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BEVEZETES

Az INK4A gén a 9-es kromoszoma rovid karjan (9p21) lokalizalédik.
Err6l a génrdl két — a sejtmagban lokalizalodé — tumor-szuppresszor fehérje
irodik at. Az egyik az exon la, exon 2 és exon 3 kodold régiok felhasznalasaval
1étrejott pl6™<**. A masik az exon 1P és ugyanazon exon 2 alkalmazasaval
1étrejott fehérje, melynél a k6zos mésodik exon eltérd leolvasasi kerettel irodik

ARF_nek (alternative reading frame) nevezték el.

at, ezért ezt a génterméket p14
A p16INK4A fehérje 148 aminosavbdl all, az elsé exon az 1-42, a masodik a
43-144, a harmadik exon pedig az utolsé 4 aminosav kodolasaért felelds. A

16™**  proteinben egy citoszkeletlis fehérjekotd  (ankyrin)  domént

p
azonositottak, mely a protein-protein interakcidkban jatszik szerepet. Ezaltal a
fehérje kotddni képes a CDK4 és CDK6-hoz, igy a CDK-k inaktiv allapotba
keriilnek, nem tudnak a ciklin D-hez kapcsolédni. A CDK-ciklin D komplex
kialakuldsanak hidnyaban az RB fehérje foszforilalatlan marad. Mivel az RB
hipofoszforilaltan koti az E2F transzkripcios faktort, ezaltal a pl16™ - fehérje
kozvetett iton gatolja meg a sejtproliferaciot, a G,/S atmenetet.

A pl4™*F fehérje 132 aminosavbol épiil fel, az exon 1P kdodolja az elsé 64
aminosavat, a tobbi a kozos masodik exonrol kiilonbozo leolvasasi keretet
alkalmazva irodik at. A p14”*" protein is a sejtciklus negativ szabalyozasaban
vesz részt. A protein N-terminalisdval az MDM-2 C-terminalisahoz tud kotddni,
melynek eredményeként a pl4**" gatolja az MDM-2 kotranszformécios
aktivitdsat. Mivel az MDM-2 N-termindlisdn keresztiil a p53-hoz képes

ARF

kapcsolodni, a pl4™ az MDM-2 proteinen keresztiil indirekten szabalyozza a

p53 fehérjét, megakadilyozza annak MDM-2-fliggéd poliubiquitinacids

ARF

mechanizmuson alapuld lebontasat. Nemcsak a pl4 stabilizalja a p53

proteint, de a p53 is visszahat negativ feedback mechanizmussal a p14"%F

expresszidjara.



A p16™* &s p14™*" tumor-szuppresszor gének genetikai és epigenetikai
inaktivacidjanak gyakorisdgat szdmos malignus korképben vizsgaltak. Azonban
ezen gének karosodasa és a tumor progresszioja kozotti osszefliggést kevésbé
tanulmanyoztak.Vizsgalataink egy részét az egyik leggyakoribb leukémia tipus,
a kronikus mieloid leukémia (CML) kiilonb6zd fazisaibol szarmazd mintdkon
végeztik. A CML progressziojaval kapcsolatos kordbbi molekularis biologiai
vizsgalatok dontden a kronikus fazis (KF) és a blasztos krizis 6sszehasonlitasara
szoritkoztak. Akceleralt fazisbol (AF) szarmazé mintdkat kevés esetben
vizsgaltak, és a kis esetszdm miatt ezek az eredmények nem voltak alkalmasak

definitiv kovetkeztetések levondsara. Ezekbdl az elézményekbdl kiindulva
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kovetéses vizsgalatokban hasonlitottuk 0Ossze a pl ¢s a pl
tumor-szuppresszor gének valtozasait a CML kronikus és akceleralt fazisaban.

A DNS tumorvirusok onkoproteinjei beavatkozhatnak a sejtciklus
szabalyozasaba. Mivel kontrollalatlan sejtproliferaciot is eredményezhetnek,
ezért kisérleteinket Epstein-Barr virussal (EBV) fertdzott mintakon is
elvégeztiik. Korabban Burkitt limfomas (BL) sejtvonalakon, biopszidkon és
EBV-vel immortalizalt limfoblasztoid sejtvonalakon (LCL) mas szerzok mar

beszamoltak a pl6™**

gént érintdé mutacids és metilacidos valtozasokrol. A
pl4™ gént illetéen azonban kevés vizsgalat tortént. Nem tanulmanyoztak
EBV-vel transzformalt B-limfocitdkban, frissen kialakitott LCL-ekben ¢&s
folyamatos passzalason atesett LCL-ekben a pl6™"*/p14**"  génben
bekovetkezd genetikai és epigenetikai valtozdsok szerepét sem. Normal
B-limfocitakban, frissen kialakitott LCL-ekben, immortalizalt LCL-ekben és BL

sejtvonalakban vizsgaltuk a fent emlitett 2 tumor-szuppresszor gén valtozasait.



CELKITUZESEK

Vizsgalatainkkal valaszt kivantunk adni az alabbi kérdésekre:

1. Szerepet jatszik-e a CML progresszidjaban a pl6™“*/p14**"

gének
inaktivacioja? Ha igen, ebben milyen mechanizmusok vesznek részt, €s
ezek milyen gyakorisaggal kovetkeznek be?

2. A genetikai valtozasok milyen jellegliek, érintik-e mindkét gént, illetve
egy-egy gén mindkét alléljat? Vannak-e mutdcios forropontok? Ezek a
genetikai valtozasok mekkora kromoszdmaszakaszt érintenek? Milyen a
citogenetikai hattér a CML akceleracioja sordn? A citogenetikai

vizsgalatok eredménye korrelal-e a pl6™" " /p14™*"

gént  érintd
valtozasokkal?

3. A pl6™*p14'%  promotereinek metilacidja az esetek hany
szdzalékaban figyelhetd meg a CML AF-dban? Eléfordul-e mindkét

promoter egyiittes metilacioja?

4. A tumoros sejtvonalakban az EBV jelenléte befolyasolja-e a
tumor-szuppresszor génekben bekovetkezo eltérések gyakorisagat?

5. Van-e kiilonbség normal B-sejtek, EBV-vel de novo transzformalt
LCL-ek, immortalizalt LCL-ek, ¢és BL sejtkultirdkban detektalt
p16™ 14 alteraciok kozott?

6. A B-sejtek tumorgenezisében a pl6™*/p14**F génben bekovetkezd
genetikai vagy a promoter metilacids eltéréseknek van jelentdsebb
szerepe?

7. A limféomagenezis mely stadiumaban kovetkezik be ezen

tumor-szuppresszor gének inaktivacioja?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Granulocitak szepardlasa

Kisérleteink soran a DE OEC II. szdmu Belgyogydaszati Klinikdjan kezelt
CML-es betegek periféridlis vérmintait hasznaltuk. Mindegyik beteg esetén 2
mintat vizsgaltunk. Az egyiket a diagndzis felallitdsakor, a terdpia megkezdése
elétt, a masikat az akceleraci6 megjelenésekor, a terapiavaltast megel6zden
vették le. A CML fazisainak a diagndzisa az 4ltalanosan elfogadott klinikai és
hematoldgiai kritériumok alapjan tortént. A vérmintdkbdl Percoll oldatbol
készitett  discontinuus  gradiens centrifugalassal granulocita  sejteket

szeparaltunk. A granulocitapopuléci6 tisztasaga meghaladta a 97%-ot.

Sejtvonalak

Kisérleteink masodik részében EBV-negativ BL sejtvonalakat: BL 41,
Ramos és EBV-pozitiv BL sejtkultiurakat: AG 876, Akata, Akuba, Daudi, Jijoye,
Mutu IIT clone 99, Namalwa, Rael, Raji, valamint kétféle LCL csoportot
alkalmaztunk. Az egyikbe a normal B-sejtek EBV-vel torténd infekciojaval de
novo létrehozott, transzformalt sejtvonalak tartoztak: LCLyyw, LCLakubas
LCLjijoyes LCLRael. A masikba a korabban kialakitott, 160 osztodast meghalado
immortalizalt LCL-ek: CB-M1-Ral-STO, Cherry, IARC 171, JY, LCL-721.

B-limfocitak szeparalasa

Az EBV fertézéshez sziikséges periférialis vér mononukleéris sejteket
Ficoll-Histopaque sliriséggradiens centrifugélassal “buffy coat”
preparatumokbdl nyertiik ki. A normal B-sejtekeket pan-B Dynabeads M450
vasgyongyot tartalmazo anti CD 19 ellenanyaggal gytijtottiik ossze.



B-limfocitak fertozése EBV-vel

Az EBV torzseket a kisérleteinkhez hasznalt EBV-pozitiv BL
sejtkultirdkon termeltiik tetra-forbol-észterrel (TPA) valo kezeléssel. A virust
ultracentrifugéalassal ilepitettilk ki. Nyugvo B-limfocitakbol EBV-vel torténd
infekcidval LCL-eket alakitottunk ki.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

CML-es mintakbol szarmazd granulocitdkbol, vizsgalt EBV-negativ ¢s
EBV-pozitiv BL sejtvonalakbol, korabban és frissen kialakitott LCL-ekbdl
valamint normal B-limfocitakb6él QIAGEN Blood kittel DNS-t izolaltunk. A
pl6™*p14™" gén 4 exonjat PCR-rel amplifikaltuk. Az amplifikacio

hatékonysagat agaroz-gélelektroforézissel ellendriztiik.

Egyszalu konformdacios polimorfizmus (SSCP) analizis

Az amplimerekben bekovetkezd genetikai valtozast ezzel a nagy
¢rzekenysegli eljardssal vizsgaltuk. Az elektroforézis utan a futasi mintazatot az

ezust-festés alkalmazasaval tettik lathatova.

DNS szekvenalas

Az SSCP nem alkalmas a mutacid helyének megadéasara, ezért a
pl16™*p14**" oén exonjainak szekvenciait ABI Prism Big Dye Terminator
Ready Reaction Kit segitségével direkt szekvendlassal hataroztuk meg. A

mintakat ABI Prism 310 automata szekvenatorban futtattuk.



Metilacio-specifikus polimerdz lancreakcio (MSP)

A ple™* ¢s pl4™ gének  promotereinek  metilacidjat
metilacio-specifikus PCR-rel vizsgaltuk. Az MSP sordn a metilalt és a nem
metilalt allél megkiilonboztethetd az eltérd szekvencidk alapjan. Na-biszulfit
hatdsara a modifikdlt DNS nem metilalt alléljaban a CpG sziget citozinja
uracilra cserélddik, mig a metilalt allélban valtozatlan marad. Modifikaci6 utdn
a metilalt és a nem metilalt DNS PCR alkalmazasdval megkiilonboztethetd. A
DNS szakaszokat etidium-bromidos festést kovetd agardz-gélelektroforézissel

mutattuk ki.

Citogenetikai vizsgalatok

A CML-es mintak citogenetikai vizsgélatait a Debreceni Egyetem
Gyermekgyogyaszati Klinik4janak genetikai laboratoriuméban végezték. A
kromoszomak identifikdlasa a G ¢és Q savozasi technikaval tortént,
klasszifikadlasnal az ,International System for Human Cytogenetic

Nomenclature” szabalyai voltak a mérvaddak.



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Munkank els6 részében a CML kronikus és akceleralt fazisabol szarmazo
vérmintakbdl  granulocitdkat  szeparaltunk, melyb6l DNS-t izolaltunk.
Vizsgélataink masodik felében szintén DNS-t izoldltunk BL sejtvonalakbol,
immortalizalt és transzformalt LCL-ekbdl, valamint normal B-sejtekbdl. A fent
felsorolt DNS mintakat hasznaltuk fel a pl16™"* és p14™*" gének genetikai és

prométer metilacios eltéréseinek tanulmanyozasara.

Hematologiai és citogenetikai adatok

Vizsgalatainkhoz 30 beteg kronikus és akceleralt fazisabol levett
vérmintaparok alltak rendelkezésiinkre. A betegek atlagéletkora 55 év volt,
koziiliik 16 volt nd €s 14 férfi. Valamennyi betegnél szignifikans granulocitozist
figyelhettiink meg. Az akceleralt fazis kezdetén blasztsejtek jelentek meg a
vérben. Az AF tovabbi hematologiai jellegzetessége koz¢ tartozott a bazofil
sejtek nagy szdzalékos aranya, a trombocitozis és az anémia.

A kronikus fazisi mintdkban - eltekintve a Ph kromoszoma jelenlététdl —
a kariotipus normalis volt. Azonban 30 betegbdl 14 esetben az AF kezdetekor a
Ph kromoszoma mellett tovabbi kromoszomalis eltérések jelentek meg. A 13-as
kromoszéma vagy annak hosszi karjanak elvesztését 3 esetben, a 17-es
kromoszoma, illetve annak rovid karjanak rovidiilését vagy hosszii karjabol
kialakult izokromdszoémat 5 betegnél figyeltiink meg. Masodik Ph kromoszéma
jelent meg 2 beteg esetében. Tovabbi kromoszomalis aberracok kozeé sorolhato
a 8-as, 19-es, 21-es kromoszoma triszomidja, az 5-0s, 7-es, 18-as, 20-as, 21-es
kromoszémak, valamint a 2-es kromoszoma hosszi karjanak, a 16-os
kromoszéma rovid karjdnak az elvesztése. Citogenetikai vizsgalattal

kimutathato, a 9-es kromoszémat érintd aberracido nem volt.



De novo LCL-ek kialakitasa

A kiilonbozé BL sejtvonalakban termelt EBV torzsekkel fertéztiik a
frissen szeparalt B-sejteket. Négy-hat hét elteltével limfoblasztoid sejtkultirak
(LCLMutus LCL Akubas LCLjijoye; LCLR4e1) alakultak ki Mutu, Akuba, Jijoye és Rael

sejtvonalakbol szarmazo EBV-vel fert6zott nyugvo B-limfocitakbol.

INK4A/ARF lokusz kodolo szakaszainak PCR-SSCP analizise

A kronikus és akceleralt fazisbol szarmazdé CML-es vérmintakbol Percoll
gradiensen torténd centrifugalassal granulocitdkat szeparaltunk. Ezekbdl a
sejtekbdl, ,,régi”, és de novo kialakitott LCL-ekbdl, EBV-negativ és pozitiv BL
sejtvonalakbol, valamint normal B-sejtekbdl DNS-t izolaltunk. Az INK4A/ARF
l6kusz exonjait PCR-rel sokszoroztuk fel. Az amplimereket SSCP technikaval

elemeztiik. A futasi kiilonbségeket mutatdé mintdkat szekvenaltuk.

INK4A/ARF lokusz szekvencia analizise

Az PCR-SSCP modszer alkalmas ugyan az adott DNS szakaszon beliili
genetikai eltérések kimutatasara, azonban a mutéacid helyérdl €s jellegérol csak a
szekvenalds adhat pontos valaszt. A pl6™/pI4™" gén exonjainak
szekvenaldsa soran nem taldltunk genetikai valtozast egyetlen CML-es kronikus
fazisi mintaban sem. Ezzel szemben 17 AF minta esetén tudtunk mutaciot
kimutatni, azonban a szekvenal6 kromatogramm alapjan valamennyi eltérés
heterozigota mutacid volt. Mivel a KF-ben, azaz a kezelések eldtt, genetikai
eltérést egyetlen esetben sem tapasztaltunk, nem zérhato ki az a feltevés, hogy a
kemoterdpids kezelés indukalta a mutacidk 1étrejottét.

A p16™* 1. exonjaban 10 betegnél talaltunk mutaciot. Egyik esetben a

12. kodonban a G—A 4atmenet nem eredményezett aminosavvaltozast



(Ala—Ala). Mivel ez a nukleotidcsere a KF-ben nem jelent meg, inkéabb
tekinthetd csendes mutacionak, mint polimorfizmusnak. Hat AF mintdban a 35.
kodonban az AGT—ATT valtozads szerin—izoleucin aminosavvaltast okozott.
Egy mintdban a 26. kodonban bekovetkezé pontmuticio (GCG—GTG) az
alanint valinra valtoztatta. A fennmaradd 2 beteg esetén a 18. kodonban
detektaltunk nonszensz mutaciot (GAG—TAQG).

A p16™*" 2. exonjaban 11 mutaciot tudtunk kimutatni. A 80. kodonban
csendes mutaciét (Glu—Glu) 5 minta esetében, a 61. (Glu—Gln), 105.

(Leu—Met), 123. (Arg—His), 130. (Arg—Ile) kodonokban misszensz mutaciot
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6 esetben figyeltiink meg. Mivel a p/ and pl géneknek eltérd ugyan a

INK44
6

leolvasasi keretiik, de kozos a 2. exonjuk, ezért a pl génben talalt

mutaciok 7 esetben érintették a p/4™*" gént is. A 80. kodonban bekdvetkezd

ARF
4

csendes mutacio a p/ gén 103. kodonjaban misszensz mutéaciét (Gly—Arg)

eredményezett. A 61. és a 105. kodonban detektalt misszensz mutacié a pl4*%"
gén 83. ¢és 127 kodonjaban szintén misszensz mutaciot okozott.

Az INK4A/ARF l6kuszban 2 muticioés forropontot azonositottunk a
p16™* 1. exon 35. és a 2. exon 80. kodonjaban. Ezeken a helyeken talalt
heterozigéta mutaciok azért fontosak, mert a heterozigdtasag elvesztésével
megteremthetik a lehetdségét a tumor-szuppresszor fehérjék
funkcidvesztéséhez.

A pl4™ 1. exonjaban 3 mintaban talaltunk misszensz mutaciot. A 21.
kodonban G—A atmenet arginin—lizin aminosavvaltast eredményezett 2 beteg
esetében. A harmadik mutécioé a 34. kodont érintette, mely Trp—Arg valtassal
jart.

Az 3. exonban mutaciot egyik minta esetében sem tudtunk detektalni.

A vizsgalt EBV-negativ és pozitiv BL sejtvonalak, valamint frissen
kialakitott LCL-ek és normal B-sejtek szekvenaldsi eredményei alapjan 3 BL

sejtvonalban tudtunk heterozigota mutacidt kimutatni. A Namalwa sejtvonalban
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a pl6 exon 98. kodonjdban taldlt G—T 4tmenet valin—leucin
aminosavvaltast eredményezett. Ez a mutacid érintette a pl4'*" gén 120.
kodonjat is (CGT—CTT) és arginin—leucin aminosavcserét okozott.

A p16™*" 1. exonjaban 2 mutaciot detektaltunk. A Mutu sejtvonalban a
27. kodonban (GGG—TGG) térténd mutacid a glicint triptofanra valtoztatta. A
Daudi sejtvonalban nonszensz mutaci6 (GAG—TAG) kovetkezett be a 18.
kodonban (Glu—Stop).

Az 3. exonban, és a pl4*%F

gén 1. exonjaban mutaciot egyik minta
esetében sem tudtunk kimutatni. A frissen kialakitott LCL-ekben és a

B-limfocitdkban genetikai eltérést nem sikeriilt detektalni.

A p16™* s p14**F prométerek metildcios vizsgdlata

A 30 CML-es beteg mintaparjaibdl, valamint 2 EBV-negativ, 9
EBV-pozitiv BL sejtvonalbdl, 5 kordbban kialakitott, 4 de novo LCL-bdl és
normal B-limfocitakbol izolalt DNS mintdkban a pl6™* és pl14™**
tumor-szuppresszor gének promotereinek hipermetilaltsagdt MSP modszerrel
hataroztuk meg. A kronikus fazisu mintdkban metilédcidt nem tudtunk kimutatni

egyik gén esetében sem. Azonban a vizsgalt akcelerdlt fazisi mintak nagy

INK44
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szazalékaban volt metilalt mind a p/ , mind a p]4"*" gének promotere.

ARF

A 30 mintabol a pl6™* promotere 12 esetben, a pl4**" promoétere

szintén 12 betegben volt metilalt. A két gén egylittes metilaltsagat 10 esetben
figyeltilk meg. Nyolc AF mintaban a mutécids és a metilacios eltérések egylitt
jelentkeztek. Hat AF minta esetében genetikai aberracié nélkiil detektaltunk
promoter metilaciot.

6INK4A

Ha a promoter metilalt, nem torténik génexpresszio, a pl és a

14°%" proteinek hianyaban pedig karosodik mind a p53, mind a

p
retinoblasztoma tutvonal sejtciklust szabalyzé mikodése. Igy a tumorsejtek

szelektiv  szaporodasi elényre tesznek szert. Eredményeink alapjan
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megallapithatjuk, hogy a pl ¢s a pl4 gének metilacid okozta

transzkripcidos  inaktivaldsa egy fontos mechanizmus lehet a CML

crr

Valamennyi vizsgalt EBV-negativ és pozitiv BL sejtvonalban p/6™%*

promdter metilaciot tudtunk kimutatni. A Ramos, Jijoye, Namalwa
sejtvonalakban ezen gén metilacidja részleges volt. Ezzel szemben egyik BL

kultardban sem talaltunk p4*%"

promoéter metilacidt, kivétel a Ramos sejtvonal,
melyben csak részleges metilaciot detektaltunk.
A korédbban kialakitott 5 LCL-ben 4 esetben figyeltiik meg mindkét gén

ARF
4

promoterének egylittes metilacidjat. Ezek kozil a pl promoter csak

részleges metilaciot mutatott a Cherry sejtvonalban. A CB-M1-Ral-STO

ARF
4

limfoblasztoid sejtvonal az egyetlen kivétel, amelyben a p/ gén promotere

metilalatlan volt. Azonban ebben az LCL-ben is kimutattuk a p/6™"**

promoter
részleges metilacigjat. Kimutattdk, hogy a metiladcido szintje (részleges vagy
teljes metilacio) a fehérjeszintézis mértékével korrelal. Minél inkabb metilalt a
gén promotere, annal kisebb mértékii a génrdl torténd fehérjeexpreszio.

A de novo kialakitott LCL-ekben €és normal B-limfocitdkban egyik
tumor-szuppresszor gén promotere sem volt metilalt.

Eredményeinket 0sszefoglalva elmondhatjuk, hogy az EBV-transzformalt
LCL-ek evolucioja egy tobblépcsés folyamat, magaban foglalja a
tumor-szuppresszor gének inaktivalasat, amely a sejtciklus negativ kontrolljanak
elvesztését eredményezheti. A vizsgalt BL sejtvonalak esetén a pl6™** az
LCL-ekben pedig a pl6™** és pI4™®" tumor-szuppresszor gének egyiittes

epigenetikal 1naktivalasa jatszhat fontos szerepet a tumoros fenotipus

kivaltasaban, illetve az immortalizacioban.
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OSSZEFOGLALAS

1. Megallapithatjuk, hogy a CML progresszidjaban alapvetd szerepe van a

INK44 ARF
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pl ¢s pl tumor-szuppresszor gének genetikai és epigenetikai
uton val6 inaktivacidjanak.

2. Nagyobb genetikai aberraciot, deléciot és a 9-es kromoszomat érintd
citogenetikai eltérést nem taldltunk. A CML akceleralt fazisdban a 30
minta koziil pl6™* 1. exonjaban 10, 2. exonjaban 11, pl4** 1.
exonjaban pedig 3 esetben mutattunk ki heterozigbta mutéaciot. Két
mutacios forropontot azonositottunk a p16™** 1. exon 35. (Ser—Ile) és a
2. exon 80. kodonjaban (Glu—Glu).

3. Apl6™* gén 12, a p14™" gén promotere szintén 12 AF-u betegnél volt
metilalt. A két gén egylittes metilaltsdgat 10 esetben figyeltiik meg.

4. Mivel az EBV-mentes BL sejtvonalak metildcios mintdzata nem
kiilonbozott  jelentdésen az EBV-pozitiv mintdkétol, feltehetdleg a
pl16™ 14" gének metilacidjanak kivaltasaban nem elsédlegesen az
EBYV latens fehérjéi jatszanak szerepet.

5. Harom BL sejtvonalban azonositottunk heterozigota mutaciot a p/6™~
1. ¢és 2. exonjaban. Valamennyi vizsgalt EBV-negativ és pozitiv BL

INK44
6

sejtvonalban p/ promoter metilaciot tudtunk kimutatni. Ezzel

szemben egyik BL kultaraban sem talaltunk p74*%"

promoter metilaciot.
A korédbban kialakitott LCL-ek nagy részében mindkét gén promoterének
egylttes metilacigjat figyeltiik meg. A de novo kialakitott LCL-ekben és

6™ &s a p14™*" gén nem volt metilalt.

normal B-limfocitdkban a p/
6. Vizsgalati eredményeink alapjan, a pl6™""/p14"™"  prométerek
metilacioja fontosabb mechanizmus lehet a tumor progressziojdban €s az
immortalizacioban.
7. A B-sejtek tumorgenezise egy tobblépcsds folyamat, melynek csak egy

késdbbi stadiumaban jatszik szerepet az INK4A/ARF gén inaktivacio.
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