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A posztdoktori kutatds célja a cirkadidn rendszert szinkronizdlé mechanizmusok vizsgélata
volt. A munkaterv a PhD munkdm folytatdsaként a csirke tobozmirigy modellt vette alapul. A
posztdoktori kutatds els@ szakaszdban felmeriilt, hogy a modell alkalmazdsa érzékenyen
érintheti a cirkadidn rendszerrdl gyiijtott eredményeink széleskoriibb elfogadtathatdsagat (a
modellel nemzetkozi szinten aktivan foglalkozok szdma az idészakban tovabb csokkent
néhdny kis munkacsoportra), es felhaszndlhatésdgit (a mintegy 2000 fényi kronobiolégus
kutatétdbor preklinikai kutatdsokhoz elsésorban emlds allatmodelleket vesz figyelembe).
Célszertinek tlint mas, szélesebb korben elfogadott cirkadian modellek tanulmanyozasa is, az
eredeti munkaterv teljeskori kivitelezése helyett, hogy a kutatdsunk célkitizéseit nemzetkozi
szinten is jelentdsebb eredményekkel valdsithassuk meg. Eredményeinket az eredeti
céljainknak megfeleléen haszndalt kiilonféle modellek szerint csoportositva Osszegzem az
alabbiakban:

I. Csirke tobozmirigy

a. Mivel az 4j tobbcsatornds szuperflizids rendszeriinkben a kordbbi 2 csatornds
rendszerhez képest (Csernus & Mess, 1993) az eredetileg tervezettek szerint nyert csirke
szovetekbOl (2 hetes csirkék tobozmirigye) nem sikeriilt tobb napig tartd ritmusos
hormontermelést megbizhatéan mérni, igy 4j modellt kerestiink. A 19 napos csirketojdsokbdl
nyert tobozmirigyek megfeleld szinkronitdst mutattak in vitro rendszeriinkben tobb cikluson
keresztiil is (melatonin RIA). Tovdbbd a 19 napos csirke embridkbdl nyert in vivo
eredményeink a melatoninszintézis kulcsenzimeit (AANAT, HIOMT) kédolé gének es az
oragének (per2, cryl, clock, bmall) 24 6rds mRNS-expresszios ritmusa tekintetében is
megfeleltek a kikelt csirkék hasznélatdval nyert irodalmi adatoknak mind kontroll LD (12h
fény 12h sotét) ciklusokban, mind DD (4lland6 sotét) kornyezetben. Az dj csirke embriondlis
tobozmirigy modell in vivo validdldsit a General and Comparative Endocrinology
folyodiratban kozoltiik (utolsoszerzds cikk). A kozlemény elsé szerzéje (Siri Kommedal)
vezetésemmel e munkdbol PhD fokozatot szerzett az idOszak alatt.

b. In vitro kisérleteinkben az 1j tobbcsatornds szuperfiizids rendszeriinkben a 19 napos
csirketojdsokb6l nyert tobozmirigyek melatoninritmusit meglepd mddon csak LD
ciklusokban tudtuk mérni, annak ellenére, hogy a génexpresszids ritmusok DD kornyezetben
is megfigyelhet0k voltak. Szovettani vizsgdlatot végeztiink a szuperfizios rendszerbe
helyezett szovetmintdk életképességét tekintve (TUNEL, bax IHK, caspase IHK), melybdl
kidertilt, a szovetdarabok az dj tobbcsatornds szuperfliziés rendszeriinkben LD kornyezetben
is sajnos csak maximum 3 ciklusig vizsgdlhatok megbizhatéan. A modell legfontosabb
kimenete a melatonintermelés, és ennek ritmusos mintdzata jelzi a szovetek életképességét a
kisérlet végéig (amplitudo kozel azonos a harmadik ciklusban is LD kornyezetben), ezért a
melatoninritmus mérésétdl nem tandcsos eltekinteni megbizhatésdgi okokbdl, a
génexpresszids és IHK vizsgdlatok mellett sem. Ha azonban DD kornyezetben eltiinik a



melatoninritmus, a modell ,.erejét” veszti, annak ellenére, hogy az aanat gén ritmusa nem
tinik el. Modelliink alkalmazhatésdgat tekintve arra kovetkeztettiink, hogy ebben a
rendszerben az akut transzkripcidés véltozdsok vizsgdlata els6sorban LD kornyezetben
optimalis, de nem alkalmas a fazisvdltozdsok hosszatavi (>3-5 ciklus), preciz
nyomonkovetésére. Tovabbi kisérleteinket leegyszertsitettiik, a fényimpulzusos es a ligand
kezeléseket LD koriilmények kozott végezve kutatdsunk els@sorban a re-szinkronizicio akut
génexpresszios vdltozdsainak vizsgdlatdra korldtozddott. Olyan gének vizsgdlatdat vettiik
el6térbe, melyek ismert jelatviteli dtvonalak célgénjei, Osszefliggésbe hozhatok a viltott
miszakban dolgozdknal magasabb kockazatban el6forduld népbetegségek
pathomechanizmusdval. Az elért eredményeket kozlésre elokészitettiik, varhatodan 1-2
hénapon beliil bekiildjiik a Journal of Pineal Research folyoirat szerkesztdségébe birdlatra.
Az eredmények kozul az aldbbiakban ismertetem génenkénti felsoroldsban azokat, melyek a
kutatds céljait tekintve igéretesnek tekinthetdk:

c. N-myc downstream regulated gene 1 (ndrgl). Az NDRGI1 fehérje olyan
tumorszuppresszor, melyet transzkripcids szinten onkoproteinek (n-myc, c-myc) gitolnak. A
cirkadidn idOzités kronikus zavardnak 4allatkisérletes modelljében irtdk le, hogy az ndrgl
expresszidja 10 napos krénikus jet lag utdn gatlodik (Wu et al. Oncol Rep. 2012; 27:1417-28).
Ha ezen egerekne Lewis Lung Carcinoma sejteket injektaltak, egyidejiileg a tumorndvekedés
és metasztizisképzés liteme is felgyorsult. Ez arra utal, hogy az ndrgl gén egy olyan
kiilonleges tumorszuppresszor gén, mely transzkripcids szabdlyzdsa kiilonosen érzékeny lehet
olyan ingerekre, melyek a cirkadidn orat atallitjak. A csirke tobozmirigy éramodellen végzett
in vivo és in vitro Kkisérleteink elsOként igazoltdk, hogy a nappali megvildgitds akut
megvondsa (LD-bdl DD-be), vagy az éjszaka alkalmazott fényimpulzusok egyardnt jelentOs
akut ndrgl-expressziovaltozast okoztak (fény hidnydban ~10x indukcié, fény hatdsara 0.1-
0.3x csokkenés) a vératlan kornyezeti valtozdst kdvetd két 6ran beliil. A kontroll csoportban
(LD) nem tapasztaltunk napi ritmust az ndrgl expresszidjdban, mely szintén arra utal, hogy a
génszabdalyozds elsdsorban a vdratlan kornyezeti véltozasok esetén aktivalodik (akut DD), ill.
dereguldlodik (éjszakai fényimpulzus). Mindezek arra utalnak, hogy az ndrgl
tumorszuppresszor gén transzkripcidjit szabdlyoz6 szignalizicié (pl. n-myc) az Ora
bedllitdsdban kulcsfontossdgi ingerekkel jelent6sen befolydsolhat6. Munkdnk a vdltott
muszakban dolgozdékndl tapasztalt magasabb tumorkockdzat hatterének feltérképezéséhez
szolgéltat 4llatkisérletes referenciat. Ezen eredményekbdl konferenciarészvétel és
allamvizsgadolgozat (Luzia Gruber) késziilt.

d. Dual specificity phosphatase 1 (duspl). A DUSP1 fehérje a MAPK jelatvitel
kulcsfontossdgu gatloja, és egyben a pS3 tumorszuppresszor transzkripcids célpontja. A csirke
tobozmirigy 6ramodellen végzett in vivo és in vitro kisérleteinkben a kontrollcsoportban (LD)
is nagyamplitdd6ja véltozasokat tapasztaltunk a dusp! mRNS mennyiség napi mintdzatiban.
A nappali megvildgitds akut megvondsa (LD-bdl DD-be), vagy az éjszaka alkalmazott
fényimpulzusok egyardnt jelent0s akut duspl-expressziovaltozadst okoztak. Az ndrgl-es
eredményekhez hasonléan fény hidnydban indukcié, fény hatdsdra csdkkenés volt
tapasztalhatd a vdratlan kornyezeti véltozéast kovetd két 6rdn beliil. Ezen eredményekbdl
konferenciarészvétel és dllamvizsgadolgozat (Karina Ovrebo) késziilt.

e. Vasoactive intestinal peptide (vip). Igazoltuk, hogy a modelliinkben az emlés SCN-hez
hasonléan a VIP parakrin szigndlként szerepelhet, mert napi ritmusi mRNS-expresszios
mintizatat kiilonbozé fényviszonyok mellett is sikeriilt kimutatnunk. Tovdbba kimutattuk,
hogy az in vitro PACAP1-38 kezelés (VIP receptor agonista) szdmos, cirkadidn ritmusban
szabdlyozott gén napi expressziés mintdzatit megvaltoztatja (ndrgl, duspl, dio2, vip, rorb,



purpurin, cystatin), igy szerepe lehet a fazisszabdlyozasban a csirke modellen is. Ezen
eredményekbdl konferenciarészvétel €s allamvizsgadolgozat (Lugman Chaudhary) késziilt,
valamint 1 cikk kozlése tovdbbra is folyamatban van (re-submission).

f. Végiil, kollaboricidos lehetdségiink nyilt egy japdn kutatécsoporttal (Prof. Takashi
Yoshimura, Nagoya), akik sikeresen dllitottak eld csirke Oraprotein-elleni antiszérumot (J
Comp Neurol. 2009. 517(3):397-404), melyet rendelekezésiinkre bocsatottak. Munkankkal
els6 alkalommal sikeriilt a BMAL1 Oraprotein szoveti és celluldris elhelyezkedését leirni
csirke embrionalis tobozmirigyben. In vivo es in vitro mintavétel is tortént a BMALI i.r. 24
Ords mintdzatdnak meghatirozdsira. A mikrofoték kvantitativ kiértékelése még folyamatban
van. Ezen eredményekbdl konferenciarészvétel és dllamvizsgadolgozat késziil (Sabrina
Arnold).

I1. Laboratériumi egér (C57BL/6J)

Jolismert, hogy az emlos suprachiasmaticus mag oramodellben fontos szinkronozalo endokrin
faktor a melatonin (negativ feedback). Shinobu Yasuo japan kollegammal 2012-ben kezdtunk
kutatasi egyuttmukodesbe annak tisztazasara, hogy a cirkadian ora beallitasa melatonin
kezelesek alkalmazasaval elosegitheti-e a szezonalis depresszio tuneteinek kezeleset.
Nemzetkozi osztondij elnyeresevel (Matsumae International Foundation Research
Fellowship) lehetosegem nyilt arra, hogy dr Yasuo laboratoriumaban magam vegezzem el a
kozosen tervezett allatkiserletes munkat. Munkankkal igazoltuk, hogy 8h feny 16h sotet
ciklusokban (teli fotoperiodus) tartott egerekben a ket hetig naponta, 2 oraval a fenyperiodus
vege elott alkalmazott i.p. melatonin-kezeles megvaltoztatta a suprachiasmaticus mag oragen-
expresszios mintazatait, a dorsalis raphe magban a serotonin-elerhetoseget szabalyozo genek
expresszios mintazatait, es az amygdala serotonintartalmanak 24 oras mintazatat.
Mindemellett a Porsolt-fele usztatasi tesztben csokkent az egerek immobilitassal toltott ideje,
mely a depresszio-szeru viselkedes merseklodeset jelzi ebben az allatkiserletes modellben.
Mivel a raphe magokban melatonin receptorok nem expresszalodnak, a melatonin szerotonerg
rendszerre es depresszioszeru magatartasra kifejtett hatasai akar a suprachiasmaticus mag
cirkadian orajanak szinkronizalasaval is magyarazhatok. Eredmenyeink varhatoan jelentos
hatassal lesznek a cirkadian ritmus es a szezonalis depresszio kapcsolatanak kutatasara.
Korabban ugyanis azt gondoltak, hogy a szezonalis depresszio modellezesehez laboratoriumi
ragcsaloknal szukseges a reprodukcio szezonalitasanak meglete, ami a melatonin-rendszer
defektusa (az aanat gen mutacioja) miatt C57BL/6J egereknel teljesen hianyzik. Mivel a
preklinikai kutatasokban szeleskoruen hasznalt transzgen (pl. oragen-modositott) egerek
tobbnyire C57BL fajtajuak, munkank elsokent szolgal bizonyitekul a modell szeleskoru
alkalmazhatosagara a szezonalis depresszio allatkiserletes tanulmanyozasara. Eredmenyeink
elsoszerzos kozlemenyben jelentek meg, a tudomanyterulet egyik rangos folyoirataban
(Chronobiology International, 5 evre atlagolt IF: 4.164).

III. Emberi bér biopsziak

Epidemioldgiai adatok szerint a cirkadidn id0zités zavara eseten (valtott miiszakban
dolgozdk) gyakoribb a bdr rosszindulati daganatainak és a psoriasis el6forduldsa, ill. szimos
borgydgyaszati megbetegedés esetén a tiinetek sulyossdga szezonalitdst mutat (pl.: atopids
dermatitis). Bar a cirkadidn Ora szabdlyoz6 szerepe a szezondlis ritmusok hatterében is j6l
ismert, tdl kevés alapismerettel rendelkeztiink arrél, hogy a bor élettani vagy koros folyamatai



egyaltaldn befolydsolhatok-e a cirkadidn rendszer szinkronizdldsdval. Dr Lengyel Zsuzsanna
onko-dermatolégus szakorvossal a PTE AOK PhD program keretében figyeltiik meg elséként
emberi bdrdaganatokban az Oragén-expresszié vdltozdsat. Morfolégiai vizsgalatunkkal
elsokent tisztaztuk, hogy a malignus daganat-biopsziakban korabban is szeleskoruen (pl.
emlo-, colon-, prostatarak) megfigyelt oragen-expresszios valtozasok nem korlatozodnak a
daganatos sejtekre (pl. melanoma sejtek), hanem a daganat melletti, epnek tuno sejteket (pl.
keratinocytak) is erintik. Mindez arra utal, hogy a megvaltozott oragen-mukodes elsosorban a
malignitassal jaro (megelozo, vagy kovetkezteben fellepo) megvaltozott mikrokornyezet (pl.
metabolikus-, immunologiai-, neuroendokrin faktorok) altalanos szoveti hatasa, es nem
kizarolag a malignus transzformacio sejten beluli sajatsaga. Megfigyelesunk a cirkadian ora
es a daganatkepzodes kapcsolatanak kutatasaban teljesen ujszeru, ugyanis korabban a
molekularis oramukodes vizsgalata e tekintetben csaknem kizarolag a daganatsejtekre iranyult.
Eredeti megfigyeleseink a Tumor Biology folyoiratban jelentek meg. A temaval kapcsolatos
korabbi elmeletek korlatait es az uj adatok alapjan valoszinusithetoen igeretes kutatasi
iranyokat osszefoglalo elemzesunket egy review-cikkben kozoltuk (mindket kozlemeny
utolsoszerzos). A kozlemenyek elso szerzoje (Lengyel Zsuzsanna) vezetesemmel e munkabol
PhD fokozatot szerzett az idoszak alatt.

IV. Proliferalo fibroblaszt

A kronobioldgia kutatdsdnak legiijabb mérfoldkove annak felfedezése volt, hogy a cirkadidn
ritmus transzkripcids szabdlyozds hidnyaban is megfigyelhetd eukaridta sejtekben is (Reddy
et al, Nature 2011, Edgar et al. Nature 2012). A posztdoktori kutatds idején lehetéségem
adddott a felfedez0 munkacsoport személyes megismerésére, Cambridge-i laborldtogatdsra a
PTE AOK tanulmdnyi ut palydzat keretében, ill. az OTKA tdmogatds terhére kollaboracids
megbeszéléseket szerveztiink. Ennek eredményeként sikerrel palydztam az Eurdpai Unid
Marie Curie posztdoktori karrierfejlesztési programjara (projektazonosito:
PEROXIREDOXIN-CLOCK), melynek segitségével a kovetkezd 2 évben a Cambridge-i
Egyetemen Dr. Akhilesh Reddy laboratériumédban végezhetem modern molekuldrisbioldgiai
eszkozokkel a cirkadidn Ora bedllitdsdnak sejtszintli vizsgalatat proliferdlé fibroblasztokon.
Kutatdsi eredményeink remélhetdleg a munkacsoport megszokott standardjanak megfeleléen
magas impaktd folydiratban jelennek meg (Nature, EMBO Journal, Current Biology),
melyben fel fogjuk tiintetni az OTKA tdmogatdsat is, mivel a témdba vigd kutatdsi
egyiittmiikodés kialakitdsa a PD keret timogatdsaval valdsulhatott meg.

A posztdoktori kutatds eredményeként megjelent kozleményeket teljes terjedelemben
elérhet6vé tettem a ResearchGate-en:
(https://www.researchgate.net/profile/Andras Nagy2/publications).
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