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1. Bevezetés

1.1. A genomikai és molekularis biologiai kutatasptentisége a multifaktorialis drbetegségek
pathogenezisének kutatdsaban

A mindennapos drgyogyaszati gyakorlatban régota ismert, hogy edpeisetegségek — melyek kozul
j6 néhany igen sulyos tiinetekkel jar, némelyikilékettel is 0sszeegyeztethetetlen — csaladi hald@sto
mutatnak. A genetika 20. szazadi deifsének kdszonhien arra is fény derilt, hogy ezek kozil a
bérbetegségek kozil vannak olyanok, amelyek mendéklédés menetet kdvetnek, recessziven vagy
dominansan oroktnek, illetve egyes betegségek esetében az is anydéva valt, hogy nemi
kromoszémahoz kotdtten oOrdkinek. Ezeket a digydgyaszati korképeket 0Osszefoglaldan
genodermatézisoknak hivjuk. Mas, joval gyakrabbbiforduld birbetegségek (pikkelysomor, atopias
dermatitisz, vénas eredidabszarfekély, vitiligo, acne és melanoma) eseté&aitén felfigyeltek ra, hogy
a tunetek megjelenése egyes csaladokban gyakatébla genodermatézisokkal ellentétben ezekben a
korképekben nem volt egyértalen levezethét az 6rokédés menet, illetve a megfigyelések szerint
kornyezeti és életmddbeli ténydzis nagymeértékben befolyasoljak ezen betegségaikiilasat. A fenti
korképeket mindezen tényie alapjan multifaktorialis érbetegségeknek hivjuk. Dolgozatomban olyan
multifaktorialis Brgyogyaszati korképek genomikai és molekularisdgi vizsgalatairdl szamolok be,
melyek pathomechanizmusaban fontos, meghatarozpdwens az immunszabalyozas zavara.

A genodermatézisok és a multifaktoridliséribetegségek hatterében allé genetikai eltérések
azonositasanak nagy lendiletet adott az 1990-beditett Human Genom Projekt. A nemzetkézi
Osszefogassal, allami intézmények és magancégekasaval |étrejott grandidozus munka eredményeként
napjainkra 3X18 bazisparnyi human genomi DNS szekvenalasa tortég, és a szekvencia adatok
alapjan megkdozeliteg 30 ezer, fehérjéveé is atirodo gén jelenlététtidezik a teljes human genomban. A
Human Genom Projekt sikeres lezarasaval kezdetét we Un. posztgenomi korszak. A posztgenomi
korszak feledata, hogy a Projekt adatai altal tiyielathatatlan tavlatokat kihasznalva megfejtemy
minek kdszonhétaz emberi rassz sokstifége, kilonbdztesti, szellemi és lelki jegyeink kialakitasa; és
nem utols6 sorban az, hogy fényt deritsen humaagbégyek hatterében all6 genetikai, molekularis
biolégiai és immunolégiai eltérésekre.

Dolgozatom harom részében azt fogom bemutatniy kogatasainkat a Human Genom Projekt altal
szolgéltatott adatokra épitve hogyan kerilhetiinkeldbb a multifaktoridlis betegségek, esetliinkben az
immunmedialt multifaktoridlis  &#rgyégyaszati  kérképek  pathogenezisének, a betelgsége
mechanizmusanak megértéséhez.

Munkam el§ részében nagyrészt a pikkelysomorben és vénastietatdszarfekélyben végzett sejt- és
molekularis bioldgiai vizsgalatainkat 6sszegzenmhemutatott kisérletek megtervezése, kivitelezésnso
nagyban tamaszkodtunk a Human Genom Projekt &tdgj&ltatott adatokra, gén-és fehérje expressziés
eredményeink nem johettek volna létre ezek nélkil.

A dolgozat méasodik részében a multifaktorialisgyogyaszati kérképekben végzett polimorfizmus és
mutacié vizsgalatainkrél szamolok be. Szintén a ElmnGenom Projektnek, majd a valamivel d#s
inditott HapMap projektnek kdszonkieh valt ismertté, hogy a human genom variabilitakadon®
tobbségét az ugynevezett ,single nucleotide polpmiem™ok, SNP-k adjak. Nagyrészt
polimorfizmusaink felglsek az emberi rasszban megfigyethgegyek valtozatossagaért, kilonboz
betegségekre val6 fogékonysagért, bizonyos terépidott valaszkészség egyéni eltéréseiért.

Munkédm harmadik részében egy kutatocsoportunk aitahositott, fehérjévé at nem irédé, an. nem
kodold RNS-6l irok, annak elédleges jellemzésék; valamint arrél, hogy eredményeink szerint milyen
szerepet jatszik az immunmedialt multifaktorialigrkép, a pikkelysomor pathogenezisében. A Human
Genom Projekt adatai révén jutottunk arra a meégkgtismerésre, hogy az emberi 6rékfinyagnak
minddssze 3%-a irodik at fehérjévé, és a fehérjéba@nld génjeink szama nem haladja meg a 30 exzet.
utébbi évek eredményei dogmavaltasra dsztonoztéltatokat. Az évtizedekig elfogadott an. centralis
dogma helyét elfoglalja egy olyan szemlélet, matyhekoradbban ,junk”™nak tekintett, fehérjévé at nem
frodd human transzkriptumok is helyet kapnak, éenziv kutatdsuknak koszonbeh egyre tobbet
tudunk szerepiikt a sejtek nmkodésének szabalyozasaban, ill. human betegsétatgeaezisébeh



1.2. A vizsgalt multifaktoridlis érgyogyaszati korképek
1.2.1A pikkelysomor

A pikkelysémor a kaukazusi populéacidban 2—-3% gységgal edforduléd korkép. A pikkelysomoros
bértiinetek kialakulasdban nagy szerepet jatszik ajf€ss infiltratum a ham alatti kigzovetben és a
hamban, valamint a hamsejtek (keratinocitak) fokibzosztédasa és koros differencidlédasa. A
pikkelysomorre val6 hajlam kialakitasaért féiekgyik alapvét fontossagu gén (vagy gének) a human 6.
kromoszéma révid karjan (6p21.3), a szOveti Ossheféséget meghatarozd fhisztokompatibilitasi
génkomplexben (MHC) talalhat6(ak) Ezt a l6kuszt a pikkelysémérrel foglalkoz6 ircatal PSORS1
(psoriasis susceptibility 1) néven emliti. A PSOR&1kiviil mindeddig kilenc olyan lékuszt (PSORS2-
10) azonositottak a huméan genomban, amely felieheszerepet jatszik a pikkelysomorre valé hajlam
kialakitasaban.

A pikkelysémorrel kapcsolatos genetikai és immugizibkutatdsok évtizedeken keresztil egyméssal
parhuzamosan folytak. Az immunolégiai kutatasokjacéd betegség kialakitdsdban szerepet jatszo
immunolégiai eltérések azonositasa volt, mig a tijerievizsgalatok elésorban a hajlamosité genetikai
I6kuszok azonositadsara fokuszaltak. A két kutatasiy mindeddig kevés ponton talalkozott. Az elmalt
néhany év kutatdsai azonban megmutattdk, hogy & Bejtek érésében szerepet jatsz6 IL-23R a
klasszikus genetikai térképezések altal azonosRBORS7 I6kuszon belil talalhaté és az azt kddold
génen azonositott polimorfizmusok egyértidm szerepet jatszanak a pikkelysémorre valé hajlam
kialakitasabari. A felismerés hamarosan a klinikumban is hasznaspikkelysémorés betegek javara,
mivel igen igéretesek azoknak a klinikai kisérlewk az eredményei, amelyekben az IL-23 ellenes
ellenanyaggal blokkoljak a pikkelysomérben megflpet koros IL-23/IL-23R/Th17 axis fikodését.

A klasszikus genetikai kapcsoltsagi analizisek etietiok értékes adatot szolgaltatnak a pikkelyséenor
valé hajlam kialakitasar6l azok a vizsgalatok, rakha tiinetek kialakulasaért felel kéros citokin
kornyezet hatterében all6 eltéréseket kutatjak.bTébaz pikkelysomords beteg és egészséges kontroll
egyén TNFg, IL-1-B és IL1-RA polimorfizmusainak dsszevetése igenkederedményeket szolgaltatott.
A TNF-0, gén G-238A polimorfizmusa emelt sZinfTNF-o . produkciéhoz vezet, és szignifikans
asszociaciét mutat az |. tipusu, fiatalkori pikls@ignorre valé hajlammal, érdekes médorssdsban a
férfi betegekberr. Ezzel szemben az ILB§én C-511T polimorfizmusa a Il. tipusl, negyvenféett
jelentkes pikkelysomorrel mutatott asszociaciét. Az antamfimatorikus hatasu IL-1@irrég6ta ismert,
hogy fontos szerepet jatszik a pikkelysémor pathdrarizmusaban. Az 1L10.G13 allél 1. tipusu, csaladi
feltételezik, hogy az IL10 I6kusz szerepet jatszihikkelysdmorre vald hajlam kialakitasalSan

A pikkelysomorre hajlamosité genetikai faktorok masitdsanak egy harmadik megkozelitési
lehetsége az Gn. nagyskalaju génexpresszios vizsgaae Bowcock és munkatarsal77 olyan gént
azonositottak, amely az egészsédehdr viszonyitva alacsonyabb vagy magasabb sziajerdétt ki a
pikkelysomoros tinetessthen. Ezek kozill tiz a pikkelysomoros tiinetmentabdn is elté expressziot
mutatott, és a mar korabban azonositott PSORS 26kugalamelyikére térképédott. Ez az eredmény
arra utalt, hogy a pikkelysémérre val6 hajlam Ki#iasaban részt vévegyes gének oly médon fejtik ki
hatasukat, hogy a tiinetmentegten az egészségeshez viszonyitva kéros szintemdegk ki mMRNS
szinten.

Az azéta eltelt ilben szdmos munkacsoport szamolt be hasonl6 §ed®INS chip vizsgalatrd
amelyek részben megsitették a korabbi eredményeket, részben Uj, aepik&morben eltér szinten
kifejezodd génekél szamoltak be. A fent idézett munkakban a s#eegyodnteien hangoztatjak, hogy a
nagyskalaji génexpresszids kisérleteknek nagymzean a terapias célpontok azonositasaban.

|8-10
’

1.2.2. A kronikus vénas elégtelenség talajan kidtakabszarfekély

A vénas elégtelenség talajan kialakuld labszarfekéulcus cruris) szintén multifaktorialis
bérbetegségnek tekintjiik, melynek pathogenezisébegréneghajlamositd, életmddbeli és kornyezeti
faktorok is szerepet jatszanak. Mint a kérkép nevenutatja, a labszaron megjelegs kronikusan
fennall6 labszarfekélyt a vénak keringési elégmtgenek kialakulasa ¢égi meg; az ulcus cruris
tulajdonképpen a kronikus vénas elégtelenség wiigsta. Statisztikai adatok szerint a lakossag 386%-
érintett kronikus vénas elégtelenségben és 1%aamak talajan kialakult labszarfekélyben. A fekélyla
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normal sebgyogyulas folyamatai sériilnek; annak kéfden tehat, hogy a koéros sebgydgyulas
pathofiziol6giai folyamatait megérthessik, tudnukédl, hogy milyen sejtbiolégia, immunolégiai és
molekularis biolégiai eltérések alinak fenn a nadrsebgyogyulas és a fekélyekben megfigyéiheairos
sebgydgyulas kézott. A normal sebgydgyulas folyamderatinocitak, a fibroblasztok, az endotél sejte
és professzionalis immunsejtek térben ébdh rendkiviil szigordan szabalyozott vandorladairacioja,
proliferacidja és differenciacidja zajlik, melyeflom © szakaszra osztunk: exsudativ, vagy mas néven
gyulladasos, granulacids és epitelizacios szakaszok

A normdl sebgyégyulas folyamataban a professzisnalmunsejtek nagyon fontos szerepet jatszanak
1 'méara mar jol ismert, hogy az egyes fehérvérdetoailaciok mikor és milyen médon vandorolnak be a
sebzés helyére, és ott hogyan fejtik ki hatasukaygen citokineket, limfokineket és névekedési fakikat
termelnek. A normal sebgyogyulas folyamataban aaontem csak a professzionalis immunsejtek altal
termelt citokinek jatszanak fontos szerepet, haadratinocitak és a fibroblasztok altal termektdaok
is. A keratinociték proliferacidja és migraciojandkivil fontos a sebgyogyulas re-epitelizaciossalzan.
Ebben a folyamatban egy 6sszetettdeeftarakrin szabalyozasi rendszer is részt veszesetmtasara az
epidermalis keratinocitak ILektt és IL-13-t kezdenek termelni, amely lejut a dermiszbe. Ardszben az
IL-10-t és IL-1B a fibroblasztok FGF-7(=KGF-1) és FGF-10(=KGF-2)elését indukalja. Az FGF-7 és
FGF-10 az epidermiszbe jutva a keratinocitak peddi€ijat serkentik, oly médon, hogy az FGFR-2
receptor csalad Illb varidnsahoz, a keratinocitzekédési faktor receptorhoz (KGFR) ééhek™.

Mivel ismert, hogy a vénas eretetabszarfekélyre valé hajlam csaladi halmozdédasttatu
feltételezzik, hogy a sebgyogyulasban szerepetdjgének polimorfizmusai is hozzajarulnak a kéros
sebgydgyulas kialakitasahoz. lgazoltak, hogy arpmain*® és a XIlIl. véralvadasi faktdf géneken egy-
egy polimorfizmusa a korkép kialakuldsara hajlamotsmert, a TNFe fontos faktor a normal
sebgy6gyulas folyamatanak szabalyozasdbdh Egy ausztral munkacsoport kimutatta, hogy a BNF-
szintje alacsonyabb a terdpia rezisztens fekélyekinent azokban, amelyekben a sebgyogyulas folyamat
lezajlott”. Ezt kéveben megvizsgaltak, hogy vannak-e a TiEénnek olyan polimorfizmusai, amelyek
a vénas eredigtlabszarfekélyben szenvedetegek csoportjaban magasabb aranyban forduldalé®
hajlamosité genetikai faktorként szerepelnek a dgrkialakulasaban ill. felések lehetnek a TNE-
alacsonyabb szintjéért a sebvaladékban. Wallaceuékatarsai arra az eredményre jutottak, hogy a-TNF
a gén -308 pozicioban lépolimorfizmusa (G/A SNP) a vénas erddigtbszarfekélyre hajlamosito faktor.

1.2.3. A festékhianyossbbetegség

A festékhianyos &rbetegség, a vitiligo a lakossag megkoalt 1-1,5%-at éririt multifaktorialis
bérgyogyaszati kérkép. A vitiligo soran amfoltokban vesziti el pigmentacidjat, s ezekenedydken
teljesen pigment mentes, fehér lesz. A tiinetel éHatett teriileteken nem csupan a melanin pigment
hianyzik, hanem az azt ternieinelanocitak sincsenek jeléf A vitiligot jelenlegi ismereteink szerint
autoimmun betegségnek tekintjiik®. Autoreaktiv T sejtek szerepét is bizonyitottak vidligo
pathogenezisébefl. A vitiligo altal érintett tsrteriileteken nem lehet gyulladast megfigyelni, gnaeta
utal, hogy a melanocitak apopt6zis, és nem nekréxign pusztulnak éf.

A fent ismertetett eredmények egyértéén arra utalnak, hogy a vitiligo immunmedialt betagy
Ismert azonban az is, hogy a vitiligés betegek riegkisleg 30-40%-a szamol be arrél, hogy csaladtagjai
kozott is ebfordul ez a Brbetegség, azonban a kérkép nem mutat mendeli ahéklmenetet. Mindez
felvetette annak leh&égét, hogy a vitiligo egy poligénesen meghatatpznmunmedialt multifaktoriélis
bérbetegség. Tekintve, hogy a vitiligo autoimmun etét szamos tény bizonyitja, a polimorfizmus
vizsgalatok dorit hanyadat immunszabalyozast védehérjéket kodold géneken végezték. A citotoxikus
T limfocita asszocialt antigén-4 (CTLA-4) gé&tt*, a limfoid protein tirozinaz foszfataz (PTPN22ndé
28 s az IL-10 gén harom promoter polimorfizmu8&alaltak hajlamosité genetikai faktornak.

A kilencvenes évek kdzepe 6ta ismert az is, hogytikgés betegek Brében, mind a depigmentalt,
mind a normal pigmentaltsagu terileteken, a hidigggroxid (HO,) mennyisége emelkedett, valamint
hogy a katalaz enzim mennyisége csékkent az egfeszsgyénekdrével dsszevetv®, amely felveti az
oxidativ stressz pathogenetikai szerepét is. Igazohogy a katalaz gén 9. exonjaban talalhat6 k@89
C/T polimorfizmus mutans allélja szignifikdnsan rasgbb aranyban detektalhaté észak-amerikai,
kaukazusi nagyrasszhoz tartozo vitiligés betegeatli@n, mint egészségesek koZ6tt* A glutation S-
transzferaz (GST) enzim M izoformajanak polimorfima (GSTM1), amely egy telijes enzimaktivitas
vesztéssel jar6 delécio, szintén magasabb aranfdsdal el koreai vitiligds betegek kérében, mint
egészségesekbell. Egy kinai munkacsoport az NF-E2-related factax2fZ) gén polimorfizmusait
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vizsgalta és azt talalta, hogy a gén prométeréfék pozicidban léy polimorfizmusa szignifikdnsan
magasabb mutans alléfrekvenciaval forddl tiligoban *. Az NRF2 egy transzkripcios faktor, amely
szamos antioxidans hatasu, ill. a sejtek detoxdiddt végé fehérjét kodold gén expresszidjat
szabalyozza.

A human pigmentacié kialakitasaért fékelgének polimorfizmusait vitiligdban szintén egyréai
munkacsoport tanulmanyozta &eént. A melanokortin-1 receptor (MC1R) és az agsighaling protein
(ASIP) géneket vizsgaltdk, és egyiken sem azorttetolyan polimorfizmust, amely mutans allél
frekvenciaja szignifikansan eltért volna az egégesék és a vitiligos betegek kdz8tt Mivel ismert?,
hogy a huméan nagyrasszok kézétt milyen nagy ekérgannak az MC1R polimorfizmusok muténs allél
frekvencidjaban, nem zéarhatjuk ki annak a lés&gét, hogy a kaukazusi populacidban bizonyos MC1R
allélok szerepet jatszanak a vitiligo pathogend&msé

1.2.4. A malignus melanoma

A malignus melanoma asbés a nyalkahartyak melanocitainak tumoros tramszicidja révén alakul
ki, és az egyik legrosszabb indulati daganat. Aanmha multifaktorialis &rbetegség, amely genetikai
predisponald, életmodbeli és koérnyezeti faktorokyiégs hatasara alakul ki. A melanoma
megbetegedésben nagy szerepe van annak, hodyt anbyen mérték fénykarosodas éri, ebba
szempontbdl a legkarosabb a kisgyermekkorban eledett napégés.

A melanoma kialakulhat épétbn (ez adja az esetek tobb mint 50%-at), vagymanbar meglég
pigmentalt elvaltozdsanak talajan. A melanoma megiések 10%-a an. familidris melanoma. A
familiaris melanoma esetében egyértielanagy penetranciaju genetikai hattér meglétesl estlentétben
az un. sporadikus melanoma kialakulasahoz jovabkispenetranciji hajlamosité genetikai faktorok
jarulnak hozza. Napjainkra elfogadotta valt és résés adatok sora bizonyitja, hogy a familiaris
melanoma hatterében &ltaladban kis gyakorisagdgébrdulé nagy penetranciaji allélok allnak, mig a
sporadikus melanoma poligénesen kialakitott miktifalis korkép®. Familiaris melanomat halmozottan
mutaté csalddok genetikai kapcsoltsagi vizsgalthieritették, hogy a koérképért ésorban a ciklin
dependens kinaz 2A (CDKN2A) gén mutacioi a fidek™.

A nagy penetranciaju, familiaris és primér mubipl malanomat okozé CDKN2A mutéciok
azonositasan kivil nagy figyelem fordul a sporaslikmelanoma kialakulasara hajlamosit6, kisebb
penetranciaju polimorfizmusok azonositasara isnm®gatapasztalati tény szél amellett, hogyéa & a
szervezet immunfunkcioi befolyasoljak a melanoméaia hajlam kialakulasat.

Az elmilt néhany évben szamos olyan kdzleménytlagpvilagot, amely immun regulaciéban szerepet
jatszé citokin és citokin receptor géneken azoptisttelanomara hajlamosité polimorfizmusokat. Hdwel
és munkatarsdf az IL-10 promoter région azonositottak egyik htiples, amely a gén alacsonyabb srint
expresszibjat okozza és hajlamosit6 faktor melamantggy masik tanulmany szerint a TMFHFN-y és
IL-6 gének alacsony expresszidjat okoz6 polimorfisai szintén szerepet jatszhatnak a melanoma
pathogenezisébéh

A sporadikus melanomara hajlamosité genetikai fakiokutatasa igen koran kiterjedt a human
pigmentéaciot szabalyoz6 génekreéstgban a rendkiviil polimorf MC1R génre. Ismert,yhag MC1R
polimorfizmusok gyakorisaga és haplotipusai a Filbnb6z nagyrasszaiban és azokon beliil a kisebb
populécidkban is igen nagy valtozatossagot miltaAz MC1R polimorfizmusok és a melanomara val
hajlam irodalma az elmalt évek intenziv kutatasamészonheien igen kiterjedt; napjaink egyik
torekvése, hogy a Fold kilonkbiokalizacidiban sziiletett eredményeket meta-aisakkel 6sszegezze
és vonjon le &ltalanos kovetkeztetéseket a poliamrfsok melanoma predisponalé hatas&éi*3



2. Célkitiizések

2.1. A keratinocita proliferacié szabalyozasanalsgélata multifaktoridlisdrbetegségekben
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ciklin dependens kinaz 2A (CDKN2A) mutéaciok és MCadtimorfizmusok azonositasa

2.2.4.A vénas eredétlabszarfekély kialakulasara hajlamosité genetiéayedk azonositasa
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faktorok azonositasara; a kisérlet soran azonbBIRINS mMRNS-szérnem kddol6 RNS szerepének

tisztazasa a sejtek stressz valaszaban és a kkely pathogenezisében



3. Anyagok és médszerek
Szévetmintak

- Pikkelysdmoros betegek: tiinetes és tiinetmeidtasittak - ,punch” és ,shave” biopsziak

- Vénas eredétlabszarfekélyben szenuetetegek: tinetmente$imintak - ,shave” biopszidk

- Egészséges egyének kontradfrintai: a Klinika Plasztikai Sebészeti Osztalydawlitasra kertilt,
eldobésra szant szévetek

- Egyéb egészséges human szovettipusok: a Szegeédiminyegyetem Sebészeti Klinikan kiléribodz
miitéti beavatkozasok soran eltavolitott, az alaplségij nem érintett szdvetek

A mintavételek korilményei megfeleltek a helyi EiiBizottsag élirasainak és minden, a dolgozatban
emlitésre kerid vizsgalat rendelkezett a megféletikai engedéllyel.

Genomi DNS tisztitasa polimorfizmus vizsgalatokarél

- Vénas vérbl

- Szajnyalkahartya keneib

A mintavételekhez minden esetben rendelkeztiinkly Béikai Bizottsag engedélyével és a vért ill.
szajnyalkahartya kaparékot adé onkéntesek felviléigst koveten egyeztek bele a mintavételbe.

A vérmintakbdl kittek segitségével tisztitottunkngeni DNS-t, szajnyalkahartya mintakbol a MagNA
Pure Compact kit segitségével nyertik ki a genoNBH.

Sejt- és szbvettenyésztési eljarasok

A dolgozatban bemutatott kisérletes munka soranafla@mortalizat keratinocitak, normal human
keratinociték és fibroblasztok tenyésztésére, vaiaorganotipikus Br szévetkultdra alkalmazésara kerult
sor.

Polimorfizmusok vizsgalata

A dolgozathan ismertetett vizsgalatok soran har@emfénddszerrel azonositottuk a human
polimorfizmusokat és mutacidkat: polimeraz lancmék (PCR) kovet szekvendalassal, polimeraz
lancreakcio — restrikciés fragment hossz polimanfizs (PCR-RFLP) médszerrel, valamint allél speciiku
TagMan probaval.

Génexpressziés vizsgalatok

A dolgozatban bemutatott vizsgalatok soran harenf@énexpressziés vizsgalati moédszert
alkalmaztunk. A pikkelysomorrel kapcsolatos kutaidls soran az un. ,differential display” nagy skala
génexpresszios vizsgalati mddszerrel dolgoztunlediggének expresszids véltozésait pedig reverz
transzkriptaz polimeraz lancreakcioval (RT-PCR), ifalés ideji, kvantitativ reverz transzkriptaz
polimeraz lancreakciéval (Q-RT-PCR) vizsgaltuk.

Fehérje expressziés vizsgalatok

A dolgozatban ismertetett kisérleteinkben négyfdEhérie expresszids vizsgalati modszert
alkalmaztunk: immuncitokémiai és immunhisztokénfiestéseket, Western blott analizist és aramlasi
citometriai méréseket.

Funkciondlis vizsgalatok

Funkciondlis vizsgalatokat kétféle megkozelitéssajeztiink. Egy vizsgalatunkban arra kerestik a
valaszt, hogy ha neutralizal6 ellenanyaggal blokikoéz o5 integrin niikddését, az hogyan hat a HaCaT
sejtekben a D tipusu ciklinek expresszidjara; ngigreasik kisérletiinkben a PRINS RNS expresszidjanak
génspecifikus csendesitését végeztik el és azgalimk, hogy ez milyen hatassal van a sejtek
viabilitasara.
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Viabilitasi vizsgalatok
Viabilitasi vizsgalatokat MTT esszével végeztiink.

Statisztikai analizisek

Genomikai vizsgalataink soran arra torekedtiink,yhagvizsgélt polimorfizmusok és a betegségek
kozotti 6sszefiiggések fennallasat statisztikai pkkbl elemezzik. Fisher-féle egzakt probat, khiynét
probat, valamint odds arany szamitasokat végezéinekben az asszociaciés vizsgalatokban. Gén- és
fehérje expresszios kisérleteink eredményeinek zsére Student-féle t-probat, egy-utas ANOVA-t,
kétutas faktorialis ANOVA-t és Mann-Whitney U-teszthasznaltunk. Szamolasainkhoz a VassarStats
programcsomagot (http://faculty.vassar.edu/lowrg8&aStats.html) hasznaltuk.



4. Eredmények
4.1 A keratinocita proliferacio szabalyozasanalsgéata multifaktorialis &rbetegségekben

4.1.1. A szinkronizalt HaCaT keratinocitdk jol mbeek a normal human keratinocitak kulonié6z
proliferacids és differenciacios allapotait

A kisérletes Brgyogyéaszati kutatasok elterjeit vitro rendszerét biztositjak az immortalizalt HaCaT
keratinocitak *. A HaCaT keratinocitdk immortalizaltak és genetdm kiildnbéznek a normal
keratinocitaktdl *°, tanulméanyozasuk mégis értékes édlsges adatokat szolgaltathat a sejtek
proliferaciés/differenciaciés sajatossagairdl, grmkét aztdn a normal human tenyésztett keratiriamita
végzett tovabbi kisérletek eredményeivel szoktusgzévetni.

Kisérleteinkhez kidolgoztunk a HaCaT keratinociainkronizalasanak médszerét. Az eljaras lényege,
hogy a HaCaT keratinocitak tenyészetét addig néjisznig elérik a konfluens allapotot, majd tovabb
két hétig tenyésztjiik a sejteket kétnaponkéntataptserével. A masodik héten a sejielt szérumot is
megvonjuk. Az eljaras kovetkeztében a sejtek a dikdwét végére @Gsejtnyugalmi allapotba kerilnek.
Ekkor a HaCaT keratinocitdkat szétpasszaljuk, ésasszalaskor hasznalt taptalaj mar szérumot is
tartalmaz. A sejtek ennek kovetkeztében szinkrartéomi kezdenek, melyet propidium jodidos DNS
festéssel tudunk demonstralni. Ezt keet a sejtkultirakbdél egy héten keresztil mintakéjtgnk.

Tanulmanyoztuk aa5 integrin, a D1 ciklin és a K1/K10 molekulak exgseidjanak valtozasait, annak
érdekében, hogy eredményeinkkel hozzajaruljunk ézeritro modell rendszer tovabbi jellemzéséhez,
valamint a fenti molekulak pikkelysémor pathomedbharusaban betdltott szerepének tisztazasahoz.

Megmutattuk, hogy a kulénbézproliferacios ¢5 integrin és D1 ciklin) és differenciés (K1/K10)
markerek mind gén-, mind fehérje expresszids szimtarkans valtozdsokat mutatnak és ezekkel a
markergénekkel jéI monitorozhatéak a HaCaT kerattak proliferacios/differenciaciés folyamatai. Iy
modon egy olyan érzékeny kisérleti rendszert slkedfejleszteniink és a mindennapi laborat6ériumi
gyakorlatba bevonnunk, amely alkalmas modellremtidretosit a keratinocitak névekedésére hatokiils
faktorok tanulmanyozasahoz.

4.1.2 Szérum faktorok, az etanol és az aceton ik a keratinocita proliferaciés markerek
expresszidjat, és felteléen hozzajarulnak a pikkelysémorre jellgikeratinocita hiperproliferacidhoz

Megvizsgaltuk, hogy a szérum milyen hatassal vacaTasejtekben a proliferaciés/differenciacios
markerek expresszidjara. Intenziven oszt6d6 Ha@#&kssl megvontuk a szérumot, majd azt vizsgaltuk,
hogy hogyan valtozik aa5 integrin és a K1/K10 mRNS-ek expresszidja. Eredraihk szerint a szérum
megvonasa nincs hatassal a K10 mRNS expresszi@ardy integrin gén kifejegdése nagymértékben
lecsokken, mig a differenciacios marker K1 gén j&f&dése megemelkedik szérum hianyaban.
Mindeblsl arra kovetkeztettiink, hogy a keratinocitals integrin és K1 génexpresszidjanak
szabdlyozdsaban szérumfaktorok is részt vesznekami1l0 gén szabalyozasaban ezek a faktorok nem
jatszanak szerepet.

Egy masik kisérletsorozatunkban arra voltunk kigé@ic hogy az etanol és az aceton szubtoxikus
mennyiségben vajon direkt médon hatnak-e a kereaitédo proliferacidjara. A kisérlet elvégzésére az a
klinikai megfigyelés sarkallt benniinket, hogy akohlol fogyasztas kovetkeztében a pikkelysomords
betegek tlinetei altalaban romlani szoktak, ésazsutszerettilk volna, hogy ez a hatas vajon koewetl
modon a keratinocitdk novekedésének befolyasol&sfesztil, vagy kdzvetett médon torténik meg.
Aktivan oszt6dé HaCaT sejtekhez acetont és etaadtunk, és minddssze féléras, szubtoxikus
koncentracidkban tortént kezelés hatasara megfiggelolt aza5 integrin, a D1 ciklin, valamint a KGFR
gének expresszidjanak ndvekedése. Mind a harorexggesszidja a proliferalé keratinocitakra jellémz

4.1.3. A proliferalé keratinocitik lehetséges femidaz EDA motivumot hordozé onkofotalis (EDA
fibronektinnek

Mint az mar emlitésre keriilt, Gdetes adatok arra utaltdk hogy a pikkelysémords tiinetmentes
epidermisz keratinocitai emelkedett s#inb integrint expresszalnak. Ez feltebmt hozzajarul ahhoz a
jelenséghez, amelyet munkacsoportunk is demonstralszerint a pikkelysomoérds tunetmentes
keratinocitdk inherens moédon érzékenyebben redgainar-sejt limfokinek indukcidjara, amely a
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pikkelysomor pathogenezisének egyik kulcs mozzanateratinocita proliferacié szabalyozassal
kapcsolatos kutatasaink kovetkeszzakaszaban tehat azt a problémakort jartuk kbdigly azo5 integrin
ligandjanak, a fibronektinnek milyen izoformait (BDmotivumot hordozé EDAés a motivumot nem
hordozé6 EDA) fejezik ki a keratinocitdk, és ezek hogyan jaallnhozza a pikkelysémor
pathogeneziséhez.

Kimutattuk, hogy a keratinocitak és a HaCaT sejeffibroblasztok altal termelt 6ssz fibronektin
mMRNS-ének csupan toredékét fejezik ki. Az EDZoforma HaCaT sejtekben jéval magasabban dejez
ki, mint a tenyésztett normal human keratinocitékl&zek az eredmények azt sugalljak, hogy az EDA
izoforma termelése valamilyen médon dsszefliggéskkaié a nagyobb proliferaciés kapacitassal.

Kovetkez kisérletsorozatunkban azt vizsgaltuk, hogy hogyéltozik az 6ssz fibronektin mennyisége,
ill. az EDA'/EDA izoformak aranya keratinociték proliferacios/diéiaciacios allapotanak fiiggvényében.
Ezek a kisérletek mind azt igazoltdk, hogy a HaGe&Tatinocitdk akkor termelik a legnagyobb
mennyiség fibronektint, amikor a legintenzivebben proliferdk, valamint az onkofotalis EDAzoforma
arénya is az aktiv proliferacios stadiumban a legasabb.

Osszehasonlitotiuk az egészséges és a pikkelysériimétmentes epidermisithizolalt epidermalis
sejtek onkofétalis EDA fibronektin expressziojat. Méréseinkhez aramlasitometriai modszert
alkalmaztunk. Eredményeink szerint az egészségeerapszidl szarmazé sejtek rovidx vivokultara
soran (72 6ras tenyésztés) nem fejezik ki az onél$oEDA" fibronektint, mig a pikkelysomoros
tiinetmentes epidermisidbszarmazo sejtek 3%-a kifejezi ezt az izoforméatt & eredményiinket direkt
bizonyitéknak tekintjik arra nézve, hogy a tlunetieenepidermisz keratinocitdi maguk lehetnek az
onkofétalis EDA fibronektin termedi, amellyel hozzajarulnak az extracellularis matibszetételének, s
ezen keresztll a keratinocitak valaszkészségéngkatiezasahoz.

4.1.4. A keratinocita ndvekedési faktor receptdBFR2-11Ib) kifejezidése a proliferal6 keratinocitadkban a
legmagasabb szifit és mMRNS expresszidja emelkedett mind a pikkelgsdm tinetes, mind a
tunetmentes epidermiszben

Kvantitativ reverz transzkriptarz polimeraz lan&aét (Q-RT-PCR) végeztiink annak tisztazasara,
hogy vajon a tlinetmentes pikkelysomords epidermiszbmelkedett-e az FGFR2-Illb expresszio.
Eredményeink arra utalnak, hogy az egészséges repatbez viszonyitva mind a tiinetes, mind a
tinetmentes pikkelysomoros epidermiszben magasabBGEFR2-lIlb mRNS expresszié. A Finch és
munkatarsaf’ altal kozolt eredményeket tehat azzal a sajatadattuk kiegésziteni, hogy az emelkedett
szinfi FGFR2-I1lb expresszié6 nem csupan a mar hipergmalié pikkelysomords keratinocitak sajatsaga,
hanem a tunetmentes epidermiszben is magasabb fedtedeten hozzajarul a tinetmentes teriletek
keratinocitainak pre-aktivalt allapotahoz.

Annak a kérdésnek a tisztdzaséara, miszerint az PGHR expresszi6é indukcidja a keratinocitak
keratinocitdkon. Kisérleteink egy részében a smmizélt HaCaT keratinocitak modellrendszerét
alkalmaztuk és kimutattuk, hogy az FGFR2-1llb mimé&NS, mind fehérjeszinten az aktivan proliferald
sejtekben fejedik ki a legmagasabb szinten: MRNS sziekpresszidja a sejtnyugalmi fazisbdl toién
kilépést kovet 48, mig fehérje expressziés maximuma 72 és 9@ltekével lathatd. Propidium-jodidos
DNS festési vizsgalataink szerift a HaCaT keratinocitdk ezekben asgdntokban proliferalnak a
legaktivabban a sejtnyugalmi fazisbol toti&zinkron kilépést kbvéen.

Egy masik kisérleti megkozelitésben azt vizsgalhdgy hogyan valtozik az FGFR2-11lb magas szint
expresszi6ja, ha az aktivan proliferdl6 HaCaT keoaitak tenyésztési korilményeit oly mdédon
véltoztatjuk meg, hogy azokat differenciaciora keégizk azaltal, hogy szuszpenzidéban tenyészdjr,
vagy anti-proliferativ hatast anyaggal kezeljikedtnényeink szerint az FGFR2-Illb expressziéja mind
mRNS, mind fehérje szinten nagymértékben lecsokiesruszpenzié indukalta differenciacié folyaman.
Az FGFR2-llIb expresszidjaval ellenkekifejezbdési mintazatot mutatott a K10 differenciacios neark
mind mRNS, mind fehérje szinten. Masik kisérletiarkba pikkelysomor kezelésében haszndlt anti-
proliferativ hatasu dithranollal kezeltiink a HaCsjteket és vizsgaltuk FGFR2-I1lb expressziéjukat.
tapasztaltuk, hogy dithranol hatdsara az FGFR24bpresszidja mind mRNS, mind fehérje szinten
dozisfugg csokkenést mutatott. Ezeknek a kisérleteknek ednegnyei, valamint a szinkronizalt HaCaT
keratinocitédk vizsgalata soran szerzett adatainkdnairra utalnak, hogy az FGFR2-Illb expresszidja a
keratinociték aktivan proliferal6 allapotat jellemz
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4.1.5. A D tipust ciklinek a sejtciklus kilonliozzakaszaiban toltenek be szabalyoz6 szerepet, és
expresszidjuk kiilénbségeket mutat pikkelysomaorben

Munkacsoportunk sajat eredménsieiés irodalmi adatoR®* is arra utaltak, hogy a D tipust ciklinek
(D1, D2 és D3 ciklin) a sejtciklus kulonb®zszakaszaiban téltenek be szabalyozé funkciét. tEzér
elhataroztuk, hogy részletesen elemezziik a D tipidinek mMRNS expresszidjat szinkronizalt HaCaT
sejtekben, valamint megvizsgéljuk annak a léb&gét is, hogy a pikkelysdmoros tiinetmentes epiderm
keratinocitain abnormalisan magasan kifégéz o5 integrinnek van-e szerepe a D tipust ciklinek
expresszidjanak szabdlyozdsaban. Végezetul arkdvdscsiak voltunk, hogy vajon pikkelysémdrben
latunk-e kuldnbségeket a kilonisd2 tipusu ciklinek mRNS és fehérje expresszidjaban.

Eredményeink arra utaltak, hogy a ciklin D1 mRN@resszidja akkor a legmagasabb, amikor a sejtek
szinkron elkezdenek osztédni, majd expressziojd.a0eat kdveien egyre alacsonyabb lett. A ciklin D2
és D3 mRNS-ek kifejérlési mintazata eltért a ciklin D1 esetében taplak&tol. A ciklin D2 és D3
mRNS-ek is igen alacsony szinten féidek ki a sejtnyugalmi fazisban EwHaCaT sejtekben (Oh),
expresszidjuk mértéke egyenletesen novekedettségtreyugalmi fazisbol vald kilépést kosed8 ill. 72
6ranal érte el maximumat, majd fokozatosan csokk@®ités 168 h). Aramlasos citometriai méréseink
fehérje szinten is medimitették a fent ismertetett expressziés valtozdésdka@dmeényeink szerint a D
tipusu ciklinek a szinkronizalt HaCaT sejtek kufif@ban kilonbd idépontokban feje@nek ki magas
szinten, ami arra utal, hogy a sejtciklus kiloribstadiumaiban télthetnek be szabalyoz6 szerepet.

Ezt kdveten azt vizsgaltuk meg, hogy a3 integrin altal medidlt jelatviteli utak vajon s#dyozzék-e
a D tipusu ciklinek mRNS expresszidjat. 4z integrint neutralizalé hatasu ellenanyaggal badtdk és
meértik a D1, D2 és D3 ciklinek génexpresszios vabkait. A D2 és D3 ciklinek mRNS expresszi6jat nem
befolyasolta azu5 integrin neutralizalé ellenanyaggal valé kezeksD1 ciklin kifejedése azonban
szignifikdns médon lecsokkent a kezelés hatasaminkényeink arra utalnak, hogy a D tipusu ciklinek
szabalyozasaban kulonkitzelatviteli Utvonalak vesznek részt: az integrin medialt jelatviteli
folyamatok szerepet jatszanak a D1 ciklin szab&lpen, mig a D2 és D3 ciklinekében nem.

Megvizsgaltuk, hogy vajon pikkelysomdorben kiléntkézia D tipusu ciklinek mRNS és fehérje sizint
kifejezédése. A D1 ciklin mRNS expresszidja mind a pikkéipéros tiinetes, mind a tlinetmentes
epidermiszben alacsonyabb volt, mint az egészségieermiszben; mig a D2 és D3 ciklin mRNS-ek
szignifikdnsan magasabb szinten fégiek ki a tiinetes epidermiszben, mind a tlinetmemésd az
egészséges epidermiszhez viszonyitva. Immunhisziek&izsgalatainkkal a D1 és D3 ciklin fehérjéket
tudtuk detektalni az egészséges és a pikkelysormindgikban. Az egészséges epidermiszben kizarélag
magi D1 ciklin festdést tapasztaltunk és csak nagyon kisszamu stjtifdsa bazalis és a szuprabazalis
rétegekben. A tlinetes epidermiszben ellenben napéosmagi, hanem kismértékitoplazmas festlést
is medgfigyeltink, és a ciklin D1 pozitiv sejtek sm joval magasabb volt, mint az egészséges
epidermiszben. Ciklin D3 fe&iést mind a sejtmagban, mind a citoplazméaban kitoumia az egészséges
epidermiszben, de kizarolag a follikulusok szuprdia rétegeiben, az interfollikularis teriletekem. A
D3 ciklin pozitiv sejtek szama nem volt magasabpikkelysémords tiinetes epidermiszben, mint az
egészséges epidermiszben.

4.1.6. A szindekan-4 heparan szulfat proteoglikansmny expresszidja a vénas erédabszarfekélyben
szenved betegek tiinetmentegrében hozzajarulhat a betegségre valé hajlam kiakdhoz

A szindekan-4 és neurofilin-1 molekulakrdl ismérbgy szerepet jatszanak a normal sebgyégyulasban
2% a szindekan-4-gyel kapcsolatosan pedig olyan imdatrendelkezésiinkre allt, miszerint a fekélyes
sebszélfl szarmaz6 mintakban a szindekan-4 fehérje intdéels lokalizacidja eltér az egészséges
bérben tapasztaltakétdl. Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy van-e killdmps szindekan-4 és a
neurofilin-1 mRNS és fehérje szinexpresszidjaban a vénas erédébszarfekélyben szenvedetegek
tinetmentesdrében és az egészséges egyéideddien.

Eredményeink szerint a szindekan-4 expresszi6jal mRNS, mind fehérje szinten alacsonyabbnak
bizonyult a vénas labszarfekélyben szewbvdtegek tiinetmentes dermiszében, mint az egészsége
dermiszben, ugyanakkor az epidermiszben nem tagsit kilonbséget. Immunhisztokémiai
vizsgalataink eredményei megsitették a Western blottal kapott adatokat: az expiiszben nem
tapasztaltunk killonbséget a filds intenzitdsaban vagy eloszlasaban, a dermiszbemban, ahol a
fibroblasztok, a perikapillaris gyulladasos sejtekjamint a kapillaris endotél mutatott pozitivitaa
tinetmentes & esetén valamivel alacsonyabb stiféstidést lattunk, mint az egészségeésben. A
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neurofilin-1 esetében nem talaltunk sem mRNS, sérfe szint expresszios kuldnbséget az egészséges
bér és a vénas eredeldbszarfekélyben szenw@dtiinetmentes dre kozott, melyet immunhisztokémiai
vizsgalataink eredménye is megsitett.

Eredményeink arra utalnak, hogy a vénas etiddbszarfekélyben szenuédtiinetmentes dermiszében
tapasztalhaté alacsonyabb siisrindekan-4 expresszié hozzajarulhat a betegségmpachanizmusahoz,
a koros sebgyogyulasra valé hajlam kialakitasahoz.

4.2. Multifaktoridlis rbetegségekre hajlamosité polimorfizmusok azonssiés vizsgalata

4.2.1. A melanokortin-1 receptor gén (MC1R) Arglf®Ppolimorfizmusa protektiv genetikai faktor a
vitiligo pathogeneziséban

Kutatasaink két irdnyban folytak: egyrészt megwittstk (Magyarorszagon élként), hogy az MC1R
polimorfizmusok hogyan vesznek részt a magyar lskgppigmentacidjanak kialakitdsaban; masrészt az is
elemeztik, hogy ugyanezek a polimorfizmusok aliék¥enciai eltérnek-e az egészséges egyének és a
vitiligos betegek csoportjaiban, lehetnek-e a beatgben hajlamosité genetikai faktorok.

Vizsgalatuk soran 10 MC1R polimorfizmust azonosiitak, melyek kozil 6tnek az allél frekvenciaja
alacsonyabb volt, mint 0,01, ezeket a tovabbi aisalinkl$l kizartuk. Ezek kozott szerepelt egy Uj
polimorfizmus is (Gly89Arg), amelyet eddig még nétak le az irodalomban. Olyan ritka polimorfizmust
is talaltunk (GIn233GIn) a magyar populéaciéban, lgatemindeddig egyszer emlitettek egy szardiniai
egyén esetében. Végezetil 6t polimorfizmus — VadBQLVal92Met, Argl51Cys, Argl60Trp és
Arg163GIn — allél frekvenciait vetettiik 0ssze asgalt sotét és a vilagosii egyének kozott, oly médon,
hogy az 6sszehasonlitasokba a haj és a szemspimatkoz6 adatokat is bevontuk. Eredményeink szerint
a vizsgalt polimorfizmusok kozul az Argl60Trp patirfizmus allél frekvencidja szignifikansan eltért a
sOtét és a vilagosshi egyének kozott.

Vizsgalataink adatait oly médon is kiértékeltik giiadsszevetettilk a fenti 6t MC1R polimorfizmus
allél frekvenciajat vilagos és sotéfrbzini vitiligos betegekben és egészséges egyénekber! Blisotét
bérszini egyének szadma igen alacsony volt, a genotipusoladsthtisztikai feldolgozadsa ezekben a
csoportokban nem vezetett értékethkbnkliziora. A vilagos drsziniek kérében elvégzett statisztikai
elemzések szerint azonban az Arg160Trp polimorfizailél frekvencidja kilénbséget mutatott a vitikg
betegek és az egészségesek kozotti 6sszehasanlitdgbadatok statisztikai kiértékelése szerintusams
Argl60Trp allél szignifikAnsan magasabb aranybaduloels az egészséges egyének korében, mint a
vitiligos betegek kozoétt. Adataink tehat arra usdnhogy az MC1R Arg160Trp polimorfizmusa a vitiig
kialakulasa szempontjabol protektiv genetikai fekeat mikodik. Ezt a feltételezésuinketssiti azonin
silico analizis eredménye is, amely soran a vad tipustp@timorf génszakasz altal kédolt fehérje részlet
antigenicitasi paramétereit hasonlitja 6ssze. Bpjah az arginin aminosav triptofanra tottérseréje az
epitép részlet antigenicitasi sajatsagat csokkéeitételezziik tehat, hogy a polimorfizmus altahtatt
fehérje szakasz kisebb val6sisaggel indukalhat melanocita-specifikus autoimmalyaimatokat. Ily
maodon értelmezhévé véalik a mutans allél protektiv szerepe vitiligob

4.2.2. A CDKN2A gén ritka, prolin-48-threonin amgav cserét okoz0 ivarsejtvonal-beli mutacidja egy
multiplex primer melanoméaban szengedagyar betegben és csaladjaban

2005-ben egy programot inditottunk, amelynek ldreh a Klinikank gondozéasaban all6 familiaris és
tobbszords primér melanoméban szedvédzbtegek és csaladtagjaik CDKN2A génjének anatizisé
végezzik el. A program megkezdése 6ta megkéleitl00 vizsgalatra kerllt sor, a doktori értekbeés
az eddig legérdekesebbnek tartott esetbirdaamolok be.

Egy multiplex melanoméban és atipusos anyajegylg@indban szenvédetegben detektaltunk egy
rendkivil ritka mutéciét: a gérnlexonjdban a 142. nukleotid poziciéban a beteg k@t formaban
hordozta a C > A transzverziét, amely a fehérjepdgicidjaban le¥ prolin > treonin aminosav cserét
okozza (P48). Vizsgélatainkat a beteg hozzatantazsikiterjesztettik. Megszekvenaltuk a CDKN2A gén
lo exonjat a beteg édesanyja, édesapja, feleségeaslényia esetében, és azt talaltuk, hogy feleség
kivételével mindannyian heterozigéta formaban hezdé a P48T mutéciot. Tehat a multiplex primér
melanomaban szenwgdbeteg mind az édesapjatél, mind az édesanyjandlitans P48T allélt 6rokolte,
majd tovabbérokitette azt kislanyanak is. Erdemegamliteni, hogy a multiplex primér melanoméaban
szenved beteg sziilei heterozig6ta statuszuk ellenére rremvednek melanomaban vagy egyéb tumoros
betegségben és atipusos anyajegy szindroma jefeitnsutatjak. Sajat eredményeink tehat arra utalnak,
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hogy az altalunk detektalt P48T CDKN2A mutécié cdakmozigéta formaban hajlamosit atipusos
anyajegy szindromara és melanoméra. Ezt a mutacidtieddig csak olasz vagy olasz szarmazasu
betegekben és kizarélag heterozigéta formaban @t@k® > minden esetben melanoméaval és tumoros
megbetegedésekkel asszocialtan. Ez azért nagy@keidmert sajat analizisink a primér multiplex
melanomaban szenwgtbeteg szileit a mutacio heterozigéta hordozdirmmhesitotta, akik magas koruk
mellett is egészségesek, semmiféle malignus befegeénem szenvednek, amely arra utal, hogy a
CDKN2A gén P48T mutéacidja heterozigéta formaban &géban nem jar a fenotipus kialakulasaval,
ahhoz egyéb genetikai és/vagy kornyezeti faktosadeiikségesek.

A csaladban elvégeztiik a melanoma predisdolalé M@dliRhorfizmusok vizsgélatat is. Harom MC1R
polimorfizmust detektaltunk a multiplex primér metanaban szenvédbeteg és csaladjanak vizsgéalata
soran: Val92Met, Argl42His és Argl51Cys, melyek k6zmz Argl42His és az Argl51Cys
polimorfizmusokat melanoma predisponalé genetilikidrként tartja szamon az irodafSnBetegiink két
polimorfizmust (Val92Met és Argl51Cys) hordozotitdrezigdta formaban, édesapjatdl a Val92Met,
édesanyjatdl pedig az a Arg151Cys polimorfizmusgikolte. A vizsgélat arra is fényt deritett, hogy a
beteg felesége is hordoz egy MCI1R polimorfizmustg{42His) heterozigéta forméban, melyet
tovabborokitett most 8 éves kozds gyermekiknek, igki két melanoma predisponalé MC1R
polimorfizmus (Argl42His és Argl51Cys) heterozigdtardozéja, valamint heterozigéta a P48T
CDKN2A mutéciora is.

4.2.3. A vénas eredetabszarfekély kialakulasara hajlamosité genetiayesk azonositasa

Munkacsoportunk célul tizte ki a koéros sebgydgyulasban megfigygihdtAmosodasi zavarok
hatterében all6 genetikai hajlamosit6 faktorok asftasat. Valasztasunk a fibroblaszt névekedésorfak
receptor-2 (FGFR2) génre esett, amelyen 5 SNPsg&iink meg.

Eredményeink szerint az FGFR2 gén egy 3' UTR-tealhat6 SNP-je szignifikansan magasabb
aranyban fordul él a vénas erediet labszarfekélyben szenwedbetegekben, mint az egészséges
egyénekben. A heterozig6ték aranya a beteg koréBeg6%, mig a kontrollok kozétt 45,12% volt, a
mutans allélt homozigéta formaban a betegek 23,47%ig az egészségesek 13,42%-a hordozta. Mivel
egyszerre 6t SNP vizsgalatat végeztik el ebbenwdnt@nyban, a Bonferroni korrekciét is alkalmaztuk,
amely szerint a genotipusok megoszlasa a kontrsll aé betegpopulacié kozott a tovabbra is
szignifikansnak bizonyult.

A mutans allél frekvenciak kiszamitasa is arratutaogy a megvizsgalt 6t SNP koézil egyedil a
3'UTR-ben talalhat6 eloszlasa mutatott szignifik&iiBinbséget a betegek és a kontroll egyének cgapor
kozott. Eredményeink alapjan az FGFR2 gén egy 3'Wddrdjaban talalhaté polimorfizmusa hajlamosito
faktor a vénés eredetabszarfekély kialakulasara.

Egy ausztral munkacsoport eredményei szerint a @§€n -308 poziciéban léwpolimorfizmusa (G/A
SNP) a vénas eredetabszarfekélyre hajlamosité faktor. Mivel a TNF308 A alléljét szdmos egyéb
multifaktoridlis koérképben szerepet jatszik, tObbkkzott az inzulin rezisztencia és az obezitas
kialakulasaval is kapcsolatba hoZ#R, feltételeztilk, hogy a Wallace és munkatérsal 4ltBNF- -308
A allél és a labszarfekélyre val6 hajlam kozottéel 6sszefliggés nem kézvetlen, hanem a polimouaizm
elssdlegesen obezitasra hajlamosit, és ezen keresgtiilki a hatasat a vénas erddedbszarfekély
kialakulasara. Az ausztrdl munkacsoport azonbanekinyében nem tett arr6l emlitést, hogy a
vizsgalatukba bevont labszarfekélyes betegek karémennyi volt az elhizottak aranya.

Megvizsgaltuk a TNF: -308 A allél eloszlasat a testsuly szerint s#tkdtit egészséges és vénas
eredeli labszarfekélyben szenuedetegek koérében. A TN&--308 A allél eloszlasa nem mutatott
szignifikans kiillonbséget, ha a normal testsulyd (BM25 kg/nf) kontroll egyének és normal testsulya
vénas labszarfekélyben szengiedn=110) csoportjait hasonlitottuk dssze. Ugyamaki -308 TNFe
SNP mutans allél frekvencigja szignifikans eltémésitatott, ha az obez vénas erédébszarfekélyben
szenved betegek és a normdl testsilyd kontroll egyénekdttdzégeztik el az Osszehasonlitast.
Elemzéseinket természetesen elvégeztilk oly médohogy nem vettik figyelembe a betegek és a
kontrollok testtomeg indexét: ily médon Osszevetv@NFo -308 A allél eloszlasat a labszarfekélyes
betegek és a kontroll egyének csoportjai kdzott rtaféltunk szignifikdns eltérést. Ha viszont a
labszarfekély betegség meglétét hagytuk figyelmietilkés a TNFx -308 A allél megoszlasat az obez
(BMI > 25 kg/nf) és normal teststlyd (BMI < 25 kgfjregyének kozétt vizsgaltuk, azt kaptuk, hogy a
muténs allél gyakorisaga szignifikhnsan magasalithezek korében, mint a normal teststlydakéban.
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4.3. A PRINS nem-kdédol6 RNS azonositdsa, szerepgejtak stressz valaszaban és a pikkelysomor
pathogenezisében

Munkénk célja az volt, hogy nagyskalaju génexpiiésszizsgalatokkal olyan transzkripcios s#int
véltozasokat azonositsunk a pikkelysomoros tlinetesespidermisz és az egészséges epidermisz kozott,
amelyek szerepet jatszanak a pikkelysomords nenidslékeratinocitdk inherensen felfokozott
érzékenységének kialakitasaban, igy a pikkelysdmtogenezisében. Ennek érdekében un. ,differential
display” vizsgalatot végeztink, amelyben két pilkk&mords tiinetmentes és két egészséges epidermisz
minta génexpresszids mintazatat hasonlitottuk 68z&mos ismert funkcidju transzkriptumot talaltunk
amely eltébé szinten expresszalddott a kétfajta mintaban, vialeegy olyan transzkriptumot is (Acc. No. :
AK022045), amelynek még nem volt azonositott fuajeci

Ezt kdvebenin silico vizsgalatokat végeztiink annak felderitésére, leagfK022045 jel, mindeddig
azonositott funkciéval nem rendelkezDNS milyen fehérjét koédol, ennek eredménye stean
AK022045 cDNS-6I nem irédik at fehérje. Tovabbi internetes hom@ogizsgalataink eredményei
azonban arra iranyitottdk figyelmiinket, hogy az RR045 nyilvantartasi szamu gén altal kodolt
transzkriptum egy fehérjét nem koédold, szabalyolSRyén lehet. A gén szerkezeti vizsgélata alapjan a
HaCaT sejtekben atir6do teljes hosszisagli cDNSkI3.hosszusagu, benne Au ismétbds elem,
valamint egy olyan szakasz talalhatd, amely medkéieg 70% hasonlésagot mutatTatrachymena
thermophyla egysejti hétolerancidjanak kialakitasaban szerepet jatszé abmad® nem-kédoldé RNS
génnel®. A telies hosszlsagu transzkripumot PRINS-nek ri@sis Susceptibility-related RNA Gene
Induced by Stress) nevezzik a tovabbiakban.

A PRINS gén expresszijat Q-RT-PCR vizsgédlatokka osszehasonlitottuk egészséges,
pikkelysomoros tlnetes és tunetmentes epidermismtadkiian. A pikkelysomords tlinetmentes
epidermiszben a PRINS gén expresszitja szigniflkhmsagasabb, mint az egészséges epidermiszben, és
magasabb a tiinetes epidermiszben tapasztalhithélrtis. Mindent 6sszevetve, adataink arra utalnak,
hogy a PRINS gén valostileg a pikkelysomérre vald hajlam kialakitasanakileggnyedje, és nem a
pikkelysomoros tunetek kialakulasaban résztaktor.

Ezt a feltételezésuinket tamasztotta ald az orgaikos Brmintakon elvégzett kisérletiink is, melyben
egészséges és pikkelysomords tinetmertenibtakat kezeltlink azokkal a T-sejt citokinekkélr(g/ml
IFN-y, ill. 1 ng/ml IFN+, 1 ng/ml GM-CSF és 0,3 ng/ml IL-3 keveréke), araklismerten fontos szerepet
jatszanak a pikkelysémoros tiinetek kialakulasabarkorabbi eredményeirik szerint a pikkelysémérés
tinetmentes epidermisdbszeparaltex vivo keratinocitakat hiperproliferaciéra serkentik. @-RCR
kisérleteink eredményei szerint az egészséges repgiben a T-sejt citokinekkel valo indukcié nem
valtoztatta meg jelefisen a PRINS gén expresszidjat, ezzel szemben alyskknoros tinetmentes
epidermiszekben 6tddére csokkentette a PRINS kepszm abundancidjat. Ez az eredmény j6 egyezést
mutat korabbi 0Osszehasonlitd vizsgélataink eredééaly amelyben a PRINS gén expresszidja
alacsonyabbnak bizonyult a pikkelysémords tingbaeemiszben, mint a tinetmentes epidermiszben.

A PRINS gén expressziojat megvizsgaltuk 16 kilévbdmiman szervben és szdvetben is.
Eredményeink szerint a gén az dsszes vizsgalt hsaidrettipusban kifejédik, a legalacsonyabb szinten
a szivizom, a legmagasabb szinten pedig a vénassg#lja a PRINS gént. Az epidermiszben, amelyben a
PRINS transzkriptum elslleges azonositadsa tortént, meglében alacsony a gén expresszidja a tobbi
vizsgalt szovethez viszonyitva. Eredményiink arral, tbogy a PRINS gééfr atirodé nem-kodolo,
szabalyoz6 RNS feltehin &ltalanos regulatorként iikbdik a human sejtekben és szdvetekben,
expresszi6janak mértéke azonban szdévetspecifikuisdtbalatt all.

A PRINS gén funkcidinak kideritésérén vitro vizsgalatokat végeztink HaCaT sejteken.
Megéllapitottuk, hogy a gén RNS-sé totiéirasat feltehéen az RNS polimeraz Il végzi. A PRINS gén
expresszibjat szinkronizalt HaCaT sejtekben is lmAnyoztuk és eredményeink szerint legmagasabb
szinten a sejtnyugalmi fazisban ééwifferencialt HaCaT keratinocitakban van jelerajdnszintje efsen
lecsdkken, amikor a keratinocitdk elkezdenek osut6#z a kisérletiink arra utalt, hogy a PRINS
expresszidja ésen stressz indukalt, valamint nagyon j6 egyezasatoit a pikkelysomorben kapott
eredményeinkkel, miszerint a gén expresszi6ja mamasinetmentes epidermiszben, de amikor a
keratinociték a tlinetes epidermiszben hiperprdlifak, a PRINS expresszidja lecsokken. Kimutatiztk a
is, hogy a PRINS gén expresszidjat egyéb stresssabiat Ggy mint UV-B besugarzas, virus infekcio,
transzlaciogatlas is indukaljak.
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HaCaT keratinocitakkal végzett vitro kisérleteink eredményei mind arra utaltak, hod®3RINS nem
kodolé RNS gén expresszidjat kulonbBaresszfaktorok nagymértékben indukaljak. Felnidréhniink a
kérdés, hogy vajon a PRINS RNS szerepet jatsziksejeek stresszvalaszanak kialakitasédban. Ennek
eldéntésére funkcionalis vizsgéalatokat végeztunlelyekben egy vektor alapi RNS csendesitési
modszerrel csdkkentettik a PRINS RNS mennyiség€eHiasejtekben, majd azt vizsgaltuk, hogy mindez
hatassal van-e a sejtek stresszvalaszara. Eredmiérszerint a normal korilmények kozoétt (10% FCS)
tenyésztett HaCaT keratinocitakban a PRINS génessgidjanak csendesitése nem volt hatassal a sejtek
viabilitasara, ellenben a szérummentes (0% FC$l&pan tartott HaCaT keratinocitakban a PRINS gén
expresszidjanak csendesitése a sejtek viabilithsszignifikdns csokkenését okozta. Ezzel a kigétlet
bizonyitottuk, hogy a PRINS gén stressz korllménk@tott megfigyelhét expresszido névekedése nem
csupan kisér jelensége a sejtek stresszvalaszanak, hanem aSPRdM kodold RNS szerepet jatszik a
keratinociték stresszvalaszanak kialakitdsaban.
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5. Megbeszélés
5.1. A keratinocita proliferacié szabalyozasanasgéalata multifaktoridlisdrbetegségekben

Munkank korai fazisaban, a 2000-es évek elejéntarekedtlink, hogy Iétrehozzunk, és molekularisan
jellemezziink egy olyam vitro rendszert, amelynek segitségével a munkacsoparténéekb gének és
fehérjék expresszidjat jellemezni tudjuk a keratiteoproliferacio és differenciacié soran, valanaatigy
nyert eredményeinkkel, adatainkkal a kutatasainkégpontjadban all6 multifaktorialis 6thetegségek
pathogenezisére vonatkoz6 kovetkeztetéseket isljertk vonni.

lly médon keriilt sor a szinkronizalt HaCaT sejtekvitro kultirajanak kidolgozasara, amelyneksels
molekularis jellemzését aa5 integrin, a D1 ciklin, valamint a K1 és K10 malékk expresszids
mintazatanak feltérképezésével végeztik el. Eregenék szerint az5 integrin és a ciklin D1 molekulak
expresszidja egyértelien a sejtek aktiv proliferaciés allapotdhoz volkaikhetk. A K1 és K10 gének
expresszidja nagymeértékben lecsokkent, ahogy ekspjpbliferalni kezdtek (tehat 0j fehérjék szinséze
feltehetten mar nem kertlt sor), de az igen hosszu félélgtidl és K10 fehérjék jelenléte az aktivan
proliferédl6 HaCaT sejtekben is megfigyelhieblt. Irodalmi adatok utalnak ra, hogy a keratinlekulak
nem csupan mechanikai szerepet toltenek be a kecitikban, hanem szabalyozé funkcidjuk is ¥&n
hogy olyan poszttranszlaciés médositasok tortérnkelssan lebomlo, rezidualis K10 fehérjén, hogyaezt
szabalyoz6 funkcidjat mar nem tudja betolteni tekben.

Eredményeink arra utalnak, hogy a kilonb&brilmények kozott tenyésztett HaCaT keratinocjtak
modelljei a normal human keratinocitaknak: a szé&teatetett, sejtnyugalmi fazisban desejtek a
szuprabazalisan elhelyezKedshem proliferald, differencialt (K1/KID keratinocitakat, mig a sejtnyugalmi
fazisbdl kilé, proliferald @5 integrif és K1/K10) HaCaT sejtek az aktivalt Un. tranziensen
amplifikal6dé normal human keratinocita populaci@prezentdljadk. A szinkronizalt HaCaT sejtek
modellrendszere ezt koven lehebvé tette szamunkra, hogy kiloniéoz a pikkelysdmor
pathomechanizmuséban feltelest szerepet jatszo tényézkeratinocita proliferaciora/differenciaciora
gyakorolt hatasat tanulmanyozni tudjuk.

A kisérleti rendszer bevezetését kdest el$ vizsgalataink arra iranyultak, hogy a szérum fedtass
az etilalkohol ill. az aceton keratinocita proldeiéra gyakorolt hatasait vizsgaljuk. Kisérletemdatali
szerint a szérum faktorok HaCaT keratinocitakbauli#lé hatassal vannak a proliferalé sejtekre rjetie
a5 integrin gén expresszidjara és gatld hatassaiffaraehcialodoé keratinocitdkat marketeX1 gén
kifejezédésére. Ismert, hogy a normal sebgyogyulas folyaméeratinocitak direkt kapcsolatba kertilnek
szérum faktorokkal, és ez indukalja a keratinocfiéliferaciojat, példaul a szérum egyik komponemse
fibronektin aza5 integrin ligandja és indukald hatassal van anegiressziéjard . A tiinetes és a
tinetmentes pikkelysémordgrbazalis membranjara jellestrukturdlis abnormalitdsokat olyan ,mikro
sebekként” is értelmezhetjik, amelyek |éhétteszik a dermisz @l szérum faktorok befizédését az
epidermiszbe és ott direkt mddon is befolyasolkatfa keratinocitak proliferaciojat. Ugyanezt a
gondolatmenetet kdvetve értelmezhetjik azt az etagiimket is, hogy az etanolnak és az acetonnak
direkt proliferaciot serketit hatdsa van a keratinocitdkra és ennek szerepe &ehgikkelysomor
pathogenezisében. Ismert tény, hogy az acetonkahdistdk vérében magasabb koncentraciéban van
jelen, mint a nem italoz6 egyének vérében és hogyéraaceton koncentracidja j6 indikatora az
alkoholfogyasztasnak.In vitro kisérleteink eredményei tehat hozzajarultak anrek klinikai
medfigyelésnek az értelmezéséhez, miszerint a @ikadkoholfogyasztas a pikkelysémords betegek
tineteinek romlasat eredményezi.

Egy masik kisérletsorozatunkkal a pikkelysomorosetinentes &rben megfigyelhét abnormalis
extracellularis matrix egyik komponensét, az EDAtimamot hordoz6 fibronektin izoforméat elemeztiik
részletesenin vitro kisérleteinket HaCaT sejtekkel végeztiik, és eregmigk arra utalnak, hogy a HaCaT
sejtek immortalizalt sajatsagaihoz hozzajarul &&ng, hogy a normal human keratinocitakhoz viszivayi
ezek a sejtek joval nagyobb mennyisdipronektint termelnek és az EDAibroektin aranya ezen belul
joval magasabb. A sejtek altal termelt és az emthaléris térbe kibocsatott EDA fibronektin
hozzakdsdik receptordhoz, aa5 integrinhez, ily médon stabilizalja azt, és hgamdl annak magasabb
szinfi membran expesszidjaho?. Feltételezzilk, hogy a fent leirt folyamat hoza#ljgahhoz a
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pikkelysomoérben medfigyelhétjelenséghez, miszerint a tinetmentésbbn magasabb a5 integrin
fehérje expresszitja, anélkil, hogy @ integrin mRNS szintie magasabb lenne. Az eredeléryra
utalnak, hogy a megnévekede§ integrin szintért nem transzkripcios s#imtdukcio a feleds, hanem az
EDA" fibroektin altal kivaltott receptor stabilitds rékedés. Eredményeink szerint maguk a keratinocitak
a forrdsai az EDA fibroektinnek, tehat feltehétn egy autokrin stimulalé folyamat eredménye a
pikkelysomoros tlinetmentes keratinocitdk magasabb integrin fehérje expresszidja, és ennek
kovetkeztében a keratinocitak fokozott prolifer&cidlaszkészsége a kilstimulusokra.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasa, hogy vajonemilynolekularis folyamatok allnak a
pikkelysomoros tlinetmentes keratinocitdk EDfbronektin termelése mogott, tovabbi vizsgalatoka
igényel. Irodalmi adatokbdl azonban tudjuk, hodyaamszformald novekedési faktor béta 1 és 2 (BEF-
és TGFB2) megemelik az EDA EDA" fibronektin izoforma aranyt sertés trabekularisesden’. Ismert
az is, hogy pikkelysémérben mind a T@Fesalad tagjai, mind receptoraik magasabb szirgmxtinek
ki %7 feltételezzik tehat, hogy hozzajarulnak a pikkéhgorés tiinetmentes keratinocitakbarlkedst
altalunk kimutatott emelkedett EDAibronektin expressziohoz.

Tovabbi, a pikkelysdmor pathogeneziséhez feltirethozzajaruld keratinocita rendellenességre
mutattak rd azok a vizsgalataink is, amelyekbeR@GER2-IlIb receptor molekula keratinocita prolifei@
szabdlyozdsaban betoltott szerepét vizsgaltukvitro kisérleteink eredményei arra utalnak, hogy az
FGFR2-1llb magas szifitexpresszidja a keratinocitak aktiv proliferacidiapotahoz kotott. Ezekkel a
kisérletekkel az volt a célunk, hogy egy, az irod@#an évek 6ta fenndllé ellentmondast oldjunk fel,
miszerint az FGFR2-lllb expresszidjanak indukciéjakeratinocita differenciacié*’®, vagy az aktiv
proliferacio*”” soran kévetkezik be. Kisérleteink eredményei dglrétien arra utalnak, hogy az FGFR2-
Illb expreszidjanak indukcidja a keratinocitak [fieriativ aktivaci6jadhoz kapcsolhaté, és nem a K10
expresszidval jellemzett differenciaciés programhoz

Az irodalomban mindezidaig csak olyan adatok jelknheg az FGFR2-IlIb pikkelysomdorben todén
vizsgalatardl, ahol a széilz a pikkelysémoros tiinetes és tiinetmentes \etették 6ssze. Az FGFR2-I1lb
MRNS expresszidjat élként a mi munkacsoportunk hasonlitotta 0ssze eggezs pikkelysomoros
tinetes és tlinetmentes epidermiszben. Eredményziaknt nem csupan a hiperproliferald tinetes
epidermiszben, hanem a tiinetmentes epidermiszbemgmsabb az FGFR2-Illb mRNS expresszidja.
Feltételezziik, hogy ez a tény is hozzajarulhatkeghysomords tiinetmentes epidermisz keratinocikaina
munkacsoportunk altal is demonstr&lpre-aktivalt allapotahoz, amely aztan a T sejfdkm indukcié
sorén tapasztalhaté fokozott proliferativ valaszkégben mutatkozik meg. Kisérleteink azonban nem
csupan az FGFR2-1lIb pikkelysomorben tapasztaleapresszios vizsgalatat céloztdk, hanem a betegség
gyogyitasaban hasznalt dithranol hatasmechanizmissazerettik volna mélyebben megvizsgalni.
Eredményeink szerint a dithranol, mely az eddigggfiott nézetek szerint kdzvetlenil a pikkelysormord
expresszidjat is gatolja. Bleént szolgaltattunk adatot arra nézve, hogy az FGIHRB is azon ndvekedési
faktor receptorok kézott van, Ugy mint az epideimddvekedési faktor receptordR, intreleukin-8
receptor®®, amelyek expresszidjat a dithranol gatolja. A témyszerint a dithranol hataséara kialakuld
keratinocita proliferacio gatlas az FGFR2-1llb eegszidjanak csokkenésével jar egyutt, tovabbitgazt
a megallapitasunkat, hogy a receptor magas (isERpresszidja az aktivan proliferald, nem pedig a
differencialédo keratinocitak sajatsaga.

A D tipusu ciklinek a sejtciklus 3azisanak kulcsfontossagu szabéalyoz6i. Szamoslimadadat utal ra,
hogy a D ciklinek specifikus funkciokkal birnak, smerint a D1 ciklin ajssejt kompartmenth valo
kilépés fazisaban jatszik szerepgt mig a D3 ciklin nagymértékfelhalmozddasat a posztreplikativ,
differencialodé keratinocitakban talaltak a legmsasds sziritnek %°. Munkacsoportunk D ciklinekkel
kapcsolatos kordbbi adatait tenyésztett normaltieritak tanulmanyozasa soran szerezte, aramlasos
citometriai vizsgalatokkdl. Ezek szerint a Gsejtnyugalmi fazisban 16w 1/K10- normal keratinocitak a
D1 ciklint fejezik ki el®ként, amikor az efs sejtciklusba belépnek, majd a D1 ciklin expregszio
lecsokken és a D2 ciklin kifejgédése valik detektalhatova. A normal human tenyéskeratinocitakon
kapott adatokat nagymértékben meégéették a szinkronizalt HaCaT keratinocitak tarduflypzasa soréan
kapott eredményeink. Ezek szerint egyérteim kijelenthetjiik, hogy a D tipusu ciklinek funkieié
keratinocitdkban nem redundans, hanem diszkrétcfakkal birnak: a D1 ciklin a &sejtnyugalmi
fazisbol valo kilépés egyik szabalyozé faktora, naigD2 és D3 ciklinek a gyors egymast kévet
osztodasokon atéssejtekben toltenek be szabalyozd szerepet. Dneikliel kapcsolatos kisérleteink
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eredményei azt is megdsitették, hogy a szinkronizalt HaCaT sejtek milgernékeny és j6l hasznalhaté
modell rendszert nyudjtanak a keratinocita proliégd&s differenciacié tanulmanyozasahoz, hiszetra
kilbnbséggel bekovetkézgén-és fehérje expresszios kildnbségeket is reilldkiegbizhatéan tudunk
vele kimutatni.

Ismert, hogy az keratinocita integrinek, hasonldaas sejttipusokhoz, fontos szabalyoz6 szerepet
toltenek be az epidermisz homeosztazisdnak feastdan. Az extracellularis matrix egyik fontos
komponense a cellularis fibronektin, melynek reoept a Kkeratinocitakon aza5 integrin.
Munkacsoportunk korabbi munkéajaban kimutatta, hagykkelysémérds tiinetmentes keratinocitak emelt
szinten fejezik ki aza5 integrint 8, valamint hogy maguk a keratinocitdk a forrasai BRA"
fibronektinnek ®2 melynek jelenlétét a tiinetmenteértien eléként Ting és munkatarsai irtak f&
Vizsgalataink szerint a fibronektib integrin ligand-receptor indukalt jelatviteli f@matok részt vesznek
a D1 ciklin mRNS expresszidjanak szabalyozasabamegzgajarulnak a pikkelysomoérben megfigyethet
keratinocita hiperproliferaciohoz. Sajat eredménkkel 6sszhangban az SCC12ijéphamkarcinoma
sejtvonalban aza5 integrin funkciéjanak GT1b ganglioziddal vald lgaa szintén a D1 ciklin
expresszidjanak gatlasat eredmény&zte

A D ciklinek kifejezidését mind mRNS, mind fehérjeszinten megvizsggikkelysomorben. Mivel a
pikkelysomdrben tapasztalhatd hiperproliferaciééiizioldgias korilmények kozétt sejtnyugalmi fams
levé K1/K10 Bl integriri keratinocitak aktivacioja a fetid, arra szamitottunk, hogy mind mRNS, mind
fehérjeszinten a D1 ciklin emelkedett siintifejezddését fogjuk talalni a pikkelysémords tiinetes
epidermiszben. Ezzel szemben azt talaltuk, hoginatés epidermiszben a D1 ciklin mRNS expresszidja
nem mutat szignifikdns kilonbséget az egészséges &metmentes pikkelysomoérds epidermiszhez
viszonyitva, viszont az immunhisztokémiai vizsgakatredményei szerint fehérje szinten a D1 ciklin
magasabb szinten, és efiéntracellularis mintazattal fejédik ki a tinetes epidermisz keratinocitaiban,
mint az egészséges epidermiszben. A gén- és fele&peesszidés szinten tapasztalt ellentmondéas
magyarazata az lehet, hogy a D tipust ciklinek esgmi6ja nem csupan transzkripciés és poszt-
transzkripciés szabalyozas alatt all, hanem ubiguitedialt célzott lebontasuk is fontos szabalyoz6
tényes % A tény, miszerint a tiinetes epidermisz bazaliszéprabazalis keratinocitai kézétt nagyobb
szami D1 ciklin pozitiv sejtet figyeltink meg, dad] hogy tlnetes epidermisz mRNS szinten
magasabban expresszalta volna a D1 ciklint, mintegészséges epidermisz, arra utal, hogy a
pikkelysomoros tinetes keratinocitakban a D1 cikibontasa valamilyen médon zavart szenved.
Feltételezziik, hogy a lebontasi folyamatok zavai@tnfiennalld magasabb ciklin D1 fehérje expresszio
hozzajarul ahhoz, hogy a K1/K1@lintegrin® aktivan proliferalé bazalis keratinocitak valanaity
mértékben megtartsalssejt potencialjukat. Ezt a feltételezésiinkésiéiraz a Yamamoto és munkatarsai
8 altal kozdlt eredmény is, miszerint a D1 ciklimariszgenikusan kifejézkeratinocitakat nem lehet
kalciummal differencialtatni, mert rezisztenseleardifferenciaciot indukalé hatasra.

Molekularis biolégiai vizsgalatokat végeztiink véreredeti labszarfekélyben is, amely szintén egy
zavart keratinocita proliferacioval jellemzett nifaktorialis bSrbetegség. Célunk az volt, hogy két olyan
receptor molekula, a szindekan-4 és a neurofiliedpresszidjat tanulmanyozzuk, amelytkismert,
hogy szerepet jatszanak a normal sebgydgyulasriaigbar®®*. Ismert, hogy a keratinocitak mindkét
molekulat kifejezik 5. Vizsgalatainkhoz egészséges egyéfiekett birmintakat és vénas eredet
labszarfekélyben szenwu#ld tiinetmentes drmintait hasznaltuk. Ezzel a kisérleti felallasaal szerettiik
volna megallapitani, hogy a két receptor molektawan-e olyan expresszios eltérése a vénas éredet
labszarfekélyben szenwédtiinetmentes dymintaiban, amely a kéros sebgydgyulast predisgoréd igy
hozzajarul a kérképre val6 hajlam kialakitasahoz.

A vénas eredét labszarfekélyben szenu@d tiinetmentes drmintainak és az egészséges egyének
bérmintainak megfestésével mi is igazoltuk, hogy minszindekéan-4-et, mind a neurofilin-1-et kifejezik
az epidermalis keratinocitdk, de az epidermiszbgyikereceptor molekula esetében sem talaltunk
expresszids kulonbséget, sem fehérje, sem mRN&Bziiz egészséges és a labszarfekélyes tiinetmentes
mintak 0sszehasonlitasa soran. Eredményeink aahaalt hogy ennek a két receptor molekulanak nincs
olyan expresszids eltérése a keratinocitakban, yarasétleg befolydsolna a két receptor molekula
milkddését a vénas ereddhbszarfekélyben és pathogenetikai faktorkéntegmdne.

A dermisz talulmanyozasa soran azonban azt talaitogy a szindekan-4 mind mRNS, mind fehérje
szinten kisebb mennyiségben expresszalodik a véredet labszarfekélyben szenwdd tinetmentes
bérmintaiban. Feltételezziik, hogy a szindekan-4 dezhen tapasztalt alacsonyabb driekpresszidja
valamilyen médon befolyasolja annakiikidését és ezzel hozzajarul a labszarfekélybersztalhatd
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kéros sebgydgyulas kialakulasahoz. Annak megvélasaphogy a dermisz mely sejtjeinek abnormalis
szindekan-4 expresszidja bir pathogenetikai szetepprabbi vizsgalatokat igényel. Immunhisztokémia
vizsgalataink azt mutattédk, hogy a szindekan-4renide sejtjei kozll a fibroblasztokban, a perikkpis
gyulladasos sejtekben, valamint a kapillaris erltleté fejesdott ki. Echtermeyer és munkatarsai
eredményei szerint a szindekan-4 hianyos egerekisgriigyelhed kéros sebgydgyulas soran abnormalis
angiogenezist és gyulladasi folyamatokat talallképzelhei tehat, hogy a vénas labszarfekélyben
szenvedk tlnetmentes drének dermiszében altalunk kimutatott alacsonyablmtis expresszidja
hozzajarul ezeknek a folyamatoknak a kéros regdiléicoz. Ismert azonban az is, hogy a szindekan-4 az
FGFR2 ko-recepotora®®, melynek lllc izoforméja kifejestlik a fibroblasztokorf®. Nem zarhatjuk ki
tehat annak a lehiégét sem, hogy a szindekan-4 csokkent expressamjaGFR2-Illc-szindekan-4
receptor-ko-receptor altal mediélt jelatviteli utakikodését befolyasolja a dermisz fibroblasztjaiban és
ezzel hozza jarul a kéros sebgydgyulas kialakulBsah

5.2. Multifaktoridlis brbetegségekre hajlamosité polimorfizmusok azonesiés vizsgalata

A vitiligo egy komplex pigmentécios betegség, méllyismert, hogy hatterében multigenikus
hajlamosité faktorok allnak. A legtjabb adatok s#esiz MHC génjei, valamint az antigén prezentaaib
részt vev fehérjéket kddolé gének polimorfizmusai is szetgatszhatnak a betegség kialakitas&bdh
Ezek a genomikai adatok nagyon j6l alatamasztjékilmo autoimmun betegségként valo, régota felinal
megitélését. Szamos adat utal ugyanakkor arraoigy fmmunszabalyozas génjein kivil egyéb gének
polimorfizmusai is hozzajarulhatnak a betegségié hajlam kialakitasaho?°*°” Mindezidaig azonban
csupéan egy olyan kézlemény latott napvilagot, amaehuman pigmentacio kialakitasaban szerepet jatszé
gének (MC1R és ASIP) polimorfizmusainak vitiligotipagenezisében valo szerepét vizsgalta koreai
betegek vizsgalata soran kapott adatok azonbanutaitak, hogy egyik gén polimorfizmusai sem jaakin
hozz4 a vitiligéra valé hajlam kialakitasahoz. Miismert, hogy az MC1R polimorfizmusok gyakorisaga
és a multifaktorialis érbetegségekre valé hajlamosité szerepe kuldhtginikai csoportokban nagy
eltéréseket mutaf’™® a koreai munka negativ eredménye ellenére elvwtdr, hogy a magyar
populaciéban megvizsgaljuk annak leisgigét, hogy az MC1R gén polimorfizmusai szerepstgaak-e
a vitiligo pathogenezisében. Azt is elemeztiik, hogyanezek a polimorfizmusok hogyan vesznek rész a
magyar populacié pigmentacidjanak kialakitasaban.

Munkank soran kilenc, mar eddig is ismert és egy mijndeddig leirasra nem kerilt MC1R
polimorfizmust azonositottunk a magyar lakossaghén. A tiz polimorfizmus kozil az &t leggyakrabban
eléfordulét vizsgaltunk abbdl a szempontbdl, hogy leogyesznek rész a pigmentacio kialakitdsaban ill. a
vitiligo pathogenezisében. Adataink j6 egyezéstattak a korabbanskeg Nyugat- és Eszak-Eurépaban
végzett kutatasok eredményeivi] és ugyanazokat a polimorfizmusokat azonositothikis, mint a
korabbi tanulmanyok. Erdekes mdédon azonban a matparssag koérében nagyon alacsony allél
frekvenciaval fordul & az Asp294His polimorfizmus, amelyet a nyugat- $mak-eurdpai tanulmanyok a
vilagos lBrszin kialakitasaért feléd egyik legfontosabb allélként tartanak szarffoAz altalunk elemzett
6t polimorfizmus kozil egynek az allél frenkencitgat el szignifikansan a vizsgalt sotét (Fitzpsetil és
IV) és vilagos (Fitzpartick | és Il)dvii magyar egyének korében. Az Arg160Trp allél minbdeonnyal
szerepet jatszik a magyar lakossag korében a gilbyszin kialakitasdban. Bira polimorfizmusrél
ismert, hogy az altala érintett aminosav az MSHRéfie masodik intracellularis doménjében helyezkedi
el, amely az MSHR fehérje altal mediélt jelatvitalak, és ezen keresztil a pigmentacio szabalybadsa
is szerepet jatsziK %%

Ugyancsak az Arg160Trp polimorfizmus volt az, amatataink szerint protektiv genetikai faktor lehet
a vitiligo pathogenezisében. Eredményeink szedra polimorfizmus szignifikdnsan magasabb aranyban
fordul elb a betegség altal nem érintett magyar lakosok leirélmint a vitiligés betegek kdzott.
Munkahipotézisiinket, miszerint melanocita-speciiwu kifejeads fehérjék (példaul az MSHR) epitopjai
szerepet jatszhatnak a vitiligbban bizonyitottajatézddd, a melanocitak destrukcidjahoz vézet
autoimmun folyamatok inicializalasaban, genetikas i silico elemzéseink is alatamasztjak.
Eredményeink arra utalnak, hogy az arginin amindspiofanra tortéti cseréje az MSHR fehérje érintett
epitép részletének antigenicitasi sajatsagat csitkkEeltételezzik, hogy a polimorfizmus éaltal éein
fehérje szakasz kisebb val6siaggel indukalhat melanocita-specifikus autoimmalyainatokat, és
protektiv genetikai faktorként #tkodik a vitiligo kialakulasaval szemben. Termésgete annak a
lehetiségét sem zarhatjuk ki, hogy a polimorfizmus nerM&HR fehérje antigenicitasi tulajdonsagainak,
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hanem az A4ltala indukalt, a melanin pigment Képst szabalyozé melanocita jelatviteli utak
megvaltoztatasa révén vesz részt a betegség patmgeben.

Munkank jelentségét egyrészt abban latjuk, hogy mindezidaig rebem§ meg olyan kdzlemény, amely
a kozép-eurdpai, és azon belll is a magyar lakos&&ginét szabalyozé genetikai faktorokat vizsgélta
volna; masrészt mi szolgaltattuk azéetdatot arra nézve, hogy MC1R gén nem csupan aepigcio

szabalyozdsaban, de pigmentéciés rendellenessgggel multifaktoridlis lérbetegség, a vitiligo
pathogenezisében is szerepet jatszik.

Egy masik munkankban a szintén multifaktoridli&rbdetegségnek tekintett malignus melanoma
genetikai hatterét tanulmanyoztuk. Egy multiplexr@r melanomaban szenveférfibeteg és csaladjanak
genetikai analizise soran azonositottunk egy reridikitkan ebfordul6 CDKN2A mutaciét. Ezt az igen
ritka ivarsejtvonal-beli mutaciét mindezidaig néggetben irtdk le. Eiként egy olasz pancreas
carcinoméban szenvédbetegben detektaltdk®, majd egy olasz multiplex primer melanoméaban
megbetegedett paciensrél ill. egy olasz szarmazasu brazil melanomas beteffb Ezek a betegek
mindannyian heterozigéta formaban hordoztak a PdRifaciét. Az emlitett munkak egyikében sem
vizsgaltak az egyenes agi rokonok genetikai stgtezért ezekben az esetekben a P48T mutacio és a
beteg fenotipus dsszefiiggédéem lehetett kovetkeztetéseket levonni.

Della Torre és munkatars#i egy nagy, melanomara hajlamos csaladon végzettjddt genetikai
vizsgalata feltarta, hogy a P48T mutacié hordoz@inrkizarélag melanomara, hanem mas malignus
betegségekre is fogékonyabbak. Az ugyanebben amaei poziciéban bekdvetkeale eltéé nukleotid
csere altal okozott P48L mutacié tumoros megbetegredhajlamosité voltat is ismertette egy svéd
munkacsoport® A csaladtagokra is kiterjesztett analizis sor@mukattak, hogy ez a mutacié is malignus
tumorokra, koztik melanomara, kifejezett hajlamoedenényez. Egy endogam holland k&zosség
vizsgélata soran Gruis és kutatocsopotffaa kévetkedt figyelte meg: a CDKN2A gén exon 2-ben
bekovetkezett kis delécidjat (mely nagy valosgéggel alapité mutacié) homozigéta formaban hordoz6
melanomas csaladtagoknal nem volt klinikailag dseté kilonbség a betegség sulyossagaban a
heterozigéta hordozokhoz viszonyitva. Mindent eggbee, a fenti adatok és jelen eredményeink alapjan
ugy gondoljuk, hogy a CDKN2A gén mutaciéi mind hemmind heterozigéta formabanssrmelanoma
predisponal6 faktorok, azonban egyéb addiciondisegikai eltérések, mint pl. — melanoma estén — az
MC1R gén egyes genetikai variacidinak megléteikszgesek lehetnek a betegség manifesztacidjahoz.

A jelenleg ismertetett magyarorszagi eset arreeémk@vetkeztetni, hogy a CDKN2A génben létrejott
P48T mutacié szorosan dsszefligg a multiplex primglanoma kialakulasaval. Esetiink tamogatja azt az
elméletet is, mely szerint a melanomara vald hajlanftifaktorialis természét az allélok penetrancigja
nagyban fiigg kornyezeti, ill. egyéb genetikai téou&l, és foldrajzi terlletenként nagyfoku
véltozatossagot mutat’. Betegiink heterozigéta mutans sziileinél (akiknjelg 65 ill. 71 évesek) maig
nem manifesztalédott sem atipusos anyajegy szirelré@m melanoma, sem egyéb malignus betegség,
annak ellenére, hogy m#égazdasaggal foglalkoznak, igy egész életikbés empfény expozicidnak
voltak kitéve. A fentieken kiviil esetiink amiattritkkasagnak szamit, mert a CDKN2A gén mutéaciéit
homozigéta formaban csak elvétve detektaljak. Ezekesetek kiemelkédjelentsédiek, hiszen egy
alapvet sejtciklus szabalyoz6 génben bekovetkealtozasok hatdsanak vizsgéalatat teszik fkéeta
tumor képsdésre.

Habar a beteg szileinek nincsen tudoméasa a csald@dfordult rokonhazassagrol, az a tény, hogy a
rendkivil ritka P48T CDKN2A mutaciét mind a ketteeterozigéta formaban hordozzak, arra enged
kovetkeztetni, hogy generacidkkal korabban ez egethégis bekovetkezhetett. Figyelemre mélté az a
tény is, hogy ezt a mutaciét mindezidaig kizardagak-olaszorszagsok leszarmazottaiban detektaltak.
Az érintett magyar csalad viszont nem ismer olaszrsazasu csaladtagot. Annak tisztazasa, hogy vajon
ez a mutéci6 fiiggetlendl jott-e létre, vagy esedllegpité mutacié keletkezett generaciokkal éxebmely
Eszak-Olaszorszaghol hazankba vandorolt, vagyfakditva, tovabbi vizsgalatokat igényel.

Osszefoglalva, a bemutatott eset mégieette a rendkivill ritka P48T mutaci6 melanomara
hajlamositd szerepét, azonban azt is kijelenthetidlgy a heterozigéta allapot é6nmagaban nem vezet a
betegség kialakulasahoz, hanem egyéb befolydsoldyeatk is szerepet jatszanak annak
manifesztaciojaban.

A vénas eredétlabszarfekélyre valo hajlam genetikai hatterénatatasa soran azt talaltuk, hogy az
FGFR2 gén egy 3'UTR-ben taladlhaté SNP-je feltébet szerepet jatszik a korképre valé hajlam
kialakitaséban. Az altalunk vizsgélt, az adatbadiaa rs313581 szamon nyilvantartott polimorfizmus a
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kiilbnb6# huméan rasszokban nagyon nagy kildnbségekkel détekd: az afrikai fekete populaciéban
gyakorlatilag nincs jelen, az azsiai populaciokigimaban és Japanban, 32 és 21%-os allél frekwealcia
fordul eb, mig a kaukazusi populacidban rendkivil magas, -48%a mutans allél &ordulasi
gyakorishga az &ltalanos populaciéban. A mi, magyepulacion végzett tanulmanyunk adatai is
megebsitették az SNP magasifelrdulasi gyakorisagat a kaukazusi nagyrasszbaatafukkal kiilénboa
populaciégenetikai szamitasokat is végeztink, emkdtuk, hogy az FGFR2 gén altalunk vizsgalt BRJ
SNP allaljainak megoszlasa megfelelt a Hardy-Weiplekvilibriumnak, ami arra utal, hogy ez az SNP
nincsen hatassal a populacioban lezajlé termésgeétakciora.

Egyre tobb adat utal arra, hogy a gének 3'UTRGjébian talalhaté genetikai variacioknak szerepe
van egyes korképek kialakitasaban, oly médon, rogénél atirddo elédleges mRNS transzkriptum
stabilithsat megvaltoztatjak, és ezaltal a ,végédmek” tekinthet fehérje mennyiségét megnévelik, vagy
betegcsoportban eltémllél frekvenciaval éfordulé SNP is modosithatja az &deges FGFR2 mRNS
transzkript stabilitasat. Ennek kovetkeztében asbdédges transzkriptrél alternativ splicing révén
keletke® fehérjetermék(ek), a KGFR és/vagy a BEK mennyiséggvaltozik, ami hatassal lehet a re-
epitelizacio '? és/lvagy a sebgyogyulassal asszocidlt angiogen8%id® folyamataira. A jovben
expressziés kisérletekkel tervezziik bizonyitankeze feltételezéseinket, amelyek soran a kiléfiboz
genotipusu egyénekst®bsl szarmazé mintdkban hasonlituk 6ssze a BEK ésG&RK gének/fehérjék
expresszidjat.

Erdekes kérdés még az is, hogy vajon az FGFRBYEFR SNP altalunk detektalt allél frekvencia
eltérése elidlegesen a vénas elégtelenséggel all-e Osszefiegggédb az arra valé hajlam kialakitasan
keresztil masodlagosan hajlamosit a nehezen gy®dgbszarfekély korképének kialakitasara. Ennek a
kérdésnek a megvélaszolasara @ki@n olyan vizsgalatokat terveziink, ahol az FGFR23J&TR SNP
eléfordulasat kulén vizsgdljuk olyan vénas elégtelghe@ szenveil betegekben, akiknél kialakultak
labszarfekélyek és olyanokban is, akiknél nem.

A multifaktorialis betegségek genetikai hajlamoasfitktorainak felderitése soran nagy jetsgge
van annak, hogy a vizsgalatokat minél homogénelbdgbsoportokon végezziik el, illetve, hogy az ,eset”
és a kontroll” csoportok magan a vizsgalni kivanultifaktoridlis betegségen kivil minél jobban
megfeleltethdtk legyenek egyméasnak. Egy-egy genetikai faktor ifaldiridlis betegségekben jatszott
szerepének felderitése sordn nagyon fontos lebetey (és gyakran ezzel egyiitt a kontroll) csoport
sztratifiklasa, tehat bizonyos szempontok szenft alcsoportokra osztaSd Erre nagyon j6 példa az a
vénas eredétlabszarfekély kutatdsa soran végzett munkank, meklgoran azt vizsgaltuk, hogy a TNF-
-308 A allél milyen médon hajlamosit a korkép kialkAsara. A vizsgalat elvégzésére az sarkallt
benniinket, hogy'? egy sztratifikalatlan ausztral vénas erédébszarfekélyben szenvgdbetegcsoport
analizise soran azt talaltdk, hogy a TWF308 A allélia genetikai faktorként szerepet &t a
betegségre valé hajlam kialakitdsaban. Mivel ugyéha polimorfizmusrdl az is ismert volt, hogy inzuli
rezisztenciara és obezitasra hajlam@&ft valamint a klinikai gyakorlatbdl tudott, hogy énés eredét
labszéarfekélyben szenwid kozott emelkedett az elhizottak aranya, elhatékpzhogy a beteg és a
kontroll populécidk testtémeg index alapjan sziikgtlt csoportjaiban megvizsgaljuk a TNF-308 A allél
gyakorisagat. Eredményeink meggitették Hoffstedt és Brarfd®® adatait, miszerint ez a polimorfizmus
részt vesz az obezitasra valé hajlam kialakitas8Ramutattunk arra is, hogy a Wallace és munkatarsa
altal felfedett osszefiiggés a TNF-308 A allél és a vénas eretidabszarfekély kialakulasa kozott
felteheben nem kodzvetlen, hanem mésodlagos; axlbdges 6sszefliggés a polimorfizmus és az obezitas
kozott all fenn és a TNE--308 A polimorfizmus az obezitasra valé hajlamladidtasan keresztil jatszik
szerepet a vénas ereiilibszarfekély pathogenezisében.
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5.3. A PRINS nem-kddol6 RNS azonositasa, szerepejtek stressz vélaszaban és a pikkelysomor
pathogenezisében

A kilencvenes évek végén csoportunk egy olyan kstatrogramot inditott, melynek étleges célja a
pikkelysomor betegségre hajlamositégstsban keratinocitak szintjén jelentiégzathogenetikai faktorok
azonositasa volt. Erre a célkiésre az sarkallt bennlinket, hogyzetes eredményeink szerint a
pikkelysomoros betegeknek mar a tinetmentes ket#i is mutatnak olyan molekularis és sejtdkint
eltéréseket, amelyek a tlinetek kialakulaséidéis immunolégiai trigger faktorokkal szemben fokozott
érzékenységgel ruhazzak tiket, és szerepet jatszanak a pikkelysémorre vglarheialakitasabar®.
Programunkat egy nagyskalaju génexpresszids Ufferatitial display kisérlettel inditottuk, melynek
elssdleges célja az volt, hogy olyan transzkripciossizkilonbségeket azonositsunk az egészséges és
pikkelysomoros tlinetmentes epidermisz mintdk k{zittielyek szerepet jatszhatnak a pikkelysémorre
val6 hajlam kialakitdsaban. Vizsgalataink soraréf@ny olyan eltérexpressziéju gént azonositottunk a
két rendszerben, amelyékratirodd fehérjék funkciéja mar ismert volt. Az yig ilyen fehérje az
extracellularis martix protein, a fibronektin, megk EDA onkofétalis formajardl Ting és munkatarsai
kimutattadk (2000), hogy a pikkelysomoros tinetmeniérben a dermalis-epidermalis junkcié (DEJ)
terlletén kifejeddik, amely kifejeddés nem jellemg az egészségesioe. A tény, hogy differential
display kisérletinkkel mi is el@rfibronektin expressziét igazoltunk az egészségesié@etmentes
pikkelysomords epidermisz kozott azt bizonyitothegy az altalunk hasznalt kisérleti megkozelités
alkalmas volt kérdésink megvalaszolasara. Tovahisgalatainkkal igazoltuk, hogy maguk a
pikkelysomoros tinetmentes keratinocitdk is képesgkresszalni a fibronektint és annak EDA
onkofétalis forméajaf? igy részben forrasai lehetnek a Ting és muniaitéisal leirt®® fibronektinnek a
DEJ teriletén.

Vizsgéalataink soran magasabb sziakpressziot mutatott mind a differential displeynd a reverz
Southern kisérletekben egy olyan transzkriptum,lyame& funkcidja ismeretlen volt. A cDNS-t (amelynek
szekvencigja 10 napos human embri6 cDNS konyvtaszéimazik) az adatbazisokban AK022045
azonositasi szamon lehet tanulményozni. A cDMNSilico atirdsa nem eredményezett fehérje terméket,
tovabbi homoldgia vizsgélataink viszont arra utglteogy az AK022045 transzkriptum (melynek &ltalunk
5’ irAnyban meghosszabbitott, teljes hosszUsagwzaibt PRINS-nek nevezzik) egy fehérjévé at nem
ir6dd, szabalyoz6 nem-kédol6 RNS. 2008 6ta a teélesszisagl PRINS transzkriptum is elérhet
nyilvanos adatbazisokban GenelD: 100169750 aza@rsdsitamon.

A kilencvenes évek kézegétjelentek meg azok a kdzleményék'* amelyek arra hivtak fel
figyelmiinket, hogy a human genom fehérjéket nemol@djunk DNS” szakaszair6l szamos olyan
transzkriptum keletkezik, amely RNS-ként tolt balszlyoz6 funkciot. Ekkor mar ismert volt a PRINS
génnel nagyfoku szerkezeti homoldgiat mutaté nerdol® RNS gén, a BC200 is, amely neuron
specifikusan fejemik ki ° és az emberben ésemisdkben is konzervalt struktirat mutatd
monomerikus Alu retrotranszpoziciés elemet hordd?. A BC200 nem kédold6 RNS abnormalis
expresszidja szamos nem neurondlis etetlehoros szdvetben is detektalhdtb és az 90-es évek végén
valamint a 2000-es évek elején végzett intenziatiéasbknak készonhen arra is fény derilt, hogy
BC200 nem kddol6 RNS a dendritek posztszinaptilersilétén, mint poszttranszkripciés modulator
funkcional, egyes fehérjék expressziés szintjénekbalyozdjaként®. A nem koédold6 RNS-ek
funkciéjanak megértéséhez elengedhetetlen a hdezéfpcsolédd nukleinsavak és/vagy fehérjék
azonositasa. A BC200 nem kodoldé RNS a legujablktasitaredmények szerint a ,,synaptotagmin-binding
cytoplasmic RNA interacting protein” (SYNCRIP) rieviehérjével kolcsonhatva részét képezi a
citoplazma nagy mRNS transzport granulumjainak és paszt-szinaptikus fehérje szintézis
szabalyozaséaban vesz ré§%t A PRINS gén BC200-zal, és mas nem kédolé6 RNSlekigy mint a
BORG, H19 és PCGEM®*'??val6 szerkezeti homoldgidja azt sugallta, hogglestunk azonositott gén
az Ugynevezett mMRNS-s#enem kddolé RNS gének korébe tartozik. Edekrgénekél ismert, hogy az
mRNS molekuldkhoz hasonléan érési folyamatokonidisig, poliadenilacid) esnek at, de roluk
fehérjetermék nem képdik, hanem RNS-ként téltik be sejten beliili szabadyfunkcidjukat

Az Alu elemeket hordozé, fehérjévé at nem ir6dd, de eeldmn stabil RNS-ként detektalhatd
géntermékekil altalanosan elfogadott tény, hogy expresszidjagas szintje akkor figyelhemeg, ha a
sejteket valamilyen formaban stressz'&H?% A PRINS gén esetében ezt a stresszt a HaCaTuls@jtk
kontaktgatlasaval, széruméheztetéssel, UV-B besasgsal, viruskezeléssel, ill. direkt transzlaciégaal
értik el. Eredményeink szerint barmilyen stressghéite a HaCaT keratinocitakat, azok a PRINS gén
expresszidjanak indukciéjaval valaszoltak. Eredreérlyszerint tehat a&lu szekvenciakat hordoz6 nem
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kodold6 RNS génekkel nem csupan szerkezeti homdldgidat a PRINS gén, hanem stresszhatasokra
adott expresszios valasza is j6 egyezést mutatndd @ géncsoporttal.

Ezek a kisérletek egyrészt arra hivtak fel a figyaiket, hogy a PRINS val6stirg tagja annak a&lu
szekvenciakat hordoz6 RNS-kéntikddé géncsaladnak, amely szerepet jatszik a sejtegsgirélaszanak
kialakitasdban; masrészt j6l értelmetheiz a PRINS génexpresszidos killonbség is, amelyet a
pikkelysémérds tiinetmentes és tiinetes epidermistegmasztaltunk. Szamos irodalmi ad&t’ és sajat
kutatasi eredményeink®® is arra hivjak fel a figyelmiinket, hogy a pikkelysdros tiinetmentes
epidermiszben az abnormadlis extracellularis dralikeratinocitak szamara stresszt jelent, és édztik,
hogy ez is hozzajarul a pikkelysdmoros tlinetmemsitinocitdk kul§ indukciokra adott inherens,
felfokozott reakciokészségéhez. Amikor azonban kkglysomords tunetek kialakulasdhoz vézet
keratinocita hiperproliferacié kitls hatasra indukalédik (lasd pikkelysomords epidezmés a T-
limfokinekkel indukalt pikkelysémords tunetmentepidermisz), a keratinocitdk felszabadulnak e
stresszhatas aldl és a PRINS gén expresszidjeobatéan csokkenni kezd.

Kisérleti eredményeink alapjan feltételezziik, h@gy’RINS gén magasabb stirkifejezddésének
inkabb a pikkelysémdrre val6 hajlamnak, nem pedagémak a pikkelysomords tiinetnek a kialakitdsaban
van szerepe. Erdekes megfigyelésiink volt az isy mgPRNS gén expresszidja igen nagy egyéni
kildbnbségeket mutatott, amikor tlinetes/tinetmepitdselysomords epidermisz mintakban hasonlitottuk
azt 0ssze: bar a mintadk atlaga azt mutatta, hdgiymetmentes epidermiszben szignifikhnsan magasabb a
gén expresszidja, két beteg anyagaban mégis aittikalhogy a tiinetes és a tiinetmentes epidernmiszbe
megkdzelitleg egyend mértéki volt a PRINS expresszidja. Feltételezzik, hogyhastottunk egy olyan
Ujabb faktort, amelynek nagy egyedi kulonbségekettamd kifejeddése a pikkelysémér klinikai
heterogenitasat tikrézi. Azt sem zarhatjuk ki azonthogy a PRINS gén nagy egyéni kilonbségeket
mutato kifejepdése annak kdszonkiehogy valamely még nem azonositott, az expresgzi@folyasold
faktor mikddése tér el nagymértékben a pikkelysémords bletkgetben. Elképzelhét hogy a PRINS
magasszirit kifejezdése a pikkelysémords tinetmentes keratinocitaldzaiket koriilvexs abnormalis
extracelluléris kdrnyezet hatasat tiikrozi, de némhatjuk ki annak a lehi&égét sem, hogy a PRINS nem
koédol6 RNS valamilyen médon részt vesz a kerattakciproliferacidjanak/differenciaciéjanak
szabalyozasaban. Erre vonatkozizetes adataink szerintA PRINS szabalyozza az amtiepkus hatasu
G1P3 gén expresszidjat (Szegedi, kézirat elbiralag), valamint hogy a PRINS nem kédolé RNS
fizikailag kolcsdnhat a nukleofozmin nievehérjével (Szegedi, a kéziratledszités alatt), melgr a
kézelmultban kimutattak®, hogy a kromatin tartalmi CCCTC kotaktorral (CTCF) egyiitttikodve
részt vesz a D1 ciklin expresszi6janak szabalydwisa A ciklin D1 fehérje pikkelysomorben
megfigyelhet emelkedett expressziojat munkacsoportunk is ressa elemezté®. Pikkelysomoérrel
kapcsolatos kutatdbmunkank egyik igéretes aspekaksgamtjuk, hogy a betegség pathogenezisét kétfajta
sejtbiolégiai és molekularis bioldgiai, megkdzeadti@ vizsgalé munkank eredményei ezen a ponton
feltételezheten talalkozni fognak. A PRINS-nukleofozmin komplekeratinocitak D1 ciklin
expresszidjaban és sejtciklus szabalyozasban dittéiterepének tisztazasara tovabbi kisérletekgrinio
végezni a kozeljasben.

A PRINS nem kddol6 RNS-t sajat kisérleteink sdnéaman epidermiszben azonositottuk, valamint
elsidleges jellemzését is egy immortalizalt keratirmsigjtvonalon végeztik el. Természetesen kivancsiak
voltunk arra is, hogy a PRINS nem kddol6 RNS exmiéga csak a dire korlatozodik-e vagy egyéb
human szerevekben és szdvetekben is kifejgz Eredményeink szerint a PRINS gén az &ltalunk
tanulmanyozott 6sszes human szervben és szovetfgrzddik, tehat ellentétben a szoros neuron
specifikus kifeje#dést mutat6 BC200 nem-kédoldé RNS génnel, a PRINS hédolé RNS gén
felteheben a sejtek altalanos stresszvélaszanak kialakéasszerepet jatszé szabalyozd RNS. Az a tény
azonban, hogy a kulonb®zzovet tipusok kdzott a PRINS gén expressziojgmégéki eltérést mutat,
arra utal, hogy kifejemlése nem konstitutiv, hanem szerv- és szovetskesdn szabalyozott. Tovabbi
kutatdsok targyat képezi annak a kideritése, hodgR&#NS nem kddol6 RNS gén szovetspecifikus
expresszidjanak szabalyozasaért milyen faktorodsietk. Eredményeink szerint a legmagasabb (szint
PRINS RNS expresszio a vénakban figyalheteg. Ismert, hogy a pikkelysomords tiinetésbbn a
dermisz mikrovaszkulatiraja megvalto2ik**' és hogy ezek a valtozasok mar a tiinetek kiala&nids
kezds fazisaban megfigyelhék **. A vénakban mért magas PRINS RNS expresszid agtllgy hogy
felteheben az endotél sejtekben is kifejdik a gén, ahol az angiogenezishez kapcsol6do rfwyak
szabdlyozasaban vehet részt.

A fehérjévé at nem ir6do, szabalyozé funkciojuRAtS-ként betolt génekkel kapcsolatos kutatasok
az elmult néhany év nagy figyelmet Kelerlletévé valtak: 2002-ben a Science magaziv &sg¢ szama,
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nagy attoréseként értékelte az ezzel kapcsolatsgaliatok eredményéi’. Az azota eltelt idben a téma
kutatdsa hihetetlen lendiletet kapott, egyre tdhfiormacioval rendelkezink a nem-kddolé RNS-ek
intracellularis funkciirdl, ill. szerepiikla human betegségek pathogenezisébes nem kdodolo RNS-
ek nagy csaladjanak tagjai koziil a legtébb infoidvéd az Gn. mikroRNS-ekt rendelkeziink***%5 de

az l]n.lmRNS—szérnem kodoldo RNS-ekit is, mely csoportba a PRINS RNS is tartozik, egyilebet
tudunk™.

A PRINS nem kddolé RNS-sel kapcsolatos, jelenle@pligd munkank jeleriiségét abban latjuk, hogy
egyrészt hozzajarulunk a pikkelysdomorre hajlamositdlekularis faktorok azonositdsahoz, masrészt
napjaink molekularis biologiai kutatdsainak egyik d#igdhoz, a nem-kddol6 szabéalyozé RNS-ek
azonositasahoz és funkcidik megismeréséhez csztilaiko
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6. Osszefoglalas

Dolgozatban bemutatott vizsgalataink célja immudidle multifaktoridlis Wrgydgyaszati korképek
molekularis és genomikai vizsgalata volt. Munkankras mutaciokat és polimorfizmusokat
azonositottunk, gén-és fehérje expressziés illkdiomdlis vizsgalatokat végeztiink, amelyek soran a
pikkelysomor, a vitiligo, a vénéas ereddébszarfekély és a melanoma pathogeneziséberpstgéatszo
genomikai és molekularis faktorokat vizsgaltuk. Mank egy részét a fenti betegségek altal érintett
bérmintakon végeztik, illin vitro vizsgalatainkhoz normél human tenyésztett keratiakat és HaCaT
keratinocitédkat hasznaltunk.

Pikkelysomorbenégzett kutatasaink éldleges célja azoknak a molekularis faktoroknakzanasitasa
és jellemzése, amelyek a tlinetek kialakulagad&ts immunologiai trigger faktorokkal szemben fokozott
érzékenységgel ruhazzéak fel a tinetmentes kerittikat, és szerepet jatszanak a pikkelysomorre valo
hajlam kialakitasaban. Mivel a pikkelysémér a kieatitdk hiperproliferacidjaval jaré multifaktoriél
korkép, munkank kezdeti szakaszaban kidolgoztunkireyitro modellrendszert, amelynek segitségével
kovetni tudtuk a pikkelysomor pathomechanizmuséazanepet jatszé faktorok keratinocita proliferaaior
és differenciaciora gyakorolt hatasat.

- Megallapitottuk, hogy a szérumfaktorok, amelyekefettin a pikkelysomoros tiinetegrben
bazalis membranjanak folytonosséagi hianyain keiégzinak az epidermiszbe, a keratinocitak
K1 differenciacios markerének expresszitjat csotikenig a proliferaciés marker5 integrin
kifejezodését serkenti.

- Kimutattuk, hogy az etilalkohol és az aceton indjak& proliferaciés markergéneloq
hogy ezek az anyagok szintén atjutnak a pikkelysomdbr bazalis membranjan és ott
aktivaljak az epidermalis keratinocitdkat. Ez is gysrazata lehet annak a Klinikai
medfigyelésnek, miszerint a nagyméitélalkoholfogyasztds a pikkelysomords betegek
tineteinek romlaséhoz vezet.

- Kimutattuk, hogy a pikkelysémords tiinetmentes epnigz aktivalt keratinocitai kifejezik a
fibronektin EDA motivumot hordozé izoformajat, mellyismert, hogy receptorahoz, ad
integrinhez kdidve annak nagyobb stabilitast biztosit. Feltétélkzzhogy ez az autokrin
szabalyozasi rendszer all a pikkelysomords tiineisegpidermisz keratinocitdinak magasabb
szinfi o5 integrin expresszi6ja mogott, amely aztan hozmbjézen keratinocitdk citokin
indukciéra mutatott emelkedett proliferativ valaszkségéhez.

- A keratinocita proliferaciés/differenciaciés modeiidszer segitségével kimutattuk, hogy az
FGFR2-11Ib receptor magas s4irkifejezése a proliferalé keratinocitak sajats&tma receptor
molekula a keratinociték felszinén fejeik ki és a fibroblasztok altal termelt fibroblaszt
névekedési faktorok receptora. Az FGFR2-1llb mRN#dna tinetmentes, mind a tiinetes
pikkelysomoros epidermiszben magasabb szinten dgijez ki, mint az egészséges
epidermiszben, feltételezziik tehat, hogy ez a tecemolekula is szerepet jatszik a
pikkelysomor pathomechanizmusaban.

- Kimutattuk, hogy a D tipusu ciklinek a sejtciklugildinbé® szakaszaiban toltenek be
szabalyozd szerepet, és hogy a ciklin D1 fehérjgasabb szinten és eltémtracellularis
mintazattal fejeddik ki a tinetes epidermisz keratinocitdiban, miag egészséges
epidermiszben. Vizsgélataink szerint a fibronektin-integrin ligand-receptor indukalt
jelatviteli folyamatok részt vesznek a D1 ciklin MB expresszi6janak szabalyozasaban, és
hozzajarulnak a pikkelysomoérben megfigyethiet¢ratinocita hiperproliferaciéhoz.

- Egy génexpresszids vizsgalat sordn azonositottigyk neRNS-szét nem kodold RNS-t,
PRINS-t, amely adataink szerint részt vesz a seftesszvalaszanak és a pikkelysomorre valo
hajlam kialakitdsaban. &etes eredményeink szerint a PRINS nem ko6dol6 RAdBadyozza
az anti-apoptétikus hatast G1P3 gén expresszi@kmint a sejten belill fizikailag kdlcsénhat
a nukleofozmin fehérjével. Egy kbézelmultban megjeledzlemény szerint a nukleofozmin
szerepet jatszik a D1 ciklin expresszidjanak szmzdlsdban. A komplex keratinocitakban
betoltott szerepét a kdzeljdiven tervezzik vizsgalni.
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Vénas eredét labszarfekéllyel kapcsolatos kutatdsaink sorén hajlamosité genetiiea
molekularis faktorokat vizsgaltunk.

- Azonositottunk egy polimorfizmust az FGFR2 gén 8mmtranszlalodé régidjaban, amelynek
mutans allélja szignifikAnsan magasabb aranybanjelan a vénas eredetabszarfekélyben
szenved betegek populacidjaban, mint az egészségesekbeitétefezzilk, hogy a
polimorfizmus befolyasolja az édleges transzkript stabilitdsat, ezaltal az altévnsplicing
révén keletked fehérjetermék(ek), a KGFR és/vagy a BEK mennyiséggvaltozik, ami
hatassal lehet a re-epitelizacio és/vagy a sebgyagyal asszocialt angiogenezis folyamataira.

- Kimutattuk, hogy a TNFe -308 A allél feltehéten hajlamosité faktor a vénas erdidet
labszarfekély kialakulasara. Eredményeink azonbyem @#alnak, hogy hatdsa nem kozvetlen,
hanem mésodlagos; az@teges dsszefliggés a polimorfizmus és az obezit#ittidll fenn és
a TNF -308 A polimorfizmus az obezitasra val6 hajlamdkitasan keresztil jatszik szerepet
a vénas eredigtabszarfekély pathogenezisében.

- Vénas eredétlabszarfekélyben szenvethetegek tiinetmentesnének vizsgalata soran arra a
felismerésre jutottunk, hogy a szindekéan-4 hepaAnifat proteoglikdn az érintett betegek
tinetmentes &ének dermiszében alacsonyabb szinten $ej&z ki, mint az egészséges
egyének epidermiszében. Feltételezziik, hogy a naeh@yogyulasban bizonyitottan szerepet
jatszé szindekan-4 alacsonyabb sriekpresszioja a vénas labszarfekélyben szénbetbgek
tinetmentesdrében a betegségre hajlamosité faktor.

Vitiligo betegségben genomikai vizsgalatokat végeztiinkynmaklcélja az volt, hogy a human
pigmentacio szabalyozasaban részttvgéneken a betegségre hajlamosito faktorokat aenpk.

- Azonositottunk egy polimorfizmust az MC1R génengbnielteheten protektiv genetikai
faktor a vitiligo betegség kialakulasa szemponti@sdfeltételezziik, hogy protektiv szerepét
a polimorfizmus altal érintett epitdp antigenicéfiak csokkentése révén fejti ki.

A malignus melanomaraajlamosité genetikai faktorok azonositdsara nghére egy
programot inditottunk Klinikankon, melynek keretdba Klinika gondozasaban all6 familiaris
melanomaban szenwed betegek és csaladtagjaik CDNK2A gén mutaciéit éC1R
polimorfizmusait vizsgéljuk. A dolgozatban kutatég&a mindeddig legérdekesebb eredményét
ismertettem.

- Egy primér multiplex melanoméaban szen¥dibteg és csaladtagjainak genetikai elemzése
soran egy rendkiviil ritka, melanoma predisponald&KBR2A mutaciot azonositottunk, élsént
homozig6ta formaban. Mivel a mutaciordél mindeddgglc négy olasz vagy Braziliabard él
olasz szarmazasu csaladban szamoltak be, felt#i&lethogy az alapité mutacié vagy
Olaszorszagban keletkezett és vandorolt valaholjjagyarorszagra, vagy hazankbdl keriilt az
észak-olasz vidékekre, majd onnan tovabb Brazilgba

27



7. Az eredmények gyakorlati hasznositasanak lehitége

A dolgozatban bemutatott munka ddsrban alapkutatési jellég melynek célja multifaktorialis
bérbetegségek pathomechanizmusanak minél mélyebb riéegé a reajuk hajlamosité genetikai és
molekularis faktorok azonositasa. Arrol egyel nem szamolhatok be, hogy a dolgozatban ismtrtete
eredmények barmelyike is kdzvetlen gyakorlati hasitasra kerdlt volna, ellenben azt mindenféleképpe
hangsulyoznam, hogy munkank révén egy olyan kaierefelszerelt genomikai, molekularis biolégiai
laboratériumot allitottunk fel, amely megteremtetteudomanyos-technikai feltételeket mar jelenkeg i
folyé alkalmazott kutatasi és fejlesztési tevékeégymkhoz.

Munkénk egyik ,célbetegsége” a pikkelysomor, araelypggal nevezhetiink az egyik legnagyobb
gyakorisaggal éforduld6 immunmedialt multifaktoridlis dsgyogyaszati korképnek. A legkorsiibb
gyogyszerek, a bioldgiai szerek jelenleg folyoagesztése azokon a 80-90-es években szilletetiakuta
eredményeken alapul, amelyek a tlinetek kivaltasébarepet jatszd, immun mediélé hatassal rendelkez
molekuldkat célozzédk. Mi munkank soran éelrban nem azokra a folyamatokra @sszpontositunk,
amelyek a tlinetek kialakulasa és fennéllasa kopelemzik a pikkelysomords dit, hanem azokat a
molekularis torténéseket szeretnénk felfedni, aelely makroszkoposan egészségesnek latszo, de szamos
altalunk és masok éltal szolgaltatott adat szemotekularis és sejt- szinten mar kéros folyamatokat
mutato tinetmentes pikkelysomords epidermiszbeiaredf. Meggyzédésiink, hogy ezeknek a sejt- és
molekularis szint eltéréseknek az ismerete olyan pre-szimptomatié&tépias eljarasok kidolgozasahoz
vezet, amelyek a pikkelysémorés keratinocitak feddiciés ingerekre adott fokozott valaszkészségét
modositjdk. Ebbl a szempontbdl taldn a legigéretesebb eredménginmak felismerése, hogy egy
autokrin szabalyozasi rendszerrel, az ECfibronektin termelésével, majd annak integrinhez vald
visszacsatolasaval felteieh maguk a pikkelysomords tiinetmentes keratinoditéélelbsek sajat maguk
fokozott proliferativ valaszképességének kialakiéfts és fenntartdsaért. Egy kozelmuiltban megjelent
kozlemény szerint az EDAibronektin specifikus ellenanyaggal torééhlokkolasa terapias eljaras lehet
is terapias célpont lehet ez a fibronektin izoforma

A vénas eredétlabszarfekélyben végzett kutatasaink eredményetész hasznosulhatnak terapias
fejlesztésekben. A rekombinans KGF-2-et (repifejmivar klinikai kisérletekben is kiprobaltak krongku
igéretes terapias célpont a kronikus sebek ketmésélgyanez elmondhaté szindekan-4 heparan szulfat
proteoglikanrdl is, amely eredményeink szerint aagt eredét labszarfekélyben szenuedetegek
tinetmentes &ének dermiszében alacsonyabb szinten dejézki, és feltehdten hozzajarul a betegség
pathogeneziséhez. Egy kozelmuiltban megjelent kdgnszerint ultrahang kezeléssel a szindekan-4
medialt Racl és RhoA jelatviteli folyamatok aktiva@iok és a szoveti regeneracié folyamatai ezzel
felgyorsithatok®.

A multifaktorialis rgydgyéaszati korképekre hajlamosité vagy protegdnetikai faktorok tovabbi
terapias célpontok kijelolésében is szerepet jatszk a joében. Ennek jeleliségét azonban felilmulja
az a nagy tarsadalmi elvaras, hogy a betegségédrétadn allé6 genetikai faktorok azonositasa pradikt
értéki legyen a nagy gyakorisaggal kialakul6 betegségehében. Erre vald valaszként az Egyesilt
Allamokban mara szamos olyan magancég alakult,yakellérhed aron hataroznak meg multifaktorilis
korképekre hajlamosit6é genetikai faktorokat, majceeedmények alapjan koriltekértvecslést adnak arra
nézve, hogy egy adott polimorfizmus kombinaciovakkkora esélye van az iligtek bizonyos
multifaktorialis betegségek kialakulasara. A 23ArelMevi egyesiilt allamokbeli cég ,kinalatdban”
példaul ott szerepel a pikkelysomorre valoé hajlaradiktalasa. A cég honlapjanak tanisaga szerint
(https://www.23andme.comn3 SNP meghatarozasanak eredménye alapjan teszreekézve becslést,
hogy az illebnek élete soran mekkora esélye van arra, hogy &elgdomor betegség tiinetei
jelentkezzenek néla.

A familiaris melanoméaban és atipusos anyajegydsaimaban szenvédbetegek és csaladjainak
bérgyégyaszati gondozasa, kovetése rendkiviil foretaslat, mivel a 1ézidk ithen tortél eltavolitasa a
betegség kimenetelét alapien befolyasolja. Gyakorlati szempontbdl is naggnélsédinek itélem a
familiaris melanomaban szenvedetegek és csaladtagjainak genetikai vizsgalal@isorban annak
kimutatasat, hogy vajon az egyén és csaladja hoatee nagy penetranciaji melanéma predisponal6
CDKN2A mutaciokat. A rizikéfaktor azonositasa foktizorvosi ellerzést eredményez, ami a beteg
életkilatasait nagyfokban javitja, emelett a metaao kialakuldsdban szerepet jatsz6 tétlyez
megismerését is eredményezi, ami jéleret betegség megekse szempontjabal.
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