencialt.

Allatainkat a korabbi kisérletes rendszerben beallitott paraméterek szerint kezeltiik
heti 5 alkalommal besugarazva Oket 750J/m? UVB-vel. A kisérlet 7-ik, 9-ik és 11-ik hete
utan valasztottuk le az eutandzia utan az egerek hatborét epidermalis lemez formdjaban,
majd p53 immunhisztokémiai reakcioval tettilk lathatova a p53 mutaciot tartalmazo
sejtcsoportokat, a klonokat. Hasonloan a C576Bl16 egereken végzett kisérletben az eltelt
1d6 alatt mikroszkopikus p53 mutans klonok voltak kimutathatéoak. A klonok mindként
genotipusban, a RAG-1 knockout és a vad tipusban is hasonldé megjelentést mutattak, a
benniik kialakult p53 mutaciot mikrodisszekcot kovetden elvégzett PCR és direkt

szekvenalassal mutattuk ki. Amint az varhatoé volt, a hotspot-ként ismert 8-as exonban
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fellelhetd volt a vizsgalt 24 mintabol 22 esetén. A mutéaciok jellege is megfelelt az UV

kézjegy mutacionak.

250

200

klonok szama/10 cm2

Sejtszam/klén

5.4.1 Aklonok nagysaganak és szamanak valtozasa az id6 fliggvényében .

RAG-1 knock-out és B57/BL6 egerek leborotvalt hatbérét heti 5 alkalommal 750 J/m?
UVB irradiacidnak tettiik ki, majd a levalasztott epidermalis lemezekben
immunhisztokémiai reakcidval azonositottuk a p53 pozitiv sejtcsoportokat és szdmukat
az eltelt id6 (hetek) fliggvényében mutatjuk be.

Az 54.1 é4bran megfigyelhetd, hogy hosszabb besugarzasi i1d6 nagyobb klonokat
eredményezett mind a két torzsben. Statisztikailag szignifikdns kiilonbség nem észlelhetd
a velesziiletetten immunhidnyos és a vad tipusu egerek esetén. Ennek alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy az antigén-dependens immunitdsnak elhanyagolhatd szerepe van a
klonok névekedésének dinamikajara. Ha feltételezziik, hogy az adaptiv immunitas észleli a

preklinikai allapota p53 pozitiv klonokat, akkor annak elvesztésekor gyorsabban
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megjelend, nagyobb gyakorisdgi €s nagyobb méretli klont kellene latnunk adott egér

hatbér felszinre vetitve.

Az adaptiv immunitasnak esetleg a klonok képzddésében nincsen jelentds gatlo szerepe, de
felmeriil a lehetdsége annak, hogy esetleg a klonok regressziojan keresztiil mégis hatast
gyakorol a klonok 1étrejottében. Ennek eldontésére azt a kisérletet reprodukaltuk, amikor a
kloénokat heti Otszori UVB besugarzassal eldallitottuk, majd az UVB kezeléseket

felfiiggesztettiik, de az allatokat tovabbra is €életben hagytuk.

1500 -
1200 -
900 -

600 -

Kién / 10 cm?

300 -

1d6 (hét)

5.4.2 abra A klonok regresszidja az id6 fliggvényében

Vad tipustt B57/BL6 egerek (folyamatos vonal) és RAG-1 knock-out (pontozott vonal)
leborotvalt hatbdrét heti 5 alkalommal 750 J/m? UVB irradidciénak tettiik ki 7,9¢és 11
hétig. Eutanazia utan a levalasztott epidermalis lemezekben immunhisztokémiai
reakcidval azonositottuk a p53 pozitiv sejtcsoportokat és abrazoltuk 10 cm?-kénti
szamukat. Két egércsoport besugarazasat 7 hétnél (haromszog) és 9 hétnél (kor)
abbahagytuk, majd az allatokat tovabbi 2 hétig életben hagytuk és ezt kovetéen
dolgoztuk fel értékelésre. Adatpontok +/- SEM.

Az UV besugarzas felfliggesztését kovetden a klonok szama mind a vad, mind a RAG-1

knock-out egerek esetén csokken (5.4.2 abra), a két el6z6 kisérletiinkben latottakkal

88



dc_274 11

egyezden csokkent és nem mutatott szignifikdns kiilonbséget a két egértorzs kozott.
Statisztikailag analizalva az észlelt valtozasokat, nem lehetett szignifikans eltérést igazolni
a klonok regreszidjaban (P7wk=0,89, Pow=0,39, P11w=0,61, P7:21=0,49, Pg:+2wc=0,16; t-

teszttel analizéalva).

Az UV artalmas hatasai elleni védekezés fontos eleme az a megfigyelés, hogy ismétlodo
UV-hatasra az epidermisz megvastagodik, hyperplasia alakul ki. Ebben a folyamatban
elsddlegesen a stratum corneum szélesedik ki, de az egész hamréteg tobb sejtsorbol allova
valik. A novekedés dinamikajara az jellemz0O, hogy mar 48 6réval az egyszeri UV-hatés
utan megindul a hyperplasia, 96h-nal eléri a maximumot és lassan regresszionak indul[317,
318]. Ismétlddé UV-hatas mellett a hyperplasia fennmarad és csak az UV-hatas elhagyasa
utan alakul vissza a hdm a normal vastagsaguva. Ennek tiikrében nagy jelentdsége volt
annak, hogy kizarjuk a lehet6ségét, hogy a RAG-1 és a C57/Bl6 epidermiszében 1étrejovo
hiperplazia eltér6 fokban jelentkezne, mivel vannak kozlések, hogy a fokozott hyperplasia
esetén fokozottabb a fogékonysag a tumorok képzddésére[319]. Az epidermisz a kronikus
UV hatasra mindkét allattipusban megvastagodott, de a kiilonbség koztik nem volt
jelentés. A hamhiperplazia a 7. héten észleltnél nem volt késobb sem jelent6sebb. Az UV-
sugarzas befejezése utan 2 héttel a ham vastagsaga csaknem teljesen visszatért a

besugarzas elotti szintre vad ¢s RAG-1-/- allatban egyarant.

A p53 pozitiv klénok tanulmanyozasa a fotokarcinogenezis nagyon korai szakaszanak felel
meg, amikor az elsé mutaciok keletkeznek és a klonalis expanzio elindul. Joggal volt
varhato, hogy mar ebben a korai stadiumban is a hatékony immunfeliigyelet detektalja a
kezd6dé tumorokat. Ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy az antigénspecifikus immunitas
hianya nem modositotta a klonok kifejlddését és korai regresszidjukat sem. Koros

epidermalis hyperplasia[319, 320], vagy apoptozis sem volt megfigyelhet6[321].

Az eredményt tobb modon lehet magyarazni. A karcinogenezis nagyon korai
szakaszaban nem az antigénspecifikus, hanem az velesziiletett (innate) immunitasnak van
inkabb szerepe a megvaltozott sejtek elimindldsaban. Ez utobbi fontos elemei az NK-
sejtek. A NK-sejt hianyos beige egerekben vagy anti-NK 1.1 antitesttel depletalt NK
sejttel nem rendelkezd allatokban a tumorképzddés fokozott[322]. A RAG-1 allatok
esetében ugyan az antigénspecifikus immunvalasz hianyzik, de az NK-sejtek fejlédéséhez
elengedhetetlen T-sejtek jelenléte, illetve az NKT sejtjei hidanyoznak ezekben az egerekben,
igy a RAG-1 egerek természetes immunitdsa nem tekinthetd teljesen intaktnak, ennek

kisérletes igazolasa azonban nem tortént meg. Ezek alapjan, ha az immunrendszer
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eliminacidos képességének szerepe lenne a fotokarcinogenezis korai szakaban, akkor
eltérést varnank a kisérleti koriilményeink kozott. Feltételezhetd, bar kevéssé valoszind,

hogy a p53 pozitiv sejtek nem immunogének.

Tovabbi lehetséges magyarazat, hogy a mutans sejtek antigenitasa valtozik, észlelésre is
keriilnek, de az immunvalaszt az UV-sugarzas ismert immunszuppressziv hatasa
megakadalyozza. Ekkor is azt észlelnénk, hogy a RAG-1 gén elvesztése nem eredményez a
vad egérhez képest eltérést, vagyis a klonok regresszidja hasonldéan zajlik mindkét
allatcsoportban. Akut UV irradiacid lokalis és szisztémas immunszuppressziot, a kronikus
UV antigén specifikus immuntolereanciat eredményez[323, 324]. A kontakt
hiperszenszenzitivitas gatlasahoz hasonld hatterti allattérzson, mint amit a kisérleteinkben
hasznaltunk, ehhez magas UV dozisok sziikségesek[325]. Ugyancsak magasabb UV dozis
adasa sziikséges egereken a szisztémas immunszuppressziv kisérletekhez is[326]. Az
altalunk alkalmazott kumulativ dozis ennek hozzavetéleg 40%-a volt. Ez alapjan az UV
immunszuppressziv hatdsa nem lenne képes teljesen ellensilyozni a RAG-1
inaktivalasabol fakadd eltéréseket. Ismert hogy, az immunszuppresszi6 UV utan
tartos[327]. A fennalld6 immunszuppressziv hatds ellenére Iétrejon a klonok gyors
regresszidja, tehat olyan egyéni faktorok jatszhatnak ebben szerepet, amelyek fliggetlenek
az immunrendszer kiilonboz6 elemeitdl. Legvaldsziniibb a keratinocita apoptozis, €s/vagy
a hamlas. Kémiai karcinogén 4ltal kivaltott papillomak regresszidjanak hatterében példaul
bizonyitottan nem immunoldgiai folyamatok alltak[328, 329] az idébeni lefolyasuk az
epidermalis turnover ratdjaval mutatott parhuzamot. A klonok korai gyors regressziojaban
ez a folyamat mindenképpen jelentds. Emellett szol az is, hogy a ham hiperplazia 2 héttel
az UV besugarzas besziintetése utan megsziinik. Az UV proliferativ hatdsdnak megsziinése
segit a mikroszkopikus prekancerozus 1€zioktol valé megszabadulasban, a fenntartasa
azonban elésegiti azok novekedését.

Rekombinacio aktivalta gén 1 (RAG1-/-) knock-out egereken UVB besugarzas utan nem
talaltunk kiilonbséget a sunburn-sejt képzddés, az epidermalis proliferacio és a klonok

kifejlddésének, valamint regresszidjanak dinamikéjaban.
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5.5. A hypoxia vadlasz szerepének vizsgadlata HaCaT keratinocitakon

UVB besugadrzast kévetden

A szervezetben a sejtek és szovetek homeosztazisanak fenntartasdban nagy jelentoséggel
bir az alacsony oxigénkoncentraciohoz val6d alkalmazkodés. A bérben a hypoxia szamos
patoldgias torténés kapcsan bir jelentdséggel. A teljesség igénye nélkiil ezek a folyamatok
koz¢é tartoznak a dermisz és az epidermisz és degenerativ folyamatai, a gyulladas, a
fotoageing, illetve a daganatok kialakulasa. Azok a jelatviteli utvonalak, amelyek ezekben
részt vesznek, mas fontos funkciokat is elldtnak. Ezek koziil legfontosabb a vaszkularis
endotelialis novekedési faktor (VEGF). Fenti folyamatokban a VEGF k&zponti szerepet
jatszik és egyben ennek jol ismert a VEGF UV fény altal valé indukalhatésaga. A hypoxia
indukalhat6 faktor-1 (HIF1) szorosan feliigyeli a VEGF expressziojat kiilonbozd kisérleti
kortilmények kozott. Vizsgalataink soran azt a célt tliztiik ki, hogy vizsgaljuk az UVB
hatasat a HIF1 szintjére, mint a hypoxia altal indukalt gének kdzponti regulatorara. A HIF1
alfa expresszidja vizsgalatdhoz HaCaT sejteket hasznaltunk, amelyeket adott dézisu UV-
val besugarazva kezeltlink, majd a sejteket lesziireteltiik és Western-blottal dolgoztuk fol. A
downstream célgének expressziojanak vizsgalata kvantitativ real-time PCR-el tortént. Az
UVB hatésara azt figyeltilk meg, hogy a kezdeti HIF1 alfa csokkenést kovetden egy gyors
emelkedési fazis kovetkezik be. Ha a sejteket egy ismételt UVB besugarzassal kezeltiik,
akkor a kezdeti HIF 1 alfa csokkenés ujra eldidézhetd volt, hasonloan az els6
besugarzashoz. Az ilyen mdodon észlelt valtozasok jol voltak idében és dozis fiiggvényében
kovethetdek. Vizsgalataink szerint a PI3K, AKT utvonal jatszik ebben a torténésben
kozponti szerepet. Az AKT teljes szintjében nem volt érdemi valtozas €szrevehetd azonban
a foszforilacio szintje valtozott. Ezekkel a megfigyelésiinkkel 6sszhangban a wortmannin a
PI3 kinaz gatloja hatékonyan gatolta az UVB kivaltotta HIF1 alfa emelkedését. A korabbi
kozlésekkel 6sszhangban mi is azt talaltuk, hogy az UVB besugarzas a VEGF és a HEM1
oxigenaz 1 szintjét emelte, amint ezt a real-time PCR-el vizsgalatunk is meghatarozta.
Kovetkeztetésiil levonhatjuk, hogy a HIF1 alfa expresszid kozponti szerepet jatszik a
VEGF szabdlyozasdban UVB hatdsira. Emellett az AKT utvonal szerepét is igazoljuk

ebben a folyamatban.
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Az UVB az altalunk alkalmazott dozisban nem volt letalis hatiasu a HaCaT

keratinocitikra

Ahhoz, hogy a letdlis és a szubletalis UVB sugarakat meghatarozzuk a HaCaT sejteket
koriilbeliil 70 és 90 % kozotti konfluencianal besugaraztuk a széles spektrumi UVB
fénnyel. Az alkalmazott dozisok 50 — 67 md/cm? kozott voltak. A sejtek életképességének
megitélésére Petri csészek felét 24 oraval a kezelés utan fénymikroszkoppal vizsgalatuk,
amig a masik felét aramlasi citometridval vizsgaltuk, miutan propidium jodiddal (PI), majd
annexin 5 FLUQOS-szal festettiilk meg. Adataink azt mutattak, hogy az egy perces UVB
besugarzas, ami 67 ml/cm® dézisnak felelt meg, minden vizsgalt sejtkultiraban a
hamsejtek elhalasat okozta, ami egyértelmiien észlelhetd volt, mivel sejtek a Petri csésze

alakjarol felvaltak.

5.5.1 A4z UVB hatdsdara a HIF1 alfa szintje az idében dinamikusan valtozik

A HaCaT sejteket 20 mJ/cm?es UVB dozissal besugaraztuk, 1 és 24 o6ra kozotti
idészakban tobb idépontnal learattuk a sejteket, majd a HIF1 alfa protein szintjét Western-
blottal hataroztuk meg. A kapott eredményt az 5.5.1 abran demonstraljuk. A méréseink azt
mutattak, hogy az UVB hatas utan 5 perccel még jelentds fehérjeszint gyors csokkenésnek
indul, 1, 3 és 6 oraval a besugarzast kovetden a HIF-1alfa protein szintje a kezdeti értékhez

képest jelentdsen lecsokkent, egy csaknem alig detektalhato szintet ért el. Ezutan azonban

5 5 min 1h 3h 6h 12h 24h
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5.5.1 4bra HIF lalfa szintjének valtozasa az id6 fliggvényében. Az egyszeri adott dozist
besugarzast kovetden a fehérjeszintet Western-blottal hataroztuk meg 5 perc, 1, 3, 6, 12 és 24
oraval az UVB kezelést kovetoen.
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egy jelentds emelkedés észlelhetd, 12 oraval a kezdeti besugéarzast kovetéen mar a
kiindulasi szinthez képest is markansan emelkedett fehérjeszintet észleltiink. A HIF-lalfa
szintje ezt kovetden magas maradt, bar valamelyest a 24 o6ras idOopontban mar a 12 oras

érték ala esik.

5.5.2 A HIF 1 alfa szintje az UVB dozisatol fiiggoen viltozik

A HIF-lalfa hatas dozis fiiggését 6,7 — 50 mlicm?® kozotti UVB dozisok hasznélatéval
vizsgaltuk, ahogy ezt az 5.5.2 abran mutatjuk. Ebben a kisérletben a kezdeti 1 6ras HIF-
lalfa szint csOkkenés mindegyik d6zisnal észlelhetd volt, legmarkansabban az 50 mJ/cm?-
es besugarzas utan jelentkezett. Ennél a legmagasabb dozisnal azonban a masodik
1épésként észlelt emelkedés nem kovetkezett be, ami vélhetdleg a tulsdgosan magas

besugarzas dozisnak €s a kovetkezményképpen kialakulo sejtelhalasnak volt koszonhetd.

1 hour 12 hours

Untreated

mock
mock

67 133 20 30 50 6.7 mJ/em?

133 20 30 50
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5.5.2 abra HIF lalfa szintjének valtozasa az UVB dozisanak fiiggvényében. Az egyszeri adott
dozist besugarzast kovetden a fehérjeszintet Western-blottal hataroztuk meg 1 és 12 oraval az
UVB kezelést kovetden.

Ennek megfeleléen a legjobb kompromisszum 20 mJ/cm? dézis alkalmazasa volt, amelyik

tulajdonképpen a bazalis keratinocitak in vivo napfény expozicidja utan elszenvedett UV-
dozisnak felel meg[330, 331].

5.5.3 Az UVB hatdsaval eldidézett HIF 1 alfa szintcsokkenés ismételt UVB besugdrzassal
ujraindithato

Az UVB besugarzds megismétlése kapcsan a HIF1 ¢és az AKT foszfolizacigjat is
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vizsgaltuk. A dinamika pontos megértéséhez egy olyan kisérletet végeztiink, amely soran 6
oraval a kezdeti besugarzast kovetden a sejteket ujra besugaraztuk és tovabbi 6 ora
elteltével lesziireteltiik. Emellett szintén lesziireteltiink egy 12 oraval a kezdeti besugarzas
utan 1év6 kultarat is. Amint azt az 5.5.3 abran lathato, azt tapasztaltuk, hogy a 6+6 oOras
besugarzas utan észlelt protein expresszié nem a 12 oras értéknek, hanem a 6 oras értéknek
felelt meg, azaz a HIF lalfa szintjének valtozéasa az ismételt UV besugérzas utan Gjraindult,
a 12 o6ranal varhat6 szintemelkedést az ismételt irradiacio kivédte. Az AKT szintje minden
idépontban 1ényegében megegyezett a kontrolléval €s nem mutatott érdemi valtozast az id6
figgvényében. Sokkal inkabb dinamikusan valtozott a foszforilalt AKT szintje (P-Akt). Az
Akt foszforilacigjat egy specifikus anti-F-Aktin antitest segitségével vizsgaltuk, amely azt

igazolta az UV kezelt mintakban, hogy emelkedett foszforilalt AKT-ot lehetett talalni.

3h 6 h 12h 6+6 h

Untreated

mock
mock
mock
mock

uv uv uv uv

"0 -0-000 -

- cew QD - e - ew> e WP P.Akt

e GEN Em GG WRS Akt

5.5.3 4bra HIF lalfa szintjének véltozasa az id6ben egyszeri 20 mJ/cm® UVB besugarzas
utan. A kezdeti besugarzast kdvetden a 6+6 h jelzésii sejteknél egy ismételt UVB sugérzast
végeztiink 6 oraval az eredeti kezelés utan. A fehérjeszintet Western-blottal hataroztuk meg.
Az 6ssz Akt szintet €s a foszforilalt Akt szintet (P-Akt) kiilon mértiik.

5.5.4 Az UVB hatdsa a HIF1 alfira, VEGF, HOI-re mRNS szinten

A HIF1 alfa protein szintli valtozasaval parhuzamban real-time kvantitativ PCR-rel

tanulmanyoztuk a VEGF és a HO1 mRNS expressziojat, amely két jol ismert HIF1 alfa

94



dc_274 11

célgén. Fentiek mellett tanulméanyoztuk tovabba a HIF1 alfa mRNS szintli valtozasait is.

Kisérleteink soran a béta-aktin expresszios szint volt a normalizalashoz hasznalt érték.

Az 5.5.4.-es abran lathatd, hogy az UVB kezelés hatasara VEGF és a HO-1 mRNS szint is
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5.54 adbra A VEGF és HO-1 szintjének valtozasa az 1dd fiiggvényeében. Konfluens
sejtkulturakat sugaraztunk be 20 mJ/em? dozisi UVB-vel és arattuk le 3, 12 és 24 ora
elteltével. Vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF — a panel), hem-oxigenaz 1
(HO-1, b panel), és HIF lalfa (c panel) mRNS szintli meghatarozas tortént kvantitativ real-
time PCR-rel.*:marginalisan szignifikans (P<0,05), **:szignifikans (P<0,01), magasan
szignifikans (P<0,001) kiilonbség

emelkedett 12 és 24 6réval a besugarzas utan, mint azt az 6sszes abran mutatjuk. A fentebb
leirt HIF1 alfa proteinszintli csokkenése 3 oraval a besugarzast kovetéen a VEGF csak egy
nagyon enyhe mRNS szintli csokkenésben nyilvanult meg, mig a HO-1 szint csokkenést
nem is lehetett 1atni. Emellett azonban a HIF1 alfa mRNS jelentds csokkenést mutatott a

besugarzast koveto 3 — 12 — 24 é6ra elteltével.

95




dc_274 11

5.5.5 4 PI3K gatlasa csokkenti a HIF1 emelkedését az UVB expozicio utdn.

Korabbi vizsgalatokkal igazoltak, hogy a PI3K szabalyozasa egy fontos pozitiv regulatora
a HIF1 alfanak kiilonb6z6 modellekben. UV besugarzasrdl pedig leirtdk, hogy PI3K
szintjének emelkedéssel jar egyiitt. Emiatt aztan kisérleteinkben wortmannin alkalmazasat
kezdtiik el, amely egy ismert specifikus PI3K enzim inhibitor. A kisérletekben a sejt
szuszpenzidhoz kozvetlen az UV besugarzas utan wortmannint adtunk, majd a korabban
leirt modon a sejteket 3, 12, 24 ora elteltével lesziireteltiik. Western-blot vizsgalattal
tanulmanyoztuk a wortmannin gatlé hatasat a HIF1 alfa protein szintjére. A wortmannin
képes volt kivédeni HIF1 alfa szint emelkedését 12 oraval a besugarzast kovetden, ezzel a

PI3K-AKT tutvonal szerepére utalt (5.5.5 abra).

harvesting 0 3h 12h 24 h

wortmannin 1IOPRM - - - + + - - + 4+ - - + + -
5 f
8 e @ X o 3 @ S @ X~ @ 52 @ O

treatment t E3 83 g3 E3E 38 3 8

e -_....ﬂ..ﬂﬂ HIF-10

5.5.5 abra A PIBK-AKT utvonal szerepét igazoltuk a HIF 1alfa szintjének valtozasa mogott. A
korabbiakhoz hasonléan 20 mJ/cm? UVB kezelés utan a jelzett 3, 12 és 24 ora elteltével
vizsgaltuk a HIF lalfa szintjét Western-blottal. Wortmannin hozzdadasa nem védte ki a 3
orandl észlelt szintcsokkenést, de az utdna jelentkezd 12 orandl véarhato szintemelkedés nem
kovetkezett be.
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Az UVB besugarzas az egyik legfontosabb kornyezeti stressz faktor, amely az epidermiszt
éri. A széles korben tanulmanyozott mutagén hatdsan kiviil ismert, hogy befolyasolja az
barriert is. Bar az UV besugarzas utani vaszkularis és gén expresszios valtozasok (VEGF,
HMOX1) arra utaltak, hogy a hypoxia szignalizacionak szerepe lehet az UV valaszban, de
erre vonatkozod bizonyitékok hidnyoztak. Munkank soran a HIF-lalfa, a legfontosabb
hypoxia szignalizaciés molekula bifazisos valaszat mutattuk ki UVB hatasara
keratinocitakon. A HIF-lalfa szint valtozasa idében jol modellezheté volt és dozis-
dependens jelleget mutatott. A HIF-1 alfa upregulacidja egybeesett a VEGF és HMOX1
mRNS transzkripcionalis felszabalyozasaval, bizonyitva a HIF-lalfa szerepét az UVB
valasz szabdlyozasdban. A wortmannin hatékony inhibitornak mutatkozott a mdasodik
fazisban észlelhetd6 HIF-1lalfa szint emelkedés kivédésében, ami a folyamat PI3K-AKT
potencialis lehetéséget ad a HIF1 alfanak a cellularis metabolizmusok energia gazdag
oxidativ formabdl alacsony energidju hypoxids allapotba torténd atallitdsara. Tovabba
feltételezhetd, hogy a hypoxia rendszer szerepet jatszik UVB-hatas utan a lipidek magas
magyarazatul szolgalhat a napsugarzas utan észlelt epidermalis lipid barrier valtozasok egy
részére is. HIFlalfha késobb akar terapias célmolekula lehet az UV besugarzas utan észlelt

epidermalis hatdsok minimalizaléséra.

5.6 Egyes ujonnan azonositott szfingolipid derivatumok a keratinocita
differencidciot fokozzdk

A bevezetésben részleteztiik a szfingolipidek szerepét a sejtek homeosztazisdban és
A szfingolipidek adjdk a stratum corneum lipidjeinek felét, és ezek dontd tobbseége
ceramid[332]. A nem-korneocitadhoz kotott ceramidoknak 9 f6 osztalya ismert, mig a
kovalensen kotott ceramidokat négy osztalyba soroljuk[333, 334]. Foként ez utobbiak
azok, amelyek nemcsak épitéelemként mitkddnek, hanem sejtfunkciok szabalyozasaban is
részt vesznek[335-345]. A ceramidok ¢és az apoptozis Osszefiiggésének tovabbi
érdekessége, hogy ebben a folyamatban a p53 is meghatarozo szerepet jatszik[346].

Jelen munkankban egy konfluencia-indukalta differenciaciés modellben vizsgaltuk normal
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human keratinocitak viselkedését pro- és anti-differenciacids anyagok hozzaadasa utan.

A munka soran fitoszfingozin, szfingozin, szfinganin, és ezek hexanoil, sztearoil, és szalicil
derivativumait vizsgaltuk C12-alkilamin-szalicilat, szalicilat, Ds-vitamin, és retinol
tarsasagaban.

A vizsgélatokban haszndlt a vegyiileteket az 5.6.1 tabladzatban ismertetem a roviditések

értelmezésének megkonnyitésére.

5.6.1. A szfingolipid vegyiiletek citotoxicitésanak meghatdrozdsa

------

hatalmas gyakorlati jelentéséggel bir. Az altalunk bedllitott konfluencia-indukalta
differenciaciés modell alkalmasnak kindlkozik szfingolipid vegyiiletek hatdsanak
vizsgalatara. A szfingolipidek differencidciora gyakorolt hatdsdnak vizsgélata eldtt elsdként

a vegyiiletek citotoxikus hatasara voltunk kivancsiak. A tenyésztett human keratinocitak 1

crer

cre

tablazatban.
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Egységesen fellépd citotoxikus effektust egyetlen vegyiiletnél sem lehetett észlelni még a

legmagasabb 25 uM koncentracid esetén sem. A pozitiv kontrollok viszont hatékony

Rovidités Kémiai név

Ret Retinol

D3 Calciferol

PS Phytosphingosine

SO Sphingosine

SA Sphinganine

SLC Salicylat

PS-C6 Hexanoyl-Phytosphingosine
SO-C6 Hexanoyl-Sphingosine
SA-C6 Hexanoyl-Sphinganine
PS-C18 Stearoyl-Phytosphingosine
SO-C18 Stearoyl-Sphingosine
SA-C18 Stearoyl-Sphinganine
SO-SLC Sphingosine-Salicylate
SA-SLC Sphinganine-Salicylate
PS-SLC Phytosphingosine-Salicylate
C12 C12-Alkylamine

C12-SLC C12-Alkylamine-Salicylate

5.6.1. tablazat A vizsgalatokhoz hasznalt szfingolipid vegyiiletek ¢és a kontrollként hasznalt
retinol és D3-vitamin, calciferol. A retinol potens differenciacidé gatld, miga D3-vitamin
differencidcio-indukalé hatassal bir.

toxikus hatdssal birtak rendszeriinkben is. Egyes vegyiiletek azonban okoztak
sejtkarosodésra utalo eltéréseket: a PS emelkedett LDH felszabadulést idézett eld, Ret, SA,
SO-C18, PS-SLC, SLC, és a C12 emelte a feliiluszoban az adenilat kindz (AK) szintet. A
napig tartd6 magas, 25uM koncentracioji inkubalas jelentds sejtkarositd hatast volt képes
eldidézni az alabbi vegylileteknél: SA-SLC, PSSLC alkalmazésa jelentds LDH, AK és ATP
szint valtozassal jart, mig C12-SLC az AK ¢és az ATP jelentdsebb valtozéasat idézte eld. Az
alacsonyabb, 1 uM ¢és 5 uM koncentracidé azonban ezek esetén sem okozott a 4 napos
inkubdlés soran sem jelentds karosodast (4brat nem mutatjuk). Ennek megfeleléen tehat a
szalicilat és szalicilat tartalmu tobbi dgenst csak az 1 napos kisérletben hasznéltuk magas,

25 uM doézisban. A 4 napos kisérletben 5 uM koncentracioban adtuk a sejtekhez..
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5.6.2 tablazat A vizsgalt vegyiiletek citotoxicitdsa. A vizsgalt anyagok citotixicitasat
25 uM koncentracid mellett vizsgaltuk, pozitiv kontrollként Na-laurilszulfatot (SDS,
25uM) és hidrogén peroxidot (H202, 1mM) alkalmaztunk. A citotoxikus hatas a

szinek sotétetbbé valasaval jellemeztiik: fehér = nincsen hatds, vilagos sziirke =
alacsony, sotétsziirke = kdzepes hatés, fekete = magas foku citotoxicitas.
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5.6.2. A konfluencia-indukdlt differencidcio megfeleld hatékonysdggal haszndlhato
kisérletes modellként

Négy jol ismert keratinocita differenciaciés marker mRNS expresszidjat vizsgalatuk, ezek
az alabbiak voltak: transzglutaminadz 1, filaggrin, involukrin, és korneodezmosin.

Mindegyik esetén a 4-ik napon expresszid fokozodast lehetett észlelni a konfluencia-
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5.6.1. dbra Normal human keratinocitak differencidcios marker génjeinek expressziojanak
valtozasa 4 napos konfluencia-indukakta differenciacié soran TagMan” real-time RT-PCR-
ral vizsgalva. 25 uM retinol vagy 50 nM kalciferol (VD3) hozzaadasa tortént a 0-ik napon
az 1 napos mérésnél, és a 0-ik és 3.1k napon a 4 napos mérésnél Az adatok a atlag + SD.
(Statisztikai szignifikancia *: p < 0.05, **: p < 0.001, ***: p < 0.0001).

indukalta differenciaciés rendszeriinkben. (5.6.1. abra) Vizsgalatainkban két ismert
keratinocita differenciaciora jelentds hatassal bir6 anyagot hasznaltunk, a retinolt és a
kalciferolt (VD3). A retinol a keratinocitdk differenciaciojat hatékonyan gatlé anyag,
vizsgélatainkban is hasonléan miikodott, gatolta a transzglutaminaz 1, a filaggrin, a 10-es

keratin és a korneodesmosin indukcigjat. A kalciferol viszont egy ismert keratinocita
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differenciaciot eléidéz6 anyag, a modellrendszeriinkben amugy is eldidézett differencidciot
tovabb fokozta, amint azt a 4 differenciaciés markerként hasznalt gén expresszidja
igazolta.

Az irodalom attekintésekor 150 keratinocita differencidciohoz tarsuld gént lehetett a kozolt
cikkek alapjan fellelni. Ezeket vizsgalva 53 gén esetén taldltunk legalabb 1,9-szeres
valtozast 4 nappal a differenciacié indukcidja utan. Ebbodl az 53 génbdl sszesen csak 2

volt downregulalt és 51 volt upregulalt, amint azt a 5.6.3 tablazatban bemutatjuk.
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UniGene Gén neve Rovid név | Affymetrix Fold
Hs.250236 late cornified envelope 1E LCE1E 1559224 at 69.5
Hs.234766 late cornified envelope 2B LCE2B 207710_at 57.9
Hs.707 Keratin 2A KRT2A 207908_at 36.8
Hs.80828 Keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) KRT1 205900_at 355
Hs.302034 phospholipase A2, group IIF PLA2G2F 221416 at 32.3
Hs.25333 interleukin 1 receptor, type |1 IL1IR2 205403 _at 30.6
Hs.432416 Trichohyalin THH 213780_at 27.9
Hs.375103 late cornified envelope 1B LCE1B 1560531 _at 27.3
Hs.251680 Loricrin LOR 207720_at 26.1
Hs.516420 Skin-specific protein xp33 216718 at 228
Hs.139389 cystatin E/M CST6 206595_at 22.2
Hs.201877 DESCI1 protein DESC1 220431_at 171
Hs.433629 small proline rich protein 4 SPRR4 1552620 _at 16.6
Hs.520006 Corneodesmosin CDSN 206192 _at 14.0
Hs.490253 small proline-rich protein 2G SPRR2G 236119 s_at 13.1
Hs.297413 matrix metalloproteinase 9 MMP9 203936_s_at 12.0
Hs.531478 Filaggrin FLG 215704 _at 11.7
Hs.407618 desmoglein 4 DSG4 1561330_at 11.5
Hs.112408 S100 calcium binding protein A7 (psoriasin 1) S100A7 205916_at 114
Hs.105924 defensin, beta 4 DEFB4 207356_at 11.0
Hs.148641 cathepsin H CTSH 202295 s at 10.2
Hs.151254 kallikrein 7 (chymotryptic, stratum corneum) KLK7 205778 _at 8.6
Hs.19413 S100 calcium binding protein A12 (calgranulin C) S100A12 205863 _at 74
Hs.148590 Cornifelin CNFN 224329 s at 7.0
Hs.2633 desmoglein 1 DSG1 206642_at 6.8
Hs.2022 transglutaminase 3 TGM3 206004 _at 6.3
Hs.129719 transglutaminase 5 TGM5 207911 s _at 6.3
Hs.282997 glucosidase, beta; acid (includes glucosylceramidase) GBA 209093 _s_at 5.9
Hs.406998 sulfotransferase family, cytosolic, 2B, member 1 SULT2B1 205759_s_at 5.9
Hs.550492 phospholipase A2, group IVB (cytosolic) PLA2G4B 219095 _at 55
Hs.376144 Repetin RPTN 1553454 _at 5.3
Hs.2421 small proline-rich protein 2C SPRR2C 220664 _at 4.8
Hs.139322 small proline-rich protein 3 SPRR3 218990_s_at 4.7
Hs.76171 CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha CEBPA 204039_at 43
Hs.57771 kallikrein 11 KLK11 205470_s_at 3.7
Hs.285671 bone morphogenetic protein 6 BMP6 206176_at 34
Hs.514913 serine or cysteine proteinase inhibitor, clade B, member 2 SERPINB2 | 204614 _at 34
Hs.112341 protease inhibitor 3, skin-derived (SKALP) PI3 203691 at 3.2
Hs.59403 serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 2 SPTLC2 203127_s at 3.1
Hs.508950 transglutaminase 1 TGM1 206008_at 31
Hs.519689 peroxisome proliferative activated receptor, delta PPARD 208044 _s_at 3.0
Hs.331555 serine protease inhibitor, Kazal type 5 SPINK5 205185 _at 3.0
Hs.50915 kallikrein 5 KLK5 222242 s at 29
Hs.32949 defensin, beta 1 DEFB1 210397_at 2.6
Hs.272373 interleukin 20 1L20 224071_at 2.6
Hs.500635 Envoplakin EVPL 204503 _at 25
Hs.415702 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 4 SLC27A4 225779_at 25
Hs.516439 Involucrin IVL 214599 at 24
Hs.2062 vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor VDR 204253 s _at 24
Hs.79876 steroid sulfatase (microsomal), arylsulfatase C, isozyme S STS 203767_s_at 23
Hs.546248 cathepsin D (lysosomal aspartyl protease) CTSD 200766_at 21
Hs.429052 integrin, beta 1 ITGB1 1553530_a_at | -1.9
Hs.529618 transferrin receptor (p90, CD71) TFRC 207332_s_at -2.5

5.6.3. tablazat Az 53 elembdl all6 differencidciés marker gén csoport egyes elemeinek
valtozasa a konfluencia-indukalta differenciacié indukalta modellrendszeriinkben. Az
utolso oszlop jelzi, hogy az illetdé gén hanyszoros valtozason ment at a 4-ik és 0-ik napot
osszehasonlitva. (Affymetrix GeneChip adatok)
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5.6.3. Az atlagos génexpresszio valtozas tobb gén expressziojanak valtozdasat vizsgalva jol

r

titkrozi a differenciaciora hatdssal lévo anyagok hatékonysdagdt

A fentebb azonositott 53 gén expresszidjaban fellépd valtozas alkalmas volt arra, hogy a

------

------

A retinol és a D3-vitamin egyértelmiien modositottak ezeknek a géneknek az expressziojat
a tolik elvarhaté modon, azaz a retinol gatolta, a D3-vitamin eldsegitette (5.6.2. abra).

A génexpresszids valtozasoknak mértani kdzepe a retinol hatasara 29,38 %-ot mutatott
(P=0,0995) ¢és 59,04 % (P<0,0001) csokkenést az elsé és a negyedik napon. Mig a D-
vitamin kezelés emelkedett differencidcios valtozdsokban nyilvanult meg, az elsé napnal

13,76% (P=0,015) a negyedik napnal 19,77% (P<0,001).

15

*kk
12 T

* %%

Geometric mean of
fold changes vs. day 0 control

0 N

control control |vitamin D3’ retinol control ‘vitamin DS‘ retinol

Day 0 Day 1 Day 4

5.6.2. abra A kivalasztott 53 differenciacidés marker gén Osszesitett expressziovaltozasa

4 napos konfluencia altal el6idézett differenciacio utin mérve Affymetrix gene array assay-vel.

A mérésekhez az interindividudlis eltérések minimalizaldsara harom Osszegyiijtott keratinocita

kultarat hasznaltunk. 25 uM retinol vagy 50 nM D3-vitamin hozzaadasa tortént a 0-ik napon az

1 napos kisérlethez, illetve a 0-ik és 3-ik napon a 4 napos kisérlethez. Az adatok mértani
kozepek +SEM. (Szignifikans eltérés a kontrollokhoz *: p < 0.05, **: p < 0.001, ***: p <

0.0001). Minden 1. és 4. napos eredmény szignifikans volt (p <0.001) a 0-ik napos kontrollhoz

képest.
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5.6.4 Szfingolipid szarmazékok keratinocita differencidaciot modulalo hatdsa

Az atlagos gén expresszio valtozas mértékét az 53 keratinocita differenciacios marker gén
esetén ugy szamoltuk ki, hogy a differencialtatott, de kezeletlen kontroll sejteket
Osszehasonlitottuk a kezelt sejtekkel azonos iddpillanatokban. A kezelés elsé napja utan a
PS-C6, SA, PS-SLC és az SO-SLC birtak a leghatékonyabb differenciacio-indukalod
hatassal. A kezeletlen kontrollokhoz képest a kiilonbség nem volt ennyire egyértelmii 4 nap
kezelés utan, kiilondsen a PS-C6 és az SA esetén, de a differenciacioval tarsulo
génexpresszido-fokozodds még mindig szignifikans mértékli volt. Kevéssé kifejezett

expresszid valtozas hasonld kinetikaval szintén megfigyelhetd volt a PS, SO és az SA-C18

DDay 1 *h®

*xx
2.0 1 BDay 4 l J_

}—1tlt

-
T ek

vs. same day control

Geometric mean of fold changes

PS-C6 frr

Control b
SO-C6 |
PS-C18
SO-C18
SA-C18 I
PS-SLC
SO-SLC
SA-SLC

C12-SLC |5

5.7.3. abra A szfingolipid vegyliletek kiilonbozdképpen szabalyozzdk az 53 gént figyeld
modell rendszeriinkben é€szlelhetd expresszio-valtozasat. Az expresszio valtozdsanak mértani
kozepét tiintettiik fel a kezelést kovetd 1 és 4 nap mulva. Minden vegyiilet hatdsat az azonos
iddpillanatban konfluencia-indukalta génexpresszid valtozashoz hasonlitjuk. Az 1-nél kisebb
értekek gatlast jelentenek, 1-nél nagyobb értékek a differenciacid fokozésat jelentik.
(szignifikans eltérés a kontrollhoz képest *: p < 0.05, **: p < 0.001, ***: p < 0.0001). A SEM

értékeket tuntettik fel.

esetén, amik kozil az SO nem szignifikans csokkenést mutatott a 4-ik napon a
kontrollokhoz képest. Az SO-C6, SA-SLC az SLC kezelést kiilonb6z6 kinetikaval
mutattak ndvekedést az elsd €s a negyedik nap kozott. Nem volt szignifikans hatékonysaga
a keratinocita differenciaciora a PS-C18, SO-C18 vegyiileteknek, ellentétben a C12-SLC-

vel, amely az egyetlen anyag volt, amely negativan befolyasolta az asszocialt
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differenciaciés génexpressziokat. Erdekes médon az SO-C6, PS-SLC, és az SO-SLC
képesek voltak még a pozitiv kontrollként hasznalt D3-vitaminnal is hatékonyabban
promotalni a keratinocita differenciaciot, mind az elsd, mind a negyedik napon. Emellett az
ellentétes poluson a CL-12 SLC megbizhatéan gatolta a keratinocita differencidcios
géneket a kisérleti rendszeriinkben, amely gatld hatds csaknem elérte a retinol

differenciacié gatlo hatasat.

5.6.5 A vegyiilet-specifikus promoter modellek ésszehasonlitdsa

Hat vegyiilet-specifikus Osszetett promoter modellt (CPM) hoztunk létre azért, hogy a 6
vizsgalt vegyiilettel (PS, PSC6, PS-SLC, SO-SOC6 ¢és az SO-SLC) kezelt sejtekben
tanulményozzuk az egy nap utdn upreguldlt gének promotereit. A CPM részleteit az

Anyagok ¢és Mddszerek fejezetben targyaltuk.

Kompozit promoter modell (CPM) eldallitasa

CPM megalkotasahoz a CMA szoftvert hasznaltuk. Maga a modell olyan PWM parokbol
all, amelyek adott tavolsagra és iranyultsaggal birtak, és a szamitogép azonositotta oket. A
fellelhet6 PWM parok egy jellegzetes TF-kotohely kombinaciot adnak meg, amelyek az

adott szfingolipid vegyiilet altal upregualt gének promotereiben kdzos.

A vizsgalatokkal azonosithat6 transzkripcios faktorok sokfélék voltak, csak néhany kozos a
az egyes vegyiilet-specifikus promoter modellben. Ezek az alabbi gének termékei voltak:
GR, PAXS8, TCF12 és FOS (5.6.4. tablazat). Kiemelendd, hogy a vizsgalt vegyiiletekre
egyértelmiien lehetett egy specifikus mintazatot észlelni, és ezek kozott olyan gének, pl.
NFKB1, GATA6, GATA3, ETS2, SOX9 is el6fordultak, amelyek a sejt differenciacio
szabalyozasban ismerten részt vesznek, annak soran kiilonboz6 extracelluléris szignalok

hatasara stimulalodnak.

Osszegezve a fentieket, nyilvanvald, hogy ha a keratinocita differencidcié folyamatat
kiilonb6zé anyagokkal befolydsolni tudjuk, annak  egyértelmli boérgyogyaszati és
kozmetoldgiai jelentdsége van. Abbol a célbodl, hogy hatékonyan tesztelhessiink kiilonb6zd
anyagok differencidciora kifejtett hatasat, egy megfeleld tesztrendszerre volt és van
szlikség. Ehhez alkalmas modell a keratinocitdk kontakt gatldsakor beindulo
konfluenciencia-indukalta differenciacio, mint altalanos értékii experimentalis modell. A
szfingolipidek - ismereteink szerint - a keratinocita differenciacidé szabalyozasanak els6

fazisaban birnak jelentdséggel. Az elsé fazis koriilbeliil négy napig tart, ezaltal tehat a
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konfluencia-indukalt keratinocita differenciacios modell alkalmas valasztas ezeknek az
anyagoknak a differenciaciora kifejtett hatasat tanulmanyozni. Szamos publikacioban lehet
talalni néhany keratinocita differencidcios gént, amit vizsgaltak, aztan a szabalyozas
fliggvényében, vagy pro-, vagy anti-differenciaciés hatastinak véleményezték azt[347,
348]. A hagyomanyos technikdkkal nem lehetett kvantitative Osszevetni kiilonbdzo
vizsgalati anyagok hatdsat. A microarray kisérletek azonban egyértelmiien igazoltak
hasznalhatosdgukat az expresszios szintek megitélésében kiilonbozd gének esetén nagy
pontossaggal, s emellett a kiilonb6zo differenciacids gének kozott egy kombinalt analizis
lehetdsége is rendelkezésre all. Az altalunk hasznalt keratinocita modellben, melyben a
konfluencia elérése indukalt differenciaciot, a 150 kérdéses gén koziil 53 gén mutatott 1,9-

szeresnél nagyobb valtozast.

Modelliink alkalmasnak bizonyult tehat gének expresszidjanak vizsgalatara, mint azt az
egyenként vizsgalt génekkel (transzglutaminaz-1, filaggrin, keratin 10, és korneodezmozin,
I. 5.6.1 abra) is igazolni lehetett. A kiilonb6z6 szfingolipid vegyliletek vizsgalatakor azt
észleltiik, hogy a szalicilat hozzakapcsolasa jelentdsen megvaltoztatja az egyes
szfinoglipidek differenciacio-indukcios potencialjat. A fitoszfingozin hatékonyabba valt a
szalicilat hozzékapcsolasaval, mig a szfingozin, amelynek dnmagaban nem volt jelentds
hatasa a keratinocita differenciaciora, a szalicilat hozzakapcsolasaval potens differenciacio-
indukalo dgenssé valt. A szalicilat szerepe a vegyiiletek apoptdzist eldsegitd képességének
a fokozasdban 1is megnyilvanult. A kiilonb6zd szfingolipid vegyiiletek koziil a
fitoszfingozin-szalicilat és a szfingozin-szalicilat tiinik leginkabb alkalmasnak

borgyogyaszati €s kozmetoldgiai felhasznalasra.

A fitoszfingozinnak kimutattak in vivo kisérletekben a kollagén és fibrillin szintézist

indukalo, és matrix metalloproteaz I gatld hatasat[349].

A promoter analizises vizsgalatban kerestiik a szalicilattal torténé modositas hatasat a
komplex transzkripcionalis hdlozatra, amely soran arra talaltunk igazolast, hogy a szalicilat
nem csak a differenciacio-indukcié hatékonysagat, hanem annak transzkripcionalis

profiljat is megvaltoztatja, igy tovabbi vizsgalatok szamara birhat jelentdséggel.
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TF symbol PS |PS-C6[PS-SLCISO[SO-C6/|SO-SLC|Sum (+) |Gene name

NR3C1(GR) + + + +| + + 6

PAX8 + + + +| + + 6 Paired box gene 8

TCF12 + + + +| + 5  [Transcription factor 12 (HTF4)

JUND + [ + + + + 5  |jun D proto-oncogene

JUNB + + + + + 5 jun B proto-oncogene

FOSL2 + + + + + 5 FOS-like antigen 2

JUN + + + + + 5  |v-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog (avian)

FOS + + + + + 5  |v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
CEBPB + + + 3 (CCAAT fenhancer-binding protein (C fEBP), beta

CEBPD + + + 3 |CCAAT fenhancer-binding protein (C fEBP), delta

CEBPA + + + 3 |[CCAAT fenhancer-binding protein (C fEBP), alpha

CEBPG + + + 3 CCAAT renhancer-binding protein (C fEBP), gamma
RELA +| + 2 |v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog

NFKB1 +| + 2 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
SREBF1 +| + 2 [Sterol regulatory element binding transcription factor
NFE2L2 + + 2 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

MAFB + + 2 |v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog
NFE2L1 + + 2 |Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 1

MAFF + + 2 |v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog
BACH1 + + 2 BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper
MAF + + 2 |v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog
MAFK + + 2 |v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog
STAT6 + + 2 [Signal transducer and activator of transcription 6

CBFB + + 2 Core-binding factor, beta subunit

HMGA?2 + + 2 |High mobility group AT-hook 2

HMGA1 + + 2 |High mobility group AT-hook 1

HSPA1A + + 2 |Heat shock 70-kDa protein 1A

FOXO3A + + 2 [Forkhead box O3A

WDR45L + + 2 |WDR45-like

FOXP1 + + 2 Forkhead box P1

HTLF + + 2 [Human T-cell leukemia virus enhancer factor

ELK3 + 1  |[ELKS, ETS-domain protein (SRF accessory protein 2)
ETS1 + 1  |v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog

GATA3 + 1 GATA-binding protein 3

SMAD5 + 1  |SMAD, mothers against DPP homolog 5 (Drosophila)
ELF1 + 1 E74-like factor 1 (ets domain transcription factor

SMAD2 + 1  [SMAD, mothers against DPP homolog 2 (Drosophila)
ETS2 + 1  |v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog

RFX1 + 1  [Regulatory factor X, 1

GTF2I + 1 General transcription factor |1, |

SOX9 + 1 |SRY (sex-determining region Y)-box 9

TFAP2A + 1  [Transcription factor AP-2 alpha

TFAP2C + 1 Transcription factor AP-2 gamma

ATF4 + 1  |Activating transcription factor 4

EGR1 + 1 Early growth response 1

STAT3 + 1  |Signal transducer and activator of transcription 3

TFDP1 + 1  [Transcription factor Dp-1

XBP1 + 1  |X-box binding protein 1

STAT1 + 1  |Signal transducer and activator of transcription 1

RXRA + 1 Retinoid X receptor, alpha

VDR + 1  |Vitamin D (1,25-dihydroxyvitamin D3) receptor

EGR3 + 1 Early growth response 3

ATF3 + 1  |Activating transcription factor 3

5.6.4. tablazat A 6 vegyiilet-specifikus promoter modellben vizsgalt transzkripcios faktorok listéja.
+ jelzi az adott transzkripcios faktor jelenlétét a modellben.
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5.7. Egész-genom transzkripciondlis profilanalizis segitségével ij

differencidcio-regulalt gének azonosithatéak keratinocitakban

Az epidermalis barrier kialakuldsa szempontjabol a keratinocita differenciacio kritikus
szerepet jatszik. Ez a folyamat elengedhetetlen a bér fizikai barrierjének kiépiiléséhez,
azonban ez egy nagyon komplex folyamat, sok eltérd elem, fehérjék, lipidek 6sszehangolt
szintézise ¢s mozgatasa sziikséges hozza. Emiatt ennek a folyamatnak a zavara szamos
gyakori borbetegség esetén jelent patogenetikai tényezot. A lakossag 2-3%-at érintd
psoriasis és a kozel ilyen gyakori atopias dermatitis is ezen betegségek kozé tartozik, de
ritka, genetikai betegségek, mint az ichtyosis csoport tagjai, is emiatt alakulnak ki. A
keratinocita differenciacio szerepét a bevezetésben részletesen targyaltuk.

A keratinocita differenciacioban résztvevé gének ismerete ezen betegségek jovobeni
kezelése szempontjabdl elengedhetetleniil fontos. Bar egyes betegségekben, pl. a
psoriasisban a keratinocita differenciaciés géneket mar vizsgaltdk, azonban szamos
alkotoeleme ennek az utvonalnak még ismeretlen. Mi egy szélesebb meritést alkalmaztunk,
teljes genom génexpresszios profil analizis modszerrel, microarray technikaval tenyésztett
normal human keratinocitadkon vizsgaltuk a konfluencia-indukalta differenciaciot a célbdl,
hogy 1j, a differenciacidhoz tarsul6 géneket talaljunk.

Jelen vizsgélatsorozatban arra kerestiink vélaszt, hogy a korabbi kisérletek soran hasznalt 4
napos konfluencia-indukalta modellben talalt gének hosszabb idével is upregulaltnak
talaltaknak-e. Vizsgaltuk tovabba, hogy az azonositott gének in vivo is birnak-e
jelentdseggel.

Kisérletes rendszeriinkben normal humén keratinocitakat vizsgalatunk olyan modon, hogy
a sejteket konfluencia-indukalta differenciacionak tessziik ki, a teljes genom génexpresszid
valtozasokat vizsgaltuk mMRNS szinten, RNS izolatumon, a korabban részletezett modszert
alkalmazva[350]. Az up- és downregulalt expresszid-valtozasok validitasat BiNGO

analizisnek vetettiik al4, illetve a psoriasisban észlelt génvaltozasokkal vetettiik dssze.

A rendszeriink olyan irdnya képességét, hogy 1j keratinocita differenciacios gének
azonositson, 12 potencialis keratinocita differenciacids génnel vizsgaltuk. Kvantitativ PCR
mellett immunhisztokémiai vizsgalata a potencialisan 10j keratinocita differenciacios

géneknek fehérjeszinti vizsgalatokra is kiterjesztettikk. Az azonositottakkal rokon gének
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expresszidjat is vizsgaltuk, amely altal 0j biokémiai utvonalak szerepét probaltuk

feltérképezni.

5.1.1 A keratinocita differencidcio nagyszamu gén expresszidjdt valtoztatia

A keratinocita differenciaciohoz konfluencia-indukalta differenciaciot hasznaltunk.
Vizsgalatunk elsé korben 932 fel- és 629 leszabalyozott gént azonositott, ha a valtozast
minimum 2,5-szeresben hataroztuk meg. Az 5.7.1-es tablazatban a legmagasabban
felszabalyozott gének listajat mutatjuk be. A tablazatban abrazoltuk, hogy hanyszoros
valtozas torténik az egyes géneknél 4 napos konfluencia-indukalta keratinocita
differenciacio esetén mikroarray technikaval. A tdbla A panelében a legalabb 20 szoros
valtozasokat mutatd géneket, a ,,B” részletben a 8-ndl tobbszords down-regulacioval
mutatjuk be. Mig a ,,C” szekcioban a kevesebb, mint 20 szoros upregulaciét mutato
géneket mutatjuk be, amelyeket utana real-time kvantitativ PCR méréssel is vizsgaltunk.
BiNGO analizisnek alavetve a teljes listabol a legalabb 2,5-szeres valtozast mutatod géneket

az epidermalis differenciaciohoz tarsuld gének jelentdsen feliilreprezentalva voltak.

Tovabbi megerdsitésként végeztiink egy olyan Gsszehasonlitast, mikor psoriasisban észlelt
génexpresszios valtozasokkal[351] vetettiik Ossze a mi listankat, hiszen a psoriasis egy
ismerten megvaltozott keratinocita differenciacioval jaro folyamat. Az ott kozolt adatokat
tekintettiik at ujra és hasonlitottuk Ossze keratinocita differenciacio génlistaval. Mivel
altalaban a pozitiv valaszt hozo kisérletek keriilnek kozlésre, az ontoldgiai fogalmak direkt
médon nem tudnak elegendd bizonyitékot szolgaltatni a leszabalyozott génvaltozasok
validitasarol, hasonloképpen a housekeeping gének listaja sem feltétleniil tartalmazza Oket.
A psorisasis azonban ismerten jelentds fokban a keratinocita differenciaci6 zavaraval jar
egyiitt, ezért a psoriasis vizsgalata soran észlelt génexpresszido valtozasok adatai jol
hasznalhatoak voltak. Az adatok a Gene Expression Omnibus (GEO) adatbéazisbol
szarmaztak[352]. A GDS2518 elérhetdségi szamu kisérlet adatai voltak ismételten
feldolgozva a microarray szignifikancia analizis (SAM) szoftverrel. [351]. Ha 2-szeres
valtozas és 0% hamis azonositas paramétereket hasznaltunk, 477 fel és 732 leszabalyozott
gén volt azonosithatd a leziondlis és psoriasis altal nem érintett bérmintak kozott. Ezeket a
génlistakat a konfluencia-indukalta keratinocita differenciacios gének listajaval tudtuk
egybevetni. Mindkét listan feliilreprezentalva szerepeltek a keratinocita differencidcios
gének ontoldgiai csoportjai. Nem volt meglepetés, hogy az upregulalodott keratinocita

konfluencia indukalta differenciacids génlista génjei szintén tulnyomod tobbségben jelen
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voltak a psoriasisban valtozo gének listajan is (P<0.0001).

Emellett szignifikansan feliilreprezentaltak voltak (P<0.001) a downregulalt keratinocita

probe-ok, a psoriasis listan szereplokkel Osszevetve. Ezzel a kontroll rendszerrel a

keratinocita downregulalt génlista is validalhatova valt.

Probeset ID__| UniGene ID | Gene symbol | Gene name [ Fold change
A. More than 20-fold up-regulated genes

216935_at Hs.516420 | Clorf46 Chromosome 1 open reading frame 46 142,02
220108_at Hs.126715 | GNA14 Guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha 14 115,36
221470 s at Hs.166371 IL1F7 Interleukin 1 family, member 7 (zeta) 76,11
207710_at Hs.234766 LCE2B Late cornified envelope 2B 55,72
240388 _at Hs.59363 KRT27 Keratin 27 51,98
218454 at Hs.131933 FLJ22662 Hypothetical protein FLJ22662 45,25
220413 _at Hs.175783 | SLC39A2 Solute carrier family 39 (zinc transporter), member 2 42,22
207908_at Hs.707 KRT2 Keratin 2 (epidermal ichthyosis bullosa of Siemens) 36,76
205900_at Hs.80828 KRT1 Keratin 1 (epidermolytic hyperkeratosis) 35,51
206628_at Hs.1964 SLC5A1 Solute carrier family 5, member 1 35,51
236536_at Hs.470277 | GALNT13 UDP-N-acetyl-alfa-D-galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase13 34,30
206643 _at Hs.190783 | HAL Histidine ammonia-lyase 34,30
233340_at Hs.483771 | SPINK5L3 Serine protease inhibitor 33,13
221416 _at Hs.302034 | PLA2G2F Phoszfolipase A2, group I1F 32,00
213307 _at Hs.268726 | SHANK2 SH3 and multiple ankyrin repeat domains 2 32,00
1553602_at Hs.348419 | SBEM Small breast epithelial mucin 30,91
239430_at Hs.546554 | IGFL1 Insulin growth factor-like family member 1 29,86
1553973a_at Hs.334274 | SPINK6 Serine peptidase inhibitor, Kazal type 6 29,86
223484 at Hs.112242 | C150rf48 Chromosome 15 open reading frame 48 28,84
223720_at Hs.244569 SPINK7 Serine peptidase inhibitor, Kazal type 7 (putative) 28,84
209309_at Hs.546239 | AZGP1 Alpha-2-glycoprotein 1, zinc-binding 27,86
1558378 a_at | --- C140rf78 Chromosome 14 open reading frame 78 27,86
205403_at Hs.25333 IL1IR2 Interleukin 1 receptor, type Il 26,91
1560531 _at Hs.375103 LCE1B Late cornified envelope 1B 26,91
230983 _at Hs.434133 FAM129C Family with sequence similarity 129, member C 26,91
207720_at Hs.251680 | LOR Loricrin 25,99
206605_at Hs.997 P11 26 serine protease 25,11
231930_at Hs.495779 | ELMOD ELMO (engulfment and cell motility) domain containing 1 24,25
210613 s _at Hs.216226 | SYNGR1 Synaptogyrin 1 23,43
202888_s_at Hs.1239 ANPEP Alanyl (membrane) aminopeptidase (aminopeptidase N, CD13) 23,43
207192_at Hs.103503 | DNASE1L2 Deoxyribonuclease I-like 2 22,63
207367_at Hs.147111 | ATP12A ATPase, H+/K+ transporting, non-gastric, alpha polypeptide 21,86
219391 at Hs.406134 | BPNT1 3'(2"), 5"-biszfoszfate nucleotidase 1 21,86
206595_at Hs.139389 CST6 Cystatin E/M 21,86
210619 s at Hs.75619 HYAL1 Hyaluronoglucosaminidase 1 21,86
204540_at Hs.433839 EEF1A2 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 21,10
B. More than 8-fold down-regulated genes

205569_at Hs.518448 LAMP3 Lysosomal-associated membrane protein 3 =25,11
231856_at Hs.189825 KIAA1244 KIAA1244 —21,11
229372_at Hs.532401 | GOLT1A Golgi transport 1 homolog A (Saccharomyces cerevisiae) —-16,00
215123 at Hs.632865 LOC23117 KIAA0220-like protein /// similar to nuclear pore complex interacting protein —13,45
207877 _s_at Hs.497867 | NVL Nuclear valosin-containing protein-like —12,55
204979 _s_at Hs.473847 SH3BGR SH3 domain binding glutamic acid-rich protein —12,55
203293 _s_at Hs.465295 LMAN1 Lectin, mannose-bhinding, 1 -11,71
216264 s at Hs.439726 LAMB2 Laminin, beta 2 (laminin S) —11,31
236355_s_at Hs.36190 LOC728190 Hypothetical protein LOC728190 —-10,56
212621 _at Hs.591040 KIAA0286 KIAA0286 protein —-10,20
227674 _at Hs.390568 ZNF585A Zinc finger protein 585A —10,20
224163 s _at Hs.8008 DMAP1 DNA methyltransferase 1 associated protein 1 —9,85
220738 _s_at Hs.368153 | RPS6KA6 Ribosomal protein S6 kinase, 90 kDa, polypeptide 6 -9,85
214774 x_at | Hs.460789 | TNRC9 Trinucleotide repeat containing 9 -9,51
203771 _s_at Hs.488143 | BLVRA Biliverdin reductase A -9,19
221501 x_at Hs.648395 LOC339047 Hypothetical protein LOC339047 -9,19
242626_at Hs.567973 | 875H10.1 SAM (sterile alpha motif) domain containing 1 —8,88
210103 s_at Hs.155651 FOXA2 Forkhead box A2 —8,57
229000_at Hs.38004 ZNF77 Zinc finger protein 77 -8,57
226670 s _at Hs.641481 | C200rf119 Chromosome 20 open reading frame 119 —8,57
226978 _at Hs.103110 | PPARA Peroxisome proliferator-activated receptor alpha —8,00
C. Genes included in the quantitative PCR validation experiment

203665_at Hs.517581 | HMOX1 Heme oxygenase (decycling) 1 17,75
227410_at Hs.435080 | FAM43A Family with sequence similarity 43, member A 10,93
219916 s _at Hs.121178 RNF39 Ring finger protein 39 9,51
60528_at Hs.198161 | PLA2G4B Phoszfolipase A2, group IVB (cytosolic) 7,73
227454 at Hs.631758 | TAOK1 Thousand and one amino acid protein kinase 1 5,86
206662_at Hs.28988 GLRX Glutaredoxin (thioltransferase) 5,28
231733 _at Hs.56279 ICEBERG ICEBERG caspase-1 inhibitor 4,76
209873 s at | Hs.534395 | PKP3 Plakophilin 3 4,29
227475 _at Hs.591352 FOXQ1 Forkhead box Q1 3,73
226926 _at Hs.417795 DMKN Dermokine 3,48
41469 at Hs.112341 | PI3 Peptidase inhibitor 3, skin-derived (SKALP) 3,03
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[ 206008_at [ Hs.508950 [ TGM1 [ Transglutaminase 1 [ 303 |

5.8.1. tablazat Génexpresszid valtozasa 4 napos konfluencia-indukélt hamsejt differenciacio
soran microarray eredmények alapjan.

Annak megéllapitasara, hogy a konfluencia-indukalt differenciaciés modell valdjaban
képes-e 1j keratinocita génexpressziokat detektalni,12 ujonnan azonositott gén elemzését
végeztiik egy hosszabb kisérletben. Ekkor 10 napon keresztiil a sejteket 1,2mM Ca®*-mal
kezeltiik, ilyen modon indukélva terminalis differenciaciot. A génexpresszid valtozasat 12
potencidlisan jelentds gén és 3 kontroll gén vizsgalatdval végeztiik. Elsé 1épésként
Normfinder analizissel megkerestik a normalizalashoz legalkalmasabb housekeeping
géneket. A real-time kvantitativ PCR mérések szerint ezek a béta-gliilkoronidaz (GUSB) és
a szukcinat dehidrogendz komplex A alegysége (SDHA) voltak, mint azt az 5.7.1. abran
mutatjuk be.
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5.8.1. abra. A housekeeping gének mMRNS expresszidja. Normfinder szoftver igazolta, hogy
GUSB a legjobb housekeeping gén és GUSB + SDHA a legjobb kombinaci6 a 10 napos
Ca?*-indukalta keratinocita differenciacids modellben a génexpresszio normalizalara.

5.7.2 Szelektdlt gének expressziojanak verifikaldasa kvantitativ PCR-rel
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Ezutan 12 teszt és 3 kontroll gént vizsgaltunk Ca®"indukalta differenciaciés modellben, a

vizsgélt 12-bdl nyolcat jelentdsen upreguléltnak talaltunk. Ezek az alabbi gének voltak:
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5.8.2. abra A génexpresszi6 valtozadsokat mutatjuk 10 napos kalcium indukalta
keratinocita differenciacid esetén. Az atlagos génexpresszids valtozasok normalizalasa
keriiltek a GUSB, SDHA, Housekeeping gének szintjére és a 0. napi értékhez voltak
viszonyitva. Az SEM-t feltiintettiik. Upregulaciot akkor véleményeztiik, mikor legalabb
2,5-szeres volt a valtozas legalabb két idopillanatban kezdo differenciacio indukciod utan.
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Serine peptidase inhibitor, Kazal type 7, RNF39, Plakophilin 3 (PKP3), heme oxygenase 1
(HMOX1), ICEBERG, forkhead box Q1 (FOXQ1), Glutaredoxin (GLRX), ELMO /CED-

12 domain containing 1., az eredményeket az 5.7.2 abran mutatjuk.

5.7.3 Szelektalt gének expressziojanak verifikdlasa immunhisztokémiai modszerrel

Kereskedelemi forgalomban a 8 gén terméke koziil 4 ellen volt antitest elérhetd
(plakophilin-3 (PKP3), hem oxigenaz-1 (HMOX1), forkhead box Q1 (FOXQ1),
glutaredoxin (GLRX)), igy ezekkel végeztiik el az immunhisztokémiai vizsgalatot. Az
eredményeket az 5.7.3 abran mutatjuk be.

A hem oxigendz-1 az epidermisz felsd rétegeiben volt kifejezettebben expresszalva, mint
azt a kvantitativ PCR eredményekbdl varni lehetett. Megfigyelhetd volt a pozitiv sejtek
egyfajta sajatos csoportos elrendezédése (5.7.3. abra A panel). Gyulladasos epidermiszben
inkabb a subcornealis teriileten volt festédés megfigyelheté (5.7.3. abra B panel) A
GLRX1 expressziodjara foltos jelleg volt észlelhetd (5.7.3. dbra C panel), mig a gyulladas
esetén ehhez egy diffiz festddés tarsul az epidermisz felsd rétegében és a stratum
corneumban (5.7.3. abra D panel). D) A FOXQ1 expresszidjara inkabb diffuz jelleg a
jellemzo, a felsobb rétegek felé kifejezettebb festédéssel (5.7.3. abra E panel). Gyulladas
esetén a jelleg nagyon hasonlo, a fest6dés intenzitasa erételjesebb (5.7.3. dbra F panel).

A PKP3 kifejez0dése inkdbb a bazélis rétegre jellemzd, és a stratum corneum felé
ismételten er6sodik (5.7.3. abra G panel). A gyulladasos béron ez az erdés bazalis, gyenge
kozép, erés felsé epidermisz festddéses jelleg kifejezettebben figyelheté meg (5.7.3. abra
H panel).

Az eredmények azt igazoltdk, hogy mind a négy antitesttel kimutathaté volt a
differenciaciohoz kothet6 gének fokozott expresszidja protein szinten. Az egyes festddések
kozott jelentds eltéréseket lehetett €szlelni, de a kvantitativ PCR és az immunhisztokémia
egylitt nagy biztonsaggal megerdsitette a teljes genom transzkripcids profilanalizis

kisérletiink élettani jelentdségét.
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5.8.3. abra A-B: hem oxigenaz-1 (HMOX1), C-D: glutaredoxin (GLRX), E-F: forkhead
box-Q1 (FOXQ1), G-H: plakophilin-3 (PKP3) expresszié normal és inflammatorikus
human epidermiszben.
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5.7.4 A génexpreszzios vizsgalatok gyakorlati aspektusai —uj utvonalak feltérképzése

Az Gjonnan azonositott gének koziil néhanyat olyan mddon probaltunk értelmezni, hogy
regulacids utvonalakat térképezziink fel segitségiikkel. A HMOX1 meghatarozé enzim a
hem-degradacio folyamatanak sebességében, segitségével a biliverdin gyorsan bilirubinna
redukalédik a szovetekben. A biliverdin reduktaz mellett a flavin reduktdz az a masik
alternativ enzim, amely képes a biliverdin atalakulasat katalizalni. A hamban mindkettot
downregulaltnak talaltuk a differenciacié soran, amely arra utalt, hogy a hamban alacsony
a biliverdin redukcioja bilirubinna.

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

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

Keratinocita differenciacié soran a glutaredoxin downregulalt, amit igy magyarazunk,
hogy a bdrben kedvezébb az alacsony glutation/glutation-diszulid arany, amely a bor
szulthidril oxiddz mitkodését segiti.

Az ICEBERG jelentds upregulacidja, amely a kaszpaz-1 (IL-1béta konvertald enzim)
differenciacio6 soran, amelyre korabban nem volt adat.

Az IL-1 szignalgének kozott szerepld tovabbi elemeket is vizsgéaltunk, az IL-1F7 76-
szorosan, az IL-1F5 és IL-1F10 10-szeresen, az ILIRII kozel 27-szeresen, mig az IL1Ra
haromszorosan volt upregulalva. Ezekben a génekben k6zos, hogy mind ismert gatldszerei
az IL-1 jelatvitelnek. Ezzel szemben csak egyetlen agonistat, a IlI-1Rrp2 receptort talaltuk
13-szorosan upreguléltnak, igy az egyensuly a szuppresszio felé billen. Az IL-1 jelatvitel
inhibitorainak a keratinocita differenciacié alatti meglepd upregulacioja kiemeli a normal
keratinocita differenciacid szerepét a helyes citokin balansz fenntartasaban. Tovabbi
validalas és a halozatok pontosabb feltérképezése vezethet az epidermalis homeosztazis

mélyebb megértéséhez.
Osszegezve elmondhatd, hogy vizsgilatainkkal egy részletes listat tudtunk Osszedllitani
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azokrol a génekrdl, amelyek a keratinocita differenciacid soran indukéalodnak és
potencidlisan részt vesznek azon sejt folyamatokban, amelyek a differenciacio alatt
zajlanak. Egyértelmiien igazolni tudtuk a méréseink validitasat és élettani értékét

kvantitativ PCR méréssel és egyes fehérjék immunhisztokémiai kimutatasaval.

Néhany ezen felismerések koziil 0 reguldcidos mechanizmusok felismeréséhez vezetett,
mint a hemoxigenaz-1 (HMOX1), a glutaredoxin (GLRX), amelyek a potencialis 0j redox
signaling tutvonalat jeleznek a differenciacio alatt all6 hamsejtekben. Egyéb gének
valtozasai azt mutattak, hogy egy egyértelmi interleukin-1 szignalatvonal downregulacio
is megfigyelheté Azt reméljikk, hogy ezek az Ujonnan azonositott gének egy sokkal
Osszefogottabb attekintéshez vezetnek a bonyolult differenciacios folyamat megértéséhez

¢s ez altal borgyogyaszati korképek hatterének alaposabb megismeréséhez.

A génexpresszids vizsgalatokkal ilyen modon Iétrehozott adatbazisok eszkozként
szolgéalhatnak a homeosztazis folyamatainak jobb megértéséhez. Az epidermalis barrier
kialakulasaért felelds gének feltarasa tovabbi terapias targetek azonositasaban kehet

segitségiinkre, hogy végsd soron a bérbetegségeket hatékonyabban kezelhessiik.

5.8 A PTCH 1315-6s kodonjanak polimorfizmusa és a non-melanoma

bértumorok kockdzatdanak ésszefiiggése

A hedgehog szignaltranszdukcids tutvonal szerepét a basaliomak kialakuldsaban a
bevezetésben részletesen ismertettilk. Ennek a jelatviteli Gtnak a szerepét az is jol
illusztralja, hogy jelen értekezés irdsakor klinikai vizsgalatok folynak szisztémas €s lokalis
Smo inhibitor molekuldkkal a basaliomak kezelésére. Szisztémds alkalmazasként
vismodegib néven jelenleg fazis II1.-as klinikai vizsgalatot is mar sikeresen abszolvalt ez a
molekula irrezekabilis basaliomak esetén.

Vizsgalataink soran a PTCH gén egy potencialisan relevans polimorfizmusara figyeltiink
fel szokatlan klinikai jellemzdkkel bird basaliomas paciensek vizsgalatakor. Ez a
polimorfizmus egy aminosav cserével jar, amely sordn Prolint vagy Leucint kodold
szekvenciakat lehet észlelni a PTCH1 gén 27-es (kordbban 23-as) exonjaban a 1315
kodonban. Ennek a kodonnak a polimorfizmusat duktalis eml6 carcinoma kifejlodésével is
Osszefliggésbe hoztdk, ordlis antikoncipienst szedd paciensek esetében. Itt azonban a
Leucint kodolo allél jelenlétéhez kapcsoltdk a hormon-indukalta emlé carcinoma
kialakulasat[353].
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A PTCH gén 27-es exonjan elhelyezkedd 1315-6s kodon masodik nukleotidjanak
polimorfizmusat korabban ko6zolték.[354] A polimorfizmus eredményeként egyes
talalhatd, mely Leucin (CTC) beépiilését kodolja. Mivel a két fehérje szerkezete jelentdsen
eltér egymastol, igy feltételezhetd, hogy ennek a cserének a hatasara valtozik a PTCH gén

tumor szuppresszor aktivitasa.

o o
OH CH
MNH, MNH
leu | Leucin pro o Frolin

5.6.1 abra: a Leucin ¢és a Prolin szerkezete, amig a Leucin hidroféb, alifas, addig a Prolin
hidroféb neutralis

13. abra: A PTCH protein aminosav sorrendje, a polimorfizmus a 1315-6s kodonnal

talalhato

2006-ban a melanocortin 1 receptor variansainak és a PTCH gént érintd két
polimorfizmusnak — koztiik a 1315-6s kodon polimorfizmusanak - basaliomara hajlamosito
hatasat vizsgaltak a francia populacioban. 151 kontroll paciens DNS- ét hasonlitottdk 126
basaliomas beteg DNS szekvencidjahoz. A beteg csoportba a kovetkez6 kritériumoknak
megfeleld pacienseket valasztottak be: multiplex €s/vagy familidris basalioméaban szenvedd
beteg; fiatal korban, 40 év alatt és/vagy egyéb tumorral egyiitt manifesztalodo
basaliomaban szenvedd beteg. A kutatds emelkedett rizikot mutatott ki a tumor
kifejléddésére vonatkozoan a melanocortin 1 receptor variansai, tovabba a PTCH gén 1315-
0s kodonjanak Prolint kodol6 variansa esetén[355].

Az a tény, hogy a PTCH gén 1315-6s kodonjanak polimorfizmusara nézve
heterozigdta egerekben - tehat amelyekben egy Leucint és egy Prolint kodolo allél talalhato
a polimorfizmus helyén — a Leucint kddol6 allél kititése (knock-out) utan trichoblastoma-
szerli tumor kifejlédése volt megfigyelhetd, vetette fel a PTCH gén érintettségének
lehetdségét human trichoblastoma kifejlédésében. 11 trichoblastoma vizsgéalata esetén nem
volt kimutathat6 mutaci6 a PTCH génben, ami arra utal, hogy a PTCH gén mutaciok
valoszinlileg nem jatszanak szerepet sporadikus trichoblastomak patogenezisében,

szemben a basalsejtes carcinomaval és a trichoepitheliomaval[356].
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5.8.1 A fehérebb bortipusokhoz a Pro/Pro allél kisebb aranya tarsul

Fenti adatok alapjan thztiik ki célul, hogy az egyes populdcidkban vizsgaljuk a kodon
statusza és az illetd embercsoportban kialakuld non-melanoma bdértumorok és erre
hajlamosit6 kockazati tényezok, leginkabb a borszin dsszefliggését. Ha 6 kiilonboz6 human
populacidt vizsgalunk, a Pro/Pro genotipus gyakorisaganak a tekintetében, akkor
jelentdsen eltérd értékeket taldlunk 30- 65% kozotti értékekkel. A vizsgalt populacidkban
a bor- és hajszin egyre vilagosabba valasaval egyértelmii trend mutatkozott a Pro/Pro
allélreprezentacié aranyanak csokkenésével, amely trend statisztikailag szignifikdnsnak
mutatkozott (P=0,020) a nyugat-afrikai yoruba bértipustdl az ir felé haladva. A
pigmentaltsag vilagosabba valasa az eumelanin csokkenése és a pheomelanin aranyanak
emelkedésével jar egyiitt. A Leu allél gyakorisdganak emelkedése szintén megfigyelhetd
volt, de nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet. A két allél ardnydnak valtozasa
nem magyarazhatd egyszerlien a gének szélességi kor alapjan valtozo jellegével[357].
Erdekesnek talaltuk, hogy az ir populacio kivételt jelentett a nyilvanvalo trend alol, ahogy
az 5.8.2. abran is lathat6. Ez a tény kiilondsen annak fényében figyelemre méltd, hogy az
irek kozott is magas a non-melanoma bdértumorok incidenciaja[358]. A svéd normal
kontrollok a Pro/Pro allélvariaci6 gyakorisagi lista végén helyezkedtek el, hasonldéan a dan

populécidhoz.
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5.6.2 abra 6 kiilonboz6 etnikai hattérrel és borszinnel bird embercsoport dsszehasonlitasa.
Vizsgalt mintaszamok: yoruba (nyugat-afrikai): 79, amerikai fekete borii: 86, észak-nyugati
amerikai: 90, dan: 27, ir: 94, svéd: 96, svéd spinaliomads: 55, svéd basaliomads: 88, svéd
multiplex vagy fiatalkori basaliomas: 20, amerikai mpx, egy testtajat érintd: 7

A trend szignifikansan csokkend a yoruba-ir iranyba (P=0,020) és a svéd-amerikai mpx
egy testtaiat érintd iranyba (P=0,027) y* teszt

5.8.2 APTCH 1315-és kodonja Prolin kédolisa onmagdaban nem hajlamosit basaliomdk
kialakulasdra

Ahhoz, hogy a 1315-6s kodon Prolin allélvaltozatanak a bortumorok kialakulasaban
jatszott szerepét tisztazzuk, vizsgaltuk a polimorfizmus allélgyakorisagat 180 non-
melanoma bértumoros beteg ¢és egészséges véradok Osszehasonlitdsaval. A vizsgélat azt
mutatta, hogy nem lehetett statisztikailag szignifikans eltérést talalni a bérdaganattal bir6

¢és az egészséges populacid kozott a Pro/Pro, Pro/Leu vagy Leu/Leu allél reprezentaltsaga

alapjan (5.8.1. tablazat)
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Pro/Pro Pro/Leu (CCC Leu/Leu .
Mintaszam
(F€C274 11,10 (CTC)
Kontroll 34 (35,4%) 46 (47,9%) 16 (16,7%) 96
Solaris 3 (17,6%) 11 (64,8%) 3 (17,6%) 17
keratosis
NMSC 63 (44%) 61 (42,7%) 19 (13,3%) 143
sce 24 (43,6%) 25 (45,5%) 6 (10,9%) 55
BCC 39 (44,3%) 36 (40,9%) 13 (14,8%) 88

tablazat.

5.6.1 tablazat A 1315-6s kodon lehetséges allél valtozatainak eloszlasa non-melanoma
bértumoros svéd paciensek és kontrollok kozott P = 0,182 y? teszt of 2X3 kontingencia

Foként nem lehetett megtalalni a PTCH prolin allél felillreprezentaltsagat az NMSC

csoportban. Emellett azonban nem volt statisztikailag szignifikdns Osszefiiggés 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 (CCC) | Pro/Leu (CCC/TC) | Leu/Leu (CTC) | Mintaszam
Kontroll 34 (35%) 46 (48%) 16 (17%) 96
BCC, mpx 4 (50%) 2 (25%) 2 (25%) 8
BCC korai 7 (58%) 3 (25%) 2 (17%) 12
BCC, korai és mpx 11 (55%) 5 (25%) 4 (20%) 20

5.6.2 tablazat A 1315-6s kodon lehetséges allél valtozatainak eloszlasa a basalioma
kiilonb6z6 klinikai forméi esetén.

Pro/Pro genotipus sokkal gyakoribb volt a svéd paciensekben tobbszords, vagy koran

megjelend basaliomdk esetén, de ez a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans

(P=0,336).

A relativ alacsony mintaszdm miatt mindezek mellett nem lehetett kizdrni fals negativ

észlelés lehetdségét, illetve ebbdl arra a biztos kovetkeztetésre jutni, hogy nincs
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egyértelmil 6sszefiiggés a prolin hordozésa és a bértumorok kozott.

Korabban az amerikai paciensek kozott genotipizaltuk 7 paciens mintdit, akinek a
kortorténetében nagyon nagyszamu egymastol fiiggetleniil, de egy testtdjon jelentkezd
basalioma volt észlelhetd. 5 ezen paciensek koziil prolint kodold genotipussal birt. Egy
olyan nagyon diverz populdciéban, mint az amerikai, nincsen ideéalis normal kontroll,
amellyel 0ssze tudnank vetni ennek az allélnek az 5/7 (71%) reprezentaltsagat, ¢és el
tudnank donteni, hogy a prolin genotipus vajon valoban a non-melanoma boérdaganatok
szempontjabol kockazatot jelent-e. Példaul az észlelés id6pontjaban nem t6bbszords
boérdaganat esetén késébb a paciensek még érintettek lehetnek egy tovabbi daganattal is.
Egy valogatatlan populacio-keresztmetszet megint csak nem képes megfeleld
kontrollokként szolgalni, hiszen ismert, hogy a non-melanoma bdrtumoros paciensek
altalaban fehér bortiek, és ebben a csoportban is sokan inkébb kelta genetikai hattérrel
birnak. Az allél gyakorisag szignifikans valtozdsa az eurdpai populacidkon beliil jol
demonstralja, hogy mennyire nehéz a kontroll csoportot meghatdrozni Europabodl
szdrmazo amerikaiak ko6zott a populdcidé nagyfokll heterogenitdsa miatt. Ennek
megfelelden a prolin — prolin frekvenciat, olyan mdédon hasonlitottuk &ssze, hogy a svéd
paciens populacié frekvenciajat 6 normal populacioval vetettik 6ssze (5.8.2. abra). A
Pro/Pro allél gyakorisdga pozitivan korrelalt a 1étrejové tumorok sulyossaganak
fokozodasaval a svéd normal, a svéd tobbszords €s az amerikai multiplex basaliomak
iranyaba (P= 0,027, x2 teszt). Ez az eredmény arra utal, hogy a kiilonbségek az egyes
péciens-kategéridk kozott nagyobb betegszdm esetén birhatnak jelentéséggel. Ahhoz,
hogy a P<0,05 szignifikancia szintet elérjilk, a svéd basaliomas kontrollok esetén

koriilbeliil 400 mintara lenne sziikség minden kategoriabol.

5.8.3 A heterozigotasag elvesztése non-melanoma bortumorokban

A PTCH egy klasszikus tumor szuppresszor génként viselkedik, ezekre altalaban jellemzo,
hogy a daganatokban mind a két allél inaktivalodik. Tipikusan azonban az els6 inaktivacios
1épés egy allél elvesztése formajaban jelenik meg, az ugynevezett heterozigotasag
elvesztése (Loss of Heterozygosity, LOH)[54]. Ha feltételezziik, hogy a prolin allél
ritkdbban fordul elé a vilagos boérti populacidban, hiszen ez daganatra hajlamosit, a

létrejovo daganatok esetén azt varnank, hogy preferencidlisan elvész a Leu allél. A svéd
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tumor mintakban az LOH a PTCH gén esetén gyakran fordult eld, az esetek 67%-ban, de
nem lattuk a leucin allél preferencialis elvesztését, mint azt a 5.8.2-es tablazat mutatja. A
spinaliomak esetén az LOH PTCH gén szempontjabdl nem volt gyakori, csak 18%-ban
volt észlelhetd €s nem volt preferencialis Leu allélvesztés sem. A spinalioma prekurzor
elvaltozasa, a solaris keratosis esetén nem volt PTCH allélvesztés megfigyelhetd.

Minddssze egy, a hét eredeti amerikai paciensbol, volt heterozigoéta, igy nyilt LOH

LOH gyakorisag Pro Leu
Solaris keratosis 0/9 (0%) - -
NMSC 24/52 (46%) | 11 (46%) | 13 (54%)
scc 4122 (18%) | 2 (50%) | 2 (50%)
BCC 20/30 (67%) | 9 (45%) | 11 (55%)
BCC — korai v. mpx 4/4 (100%) 3 (75%) | 1(25%)

5.6.3 tablazat LOH gyakorisaga non-melanoma bértumorokban és eldalakjaiban.

vizsgalatra lehetdséglink. Ennek a paciensnek 20 kiilonb6zé tumordt vizsgéaltunk
heterozigotasag elvesztése szempontjabol. A hasz tumorbol 11 esetén lehetett LOH-et
detektalni, &m ezen tumorok koziil 10 esetben a leucin allél veszett el és csak 1 esetben a
prolin. A kiilonbség statisztikailag szignifikans XZ illesztési teszttel (P=0,0308, feltételezve,
hogy 45% heterozigota, ill. P=0,0067 11 ismert LOH esetén).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy létezik Osszefiiggés az eumelanin:pheomelanin
arany, azaz a sOtétebbé valo borszin és a Pro/Pro genotipus ardnyanak csokkenése kozott
kiilonb6z6 populaciokat tanulmanyozva. A prolin kicserélése boriikben tobb pheomelanint
tartalmazo populédcidkban, ugy tlinik, hogy fokozott kockézatot jelent a basaliomara, és az
egyén fogékonysagat fokozza tobbszords basalioma kialakuldsara. A vizsgalt paciensek
koziil az amerikaiak esetén elmondhatd, hogy a leucin elvesztése a prolin megtartasaval
szintén magasabb kockézatot jelent a tumor progresszidja szempontjabol. Vélhetden a
polimorfizmus jelentdségét tobb tényezod egylittes megléte teszi érdekessé. Ha a prolin allél

hordozasa a daganat szempontjabol jelentéséggel bir a vilagos borli csoportokban, az
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mindenképp kiszelektalodna, s igy a gyakorisdga alacsony lenne ezekben a kozdsségekben.
Vilagos borti populdciokban megmaradd magas prolin/prolin gyakorisag, ami példaul az ir
— kelta populacioban megfigyelhetd, magyarazat lehet az emelkedett non melanoma borrak
kockézatra. A prolin leucinra cserélédése igy magyarazhatd, hogy a prolin az 0Osi allél,
amit szintén alatdmaszt az az adat, hogy a csimpanz allél szintén prolin. (DNA blast Pan
troglodytes). Raadasul a prolin a gyakoribb allél, pusztan ez a tény is alatdmasztja az Gsi
allél teoriat.

Valoszintisithetd, hogy a PTCH gén szerepe és polimorfizmusa kiilonb6z6 lehet a kiilonféle
epitelialis daganatok kialakulasaban.[354] A prolin — prolin genotipus jelenléte a
tobbszords basaliomaval bird amerikaiakban, de nem a svédekben, arra a tényre utalhat,
hogy a prolin — prolin az a kelta eredetnek egy jele, amely feliilreprezentalt az amerikai
non-melanoma bdérdaganatokkal bir6 paciensek korében. Ha a prolin hatranyos fenotipusa
a heterozigota esetekben is érvényesiil, akkor a tumorok kialakuldsa soran a leucin allél
elvesztése lenne megfigyelhetd. Ha feltételezziik, hogy a két fenti emlitett mechanizmus a
pheomelaninnal, kiilondsen az UV-hatasnak kitett pheomelaninnal fiigg 6ssze, akkor ez
magyarazatot szolgaltat az allélvesztésre. A pheomelanin UV-sugarzas hatasara ismerten
szuperoxidok és egyéb reaktiv oxigén gyokok képzodnek, hasonldan a Rtg sugarzas okozta
karosodasokhoz, ami szintén DNS lanctoréseket és inadekvat rekombinaciot
eredményez[359, 360]. A nem Kkonzervativ polimorfizmusok, mint a 1315 codon
polimorfimusa hatéssal lehet a PTCH protein jelatviteli képességére. A PTCH legutols6
156 aminosavanak a torlése a Hedgehoghoz kotddést nem akadalyozza, de meggatolja a
Hedgehog target génekre vonatkozd gatld hatas kifejtését[361]. Erdekes modon még a
PTCH heterozigota formaja csokkent funkcioja is jelentéséggel bir a Hedgehog jelatvitel
szempontjabol[362]. A kozelmultban végzett vizsgalatok felvetették, hogy a kodon 1315-
nak koze lehet az emlédaganat kialakulasahoz[353], ezekben az esetekben a leucin allélt
talaltdk betegséggel dsszefliggdnek. PTCH és a polimorfizmusai természetesen kiilonb6z6
szovetekben mas hatassal lehetnek, hiszen az eml6 epitheliuma mas, mint a bér hamjaé. A
PTCH szerepe a lapham carcinoma, spinalioma kialakuldsaban mai napig nem pontosan
tisztazott. Bizonyos adatok szerint van Osszefliggés a PTCH ¢és a lapham carcinoma
kialakulasa szempontjabol[363, 364], azonban mas vizsgalatok nem talalnak PTCH
mutaciokat spinaliomakban[365]. Ezzel 6sszhangban PTCH LOH-t mi sem talaltunk, ami
természetesen arra utal, hogy a PTCH génnek a spinalioma szempontjabol kicsi a
jelentésége. Természetesen az is lehetséges, hogy a kodon 1315 mas fontos

polimorfizmusokkal all egyiittmiikodésben ¢és esetleg igy vezet jelentdsebb
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daganatfogékonysaghoz. Egy komplex rizikdtényezd-csoport egyiittallasat nagyon nehéz

vizsgalatokkal igazolni. Mindenesetre jelen kozléslink folveti a sziikségét és jelentdségét

egy nagyobb életkorral Gsszehasonlitott vizsgalatnak az egyes csoportok kozott. Pontos

tumor anamnesztikus hattérrel, PTCH genotipussal és melanin tipusok ismeretével

precizebb kovetetetéseket lehetne levonni.

6. Eredeti tudomanyos felismerések

Human koérképek egérmodelljét vizsgalva igazoltuk, hogy a kiillonb6z6 DNS
szakaszokon létrejovo karosodasok koziil azoknak az apoptdzis-indukalo képessége
a legkifejezettebb, amikor a DNS karosodas az aktiv transzkripcidban 1évd géneken
alakulnak ki. Az apoptozis egyidejii p53 és mdm?2 indukcioval jar egyiitt, ami azt

igazolja, hogy az igy létrejovo apoptozist a pS3 medialja.

A kronikus UV-besugarzast modellezd kisérletiinkben igazoltuk, hogy a
legkoraibb, mikroszkopikus méretii danatatok eldallithatoak az epidermiszben
rendszeres UVB expozicié altal. Igazoltuk, hogy 1.) ezek az incipiens tumor-
eléalakok p53 mutaciokat hordoznak, 2.) ndvekedésiik dinamikaja az UV-sugarzas
epidermalis dssejt kompartmentek kozotti atjarhatosag biztositasa révén a tumorok

progresszidjaban is.

Az adaptiv immunrendszerre nézve deficiens 4allatokban elvégezve a fenti
kisérletsorozatot igazoltuk, hogy az adaptiv immunitds nem jatszik érdemi szerepet

a néhany szaz sejtbdl allo6 tumor-eldalakok elleni védekezésben.

crer

apoptozis folyamatdban. Igazoltuk, hogy a p53 és az E2F1 egyiittes hidnyaban - egy
dupla knockout egértérzson — markansan fokozott apoptdzis-készség észlelhetd
UVB-sugarzas hatasara. Megtfigyelésiink a pS3-regulélt apoptdzis Gtvonal alternativ
lehetdségeinek fontossdgat tdmasztja ald. Ezzel Osszefliggésben a kettds knockout
modellben észleltiik, hogy a p53 elvesztésének spontan tumorokra hajlamositd

hatdsa ¢€és az utddok ivarardnydban észlelt eltolédas feliilirhatdo az E2FI
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inaktivalasaval. Ezek az észlelések kisérletiink igen jelentés in vivo jelentGségét

tamasztjak ala.

A hypoxia utvonal tanulméanyozéasa kapcséan irtuk le a HIF-lalfa két fazisbol allo
indukélhatosaganak jelenségét. Eszleltiik ezen vélasz dozisfiiggését, vizsgaltuk
idobeli dinamikajat ¢és bizonyitottuk mRNS szinten a VEGF ¢s HMOX-1
célgéneken ennek relevanciajat. Bizonyitékot szolgaltattunk a HIF-1lalfa

indukcidjanak AKT utvonal altali kontrolljara is.

A PTCH gén 1315-6s kodonjaban el6forduld polimorfizmus allél eloszlasat
vizsgaltuk borszin szerint diverz populdciokban és igazoltuk a Prolin allél
gyakorisdganak csokkenését a boOrszin vildgosabba valasaval parhuzamosan. A
Prolin allél jelenléte ugyanakkor nem hajlamosit statisztikailag igazolhaté moédon

basalioma kialakulasara.

Munkank soran 0j rendszert allitottunk be kiilonb6z6 szfingolipid szarmazékok
keratinocita differenciaciora kifejtett hatasanak vizsgalatara, amivel sikeriilt egyes
vegyiiletekrdl igazolni, hogy hatékonyak a konfluencia-indukalt keratinocita
differenciacioban szamos gén expresszidjanak valtoztatasara. Igazoltuk, hogy a
fitoszfingozin-szalicilat, és a szfingozin-szalicilat hatékony uj keratinocita

differenciéciot eldsegitd agensek.

Teljes genom transzkripcionalis profil analizissel Gjdonsagként irtuk le — egyebek
mellett - a RNF39, PKP3, HMOX1, ICEBERG, FOXQ1, ELMOD gének szerepét
konfluencia-indukalt keratinocita differenciacios modelliinkben. Ezen gének
szerepét verifikdlni is sikeriilt kalcium-indukalt differencialt tenyészetekben
TagMan®™ gén expresszios analizissel. A gének expressziojanak a valtozasa a
keratinocita differenciacié soran meglévo szerepiikre utal, és ez eldrevetiti eddig fel

nem ismert epidermalis utvonalak meglétének lehetdségét.
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7. Az eredmények lehetséges gyakorlati alkalmazasai

e Az UV hatasra jelentkez0 hamsejt apoptdzishoz vezetdé DNS karosodas szignal
utvonaldanak megértése egyes ritka genodermatdzisokban a paciensek célzott
kezelésének tovabbi lehetdségét vetiti eld terapids targetként. A mar hasznalatos
reparacido-fokozo készitmények mellett ezen adatok alapjan tovabbi terapidkra
nyilhat lehetdség. Ezen elérhetd ¢és esetleges jovObeli reparaciot eldsegitd
készitmények az egészséges populacioban is széles korben keriilhetnek
alkalmazasra a thlzasba vitt napozas, napon tartozkodas akut és hosszu tava
hatasainak kivédésére.

e Az epidermalis lemezeken kimutatott p53 mutaciot tartalmazoé mikroszkopikus
tumorok igen kivalé modellrendszerként haszndlhatéak akar kozmetikai, akar
gyogyaszati céli készitmények vizsgalatara. Felmeriil az 6si immunitasra hatd
anyagok, akar kismolekuldk, akar tradiciondlis medicinalis készitmények
tesztelésének a lehetdsége is rendszerlinkben.

e A p53 muticiot kezdettél hordozd, vagy a kezelés alatt akvirald tumorsejtek
apoptozis-készségét az E2F1 transzkripcidos faktor egyidejii gatlasdval lehetne
adataink alapjan helyreallitani, amely a daganatterapidban kozvetlen haszonnal
jarna.

e A hypoxia rendszer UVB hatasra fellépd valtozasai a lipidek magas energiaju és
oxigén dependens cellularis metabolizmusanak a leszabalyozasaban is Szerepet
jatszhatnak, igy magyarazzak a napozas utan észlelt epidermalis lipid barrier
valtozasok egy részét is. A HIF-lalfa akar terapias célmolekula lehet az UV
sugarzas utani hatasok minimalizalasara, ill. VEGF-re gyakorolt hatasan keresztiil
boérdaganatok prevencidjaban is potencidlis szerepet jatszhat.

e A PTCH gén polimorfizmusa jelentdséggel birhat a jelenleg fazis IlI-as klinikai
vizsgalati stddiumban fejlesztés alatt 4ll6 Smo inhibitorok terapias effektusa
szempontjabol, ami direkt klinikai jelentdséggel birna.

e A teljes genom transzkripcionalis expressziovaltozas feltérképezésével hatékonyan
hasznalhato modszert mutattunk be a keratinocita differenciaciot modulalé anyagok
tesztelésére. A vizsgalt anyagok koziil az is felmeriil lehetdségként, hogy a
fitoszfingozin-szalicilat, és a szfingozin-szalicilat, mint hatékony uj keratinocita

differenciaciot eldsegitd agensek, terapias haszonnal birjanak.
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e A keratinocita differenciacioban érintett gének a korabban fel nem ismert

epidermalis utvonalak identifikalasaval terapids

tovabbi gyogyszerfejlesztések szamara.

8. Roviditések jegyzéke

BER - Basis Excision Repair

CPD - ciklobutan pirimidin dimer

CS - Cockayne-szindroma

CPM — kompozit promoter modell

EPU — Epidermalis proliferacios egység
GGR - Global genom repair

HEP — Hepatoerythropoeticus porphyria
KGM - keratinocyte growth medium

KO — knock out

MED — minimalis erythema dosis

MMR - missmach repair

NBD — nukleotid k6té domen

NER - Nucleotid Excision Repair

NMSC — non-melanoma bérrak

PBMC — periférias vér mononukledris sejtek
PCR — polimeraz lancreakcio

PMNL — polimorfonuklearis leukocitak
PT-PCR - reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakciod

PWM - Pozicionalis Weight Matrix
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RB - retinoblasztoma

ROS — reaktiv oxigén gyokok

SBC — sunburn-sejtek

SSB — egyszalu DNS torések

SSCP — egyszalu DNS konforméci6 polimorfizmus
TCR - transcription coupled

TG - transzgén

VEGF — vaszkularis endotelialis novekedési faktor
VS — vizualis score

USD - unscheduled

XP - Xeroderma pigmentosum

(6-4)-PD - pirimidin-(6-4)-pirimidon fotoproduktum

80HdGuo - 8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanozin

Koszonetnyilvanitas

Koszonetnyilvanitds részben a palydm sordan meghatarozé taldlkozésokat iddrendi
sorrendben emlitem, mivel oly sok kivald mesterrel €s munkatarssal hozott dssze a sors,
hogy ezek kozott silyozni méltatlan lenne.

Els6ként Prof. Szabé Gabor laborjaban kezdtem el III. évesen TDK palyafutdsomat, majd
az ¢ kiilfoldi utja miatt Prof. Fésiis Laszlé avatott be az apoptozis csodalatos vilaganak
tanulmanyozasaba. Ezt kovetden egyenes ut vezetett a klinikumban végzett kutatas soran
gyakorlatvezetom, mentorom ¢és potmamam, Prof. Horkay Irén munkacsoportjaba,
amikor elkezdtem dolgozni a debreceni Borklinikan Prof. Hunyadi Janos igazgatosaga
alatt. Prof. Remenyik Evaval is itt dolgozhattam elséként egyiitt, amely kollaboraci6
évtizedekre meghatarozta mindkettonk sorsat és munkatarsi, barati kapcsolat alakult ki,
amely ma is tart. Kiilfoldi tanulmanyutjaimon elséként Prof. Frank de Gruijl laborjaban,

Uterechtben volt alkalmam els6ként dolgozni, majd az itteni munkdm folyomanyaként
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vezetett sorsom a Yale Egyetemen Prof. Douglas Brash laboratoriumaba.
Mindkettejlikben igazi kutatot ismertem meg, nyugodtan mondhatom, hogy a kutatasrol
alkotott ismereteimet 0j dimenzidba helyezték. Innen hazatérvén Prof. Horvath Attila
bizalmat volt szerencsém kiérdemelni és csatlakozhattam a Semmelweis Egyetem
Borklinikajanak csapatdhoz, ahol Prof. Karpati Sarolta biztositotta az elsd itthoni
egérkisérleteimhez a laborjat és élvezem mindmaig tartd tdmogatasat.

Megkoszonom Banvolgyi Andras, Farkas Réka, Gyongyosi Nora, Haluszka Dora,
jelenleg is aktivan dolgozé PhD hallgatoimnak a preciz munkajukat, akik maris sokat
tettek le az asztalra, de még nagy elvarasaim vannak veliik szemben. A dolgozat megirasa
kapcsan kivételesen sokat dolgozott a technikai lebonyolitasban Mihdcza Magdolna ¢és
Belovai Krisztina, kiilon koszondm mindkettdjik odaadd hozzaallasat. Emellett
természetesen munkahelyem, a Semmelweis Egyetem Bér-, Nemikortani és
Béronkolégiai Klinika minden asszisztensének és orvosanak is koszonettel tartozom,
akik az itt végzett kutatomunkaban segitettek, tamogattak, valamint tavollétem alatt a

betegellatasban helyettesitettek.
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