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BEVEZETES

A human bor szerkezete és funkcioi

A bor, a test kiiltakardja, a teljes testtomeg 15-20%-at alkotja, felszine 1,6-2,3 m2,
Héarom f6 része: az epidermis, dermis ¢€s subcutis. A bor kiils6 rétege, az epidermis,
ektodermalis eredetli. F6 sejtalkotdja, a keratinocita, vertikalis differenciaciés folyamaton
megy keresztiil és tobbrétegii elszarusodo laphamot alkot. A keratinocita differenciacio utolsé
Iépése a stratum corneumot adja, a legkiils6 barriert a kérnyezeti behatasokkal szemben. Az
epidermis Ot rétegre oszthato: stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum
lucidum, stratum corneum. Az epidermis tovabbi alkotdi a melanociték, Langerhans sejtek és
a Merkel sejtek. A melanocitdk a stratum basale sejtjei kozott talalhatdk, dendritikus
sejtmorfologiat mutatnak, neuroektodermadlis eredetlieck és a melanin pigment termeléséért
felelések. A Langerhans sejtek, melyeket a Birbeck-granulumok jellemeznek, a stratum basale
¢s stratum spinosum rétegeiben helyezkednek el. Ezek a sejtek mesenchymalis eredetlick és a
monocyta-makrofag rendszer tagjai, mint antigénprezentalé sejtek. A Merkel sejtek a stratum
basale rétegében helyezkednek el és idegvégzddésekkel kapcsolodnak. A dermis 3 mm
vastagsagu kotOszovet az epidermis alatt. Két rétegbdl all: stratum papillare, stratum
reticulare. A subcutis laza kotdszovetbdl és zsirsejtekbdl all, illetve vérereket és idegeket is
tartalmaz. A bdr szdmos funkciot betolt, mint védelem, homeosztazis, érzékszerv, szekrécio,

excretio, hdszigetelés, tdpanyagraktar és immunregulacio.

UV-irradiacio, fénykarosodas és biolégiai kovetkezményei, az UV-indukalt
borkarosodas klinikai aspektusai, a bor fénykarosodasanak rovidtava és hosszutavia
hatasai, nonmelanoma bérdaganatok és melanoma

A solaris UV expozicio egyike a legfontosabb kornyezeti tényezOknek, amik a bor
hullamhossz-tartomanya, a napsugarzas nagyenergiaju osszetevéje. Az UV a hullamhossz
alapjan harom tartomanyra oszthat6. Az UVB sugarzas (290-320 nm) 1-10%-a éri el a Fold
felszinét. Az UVB sugarak foként az epidermis sejtjeiben nyelddnek el. Toxikus hatdsai
elsdsorban a fotonok DNS-ben torténé direkt abszorpcidjabdl adodnak. Az okozott DNS
karosodas az egyazon szalon a szomszedos bazisok kozott kialakuld dimer fotoproduktumok
képzddése. A pirimidin-dimerek két formaja a ciklobutan-primidin-dimer (CPD) és a
pirimidin-(6-4)-pirimidon fotoproduktum (PP). Emellett az UVB karositani tudja a fehérjéket,

a sejtmembrant is, oxidativ stresszt indukalva. Belsd ¢és kiils6 stressz hatasra (pl. a genomi
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DNS UV altal okozott karosodasa, szuboptimalis ndvekedési feltételek) az osztodo sejtekben
un. sejtciklus ellendrzOpontok aktivalodnak, lehetdvé téve a stressz érzékelését és az arra
adott stressz valaszt. A sokfele DNS-Iézidval a sejtek komplex DNS kérosodas valasz (DDR)
kialakitasa révén kiizdenek meg, ami szamos kiilonb6z6 DNS reparacios utvonalat magaban
foglal, pl. a nukleotid excizids reparaciot (NER), ami altal a CPD és a (6-4)PP javitddnak. Az
ellendrzépontok altal okozott sejtciklus gatlas feloldodik, ha a karosodas kijavitasra kertilt,
mig a kijavithatatlan DNS-lézidkat tartalmazo sejtek végleges sejtciklus késleltetést vagy
sejthalalt szenvednek el.

1. Apoptosis: az UV sugarzas altal generalt reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS)
szolgélnak iniciatorként az apoptosis intrinsic Gtvonaladnak aktivalédasaban, ahol a
ROS mitokondridlis karosodast okoz. Az UV emellett sejthalal-receptorokat
(CD95/Fas, TRAIL, és TNFR1) aktival ligandok autocrin felszabaduldsa révén vagy
ligand-fliggetlen modon. Ezért az UV extrinsic apoptosis Utvonalat is indukal. A korai
apoptotikus sejteket a megtartott membran integritas jellemzi, szemben a kései
apoptotikus sejtekkel, amelyeknek a sejtmembranja sérilt, hasonléan a necrotikus
sejtekhez, amelyeknek nincs intakt membranja, valdsziniileg a pro-inflammatorikus
intracelluléris tartalom kiszabadulasa miatt.

2. Necrosis: ez egy nem-apoptotikus sejthaldl. Az apoptosis a sejthalalnak egy csendes
formdja, az intakt sejtek eltlinnek fagocitotikus felvétel altal, immunstimulécié nem
torténik. Ezzel szemben, a necrosis rendszerint a plazmamembran integritdsanak a
korai felbomléasaval jar, ami pro-inflammatorikus sejtkomponensek felszabadulasat
teszi lehetdvé, és immunstimulacidhoz vezet. Ezért a két folyamat kozotti egyensuly
alapvetd szerepet jatszik abban, hogy vajon a sejt-kdrosodas és -pusztulas okoz-e
produktiv immunvalaszt vagy sem. Mas folyamatok, amelyek szerepet jatszanak a
sejthalal itvonalakban, az autophagia és a senescencia.

A napégés (erythema), az immunszuppresszio €s a barnulas (pigmentécid) az UV exponalt
normal human bor azonnali valaszai; ezek a borkarosodas rovidtava hatasai. Az UVB a
leghatékonyabb  UV-tartomany az erythema indukcioban, emellett az UVB
immunszuppressziét is indukal, illetve melanogenezist (Gn. barnulasi valaszt). A hosszutavi
hatasokat tekintve, a napfény UVB-tartomanyanak kiemelkedd jelentGsége van a
fotokarcinogenezis vonatkozasaban. Epidemiologiai és molekularis bizonyitékok is a
bérdaganatok Osszes formajat az UV-hoz koétik, és az UV felelds a melanomak kb. 65%-aért
¢s a nonmelanoma bdrdaganatok 90%-aért. Az UVB a f6 karcinogén adgens a nonmelanoma

bdérdaganatok, mint a laphdmsejtes karcinoma (SCC) és a bazélsejtes karcinoma (BCC)

3



kialakulasaban, és oki szerepét feltételezik malignus melanomaban (MM) is. A kutan
malignus melanoma (CMM) a bérrakok legveszélyesebb formaja, az attétképzésnek nagy a
rizik6ja. A malignus melanoméak nagy eséllyel alakulnak ki dysplasticus naevusokbdl,
melyeket fiatalkori megjelenés jellemez. A CCM-nek négy f6 tipusat kiilonboztetik meg:
szuperficidlisan terjedd melanoma (SSM), nodularis melanoma (NM), acrolentiginosus
melanoma and lentigo maligna melanoma. A tumor Kiterjedésének és a metasztazis rizikonak
a jellemzésére evidencia-alapu stddiumbesorolasi rendszert hasznélnak, jelenleg az American
Joint Committee on Cancer (AJCC) 2009 szerinti tumor-nyirokcsomo-metasztazis (TNM)
rendszer van érvényben. Ez magaban foglalja a primer tumor vastagsaganak, ulceraciojanak,
mitotikus ratajanak ertékelését. Koradbban a Clark invaziés szint is szerepelt a
stddiumbesorolasi kritériumok kdzott. Az AJCC klinikopatoldgiai stadiumbesorolési rendszer
a prognézis szempontjabol a betegeket rizikd kategoriakba sorolja, de a tumor heterogenitas

miatt ez nem biztosit megfeleld prognozis meghatarozast az egyedi beteg szamara.

Igéretes prognosztikai biomarkerek CMM-ben, a CMM a tumor immunoldgia
szempontjabdl

Immunhisztokémiailag detektalhatd szdvet-alapu prognosztikus fehérje biomarkerek:
Szamos lehetséges feherje biomarkert irtak le, melyek statisztikailag szignifikans
Osszefuggést mutatnak a melanoma-specifikus mortalitassal és a betegségmentes taléléssel.
Igéretes fehérje biomarkerek, a klinikopatologiai paraméterektl fiiggetlen prognosztikai
jelentéséggel: az AP-2, ATF-2, NCOAS3, PRKCA, Bcl-2, Survivin, CEACAM-1, CXCR4,
CD44, MCAM, L1-CAM, MMP2, OPN, Tenascin-C, tPA, HMB45, iNOS, p16/INK4A, p27,
CyclinA, MAP-2, Metallothionein (MT), p53, Ki67, bFGF, R-Catenin, Bcl-6, Dysadherin,
HNK-1, HIF2alfa, GADD153, Melastatin, MITF, p-Akt, RGS1, RUNX3, RBM3, PUMA és a
PHH3. Ugyanakkor, ezek kozll még egyet sem vezettek be a rutin klinikai gyakorlatba, mert
a vizsgélati eredményeket validalni kell.

A heterogenitas mellett, a CMM-et az immunogenicitas is jellemzi. Szamos klinikai
vizsgalat kapcsolodik az immunrendszer aktivaciohoz melanomaban, és ezek a megfigyelések
erds bizonyitékokat szolgaltatnak arra, hogy az immunrendszer természeténél fogva reagal a
melanomara, képes azt akar el is pusztitani vagy kontrollalni. A daganat progresszié soran
azonban a tumor remodellalja a mikrokornyezetét. A parbeszéd a melanomasejtek és a
kornyezd sejtek kozott eldsegiti a metasztazisképzddést az angiogenezis, invazid, migracio, €s

egy masodlagos szervben torténd kolonizacid eldsegitése révén. Sziikség van a CMM egy



sokkal pontosabb jellemzésére, beleértve a tumor mikrokdrnyezetet is, hogy jobban

megértsik a tumor egyedi viselkedését és személyre szabott terdpiat biztosithassunk.

A cink homeosztazis szerepe a borben

A cink esszencialis nyomelem, 1ényeges szerepe van az egészséges egyedfejlédésben
és az egeszség fenntartasaban. A test cinktartalmanak kb. 9%-a a bérben van, elsésorban az
epidermisben (50-70 pg g ' szaraz tomeg). Jelentdségét a bérben jol mutatja, hogy 6roklott
vagy szerzett cinkhidny esetén sulyos bdrtiinetek, erythemas kiiitések, hamlo plakkok,
fekélyek jelentkeznek, a cink bélbdl torténd felszivodasanak genetikai eredetli képtelensége
esetén pedig az orificialis terliletekre és akrakra lokalizdlodé sdlyos dermatitis, az
acrodermatitis enteropathica fejlddik ki. Szisztémas és lokalis készitmények formajaban a
cink javitja a hajhullas, acne és sulyos gyulladasos borbetegségek tiineteit.

A sejt cink homeosztazisanak fenntartasaban részt vesznek ZIP (Zrt-, Irt-like) fehérjék,
melyek cinket transzportalnak a cytosolba és 14 izoformajuk ismert, illetve ZnT fehérjék,
melyek cinket transzportalnak ki a cytosolbdl és 10 izoformajuk ismert. Becslés szerint a
32000 ismert génnek tébb mint 3%-a cink-fehérjét kodol. Tébb mint 300 cink-fiiggd enzimet
irtak le és karakterizaltak eddig. PI. a cink-fiiggé matrix metalloproteinazok vesznek részt az
extracellularis matrix struktarfehérjéinek, mint a kollagénnek és az elasztinnak a
hidrolizalasaban; a ,,zinc-finger” fehérjék koziil a DNS és RNS polimerazok szabalyozzak a
génexpressziot, ami altal a cink kapcsolt a sejtproliferacidval, a szuperoxid-dizmutaz
antioxidans aktivitdsa révén kapcsolt a redox homeosztazissal, az alkalikus foszfataznak
szerepe van a gyulladasos folyamatok szuppriméalasaban. Ez utdbbival dsszefiiggésben, a cink
szorosan kapcsolt a gyulladassal, amit az immunsejtek vizsgélata is alatamaszt. A cink
befolyasolja a citokin felszabadulast is, ami kihat az immunsejtek kdzotti kommunikaciéra. A
cink a sejtekben stabil 2+ kationos formaban van jelen, redox inert, nem vesz részt
elektrokémiai reakciokban. Ennek ellenére, fontos résztvevéje az oxidacios-redukcios
torténéseknek. Ugyanis a cink kotédése a fehérjékhez és levalasa azokrél dinamikus folyamat,
amit a kornyezet redox viszonyai hataroznak meg. Ez a cink transzporter MT-re is igaz,
melynek ez éltal fontos szabalyozé szerep jut, illetve a cinknek ez a jellemzdje valosziniileg
lényeges a proteinfunkciok cink altali szabalyozdsanak megvaldsulasaban. A redox
homeosztazis ¢és a kiilonbozd fehérjefunkciok cink-fiiggd szabalyozasanak szoros
kapcsolodasa fontos, finomhangolast lehetévé tevd kontroll mechanizmust biztosithat a

sejtben, de ez eddig inkadbb csak biokémiai szinten volt bizonyithatd, és nem vizsgaltak



bioldgiai rendszerekben. Erdemes megemliteni, hogy a cink a szuperoxid-dizmutaznak is

kofaktora, és a cinkhiany ndveli az oxidativ stresszt.

Metallothionein, a cink szerepe az UV-indukalt DNS karosodas vélaszban és
karcinogenezisben

A MT-ek alacsony molsulyd (6-7 kDa), magas cisztein-tartalmu fehérjék, melyek
fémekkel komplexet alkotnak, bar az affinitasuk a kiilonbozd fémekre eltér6. Egy MT
molekula hét cink-iont tud megkdtni, és a cinkre nézve tobb nagysagrenddel magasabb
kotoképessége altal cink ,,muffler”-ként viselkedik. A MT/thionein par megkdét vagy elenged
cinket a helyi redox viszonyoktdl fiiggden, ezéltal szamos fehérje, transzkripcios faktorok és
enzimek mikodését befolydsolja. Legalabb 10 human MT izoforma létezik. A legfébb
izoformdk a MT I/lIl, melyek minden sejtben jelen vannak. A MT Il és MT IV ritkabb
izoformak, csak specializalt sejtekben fordulnak eld.

A cink hatdsa az UVB Aaltal indukalt DNS karosodas valaszra még nem tisztazott.
Korabbi vizsgélatokbol annyi ismert, hogy UVB irradiacié utan a keratinocitdkban az
intracellularis cink-szint gyorsan megemelkedik, hogy a MT-szint az epidermisben akut UV
expozicié utdn magasabb, illetve, hogy a MT knockout egerek bdre érzékenyebb az UVB
toxicitasra. Tovabba, szerzett cink-deficiencia esetén a betegek boértiineteiben kimutathatd
fokozott apoptosis-arany arra utal, hogy a cinknek fontos szabalyoz6 szerepe lehet a sejthaldl
utvonalakban. Emellett, koros MT fehérje expresszio mutathatd ki kiilonb6z6 malignus
CMM vonatkozéasaban, ambar valamely MT izoforma tumorszuppresszor szerepére kisérletes
bizonyittk még nincsen. Ezzel szemben, szdmos malignus daganatban a MT
overexpresszalodik, és ez, ugy tlinik, korreldl a tumor progresszidval €s a betegek alacsony
talélésevel. Megnovekedett MT I/11 protein szintet mutattak ki keratinocita- és melanocita-
eredetii tumorokban is, ami korrelalt a daganat-invazioval. Teljes tumor-metszeteket vizsgalva
azt talaltdk, hogy primer CMM tumorok magasabb MT I/Il expresszidja korrelal a tumor
progresszidval, a tumorvastagsaggal, az invazids készséggel és az alacsony tuléléssel. A MT
I/11 prognosztikai értékét magasabbnak talaltdk, mint a sentinel nyirokcsomo pozitivitasét.
Ezért, a MT I/1l igéretes immunhisztokémiai prognosztikai faktor, ugyanakkor a szerepét a
metasztazis képzddésben még meg kell erdsiteni, és bizonyos MT izoformak onkogén

szerepére vonatkozo kisérletes bizonyiték is hianyzik.



CELKITUZESEK

1. Az eddigi kutatési eredmeények arra utalnak, hogy a MT expresszio upregulacioja
CMM-ben a betegek alacsonyabb tulélési esélyét jelzd fontos és fiiggetlen
prognosztikai tényez6. Ugyanakkor, a MT még nem egy széles kdrben alkalmazott
biomarker, mert nincsenek kiilonb6zé munkacsoportok altal egybehangzé
eredmeények, minthogy nem torténtek ilyen vizsgélatok, ezért célunk volt a MT I/11
fehérje expresszio retrospektiv vizsgalata primer CMM mintakban tissue
microarray (TMA) technika felhasznalasaval, 0sszehasonlitva haematogén
metasztazist nem ado és metasztatizalé melanomakat.

2. Célunk volt tovabbd a melanoma szOvetmintdk Kkarakterizalasa olyan
immunhisztokémiai markerekkel is, melyek a tumor mikrokdrnyezetet
immunoldgiai szempontbdl jellemezhetik, és amelyeket kordbban 6sszefliggésbe
hoztak a CMM prognozissal. Vizsgalni kivantuk, hogy a MT /Il fehérje
expresszi0 hogyan viszonyul a rutinszeren hasznalt klinikopatologiai
prognosztikai tényezOkhoz, illetve az immunoldgiai prognosztikai markerek
festodési mintazatahoz.

3. A MTI/Il tumordlis expresszidja €s a tumor progresszio kozotti dsszefliggés
kapcsan szerettlik volna mélyrehatobban vizsgalni a MT és cink fizioldgiés illetve
patofiziologias szerepét a bérben. A bér szempontjabol f6 kornyezeti karositd
faktor az UVB sugarzas. Feltételeztiik, hogy a cink homeosztazis befolyasolja az
UVB-indukalta DNS k&rosodasra adott valaszt; ezért célunk volt nem-toxikus
hatdsénak in vitro vizsgalata konvenciondlis, illetve stressz kortilmények kozott.

Stresszként UVB-irradiaciot alkalmaztunk.

Ezen vizsgalatok hozzajarulnak a boér patogenezisének jobb megértéseéhez, illetve Uj

terapias lehetdségek talalasdhoz.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Beteg Kivalasztas szdveti microarray vizsgalatra

A DE Borgyogyaszati Klinika archivalt szovetblokkjain tortént a vizsgalat. A
betegeket retrospektiv modon, az etikai szabalyoknak megfelel6en valasztottuk ki, figyelembe
véve a betegség kimenetelt. Attétet nem adé (n= 23, 1998-2003) és haematogén attétet add
(n= 23, 1998-2006) primer melanomak formalin-fixalt paraffinba &gyazott (FFPE)
szovetblokkjaibol hematoxilin-eozin (HE) festett metszetek alapjan szdveti microarrayt
(TMA) készitettink (6x10 multiblokk; d= 1 mm szdvethengerek, TMA MasterTM, TMA
Master, USA). Osszehasonlitasképpen naevus (n= 6) szovetmintakat is beillesztettink a
blokkokba. A multiblokkok sorozatmetszeteit hasznaltuk immunhisztokémiai (IHC)

vizsgalathoz, HE festéssel tortént ellenbrzést kovetden.

Sejttenyésztés, UVB-irradiacio, és ZnCl2 kezelés

A HaCaT human keratinocitadkat (ATCC) fetalis borju szérummal (FBS) (10%), L-
glutaminnal (2 mM), penicillin G-vel (100 U/ml), streptomicin-szulfattal (0.1 mg/mL) és
amphotericin B-vel (0.25 ug/mL) kiegészitett, magas-gliikoztartalmi DMEM sejttenyésztd
médiumban (PAA, Traun, Austria) tartottuk fenn, 5% CO2 atmoszféran, 37°C-on. Az
irradiacio TL20W/12 RS széles-spektrumd, filterrel ellatott UVB-lampéaval (280-370 nm,
maximum 312 nm, Philips, Germany) tortént, UV radiométer (UVP Inc., San Gabriel, USA)
kontroll mellett 20 mJ/cm2 dézist alkalmazva. Az UV-irradiacio idejére a médiumot PBS-re
(phosphate-buffered saline) cseréltiik, majd a besugarzast kovetéen az eredeti médiumot
tettiik vissza a sejtekre. A cink expozicids kisérletekben deionizalt vizzel készitett, 0,2-um
steril filteren atsztrt 0.1-M ZnCI2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) torzsoldatot

hasznaltunk, 100 uM végkoncentracidban (hacsak masképpen nem jel6ltik).

Immunhisztokémia

Endogén peroxidaz blokkolast (1% H202-methanol, 20 perc, szobahd) kovetden citrat
pufferes antigénfeltaras (10 mM, pH= 6) tortént. Az alkalmazott primer antitestek (1 6ra,
szobahd): MT I/II — Dako, clone E9, 1:50; melan-A — Dako, clone A103, 1:50; DC-SIGN —
R&D Systems, clone 120507, 1 pg/ml; CD68 — Dako, clone KP1, 1:100; CD163 —
Novocastra, clone 10D6, 1:100; CDla — Beckman Coulter, clone 010, 1:3. A reakcio
lathatdva tételéhez az Envision/HRP detekcids rendszert (Dako) és VIP peroxidaz szubsztrat

kitet (Vectorlabs) hasznaltunk. A magfestés metilzolddel tortént. A festédést a metszetek
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digitalizalasat (Pannoramic Viewer 1.15, 3DHISTECH Ltd.) kovetéen, vakon értékeltiik. A
MT I/11 expresszio jellemzésére szemikvantitativ pontozasi rendszert alkalmaztunk: 0 (negativ
vagy gyenge diffuz festddés, vagy a naevus sejtek/tumorsejtek <10%-a pozitiv), 1 (a naevus
sejtek/tumorsejtek >10%-a pozitiv). A tumort infiltrald vagy koriilvevo sejtek fest6dését a
CDla, DC-SIGN, CD68, CDI163 ¢s MT I/Il markerek jelolédésének hidnyaval vagy
jelenlétével jellemeztik.

Apoptosis assay

Huszonnégy 6ras ZnCl, elékezelést kovetéen a HaCaT sejtkultirakat besugaraztuk
UVB-vel, majd 24 6ra mulva mértilk az apoptosist Annexin V/propidium-jodid (PI) assay-vel
(Vybrant apoptosis assay Kit, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA), &ramlési citometria
(CyFlow® Space, Partec, Canterbury, United Kingdom) maodszerrel. Az Annexin V-Pl-
sejteket tekintettiik €16 sejteknek, az Annexin V+PI- sejteket korai apoptotikus sejteknek, mig
az Annexin V+PI+ és Annexin V-Pl+ sejteket egyutt kései apoptotikus/necrotikus sejteknek.

Sejtproliferacio
Az 50, illetve 100 uM ZnCl,-dal tortént 72 oras kezelés hatasat a HaCaT sejtek

= z=7

(OD) 450 nm-en Anthos 2020 microplate reader-en (Biochrom Ltd., Cambridge, UK) mértik.

CPD-ELISA

Az UVB hatasara keletkez6 CPD mennyiségét a HaCaT keratinocytdkban a
besugarzast koveto 0, 1, 3, 6, és 24 6ras idOpontokban hataroztuk meg. Az irradiacio 24 oras
ZnCl; elékezelés utan tortént vagy a nélkiil. A genom DNS-t QlAamp Blood Kittel (Qiagen,
Hilden, Germany) tisztitottuk, PBS-higitast (0,2 ug/mL) kévetéen denaturaltuk (100°C, 10
perc), majd 0,003% protamin-szulfattal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) el6kezelt 99-
lyuka plate-re vittiik fel. Szaritast, majd blokkolast (20% FBS, 30 perc, 37°C, PBS-0.05%
Tween-20 (PBS-T) mosas el6tte és utana) kovetden alkalmaztuk az elsddleges antitestet (anti-
CPD, #TDM-2, Cosmo Bio Co. Ltd., Tokyo, Japan, 1:1000 higitas, 30 perc, 37°C). A
maéasodlagos antitest torma-peroxidazzal (HRP) konjugalt anti-egér IgG antitest volt (BioRad,
Hercules, CA, USA, 1:3000 higitas, 30 perc, 37°C), a szubsztrat pedig o-phenylene diamine
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), amit hidrogén-peroxid (H,0,), és citrat-foszfat puffer
(pH 5.0) kozegben alkalmaztunk 10 percig, 37°C-on. Az enzimreakciot 2M H,SO,4-gyel



allitottuk le. Az abszorbanciat 492 nm-en Anthos 2020 microplate readeren (Biochrom Ltd.,

Cambridge, UK) mértiik. A kontroll a nem kezelt sejtkultira volt.

TagMan Low-Density Array

A relativ génexpressziot a HaCaT sejtekben 4 és 24 6ras ZnCl, kezelést kovetden
hataroztuk meg a kivalasztott génekre. Parhuzamos kisérletben vizsgaltuk ugyanezen gének
expresszidjanak valtozasat UVB-irradiacio hatasara a besugarzas utani 6 oras idépontban. Az
irradiacio 24 o6ras ZnCl, eclokezelés utan tortént, illetve a nélkil. A total RNS-t Trizol
Reagenssel (MRC Inc., Cincinnati, Ohio, USA) izolaltuk, az RNS mennyiséget Nanodrop
2000-rel (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) ellendriztiik. Ezt kdvetden tortént a
cDNS-szintézis (High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Az alkalmazott Custom TagMan Array (TLDA) Microfluidic Card-ot (384-
well) mi terveztiik meg. Kilencvenegy gént vélasztottunk ki, melyekrdl feltételeztiik, hogy a
cinkhez és az UVB vaélaszhoz kapcsolddnak, sejtciklus-szabalyozasban, gyulladasban,
apoptosisban, DNS-reparéacidban, és antioxidans veédelemben szerepet jatsz6 géneket, illetve a
celluléris cink-homeosztazishoz kapcsolédd géneket, és néhany gént, melyek promoter
Biosystems 7900HT Real-Time PCR rendszert alkalmaztunk. A cDNS-t (100 ng) 1X Tagman
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 100 pL-ében
vittuk fel a TLDA plate mintahelyeire, mindig végeztink parhuzamos mérést. Az
amplifikaciéhoz hasznalt PCR program: 94°C 1 perc; 94°C 12 masodperc 40 ciklus; és 60°C
45 masodperc. Az adatok 3 fliggetlen kisérletbdl szarmaztak, az elemzéshez SDS 2.1
software-t hasznaltunk. Normalizalashoz az ACTB, GAPDH, SDHA, és PGK1 gének

szolgéltak. A relativ génexpressziot a 2-ddCt mddszerrel szamoltuk ki.

02" termelédés mérése

A 02" termel6dést a HaCaT sejtekben dihydroethidium (HE) assay-vel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA, 2 uM veégkoncentracid, 30 perc, 37°C) hataroztuk meg.
Vizsgaltuk 4 és 24 oras ZnCl, kezelés hatasat, illetve az UVB irradiacio hatasat a
besugarazast koveto 1, 4, 10, és 24 oras idépontokban. Az irradiacié 24 oras ZnCl, elokezelés
utan tortént, vagy a nélkil. A fluoreszcencia intenzitast aramlasi citometriaval (FACSCalibur,
BD Biosciences, San Jose, USA) hataroztuk meg, a 02" termel8dést atlag HE-fluoreszcencia
intenzitasban (MFI) adtuk meg.
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Hidrogén-peroxid detektalas

A H,0, termelédést a HaCaT keratinocytakban a 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine
assay-vel (Amplex Red, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA, 50-uM végkoncentracio, 0.1 U/ml
torma-peroxidaz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 20 perc, szobah6) hataroztuk meg. A
fluoreszcenciat Fluoroskan Ascent FL plate reader-en (Thermo Scientific, Vantaa, Finland)
mértiik, a kezelt sejtek MFI értékébdl kivontuk a kezeletlen sejtek MFI értékét. Vizsgaltuk 4,

10, illetve 24 6ras ZnCl, kezelés hatasat a H202 felszabadulasra.

Western blotting

A ZnCl,-dal 4, 24, 48, illetve 72 oOraig kezelt HaCaT sejteket RIPA pufferben (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) lizaltuk. A fehérjekoncentraciét BCA protein assay kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, USA) segitségével becstiltik meg. A fehérjemintat (20 ug) 10 vagy
12% SDS-polyacrylamide gélen torténd szétvalasztast kovetden elektroblottolassal
nitrocelluléz membréanra vittuk at, majd blokkolas (5% alacsony zsirtartalmu tej Tris-buffered
saline-0,1% Tween-20-ban vagy PBS-T-ben) kovetkezett és az els6dleges antitesttel (anti-
heme oxygenase-1 (HMOX1) (#ab13248, Abcam Inc., Cambridge, USA) 1:250, anti-MTI/II
(#ab12228, Abcam Inc., Cambridge, USA) 1:1000 5% tejben) torténd inkubalas (éjszakan at,
4°C). Mosasi 1épést kovetben alkalmaztuk a torma-peroxidazzal konjugalt mésodlagos
antitestet (1 oOra, szobahd), majd Ujabb moséas utdn az eléhivas az ECL™ Prime Western
Blotting Detection Reagenssel (GE Healthcare, Freiburg, Germany) tortént. Kontrollként j3-
actint (Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA) alkalmaztunk.

Immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszképia

A MT /Il fehérje intracellularis lokalizacidjat HaCaT sejtekben konfokalis
mikroszkopiaval vizsgaltuk. A sejteket liveg fed6lemezen tenyésztettiik, ZnCl,-dal kezeltik
24 oréaig, illetve besugaraztuk UVB-vel. Az UVB-irradiaciéo utan 3 éraval a ZnCl,-dal
elékezelt és nem elOkezelt sejteket, illetve a csak ZnCl,-dal kezelt és a nem kezelt (kontroll)
sejteket is fixaltuk (4% paraformaldehid, 20 perc). Permeabilizacié (1% TritonX-100, 10
perc), majd blokkolas kdvetkezett (20% FBS), majd a mintékra tettiik az els6dleges antitestet
(anti-MT /1l (#ab12228, Abcam Inc., Cambridge, USA) 1:50, éjszakan at, 4°C). Mosasi
Iépést kovetden Alexa Fluor 555-jelzett, kecskében termeltetett anti-egér maéasodlagos
antitesttel inkubaltuk a mintadkat (2 ora). Anti-fade reagenssel (Vector Laboratories Inc.,

11



Burlingame, CA, USA) tortént fedés utan Olympus FV1000S konfokalis mikroszkoppal
(Olympus Co. Tokyo, Japan) elemeztiik a sejteket (Juhdsz Tamas).

Statisztikai analizis

Az adatok elemzéséhez hasznalt statisztikai tesztek: t-test, Mann-Whitney U-test,
Pearson y*-test, Fisher’s exact test és Spearman’s Rho correlation (GraphPad Prism version
5.03, GraphPAD Software Inc., San Diego, CA, USA; SPSS for Windows, version 19.0,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A szignifikanciaszint p< 0.05 volt.
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EREDMENYEK

Klinikopatologiai adatok

Negyvenhat primer CMM-et vizsgaltunk, 6sszehasonlitva az attétet nem add és
haematogén attétet adé tumorokat. Az attéttel nem rendelkezé betegek kovetési ideje 8-13 év
(&tlagosan 10 év) volt. Az atlagos Breslow tumorvastagsag szignifikdnsan nagyobb volt a
metasztatikus csoportban (p= 0,001), illetve tobb attétes eset volt a férfiak kozott (2,14:1), és
kevesebb a nék kozott (1:2) (p= 0,020). A metasztatikus csoportban tébb tumor lokalizalodott
a torzsre és fej-nyak régiora, mint a nem attétes csoportban (78,3% vs. 56,5%), és tobb volt a
nodularis melanoma (43,5% vs. 34,8%). Ezek a kilonbségek azonban nem voltak
szignifikansak. Az exulceralt CMM-ek aranya a vartnak megfeleléen nagyobb volt az attétes
tumorok kozott (56,5% vs. 13%). Nem volt szignifikans kilonbség a két csoport kozott a

betegek életkorat (p=0,577) és a Clark invazios szintet tekintve (p= 0,584).

A tumorsejtek MT I/11 (MTt I/11) expressziéja primer CMM-ben

Az attétet nem ado és attétet add primer CMM-eket 6sszehasonlitottuk a MTt /11
festddés intenzitasat, kiterjedését, illetve eloszlasat tekintve. A bazalis keratinocitdk, a
follicularis bulbus proliferal6 epitheliuma, az eccrin és apocrin mirigyek ductalis epitheliuma
szolgaltak a MT I/II IHC fest6dés pozitiv kontrolljaként. A tumorsejtek magja és citoplazmaja
is pozitivan festédott. A TMA MTt I/Il IHC vizsgélatra vald alkalmassaganak
meghatarozasara legalabb egy mintat vettink a tumorok epidermalis, dermalis, és centralis
régiojabdl is a multiblokk készitésekor. Bar a legtdbb metasztatikus primer CMM diffuz
festddést mutatott, azt talaltuk, hogy a dermalis/centralis melanomarész pozitiv volt MT-re
minden pozitiv esetben. A  vizsgalatot megeléz6 eldkisérletekben ugyanilyen
immunreaktivitasi mintazatot lattunk teljes tumor metszeteken. Szadmos primer
tumormintaban a f6 tumortdmegtdl tavolabbi, egyediilallo tumorsejtekben is figyeltiink meg
intenziv MT I/11 festodést. A MT I/11 jelolédés intenzitasat és kiterjedését figyelembe véve
szignifikans kilonbséget kaptunk az attétet nem add és attétes CMM-ek kdzott, amennyiben a
tumorokat negativnak (0) értékeltiik, ha a tumorsejtek <10%-a volt pozitiv vagy difflz
halvany volt a festédés, mig pozitivnak (1), ha a tumorsejtek >10%-a volt pozitiv (p= 0,018).

A metasztatikus MTt I/1l-pozitiv és -negativ CMM-ek median tumorvastagsaga 3,5
mm vs. 3,15 mm volt, mig az attétet nem ad6 MTt I/ll-pozitiv és -negativ primer tumoroké
1,5 mm vs. 1,23 mm, azaz a Breslow tumorvastagsag korrelalt a metasztazis rizikdval, de nem
korrelalt a MTt I/ll expresszidval. Emellett, a MTt I/llI-pozitiv CMM-ek (n= 22) median
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tumorvastagsaga 2,8 mm volt, mig MTt I/ll-negativ tumoroké (n= 24) 2,6 mm.
Erdekességképpen, a MTt I/11 pozitivitas korrelalt az életkorral (R= 0,349, p= 0,017), de nem
volt korrelacio a MTt I/11 pozitivitas és a nem kozott.

MT I/11 expresszio a naevusokban (MTn I/11)

Benignus pigmentsejtes naevusokban (n= 6; ferfi:né= 1:5; atlagéletkor= 48 év (35-63
év); 4 compound tipusu, 1 junctionalis és 1 dermalis naevus) is vizsgaltuk a MT I+1l IHC
jelolédést. Az 6sszes naevusban talaltunk MT I+l expressziot (1), de a festédési mintazat
kilénbozott attél, amit a primer CMM-ekben megfigyeltink. Mig a pozitiv melanomasejt
fészkek a tumor centralis/dermalis régidjaban helyezkedtek el, a naevusokban a sejtek
kdzvetlenul az epidermis alatt voltak pozitivak MT-re. Emellett, mig a melanomasejtekben
intenziven fest6dott mind a sejtmag, mind a citoplazma, addig a naevusokban a MT I+l

jelolddés felttinden a sejtmagra lokalizalddott.

Peritumoralis MT /11 (MTp I/11) expresszi
JOl ismert tény az epidermis bazalis keratinocitdinak MT I+11 expresszioja, ami az IHC

vizsgalat pozitiv kontrolljaként is szolgalt. Normal human bérmintakat vizsgalva, emellett

=77

=77

sejtek a melanomasejt fészkek koriil is megfigyelhetek voltak, de jelenlétiik nem korrelalt a
primer CMM-ek metasztatikus tulajdonsagaval (p= 0,555).

Tumor-infiltrald és peritumoralis CD68, CD163, DC-SIGN és CD1a expresszio

A CD68", CD163", DC-SIGN" és CDla" makrofagok/dendritikus sejtek (DC)
jelenlétét kulon értékeltik a tumoron belul és a tumorsejt fészkek korul. Szignifikans
kulonbséget figyeltiink meg az attétet nem add és attétet ado CMM-ek kozott a tumor-
infiltrald CD68" és CD163" makrofagok, illetve a peritumoralis CD1a" DC-k jelenléte
tekintetében.

Szignifikansan tobb metasztatikus CMM volt kapcsolt tumort infiltralé CD68* (p=
0,001) és CD163" (p< 0,001) sejtek jelenlétével, mig tumor koriili CD1a™ sejtek jelenlétéhez
szignifikdnsan kevesebb attétes CMM kapcsolddott (p= 0,003). Az epidermalis CDla+
Langerhans sejtek minden szovetmintaban lathatoak voltak az epidermisben, és nem mutattak
kiilonbséget ebbdl a szempontbdl az attétes és nem attétes CMM-ek. Vizsgaltuk az

immunsejtek és a MT /Il pozitiv festddés kozotti esetleges korrelaciokat is.
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Sorozatmetszetekben valamelyes atfedést megfigyeltink a DC-SIGN™ és a MT I/ll-pozitiv
peritumordlis sejtek lokalizaciojaban/eloszlasaban, de a kapcsolat nem volt bizonyithato.
Ugyanakkor, szignifikdans egyenes osszefiiggést talaltunk a tumor-infiltrald CD68"

makrofagok jelenléte és a tumorsejtek MT 1/11 expresszidja kozott (p=0.003).

A Zn (11) novelte a sejtproliferaciot
A sejttenyésztd médiumot ZnCly-dal (50, 100 uM) Kiegészitve vizsgaltuk a zZn (1)

-z

ZnCl; kezelés szignifikansan megnovelte a sejtproliferaciot (1,3x; p=0,045).

A Zn (Il) expozicié befolysolta a cink homeosztazisban, antioxidans vedelemben,
sejtéletképességben és gyulladasban szerepet jatsz6 gének expresszidjat HaCaT
keratinocitakban

Ezt kovetéen, TLDA modszerrel vizsgaltuk a 100 uM Zn (I1)-tartalmd médium hatasat
a génexpressziora. Hat, ZnCl, kezelést kovetden szignifikdnsan up-regulalt (>1,5x) gént
azonositottunk. A MT kiilonb6z6 izoformai alapszinten eltéré transzkripcionalis aktivitast
mutattak. Az MT2A expresszidja volt a legmagasabb, ezt kovette az MT1X, az MT1E, majd
az MT1F. A ZnCl; expozicié hataséra bekdvetkezé génexpresszid valtozas mértéke az egyes
izoformékra eltérOnek bizonyult. Négy oras Zn (II) kezelés a MT izoformak expresszidjat
indukalta, &m joval nagyobb mértékii emelkedést eredményezett az MT1F, MT1X, illetve
MTLE izoformdk mRNS-szintjében, mint az MT2A gén expresszidjanak szintjében. A
legnagyobb mértékli up-regulaciot az MTIF gén esetén lattuk (4 oras kezelést kdvetden
40,86x, 24 oras kezelést kovetden 12,92x). Emellett, a MT1X és a HMOX1 gén expresszidja
is tobb mint 10-szeresére emelkedett 4 6ras ZnCl, kezelés utan. Az MT1E, az MT2A és az
SLC30A1 gének expresszioja legalabb 2-szeresére emelkedett 4, illetve 24 6ras Zn (II)
expoziciot kovetden. A notch homolog 1, translocation-associated (Drosophila) (NOTCH1)
gén expresszidja is mérsekelten, de szignifikdns mértékben megemelkedett (1,47x) 4 Oras
ZnCI2 kezelés hatasara. Ugyanekkor kismértéki, de szignifikans génexpresszid csokkenést
figyeltink meg az IL8, a prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2), illetve a
cytochrome P450 1B1 (CYP1B1) gének vonatkozasaban (0,63x, 0,68, illetve 0,63x relativ
génexpresszio). Az egyes MT izoformakra specifikus antitestek jelenleg még nem elérhetok,
fehérjeszinten csak MT I/ll (t6bb izoforma egyitt) expresszio vizsgalhatdé. Western blot
analizissel igazolni tudtuk a kontrollhoz képest megemelkedett MT fehérje-expresszidt, amely

maximumat 48 o6ras Zn (11) kezelésnél mutatta.
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A Zn (Il) expozicid befolyasolta a HMOX1 gén expresszidjat és szignifikans O2e—
képzodést indukalt

A HMOX1 génexpressziot fehérjeszinten is vizsgaltuk 4 és 24 dras ZnCl, kezelést
kovetden Western blot analizissel. A 34-kDa HMOXL1 protein a 4 éras Zn (I1) kezelésnél volt
detektalhatd mennyiségben jelen. Az antioxidans védelemben fontos HMOX1 fehérje észlelt
indukcigja arra inditott benniinket, hogy megvizsgaljuk, vajon a Zn (Il) kezelés vezet-e
reaktiv oxigén szabadgyokok keletkezéséhez. A O2" termelddés meghatarozasara aramlasi
citometria-alapl HE assay-t alkalmaztunk. A kontrollhoz képest a 4 dras ZnCl, kezelés
szignifikans mértékii emelkedést okozott a cellularis O2" szintben (p=0,006). Ezt kovetben a
02" dizmutacié kovetkeztében 1étrejové H,O, termelddést is megvizsgaltuk. A H,O, szint
szignifikans mértékii megemelkedését a médiumban az extracellularis diffuzié kovetkeztében
24 6ras ZnCl, kezelés utan tudtuk kimutatni (p=0,019).

A Zn (I1) el6kezelés csokkentette az UVB altal indukalt CPD mennyiségét, de novelte a
02" képzodést

Az UVB sejt-valasz cink-medialt folyamatainak jobb megismerése céljabdl vizsgaltuk
az UVB-irradiacio altal indukalt 02" termelddést és CPD képz6dést a HaCaT sejtekben 24
oras ZnCl;, el6kezelést kovetd vagy a nélkiil tortént besugarazas utan. A nem elékezelt
keratinocytakban az UVB-irradiacié jelentés mennyiségii CPD-t indukalt, illetve a
besugarzast kovetéen a 02" szint a kontrollhoz képest szignifikdnsan (p<0,001)
megemelkedett, elérve 10 déranal egy plateau-t. Azt talaltuk, hogy ZnCl, elékezelés mind a
CPD indukciét, mind a szuperoxid termelddést képes befolyasolni. A Zn (II) eldkezelt
sejtekben a nem eldkezelt sejtekhez képest szignifikansan (19,64%-kal) kevesebb CPD-t
detektaltunk 3 draval a besugarzas utan (p=0,0082). Ugyanakkor, 10 éraval az irradiaciot
kovetben a nem eldkezelt sejtekhez képest szignifikansan nagyobb mértékii 02" képzddést

mértiink a ZnCl; el6kezelt sejtekben (p<0,001).

A Zn (Il) elokezelés nem befolyasolta a teljes sejttulélést UVB-irradiacido utan, de
megvaltoztatta az indukalt sejthalal tipusat

Annak vizsgalatara, hogy az UVB altal indukadlt CPD mennyiségének zZn (1)
eldkezelés hatasara bekovetkezett csokkenése, illetve a megemelkedett 02 termel6dés

milyen hatassal van a sejt tovabbi sorsara, aramlasi citometria-alapu apoptosis assay-t és
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EZAU sejt-viabilitds assay-t hasznaltunk. Azt talaltuk, hogy 24 oréval az UVB besugarzast
kovetden a sejttalélés ugyanolyan mértékii volt ZnCl, elékezelés utan és a nélkiil.

Az €16 sejtek aranya a kontroll mintaban 88,69% volt, az UVB-irradialt mintiban ez az
arany 48,2%-ra csokkent. A ZnCl, kezelés az ¢é16 sejtek aranyat nem befolyasolta (91,71%),
¢s a Zn (II) el6kezelt mintakban az UVB ugyanugy csokkentette ezt az aranyt (50,1%-ra).
Ugyanakkor, a ZnCl, el6kezelést koveté UVB-irradiacio utdn szignifikansan kisebb aranyban
voltak jelen korai apoptotikus sejtek (Annexin V'PI’; 5,94%-0s csokkenés, illetve 0,57-szeres
relativ valtozas, p=0,0286), mig szignifikansan nagyobb aranyban voltak lathatdéak a kései
apoptotikus/necrotikus sejtek (Annexin V'PI* és Annexin V'PI"; 4,61%-0s névekedés, illetve

1,12-szeres relativ valtozas, p=0,0026).

A Zn (1) elokezelés modositotta az UVB altal kivaltott transzkripcionalis valaszt

Annak vizsgalatara, hogy mi okozhatta a ZnCl, el6kezelés hatasara bekovetkezett
UVB sejtvalasz moddosuldst a HaCaT keratinocitdkban, TagMan Low-Density Array-t
hasznéltunk. Hat 6raval az UVB-irradiacio utdn a vizsgalt gének kozil 39 gén esetében
talaltunk a kontrollhoz képest szignifikansan eltér6 mRNS szintet. Tizenkét gén volt up-
regulalt (=2x), 27 gén volt down-regulalt (<0,5x). A legnagyobb mRNS expresszid
emelkedést (>10x) a TNF, a PTGS2, és az IL-8 génekben tapasztaltuk, mig a legnagyobb
mértékll expresszi6 csokkenést (0,12) a MT1E génre kaptuk. Az MTF1 mRNS szint is
szignifikansan alacsonyabb volt (0,32x) a kontrollhoz képest UVB-irradiacio utan. A Zn (1)
elokezelt és UVB-irradidlt sejteket a csak UVB-irradidlt sejtekhez viszonyitva a
génexpresszioban csak mérsékelt valtozasokat észleltiink. A homeodomain interacting protein
kinase 2 (HIPK2) génexpresszio UVB altal indukalt szuppresszidjat a Zn (II) el6kezelés
szignifikansan enyhitette, és mérsékloédott a polymerase (DNA directed), beta (POLB), és a
RAD51 homolog (RecA homolog, E. coli) (S. cerevisiae) (RAD51) gének UVB okozta
alapbol enyhébb mértékii down-reguléacioja is. Ugyanakkor, a ZnCl, hatdsara megemelkedett
MT mRNS szint (kivéve MTIE) jelentds kiilonbség volt a Zn (II) elokezelést kovetden €s

elokezelés nélkiil besugarazott sejtek kozott.

A MT fehérje eloszlasa a Zn (11) kezelt és UVB irradialt HaCaT sejtekben

Konfokalis mikroszkopia segitségevel kimutathatd volt, hogy a MT I/1l a kontroll
sejtekben foként a sejtmagra lokalizalodik. ZnCl, kezelés hatasara kifejezett immunjelolodés
jelent meg a citoplazmaban, majd UVB-irradiacié utan 3 éraval megemelkedett a sejtmagban

a MT mennyisége, valosziniileg a citoplazmabdl tortént transzlokacio altal.
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DISZKUSSZIO

A Zn (Il) szdmos fizioldgias folyamat résztvevéje, és a cinkhiany jelent6s
kovetkezményekkel jar, mint pl. stlyos boértiinetek. A cink-tartalmd helyi készitményeket
bortiinetekre gyakorolt egyértelmiien jotékony hatdsa miatt. Ugyanakkor, a cellulédris cink
homeosztazis szabalyozdsa komplex, és jelenleg még kevéssé ismert folyamat. A MT-nek
kulcsszerepe van az intracelluléris labilis Zn (11) szint stabilan tartasédban, illetve reverzibilis
Zn (11)-kot6 képessége révén biztositani tudja a sziikséges Zn (II)-et sokféle sejtbioldgiali
folyamathoz. Az eddigiekben leirt funkcidi az oxidativ karosodas elleni védelem, a szOveti
regeneracio el6segitése, az immunvalasz modulacié. Tovabba, ismert, hogy a MT
overexpresszié kulonféle daganatokban hozzajarulhat egy agresszivabb fenotipushoz,
terapiarezisztenciahoz, ezaltal rossz progndzishoz. A MT szerepe a metasztazis képzédésben
nem ismert, és kisérletes bizonyiték sincs esetleges onkogén funkcidjara. Masrészt, az UVB, a
legfobb kornyezeti karositod tényezd a bér vonatkozasaban, és a legfontosabb rizikotényezo a
bérrakok kifejlédésében, intracellularis cink-felszabadulast valt ki a keratinocitdkban, ami
arra utal, hogy a Zn (I1)-nek lehet funkciondlis szerepe az UV stressz valaszban. A cink
homeosztazis elemeinek és hatasanak a vizsgalata fizioldgias és stressz kortilmények kozott
betekintést engedhet a Zn (II) bérbetegségek folyamataban betdltott szerepének megértésébe,
és Uj terapias célpontokat tarhat fel.

A MT a CMM prognozis igéretes biomarkere

Attétet nem okoz0 és haematogén éttétet okozd primer CMM-ek immunhisztokémiai
vizsgalatdban szignifikansan tébb tumor volt MTt I/l pozitiv (a tumorsejtek >10%-aban
kimutathatd intenziv MT I/1l jelolédés) a metasztatikus melanomak kozott, mint a nem
metasztatikusak kozott. A tumorsejtekben mind a citoplazma, mind a sejtmag intenziven
festédott MT I/II-re. Az egész tumor vagy legaldbb a tumor dermalis része pozitivan
jelolédott, ezért a TMA-t alkalmasnak itéltik meg a MTt I/11 expresszio vizsgéalatara CMM-
ben. Ez fontos, mivel elegend6 mennyiségii SzOvetminta szikséges a terdpiavalasztast
meghataroz6, ndvekvé szamu genetikai teszthez, és a progndzis pontosabb becslését szolgald
tobbfajta immunhisztokémiai marker vizsgalatahoz is, ami miatt sziikséges ,,szovet-sporolo”
technikak alkalmazasa. Nem volt szignifikans korrelacio a Breslow tumorvastagsag és a MTt
I/11 pozitivitas kozoétt (R= 0,102, p= 0,501), ami arra utal, hogy a keét paraméter egymastol

fiiggetlen prognosztikai tényezo.
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Vizsgaltuk a CMM mintdkat immun-mikrokdrnyezet szempontjabol is, ehhez
dendritikus sejt markereket, mint CD1a és DC-SIGN, makrofag markereket, mint CD68 és
CD163, illetve T-sejt markereket, mint CD45R0O és CD8 hasznaltunk. Lineéaris korrelaciot
talaltunk a primer CMM metasztazis rizikoja és a tumor-infiltrdlo CD68" és CD163"
makrofagok jelenléte kozott, illetve forditott aranyossagot a metasztazis rizikd és a
peritumoralis CD1a" sejtek jelenléte kozott. A tumor mikrokornyezetnek fontos szerepe lehet
a melanoma progresszidban. Mar kordbban felvetették, hogy CMM-ben a tumort infiltrald
makrofagok jelenléte rossz prognozissal tarsul, mert elégtelen tumor-ellenes citotoxikus T-sejt
jelenléte a mi mintaink esetén is forditottan aranyos volt a metasztazis rizikdval. Ugyanakkor
meg kell emliteni, hogy ezek az immunparaméterek nem voltak fuiggetlen prognosztikai
markerek, hanem a tumorvastagsaggal voltak aranyban. Uj megfigyelésnek bizonyult viszont
a pozitiv korrelacio a tumor-infiltrald CD68" makrofagok jelenléte és a MTt I/l expresszi6
kdzott. A primer tumorban a tumorbol felszabadulé citokinek, ndvekedési faktorok, enzimek
szabalyozz&k a makrofagok bevandorlasat. Tumor eredeti faktorok befolyasoljak a tumor-
asszocialt makrofagok funkcidjat is. Az M1 makrofag funkcié pro-inflammatorikus citokin
felszabadulast és Thelperl immunvélasz indukciot jelent, ami a tumorsejteket képes
elpusztitani, illetve gatolni a tumor-ndvekedést és -invaziét. A tumor progresszidja soran
azonban makrofag funkcidvaltas kovetkezik be (M2), és ez jellemzi foként a tumor-asszocialt
makrofagokat. Az M2 makrofagok gatoljak a gyulladasos valaszt, az antigén-prezentaciot, a
Thelperl immunvalaszt, szoveti atépiilést indukalnak és neoangiogenesist, eldsegitve a tumor-
novekedést és -invaziot. Gyulladadsos medidtorok MT /Il up-regulaciét idéznek eld.
Kisérletes encephalitis allatmodellen korabban kimutattak, hogy stressz kérilmények kdzott,
foként a reaktiv astrocitak altal, megnd a szoveti MT /11 expresszios szint, ami a gyulladasos
mikrokornyezet megvaltozasaval jar, csokken az IL-6 és TNF-o felszabadulas a
makrofagokbdl, csdkken a neuronok és oligodendrocitak apoptosisa, és szoveti regeneracio
figyelhet6 meg. A sejtekbdl felszabadulo (extracelluléris) MT-rél kimutattak, hogy leukocita
kemotaktikus funkcidval bir, valamint az immunsejtek (limfocitdk, makrofagok) felszinén
kotédve befolyasolja azok funkcidjat (pl. csokkenti az éretlen T-sejtek citotoxikus T-limfocita
iranyd differencialddasat). Mindezek arra utalnak, hogy a MT-nek szerepe lehet az immun-
mikrokornyezet szabalyozasaban, és alatamasztjak, hogy a MT I/l over-expresszio szerepet
jatszhat CMM-ben a makrofagok tumorba vandorlasaban és a tumor progresszionak kedvezd

mikrokornyezet kialakulasaban.
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Egy nemrégiben megjelent dsszefoglald kdzlemeny a mi vizsgalatunk eredményeire is
hivatkozva jeldlte meg a MT 1/11 expressziot mint igéretes prognosztikai faktort CMM-ben.
Tovabba, egy masik, nemrégiben megjelent cikk a normal bor alacsony, mig a spinocellularis
carcinoma magas MT III expresszidjara hivta fel a figyelmet, megerdsitve, hogy a MT
fehérjék borrakok kialakuldsaban és progresszidjaban jatszott szerepét fontos tovabb

vizsgalni.

MT expresszio human keratinocitakban

A MT kisméretli, 6-7 kDa molekulasulyt, nagy cisztein-tartalmu fehérje. Fontos
szerepe van az intracelluléris Zn (Il) reverzibilis kotése altal a cink-fiiggd sejt-biologiai
folyamatokban. Bozym és mtsai. vizsgaltak a sejttenyészté médium cink-tartalmanak hatésat
az intracellularis Zn (1) koncentraciéra, és azt talaltdk, hogy mind a sejt, mind a médium
expozicid sorén, ezért a hozzdadott Zn (1) toxicitaséra figyelni kell, mivel az eltér6 lehet
azonos expozicids koncentracid mellett. Kordbbi vizsgélatokban 100 uM ZnCl, expozicid
nem volt toxikus a keratinocitakra, és az altalunk alkalmazott kisérleti korilmények kozott
sem. Bozym és mtsai. szamitasai nyoman 100 uM Zn (II) kezelés kb. 100-nM emelkedést
idéz el6 az intracellularis Zn (11) szintben. Annak érdekében, hogy betekintést kapjunk a Zn
(I1) sejtbiologiai funkcidiba huméan HaCaT keratinocitdkban, nem-toxikus koncentracioju
ZnCl,-dal kezelt sejtekben a transzkripcionalis valaszt vizsgaltuk, tébbek kozdtt a MT
izoformdk mRNS expresszidjat. Tobb mint 10 funkcionalis human MT izoforma ismert,
melyeket 4 csoportba osztanak. Vizsgalatunkban a MT I/l csoportokba tartoz6 9 MT
izoforma mRNS expressziojat elemeztiik. Alapszinten 4 MT izoforma expresszidjat
detektaltuk a HaCaT sejtekben (MT2A>MT1X>MT1E>MTL1F). Nagyon kevés ilyen iranyu
vizsgalatot talalunk az irodalomban. Lim és mtsai. szintén a MT2A-t talaltdk a legnagyobb
mennyiségben jelenlévé MT izoformanak a keratinocitdkban. A MT expresszio szintje fligg a
sejtciklus-fazistol, korai S-fazisban a MT nukleéris transzlokéacidja mutathato ki. Az a tény,
hogy az egyes MT1 izoformakat kiilonboz6 gének kodoljak, illetve, hogy az eddig elvégzett
néhany vizsgélatban eltéré MT1 izoformak prognosztikai jelent6ségii expresszids valtozasa
volt kimutathatd daganatokban, a mi vizsgalati eredményeinkkel egydtt, arra utalnak, hogy az
egyes izoformak specifikus szabalyozo funkcioval rendelkeznek, amirél még nagyon keveset
tudunk. Vizsgalatunkban a Zn (1) expozici6 szignifikansan ndvelte mind a 4 MT izoforma és
az SLC30A1 mRNS expressziojat. Az MT1F, 1X és 1E transzkripciondlis valtozasa sokkal

kifejezettebb volt az MT2A mRNS szint valtozasahoz képest, azaz ezeknek az izoforméaknak
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az expresszidja érzékenyebbnek tinik az intracellularis Zn (II) koncentracidé valtozasara.
Western blottal a MT I/II fehérje expressziojanak id6fiiggd emelkedése volt kimutathatod
ZnCl, kezelés hatasara. A MT cellularis lokaliz&cidjanak vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a
kontroll sejtekben a MT fehérje elsésorban a sejtmagban volt jelen, mintegy utalva a fehérje
lehetséges szerepére a genom védelemben és/vagy a sejtndvekedesben. Ez egybehangzik az
immunhisztokémiai vizsgalataink eredményével, melyben nuklearis MT festédést lattunk a
naevusokban. Ugyanakkor, 24 6rés ZnCl, kezelés utan a sejtek citoplazméjaban detektaltunk
nagy mennyiségii MT-t, és alig volt észlelhetd fluoreszcens jelolddés a sejtmagban. A MT Zn
(I1)-koncentraciotol fiiggd intracellularis lokalizacidja az eltéré MT izoforma Osszetételt

tikrozheti.

A Zn (1) hatasa a HaCaT Kkeratinocitak sejtmiikodésére

Vizsgalatunkban szignifikans sejt-proliferacios elényt figyeltiink meg 100 uM ZnCl,
expozicid esetén, ami egybehangzott egy korabbi irodalmi eredménnyel. Bar a Zn (1I) hatasa
az intracellularis szignalizacios folyamatokra nem kell6en ismert, a Zn (II) pozitiv befolyasa a
sejt-proliferaciora tulajdonithatd lehet, legalabbis részben, a foszfatdzokat gatlé hatasanak,
ami miatt elh(zodobb tirozin-kindz hatas érvényesulhet. Emellett, a Zn (Il) expozicié altal
kivaltott megnovekedett kalcium felvételnek vagy génexpresszio (pl. NOTCH1) up-
regulacionak is szerepe lehet. Tovabba, mint korabban emlitettiik, az 6regedé borben, amit a
csokkent epidermalis sejtmegujulasi képesseg jellemez, alacsonyabb a MT expresszid, mig az
epidermis proliferativ sejtrétegében magas MT szint mutathaté ki. Az az eredménylnk is,
miszerint a MT overexpresszalt a rossz prognézisi CMM-ben, arra utal, hogy a MT
hozzajarulhat a sejtek hiperproliferativ kapacitasdnak a megérzéséhez.

A Zn (Il) sejt-szignalizaciéra gyakorolt hatdsdnak mechanizmusat nem ismerjik jol.
Vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a Zn (II) befolyasolhatia a ROS-szenzitiv
szignalutvonalakat. Els6ként figyeltiik meg, hogy a nem-toxikus ZnCl, expozicionak kitett
tenyésztett human keratinocitdkban magas HMOX1 expresszio indukalddik. A HMOX1
fontos tagja az antioxidans funkciéjuk révén citoprotektiv fazis-l1l enzimek csaladjanak.
Ismert sejthalal-gatlé és gyulladast szabalyoz6 szerepe is. A nem-toxikus Zn (Il) expozicio
alatt nem-toxikus, de szignifikans mennyiségii 02" képz6édést, és ezt kovetden H202
felszabadulast detektaltunk, ami magyarazhatja a HMOX1 expresszio indukciot. Bar a Zn
(IM)-r6l ismert, hogy facilitdlva a mitokondrialis és extra-mitokondrialis ROS képzddést
oxidativ stresszt indukal, nem-toxikus Zn (Il) expozicidval kapcsolatban még nem irtak le

ROS indukciét. A Kkisérleteinkben tapasztalt sejt-proliferacié fokozodas és ROS szint
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megemelkedés nem mond ellent egymasnak, hiszen ismert, hogy a névekedési faktorok és
onkogének hatadsara NAD(P)H oxidazok aktivalédnak, ami O2" képzddéshez vezet, és
alacsony dozisu fotodindmias kezelés, ami szintén megndveli a ROS szintet, megndveli a sejt-
proliferaciot is. Tovabba, NADPH oxidaz altal medialt nuclear factor-kappa B (NFkB) és
HMOX1 indukciét megfigyeltek huméan colon carcinoma sejtekben anélkil, hogy sejthalal
indukcidt lattak volna. Meg kell még emliteni, hogy redox-szenzitiv transzkripcios faktorok
(pl. AP-1) részt vesznek az immunvélasz szabalyozésdban, és az IL8 és PTGS2 pro-

- sz

hatasara a HaCaT keratinocitakban.

A cink biologiai szerepe az UVB altal indukalt stressz valaszban human bor HaCaT
keratinocita modellben

Az UVB expozicié a bérdaganatok kialakuldsanak elsddleges rizikotényezdje. Azt,
hogy a cinknek szerepe van az UVB indukalt sejthaldl folyamataban, mar korabban
felvetették. Stork és mtsai. az UVB irradiacid utan elpusztuld/elpusztult sejtekben
megemelkedett intracellularis cinkszintet detektaltak, és ebbdl azt a kovetkeztetést vontak le,
hogy az UVB éltal kivaltott cinkfelszabadulas egy fontos lIépés lehet az UVB-hez asszocialt
sejthalal mechanizmusban. Az UVB indukalt direkt (féleg CPD) és indirekt (szabadgyok-
képzOdés altali) DNS-karosodas kovetkezményei a sejtciklus-késleltetés, DNS-reparacio és a
sejthalal-Gtvonalak aktivalodasa, illetve napégés, gyulladas, immunszuppresszidé és
melanogenezis kialakulasa a borben. Kisérleteinkben mértiik a CPD-, és a szuperoxid-
képz6dést is. A DNS-reparacié kovetkeztében a CPD mennyisége idében csokkent, mig a ki
nem javitott DNS-karosodast hordoz6 sejtek apoptosissal eliminalodtak. Saito és mitsai.
eredményeihez hasonloan, a sejtek 24 oras Zn (II) el6kezelése nem volt elegendé ahhoz, hogy
a sejttulélés javuljon, bar az indukalt CPD szintje a besugarzast kovetéen 3 oOraval
alacsonyabb volt az el0kezelt sejtekben a nem eldkezelt sejtekhez képest. Feltételezhetden a
MT-nek szerepe lehetett a CPD mennyiségének csokkenésében, mivel a Zn (11) kezelés
hatasara megnovekedett mennyiségii MT-nek a részleges nukleéris transzlokacioja volt
megfigyelhetd 3 oraval az UVB expozicido utan. Ugyanakkor, 24 oOrdval a besugarzést
kovetden, amikor az apoptosis a maximumat eléri, a sejthaldl elemzés sordn a korai
apoptotikus sejtek aranyanak szignifikans csokkenését, és a kései apoptotikus/necrotikus
sejtek aranyanak szignifikans novekedését detektaltuk a Zn (II) el6kezelt sejtekben a nem
elokezelt sejtekhez képest. Ezzel kapcsolatban visszautalunk arra, amit Stork és mtsai.

megfigyeltek, miszerint az intracelluléaris cinkszint megndvekszik az UVB besugarzast
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kovetden elpusztuld/elpusztult sejtekben. Tovabba, nem vart eredménykent, az UVB
expozicid utan képz6dd és maximumat 10 oOrdval a besugarzds utan elérd szuperoxid
mennyiségének a szignifikans megemelkedése volt detektalhatd a Zn (II) el6kezelt sejtekben.
Nemrégiben kodzolt adatként a ROS indukalt cink-felszabadulds és a cink altal fokozodo
mitokondrialis ROS képzédés 0Ordogi kore szerepet jatszik a neurondlis sejthalal
folyamatdban. Ismert, hogy nem apoptotikus sejthalal-Gtvonal indukélasa a daganatsejtekben
novelheti a sejthalal immunogenitasat. Azt, hogy vajon a Zn (II) el6kezelés kdvetkeztében
megvaltozott sejthalal folyamat befolyasolja-e a borsejtek UV-karosodasa altal kivaltott
immunvalaszt, ami kihathat pl. autoimmun vagy daganatos bdrbetegség kialakulasanak
rizikojéara, tovabb kell vizsgalni.

Erdekes, hogy az MTIE és MTF1 mRNS expresszio a besugarzast kovetden 6 ora
mulva mérve szignikansan alacsonyabb volt az UVB expozicionak Kitett keratinocitakban, és
ezt nem befolyasolta a Zn (II) el6kezelés sem. Az MTLE epigenetikus down-regulacioja
kimutathaté volt kordbban malignus melanoméban, ami az MT1E tumor-szuppresszor
funkciojat vetette fel. A Zn (II) el6kezelés, dsszességében, az UVB expozicio altal kivaltott
génexpresszios valtozasokat csak kismértékben befolydsolta a vizsgalt génekre nézve.
Ugyanakkor, a Zn (II) el6kezelés hatasara a legnagyobb valtozast az UVB regulalt gének
kozul a HIPK2 expresszidja mutatta, ami a DNS-karosodas valasz kulcsfehérjéinek, mint pl. a
p53-nak a foszforilalas utjan torténd szabalyozasaban vesz részt. Tovabba, a p53 target gének

szelektiv transzaktivaciojat a képz6dott ROS is befolyasolni tudja.
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OSSZEFOGLALAS

A doktori disszertacio célja az volt, hogy a cink homeosztazis és UVB okozta DNS
karosodasra adott valasz szempontjabol adjon betekintést a borbetegségek patogenezisébe.

A MT UII fehérje kifejezodésének Osszehasonlitisa az attétet nem ado és haematogén
attétet ado primer kutan malignus melanoma (CMM) sz6veti mintadkban:

Statisztikailag szignifikans kilonbséget talaltunk a nem attétes és metasztatikus CMM
kozott a tumoralis MT 1/11 expressziot tekintve, ami a Breslow tumor vastagsagtél fuggetlen
prognosztikai faktornak bizonyult. Ezen kiviil, elsdként vizsgaltuk az 6sszefliggést a tumor
MT I/11 expresszitja és a tumor immun mikrokdrnyezet dsszetétele kdzott. Azt talaltuk, hogy
a MT I/1l expressziot mutaté melanoma sejtek jelenléte korrelalt a daganatot infiltral6 CD68+
makrofagok jelenlétével.

Nem-toxikus Zn (II) expozicio hatadsanak vizsgalata human epidermalis
keratinocitakban fizioldgias és stressz korulmények kozott:

Vizsgalatainkban a sejtproliferaciot fokozta a nem-toxikus cink expozicid. Els6ként
irtuk le, hogy ezzel egyidOben toxicitdst nem okoz6é mértékben, de megemelkedik a
szuperoxidszint a bor keratinocitdkban és, valdszinilileg ezzel Gsszefiiggésben, fokozodik a
HMOX1 expresszid. Tovabba kimutattuk, hogy bar a cinkkel eldkezelt keratinocitdkban az
UVB besugarzas utani korai idépontban kevesebb az UVB-indukélta ciklobutan pirimidin
dimerek mennyisége a kontrollhoz képest, jelentésen nagyobb mértékii a szuperoxid
termelddés az UVB expozicid utani késébbi idOpontban. Nem talaltunk eltérést az UVB-
irradiaciot kovetden 24 oraval mért teljes sejttulélés tekintetében a cinkkel eldkezelt és a
kontroll sejtek kozott, azonban a korai apoptotikus sejtek aranya csokkent, mig a késoi
apoptotikus/nekrotikus sejtek aranya novekedett a cink el6kezelés hatésara.

Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy a megvaltozott MT expresszio, és
ezen keresztil a cink diszhomeosztazis hozzajarulhat a melanoma progressziéjahoz. A nem-
toxikus cink expozicio soran egy valoszinii Zn (I) és cisztein-tiol molekularis interakcid
kovetkeztében megvaltozhat fehérjék funkcionalitasa, ezaltal reakcidkészsége és redox
reakciokban vald részvétele, ami ROS képzddéshez vezet. Ez hatdssal lehet tovabbi szignal
transzdukcids Utvonalakra, és megvaltoztathatja a sejtek stresszre kivaltott viselkedéseét.
Megfigyeléseink befolyasoljak a bdrbetegségek patogenezisérdl alkotott felfogasunkat, s
felhivjak a figyelmet a cink homeosztazis szerepének tovabbi vizsgalatara a bérben.
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KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekeldtt, szeretném megkdszonni a  témavezetémnek, Remenyik Eva
professzornOnek a folyamatos tdmogatast a PhD alatt, és a lehetdséget, hogy a Borgyodgyaszati
Klinikan dolgozhattam.

Halas vagyok Emri Gabriellanak a kutatdsi megbeszélésekért, a motivacid
fenntartasaért, és a hasznos tanacsokért.

Halas vagyok Horkay Irén professzornének, aki nélkil ez a munka nem lett volna
lehetséges.

Kdszonettel tartozom Méhes Gabor tanar drnak, a Patoldgiai Intézet igazgatojanak,
hogy dolgozhattam az intézetével egyiittmiikodésben.

Halas vagyok Bay Péternek a segitségéért a szuperoxid mérésben, illetve a hasznos
diszkussziokeért és a cikkirashoz nyujtott instrukciokért.

Szeretném megkdszonni a segitséget a patologusoknak, Egervari Kristéfnak, Dezs6
Baldzsnak és Veres Imrének, illetve a hisztoldgiai, immunhisztokémiai munkéban a
folyamatos segitséget és hasznos megbeszéléseket Beke Livianak.

Ko6szonom Kertészné Erzsikének és Csaponé Sandra Ildikonak a kitlind technikai
segitséget.

Nagyon hélas vagyok minden kollégamnak, akikkel egyiitt dolgoztam ezek alatt az

évek alatt, és a Borgyogyaszati Klinika sszes dolgozojanak.
Végul, szeretném megkdszonni a csalddomnak és barataimnak, hogy minden idében
mellettem alltak és tdmogattak,

és szeretném megkdszonni Istennek a tAmogatasat és biztatasat:

“Nem erével, sem hatalommal, hanem az én Lelkemmel! azt mondja a Seregeknek Ura.”
Zakarias 4:6
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