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TUDOMANYOS HATTER, A KUTATAS CELJA ES PROGRAMJA

Néhany évtizede vilagszerte feltiinben megszaporodott a napfény okozta, gyakran
foglalkozasi artalomkeént jelentkezé akut és kronikus bérkarosodasok, megbetegedések szama,
beleértve a bér malignus daganatait is. Ez egyrészt azzal hozhatd 6sszefliggesbe, hogy a légkor
vedé Ozonkodpenyének valtozasai kovetkeztében foldfelszinre jutd napfény mennyisége és
mindsége a 70-es évektol kezdve az egészségre kedvezétlendil modosul, a spektrum egyre inkabb
a rovidebb hullamhosszak (UVB, UVC) iranyaba tolodik el. Méasrészt a a ndvekvé gyogyszer- €s
alkoholfogyasztas, valamint a nagyaranyd kemizacid az iparban és a mezbégazdasagban
kiszélesitették a fotokémiailag aktiv, esetenként rakkelté vegyiletek korét. Jelenlegi tudasunk
szerint a kedvezétlen bioldgiai hatasokért a napfénynek nemcsak az UVB sugartartomanya (290-
320 nm) tehet6 felel6ssé, hanem a hosszuhullami UVA spektrum (320-400 nm) is. A két
spektrumsav ~ hatdsmechanizmusa nem azonos és nem kelléen ismert. A mara 6nallé
szakterletté valt fotodermatoldgia alapveté problémaja, hogy az emberi bérben molekuléris,
celluléris és target-szerv szinten mi és hogyan jatszodik le a foton abszorpcidja utan, amig a
vegeredmeény, a borreakcio megjelenik.

A DOTE Borklinikan 1963 6ta folyik rendszeres fotodermatoldgiai kutatdbmunka, 1991
Ota folyamatos OTKA tdmogatassal. A tudomanyos kutatast tobbek kozott az tette indokoltta,
hogy a Tiszantul beteganyagdban mindig nagyobb szamban fordultak elé fotoszenzitiv
bérbetegségek, mint az orszag mas teriiletein (nagy napfény-intenzitas az Alfoldon). Ezek egyike
a fotoallergias hatterc polymorph fény-exanthema (PFE), amely orszagonként valtozoan a
lakossag 3-18%-at érinti. Hazai adatok ugyan nem &llnak rendelkezésre, de a Tiszantulon egy
2000-ben végzett epidemioldgiai felmeérésinkben (nem kozolt adatok) a PFE-t a 18 és 24 ev
kozotti korosztaly ~10%-aban diagnosztizaltuk.

A debreceni Bérklinika anyagaban orszagos viszonylatban ugyancsak gyakoribbak a
malignus bordaganatok is. A basaliomak szama példaul 1965 és 1995 kozott kétszeresére, a ma
még tobbnyire letalis kimenetelii melanoma malignum (MM) esetek szdma pedig tobb, mint
Otszorosére emelkedett, ami megegyezik nagy nemzetkodzi statisztikdk adataival. A non
melanoma (NM) bérrakok keletkezésében pedig mind klinikailag, mind experimentalisan igazolt
az UV sugartartomany szerepe, de ezt jabban az MM kialakulasaban is feltételezik.

Mindezen korkepek és malignomak pathomechanismusanak szamos kérdése tisztazatlan,
kezelésiik, de kilénosen prevenciojuk ma sem kielégitéen megoldott. A 90-es évek elején alakult
munkacsoportommal e témakorben elsésorban sejt-és molekularbioldgiai, valamint genetikai
vizsgalatokat végeztink, amelyekhez nagy segitséget nyujtottak a hazai és kilfoldi
egylttmikodések, palyazati tamogatasok.

1l/a A 2003-2006 kozotti OTKA palyazati ciklusban kutatomunkank folytatasaként
osszefliggéseket kivantunk keresni az UV-fény okozta DNS-karosodasok, reparaciojuk,
elsésorban a tdbblépcsés enzimatikus folyamat, a nukleotid excizios reparacio (NER) és az
apoptosis kozott annak tisztdzasara, hogy ezen folyamatoknak milyen szerepe van a
fotoszenzitiv dermatosisok patomechanizmusaban, a fotoszenzitivitas kialakulasaban. Ismert
ugyanis, hogy a reparacio defektusa egyik oka lehet a fényérzékenységnek, mint az xeroderma
pigmentosumban mar igazolddott.

1/b Kutatomunkank masik célja a fotokarcinogenezis komplex folyamatanak
tanulmanyozasa volt. Erre munkacsoportunknak a 90-es évek kdzepétdl nyilt lehet6sége részben
palyazati tamogatasok révén, részben a kulfoldi tanulmanyutakon elsajatitott modern modszerek
meghonositasa segitségével, amelyek bizonyos tekintetben megszabtak vizsgalataink iranyat is.
A jelen pélyazati ciklusban egyrészt NM bérrakokban az UV-fény genotoxikus hatasat
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tanulményoztuk. Masrészt fel kivantuk mérni a NM bordaganatok egyéni rizikojat erre
altalunk kidolgozott tesztpanel segitségevel.

2/ A mind mennyiségében, mind minéségében megvaltozott természetes inszolacid
egyre inkabb indokoltta teszi az egészséges lakossag védelmét. A napfény-okozta korai és késoi
bérkarosodasok megelézése érdekeben, -  beleértve a rosszindulati boérdaganatokat is, -
sziikséges volt a munkacsoportunk &ltal kordbban kifejlesztett UVB-érzékeny, SUNTEST
elnevezésii kémiai dosimeter-csaladot Uj, egyszerhasznalatos, kornyezetbarat és egyszeriien
kezelheté termékekkel kiboviteni.

KONKRET TERVEK

Ad 1/a:

Egészséges egyénekbdl, majd fotoallergias betegekbdl szarmazo  periférias
lymphocytakban az UV-fény okozta DNS-ké&rosodas mertének és mindsegének meghatarozésa, a
NER lefolyasanak idébeni nyomonkévetése comet assay-vel. A NER, a szemikonzervativ. DNS-
szintézis és az apoptosis tanulméanyozasa.

Ad 1/b/:

Kilénb6z6 exogen ko-karcinogének és az UV-sugarzas egylttes hatasanak vizsgalata.
Egyéni tumor-rizikd meghatarozasara alkalmas tesztpanel kidolgozésa preventiv célra. A
klinikankon bevezetés el6tt allo fotodinamids terapidban (PDT) alkalmazott (j
fotoszenzibilizatorok fotobioldgiai jellemzéinek vizsgalata a mér emlitett sejt- és molekularis
biologiai modszerekkel.

Ad 2/

Az UV-B és az UV-A sugarzasmérésre alkalmas 0j nanoszkopikus reaktorok
(fényérzékeny nano-kompozitok), a PAMAM®- és POPAM-tipust dendrimer polimerekbe
zart egyes fémionok (pl. ezist: Ag(1)/Ag(0)- és vas-ionok: Fe(ll1)/Fe(ll) alkalmazésa az UV-
sugardozis meghatarozasara.

Kutatasi feladatok a nanorészecskékre és a nanotechnoldgiara vonatkozoéan:
Javasolt nanotechnoldgia: a reakcioban résztvevo fémionok meghatarozott méreta és fellleti
tulajdonsagu domainekbe zarasa es a reakciok lejatszatasa a domainek kozott.
A domain méretének ndvelése a vendégatomok méretének vagy szamanak novelésével.

A kutatasi feltételek a résztvevok munkahelyén és kollaboréciok révén adottak voltak. A
komplex feladatok megoldasat az biztositotta, hogy a munkacsoport tagjai tobb szakteriletet
képviselnek.

! POPAM=poly(propilén-amin) dendrimer
* PAMAM=poly(amido-amin) dendrimer



Anyag és modszerek:

UV sugérforrasok:

nagy teljesitményi (800 W) UVA fényforras(Saalman)
PUVA-kabin (Waldmann 8000)

TLO1 és TL12 (Philips) UVB-fényforrasok

Multitester (Saalman)

solaris simulator

Sejttenyésztés:

normal human fibroblast, keratinocyta, lymphocyta;

betegekb6l  (polymorph  fenyexanthema: PFE, xeroderma pigmentosum, preacancerosus
allapotok, non-melanoma bérrakok) szarmazo fibroblast, keratinocyta, lymphocyta;
HaCaT spontan immortalizalt keratinocyta

Hisztopathologia

Micronucleus képzsdés

Az UV-irradialt sejtkulturdakban a micronucleus képzodést akkor értékeljik, amikor
besugarzas utan a legtdbb sejt mar egyszer osztodott. Targylemezen fixalva a sejteket propidium-
jodid festéssel az interfazisos sejtek citoplazmajaban talalhaté micronucleusok mennyisége
fluoreszcens mikroszkoppal értékelheto.

Comet assay
Az eukaryota sejtek szuszpenziojat targylemezen agar6z gélbe agyazzuk. A sejtek

citoplazmajat és a DNS-hez kotodo fehérjeket lizal6 pufferben tavolitjuk el, majd
elektroforetizaljuk. DNS-hez kotodé fluorescens festékkel jelezve a sejtmagok fluoreszcens
mikroszkop alatt komputer image analizis segitségével értékelhetok.

Uroporfirinogén-dekarboxildz aktivitasmérés
Kosz6 F.: Br. J. Dermatol. 1992, 126: 446.

Paraoxonéz enzim aktivitas és koncentracié meghatarozasa

Paraoxon szubsztrat felhasznalasaval a keletkezett 4-nitrofenol koncentraciot meértik
spektrofotometriaval. Az enzim aril-észterdz aktivitds meghatarozésa is spektrofotometrias
modszerrel valdsult meg, fenilacetat szubsztrat felhasznalasaval, a hidrolizalt termék
detektdlasaval. A paraoxonaz enzim koncentrdcié meghatarozasa szérumbdl ELISA-val
tortént.

TBARS meghatarozas

A lipidperoxidacid szintjét jelzé plazma tiobarbitursav reaktiv szubsztancia (TBARS) szintjét
a human plazma tiobarbitursavval térténé inkubacidja utan n-butanol:pyridine extrakcioval az
organikus fazis fotometralasaval hataroztuk meg.

Valds idejii reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)
Az in vitro sejttenyeszetb6l RNS szeparalasa, random hexamer primerrel RT-PCR, majd a cDNS
amplifik&lasa CybrGreen és TagMann modszerrel.




Az uroporfirinogén-dekarboxilaz, a haemochromatosis és a ferrokelataz génmutaciok
detektalasa

Periférias vér mononuklearis sejtekbl DNS szeparalasa, az exonok amplifikalasa
primerparok segitségével polimeraz lancreakcidval (PCR), majd a termeékek tisztitasa utan
minden egyes exon szekvenaldsa automata szekvenaldval. Az eredmenyek értékelése
manualisan és a Chromas programmal.

Adatarchivalds és feldolgozas
»Fotoderma” internetes keresérendszer (sajat fejlesztés).

Statisztikai analizis médszerek

Az adatokat PC felhasznalasaval Exel tablazat kezel6 programban rogzitjik, és
Statisztika for Windows softver segitségével (Student féle T poba) dolgozzuk fol.
A comet assay computer image analizise az Isis softver segitségével torténik, az adatokat a
fentiekben leirt modon taroljuk és dolgozzuk fol a Man Witney testet alkalmazva.



A KUTATAS EREDMENYEI

A négyéves periddusra tervezett programbol a kdvetkezoket valdsitottuk meg, illetve az
idokozben adodott lehet6segeket (6sztondijas tanulmanyutak, kollaboraciok) kihasznélva a
kovetkez6 vizsgalatokkal egészitettiik ki:

I/ UV-fény okozta DNS-karosodasok és reparaciéjuk (NER) vizsgalata

1/ A kutatasi program elsé lépéseként az Intézetlinkben kordbban beéllitott comet assay
modszert alkalmassa tettiik az UV-sugarzas okozta DNS karosodas reparacioja (NER) idébeni
lefolyasénak tanulményozésara. A vizsgalatokat egészséges egyének periférias lymphocytain
vegeztik. A legkifejezettebb reparacios aktivitas 30 perccel az UVB irradiacié utan kovetkezett
be, azaz ez az id6épont bizonyult optimalisnak a NER tanulmanyozasara. A sugarhatast kdvetéen
4 6ra mulva a DNS kéarosodas csaknem teljes egészében reparalodott. A kiserletek eredmeényei
egyben kontrollként szolgaltak a fényérzékenységben, illetve bor-carcinomaban szenvedd
betegek (polymorph fény-exanthnema: PFE, NM-bérrakok) mintain tervezett hasonlo
vizsgélatokhoz.

2/ Az UVB irradiacié DNS-re kifejtett effektusat in vitro tenyésztett human immortalizalt
keratinocytdkon (HaCaT sejtek) is tanulmanyoztuk. A kilénb6zé UV ddzisokra bekdvetkezett
DNS kéarosodas nyomon kdvetéset ebben a vizsgalatsorozatban is comet assay-vel végeztiik. Az
assay alkalmasnak bizonyult normal human keratinocytakban is a NER tanulmanyozasara. Ezek
az elokisérletek betegekbdl szarmazd keratinocytakkal tervezett vizsgalataink modszertani
begyakorlasara szolgaltak. A kapott eredmeények kiertékelésével parhuzamosan ~ 2004-ben
Osszegeztik azon vizsgalataink eredményeit is, amelyekben az UV-sugarzas DNS-karositd
formaldehid expozicid6 NER-t gatlo és kromoszomakérosodast fokozo effektuséra vonatkoz6 Uj
adatok Dr. Emri Gabriella az évben summa cum laude megvédett Ph D téziseinek egyik fejezetét
képezték, illetve megjelentek az ,,Experimental Dermatology” folydiratban. A kisérletsorozat
részletei el6z6 OTKA palyazatunk (T 016133) zarojelentésében talalhatok.

3/ 1d6kdzben kialakult kollaborécids lehetéségeinket felhasznalva a DE OEC
Immunolégiai intézetével egylttmiikddve a kordbban elsajatitott RT-PCR mddszerrel HaCaT
sejtekkel mas iranyud, tovabbi elokisérleteket is végeztink. A vizsgalatok celja annak tisztazasa
volt, hogy a citokin termelést befolyasol6 un. CATERPILLAR molekulacsalad egyes tagjainak
expressziojat befolyasolja-e az UV-irradiacio. A fehérjecsalad ugyanis az immunologiai
folyamatok szabalyozésa révén patogenetikai szerepet tolthet be az UV-fény effektusdval
kapcsolatos allergids, gyulladasos, illetve daganatos korképekben. 2006-ban a kdvetkez6
eredményeket kaptuk: UVB irradiacié utdn a CATERPILLAR molekulak expresszidja down-
regulalodik mind a HaCaT, mind a normal human keratinocytdkban, azonban az expresszio
mértékének visszatérese a kordbbi (normalis) szintre kilonbézé a két sejtféleségben. A
sugarhatast kovetéen a keratinocytdk IL-1béta és TNF-alfa termelésének idébeni valtozésa
mutathatd ki a sejttenyészet felliliszojdban. Az eredmények arra utalnak, hogy a bor
keratinocytaiban a CATERPILLAR fehérjecsalad tagjainak szerepe lehet az UVB besugarzast
kovet6 sejtvalasz kialakitasaban. A beallitott modszer segitségevel a jovoben egészséges, illetve
PFE-s, valamint bortumoros betegekbdl szarmazd bdérbiopszias anyag sejtjeiben tervezzik
tanulményozni a CATERPILLAR fehérjék expresszidja és a citokinvaltozdsok kozti
Osszefliggést.



4/ Ismert, hogy a DNS-t ért karosodasok gén-expresszio valtozast eredményezhetnek,
ami a mRNS szint megvaltozasaval jar. A tovabbiakban HaCaT sejteken UVB besugarzas utan
a peroxisoma proliferator-aktivalt receptor (PPAR) expresszalddasat tanulmanyoztuk valds
idejii reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakcioval (QRT-PCR). El6kisérleteinkben
normalizalonak cyclophillin gént hasznaltunk, amit a PPAR alacsony expresszios szintje
indokolt. Miutan az irodalomban nem talaltunk adatot arra, hogy UV irradiaciot alkalmazva
mely gén vagy gének optimalisak normalizélas céljéra, a tovabbiakban tervezziik tébb
kiilénbdz6 idépontokban izolalva az RNS-t. Ezzel parhuzamosan a sejtek DNS-karosodasat
comet assay-vel vizsgaltuk. gRT-PCR-ral kimutattuk, hogy a HaCaT keratinocytakon alacsony
szinten a PPAR alfa, beta és gamma mRNS is expresszalddik. A legalacsonyabb az alfa
expresszidja, a legmagasabb a gammaé, 6sszhangban az irodalmi adatokkal. Elsé
eredményeink szerint UVB besugarzas hatasara mindharom PPAR szintje csokken.

5/ Egy tovabbi kollaboracioban (DE OEC |. Belgydgyaszati klinika) comet assay-vel
hyperlipidaemias betegek periférids lymphocytaiban tanulmanyoztuk a hidrogén-peroxid
indukalt DNS karosodast, amelynek mértékét dsszevetettilk a betegek szérumanak paraoxonaz
aktivitasaval, illetve egyéb, a szervezet oxidativ statusat jellemzé paraméterekkel. A ll/a
tipusu 16 beteg és a 7 egészséges személy mintaiban nyert eredmények arra utaltak, hogy a
hyperlipidaemias betegek lymphocytaiban az oxidativ stressz hatdsara nagyobb mertékii DNS
karosodas mutathatd ki a kontrollokénal, melyben szerepet jatszhat az antioxidans kapacitas
csokkenese. Tartds (6 honapos) Atorvastatin kezelés (10 mg/nap) mellett in vivo né a
hyperlipidaemias betegek vérének antioxidans kapacitasa és csokken a lymphocytdk DNS
karosodasa. Eredményeink igazoljak a gydgyszernek az oxidativ DNS karosodasra gyakorolt
gatlo hatasat, melynek hatterében a paraoxonaz aktivitast emel6 effektus, valamint az oxidativ
folyamatok gétlasa allhat.

A péalyazat munkatervében szerepl6 tovabbi vizsgalatokra, azaz az UV-fény okozta
DNS-karosodas es reparacio, valamint az apoptosis tanulmanyozasara fotoszenzitiv
dermatosisokban nem volt médunk, mivel a téméaval foglalkoz6 munkatarsunk, Dr. Simics
Eniké 2004-t61 csaladi okok miatt (szlilés, gyermekgondozas) jelenleg sem dolgozik.

Az évek Ota prosperald hazai és az Ujabban kialakult nemzetkdzi kooperaciok viszont
lehetéve tették, hogy tovabb bévitsiik ismereteinket a szintén fokozott fényerzékenységgel
kisért cutan porphyriadkban, amelyek kialakulasa jol példazza az érokletes és a kdrnyezeti
faktorok egydttes jelentéségét. A korképek patogenetikai és genetikai hatterének vizsgalata
biokémiai, bioldgiai és molekularis genetikai modszerekkel tortént.

A hazénkban leggyakoribb porphyria cutanea tardaban (PCT) a tinetek
kialakulasahoz genetikai fogékonysag mellett a legtobb esetben egyéb provokalo faktorok is
szllkségesek. Ezzel kapcsolatosan 2004-ben az A&ltalunk gondozott 29 betegunkkel részt
vettiink egy multicentrikus hazai tanulmanyban, amelyben a herediter haemochromatosis gén
(HFE) mutécidi és a hepatitis C virus szerepét, mint provokald tényezét tanulmanyoztuk PCT-
ben. Megallapitottuk, hogy a génmutacio (C282Y) és a HCV pozitivitas nagy valdszintseggel
fuggetlen rizikofaktorai a betegségnek.

Az elmult években rendkiviil ritka familiaris PCT-t diagnosztizaltunk 3 testvéren,
akiknek karakterisztikus klinikai tlinetei gyermekkorban kezdédtek. A részletes porfirin
analizis és az enzimaktivitas merés szegedi kollaboracidban tortént (Dr. Kdszo F.). A
korlefolyas és a laboratoriumi vizsgalatok alapjan a diagndzis (PCT?, hepatoerythropoeticus



porphyria?) nem volt egyértelmii. A genetikai vizsgélat, amely a barcelonai Bérgyogyaszati
klinikaval (Prof. M. Lecha) kialakult egyuttmikédeés révén valdsult meg, ritka compound
heterozig6ta mutaciot mutatott ki a probandok UROD génjén. Az egyik nukleotid eltérés (az 1
exon 19 nukleotidjan A>G tranzicid) eddig az irodalomban még nem koz6élt Gj missense
mutécid. A mésik mutaciot (703C>T P235S) korabban két, egymaéssal rokonsagi
kapcsolatban nem all6 olasz csaladban azonositottak, mint a betegsegért felelés mutaciot. A J.
Exp. Clin. Dermatol.-ba benyujtott publikacioban ( kozlés alatt) arra is ramutattunk, hogy a
PCT egzakt diagndzisanak felallitdsahoz esetenként sziikséges lehet a DNS szekvenalas, a
molekuléris genetikai vizsgalat is.

A cutan porphyriak hazankban el6fordulé masik leggyakoribb tipusa az
erythropoeticus protoporphyria (EPP), amelyet a ferrokelatdz autoszém dominansan
0roklédo defektusa okoz. A palyazati idészakban lehetéséglink nyilt e korképben a mér 10
éve elkezdett genetikai vizsgalatok folytatasara. A klinikank fotodermatoldgiai
szakrendelésén gondozott 23 beteguink és csaladtagjaik kozil Varga Viktoria munkatarsunk
(korabban Ph D hallgat6) 2006 végéig 10 beteg DNS mintaiban térképezte fel az 6roklott
enzimdefektus hatterében allo lehetséges génmutaciokat. 9 betegben az 1. intronban ,,single
nucleotid polymorphismus”-ként azonosithato eltérest, 4 betegben a fehérjeszerkezetben
bekdvetkezett missense mutaciot (pY160C), 1 betegben exon skipping mutéciot talalt, 3
betegben az 1. intronban tovabbi verifikaciot igenyl6 szekvencia eltérest észlelt.

B/ A fotokarcinogenezis tanulmanyozéasa

Kutatomunkankat a karcinogenezis komplex folyamatanak tanulmanyozasa céljabol
mintegy 10 éve kezdtilk. Korabbi vizsgalataink folytatasaként egyik célkitiizésink egy olyan
laboratériumi vizsgalati tesztpanel kialakitasa volt in vivo és in vitro vizsgalatokbdl, amely
egy sziikebb populacié mintéit felhasznalva alkalmas szélesebb korti biokémiai fenotipus
meghatarozasra, azaz alkalmas az egyéeni tumor-rizik6 meghatarozasara. Jolismert klinikai tény
ugyanis, hogy bar a NM bértumorok kialakulaséanak egyik legfontosabb kornyezeti faktora a
napsugarzas UVB spektruma, az azonos napfény expozicionak kitett egyeneken nem azonos
gyakorisaggal keletkeznek tumorok. Az egyeéni érzékenység igen kulonb6z6. Ezért tovabbi
vizsgalatainkban fel kivantuk merni a szoveti, sejt, molekularis eés genetikai eltérésekben
jelentkez6 kilonbozoségeket. Ezek alapjan a késobbiekben a klinikailag fokozott rizikot
sejtetd populacidbdl kiszirhetjuk a magas rizik6ju egyéneket, akik esetében fokozott
prevenciot javasolunk és valdsitunk meg.

A tavlati cél megvaldsitasahoz elsé 1épéskéent a NM boérdaganatban szenvedé betegek
fotodermatoldgiai anamnézisének felvétele és részletes klinikai/hisztoldgiai vizsgalata tortént.
A retrospektiv vizsgalathoz a Bér- és Nemikodrtani Klinikan 1998.06.29. és 2004.02.12.
kdzott NM bérdaganat miatt miitéti kezelésben részesult és szdvettani diagnozissal ellatott
betegek adatait dolgoztuk fel, amelyeket az altalunk kifejlesztett ,,Fotoderma” internetes
keresérendszer segitségével elemeztlink. A statisztikai értékelést az Excel 6.0 programmal
végeztik. A 1734-bél allo, tanulmanyozott beteganyagban a férfiak és nék aranya kozel 1:1
volt, atlag életkoruk 70 év (22-100 év kdzott). Hisztoldgiai vizsgalat alapjan 2786 daganatbol
2621 tumor bizonyult NM bérdaganatnak, amelybdl 90% basalsejtes carcinoma, 10%
laphamsejtes carcinoma volt. Mind ezek a sajat, mind az 6sszehasonlitasként elemzett
Nemzeti Rakregiszter adatai emelkedé incidenciardl tantuskodnak.

Multiplex NM bértumort a betegek 26 %-aban talaltunk. A multiplex basaliomak miatt
kezelt betegeknél 2-18 daganat fejlédott Ki, spinaliomas betegeknél 2-5 tumor, a vegyes



csoport esetén 2-17 tumor. A multiplex daganatok tobbségét 6 hénapon belil fedezték fel. A
betegek negyedében kifejlédott multiplex tumorképzédésben genetikai fogékonysagnak és
kornyezeti hatdsoknak egyarant szerep tulajdonithatd. Ezen utdbbi betegek kdzll egy random
kivalasztott 60 tagu csoportban felmértik a napozasi szokasokat és az esetleges ko-
karcinogének szerepét a tumorképzésben. A kérddivet kitolté betegek kontrollvizsgalatat
DNS mintara torténé vervétellel kotottik ossze. Az eredmények ramutattak irodalmi
adatokkal korreldlva, hogy ez a beteg populacié tovabbi felvilagositast és intenzivebb
gondozast igéenyel (egyharmaduk peldaul tovabbra is napozik, 20%-uk nem vedi magat a
naptol, 60%-uk dohanyzik, sth.) A jelen statisztikai feldolgozas megteremti a lehetéségét a
multiplicitas okainak tovabbi vizsgalatara. A DNS mintak elemzeése folyamatban van.

Az UV-fény terhelés kérdoives felmérése az ,egeszséges” lakossag korében (300
személy) az el6bbi Excel program segitségéevel arra hivta fel a figyelmet, hogy a magyar
lakossag fokozott kockéazatnak van kitéve napozasi szokasai, szolarium igénybevétele, illetve
lokalis fényvédé készitmények hasznalata alapjan, és ugyancsak rendszeresebb felvilagositast
igényel elsésorban a bértumorok intenzivebb prevencidja érdekében.

Vizsgéalataink harmadik csoportjaban (j fotoszenzibilizatorok fotobiologiai jellemzéit
kivantuk tanulmanyozni a mar emlitett sejt- és molekularis biologiai modszerekkel, amelyeket a
kalfoldon mintegy 20 éve bevezetett fotodinamias terapidban (PDT) alkalmaznak. Sajnalatos
maodon ez a modern kezelési eljaréas Intézetlinkben csak 2006-ban valdsult meg, igy a tervezett
vizsgalatokat nem volt modunkban elvégezni.



OTKA T043451 palyazat kozremiikodoi 6sszesitett szakmai beszamoldja a
2003-2006.-ban végzett kutatasokrol:

Sejt- és molekularis biologiai vizsgalatok az ultraibolya-fény okozta
dermatosisokban és bértumorokban. Nanoszkopikus reaktorok kutatasa a
kémiai aktinometridban a prevencidban

A 3., 4. és 5. geneneracioés, azaz G3-,G4- és G5-dendrimer (poliamidoamin-
borostyankésav, PAMAM-SACOOH) alapu UV-dozismérd K+F-hez szikséges
alapkutatasokat a kdvetkez6é témakban végeztik el:
1. G3-,G4- és G5-dendrimer—ezust(l) komplexek egyensulyi vizsgalata:
Meghataroztuk a dendrimerek Y; ezist-komplexképzd kapacitasait:
ahol E; a Gi-PAMAM-SACOOH denarimert, n(Ag*-E;) az eziist-komplex és n(E) a
dendrimer mennyiségét jeldli. A K"; értékek a dendrimerekben 1évé az elektronpar
donoratomok protonalédasi allandéi.

El lg KM tere-N) | 1g kM (cooH) gr‘;"a\‘lestlz)ama g2l )
E3 6,80 (+0,02) 4,48 (+0,01) |30 10,1
E4 7,00 (+0,03) | 4,67(£0,03) |62 21,4
E5 6,94 (+0,02) | 450(£0,02) | 126 45,9

Megallapitottuk, hogy a vizsgélt dendrimerek Y; ezist-komplexképzd kapacitasai az
elméletileg varhato értékeknél (tercier-nitrogén atomok szadma/2) kb. 25%-kal
kisebbek.

2. G3-,G4- és G5-dendrimer—ezist(O) nanokompozitok UV-VIS jellemzése:

Az UV fény besugarzas hatasara a G3-,G4- és G5- dendrimer —ezUst(l) rendszerben

elszinezédés figyelhetd meg. A szin mélyllése a G3-,G4- és G5-
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dendrimer—ezust(O) nanokompozitok keletkezésével értelmezhet6, és aranyos a
besugarzas idejével, azaz (allando fényintenzitas mellett) a besugarzé feny

dozisaval. A lathat6 tartomanyban (szabad szemmel is) észlelhetd fényelnyelés a



nagy méretl Ag(O)-fémklaszterekhez, az ultraibolya tartomanyban észlelhet6
fényelnyelés a kis méretli Ag(O)-fémklaszterekhez rendelheté plazmon-atmenetekkel
értelmezhetd. Az adott kisérleti korilmények kozott 180 perc UV fény besugarzast
koévetden nem valtozott tovabb a szin intenzitasa (telitési értéket ért el).

3. G5-dendrimer —ezlist(O) nanokompozitok ESR-spektroszkopias jellemzése:
Semleges, vagy enyhén bazikus vizes oldatban a G5-dendrimer —ezlist(O)
nanokompozit nagyon gyenge ESR-jelet ad, ami arra utal, hogy a szabad gyok ezulst
atomok kozelében lévé tercier nitrogén donoratomok gyokfogo jellegliek. Savas
(pH<3) kdzegben, amikor a tercier nitrogén donoratomok teljes mértékben
protonaltak, az ESR-jel megjelenik, azaz a tercier nitrogén donoratomok gyokfogo
jellege protonalt allapotban sokkal gyengébb, esetleg eltiinik. A G3-,G4- és G5-
dendrimerek gyokfogo jellegének bizonyitasat elvégeztink.

4. G3-,G4- és G5- dendrimerek gytkfogo sajatsagainak tanulméanyozasa:

A G3-,G4- és G5- dendrimerek gyokfogo jellegének bizonyitasara egy standard
modszert, a BSA oxidativ atalakitdsanak G3-,G4- és G5- dendrimerek altali gatlasat
hasznaltuk fel. A BSA-ban a protein karbonil-csoportok jelentés névekedését
eredményezik a nagy energiaju (80 krad) °°Co-gamma besugarzas hatasara a viz
radiolizise soran keletkezé OH®-gyokok. Az oxidativ atalakulast a BSA-oldathoz adott
gyokfogok (pl. a tercier nitrogén donoratomot tartalmazé dialkil-etanolamin) az OH"*-
gyokok befogasaval gatoljak. A dialkil-etanolamin gyokfogokhoz hasonléan a G3-

,G4- és G5- dendrimerek hatdsos gyotkfogok.

dendrimer [dendrimer] karbonil (nmol) védoéhatas
tipusok 10°M /fehérje (mg) %

G3-PAMAM- 5 20,76 77,8
SACOOH

G4-PAMAM- 5 25,18 73,1
SACOOH

G5-PAMAM- 5 41,41 55,8
SACOOH

A védéhatas a gyokfogd hatdsossag mértéke, ami a G3>G4>G5 iranyban valtozik.

5. Dendrimer —ezist(l), illetve dendrimer —ezust(l)-vas(lll) UV d6zismérok
erzékenységének 6sszehasonlitasa: A 2. pontban megadott kisérleti kortilmények
k6zott a szin intenzitasa a G3-,G4- és G5- dendrimer —ezust(l) rendszerben 180 perc

UV fény besugarzast kbvetéen mar nem valtozott tovabb, azaz telitési értéket ért el.
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A G3-,G4- és G5- dendrimer —ezust(l)-vas(lll) rendszerben (megegyezb kisérleti
koralmeények kdzott) mér 5 perc UV fény besugarzast kdvetden kialakult a telitési
érték. A G3-,G4- és G5- dendrimer —ezust(l) dézismérd rendszerrel nagy (a
napozasnal fellépénél 1-3 nagysagrenddel nagyobb) UV-dézist, a G3-,G4- és G5-
dendrimer —ezust(l)-vas(lll) dézismérd rendszerrel a napozasnal varhaté UV-dozist
lehet mérni. A G3-,G4- és G5- dendrimer —ezUst(l) rendszerek 2 nagysagrenddel
kevésbé érzékenyek az UV-fényre, mint a G3-,G4- és G5- dendrimer —ezust(l)-
vas(lll) rendszerek.

6. A dendrimer pszeudo-fazis oldatkémiai jellemzése: A G3-, G4- és G5-
dendrimer pszeudo-fazis oldatkémiai, kombinalt spektrofotometrias és
potenciometrias pH-méréseken alapulé jellemzését szélesebb pH-tartomanyra
kiterjesztettik. Megallapitottuk, hogy vizes oldatokban a G3-PAMAM dendrimer
makroligandum jellegl, a G5-PAMAM dendrimer pszeudo-fazis jellegl, a G4-
PAMAM dendrimer pedig atmenetet képvisel a homogén (egyfazisu) és heterogén
(kétfazisu) jelleg kozott. A dendrimerek vizes oldatban varhaté méretének és a
dendrimer pszeudo-fazis viztartalmanak fényszoras fotometrias méréseken alapuld

felderitését elvegeztik.

7. A dendrimer-ezust(l) ,'q ! /
8§29 ¢ N3
komplexekben talalhato TN HNJ/
. . [
Ag(l)ionok molekulan B 1 2 [ o
beliili helyének NMR- EN S 1
spektroszkdpias maéd- I HNZlS -
tAcA -1 BEH 20

szerrel felderitéesének . 163”\14\([(NT9/\H . 2

7 . . G
eredménye: Az Ag(l)ionok dendrimer- 3:0 i ho

a tercier-N kérnyezetében
talalhatok.
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AZ EREDMENYEK FELHASZNALASANAK LEHETOSEGEI

Az UV-irradiaciot kdveté DNS-karosodas vizsgalata az alapkutatdsban a dermatoldgia
szamos teriiletén igéretes és perspektivikus. Igy példaul egyes fotoallergias korképek
patomechanizmusanak tisztdzasaban, az immunmodulécidban, a bér karcinogeneziseben.

Az alkalmazott assay-k, metddusok egyszeriisége, gyorsasaga alapot ad olyan tovabbi
kutatasok tervezésére, melyek kornyezeti tényezék és a DNS-karosodas, valamint a DNS-
reparacio osszefuggeéseit, illetve az egyéni fogékonysag kiszirését (pl. cutan porphyriédkban,
familiarisan halmozo6do bértumorok esetén) célozzak meg.

A genetikai kutatdsok eredményei cutan porphyridkban, de bértumorokban is részben az
érintett csaladokban az 6roklésmenet pontos feltarasaban és ezzel a megalapozott diagnozis
feléllitdsaban, valamint a genetikai tandcsadasban segitenek, részben lehet6veé teszik parhuzam
vonasat a klinikai kép és a genetikai eltérés kozott. Ennek a prevencidban, a mutéciot hordozok
Kisziirésében és a rizikdtényezok fokozott elkeriilésében van jelentésége.

Az (] kornyezetbarat UV-dosimeter-csalad kifejlesztése kozelebb visz az egész

= sz

Kutatomunkank jol kapcsolddott a résztvevo kutatdhelyek,intézetek és tanszékek Ph D
programjaihoz. A négyeéves periddus alatt Dr. Emri Gabriella (DE OEC Bérklinika) 2004-ben
summa cum laude minésitéssel Ph D fokozatot szerzett a palyazati témaban végzett tudomanyos
munkaja alapjan. Két masik munkatarsunk (Bérklinika) Ph D, illetve MTA doktori tézisei beadas
el6tt allnak. Emellett a résztvevé kutatdhelyeken szamos diplomamunka sziletett és el6adas
hangzott el didkkori konferencidkon a téma egy-egy részletének kidolgozasa kapcsan.
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