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Kisérletes szekcio eloadasai

Emri Eszter, Emri Gabriella dr, Egervari Kristdf dr?,

Beke Livia dr?, Rézsa Ddvid', Miko Edit', Boros Gdbor',

Nagy Georgina', Varvilgyi Tiinde dr., Veress Imre dr.’,

Méhes Gabor dr?, Remenyik Eva dr:

A metallothionein-expresszié melanoméaban: tumorbiol6gidval
és immunvalasszal osszefiiggést mutaté fiiggetlen biomarker
(Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomdnyi Centrum,
Bérgy6gyészati Klinika, Debrecen', Patholégiai Intézet, Debrecen’)

Melanoma malignumban az 4ttétképz6dés és szisztémds terdpia
hatékonysaga fiigg a tumorsejtek jellemzgit6l, mint mitotikus akti-
vitds, apopt6zis rezisztencia, a sejtadhézids tulajdonsdgok megval-
tozésa, illetve a szervezet immunvélaszdtél. Kevés olyan tanul-
mény van, ahol egyidében vizsgiltdk a tumor invazivitds és a kap-
csolt immunvalasz markereit fehérje szinten ugyanazon tumorszd-
veti mintdn. Az utébbi években irtdk le, hogy a metallothionein
(MT)-expresszié megviltozdsa nemcsak az emld, a prosztata, vagy
a miéjrdk esetén prognosztikai faktor, de melanomdban is je-
lent&séggel bir, az over-expresszié a beteg tdlélési idejének csdk-
kenésével kapcsolt. Ennek ellenére nem vélt széles korben hasz-
nélt prognosztikai tényezdvé, leginkdbb azért, mert nincsenek me-
gerdsitd vizsgalatok. Ami miatt ez mégis indokolt, hogy a MT
funkci6jét tekintve egyrészt antioxiddns, mdsrészt, mint cink-t-
ranszporter, transzkripciés faktorok és cink-dependens enzimek
mikodését szabdlyoz6 molekula, ezek 4ltal a tumorsejtek noveke-
dését, apoptézis-rezisztencidjat egyardnt befolydsolja. Ismert a
MT-expresszi6 és az immunrendszer mikodésének Osszefiiggése
is, de egyeldre nem egyértelmii az Ssszefiiggés irdnya. Az UV-su-
gérzds szerepe ismert a melanoma kialakuldsiban és humén
bérben a krénikus napfény hatdsira megvaltozott MT-expressziét
frtak le, igy ebbdl a szempontbdl is érdekes lehet ennek a fehérjé-
nek a vizsgdlata.

Jelen projekt keretében tissue microarray analizissel vizsgiltuk
klinikdnk archivilt, 4ttétet nem ad6 és haematogén attétet adé pri-
mer kutén melanomaib6l (n = 47) szdrmazé szdvettani anyagain a
MT-expresszi6t, ezzel parhuzamosan pedig tumorral asszocidlt ma-
krofigok (CD68, CD163) és dendritikus sejtek (DC-SIGN, CDla)
Jelenlétét Vizsgalatainkban megéllapitottuk, hogy a MT-expresszid

i 4nsan nagyobb arédnyban fordult el§ metasztatlkus melano-

miban a Breslow tumorvastagsigtdl fii Szignifikdnsan
gyakoribb volt a CD68™ és CD163™ makrofdgok intratumorélis je-

lenléte is az 4ttétes melanomakban, mig a CD1a™ sejtek peritumora-
lis el6forduldsa volt gyakoribb a nem 4ttétes primer daganatokban.
Pozitiv korreldciét figyeltink meg a tumor MT pozitivitds és a tu-
morinfiltrdlé CD68% makrofigok jelenléte, illetve a peritumoralis
MT+ és CDlat sejtek kozott.

Lengyel Zsuzsanna dr.', Nagy Andrds dr?, Csernus Valér dr?,
Battydni Zita dr':

Cirkadi4n oragének: perl, per2, clock, és cryl expresszidja
melanomdban

(Pécsi Tadomanyegyetem, Bor-, Nemikdrtani és Onkodermatoldgiai
Klinika, Pécs', Pécsi Tudoményegyetem, Anatémiai Intézet, Pécs?)

Epidemioldgiai és genetikai vizsgdlatok alapjan feltételezhetd,
hogy a kbzel 24 6rés periédusii biolégiai szabdlyozds (cirkadidn
ritmus) zavara el@segiti a tumorképz6dést. Vizsgalatunkban mela-
nomébdl és melleite 1év8 normél b6rbdl vett mintdkon elemeztiik
az 6ragének — perl, per2, clock és cryl — expresszi6jit qRT-PCR
médszerrel. Az eredményeket Ssszevetettiik a melanoma hisztopa-
tholégiai jellemzdivel, lehetséges osszefiiggést keresve. Eredmé-
nyeink azt mutattdk, hogy perl. per2, clock és_cryl mRNS
mennyisége mérsékelten’ alacsonyabb a melanoméban, mint a
mellette 1évé-normél-bdrben. A vizsgélt 6ragének koziil a clock
és cryl 6ragén mRNS mennyiségek reciprok Osszefiiggést mutat-
tak a melanoma kovetkezd hisztopathol6giai jellemzGivel:
Breslow vastagsdg, mitotikus aktivitds, ulcerati6 és tumor lokali-
z4ci6.

Liszkay Gabriella dr., Plétdr Vanda dr., Serester Orsolya dr.:
BRAF mutécié melanoma malignumban
(Orszdgos Onkol6giai Intézet, Budapest)

Az onkogén BRAF mutici6 eléforduldsi gyakorisiga melanoma
malignumban mintegy 40-60%. Ha mutdcié kimutathaté, célzott ke-
zeléssel a konvenciondlis kemoterdpidnal mintegy kilencszeres ob-
jektiv valaszardny érhetd el.

A muticié gyakorisagdt killonboz6 lokalizaciéju és etioldgidja,
szovettani tipusd melanomdkndl, valamint azok metasztazisainal
vizsgéltuk melanoma malignum miatt kezelt betegeinknél.

37 primer melanoméndl és metasztdzisnal valés ideji PCR és ol-
vaddspont analizist végeztiink formalin fix4lt paraffinba dgyazott
mintdkbdl izoldlt DNS-b&l BRAF mutécié kimutatisara.

A 37 primer tumorbdl 21-nél (57%) talaltunk BRAF mutdciét. 28
UV sugérzissal dsszefiiggésbe hozhat6 melanomabél 18 (64%) bi-
zonyult mutdnsnak, mig a napfénnyel nem érintkez6 teriiletekrdl
kiindul6 melanomékndl mindéssze 3 (33%) volt BRAF mut4ci6t
hordoz6 (p=0,075). 13 szuperficidlisan terjed6 melanoma vizsgéla-
takor 7 esetben (54%j) taldltunk BRAF mut4ciét, 11 noduléris mela-
nomébdl 8 (75%), 4 lentigo maligna melanom4bél 3 (75%) mig 3
nydlkahartydbél kiindult tumorndl 1 (33%), 3 acralis melanoménal
szintén 1 (33%) esetben mutattunk ki mutdciét. Mindhdrom dez-
moplasztikus melanoma vad tipusi volt. 21 BRAF mutéciét hordo-
z6 primer tumor metasztdzisdbdl 14 esetben (66%) igazoltuk a mu-
téciét. A 16 BRAF mutéciét nem hordozé, vad tipusii primer tumor
metasztdzisdnak felében 8 (50%) kimutattunk BRAF mut4ci6t.

A melanoma malighum komplex onkolégiai diagnosztikdjénak és
korszer( terdpidjdnak a kozeljovdben elengedhetetlen része lesz a
tumor BRAF mutécidjdnak ismerete. Nem elegendd azonban a pri-
mer daganat vizsgdlata, hiszen a primer tumor és a metasztizis —
mint tanulményunkban is kimutattuk — BRAF mutici6 tekintetében
is kiilonbozhet.

Miko Edit ', Remenyik Eva dr., Scholtz Bedta dr?:

A mikroRNS-ek és lehetséges szerepiik a tumoros fenotipus
kialakitdsAban

(Debreceni Egyetem, Orvos- €s Egészségtudomanyi Centrum,

Bérgyégydszati Klinika, Debrecen', Biokémiai és Molekuldris

Biolégiai Intézet, Klinikai Genomika Kézpont, Debrecen?)

A mikroRNS-ek (miRNS) rovid, 18-24 nukleotid hosszis4gy,
egyszali, nemk6dolé RNS molekuldk, melyek a génexpresszié sza-
bilyozdsiban vesznek részt. A target mRNS-hez kapcsolédva gétol-
jék azok transzldci6jét, illetve bizonyos esetekben az mRNS degra-
dacigjat valtjak ki. A miRNS-ek szdmos sejtbiolégiai folyamatban
részt vesznek, mint példaul a fejlédés, differencidcié, proliferdcié és
apoptozis.

Az elmilt néhdny év kutatdsi eredményei azt mutatjak, hogy a
miRNS-ek szerepet jatszanak a tumorok kialakuldsanak, differencia-
l6d4sdnak folyamatdban is. A tumorbiol6gidban bet6ltott szerepiiket
aldtimasztja az a tény is, hogy az ismert miRNS-ek nagy sz4zaléka
olyan genomi régidkban taldlhat6, melyek tumorokban amplifik4léd-
nak vagy deletdlédnak. Ma mdr szdmos daganattipusban kimutattsk a
miRNS-ek aberrdns expresszi6jat, valamint azt is, hogy szdmos tu-
morgdtl6 gén, illetve onkogén szabélyozdsaban is részt vesznek. Is-
mert az is, hogy fontos szereppel bimak a bér morfogenézisének, ho-
meosztizisdnak szabdlyozdsiban és abberdns expresszi6juk szdmos
bdrbetegség kialakuldsahoz vezethet. A miRNS-ek pontos szerepé-
nek megértése az egyes daganattipusok progresszidjaban és metasz-
tézis képzésében hozzijarulhat a miRNS-ek terdpids alkalmazas4hoz.

Boros Gdbor', Miko Edit’, Rézsa Ddvid ', Emri Eszter ',
Nagy Georgina', Juhdsz Attila dr., Juhdsz Istvdn dr,
Gijsbertus van der Horst dr?, Hiromi Muramatsu dr?,
Drew Weissman dr*, Kariké Katalm dr?, Horkay Irén dr.,
Remenyik Eva dr., Emrz Gabriella dr!:
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mRNS transzfekcio segitségével elért fotoliaz szintézis in vitro
humén keratinocita monolayeren

(Debreceni Egyetem, Orvos- €s Egészségtudoményi Centrum,
Bérgy6gyaszati Klinika, Debrecen', Department of Genetics,
Erasmus University Medical Center, Rotterdam®, Department of
Neurosurgery, University of Pennsylvania, Philadelphia®, Depart-
ment of Medicine, University of Pennsylvania, Philadelphia®)

Patogenetikai szempontb6l a bort éré egyik legjelent8sebb kor-
nyezeti hatds a napfény ultraibolya sugirzdsa, amelynek biol6giai
hatdsai hulldmhossztél fiiggden eltérdek. Az UVB-sugéarzds (280-
320 nm) egyik legjelentdsebb hatdsa, hogy a DNS-ben kézvetleniil
elnyel6dve ciklobutdn pirimidin dimereket (CPD) induk4l. A CPD-
k a legkérosabb és leggyakoribb UVB-okozta DNS-1ézidk kozé tar-
toznak. A CPD fotolidz egy igen gyors és fényfligg6 reakciéban ké-
pes kijavitani ezeket a fotoproduktumokat, de ez az enzim hidnyzik
a méhlepényes eml6sokbél. Jelen tanulményban bemutatunk egy 4j
mRNS-alapt génterdpids médszert, amelynek segitségével funkcio-
nélis fotolidzt szintetizdltunk humén keratinocita sejtekben. A Poto-
rous tridactylus fotolidz génjét kédol6 mRNS-t in vitro transzkrip-
ciéval hoztuk létre. A szekvencia kodon-optimalizildsaval, vala-
mint az mRNS-be t6rténé nukleozid médositisok, hosszi poly(A)
farok és capl struktira beépitésével magas transzlaciés hatékonysa-
got, és biol6giai stabilitast értiink el. Az mRNS-t tranziens transz-
fekci6val juttattuk be HaCaT sejtekbe é€s normal human epidermé-
lis keratinocitdkba, amelyekben a kédolt fotolidzt western blot és
immuncitokémia (ICC) segitségével detektdltuk a transzfekciét ko-
vetden kiilonboz6 idpontokban. Annak vizsgdlatdra, hogy a fotoli-
dz funkciondlisan aktiv-e, az mRNS transzfektslt sejteket 20
mJ/cm® UVB d6zisnak tettiik ki, majd régton fotoreaktivaltunk egy
6rén 4t, vagy sotétben tartottuk a sejteket. ELISA és ICC médsze-
rek felhasznaldsaval azt figyeltiik meg, hogy a fotoreaktivalt sejtek-
ben a CPD-k szdma 50%-kal csokkent, a fotolidz aktiviciéjdhoz
sziikséges energiaforrast nélkiilozd sejtekhez képest. A fotoreakti-
vécié még a 60 mJ/cm® UVB dézis antiproliferativ hat4sat is szigni-
fikénsan csokkentette, novelve a sejtek életképességét. A keratino-
citdkba juttatott fotolidzz mRNS megfelels lehetség az UVB-indu-
kdlta CPD Iézidk eltdvolitdsdra ezekben a sejtekben, igy terdpids al-
kalmazasénak megteremtése fontos lépcsdfok lehet a bordaganatok
megel6zésében.

Manczinger Mdté dr’, Vérés Andrea dr?, Kemény Lajos dr!
Nagy Istvdn dr?, Lakatos Lérdnt dr.':

Candida albicans és PK E6/E7 vaginalis epithelialis sejtvonal
kolcsonhatdsinak vizsgalata

(Szegedi Tudoményegyetem, BSrgy6gyészati és Allergolégiai
Klinika, Szeged', BZAKA BAYGEN: N6vénygenomikaj,
Humén Biotechnoldgiai és Bioenergiai Intézet, Szeged?)

Mind a systemds, mind a lokilis candidiasis egyre gyakrabban
fordul el6 az primer, szekunder és a terdpids kezelés sordn immun-
szuprimélt allpotban 1évé betegek szdmdnak novekedésével. A be-
tegség vizsgdlatra eddig nem allt rendelkezésiinkre megfelel§ be-
tegségmodell. Célunk volt egy, a vaginalis candidiasist j61 model-
lez8 rendszerben a betegség kialakuldsat vizsgdlni human és patho-
gén oldalrél egyarant.

RNA-seq vizsgédlatot végeztiink, melyhez a mintit a kdvetkezd
dllapotokbdl vettiik: I. C. albicans sarjadz6, nem pathogén 4llapot-
ban keratinocyta tdptalajban (0. id6pillanat) 2. C. albicans hifdz6,
pathogén 4llapotban keratinocyta tdptalajban (3 6ra elteltével) 3. C.
albicans hif4z6, pathogén 4llapotban + PK E6/E7 vaginalis epitheli-
alis sejtek (betegségmodell) 4. PK E6/E7 sejtek 0. iddpillanatban
keratinocyta tdptalajban 5. PK E6/E7 sejtek 3h elteltével keratino-
cyta tdptalajban. A mintdkb6l RNS-t izolaltunk, majd RNA-seq
haszndlatival transzkriptéma analizist végeztiink. A viltoz4sok
sMottuk meg. A géneket
véltozdsuk alapjdn csoportokba osztottuk és funkcionélisan anno-
téltuk Sket.

C. albicansban a szignifikdnsan véltozé gének koziil 1476 sejtek
jelenlétében és azok hidnydban is véltozik, mig 619 és tovabbi 436
genomi 16kusz sejtre specifikus véltozdst mutat. Ezen gének nagy
része alapvets sejtélettani folyamatokban szerepelnek.

Eredményeink alapjdn a gomba pathogenitdsdhoz nem elég csu-
pén a morfolégiai véltoz4s, tovdbbi 619 gén sejtre specifikus exp-
resszié-véltozasa torténik meg a gazda-pathogén interakcié soran.
Ezek tovibbi vizsgdlatdval dj pathogenitasi faktorok megismerésére
nyilik lehet6ségiink.

@gmir Péter dr!, Németh llond', Hdrsing Judit dr.!,
Mazdn Mercédesz "*, Paulsson Mats dr., Smyth Neil dr”,
Buzds Edit dr, Kdrpdti, Sarolta dv.!, Temesvdri Erzsébet dr. :
Tovabbi bizonyitékok a bér barrier funkciéjanak karosodasara
transgulatmindz 3 (TGM3) knockout egértorzson
fluorescein-izotiocianattal (FITC) végzett szenzibilizaciés
kisérletek soran
(Semmelweis Egyetem, B6r-, Nemikértani és B6ronkol6giai
Klinika, Budapest', Magyar Tudoméanyos Akadémia,
Molekuldris Biolégiai Kutat6csoport, Budapest?,
Genetikai, Sejt- és Immunbiolégiai Intézet, Budapest®,
Center for Biochemistry and Center for Molecular Medicine,
Cologne, University of Cologne*)

Sz4dmos, a normél bér barrier funkcié kialakitdsdhoz sziikséges
struktdrfehérjét €s enzimet ismeriink, melyek hidnya, vagy abnormis
szerkezete a barrier funkci6 sériilésén keresztiil percutan szenzibili-
zé4ciéra hajlamosit.

Kordbban mdr igazoltuk, hogy a TGM3 knockout, fluoreszcein-
izotiociandttal (FITC) kezelt egerek esetében nagyobb ardnyban és
mértékben alakul ki FTIC re-expozici6kor fiilvastagodds (,,mouse
ear swelling test”, MEST) ill. kontakt dermatitis, melynek hétteré-
ben nem megfeleld barrier funkci6 4llhat.

Jelen kisérieteinkben a FITC-el tortént szenzibiliz4ciét ké-
vetSen, a drendl6 nyirokcsomékban az aktivélt CD4, CD25 pozitiv
T-sejtek ardnydt vizsgdltuk flow-cytometrids analizissel, egyiittal
RT-PCR médszerrel mértiik az 1L4, TL12; GATA3, TEN-y gének
expresszi6jat. T

A FITC-et 24 6rdig tarté epicutan occlusioban alkalmaztuk a ki-
sérlet elsé és hetedik napjdn, a re-expozicié a 15. napon a fiilek
ecsetelésével tortént, melyet 24, ill. 48 6ra miilva a fiilek vastagsa-
gdnak mérése, majd hematoxillin-eosin ill. toluidinkék festéssel
végzett szovettani vizsgilata kovetett. A TGM3 knockout egérpopu-
laciéban a MEST értékek szigniﬁk:’msanMak voltak, ezzel
osszhangban a gyulladds szovettani jelei kifejezettebbnek mutatkoz-
tak, mint a vad genotipus esetében.

A FITC-el kezelt TGM3 knockout egerek esetében a drendl6 nyi-
rokcsomoékban mért aktivalt T-sejtek ardnya szignifikdnsan maga-

_sabbnak mutatkozott, mint a vad tipus esetében, ugyanakkor az 1L4,
IL12, IFN-y, GATA 3, HGPRT housekeeping génhez viszonyitott
expresszidjdban nem mutatkozott kiilonbség a knockout és vad ge-
notipust egerek kozott. )

A TGM3 knockout, FITC-cel kezelt egerek nyirokcsoméiban ta-
pasztalt, emelkedett aktivalt T-sejt populdcié ardny megerdsiti a ko-
rdbban MEST, ill. hisztolégiai vizsgélatok soran észlelteket, a kife-
Jjezettebb gyulladds kérosodott barrier funkciét jelez.

A fenti adatok tovabbi bizonyitékot szolgéltatnak azon feltétele-
zéslink igazoldsdra, hogy a funkcionélisan intakt bér barrier kialaku-
ldsdhoz ezen egértdrzs esetében az epidermilis aminéz

TGMS3) is kulcsfontossig. 20 ldel
i 7 o
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Nagy Georgina', Gdspdr Krisztidn dr.'? Torécsik Ddniel dr,

Doan Xuan Quang Minh dr?, Bacsé Zsolt dr?, Remenyik Eva dr’,
Szegedi Andrea dr."*:

Myeloid dendritikus sejtek szerepének vizsgilata az atopids
dermatitisre jellemz§ effektor T sejt polarizicié kialakitdsiban
(Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudoményi Centrum,
Borgy6gyészati Klinika, Debrecen’,

Bérgyégyészati Allergolégiai Tanszék, Debrecen?,

Biofizikai €s Sejtbiolégiai Intézet, Debrecen®)

Az atopids dermatitis (AD) egy kré6nikus, gyulladdsos bérbeteg-
ség, mely a fejlett orszdgokban egyre novekvs gyakorisdggal van
jelen. A betegségre a bérben akut fazisban, a periférids vérben
mind akut és krénikus fazisban Th2 dominancia jellemz3. Emellett

189

7




