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A szaruhartya disztrofidkat két nagy csoportra oszthatjuk. A mendeli 6roklodés,
monogénes disztrofidkra, és a nem tipusos mendeli 6roklésmenetet mutato, feltehetéen
poligénes 6roklésti disztrofidkra. A genomikai vizsgalatok mindkét tipusu betegségek
patogenezisének megértésé¢hez hozzajarulhatnak.

A genomikai vizsgalatok eredményeit a monogénesen 6roklodo disztrofidk esetében a
betegséget okozd mutaciok ismerete nélkiil nem lehet interpretalni. Az utdbbi évek
kutatasi eredményei alapjan ezen elvaltozasok tobbsége az 5q31 régioban talalhato
TGFBI génhez kotott. A mutaciok hatasara korosan processzaldédé BIGH3 fehérje
lerekddasait mar korabbi munkank soran kimutattuk (Takacs et al..... REF)., Jelen
palyazatban az 5q31-hez kotott disztrofidk genetikai hatterét vizsgaltuk a magyar
betegekben. Tizenot csalad 38 tagjanal végeztiik el a TGFBI gén szekvenalasat. 18
Haab-Dimmer disztréfids betegnél heterozygota R124C mutéciot, 5 Groenouw [
disztrofias betegnél R555W heterozygota mutaciot, 4 Reis-Biicklers disztrofias beteg
esetében pedig R555Q heterozygota mutacidt mutattunk ki. Harom betegnél Avellino
disztrofiat allapitottunk meg a heterozygota R124H mutécio eléfordulésa alapjan.
Magyarorszagon, illetve Kozép-Eurdpaban korabban Avellino disztrofia el6fordulasarol
még nem szdmoltak be. Egy klinikailag polymorph cornedlis amyloidosisos betegnél 1j,
heterozygota mutaciot (T1640C) mutattunk ki, amely az F547S aminosaveserét okozza a
BIGH3 fehérjében. A beteg cornedjaban immunhisztokémiai vizsgalat a BIGH3 fehérje
jelenlétét mutatta a koros fehérjelerakodasokban. Osszességében megerdsitettiik a TGFBI
génben eddig ismert forrd pontokat és egy Uj mutacid patogenetikai szerepére hivtuk fel a
figyelmet. Mivel a mutaciok analizisével mar egész fiatal korban prognozis adhatd, RFLP
madszert is optimalizaltunk a leggyakoribb mutaciokra. (Takacs et al., .,.REF)

A multigénes 6roklédésti disztrofiak koziil a viszonylag gyakori keratoconust vizsgaltuk
részletesen. Keratoplastica soran eltavolitott keratoconusos szaruhartyak mindhdrom
rétegébdl (epithelium, endothelium ill. stroma) izolaltunk mRNS-t. Megfeleld
mennyiségll ¢s mindségli mRNS eldallitasa csak az epitheliumbol sikeriilt. Kontrollként
photorefractiv keratectomidn atesett betegek miitét kdzben eltavolitott centralis
epitheliumat hasznaltuk. Hat keratoconusos ¢és hat egészséges epitheliumot vizsgaltunk
teljes genom GE CodeLink mRNS microarray segitségével. A harom legjobb mindségii
mRNS mintat a beteg €s egészséges corneak koziil egyarant megvizsgaltuk Affymetrix
teljes human genom microarray segitségével is. Mindkét microarray esetében
kivalasztottuk azokat a géneket, amelyek p<0.01 szignifikancia szinten legalabb 2-szeres
eltérést mutattak a beteg és egészséges cornedk kozott. A két kiillonb6zé microarray
eredmeényeit ezutan 6sszehasonlitottuk. Mivel a két rendszer altal hasznalt oligonukleotid
szekvencidk azonos gének esetében sem azonosak, illetve gyakran ugyanazon gén mas-
mas elnevezéseit adjdk meg a gyartok, a kapott génlistakat génenként, tobb publikusan
hozzaférhetd adatbazis adatait Osszevetve, egy kiilon erre a célra irt kereséprogram
segitségével egyeztettiik. Nyolc olyan gént sikeriilt azonositani, amely mindkét
microarray-n ugyanolyan mértékii és irdnyl valtozast mutatott. Felvetddik a kérdés, hogy
a teljes genombol miért csak ilyen kevés gén valtozasat sikeriilt mindkét modszerrel
igazolni. Ezt részben magyarazza az, hogy a keratoconusos mintak génexpresszioja igen
nagy heterogenitast mutatott. Ha az egészséges €s keratoconusos mintak kozotti eltérés
Osszehasonlitdsanal a p szignifikanciaszintet 0.05-re emeltiik, vagy a valtozas kritikus
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mértékét csokkentettiik, Iényegesen tobb, akar 2500 gén keriilt a potencialis koroki vagy
indikéator szereppel birdk kozé, azonban ezek szerepének altalanosithatdsaga
megkérddjelezhetd lenne. A nyolc kiemelt gén koziil 6 ismert fehérjét kodol (FMO1,
FAM110B, GATA3, HS3STI1, KRT19, RASGRPI). Ezen gének expresszoja kozotti
eltéréseket QRT-PCR segitségével is megvizsgaltuk 20 normal kontroll és 9
keratoconusos minta esetében, €s a microarray-vel kapottal azonos eredményeket
mértiink. Négy géntermék (FAM110B, HS3ST1, GATA3, RASGRP1) kifejezddését
fehérjeszinten is megvizsgaltuk 6db keratoconusos €s 3 normal cornedban
immunfluoreszcencias modszerrel. A HS3St1 és GATA3 esetében az mRNS szint
valtozasokat fehérjeszinten is ki tudtuk mutatni, mig a FAM110B és RASGRP1 esetében
a fehérjeexpresszido mennyiségében nem mutatkozott kiilonbség. A HS3ST1 egy
Golgiban elhelyezked6 szulfotranszferaz, amely a heparan szulfat szintézisében jatszik
szerepet. Kdzvetve a metallopeptidaz enzimek aktivalasaban van szerepe, utobbiak
igazoltan hozzdjarulnak a keratoconus kialakuldsdhoz. A HS3ST1 hidnya knockout
egértorzsekben a szem morfogenezisének zavarat idézi el6. A GATA3 transzkripcios
faktor tobbek kozott az epidermalis sejtek differencialddasanak meghatarozasaban
jatszik szerepet.

Az elkésziilt mRNS izolatumok maximalis kihasznaldsara microarray technika
segitségével a centralis és limbalis cornea epithelium génexpresszios kiillonbségeit is
megvizsgaltuk. A limbalis régioban talalhatok a cornea epithelidlis dssejtjei, igy a
differencialtan expresszalt gének kozott dssejt specifikus fehérjék kimutatasara van esély.
A microarray vizsgélatokat és analizisiiket a keratoconusos mintakhoz hasonléan
végeztiik. 148 olyan gént talaltunk, amely a két microarray-n hasonl¢ kiilonbségeket
mutatott. Ezek koziil irodalombol ismert differencialodasi, ill. jelatviteli szerepiik alapjan
kivalasztottunk hetet (SPON1, PHLDALI, IFITM1, ITM2A, DKK4, FZD7, CXCR4),
amelyek potencialisan fontos markerek lehetnek a cornealis epithelium fejléddésében és
eltéréseit a centrum ¢s a limbus kozott qRT-PCR-rel 1s igazoltuk 20 centrum ¢€s 9 limbus
minta alapjan. Szovettani metszeteken a SPON1, a PHLDAI, és az ITM2A elleni
antitestek a limbalis epithelialis sejtek basalis rétegében jeldlnek kisebb sejtcsoportokat,
amelyek egy részében megtalalhatd a Bmi-1 illetve CEBP-delta elleni jelolés is, (utobbi
két fehérjét a nyugvo limbalis epithelialis 6ssejtekben mutattak ki). A vizsgalataink
kapcsan el6térbe keriilt fehérjék potencialis dssejt markerek le hetnek, melyek tobbek
kozott a sériilt vagy korosan elvaltozott cornedk autotransplantacios regeneralasaban
klinikai felhaszndlasra is keriilhetnek.

A centralis cornedban fokozottan expresszal6dé thrombospondint ismert corneélis
angiogenezis gatlo szerepe miatt vizsgaltuk tovabb. Erez6do6tt humén cornedkban
csOkkent thrombospondin szintet talaltunk az erezddott szakaszokon, valamint
ugyanezeken a helyeken FXIIIA jelenlétét tudtuk kimutatni. Immortalizalt humén
cornedlis epithelialis sejtvonalon (HCET), valamint cornea stromélis primer
fibroblastokon vizsgaltuk a feliiliszohoz adott FXIIla hat4sat a thrombospondin
termelésre, immunoblot és ELISA segitségével. HCET sejtekben és cornedlis fibroblast
tenyészetben FXIIla hatasara a thrombospondin termelés csokkent. qRT-PCR
segitségével kimutattuk, hogy a fehérje expresszioval egyiitt a thrombospondin mRNS-



ének a mennyisége is csokken ezekben a sejtekben. Szovettani mintainkon igazoltuk,
hogy az ujdonképz6dott cornealis erek koriili FXIIla foleg az erek koriil elhelyezkedd
CD11b pozitiv sejtekben taldlhaté meg. Az Gjdonképz6dd cornealis lymphaticus erek
keletkezésében korabban mar kimutattak a CD11b pozitiv sejtek szerepét, illetve a bor
CDI11b pozitiv sejtjeinek tobbsége FXIlla pozitiv is egyben, a cornea vonatkozasdban
azonban a CD11b pozitiv sejtek FXIIla tartalma eddig nem volt ismert.

A mar elfogadott kozleményeken kiviil jelenleg harom kéziratot készitiink el6 kozlésre, a
keratoconus genomikai vizsgalatarol, a limbalis 6ssejtek markereirdl, és az FXIIla
angiogenetikus hatasarol. Kérem, hogy a jelentésben foglaltakon til az OTKA kiegészito
eljarasban a késobb elfogadand6 kozleményeket is vegye figyelembe.



