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1. A dolgozatban el6fordulé roviditések jegyzéke

BMI: testtomegindex

BSA: marha szérum albumin
BrdU: 5’-bromo-2’-deoxi-uridin
CIL konfidencia intervallum
CBB: Coomassie Brilliant Blue
CDKN2A:  ciklin dependens kinaz 2A
EDA: extra domén A

EDTA: etiléndiamintetraacetatsav
FBS: fotalis borjuszérum

FGF/FGFR: fibroblaszt ndvekedési faktor/fibroblaszt novekedési faktor receptor

FITC: fluoreszcein izitiocianat
HSV-1: Herpes simplex virus 1
IL: interleukin

K1 és K10: keratin 1 és keratin 10

KGF/KGFR: keratinocita ndvekedési faktor/ keratinocita novekedési faktor receptor

MCIR: melanokortin 1 receptor

MSRH: a-melanocita stimulalé hormon receptor

MTT: (3.,4,5-dimethiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromid
OR: es¢lyhanyados

PBS: foszfatpuffer

PCR: polimeraz lacreakcio

PCR-RFLP: polimeraz lancreakcio-restrikcids fragmenthossz polimorfizmus

PCNA: proliferal6 sejt nuklearis antigén

PE: fikoereitrin

PFU: plakk formal6 egység

RSA: visszaszekvenalo amplikon

RT-PCR: reverz transzkripcids polimeraz lacreakciod
SDS: natrium dodecil szulfat

SDS-PAGE: natrium dodecil szulfat-poliakrilamid gélelektroforézis

SNP: egy nukleotidot érintd polimorfizmus



TFIIB:

TGF-B:
TNF-a:
VEGF:

UTR:

transzkripcios faktor I1B

transzformal6 novekedési faktor béta
tumor nekrozis faktor alfa

vaszkularis endotelialis novelkedési faktor

fehérjéveé at nem irddo régioé



2. Bevezetés

2.1. A genomikai és molekularis bioldgiai kutatdsok jelentdésége a multifaktorialis
bdrbetegségek pathogenezisének kutatdsaban

A borgyogyaszati gyakorlatban régota ismert, hogy egyes borbetegségek — melyek
kozil jo néhany igen sulyos tiinetekkel jar, némelyikiik az élettel is 6sszeegyeztethetetlen —
csaladi halmozodéast mutatnak. A genetika 20. szdzadi fejlodésének kodszonhetden arra is
fény deriilt, hogy ezek koziil a bdrbetegségek koziil vannak olyanok, amelyek mendeli
oroklodés menetet kovetnek, recessziven vagy dominansan 6roklédnek, illetve egyes
betegségek esetében az is nyilvanvalova valt, hogy nemi kromoszoméhoz kototten
oroklodnek. Ezeket a borgyogyaszati korképeket Osszefoglaléan genodermatdzisoknak
hivjuk. Maés, joval gyakrabban el6forduld bdrbetegségek (pikkelysomor, atdpids
dermatitisz, vénas eredetli labszarfekély, vitiligo, acne és melanoma) esetében szintén
felfigyeltek ra, hogy a tiinetek megjelenése egyes csalddokban gyakoribb, de a
genodermatodzisokkal ellentétben ezekben a kérképekben nem egyértelmiien levezethetd az
oroklédés menet, a megfigyelések szerint kornyezeti és életmodbeli tényezdk is
nagymértékben befolydsoljak ezen betegségek kialakulasat. Ez utobbi korképeket
multifaktoridlis borbetegségeknek hivjuk. Dolgozatomban olyan multifaktorialis
borgyodgyaszati korképek genomikai és molekularis biologiai vizsgélatairdl szamolok be,
melyek pathomechanizmuséban fontos, meghatdrozé komponens az immunszabalyozasok
zavara.

A genodermatozisok és a multifaktoridlis borbetegségek hatterében allo genetikai
eltérések azonositdsanak nagy lendiiletet adott az 1990-ben elinditott Huméan Genom
Projekt. A nemzetk6zi Osszefogéssal, allami intézmények és magancégek bevondsaval
1étrejott grandiozus munka eredményeként napjainkra 3X10° bazisparnyi human genomi
DNS szekvenalasa tortént meg, és a szekvencia adatok alapjan megkdzelitdleg 30 ezer,
fehérjévé is atirodo gén jelenlétét feltételezik a teljes human genomban. A Human Genom
Projekt sikeres lezarasaval kezdetét vette az Un. posztgenomi korszak. A posztgenomi
korszak feladata, hogy a Projekt adatai altal nyitott beldthatatlan tdvlatokat kihasznéalva
megfejtse, hogy minek kdszonhetd az emberi rassz soksziniisége, kiilonb6zo testi, Széllemi
¢és lelki jegyeink kialakitasa; €és nem utols6 sorban az, hogy fényt deritsen human

betegségek hatterében alld genetikai, molekularis biologiai €s immunolégiai eltérésekre.



Dolgozatom eredményei azt példazzadk, hogy kutatdsainkat a Human Genom
Projekt altal szolgaltatott adatokra épitve hogyan keriilhetiink kozelebb a multifaktorialis
betegségek, esetlinkben az immunmedialt multifaktoridlis borgyogyaszati korképek
pathogenezisének, a betegségek mechanizmusanak megértéséhez.

Munkdm els6 részében nagyrészt a pikkelysomorben és vénas eredetl
labszarfekélyben végzett sejt-€s molekularis bioldgiai vizsgalatainkat Osszegzem. A
bemutatott kisérletek megtervezése, kivitelezése soran nagyban tdmaszkodtunk a Human
Genom Projekt altal szolgaltatott adatokra, gén-és fehérje expresszids eredményeink nem
johettek volna létre ezek nélkiil. Az reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcio (RT-PCR),
majd a polimerdz lancreakcid (PCR) valds ideji detektaldsanak megjelenésével olyan
eszkoz keriilt a keziinkbe, mellyel rendkiviil nagy specificitassal és érzékenységgel lehet
génexpresszios eltéréseket, valtozasokat detektalni. A betegségek pathomechanizmusanak
megértésében ennek rendkiviil nagy jelentdsége van, akdr magiban a beteg szovetben
kovetjilk ezeket a génexpresszids valtozdsokat, akar az Oket modellezé in vitro
kisérletekben.

A dolgozat mésodik részében a multifaktoridlis borgyodgyaszati korképekben
végzett polimorfizmus és mutacid vizsgalatainkrdl szamolok be. Szintén a Humén Genom
Projektnek, majd a valamivel késobb inditott HapMap projektnek koszonhetéen valt
ismertté, hogy a human genom variabilitasinak donté tobbségét az tigynevezett ,,single
nucleotide polymorphism” -ok, SNP-k adjik. Jelenlegi becslések szerint a mintegy 3
millidrd nukleotid hosszisagi emberi 6rokitd anyagban minden 300. nukleotid eltérést
mutat. Ha az 6rokité anyagban bekovetkezett valtozas 1%-nal nagyobb aranyban fordul el
egy adott populacidban, akkor polimorfizmusrol beszéliink. Nagyrészt polimorfizmusaink
felelések az emberi rasszban megfigyelhetd jegyek valtozatossdgaért, kiilonb6zo
betegségekre vald fogékonysagért, bizonyos terdpidkra adott vélaszkészség egyéni
eltéréseiért. Az is vilagossa valt az elmult évtized igen intenziv kutatasainak kdszonhetden,
hogy a human nagyrasszok, illetve egyes populacidk nagy kiilonbségeket mutatnak abbol a
szempontbo6l, hogy egyes polimorfizmusok milyen gyakorisdggal fordulnak elé koriikben.
Természetesen ez azt is maga utan vonja, hogy az eltéré polimorfizmus mintazat eltérd
betegségekre tesz fogékonnya kiillonbozé népcsoportokat. Az ezzel kapcsolatos tudasunkat
fogja még jobban elmélyiteni és belathatatlan mennyiségli genomi adatot fog szolgaltatni a
kozelmultban inditott ,,1000 Genomes” projekt, melynek keretében kiilonb6zo
etnikumokbol szarmazo humén genomok teljes hosszusdgii megszekvenaldsat fogjak

elvégezni.



Munkdm harmadik részében egy kutatocsoportunk altal azonositott, fehérjévé at
nem ir6do, un. nem kodolé RNS-rdl irok, annak elsddleges jellemzésérdl, valamint arrdl,
hogy eredményeink szerint milyen szerepet jatszik az immunmedidlt multifaktorialis
korkép, a pikkelysomor pathogenezisében. Mar a 90-es évek elején jelentek meg olyan
kozlemények, amelyekben fehérjévé at nem ir6dd, RNS-két miikddd transzkriptumokat
azonositottak és azok human betegségekben betoltott szerepét vizsgaltak (Biran és mtsai,
1994; Lukiw és mtsai, 1992; Tiedge és mtsai, 1993). A Human Genom Projekt adatai
révén jutottunk mégis arra a meglepd felismerésre, hogy az emberi 6rokitd anyagnak
minddssze 3%-a irodik at fehérjévé, és a fehérjéket kodold génjeink szama nem haladja
meg a 30 ezret. Az is ismert azonban, hogy a human genom megkozelitleg fele atirodik
RNS-sé, valamint hogy a fehérjévé at nem ir6do transzkriptumok mennyisége egyenesen
aranyos egy adott organizmus komplexitasaval (Taft és mtsai, 2007). Az utdbbi évek
eredményei dogmavaltasra 0sztonozték a kutatokat. Az évtizedekig elfogadott Gn. centralis
dogma, miszerint kizarolag a fehérjéket kodold gének a fontosak, helyét elfoglalja egy
olyan szemlélet, melyben a korabban ,,junk”-nak tekintett, fehérjévé at nem ir6dé human
transzkriptumok is fontos helyet kapnak, és intenziv kutatdsuknak kd&szonhetéen egyre
tobbet tudunk szerepiikrél a sejtek miikodésének szabalyozasaban, ill. humén betegségek
pathogenezisében (Sz¢éll és mtsai, 2008). Munkam harmadik részében arrol irok, hogy
hogyan azonositottunk ¢és jellemeztiink egy mRNS-szerti nem kédolé RNS-t, a PRINS-t,
amely eredményeink szerint egyrészt részt vesz a sejtek stresszvalaszanak, masrészt a

pikkelysomorre valo hajlam kialakitdsaban.

2.2. A vizsgalt multifaktoridlis borgyogyaszati korképek

2.2.1. A pikkelysomor

A pikkelysomor a kaukézusi populacidban 2-3% gyakorisaggal eléforduléd korkép,
a borgyogyaszati rendelések forgalmanak kb. 8%-at adja az érintett betegek ellatasa,
gondozésa. A pikkelysomor tehat joggal tekinthetd az egyik leggyakoribb boérbetegségnek.
Mas poligénes betegségekhez hasonléan a pikkelysomor klinikai spektruma is
sz¢€les: a tiinetek sulyossaga igen széles skdlan mozog, az életmindséget alig befolyédsolo
né¢hany lokalizalt bdrtiinet jelentkezésétdl a sulyos, egész borfeliiletet érintd, iziileti

panaszokkal kisért, az életet veszélyeztetd formaig terjed. A pikkelysomoros bortiinetek



kialakulasdban nagy szerepet jatszik a T-sejtes infiltratum a ham alatti kotészovetben és a
hamban, valamint a hamsejtek (keratinocitadk) fokozott osztéddsa és koros
differencidlodasa. A pikkelysomoros betegek borén a legkiilonbozébb hatasokra (fizikai,
kémiai trauma, infekcio, kontakt allergének, stressz, fokozott alkoholfogyasztés, bizonyos
gyogyszerek) kialakul a jellegzetes pikkelysomoros 1€zio (Kobner-jelenség), jelezve, hogy
a pikkelysomoros beteg bore tiinetmentes allapotaban is koros reakciokészséget hordoz. A
pikkelysomor klinikai képe igen valtozatos, de alapvetden két altipust: a fiatal korban
jelentkezd 1. tipust és a felnétt korban jelentkezd II. tipust kiilonboztetiink meg. A fiatal
korban jelentkezd forma altalaban negyvenéves kor eldtt alakul ki, gyakran hirtelen, nagy
kiterjedésben jelentkezd pontszera (guttalt) bortiinetek formajaban, mig a II. tipusra inkabb

a nagy kiterjedésti plakkok a jellemzdek (2.2.1/1 abra).

A bort infiltraldo T-sejtek pathomechanizmusban jatszott szerepének vizsgalata az
1980-as években kezdddott, Jan D. Bos és munkatarsai 1983-ban irtdk le az infiltratum
sejtjeinek immunfenotipusat (Bos és De Rie, 1999). Kisérletes adatok bizonyitottak, hogy
a bort infiltralé aktivalt T-sejtek limfokinjeik révén a pikkelysomords betegek keratinocita
hatast nem lehet észlelni. A hamproliferaciot kivaltd limfokinhatas egyik 1ényeges eleme
az interferon-y (IFN-y) Szamos vizsgalat igazolta, hogy a pikkelysomorben kialakulod
gyulladasban fontos szerepet jatszanak az autoreaktiv, IFN-y termeld, Thl tipusu T-sejtek
(Bata-Csorgd ¢s mtsai, 1995) (2.2.1/2. abra). Az utobbi években egyre tobb, régota
alkalmazott antipsoriatikus hatast terapiarol (fénykezelések, methotrexat, retinoidok, D3
vitamin analdgok) deriilt ki, hogy a Thl-es tipust immunvalaszt visszaszoritjadk, ami
feltehetden hozzdjarul a betegségben tapasztalt terdpias hatashoz.

Annak koszonhetéen, hogy a pikkelysdomor immunoldgiai hatterének vizsgalata
fényt deritett szamos, a betegség pathomechanizmusaban szerepet jatszo folyamatra és az
azokban részt vevé komponensekre, szdmos 11j bioldgiai szert fejlesztettek ki, és kezdték el
Ilyen, mar a klinikai gyakorlatban is hasznalt szerek a tumor nekrdzis faktor (TNF) gatlok:
egy LFA-3 fuzids protein, amely a bdrt infiltraléo T-sejtek aktivacidjat akadalyozza azaltal,
hogy a T-sejtek CD2 receptora ¢és az antigén prezentald sejtek LFA-3 receptora kozotti
kostimulacios kapcsolatot gatolja, valamint egy monoklonalis ellenanyag, amely a T-sejtek
LFA-1 (CD11a) receptorahoz kotddve a T-sejtek borbe jutasat és aktivaciojat gatolja. A

fentiek jol szemléltetik, hogy a pikkelysomdr immunoldgiai hatterének kutatisa olyan nagy



mennyiségli értékes adatot szolgaltatott a betegség pathomechanizmusaro6l, hogy azokra

alapozva 0j, mar a klinikumban hasznalatos szerek fejlesztésére is sor keriilhetett.
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2.2.1/1 abra. A pikkelysomor valtozatos Kklinikai 2.2.1/2 abra. A pikkelysomor betegségre jellemzo
képpel megjelené multifaktorialis bérgyégyaszati ham hiperproliferacio feltételezett mechanizmusa. A
kérkép. (A) I-es tipusu Un. guttalt pikkelysdmor, dermiszben és az epidermiszben korosan jelen levd T-
amelyre jellemzd a fiatalkori megjelenés. (B) Il-es tipust sejtek limfokineket: interferon- y -t (IFN-y), interleukin-
un. plakkos pikkelysomér, amely inkabb idésebb korban, 3-t (IL-3), granulocita-makrofag kolonia stimulald
40 éves kor felett jelentkezik. faktort (GM-CSF) termelnek és bocsatanak ki, amely a

bazalis membranon (BM) il6 &ssejtek aktivalasahoz
vezet, a sejtek nyugalmi fazisbol (Gy) kilépve osztodni
kezdenek (M).

A pikkelysomor oroklddésének elsd rendszerezett feldolgozasat 1963-ban Donald
C. Abele (Abele ¢és mtsai, 1963) ¢és munkatarsai kozolték, akik egy nagy észak-karolinai
betegpopulacid, tobb érintett csalad adatainak feldolgozasa alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a betegség hatterében allo (akkor még teljes mértékben ismeretlen) genetikai
faktorok penetrancidja megkozelitéleg 60%-os.

A pikkelysomorre valé hajlam és bizonyos Humén Leukocita Antigén (HLA)
génvariaciok kozotti 0sszefliggés mar a hetvenes évek eleje 6ta ismert. Thomas J. Russell
¢s munkatarsai (Russell és mtsai, 1972) szamoltak be rola, hogy a HLA-B13 allél
szignifikdnsan magasabb aranyban fordul el6 a pikkelysomoros betegek kozott, mint az
egészséges populdcioban: mig eldzéek korében 27%, utdbbiak kozott csupan 3% aranyban
fordul el6. Az azoéta eltelt tobb mint harminc év igen intenziv, tobb kontinensen
parhuzamosan folyd HLA-asszocidciokkal kapcsolatos kutatdsai egyértelmiien abba az
iranyba mutatnak, hogy a pikkelysomdrre vald hajlam kialakitasaért felelds egyik alapvetd
fontossadgl gén (vagy gének) a huméan 6. kromoszoma rovid karjan (6p21.3), a szdveti

Osszeférhetéséget meghatarozd f6 hisztokompatibilitdsi génkomplexben (MHC) talalhato



(Balendran ¢és mtsai, 1999). Ezt a 16kuszt a pikkelysomorrel foglalkoz6 irodalom PSORSI
(psoriasis susceptibility 1) néven emliti, és a régid génjeinek azonositasaval és a géneken
beliil taldlhato polimorfizmusok jellemzésével kdzelebb keriilhetiink a pikkelysomorre valo
hajlam genetikai hatterének megértéséhez. Az utdbbi évek egyik nagy attorését jelentette
az a Nair és munkatarsai altal kozolt eredmény (Nair és mtsai, 2006), amely a PSORS1
région beliil a pikkelysomorre vald hajlam kialakitasat egyértelmiien a HLA-Cwo6 allélhoz
tudta kotni.

A PSORSI-en kiviil mindeddig kilenc olyan l6kuszt (PSORS2-10) azonositottak a
huméan genomban, amely feltehetéen szerepet jatszik a pikkelysomorre vald hajlam
kialakitasaban. Ezeket a szakirodalom nem-MHC pikkelysomor lokuszoknak nevezi,
elkiilonitendd a PSORS1 16kusztol (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez OMIM
#177900) Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy a PSORS1 l6kusz pikkelysémérrel vald
latszott, a PSORS2, PSORS4 ¢és PSORS6 16kuszok esetében legalabb két fliggetlen
tanulmany adatai utalnak ezek szerepére a betegség pathomechanizmusdban. A tobbi

lokusz esetében tovabbi fiiggetlen vizsgalatokat igényel pikkelysomorrel valod

.....

A pikkelysomorrel kapcsolatos genetikai és immunoldgiai kutatasok évtizedeken
keresztiil egymassal parhuzamosan folytak. Az immunologiai kutatasok célja a betegség
kialakitasaban szerepet jatszo6 immunolodgiai eltérések azonositdsa volt, mig a genetikai
vizsgélatok els6sorban a hajlamositd genetikai 16kuszok azonositdsara fokuszaltak. A két
kutatasi irany mindeddig kevés ponton taldlkozott. Az elmult néhany év kutatdsai azonban
megmutattak, hogy a Thl7 sejtek érésében szerepet jatszo IL-23R a klasszikus genetikai
térképezések altal azonositott PSORS7 16kuszon beliil talalhato és az azt kodold génen
azonositott polimorfizmusok egyértelmiien szerepet jatszanak a pikkelysomorre valo
hajlam kialakitdsaban (Cargill és mtsai, 2007). A felismerés hamarosan a klinikumban is
hasznosul a pikkelysomords betegek javara, mivel igen igéretesek azoknak a klinikai
kisérleteknek az eredményei, amelyekben az IL-23 ellenes ellenanyaggal blokkoljak a
pikkelysomorben megfigyelheté koros IL-23/IL-23R/Thl17 axis miikddését (Menter és
mtsai, 2008).

A klasszikus genetikai kapcsoltsdgi analizisek mellett sok értékes adatot

szolgaltatnak a pikkelysomorre valo hajlam kialakitasardl azok a vizsgalatok, melyek a
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tiinetek kialakuldsaért felelds koros citokin kornyezet hatterében allo eltéréseket kutatjak.
Ismert, hogy a pikkelysomoros tiinetes borben egyes citokinek, ugy, mint a tumor nekrozis
faktor o (TNF-a) és az interleukin-1 B (IL-1 B) magasabb szinten, mig mas citokinek, ugy,
mint az antiinflammatorikus hatast interleukin 10 (IL-10) és az interleukin 1 receptor
antagonista fehérje (IL1-RA) alacsonyabb szinten fejezddnek ki. A pikkelysomor
pathomechanizmusaban szerepet jatszo citokin gének polimorfizmusai befolyasolhatjak a
citokin termelést, ezzel hozzdjarulva a betegség kialakitdsaban szerepet jatszo koros
citokin kdrnyezethez. Tobb szdz pikkelysomords beteg és egészséges kontroll egyén TNF-
a, IL-1-f ¢és ILI-RA polimorfizmusainak Osszevetése igen érdekes eredményeket
szolgéaltatott. A TNF-a, gén G-238A polimorfizmusa emelt szinth TNF-a produkciéhoz
vezet, és szignifikdns asszocidciot mutat az I. tipust, fiatalkori pikkelysomorre valo
hajlammal, érdekes mddon elsésorban a férfi betegekben (Reich és mtsai, 2002). Ezzel
szemben az IL-1B gén C-511T polimorfizmusa a II. tipust, negyven év felett jelentkezd
pikkelysomorrel mutatott asszociacidt. In vitro kisérletekben ez a polimorfizmus emelt
szintli IL-1P fehérje expresszidt eredményez, Osszehasonlitva a vad tipusu alléllal. Az
antiinflammatorikus hatdsa IL-10-rél régoéta ismert, hogy fontos szerepet jatszik a
polimorfizmust irtak le, amelyek két mikroszatellitaval jellemezhetok, 1L10.G és IL10.R.
hetvennyolc pikkelysomords beteg és nyolcvan egészséges kontroll egyén adatainak
Osszevetésébdl a kovetkezd eredmény sziiletett: a két allél eloszlasdban nem taldltak
szignifikans kiilonbséget a beteg €s az egészséges populacid Osszevetésekor, ellenben,
amikor a pikkelysomords betegpopulacion beliil vizsgéaltdk a két mikroszatellita allél
frekvenciait, akkor az IL10.G13 allél I. tipust, csaladi halmozddast mutato, fiatalkori
IL10 16kusz szerepet jatszik a pikkelysomorre valod hajlam kialakitdsaban (Asadullah és

mtsai, 2001).

A pikkelysomorre hajlamositd genetikai faktorok azonositdsanak (a klasszikus
genetikai asszociacios vizsgalatok és a betegség pathomechanizmusében részt vevo citokin
gének polimorfizmusainak vizsgalata mellett) egy harmadik megkdzelitési lehetdsége az
un. nagyskaldji génexpresszids vizsgalat. Alapvetden kétfajta modszerrel lehet nagy
skalaju génexpresszios vizsgalatokat végezni. Az Un. ,,zart” rendszerekben, (példaul a DNS
chip vizsgalatokban) mar ismert, altaldban azonositott funkcioji gének expresszidjanak

Osszehasonlitdsa folyik, ezzel szemben az Un. ,nyilt” rendszerekben lehetdség van
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mindeddig nem azonositott, ismeretlen funkcidju gének expresszidjanak osszehasonlitdsara
kiilonbozé eredetii mintdkban. Az elmult évtizedben megjelent szdmos kozlemény
tanusitja, hogy mindkét megkozelitési modot alkalmaztak a pikkelysomords 1ézidkra,
illetve a pikkelysomords nem 1ézids epidermiszre jellemzd génexpresszids valtozasok
kovetésére.

Anne Bowcock ¢és munkatarsai kozolték a 2000-es évek elején az elsd atfogd
tanulmanyt (Bowcock és mtsai, 2001) ebben a témdban, amelyben 12 ezer annotalt gén
expresszidjat hasonlitottak 0ssze egészséges €s pikkelysomoros tiinetes, illetve tiinetmentes
borben. 177 olyan gént azonositottak, amely az egészséges bérhdz viszonyitva alacsonyabb
vagy magasabb szinten fejezodott ki a pikkelysomoros tiinetes borben. Ezek koziil tiz a
pikkelysomords tiinetmentes bdérben is eltérd expressziot mutatott, ¢s a mar korabban
azonositott PSORS lokuszok valamelyikére térképezddott. Ez az eredmény arra utalt, hogy
a pikkelysomorre vald hajlam kialakitdsdban részt vevd egyes gének oly modon fejtik ki
hatasukat, hogy a tiinetmentes bdérben az egészségeshez viszonyitva koros szinten
fejez6dnek ki mRNS szinten.

Az azdta eltelt idOben szamos munkacsoport szamolt be hasonl6 jellegli cDNS chip
vizsgalatrol, (Kunz, 2008; Oestreicher és mtsai, 2001; Quekenborn-Trinquet és mtsai,
2005) amelyek részben megerdsitettétk a korabbi eredményeket, részben uj, a
pikkelysomorben eltérd szinten kifejez6dé génekrdl szamoltak be. A fent idézett
munkikban a szerzOk egyontetiien hangoztatjdk, hogy a nagyskaldju génexpresszios

kisérleteknek nagy szerepe van a terapias célpontok azonositasaban.

2.2.2. A krénikus vénas elégtelenség talajan kialakuld 1abszarfekély

A vénas elégtelenség talajan kialakuld labszarfekélyt (ulcus cruris) szintén
multifaktoridlis bérbetegségnek tekintjiik, melynek pathogenezisében egyéni hajlamosito,
¢letmddbeli és kornyezeti faktorok is szerepet jatszanak. Mint a korkép neve is mutatja, a
labszaron megjelend ¢és kronikusan fennalld labszarfekélyt a véndk keringési
elégtelenségének kialakulasa el6zi meg; az ulcus cruris tulajdonképpen a krénikus vénas
elégtelenség végstadiuma.

Az ember fiiggdleges testtartasanak koszonhetden a ldbszar véndiban rendkiviil
magas a hidrosztatikai nyomas, az itt talalhatd vénas rendszer ez ellen a nagy hidrosztatikai
nyomas ellenében dolgozva juttatja felfelé a vért. Ebben a folyamatban nagyon fontos

szerepe van a vénak billentyliinek, valamint a 1abszar izom-iziileti pumpatevékenységének.
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Kroénikus vénas elégtelenség akkor alakul ki, ha az izompumpa miikddése elégtelen és
jaras kozben az als6 végtag vénaibol nem iiriil ki a vér. Ennek kovetkeztében allandoan
fennalld hipertonia €s hipervolémia alakul ki a labszarban, és ha a nyirokrendszer
kapacitasa kimeriil és/vagy valamilyen tton sériil, nem tudja elszallitani az extracelluldris
térbe kilépd fehérjedus folyadékot, végiil tartdos 6déma keletkezik. Statisztikai adatok
szerint a lakossag 3-5%-a érintett kronikus vénas elégtelenségben €s 1%-a az annak talajan
kialakult labszarfekélyben. A kronikus vénas elégtelenség altal érintett végtagban szamos
olyan pathofiziologids folyamat zajlik le (endotél sériilése, kapillarisok elzarddasa, a
fehérvérsejtek aktivalasa hipoxia kovetkeztében, majd kilépésiik az intersticialis térbe),
amely kovetkezményesen labszarfekély kialakuldsdhoz vezet. Ez bekdvetkezhet trauma
hatdsara, hirtelen, vagy ekzema talajan, joval lassabban. A fekély széle altaldban
1épcsdzetes, alapja lepedékkel fedett. A fekélyek teriiletén és a fekély kornyékén a
gyulladt, nedvezd borfeliiletet gyakran baktériumok fertézik feliil, amely tovabbi
nehézséget okoz az életmindséget nagyban lerontd kronikus bérgyogyaszati korkép
kezelésében.

A kronikusan fenndlld labszarfekély kezelése igen hosszadalmas, gyakran
figyelhetdé meg terdpia rezisztencia. Vénas eredetli labszarfekélynél nagyon fontos a
kompresszios kotés, amelynek célja az, hogy segitse az izom-iziileti pumpa munkajat €s
megsziintesse fekély kialakulasat eldidézo kronikus 6démat. Maganak a sebnek a kezelése
a fekély aktudlis allapotahoz kell igazodnia. A fekélyben a normal sebgyogyulas
folyamatai sériilnek; annak érdekében tehat, hogy a koros sebgyogyulds pathofizioldgiai
folyamatait megérthessiik, tudnunk kell, hogy milyen sejtbiologia, immunologiai és
molekuléris bioldgiai eltérések allnak fenn a normal sebgyogyulds és a fekélyekben

megfigyelhetd kéros sebgydgyulas kdzott.

2.2.1. abra. A kronikus vénas elégtelenség talajan
kialakul6 labszarfekély klinikai képe.

A normal sebgydgyulas folyamén a keratinocitdk, a fibroblasztok, az endotél sejtek,

¢s professziondlis immunsejtek térben ¢&s iddben rendkiviil szigorGian szabalyozott
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szakaszra osztunk: exsudativ, vagy mas néven gyulladdsos, granuldcios ¢€s epitelizacios
szakaszokra. A kronikusan fennallo sebeknél tulajdonképpen a gyulladdsos folyamat
perzisztal, a kezelés folyaman tehat az itt fennall6 koéros folyamatok megsziintetésére kell
torekedni, majd a granuldcios és epitelizacios fazisokat modern sebkezelési eljarasokkal
segiteni.

A normal sebgyogyulas folyamataban a professzionalis immunsejtek nagyon fontos
szerepet jatszanak (Park és Barbul, 2004), mara mar jol ismert, hogy az egyes fehérvérsejt
alpopulaciok mikor és milyen modon vandorolnak be a sebzés helyére, és ott hogyan fejtik
ki hatasukat, milyen citokineket, limfokineket és novekedési faktorokat termelnek. A
gyulladasos fazis legelején (a sebzést kovetd 24 ora elteltével) a neutrofilek szdma a
legnagyobb, elsddleges szerepiik a fagocitozis, de a neutrofil novekedési faktor (NGF) és
granulocita/makrofag kolonia-stimuléalo faktor (GMC-SF) termelésiikkel is hozzajarulnak a
sebgyodgyulas folyamatahoz (Canturk és mtsai, 2001). Ezt kovetden a makrofagok szdma
emelkedik meg a gyulladdsos szakasz kozepe-vége felé (a sebzést kovetd 48-96 ora
elteltével). A makrofagok altal termelt TNF-a, IL-1, IL-6, TGF-a és TGF-B, platelet
eredetli novekedési faktor (PDGF), valamint inzulin-szerli ndvekedési faktor (IGF-1)
angiogenezisnek €s a kollagén szintézisnek a szabalyozasaban (Gallucci és mtsai, 2001;
Hankenson ¢és mtsai, 2000; Kovacs ¢és DiPietro, 1994; Roesel és Nanney, 1995; Wei ¢és
mtsai, 2001). Végiil a gyulladasos fazis végén, amikor a sebgyogyulds folyamataban
alapvetd szerepet betdltd fibroblasztok proliferalnak és vandorolnak, a limfocitak
szamanak nagyaranyu novekedése figyelhetd meg (a sebzést kdvetd 4-6 nap elteltével)
Szdmos kozlemény utal rd, hogy a T-limfocitdk szerepet jatszanak a normal
sebgyogyulasban, mig a B-limfocitak esetében ilyen adatunk nincs (Boyce és mtsai, 2000).

A normdl sebgydgyulds folyamatdban azonban nem csak a professzionalis
immunsejtek altal termelt citokinek jatszanak fontos szerepet, hanem a keratinocitak és a
fibroblasztok 4altal termelt faktorok is. A keratinocitdk proliferacidja és migracidja
rendkiviil fontos a sebgyogyulds re-epitelizacids fazisaban. Ebben a folyamatban egy
Osszetett kettds parakrin szabalyozasi rendszer is részt vesz: sebzés hatdsara az epidermalis
keratinocitak IL-1 a-t és B-t kezdenek termelni, amely lejut a dermiszbe. A dermiszben az

IL-1 a és B a fibroblasztok FGF-7(=KGF-1) és FGF-10(=KGF-2) termelését indukalja. Az

crer
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moddon, hogy az FGFR-2 receptor csalad IIIb varidnsahoz, a keratinocita novekedési faktor
receptorhoz (KGFR) kétddnek (Maas-Szabowski €s mtsai, 2001).

A sebgyogyulés rendkiviil 6sszetett folyamatdban szamos sejttipus €s szabalyozasi
folyamat 6sszehangolt miikodésére van sziikség. Ahhoz, hogy a kéros sebgyogyulashoz
vezetd pathogenetikai tényezOket minél alaposabban megismerhessiik, a sebgydgyulast
szabalyozé gének mitkddését is tanulmanyoznunk kell. Mivel ismert, hogy a vénas eredetli
labszarfekélyre valdo hajlam csaladi halmozodast mutat, feltételezziik, hogy a
sebgybdgyuldsban szerepet jatszo gének polimorfizmusai is hozzdjarulnak a koros
sebgyodgyulds kialakitdsdhoz. A vénas eredetli labszarfekélyre hajlamosité genetikai
faktorok azonositdsa nem tekint vissza hosszi multra. A témaban kozolt korai
kozlemények elsdésorban a véralvadasban szerepet jatszd faktorokat kodold géneket
vizsgalta, és azonositott egy-egy polimorfizmust a protrombin (Jebeleanu és Procopciuc,
2001) és a XIII. véralvadasi faktor (Gemmati és mtsai, 2004) géneken, amelyek a korkép
kialakulasara hajlamositanak. Egy angol munkacsoport az 6sztrogén receptor (ER) gének
polimorfizmusait vizsgalta vénas eredetli labszarfekélyben. Valasztasuk azért esett erre a
receptor csalddra, mert ismert, hogy az Osztrogénnek fontos szerepe van a bor
integritdsanak fenntartdsdban (Brincat, 2000) és a normal sebgyogyulds folyamataban
(Ashcroft és mtsai, 1997; Ashcroft és mtsai, 1999). Klinikai tapasztalatok szerint a
menopauzaban 1évé ndk hormonpotld kezelése megakadalyozza a vénas eredetli
labszarfekély kialakuldsat is (Berard és mtsai, 2001; Margolis és mtsai, 2002). Az angol

csoport eredményei szerint az ERP egyik CT dinukleotid ismétlédésekbdl allo

crer

crer

aranyban fordul eld a vénds eredetli labszarfekélyben szenvedd betegekben, mint
egészségesekben (Ashworth és mtsai, 2005). Mint az a fentiekben mar emlitésre keriilt, a
TNF-a fontos faktor a normal sebgyodgyulas folyamatdnak szabalyozasaban (Babbar és
mtsai, 2006; Crist és mtsai, 2004). Egy ausztral munkacsoport kimutatta, hogy a TNF-a
szintje alacsonyabb a terapia rezisztens fekélyekben, mint azokban, amelyekben a
sebgyodgyulas folyamata lezajlott (Wallace és Stacey, 1998). Ezt kovetéen megvizsgaltak,
hogy vannak-e a TNF-a génnek olyan polimorfizmusai, amelyek a vénas eredetli
labszarfekélyben szenvedd betegek csoportjaban magasabb aranyban fordulnak eld, és
hajlamositd genetikai faktorként szerepelnek a korkép kialakuldsédban ill. felelsek

lehetnek a TNF-a alacsonyabb szintjéért a sebvaladékban. Wallace és munkatérsai arra az
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eredményre jutottak, hogy a TNF-a gén -308 pozicidban levd polimorfizmusa (G/A SNP) a
vénas eredetli 1abszarfekélyre hajlamosito faktor.

Elhataroztuk, hogy az ausztrdl munkacsoport altal talalt Osszefliggést magyar
populacion is igazoljuk, oly modon, hogy az egészségesek ¢€s a fekélyes betegek csoportjait
normal testalkatiiakra és obezekre valasztjuk szét, sztratifikaljuk, majd az igy keletkezett
alcsoportokon beliil vizsgdljuk a TNF-a gén -308 A allél eloszlasat. Vénas eredetl
labszarfekélyben végzett kutatdsaink masik részében az FGFR2-IIIb (=KGFR)
polimorfizmusait, valamint az azzal funkciondlis kolcsonhatdsban 4ll6 szindekdn-4 ¢és

neurofilin-1 kifejez6dését is tanulmanyoztuk.

2.2.3. A festékhidnyos borbetegség

A festékhianyos boérbetegség, a vitiligo a lakossag megkozelitdleg 1-1.5%-at érintd
multifaktoridlis borgyogyaszati korkép. A vitiligo soran a bér foltokban vesziti el
barmely ¢letkorban jelentkezhetnek. A foltok ritkdn maradnak allandé méretiiek, altalaban
lassu novekedést mutatnak, amely néha évekre, vagy véglegesen megall, azonban néha
rohamossa valik, ritka esetben a teljes testteriiletre szétterjed és teljes pigment vesztést
okozhat. A foltok a test barmely pontjan megjelenhetnek, de leggyakrabban a kezeken
(2.2.3/1 éabra, A panel), a végbél és a nemi szervek kornyékén, arcon keletkeznek eldszor.
Gyakran lehet megfigyelni, hogy a foltok elhelyezkedése a test két oldalan nagyjabol
szimmetrikus (2.2.3/1 abra, B panel), valamint hogy a pigment hidnyos foltban a szdrzet is
elveszti szinét. A vitiligds betegek megitélése szerint pigment hianyos foltjaik megléte
¢letmindségiik nagyfoku leromlasahoz vezet, egyes tarsadalmakban nem ritka a betegek
stigmatiz4cidja sem.

A vitiligo betegség pathomechanizmusanak kutatdsa sordn igen koran fény deriilt
arra, hogy a tlinetek altal érintett teriileteken nem csupan a melanin pigment hianyzik,
hanem az azt termeld melanocitak sincsenek jelen (Norris és mtsai, 1994). A vitiligdt
jelenlegi ismereteink szerint autoimmun betegségnek tekintjiik (van den és mtsai, 2001).
Ezt tamasztjak ala azok az eredmények is, miszerint a vitiligés betegek szérumaban joval
nagyobb ardnyban lehet melanocita ellenes ellenanyagokat detektalni, mint azokban az

egészséges egyénekben, akiket nem érintett a betegség.
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2.2.3/1 abra. A vitiligo klinikai képe. A vitiligo tlinetei
kézfejen. A vitiligo tiinetei testszerte jelentkezhetnek és
elrendez6désiik gyakran szimmetrikus a két testfélen.

(Ongenae ¢s mtsai, 2003). Autoreaktiv T sejtek szerepét is bizonyitottdk a vitiligo
pathogenezisében (Chow ¢€s mtsai, 2005). A vitiligo betegség immunmedialt voltat erdsitik
azok a klinikai megfigyelések is, amelyek szerint a korkép eléfordulasa joval gyakoribb
olyan betegek korében, akik egyéb autoimmun betegségekben (hyperthyroidismus,
alopecia areata és pernicidzus anemia) szenvednek; valamint az a tény, hogy a bor
externakkal torténd immunszupressziv kezelése nem csupan a betegség progresszidjat
csOkkentik, hanem a mar érintett borteriiletek pigmentaltsagat is képesek helyreallitani
bizonyos mértékig. A vitiligo altal érintett borteriileteken nem lehet gyulladast
megfigyelni, amely arra utal, hogy a melanocitdk apoptdzis, és nem nekrdzis révén
pusztulnak el (Kanduc és mtsai, 2002). Ruiz-Argiiellas és munkatarsai (Ruiz-Arguelles és
mtsai, 2007) kozelmultban megjelent cikkiikben demonstraltak, hogy a vitiligos betegek
szérumabol szarmazd IgG ellenanyagok penetrdlnak a tenyésztett melanocitdkba és azok
apoptdzisat indukaljak, mig az egészséges egyénekbdl szarmazd IgG ellenanyagok nem
voltak rajuk ilyen hatassal.

A fent ismertetett eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy a vitiligo
immunmedialt betegség. Ismert azonban az is, hogy a vitiligos betegek megkozelitdleg 30-
40%-a szamol be arrdl, hogy csaladtagjai kozott is eléfordul ez a bérbetegség, azonban a
koérkép nem mutat mendeli 6roklédés menetet. Mindez felvetette annak lehetdségét, hogy a
vitiligo egy poligénesen meghatarozott, immunmedialt multifaktoridlis borbetegség.
Vilagszerte szamos kisérletes borgyogyaszattal foglalkozo kutatdlaboratoriumban végeztek

genomikai vizsgdlatokat a vitiligéra hajlamositdé polimorfizmusok meghatarozasara.
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Erdekes megemliteni, hogy a polimorfizmus vizsgalatok igen jelentds részét olyan
orszagokban végezik (India, Torokorszag, Korea, Kina), ahol a populacio pigmentacidja
sOtétebb, mint a kaukazusi populdcioban, és sajnalatos modon ezekben a tdrsadalmakban a
vitiligds betegek szamottevd stigmatizdcionak is ki vannak téve. Tekintve, hogy a vitiligo
autoimmun eredetét szamos tény bizonyitja, a polimorfizmus vizsgalatok dontd hanyadat
immunszabalyozast végzo fehérjéket kodolo géneken végezték.

Az els6 ilyen témaju kozlemény 2005-ben latott napvilagot, melyben Blomhoff és
munkatarsai (Blomhoff és mtsai, 2005) a citotoxikus T limfocita asszocidlt antigén-4
(CTLA-4) gén egy RNS érést befolyasold polimorfizmusardl megmutattak, hogy mutans
allélje az egyéb autoimmun betegséggel is tarsuld vitiligoval asszocialtan fordul eld, de
Onmagaval a vitiligoval nem. Egy amerikai munkacsoport 6t masik polimorfizmust
vizsgalt vitiligdbban ugyanezen a génen, és nem taldltak asszociaciot (Laberge és mtsai,
2008), mig egy torok munkacsoport a kozelmultban szamolt be arr6l, hogy a CTLA-4 gén
+49 jelli polimorfizmusat vitiligéra hajlamositd genetikai faktornak talaltak (Pehlivan és
mtsai, 2009).

Kiilonb6z6 populaciokon (francia, amerikai, roman ¢&s indiai) vizsgalatok
eredményei egymast erdsitve utalnak arra, hogy a limfoid protein tirozindz foszfataz
(PTPN22) gén R620W aminosav cserét okozd polimorfizmusa a vitiligo betegséggel
asszocialt, és hajlamosit a korkép kialakulasara (Canton ¢és mtsai, 2005; Laberge és mtsai,
2008; Laddha és mtsai, 2008; Wipff és mtsai, 2006). Egy szintén kozelmultban megjelent
kozlemény szerint szaudi populdcidban az IL-10 gén harom promoter polimorfizmusat
talaltdk magasabb allél frekvenciaval a vitiligds betegek korében, mint az egészségesek
kozott, ami alapjan a szerzok feltételezték azok vitiligoban betoltott pathogenetikai
szerepét (Abanmi és mtsai, 2008).

A kilencvenes évek kdzepe ota ismert az is, hogy a vitiligos betegek borében, mind
a depigmentalt, mind a normal pigmentaltsagu teriileteken, a hidrogén peroxid (H,0,)
mennyisége emelkedett, valamint hogy a katalaz enzim mennyisége csokkent az
egészséges egyének borével dsszevetve (Maresca és mtsai, 1997), amely felveti az oxidativ
stressz pathogenetikai szerepét is. Ezt a gondolatmenetet kovetve szdmos kutatdcsoport
vizsgélta az oxidativ stressz altal indukalt gének polimorfizmusait vitiligdban. Az elsd
ilyen jellegli kozlemény 2002-ben latott napvilagot €és igazolta, hogy a kataldz gén 9.
exonjaban talalhaté kodon 389 C/T polimorfizmus mutans allélja szignifikdnsan magasabb
aranyban detektalhaté észak-amerikai, kaukdzusi nagyrasszhoz tartozo vitiligés betegek

korében, mint egészségesek kozott (Casp és mtsai, 2002). A fenti asszociaciot koreai (Park
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¢s mtsai, 2006), indiai (Em és mtsai, 2007) és brit (Gavalas és mtsai, 2006) populacion is
sikeriilt igazolni; a brit szerzOk azonban kétségeiket fejezték ki afeldl, hogy a
polimorfizmusnak direkt pathogenetikai szerepe lenne vitiligoban, mivel az nem okoz
aminosav valtozast a katalaz fehérjében. A glutation S-transzferaz (GST) enzim M
izoforméjanak polimorfizmusa (GSTM1), amely egy teljes enzimaktivitas vesztéssel jaro
delécio, szintén magasabb aranyban fordul el koreai vitiligos betegek korében, mint
egészségesekben (Uhm ¢és mtsai, 2007) ezen esetben okkal feltételezhetjiik a
polimorfizmus direkt pathogenetikai szerepét is. Egy kozelmultban kozzétett munka
eredményei szintén arra utalnak, hogy az oxidativ stressz kivédésében szerepet jatszo
mechanizmusok vitiligdbban abberans médon mitkddnek. Egy kinai munkacsoport az NF-
E2-related factor2 (Nrf2) gén polimorfizmusait vizsgalta és azt taldlta, hogy a gén
mutans alléfrekvencidval fordul eld vitiligoban (Guan és mtsai, 2008). Az NRF2 egy
transzkripcids faktor, amely szdmos antioxidans hatésu, ill. a sejtek detoxifikalasat végzo
fehérjét kodolo gén expressziojat szabalyozza.

Az immunszabalyozdsban ¢és az oxidativ stressz kivédésében szerepet jatszo
géneken kiviil torténtek még vizsgalatok abba az irdnyba is, hogy az angiotenzin
konvertald enzim (ACE) egy autoimmun betegségekre hajlamosité polimorfizmusanak
szerepét tisztdzzak vitiligdoban: egy koreai munkacsoport megerdsitette (Jin és mtsai,
2004b), mig mas szerz6k (Akhtar és mtsai, 2005; Dwivedi és mtsai, 2008; Pehlivan és
mtsai, 2009) elvetették ezt a felvetést.

A human pigmentéacio kialakitasaért felelés gének polimorfizmusait vitiligoban
szintén egy koreai munkacsoport tanulmanyozta els6ként. A melanokortin-1 receptor
(MCIR) és az agouti signaling protein (ASIP) géneket vizsgaltdk, és egyiken sem
azonositottak olyan polimorfizmust, amelynek mutans allél frekvencidja szignifikdnsan
eltért volna az egészségesek és a vitiligos betegek kozott (Na €s mtsai, 2003). Mivel ismert
(Harding ¢s mtsai, 2000), hogy a human nagyrasszok kézott milyen nagy eltérések vannak
az MCIR polimorfizmusok mutans allél frekvencidjadban, nem zarhatjuk ki annak a
lehetdségét, hogy a kaukédzusi populécidoban bizonyos MCIR allélok szerepet jatszanak a

vitiligo pathogenezisében.
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2.2.4. A melanoma

A melanoma a bér ¢€s a nyalkahartydk melanocitainak tumoros transzformacidja
révén alakul ki, és az egyik legrosszabb indulati daganat. Az elmult évtizedekben
incidencigja viladgszerte, igy Magyarorszdgon is rohamosan nétt. Ennek kdszonhetéen a
bérgyogyaszati kutatasok egyik legkiemeltebb témaja a melanoma kialakuldsara
hajlamosité genetikai, életmddbeli és kornyezeti faktorok azonositdsa, a melanoma
pathomechanizmusanak, attétképzésének megértése €¢s minél korszerlibb terapias eljarasok
kidolgozasa.

A melanoma az érett felndttkor betegsége, de sajnalatos modon egyre gyakrabban
diagnosztizaljak fiatalkorban is. A melanoma betegség tulélése szempontjabol rendkiviil
fontos a minél korabbi felismerés és sebészi eltavolitas, mivel csak igy van ra esély, hogy
az attétképzés elott eltavolitsdk a daganatot. A bérgyogyasz szakma igen sok melanoma
altipust kiilonit el, ezek koziil két jellegzetes megjelenési format, a szuperficialisan terjedd

€s (2.2.4/1 ébra, A panel) a nodularis melanomat (2.2.4/1 abra, B panel) mutatom be.

2-2,-4/1 ,zibra. A 'melafmma rflalignum k'é't.jellegz'eteg 2.2.4/2 abra. Atipusos anyajegy szindroma. A
altipusanak megjelenése. Feliil: Szuperficialisan terjed6 jellegzetes pigmentdlt 1éziok altalaban pubertaskorban
melanoma; Alul: Nodularis melanoma jelennek meg.

A melanoma szintén multifaktorialis betegség, amely genetikai predisponalo,
¢letmodbeli és kornyezeti faktorok egyiittes hatdsara alakul ki. A melanoma
megbetegedésben nagy szerepe van annak, hogy a bort milyen mértékli fénykarosodas éri,
ebbdl a szempontbol a legkdrosabb a kisgyermekkorban elszenvedett napégés. A bor
fényvédelme ezért minden életkorban nagyon fontos, de kiemelkedd jelentdségli a

kisgyerekek esetében.
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A melanoma kialakulhat ép béron (ez adja az estek tobb mint 50%-4t), vagy a bor
mar meglévo pigmentalt elvaltozasanak talajan, ezért a bor pigmentalt 1€zidinak egy részét
melanoma predisponald faktoroknak tekinti a borgyogyasz szakma. KiilonOsen nagy
kockazatot jelent az igynevezett atipusos anyajegy szindroma megléte. Ez a szindréma
gyakran mutat csaladi halmozddast, jellemzden a pubertaskorban jelennek meg testszerte a
jellegzetes anyajegyek (2.2.4/2 &bra). Mivel a bérnek ezek a pigmentalt 1ézidi kifejezett
kockézatot jelentenek a melanoma kialakuldsara, azokban a csaladokban, ahol atipusos
anyajegy szindroma fordul eld, szamolni kell az Gn. familiaris melanoma kockazataval is.
Ezt a tlinet egyiittest nevezi a borgydgyasz szakma Familiaris Atypical Multiple Mole and
Melanoma (FAMM) szindromanak. A familidris melanoma esetében egyértelmi a nagy
penetranciaji genetikai hattér megléte, ezzel ellentétben az un. sporadikus melanoma
kialakulasédhoz joval kisebb penetrancidju hajlamosito genetikai faktorok jarulnak hozza.

Napjainkra elfogadottd valt és kisérletes adatok sora bizonyitja, hogy a familiaris
melanoma hatterében altalaban kis gyakorisaggal el6forduld nagy penetrancidju allélok
allnak, mig a sporadikus melanoma poligénesen kialakitott multifaktorialis korkép (Nelson
and Tsao, 2009). Familidris melanomat halmozottan mutatd csaladok genetikai
kapcsoltsagi vizsgalatai felderitették, hogy a korképért elsdsorban a ciklin dependens kinaz
2A (CDKN2A) gén mutacidi a felelések (Cannon-Albright és mtsai, 1992); néhany
familidris melanomas csalad esetében a ciklin dependens kindz 4 (CDK4) (Soufir és mtsai,
1998; Zuo és mtsai, 1996) és a retinoblastoma (RB1) gének (Chin és mtsai, 2000)
mutdcidit azonositottdk predispondld genetikai faktorként. A legnagyobb irodalma a
CDKN2A gén familiaris melanomaban betoltott pathogenetikai szerepének van. A 16kusz
azonositasa a 90-es évek elején tortént, az azota eltelt idoben vilagszerte tobb ezer
familiaris melanomat halmozottan mutatd csalad vizsgéalatdval a CDKN2A génen tobb
mint 100 melanomdra hajlamositdé muticiot azonositottak, melyeket a Human Gene
Mutation Datadase internetes oldalon tartanak szdmon (http://www.hgmd.cf.ac.uk).

A nagy penetranciaju, familialis és primér multiplex melanomat okozé CDKN2A
mutaciok azonositdsan kiviil nagy figyelem fordul a sporadikus melanoma kialakuldséara
hajlamositd, kisebb penetranciaju polimorfizmusok azonositdsara is. Szamos tapasztalati
tény szol amellett, hogy a bdr és a szervezet immunfunkcidi befolyéasoljadk a melanomara
vald hajlam kialakulasat. Az egyik igen fontos melanoma kockazati tényezé példaul, ha a
csecsemo vagy kisgyermek még éretlen immunfunkcidju borét komoly fénykarosodas éri.

A klinikai gyakorlatbol az is jol ismert, hogy a szervtranszplantilt egyéneknél az
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immunszuppressziv kezelések kovetkeztében a bérdaganatok, igy a melanoma kockazata is
megnd (Laing és mtsai, 2006; Penn, 1984).

Az elmult néhany évben szdmos olyan kozlemény latott napvildgot, amely az
immunregulacioban szerepet jatszo citokin és citokin receptor géneken azonositott
melanomara hajlamosité polimorfizmusokat. Howell ¢s munkatarsai (Howell és mtsai,
2001) az IL-10 promoter région azonositottak egy haplotipus, amely a gén alacsonyabb
szintll expressziojat okozza és hajlamositdo faktor melanomdra. Egy madsik tanulmany
szerint a TNF-a, IFN-y és IL-6 gének alacsony expresszidjat okozd polimorfizmusai
szintén szerepet jatszhatnak a melanoma pathogenezisében (Nikolova és mtsai, 2008).

A kozelmultban egy német kutatocsoport (Figl és mtsai, 2008) szamolt be arrol,
hogy a melanoma prognozisat a DNS javitasban szerepet jatszé fehérjéket kodold gének
polimorfizmusai befolyéasoljak. Az XRCC1 és APEXI1 nukleotid excizios repair gének
metasztazis mentes tulélésével (metastasis-free survival/MFS), valamint az elsé attétet
kovetd taléléssel (survival following the first metastasis/SFM) 0Osszefliggésben.
Eredményeik szerint az XRCC1 gén R399Q aminosav cserét okozd polimorfizmusa
homozigota mutans formaban szignifikdns asszociacidt mutatott a melanomas betegek OS
értékével. Az XRCC1 gén egy promoéter polimorfizmusardl (-77 T/C) pedig azt mutattak
meg, hogy a CC genotipus csokkenti a tulélést a metasztazissal rendelkezd betegek
esetében (SFM), viszont nincs hatassal a metasztazis mentes talélésre (MFS). A -77 T > C
polimorfizmus az XRCC1 gén Sp-1 faktor kotdhelyét érinti, és a polimorfizmus hataséara a
gén transzkripcids aktivitdsa csokken (Hao és mitsai, 2006). A szerzOk az eredmények
alapjan ugy értékelik, hogy a DNS javit6 apparatus génjeinek polimorfizmusai feltehetden
befolyasoljak a melanoma betegség kimenetelét, a polimorfizmusok ismerete prognosztikai
faktorként is szolgéalhat, és eldsegitheti a személyre szabott terapidk kialakitasat.

A sporadikus melanomara hajlamositd genetikai faktorok kutatasa igen koran
kiterjedt a human pigmentaciot szabdlyozd génekre, elsOsorban a rendkiviil polimorf
MCIR génre. Ismert, hogy az MCIR polimorfizmusok gyakorisadga és haplotipusai a Fold
kiilonb6z6 nagyrasszaiban ¢és azokon beliil a kisebb populdcidkban is igen nagy
valtozatossagot mutatnak (Harding és mtsai, 2000). Az MCIR polimorfizmusok ¢s a
melanomara valé hajlam irodalma az elmult évek intenziv kutatdsdnak kdszonhetden igen
kiterjedt; napjaink egyik torekvése, hogy a Fold kiilonb6zé lokalizacioiban sziiletett

eredményeket meta-analizisekkel Osszegezze, és altalanos kovetkeztetéseket vonjon le a
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polimorfizmusok melanoma predisponalé hatasarol (High ¢s Robinson, 2007; Nelson és
Tsao, 2009; Raimondi €és mtsai, 2008).

Az MCIR polimorfizmusok ¢és a melanomara valé hajlam Osszefiiggéseinek
kutatdsa sordn azt is figyelembe kell venni, hogy ezek a genetikai faktorok alapvetden
kozvetleniil, hanem a vilagos bdrszin kialakitasan keresztiil érvényesiil a melanomara valo
hajlam kialakitasara. Bebizonyosodott, hogy a kilenc leggyakrabban eléfordulé MCI1R
polimorfizmus koziil hét dnmagaban is szignifikdnsan hozzajarul a melanoméra vald
hajlam kialakitdsadhoz (Raimondi ¢€s mtsai, 2008), és ami kimondottan meglepd felismerés
volt, az az, hogy az MCIR polimorfizmusok olyan egyének esetében is érvényesitették
melanoma predisponalo hatasukat, akik sotétebb borszintiek (Fitzpatrick III és IV) voltak
(Palmer ¢és mtsai, 2000). Ezt a latszolagos ellentmondést feltehetéen feloldjak egy
kozelmultban megjelent kozlemény eredményei. Abdel-Malek és munkatdrsai (Abdel-
Malek és mtsai, 2008) melanocita tenyészeteken végzett in vitro kisérleteikkel kimutattak,
hogy két olyan MCI1R all¢l, amely 6nmagéban nem okoz valtozast az eumelanin pigment
termelésben, de hajlamositd faktor a melanoma kialakulésasra, a sejteket érzékenny¢ teszi
az UV okozta citotoxikus hatasokkal szemben.

Klinikankon két melanoma malignummal kapcsolatos genomikai program fut. Az
egyik keretében familidris melanomédban szenvedd betegek és csaladtagjaik CDKN2A
mutacioit és MCIR polimorfizmusait vizsgaljuk; jelen dolgozatban az eddigi
legérdekesebb eredményiinkrél szdmolok be. Masik kutatdsi programunk keretében azt
mérjiikk fel, hogy az ujsziilottkori kékfény kezelés hogyan befolyasolja a melanoma
predispondld pigmentalt 1€ziok megjelenését. Ebben a jelenleg folyod programunkban azt is
vizsgaljuk, hogy a kékfény kezelést kapott egyének milyen melanoma predisponal¢é citokin
¢és citokin receptor polimorfizmusokat hordoznak és hogy ezeknek van-e hatisa a

pigmentalt 1¢ziok kialakulésara.
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3. Célkitiizések

3.1.

3.1.1.

3.1.4.

3.1.5.

3.1.6.

3.2

3.2.1.
3.2.2.

3.2.3.

3.3.

A Keratinocita proliferacié szabalyozasanak vizsgalata multifaktorialis

borbetegségekben

In vitro modellrendszer bedllitdisa a normdl humén keratinocitdk kiillonb6z6
proliferaciés ¢€s differenciacios allapotainak vizsgéalatara, a modellrendszer
elsddleges jellemzése

Szérum faktorok, az etanol €s az aceton hatasdnak vizsgalata a keratinocitak

crer

crer

pathogenezisében

A keratinocita novekedési faktor receptor (FGFR2-IIIb) kifejez6désének vizsgélata
keratinocitakban ¢és a pikkelysomor pathogenezisében

A D tipusu ciklinek sejtciklus szabalyozasban betdltott szerepének vizsgélata és
kifejezddésiik pikkelysomorben

A szindekdn-4 ¢és a neurofilin-1 expresszidjanak vizsgalata vénds eredetii

labszarfekélyben

Multifaktorialis bérbetegségekre hajlamosito polimorfizmusok azonositasa és

vizsgalata

A melanokortin-1 receptor (MC1R) gén polimorfizmusainak vizsgalata vitiligoban
Familiaris ¢és multiplex primér melanomaban szenvedd betegek genetikai
vizsgélata, hajlamosit6 ciklin dependens kindz 2A (CDKN2A) mutaciok és MCIR
polimorfizmusok azonositasa

A vénas eredetli labszarfekély kialakuldsara hajlamositd genetikai tényezdk

azonositasa

Nyilt rendszerii, nagyskalaju génexpresszios vizsgalat a pikkelysomorre
hajlamositdo molekularis faktorok azonositasara; a Kisérlet soran azonositott
PRINS mRNS-szerii nem kodolé RNS szerepének tisztazasa a sejtek

stresszvalaszaban és a pikkelysomor pathogenezisében
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Szovetmintak

A kisérletekben pikkelysomords és vénas eredetti labszarfekélyben szenvedd
betegektdl vettiink szOovetmintdkat. A pikkelysomords betegektél mind tlinetes, mind
tiinetmentes bérmintak vételére sor kertilt, mig a vénas eredetli labszarfekélyben szenvedd
betegektdl csak tiinetmentes bérmintdk vétele tortént. A bérmintdk vételezésére kétfajta
technikat alkalmaztak a kisérletekben részt vevo orvos kollégéak: un. ,,punch” vagy ,,shave”
biopszidk vételére keriilt sor. A betegek a megfeleld felvilagositds meghallgatasa utan
egyeztek bele az Onkéntes mintaadasba, kisérleti célokra. A mintavételek koriilményei
megfeleltek a helyi Etikai Bizottsag eldirdsainak, és minden, a dolgozatban emlitésre
keriilo vizsgalat rendelkezett a megfeleld etikai engedéllyel. A kisérletekben egészséges
bormintakat is hasznaltunk, amelyek a Klinika Plasztikai Sebészeti Osztalyan eltavolitasra
keriilt, eldobasra szant szovetekbOl szarmaztak. A mintak kisérleti célbol torténo
felhasznalasara is rendelkeziink a helyi Etikai Bizottsag engedélyével.

Egy kisérletsorozatunkban a bdérmintdkon kiviill egyéb egészséges human
szovettipusokkal is végeztiink vizsgélatokat. A Szegedi Tudomanyegyetem Sebészeti
Klinikan kiilonb6z0 miitéti beavatkozasok soran eltavolitott, az alapbetegségtdl nem
érintett szervekbdl szovetmintdkat gytjtottek a sebész kollegdk. A szovetmintak
gyljtéséhez is rendelkeziink a helyi Etikai Bizottsag engedélyével.

A kisérleti célokra vett bormintdk ill. egyéb szovetmintdk vagy in vitro
felhasznalasra (keratinocita, fibroblaszt kultira, organotipikus kultira), vagy a megfeleld
fixalasi, mintatartositdsi eljarast kovetén génexpresszidos ill. fehérje expresszids

vizsgalatokra kertiltek.

4.2. Genomi DNS tisztitdsa polimorfizmus vizsgéalatok céljara

Genomi DNS nyerése céljabol vagy vénas vért, vagy szajnyalkahartya kenetet
vettlink a kisérletekbe bevont betegektdl. A mintavételekhez minden esetben rendelkeztiink
a helyi Etikai Bizottsag engedélyével, és a vért ill. szajnyalkahartya kaparékot ado
onkéntesek felvilagositast kovetden egyeztek bele a mintavételekbe. A vér ¢és
szdjnyalkahartya mintakat -20°C-on taroltuk felhasznaldsig. A vérmintakbol kittek

segitségével tisztitottunk genomi DNS-t, amelyet a klasszikus proteindz K emésztéses
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modszerrel (Eppendorf AG, Hamburg, Germany), a Generation Capture Coloumn kit-tel
(Gentra, Minneapolis, Minnesota, USA), vagy a QIAmp DNA Amp Mini Kit-tel (Qiagen,
Hilden Germany) végeztiink el.

Sz4jnyalkahartya mintakbol a MagNA Pure Compact kit segitségével nyertiik ki a
genomi DNS-t.

A tisztitott genomi DNS preparatumokat -20°C-on taroltuk felhasznalasig. A
genomi DNS prepardtumaink mindségét OD260/280 mérésekkel ellendriztiik ¢€s
polimorfizmus, ill. mutacid vizsgalatainkhoz altalaban 100 ng DNS mintat hasznaltunk a

PCR reakcidkhoz.

4.3. Sejt- és szovettenyésztési eljarasok

A dolgozatban bemutatott kisérletes munka soran HaCaT immortalizat
keratinocitdk, normal humdn keratinocitdk ¢és fibroblasztok tenyésztésére, valamint
organotipikus bor szovetkultira alkalmazasara kertilt sor.

A spontan immortalizalodott HaCaT sejtvonalat Dr. N. E. Fusenig bocsatotta
rendelkezésiinkre (Boukamp és Fusenig, 1993). A sejteket sejtkultira edényekben
novesztettilk (Corning Incorporated, Corning, New York, USA) magas gliikoz tartalmt
DMEM téapoldatban (Gibco, Eggstein, Germany), 10% borju savoval (HyClone, Perbio,
Budapest, Hungary), L-glutaminnal és egy antibiotikum/antimikotikum eleggyel (100 U/ml
penicillin, 100 pl/ml streptomycinnel, és amphotericin B-vel (Sigma, Steinheim, Germany)
kiegészitve. A tapoldat cseréjére minden masodik nap keriilt sor.

Kisérleteink soran gyakran alkalmaztuk a HaCaT sejtek szinkronizalasanak
eljarasat, melynek kidolgozasara kutatd laboratdériumunkban kertilt sor (Pivarcsi és mtsai,
2001). Az eljaras elsé 1épésében hagytuk, hogy a HaCaT sejtkultira teljesen bendje a
tenyésztéedény aljat, majd ebben a konfluens allapotban tartottuk ket 5 napig. Ezt
kovetéen a 10% FBS-t tartalmazé tapfolyadékot lecseréltiik FBS-mentes tapfolyadékra és
tovabbi 5 napig ebben tenyésztettilk a sejteket. Ezt kovetden a HaCaT sejteket Uj
tenyésztdedénybe passzaltuk 5X10°/cm” sejtsiiriiséggel, a passzalashoz 0,025 % tripszint és
0,01 % EDTA-t tartalmaz6 magas gliikoz tartalmi DMEM tépfolyadékot hasznaltunk.
Propidium jodidos DNS festéssel bizonyitottuk, hogy a kontakt sejtndvekedés gatlasa és a
széruméheztetés kovetkeztében sejtnyugalmi fazisba keriilt HaCaT sejtek a passzalast

kovetden szinkronizaltan (60-70% szinkronitasi fokkal) lépnek ki a GO fazisbol és
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kezdenek el osztodni, majd differencialddni, igy jo modell rendszerként szolgalnak a
keratinocita proliferacio és differenciacio tanulmanyozéasahoz.

A normal humén keratinocitdk izoldlasanak elsé Iépéseként a bordarabokrol
eltavolitottuk a szubkutan széveteket, vékony csikokra vagtuk, majd egy ¢éjszakara Dispase
oldatba (Grade II, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) helyeztiik ket és
4°C-on inkubaltuk. A kovetkez6 napon a dermiszt és az epidermiszt elvalasztottuk
egymastol és az epidermiszt 0,25% tripszin (Sigma, Budapest, Hungary) oldatba raktuk 30
percre és 37°C-on inkubaltuk. Ezt kovetéen egy Pasteur pipettaval a sejteket
szétszuszpendaltuk. Az igy kapott elsddleges epidermadlis sejtszuszpenzidt keratinocita
taptalajban vettiik fel (Keratinocyte Serum Free Medium, Gibco BRL, Eggstein,
Germany), amelyet antibiotikus/antimikotikus oldattal is kiegészitettiink. Az epidermalis
sejtszuszpenziot tenyésztéedényekbe (Corning Incorporated, Corning, New York, USA)
raktuk 4X10%cm? sejtstirliséggel. A sejteken minden masodik napon taptalajt cseréltiink.
Vizsgalatainkhoz 4ltaldban harmadik passzazsban levd normdl human keratinocitdkat
hasznaltunk, amikor azok 70-80%-o0s konfluenciaval n6tték be a tenyésztdedényt.

Dermélis fibroblasztok izolalasanak elsd 1épéseként a dermiszt apré darabokra
vagtuk ¢és hatlyukt tenyésztéedények aljara helyeztiik 6ket. Harom nap elteltével a
fibroblasztok kivandoroltak a dermisz darabokbol. Ekkor a dermisz darabokat
eltavolitottuk a tenyésztdedény aljarol és a fibroblasztokat magas gliik6z tartalmi DMEM
taptalajban (Gibco, Eggstein, Germany) tenyésztettik, amelyet 20% borjasavoval
(HyClone, Perbio, Budapest, Hungary) is kiegészitettiink.

Bormintak organotipikus  kulturajahoz ,,sshave” biopszidkat hasznaltunk. A
szubkutan szovet eltavolitasat kovetden a bormintdkat 2,2 pum porusméretii celluldz
acetat/celluléz nitrat filterekre helyeztilk, majd azokat egy rozsdamentes acélhalobol
késziilt steril halora, egy 25 mm? Petri csészébe. A Petri csészéket Keratinocyte-SFM
(Gibco BRL) sejttenyésztd oldattal (amely 10% FBS-t, 2 mM glutamint (Gibco BRL), 100
U/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycin [Gibco BRL] tartalmazott) feltoltottiik.
Indukalo faktorokként 1 ng/ml IFN- y-t vagy 1 ng/ml IFN-y, 1 ng/ml GM-CSF ¢és 0.3
ng/ml IL-3 keverékét adtuk a tenyésztd taptalajhoz. A fenti 0sszeallitas lehetvé tette, hogy
a bérmintat levegd/folyadék hatarfeliileten tenyéssziik 3 napon keresztiil 37°C-on, 5% CO,
atmoszféraban. A tenyésztést kovetden a bormintakat Dispase oldattal (Grade II, Roche
Molecular Biochemicals) kezeltiik egy ¢éjszakan keresztiil 4°C-on, majd az epidermiszt
elvalasztottuk a dermiszt6l. Az epidermisz mintakat Trizol reagensbe tettiik és -70°C-ra

lefagyasztottuk.
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A fent ismertetett sejt- és szovet kultirakat 37°C-on inkubéltuk 5% CO;-ot

tartalmazoé légtermosztatban.

4.2.  Polimorfizmusok vizsgalata

A dolgozatban ismertetett vizsgalatok soran haromféle modszerrel azonositottuk a
huméan polimorfizmusokat ¢és mutdciokat: polimeraz lancreakciot (PCR) kdvetd
szekvenalassal, polimeraz lancreakcid — restrikcids fragment hossz polimorfizmus (PCR-
RFLP) modszerrel, valamint allél specifikus TagMan prébaval.

Polimeraz lancreakciot kévetd szekvenaldassal vizsgaltuk a melanokortin-1
receptor (MCIR) polimorfizmusait és a ciklin dependens kindz 2 (CDKN2A) gén
mutacioit. A humadn MCIR gén (NM _002386) egy exonbol 4&ll, amelynek teljes
hosszusadgu PCR amplifikalasa egy primer parral (5° — ggaggcctccaacgactecttce — 3° és 5° —
cagcacacttaaagcgegt — 3°) megoldhatd volt, mig a CDKN2A gén exonjainak
felszaporitasdhoz interneten elérhetd Resequencing Amplicon (RSA) primereket
hasznaltuk (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/probe/reports/probereport.cgi?uid=). A
PCR reakciok koriilményeit optimalizaltuk, majd a Sigma cég RedTaq ReadyMix PCR
kitjét hasznaltuk vizsgéalatainkhoz. A PCR fragmenteket tisztitottuk (PCR Kleen Kit, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), majd megszekvenaltattuk. A szekvencidkat
egymassal, ill. a human konszenzus szekvencidkkal a BioEdit program (Ibis Therapeutics,
Carlsbad, California, USA) segitségével hasonlitottuk.

A polimorfizmusok detektalasanak egyik korszerli és nagy ateresztoképességii
modszerét, az allél specifikus TagMan probadval vald detektalast alkalmaztuk az FGFR2
gén polimorfizmusainak vizsgélata sordn. A kisérletek sordn az Applied Biosystems cég
(Foster City, California, USA) Assay-on-Demand kitjeit hasznaltuk az 6t kivalasztott SNP
vizsgalatara, amelyek azonositoi a kovetkezdk voltak: C 12126064 10, C_ 2414603 10,
C 2917358 1 ,C8899692 1 ,C 2917245 10. A kit primer-proba elegye FAM ¢és VIC
fluoreszcens festékekkel jelolt kétféle TagMan probat tartalmaz, amelyek a vizsgalando
SNP nukleotidjaiban térnek el egymastdl. A PCR reakciok 25 pl végtérfogatban zajlottak,
reakcidelegyként TagMan Universal PCR Master Mix-et hasznaltunk (12,5 ul) (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA), az allél megkiilonboztetésre szolgald primer-
proba elegybdl 1,25 pl-t hasznaltunk reakcionként, majd a vizsgalandd genomi DNS-bol
10 ng-ot vittiink be a reakcioba 11,25 pl térfogattal. A PCR reakciokat a kit gyartdjanak
ajanlasai alapjan futtattuk: 95°C 10°, majd 40 cikluson keresztiil 95°C 15” és 60°C 1’ egy
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valés idejii PCR késziilékben (1Q5 Multicolor Real-Time Detecetion System, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, USA). A PCR reakciok végeztével un. ,post-run
reading” leolvasasi funkcidval detektdltuk a reakciokban a FAM ¢és a VIC festékek
intenzitasat és ezek alapjan allapitottuk meg a vizsgalt mintdk genotipusat.

PCR-RFLP modszerrel vizsgaltuk az MCIR gén Argl60TRP aminosav cserét
okozd C478T polimorfizmusat, valamint a tumor nekrozis faktor a gén (TNF o) -308 jelii
promoter polimorfizmusat. Az alkalmazott primereket, restrikcidos enzimeket és a

detektalds modjat tablazatban 0sszesitettem.

Vizsgalt polimorfizmus Primerek Eestrikcids enzimek Detektalas médja
Sat!
5o GTGGRACCOTCGUTACATCTCCAT-3 Musieve 3.1 agaréz
MCIRACATET (Fermantas, Vilnius,
S-CCAGCATAGUCAGGAAGALG-T . . (Cambrex, Betkshire, TE)
Lithuania)
Neal
S-GAGECAATAGGETITTGAGIGECCAT-3 Musieve 3:1 agaréz
THF wf-308 (Fermantas, Vilnius, .
FoGEGACACACAAGCATCAAG-S ) ) (Cambrex, Berlshire, TE)
Lithuania)

4.4/1 tablazat. A PCR-RFLP vizsgalatokhoz hasznalt primerek és restrikcids enzimek

Az optimalizalt PCR reakciokhoz RedTaq ReadyMix-et (Sigma, Budapest, Hungary)
hasznaltunk, majd a PCR termékek egy részét kdzvetlentil bevittiik az emésztési reakcidba.
Az emésztési reakcidkat agardz gélen futtatuk, az emésztési mintazatokat rogzitettiik
(Molecular Imager Gel Doc XR System, Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,
USA), majd elemeztiik.

4.3. Génexpresszios vizsgalatok

A dolgozatban bemutatott vizsgalatok soran haromféle génexpresszios vizsgalati
modszert alkalmaztunk. A pikkelysomorrel kapcsolatos kutatasaink soran az Un.
differential display nagy skaldju génexpresszios vizsgalati modszerrel dolgoztunk, egyedi
gének expresszios valtozdsait pedig reverz transzkriptdz polimerdz lancreakcioval (RT-
PCR), ill. valos idejii, kvantitativ reverz transzkriptdz polimeraz lancreakcidéval (Q-RT-
PCR) vizsgaltuk.

A differential display vizsgalathoz total RNS-t izolaltunk a pikkelysomoros betegek
tiinetmentes epidermiszébdl, valamint az egészséges egyének epidermiszébdl. A
differential display vizsgalatot a kisérleti modszer kidolgozoéi altal leirt protokoll alapjan

végeztiik el (Liang és Pardee, 1998). 200 ng total RNS-t cDNS-s¢ irtunk at egy olyan 11 bp
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hosszusagu primer keverék felhasznalasaval, amelynek utols6 bazisa eltért egymastol: H-
TiM, ahol M lehet G, A vagy C. A kisérlethez az RNAimage kit-et hasznaltuk
(GeneHunter Corporation, Nashville). A c¢cDNS végtermék 2 upl—-¢ét PCR reakcioban
templatként hasznaltuk a GeneHunter kit H-AP1 primerének felhasznalasaval, a[**P]dCTP
jelenlétében. A PCR reakciot a GeneHunter kit utasitdsai szerint végeztiik el. A PCR
reakciokbol 3,5 pl-t mintafelvivé pufferrel vegyitettiink, majd 6% akrilamid DNS
szekvenald gélen megfuttattuk. A géleket szaritottuk, majd exponaltuk. A 2-2
pikkelysomords ¢€s egészséges minta kozott konzekvens kiilonbséget mutatd csikokat
kivagtuk a gélbdl, 100 ul vizben felforraltuk, lehiitottiik, majd lecentrifugaltuk. A
feliiluszot tiszta centrifuga csébe gytijtottiik. Ebbdl a feliiluszobol 4 pl-t hasznaltunk egy
ujabb kor PCR reakciora, a H-AP1 primer ¢és a csiknak megfeleld6 H-T;;M primer
felhasznalasaval. Az Ujra amplifikdlt PCR termékek méretét agardz gélen ellendriztiik,
majd a megfeleld méretd csikokat kivagtuk. Alkoholos kicsapast kovetéen az izolalt
fragmentek talnyuld végeit T4 DNA polimerazzal feltoltottiik (Fermentas, Vilnius,
Lithuania) ¢és Smal emésztett pSK vectorba klonoztuk T4 DNA ligaz felhasznalasaval
(Fermentas, Vilnius, Lithuania). A differential display kisérlettel azonositott és vaktorba
klénozott fragmenteket Uin. reverz Southern blott kisérlettel validaltuk. Ennek sordn a
fragmenteket hordozd pSK vectorokat Xbal és Xhol enzimekkel emésztettiik (Fermantas,
Vilnius, Lithuania), 1,5% agar6z géleken futtattuk, majd a csikokat NytranN nylon
membranra blottoltuk (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany). A differential display
kisérlethez hasznalt eredeti cDNS-eket (1 egészséges és 1 pikkelysomords nem 1€zios
minta) o[°P]JdCTP-vel radioaktivan jeldltik az RNAimage kit primereinek
felhasznalasaval és probaként hasznaltuk Oket. A radioaktiv probakat el6hibridizaldst
kovetden az emésztett csikokat hordozo nylon membranokra hibridizaltuk, mostuk, majd a
filtereket exponaltuk. Tovabbi jellemzésre, szekvenaltatasra azok a fragmentek keriiltek,
amelyek ebben a validalasi kisérletben is kiilonbséget mutattak a pikkelysomoros
tiinetmentes €s egészséges epidermisz mintak kozott.

Reverz  transzkriptiz  polimeraz lancreakcio (RT-PCR) vizsgélatainkat a
kovetkezOképpen hajtottuk végre. Trizol reagens hasznalatdval totdl RNS-t izolaltunk, a
kézikonyv utasitasait kovetve. cDNS atirast 1 pg totadl RNA felhasznéalasaval végeztiink, a
First Strand cDNA Synthesis Kit-tel (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 20 pl-es
végtérfogatban. A reverz transzkripciot kovetéen PCR amplifikaciot hajtottunk végre Taq
DNS polimerazzal (Fermentas, Vilnius, Lithuania). PCR reakcidkat a 2. tibldzatban

felsorolt specifikus primerekkel végeztiink. A PCR reakcidk koriilményeit minden primer

30



parra egyenként optimalizaltuk, altaldban 30 pl-es végtérfogatban dolgoztunk. A PCR
amplifikatumbol 10 pl-t futtattunk 1%-os agar6z gélen, a gélt etidium bromiddal festettiik,
fényképeztiik, majd a gélképeket a Kodak Edas 290 denzitométer ¢s a Kodak 1D Digital
Science szoftver (Scientific Imaging Systems, New Haven) segitségével kvantifikaltuk.
Szemikvantitativ analiziseink sordn mintdinkban a G3PDH ¢és B-aktin héztartasi gének

kifejezédésére normalizaltunk.

Egyenes iranyl primer Forditott iranyu primer
PRINS exon 2 GGCCCAGTGAGAACTACGGAA TCATCTGAGCTTGAGTTAATCGGC
fibronektin AAGCCAATTTCCATTAATTACCGA AC TCTCATACTTGATGATGTAGCCGGTAA
RAB10 CATGAGTTTGGAAAAAGGACAACG CCATATCCTTTCTATGTACAATGCCG
Ciklin D1 AGGAGAACAAACAGATCA TAGGACAGGAAGTTGTTG
oS5 integrin ATTATCAGAGCAAGAGCCGGATAGA GGAGATGAGGGACTGTAAACCGA
KGFR(=FGFR2-IIIb) AGTTTAAGCAGGAGCATCGCATT CTGTTACCACCATACAGGCGATTAA
B-altin AGAGATGGCCATGGCTGCTT ATTTGCGGTGGACGATGGAG
G3PDH ACACTCCATGCCATCACTGCC GCCTGCTTCACCACCTTCTTG
PRINS 5° vég -554 TTTAGTAAACAATCTACCGAGCAGT -302 AAAACAAATGGTGGGCTGAG
PRINS 5° vég -1141 TGCTGCAGATAATCGTTTGG -370 CCAGCAAACCCAGCATAAGT
PRINS 5° vég -1483 CCTTTTCCTTTCCGAGACAA -1118 CAGGCCAAACGATTATCTGC
PRINS 5° vég 2369 ACAGGGTTTTGCCGTGTTAC -1464 TIGTCTCGGAAAGGAAAAGGA

4.5/1 tablazat. Az RT-PCR kisérletekhez hasznalt primerek szekvenciai

Kvantitativ reverz transzkriptaz polimeradz lancreakcio (Q-RT-PCR) céljara 1 pg
totdl RNS-t irtunk & ¢cDNS-sé az iScript kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,
USA) segitségével. A Q-RT-PCR reakciokat az 1Q Supermix-ben végeztiik (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, USA), a reakciok valos idejii detektalasa iCycler és iQ5
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) késziilékekkel tortént. Q-RT-PCR
kisérleteink soran minden esetben TagMan probakat, alkalmaztunk; vizsgélataink egy
részében sajat tervezésii primerekkel és TagMan probéakkal (IDT, Coralville, lowa, USA)
dolgoztunk, méréseink egy részét azonban az Applied Biosystems cég (Foster City,
California, USA) TagMan Gene Expression Assays kitjeivel végeztiik. A sajat tervezésii
primer-proba szekvencidkat, valamint a TagMan Gene Expression Assay-k azonositd
szamait a 3. tdblazatban Osszegeztem. A sajat tervezésli primerekkel és probakkal végzett
PCR reakciokat egyenként optimalizaltuk, a TagMan Gene Expression Assay-k hasznalata
soran pedig a gyart6 altal javasolt koriilményeket alkalmaztuk.

Meérési eredményeink értékelésekor relativ génexpresszios értékeket szamoltunk a
2728CT képlet segitségével (Livak és Schmittgen, 2001). A PRINS RNS abundancidjanak

kiilonb6z6é szovetekben vald megallapitasara kvantitativ szdmitasokat is végeztiink ¢és a
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valds idejii RT-PCR mérések soran kapott adatokat oly modon értékeltiik, hogy a PRINS
RNS mennyiségét fmol/ng totdl RNS egységekben is megadhassuk.

Egyenes irdnyl primer Forditott irany primer Taghdan préba
PEINS exon 1 GCATCTTCCCTIGGC AL A GCCTAAAGGACATTTCGGTAT TGC TGT TTT GGG TCC TAA CCA TC
3* Black Hole2
D1 ciklin Hs00277039_m1
D2 ciklin Hs00153380_m1
D3 ciklin Hs00236549_m1
Heurofilin 1 Hs01546499_m1
Szindelcén 4 H:00161817_m1
S'FAM
FGFRZ-Ib ACTCGGGGATALATAGTICCAL CCTTACATATATATTCCCCAGCAT ACATTGAACAGAGCCAGCACTT
3" Black Hole2
5'Texas Red
183 CGOGCTACCACATCCAAGGAL GCTGGAATTACCGCGGCT TGC TGG CAC CAGACTTGC CCTC 3
Elack Hole2

4.5/2 tablazat. A Q-RT-PCR kisérletekhez hasznalt primer és proba szekvenciak ill. kit

azonositok

4.4. Fehérje expresszios vizsgalatok

A dolgozatban ismertetett kisérleteinkben négyféle fehérje expresszids vizsgalati
modszert alkalmaztunk: immuncitokémiai és immunhisztokémiai festéseket, Western blott
analizist és aramlasi citometriai méréseket. A 4. tdblazatban 0sszesitettem, hogy az egyes
fehérjek detektalasahoz a fenti négy modszer koziil melyiket hasznéltuk, valamint ebben a
tablazatban adom meg a kisérleteinkhez hasznalt ellenanyagok adatait.

A Western blott vizsgalatokhoz fehérje kivonatokat készitettiink. Abban az esetben,
ha a kisérleteket HaCaT keratinocitdkon végeztiik, a lizispuffer Osszetétele a kovetkezd
volt: 1,5% sodium dodecyl sulphate (SDS), 62,5 mM Tris-HCl pH6,8, 5mM
ethylenediamine tatraacetic acid (EDTA), 5% 2-mercaptoetanol (2-ME), 1 uM/ml antipain,
1 uM/ml chimostatin, 1 uM/ml leupeptin. A puffer dsszetevdit a Sigma cégtdl rendeltiik. A
sejteket felszuszpendaltuk a lizis pufferban, centrifugaltuk, majd a feliilaszokat -20°C-on
taroltuk felhasznalésig.

Epidermisz és dermisz mintakbol neurofilin-1 és szindekdn-4 Western blott céljara
a kovetkezd eljarassal készitettiink fehérje kivonatokat. A szovetmintakat TRIzol oldatban
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) vettiik fel és homogenizaltuk, majd a kézikonyv
utasitasait kovetve egy kloroformos extrakciot kovetden -elvalasztottuk az RNS-t
tartalmazd vizes fazist és a fehérjéket tartalmazd fenol-kloroformos als6é fazist. Ez
utdbbibdl izopropil alkohollal kicsaptuk a fehérjéket, majd a csapadékot 0,3 M guanidin
hidroklorid etanolos oldatdval mostuk, végezetiil szaritottuk. A csapadékot 100 pl, SDS-t

tartalmazo vizben oldottuk fel.
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A HaCaT sejtekbdl, valamint az epidermisz és dermisz mintdkbol szarmazo
értekek alapjan 10 pg fehérje kivonatot megfuttattunk 10 %-os sodium-dodecyl-sulphate-
polyacrilamide (SDS-PAGE) gélen. A géleket ezt kovetden Coomassie Brilliant Blue
(CBB) (Sigma, Budapest, Hungary) festékkel megfestettiikk, szaritottuk ¢és
denzitometraltuk. A denzitometralds utan kapott adatok alapjan a Western blott-ra
hasznaland6 fehérje mennyiségeket Gjra szamoltuk, korrigaltuk és egy ismételt kor SDS-
PAGE futtatassal ellendriztiik. Western blott kisérleteinkhez a fenti eljaras soran korrigalt,
egyenldé mennyiségli fehérje kivonatokat vittiink fel SDS-PAGE gélre. A gélek
koncentracioja 8-12,5 % kozott valtozott, attol fliggden, hogy a detektalandd fehérje
milyen molekulasalya volt. A gélen elvalasztott fehérjéket nylon (Amersham,
Buckinghamshire, England) vagy nitrocelluléz (Bio-Rad, Hercules, California, USA)
membranra vittiik at. Ezt kovetden a membranokat detergenst (0,05% Tween 20, Sigma) és
3% tejport (Fluka Chemie AG, Neu-Buchs, Switzerland) tartalmazé Tris pufferelt oldatban
(150 mM NaCl, 25 mM Tris pH7,4) inkubaltuk 2 oran keresztiill szobahOmérsékleten.
Kovetkezd 1épésként a membranokra a specifikus elsddleges ellenanyagot is tartalmazé
Tris pufferelt oldatot tettiik, és azzal egy éjszakan keresztil inkubaltuk 4°C-on. A
megfeleld mosasi 1épések utan a masodlagos ellenanyagot is Tris pufferelt oldatban raktuk
a membranokra, majd 2 6ran keresztiil inkubaltuk szobahOmérsékleten. Western blott
kisérleteinkhez alkalikus fosztfatdzzal jelolt masodlagos ellenanyagokat hasznaltunk. Az
inkubalast kdvetden mosasi 1épések kovetkeztek, majd a membranokat 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazoliummal (BCIP/NBT) (Sigma, Budapest, Hungary)
hivtuk el6.

Immuncitokémiai festéseket fibroblasztokon, HaCaT sejteken és normal human
keratinocitakon végeztiink. A sejteket specialis, sejttenyésztésre is alkalmas targylemez
kamrakban ndvesztettik. A festés elsé Iépéseként a sejteket 20 percig 2%-o0s
paraformaldehidben (Sigma, Budapest, Hungary) fixaltuk 4°C-on, majd egy éjszakan
keresztiil inkubaltuk az elsédleges ellenanyaggal, szintén 4°C-on, egy magas paratartalmat
biztositdé kamraban. Izotipus kontroll festéshez egér IgG1-et (Sigma, Budapest, Hungary)
hasznaltunk, 1 pg/ml koncentracioban. Az immunfestés el6hivasa egy avidin-biotin
immunperoxidaz kittel tortént (Vectastain Elite Kit, Vector Laboratories, Burlingame,
California, USA), ahol 3-amino-9-etilkarbazol szolgélt kromogénként. Végiil a metszeteket

hematoxilinnal festettiik.
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Immunohisztokémiai festéseket a kovetkezoképpen végeztiink. A vizsgalatra szant
bérmintakat egy napig formalinban fixaltuk majd paraffinba dgyaztuk. 4 pm vastagsagu
metszeteket készitettiink, amelyeket szilanizalt targylemezekre helyeztiink. A mintakbol
xilén kezeléssel tavolitottuk el a paraffint, majd csokkend koncentracioji metanol €s etanol
oldattal rehidrataltuk 6ket. A metszetek endogén peroxidaz aktivitasat metanol és H,O,
90:3 aranyu elegyével blokkoltuk. Az antigének feltarasa érdekében a metszeteket 3 percig
105 °C-os termosztatban inkubaltuk, citrat pufferben (pH6), majd szobahOmérsékleten
hagytuk 6ket lehiilni. A nem specifikus antigének blokkolasat 1% BSA oldattal végeztiik.
Ezt kovetden a metszeteket az elsddleges ellenanyaggal inkubaltuk 30 percig, a 4.
tablazatban megadott higitasokban. Annak érdekében, hogy a festés intenzitasat noveljik,
a metszeteket HRP polimerrel (Envision® System, DAKO, Denmark) kezeltiik 30 percig.
A maésodlagos ellenanyaggal val6 reagaltatds és az immunhisztokémiai reakciok el6hivasa
a RealEnvision® System-mel (DAKO, Denmark) tortént és az el6hivds soran

fénymikroszkop alatt ellendriztiik a festés intenzitdsdnak valtozasat. Végezetiil a

metszeteket hematoxilinnel festettiik 1 percig.

“Western blott Immuncitolkémia TImmunhiszrolk fmia Aramlazos
citommetria
fibronektin kecske poliklonalis - - -
(ICH Biochemicals,
Aurora, Dhio, TSA)
1:200
ED A+ fibronelctin - eger monoklonalis - egér monoklonalis
(ICH Biochemicals, (ICH Biochemicals,
Aurora, Ohio, TTEA) Aurora, Ohio, TTEA)
lugiml 10 pwgiml
FGFR2-TME Myl poliklonalis 5 = =
(Santa Cruz
Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, California,
TTE4)
1:100
neurofilin 1 Myl poliklonalis - Myl poliklonalis -
(Santa Cruz (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, California, Santa Cruz, California,
TTE4A) T34
1:100 1:50
szindelan 4 egér moncklonalis - egér moncklondlis -
(Santa Cruz (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, California, Santa Cruz, California,
TTZA) TS4)
1:100 150

4.6/1 tablazat. A fehérje expresszios vizsgalatok sordn hasznalt médszerek és ellenanyagok

Osszesitése
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Aramlasi  citometrids méréseket fibroblasztokon, mint pozitiv kontroll sejteken és
epidermalis sejteken végeztiink, az EDA" fibronektin kimutatisara. A sejteket 0,4%-os
paraformaldehidben fixaltuk 20 percig 4°C-on, majd 70%-o0s etanolba helyeztiik és egy
éjszakan keresztiil -20°C-on inkubaltuk. Az irodalmi adatok szerint (Pollice és mtsai, 1992)
ezzel a fixalasi eljarassal elérhetd, hogy mind a membrankotott, mind az intracellularis
EDA" fibronektin detektalhato legyen. Ezt kovetéen a sejteket az elsédleges ellenanyaggal
inkubaltuk (4. tablazat) 30 percig szobahdmérsékleten. Kétszeri mosast kovetden
(PBS+0,5% BSA) a sejteket FITC jelolt masodlagos ellenanyaggal (egér ellenes patkany
IgG1; BD Pharmingen, San Diego, California, USA) inkubaltuk 30 percig. Ezt kdvetden a
sejteket vagy aramlési citometridval mértiik, vagy egy tovabbi festést végeztiink rajtuk PE
jelolt PCNA ellenes ellenanyaggal (BD Phramingen, San Diego, California, USA). Az
aramlasos citometrids mérés eldtt a sejteket még kétszer mostuk, majd PBS oldatban
felszuszpendaltuk. A méréseket FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany)
aramlési citométerrel végeztiilk, minimum 50.000, maximum 100.000 sejt analizisével. A
hattérfestddés meghatarozasara az EDA" fibronectin detektalasakor egér IgG1 (Sigma,
Budapest, Hungary) ellenanyagot hasznaltunk, a PCNA festddés hatterének méréséhez
pedig PE konjugalt egér IgG2a-t (Sigma, Budapest, Hungary). Az 4ramlasi citometrids
adatokat a Cell Quest (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) szamitogépes

programmal elemeztiik.

4.5. Funkcionalis vizsgéalatok

Funkcionalis vizsgalatokat kétféle megkozelitéssel végeztiink. Egy vizsgalatunkban
arra kerestilk a valaszt, hogy ha neutralizalo ellenanyaggal blokkoljuk az a5 integrin
miikddését, az hogyan hat a HaCaT sejtekben a D tipusu ciklinek expressziojara; mig egy
masik kisérletiinkben a PRINS RNS expresszidjanak génspecifikus csendesitését végeztiik
el és azt vizsgaltuk, hogy ez milyen hatassal van a sejtek viabilitasara.

Neutralizalo ellenanyaggal végzett blokkoldsi kisérletiinket szinkronizalt HaCaT
sejteken végeztiik. 1X10° db sejtet passzaltunk 25 cm’-es tenyésztéedényekbe (Corning
Incorporated, Corning, New York, USA). A passzalds utan 5 o6raval, amikor a sejtek mar
letapadtak a tenyésztdedény aljara, hozzdadtuk a kultirdhoz az oS5 integrin ellenes
neutralizal6 monoklonalis ellenanyagot (BD Phramingen, San Diego, California, USA), 20
ug/ml  végkoncentracioban. Izotipus kontrollként egér IgGl-et hasznaltunk (BD

Phramingen, San Diego, California, USA), szintén 20 pg/ml végkoncentracioban. A
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HaCaT keratinocitdkat 7 o6ran keresztiil inkubaltuk a fenti ellenanyagokkal. Mintdkat
kétszer vettlink a kultarakbol: eldszor kozvetleniil az ellenanyagok rahelyezését kovetden,
majd 12 ora elteltével. A sejteket TRIzol reagensben szuszpendaltuk, majd total RNS-t
izolaltunk bel6liik a gyart6 utasitdsainak megfelelden.

A PRINS gén expressziojanak specifikus csendesitésére a kovetkezd kisérletet
végeztik el. Az RNS masodlagos strukturajat egy szamitogépes program segitségével
vizsgaltuk (mfold; www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna) ¢és kivalasztottunk
harom olyan 19-mert, amely génspecifikus csendesitésre, siRNS kisérletre alkalmasnak
igérkezett. Ezeket a target szekvenciakat BLAST programmal
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ellendriztiik, annak érdekében, hogy mas gén
expressziojat ne befolyasoljak az siRNS kisérletben. A harom kivalasztott siRNS-nek
megfeleld DNS oligonukleotidokat megszintetizaltattuk: AK696:
TTTCTGGAATGATGTCCAA, AKS862: TGTGGCCTGTGTTCTTTCA, AK 1313:
TTTTCTTTAAAGACTGCCA, ahol a szamok az AK022045 hivatkozasi szamon elérhetd
PRINS szekvencia nukleotidjait jelolik. Kontrollként megszintetizaltattunk egy olyan
oligonukleotidot is, amely az AKI1313 szekvencia nukleotidjainak véletlenszertien
Osszekombinalt verzidja, és amely a BLAST ellenérzés szerint egyetlen human gén
kifejez6dését sem befolyasolja. Az oligonukleotidokat BamHI és Hindlll linker
szekvenciakkal szintetizaltattuk meg, majd a pSilencer 2.1-U6 hygro vektorba (Ambion,
Inc., Austin, Texas, USA) klonoztuk. A plazmidokat szekvenalassal ellendriztiikk. A HaCaT
(peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany) tisztitottuk, majd 2 pg tisztitott
plazmidot transzfektaltunk HaCaT sejtekbe a jetPEI reagenssel (QBioGene, Irvine,
California, USA). A stabilan transzformalt sejteket 200 pg/ml hygromicin jelenlétében
szelektaltuk, a klonokat felndvesztettiik, majd Q-RT-PCR modszerrel ellendriztik a

PRINS gén specifikus csendesitését.

4.6. Viabilitasi vizsgéalatok

Viabilitasi vizsgalatokat az ugynevezett MTT esszével végeztink. A HaCaT
sejteket 96 lyuku vizsgalati talcara pipettaztuk, lyukanként 3X10° sejtet. A sejteket a
kisérlet altal indikalt ideig novesztettiik, majd a mérés elvégzése elott a taptalajt lecseréltiik
olyan RPMI tapoldatra, amely nem tartalmaz fenol pirosat. Ekkor minden lyukba 50 pg 3-
(4,5-dimethiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromidot (MTT) pipettaztunk ¢€s a sejteket
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tovabbi 4 oraig inkubaltuk 37°C-on. A vizsgalat 1ényege, hogy az él6 sejtek az MTT-t
mitokondrialis szukcindt dehidrogendzuk segitségével oldhatatlan MTT-formazanna
alakitjak, amely savas izopropil alkohollal oldhatova teheté (0,04 M HCI isopropil
alkoholban oldva). A keletkez6 festék denzitasat 540 nm-en lehet mérni (Multiscan EX,
ThermoLabsystems, Vantaa, Finland) és a kapott értékbdl a tenyészetben talalhatd viabilis
sejtek szamara kovetkeztethetlink, mivel a mért optikai denzitas értéke egyenesen aranyos

a tenyészetben talalhato €10 sejtek szamaval.

4.7. Statisztikai analizisek

Genomikai vizsgalataink sordn arra torekedtiink, hogy a vizsgalt polimorfizmusok ¢€s a
betegségek kozotti Osszefiiggések fennallasat statisztikai probakkal elemezziik. Fisher-féle
egzakt probat, khi-négyzet- probat, valamint esélyhdnyados szamitdsokat végeztiink
ezekben az asszocidcios vizsgalatokban. Gén- ¢és fehérje expresszios kisérleteink
eredményeinek elemzésére Student-féle t-probat, egy-utas ANOVA-t, kétutas faktorialis
ANOVA-t ¢és Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk. Szamolasainkhoz a VassarStats
programcsomagot (http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html) hasznaltuk.
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5. Eredmények

5.1. A keratinocita proliferaci6 szabalyozasanak vizsgalata multifaktorialis
bdrbetegségekben

----------

jellemzett borbetegség. Ahhoz, hogy pathomechanizmusat minél alaposabban
megérthessiik, elengedhetetlen a keratinocitadk normal €s koéros proliferacios/differenciacios
folyamatait kisér6 gén- ¢és fehérje expressziés folyamatok megismerése, részletes
jellemzése. Munkacsoportunk az elmult tiz évben HaCaT keratinocitdkon végzett in vitro
kisérleteket végzett, valamint Onkéntes pikkelysomoros betegek epidermiszében is
Osszevetettiik a keratinocita proliferaciot/differenciaciot kiséré expresszios valtozasokat.
Ilyen jellegli kisérleteinket kiterjesztettik a vénas elégtelenség talajan kialakulo
labszarfekélyre is, amely szintén olyan multifaktoridlis borbetegség, amelynek

komponense a koros keratinocita proliferacio.

5.1.1. A szinkronizalt HaCaT keratinocitdk jol modellezik a normél humén keratinocitak

kiilonboz6 proliferacids és differencidcios allapotait

A Kkisérletes borgyogyaszati kutatasok elterjedt in vitro rendszerét biztositjak az
immortalizalt HaCaT keratinocitdk (Boukamp and Fusenig, 1993). A HaCaT keratinocitak
immortalizaltak és genetikusan kiillonboznek a normal keratinocitdktol (Ryle és mtsai,
1989), tanulméanyozasuk mégis értékes elsddleges adatokat szolgaltathat a sejtek
proliferaciés/differenciacios sajatossagairdl, amelyeket aztan a normal human tenyésztett
keratinocitakon végzett tovabbi kisérletek eredményeivel szoktunk dsszevetni.

Munkacsoportunk eldzetes adatai, valamint mas szerzék eredményei arra utaltak
(Bata-Csorgd és mtsai, 1995b; Carroll és mtsai, 1995; Pellegrini és mtsai, 1992), hogy az
aS integrin pikkelysomords tiinetmentes epidermiszben tapasztalhatd emelkedett
expresszidja szerepet jatszik a pikkelysomor pathomechanizmuséban, valamint az is
(K1 és K10) expressziés mintdzata is eltér a pikkelysomoros tiinetes epidermiszben. A D
tipusu ciklinek (D1, D2 és D3) pikkelysomor pathomechanizmusaban betdltott egyenkénti
szerepérol munkank kezdeti szakaszaban nem allt a rendelkezésiinkre adat, de eldzetes

eredmények (Bata-Csorgd és mtsai, 1996) arra utaltak, hogy a D1 ciklin izoforma a
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keratinocita sejtciklus Go/G; atmenetében fejezddik ki a legmagasabb szinten, itt tolt be
szabalyoz6 funkciot. Célul tiztik ki tehdt, hogy a HaCaT keratinocitdkban
tanulmanyozzuk az a5 integrin, a D1 ciklin és a K1/K10 molekulak expresszidjanak
valtozésait, annak érdekében, hogy eredményeinkkel hozzdjaruljunk ezen in vitro modell
rendszer tovabbi jellemzéséhez, valamint a fenti molekuldk pikkelysomor
pathomechanizmusaban betdltott szerepének tisztazasahoz.

Kisérleteinkhez kidolgoztunk a HaCaT keratinocitdk szinkronizaldsanak médszerét.
Az eljaras lényege, hogy a HaCaT keratinocitdk tenyészetét addig novesztjiik, mig elérik a
konfluens allapotot, majd tovabbi két hétig tenyésztjiik a sejteket kétnaponkénti taptalaj
cserével. A masodik héten a sejtektdl a szérumot is megvonjuk. Az eljaras kovetkeztében a
sejtek a masodik hét végére Gy sejtnyugalmi allapotba keriilnek. Ekkor a HaCaT
keratinocitdkat szétpasszaljuk, és a passzalaskor hasznalt taptalaj mar szérumot is
tartalmaz. A sejtek ennek kovetkeztében szinkron osztdodni kezdenek, melyet propidium
jodidos DNS festéssel tudunk demonstralni. Ezt kdvetden a sejtkultirakbol egy héten
keresztiil mintakat gytjtiink: az els6 két napban 12 6rédnként, annak érdekében, hogy a
sejtnyugalmi fazisbol vald kilépés ¢és a sejtproliferdcid gyors torténéseit minél
részletesebben tudjuk jellemezni (12, 24, 36 és 48 h); majd ezt kdvetden 72, 96 és 168 ora
elteltével.

Az a5 integrin, a D1 ciklin és a K1/K10 gén- ill. fehérje expresszios méréseket RT-
PCR ¢és Western blott analizisekkel végeztiik el. Eredményeink szerint (5.1.1/1. abra) az a5
integrin mRNS szintje a sejtnyugalmi fazisbol valo kilépés pillanatdban (0 h) igen alacsony
volt, de ezt kdvetden 12 oratol kezdddden hatarozott emelkedést tapasztaltunk a szintjében
(36-96 h), majd a 168 oras mintdban mennyisége ismét csokkenni kezdett. Ez a
génexpresszids mintdzat nagyon jO parhuzamot mutatott a propidium jodiddal kovetett
sejtosztddasi intenzitassal (Pivarcsi és mtsai, 2001). Az a5 integrin fehérje mennyiségének
novekedése az mRNS mennyiség novekedéséhez viszonyitva valamelyest késobb
kovetkezett be, maximumat 72 €s 96 6ranal tapasztaltuk (5.1.1/1. abra). A D1 ciklin mRNS
kifejezddése rendkiviil alacsonynak bizonyult a sejtnyugalmi fazisban levd, valamint az
abbdl kilépd sejtekben (12-24 h), expresszidja azonban hatdrozott emelkedést mutatott a
36-48-72 6ras mintdkban, majd a 96 és 168 o6ras mintdkban csokkeni kezdett. Ez a
kifejez6dési mintazat is (hasonléan az a5 integrinéhez) nagyon jo parhuzamot mutatott a

sejtek proliferacios allapotaval (5.1.1/2. abra).
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Time(h) 0 12 24 36 48 72 96 168

B
as

5.1.1/1 abra. o5 integrin expresszio HaCaT sejtekben.
A HaCaT sejteket széruméheztetéssel és kontakt-
gatlassal szinkronizaltuk, majd szérumot tartalmazo
tapfolyadékba passzaltuk. Az o5 integrin expresszidjat
RT-PCR (A) ¢és immunoblotting (B) modszerrel
vizsgaltuk a sejtnyugalmi fazisbol valé kilépést kovetd
jelzett idépontokban.

Time(h) 0 12 24 36 48 72 96 168

Cyeclin D1

5.1.1/2 abra. A D1 ciklin mRNS expresszidjanak
vizsgalata HaCaT sejtekben a sejtnyugalmi fazisbol
valo Kkilépést kovetéen. A D1 ciklin mRNS
expressziojat RT-PCR modszerrel kovettik a jelzett
idépontokban. A D1 ciklin (162 bp) és a belsd
kontrollként  hasznalt f-aktin (406) bp) PCR
amplikonokat etidium bromiddal festett agaréz gélen

detektaltuk.

A K1/K10 differencidcios marker gének expressziojat kizarolag a 0 6ras mintdkban
tudtuk detektalni, tehat a széruméheztetéssel és kontakt gatlassal Gy sejtnyugalmi fazisba
kényszeritett, differencialt sejtekben; ahogy a sejtek proliferalni kezdtek, mind a K1, mind
a K10 mRNS-ek mennyisége olyan mértékben lecsokkent, hogy RT-PCR modszerrel mar
nem lehetett azokat észlelni (5.1.1/3. édbra). A K1/K10 fehérjék mennyiségének csokkenése
azonban csak igen késve volt megfigyelhetd a sejtnyugalmi fazisbol kilépd, proliferalo
sejtekben: a K1 fehérje 72 oraig, mig a K10 fehérje a teljes egyhetes kdvetési szakaszban
észlelhet6 volt (5.1.1/3. ébra).

Time(h) 0 12 24 36 48 72 96 168 5.1.1/3 abra. K1 és K10 expresszié HaCaT sejtekben.

A HaCaT sejteket széruméheztetéssel és kontakt-

A K1 _ gatlassal szinkronizaltuk, majd a sejtciklusba valo

belépésiiket szérum tartalmu taptalajba valo passzalassal

1 indukaltuk. A K1/K10 mRNS-¢ek valtozasait RT-PCR-ral

K10 kovettiik (A); a K1 (67 kDa) és K10 (56,5 kDa)

fehérjéket immunoblott moédszerrel detektaltuk (B) a

B-actin m jeldlt idépontokban. A K1 (316 bp), a K10 (685 bp) és a

bels6 kontrollként hasznalt B-aktin (406 bp) PCR

Ki» _ amplikonokat etidium bromiddal festett agar6z gélen
K10 — detektaltuk.

B

A fenti eredmények jol mutatjak, hogy a kiilonb6z6 proliferacios (a5 integrin és D1
ciklin) és differencios (K1/K10) markerek mind gén-, mind fehérje expresszids szinten
markans valtozasokat mutatnak €s ezekkel a markergénekkel jol monitorozhatok a HaCaT
keratinocitak proliferacids/differenciacidés folyamatai. Ily moédon egy olyan érzékeny
kisérleti rendszert sikeriilt kifejlesztenlink és a mindennapi laboratériumi gyakorlatba
bevonnunk, amely alkalmas modellrendszert biztosit a keratinocitdk novekedésére hato
kiils6¢ faktorok tanulmanyozasdhoz. Munkank kovetkezd részében arrdl szdmolunk be,

hogy a szinkronizalt HaCaT sejtek proliferacios markereinek expresszids valtozasaival
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milyen jol kovethettiik a pikkelysomords keratinocita hiperproliferdcidhoz feltehetéen
hozzajaruld tényezok, Ggy, mint szérum faktorok, etanol és aceton hatasait a sejtek

novekedésére.

5.1.2. Szérum faktorok, az etanol és az aceton indukaljadk a keratinocita proliferacios
markerek expresszidjat, és feltehetden hozzajarulnak a pikkelysomorre jellemzo

keratinocita hiperproliferaciohoz

Vitathatatlan tény, hogy a pikkelysomoér egy olyan multifaktoridlis betegség,
amelynek pathogenezisében az epidermiszt infiltralé T sejtek altal termelt citokinek
alapveto szerepet jatszanak. Az els6 erre utaldo tudomanyos eredmények a nyolcvanas évek
elején sziilettek (Bos és mtsai, 1983; Valdimarsson ¢és mtsai, 1986), és az azota eltelt két
¢évtizedben végzett immunoldgiai kutatdsoknak koszonhetéen rendkiviili részletességgel
sikertilt feltérképezni a betegség hatterében 4all6 immunologiai rendellenességeket
(Nickoloff és mtsai, 2007). Mindezen egyértelmii eredmények mellett azonban az is tény,
hogy a pikkelysomort a keratinocita betegségként is kell mérlegelniink, mivel szdmos sajat
¢s mas szerzoktdl sziiletett eredmény arra utal, hogy a pikkelysomords tlinetmentes
epidermiszbdl szarmazo keratinocitdk kiillonboznek az egészséges, normal borbdl izolalt
keratinocitaktol (Bata-Csorgd és mtsai, 1995). Azt is megfigyelték, hogy a normal,
egészséges bor €s a pikkelysomords tiinetmentes bor bazalis membranja kozott szerkezeti
eltérések vannak: a tiinetmentes bor laminin és kollegén izoformainak lancai toredezettek,
szakadozottak az egészséges epidermisszel Osszehasonlitva (Mondello és mtsai, 1996;
Vaccaro ¢és mtsai, 2002). Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a pikkelysomor egy olyan
multifaktoridlis  bdrbetegség,  melynek  pathogenezisében az  immonologiai
rendellenességek alapvetd szerepet jatszanak, de a keratinocitdk és a bazélis membran
rendellenességei is sziikségesek, €s hozzajarulnak a pikkelysomorre jellemz6 koros
immunologiai folyamatok indukcidjahoz, majd fennmaradasahoz. Ezen feltételezéslinkbdl
kiindulva olyan anyagok keratinocita proliferdciora gyakorolt hatdsanak vizsgalatat
hataroztuk el, amelyek mint kiils faktorok hozzdjarulhatnak a pikkelysomoros
hiperproliferacio6 kialakulasdhoz.

Elsddlegesen azt vizsgaltuk, hogy a szérum milyen hatéssal van HaCaT sejtekben a
proliferaciés/differenciacios markerek expresszidjara. Intenziven osztoddé HaCaT sejtektol
megvontuk a szérumot, majd azt vizsgaltuk, hogy hogyan valtozik az a5 integrin és a

K1/K10 mRNS-ek expresszidja. Eredményeink szerint a szérum megvonasa nincs hatéssal
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a K10 mRNS expresszidjara, az a5 integrin gén kifejezo0dése nagymértékben lecsdkken,
mig a differenciacios marker K1 gén kifejez0dése megemelkedik szérum hidnyédban.
Mindebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a keratinocitadk o5 integrin és Kl
génexpresszidjanak szabalyozasaban szérumfaktorok is részt vesznek, mig a K10 gén
szabalyozasaban ezek a faktorok nem jatszanak szerepet (5.2.1/1. ébra).

Egy masik kisérletsorozatunkban arra voltunk kivancsiak, hogy az etanol és az
aceton szubtoxikus koncentracioban vajon direkt moddon hatnak-e a keratinocitak
proliferacidjara. A kisérlet elvégzésére az a klinikai megfigyelés sarkallt benniinket, hogy
alkohol fogyasztas kovetkeztében a pikkelysomords betegek tiinetei altaldban romlani
szoktak, és tisztazni szerettiik volna, hogy ez a hatas vajon kozvetlen méddon a
keratinocitak novekedésének befolydsolasan keresztiil, vagy kozvetett modon térténik meg.
Aktivan osztodd6 HaCaT sejtekhez acetont és etanolt adtunk, és mindossze féloras,
szubtoxikus koncentraciokban tortént kezelés hatasara megfigyelhetd volt az a5 integrin, a
D1 ciklin, valamint a KGFR gének expresszidjanak novekedése (5.2.1/2. dbra). Mind a
harom gén expresszidja a proliferalé keratinocitdkra jellemz6. A HaCaT sejtek
viabilitdsdnak valtozadsat MTT, proliferacidjat pedig BrdU esszével kovettiik, és azt
talaltuk, hogy a mind az etanol, mind az aceton hatdsara megndvekedett a sejtek
proliferacidjanak mértéke ill. viabilitasa (az eredményeket nem mutatom). Génexpresszids
¢s funkciondlis vizsgalataink eredményei tehat nagyon jo egyezést mutattak, arra utalnak,
hogy az aceton ¢és az etanol direkt keratinocita proliferacios indukcios hatéssal birnak, és
feltételezziik, hogy a pikkelysomoros tiinetek klinikailag megfigyelhetd romlasa direkt
hatasuknak is betudhato.

Time (h) 12 36 60 84 Control Acetone  Control Ethanol
05h 05h 2h 2h
« [ - e e

5.1.2/1 abra. Széruméheztetés hatasa az o5 integrin és
K1/K10 mRNS-ek expressziéjara HaCaT sejtekben.
A HaCaT sejteket a passzalast kovetd 12 oran keresztiil
szérumot tartalmazé taptalajban tenyésztettik, majd a
taptalajt lecseréltiik szérummentesre. Az a5 integrin és
K1/K10 mRNS-ek expressziojat RT-PCR moédszerrel
kovettilk 24, 48 és 72 oraval a szérum megvonast
kovetden. A a5 integrin (358 bp), a K1 (316 bp) és a
K10 (685 bp) PCR amplikonokat etidium bromiddal
festett agardz gélen detektaltuk.

5.1.2/2 abra. A sejtciklus szabalyozasaban részt vevo
gének expressziojanak vizsgalata RT-PCR
modszerrel. Az o5 integrin, a D1 ciklin és a KGFR
mRNS-ek expressziojat kontroll és acetonnal 30 percig,
illetve etilalkohollal 2 oran keresztiil kezelt HaCaT
sejtekben hasonlitottuk Ossze.
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5.1.3. A proliferalé keratinocitdk lehetséges forrasai az EDA motivumot hordozé

onkofotalis (EDA") fibronektinnek

Mint az elézdekben mar emlitésre keriilt, eldzetes adatok arra utaltak (Pellegrini és
mtsai, 1992), hogy a pikkelysomords tiinetmentes epidermisz keratinocitdi emelkedett
szintli a5 integrint expresszalnak. Ez feltehetden hozzajarul ahhoz a jelenséghez, amelyet
munkacsoportunk is demonstralt, miszerint a pikkelysomords tiinetmentes keratinocitak
inherens moédon érzékenyebben reagalnak a T-sejt limfokinek indukcidjara, amely a
pikkelysomor pathogenezisének egyik kulcs mozzanata. Keratinocita proliferacio
szabalyozassal kapcsolatos kutatasaink kovetkezd szakaszaban tehdt azt a problémakort
jartuk koriil, hogy az a5 integrin ligandjanak, a fibronektinnek milyen izoformait fejezik ki
a keratinociték, és ezek hogyan jarulhatnak hozza a pikkelysomdr pathogeneziséhez.

Munkankhoz az is tovabbi lendiiletet adott, hogy 2000-ben Ting ¢s munkatarsai
(Ting és mtsai, 2000) kozz¢ tették eredményeiket, miszerint a pikkelysomords tiinetmentes
bér dermo-epidermalis junkciojanak (DEJ) teriiletén EDA motivumot tartalmazo
fibronektin van jelen. Ez a fibronektin izoformat (EDA") onkofotalis fibronektinnak is
nevezik, mivel expresszidjat elsdsorban az embrionalis szovetekben ill. tumorokban lehet
tapasztalni. Kisérletes bizonyiték van arra nézve is, hogy az EDA" fibronektin expresszidja
elengedhetetlen a normal sebgyogyuldshoz (Muro és mtsai, 2003). Ting és munkatarsai
feltételezték, hogy a tiinetmentes bér DEJ teriiletén észlelt EDA™ fibronektin szerepet
jatszik a pikkelysomor pathogenezisében, €s hozzéjarul az abnormalis extracellularis milid
kialakitasahoz. Ugyanakkor a szerzok cikkiikben nyitva hagytak azt a kérdést, hogy vajon
melyik sejttipus a felelds az EDA" fibronektin termeléséért, mivel azt egyértelmiien ki
tudtdk zarni, hogy a dermisz fibroblasztjai termelnék ezt a fibronektin izoformat a
pikkelysomords tiinetmentes borben. Rothaupt és munkatarsai (Rothaupt €s mtsai, 2000)
ugyan kimutattak, hogy a DEJ teriiletén kimutathatdé CD11" sejtek termelnek bizonyos
mennyiségii EDA" fibronektint, azok alacsony szama azonban kizarja annak lehetéségét,
hogy az 4ltaluk termelt kis mennyiségii EDA" fibronektin alapvetéen megvaltoztassa a
lehetdségét, hogy maguk a keratinocitdk lehetnek-e forrasai az EDA” fibronektinnek,
amely aztdn a keratinocitakat korlilvevd extracellularis matrix  Osszetételének

megvaltoztatasaval autokrin médon befolyasolja a sejtek reakciokészségét.
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fibroblasts 100 (£36.43) 0.91 (£0.24):1
keratinocytes 0.35 (0.02) 1.21 (20.12):1
HaCaT cells 1.69 (£0.41) 2,55 (£0,20):1

5.1.3/1 abra. A fibroblasztok, a normal tenyészetett a
keratinocitidk és a HaCaT sejtek Kkiilonb6z6
mennyiségben expresszaljak az 6ssz fibronektint és az
EDA":EDA’ izoformsk ardnya is kiilonbézik benniik.
Mivel a fibroblasztok, a normal human keratinocitak és a
HaCaT sejtek nagymértékben kiilonboznek egymastol
fibronektin expressziojuk tekintetében, ezért a jo
mindségli detektalalas érdekében kiilonbozé mennyiségii
cDNS-eken végeztilk el a fibronectin-specifikus PCR
reakciokat. A PCR amplikonokat 1% agar6z gélen
futtattuk, (A), majd denzitometralas utan kiszamoltuk a
kifejezett 6ssz fibronektin mRNS mennyiségét, valamint
az EDA" és EDA" izoformak aranyat. A gélfoto (A) egy
reprezentativ  kisérlet eredményét mutatja be; az
atlag=SE (B) a fibroblasztok esetében kettd, mig a
normal keratinocitak és HaCaT sejtek esetében harom
fuggetlen kisérlet erdményeibdl keriilt kiszamolasra.

5.1.3/2 abra. Immuncitokémiai vizsgalatok human fibroblasztokon, keratinocitikon és HaCaT sejteken. Szubkonfluens
sejtkulturakat festettiink egér monoklonalis ellenanyaggal, amely specifikusan az extra domén A-t (EDA) hordozoé fibronektin
izoformat ismeri fel (A, C, E), valamint egér IgG1-gyet hasznaltunk izotipus kontrollként (B, D, F). A fibroblasztok egyontetii
citoplazmas festést mutattak (A), mig a keratinocitak (C) és a HaCaT sejtek esetében csak az osztodo sejtekben lattunk citoplazmas
festédeést.

A keratinocitak EDA" fibronektin termelését vizsgald kisérleteinket RT-PCT,
Western blott, immuncitokémia €és aramléasos citokémiai modszerekkel végeztiik. RT-PCR
kisérleteinkhez egy olyan primer part terveztiink, amellyel mérete alapjan jol elkiilonithetd
volt az EDA motivumot hordozo és az azt nem hordozo fibronektin izoforma. Elsdként azt
vetettiik Ossze, hogy a professziondlis fibronektin termeld fibroblasztok, a tenyészett
human keratinocitdk és a HaCaT sejtek milyen mértékben fejezik ki a fenti izoformak
mRNS-eit. Eredményeink szerint (5.1.3/1 abra) a keratinocitdk és a HaCaT sejtek a
fibroblasztok altal termelt Ossz fibronektin mRNS-ének csupan toredékét fejezik ki.
Erdekes médon azonban azt talaltuk, hogy mig a fibroblasztok és a keratinocitak az EDA"
¢s EDA" mRNS-cket megkozelitéleg egyforma mértékben expresszaljak, addig az
immortalizalt HaCaT sejtekben az EDA™ mRNS aranya két és félszerese az EDA’
izoformaénak. Immuncitokémiai vizsgalataink is azt mutattak, hogy az EDA" izoforma

HaCaT sejtekben joval magasabban fejezddik ki, mint a tenyésztett normal human
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keratinocitakban (5.1.3/2 dbra). Ezek az eredmények azt sugalljik, hogy az EDA" izoforma
termelése valamilyen modon 0sszefliggésbe hozhatd a nagyobb proliferacios kapacitassal.
Kovetkezd kisérletsorozatunkban azt vizsgaltuk, hogy hogyan valtozik az Ossz
fibronektin mennyisége, ill. az EDA"/EDA™ izoformdk ardnya keratinocitik
proliferacios/differenciaciés allapotanak fliggvényében. Ehhez a vizsgalathoz a
szinkronizalt HaCaT sejtek modellrendszerét alkalmaztuk. RT-RCR kisérleteink
eredményei szerint az 6ssz fibronektin szintje akkor a legmagasabb a szinkronizalt HaCaT
sejtekben, amikor azok a legintenzivebben proliferdlnak, mig az EDA"/EDA” mRNS arany

az intenziv proliferaciot megeldzden a legmagasabb (5.1.3/3 abra).

A 5.1.3/3 abra. Az ossz fibronektin mRNS mennyisége
fibronectin s és az EDA'/EDA" fibronektin izoformak aranya
egyarant fiigg a HaCaT keratinocitak
proliferacios/differenciaciés allapotatél. A HaCaT
sejteket  széruméheztetéssel ~ és  kontaktgatlassal
szinkronizaltuk (Oh), majd a szérum visszaadasaval és
B passzalassal a sejtnyugalmi fazis elhagyasara késztettiik
Oket. A jelolt idopontokban mintdkat gyujtottiink RT-
PCR kisérletekhez. Miutan a PCR amplikonokat 1%

G3FDH Sl Gl St Gt Gl B B s

0 12 24 36 48 72 96 168
hours after the end of synchronization

s .
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Az 0ssz fibronektinre vonatkozo adatainkat fehérjeszinten is igazoltuk Western
blott modszerrel (5.1.3/4 &bra). Az EDA" izoforma detektalasdhoz aramlasi citometrias
modszert kellett alkalmaznunk, amely szerint a 72 o6rds, aktivan proliferald6 HaCaT
keratinocitakban a sejtek 12,5%-a fejezi ki ezt az izoformat, mig a 0 6rds, sejtnyugalmi
fazisban 1év6 sejtek ezt az izoformat egyaltalan nem fejezik ki (5.1.3/5 abra). Ezek a
kisérletek mind azt igazoltdk, hogy a HaCaT keratinocitdk akkor termelik a legnagyobb
mennyiségli fibronektint, amikor a legintenzivebben proliferdlnak, valamint az onkof6talis

EDA" izoforma aranya is az aktiv proliferacios stddiumban a legmagasabb.
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5.1.3/4 abra. Az ossz fibronektin fehérje mennyisége a
HaCaT sejtek proliferaciés/differenciacios allapotatol
fiigg. A HaCaT sejteket széruméheztetéssel és kontakt-
gatlassal  szinkronizaltuk (Oh), majd a szérum
visszaadasaval és passzalassal a sejtnyugalmi fazis
elhagyasara késztettiik oket. A jelolt idépontokban
mintakat vettiink, Megfutattuk 6ket SDS-PAGE gélen,
majd CBB-vel megfestettik. A festés a mintak
egyenletes felvitelét mutatja (A). Ugyanezen fehérje
mennyiségeket a futtatast kovetden nylon membranra is
atvittink és Western blott analizist végeztink az 0ssz
fibronektin  detektalasara (B). A CBB  gélen
kivalasztottunk harom konstansan megjelend csikot,

5 e . 28 “' 71 rrgErT denzitometridval —meghataroztuk az intenzitisukat,
kiszamoltuk az atlagukat ¢és ezzel az értékkel
R Tk S o8 ayeamisntion normalizaltuk a Western blotton kapott 6ssz fibronektin
B intenzitasokat. Két fliggetlen kisérletb6l —atlagolt
‘ p— p—— e P normalizalt  Gssz  fibronektin  intenzitast  (£SE)
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5.1.3/4 abra. A fibronektin EDA" izoformija az aktivan proliferalé HaCaT sejtekben fejezédik ki. A HaCaT sejteket
széruméheztetéssel és kontaktgatlassal szinkronizaltuk (Oh), majd a szérum visszaadasaval és passzalassal a sejtnyugalmi fazis
elhagyésara késztettiik 6ket. Aramldsos citometriai méréseink szerint a sejtnyugalmi fazisban 1év6 (Oh) sejtek festédése (folyamatos
vonal) nem volt megkiilonboztethetd az izotipus kontroll festést6l (szaggatott vonal) (A). A sejtnyugalmi fazisbol vald kilépést
koveté 72. ordban az EDA" fibronektin specifikus festddés eltolédast mutatott az izotipus kontroll festéshez viszonyitva (B, bal
oldali panel). A bemutatott reprezentativ kisérletben a sejtek 12,56%-a mutatott a hattérnél magasabb szintli festddést. A PCNA

specifikus kettds festés azt is megmutatta (B, jobb oldali panel), hogy az EDA" fibronektint expresszalo sejtek mind pozitivak voltak
PCNA fest6désre is (lasd az abra jobb felsé kvadransat).

Végezetiil 0Osszehasonlitottuk az egészséges ¢és a pikkelysomoros —tlinetmentes

epidermiszbdl izolalt epidermalis sejtek onkofdtalis EDA™ fibronektin expressziojat.
Meéréseinkhez aramlasos citometriai modszert alkalmaztunk. Eredményeink szerint az
egészséges epidermiszbdl szarmazd sejtek révid ex vivo kultura sordn (72 6rés tenyésztés)
nem fejezik ki az onkofotalis EDA" fibronektint, mig a pikkelysomords tiinetmentes

epidermiszbdl szarmazéd sejtek 3%-a kifejezi ezt az izoformat (5.1.3/6 &bra). Ezt az
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eredménylinket direkt bizonyitéknak tekintjiik arra nézve, hogy a tiinetmentes epidermisz
keratinocitai maguk is lehetnek az onkofdtalis EDA" fibronektin termeldi, amellyel
hozzajarulnak az extracellularis matrix Osszetételének, s ezen keresztiil a keratinocitak

valaszkészségének megvaltozasahoz.

850 B850
A B 5.1.3/6 abra Az egészséges epidermiszbél izolalt
520 520 | epidermalis sejtek nem, de a pikkelysomoros
tiinetmentes epidermiszbél izolat sejtek egy Kkis
L 30 390] populicidja kifejezi a fibronektin EDA" izoformajat.
§ § Egészséges (A, B) és pikkelysomoros tiinetmentes (C, D)
260 © 200 epidermiszbdl izolalt sejteket 72 o6ran keresztiil
tenyésztettiink, majd megfestettik 6ket az EDA"
120 120 fibronektinre specifikus monoklonalis ellenanyaggal.
Mig az egészséges epidermiszbdl izolalt sejtek esetében
“wo P s e TS R Rt R " a FITC fluoreszcencia értéke nem haladta meg a hattér
EDA FITC Mouse IgG1 FITC festodését, a pikkelysomords epidermiszbdl izolalt sejtek
- - X egy kis populacidja (3,06%) e hatarérték feletti EDA"
C D FITC jelet adott.
o 704 |
&0 &0 4
80 50
fw fo
N 0 ° 30 3
20 3.06% 209
10 0 |
RO LIRS R A g G0 TRt 10E 1ed 10t
EDA FITC Mouse IgG1 FITC

5.1.4. A keratinocita novekedési faktor receptor (FGFR2-IIIb) kifejezddése a proliferald
keratinocitakban a legmagasabb szinti, ¢s mRNS expresszidja emelkedett mind a

pikkelysomoros tiinetes, mind a tiinetmentes epidermiszben

A keratinocita novekedési faktor receptor (KGFR, amely az FGFR2 IIIb splice
variansa), egy transzmembran tirozindz kindz, amely szdmos fibroblaszt novekedési faktor
(FGF), tobbek kozott az FGF-7 (mas néven keratinocita novekedési faktor = KGF-1)
receptoraként szolgdl. Egészséges epidermiszben az FGFR2-IIIb receptor foként a
szuprabazalis rétegben fejezodik ki, mig a bazalis sejtekben alacsony az expresszidja
(LaRochelle és mtsai, 1995; Rio-Tsonis és mtsai, 1997). A pikkelysomords tiinetes
epidermisznek mind a K1/K10", mind a K1/K10" rétegei magasabb szinten, mintegy két és
félszeres mennyiségben fejezik ki az FGFR2-IIIb receptor mRNS-t, a dermisz
fibroblasztjai pedig magasabb szinten expresszaljdk a KGF mRNS-t (Finch és mtsai,
1997). Finch és munkatarsai Osszehasonlitdsaikat azonban pikkelysomords tlinetes és
tiinetmentes bormintdk kozott végezték el, nem tettek Gsszehasonlitasokat egészséges és
pikkelysomords mintak kozott. Elhataroztuk tehat, hogy megvizsgaljuk annak a

lehetéségét, hogy vajon a pikkelysomords tlinetmentes bor is mutat-e eltéréseket az
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KGF/FGFR2-ITIIb ligand/receptor rendszer tekintetében, és hogy ezek magasabb
expresszidja hozzajarul-e a pikkelysomoros tiinetmentes keratinocitak aktivalt allapotahoz
¢s a kiilso tényezokkel szembeni érzékenységéhez.

A masik ellentmondas, melyet tisztdzni szerettiink volna azzal kapcsolatos, hogy egyes
szerzOk a differencialodo keratinocitdk sajatsdganak talaltdk az emelkedett szinti FGFR2-
IITb expresszidt (Capone €s mtsai, 2000; Marchese és mtsai, 1997; Visco ¢és mtsai, 2004),
mig a pikkelysomorben tapasztaltak (Finch €és mtsai, 1997) és egyes in vitro eredmények
(Zhou ¢és mtsai, 1996) arra utaltak, hogy az FGFR2-IIIb-t az aktivan proliferalo
keratinocitak fejezik ki a legmagasabb szinten, és kiillonb6zd antiproliferativ hatasu
anyagok csokkentik az expresszidjat.

Kvantitativ reverz transzkriptarz polimeraz lancreakciot (Q-RT-PCR) végeztiink annak
tisztazasara, hogy vajon a tiinetmentes pikkelysomords epidermiszben is tapasztalhatunk-e
emelkedett FGFR2-IIIb expressziot. Eredményeink arra utalnak (5.1.4/1 abra), hogy az
egészséges epidermiszhez viszonyitva mind a tiinetes, mind a tiinetmentes pikkelysomoros
epidermiszben magasabb az FGFR2-IIIb mRNS expresszid. A Finch és munkatarsai (Finch
¢s mtsai, 1997) altal kozolt eredményeket tehat azzal a sajat adattal tudtuk kiegésziteni,
hogy az emelkedett szinti FGFR2-IIIb expresszid6 nem csupdn a mar hiperproliferalo
pikkelysomords keratinocitdk sajatsaga, hanem a tlinetmentes epidermiszben is magasabb,

¢s ez feltehetden hozzajarul a tlinetmentes teriiletek keratinocitainak pre-aktivalt

allapotéhoz.
= 5
E 5.1.4/1 4bra. FGFR2-IIIb mRNS expresszi
- 'I' r r . . e e o r .
e egészséges, pikkelysomoros tiinetmentes és tiinetes
a3 epidermiszben. Az FGFR2-IIIb mRNS expressziojat Q-
% RT-PCR modszerrel hasonlitottuk Ossze egészséges
E 5 _ . P TN Al
g - (n=5), pikkleysomoros tiinetmentes (n=4) és tiinetes
= L (n=4) epidermisz mintdkban. A relativ expresszios
E értékeket az egészséges epidermiszben kapott adathoz
& . : viszonyitva adtuk meg (+SE).
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epidermis psoriatic epidermis
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5.1.4/2 abra. A HaCaT sejtek magas szintii FGFR2-
IIIb expressziéja a sejtek aktiv proliferacios
allapotaira jellemzé. A HaCaT sejteket
széruméheztetéssel és kontaktgatlassal szinkronizaltuk,
majd a sejtnyugalmi fazisbol valo kilépésiiket kdvetden a
jelzett idépontokban mintakat vettiink. (a) Az FGFR2-
IIIb mRNS expresszidjat Q-RT-PCR moédszerrel mértiik,
majd a 18S RNS expresszidjaval normalizaltuk. A
grafikonon 4brazolt relativ expresszids értékeket a
széruméheztetett, kontaktgatolt (Oh) sejtekben mért
adatokhoz viszonyitva adtuk meg. Az abrazolt értékeket
harom fiiggetlen kisérlet atlagolt adataibol szamoltuk ki
(£SE). (b) Az FGFR2-IlIb fehérje mennyiségi
valtozasainak kovetéséhez a jelolt id6pontokban
mintdkat  vettiink, melyeket SDS-PAGE  gélen
megfuttattunk, majd CBB festékkel megfestettiink. A
gélkép egyenletes mintafelvitelt mutat. (c) Azonos
mennyiségli fehérjemintdkat nitrocelluléz membranra
vittlink at, majd Westen blott vizsgalatot végeztiink a
rendelkezésiinkre allo nyul poliklonalis ellenanyaggal. A
90 KDa magassagaban jelentkezd csik az FGFR2-IIIb
specifikus  detektalasat jelzi. (d) A CBB gélen
kivalasztottunk harom konstansan megjelend csikot,
denzitometridval —meghataroztuk az intenzitasukat,
kiszamoltuk az atlagukat ¢és ezzel az értékkel
normalizaltuk a Western blotton kapott FGFR2-IIIb
specifikus csikok intenzitasat. A grafikonon abrazolt
relativ fehérje expresszios értékeket a széruméheztetett,
kontaktgatolt (Oh) sejtekben mért adatokhoz viszonyitva
adtuk meg. Az abrazolt értékeket harom fiiggetlen
kisérlet atlagolt adataibol szamoltuk (£SE).

Annak a kérdésnek a tisztazasara, miszerint az FGFR2-IIIb expresszidé indukcidja a

keratinocitak proliferacidjahoz vagy differenciacidjdhoz kotott, in vitro vizsgalatokat

végeztiink immortalizalt HaCaT keratinocitdkon. Kisérleteink egy részében a szinkronizalt

HaCaT keratinocitdk modellrendszerét alkalmaztuk és kimutattuk, hogy az FGFR2-IIIb

mind mRNS, mind fehérjeszinten az aktivan proliferaldo sejtekben fejezédik ki a

legmagasabb szinten: mRNS szintli expresszioja a sejtnyugalmi fazisbol torténd kilépést

kovetd 48, mig fehérje expresszios maximuma 72 és 96 ora elteltével lathatd (5.1.4/2 ébra).

Propidium-jodidos DNS festési vizsgalataink szerint (Pivarcsi és mtsai, 2001) a HaCaT

keratinocitak ezekben az idOpontokban proliferdlnak a legaktivabban a sejtnyugalmi

fazisbol torténd szinkron kilépést kovetden.
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(h)
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161 parRom ad

12
5.1.4/3 abra. Az FGFR2-IIIb expresszidja csokken a
HaCaT kartinocitak szuszpenzio indukalt
differencialodasa soran. Aktivan proliferalo HaCaT
keratinocitdkat sejttenyésztd és bakteridlis tenyésztd

g 8
E 4
]

= 12 96 (h) edényekbe passzaltunk, majd a jelzett iddpontokban
% .Tlssue cttlture p!dle *P<0.05 mintdkat  vettink. (a) Az FGFR2-IIlb mRNS
= O Bacterial plate expressziojat Q-RT-PCR moédszerrel mértiik, majd a 18S
RNS expresszidjaval normalizaltuk. A grafikonon
] B B 218kDa abrazolt relativ expresszios értékeket a passzalas el6tti
= 120kDa sejtekben mért adatokhoz viszonyitva adtuk meg. Az
BOKDe) abrazolt értékeket harom fuggetlen kisérlet atlagolt
e adataibol szamoltuk ki (£SE) (ANOVA analizis 48
— vt e 6ranal, p=0,0359; 72 6ranal p=0,0315). (b) Az FGFR2-
= = 2B 339kDa IlIb fehérje mennyiségi valtozasainak kovetéséhez a
o § .EL jelolt idépontokban mintakat vettiink, melyeket SDS-
C 24 48 T2 48 72 96 (h) PAGE gélen megfuttattunk, majd CBB festékkel
plate:  Tissue culture Bacicrial megfestettiink. A gélkép egyenletes mintafelvitelt mutat.

(c) Azonos mennyiségli fehérjemintakat nitrocelluloz

. . membranra vittiink at, majd Westen blott vizsgalatot

_E\_*-"’ .y | végeztiink a rendelkezésiinkre allo nyul poliklonalis
i ellenanyaggal. A 90 KDa magassagaban jelentkez6 csik

: e _ az FGFR2-IIIb specifikus detektalasat jelzi. (d) A CBB
e wver W S 1N :"_ - - ""11 Ll gélen kivalasztottunk harom konstansan megjelend
- oy csikot, denzitometriaval meghataroztuk az intenzitasukat,

| kiszamoltuk az atlagukat ¢és ezzel az értékkel

v ol 5 3 ) ; normalizaltuk a Western blotton kapott FGFR2-IIIb
C 24 48 72 96 24 48 72 96(h) specifikus csikok intenzitasat. A grafikonon abrazolt
plate:  Tissue culture Bacterial relativ fehérje expresszids értékeket a passzalas eldtti
sejtekben (C) mért adatokhoz viszonyitva adtuk meg. Az

7 30 abrazolt értékeket két fiiggetlen kisérlet atlagolt adataibol

£, g|FGFR2ID szamoltuk (+SE) (ANOVA analizis 48 6ranal p=0,0242).
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O Bacterial plate

Egy masik kisérleti megkozelitésben azt vizsgaltuk, hogy hogyan valtozik az FGFR2-
IIIb magas szintli expresszidja, ha az aktivan proliferaldé HaCaT keratinocitdk tenyésztési
koriilményeit oly mdodon véltoztatjuk meg, hogy azokat differencidciora késztetjiik, vagy
anti-proliferativ hatast anyaggal kezeljiik.

Az egyik kisérletben a szemi-konfluens HaCaT keratinocitak tenyészetének egyik felét
sejttenyésztésre alkalmas Petri-csészékbe passzaltuk, ahol lehetdségiik volt ismét letapadni
¢s proliferalni. A tenyészet masik felét olyan Petri-csészébe passzaltuk, amelynek felszinét
nem kezelték a sejtek letapadasat eldsegitd anyaggal, (ezeket a csészéket a
laboratoriumokban baktériumok ¢és gombak tenyésztésére hasznaljak), igy a frissen
atpasszalt sejteknek nincs lehetdségiik letapadni, hanem szuszpenzidban maradnak. Jol
ismert tény, hogy az adherens sejtekben a letapadas megakadalyozasa azok
differencidciojat, majd anoikozisat indukélja. Arra voltunk tehat kivancsiak, hogy egy

ilyen kisérleti rendszerben hogyan véltozik az FGFR2-IIIb expresszioja, vajon az aktiv
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proliferacié gatldsa hogyan hat annak expresszids szintjére. Az FGFR2-IIIb-vel
parhuzamosan vizsgéaltuk a K10 differencidciés marker expressziojat is a HaCaT
keratinocitakban. Eredményeink szerint az FGFR2-IIIb expresszioja mind mRNS, mind
fehérje szinten nagymértékben lecsokkent a szuszpenzi6 indukalta differenciacio folyaman
(5.1.4/3 abra): a legkifejezettebb kiilonbséget a 48 ¢és 72 o6rds mintdk mutattdk a
sejttenyésztd edénybe és a bakteridlis edénybe passzalt HaCaT sejtek kozott. Az FGFR2-
IlIb expresszidjaval ellenkezd kifejezddési mintazatot mutatott a K10 differenciacios
marker mind mRNS, mind fehérje szinten. A sejttenyészté edénybe passzalt HaCaT
sejtekben a K10 mRNS expresszioja nem is volt detektalhato, mig a bakterialis edényben,
szuszpenzioban novo sejtekben megemelkedett a K10 mRNS szintje. A K10 fehérje szintje
a sejttenyésztd edényben tartott sejtekben fokozatosan csokkent, mig a szuszpenzio-

indukalt differencialodd HaCaT keratinocitakban fokozatosan emelkedett (az adatokat nem

mutatom).
() z 23 5.1.4/4 Az antipszoriatikus hatasa  dithranol
3 29 dézisfiiggé modon csokkenti az FGFR2-I1Ib
E expressziéjat. Aktivan proliferalo HaCaT sejteket
= 1.5 kezeltiink acetonban feloldott (Ac) dithranollal a jelolt
§ 1.0 koncentraciokban 30 percen keresztiil, a dithranolt
£ tartalmazo tapfolyadékot eltavolitottuk, tovabbi 4 o6ran
=2 L keresztiil tenyésztettiik a sejteket, majd mintakat vettiink
E . Q-RT-PCR  vizsgilatokhoz ~ és  Western  blott
E C AcC w analizisekhez. (a) Az FGFR2-1IIb mRNS expresszidjat
£ pg/ml dithranol Q-RT-PCR médszerrel mértik, majd a 18S RNS

expressziojaval normalizaltuk. A grafikonon &brazolt
il relativ  expressziés  értékeket az  acetonmentes

(b) — .
E e tapfolyadékban tenyésztett sejtekben (C) mért adatokhoz
* “1kDa viszonyitva adtuk meg. Az abrazolt értékeket harom
- fiiggetlen kisérlet atlagolt adataibol szamoltuk ki (+SE)
— —

-_——

——
— — 435 kDa (b) Az FGFR2-IIIb fehérje mennyiségi valtozasainak
= == — B kovetés¢hez mintakat vettiink, melyeket SDS-PAGE
— 339kDa gélen megfuttattunk, majd CBB festékkel megfestettiink.
c ;cc- 0l 0.25 05 A gélkép egyenletes mintafelvitelt mutat. (c) Azonos

mennyiségli fehérjemintakat nitrocelluloz membranra
vittiink at, majd Western blott vizsgéalatot végeztiink a
rendelkezésiinkre allo nyul poliklonalis ellenanyaggal. A
o~ - = 90 KDa magassagaban jelentkez$ csik az FGFR2-11Ib

specifikus detektalasat jelzi. (d) A CBB gélen

kivalasztottunk harom konstansan megjelené csikot,
| 90kDa denzitometriaval meghataroztuk az intenzitasukat,

pg/ml dithranol

(c)

x s e Sl ‘ T kiszamoltuk az atlagukat ¢és ezzel az értékkel
normalizaltuk a Western blotton kapott FGFR2-IIIb
specifikus csikok intenzitasat. A grafikonon abrazolt
relativ fehérje expresszids értékeket az aceton mentes

c AcC 0.1 0.25 05 tapfolyadékban tenyésztett sejtekben (C) mért adatokhoz
pg/ml dithranol viszonyitva adtuk meg. Az abrazolt értékeket két
) fiiggetlen kisérlet atlagolt adataibol szamoltuk (£SE)
3 2.0
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Masik kisérletiinkben a pikkelysomor kezelésében hasznalt anti-proliferativ hatast
dithranollal kezeltiink a HaCaT sejteket és vizsgaltuk FGFR2-IIIb expresszidjukat. Azt
tapasztaltuk (5.1.4/4 abra), hogy dithranol hatdsara az FGFR2-IIIb expresszidja mind

mRNS, mind fehérje szinten dozisfiiggd csokkenést mutatott.

crer

.....

indukaljuk, az FGFR2-IlIb expresszidja nagymértékben lecsokken. Ezeknek a
kisérleteknek az eredményei, valamint a szinkronizalt HaCaT keratinocitdk vizsgalata
soran szerzett adataink mind arra utalnak, hogy az FGFR2-IIIb expresszioja a keratinocitak
aktivan proliferalo allapotat jellemzi, és cafoljak azt a korabban felvetett tézist (Capone és
mtsai, 2000; Marchese ¢és mtsai, 1997; Visco és mtsai, 2004), miszerint a receptor a
differencialodo keratinocitdkban indukalodna. Kimutattuk tovabba azt is, hogy az FGFR2-
IIIb mRNS expresszidja nem csupan a hiperproliferacioval jellemzett tiinetes
keratinocitakban, hanem a tiinetmentes epidermisz pre-aktivalt allapotban levd
keratinocitaiban is magasabb szinten expresszalodik, mint az egészséges epidermiszben, ez
alapjan feltételezziik, hogy az emelkedett FGFR2-IIIb kifejezédés hozzdjarulhat a
tinetmentes  keratinocitdk  kiils0  hatdsokra  adott  emelkedett  proliferacios

valaszkészségéhez.

5.1.5. A D tipusu ciklinek a sejtciklus kiilonb6z6 szakaszaiban toltenek be szabalyozo

szerepet, és expressziojuk kiilonbségeket mutat pikkelysdmdrben

Munkank korai szakaszaban, amikor a szinkronizalt HaCaT sejtek modell rendszere
kidolgozésra keriilt (Pivarcsi és mtsai, 2001), ill. amikor az aceton és az etilalkohol
keratinocita proliferaciora gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk (Farkas ¢s mtsai, 2003), mar
vizsgéltuk a D1 ciklin mRNS expresszigjat. Megallapitottuk, hogy a D1 ciklin mRNS
magas szintli expresszioja a proliferalo HaCaT sejtekben volt a legmagasabb, valamint
hogy a HaCaT sejtek novekedését indukald aceton és etilalkohol a D1 ciklin mRNS
expresszidjat is indukalja. Ezeket a megallapitasainkat agaréz gélen detektalt reverz
transzkriptaz polimeraz lancreakcido (RT-PCR) vizsgalataink eredményei alapjan tettiik.
Munkacsoportunk sajat eredményei (Bata-Csorgd és mtsai, 1996) és irodalmi adatok
(Bartkova ¢és mtsai, 1998; Xu és mtsai, 2003) is arra utaltak, hogy a D tipusu ciklinek (D1,
D2 ¢s D3 ciklin,) a sejtciklus kiilonb6z6é szakaszaiban tdltenek be szabalyozd funkciot.

Ezért elhataroztuk, hogy az id6kozben a laboratériumunkban bevezetésre keriilt kvantitativ
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reverz transzkriptdz polimerdz lancreakcid6 (Q-RT-PCR) segitségével részletesen
elemezzikk a D tipusu ciklinek mRNS expresszidjat szinkronizalt HaCaT sejtekben,
valamint megvizsgaljuk annak a lehetdségét is, hogy a pikkelysomords tiinetmentes
epidermisz keratinocitdin abnormalisan magasan kifejez6d6 a5 integrinnek van-e szerepe a
DI ciklin expresszidjanak szabalyozasaban. Végezetiil arra is kivancsiak voltunk, hogy
vajon pikkelysomorben latunk-e kiilonbségeket a kiilonb6z6 D tipusu ciklinek mRNS és
fehérje expresszidjaban.

Q-RT-PCR kisérleteink eredményei szerint (5.1.5/1 &bra) a sejtnyugalmi fazisbol
kilépd (Oh) HaCaT sejtekben a D1 ciklin expresszidja nagyon alacsony volt, majd mértéke
ugrasszerien megnovekedett 12 és 24 oraval a sejtnyugalmi fazisbol vald kilépést
kovetden. Eredményeink tehat arra utaltak, hogy a D1 ciklin mRNS expresszidja akkor a
legmagasabb, amikor a sejtek szinkron elkezdenek osztédni, majd expresszidja a 24. orat
kovetden egyre alacsonyabb lett. Ez az eredményiink jo egyezést mutatott a kordbbi,
agaroz gélen detektalt RT-PCR kisérleteink eredményeivel. A ciklin D2 és D3 mRNS-ek
kifejez0dési mintazata eltért a D1 ciklin esetében tapasztaltakétol. A D2 ¢és D3 ciklin
mRNS-ek is igen alacsony szinten fejezddtek ki a sejtnyugalmi fazisban 1évé HaCaT
sejtekben (0Oh), expresszidjuk mértéke egyenletesen ndvekedett és a sejtnyugalmi fazisbol
val6 kilépést kovetd 48 ill. 72 6ranal érte el maximumat, majd fokozatosan csokkent (96 €s
168 h). Aramlasos citometriai méréseink fehérje szinten is megerdsitették a fent ismertetett
expresszios valtozasokat. Eredményeink szerint a D tipusu ciklinek a szinkronizalt HaCaT
sejtek kultarjaban kiilonbozé idopontokban fejezOdnek ki magas szinten, ami arra utal,
hogy a sejtciklus kiilonbdz6 staddiumaiban toltenek be szabalyozo szerepet.

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy az a5 integrin altal medialt jelatviteli utak vajon
szabalyozzak-e a D tipusu ciklinek mRNS expresszigjat. Kisérleteinket ugy végeztiik, hogy
a HaCaT keratinocitakat szinkronizaltuk, szérumot tartalmaz6 taptalajba atpasszaltuk és ot
oran keresztiil hagytuk Oket letapadni, majd a sejtekhez oS5 integrin neutralizalo
ellenanyagot adtunk. A neutralizald ellenanyagot azért nem kozvetleniil a szétpasszalas
utan adtuk a sejtekhez, mert a letapadés folyamatat nem akartuk befolyédsolni az a5 integrin
neutralizalasaval. A sejteket ezt kovetden 7 oran keresztiil inkubdltuk a neutralizalo
ellenanyaggal, majd Q-RT-PCR mddszerrel megvizsgaltuk a D1, D2 és D3 ciklinek
expresszidjat. A D2 és D3 ciklinek mRNS expressziojat nem befolydsolta az a5 integrin
neutralizalo ellenanyaggal vald kezelés (az adatokat nem mutatom be), a D1 ciklin
kifejezddése azonban szignifikdns modon lecsdkkent a kezelés hatdsara, a kezeletlen és az

izotipus ellenanyaggal kezelt sejtekkel Osszevetve (5.1.5/2 é&bra). Eredményeink arra
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utalnak, hogy a D tipust ciklinek szabalyozasaban kiilonb6zd jelatviteli utvonalak vesznek

részt: az a5 integrin medialt jelatviteli folyamatok szerepet jatszanak a D1 ciklin

szabalyozaban, mig a D2 és D3 ciklinekében feltehetéen nem.
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5.1.5/2 Az o5 integrin funkciéjanak blokkolisa a
HaCaT sejtek letapadasat kovetden csokkenti a sejtek
D1 ciklin mRNS expressziojat. Az oS integrint
neutralizalo monoklomalis ellenanyagot a
tenyésztbedény aljara  éppen letapadt, elézdleg
szinkronizalt és a sejtnyugalmi fazist elhagy6 HaCaT
keratinocitakhoz adtuk. A neutralizalo ellenanyag D1
ciklin mRNS expressziora gyakorolt hatasat Q-RT-PCR
modszerrel vizsgaltuk. Az abrazolt relativ
génexpressziés adatokat a kezeletlen (0Oh) mintdkban
mért adatokhoz viszonyitva kaptuk (n=3) (atlag +SD
*P<0,05, Mann-Whitney U-teszt)

5.1.5/1 abra. A D1, D2 és D3 ciklinek mRNS expresszija szinkronizalt HaCaT sejtekben. HaCaT keratinocitdkat (n=3)
szinkronizaltunk széruméheztetéssel és kontaktgatlassal, majd szérumot tartalmazo taptalajba vald passzalassal arra késztettiik oket,
hogy kilépjenek a sejtnyugalmi fazisbol és osztodni kezdjenek. A D1, D2 és D3 ciklin mRNS szintek valtozasait Q-RT-PCR
modszerrel mértiik a jelzett iddpontokban (a-c). Az dbrazolt relativ génexpresszids adatokat a sejtnyugalmi fazisban (Oh) levd sejtek
mintdiban mért adatokhoz viszonyitva kaptuk (4tlag =SD *P<0,05, Dunnet’s teszt).

Miutén azt talaltuk, hogy a D tipusu ciklinek expressziojanak szabalyozasa HaCaT

sejtekben eltér, azt is megvizsgaltuk, hogy vajon pikkelysomorben kiilonbozik-e mRNS ¢és

fehérje szintli kifejez6désiik. Q-RT-PCR méréseink eredményei szerint (5.1.5/3 4bra) a D1

ciklin expresszidja mind a pikkelysomords tiinetes, mind a tlinetmentes epidermiszben

alacsonyabb volt, mint az egészséges epidermiszben; mig a ciklin D2 és D3 mRNS-ek

szignifikdnsan magasabb szinten fejezdédtek ki a tlinetes epidermiszben, mind a

tiinetmentes, mind az egészséges epidermiszhez viszonyitva. Génexpresszios vizsgalataink

eredményeinek megerdsitésére kétféle fehérje expresszios modszert is alkalmaztunk.

Aramlasi citometrids méréseink szerint a D tipusi ciklinek kiilonb6zé mértékben

fejezOdnek ki a keratinocitakban, eltérést azonban az egészséges, pikkelysomor tiinetes €s
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tiinetmentes epidermiszbdl izolalt keratinocitdkon nem tudtunk detektélni (az adatokat nem

mutatom).
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s 0 . p 5.1.5/4 abra. A D1 és D3 ciklinek kimutatisa
MNormal Non-lesional Lesional . . P . L. P
a6 g o immunhisztokémiaval egészséges és pikkelysomoros
tilnetes epidermiszben. A D1 ciklint kifejezd sejtek
c o 8 szama igen alacsony, a festédés citoplazmas és az
E Z % egészséges epidermisz bazalis sejtjeire jellemz6 (a). A
E“E —— tiinetes pikkelysomoros epidermiszben mind a bazalis,
5 = 6 | mind a szuprabazalis sejtekben kimutathaté a D1 ciklin
< % E kifejez6dése, a festédés a sejtmagban erés, a
2 5o 4 citoplazmaban gyengébb (c). D3 ciklin festddést a
s ol . . . . L. .
EER sejtmagban, és a citoplazmaban is ki tudtunk mutatni, de
o 2 ez az expresszio kizarOlag a szOrtliszOk szuprabazalis
23 _ﬁ - sejtjeiben volt megfigyelhetd mind az egészséges (b),
z E 0 . . mind a pikkelysomords tiinetes (d) borben. Az abrazolt
s Normal Non-lesional Lesional egység = 50 um. A jobb felsé sarokban bemutatott
n=6 n=6 n=6 részletek nagyitasa 40X.

5.1.5/3 abra. A D1, D2 és D3 ciklin mRNS-ek expresszidja pikkelysomords tiinetes, tiinetmentes és egészséges epidermiszben.
A DI (a), a D2 (b) és a D3 (c) ciklin mRNS-ek expressziojat Q-RT —PCR modszerrel vizsgaltuk egészséges (n=6), pikkelysomoros
tiinetmentes (n=6) és tiinetes (n=6) epidermisz mintdkban. Az abrazolt relativ génexpresszios adatokat az egészséges epidermisz
mintdkban mért adatokhoz viszonyitva kaptuk (atlag +SD *P<0,05, Student’s teszt).

Immunhisztokémiai vizsgalatainkkal a D1 ciklin és D3 ciklin fehérjéket detektalni
tudtuk az egészséges ¢€s a pikkelysomords mintdkban. D2 ciklint nem tudtunk kimutatni a
mintdkban, melynek oka nem technikai okokra volt visszavezethetd, mivel a pozitiv
kontroll melanoma és elszarusodé laphamrak mintakban ugyanazzal az eljarassal tudtuk
detektalni a ciklin D3-at kifejezd sejteket. Immunhisztokémiai vizsgalataink tantisaga
szerint (5.1.5/4 abra) az egészséges epidermiszben kizardlag magi festédést tapasztaltunk
¢s csak nagyon kisszdmu sejt festddott a bazalis €s a szuprabazalis rétegekben. A tiinetes
epidermiszben ellenben nem csupan magi, hanem kismértékii citoplazmas festddést is
megfigyeltiink, és a D1 ciklin pozitiv sejtek szama joval magasabb volt, mint az
egészséges epidermiszben. D3 ciklin festddést mind a sejtmagban, mind a citoplazmaban

kimutattunk az egészséges epidermiszben, de kizardlag a follikulusok szuprabazalis
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rétegeiben, az interfollikularis teriileteken nem. A D3 ciklin pozitiv sejtek szdma nem volt

magasabb a pikkelysomoros tlinetes epidermiszben, mint az egészséges epidermiszben.

5.1.6. A szindekan-4 heparan szulfat proteoglikdn alacsony expresszidja a vénas eredetli
labszarfekélyben szenvedd betegek tiinetmentes borében hozzéjarulhat a betegségre

val6 hajlam kialakitasahoz

A vénas eredetli labszarfekély, hasonléan a pikkelysomorhéz, multifaktoridlis
borbetegség. Ismert, hogy a betegség pathogenezisében rendkiviil fontos szerepet jatszanak
a kornyezeti faktorok, de genetikai predisponald faktorok is részt vesznek a betegségre
valo hajlam kialakitasdban (Wallace ¢s mtsai, 2006); erre vonatkozdan az utobbi években
sajat kozleményeink is jelentek meg (Nagy és mtsai, 2005; Nagy és mtsai, 2007). A vénas
eredeti  labszarfekély = pathomechanizmusdnak  megértéséhez  nagymértékben
hozzéjarulhatnak azok a kisérletek, amelyek a normal sebgyogyuldsban szerepet jatszé
molekuléris folyamatokat vizsgaljak a zavart sebgyogyuléssal jellemzett vénas eredetli
labszarfekélyben. Mivel labszarfekélyben végzett polimorfizmus vizsgéalataink
kozéppontjaban az FGFR2 receptor molekula allt, elhataroztuk, hogy olyan molekuldk
expresszidjanak rendellenességeit probaljuk feltdrni ebben a korképben, amelyek
funkcionalis kapcsolatban allnak az FGF/FGFR2 ligand-receptor rendszerrel. Igy esett a
valasztdsunk a szindekan-4 hepardn szulfat proteoglikanra és a neurofilin-1-re. A
szindekan-4 molekulardl ismert, hogy az FGFR2 ko-receptora és egyarant képes kotddni az
FGF2-h6z és az FGFR2-hoz, valamint magas szintli kifejez6dése indukalja az
FGF2/FGFR2 medialt jelatviteli mechanizmusokat (Mundhenke és mtsai, 2002; Zhang ¢és
mtsai, 2003). A neurofilinnek, melynek expressziojat mindeddig neuronokban, endotél
sejtekben és keratinocitdkban irtdk le (Gagnon és mtsai, 2000), két ligandja van: az egyik a
vaszkularis endotelidlis ndvekedési faktor (VEGF), a masik az FGF2. Mindkét molekularol
ismert tovabba, hogy szerepet jatszanak a normal sebgyogyulasban (Echtermeyer és mtsai,
2001; Heldin and Westermark, 1999; Kurschat ¢s mtsai, 2006; Mundhenke és mtsai, 2002;
Takashima és mtsai, 2002), a szindekdn-4-gyel kapcsolatosan pedig olyan adat is a
rendelkezésiinkre 4llt, miszerint a fekélyes sebszélrdl szarmazé mintakban a szindekan-4
fehérje intracellularis lokalizazidja eltér az egészséges borben tapasztaltakétdl (Lundqvist
¢s Schmidtchen, 2001). Azzal kapcsolatosan azonban még senki nem végzett
vizsgalatokat, hogy a szindekan-4 és/vagy a neurofilin-1 molekuldk mutatnak-e eltérd

expressziot a labszarfekélyes betegek tiinetmentes bdrében, amellyel hozzajarulnak a
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(c)

betegségre vald hajlam kialakitasahoz. Kisérleteinkben megvizsgaltuk tehat, hogy van-e
kiilonbség a szindekdn-4 €s a neurofilin-1 mRNS ¢és fehérje szintli expresszidjaban az
egészséges ¢€s tlinetmentes borben.

Q-RT-PCR ¢és Western blott kisérleteinket Dispase-zal szétvalasztott epidermisz és
dermisz mintdkon végeztiik el. Eredményeink szerint a szindekdn-4 expresszidja mind
mRNS, mind fehérje szinten alacsonyabbnak bizonyult a vénas labszarfekélyben szenvedd
betegek tlinetmentes dermiszében, mint az egészséges dermiszben, ugyanakkor az
abra).
vizsgélataink eredményei (5.1.6/2 abra) megerdsitették a Western blottal kapott adatokat:

epidermiszben nem tapasztaltunk kiilonbséget (5.1.6/1 Immunhisztokémiai
az epidermiszben nem tapasztaltunk kiilonbséget a festddés intenzitdsdban vagy
eloszlasaban, a dermiszben azonban, ahol a fibroblasztok, a perikapillaris gyulladasos
sejtek, valamint a kapillaris endotél mutatott pozitivitdst, a tiinetmentes bdr esetén
valamivel alacsonyabb szintii festddést lattunk, mint az egészséges boérben. A neurofilin-1
esetében nem taldltunk sem mRNS, sem fehérje szintli expresszids kiilonbséget az
egészséges bor €s a vénas eredetli labszarfekélyben szenveddk tiinetmentes bdre kozott,

melyet immunhisztokémiai vizsgalataink eredménye is megerdsitett (az eredményeket nem

mutatom).
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5.1.6/1 abra. A szindekan-4 expresszioja
vénas eredetii labszarfekélyben
szenvedok borében. Gén — és fehérje
expresszios vizsgalatokat egészséges ¢és
vénas eredetli 1abszarfekélyben szenveddk
tiinetmentes boérén végeztiink, kiilon a
dermiszben ¢és az epidermiszben. A
szindekan-4 mRNS expressziot Q-RT-
PCR modszerrel mértiink, az adatokat a
18S RNS expresszidjaval normalizaltuk,
kiilon az epidermiszben (a) ¢és a
dermiszben (e). A dermiszben
szignifikansan alacsonyabb szindekan-4
mRNS expressziot detektaltunk a vénas
labszarfekélyben szenvedoktol vett
mintakban (n=15), mint az egészséges
egyénektdl vett mintdkban (n=15) (egyutas
ANOVA p=0,0136), de az epidermisz
mintak k6zott nem detektaltunk expresszid
kiilonbséget. CBB festéssel ellendriztiik az
epidermiszb6l (b) és a dermiszbdl (f)
izolalt  fehérje  mintak  egyenletes
mintafelvitelét. A szindekan-4 fehérje
expressziojat Western blott modszerrel
vizsgaltuk. A szindekan-4  fehérje
molekula tomege 25 kDa, amelyet mind az
epidermiszben (c), mind a dermiszben (g)
detektaltunk. A  szindekan-4 Western
blottok szemikvantitativ analizise nem
mutatott  kiilonbséget az  epidermisz
mintakban (d), a dermisz mintaban (h)
azonban szignifikans kiilonbséget lattunk
az egészséges egyénektdl (n=4) és a
labszarfekélyes betegektdl (n=4) szarmazd
mintakban (egyutas ANOVA p=0,0432).
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5.1.6/2 abra. A szindekdn-4 fehérje expresszidjanak vizsgilata immunhisztokémidval vénas eredetii labszarfekélyben
szenveddk tiinetmentes bérében. A bemutatott abra harom fliggetlen bérmintan kapott eredményeinket reprezentalja. A
szindekan-4 fehérje az egészséges (a) és a vénas eredetii labszarfekélyben szenveddk tiinetmentes epidermiszében (b) a bazalis és a
szuprabazalis keratinocitakban fejezodik ki, elsésorban citoplazmas és sejtmag koriili festodést figyeltink meg. Az egészséges
bbérben és a vénas eredetii labszarfekélyben szenveddk tiinetmentes bérében a dermiszben a fibroblasztok, a perikapillaris
gyulladasos sejtek és a kapillaris endotél mutatott pozitivitdst. A dermisz szemi-kvantitativ analizisének eredménye szerint a
szindekan-4 alacsonyabb szinten fejezddik ki a vénas eredetii labszarfekélyben szenveddk tiinetmentes bérében, mint az egészséges
borben. Az abrazolt egység = 100 pm.

Eredményeink arra utalnak, hogy a vénas eredetli labszarfekélyben szenveddk
tiinetmentes dermiszében tapasztalhaté alacsonyabb szintli szindekan-4 expresszid
hozzajarulhat a betegség pathomechanizmusahoz, a koros sebgyogyulasra valdé hajlam

kialakitasahoz.
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5.2. Multifaktorialis borbetegségekre hajlamosité polimorfizmusok azonositisa és
vizsgalata

Mutéci6 és polimorfizmus vizsgalatokat harom multifaktorialis bérgyogyaszati korkép,
a malignus melanoma, a vénas eredetli labszarfekély és a vitiligo esetében végeztiink.
Melanoméaban végzett kutatasainknak az volt célja, hogy a sejtciklus szabalyozasban
fontos szerepet jatszd €és a malignus melanoma pathogenezisében bizonyitottan részt vevo
ciklin dependens kindz 2A (CDKN2A) gén mutacidit vizsgaljuk a Klinikank gondozasaban
allo, familiaris melanoméaban szenvedd betegeknél és csaladtagjaiknal. Mind a vitiligo,
mind a vénas eredetli labszarfekély esetében ismert, hogy koéros immunfolyamatok is
hozzéjarulnak a betegség kialakulasahoz. A vitiligo esetében azt vizsgaltuk, hogy a
elsddlegesen melanocitdkban kifejez6d6 a-melanocita stimulalé hormon receptort (MSHR)
koédold melanokortin-1 receptor (MCIR) génen tudunk-e olyan polimorfizmust
azonositani, amely a fehérje antigenicitasi sajatsagainak megvaltozasdhoz vezet és a
vitiligoban ismert destruktiv autoimmun folyamatokat indukalja. Vénas eredetii
labszarfekélyben két lehetséges pathogenetikai tényezdét elemeztiik: egyrészt a normal
sebgyodgyulas folyamataban bizonyitottan szerepet jatsz6 tumor nekrézis faktor a (TNF )
gén egy promoter polimorfizmusanak hajlamositd szerepét tisztaztuk, masrészt azt
vizsgaltuk, hogy a fibroblaszt novekedési faktor receptor 2 (FGFR2) polimorfizmusai

lehetnek-e hajlamosité genetikai faktorok ennek a korképnek a kialakitasaban.

5.2.1. A melanokortin-1 receptor gén Argl60Trp polimorfizmusa protektiv genetikai faktor

a vitiligo pathogeneziséban

Mivel a vitilogdban a destruktiv autoimmun folyamatok célsejtjei a melanocitak,
feltételeztiik, hogy melanocita-specifikus autoantigének szerepet jatszhatnak a betegség
pathogeneziséban. Célunk tehat az volt, hogy olyan gének polimorfizmusait vizsgaljuk,
amelyek bizonyitottan elsésorban melanocitdkon fejezddnek ki, és az altaluk kodolt
fehérjék egyes szakaszai autoantigénként szerepelhetnek. Valasztasunk az MCIR génre
esett, amely a melanocitdk MSHR fehérjéjét kodolja. Ismert, hogy az MC1R gén és annak
polimorfizmusai fontos szerepet jatszanak a human pigmentéacid kialakitasaban (Garcia-
Borron és mtsai, 2005). Kutatdsaink tehat két irdnyban folytak: egyrészt megvizsgaltuk

(Magyarorszagon elsdként), hogy az MCIR polimorfizmusok hogyan vesznek részt a
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magyar lakossadg pigmentacidjanak kialakitdsdban; masrészt az is elemeztiik, hogy
ugyanezek a polimorfizmusok allél frekvencidi eltérnek-e az egészséges egyének és a
vitiligos betegek csoportjaiban, lehetnek-e a betegségre hajlamosito genetikai faktorok.

A vizsgalatokba 164 vitiligds beteget vontunk be, adataikat tablazatban
Osszesitettem (5.2.1/1 tablazat). Ezek tanusdga szerint a nék korében gyakoribb a vitiligo,
valamint gyakrabban szdmoltak be tarsuld egyéb autoimmun betegségrol is. A betegség
szignifikansan (P = 0,0002) hosszabb ideje allt fenn a vizsgalatba bevont ndbetegek
esetében, mint a férfibetegekében. Mivel a ndk (35 év) és a férfiak (39 év) atlag életkora
kozel azonos volt, ez az adat azt sugallja, hogy a nék esetében a betegség fiatalabb
¢letkorban kezdddik. A betegek 30%-a szamolt be a vitiligo csaladi el6fordulasardl; ez az
adat megfelel az irodalomban koradbban kozdlteknek, valamint ez a penetrancia nagyon
jellemzd a multifaktoridlis/multigenikus betegségekre, amelyek kozé a vitiligo is tartozik.

Rogzitettiik a vizsgalatba bevont vitiligos betegek és egészséges egyének borszinét
(Fitzpatrick besorolas I, II, IIT és IV). Annak érdekében, hogy Osszehasonlitdsainkat
homogén betegcsoportokon tudjuk elvégezni, a genetikai adatok elemzéséhez olyan
csoportokat alakitottunk ki a betegek ¢és az egészségesek korébol, amelyekben a vilagos
(Fitzpatrick I és II) és sotétebb (Fitzpatrick III és IV) bortiek egyforma aranyban fordultak
el6. Eredményeink alapjan azt a megallapitast tettiik, hogy a vitiligds betegek kozott joval

magasabb volt a sotétebb (Fitzpatrick III és IV) borliek ardnya, mint az egészségesek

korében.
Gender Skin type Hair color Eye color
Vitiligo patients
(n 164) Women Men MCIR Fitzpatrick  Fitzpatrick
allele L1 11, 1v Fair  Dark  Fair  Dark
6% 40%%
Average age, vears 39 35 Val6(Leu 0.13 0.10 01 01l 03 008
Duration of symptoms, yvears (%) Val92Met 0.09 0.11 011 o1l o ol
=1 43 18.2 Argl51Cys 0.03 0.04 003 005 003 005
15 36.2 37.6 Argl60Trp 0.13 0.04 0.05 002 006 0.04
5-10 14.5 150 Argl63Gln 0.06 0.05 004 009 003 0.08
= 10 45.0 18.2
Other autoimmune discases 26,6 108
Family history (%a)
Yes 278 il2
No 72.2 68.8
5.2.1/1 tablazat. A vizsgalatba bevont vitiligos betegek 5.2.1/2 tablazat. A vizsgilt 6t MCIR polimorfizmus
klinikai jellemzése allélfrekvenciai a kiilonboz6 bor-, haj- és szemszinil

magyar egyénekben.

Az MCIR gén polimorfizmusainak azonositasat szekvenalassal végeztik, 230
egyén (164 vitiligds beteg és 66 egészséges) bevonasaval. Vizsgalatuk soran 10 MCIR
polimorfizmust azonositottunk, melyek koziil 6tnek az allél frekvencidja alacsonyabb volt,
mint 0,01, ezeket a tovabbi analiziseinkbdl kizartuk. Ezek kozott szerepelt egy uj

polimorfizmus is (Gly89Arg), amelyet eddig még nem irtak le az irodalomban. Olyan ritka

60



polimorfizmust is talaltunk (GIn233GIln) a magyar populacioban, amelyet mindeddig
egyszer emlitettek egy szardiniai egyén esetében. Végezetiil 6t polimorfizmus — Val60Leu,
Val92Met, Argl51Cys, Argl60Trp ¢és Argl63Gln — allél frekvencidit vetettiik Ossze a
vizsgalt sotét és a vilagos borli egyének kozott, oly mddon, hogy az dsszehasonlitasokba a
haj és a szemszinre vonatkozdé adatokat is bevontuk. Eredményeink szerint a vizsgalt
polimorfizmusok koziil az Argl60Trp polimorfizmus allél frekvencidja szignifikansan (P =
0,0243, OR [95% CI] = 4.3 [0,0173-0,04198]) eltért a sotét és a vildgos borl egyének
kozott (5.2.1/2 tablazat).

Szekvenalasi vizsgalataink adatait oly mddon is kiértékeltiik, hogy Osszevetettiik a
fenti 6t MCIR polimorfizmus allél frekvencidjat vilagos és sotét borszinli vitiligos
betegekben ¢és egészséges egyénekben. Mivel a sotét borszinli egyének szama igen
alacsony volt, a genotipus adatok statisztikai feldolgozasa ezekben a csoportokban nem
vezetett értékelhetd konkluziora. A vilagos bdérszintiek korében elvégzett statisztikai
elemzések szerint azonban az Argl60Trp polimorfizmus allél frekvenciaja kiillonbséget
mutatott a vitiligos betegek ¢és az egészségesek kozotti Osszehasonlitdsban. A
polimorfizmus detektalasara ezért kidolgozunk egy PCR-RFLP modszert, mellyel joval
egyszeriibben lehet a vizsgalatokat elvégezni, mint a szekvenaltatassal (5.2.1/1 abra; A
panel).

Végezetiil 108 vilagos borszinli vitiligos beteg és 70 vilagos borszinli egészséges
egyén szekvenalassal és PCR-RFLP-vel kapott Argl60Trp genotipus adatait dsszesitettiik.
Az adatok statisztikai kiértékelése szerint a mutans allél szignifikdnsan (P = 0,0262, OR
[95% CI] = 3,6 [0,0046-0,1003]) magasabb aranyban fordul el6 az egészséges egyének
korében, mint a vitiligos betegek kozott (5.2.1 abra; B panel). Adataink tehat arra utalnak,
hogy az MCIR gén Argl60Trp polimorfizmusa a vitiligo kialakuldsa szempontjabol
protektiv genetikai faktorként miikodik. Ezt a feltételezésiinket erdsiti azon in silico
analizis eredménye is, amely soran a vad tipusu és a polimorf génszakasz altal kodolt
fehérje részlet antigenicitasi paramétereit hasonlitja 6ssze (5.2.1 abra; C panel). Ez alapjan
az arginin aminosav triptofanra torténd cseréje az epitop részlet antigenicitdsi sajatsagat
csokkenti, feltételezziik tehat, hogy a polimorfizmus 4ltal érintett fehérje szakasz kisebb
valdszintiséggel indukalhat melanocita-specifikus autoimmun folyamatokat. Ily méddon

értelmezhetévé valik a mutans allél protektiv szerepe vitiligoban.
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A Arg160Trp (478 C/T) B

CcC CT 1T
cC CT TT MAF* (%) [Fischer Test]
104
vitiligo
patients 104 4 0 1.9
64 (n=108) p=0.0262
55
controls
13(49) (n=10) 62 7 1 6.4
*AF imutant allele reguency)
cC
B T O 2 S wild type

mutant

0.0

140 160 174
wild type DRYISIFYALRYHSTVTLPRARRAVAAIWVASVVFSTLF
mutant DRYISIFYALRYHSTVTLPRWRRAVAAIWVASVVFSTLF

5.2.1/1 abra. Az MCI1R gén C478T SNP-jének PCR-RFLP vizsgalata (A). Vitiligos betegek és egészséges egyének C478T SNP-
jének szekvenalassal és PCR-RFLP-vel torténd vizsgalatanak osszegzése (B). Az Argl60Trp aminosav csere altal érintett 40
aminosav hosszisagu epitdp antigenicitasi vizsgalata (C).

5.2.2. A CDKN2A gén ritka, prolin-48-threonin aminosav cserét okozd ivarsejtvonal-beli
mutacioja egy multiplex primer melanomaban szenvedd magyar betegben ¢és

csaladjaban

A melanoma incidencidja vildgszerte és Magyarorszagon is nd. A melanomas
esetek kb. 10% un. familiaris melanoma, amely azt jelenti, hogy a korkép egyes
csaladokban halmozottan fordul el6. Mindez arra utal, hogy a betegségnek ezekben az
esetekben meghatarozo genetikai hattere van (Hayward, 2003) Familidris melanomat
halmozottan mutaté csalddok genetikai kapcsoltsagi vizsgalatai felderitették, hogy a
korképért a ciklin dependens kindz 2A (CDKN2A) gén mutacioi a feleldsek (Cannon-
Albright és mtsai, 1992). Ez a felismerés a 90-es évek elején sziiletett és az azota eltelt
iddében vilagszerte tobb ezer familidris melanomat halmozottan mutatd csaladd vizsgéalataval
a CDKN2A génen tobb mint 100 melanoméra hajlamositdé mutaciét azonositottak,

melyeket a Human Gene Mutation Database internetes oldalon tartanak szamon
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(http://www.hgmd.cf.ac.uk). Magyarorszdgon mindeddig nem késziilt atfogd felmérés a
familiaris melanoma genetikai hatterérél, ezért 2005-ben egy programot inditottunk,
amelynek keretében a Klinikdnk gondozasaban 4ll6 a betegségben szenvedd betegek és
csaladtagjaik CDKN2A génjének analizisét végezziik el. A program megkezdése oOta
megkozelitéleg 100 vizsgalatra keriilt sor, jelen munkaban az eddig legérdekesebbnek
tartott esetlinkrél szdmolok be.

Az akkor harmincéves férfibeteg 1997-ben jelentkezett Klinikankon egy vastag
nodularis melanomaval a bal combjan. Ez a tumor a diagn6zis idején mar 2 cm nagysagu
volt, és kifekélyesedett. A beteg felvételekor tovabbi kettd elsddleges, korai stadiumban
levé melanoma diagndzisara keriilt sor, valamint az is nyilvanvalo volt, hogy a beteg
atipusos anyajegy szindromaban szenved. Ez utobbi tiinet egyiittest melanomara erdsen
predispondlo allapotként tartjuk szamon. A haromszoros primér melanoma fiatal korban

val6é megjelenése, valamint az atipusos anyajegy szindroma arra utalt, hogy a fiatalember

betegségének genetikai hattere lehet.
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5.2.2/2 4bra. A CDKN2A 142C>A variins
molekularis vizsgalata. A beteg édesanyja (I:2) és
édesapja (I:1) esetében nem alakult ki atipusos anyajegy
szindroma vagy malignus tumor (a). A kromatogramok a
142C>A mutacié homo-, ill. heterozigdta formajat,
valamint a vad tipusu allél jelenlétét mutatjak be (b). A
142C>A tranzicio a 48. aminosav pozicioban P48T
aminosav cserét eredményez (c).

5.2.2/1 abra. A multiplex primer melanomas beteg
klinikai képe Az els6 észleléskor diagnosztizalt vastag,
kifekélyesedett melanoma a jobb femoralis régioban (a).
Atipusos anyajegy szindroma a beteg térzsén; a nyilak a
femoralis lokalizacidju noduldris melanoma
diagnézisaval egy idoben észlelt két, korai stadiumt
primer melanomat jelezik (b,c).
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Elvégeztik a multiplex melanomaban szenvedd beteg genetikai vizsgalatat,
melynek soran megszekvenaltuk a CDKN2A gén mind a négy exonjat. A szekvencia
adatokat Osszevetettiik a publikus adatbazisokban taldlhato szekvencidkkal és azt talaltuk,
hogy a CDKN2A gén la exonjaban, a 142. nukleotid pozicidoban a beteg homozigota
treonin aminosav cserét okozza (P48). Vizsgalatainkat a beteg hozzatartozoira is
kiterjesztettiik. Megszekvenaltuk a CDKN2A gén la exonjat a beteg édesanyja, ¢desapja,
felesége ¢és kislanya esetében, és azt talaltuk, hogy feleség kivételével mindannyian
heterozigbta formdban hordozzak a P48T mutaciét. Tehat a multiplex primér
melanomaban szenvedd beteg mind az édesapjatol, mind az édesanyjatdl a mutans P48T
allélt 6rokolte, majd tovabbordkitette azt kislanyanak is (5.2.2/2 abra).

Erdemes megemliteni, hogy a multiplex primér melanoméban szenvedd beteg
sziilei heterozigdta statuszuk ellenére nem szenvednek melanomaban vagy egyéb tumoros
betegségben, €s az atipusos anyajegy szindroma jeleit sem mutatjak. Sajat eredményeink
tehat arra utalnak, hogy az altalunk detektalt P4AST CDKN2A mutacié csak homozigédta
formaban hajlamosit atipusos anyajegy szindroémara és melanomara.
mindeddig négy kozleményben emlitették: legeldszor egy olasz hasnyalmirigy karcinomas
beteg genetikai analizise sordn azonositottdk (Moore ¢és mtsai, 2000), ezt kdvetden egy
olasz multiplex primér melanomaban (Mantelli és mtsai, 2004), majd egy olasz szarmazasu
familiaris melamomaban szenvedd brazil beteg esetében (Huber and Ramos, 2006).
Ezekben a kozleményekben a szerzok nem szamoltak be arrdl, hogy a betegek
csaladtagjainak genetikai analizisét is elvégezték volna. A P48T mutaciot mindeddig egy
kutatdcsoport vizsgalta részletesen egy melanomat halmozottan mutato olasz csaladban és
azt talaltdk, hogy a mutéci6 egyéb rosszindulatl betegségekre is hajlamosit (Della és mtsai,
2001). A fent emlitett kdzlemények mind arrdl szamoltak be, hogy a genetika vizsgalatok
heterozigdta forméaban hajlamositottak melanoméra és egyéb malignus betegségekre. Ez
annak fényében nagyon érdekes, hogy sajat analizisiink a primér multiplex melanoméaban
szenvedd beteg sziileit a mutacio heterozigota hordozoinak azonositotta, akik magas koruk
mellett is egészségesek, semmiféle malignus betegségben nem szenvednek, amely arra
utal, hogy a CDKN2A gén P48T mutacioja heterozigota formaban 6nmagaban nem jar a
fenotipus kialakuldsédval, ahhoz egyéb genetikai és/vagy kornyezeti faktorok is

sziikségesek.
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A masik nagyon érdekes megfigyelésiink az volt, hogy eddig csak olasz és olasz
szarmazasu betegekben, ill. csaladtagjaikban azonositottadk a PA8T CDKN2A mutaciot. A
mi tanulmanyunk volt mindeddig az els6, amely nem olasz egyénekben mutatta ki ezt a
melanoma predispondlé muticiot. Természetesen felmeriilhet az a kétség is, hogy ezt a
mutéciot csak azért nem detektaltak mas populaciok hasonld betegeiben, mert nem tortént
kell6 mennyiségii ilyen jellegli vizsgalat. Egy kdzelmultban megjelent adat szerint azonban
Ausztraliaban, Europaban és az Amerikai Egyesiilt Allamokban mindeddig 385 familiaris
melanomaban szenvedd csalad CDKN2A analizisét végezték el, és csupan a fent emlitett
olasz cikkek és sajat tanulmanyunk szamolt be a gén P48T mutécidjarol (Nelson és Tsao,
2009). Mindezek fényében kijelenthetjiik, hogy genetikai vizsgalataink sordn egy
rendkiviil ritka melanoma predisponal6 CDKN2A mutaciot azonositottunk.

Felmeriilt benniink a kérdés, hogy vajon milyen egyéb genetikai predisponald
faktorok jatszhattak még szerepet a multiplex primér melanomaban szenvedd beteg
allapotanak kialakuldsdban. Az utobbi évek eredményei arra utalnak, hogy az MCIR gén
polimorfizmusai genetikai hajlamosité faktorként jarulnak hozza a melanomara valo
hajlam kialakuldsdhoz. Az elsd ilyen jellegli vizsgalatrol (Box és mtsai, 2001) szdmoltak
be, melynek sordn olyan ausztrdl familidaris melanomdban szenvedd betegeket ¢és
csaladtagjaikat tanulmanyoztak, akik esetében bizonyitott volt, hogy betegségiik hatterében
CDKN2A mutaciok alltak. A kutatok arra voltak kivancsiak, hogy az MCIR gén
polimorfizmusai vajon hogyan modositjadk a nagy penetrancidjit CDKN2A mutaciok
melanoma predispondlé hatasat. A felmérés eredménye szerint azokndl a CDKN2A
mutacid hordozoknal, akik MCIR polimorfizmusokat nem hordoznak, az elsé melanoma
jelentkezésének ideje 58,1 éves kor volt, mig azok, akik CDKN2A mutaciot és MCIR
polimorfizmust is hordoztak, az els¢ tiinetek mar joval fiatalabb életkorban, 4tlagosan 37.8
¢évesen jelentkeztek. A CDKN2A muticiok melanoma predispondlod hatasat legnagyobb
mértékben az Argl51Cys, Argl60Trp ¢és Asp294His MCIR polimorfizmusok
befolyésoltak. Szamos kutatocsoport foglalkozott azzal a kérdéssel is, az MCIR
polimorfizmusok 6nmagukban milyen mértékben hajlamositanak a melanoma
kialakuldsara. Természetesen ezekben a vizsgéalatokban azt is figyelembe kell venni, hogy
elképzelhetd, hogy hatdsuk nem kozvetleniil, hanem a vilagos bdrszin kialakitasan
keresztiil érvényesiil. Bebizonyosodott, hogy a kilenc leggyakrabban eléfordulo MCI1R
polimorfizmus koziil hét dnmagaban is szignifikdnsan hozzajarul a melanoméra vald

hajlam kialakitdsdhoz (Raimondi ¢€s mtsai, 2008), és ami kimondottan meglepd felismerés
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volt, az az, hogy az MCIR polimorfizmusok olyan egyének esetében is érvényesitették
melanoma predispondlod hatasukat, akik sotétebb borszintiek (Fitzpatrick III és V) voltak
(Palmer ¢és mtsai, 2000). A fentiek ismeretében elhataroztuk, hogy a CDKN2A gén
részletes elemzése utan a beteg €s csaladtagjai esetében elvégeztiik az MCIR gén analizisét
is.

Harom MCIR polimorfizmust detektaltunk a multiplex primér melanoméban
szenvedo beteg és csaladjanak vizsgalata soran (5.2.2/1 tablazat): Val92Met, Argl42His és
Argl51Cys, melyek koziil az Argl42His és az Argl51Cys polimorfizmusokat melanoma
predisponald genetikai faktorként tartja szdmon az irodalom (Nelson és Tsao, 2009).
Betegiink két polimorfizmust (Val92Met és Argl51Cys) hordozott heterozigota formaban,
édesapjatol a Val92Met, édesanyjatol pedig az a Argl51Cys polimorfizmust 6rokolte. A
vizsgalat arra is fényt deritett, hogy a beteg felesége is hordoz egy MCIR polimorfizmust
(Argl42His) heterozigbta formaban, melyet tovabborokitett most 8 éves kozos
gyermekiiknek, aki igy két melanoma predisponaldé MCIR polimorfizmus (Argl42His és
Argl51Cys) heterozigota hordozdja, valamint heterozigdta a P4AST CDKN2A mutaciora is.

Mutation
association with and nt e |2 ) k2 (1] 1:1
AA change L, . ., .
5.2.2/1 tablazat. A multiplex primér melanomaban
weakly associated | GTG>ATG | .., szenved6é beteg (II:1) és csaladtagjainak MCIR
'“““NSM“"S‘é?pE valeMet | oo, [[GA | GG | GA| GG | GA polimorfizmus vizsgalata. I:1 és I:2: a beteg édesapja és
édesanyja; I11:2: a beteg felesége; I11:1: a beteg gyermeke.
NMSC: non-melanoma skin cancer
red hair/ CGC=CAC 475
light colaurs ArgldZHis | 7% |GALGAY GG | GG | GG
HMSC, melanoma
red hair/ CGC=TGC 451
light colaurs Arg15iCys | . | CC | CC | CC | €T | €T
NMSC, melanoma ’

Eredményeink tehat azt mutattdk, hogy a multiplex primér melanomaban szenvedd
beteg azon feliil, hogy homozigéta formaban hordozta a melanoma predisponalé P48T
CDKN2A mutaciét, heterozigota volt két MCIR polimorfizmusra is, mely koziil egyik
bizonyitottan hozzajarul a melanomara valé hajlam kialakitdsdhoz. A  beteg
tovabborokitette gyermekének a CDKN2A mutaciot, melyet 6 heterozigéta formaban
hordoz, valamint édesanyjatol még egy melanoma-predisponalé MCIR polimorfizmust
(Argl42His) is 0rokolt, melynek szintén heterozigéta hordozodja. A vildgos borszini
kislany tovabbi borgyogyaszati gondozasa soran mindenféleképpen figyelembe kell venni
¢desapja kortorténetet, valamint a genetikai vizsgalatok alapjan feltart melanoma-

predisponald6 CDKN2A mutéacio és MCIR polimorfizmus meglétét.
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523. A vénas eredetii labszarfekély kialakuldsara hajlamositd genetikai tényezok

azonositasa

A vénas eredetli labszarfekély az érintett betegek szdmara az életmindség igen
nagymértékii leromlasaval jar. A multifaktoridlis borgyogyaszati korkép elsdsorban az
idésebb korosztaly betegsége, de a betegségre hajlamos egyének mar igen fiatalon is
szenvedhetnek a kronikus, nehezen gyogyuld sebektdl. A betegség pontos
pathomechanizmusa még mindig nem ismert részleteiben, azt azonban tudjuk, hogy
kialakuldsdban rendkiviil fontos szerepet jatszanak a kornyezeti és az ¢letmodbeli
tényezok. Az is ismert, hogy a korkép gyakran csaladi halmozodast mutat, amely genetikai
hajlamosité faktorok szerepére is utal. Az elmult években szdmos kézlemény jelent meg,
amelyekben a vénas labszarfekélyre hajlamositdé polimorfizmusokat azonositottak. A
témaban kozolt korai kdzlemények elsdsorban a véralvaddsban szerepet jatszod faktorokat
kodold géneket vizsgalta, és azonositott egy-egy polimorfizmust a protrombin (Jebeleanu
¢s Procopciuc, 2001) ill. a XIII. véralvadasi faktor (Gemmati és mtsai, 2004) géneken,
amelyek a korkép kialakuldsara hajlamositanak. Munkacsoportunk célul tiizte ki a kéros
sebgyodgyulasban megfigyelhetd hamosodasi zavarok hatterében allo genetikai hajlamosito
faktorok azonositasat. Ezért vélasztasunk a fibroblaszt novekedési faktor receptor-2
(FGFR2) génre esett. Az FGFR2 génnek két splicing varidnsa van, amely két fehérje
terméket eredményez: az egyik az FGFR2-IIIb, vagy mas néven keratinocita ndovekedési
faktor receptor (KGFR), a masik az FGFR2-Illc, vagy méas néven BEK (bacterially
expresed kinase). Az FGFR2-IIIb/KGFR varians elsOsorban epitél sejteken, mig az
FGFR2-IIIc/BEK varidans a mezenchimalis sejteken fejezddik ki. A KGFR és a BEK
fehérjék transzmembran tirozin kindzok, amelyek a hozzajuk ko6tédé fibroblaszt
novekedési faktorok (FGF) hatdsat kozvetitik. Ismert, hogy kozvetleniil a sebzés utan a
dermalis fibroblasztok FGF-7(=KGF-1)-et ¢s FGF-10(=KGF-2)-et kezdenek termelni,
amely aztan az epidermiszbe feljutva ott a keratinocitdk osztodasat indukalja (Maas-
Szabowski és mtsai, 2001).

Munkénk sordn 6t polimorfizmust valasztottunk ki az FGFR2 gén kiilonb6zd

régidiban, melyek feltehetden eltérd funkcidval birnak.

Location in FGFR-2 gene Exact position? Possible alteration in gene function ID number in applied database
Promoter 2753T - C Transcription activity C__12126064_10

Exon 5 103A — G Thr — Met C__2414603_10

Intron 6 91C - T Splicing C__2917358_1_

Exon 6 64C - T Val — Val C__8899692_1_

3' UTR 2451A — G mRNA stability C__2817245_10

5.2.3/1 tablazat. A vizsgalt FGFR2 polimorfizmusok leirasa. (a) A nukleotid poziciokat a NCBI honlapjan elérhetd AF360695
szamu szekvencia alapjan tiintettiik fel.
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A vizsgélatokba 82 vénas elégtelenség talajan kialakult 1abszarfekélytdl szenvedd

beteget vontunk be. A bevalasztas kritériuma a minimum hat hete fennallo labszarfekély

volt, és kizarasi kritériumként az artérids elégtelenség vagy cukorbetegség szerepelt. A

bevont betegek tilinetei atlagosan 5,84 éve alltak fenn, és 24,2%-uknak volt a vizsgélatot

megelézéen mélyvénas trombodzisa. A betegek atlagéletkora 66 év volt, akik 58%-a volt

né. A kontroll csoportba 82 olyan egészséges embert vontunk be, akik sem vénas, sem

artérias elégtelenségben nem szenvedtek, és vérnyomas problémadik sem voltak. A kontroll

csoport mind korban, mind a nemek 9sszetételében jol egyezett a betegek csoportjaval.
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5.2.3/2 abra. A vizsgalt 6t SNP mutans allél
frekvencidjanak megoszliasa. Az 6t bemutatott oszlop
par a vizsgalt 6t SNP-t jeloli. A sotét oszloprész a vénas
eredetli labszarfekélyben szenvedd betegek korében
(n=82), mig a vilagos szinli oszloprész az egészséges
kontrollok (n=82) korében mért mutans allél frekvenciat
talalhatdé SNP mutans allél frekvencidja szignifikdansan
(o proba p = 0,0103) eltér a vénas -eredetii
labszarfekéylben szenvedd betegek és az egészséges
kontrollok kozott. A statisztikai korrekciok (Bonferroni p
= 0,0515; False Discovery Rate Determination p =
0,0515) hatarértékkel bar, de megersitették az 6t
kiilonbozé SNP-re feléllitott tobbszords hipotézist. A
masik négy SNP mutans allél frekvenciaja, amelyek a
promoter régidban, exon 5-ben, exon 6-ban és intron 6-
ben helyezkednek el, nem mutatott szignifikdns
kiilonbséget a két csoport kozott.

5.2.3/1 abra. Az FGFR2 gén 3’°UTR SNP genotipus eloszlasa. A vizsgalatba bevont 164 egyén 49,39%-a heterozigota mutans,
18,29%-a homozigdta mutans és 32,32%-a vad tipust volt. (a) A vénas eredetii 1abszarfekélyben szenvedd betegek (n=82) kozott a
heterozigdta mutansok aranya 53,66%, a homozigota mutansoké és a vad tipustiaké pedig egyarant 23,17% volt. (b) A kontroll
csoporton (n=82) beliil a heterozigdtak aranya 45,12%, a homozigota mutansoké 13,42%, mig a homozigodta vad tipusuaké 41,46%
volt. Az FGFR2 gén 3’UTR SNP-t homozigéta mutans formaban kozel kétszer annyi vénas labszarfekélyben szenved$ beteg
hordozta, mint egészséges kontroll egyén. Ennek kovetkeztében a genotipusok eloszlasa szignifikans (x* proba p = 0,0103)

kiilonbséget mutatott a beteg és az egészséges kontroll csoport kozott.

Az 5.2.3/1 tablazatban felsorolt FGFR2 polimorfizmusokat az Assay-on-Demand

SNP analizal6 rendszerrel vizsgaltuk. A vad tipusu €s a polimorf allél eloszlasat a beteg és
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a kontroll csoportban y* probaval elemeztiik. Eredményeink szerint az FGFR2 gén 3’
UTR-ben talalhaté SNP-je szignifikansan (p = 0,0103) magasabb aranyban fordul el6 a
vénas eredetli labszarfekélyben szenvedd betegekben, mint az egészséges egyénekben
(5.2.3/1 abra). A heterozigétak aranya a beteg korében 53,66%, mig a kontrollok kozott
45,12% volt, a mutans allélt homozigota formaban a betegek 23,17%-a, mig az
egészségesek 13,42%-a hordozta. Mivel egyszerre 6t SNP vizsgalatat végeztiik el ebben a
tanulmanyban, a Bonferroni korrekciot is alkalmaztuk, amely szerint a genotipusok
megoszlasa a kontroll és a betegpopulécio kozott a tovabbra is szignifikdnsnak bizonyult (p
=0,0515).

A mutans allél frekvencidk kiszamitdsa is arra utalt, hogy a megvizsgalt 6t SNP
koziil egyediil a 3’UTR-ben talalhato eloszlasa mutatott szignifikans kiilonbséget a betegek
¢s a kontroll egyének csoportja kozott (5.2.3/2 abra). Eredményeink alapjan az FGFR2 gén

c sy

labszarfekély kialakuldsara.

A borgyogyaszati gyakorlatban megfigyeltek szerint a vénas eredetii
labszarfekélyben szenvedd betegek kozott igen magas az elhizottak ardnya, és altalanosan
elfogadott az is, hogy az obezitas egyike a labszarfekély kialakulasat eldidézo
tényezoknek. A kovetkezé munkankban azt mutatjuk meg, hogy a tumor nekrozis faktor-a
(TNF-0) -308 promoéter polimorfizmusa az obezitasra vald hajlam kialakitdsaban
feltehetden szerepet jatszo genetikai faktor, amelynek aztan attételesen a vénas eredetli
labszarfekély pathomechanizméséban is szerepe van.

A TNF-a egy rendkiviil széleskori funkcioval bird proinflammatorikus citokin,
amely szdmos immunologiai folyamat, a lipid metabolizmus, a véralvadas, az inzulin
rezisztencia, az endotél funkcidok és még jonéhany egyéb fiziologids és patholdgias
folyamat szabalyozdsaban is szerepet jatszik. A TNF-a fontos faktor a normal
sebgyogyulas folyamatanak szabalyozasaban (Babbar és mtsai, 2006; Crist és mtsai, 2004),
valamint azt is kimutattdk, hogy a TNF-a szintje alacsonyabb a terdpia rezisztens
fekélyekben, mint azokban, amelyekben a sebgydgyulas folyamata lezajlott (Wallace és
Stacey, 1998). Az alacsonyabb TNF-a szintet elséként leird ausztrdl munkacsoport ezt
kdvetden megvizsgalta, hogy vannak-e a TNF-a génnek olyan polimorfizmusai, amelyek a
vénas eredeti labszarfekélyben szenvedd betegek csoportjdban magasabb aranyban
fordulnak el6 és hajlamosité genetikai faktorként szerepelhetnek a korkép kialakulasaban,

ill. felelések lehetnek a TNF-o alacsonyabb szintjéért a sebvaladékban. Wallace és
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munkatarsai arra az eredményre jutottak, hogy a TNF-a gén -308 pozicidban levd
polimorfizmusa (G/A SNP) a vénas eredetii 1abszarfekélyre hajlamosito faktor.

A TNF-a -308 A all¢ljét szamos egyéb multifaktorialis korképben szerepet jatszik,
tobbek kozott az inzulin rezisztencia €s az obezitas kialakuldsdval is kapcsolatba hoztak
(Brand és mtsai, 2001; Hoffstedt és mtsai, 2000), mig més szerzOk ezt az dsszefliggést nem
tudtak igazolni (Walston és mtsai, 1999). A fenti irodalmi adatok figyelembe vételével azt
feltételeztiik, hogy a Wallace ¢és munkatarsai altal a TNF-a -308 A allél és a
labszarfekélyre valdo hajlam kozott feltart Osszefiiggés nem kozvetlen, hanem a
polimorfizmus elsédlegesen obezitasra hajlamosit, €s ezen keresztiil fejti ki a hatdsat a
vénas eredetli labszarfekély kialakuldsara. Az ausztrdl munkacsoport azonban
kozleményében nem tett arrdl emlitést, hogy a vizsgalatukba bevont labszarfekélyes
betegek korében mennyi volt az elhizottak ardnya.

Elhataroztuk tehat, hogy a Klinikdnk gondozasdban 4ll6 vénas eredetl
labszarfekélyes betegek (n=151) és a vizsgalatban bevont kontroll egyének (n=92)
csoportjait normal teststlytakra (Body Mass Index, BMI < 25 kg/m?) és obezekre bontjuk
(BMI > 2,5 kg/m?), és az igy el6allt csoportokban megvizsgaljuk a TNF-a -308 A allél
gyakorisagat. A polimorfizmus vizsgalatat PCR-RFLP modszerrel végeztik. A -308 A
allél és a labszarfekély ill. az obezitas kozotti Osszefiiggéseket Fisher exact valoszintiségi
teszttel analizaltuk, valamint esélyhanyadost (odds ratio, OD) is szdmoltunk 95%
konfidencia intervallummal (CI). Annak érdekében, hogy adatelemzésiink eredményei
Osszevethetdek legyenek a Wallace és munkatarsai altal kozoltekkel (Wallace és mtsai,
2006), logisztikus regresszids analizist is végeztiink az adatainkon.

A TNF-a -308 A allél eloszlasa nem mutatott szignifikans kiilonbséget, ha a normal
testsuly (BMI < 25 kg/m®) kontroll egyének (n=92) és normal testsulyn vénas
labszarfekélyben szenveddk (n=110) csoportjait hasonlitottuk Ossze (5.2.3/1 tablazat).
Ugyanakkor a -308 TNF-o SNP mutans allél frekvencidja szignifikans eltérést mutatott
(Fisher exact valoszintiségi teszt P = 0,0273; OR (95% CI) = 1,88 (0,9533-3,6877)):
logisztikus regresszids analizis: P = 0,0514), ha az obez vénas eredetii 1abszarfekélyben
szenvedd betegek (n=41) és a normal testsulyu kontroll egyének kozott végeztiik el az
Osszehasonlitast. Elemzéseinket természetesen elvégeztiik oly mddon is, hogy nem vettiik
figyelembe a betegek ¢és a kontrollok testtomeg indexét: ily modon dsszevetve a TNF-a -
308 A allél eloszlasat a labszarfekélyes betegek (n=151) és a kontroll egyének (n=92)
csoportjai kozott nem taldltunk szignifikans eltérést. Ha viszont a labszarfekély betegség

meglétét hagytuk figyelmen kiviil, és a TNF-a -308 A allél megoszlasat az obez (BMI > 25
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kg/m?) és normal teststilyn (BMI < 25 kg/m”) egyének kozott vizsgaltuk, azt kaptuk, hogy
a mutans allél gyakorisadga szignifikdnsan magasabb (Fisher exact valosziniiségi teszt P =
0,0457; OR (95% CI) = 1.72 (0,8567-3,4549)) az obezek korében, mint a normal
teststlyuakéban. Ezzel az eredménnyel a Hoffstedt és Brand (Brand és mtsai, 2001;
Hoffstedt és mtsai, 2000) altal kdzolt 6sszefliggést tudtuk megerdsiteni, miszerint a TNF-a
-308 A allél hajlamositoé faktorként szerepelhet az obezitas kialakulasaban. Nem tudtuk
megerdsiteni azonban a Wallace ¢s munkatarsai (Wallace és mtsai, 2006) altal leirt
kozvetlen Osszefliggést, miszerint a TNF-a -308 A allél magira a vénés eredetli
labszarfekélyre hajlamositana. Feltételezziik, hogy az ausztrdl munkacsoport altal vizsgalt
vénas eredetli labszarfekélyben szenvedd betegek kozott igen magas lehetett az obezek
aranya, ¢s a Wallace ¢s munkatarsai altal feltart 6sszefiiggés ennek volt kdszonhetd. Sajat
adataink elemzése megerdsiti azt a feltételezést, hogy az elsddleges Osszefiiggés a TNF-a -
308 A allél és az obezitasra vald hajlam kozott all fenn, és a polimorfizmus hatdsa a vénas

eredetli 1abszarfekélyre vald hajlam kialakitasara feltehetden ezen keresztiil érvényesiil.

GG GA AA
Fisher's'  Odds
TNFx gene —308 G/A SNP M P M F M E G A test ratio  95% CI of OR
Leg ulcer patients with BMI =25 kg/ml (n=41) (group 1} 25 (60.98) 14 (34.15) 2 (4.88) 64 18 P=0.0273 1.88 0.95333.6877
9 16 b 8 1 1
Leg ulcer patients with BMI <25 kgl'ﬂ'l2 (r=110) (group 2) 76 (69.09) 31 (28.18) 3 2.73) 183 37 P=0.0643 1.35 0.7732-2.3498
31 45 12 19 1 2
All leg ulcer patients (n=151) (group 1+2) 101 (66.89) 45 (29.80) 5 (3.31) 247 55 P=0.0334 1.49 0.8834-2.4948
40 61 18 27 2 3
Leg-ulcer-free controls with BMI =25 kg/r‘l'lJ (n=39) 24 (61.54) 14 (35.90) 1 (2.56) 62 16 P=0.0457 1.72  0.8567-3.4549
(group 3}
0 24 0 14 0 1
Leg-ulcer-free controls with BMI <25 kg/m? (n=92) 68 (73.91) 24 (26.09) 0 160 24
(group 4)
29 39 11 13 0 0
All leg-ulcer-free controls (n=131) (group 3+4) 92 (70.23) 38 (29.01) 1 (0.76) 222 40 P=0.0888 1.20 0.6963-2.0724
29 63 11 27 0 1

5.2.3/1 tablazat. A TNF-a -308 G/A polimorfizmus PCR-RFLP adatai. A zarojelbe tett szamok az adott alcsoport szazalékos
ardnyat mutatjak. ' A Fisher exact valosziniiségi teszt elvégzésekor az A és a G allélok frekvenciai adatait hasznaltuk. > M, az
alcsoporton beliil a férfiak szama; F, az alcsoporton beliil a ndk szama.
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5.3. A PRINS nem-kodolé RNS azonositdsa, szerepe a sejtek stresszvalaszaban és a
pikkelysomor pathogenezisében

Munkank célja az volt, hogy nagyskaldju génexpresszios vizsgalatokkal olyan
transzkripcids szintli valtozasokat azonositsunk a pikkelysomoros tiinetmentes epidermisz
és az egészséges epidermisz kozott, amelyek szerepet jatszanak a pikkelysomoros nem
1ézids keratinocitdk inherensen felfokozott érzékenységének kialakitasdban, igy a
pikkelysomor patogenezisében. Alapvetden kétfajta modszerrel lehet nagyskalaju
génexpresszios vizsgalatokat végezni. Az ,zart” rendszerekben, (pl. a DNS chip
vizsgéalatokban) mar ismert, &ltaldban azonositott funkcioji gének expresszidjanak
Osszehasonlitasa folyik (Marshall és Hodgson, 1998), a ,,nyilt” rendszerekben lehetdség
van mindeddig nem azonositott, ismeretlen funkcidju gének expresszidjanak
Osszehasonlitdsara a kiilonb6zé mintakban (Green és mtsai, 2001). Az elmult évtizedben
megjelent szamos kozleményben mindkét megkdzelitési modot alkalmaztdk a
pikkelysomoros 1éziokra (Nomura és mtsai, 2003), illetve a pikkelysomords nem 1€zios
epidermiszre jellemz6 (Bowcock és mtsai, 2001) génexpresszids valtozasok kovetésére.

A pikkelysomorre jellemzd génexpresszios valtozasok vizsgalata lehetdséget nyujtott
mar ismert fehérjék 1j izoformainak azonositidsara (Abts és mtsai, 1999), valamint a pre-
mRNS érése soran keletkezd 1j, Un. ,,splice varidns”-ok kimutatasara is (Wolf és mitsai,
2003). Ezek az eredmények arra hivjak fel figyelmiinket, hogy a ,nyilt” rendszerii
génexpresszids vizsgalati modszerek amellett, hogy informéciot szolgaltatnak a
pikkelysomorre valo hajlam és/vagy a pikkelysomoros tiinetek kialakitasdban részt vevo
génexpresszids valtozasokrol, lehetdséget nyljtanak 1j, eddig ismeretlen funkcioja
tarnszkriptumok azonositasara is.

Az Aaltalunk alkalmazott ,nyilt” rendszerti differential display génexpresszids
vizsgalatot 2 egészséges és 2 pikkelysomords beteg tlinetmentes epidermiszének
felhasznalasaval végeztiik el. A radioaktivan jelolt és akrilamid gélen elvélasztott csikok
koziil az exponalast kovetden csak azokat vagtuk ki és dolgoztunk veliik a tovabbiakban,
amelyek konzekvensen kiilonbséget mutattak. 125 ilyen csik kivagasara keriilt sor, a
benniikk levé DNS tartalmat vizben forralassal extrahdltuk, egy twjabb koér PCR-ral
felszaporitottuk és pSK vektorba klonoztuk. A klénozott fragmentek koziil reverz Southern
blott kisérlet alapjan valasztottuk ki, hogy melyekkel dolgozunk tovabb. A reverz Southern
blott sordn a klénozott fragmenteket restrikciés endonukleazos kezeléssel kivagtuk a pSK
vektorbdl, két parhuzamos agardz gélen futtattuk, majd atblottoltuk nylon membranra. Az

egyik nylon membranhoz a radioaktivan jelolt, egészséges epidermiszbdl szarmazé cDNS
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mintat, mig a masik nylon membranhoz a szintén radioaktivan jelolt, pikkelysomoros
tiinetmentes epidermiszbdl szarmazd cDNS-t hibridizaltuk. Ily moédon lehetséges a
differential display vizsgélat eredménye alapjan esetleges fals negativ klonok szelektalasa
¢s a tovabbi vizsgalatokbol valo kizarasa.

Az 5.3/1 abran (A panel) 4 fiiggetlen klon reverz Southern vizsgalata lathatd. Az 1-
2-3 szamokkal jelzett mintdk hatarozott aktivitas kiilonbséget mutattak a kétfajta jelolt
cDNS-sel val6 hibridizalast kovetden, ezek differential display eredménye tehat igazolast
nyert. A 4. klon aktivitdsa azonban megkozelitdleg azonos szintlinek bizonyult, ezért ezt a
klont tovabbi vizsgélatainkbol kizartuk. Az 1-2-3 szamu klonokat szekvendltattuk, ily
moédon informacioét nyertiink arrél, hogy mely génrdl atirodo transzkriptumok adtak
konzekvens kiilonbséget a pikkelysomords tlinetmentes €s egészséges epidermisz kozotti
Osszehasonlitdsban, mind a differential display, mind a reverz Southern blott vizsgalatok
alapjan. Az 1. izoldtum a RABI1O, vezikuldris transzportban szerepet jatszo fehérjét
kodolja, a 2. izolatum az extracellularis matrix fehérjét, a fibronektint, a 3. izolatum pedig
a mindeddig funkcioval nem rendelkezd, AK022045 szamon nyilvantartott ¢cDNS-sel
egyezett meg.

Mivel a pikkelysomor az epidermalis keratinocitdk proliferacios/differenciacios
folyamatainak zavaraval jar6 borbetegség, tovabbi vizsgalatainkban arra voltunk
kivancsiak, hogy a RAB10, a fibronektin és AK022045 gének milyen kifejez6dési
mintdzatot mutatnak a keratinocitdk kiillonb6z6 proliferaciés ¢és differencidcios
szakaszaiban. Erre a célra a laboratoriumunk altal kifejlesztett (Pivarcsi és mtsai, 2001)
HaCaT keratinocita szinkronizaciés modell rendszert hasznaltuk. RT-PCR kisérlettel
demonstraltuk (5.3/1 abra, B panel), hogy a RAB10 gén expresszidja a széruméheztetéssel
¢s kontaktgatlassal végrehajtott szinkronizacidt (Oh minta) kdvetden az aktivan proliferalo
(24h-96h mintak), valamint a differencidlodés jeleit mutatd konfluens kultaraban (168h
minta) megkdzelitben azonos szintli. A fibronektin gén az aktivan proliferalo
keratinocitakban (48h-96h mintak) fejezodik ki legmagasabb szinten, a széruméheztetett
(Oh minta), valamint a konfluens kulturaban (168h minta) expresszioja joval alacsonyabb
szint. Az AK022045 nyilvantartdsi szamu, mindeddig ismeretlen funkciéji cDNS a
széruméheztetett, kontaktgatolt HaCaT sejtekben (Oh minta) mutatta a legmagasabb szintii
kifejezodést, a szérum visszaadasa és a sejtek szétpasszaldsa utdn bekdvetkezd aktiv
proliferacié soran a gén expresszidja nagymértékben csokken (24h-96h mintak) és a
konfluens kulturdban (168h minta) sem emelkedik meg szintje. Mindezekbdl azt a

kovetkeztetést vontuk le, hogy az AK022046 gén expresszidja azokban a sejtekben a
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legmagasabb, amelyek stressz koriilményeknek vannak kitéve, az aktivan proliferalo

sejtekben expresszidja nagymértékben csdkken.

A Clone No. 1

5.3/1 abra. A  pikkelysomoros tiinetmentes
epidermiszben azonositott transzkriptumok eltéré
kifejezodésének visszaigazolasa és vizsgalatuk a
keratinocita proliferacié és differenciaciéo folyaman.

2 3 4
. A, A (differential display modszerrel azonositott
S— EE:':OE:_;; ” fragmentekhez egészséges és  pikkelysdmords
epidermis i 1 tiinetmentes epidermiszbdl atirt, radioaktivan jeldlt
: cDNS-eket hibridizaltunk (Un. reverz Southern blott). Az

1. 2. és 3 jelii mintak esetében igazoltuk az expresszios
kiilonbséget, mig a 4. minta megkdzelitleg ugyanazt a

cDNA from
healthy epidermis

RABI) *=® st Gut s o s ae we jelintezitast adta mindkét probaval. B, A RABIO, a
fibronektin és az AK022045 transzkriptumok (amelyek

fibronectin : az A panel 1., 2., és 3 jelli mintainak felelnek meg)
mennyiségét RT-PCR  moédszerrel vizsgaltuk a

AKD22045 Sl b mee =e - n ' sejtnyugalmi fazisbol kiengedett, szinkronizalt HaCaT

sejtekben, a 4.5/1 tablazatban ismertetett primerekkel.
Pactin eess b Sl S S8 " & b

time (h) 0 12 24 36 48 72 96 168

Ezt kovetden in silico vizsgéalatokat végeztiink annak felderitésére, hogy az
AK022045 jell,, mindeddig azonositott funkcidoval nem rendelkezé cDNS milyen fehérjét
koédol. Az interneten http://www.expasy.org/tools/dna.html cimen elérhetd programmal
végrehajtottuk a cDNS mind a hat leolvasasi keretben torténd atirasat, melynek eredménye
szerint az AK022045 cDNS-r6l nem irodik at fehérje. Tovabbi internetes homologia
vizsgalataink eredményei azonban arra iranyitottdk figyelmiinket, hogy az AK022045
nyilvantartasi szamu gén altal kodolt transzkriptum egy fehérjévé at nem ir6do, szabalyozo
RNS-t kédol. A gén szerkezeti vizsgalata alapjan a HaCaT sejtekben atir6dd teljes
hosszusagu cDNS 3,7 kb hosszisagu, benne 2 Alu ismétldddé elem, valamint egy olyan
szakasz talalhatd, amely megkozelitéleg 70% hasonlosagot mutat a Tetrachymena
thermophyla egysejtii hétolerancidjanak kialakitdsdban szerepet jatszé szabalyoz6d nem-
kodold RNS génnel (Fung és mtsai, 1995). A teljes hosszisagh transzkripumot PRINS-nek
(Psoriasis Susceptibility-related RNA Gene Induced by Stress) nevezziik a tovabbiakban
(5.3/2 abra A panel).

Annak érdekében, hogy a teljes hosszusagu transzkriptum 5’ végét feltérképezziik,
RT-PCT kisérleteket végeztiink a 4.5/1 tablazatban feltiintetett primer parokkal, a primerek
szamozasa soran azt tiintettiik fel, hogy azok az AK022045 transzriptum 5’ végéhez képest
milyen tdvolsdgban helyezkednek el a hatarolé genomi DNS-en. A kisérletekhez a PRINS
gént magasan expresszalo, szérum ¢heztetett és kontaktgatolt HaCaT sejtekbdl atirt cDNS-
t hasznaltunk. A 5.3/2 4dbra B panelje azt mutatja, hogy az AK022045 5 végétol 1483 nt

tavolsagra levé primer volt a legtavolabbi, amely még PCR terméket eredményezett,
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feltételezziik tehat, hogy a teljes hossziisagii PRINS transzkript 5° vége ebben a régidban
lehet. Feltételezésiinket az is megerdsiti, hogy in silico analizissel a TFIIB transzkripcios

faktor egy lehetséges kotohelyét azonositottuk ebben a régioban.

5.3/2 abra. A HaCaT sejtekben Kifejez6do teljes

A hossziisagi PRINS transzkriptum. 4, Total RNS-t
1000 bp == — izolaltunk HaCaT Kkeratinocitakbol, atirtuk cDNS-sé,

=2 " . majd RT-PCR reakciokat végeztiink a 4.5/1 tablazatban

500 bp-z-s ; felsorolt primerekkel. A primereket az AK022045

- szamon regisztralt, valamint az azt 5’ iranyban hatarol

genomi szekvencia alapjan terveztik. (M, DNS

Forward M -370 -1141 -1483 -2369 molekulasuly marker). Az AK022045 transzkriptumtol

Reverse +554 -370 -1118 -1464 5> irinyban legmesszebb esd primer méar nem

eredményezett megfeleld hossziisagt PCR terméket,

amely arra utal, hogy a HaCaT sejtekben kifejez6do

teljes hosszusagti transzkriptum minimum 1483 és

Exon 1 Exon 2 maximum 2369 nukleotiddal hosszabb, mint az

-2.7 kb 08 kb eredetilag megszekvenalt AK022045 jelii cDNS. B, A

cDNS és genomi adatok Osszevetése megmutatta, hogy

—_15) HH | W az AK022045 transzkriptum két exonbdl all. Homologia

Al ﬂm oaspelii, keresések eredménye szerint a PRINS szekvencian beliil

promoter elements két Alu elem talalhato, valamint egy szekvencia részlet,

amely megkozelitéleg 70% homolégiat mutat a T

AK022045 thermophila-ban azonositott, a sejtek

termotoleranciajanak kialakitdsaban szerepet jatszo G8
kis citoplazmas RNS-sel.

A differential display és a reverz Southern kisérletek egybe csengd adatai
egyértelmiien arra utaltak, hogy a PRINS gén a pikkelysomoros tiinetmentes
epidermiszben magasabb szinten fejezédik ki, mint az egészséges epidermiszben, tehat
feltehetden szerepet jatszik a pikkelysomorre vald hajlam kialakitdsaban vagy markere a
pikkelysomorre vald hajlamnak. E kérdés tisztdzadsanak céljabol tovabbi fliggetlen
egészséges (n=14), pikkelysomords tiinetes (n=14) ¢és tiinetmentes (n=13) epidermisz
mintdkban hasonlitottuk 6ssze a PRINS gén expressziojat. Ezekben a kisérletekben a nagy
érzékenységli és kvantitativ eredményeket biztositdo Q-RT-PCR vizsgalatokat alkalmaztuk.
Ismét igazolast nyert (5.3/3 abra, A panel), hogy a pikkelysomords tiinetmentes
epidermiszben a PRINS gén expresszidja szignifikansan (p < 0,01) magasabb, mint az
egészséges epidermiszben, &m ezuttal az érzékeny és kvantitativ modszernek kdszonhetéen
azt is megallapitottuk, hogy az overexpresszié mértéke atlagosan huszonnégyszeres. Uj és
némileg meglepd eredmény volt, hogy a pikkelysomords tiinetes epidermiszben, bar
magasabb a PRINS gén expresszidja, mint az egészséges epidermiszben (az overexpresszio
szignifikansnak [p < 0,05] bizonyuld mértéke nyolcszoros), mégis alacsonyabb szinti,
mint a tiinetmentes epidermiszben. Eredményeinket nyolc paciens esetében egyesével is
bemutatjuk, azt demonstralandd, hogy a PRINS gén overexpresszidja a tiinetmentes
epidermiszben nagy egyéni kiilonbségeket mutat, két minta par esetén (P#4 és P#5) példaul
a tlinetmentes ¢€s s tlinetes epidermisz kozott nem is jelentkezett kiillonbség (5.3/3 abra, B

panel). Mindent Osszevetve, adataink arra utalnak, hogy a PRINS gén valosziniileg a
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pikkelysomorre valé hajlam kialakitdsanak egyik

tinetek kialakulasaban részt vevo faktor.
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5.3/4 abra. A PRINS gén expressziéja Kkiilonbozé
human szervekben. Total RNS-t izolaltunk kiilonbozé
szervekbdl szarmazd szovetmintdkbol, majd a PRINS
RNS abundancigjat Q-RT-PCR modszerrel vizsgaltuk. A
feltiintetett adatok az 1 ng total RNS-re vonatkoztatott
PRINS RNS mennyiségét adjadk meg fmol-ban kifejezve.
Az abran harom-6t minta expresszios értékének atlagat
tiintettiik fel.

5.3/3 abra. A PRINS gén expresszioja emelkedett a
pikkelysomoros tiinetmentes epidermiszben, és T-
limfokinekkel valé kezelés ezt az emelt szintii
expressziot csokkenti. 4, A PRINS gén expresszojat Q-
RT-PCR modszerrel vizsgaltuk egészséges (n=14),
pikkelysomords tiinetmentes (n=13) és tiinetes (n=14)
epidermisz mintdkban. A vizsgalatokhoz a 4.5/2
tablazatban megadott primereket hasznaltuk. Az abrazolt
relativ génexpresszios adatokat az egészséges epidermisz
mintakban mért adatokhoz viszonyitva kaptuk (atlag
+SD *p <0,05, **p <0,01, Student’s teszt). B, A PRINS
gén expressziojat pikkelysomords betegek tiinetmentes-
tiinetes epidermisz minta parjaiban is Osszevetettiik Q-
RT-PCR modszerrel (n=8). A bemutatott relativ
génexpresszios értékek az egészséges epidermisz
mintakban mért atlag PRINS expresszidhoz viszonyitva
keriiltek kiszamitasra. C, Pikkelysomoros tiinetmentes
bérmintakat harom napon keresztiil T-limfokinek
keverékével kezeltiik organotipikus kultGraban. Total
RNS-t izolaltunk az epidermiszbél és a PRINS gén
expressziojat Q-RT-PCR modszerrel vizsgaltuk. A
bemutatott relativ expresszios értékek az egészséges,
kezeletlen epidermisz mintakban mért atlag PRINS
expressziohoz viszonyitva keriiltek kiszamitasra (atlag
+SD). 1I-3, interleukin-3; GM-CSF, granulocita-
makrofag kolonia stimulalo faktor; IFNy, interferon-y.

Ezt a feltételezésiinket tdmasztotta ala az organotipikus bormintdkon elvégzett

kisérletiink is. Egészséges (n=5) és pikkelysomords tlinetmentes (n=5) bdérmintakat

kezeltiink azokkal a T-sejt citokinekkel (1 ng/ml IFN-y, ill. 1 ng/ml IFN-y, 1 ng/ml GM-

76



CSF ¢s 0,3 ng/ml IL-3 keveréke), amelyek ismerten fontos szerepet jatszanak a
pikkelysomords tiinetek kialakuldsédban, és korabbi eredményeink (Bata-Csorgd és mitsai,
1995) szerint a pikkelysomords tiinetmentes epidermiszbdl —szepardlt ex vivo
keratinocitakat hiperproliferaciora serkentik. Q-RT-PCR kisérleteink eredményei szerint az
egészséges epidermiszben a T-sejt citokinekkel vald indukci6 nem valtoztatta meg
jelentésen a PRINS gén expresszidjat (az adatot nem mutatom), ezzel szemben a
pikkelysomoros tliinetmentes epidermiszekben 6tdodére csokkentette a PRINS transzkriptum
abundanciajat (5.3/3 abra, C panel). Ez az eredmény jO egyezést mutat korabbi
Osszehasonlitd vizsgdlataink eredményével, amelyben a PRINS gén expresszidja
alacsonyabbnak bizonyult a pikkelysomords tlinetes epidermiszben, mint a tliinetmentes
epidermiszben.

A PRINS gén azonositasara és a pikkelysomor patogenezisében vald részvételének
tanulmanyozéasara epidermisz mintdkon, illetve az immortalizalt HaCaT keratinocitdkon
végeztiink kisérleteket. Természetesen felmertil a kérdés, hogy a PRINS gén expresszidja
milyen mértékben jellemz6é specifikusan az epidermiszre, €s vajon egyéb human
szervekben és szovetekben kifejezddik-e. E kérdés megvalaszolasara totdl RNS, illetve
azokrol atirt cDNS bankot hoztunk 1étre 16 kiilonb6zé human szervbol és szovetbol, az
egyes szovettipusokat 3-5 fliggetlen eredetli minta reprezentalta kisérletiinkben. Q-RT-
PCR eredményeink szerint az 0sszes vizsgalt human szovettipusban kifejezédik a PRINS
gén ¢&s expresszidjanak mértéke igen nagy kiillonbséget mutat (5.3/4 ébra): a
legalacsonyabb szinten a szivizom, a legmagasabb szinten pedig a véna expresszalja a
PRINS gént, az expresszido mértékének kiilonbsége huszonotszords e két szovet tipusban.
Az epidermiszben, amelyben a PRINS transzkriptum elsédleges azonositdsa tortént, igen
alacsony a gén expresszioja a tobbi vizsgalt szovethez viszonyitva. Eredményiink arra utal,
hogy a PRINS génrél atiroddo nem-kodold, szabalyozd6 RNS feltehetden altalanos
regulatorként miikodik a humdan sejtekben ¢s szdovetekben, expresszidjanak mértéke
azonban erds szovetspecifikus kontroll alatt all.

Szekvencia analiziseink szerint a PRINS transzkriptum poly(A) farkat is hordoz. A
poly(A) farok megléte arra utal, hogy a PRINS gént feltehetéen RNS polimeraz II irja at;
de mivel magan a génen azonositottunk RNS polimeraz III inditohelyet is, nem zarhattuk
ki annak a lehet6ségét sem, hogy a PRINS gén atirasat RNS polimeraz III végzi. Ennek
eldontésére olyan in vitro kisérleteket végeztiink, amelyekben HaCaT keratinocitakat az
RNS polimeraz II és III specifikus inhibitoraival, az o-amanitinnal és a tagetitoxinnal

tenyésztettiik egytitt. Mivel a PRINS gén expresszidjat az o-amanitinnal vald tenyésztés
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nagymértékben, mig a tagetitoxinnal vald inkubdlds egyaltalan nem ¢érintette, arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PRINS gén RNS-sé torténd atirasat feltehetéen az RNS

polimeraz I1 végzi.
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5.3/5 abra. A PRINS gén atirasat az RNS polimeraz 53/6 abra. A PRINS gén expresszioja fiigg a

II végzi. HaCaT keratinocitakat egyiitt tenyésztettiink
az RNS polimeraz II specifikus inhibitoraval, o-
amanitinnal (20 pg/ml) 5 ill. 25 6ran keresztiil (n=3) (4)
és az RNS polimeraz III specifikus inhibitoraval, a
tagetitoxinnal (1 és 3 pg/ml) 12 o6ran keresztiil (n=2)
(B). Az inhibitorok PRINS expressziora gyakorolt
hatasat Q-RT-PCR vizsgalattal kovettiik. A bemutatott
relativ expresszios értékek a kezeletlen mintdkban mért
PRINS expressziohoz viszonyitva keriiltek
kiszamitasra. Harom fliggetlen o-amanitinnal végzett
kisérlet eredményeibdl szamolt S.D. értéket tlintettiink

keratinocitak proliferacios/differenciacios allapotatol és
a sejtek széruméheztetése indukalja azt. 4, A HaCaT
keratinocitakat széruméheztetéssel ¢és kontaktgatlassal
szinkronizaltuk, majd a sejtnyugalmi fazisbol valo
kiengedést kovetéen mintakat gyijtottiink a jelzett
idépontokban. A PRINS gén expresszidjat Q-RT-PCR
modszerrel vizsgaltuk. Az abrazolt relativ génexpresszios
adatokat a sejtnyugalmi fazisban (Oh) levd sejtek mintaiban
mért adatokhoz viszonyitva kaptuk. Az értékeket harom
fliggetlen kisérletb6l szamoltuk =+S. E. B, HaCaT
keratinocitakat normal tenyésztési koriilmények kozott

fel. (10% FBS) és szérummentes taptalajban tenyésztettiink 24
és 72 oran keresztiil. A PRINS gén expresszidjat Q-RT-
PCR modszerrel vizsgaltuk. Az értékeket harom fiiggetlen
kisérletbdl szamoltuk +S. E.

Elsddleges vizsgalatainkban RT-PCR modszerrel megmutattuk, hogy az AK022045
transzkriptum a legnagyobb mennyiségben a sejtnyugalmi fazisban 1évo, differencialt
HaCaT keratinocitdkban van jelen, majd csokken, amikor a keratinocitdk elkezdenek
osztodni (5.3/1 abra). Az RT-PCR vizsgalattal megegyezé eredményt kaptunk akkor is,
amikor a PRINS gén expresszidjat a joval érzékenyebb Q-RT-PCR modszerrel vizsgaltuk:
legmagasabb szintli expressziojat a széruméheztetett, kontaktgatolt sejtekben lattuk, és 12
oraval a keratinocitdk sejtnyugalmi fazisbol vald kilépését kovetden a szintje egydtodére
csokkent, majd 24 ora elteltével szinte detektalhatatlanna valt. Ezt kovetéen kismértékii

expresszios emelkedést figyeltink meg, de ennek szintje nem érte el a sejtnyugalmi
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fazisban 1év6 sejtekben (Oh) mért érték egytizedét sem. Ez a kisérletiink ismét
meger0sitette, hogy a PRINS expresszidja erdsen stressz indukéalt, valamint nagyon jé
egyezést mutatott a pikkelysomorben kapott eredményeinkkel, miszerint a gén expresszidja
magas a tlinetmentes epidermiszebn, de amikor a keratinocitdk a tiinetes epidermiszben
hiperproliferalnak, a PRINS expresszioja lecsokken (5.3/6 abra, A panel).

A kovetkezd kisérletben azt vizsgaltuk, hogy vajon a PRINS expressziojanak
indukciojahoz sziikséges-e egy idében a kontaktgatlas €s a széruméheztetés, vagy ez utdobbi
onmagaban is indukalja a gén magasabb szintli kifejezddését. Ezért aktivan oszto6dé HaCaT
keratinocitakat két részre osztottunk, egy résziiket tovabb tenyésztettiik normal
koriilmények kozott, 10% FBS tartalmu taptalajban, mig a masik résziiktdl megvontuk a
szérumot. 24 és 72 o6ra elteltével mintdkat vettiink a tenyészetekbodl és Q-RT-PCR
modszerrel mértiik a PRINS gén expresszidjat. Eredményeink azt mutattak (5.3/6 abra, B
panel), hogy a széruméheztetés, mint stressz faktor 6nmagaban is elegendé ahhoz, hogy a
PRINS gén magasabb szinten expresszalddjon a HaCaT keratinocitakban.

A fenti kisérletek eredményei, melyekben széruméheztetésnek és kontaktgatlasnak
tettiik ki a HaCaT sejteket arra utalnak, hogy a PRINS gén expresszidja stresszindukalt,
ezért egyéb stresszfaktorok hatasat is megvizsgaltuk. Mivel az UV sugérzas az egyik
legjelentdsebb kornyezeti stressz, melynek elsddleges célszerve a bor, megvizsgaltuk, hogy
vajon UV sugarzéds hatasara a PRINS RNS mennyisége megvaltozik-e hamsejtekben. In
vitro kisérleteinkben 110 mJ/cm® dézisi UB-B besugarzasnak tettik ki a HaCaT
keratinocitakat, majd 24 6ran keresztiil kovettiik a PRINS RNS mennyiségi valtozasait. Ez
a sugardozis a sejtek vitalitasat nem befolyasolta. Q-RT-PCR kisérleteink tantisaga szerint
(5.3/7 abra, A panel) UV-B besugarzas hatasara a PRINS gén expresszidja indukalodik:
mar harom oraval a besugérzast kovetden szignifikansan megnétt (p < 0,05) a PRINS RNS
mennyisége, amely aztan a maximalis, a besugdrozatlan sejtekhez viszonyitott kozel
tizenkétszeres mennyiségét 24 oraval a besugarzas utan érte el.

Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy virusfert6zés hatasara indukalddik-e a PRINS
gén expresszidja. HaCaT keratinocitdkat egyiitt tenyésztettiink Herpes Simplex Virus-1-
gyel (HSV-1), melynek titere 0,01 PFU/sejt volt. A fert6zést kdvetden 24 6ran keresztiil
virussal valo tenyésztés szintén szignifikansan (p < 0,05) megndvelte a PRINS RNS
mennyiségét a HaCaT keratinocitdkban. A génexpresszié indukcidja mar igen hamar, a
tenyésztés harmadik orajaban jelentkezett, majd maximumat 6 o6ranal érte el (5.3/7 abra, B

panel). Mivel ismert, hogy a virus fertézések a gazdasejtben a fehérjék atirasat gatoljak,

79



arra is kivancsiak voltunk, hogy a transzlacié direkt gatlasa vajon hatassal van-e HaCaT

keratinocitakban a PRINS gén expressziojara. Ezért a HaCaT keratinocitdkat 20 ug/ml

mennyiségi valtozésait. A cikloheximid hatdsa igen gyorsan, mar félora elteltével
jelentkezett, amikor is szignifikdns mértékben (p < 0,01) megemelkedett a PRINS gén
expresszidja, a cikloheximid indukalé hatdsa tizenkét oran keresztiil megfigyelhetd volt
(5.3/7 ébra, C panel).

HaCaT keratinocitakkal végzett in vitro kisérleteink eredményei mind arra utaltak,
hogy a PRINS nem koédold6 RNS gén expresszidjat kiilonbozd stresszfaktorok
nagymértékben indukaljak. Felmeriilt benniink a kérdés, hogy vajon a PRINS RNS
szerepet jatszik-e a sejtek stresszvalaszanak kialakitdsaban. Ennek eldontésére funkcionalis
vizsgélatokat végeztiink, melyekben egy vektor alapi RNS csendesitési moddszerrel
csOkkentettiik a PRINS RNS mennyiségét HaCaT sejtekben, majd azt vizsgaltuk, hogy
mindez hatéssal van-e a sejtek stresszvalaszara. A PRINS gén harom kiilonb6z6 szakaszara
terveztiink csendesité oligékat (siRNA), ill az egyik szekvencia random modon
Osszekevert nukleoditjaival negativ kontroll oligot allitottunk eld. Az AK696 jelli siRNS
szignifikansan csokkentette HaCaT sejtekben a PRINS RNS mennyiségét (5.3/8 abra, A
panel), ami arra utalt, hogy ez az oligo alkalmas a PRINS gén csendesitésére. Rendkiviil
érdekes volt az a megfigyelésiink is, és megerdsitette a korabbi stresszindukcids
kisérleteink eredményeit, miszerint a PRINS gén expresszidja szérummentes koriilmények
kozott tenyésztett HaCaT keratinocitdkban magasabb volt, mint a normal koriilmények
kozott tenyésztettekben; az AK696 siRNS konstrukciéd azonban ezt az emelkedett szintli
expressziot is képes volt gatolni. Ezt kovetéen azt vizsgéltuk, hogy a PRINS gén
expresszidjanak csokkentése milyen hatdssal van a sejtek viabilitasara stressz koriilmények
kozott. MTT esszével kovettiik a normal és szérummentes koriilmények kozott tenyésztett
HaCaT keratinocitak viabilitdsat, melyek vagy a kontroll, vagy a csendesité AK696 siRNS
konstrukciot hordoztak. Eredményeink szerint a normal koriilmények kozott (10% FCS)
tenyésztett HaCaT keratinocitdkban a PRINS gén expressziojanak csendesitése nem volt
hatassal a sejtek viabilitadsara, ellenben a szérummentes (0% FCS) taptalajban tartott
HaCaT keratinocitdkban a PRINS gén expresszidjanak csendesitése a sejtek viabilitdsdnak
szignifikans csokkenését okozta (p < 0,001) (5.3/8 abra, B panel). Ezzel a kisérlettel
bizonyitottuk, hogy a PRINS gén stressz koriilmények kozott megfigyelhetd expresszio
novekedése nem csupan kisérd jelensége a sejtek stresszvalaszanak, hanem a PRINS nem

kodold RNS szerepet jatszik a keratinociték stresszvalaszanak kialakitasaban.
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5.3/7 abra. Kornyezeti stressz faktorok indukaljak a
PRINS gén expressziojat. 4, HaCaT keratinocitakat
UV-B fénnyel besugaraztunk (110 ml/ecm?), majd
mintakat vettiink a jelzett idopontokban. B, HaCaT
keratinocitdkat 0,01 PFU HSV-1-gyel tenyésztettiink
egyiitt, majd a jelzett id6pontokban mintakat vettiink. C,
Cikloheximid transzlaci6 gatlo szerrel (20 pg/ml)
kezeltik a HaCaT keratinocitdkat, majd a jelzett
idépontokban mintdkat vettink. A PRINS gén
expressziojat Q-RT-PCR modszerrel vizsgaltuk. Az
abrazolt relativ  génexpresszios eredményeket a
kezeletlen sejtekben mért adatokhoz viszonyitva kaptuk.
Az értékeket négy fiiggetlen kisérletb6l szamoltuk £S.E.
(*p<0,05, **p<0,01, Student’s teszt).
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5.3/8 abra. A PRINS gén expresszidja specifikus
siRNS konstrukcioval hatékonyan csendesithetd, és a
csendesités  csokkenti a  sejtek  viabilitasat
stresszkoriilmények kozott. 4, A PRINS gén
expressziojat specifikusan csendesitd oligot (AK696) és
a kontroll oligot tartalmazd pSilencer vektorral
transzfektalt HaCaT keratinocitdkat 10% és 0% FCS-t
tartalmazo taptalajban tenyésztettiink 72 oran keresztiil.
A PRINS gén expressziojat Q-RT-PCR modszerrel
vizsgaltuk. Az  abrazolt relativ  génexpresszios
eredményeket a 10% FCS-ben tenyésztett sejtekben mért
adatokhoz viszonyitva kaptuk. Az értékeket harom
fiiggetlen kisérletb6l szamoltuk +S.E. (*p<0,05,
Student’s teszt). B, A PRINS gén expresszidjat
specifikusan csendesité oligot (AK696) és a kontroll
oligdt tartalmazd pSilencer vektorral transzfektalt
HaCaT keratinocitakat 10% és 0% FCS-t tartalmazo
taptalajban tenyésztettiink 168 oran keresztiil. A sejtek
viabilitdsit MTT esszével mértik. Az abrazolt
eredményeket a 10% FCS-ben tenyésztett kontroll
sejtekben mért adatokhoz viszonyitva kaptuk. Az
értékeket tiz fiiggetlen kisérletb6l szadmoltuk +S.D.
(*¥**p<0,001, Student’s teszt).
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6. Megbesz¢lés

6.1. A keratinocita proliferaci6 szabalyozdsanak vizsgalata  multifaktorialis

bdrbetegségekben

Munkank korai fazisaban, a 2000-es évek elején arra torekedtiink, hogy létre
hozzunk ¢és molekularisan jellemezziink egy olyan in vitro rendszert, amelynek
segitségével a munkacsoportunkat érdekld gének és fehérjék expresszidjat jellemezni
tudjuk a keratinocita proliferaci6 ¢és differenciacié soran, valamint az igy nyert
eredményeinkkel, adatainkkal a kutatasaink kozéppontjaban 4ll6 multifaktorialis
borbetegségek pathogenezisére vonatkozd kdvetkeztetéseket is le tudjunk vonni.

Ily moédon keriilt sor a szinkronizalt HaCaT sejtek in vitro kultarajanak
kidolgozasara, amelynek elsé molekularis jellemzését az a5 integrin, a D1 ciklin, valamint
a Kl ¢és K10 molekuldk expresszids mintazatanak feltérképezésével végeztik el.
Eredményeink szerint az a5 integrin ¢és a D1 ciklin molekuldk expresszioja egyértelmiien a
sejtek aktiv proliferacids allapotdhoz voltak kothetok. A K1 és K10 gének expresszidja
nagymértékben lecsokkent, ahogy a sejtek proliferdlni kezdtek (tehat uj fehérjék
szintézisére feltehetéen mar nem keriilt sor), de az igen hosszu féléletidejii K1 és K10
fehérjek jelenléte az aktivan proliferalo HaCaT sejtekben is megfigyelhetd volt. Irodalmi
adatok utalnak rd, hogy a keratin molekuldk nem csupan mechanikai szerepet toltenek be a
keratinocitakban, hanem szabalyozé funkcidjuk is van (Paramio és mtsai, 1999), mivel az
ektopiasan expresszaltatott K10 fehérje a HaCaT sejtek proliferaciojat gatolja.
Feltételezziik, hogy olyan poszttranszlacios modositasok torténnek a lassan lebomlo,
rezidudlis K10 fehérjén, hogy ezt a szabalyoz6 funkcidjat mar nem tudja betdlteni a
sejtekben.

Eredményeink arra utalnak, hogy a kiilonb6zd koriilmények kozott tenyésztett
HaCaT keratinocitak jo6 modelljei a normal human keratinocitdknak: a széruméheztetett,
sejtnyugalmi fazisban levd sejtek a szuprabazélisan elhelyezkedd, nem proliferalo,
differencialt (K1/K10") keratinocitikat, mig a sejtnyugalmi fazisbol kilépd, proliferalé (a5
integrin’ és K1/K10") HaCaT sejtek az aktivalt un. tranziensen amplifikalodé normal
human keratinocita populdciét reprezentaljdk. A  szinkronizalt HaCaT sejtek
modellrendszere ezt kdvetden lehetdve tette szamunkra, hogy kiilonb6z0, a pikkelysomor
pathomechanizmusdban  feltehetden  szerepet  jatsz6  tényezOk  keratinocita

proliferaciora/differencidciora gyakorolt hatasat tanulméanyozni tudjuk.
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A kisérleti rendszer bevezetését kdvetden elsd vizsgalataink arra irdnyultak, hogy a
szérum faktorok ¢és az etilalkohol, ill. az aceton keratinocita proliferaciéra gyakorolt
hatésait vizsgaljuk. Kisérleteink adatai szerint a szérum faktorok HaCaT keratinocitakban
indukalo hatdssal vannak a proliferald sejtekre jellemzd a5 integrin gén expresszidjara €s
gatld hatassal a differencialédd keratinocitakat markerezé K1 gén kifejezddésére. Ismert,
hogy a normal sebgyogyulds folyaman a keratinocitak direkt kapcsolatba keriilnek szérum
komponense, a fibronektin az a5 integrin ligandja és indukalé hatdssal van annak
expresszidjara (Delcommenne €s Streuli, 1995; Huang és mtsai, 1994; LaFlamme és mtsai,
1992). A tiinetes és a tlinetmentes pikkelysomords bér bazalis membranjara jellemzo
strukturalis abnormalitasokat olyan ,,mikro sebekként” is értelmezhetjiik, amelyek lehetévé
teszik a dermisz feldl szérum faktorok besziirddését az epidermiszbe €s ott direkt modon is
értelmezhetjiik azt az eredménylinket is, hogy az etanolnak és az acetonnak direkt
proliferacidt serkentd hatdsa van a keratinocitédkra, és ennek szerepe lehet a pikkelysomor
pathogenezisében. Ismert tény, hogy az aceton az alkoholistdk vérében magasabb
koncentracioban van jelen, mint a nem italozd egyének vérében, és hogy a vér aceton
koncentracioja jo indikatora az alkoholfogyasztasnak. In vitro kisérleteink eredményei
tehat hozzajarultak annak a klinikai megfigyelésnek az értelmezéséhez, miszerint a

fokozott alkoholfogyasztas a pikkelysomoros betegek tiineteinek romlasat eredményezi.

Egy masik kisérletsorozatunkkal a pikkelysomords tiinetmentes bdrben
megfigyelhetd abnormalis extracellularis matrix egyik komponensét, az EDA motivumot
hordoz6 fibronektin izoformat elemeztiik részletesen. In vitro kisérleteinket HaCaT
sejtekkel végeztiik, és eredményeink arra utalnak, hogy a HaCaT sejtek immortalizalt
sajatsagaihoz hozzajarul az a tény, hogy a normal human keratinocitdkhoz viszonyitva
ezek a sejtek joval nagyobb mennyiségli fibronektint termelnek és az EDA" fibroektin
aranya ezen beliill joval magasabb. A sejtek altal termelt és az extracelluldris térbe
kibocsatott EDA" fibronektin hozzakotédik receptorahoz, az a5 integrinhez, ily médon
stabilizdlja azt, és hozzdjarul annak magasabb szintli membran expesszidjahoz (Xia ¢és
Culp, 1995). Feltételezziik, hogy a fent leirt folyamat hozzéajarul ahhoz a pikkelysémdrben
megfigyelhetd jelenséghez, miszerint a tiinetmentes bOrben magasabb az a5 integrin
fehérje expresszidja, anélkiil, hogy az a5 integrin mRNS szintje magasabb lenne. Az

eredmények arra utalnak, hogy a megnovekedett a5 integrin szintért nem transzkripcios
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szintli indukcié a felelés, hanem az EDA" fibroektin 4ltal kivaltott receptor stabilitas
novekedés. Eredményeink szerint maguk a keratinocitak a forrasai az EDA" fibroektinnek,
tehat feltehetéen egy autokrin stimuldlé folyamat eredménye a pikkelysomoros
tiinetmentes keratinocitdk magasabb a5 integrin fehérje expresszidja, és ennek
kovetkeztében a keratinocitdk fokozott proliferacios valaszkészsége a kiilsé stimulusokra.
Annak a kérdésnek a megvalaszolasa, hogy vajon milyen molekularis folyamatok
allnak a pikkelysomoros tiinetmentes keratinocitdk EDA" fibronektin termelése mogott,
tovabbi vizsgalatokat igényel. Irodalmi adatokbol azonban tudjuk, hogy a transzformald
novekedési faktor béta 1 és 2 (TGF-B1 és TGF-B2) megemelik az EDA"/ EDA” fibronektin
izoforma aranyt sertés trabekuldris sejtekben (Li és mitsai, 2000). Ismert az is, hogy
pikkelysomorben mind a TGF-f csalad tagjai, mind receptoraik magasabb szinten
fejezddnek ki (Leivo és mtsai, 1998; Wataya-Kaneda ¢és mtsai, 1996), feltételezziik tehat,
hogy hozzijarulnak a pikkelysomords tlinetmentes keratinocitakban elséként altalunk

kimutatott emelkedett EDA" fibronektin expressziohoz.

Tovabbi, a pikkelysomor pathogeneziséhez feltehetéen hozzajaruld keratinocita
rendellenességre mutattak ra azok a vizsgalataink is, amelyekben az FGFR2-IIIb receptor
molekula keratinocita proliferacio szabalyozasadban betoltott szerepét vizsgaltuk. In vitro
kisérleteink eredményei arra utalnak, hogy az FGFR2-IIIb magas szintii expresszidja a
keratinocitdk aktiv proliferacios allapotdhoz kotott. Ezekkel a kisérletekkel az volt a
célunk, hogy egy, az irodalomban évek 6ta fennall6 ellentmondést oldjunk fel, miszerint az
FGFR2-IIIb expresszidjanak indukcidja a keratinocita differenciacié (Capone és mtsai,
2000; Marchese és mtsai, 1997; Visco és mtsai, 2004), vagy az aktiv proliferacié (Finch és
mtsai, 1997; Zhou ¢és mtsai, 1996) soran kovetkezik be. Kisérleteink eredményei
egyértelmiien arra utalnak, hogy az FGFR2-IIIb expresziojanak indukcidja a keratinocitak
proliferativ aktivacidjdhoz kapcsolhato, és nem a KI10 expresszioval jellemzett
differencidcios programhoz.

Az irodalomban mindezidaig csak olyan adatok jelentek meg az FGFR2-IIIb
pikkelysomorben torténd vizsgalatarol, ahol a szerzdk a pikkelysomords tlinetes és
tiinetmentes bort vetették Ossze. Az FGFR2-IIIb mRNS expresszidjat elsoként a mi
munkacsoportunk hasonlitotta 6ssze egészséges, pikkelysomords tiinetes és tiinetmentes
epidermiszben. Eredményeink szerint nem csupan a hiperproliferald keratinocitakkal
jellemzett tiinetes epidermiszben, hanem a tlinetmentes epidermiszben is magasabb az

FGFR2-1IIb mRNS expresszioja. Feltételezziikk, hogy ez a tény is hozzdjarulhat a
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pikkelysomords tiinetmentes epidermisz keratinocitainak munkacsoportunk altal is
demonstralt (Bata-Csorgd és mtsai, 1995a) pre-aktivalt allapotdhoz, amely aztdn a T sejt
limfokin indukcié soran tapasztalhatd fokozott proliferativ valaszkészségben mutatkozik
meg. Kisérleteink azonban nem csupan az FGFR2-IIIb pikkelysomorben tapasztalhato
expresszids vizsgalatat céloztdk, hanem a betegség gyogyitdsaban hasznalt dithranol
hatdsmechanizmusat is szerettiik volna mélyebben megvizsgalni. Eredményeink szerint a
dithranol, mely az eddig elfogadott nézetek szerint kozvetleniil a pikkelysomords
¢s fehérje expressziojat is gatolja. Elsdként szolgéltattunk adatot arra nézve, hogy az
FGFR2-IIIb is azon novekedési faktor receptorok kozott van, ugy mint az epidermalis
novekedési faktor receptorok (Kemény €s mtsai, 1993), intreleukin-8 receptor (Kemény és
mtsai, 1994), amelyek expresszidjat a dithranol géatolja. A tény, miszerint a dithranol
hatdsara kialakuld keratinocita proliferacié gatlas az FGFR2-IIIb expresszidjanak
csOkkenésével jar egyiitt, tovabb erdsiti azt a megallapitasunkat, hogy a receptor magas
szintli expresszidja az aktivan proliferaldo, nem pedig a differencialéodd keratinocitak

sajatsaga.

A D tipusu ciklinek a sejtciklus G1 fazisdnak kulcsfontossagu szabalyozoi. Szamos
irodalmi adat utal ra, hogy a D ciklinek specifikus funkciokkal birnak, miszerint a DI
ciklin a dssejt kompartmentbdl valo kilépés fazisdban jatszik szerepet (Xu és mtsai, 2003),
mig a D3 ciklin nagymértékii felhalmozddasat a posztreplikativ, differencialodo
keratinocitakban talaltdk a legmagasabb szintiinek (Bartkova ¢s mtsai, 1998).
Munkacsoportunk D ciklinekkel kapcsolatos kordbbi adatait tenyésztett normal
keratinocitdk tanulmanyozdsa sordn szerezte, aramldsos citometriai vizsgéalatokkal (Bata-
Csorgd ¢és mtsai, 1996). Ezek szerint a Gy sejtnyugalmi fazisban 1évé K1/K10™ normal
keratinocitak a D1 ciklint fejezik ki elsdként, amikor az elsé sejtciklusba belépnek, majd a
D1 ciklin expresszidja lecsokken ¢€s a D2 ciklin kifejezddése valik detektalhatova. A
normal human tenyésztett keratinocitdkon kapott adatokat nagymértékben megerdsitették
szinkronizalt HaCaT keratinocitdk tanulmanyozdsa sordn kapott eredményeink. Ezek
szerint egyértelmiien kijelenthetjiik, hogy a D tipust ciklinek funkcioja keratinocitdkban
nem redundéns, hanem diszkrét funkciokkal birnak: a D1 ciklin a Gy sejtnyugalmi fazisbol
valo kilépés egyik szabalyozo faktora, mig a D2 ¢és D3 ciklinek a gyors egymast kdvetd
osztodasokon atesd sejtekben toltenek be szabdlyozo szerepet. D ciklinekkel kapcsolatos

kisérleteink eredményei azt is megerdsitették, hogy a szinkronizalt HaCaT sejtek milyen
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érzékeny és jol haszndlhaté modell rendszert nyudjtanak a keratinocita proliferacid és
differenciaci6 tanulmanyozasahoz, hiszen 12 o6ras kiilonbséggel bekovetkezd gén-és
fehérje expresszios kiillonbségeket is rendkiviil megbizhatéan tudunk vele kimutatni.
Ismert, hogy az keratinocita integrinek, hasonléan mas sejttipusokhoz, fontos
szabalyozd szerepet toltenek be az epidermisz homeosztdzisanak fenntartdsdban. Az
extracellularis matrix egyik fontos komponense a cellularis fibronektin, melynek receptora
keratinocitakon az a5 integrin. Munkacsoportunk kordbbi munkdjdban kimutatta, hogy a
pikkelysomoros tiinetmentes keratinocitdk emelt szinten fejezik ki az a5 integrint (Bata-
Csorgd és mtsai, 1998), valamint hogy maguk a keratinocitdk a forrasai az EDA"
fibronektinnek (Sz¢€ll és mtsai, 2004), melynek jelenlétét a tiinetmentes borben elsdként
Ting és munkatarsai irtak le (Ting €s mtsai, 2000). Vizsgalataink szerint a fibronektin-a5
integrin ligand-receptor indukalt jelatviteli folyamatok részt vesznek a D1 ciklin mRNS
expresszidjanak szabdlyozdsaban ¢és hozzajarulnak a pikkelysomorben megfigyelhetd
keratinocita hiperproliferaciohoz. Sajat eredményeinkkel O6sszhangban az SCC12 jeli
laphamkarcinoma sejtvonalban az a5 integrin funkcidjanak GTI1b ganglioziddal valo
gatlasa szintén a D1 ciklin expresszidjanak gatlasat eredményezte (Wang és mtsai, 2001).
A D ciklinek kifejez0dését mind mRNS, mind fehérjeszinten megvizsgaltuk
pikkelysomorben. Mivel a pikkelysomorben tapasztalhatod hiperproliferacidért a fizioldgias
koriilmények kozott sejtnyugalmi fazisban levé KI1/K10™ Bl integrin’ keratinocitdk
aktivacioja a felelds, arra szamitottunk, hogy a D1 ciklin emelkedett szintli kifejezddését
fogjuk talalni a pikkelysomords tiinetes epidermiszben mind mRNS, mind fehérjeszinten.
Ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy a tiinetes epidermiszben a D1 ciklin mRNS
expresszioja nem mutat szignifikdns kiilonbséget az egészséges ¢€s a tiinetmentes
pikkelysomords epidermiszhez viszonyitva, viszont az immunhisztokémiai vizsgalatok
eredményei szerint fehérje szinten a D1 ciklin magasabb szinten, €s eltérd intracellularis
mintazattal fejezédik ki a tiinetes epidermisz keratinocitdiban, mint az egészséges
epidermiszben. A gén-¢és fehérje expresszios szinten tapasztalt ellentmondds magyarazata
az lehet, hogy a D tipusu ciklinek expresszidja nem csupan transzkripcids és poszt-
transzkripcids szabalyozas alatt all, hanem ubiquitin-medialt célzott lebontasuk is fontos
szabalyoz6 tényez6 (Chung ¢és mtsai, 2006; Diehl és mtsai, 1998; Okabe és mtsai, 2006;
Yang és mtsai, 2007). A tény, miszerint a tiinetes epidermisz bazalis és szuprabazalis
keratinocitai k6zott nagyobb szamt D1 ciklin pozitiv sejtet figyeltiink meg, anélkiil, hogy
tiinetes epidermisz mRNS szinten magasabban expresszalta volna a D1 ciklin-t, mint az

egészséges epidermisz, arra utal, hogy a pikkelysomoros tiinetes keratinocitakban a D1
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ciklin lebontdsa valamilyen médon zavart szenved. Feltételezziik, hogy a lebontasi
folyamatok zavara miatt fennall6 magasabb D1 ciklin fehérje expresszid hozzajarul ahhoz,
hogy a KI1/K10" Bl integrin aktivan proliferaldo bazalis keratinocitdk valamilyen
mértékben megtartsak dssejt potencidljukat. Ezt a feltételezésilinket erdsiti az a Yamamoto
¢s munkatarsai (Yamamoto és mtsai, 2002) altal kozolt eredmény is, miszerint a D1 ciklin-
t transzgenikusan kifejezd keratinocitdkat nem lehet kalciummal differencidltatni, mert

rezisztensek erre a differenciaciot indukalo hatasra.

Molekularis biologiai vizsgalatokat végeztiink vénds eredetli labszarfekélyben is,
amely szintén egy =zavart keratinocita proliferacioval jellemzett multifaktorialis
borbetegség. Célunk az volt, hogy két olyan receptor molekula, a szindekén-4 ¢és a
neurofilin-1, expresszidjat tanulmanyozzuk, amelyekrdl ismert, hogy szerepet jatszanak a
normal sebgyogyulds folyamatdban (Echtermeyer és mtsai, 2001; Heldin and Westermark,
1999; Kurschat és mtsai, 2006; Mundhenke és mtsai, 2002; Takashima és mtsai, 2002).
Ismert, hogy a keratinocitdak mindkét molekulat kifejezik (Gagnon ¢és mitsai, 2000;
Lundqvist és Schmidtchen, 2001). Vizsgalatainkhoz egészséges egyénektdl vett
bérmintdkat és vénas eredetli labszarfekélyben szenveddk tiinetmentes bdérmintait
hasznaltuk. Ezzel a kisérleti felallassal azt szerettik volna megallapitani, hogy a két
receptor molekuldnak van-e olyan expresszids eltérése a vénds eredetli 1abszarfekélyben
szenvedok tiinetmentes bOrmintaiban, amely a koros sebgyogyulést predispondlja és igy
hozzajarul a korképre valé hajlam kialakitdsdhoz.

A vénas eredetli labszarfekélyben szenveddk tiinetmentes bérmintainak és az
egészséges egyének bormintadinak megfestésével mi is igazoltuk, hogy mind a szindekan-4-
et, mind a neurofilin-1-et kifejezik az epidermalis keratinocitdk, de az epidermiszben egyik
receptor molekula esetében sem talaltunk expresszios kiilonbséget, sem fehérje, sem
mRNS szinten az egészséges ¢és a labszarfekélyes tiinetmentes mintdk Osszehasonlitasa
soran. Eredményeink arra utalnak, hogy ennek a két receptor molekulanak nincs olyan
expresszios eltérése a keratinocitdkban, amely esetleg befolyasolnd a két receptor molekula
miikddését a vénas eredetli labszarfekélyben és pathogenetikai faktorként szerepelne.

A dermisz talulmanyozasa sordan azonban azt talaltuk, hogy a szindekan-4 mind
mRNS, mind fehérje szinten kisebb mennyiségben expresszalodik a vénas eredetii
labszarfekélyben szenveddk tiinetmentes bormintaiban. Feltételezziik, hogy a szindekéan-4
dermiszben tapasztalt alacsonyabb szintli expresszidja valamilyen modon befolyasolja

annak miikodését, és ezzel hozzajarul a labszarfekélyben tapasztalhatd koros sebgyogyulas
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kialakuldsdhoz. Annak megvalaszoldsa, hogy a dermisz mely sejtjeinek abnormalis
szindekan-4 expresszidja bir pathogenetikai szereppel, tovabbi vizsgalatokat igényel.
Immunhisztokémiai vizsgalataink azt mutattdk, hogy a szindekdn-4 a dermisz sejtjei koziil
a fibroblasztokban, a perikapillaris gyulladasos sejtekben, valamint a kapillaris endotélben
fejez6dott ki. Echtermeyer és munkatdrsai (Echtermeyer és mtsai, 2001) eredményei
szerint a szindekan-4 hidnyos egerekben megfigyelhetd kéros sebgyogyulds soran
abnormalis angiogenezist ¢és gyulladasi folyamatokat talaltak, elképzelhetd tehat, hogy a
vénas labszarfekélyben szenveddk tiinetmentes bdrének dermiszében altalunk kimutatott
alacsonyabb szintli expresszidja hozzdjarul ezeknek a folyamatoknak a koros
(Echtermeyer és mtsai, 2001; Mundhenke ¢és mtsai, 2002), melynek Illc izoformdja
kifejezédik a fibroblasztokon (Baraniak és mtsai, 2003). Nem zéarhatjuk ki tehat annak a
lehetéségét sem, hogy a szindekan-4 csokkent expresszidja az FGFR2-Illc-szindekan-4
receptor-ko-receptor altal medialt jelatviteli utak miikodését befolyasolja a dermisz

fibroblasztjaiban €s ezzel hozzajarul a koros sebgyodgyulas kialakuldsahoz.

6.2.  Multifaktoridlis bdrbetegségekre hajlamositd polimorfizmusok azonositdsa ¢és

vizsgalata

Munkank sordn harom multifaktoridlis bdrbetegségben végeztiink polimorfizmus

vizsgalatokat.

- Ennek eredményeképpen azonositottunk egy polimorfizmust a human
pigmentacid kialakitdsdban alapvetd szerepet jatsz6 MCIR génen, amely
feltehetden protektiv genetikai faktor a vitiligo betegség kialakulasa
szempontjabol.

- Kimutattuk, hogy az FGFR2 gén egy 3’ nem transzlalodd régidjaban
elhelyezkedd SNP-je a vénas eredetli labszarfekély kialakitdsdban hajlamosito
genetikai  faktor lehet, valamint hogy ugyanebben a multifaktorilis
bérgyogyaszati korképben a TNFoa gén -308 promoter polimorfizmusa
feltehetden attételesen, az obezitas kialakitdsdban betoltott hajlamositd szerepén

keresztiil fejti ki a vénas eredetii labszarfekélyben is megfigyelhetd genetikai

predisponél6 hatédsat.
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- Egy familiaris melanomaban szenvedd férfibetegben azonositottunk egy
rendkiviil ritkan el6forduld CDKN2A mutéciot, amelynek homozigota formaban

torténd megjelenését elséként mi ismertettiik az irodalomban.

A vitiligo egy komplex pigmentacids betegség, melyrél ismert, hogy hatterében
multigenikus hajlamositd faktorok allnak. A legujabb adatok szerint az MHC génjei,
valamint az antigén prezentacioban résztvevo fehérjéket kodold gének polimorfizmusai is
szerepet jatszhatnak a betegség kialakitdsaban (Blomhoff és mtsai, 2005; Casp és mitsai,
2003). Ezek a genomikai adatok nagyon jol alatdmasztjdk a vitiligo autoimmun
betegségként valo, régota fennalldo megitélését. Szamos adat utal ugyanakkor arra is, hogy
immunszabalyozas génjein kiviil egyéb gének polimorfizmusai is hozzajarulhatnak a
betegségre vald hajlam kialakitdsdhoz (Casp és mtsai, 2002; Jin és mtsai, 2004a; Jin és
mtsai, 2004c; Le Poole és mtsai, 2001; Nath és mtsai, 2001; Tursen és mtsai, 2002).
Mindezidaig azonban csupan egy olyan kozlemény latott napvildgot, amely a human
pigmentacié kialakitasaban szerepet jatszo gének (MCIR és ASIP) polimorfizmusainak
vitiligo pathogenezisében vald szerepét vizsgalta. Na és munkatarsai (Na és mtsai, 2003)
koreai betegek vizsgdlata soran kapott adatai azonban arra utaltak, hogy egyik gén
polimorfizmusai sem jarulnak hozza a vitiligora valé hajlam kialakitadsdhoz. Mivel ismert,
hogy az MCIR polimorfizmusok gyakorisaga ¢s a multifaktorialis borbetegségekre valo
hajlamositd szerepe kiilonbozd etnikai csoportokban nagy eltéréseket mutat (Harding ¢és
mtsai, 2000; Nelson és Tsao, 2009), a koreai munka negativ eredménye ellenére
elhataroztuk, hogy a magyar populdcidban megvizsgaljuk annak lehetdségét, hogy az
MCIR gén polimorfizmusai szerepet jatszanak-e a vitiligo pathogenezisében. Azt is
elemeztiik, hogy ugyanezek a polimorfizmusok hogyan vesznek rész a magyar populécio

Munkank soran kilenc, mar eddig is ismert és egy 0j, mindeddig leirdsra nem keriilt
MCIR polimorfizmust azonositottunk a magyar lakossag korében. A tiz polimorfizmus
koziil az 6t leggyakrabban eldfordulot vizsgéaltunk abbdl a szempontbol, hogy hogyan
vesznek rész a pigmentacié kialakitasaban ill. a vitiligo pathogenezisében. Adataink jo
egyezést mutattak a kordbban fSleg Nyugat- és Eszak-Eurdpaban végzett kutatdsok
eredményeivel (Harding ¢és mtsai, 2000), és ugyanazokat a polimorfizmusokat
azonositottuk mi is, mint a korabbi tanulmanyok. Erdekes modon azonban a magyar
lakossag korében nagyon alacsony allél frekvencidval fordul eld az Asp294His

polimorfizmus, amelyet a nyugat- és észak-eurdpai tanulmanyok a vilagos borszin
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kialakitasaért felelés egyik legfontosabb allélként tartanak szamon (Valverde és mtsai,
1995). Az altalunk elemzett 6t polimorfizmus koziil egynek az allél frenkencidja tért el
szignifikansan a vizsgalt sotét (Fitzpartick III és 1V) és vilagos (Fitzpartick 1 és II) bora
magyar egyének korében. Az Argl60Trp allél minden bizonnyal szerepet jatszik a magyar
lakossag korében a vilagos bdrszin kialakitasaban. Errdl a polimorfizmusrdl ismert, hogy
az altala érintett aminosav az MSHR fehérje masodik intracelluldris doménjében
helyezkedik el, amely az MSHR fehérje altal medialt jelatviteli utak, és ezen keresztiil a
pigmentacid szabalyozasaban is szerepet jatszik (Garcia-Borron és mtsai, 2005; Hawn és
mtsai, 2005; Schioth és mtsai, 1999).

Ugyancsak az Argl60Trp polimorfizmus volt az, amely adataink szerint protektiv
genetikai faktor lehet a vitiligo pathogenezisében. Eredményeink szerint ez a
polimorfizmus szignifikdnsan magasabb ardnyban fordul eld a betegség altal nem érintett
magyar lakosok korében, mint a vitiligos betegek kozott. Munkahipotézisiinket, miszerint
melanocita-specifikusan kifejez6d6 fehérjék (példaul az MSHR) epitopjai szerepet
jatszhatnak a vitiligoban bizonyitottan lejatszodd, a melanocitak destrukciojahoz vezetd
autoimmun folyamatok inicializaldsdban, genetikai ¢és in silico elemzéseink is
alatamasztjak. Eredményeink arra utalnak, hogy az arginin aminosav triptofanra torténd
cseré¢je az MSHR fehérje érintett epitop részletének antigenicitasi sajatsagat csokkenti.
Feltételezziik, hogy a polimorfizmus altal érintett fehérje szakasz kisebb valoszinliséggel
indukédlhat melanocita-specifikus autoimmun folyamatokat, ¢és protektiv genetikai
faktorként miikddik a vitiligo kialakuldsdval szemben. Természetesen annak a lehetdségét
sem zarhatjuk ki, hogy a polimorfizmus nem az MSHR fehérje antigenicitési
tulajdonsagainak, hanem az altala indukalt, a melanin pigment képzdédést szabalyozo
melanocita jelatviteli utak megvaltoztatasa révén vesz részt a betegség pathogenezisében.

Munkdénk jelentdségét egyrészt abban latjuk, hogy mindeziddig nem jelent meg
olyan kozlemény, amely a kdzép-eurdpai, €s azon beliil is a magyar lakossag borszinét
szabalyozd genetikai faktorokat vizsgalta volna; masrészt mi szolgaltattuk az elsd adatot
arra nézve, hogy MCI1R gén nem csupan a pigmentaciod szabalyozasaban, de pigmentacios
rendellenességgel jardé multifaktoridlis borbetegség, a vitiligo pathogenezisében is szerepet

jatszik.
Egy masik munkankban a szintén multifaktorialis bdrbetegségnek tekintett

malignus melanoma genetikai hatterét tanulmanyoztuk. Egy multiplex primér

melanomaban szenvedd férfibeteg és csaladjanak genetikai analizise soran azonositottunk
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egy rendkiviil ritkdn el6fordul6 CDKN2A mutaciot. Ezt az igen ritka ivarsejtvonal-beli
mutdciot mindeziddig négy esetben irtdk le. FElséként egy olasz hasnyalmirigy
carcinomdban szenvedd betegben detektaltdk (Moore és mitsai, 2000), majd egy olasz
multiplex primer melanomaban megbetegedett paciensnél (Mantelli és mtsai, 2004), ill.
egy olasz szdrmazésu brazil melanomas betegben (Huber és Ramos, 2006). Ezek a betegek
mindannyian heterozigéta formaban hordoztak a P48T mutaciét. Az emlitett munkak
egyikében sem vizsgaltak az egyenes agi rokonok genetikai statusat, ezért ezekben az
esetekben a P48T mutidcio ¢és a beteg fenotipus Osszefiiggésérdl sem lehetett
kovetkeztetéseket levonni.

Della Torre és munkatarsai (Della és mtsai, 2001) egy nagy, melanomara hajlamos
csaladon végzett, kiterjedt genetikai vizsgalata feltarta, hogy a P48T mutéacié hordozéi nem
kizardlag melanomara, hanem mas malignus betegségekre is fogékonyabbak. Az
ugyanebben az aminosav pozicidoban bekovetkezd, de eltéré nukleotid csere altal okozott
P48L mutacié tumoros megbetegedésre hajlamositd voltat is ismertette egy svéd
munkacsoport (Platz és mtsai, 1997). A csaladtagokra is kiterjesztett analizis soran
kimutattdk, hogy ez a muticid malignus tumorokra, koztilk melanomara, kifejezett
hajlamot eredményez. Egy endogdm holland kozOsség vizsgalata soran Gruis ¢és
kutatdcsoportja (Gruis és mtsai, 1995) a kdvetkezot figyelte meg: a CDKN2A gén exon 2-
formaban hordoz6 melanomas csaladtagoknal nem volt klinikailag észlelhetd kiilonbség a
betegség stlyossagaban a heterozigota hordozokhoz viszonyitva. Mindent egybevetve, a
fenti adatok és jelen eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a CDKN2A gén mutécioi
mind homo-, mind heterozigota formaban erés melanoma predisponaléd faktorok, azonban
egyéb addicionalis genetikai eltérések, mint példaul az MCIR gén egyes genetikai

A jelenleg ismertetett magyarorszagi eset arra enged kovetkeztetni, hogy a
CDKN2A génben létrejott PA8T mutacio szorosan Osszefiigg a multiplex primer melanoma
kialakuldséval. Esetlink tdmogatja azt az elméletet is, mely szerint a melanoméara vald
hajlam multifaktoridlis természetli: az allélok penetrancidja nagyban fiigg kornyezeti, ill.
egyéb genetikai tényezoktdl, és foldrajzi teriiletenként nagyfokt valtozatossdgot mutat
(Bishop és mtsai, 2002). Betegiink heterozigota mutans sziileinél (akik jelenleg 65 ill. 71
évesek) maig nem manifesztalodott sem atipusos anyajegy szindroma, sem melanoma, sem
egy¢éb malignus betegség, annak ellenére, hogy mezdgazdasaggal foglalkoznak, igy egész

¢letiikben erds napfény expozicionak voltak kitéve. A fentieken kiviil esetiink amiatt is
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ritkasagnak szamit, mert a CDKN2A gén mutacidit homozigota forméaban csak elvétve
detektaljak. Ezek az esetek kiemelkedd jelentdségliek, hiszen egy alapvetd sejtciklus
szabalyozd génben bekovetkezd valtozasok hatdsanak vizsgalatat teszik lehetové a tumor
képzddésre.

Habér a beteg sziileinek nincsen tudomasa a csaladban eléfordult rokonhdzassagrol,
az a tény, hogy a rendkiviil ritka P48T CDKN2A mutéiciot mind a ketten heterozigota
formaban hordozzak, arra enged kovetkeztetni, hogy generacidokkal kordbban ez esetleg
mégis bekovetkezhetett. Figyelemre méltd az a tény is, hogy ezt a mutacidt mindezidaig
kizarolag észak-olaszorszagi 6sok leszarmazottaiban detektaltdk. Az érintett magyar csalad
viszont nem ismer olasz szarmazasu csaladtagot. Annak tisztdzasa, hogy vajon ez a
mutacio fiiggetleniil jott-e 1étre, vagy esetleg alapitdé mutacio keletkezett generacidkkal
ezelott, amely Eszak-Olaszorszagbol hazinkba vandorolt, vagy akar forditva, tovabbi
vizsgélatokat igényel.

Osszefoglalva, a bemutatott eset megerdsitette a rendkiviil ritka P48T mutici6
melanoméra hajlamosité szerepét, azonban azt is kijelenthetjiilk, hogy a heterozigota

allapot Onmagéban nem vezet a betegség kialakuldsdhoz, hanem egyéb befolyasolo

crer

A vénas eredetl labszarfekélyre valo hajlam genetikai hatterének kutatasa soran azt
talaltuk, hogy az FGFR2 gén egy 3’UTR-ben taldlhatdé SNP-je feltehetéen szerepet jatszik
a korképre valo hajlam kialakitasaban. Az altalunk vizsgalt, az adatbazisokban rs313581
szamon nyilvantartott polimorfizmus a kiilonb6z0 humén rasszokban nagyon nagy
kiilonbségekkel detektalhato: az afrikai fekete populdcidoban gyakorlatilag nincs jelen, az
azsiai populaciokban, Kindban és Japanban, 32 és 21%-os allél frekvenciaval fordul eld,
mig a kaukazusi populdcidban rendkiviil magas, 42%-os a mutans allél eléfordulési
gyakorisaga az altalanos populacidban. A mi, magyar populacion végzett tanulmanyunk
adatai is meger0sitették az SNP magas eloforduldsi gyakorisdgat a kaukézusi
nagyrasszban. Adatainkkal kiilonb6z6 populacidgenetikai szamitasokat is végeztiink, és azt
talaltuk, hogy az FGFR2 gén altalunk vizsgalt 3°’UTR SNP alldljainak megoszlasa
megfelelt a Hardy-Weinberg ekvilibriumnak, ami arra utal, hogy ez az SNP nincsen
hatassal a populacioban lezajlé természetes szelekciora.
variacidknak szerepe van egyes korképek kialakitasaban, oly mdodon, hogy a génrdl atirodo

elsddleges mRNS transzkriptum stabilitdsdt megvaltoztatjak, és ezaltal a ,,végterméknek”
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tekinthetd fehérje mennyiségét megnovelik, vagy lecsokkentik (Chen és mtsai, 2006; Chen
¢és mtsai, 2006; Di Paola és mtsai, 2002; Vasilopoulos és mtsai, 2004). Feltételezziik, hogy
allél frekvencidval eléfordulo SNP is modositja az elsédleges FGFR2 mRNS transzkript
stabilitdsat. Ennek kovetkeztében az elsddleges transzkriptrél alternativ splicing révén
keletkezd fehérjetermék(ek), a KGFR ¢és/vagy a BEK mennyisége megvaltozik, ami
hatéssal lehet a re-epitelizacié (Maas-Szabowski ¢és mtsai, 2001) és/vagy a sebgyogyulassal
asszocialt angiogenezis (Auguste és mtsai, 2001; Shan és mtsai, 2004) folyamataira. A
jovoben expresszids kisérletekkel tervezziikk bizonyitani ezeket a feltételezéseinket,
amelyek sordn a kiillénbozé genotipusu egyének borébodl szdrmazo mintakban hasonlitjuk
0ssze a BEK ¢és a KGFR gének/fehérjék expressziojat.

Erdekes kérdés még az is, hogy vajon az FGFR2 gén 3°UTR SNP altalunk detektalt
allél frekvencia eltérése elsddlegesen a vénas elégtelenséggel all-e 0sszefliggésben, és az
arra vald hajlam kialakitdsan keresztiil masodlagosan hajlamosit a nehezen gyogyulo
labszarfekély korképének kialakitdsara. Ennek a kérdésnek a megvalaszoldsara a jovoben
olyan vizsgalatokat terveziink, ahol az FGFR2 gén 3° UTR SNP el6fordulasat kiilon
vizsgaljuk olyan vénas elégtelenségben szenvedd betegekben, akiknél kialakultak

labszarfekélyek és olyanokban is, akiknél nem.

A multifaktoridlis betegségek genetikai hajlamositd faktorainak felderitése soran
nagy jelentdsége van annak, hogy a vizsgalatokat minél homogénebb betegcsoportokon
végezzik el, illetve, hogy az ,.eset” és a ,.kontroll” csoportok magan a vizsgalni kivant
multifaktorialis betegségen kiviil minél jobban megfeleltethetok legyenek egymasnak.
Egy-egy genetikai faktor multifaktoridlis betegségekben jatszott szerepének felderitése
soran nagyon fontos lehet a beteg (és gyakran ezzel egyiitt a kontroll) csoport un.
sztratifikalasa, tehat bizonyos szempontok szerint vald alcsoportokra osztdsa (Amos,
2007). Erre nagyon jo példa az a vénas eredeti labszarfekély kutatdsa soran végzett
munkéank, melynek sordn azt vizsgaltuk, hogy a TNF-a -308 A allél milyen mddon
hajlamosit a koérkép kialakulasara. A vizsgélat elvégzésére az sarkallt benniinket, hogy
(Wallace és mtsai, 2006) egy sztratifikalatlan ausztral vénas eredetli labszarfekélyben
szenvedd betegcsoport analizise soran azt talaltak, hogy a TNF-a -308 A allélja genetikai
faktorként szerepet jatszhat a betegségre vald hajlam kialakitasdban. Mivel ugyanerrdl a
polimorfizmusrdl az is ismert volt, hogy inzulin rezisztencidra és obezitdsra hajlamosit

(Brand és mtsai, 2001; Hoffstedt ¢s mtsai, 2000), valamint a klinikai gyakorlatbdl tudott,
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hogy a vénas eredetli labszarfekélyben szenveddk kozott emelkedett az elhizottak aranya,
elhataroztuk, hogy a beteg és a kontroll populaciok testtdmeg index alapjan sztratifikalt
csoportjaiban megvizsgaljuk a TNF-a -308 A all¢l gyakorisagat. Eredményeink
megerdsitették Hoffstedt és Brand (Brand és mtsai, 2001; Hoffstedt és mtsai, 2000) adatait,
miszerint ez a polimorfizmus feltehetden részt vesz az obezitasra vald hajlam
kialakitasaban. Ramutattunk arra is, hogy a Wallace és munkatarsai altal felfedett
Osszefiiggés a TNF-a -308 A all¢l és a vénas eredetli labszarfekély kialakulasa kozott
feltehetden nem kozvetlen, hanem masodlagos; az elsddleges Osszefiiggés a polimorfizmus
¢s az obezitas kozott all fenn, és a TNF-a -308 A polimorfizmus az obezitasra valo hajlam

kialakitasan keresztiil jatszik szerepet a vénas eredetli labszarfekély pathogenezisében.

6.3. A PRINS nem-kddolé6 RNS azonositasa, szerepe a sejtek stresszvalaszaban €s a

pikkelysomor pathogenezisében

A kilencvenes évek végén csoportunk egy olyan kutatdsi programot inditott, melynek
elsddleges célja a pikkelysomor betegségre hajlamositod, elsdsorban keratinocitak szintjén
jelentkezd pathogenetikai faktorok azonositdsa volt. Erre a célkitlizésre az sarkallt
benniinket, hogy elézetes eredményeink szerint a pikkelysomords betegeknek mar a
tiinetmentes keratinocitdi is mutatnak olyan molekularis €s sejtszintli eltéréseket, amelyek
a tiinetek kialakuldsat el6idéz6 immunologiai trigger faktorokkal szemben fokozott
érzékenységgel ruhazzdk fel oOket (Bata-Csorgd és mtsai, 1995). Programunkat egy
nagyskalaji génexpressziés un. differential display kisérlettel inditottuk, melynek
elsédleges célja az volt, hogy olyan transzkripcios szintii kiilonbségeket azonositsunk az
egészséges €s pikkelysomords tiinetmentes epidermisz mintak kozott, amelyek szerepet
jatszhatnak a pikkelysomorre vald hajlam kialakitadsaban. Vizsgélataink sordn jonéhany
olyan eltérd expresszioju gént azonositottunk a két rendszerben, amelyekrdl atirodo
fehérjék funkcioja mar ismert volt. Az egyik ilyen fehérje az extracellularis martix protein,
a fibronektin, melynek EDA" onkofotalis formajarél Ting és munkatarsai kimutattik
(2000), hogy a pikkelysomords tiinetmentes borben a dermalis-epidermalis junkcié (DEJ)
tertiletén kifejezddik, amely kifejez6dés nem jellemz6 az egészséges borre. A tény, hogy
differential display kisérletiinkkel mi is eltérd fibronektin expresszidt igazoltunk az
egészséges €s tlinetmentes pikkelysomoros epidermisz kozott azt bizonyitotta, hogy az
altalunk hasznalt kisérleti megkozelités alkalmas volt kérdésiink megvalaszolésara.

Tovabbi vizsgélatainkkal igazoltuk, hogy maguk a pikkelysomords tlinetmentes
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keratinocitak is képesek expresszalni a fibronektint és annak EDA" onkofbtalis formajat
(Sz¢11 és mtsai, 2004), igy részben forrasai lehetnek a Ting és munkatarsai altal leirt (Ting
¢s mtsai, 2000) fibronektinnek a DEJ tertiletén.

Vizsgélataink sordn magasabb szintli expressziot mutatott mind a differential
display, mind a reverz Southern kisérletekben egy olyan transzkriptum, amelynek
funkcigja ismeretlen volt. A cDNS-t (amelynek szekvencidja 10 napos human embrio
cDNS konyvtarbol szdrmazik) az adatbazisokban AK022045 azonositdsi szamon lehet
tanulmanyozni. A cDNS in silico atirdsa nem eredményezett fehérje terméket, tovabbi
homologia vizsgéalataink viszont arra utaltak, hogy az AK022045 transzkriptum (melynek
altalunk 5’ irdnyban meghosszabbitott, teljes hosszusagu valtozatat PRINS-nek nevezziik)
egy fehérjévé at nem irddo, szabalyozd nem-kddold RNS. 2008 6ta a teljes hosszusaga
PRINS transzkriptum is elérhetdé a nyilvanos adatbazisokban GenelD: 100169750
azonositasi szamon.

A kilencvenes évek kozepétdl jelentek meg azok a kozlemények (Eddy, 1999;
Moore, 1996), amelyek arra hivtak fel figyelmiinket, hogy a human genom fehérjéket nem
kodolo ,,junk DNS” szakaszair6l szdmos olyan transzkriptum keletkezik, amely RNS-ként
tolt be szabalyozo funkcidt. Ekkor mar ismert volt a PRINS génnel nagyfoku szerkezeti
homologiat mutatd nem kodold RNS gén, a BC200 is, amely neuron specifikusan fejezodik
ki (Martignetti és Brosius, 1993), és az emberben ¢s féemldsokben is konzervalt struktirat
mutatd monomerikus A/u retrotranszpozicids elemet hordoz (Cheng és mtsai, 1997). A
BC200 nem kdédoldo RNS abnormalis expresszidja szamos nem neurondlis eredetli tumoros
szovetben is detektalhatd (Chen és mtsai, 1997); és az 90-es évek végén valamint a 2000-
es évek elején végzett intenziv kutatasoknak kdszonhetden arra is fény dertilt, hogy BC200
nem kodold6 RNS a dendritek posztszinaptikus teriiletén, mint poszttranszkripcids
modulator funkcional, egyes fehérjék expresszios szintjének szabalyozdjaként (Kobayashi
¢s mtsai, 1998). A nem kdédoldo RNS-ek funkcidjanak megértéséhez elengedhetetlen a
hozzajuk kapcsolédd nukleinsavak és/vagy fehérjék azonositasa. A BC200 nem kodolo
RNS a legtijabb kutatasi eredmények szerint a ,,synaptotagmin-binding cytoplasmic RNA
interacting protein” (SYNCRIP) nevii fehérjével kdlcsonhatva részét képezi a citoplazma
nagy mRNS transzport granulumjainak ¢és a poszt-szinaptikus fehérje szintézis
szabalyozasaban vesz részt (Duning és mtsai, 2008). A PRINS gén BC200-zal, és mas nem
kodoldo RNS-ekkel, ugy mint a BORG, H19 ¢és PCGEMI1 (Brannan ¢és mtsai, 1990;
Srikantan és mtsai, 2000; Takeda és mtsai, 1998) val6 szerkezeti homoldgiaja azt sugallta,

hogy az éltalunk azonositott gén az tgynevezett mRNS-szerli nem kodold RNS gének
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korébe tartozik. Ezekrdl a génekrdl ismert, hogy az mRNS molekuldkhoz hasonldan érési
folyamatokon (splicing, poliadenilacio) esnek at, de réluk fehérjetermék nem képzdodik,
hanem RNS-ként toltik be sejten beliili szabalyozé funkcidjukat a sejtben (Széll és mtsai,
2008).

Az Alu elemeket hordozo, fehérjévé at nem ir6do, de a sejtekben stabil RNS-ként
detektalhatd géntermékekrdl altalanosan elfogadott tény, hogy expresszidjuk magas szintje
akkor figyelheté meg, ha a sejteket valamilyen formaban stressz éri (Li €s mtsai, 1999; Li
¢s Schmid, 2001; Liu és mtsai, 1995; Rubin és mtsai, 2002). A PRINS gén esetében ezt a
stresszt a HaCaT sejtkultura kontaktgatlasaval, széruméheztetéssel, UV-B besugarzéssal,
viruskezeléssel, ill. direkt transzlaciogatlassal értiik el. Eredményeink szerint barmilyen
stresszhatas érte a HaCaT keratinocitdkat, azok a PRINS gén expressziojanak
indukcigjaval valaszoltak. Eredményeink szerint tehat az A/u szekvencidkat hordozé nem
kodold RNS génekkel nem csupan szerkezeti homologidt mutat a PRINS gén, hanem
stresszhatasokra adott expresszios valasza is j6 egyezést mutatott ezzel a géncsoporttal.

Ezek a kisérletek egyrészt arra hivtak fel a figyelmiinket, hogy a PRINS
valdsziniileg tagja annak az A/u szekvencidkat hordoz6 RNS-ként miik6dd géncsaladnak,
amely szerepet jatszik a sejtek stresszvalaszanak kialakitdsaban; masrészt jol értelmezhetd
az a PRINS génexpresszios kiilonbség is, amelyet a pikkelysomoros tiinetmentes €s tiinetes
epidermiszben tapasztaltunk. Szamos irodalmi adat (Fleischmajer és mtsai, 2000; Ting és
mtsai, 2000) és sajat kutatasi eredményeink (Bata-Csorgd és mtsai, 1995a; Sz¢€I11 és mtsai,
2004) is arra hivjak fel a figyelmiinket, hogy a pikkelysomords tiinetmentes epidermiszben
az abnormalis extracellularis mili6 a keratinocitak szamara stresszt jelent, és feltételezzik,
hogy ez is hozzéjarul a pikkelysomoros tlinetmentes keratinocitak kiilsd indukciokra adott
inherens, felfokozott reakciokészségéhez. Amikor azonban a pikkelysomords tiinetek
kialakuldsdhoz vezetd keratinocita hiperproliferacidé kiils6 hatasra indukalodik (lasd
pikkelysomords epidermisz és a T-limfokinekkel indukalt pikkelysomords tiinetmentes
epidermisz), a keratinocitak felszabadulnak e stresszhatas alol és a PRINS gén expresszidja
hatarozottan csdkkenni kezd.

Kisérleti eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a PRINS gén magasabb szinti
kifejez6désének inkabb a pikkelysomorre vald hajlamnak, nem pedig magénak a
pikkelysémords tiinetnek a kialakitasaban van szerepe. Erdekes megfigyelésiink volt az is,
hogy a PRNS gén expresszidja igen nagy egyéni kiilonbségeket mutatott, amikor
tiinetes/tlinetmentes pikkelysomords epidermisz mintdkban hasonlitottuk azt 6ssze: bar a

mintdk 4tlaga azt mutatta, hogy a tlinetmentes epidermiszben szignifikdnsan magasabb a
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gén expresszidja, két beteg anyagaban mégis azt talaltuk, hogy a tilinetes €s a tiinetmentes
epidermiszben megkozelitéleg egyenld mértékli volt a PRINS expresszidja. Feltételezziik,
hogy azonositottunk egy olyan ijabb faktort, amelynek nagy egyedi kiilonbségeket mutato
kifejezddése a pikkelysomor klinikai heterogenitdsat tiikrozi. Azt sem zarhatjuk ki
azonban, hogy a PRINS gén nagy egyéni kiillonbségeket mutatd kifejezddése annak
koszonhetd, hogy valamely még nem azonositott, az expresszidjat befolyasold faktor
miuikddése tér el nagymértékben a pikkelysomoros betegek korében. Elképzelhetd, hogy a
PRINS magasszintii kifejezdédése a pikkelysomords tlinetmentes keratinocitdkban az dket
koriilvevd abnormalis extracellularis kornyezet hatasat tiikrozi, de nem zarhatjuk ki annak
a lehetdségét sem, hogy a PRINS nem kodolo RNS valamilyen mddon részt vesz a
keratinocitak proliferaciojanak/differenciacidjanak szabalyozdsaban. Erre vonatkozo
eldzetes adataink szerint a PRINS nem kdodold RNS szabalyozza az antiapoptotikus hatasu,
GIP3 mRNS expresszidjat (Szegedi és mtsai, elbiralas alatt), valamint fizikailag
kolesonhat a nukleofozmin nevii fehérjével (Szegedi és mtsai, a kézirat el6készités alatt). A
nukleofozminrél a kozelmultban kimutattak (Liu és mtsai, 2008), hogy a kromatin tartalmt
CCCTC koto faktorral (CTCF) egyiittmiikddve részt vesz a DI ciklin expresszidjanak
szabdlyozasaban. A D1 ciklin fehérje pikkelysomorben megfigyelhetd emelkedett
expresszigjat munkacsoportunk is részletesen elemezte (Belsé ¢és mtsai, 2008).
Pikkelysomorrel kapcsolatos kutatomunkank egyik igéretes aspektusanak tartjuk, hogy a
betegség pathogenezisét kétfajta, sejtbioldgiai és molekuldris bioldgiai, megkozelitésbil
vizsgéald munkéank eredményei ezen a ponton feltételezhetden taldlkozni fognak. A PRINS-
nukleofozmin komplex keratinocitdk D1 ciklin expresszidjaban és  sejtciklus
szabalyozasban betoltott szerepének tisztdzasara tovabbi kisérleteket fogunk végezni a
kozeljovoben.

A PRINS nem kodoldé RNS-t sajat kisérleteink soran humén epidermiszben
azonositottuk, valamint elsddleges jellemzését is egy immortalizalt keratinocita
sejtvonalon végeztiikk el. Természetesen kivancsiak voltunk arra is, hogy a PRINS nem
kodold RNS expresszioja csak a bérre korlatozodik-e vagy egyéb human szerevekben és
szovetekben is kifejezddik. Eredményeink szerint a PRINS gén az éltalunk tanulmanyozott
Osszes human szervben és szovetben kifejezddik, tehat ellentétben a szoros neuron
specifikus kifejezodést mutato6 BC200 nem-kodolé RNS génnel, a PRINS nem kodolo
RNS gén feltehetdéen a sejtek altalanos stresszvalaszanak kialakitdsaban szerepet jatszo
szabalyoz6 RNS. Az a tény azonban, hogy a kiilonb6zd szdvet tipusok kozott a PRINS gén

expresszidja nagymértékli eltérést mutat, arra utal, hogy kifejez6dése nem konstitutiv,
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hanem szerv- és szovetspecifikusan szabalyozott. Tovabbi kutatdsok targyat képezi annak
a kideritése, hogy a PRINS nem kodoldé RNS gén szovetspecifikus expressziojanak
szabalyozasaért milyen faktorok felelések. Eredményeink szerint a legmagasabb szinti
PRINS RNS expresszio a véndkban figyelheté meg. Ismert, hogy a pikkelysomoros tiinetes
boérben a dermisz mikrovaszkulatirdja megvaltozik (Creamer ¢és mtsai, 2002; Detmar és
mtsai, 1994) és hogy ezek a valtozdsok mar a tiinetek kialakuldsanak kezdd fazisaban
megfigyelheték (Creamer €s mtsai, 2002). A vénakban mért magas PRINS RNS expresszio
azt sugallja, hogy feltehetden az endotél sejtekben is kifejezddik a gén, ahol az
angiogenezishez kapcsolodo folyamatok szabalyozasaban vehet részt.

A fehérjévé at nem ir6do, szabalyozd funkciojukat RNS-ként betoltd génekkel
kapcsolatos kutatdsok az elmult néhany év nagy figyelmet keltd teriiletévé valtak: 2002-
ben a Science magazin az év elsé szamu, nagy attoréseként értékelte az ezzel kapcsolatos
vizsgalatok eredményeit (Kennedy, 2002). Az azéta eltelt idoben a téma kutatasa
hihetetlen lendiiletet kapott, egyre tobb informacioval rendelkeziink a nem-kodold RNS-ek
intracellularis funkcidirol, ill. szerepiikrdl a human betegségek pathogenezisében (Xie és
mtsai, 2008). A nem kodoléo RNS-ek nagy csalddjanak tagjai koziil a legtobb informacidval
az un. mikroRNS-ekrdl rendelkeziink (Erson és Petty, 2008; Sonkoly és mtsai, 2008), de az
un. mRNS-szerli nem kodolé RNS-ekrdl is, mely csoportba a PRINS RNS is tartozik,
egyre tobbet tudunk (Sz¢ll és mtsai, 2008).

A PRINS nem kédold RNS-sel kapcsolatos, jelenleg is folyd munkank jelentdségét
abban latjuk, hogy egyrészt hozzdjarulunk a pikkelysomorre hajlamosité molekularis
faktorok azonositasdhoz, masrészt napjaink molekuldris biologiai kutatasainak egyik 1j
agahoz, a nem-kodold szabalyozo RNS-ek azonositasahoz és funkcioik megismeréséhez is

csatlakoztunk.
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7. Osszefoglalas

A dolgozatban bemutatott vizsgéalataink célja immunmedialt multifaktoridlis
boérgyogyaszati korképek molekularis és genomikai vizsgalata volt. Munkank soran
muticidokat ¢€és polimorfizmusokat azonositottunk, gén-és fehérje expresszids ill.
funkcionalis vizsgalatokat végeztiink, amelyek soran a pikkelysomor, a vitiligo, a vénas
eredetli 1abszarfekély és a malignus melanoma pathogenezisében szerepet jatsz6 genomikai
¢s molekularis faktorokat vizsgaltuk. Munkank egy részét a fenti betegségek altal érintett
bérmintdkon végeztik, ill. in vitro vizsgalatainkhoz normal human tenyésztett

keratinocitakat és HaCaT keratinocitakat hasznaltunk.

Pikkelysomorben végzett kutatasaink elsddleges célja azoknak a molekularis
faktoroknak az azonositisa és jellemzése, amelyek a tiinetek kialakuldsat eldidézd
immunologiai trigger faktorokkal szemben fokozott érzékenységgel ruhazzak fel a

tiinetmentes keratinocitdkat, igy szerepet jatszanak a pikkelysomorre valé hajlam

crer

------

differencidciojaval jar6 multifaktoridlis korkép, munkank kezdeti szakaszaban
kidolgoztunk egy in vitro modellrendszert, amelynek segitségével kdvetni tudtuk a
pikkelysomor pathomechanizmuséaban szerepet jatszo faktorok keratinocita proliferaciora

¢s differenciaciora gyakorolt hatasat.

- Megéllapitottuk, hogy a szérumfaktorok, amelyek feltehetén a pikkelysomoros
tiinetes borben a basalis membranjanak folytonossagi hidnyain keresztiil jutnak az
epidermiszbe, a keratinocitdk K1 differenciaciés markerének expresszidjat
csokkenti, mig a proliferacios marker a5 integrin kifejez6dését serkenti.

- Kimutattuk, hogy az etilalkohol és az aceton indukalja a proliferacios markergének
Feltételezziik, hogy ezek az anyagok szintén atjutnak a pikkelysomords bor basalis
membranjan és ott aktivaljak az epidermadlis keratinocitdkat. Ez is magyarazata
lehet annak a klinikai megfigyelésnek, miszerint a nagymértékii alkoholfogyasztas
a pikkelysomoros betegek tiineteinek romlasahoz vezet.

- Kimutattuk, hogy a pikkelysomords tiinetmentes epidermisz aktivalt keratinocitai
kifejezik a fibronektin EDA motivumot hordozo6 izoformadjat, melyrdl ismert, hogy
receptorahoz, az oS5 integrinhez kotddve annak nagyobb stabilitdst biztosit.

Feltételezziik, hogy ez az autokrin szabalyozasi rendszer all a pikkelysomoros
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tiinetmentes epidermisz keratinocitdinak magasabb szintli a5 integrin expresszioja

mogott, amely aztan hozzdjarul ezen keratinocitdk citokin indukcidra mutatott

emelkedett proliferativ valaszkészségéhez.

- A keratinocita proliferacios/differencidcios modellrendszer segitségével kimutattuk,

hogy az FGFR2-IIIb receptor magas szintli kifejezése a proliferald keratinocitak

sajatsaga. Ez a receptor molekula a keratinocitdk felszinén fejezddik ki és a

fibroblasztok altal termelt fibroblaszt novekedési faktorok receptora. Az FGFR2-

IITb mRNS mind a tlinetmentes, mind a tiinetes pikkelysomords epidermiszben

magasabb szinten fejezOdik ki, mint az egészséges epidermiszben, feltételezziik

tehat, hogy ez a receptor molekula is

pathomechanizmusaban.

szerepet jatszik a pikkelysomor

- Kimutattuk, hogy a D tipusu ciklinek a sejtciklus kiilonb6zd szakaszaiban tdltenek

be szabalyozoé szerepet €s hogy a D1 ciklin fehérje magasabb szinten és eltérd
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intracelluldris mintazattal fejezddik ki a tlinetes epidermisz keratinocitdiban, mint
az egészséges epidermiszben. Vizsgalataink szerint a fibronektin-a5 integrin
ligand-receptor indukalt jelatviteli folyamatok részt vesznek a D1 ciklin mRNS
expressziojdnak  szabalyozasdban, ¢és hozzajarulnak a  pikkelysomorben
megfigyelhetd keratinocita hiperproliferacidhoz.

- Egy génexpresszios vizsgalat soran azonositottunk egy mRNS-szeri nem kodold
RNS-t, a PRINS-t, amely adataink szerint részt vesz a sejtek stresszvalaszanak és a
pikkelysomorre vald hajlam kialakitasdban. Eldzetes eredményeink szerint a
PRINS nem kodoldé RNS szabalyozza az anti-apoptdtikus hatasi GI1P3 gén
expressziojat, valamint a sejten beliil fizikailag kolcsonhat a nukleofozmin
fehérjével. Egy kozelmultban megjelent kozlemény szerint a nukleofozmin szerepet
jatszik a D1 ciklin expresszidjanak szabalyozasdban. A komplex keratinocitakban

betoltott szerepét a kdzeljovoben tervezziik vizsgalni.

Venas eredetii labszarfekéllyel kapcsolatos kutatasaink soran hajlamositd genetikai

¢s molekularis faktorokat vizsgaltunk.

crer

amelynek mutdns allélja szignifikdnsan magasabb aranyban van jelen a vénas

crer

eredetii  labszarfekélyben szenvedd betegek populacidjdban, mint az
egészségesekben. Feltételezzilk, hogy ez a polimorfizmus befolydsolja az
elsédleges transzkript stabilitdsat, ezaltal az alternativ splicing révén keletkezo
fehérjetermék(ek), a KGFR és/vagy a BEK mennyisége megvaltozik, ami hatassal
lehet a re-epitelizacid ¢és/vagy a sebgyogyuldssal asszociadlt angiogenezis
folyamataira.

- Kimutattuk, hogy a TNF-a -308 A all¢l feltehetéen hajlamositd faktor a vénds
eredetli labszarfekély kialakuldsidra. Eredményeink azonban arra utalnak, hogy
hatdsa nem kozvetlen, hanem masodlagos; az elsddleges Osszefiiggés a
polimorfizmus ¢€s az obezitas kozott all fenn és a TNF-a -308 A polimorfizmus az
obezitasra vald hajlam kialakitasan keresztiil jatszik szerepet a vénas eredetli
labszarfekély pathogenezisében.

- Vénas eredetli labszarfekélyben szenvedd betegek tiinetmentes borének vizsgélata
soran arra a felismerésre jutottunk, hogy a szindekan-4 heparan szulfat proteoglikdn
az érintett betegek tiinetmentes borének dermiszében alacsonyabb szinten fejezodik
ki, mint az egészséges egyének epidermiszében. Feltételezziik, hogy a normal

sebgybdgyuldsban bizonyitottan szerepet jatszo szindekén-4 alacsonyabb szintii
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expresszidja a vénds labszarfekélyben szenvedd betegek tiinetmentes bdérében a

betegségre hajlamosité faktor.

Vitiligo betegségben genomikai vizsgélatokat végeztiink, melynek célja az volt,
hogy a human pigmentacid szabdlyozasaban részt vevé géneken a betegségre

hajlamosité faktorokat azonositsunk.

- Azonositottunk egy polimorfizmust az MC1R génen, amely feltehetden protektiv
genetikai faktor a vitiligo betegség kialakulasa szempontjabol és feltételezziik,
hogy protektiv szerepét a polimorfizmus altal érintett epitdop antigenicitdsanak

csokkentése révén fejti ki.

A malignus melanomadra hajlamositd genetikai faktorok azonositasara néhany
éve egy programot inditottunk Klinikankon, melynek keretében a Klinika
gondozasaban 4ll6 familiaris melanomaban szenvedd betegek ¢€s csaladdtagjaik
CDNK2A gén mutacioit és MCIR polimorfizmusait vizsgaljuk. A dolgozatban

kutatasaink mindeddig legérdekesebb eredményét ismertettem.

- Egy primér multiplex melanomaban szenvedd beteg ¢€s csaladtagjainak
genetikai elemzése soran egy rendkiviil ritka, melanoma predisponalé CDKN2A
mutacidt azonositottunk, els6ként homozigéta formaban. Mivel a mutaciorol
mindeddig csak négy olasz vagy Brazilidban ¢él0 olasz szarmazasu csalddban
szamoltak be, feltételezziik, hogy az alapitd6 mutaci6 vagy Olaszorszagban
keletkezett ¢és vandorolt valahogyan Magyarorszagra, vagy hazankbdl keriilt az

¢észak-olasz vidékekre, majd onnan tovabb Brazilidba is.
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8. Az eredmények gyakorlati hasznositasanak lehetésége

A dolgozatban bemutatott munka elsdsorban alapkutatési jellegli, melynek célja
multifaktorialis borbetegségek pathomechanizmusanak minél mélyebb megértése, a redjuk
hajlamosité genetikai ¢és molekuldris faktorok azonositasa. Arrol egyelére nem
szamolhatok be, hogy a dolgozatban ismertetett eredmények barmelyike is kozvetlen
gyakorlati hasznositasra keriilt volna, ellenben azt mindenféleképpen hangstlyoznam,
hogy munkank révén egy olyan korszertien felszerelt genomikai, molekularis biologiai
laboratériumot allitottunk fel, amely megteremtette a tudomanyos-technikai feltételeket

mar jelenleg is foly6 alkalmazott kutatési és fejlesztési tevékenységiinkhoz.

Kutatasaink egyik ,,célbetegsége” a pikkelysomor, amelyet joggal nevezhetiink az
egyik legnagyobb gyakorisaggal eléfordulé immunmedialt multifaktoridlis bérgyogyaszati
korképnek. A legkorszeriibb gyogyszerek, a biologiai szerek jelenleg is folyd fejlesztése
azokon a 80-90-es években sziiletett kutatasi eredményeken alapul, amelyek a tiinetek
kivaltasaban szerepet jatszd, immun mediald hatassal rendelkez6 molekulékat célozzak. Mi
munkéank sorén elsdsorban nem azokra a folyamatokra 6sszpontositunk, amelyek a tiinetek
kialakuladsa és fennalldsa kozben jellemzik a pikkelysomords bort, hanem azokat a
molekularis torténéseket szeretnénk felfedni, amelyek a makroszkdposan egészségesnek
latsz6, de szamos altalunk és masok altal szolgaltatott adat szerint molekularis és sejt-
szinten mar koros folyamatokat mutatd tlinetmentes pikkelysomords epidermiszben
zajlanak. Meggy6z0désiink, hogy ezeknek a sejt- és molekularis szintli eltéréseknek az
ismerete olyan pre-szimptomatikus terapias eljarasok kidolgozasahoz vezet, amelyek a
pikkelysomords  keratinocitak proliferacios ingerekre adott fokozott valaszkészségét
modositjdk. EbbOl a szempontbdl talan a legigéretesebb eredményiink annak felismerése,
hogy egy autokrin szabalyozasi rendszerrel, az EDA" fibronektin termelésével, majd annak
a5 integrinhez vald visszacsatolasaval feltehetéen maguk a pikkelysomords tiinetmentes
keratinocitak is felelosek sajat maguk fokozott proliferativ valaszképességének
kialakitasaért és fenntartasaért. Egy kozelmultban megjelent kozlemény szerint az EDA”
fibronektin specifikus ellenanyaggal torténd blokkoldsa terapids eljards lehet tumoros

crer

pikkelysomor betegségben is terapias célpont lehet ez a fibronektin izoforma.
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A vénéds eredetli labszarfekélyben végzett kutatdsaink eredményei szintén
hasznosulhatnak terapias fejlesztésekben. A rekombindns KGF-2-et (repifermin) mar
tapasztaltak (Radek és mtsai, 2009; Robson és mtsai, 2001). A KGF ligand/KGFR receptor
rendszer tehat igéretes terapids célpont a kronikus sebek kezelésében. Ugyanez elmondhaté
a szindekan-4 heparan szulfat proteoglikanrdl is, amely eredményeink szerint a vénas
eredetli labszarfekélyben szenvedd betegek tiinetmentes borének dermiszében alacsonyabb
szinten fejezddik ki, és feltehetden hozzdjarul a betegség pathogeneziséhez. Egy
kozelmultban megjelent kozlemény szerint ultrahang kezeléssel a szindekan-4 medialt
Racl és RhoA jelatviteli folyamatok aktivalhatok és a szoveti regeneracio folyamatai ezzel
felgyorsithatok (Mahoney és mtsai, 2009).

A multifaktoridlis bérgyogyaszati korképekre hajlamosité vagy protektiv genetikai
faktorok tovabbi terapids célpontok kijelolésében is szerepet jatszhatnak a jovoben. Ennek
jelentdségét azonban feliilmilja az a nagy tarsadalmi elvaras, hogy a betegségek hatterében
allo genetikai faktorok azonositasa prediktiv értékii legyen a nagy gyakorisaggal kialakulo
betegségek esetében. Erre valo valaszként az Egyesiilt Allamokban mara szamos olyan
magancég alakult, amelyek elérhetd aron hataroznak meg multifaktoridlis korképekre
hajlamositd genetikai faktorokat, majd az eredmények alapjan koriiltekinté becslést adnak
arra nézve, hogy egy adott polimorfizmus kombinaciéval mekkora esélye van az illetének
bizonyos multifaktoridlis betegségek kialakuldsara. A 23 AndMe nevii egyesiilt allamokbeli
cég ,.kinalataban” példaul ott szerepel a pikkelysomdrre vald hajlam prediktalasa. A cég

honlapjanak tanusaga szerint (https://www.23andme.com/) 3 SNP meghatdrozasdnak

eredménye alapjan tesznek arra nézve becslést, hogy az illetonek ¢élete soran mekkora
es¢lye van arra, hogy a pikkelysomor betegség tiinetei jelentkezzenek néla.

A familidris melandmaban ¢és atipusos anyajegy szindromdban szenvedd betegek és
csaladjainak borgydgyaszati gondozasa, kdvetése rendkiviil fontos feladat, mivel a 1ézidk
idoében torténd eltavolitasa a betegség kimenetelét alapvetden befolyasolja. Gyakorlati
szempontbol is nagy jelentdséglinek itélem a familiaris melanomaban szenvedd betegek és
csaladtagjainak genetikai vizsgalatat, els6sorban annak kimutatasat, hogy vajon az egyén
¢s csaladja hordoznak-e nagy penetranciaju melanoma predisponalé CDKN2A mutéciokat.
A rizikofaktor azonositasa fokozott orvosi ellenérzést eredményez, ami a beteg
¢letkilatasait nagyfokban javitja, emelett a melanoma kialakuldsaban szerepet jatszo
tényezOk megismerését is eredményezi, ami jelentds a betegség megeldzése

szempontjabol.
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12. Koszonetnyilvanitas
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Prof. Dr. Kemény Lajos szakértelme, folyamatos tdmogatisa meghatdrozo jelentdségii
kutatomunkam soran, sok kdszonettel tartozom érte.

Prof. Dr. Bata-Csorgd Zsuzsannatol nagyon sokat tanultam és rengeteg segitséget
kaptam t6le. Nagyon kdszonom eddigi segitségét és remélem, hogy még sok jo cikket és
palyazatot fogunk egyiitt sikerre vinni. Halas vagyok Dr. Olah Juditnak, mert
kezdeményezése révén egy nagyon érdekes, 0j kutatdsi irdny, a melanoma genomikai
vizsgalata indult meg laboratériumunkban, kdszondm a segitségét €és jotanacsait.

Koszonettel tartozom kollegdimnak, Dr. Kenderessy-Szabd Anndnak, Dr. Kiss
Marianak, Dr. Szabo Kornélianak, Dr. Garaczi Edinanak, Dr. Baltas Eszternek, Dr. Koreck
Ildikonak, Dr. Pivarcsi Andornak, Dr. Kiss Kornélianak, Dr. Bels6 Noranak, Kormos
Bernadettnek, Polyanka Hildanak, ¢és Dr. Viharosné Dosa-Racz Evanak a Klinika
kutatolaboratoriumaban végzett sok kozos munkaért. Mindig nagy oromet okoz a
tehetséges fiatalokkal egylitt végzett munka, ezért halds vagyok, hogy egyiitt
dolgozthattam és dolgozhatok Dr. Sonkoly Enikével, Dr. Nagy Nikolettaval, Dr. Szegedi
Krisztinaval, Dr. Balogh Klaraval és Bebes Attilaval.
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K6szondm sziileimnek, hogy tdmogattak tanulmanyaimat és mindent biztositottak
ahhoz, hogy elindulhassak a kutat6i palyan.

Haldsan koszondom férjem és fiaim szeretetteljes, folyamatos tdmogatasat, munkam
sikereihez nagyban hozzdjarul, hogy mindig mellettem allnak.
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