A pélyazat 8 célkitizése olyan genetikai, cellularis és koérnyezeti ¢ébly azonositasa volt,
amelyek részt vesznek a legsulyosalbbtumor, a melanoma kialakulasdban. FotobiolGgiai
munkaink folyaman azonban olyan eredményeket iguk&p amelyek a nem-melanoma
bértumorok kezelésére hasznalt Ugynevezett fotodidan@rapia hatékonysaganak novelését
is szolgalhatja a ja@ben. Munkank eredményeként tehatéattimorok kialakulasahoz vezet
genetikai és sejtbioldgiai tényiket azonositottunk és jellemeztiink — ezeket aznedegeket
alapkutatasi aspektusbdl tekintjik fontosnak - &smr azonban reményeink szerint a
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jovében.
Az elért eredmeények ismertetése:

1)

A szegedi Brgydgyaszati és Allergoldgiai Klinikan a 2000-eek\kdzepén inditottuk azt a
kutatasi programot, melynek keretében a Klinikadgméasaban allé familiaris melanomaban
szenved betegek és csaladtagjaik kérében a betegségrespoedlo ciklin dependens kinaz
inhibitor 2A (CDKN2A) mutaciokat azonositunk és hkaionalisan jellemzink. Ezen
programunk keretében detektdltuk az CDKN2A IVS1 +B7C introni mutaciot egy
melanomat halmozottan mutatd magyar csaladban.nKéhz, hogy kideritsik, vajon a
mutécidnak van-e koroki szerepe a melanoma patleaggben. Ezt a mutaciét mindeddig
egy olasz tanulmany emlitette, ahol a séleregy in silico analizis eredménye alapjan
kizartdk a mutacio koroki szerepét. &lsélunk az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon in vivo
tudunk-e detektalni az érintett csaladtagdkében olyan aberrans mRNS splice terméket,
amely a mutacionak lehet betudhat6. Sajnalatos médonban az érintett csaladtagok nem
egyeztek bele admminta vételbe (ennek lelistege mar a palyazatban is emlitésre kerdlt).
Egy splicing szabalyozasdban feltéteet részt vetr elem in vitro vizsgalatanak egyik
lehettsége az un. minigén konstrukci®@alitasa €s ennek révén a g#énatiro)dd mRNS
termékek tanulméanyozasa volt. A trieszti ICGEB netéProf. Dr. Franco Pagani altal vezetett
csoportjaval egyuttiikodésben elkészitettiink két CDKN2A minigén konstiok melyek
segitségével az IVS1 +37 G/C mutacido mRNS splicangyakorolt hatdsa tanulmanyozhato.
A vad tipusu és mutans minigén konstrukciokkal Heepeket transzfektaltunk, majd 24 ora
elteltével total RNS-t izolaltunk a sejtékb A minigén konstrukciokrol &tirod6 mRNS
molekulakat reverz taranszkriptaz polimeraz lanaewal (RT-PCR) vizsgaltuk, melynek
eredménye azt mutatta, hogy a mutaciét hordozé génmiil egy, a vad tipusu splice
variansnal 120 nukleotiddal nagyobb termék is kelsk. Mind a vad tipusu, mind az
alternativ hosszuséagu terméket szekvendltattukeggllapitottuk, hogy a mutans minigénr
egy olyan termék irodik at, amely a CDKN2A gén ftranjabol egy 120 nukleotid
hosszUsagu szakaszt is tartalmaz. Ezt az eredmé@pytk harom fliggetlen Hela sejt
transzfekcios kisérlet soran.

A fenti eredményeket (a melanoméat halmozottan rdutsalad analizisét, valamint az in vitro
minigén kisérlet eredményeit) egy kéziratban Os=zed, amelyet a British Journal of
Dermatology c. lapban fogadtak el kozlésre: Bal#gtSzell M, Polyanka H, Pagani F,
Bussani E, Kemeny L, Olah J Detection of a rare GRK intronic mutation in a Hungarian
melanoma-prone family and its role in splicing region. British Journal of Dermatology
167:(1) pp. 131-133. (2012).
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Melanomara predispondldé CDKN2A mutéaciokat azonositdnkank soran figyelmink
kozéppontjaba kerilt egy csalad, amelyben halmaadtrdulnak € malignus betegségek, a
Klinikdnk gondozéasaban allo fiatablmeteg esetében pedig harmas primer tumor (melanoma,
hasnyalmirigy és erlcarcinoma) éifordulasa volt megfigyelhét A beteg nitéti ellatasa és
az azt kdvet kombinalt kemoterapia utan jelenleg tinetmenteiatdl nsbeteg és gyomor és
légcs carcinomaban szenv&dédesapa genetikai vizsgalata feltarta, hogy mitbelke
heterozigéta hordozéi a mar jol ismert R24P CDKNgAitacionak. Mivel az édesapa
evtizedekkel ezétt elhunyt leanytestvére, valamint a Klinika gonésaban all6 fiatal
nébetegiink is endl carcinomaban szenvedtek, megvizsgaltuk annakekdygét is, hogy a
feltart R24P CDKN2A mutacion kivil hordoz-e a csakmb carcimomara predisponald
BRCA1 vagy BRCA2 mutaciét. Mutacio analizisink sord5, az endl carcinomaval
leggyakrabban kapcsolatba hozott alapito BRCA1 REA2 mutacidt vizsgaltunk a fiatal
nébeteg esetében, de egyiket sem sikeriilt detektiélMdimdezek alapjan feltételezzik, hogy
a R24P CDKN2A nem csupan a melanomara valé hajlatakitasaban vett részt, hanem
felteheten hozzajarult a fiatal dweteg, ill. a csaladban &brduld egyéb malignus
betegségekre vald hajlam kialakitasahoz is.

Fenti eredményeinket egy konyvfejezet formgjabaunkirle, amelyet kiegészitettiink a
vonatkozo irodalom attekintése utan sziletett degimoval. Ebben az 6sszefoglaléban
részletesen bemutatjuk azokat az eredményeketyeketlaz R24P CDKN2A mutacioval
kapcsolatosan mindeddig kozoltek, valamint attedtitik az irodalmat abbdl a szempontbdl
is, hogy CDKN2A mutéciok milyen mértékben tekintilegenetikai hajlamosito faktoroknak
emlb daganatok esetében (Klara Balogh, Edina NemesfriglabUhercsak, Zsuzsanna
Kahan, Gyorgy Lazér, Hilda Polyanka, Rolland GyulBrika Varga, Erika Keresztné
Hatarvolgyi, Kaizer Laszld, Lajos Haracska, LasZliézlavicz, Lajos Kemény, Judit, Olah,
Marta Széll: Melanoma-predisposing CDKN2A mutatiomsissociation with breast cancer: a
case-study and a meta-analysis). A konyvfejezet Irazech Open Access Publisher
"Melanoma", ISBN: 978-953-307-290-6 c. kiadvanyakanilt elfogadasra.
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BRAF kindz gatlasara épit személyre szabott célzott terapia. Laboratoriurbank
lehetiségiink van ennek a mutacionak a detektaldsaraadfipba agyazott léziokbol. A
palyazat futamideje alatt megkezdtik egy olyan garatsorozat kivitelezését is, amelyben
arra keressiik a valaszt, hogy az iversejtvonal68KN2A mutaciot hordoz6 familiaris
melanomaban szenw&ddetegek eltér aranyban hordozzék-e a BRAF V600E mutaciot a
CDKNZ2A mutacio negativ betegekhez képest, és hagyaasejtvonalbeli mutacié hordozésa
predispondlja-e a szomatikus BRAF mutacio kialasatia
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A palydzat masik & ceélkitizése a genetikai és kornyezeti faktorok egylttiat#Hs
tanulmanyozasa volt a melanoma predisponaléo anyakegnegjelenésének tekintetében.
Ebbe a kisérletbe olyan ikerparokat vontunk bek &rll az egyik Gjszulétt kordban kapott
kekfény kezelést az Ojszulottkori magas bilirubinsziltal okozott neurologiai eltérések
kivédésére, a masik nem. A kékfény kezelést tamyundkban olyan kdrnyezeti hatdsként
ertékeltiik, amely feltételezéseink szerint az Gtk még nem teljesen érett védekézés
bérére k&ros hatassal van, és ackdiekben elsegiti a melanoma predisponélé anyajegyek



kialakulasat. Kisérleteinkbe 59 ikerpart vonturgk koruk 3-30 évig terjedt. Minden egyes
ikerpart nagyon alaposan megvizsgaltak @rgpdgyasz kollégak, kozonséges és
diszplasztikus anyajegyeik szama rogzitésre ke8#emeészeti vizsgalat is tértént, ahol az
irisz szepdk és az anyajegyek szamat jegyeztik fel. Ezen kiviilen egyes ikerparnak ki
kellett toltenie egy olyan részletes ké&ncet, amellyel Brik fényterhelését meértik fel.
A vizsgalatba bevont ikerpéroktdl szajnyalkahartyintavétel tértént €s mindegyiKik
genomi DNS-ét izolaltuk. Genomikai vizsgalatokablean az ikerparokon végeztink, ahol a
k6zonséges és diszplasztikus anyajegyek szama éagkinen eltért egymastol.

Genomikai vizsgalatainkat két olyan génen végezitkelyekél feltételeztik, hogy szerepet
jatszanak a melanoma predisponalé anyajegyek killsban: az egyik a hisztidaz (HAL)
gén, melynek fehérjeterméke @rmmunfunkcidinak szabalyozasaban jatszik szerepet
masik pedig a melanokortin 1 receptor gén (MC1RElymek fehérje terméke adib
pigmentaciéjanak kulcs szabalyozdja. A HAL géneryetign, a nikodését alapvéen
befolyasold polimorfizmust azonositottak (1439V),ijgnaz MC1R gén ésen polimorf.
Genomikai vizsgalatunkban a HAL gén 1439V polimpniiusat PCR-RFLP mddszerrel, mig
at MC1R geént teljes hosszusagu szekvenalassaldliukgA polimorfizmusok laboratériumi
vizsgélatat koveélen egy — és kétvaltozos analiziseket végeztink kamn&érdésnek a
megvalaszolasara, hogy a fenti gének polimorfizimada van-e szerepe a melanoma
predispondlé anyajegyek kialakulasaban, illetve yhdgl tudunk-e fedni gén-kdrnyezet
kolcsbnhatasi tenyéket.

A statisztikai analizisek eredményei szerint a mafaa predisponald anyajegyek
megjelenésében az életkornak és az Ujszulott l&kfiéky szerepe van, és erre a folyamatra
sem a Br immunregulaciojaban részt WieWHAL gén 1439V polimorfizmusanak, sem az
MC1R polimorfizmusoknak nincs befolydsa. Terméssmtenem zarhat6 ki azonban annak a
lehettsége sem, hogy kapott eredmény a viszonylag algceamszamnak (59 ikerpar)
tudhato be.

Epidemioldgiai €s genetikai vizsgélataink eredmérik@zleményben foglaltuk 6ssze (Zsanett
Csoma, Edit Toth-Molnar, Klara Balogh M.D, HildalfZanka, Hajnalka Orvos, Henriette
Ocsai, Lajos Kemény, Marta Széll and Judit Olahomégal blue light phototherapy and
melanocytic nevi: a twin study), amelyet a Pediatd. lap kozolt.

A fenti kdzleményben beszamoltunk réla, hogy azileggnulmanyozott ikerpar férfi tagja
esetében azonositottunk egy olyan melacortin-1 ptece(MC1R) mutéciot, amelyet
mindeddig nem irtak le az irodalomban. Mivel W168Rmutaciot heterozigota formaban
hordozé fiatalember rendkivil vilago$rh, kék szer, valamint vildgos sike hajq, ill.
esetében extrém magas kozonséges (n=90) és dymastnyajegy (n=19) szamot
allapitottunk meg, felvétik a kérdés, hogy ez az Gjonnan azonositott mufaokcionalis és
anyajegyek kialakulasara. Felvetésiinket az dsigy hogy a fiatalember lednytestvére - aki
vad tipusu erre az MCI1R variaciora, de gyermekkaorabgyanolyan koérnyezeti hatasok
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anyajegyet hordoz.



A tovabbiakban nemzetk6zi kooperacidban végrehdjiokcionalis vizsgalatokat tervezink.
Személyes konzulticiot végeztink Professor GarofaéB-nal (Department of Biochemistry
and Molecular Biology, School of Medicine, Univeysof Murcia, Murcia, Spain), aki az
MC1R mutécidk funkciondlis jellemzésének nemzetleigis legelismertebb szakembere. A
Garcia-Borron profeszorral elvégzénklisérletek valaszt fognak nekink adni arra, hogy a
altalunk el$ként azonositott W169R MC1R mutacié a receptor rjehunkciévesztéses
verzidja-e, és feléb-e a vizsgalt fiatalember pigmentacidjanak kidkddert, valamint
nagyszadmu melanoma predispondld kozénséges éaslikpt anyajegyeiért.

A palyazat Uj eredménye altal felvetett fenti munkgrehajtasara a futandichem bizonyult
elegendnek, ezért kérvényeztik annak meghosszabbitadatmiva a fennmaradt péenzigyi
forrasok atcsoportositaséat egy valosideCR készilék megvasarlasara.
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Az UV sugarzas a melanomara hajlamosito legfontoddaiynyezeti tényéz A palyazat
tamogatasaval kerilt befejezésre az a munkank,yaaelUV-B sugarzas intracelluléris
hatasainak tisztazasaizte ki célul. Megmutattuk, hogy a human COP1 génfedgrje
kifejezodik a keratinocitakban, és E3 ligazként részt vaskeratinocitak UV vélaszdnak
kialakitAsaban. Megmutattuk, hogy a COP1 fehérjedna magban, mind a citoplazmaban
jelen van, és UV-B besugarzasra mind mennyiségé@sékkenése, mind intracellularis
eloszlasa megvaltozik. Csendesitéses kisérletdinikenyitottuk, hogy a COP1 fehérje
negativ regulatora a p53 fehérjének, amely alafgliételezzik, hogy a sejtek UV valaszaban
betdltott szerepét a p53 ubiquitinalasan keredeiiilki.

A fenti eredményeket kdzleményben foglaltuk dssdeyd A, Kiss-Laszl6 Z, Hambalké S,
Bebes A, Kiss M, Széll M, Bata-Cs@érg, Nagy F, Kemény L: COP1 contributes to UVB-
induced signaling in human keratinocytes, J InBestmatol. 130: 541-5, 2010), amely a The
Journal of Investigative Dermatology c. lapbannekmeg.

Tovabbi célunk, hogy a COP1 fehérjét stabilan cesitgiik, €s ezekben a sejtekben
vizsgéljuk, hogy a COP1-nek milyen szerepe van &zBUindukalt jelatviteli folyamatok
szabalyozasaban. Ehhedalitottunk egy olyan immortalizalt keratinocitgtsenalat (HPV-
KER), amelynek a p53 szabalyozadsa (ellentétben rmémortalizalt keratinocita
sejtvonalakkal) nem karosodott. A HPV-KER sejtekentroll és a COP1 fehérjét stabilan
csendesft konstrukciokkal transzformdltuk: 3-3 ilyen stabilaranszformalt sejtvonalat
sikertlt eballitanunk. Western blott modszerrel és immuncitoieé festésekkel igazoltuk,
hogy a csendesit konstrukcidval transzformalt sejtekben a COP1 rdieh&xpresszidja
szignifikansan alacsonyabb, mint a kontroll kongtraval transzformalt sejtekben. Ezekkel a
stabilan transzformalt sejtvonalakkal sikeriilt neeginteniink az alkalmas kisérleti rendszert,
amelynek segitségével a tovabbiakban nagyskalajéxpeesszios mddszerekkel vizsgaljuk,
hogy a COP1 fehérje a milyen modon vesz részt atikecitdk UV valaszanak
szabalyozasaban.

5)
A melanoma a melanocitak tumoros transzformacidjaar@dmeényekent jon létre. Ezért a
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a betegség pathomechanizmusanak feltarasahoz yazpéltamogatasaval fejeztik be egy, a
melanocitdk in vitro tenyésztésével kapcsolatos kénkat. Kordbbi munkdnk soran
kidolgoztunk egy kémiai mitogéneit mentes in vitro tenyésztési modszert, amelyben a
tenyészett keratinocitak sajatsagos morfologigprésiferacios sajatsagokat vesznek fel. Az
ily modon tenyésztett keratinocitdk dedifferenaiilak, elvesztik c-Kit és TRP-1
expresszidjukat és kifejezik a nestint. Kimutatagt is, hogy kolera toxinnal és PMA-val,
illetve UV-B besugarazott keratinocitdk felUlusa@h a dedifferencialt sajatsag
visszafordithatd. Eredményeink arra utalnak, hagyjatenyésztési médszer a melanocitak
konnyen tanulmanyozhaté és transzdifferencialtathrandszerét biztositja, amely nagyon
fontos a melanoma pathogenezisének megismerése  paeagatnol.
Eredményeinket kozleményben foglaltuk 6ssze (Bexttdébrmos, Nora Belso, Attila Bebes,
Gabor Szabad, Sarolta Bacsa, Marta Szell, LajosélgmZsuzsanna Bata-Csorgo: In Vitro
Dedifferentiation of Melanocytes from Adult Epidaan PLoS ONE 6(2):
e17197.doi:10.1371/journal.pone.0017197, 2011), l\ammegjelent a PL0oS ONE c.
szaklapban.
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A palyazat 8 célkitizése a melanoma kialakulasara hajlamositd gened&akornyezeti
tényedk vizsgalata volt, de végrehajtasa soran k&egink nyilt egy olyan kutatasi
programba is bekapcsolodni, amelynek eredményegtded tehetik a nem-melanoma
bérrakok egyik kezelési len&tégének, a fotodinamias terapia a hatékonysaganaiéset.
Korabbi munkank soran kimutattuk, hogy az ABCG2 otdatikum transzporter mRNS és
fehérje magas szinten expresszalodik in vitro fexdid keratinocitdakban. HaCaT sejtekben
génspecifikus csendesitéssel az ABCG2 fehérjeszabmiisen sikerilt csdkkenteni, a sejtek
viabilithsara azonban ez nem volt hatassal. Az AB@heérje specifikus gatloszerével, a nem
toxikus fumitremorgin C analdg Ko-134-el kezelt &@mocitdknak szintén nem csokkent a
viabilitAsuk. Eredményeink alapjan az ABCG2 tramsigy felteheien nem esszencialis a
szerepének vizsgalatat a keratinocita stressz\maszEgéeszséges humadriien UV-B
fénnyel vald besugarzast kdgeh az ABCG2 transzporter fehérje az epidermisz ujéais
rétegében jelefis indukcidét mutatott. In vitro kérilmények kozotbK 34 kezelés hatasara
szignifikansan csokkent a keratinocitak viabilitds&/-B besugarazds utédn, az ABCG2
transzporter tehat részt vesz a keratinocitak UmidRikalt stresszvalaszaban. Ismert, hogy a
szabad porfirinek sejtth valé kipumpalasanak feladatat részben az ABCGasuporter
vegzi, ezeért feltételeztik, hogy a porfirinek férpgkenyié hatasan alapuld fotodinamias
terapias eljardsok hatékonysaganak befolyasolasgteathis mértékben hozzajarulhat az
ABCG2 fehérje. Hipotézistinket igazolta, hogy deltaninolevulinsav élkezeléssel
érzékenyitett HaCaT keratinocitdk viabilithsa jébencsokkenést mutatott fotodindmias
kezelés hatasara az ABCG2 transzporter specifilati@sakor. Eredményeink szerint a Ko-
134 egy igéretes molekula lehet a kiloribbérbetegségek kezelésére egyre elterjedtebben
hasznalt fotodinamias eljarasok hatekonysagana&léseben.

Fenti eredményeinket kdzleményben foglaltuk ds$ebes A, Nagy T, Bata-CsérgZ,
Kemény L, Dobozy A, Széll M:: Specific inhibitiorf the ABCG2 transporter could improve
the efficacy of photodynamic therapy., J Photocl®matobiol B. 105: 162-166, 2011.



Osszefoglaléan tehat elmondhatjuk, hogy a palyématményeképpen szamos értékes adatot
szolgdltattunk a melanoma kialakulasaért taelgenetikai, kdrnyezeti és sejtbioldgiai
tényedkrol. Eredményeinket 6t eredeti kozleményben (6sszaknpaktoruk 21,752), egy
konyvfejezetben és szamos konferencia absztrakiibglaltuk 6ssze. Beszamoldnk végén
kiemelnénk, hogy a palyazat eredmeényei olyan koetgraekben is megjelentek, ill. olyan
forumokon is elhangzottak, ahol a tagabb orvostiaisan ill. a lakossag figyelmét szerettiik
volna felhivni azokra a tényékzre, amelyek szerepet jatszanak a legsulyosabbniatek
bértumor, a melanoma kialakulasaban. Ily modon udjiikehogy a végrehajtott munkanak
nem csupan tudomanyos értéke van, hanem eredmémgaiényeink szerint - tarsadalmi
szinten is hasznosulnak.



