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Bevezetés

A Dbasalsejtes carcinoma (basalioma) a fehérbérii embereket érinté leggyakoribb
malignus daganat. Alkatilag vildgos borii emberek esetén 60 éves életkor felett igen nagy
val6sziniséggel szamithatunk basalioma kialakulaséra. A basalioma az epidermis és a
szortlisz6 keratinocytaibol kiindul6 daganat, a tumor sejtek morfologidja a basalsejtekére
emlékeztet. Az epidermalis maligndmak an. non-melanoma bérrak csoportjaba tartoznak.
Lassan novekvé daganatrdl van szo, ami az esetek tulnyomd részében nem ad
metasztazist. A basalioma infiltrlhatja és destrudlhatja kornyezetét, foként, ha
elhanyagoljak, illetve a bér-nyalkaharta hatart elérve a testiiregek és mélyebb struktirak
felé terjed. Halalos is lehet, ha ez a folyamat vitalis szerveket érint. Prognozisa -
kilondsen az attétképzés hianyara - altalaban véve jo. Kivételesen ritkdn jelenik meg a

sotét bora populécidban.

A basalioma incidenciaja orszagonként nagy véltozatossagot mutat. Altalaban a két
legfontosabb faktor, amely meghatarozza ezt az ultraibolya-sugarzas mennyisége és a

lakosok bértipusa. Hazdnkban az incidencia 100 - 150 korul alakul 100 000 lakosra



vetitve, bar az epidemioldgiai adatok minden bizonnyal aldbecsulik ezt a daganattipust.
Ennek oka elsédlegesen a folyamat lassi progresszidja és életet relative kevesse
veszélyeztet6 volta, hiszen emiatt szamos eset nem Keriil felismerésre és ellatasra. Az
esetek egy jelentos része foleg idés embereknél mas oku elhaldlozésnal mellékleletként

észlelhetd.

A basalioméak elsésorban a napnak rendszeresen Kitett borteriileteken, az arcon, az
orron, a flleken, a hajas fejboron, felsé testfélen és a vallakon észlelhetéek.
Legkomolyabb terépias nehézséget az arcon periorificialisan, a kopoltyuivek zarédasi
vonalainak megfeleléen elhelyezked6 tumorok okoznak. A basalioma tenyeren, talpon
csak igen ritkan fordul el6, nyalkahartyan primeren szinte sosem alakul ki. A klasszikus
forma olyan bérfelszinen, ahol napsugérzés szinte sosem éri a bort, &ltalaban sosem
fordul el6. Klinikai megjelenésiikben is valtozatosak, ismeriink szolid, pigmentalt,
cicatrizal9, cisztikus és morpheiform formékat is. El6fordulasuk &ltalaban sporadikus, de

ismertek 6rokléds formak is.

A basaliomdk nem kothetéek egyetlen gén egyértelmii érintettségehez, az UV fény
okozta p53 tumor szuppresszor gén mutaciot, illetve a PTCH gén mutécidjat is igazoltak

a daganat kialakulasanak hatterében.

A PTCH gén szerepére a Gorlin és Goltz altal leirt nevoid bazalsejtes karcindma
szindroma hivta fel a figyelmet, ahol fejlédési rendellenességek, csontcisztak, a corpus
callosum fejlédési rendellenességei és karakterisztikus tenyereken észlelheté benyomatok
mellett a Kklinikai kép része a nagyon fiatal életkorban és halmozottan megjelend
basaliomak. A 9-es kromoszoma rovid karjara lokalizalt eltérések vizsgalata vezetett a

PTCH gén lokuszanak identifikdlasdhoz. A PTCH gén egy ecetmuslicaban kordbbrol



’patched’ néven ismert gén human megfelel6je, és protein terméke Ujabb vizsgalatok
szerint a hedgehog szignaltranszdukcids Gtvonal kulcsmolekuldja. A human PTCH gén
azonositasat koveté vizsgélatok igazoltdk ezen gén mutacidinak nagy szamu
eléfordulasat Gorlin-Goltz szindromés betegekbdl eltavolitott basaliomakbol szarmazo
DNS-ben. Tovabbi vizsgélatokban felvetették a PTCH gen lehetseges szerepét sporadikus
basaliomak kialakulasaban is. Ezen munkak eredménye azt mutatta, hogy a sporadikus
bazaliomédk kozel 90 szazaléka is tartalmaz valamilyen mutéciot (delécid, inszercio,

pontmutacio) a PTCH génben.

Jelen palyazat kozvetlen el6zményekeént a Yale Egyetemen (New Haven, CT, U.S.A.)
végzett munkdja sordn a témavezeté Dr. Brash segitségével vizsgélatokat végzett
szokatlan klinikai formaban megjelené sporadikus basaliomak PTCH génjében fennallo
mutéaciok azonositasara. A szokatlan klinikai képen egy adott regidban ismételten és nagy
szdmban megjelend basaliomékat értettlink, ahol az Gjabban megjelené tumorok nem az
eredeti tumor recidivai voltak. Hét ilyen szokatlan Klinikai képet mutatdo basaliomés
beteget vizsgaltuk, olyan médon, hogy elsé Iépésként ezen paciensek egészséges borébol
izolaltunk DNS-t. A DNS mintakbdl a D9S196, D9S180 és D9S287 prébakkal
allélvesztést kiséreltink meg kimutatni, am a vizsgalt betegek esetén egyetlen
allélvesztéses mintat sem lattunk, igy direkt szekvenaléssal folytattuk a vizsgélatainkat. A
PTCH gén 24 exonbdl all, 2 alternativ 1-es exont tartalmaz és 6sszesen 34 kb genomidlis
DNS hosszlsagu. A hozzévetéleg 6,5 kb hosszisdgd mRNS vizsgalatat azért nem
valasztottuk, mert a stop kodont létrehoz6 mutécidk gyakran lebomlanak, igy az ilyen

mutacidk nem kerlilnek felismerésre.



A szekvendlas folyaman mellékleletként ismertiink fel egy addig ismeretlen
polimorfizmust. Ez a PTCH gen 22-es exonjaban az 1315-6s kodonnal talalhato és az
eredetileg Leucint kddolé (CTC) szekvencia mésodik poziciojat C-re valtoztatva a
Leucint Prolinra (CCC) cseréli. Az elészor feldolgozott 7 amerikai betegtél szarmazo
atipusos basalioma esetek kozott figyelemre méltd volt az eredetileg vad tipuskeént leirt
Leu allél alulreprezentaltsaga. Tekintve, hogy a két aminosav meérete és ionos természete
egészen mas, joggal feltételezhetjiik, hogy a szintetizalodo protein térszerkezetében igen
jelentés torzulas Iép fel a vad tipus konforméaciojahoz kepest. A vizsgalt 7 betegbdl 5
esetén homozigota modon talaltuk meg Pro allélt, egy betegnél heterozigota formaban
Pro/Leu, mig egy beteg az eredetileg vad tipusként értékel Leu/Leu allélpart hordozta

homozigo6ta formaban.

Ez az eredmény igazan érdekesse az elvégzett kontrollvizsgalatok fényeben valik: 24
egészséges Onkéntesekbdl szarmazdé DNS mintékat szekvenalva ugyanis a Leu allél
dominanciajat észleltlik. Ezek az egyedek 17%-ban egyaltalan nem tartalmaztdk a Pro
allélt, tulnyomoé tobbséguk (75%) is csak az egyik allélon. A betegpopulaciot
statisztikailag 0Osszevetve a kontroll csoporttal (matched pair analysis) a Pro allél

szignifikdnsan gyakoribb a betegeknél, mint a kontrolloknal (p=0,0059).

Feltételezésink szerint a Prolint tartalmazo protein valamilyen mechanizmus utjan
keresztil gatolja a PTCH tumor szuppresszor aktivitasat, igy az erre az allélre

homozigodta egyedeket nagymértékben fogékonnya teszi basaliomék megjelenésére.

Fé célkitiizés:

1. Atipusos klinikai formaban jelentkezé betegen a genomialis DNS-bél a

PTCH gén tanulmanyozéasa a basalioméak kialakulasaert felelés lokuszban.



2. Ezen eredmények alapjan az egyes polimorfizmusok szempontjabol
heterozigota egyedeken a korabban klinikdnkon eltavolitott tumorokbol
allélvesztés (loss of heterozygocity, LOH) tanulmanyozésa

3. Sporadikusan el6fordul6 ,,atipusos” klinikai format 61t6 basaliomak esetén

az allélvesztés LOH vizsgalat elvégzése.

Munkacsoportunk azt kutatta, hogy milyen genetikai elterés all a fiatalkori (35 évnel
fiatalabb korban jelentkezg) sporadikus basaliomdk megjelenésének hatterében, illetve a

vizsgalat kiterjesztése az idésebb populacidra milyen népegészsegugyi jelentéseggel bir.

Klinikai célkitiizés: Munkacsoportunk 6sszegytijtotte az évenkénti uj mind fiatalkori,
mind idoskori basaliomés esetek szamat 1999-2005 kozott. A fiatalkori eseteknél
vizsgaltuk az atlagéletkort, nem szerinti eloszlast, elsé basalioma életkorat, basalioma
megjelenése el6tti  fényexpozicid6 mennyiséget, napozasi szoké&sokat, szolarium
hasznélatot, egyéb betegségeket illetve borbetegségeket es csaladi anamnézist a

beteganyagban.

Molekularis: Vizsgaljuk a PTCH gén két allélének gyakorisagat a beteganyagban és
bizonyitani kivanjuk, hogy a Pro allél homozigéta hordozésa ndveli a basalioma

kialakulasanak esélyét.

Vizsgalat menete

Beteganyag

A Semmelweis Egyetem Borklinikajanak kartonjai alapjan 1999-ig visszamenéen

gytjtottuk ki a fiatalkori (35 évnél nem idésebb egyének) basaliomas eseteket. 33 esetet



talaltunk. Az anamnézis felvételekor bizonyos szempontokat kellett kdvetni: napfény-
expozicid mennyisége, nyaralési, szabadid6 eltoltési szokésok, csaladi anamnézis,
eléfordult-e mar az egyénnél kordbban tumor, egyéb bérbetegsegek, illetve szolarium

hasznalata.

Anyaggyiijtés
e tumor szbvet

o éphor

Basaliomas betegek PTCH génjének vizsgalata

PCR amplifikécid

Restrikcids endonukleazos hasitas

PTCH exon szekvenalas

LOH meghatarozas

Direkt szekvenalassal meghatarozni a vizsgalt személy 22-es exonjanak teljes
bazissorrendjét talsagosan munkaigényes és lassu folyamat. Ehelyett restrikcios
endonukledzzal torténé emeésztéses technikat is lehet alkalmazni, melyhez sikerult
talalnunk egy megfelelé6 endonukledzt. Az Minl-es restrikcidés endonukleadz felismerd
szekvencidja tartalmazza az eredeti CTC bazissorrendet. Ha a bazissorrend Leucint kodol
(vad tipus), akkor 4 hasitasi termék keletkezik, ha Prolint (mutans), akkor 3 fragment
képzodik. A fragmentek aztdn 2,5%-0s agaroz gelelektroforézis sordn 1%-os TBE

pufferben futtatva feloldhatok. Ot esetet elkildtink a Genoida Kft-hez automata



szekvendlasra, mintegy énmagunk ellenérzeésére. Az szekvenalas eredményei minden

esetben megegyeztek a mieinkkel.

Anyagok és modszerek

DNS izolalasa
A betegekbdl vett vért az extrakcidig EDTA-s csovekben 4°C-on taroljuk.
Sigma Gen EluteTM emlés genomikus DNS miniprep Kit (GN170)

Szobahémersékletii EDTA-s vér 180 pl-t 20 pl Proteindz K-val (20 mg/ml) vortexeltik
1,5 ml mikrocentrifuga csében. A lizalt mintdhoz 200 pl Lysis Solution-t adtunk, majd 14
percig vortexeltik (homogenizalads). Ezt kdvetéen 10 percig 55°C-o0s vizfurdében
inkubaltuk. Az inkubéacié utdn 200 ul abszolut alkoholt adtunk hozza, majd 5-10 percig
vortexeltiik. A mintat ezt kdvetéen nagylyuku pipettaheggyel a gyarilag megjeldlt csébe
helyeztiik, majd maximalis fordulatszdmon (14000rps) centrifugaltuk. Az also folyadékot
ledntottik, majd a koté oszlopot Uj mikrocentrifuga csébe vittik at. A minta mosasat
Wash Solution Concentrat-tal kétszer végeztiik. Az eldciohoz 20 ul Elution Solution-t

hasznaltunk.

DNS kicsapas

A vért az EDTA-s csdvekbol egyenként atontottiik 50 ml-es Falcon csdvekbe, majd a
pufferrel (TrisHCL, szachar6z, MgCl,, Triton X-100) egészitettik ki. 5 perc 400-on

torténo razast kovetéen 4 percig 3500g-vel centrifugaltuk. A fellliszot kiontottik.

A steril centrifugélast kovetéen a sejtek lizdldsahoz 3x1 ml B reagenst (Tris, EDTA,

NaCl, DW, SDS) hasznalunk. A csovek Ovatos dontogetését kdvetéen a folyadékot



mindkét csébdl egy 15 ml-es csébe atontottik, majd a fehérjék kicsapasahoz sziikséges
Na-perkloratot adtunk hozza. A mintékat 15 percig 400-on razogéppel réztuk, majd 25
percig 65°C-on inkubaltuk. Az inkubaciot kovetéen 5,5 ml -20°C-os kloroformot adtunk
hozza, majd 10 percig rdzogéppel 400-on réazattuk. A razas utadn 4 percig 1400g-vel
centrifugaltuk. A mintat steril transzferpipettaval atemeltik majd kétszeresére higitottuk

4°C-0s 96%-0s alkohollal.

1ml 70%-o0s alkoholt mikrocsébe bemériink, majd a mintabol kicsapodott DNS-t steril
injekcids ti segitsegevel atemellink. 3 perc 10000g-s ultracentrifugélés utan a feltllszot
leszivtuk a mintabdl és a rajtamaradt alkoholt hagytuk elparologni, majd 0,1 M Tris-HCL

és 0,01 M EDTA elegyébdl 500 pl-t mértink r4, majd -20°C-on taroltuk.
A PCR reakci6 paraméterei

A start hémérséklet 95°C (5 perc), ciklusok (40), denaturédlas 95°C (45 masodperc),
primer anellalas 58°C (30 masodperc), DNS szintézis 72°C (30 maésodperc),

veghémérséklet 72°C (10 perc).

A polimeraz lancreakciét Techne TouchGene és Biometra T3 Thermocycler tipusd
késziiléken végeztik. Mind a konformacioszenzitiv gélelekroforézis céljabél, mind a
szekvendlasi célbol végzett reakciokhoz Promega Taq polimerdzenzimet hasznaltunk. A
reakcidelegy (50 ul) az enzimen (0,75 ul /reakcidelegy) és a gyarilag meghatarozott
pufferen kivil a kovetkezoket tartalmazta: 1,5 mM MgCL,, 0.2mM dNTP, 20 pM primer,

valamint 1 ul templat DNS.
A PCR reakciohoz hasznalt primerek az alabbiak voltak:

primer 2220: 5° ..CCCCAGAGACTTGTGGC..3’ és



primer 2221: 5’. GTGGTGATGGGCTGGCAGTA..3".

A PCR reakcio sikerét 2%-o0s agaroz gélelektroforézissel ellenériztiik.

DNS vizsgalata agaroz gelelektroforézissel

A gél anyaga az agar-agar nevii természetes polimer. A nagy tisztasagu agar porbol
2%-0s gelt készitlink: 1 g agardzt lombikban TAE pufferrel felontéttiik, hogy 50 ml-t
kapjunk. Forrésig melegitettiik. Lehiilés utdn 5 pl Etidium-bromid (EtBr) oldatot adunk,

majd cellaba ontjik.

Az EtBr DNS koto fluoreszcens festék. Polimerizalodas utan a gélt a futtatd kadba
helyezzik. Minték felvitele utan 90 V-on 20 percig futtatjuk. Ezutan analizis kovetkezik

UV transziluminatorral.

Akrilamid gélelektroforézis

Alapoldat: 20 ml BAP, 2,5 ml 20x GT puffer, 15 ml Formamid, 10 ml Etilenglikol és
51,5 ml desztillalt viz. Ebbdl a keverekbdl 19 ml-t elvettiink. Ehhez a 19 ml-hez adtunk
200 pl 10%-0s APS-t és 400 ul TEMED-et. 10 percig hagytuk polimerizalédni. 1 ml 10
%-0s APS-t és 69 ul TEMED-et 6ntottiink a maradék keverékhez. 1,5 ordig hagytuk
polimerizalddni. A futtatopuffer 25 ml GTG pufferbél és 975 ml desztillalt vizbol all. A
mintdk felvitele utan 35 W-on 30 percig futtattuk. Az el6hivashoz Cyber-green festéket

hasznéaltunk.



Szekvenélas a Sanger-féle stop nukleotid modszer segitségével

USB Sequenase 2.0 Kit

3-5 DNS ug minta sziikséges egy szekvenalashoz. A mintat 40ul-re higitjuk, 4 ul 2M
NAOH és 2 mM EDTA oldatot adunk hozza, majd 3°C-on 30 percig inkubaltuk. A
denaturdlt mintdkat 4.4 pl 3M Na-acetdt es 145 pul -20°C-os abszolut alkohol
hozzaadasaval precipitaltuk, majd 15 percig 14000 rpm-en centrifugéltuk. A felliluszot
ledntottik, a mintat 70%-o0s -20°C-os etanollal mostuk, széritottuk, majd 7 ul desztillalt

vizben felvettiik.

A DNS mintédhoz 2ul reakciopuffert és 1ul szekvenal6 primert (5uM) adtunk, majd
37°C-on 20 percig inkubaltuk. A mintahoz a kdvetkezoket adtuk: 1mikroliter 0,1 M DTT,
2 ul Labeling Mix (5x higitott) 0.5 ul alfa-32S-dATP, 2 ul Sequenase 2.0 (8x higitott),

majd a keveréket 2-5 percig laborhémérsékleten allni hagytuk.

Elisa lemez kulonbdzé véjataiba felvittink 2,5-2,5 pl ddGTP-t, ddATP-t, ddCTP-t,

ddTCP-t tartalmaz6 oldatot, majd ezekre vittink 3.5-3.5 ul-t a szekvenalasi elegybdl.
5 percig 37°C-on inkubaltuk, majd a mintakhoz 4-4 ul STOP oldatot adtunk.
A szekvenal6gél 80 mi-hez 40 g urea, 13,3 ml 29:1 AA:BB, 8 ml 10XTBE, 30 nl cc

TEMED, 370 ul 10% APS volt szlikséges.

Automata szekvenalas

Az automata szekvenalasokat a H-Med illetve a Genodia Kft. végezte.
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Szekvencia analizis

A Kkapott szekvencidkat munkacsoportunk manudlisan elemezte, szekvencia

adatbazisok adatai alapjan.
A munkahoz hasznalt szekvencia adatok:

e Gén databank: http://www.ensembl.org/

e PTCH: ENSG00000185920

Eredmények
Klinikai eredmények

33 uj fiatalkori esetet regisztraltak a SE Boérklinikajan 1999 6ta. 1999-ben 5; 2000-
ben 2; 2001-ben 8; 2002-ben 4, 2003 folyaman 6, 2004-ben 6, 2005-ben 2 (j eset volt.
Ebbdél 19 volt né-, illetve 14 volt férfibeteg. 30 beteggel tudtunk kapcsolatba Iépni, illetve
DNS-t nyerni, 6sszesen 18 n6 és 12 férfibetegtol. Az elsé basalioma atlagéletkora 27,9
év. 10 esetben az évek soran tobb basalioma is megjelent. 9 esetben fordult el6 nagy
igazolthaton kirivd mennyiségti fényexpozicié az anamnezisben. Volt, aki elmondésa
szerint az egész gyermekkorat napon toltotte, de akadt, aki versenyszeriien kajakozott,
illetve volt egy tengeresz is kozottik. A 33 esetbél 18 esetben jelent meg a basaliomara
nem tipusos, vagyis napsugarzasnak rendszeresen ki nem tett borteriileten. A vizsgalt 30
fiatalkori basaliomas eseten kivil 91 kilonbdzo életkord (szlletési év 1917 és 1964
kodzott) basaliomas beteg DNS mintdjat sikerult laborunkban feldolgozas ala vonni. A
mintakb6l a PCR technika segitségével végzett sziirés soran csupan 82 bizonyult
hasznosithatonak. A genetikai vizsgalataink alapjan a fiatalkori esetekbél 13 Pro

homozigodta, 12 heterozigéta és csak 5 Leucin genotipust egyént kaptunk.
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Részletes eredmények

2002.-ben indult el a munka az adatgytjtéssel, és feldolgozassal, amely soran a klinika
archivumaban jelenleg megtalalhatd anyagokat visszamendleg 1999-t6l dolgoztuk fel,
illetve 2002-t61 prospektiv. modon is gyijtottik a Klinikailag szokatlan megjelenést

mutatd basaliomés betegek anyagat.

Els6 1épésként az adatgyijtés kritériumait pontositottuk. Jelen vizsgalatunk
szempontjabdl ket kategoriat kezelunk kiemelked6 figyelemmel: 1) fiatal basalioméas
betegek, akik a fényexpoziciés anamnézistél fliggetlenul szdvettanilag igazolt
basaliomaval birnak, amely 35 éves életkor elétt jelentkezik, és 2) idésebb betegek,
akiknek a tumorai nagy szamban jelentkeztek. Ez utdbbi csoportba azok az esetek
tartoznak, ahol 50 év alatt 5, 60 év alatt 10, 65 év alatt 15, mig ennél idésebb betegek

eseten 20, vagy anndl tobb basaliomat észleltunk, ill. verifikalhaté az anamnesishbél.

A fenti kritériumok meghatarozéasat kovetéen végig a fenti kategoridknak megfeleléen
tortént a DNS gydjtési-, feldolgozasi folyamat, illetve a feldolgozas szempontjabol
érdekes eseteknél a klinika szovettani archivumaban jelenleg megtalalhatd paraffinba

agyazott blokkok kikeresése is megtortént.

A betegek mintaibdl egy DNS bank létrehozasat kezdtiik el, a vizsgalatra megjelent
betegtol vervétel tortént, a vermintakat centrifugaltuk, és egy DNS extrakcios kit
(Qiagen) segitségével DNS-t szeparaltunk. A DNS mintakat felhasznalasukig —20 °C-on
taroljuk. A projekt jelenlegi allasanal 6sszesen 112 DNS mintét 6rzlink olyan betegektol,

akik a bevalasztasi kritériumoknak eleget tesz.
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A DNS mintdkat mind feldolgoztunk PCR reakcioval. A tervezetben vazolt és
elokiserletekkel bevalt PCR kortlményeit at kellett dolgoznunk, mivel nehézségeink
tdmadtak a reakcio kivitelezésében. Vélhetéen a problémat két tényezé idezte elo:
egyrészt frissen szintetizalt primereket hasznéltunk, amely a reakcio korilményeire
hatdssal lehetett, masrészt més gyartotol szdrmazé Taq polimeraz enzimet sikerilt
beszerezni. Fenti tényez6ok miatt tobb kisérletes koriilményt kiprobalva konkluzidkent két
valtoztatas tortént. Egyrészt a reakcid ,annealing” hémérsékletét 61-rél 58 °C-ra
csokkentettiik, masrészt a Mg™™ koncentraciojat megemeltiik. Jelenleg ezen paraméterek

alkalmazasa mellett a reakcio csaknem minden esetben kielégit6 terméket eredményezett.

A projektnek ezen a pontjan a rutinszertien hasznalt enzimatikus hasitds mellett a
svedorszagi Uppsala egyetemével kollaboréalva (Dr. Fredrik Pontén és laboratoriuma) un.
»pyrosequencing” modszerrel direkt szekvendlast vegeztiink néhany esetben az akkor

késziil6 kdzlemény szamara, azonban azokat az adatokat akkor nem publikaltuk.

A beszamolasi idészakban megoldottuk a PCR soran korabban tapasztalt problémékat, a
reakcio mostanra megbizhatdéan mitkddik. A megoldast a PCR-hoz hasznalt enzim eredeti
gyartotol vald beszerzése jelentette, mivel mas helyettesité Taq enzim esetén a reakciot

hosszadalmas és kdltséges optimalizalas soran sem sikeriilt megbizhat6an beallitani.

Technikai Ujitasunk volt a kivitelezés szempontjabol, hogy a restrikcids enzimmel térténé
hasitas utan a korabban hasznalt agar-gél elektroforézis helyett a mintakat polyakrilamid
gélen futtattuk. Ezzel a véltoztatassal a kevés bazisparbol allo fragmentek jobban
abrazolddnak, igy a hasitasi termékek pontosabban beazonosithatéak. Eredményeink
kozil a fiatal basalioméas populécion végzett vizsgalatokat mutattuk be. Tekintve, hogy a

projektnek ezen a pontjdn a munkaban Kaszab Csilla VI. eéves orvostanhallgato is részt
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vett, a munkaval a Semmelweis Egyetem TDK Konferenciajan eléadast tartott és ott I1.

dijat érdemelt ki.

A csatolt tablazatban a 30 értékelhet6 fiatalkori basaliomas beteginknek a vizsgalati
eredményét mutatjuk be. A SE Bérklinikan az elmult 5 évben 33 esetben végeztiink 35
éves, ill. anndl fiatalabb betegnél basalioma eltavolités, akik kozil 30 betegtél sikeresen

izolaltunk DNS-t. A mintdk megoszlasat az alabbi tblazatban tlntetjlk fel:

Betegszam

Homozigdta - Pro 13

Heterozigota 12

Vad tipus - Leu 5

Az allélfrekvencia meghatarozasahoz a megfelel6 kontroll csoport kivalasztdsa nagy
korultekintést igényel. A basaliomak megjelenése nagy valosziniiséggel varhato feher
bérii és napexpozicionak rendszeresen Kitett egyének esetén, igy fiatal emberek esetén
még eléfordulhat basalioma a jovében. A pontos kontrollcsoport megvélasztasahoz DNS
mintdk begytjtését olyan populaciobdl végeztik és végezzik, akik kelléen magas
életkortak és az anamnézisben tartds napfényexpozicio szerepel, illetve ennek klinikai
jelei észlelhetéek (pl. solaris keratosis, cutis rhomboidale nuchae ill. Kiterjedt solaris

elastosis).

A 2004.- 2005. év soran vizsgalataink tovabb haladtak a terveknek megfeleléen. 2
irdnyban haladtak az eredeti vizsgalati tervek szerint a munkak: egyrészt tovabbi
fiatalkori basaliomés betegek keriltek a vizsgalati mintak ko6zé, maésrészt nagyobb

szdmban kezdtik az idésebb korban, de szokatlan formaban jelentkezé tumorok
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feldolgozasat. Az 0sszes feldolgozott mintaszam 2005. decemberig az idéskori szokatlan
basaliomakat tekintve meghaladta a 80-at, az ebbdl sziiletett adatokat alabb reszletezziik.
Az adatok feldolgozésa jelenleg is tart, az eddigi eredmények szerint a Pro allel

dominanciaja nem szignifikans a kontroll csoporthoz képest.

Szokatlan Kklinikai megjelenésii basalioma 6sszes esetszam: 82

Betegszam
Homozigota - Pro 36
Heterozigota 29
Vad tipus - Leu 17

A nagyobb szamban feldolgozott idéskori szokatlan klinikai megjelenésii tumorok kozdl
a korébban felallitott kriteriumrendszer szerint folytatjuk az adatgyujtést, mivel az egyes
alcsoportok esetén ez még relative alacsony esetszamot mutat. Ez az esetszdm a szigord
kévetelmények miatt nem tekinthetd kevésnek, hiszen célunk is elsédlegesen a ritka,

atipusos alakok vizsgalata volt.

A 2005. év sordn megjelent a jelen munka alapjaul szolgéalo kollaborécios kdzlemény a
British Journal of Dermatology c. Gjsagban. Ebben a cikkben kozo6lt eredményei kdzott a
jelenleg folyd kutatds adatai szandékoltan nem szerepelnek, amennyiben ennek
folyamanyaként kivanjuk egy 6nallo cikk forméjaban megjelentetni a hazai adatokat.
Erre jo alapot teremt a cikkben vazolt tobb geogréafiai régiobol szarmazd mintak analizise

és az ezekkel val6 egybevetes.
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A heterozigota egyedeknél, ott ahol elérheté volt a betegnek tobb korabbi tumora,
elvégeztik az allélvesztés detektalasat (LOH). Természetesen, mivel a bevalasztasi
kritéeriumok soran az anamnézisben szereplé tumorokat is tekintetbe vettiik, igy gyakran
az adott betegnel nem talaltunk a Klinika archivuméban csak egy tumort. A fiatal
basaliomas betegkdrben annak relative kicsi esélye volt, hogy tobb tumort talaljuk, igy itt
minden fellelheté esetben elvegeztik az LOH vizsgélatot. Az idéskori szokatlan
basaliomak esetén feltetel volt a multiplex tumor, igy ebben a csoportban csak akkor
végeztik el az LOH vizsgalatot, ahol legalabb 2 tumort talaltunk a szdvettani
archivumban. A ket alapcsoport esetén az alabbi eredmények szilettek: A fiatal
basaliomas betegek esetén a 12 heterozigéta egyed esetén 8 esetben talaltunk allélvesztést
(8/12=67%), a két allél megoszlasa 3 Prolint és 5 Leucint kddolé allél volt. A szokatlan
megjelenésti basaliomak esetén az észlelt 29 heterozigdta egyednél a két vagy tobb
fellelheté tumor esetén végeztik el az LOH vizsgalatot, dsszesen 17 ilyen beteget
talaltunk. Itt az allélvesztés aranya 17/29 (58%) volt az dsszes beteget alapul véve. Ennél
a mintacsoportnal az allélvesztés még kiegyenlitettebb volt, mint a fiatal basaliomasok
esetén, mivel a két allél a 17 beteg 40 tumordbdl 18 (45%) Pro és 22 Leu (55%)

allelvesztest igazolt.

A klinikan 6sszegyijtott kontroll csoportban (48 minta) a két allél ardnya 18 (38%)

Prolin vs. 30 (62%) Leucin.

Az adatok igazolni latszanak a korabban altalunk kozélt eredményeket, amennyiben a
vilagosabb karakterti geogréfiai régidiban a vilagnak Pro allél dominal, mivel ez az
eumelanint tartalmazo bérre jellemzé varians, mig a Leu allél a pheomelanint tartalmazé

bértipusokra. A Pro az 6si allél, ezt jol reprezentalja, hogy a csimpanz genom is ezt
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tartalmazza. Az amerikai kis esetszdmu vizsgalat soran tobb tumorral bir6é vilagos bori
péciensek feltételezhet6en kelta eredettel birnak, innen a magas Pro reprezentacio. Ennek
alapjan elmondhato, hogy a vilagos béric embereknel a Leu allél hidnya hajlamosit a
basaliomak kialakuldsidra. A magyarorszagi jellemzé boértipus inkabb tartalmaz
pheomelanint, azaz sotétebben pigmentalt. Ezzel parhuzamosan, a feldolgozott mintaknal
a Leucin jelentésen volt reprezentalva. Az allélvesztés tanulméanyozasa kapcsan az adatok
statisztikailag nem szignifikansan erésitik meg az el6kisérletekben vizsgalt egy betegnel
észlelt preferencialis allélvesztést. A vizsgalt esetszam sajnalatos modon csupan abszoldt
értékben tekintheté alacsonynak, hiszen egy olyan korfolyamattal allunk szemben,
amelynek a megjelenése 50 éves kor alatt gyakorlatilag ismeretlen volt még néhany
évtizede is. Ez a SE Bérklinikajan évente ellatott beteganyaghoz - ami évi 1200 — 1500
basalioma esetet jelent - képest ez a szdm nem elhanyagolhatd. A fiatalkori basalioméas
esetek éves szama alacsony. Erre tekintettel ezekbdl az adatokbdl nem lehet
egyértelmtien kijelenteni, hogy a fiatalkori esetek szama évrél-évre novekedne, de tobb

évre visszatekintve mégis az esetszam ndvekedését lehet észlelni.

Célzott adatgyujtésiinknek koszonhetéen felismerésre kerllt 4, Klinikank altal eddig nem
gondozott Gorlin-Goltz szindrdméban szenved6 beteg is. Ezek az esetek a klasszikus
Gorlin-Goltz szindroma jeleivel birnak, tipusos médon az anamnézisben szerepl6 tobb
tucat ellatott és jelenleg is észlelhet basaliomaval. Ezen betegek ellatasa és gondozésba
vetele ennek a kutatasi munkanak egy igen fontos Kklinikai kihatdsa, amely igy
fokozottabban felhivta a bérgydgyasz-tarsadalomban erre a ritka, de a beteg életét igen

komolyan érint6 korképre.
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1. 4&bra Fiatal férfibeteg hatan
észlelheté nagyszamu basalioma

2. adbra Fiatal nobeteg arcan
észlelheté multiplex basaliomak

V4

immunhisztokémiai modszerrel valo tanulmanyozasa, ez azonban a forrasok palyéazat
kdzbeni sziikilése miatt nem valdsult meg. Magat az immunhisztokémiai technikéat p53

tumorszuppresszor gén ellenes CM-5 poliklonalis antitesttel beéllitottuk, azonban a
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allbp3 integrin ellenes antitest beszerzésére nem volt alkalmunk. A p53 ellenes antitest
immunhisztokémiai reakciojanak bedllitasaval a l1ényeges technikai Iépéseket megtettlk,
a modszer beéllitisa megtortént, a késébbiekben ilyen irdnyban tovabb kivanunk

dolgozni.

Kovetkeztetések és az eredmények hasznositasa

Eredmeényeink egy ismert tumor szuppresszor génben fellelheté klinikailag relevans
polimorfizmus meglétének felismerését hozta. A basalioma artalmatlannak imponalo
jellege ellenére egy sztik betegkdr szdmara mégis komoly veszélyeztetettséget jelent. A
vizsgalatok jelentésege abban rejlik, hogy egy nagyon gyakori tumorféleségen belil
molekuléris genetikai vizsgélatokkal a tumor kialakulasanak szempontjabdl jelentéséggel
bird polimorfizmust azonositottunk. A beteganyagon eddigi vizsgalataink alapjan ugyan
nem talaltunk szignifikans eltérést a kulonb6z6 allélek gyakorisaga kozott, azonban
értékelheto eltérések voltak az atlag tumormentes populédcidéhoz képest. Ennek a génnek a
szerepe mas tumorok esetén is felmeril, igy a polimorfizmus tanulményozasa hozhat
eredményeket a basalioman tulmutatéan is. Jelenleg az irodalomban még mindig vitatott,
hogy a polimorfizmus az egészséges populécidéban pontosan hogyan oszlik meg.
Folytatjuk a vizsgalatok kiterjesztését tovabbi esetekre is, mivel csupan a fokozott
napfény expozicioval a basalioma esetek egy része nem magyarazhato, igy ezeknél az
eseteknél a tumor megel6zése esetleg genetikai vizsgalatokkal is megvaldsithatd lenne.
Az  egészseges  heterozigotak  kisztirésével  bizonyos  egyedek  fokozott
veszélyeztetettségére fel lehetne hivni a figyelmet, igy lehetéség nyilna arra is, hogy

életmdd valtoztatassal nagyobb eséllyel el tudjak keriilni a rakos megbetegedést.
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Természetesen, egy ilyen nagy gyakorisdggal bird tumornal egyetlen gén egyetlen
polimorfizmusa nem allhat a betegség hétterében egyediili genetikai eltérésként. Erdekes
azonban megjegyezni, hogy 2003. folyaman kozoltek német szerzok egy vizsgélatot
amely ugyanennek a lokusznak a hatdsat vizsgélta eml6rak esetén (Chang-Clude et al.
Int. J. Cancer:103, 779-783, 2003). Eredményeik szerint a Leu allél hordozasa
onmagaban nem eredményez szignifikans kockazat-ndvekedést mellrak szempontjabdl,
de ha a péaciens orélis antikoncipiens szedett, akkor a Leu alléllel birok esetén
statisztikailag igazolhatéan nagyobb kockazattal alakult ki emlérédk. Ennek analdgidjara
folytatjuk munkankat, hogy az eddigi eredmények mellett a nagyon nagyszamu
basaliomas beteganyagban be tudjuk hatarolni a fokozott kockézattal bird csoportokat,

illetve Klinikai tipusokat.

Vizsgalati adataink feldolgozésa a beszamol6 benyujtasakor még nem teljes. Az esetszdm
tovabbi emelése kivanatos a statisztikai feldolgozas szamara, ezzel egyltt azonban 2005.-

0s év végen megkezdtik az eredmények kozlesre szolgalo kézirat megirasat.
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