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1. BEVEZETES

1.1. A napszakos ritmus és az éragének

A biologiai ritmus az él6 szervezetekben egy nagyjabol azonos periddusidével ismétlodo
bioldgiai folyamat. A napszakos (cirkadian) ritmus egy kozel 24 6ras periddusidejli biologiai
ritmus, mely a Féld tengely korali forgasa altal kivaltott nappal-éjszaka ciklushoz igazodik. A
napszakos ritmikus jelenségek az élovilagban széles korben el6fordulnak: jelen vannak a
prokaryotakban, egysejtli eukaryotakban, novényekben, gombékban, A&llatokban és az
emberben. Az emldsok cirkadian rendszere olyan napi ritmikus folyamatokat hoz Iétre,
melyek alapvetéek a magatartas és az élettani folyamatok létrejottében, Ugy mint, az alvas-
¢brenléti ciklus, a hormon termelés, a maghémérséklet, egyes immunoldgiai folyamatok, az
anyagcsere és sejtciklus szabalyozas. Ezen, a fajnak megfelel6 id6tartamt napszakos ritmusok
fazisat bizonyos, arra alkalmas kornyezeti ingerek (német Zeitgeber: id6t meghatarozo)
képesek megvaltoztatni. A legjelentésebb Zeitgeber a fény-, a hémérséklet-, a taplalék-, a
fizikai aktivitasi, az alvas-ébrenléti és a szocidlis ingerek. Emellett endokrin-metabolikus
Zeitgeber-ként funkcional tobbek kozott a melatonin, inzulin, glikokortikoidok és a
katekolaminok is. Eml6sokben a cirkadian rendszert egy kOzponti és szdmos periférias ora,
valamint miikodését befolyasold negativ-, €s pozitiv visszacsatolasi hurkok (feedback)
alkotjak. A kozponti 6ra a hypothalamus medialis zondjanak eliilsé magjai koze tartozd
nucleus suprachiasmaticusban (SCN) talalhatd. A kozpontilag generalt ritmus koordinalja a
periférian elhelyezkedd szervek ordit. Az elmult 20 évben azonositottak szamos olyan éragént,
valamint altaluk kontrollalt transzkripcids faktorokat (6raproteineket), amelyek mind a SCN-,
mind a periferids szovetekben a napszakos ritmusos folyamatok sejtszintli miikodtetésében
(oszcillacidjaban) és szabalyozasaban jatszanak szerepet. Az emlGsoknél a molekularis ora
nagyfokd redundancidjat a tobbszords transzkripcionélis és poszt-transzIlacids visszacsatolasi
hurkok alkotjak. A ciklus pozitiv szabalyozoi a ,,circadian locomotor output cycles kaput”
(CLOCK) és a ,,brain and muscle ARNT-like” (BMALL) oraproteinek heterodimerkent a
sejtmagba belépnek, majd hiszton-acetilaciot és E-box promoterelemhez kotodést kovetben
génexpressziot indukalnak (pl. period homologl-3 és cryptochrome 1-2). A CRY és PER
orafehérjék komplexet képezve, negativ szabalyzékent gatoljak, a CLOCK/BMAL1 altal
kozvetitett transzkripciot a sejtmagban, azaz sajat génjeinek expresszigjat is negativan

befolyasoljak (1. abra).
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1. &bra
Az emlds cirkadian rendszer sematikus abraja

A CLOCK/BMALL1 komplex a cirkadian molekularis oszcillator koordinacidjan kival, egyes
a sejtciklus szabalyozasaban résztvevd génekre kozvetleniil hat, mint pl: weel (G2/M
atmenet), c-myc (GO/G1 atmenet) és cyclin D1 (G1/S atmenet). Szamos kisérlet eredmeénye
molekuléris szinten alatamasztja a sejtciklus és napszakos ora kozott 1évé bonyolult,
egymasra hatd és szertedgazo kapcsolat jelenlétét. Napszakos ritmusu szabalyozasok a DNS
hibajavitd6 mechanizmusokban és az apoptdzis folyamatdban is megtaldlhatok. Mai
ismereteink szerint a kiilonb6zé DNS hibajavitd mechanizmusok kozil a NER (nucleotid
excision repair) all szoros kapcsolatban a cirkadian 6raval. Tanulmanyok bizonyitjak, hogy a
cirkadian rendszer mind a bels6 (intrinsic) €s mind a kiilsé (extrinsic) apoptotikus utvonalakra

hatassal van.

1.2. Oragének és a karcinogenezis

A cirkadian rendszer szamos kiilonb6z6 fiziologias folyamat szabalyozasaban részt vesz (lasd
1.1), igy nem meglepd, hogy sok tanulmany felveti, hogy hibas miikodése szerepet jatszhat
rosszindulatu tumor kialakulasaban. Epidemioldgiai adatok bizonyitjdk, hogy az életmdd
napszakos ritmusaban bekovetkezé karosodas magasabb daganat-kialakuldsi kockazattal
tarsul. Emberi emld- és kolorektalis karcinOma vizsgalata soran, a valtott miiszakban
dolgozdk daganatkockazata magasabbnak bizonyult, mint a normalis napszaki ritmusban
dolgozdké. Ezen és szamtalan hasonld kisérlet eredménye vezetett ahhoz, hogy 2007-ben a
WHO (International Agency for Research on Cancer, IARC) a valtott miiszakot a



karcinogének 2A csoportjaba, azaz a lehetséges rakkelt6 tényezék kozé sorolta. Molekularis
szempontbdl  szamos  tanulmany az  Oragének  (perl,per2)  miikodését a
tumorszupresszorokéhoz hasonlitja. A molekularis 6ra egyes tagjainak tumorszupresszor
funkcidja egyértelmii, mig a rendszert alkotd tovabbi oragének szerepe ez iranyban kevésbé
ismert. Emberi tumor biopszias mintakon végzett vizsgalatok soran az Oragének
prosztata-, vastagbél-, maj-, fej-nyaki laphadm-, tid6é karcinoma, 6sszehasonlitva a mellette
1év6 nem tumoros szovettel. A vizsgalatok értékelése folyaman figyelembe kell venni, hogy
az emberi tumor biopsziakon végzett kisérletek soran az dragének expresszidjardl nyert leird
adatok nem adnak vélaszt arra, hogy a talalt eltérés a malignus transzforméacié oka-e vagy
kdvetkezmeénye. Az epigenetikus downregulacio hatterében a megvaltozott neurohumoralis
vagy metabolikus kérnyezet is allhat, melyet a szervezet tumorellenes védekez6 (helyi vagy
szisztémas) mechanizmusai hoznak létre.

1.3. Napszakos ritmus a bérben

A bér az emberi szervezet boritd rétege a kiilvilag felé, melyet folyamatosan érnek a napi
ingadozast mutato koérnyezeti hatasok. JOI ismert, hogy az emberi bérben bizonyos biofizikai
és élettani folyamatok napi ritmussal birnak, ilyen pl. faggyatermelés, bér-barrier funkcio.

A 1. tablazat tartalmazza a bér és a cirkadian rendszer kapcsolatat vizsgalo kozleményeket.
Osszefoglalva elmondhatd, hogy a bér funkcionélis, periférias cirkadidn éramechanizmusokat
tartalmaz, és ezaltal alkalmas modellnek tekinthetd a cirkadian rendszer és tumor-kialakulas
kapcsolatanak tanulmanyozasara.

1.4. Melanoma és a cirkadian rendszer

A szabalyos napszakos ritmus megsziinésének a SCC-, és melanoma eléfordulasanak
gyakorisagara gyakorolt hatasa, a szdmos allatkisérlet ellenére a mai napig nem ismert. A
bértumorok és a cirkadidn rendszer deszinkronizacidjanak kapcsolatat tanulmanyozo
epidemioldgiai vizsgalatok eredményei is igen ellentmondasosak. Néhany vizsgalat a
tengerentuli repiildjaratokon dolgozok melanoma kialakulasanak fokozott veszélyére hivja fel
a figyelmet, de az emelkedett rizikd hattereben kivalto okot nem sikerilt tisztazniuk (pl:
napszakos ritmus zavara vagy légkori sugarzds). A masik oldalon szamos, a valtott
miuszakban dolgozodk, ill légikisérok kozott végzett tanulmény megkérddjelezi a napszakos
ritmus felboruldsa és a bértumorok kozotti kapcsolat lehetdségét. Ezt tamasztja ala egy friss
kdzlemeny, ahol az ¢éjszaki miiszakban dolgozok kozott a melanoma rizikd 44%-0S
csokkenését irtak le. Osszefoglalva a melanoma esetében az eredmények igen

ellentmondésosak, hiszen amig az epidemioldgiai vizsgalatok egy része a szabalyos



napszakos ritmus megsziinésekor a melanoma eléfordulas csokkenésérél szamol be, addig

kisérletek bizonyitjak azt is, hogy ezen &llapot a tumor progresszidonak kedvez. A fokozott

novekedés és szaporodds elsGsorban a mar transzformalt sejtekben észlelhetdek, melyek a

felborult napszakos ritmus altal okozott metabolikus és neurohumoralis diszregulaciéra

elégtelen apoptotikus valasszal reagalnak. A melanoma kialakuldsdban a mai napig nem

sikeriilt olyan hormont azonositani, mely szerepe kizardlagos és nélkil6zhetetlen lenne.

Eppen ezért (j hormonalis faktorok iranyaba torténd kutatas helyett, a sejtmetabolizmus

napszakos szabalyozasanak részletesebb kutatasa a bérben igéretes eredményeket hozhat.
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Kozlés Minta Eredmények
id6pontja

2000.07. Keratinocyta- (HaCaT), Clock és perl expressziojanak igazolasa mRNS

melanocyta-, fibroblaszt-, ¢és fehérje szinten a bort alkoto kiilonboz6 tipusu
melanoma A375 sejtvonalak | sejtekben.

2001.02. Emberi bor biopszia Clock, tim, cryl, bmall, perl expresszio napi
ritmicitdsanak detektalasa in vivo.

2002.08. Emberi keratinocyta Alacsony dézist UVB besugéarzés a clock, perl,

sejtvonal bmall expresszidjaban valtozast okoz.

2008.11. C57BL6 vad tipusu és SCN ablaciot kovetden a bor 6ragének

Cryl”Cry2" egerek oszcillacidja megsziinik.
2009.07. C57BL6 vad tipusu, A CLOCK-regulélt gének a hajciklus fazisainak
Clock™, és Bmall” egerek megfelel6en valtoznak. Mutans egér esetében
anagén faziskeses igazolhato.
Bmall™” egérben p21 fokozott termelddése van.

2010.09. HaCaT keratinocyta In vitro igazolt az 6ragének és az altaluk
kontrollalt gének (bor fizioldgids folyamataiban
fontos gének pl: Insig2a, c-myc, Ldl receptor,
Hmgcr) ritmikus expresszioja.

2011.11. Him, ivarérett SKH-1 egerek | A xeroderma pigmentosum group A (XPA)
fehérje és a nukleotid excizids javitas mértéke
napi ritmicitast mutat a borben. Reggel 4 6rakor
tortént besugarzas esetén kb. 6tszor tébb
bortumor (invaziv laphamsejtes karcinoma)
alakul ki az egérben, mint a déelutan 4 oras
besugarzas esetén.

2011.11. Bmal1’/K5-SOS egerek A bmall”/K5-SOS egerek bérén kevesebb
bérdaganat alakul ki, mint a K5-SOS egereken.

2012.05. Emberi melanocyta, In vitro a bort alkoto sejtekben igazolt az

keratinocyta és fibroblaszt oragének expressziojanak ritmicitasa, ill. az
tenyészet oszcillacié amplitiddja az adott sejttipusra
jellemzo.

2012.05. Onkéntesektdl nyert emberi | Az emberi epidermiszben tébb szaz gén

epidermalis biopsziak

kifejez0dése mutat napi ingadozasat mRNS
szinten (microarray eredmények).




2. CELKITUZESEK
Szamos in vitro tanulmany bizonyitotta a cirkadidn rendszer szerepét a sejtciklus, a DNS

hibajavitdO mechanizmusok és az apoptdzis szabalyozdsdban, melynek megbomlasa
tumorképzddéshez vezethet. Klinikai vizsgalatok is torténtek, melyek sordn a tumoros
szovetbdl és a szomszédos nem tumoros szovetbdl nyertek biopszids anyagot és a benniik
mért mRNS Odragén expresszio mennyiségét hasonlitottdk 0Ossze. A kdzlemények
egybehangzoan az dragének csokkent expresszidjat irtdk le a tumoros szdvetekben. Sok
esetben feltetelezték, hogy a per 6ragen mRNS csokkenése vezethet a tumor kialakulasahoz,
hiszen molekularis szinten bizonyitott a tumorszupresszor hatdsa. Azonban ezeknél az
eredmeények értékelésénél figyelembe kell venni, hogy a legtébb klinikai Kisérletben nem
tértek ki a sejt 0sszetételbeli kiildnbségre a tumoros €s nem tumoros mintak kdzott, valamint,
hogy a mRNS mennyiség csokkenésének a mértéke a két minta kdzott mersekelt volt. Ez
felveti annak lehet6ségét is, hogy a detektalt kiilonbséget a két minta kdzotti sejtosszetételi
kilénbseg adja. A kérdés tisztdzasa céljabdl fontos, hogy a transzkripciondlis eltéréseket ne
csak a tumorsejtekben, hanem egyidejiileg a tumor szévetben 1évé nem tumoros sejtek altal
alkotott kompartmentekben (pl. lymphocytas infiltracid) is megvizsgaljuk. A bor a heterogén
Osszetétele és konnyl elérhet6sége miatt idealis modellként szolgal ilyen hisztomorfoldgiai
vizsgalatok kivitelezése céljabol.

(1) A munkank kezdetén egyetlen olyan klinikai vizsgalat volt, mely emberi b6rbol
szarmazd szovetmintakban igazolta az oragenek jelenlétét és ritmicitasat. Arra
vonatkoz6 adat nem volt, hogy a bdérben patologids allapot (betegség) jelenlétekor,
mi esetiinkben bdrtumor, az 6ragének expresszalodnak-e. Melanoma malignum és
mellette 1évé nem tumoros borbdl térténd mintavételt terveztiink dragén expresszio
meghatarozasra mRNs és fehérje szinten is.

@) Korabban szamos emberi vizsgalat tortént kiilonb6z6 tipusu daganatoknal, kivéve
melanoma, ahol a tumorbol szarmazd minta Oragén expresszidjanak mértéket
hasonlitottak a mellette 1évé nem tumoros szovetmintahoz. A vizsgalatok soran az
oragének mRNS szintjének kdzel 50% csokkenését észlelték a tumoros mintaban a
kontroll szdvetmintahoz viszonyitva. A vizsgalatunkban hasonlé dsszehasonlitast
terveztiink mRNS és fehérje szinten.

(3) Egy daganat talélésének megitélésében fontos szerepet jatszanak a prognosztikai
faktorok. Vizsgalatunkban a melanoma malignum jol ismert Klinikai és

hisztopatoldgiai prognosztikai faktorainak az dragének expressziojanak mertékével



torténd  Osszehasonlitasat terveztiik, esetleges 1) biomarker identifikéalasa
reményében.

(4)  Annak tisztadzasara, hogy az oragének expresszidjaban észlelt kiilonbségek esetleg
csupan a sejtosszetetel differencidjanak a kovetkezményei lehetnek, a
melanoméhoz hasonld melanocyter eredetii, de benignus elvaltozasbol (naevus) és
mellette 1évé normal borbol torténd mintavételt terveztiink. Ennek soran eldszor az
Oragének expressziojanak jelenlétét vizsgaltuk, ill. a meglévé adatok alapjan a
hasonléan melanocyter eredetli képletek és a két tiinetmentes bor oOragén
expresszids adatainak 6sszevetéset terveztik.

3. BETEGANYAG ES MODSZEREK

A vizsgalat soran a PTE AOK Bér-, Nemikortani és Onkodermatoldgiai Klinikan 32 esetben
vettiink szdvetmintat azon betegeinkt6l, ahol a melanoma malignum klinikai diagnozisa
felmerult (betegek atlag életkora: 63 év, minimum: 24 év, maximum: 88 év). A miitét
idopontjaban egyik betegnél sem volt detektalhatd regionalis és/vagy tavoli attét. A primer
tumor minden esetben reggel 9 és 12 dra kdzott kerllt kimetszésre a melanoma ellatasnak
megfeleld protokoll szerint. Ezt kdvetden a tumorbdl és a mellette 1évé nem tumoros borbdl
(ez atlagban kb. a tumortdl 2 cm-re helyezkedett el) 3-3 mm-es punch biopsziat vettink
Tovabba 10 onkéntestdl 1-1 nem tumoros, melanocyter borelvaltozasbodl, azaz naevusokbol és
a mellettiik elhelyezkedé normal borbdl (naevustdl kb. 1 cm-re) szintén tortént mintavétel a
fenn emlitetteknek megfeleléen.. A bor alatti zsirszovetet (szubkutisz) a punch biopsziakrol
steril szikével levalasztottuk, majd a mintat azonnal TRI reagensben (SigmaT9424)
homogenizaltuk és a RT-PCR analizisig -70°C-on téroltuk. Minden esetben a primér
elvaltozas szOvettani vizsgalata megtortént, mely igazolta a tumor diagnoézisat, ill. tipusat. A
mintak sejtosszetételenek meghatarozésa a Pécsi Tudomanyegyetem, Patholdgiai Intézet, II.
Sz. Diagnosztikai Laborjaban alkalmazott rutin hisztopatoldgiai protokoll alapjan tértént
(haematoxylin-eosin festést, S-100, HMB45A, Melan-A és tyrosinase immunfestés). Ezen
festéseken kivil mind a malignus és nem malignus mintdkon CLOCK és PER1
immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink.

A rutin hisztopatologiai vizsgalat soran a 32 betegbdl 26 esetben igazolodott a melanoma
malignum diagnozisa. A szdvettanilag igazolt melanomék kozil negy estben RT-PCR nem
volt kivitelezhetd a magas melanin tartalom miatt, mely a fluorescens vizsgalattal interferalt.
A mintdk tumorvastagsag szerinti megoszlasa, és az American Joint Committee on Cancer
Staging alapjan torténé (T) besorolasa a kovetkez6képpen alakult: a 22 melanomabdl, 3 minta

in situ melanoma (Tiy siw), 7 €set <1 mm (Ty), tovabbi 7 eset 1-2 mm (T2), 4 minta 2-4 mm



(T3), és 1 minta 4 mm-nél vastagabb (T,4) volt. Szdvettani beosztas alapjan a melanomak
nagyrésze felszinesen terjedd melanomanak (n=18), két esetben lentigo maligna
melanomanak, és egy-egy esetben acrolentiginosus, ill. nodularis melanoma malignumnak
bizonyult. A 10 anyajegyes minta kozil 7 compound-, és 3 junctionalis naevusnak megfeleld
szOvettani kepet mutatott.

Az 6ragének mRNS expresszidjanak meghatarozasahoz real-time RT-PCR-t alkalmaztunk. A
teljes RNS extractio a TRI reagens gyartd cég eldirasanak megfelelden tortént (SigmaT9424).
Az extraktum nukleinsav tartalmat 260 nm-en mért abszorbancia alapjan (Ultrospec 2100
készulékkel) szamoltuk. Real-time PCR Kivitelezése soran a 15 pL reakcio elegy 3 uL cDNS
oldatot, valamint a vizsgalni kivant primereket tartalmazta (Applied Biosystems’ TagMan):
perl (Hs00242988 m1l), per2 (Hs00256143 ml), clock (Hs01546767 m1), cryl
(Hs01597805 gl). Belsé kontrollként  p-actin-t  (Hs99999903 ml1) és  hprtl-t
(Hs99999909 m1) alkalmaztuk. Barmely belsé kontroll hasznalata esetén az egészséges-, €S
tumoros bor kozott kiilonbséget alig vagy nem lehetett detektdlni. A vizsgalatunk maésik
feleben az RT-gPCR eredményeink alapjan kivalasztott draproteinekkel (CLOCK és PER1)
immunhisztokémiai festés tortént.

A Dborbiopszids mintakban mért 6ragén mRNS kiilonbségek szdmszerisitésére a AACt
modszert hasznaltuk, a PCR reakciok amplifikaciés hatékonysaganak normalizalasara
szolgalo bedllitdsok utan. A bormintan végzett immunhisztokémiai reakcio értékeléséhez az
erésen nukledris immunpozitivitdst mutatd sejtek szamat, majd atlagat hataroztuk meg a
biopszias anyag harom metszetében. Minden metszetben harom egymastdl fuggetlen terulet
kerilt lefényképezésre. A metszetek értékelése nem-szerkesztett digitdlis szines képeken
tortént, az adott metszet szOvettani diagndzisa és paramétereinek ismerete nélkil. Az értékelés
soran erds nuklearis immunpozitiv sejtnek mindsiilt az a sejt, melynek a magja barna volt és
teljesen elfedte a haematoxylin festés kék szinét (1. kép). A kiilonb6z6 szoveti mintak
(melanoma, szomszédos nem tumoros bor, naevus, és mellette 1év0 normal bor)
eredményeinek Osszehasonlitasara, ill. a melanoma klinikopatologiai jellemzoivel 1évo
esetleges kapcsolat elemzeseére Student két mintds tesztet alkalmaztunk (két oldald, nem
egyenld varianciaju). A statisztikai elemzéshez SigmaStat for Windows Statistical Software,
3.5 verziojat (Systat Software Inc., San Jose, California) hasznaltuk.

A statisztikai probanal a szignifikancia-hataranak p=0,05-06t tekintettik.



L ‘kép
Immunreaktiv (fekete nyil)-, és nem jelolédd (sarga nyil) sejtek

4. EREDMENYEK

Perl, per2, clock és cryl expresszidja melanomas betegek bérbiopszids mintain
Vizsgalatunk soran az 6ragének mRNS expresszidjanak csokkenését észleltiik a melanomas
szévetmintakban a mellette 1évé normal bérhoz viszonyitva (2A. abra). Atlagban perl, per2,
és clock expresszio szignifikans csokkenést mutatott (p értékek: 0,020, 0,034, 0,020), mig
cryl expresszidja nem bizonyult annak (p=0,081). Mind a PER1, mind a CLOCK nukleéris
immunpozitiv sejtek szama egyértelmii csokkenést mutatott a tumoros mintdkban a normal
bérhoz képest (p<0,001, 2C. abra). A PER1 vagy CLOCK antitesttel nuklearisan fest6d6
sejtek tulnyomo resze keratinocyta volt a tumor- és a normal bérmintakban is (2B. abra). A
melanocyta és melanoma sejtek elhanyagolhatd mértékben festddtek a két alkalmazott
antitesttel. Mivel a PER1 és CLOCK fehérjék befolyasoljak a transzkripciot, a nukleérisan
pozitiv immunsejtek szdma a funkcionalis molekularis oraval rendelkezd sejtek szamat
tikrozheti. Az immunpozitiv sejtek szdmét latdterenként hataroztuk meg, a latoterenkénti
Osszsejtszdm figyelmen kiviul hagyasaval. Ezaltal az dltalunk immunpozitiv sejtek szamaban
detektalt 5-6x csokkenés egy sejtgazdagabb tumoros mintaban a melletti 1évé normal bérhoz
torténd hasonlitdskor még nagyobb csdkkenést jelenhet a funkciondlis 6rdval rendelkezd

sejtek aranyaban.
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A. Oragének mRNS expresszidjanak mértéke tumoros és nem-tumoros bérben
B. CLOCK immunhisztokémia (fekete nyil: immunpozitiv-, fehér nyil: immunnegativ sejtek)
C. PER1 és CLOCK immunpozitiv sejtek atlaga

Melanoma malignum hisztopatolégiai jellemzéi és a cirkadian oragének Kozotti

osszefliggések vizsgalata
A melanomas boérmintak vizsgalata soran a PER1 fehérje expresszidja és a Breslow
tumorvastagsag, ill az ulceracio meglétével reciprok 6sszefliggest talaltunk (p=0,006, ill

0,018), azaz vastagabb tumor esetében nagyobb mértékii csokkenés lathatdé a PERI
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immunpozitiv sejtek szamaban a melanomas biopsziakban. Ezt a megfigyelést azonban csak
fehérjeszinten sikerdlt igazolni, mMRNS szinten sem a perl, sem a per2 nem mutatott
Osszefliggést egyik vizsgalt hisztopatologiai jellemzOvel sem. Ezzel szemben, a clock
expresszid tobb prognosztikai faktorral mutatott korrelaciot mind mRNS és fehérjeszinten.
MRNS szinten a melanomas szdvetmintakban a Breslow tumorvastagsaggal szignifikans
reciprok dsszefliggés volt detektalhatd (p=0,023). Tovabba azt talaltuk, hogy a tumor melletti
nem tumoros szovetmintdkban a clock expresszid szintén forditottan aranyos kapcsolatban all
a Breslow tumorvastagsaggal (p=0,018), a Clark szinttel (p=0,017) és az ulceracio jelenlétével
(p=0,005). Ez azt jelenti, hogy a vastagabb tumoroknal a szomszédos nem tumoros bérben a
clock mRNS expresszio alacsonyabb, mint a vékonyabb tumorok esetében. Fehérjeszinten
hasonld volt megfigyelheté, a tumor magasabb Clark értékéhez (p=0,032) és mitotikus
ratdjahoz (p=0,046) a szomszédos, nem tumoros bdérben a CLOCK immunpozitiv sejtek
szamanak nagyobb mértékli csokkenése tarsult. A cryl oragén expresszidja hasonlo reciprok
osszefliggéseket mutatott a Breslow tumorvastagsaggal (p=0,034) és az ulceracidval (p=0,029)
a nem tumoros borben.

Perl, per2, clock és cryl expresszioja naevus biopszias mintakon

Az oOragen expresszio mMRNS mennyiségének csokkenését detektaltuk a naevus mintakon
osszehasonlitva a szomszédos egészséges bérrel (3A. abra). Atlagosan a per2, a clock és a
cryl mutatott szignifikdns csokkenést (p értékek: 0,032, 0,008, 0,007), ezzel ellentétben a
perl mRNS expresszio csokkenese nem volt szignifikans (p=0,145). A naevus mintakban az
immunpozitiv sejtek szdma kevesebb volt, mint a szomszédos normal bérben (3B. abra). A
melanoma mintadkon észleltekhez hasonléan a melanocytak csekély mértékben festodtek a
PER1 vagy CLOCK antitesttel, mig a keratinocytak erds pozitiv reakciot adtak. A 10 naevus
mintabol PER1 festédésnél 8, CLOCK festddésnél 6 esetben volt szignifikans a csokkenés. A
szomszédos normal bérhoz viszonyitva mindkét fehérje mennyisége szignifikdnsan csokkent

(PER1/p=0,006; CLOCK/p=0,029) (3C. abra).
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3. abra
A. Oragének mRNS expresszidjanak mértéke tumoros és nem-tumoros bérben
B. CLOCK immunhisztokémia (fekete nyil: immunpozitiv-, fehér nyil: immunnegativ sejtek)
C. PER1 és CLOCK immunpozitiv sejtek atlaga

Naevus- és melanoma mintakon vizsgalt éragén expresszié ésszehasonlitasa

A nem malignus naevus mintakhoz képest a melanomaban (4A. abra), a clock és a cryl
expresszidja mRNS szinten emelkedett volt (5,24x, p=0,018; ill. 3,98x, p=0,002). A perl és
per2 nem mutatott jelentGsebb kiilonbséget (p=0,74 és p=0,54). Fehérje szinten is
detektalhatd volt a CLOCK immunpozitiv sejtek szdmanak ndvekedése a rosszindulatd
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elvaltozasban (5,3x, p=0,011), mig a PER1 pozitiv sejtek szama nem kulénb6zott
szignifikansan (p=0,91). A cryl és a clock mRNS szint szignifikansan emelkedett volt a
tumor melletti nem tumoros borben, dsszehasonlitva a benignus 1ézio melletti borrel (4B.
abra) (2,1x, p=0,027; és 4,0x, p= 0,003). A perl és per2 expresszidja ez esetben sem
kilénbozott szignifikansan a két mintaban (p értekek: 0,8 és 0,9). Fehérje szinten a tumor
melletti bérben észleltik a CLOCK immunpozitiv sejtek szamdnak novekedését (3,94x,

p<0,001), mig a PER1 immunpozitiv sejtek szdma szignifikdnsan nem valtozott.
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4. abra

A. A melanoma és naevus mintak 6ragén expressziojanak 6sszehasonlitasa
B. A melanomas betegek nem -tumoros bérének és a naevus melletti egészséges bor orageén
expresszidjanak dsszehasonlitasa

5. MEGBESZELES

A sejtciklus, a DNS hibajavitd6 mechanizmusok, az apoptotikus Utvonalak és a
cirkadian rendszer egymaésra gyakorolt hatasanak a bizonyitdsa (j teruletet nyitott meg a
tumor kutatasban. A cirkadian molekularis ora egyes alkotdi direkt tumorszupresszor hatassal
birnak (perl, per2), mig néhany oragén szerepe ebben a folyamatban kevésbé egyértelmii
(clock, bmall, cry). Kiilonb6zé emberi daganattipusokbol nyert tumormintakban a

tanulmanyok az oOragének mérsékelt alulmiikodését irtdk le a szomszédos normal
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szOvetmintdhoz viszonyitva. Ezt a jelenséget azonban nem feltétlenil a malignus
transzformécio, hanem az eltéro sejtosszetétel is okozhatja.

A bor idealis modell arra, hogy a cirkadian rendszer és a tumor-kialakulas kapcsolatat
tanulmanyozzuk, mivel: (i) a bort felépitd kiilonb6z6 sejttipusok mindegyike funkcionalis
periférias orat tartalmaz, (ii) a cirkadian rendszer szerepe bizonyitott allatkisérletes bértumor
modellben.

Ezen szempontokat figyelembe véve vizsgalatunkban melanomas mintkon hataroztuk
meg az oOragen expressziot mMRNS és fehérje szinten. Az irodalmi adatokhoz hasonloan az
Oragének expresszidjanak csokkenését észleltiik a szomszédos nem tumoros szévetmintahoz
hasonlitva (2. abra). Azonban a csokkenés mérsekelt volta, ill. a hisztopatoldgiai
jellemzékkel valdo kapcsolat hianya miatt felmeriilt, hogy a csokkenést a sejtosszetételi
kiilonbség is adhatja. Feltevésiink igazoldsara joindulatu, melanocyta tartalmu képletekbdl is
biopsziat nyertiink €és ezek oragén expresszios értékeit is a szomszédos borhdz viszonyitottuk.
Melanoméahoz hasonl6an itt is az dragén expresszidjanak csokkenését detektaltuk (3. abra),
igy igazolva lattuk, hogy csupdn a sejt Osszetételbeli kilonbség is okozhatja az dragén
expresszid csokkeneset.

Azonban mikor a naevus és melanoma adatokat 6sszehasonlitottuk a clock 6ragén indukciojat
talaltuk transzkripcios és transzlacids szinten is a melanomés mintdkban (4A. dbra). Az
immunhisztokémiai vizsgélat soran a vizsgalt orafehérjék elsGsorban a szovetmintadk nem
tumoros sejtjeiben (pl. keratinocyta) voltak detektalhatoak (2B és 3B abrak). Ugyanezek az
eltérések nem csak a tumorban, hanem a mellette 1évé még ‘“tumormentes” bdrben is
¢észlelhetéek voltak, Osszehasonlitva az egészséges borrel (Fig. 4B.). Ez felveti, hogy a
malignitashoz kapcsolodo lokalis és/vagy szisztémas metabolikus, immun és neurohormonalis
faktorok a kornyezd, nem malignus teriiletekre (sejtekre) is hatdssal vannak, mar akkor is,
mikor Klinikailag detektalhato elvaltozas még nincs jelen. Hogy ez az Oragéen expresszids
eltérés a daganat kialakulasaban szerepet jatszik-e vagy annak kovetkezménye, vizsgalatunk
nem ad valaszt, e célbdl tovadbbi vizsgalatok végzeése sziikséges. Napjainkban megjelent
kozlemények kimagaslo figyelmet tulajdonitanak a cirkadian rendszer (CLOCK) sejt
metabolizmusra gyakorolt hatasanak és ezaltal a tumor kialakulasaban és/vagy
progresszidjaban bet6ltott szerepére, melyet a mi eredményeink is alatamasztanak.

A cirkadidn rendszer és karcinogenezis kapcsolatdnak pontosabb feltérképezése a jovo
feladata, mely az onkoldgiai terapia individualizaciojaban és hatdsossadganak a fokozodasaban

is igéretes lehet.
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A LEGFONTOSABB UJ EREDMENYEK

(1) Elsdként igazoltuk borelvaltozasokban, jelen esetben melanomaban és naevusban az
Oragének expresszidjat mRNS és fehérje szinten.

(2) A melanomaban detektalt 6ragének expresszidjanak csokkenése vizsgalatainkban nem
mutatott egyértelmii 6sszefliggést a melanoma klinikopatologiai jellemzoéivel.

(3) Els6ként kérddjeleztik meg a tumoros €s a szomszédos nem tumoros szdvettani
mintak 0sszehasonlitasa soran detektalt dragén expresszid csokkenés hatterében a
csak malignus transzformacio szerepet. Felvetettik és indirekt modon igazoltuk, hogy
a csOkkenés akar a szovetmintak eltéro sejtosszetételébdl is adodhat.

(4) Eredményeink alapjan a perl tumorsszupresszor hatasu oragén kifejezédésének
csokkenése nem feltétlenul a malignus transzformacio kovetkezménye.

(5) Kimutattuk, hogy a tumor melletti nem tumoros bdr sem egészséges, mert az
egészséges borhoz képest az oragének megvaltozott expresszioja detektalhatod. Az
észlelt patologids CLOCK expresszid egy ,,nem normalis” metabolikus kérnyezetet
reprezentalhat, melynek jelentdségét a tumor-kialakulasban (precancerosus allapot)
vagy a tumorellenes kezelés hatdsossaganak befolyasolasaban még tisztazni kell.

(6) A melanomaban és a mellette 1év6 nem tumoros bérben mind mRNS és fehérje
szinten a CLOCK indukcidjat detektaltuk. A malignus szévetmintakban az 6ragének
expresszidjaban észlelt transzkripcios valtozasok elsésorban nem a daganatsejtekre,

hanem a tumorban és kornyeztében talalhaté nem malignus sejtekre jellemzok.
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