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1. Bevezetés

A célzott daganatellenes kezelések megjelenése az utdbbi évtized gyogyszerkutatasainak nagy
vivmanya. Alapja, hogy a tumorsejteken kifejez6do, olyan molekulét vesz célba, mely normal sejteken
nincs jelen, vagy kevésbé kifejezett, igy a gyogyszermolekula kozvetleniil a hibasan miikodd
daganatsejthez tud kapcsolddni vagy egy kulcsszerepti molekula felvételét tudja igy blokkolni. A
célzott daganatterapia egyik igéretes eszkdze a peptid hormon alapt gyogyszeres kezelés. Ez esetben
maguk a peptid hormonok, mint hordoz6 gyogyszermolekuldk a sajat peptid hormon receptoraikon
keresztiil képesek citosztatikumot vagy radiofarmakont juttatni specifikusan a daganatsejtbe,
megkimélve a receptort egyaltalan nem, vagy csak kis mértékben expresszalo egészséges sejteket.

Szamos kutatocsoport publikalt mar eredményeket a luteinizald hormon-releasing hormon
receptorok (LHRH-R) hormonfiiggd és nem hormonfiiggd daganatokban megfigyelt fokozott
vitro, in vivo majd klinikai fazis vizsgalatok eredményei is igazoltak, hogy az LHRH-R képes az
LHRH liganddal konjugalt citosztatikum molekuldt internalizalni, a levald citosztatikum pedig
szelektiven csak a daganatsejt pusztulasat okozni, megkimélve igy a szervezet egészséges sejtjeit.

Vizsgalataink fokuszaba két olyan nagy mortalitasu, gyakori relapszussal jar6 huméan daganat
tipus, az uvealis melanoma és a hugyholyag karcindma LHRH peptid hormon receptor alapu célzott

Munkank els6 részében célul tiztiik ki a human uvealis melanoma (UM) és a holyag karcindma
daganatok LHRH ligand és LHRH-R expressziojanak vizsgalatat human szovetmintakon és
sejtvonalakon RT-PCR, immunhisztokémia és immuncitokémia modszerekkel. A huigyholyag tumoros
betegek klinikopatologiai paramétereinek ismeretében elvégeztik az LHRH-R-ok tumor
progresszidjaban betoltott szerepének tanulmanyozasat is. A receptorok ligandkotési képességét,
valamint LHRH-R specifikus célzott daganatterapias szerekkel vald célbavételének lehetGségét
radioligand kotési assay-vel, ligandkompeticios assay-vel, illetve sejt életképességi vizsgalattal
tanulmanyoztuk a kivélasztott daganat tipusokon.

Ezt kovetden vizsgalatainkat az LHRH-R specifikus citotoxikus kezelést kdvetd jelatviteli
folyamatok tanulméanyozasaval folytattuk, kiemelten az UM daganatok vérérképzésben ¢&s
migracioban részt vevd génjeinek vizsgalataval. Mivel nem ismert, hogy az AEZS-108 OCM3 UM
sejteken valo hasznalatakor a doxorubicin (DOX) indukalta ROS-on (reaktiv oxigén gyokok) kiviil
milyen jelatviteli folyamatok indulnak el a receptor- ligand interakcionak kdszonhetéen, valamint,
hogy milyen jelatviteli folyamatok segitik a daganatsejt pusztuldsat, igy munkank soran célul tiiztiik

ki ezen jelatviteli folyamatok feltérképezését. Mivel az uvealis melanoma daganatokra fokozott



vaszkularizaci6 €s korai attétképzés jellemzo, igy elsésorban ezekben a folyamatokban részt vevo
gének expresszios valtozasait vizsgaltuk meg a citotoxikus LHRH liganddal valo6 kezelést kovetden.
Az angiogenezis UM daganatok progresszidjaban betoltott kiemelt szerepét ismerve
vizsgalatainkat tovabbi, 1j célzott terapids célpontok, a daganat Ossejtek vizsgalatanak iranyaba
folytattuk. A vaszkularis endotelialis novekedési faktor A (VEGFA) és a hipoxia indukcios faktor 1
alfa alegység (HIF-1A) fokozott expresszidjat szamtalanszor bizonyitottak mar UM szdévetmintakban.
Azonban, az UM daganatos betegekkel inditott, VEGF inhibitorok hatasat vizsgald klinikai fazis
vizsgalatok paradox eredményei miatt mégsem allithato biztosan, hogy a VEGFA lenne a kulcs
szereplé a daganat angiogenezisében. Vizsgalataink alap felvetése volt, hogy a VEGFA gén
expressziojanak komplex jelatviteli itvonalaiba bekapcsolddhatnak-e a daganat dssejtek, segitve ezzel
a daganatsejtet az aktudlis terdpias kezeléshez vagy ¢€pp a hematogén attétképzéshez valo

alkalmazkodasban?



2. Célkitiizes

Vizsgalataink fokuszaba az LHRH-R pozitiv human uvealis melanomak ¢és a hodlyag
karcinomak uj célzott terapias lehetéségeinek feltérképezését allitottuk, valmint az uvealis melanoma
daganatok angiogenezisében részt vevo gének expresszidjanak vizsgalatat.

Munkénk els6 fazisdban uvealis melanoma (UM) és a holyag karcindma daganatok LHRH

ligand és LHRH-R expressziojat vizsgaltuk humén szovetmintdkon és sejtvonalakon RT-PCR,
immunhisztokémia és immuncitokémia modszerekkel. A hugyholyag tumoros betegek
klinikopatologiai paramétereinek ismeretében elvégeztik az LHRH-R-ok tumor progresszidjaban
betoltott szerepének tanulmanyozasat is.
A receptorok ligandkotési képességét, valamint LHRH-R specifikus célzott daganatterapias szerekkel
valo célbavételének lehetdségét radioligand kotési assay-vel, ligandkompeticios assay-vel, illetve sejt
¢letképességi vizsgalattal tanulmanyoztuk a kivalasztott daganatokon. Ezt kovetOen vizsgalatinkat az
LHRH-R specifikus citotoxikus kezelést koveto jelatviteli folyamatok tanulmanyozasaval folytattuk,
kiemelten az UM daganatok vérérképzésben és migracidban részt vevd génjeinek vizsgalataval.
Megvizsgaltuk, hogy az AEZS-108 (AN-152) OCM3 UM sejteken vald in vitro alkalmazasakor
milyen jelatviteli folyamatok segitik a daganatsejt pusztulasat. A tapasztalt valtozasokat dsszevetettiik
human UM szévetmintak génexpresszids profiljaval is. Vizsgalatainkat RT-PCR-rel, RT-qPCR és
SDS-PAGE-Western blot modszerekkel végeztiik OCM3 sejteken és human UM szdvetmintakon.

Kutatd munkank folytatdsdban az uvealis melanomdk daganat Ossejt tartalma és a
vaszkularizaciojuk szabélyozasa kozotti 0sszefiiggéseket vizsgaltuk a betegek tulélésének tiikrében
enuklealt UM tumormintakon. El6szor UM és normal uvea szovetmintak nestin, NGFR, SOX10,
FZD6 és PROMI1 0ssejtmarkereinek expresszidjat vizsgaltuk meg RT-PCR-rel. Az eredményeket
Osszevetettiik a mitét el6tt Ruthénium-applikator kezelésben részesiilt, és a nem részesiilt betegek
kozott. Vizsgalatainkat a tovabbiakban 52 paraffin blokkba agyazott, enuklealt UM szdvetminta
FZD6, HIF-1A és VEGFA expresszidjanak immunhisztokémiai (IHC) vizsgalataval folytattuk.
Statisztikai modszerekkel korrelacio analizist végeztink a gének expresszioja kozott, majd az

eredményeket dsszevetettiik a betegek tulélési idejével egyéb klinikopatoldgiai paramétereivel.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Sejtvonalak és tenyésztési koriilményeik

Az OCM3 human uvealis melanoma, valamint a RT-112, UMUC3 és TCCSUP human
holyagkarcindma sejtvonalakat egyarant 10%-0S FBS-t, 1% L-glutamint és 1% antibiotikumot
tartalmazd6 RPMI 1640 tapfolyadékban, 5% CO2-ot tartalmazo, 37°C-os, 90% paratartalmi

inkubatorban tenyésztettiik.

3.2 Etikai engedélyek, human szovetmintak

A felhasznalt human uvealis melanoma és higyholyag karcinoma szovetmintak gyiijtése az
egyetemi Etikai Bizottsag engedélyével tortént a Debreceni Egyetem, Klinikai K&zpontjanak
Szemklinikajan, illetve Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpontjanak Urologiai Klinikajan. A
kontrollként hasznalt human hipofizis, egészséges anyajegy, maj, placenta és vese mintak a Debreceni
Egyetem, Klinikai Kozpont, Patologia Intézete altal gyijtott és felajanlott mintak voltak. A sebészi
eltavolitast kovetéen a mintak altalunk felhasznalasra keriil6 része vagy paraffin blokkokba keriilt

beagyazasra, vagy -70 °C-on taroltuk azokat felhasznalasig.

3.3 Az uvealis melanoma daganatokat vizsgalo kisérleteinkhez alkalmazott

metodikak mRNS és fehérje szintii vizsgalatokhoz

3.3.1 LHRH-R expressziojanak vizsgalata RT (reverz transzkripciés)-PCR-rel OCM3 sejteken
és UM szovetmintakon

Az OCM3 sejtekbdl és UM szovetmintdkbol RNS izolalast végeztink az AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini kit (Qiagen, Hilden, Németoroszag) felhasznalasaval a gyartoi utasitdsok
szerint. A reverz transzkripcidot mintdnként 500 ng RNS QuantiTect Reverse Transcription kittel
(Qiagen, Németoroszag) valo atirasaval végeztiilk. A PCR reakciot LHRH-R specifikus primerparral
(Sigma-Aldrich Corporation, USA) végeztik el. A PCR termékeket gélelektroforézissel 1,5%-0S
GelRed (Biotinum, USA) tartalmu agar6z gélen szeparaltuk, majd UV fény alatt detektaltuk.



3.3.2 A citotoxikus LHRH analoggal és doxorubicinnel tortént in vitro kezelések és sejt
életképességi vizsgalatok

Az OCM3 sejtek in vitro kezeléséhez felhasznalt [D-Lys®]LHRH analégot (Aterna Zentaris,
Frankfurt am Main, Németorszag), a doxorubicinnel kapcsolt [D-Lys®]JLHRH analég AEZS-108-at
(AN-152) (Zterna Zentaris, Frankfurt am Main, Németorszag)) és a Doxorubicin HCI-ot (2 mg/ml,
TEVA Gyobgyszergyar Zrt.) 0,01 M oldott ecetsav tartalma NaCl-ban (Salsol-A, TEVA
vizsgalatok eredményei alapjan az in vitro sejtes kezelések soran a tapfolyadék 5 uM-os higitasban
tartalmazta az emlitett vegyiileteket. A kezeléseket kdvetden totdl mRNS és fehérje izolalast, vagy
MTS assay-t végeztiink.

A kezelések citotoxicitasanak meghatarozasara sejt életképességi vizsgalatot (MTS assay-t)
végeztiink a CellTiter 96 AQueous One Solution Assay felhasznalasaval (Promega, Madison, WI). Az
eredményeket 490 nm-en FLUOstar Optima Counter (BMG Labtech GmbH, Németorszag)

késziiléken mértiik le.

3.3.3 A citotoxikus kezeléseket kovetéen indukalt génexpresszios valtozasok kvantifikalasa RT-
gPCR-rel OCM3 sejteken

A citotoxikus kezelések utan az OCM3 sejtekbdl total RNS-t izolaltunk TRIzol reagenssel
(MRC, USA) a gyartoi utasitasoknak megfelelden. Ezt kovetden 500 ng RNS-t cDNS-sé irtunk at
IScript Reverse Transcriptase Kit (Bio-Rad Laboratories, USA) felhasznalasaval. A kvantitativ PCR
vizsgalatokat MyiQ2 real time PCR (BIO-RAD, USA) késziiléken végeztiik Human Angiogenesis 96
StellArray™ (Lonza Ltd., USA) plate-ek felhasznaldsaval. Az array reakciokhoz, illetve a tovabbi
MASPIN gPCR vizsgalatokhoz kozegként SYBR Green Supermixet (Bio-Rad Laboratories, USA)
hasznaltunk a gyartd utasitdsa szerint. Az eredményeket az array esetében gyartdi utasitdsoknak
megfelelden Global Pattern Recognition algoritmussal (Bar Harbor Bio Technology Inc.’s, USA)
normalizaltuk és 20 modszerrel kvantifikaltuk. A MASPIN vizsgélata esetében B-aktin és HPRT

240-Ct

expressziora normalizaltuk €s szintén és modszerrel kvantifikaltunk.

3.3.4 Human uvealis melanoma és normal uvea szévetek MASPIN expressziojanak vizsgalata
RT-PCR-rel

RNS izolalast végeztiink a szdvetekbdl az AllPrep DNA/RNA/Protein Mini kit (Qiagen,
Hilden, Németoroszag) felhasznalasaval a gyartoi utasitasok szerint. Ezt kovetden 500 ng RNS-t irtunk

at cDNS-sé QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen, Németoroszag) felhasznalasaval. A PCR



reakciot MASPIN specifikus primerparral (Sigma- Aldrich Corporation, USA) végeztiik el. A PCR
termékeket gélelektroforézissel 1,5%-0s GelRed (Biotinum, USA) tartalmt agardz gélen szeparaltuk,

majd UV fény alatt detektaltuk.

3.3.5 Daganat dssejtmarkerek expressziojanak vizsgalata RT-PCR-rel uvealis melanoma és
normal uvea szovetekbol

A 18 fagyasztott uvealis melanoma szovetmintabol és 3 normal uvea szovetmintabol total RNS
izolalast végeztiink az AllPrep DNA/RNA/Protein Mini kit (Qiagen, Hilden, Németoroszag)
felhasznalasaval a gyartoi utasitasok szerint. A reverz transzkripciot mintanként 250-500 ng RNS
atirasaval, QuantiTect Reverse Transcription kittel (Qiagen, Németoroszag) végeztiik. A PCR reakciot
nestin, NGFR, SOX10, FZD6 és PROM1 6ssejtmarkerekre specifikus primerparokkal (Sigma-Aldrich
Corporation, USA) végeztiik el. A PCR termékeket gélelektroforézissel 1,5%-0s GelRed (Biotinum,
USA) tartalmt agar6z gélen szeparaltuk, majd UV fény alatt detektaltuk.

3.3.6 LHRH receptor immuncitokémiai detektalasa OCM3 sejteken

25 000db OCM3 sejtet szélesztettiink és inkubaltunk tapfolyadékban 24 oran keresztiil, majd
masnap a sejtek felszinét hideg PBS-sel atmostuk. Ezt kovetéen 4 °C-0s hideg metanollal fedélemezre
fixaltuk a sejteket. Az endogén peroxidazok blokkolasara 3% H202-val inkubaltuk a sejteket, majd
0,1% Triton X-100/PBS oldattal permeabilizaltuk a sejteket, és blokkoltuk az aspecifikus kotéhelyeket
1% FBS -0,1% Triton X-100/PBS oldattal valé inkubacioval. Az LHRH membran receptor
detektalasara anti-human LHRH-R (FL328, sc-13944 Santa Cruz, USA) antitestet alkalmaztunk 1:100
higitasban. A bekotddott primer antitesteket anti rabbit-HRP-vel (tormaperoxidaz) kapcsolt szekunder
antitesttel jeloltik (EnVision FLEX /HRP, EnVisiont+ kit, DM822, Dako, Dénia). Az el6hivas
mikroszkopos ellenérzés mellett DAB Substrate puffer + Chromogen (Agilent Technologies, USA)

segitségével tortént.

3.3.7 OCM3 sejtekbol izolalt fehérje mintak vizsgalata citotoxikus kezelést kovetoen
poliakrilamid-gélelektroforézis (PAGE)-Western blottal

A kezeléseket kovetéen a sejtvonalakbol izolalt fehérjéket 12%-0s SDS (natrium-dodecil-
szulfat) tartalmu PAGE-gélen szeparaltuk, majd PVDF (polivinilidén fluorid) vagy nitrocelluloz
membranra transzferdltuk. A membranok blokkoldsat az elsddleges antitestettek vald inkubdcid
kovette. A HIF-1A antitestet (H-206, sc-10790, Santa Cruz, USA) 1:200 higitasban, a MASPIN
antitestet (C-8, sc- 271694, Santa Cruz, USA) 1:100 higitasban, a VEGFA antitestet (A-20; sc-152,



Santa Cruz, USA) 1:100 higitasban, a VEGFB antitestet (MMO0008-7B43; sc-101581, Santa Cruz,
USA) 1:200 higitasban, a GAPDH (D16H11 XP(R)), Cell Signaling Technology, USA) és a [3-aktin
(1-19, sc-1616, Santa Cruz, USA) antitesteket 1:1000 higitasban alkalmaztuk 24 o6ras, 4°C-0S
inkubacioval. Szekunder antitestként alkalikus foszfatazzal (AP) vagy HRP-vel kapcsolt antitesteket
hasznaltunk (Santa Cruz Biotechnology, USA), el6hivo oldatként pedig AP Conjugate Substrate Kitet
(Bio-Rad Laboratories, USA) vagy WesternBright™ ECL Substrate Kitet (Advanstra Corporation,
USA) hasznaltunk. Az eredmények detektalasara és kvantifikdlasara a Molecular Image Chemidoc

XRS+ rendszert és Image Lab Software 5.2- t (Bio-Rad Laboratories, USA) hasznaltuk.

3.3.8 SDS-PAGE-Western blot analizis uvealis melanoma szévetmintak vizsgalatara

A vizsgélat soran az el6z6 pontban ismertetett protokoll szerint szeparaltuk, majd blottoltuk és
detektaltuk a fehérjéket. A primer antitestettek val6 inkubécio soran az alabbi szerint antitesteket és
higitasokat alkalmaztuk: HIF-1A antitestet (H-206, sc-10790, Santa Cruz, USA) 1:200 higitasban, a
VEGFA antitestet (A-20; sc-152, Santa Cruz, USA) 1:100 higitasban, az FZD6 antitestet (E-19; sc-
32148, Santa Cruz, USA) 1:100 higitasban, és a GAPDH (D16HI11 XP(R)), Cell Signaling
Technology, USA) antitestet 1:1000 higitasban. Szekunder antitestként alkalikus foszfatazzal kapcsolt
antitesteket hasznaltunk (Santa Cruz Biotechnology, USA), el6hivo oldatként pedig AP Conjugate
Substrate Kitet (Bio-Rad Laboratories, USA) hasznaltunk.

3.3.9 Uvealis melanoma szévetmintak Tissue microarray (TMA) immunhisztokémiai vizsgalata

A formalin fixalt, paraffin blokkokba 6nt6tt szovetmintakbol TMA-blokkok (2db) késziiltek
(TMA Master késziilék, 3DHISTECH, Budapest, Magyarorszag). A blokkokbdl késziilt metszeteken
deparaffinizalast, etanolos rehidralast, endogén peroxidaz blokkolast, hdindukalt epitdp feltarast és
aspecifikus kotohely blokkolast végeztiink, majd 24 oran keresztiil 4°C-os nedves kamraban
inkubaltuk a metszeteket a primer antitestekkel. A HIF-1A antitestet (Pab50130, Covalab,
Villeurbanne, Franciaorszag) 1:3000 higitasban, VEGFA antitestet (A-20; sc-152, Santa Cruz, USA)
1:100 higitasban, az FZD6 antitestet (E-19; sc-32148, Santa Cruz, USA) 1:100 higitasban hasznéltuk.
Szekunder antitestként HRP-vel kapcsolt antitesteket hasznaltunk. A mintak melanin tartalmara
tekintettel lilas szini jelet add el6hivot hasznaltunk (VectorVIP DAB+ Chromogen Substrate Kit, SK-
4600, Vector® Labs, UK), a hattér festésére pedig metilzoldet (H-3402, Vector® Labs, UK)
alkalmaztunk. Az eredmények digitalizalasa a Panoramic Scan késziilékkel tortént, a kiértékeléskor

Panoramic Viewer szoftvert (3DHISTECH Ltd., Magyarorszag) hasznaltunk.



3.4 A higyhélyag daganatokat vizsgalo kisérleteinkhez alkalmazott metodikak

3.4.1 RNS izolalas és RT-PCR huméin higyhdlyag szovetmintakbdl és sejtvonalakbol az
LHRH-R és az LHRH ligand detektalasara

A szovetmintakbol és sejtvonalakbol totdl RNS izolalast végeztiink a Nucleospin Total RNA
and Protein Isolation Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) felhasznalasaval a gyartoi utasitasok
szerint. A reverz transzkripcidt mintanként 150- 200 ng RNS felhasznalasaval oligo (dT) 15 primer és
MMLYV reverz transzkriptaz tartalmu kozegben végeztiik. Haztartasi génként a f-aktint hasznaltuk. Az
LHRH-R, az LHRH ligand és a B-aktin felszaporitasara specifikus primerparokat hasznaltunk (Sigma-
Aldrich Corporation,USA). A PCR termékeket gélelektroforézissel 1,5%-0s GelRed (Biotinum, USA)
tartalmu agar6z gélen szeparaltuk, majd UV fény alatt detektaltuk.

3.4.2 Hugyholyag szovetmintak immunhisztokémiai vizsgalata

A vizsgalat soran formalin fixalt, paraffin blokkokba ontott szovetmintak 2-3 pm-es
metszeteivel dolgoztunk. A deparaffinizalast, az etanolos rehidréaléast és a hdindukalt epitop feltarast és
a blokkolast kovetéen inkubaltuk a metszeteket az az LHRH-R specifikus primer antitesttel (mAB;
NCL-GnRHR A9E4; Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle, Egyesiilt Kiralysag), melyet 1: 20
higitasban alkalmaztunk. A specifikus kotédések vizualizalasara DAB (diamino-benzidin)-festést
alkalmaztunk. A metszetek hattérfestésére Mayer’s hematoxilin oldatot alkalmaztunk. Az
eredményeket 12 Mpixel digitalis kameraval felszerelt Leica-DM2500 mikroszkoppal rogzitettiik
(Leica-Microsystems, Newcastle, Egyesiilt Kiralysag).

3.4.3 Hugyhogyag szovetmintak membranpreparalasa és ligandkotési assay

A 12 hoélyagkarcinoma szovetbdl preparalt membranokon (150 ul végtérfogatban, 60-150 pg
fehérje/minta) expresszalod6 LHRH-R-ok ligandkotési vizsgalataihoz a radioaktivan jodozott LHRH
analogot ([*1][D-Trp®] LHRH) hasznaltuk, melyet chloramine-T médszerrel allitottunk el6 és reverz
fazist HPLC-vel tisztitottunk. A vizsgalat soran direkt leszoritasi un. ligand kompeticios assayt
végeztink a [*°I][D-Trp®] LHRH-val és a jeldletlen LHRH liganddal, ily médon mértik a
membranfrakcidkban 1évé aktiv LHRH-R-ok ligandko6tési tulajdonsagait. Tovabba, elvégeztiik a
leszoritasos ligand kompeticids assay-t a nem radioaktiv LHRH ligandot helyettesitve mas nem
radioaktiv LHRH analégokkal is, mint az LHRH agonista analog [D-Lys’]LHRH- val, ennek
citotoxikus DOX- kapcsolt formajaval az AN-152-vel ([D-Lys®]LHRH- DOX), az LHRH antagonista

10



analog Cetrorelix-szel ([Ac-D-Nal(2)},DPhe(4Cl)?,D-Pal(3)3 D-Cit® D-Alal’]LHRH), valamint nem
LHRH-R specifikus jeldletlen peptidekkel (szomatosztatin, human hGH, GHRH, VIP, epidermalis
novekedési faktor). A mintakat duplikdkban inkubaltuk 70-90,000 cpm (counts per minute
(percenkénti  beiitésszam)) [*®I][D-Trp®] LHRH liganddal, ezt kovetéen 10712-10° M
koncentracioban alkalmazott jeloletlen LHRH ligandokkal szoritottuk le az LHRH-R-okrol. Az
inkubdciot kovetden 125 pl-t pipettdztunk a szuszpenziobol 1 ml jéghideg, 1,5%-0s BSA tartalmu
koté-puffer felszinére szilikonnal bevont polipropilén csdbe, majd centrifugalds utan a csé levagott
also részét a pellettel egyiitt gamma-szamlalé késziiléken lemértiink. A mért radioaktivitasbol a mintak
maximalis koté kapacitasa (Bmax) értékek felhasznalasaval, a LIGAND-PC (Munson and Rodbard)

program hasznalataval hataroztuk meg.

3.4.4 Hagyholyag daganat sejtvonalak LRHR-R expressziojanak SDS-PAGE-Western blot
analizise

A RT-112, UMUC3 ¢s TCCSUP hugyhodlyagkarcinoma sejtvonalak sejt lizatumat proteaz
inhibitor hozzaadasa mellett 4x-es Laemmli-pufferben oldottunk be. A fehérjéket 12%-0s SDS—
PAGE-sel szeparaltuk, majd PVDF membranra transzferdltuk. A membranok blokkolasat az
elsédleges antitestetekkel vald inkubacié kovette, melyhez anti-LHRH-R (sc-13944 rabbit polyclonal;
Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) antitestet hasznaltunk 1:200 higitasban, valamint anti-GAPDH
(D16HI11 rabbit monoclonal; Cell Signaling Technology, USA) 1:1000 higitasban. Masodlagos
antitestként HRP-kapcsolt anti-mouse IgG masodlagos antitestet (Thermo Fisher Scientific, USA)
hasznaltunk 1:1000 higitasban. El6hivo oldatként WesternBright™ ECL Substrate Kitet (Advanstra
Corporation, USA) hasznaltunk. Az eredmények detektalasara és kvantifikalasadra a Molecular Image

Chemidoc XRS+ rendszert és Image Lab Software 5.2- t (Bio-Rad Laboratories, USA) hasznaltuk.

11



3.5 Statisztikai analizis

Az MTS assay-k, az RT-qPCR analizisek és a Western blot eredmények statisztikai
kiértékelését Prism 5 szoftverrel (GraphPad Software, Inc., USA) é¢s IBM SPSS Statistics programmal
(IBM Corp. Released 2014. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM
Corp.) végeztiik Student t-proba és egy-utas ANOVA tesztek alkalmazasaval. Az RT-gPCR array
eredményeit a Global Pattern Recognition algoritmussal (Bar Harbor Bio Technology Inc.’s, USA)
normalizaltuk és 240t médszerrel kvantifikaltuk. Az immunhisztokémiai festések eredményeit a
betegek talélési adataival és egyéb klinikopatologiai jellemzoéivel IBM SPSS Statistics programmal
vizsgaltuk, Spearman-féle korrelaci6 ¢és Kaplan-Meier tulélés analizis alkalmazasaval. A
hagyholyagmintdk LRHR-R expresszidja és a tumorstatusz/gradus kozotti korrelacié analizist Excel

tablazatkezel6 programban elvégzett Pearson analizissel készitettiik.
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4. Eredmények

4.1 Az uvealis melanoma és TCC tipusu hugyholyag daganatok LHRH-R és
LHRH ligand expresszidjanak, a receptor ligandkoté képességének vizsgalata

RNS és fehérje szinten

4.1.1 Az LHRH-R expressziéjanak vizsgalata human uvealis melanoma szovetmintakon és
OCMa3 sejtvonalon

Munkank soran 6 darab enukledcioval eltavolitott, fagyasztott uvealis melanoma szovetminta,
illetve az in vitro tenyésztett OCM3 sejtek LHRH-R expresszidjat vizsgaltuk. RT-PCR reakcidval
sikeriilt igazolnunk a receptor expressziojat 4 szovetmintaban és az OCM3 sejtekben is. A receptor
fehérje szintli kifejez6dését immuncitokémidval igazoltuk az OCM3 sejteken, a DAB-
immunperoxidaz festés egyértelmiien jelezte az LHRH-R membran, citoszolikus €s részleges sejtmagi

lokalizaciojat. A szovetmintdk IHC modszerrel vizsgalt receptor expressziojarol korabbi

publikacionkban szamoltunk be.

4.1.2 Az 5 uM-0s AN-152 (AEZS-108) és az 5 nM-o0s doxorubicin in vitro kezelések
citotoxicitasanak vizsgalata OCM3 sejteken

A kezelések utan elvégzett MTS assay eredményei szerint a 24 6ras kezelés sordn az AN-152
36,3%-al, mig a doxorubicin 62,9%-al csokkentette az €10 sejtek szamat. A 48 oras kezelést kdvetden
mar nem tapasztatunk ilyen szdmottevd kiilonbséget, igy az AN-152 84,7%-al, mig a doxorubicin
89,7%-al csokkentette az él6 sejtek szamat, ekkorra a két szer toxicitasa kozotti kiillonbségek

mérséklodnek.

4.1.3 Az LHRH-R és LHRH ligand mRNS szintii expresszidjanak vizsgalata hiigyhdlyag
daganat szovetmintakon és sejtvonalakon

Az RT-PCR vizsgalatok soran az LHRH-R expresszidjat a mintak 83%-anal (20/24 minta),
valamint mindharom sejtvonal esetében igazoltuk. Az LHRH ligand expresszigjat a szovetmintak

79%-4ban (19/24 minta) és mindharom sejtvonal esetében sikeriilt kimutatnunk.

13



4.1.4 Hagyholyag karcinoma szovetmintak LHRH-R expressziojanak immunhisztokémiai
analizise és statisztikai kiértékelése

Mind a 12 szovetminta esetében sikeriilt a receptor fehérje szintii jelenlétét igazolni, azonban
kiilonboz6 intenzitast tapasztaltunk a receptorok festddésekor. Az eredmények vizualis kiértékelésekor
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az LHRH-R expresszidja a tumor gradusanak ndvekedésével
csokken, tehat joval magasabb expressziot mutattak az alacsonyabb gradusba sorolt tumormintak, mint
az eldrehaladottabb allapott (3-4. graddus) tumorok. A megfigyelésiinket Pearson analizissel is
alatdmasztottuk, mely szerint az LHRH-R expresszidja negativ korrelacioban allt a vizsgalt
szovetmintak patoldgiai gradusaval (r=-0,91, n=12). A betegek kora nem 4allt semmilyen
Osszefiiggésben a receptor statusszal. A megvizsgalt 3 egészséges hugyholyag szovetminta negativnak

bizonyult LHRH-R expresszio tekintetében.

4.1.5 Hugyholyag tumormintak LHRH ligandkoétési assay vizsgalatanak eredményei
Vizsgalatainkban 12 szovetminta LHRH membran receptoranak ligand kotési értékeit
vizsgaltuk radioaktiv [*2°1][D-Trp®] LHRH felhasznaldsaval. 10 betegmintabol izolalt LHRH-R volt
képes in vitro kornyezetben a nagy affinitassal kot6dé radioligand megkotésére. A mérések alapjan a
10 szovetminta 4tlagos disszocidcios konstansa (Kd) 4,98 nM (3,61- 6.85 nM tartomédnyban) volt, a
maximalis kotési kapacitasuk (Bmax) 473,09 fmol/mg membran protein (255,0 -721,4 fmol/mg
protein tartomanyban) értéket mutatott. A leszoritdsos ligand kompeticios assay eredményeibdl
elmondhato6, hogy mindegyik nem- radioaktiv LHRH vegyiilet képes volt az LHRH-R- hoz k&tédni
nanomolos koncentracidoban. A jovobeli potencidlisan alkalmazhat6 0 terapidk szempontjabol biztatd
eredmény, hogy az AN-152 affinitasa csak kis mértékben tért el a szabad ,,carrier- ligandjanak™, a [D-

Lys®]LHRH kotédési affinitdsatol.

4.1.6 Hugyholyag karcinoma sejtvonalak LHRH receptor expressziéjanak vizsgalata fehérje
szinten SDS-PAGE-Western blottal

Vizsgalataink soran sikeriilt igazolnunk az RT-112, UMUCS3 és a TCCSUP sejtvonalakban az
LHRH-R fehérje szintli megjelenését is. A fehérje szintli expresszid 0sszhangban all a korabban igazolt

mRNS szintli receptor expresszidval.
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4.2 Az AEZS-108 és DOX tartalmu in vitro kezelések hatasa az angiogenezisben
és a metasztazis képzésben részt vevo gének expresszidjara uvealis melanoma

sejtvonalon

421. Az 5 pM-os AEZS-108 (AN-152) kezelés és az 5 pM-os DOX kezelés hatasa az
angiogenezisben és a metasztazisban részt vevé gének expresziojara OCM3 sejteken
Kisérleteinkben 94, az angiogenezisben részt vevo gén kifejezodését vizsgaltuk a kezeletlen és
az 5 uM AEZS-108-al kezelt OCM3 sejteken RT-gPCR-array-vel. A kvantitativ RT-PCR array
eredményei szerint a kontroll OCM3 mintdkhoz képest az AEZS-108-al kezelt mintdkban 5 gén
expressziojaban szignifikdns emelkedést, 7 gén expresszidjaban pedig szignifikdns csokkenést
tapasztaltunk (p <0,05). A legjelentdsebb valtozast az upregulalt gének koziil a SERPINBS/MASPIN
tumorszupresszor esetében (203,19-szeres expresszido ndvekedés), mig a downregulalt gének koziil a
daganat progresszidjaban kdzponti szerepti HIF-1A gén esetében (8,67-Szeres expresszio csokkenés)

tapasztaltuk.

4.2.2. A MASPIN tumorszupresszor expressziojanak és indukcidjanak vizsgalata uvealis
melanoma sejtekben

18 fagyasztott uvealis melanoma és 3 normal uvea szovetmintan vizsgaltuk a MASPIN gén
alap expressziojat RT PCR-rel, mely eredmények alapjan a szovetmintak nem mutattak detektalhato
mennyiségben MASPIN expressziot. Ezt kovetéen megvizsgaltunk, hogy a tumorszupresszor 5 uM-
0s AEZS-108 (AN-152) kezelés hatasara tapasztalt jelentds mértékii indukciojat, hogy az LHRH
receptor-ligand kdlcsonhatés is fokozta-e, vagy az upregulacid csupan a doxorubicin mitkodésének
koszonheté. Az 5 uM-0s AEZS-108, [D-Lys®]JLHRH analég és doxorubicin 24 6ras in vitro
kezeléseket kovetd RT-qPCR méréseink igazoltdk, hogy onmagaban az LHRH ligand bekotddése a
receptorhoz nem indukalja a MASPIN tumorszupresszort (***p < 0,005). A gén upregulacidja
kizarolag a doxorubicinhez kothetd, azonban az AEZS-108 kezelés szignifikdnsan magasabb

expressziot valtott ki, mint a megegyez6 dozisu doxorubicin kezelés (*p < 0,05).

4.2.3. A MASPIN és az angiogenezisben részt vevo gének fehérje szinti kifejezodésének
valtozasa 5 uM-0s AEZS-108 és 5 nM-os doxorubicin kezeléseket kovetéen OCMS3 sejtekben

A fehérje analizis soran kimutattuk, hogy az mRNS szintli valtozasok 6sszhangban vannak a

tumorszupresszornak, mint a vele megegyez6 dozisban alkalmazott doxorubicin. Ezenkiviil, fehérje
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szinten is igazoltuk, hogy mind az AEZS-108, mind a doxorubicin szignifikdnsan képes a HIF-1A,
VEGFA ¢s a VEGFB gének kifejezodésének csokkentésére.

4.3. Uvealis melanomak daganat éssejt tartalmanak vizsgalata a tumorok

vaszkularizaciojanak figyelembevételével

4.3.1. Uvealis melanoma és egészséges uvea szovetmintak ossejt tartalmara utalo marker gének
expresszigjanak kimutatasa mRNS szinten

Vizsgalataink sordan 18 fagyasztott human uvealis melanoma és 3 egészséges uvea
szOovetmintaban vizsgaltuk a nestin, NGFR, SOX10, FZD6 és PROM1 0dssejtmarkerek expresszioit
RT-PCR-rel, majd az eredményeket denzitometrias analizissel vetettiik 6ssze. A normal uvea szovetek
kisebb mértékben ugyan, de mindegyik dssejtmarkerre pozitivitast mutattak. A daganatos szovetekben
erdteljesebb expresszidjat tapasztaltuk ezeknek a markereknek. A nestin és a SOX 10 markerek
esetében szignifikans kiilonbséget (nestin: p=0,007; SOX10 p=0,004) tapasztaltunk a normal uvea és
a mintak 100%-a volt pozitiv a nestin, SOX10 és FZD6 6ssejtmarkerekre, mig a PROMI1-et a mintak
82%-a, az NGFR-t pedig a mintak 94%-a expresszalta. A miitétét megel6z6 Ruthénium-applikator

kezelés nem volt hatassal a szovetek daganat Gssejtmarker expresszidjara.

4.3.2. Uvealis melanoma szovetmintak FZD6, VEGFA és HIF-1A expresszidjanak vizsgalata,
az eredmények statisztikai értelmezése a betegek tulélése és klinikopatologiai jellemzéinek
figyelembevételével

Az immunfestések a TMA blokkba foglalt tumormintak koziil FZD6 esetében 52 mintanal,
HIF-1A esetében 50 mintanal, VEGFA esetében 48 mintanal voltak kiértékelhetoek.

4.3.3. Az uvealis melanoma tumorok sejttipusanak osszefiiggése a tulélési esélyekkel
A szovetmintak tumor sejttipus besorolasat és a betegek tulélési idejét sszevetd Kaplan-Meier
tulélési analizis szerint az epiteloid sejttipus rosszabb progndzisra hajlamositd tényezd (Mantel Cox

test, n=49, p=0,02), mint az orsosejtes vagy a kevert sejttipus.
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4.3.4. Az uvealis melanoma tumorok melanin pigment tartalma és a betegek tilélése kozotti
kapcsolat vizsgalata

52 uvedlis melanoma minta melanin tartalmat vizsgaltuk meg a mintdk metilzold festése
mellett, mely eredmények alapjan 10 esetben (20,4%) 3+ intenzitast, 13 esetben (26,53%) 2+
intenzitast, 20 esetben (40,81%) 1+ intenzitast tapasztaltunk, illetve 6 esetben (12,24%) nem tudtunk
detektalhaté mennyiségli melanint kimutatni. A mintak melanin tartalma és a betegek tulélési adatai
alapjan készitett Kaplan-Meier tul€lési analizis alapjan az 1+ melanin expresszioju betegeknek a
legkedvezObb a tulélési esélyiik, ellentétben a zérd expresszioval vagy a magasabb melanin

expresszioval rendelkez6 betegektol.

4.3.5. Az FZD6 expresszioja és az uvealis melanomas betegek tulélése kozotti osszefiiggések
vizsgalata

52 uvealis melanoma minta immunhisztokémiai festését vizsgaltuk meg az FZD6 génre. Az
eredmények alapjan 7 esetet talaltunk (13,7%) 2+ intenzitasunak, 28 esetet (58,8%) 1+ intenzitasunak,
17 esetben (29%) pedig nem talaltunk detektalhatdé mértékii expressziot. A normal anyajegy mintak
negativnak bizonyultak FZD6 expressziora. Az FZD6 expresszio €s a betegek tulélési esélyei kozotti
kapcsolat vizsgalata kozott nem mutatott szignifikéns korrelaciot (Kaplan-Meier analizis, Mantel Cox
teszt, n=51, p=0,867).

Amennyiben az uvealis melanoma mintéakat sejttipusuk alapjan kiilon kategorizalva abrazoltuk
azok FZD6 expresszidja és a betegek tulélésének figyelembe vételével, egy nem szignifikans, de
egyértelmiien az epiteloid sejttipust betegekhez tarsuld rosszabb prognoézist tudtunk igazolni (Mantel-

Cox teszt, n=16, p=0,541, epiteloid sejttipus).

4.3.6. Az angiogén faktorok és az uvealis melanomas betegek tulélése kozotti dsszefiiggések
vizsgalata

48 uvealis melanoma minta immunhisztokémiai festését vizsgaltuk meg a VEGFA génre, mely
eredményei alapjan 5 esetben (10,4%) 4+ pozitivitast, 12 esetben (25%) 3+ pozitivitast, 12 esetben
(25%) 2+ pozitivitast, 12 esetben (25%) 1+ pozitivitast tapasztaltunk, illetve 7 esetben (14,6%) nem
mutattunk ki detektalhato expressziot. A normél anyajegy mintak nem mutattak detektalhat6 VEGFA
expresziot.

A talélési analizis nem mutatott egyértelmil és szignifikdns Osszefliggést a betegek VEGFA

szintje €s a tulélésiik kozott (Mantel-Cox teszt, n=47, p=0,757).
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50 uvealis melanoma minta immunhisztokémiai festését vizsgaltuk meg a HIF-1A génre, mely
eredményei alapjan 10 esetben (20%) 4+ pozitivitast, 26 esetben (52%) 3+ pozitivitast, 10 esetben
(20%) 2+ pozitivitast, 2 esetben (4%) 1+ pozitivitast tapasztaltunk, illetve 2 esetben (4%) nem
mutattunk ki detektalhatd expressziot. A normal anyajegy mintdk mindegyike 3+ pozitivitast mutatott.
A talélési analizis nem mutatott egyértelmu és szignifikans 6sszefliggést a betegek HIF-1A szintje €s

a talélésiik kozott (Mantel-Cox teszt, n=49, p=0,336).

4.3.7. Az FZD6 és a VEGFA gének egyidejii expresszidja kozotti korrelacié vizsgalata

Az FZD6 és a VEGFA gének expressziojanak tumor progresszidban betdltott szerepének
feltarasa céljabol Spearman analizist végeztiink a két gén expresszidja kozti korrelacio vizsgalatara.
Eredményiink alapjan statisztikailag szignifikans, erds korrelacid all fenn az FZD6 és VEGFA
expresszidja kozott uvealis melanomas betegekben (Spearman r=0,411, n=48, p=0,004). Ezzel
ellentétben, az FZD6 és a HIF-1A ko6zott nem mutattunk ki szingifikans korrelacioét (Spearman
r=0,061, n=50, p=0,672).

4.3.8. Az FZD6, HIF-1A, VEGFA és a melanin pigment expresszioja és egyéb patologiai
markerek kozotti osszefiiggések vizsgalata
A vizsgélat kizar6lag a HIF-1A és a sclera infiltracioja kozott mutatott szignifikans

Osszefiiggést (p=0,042, n=41), a tobbi vizsgalt parameter kzott nem taldltunk korrelaciot.
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5. Osszefoglalas

A célzott daganatterapia egyik igéretes eszkdze a peptid hormon alapu gyogyszeres kezelés.
Az LHRH-R overexpresszidjat mar szamos hormonérzékeny és nem hormon érzékeny daganat
esetében esetében igazoltak. Ilyen, LHRH-R pozitiv daganatok az uvealis melanomak (UM) és a
holyag karcinomak is. Vizsgalataink fokuszéaba igy két olyan nagy mortalitdsu, gyakori relapszussal
allitottuk, melyek eddig nem kell6en felderitett terapias teriiletek.

Munkank elsd részében célul tliztiik ki a uvealis melanoma ¢€s a holyag karcindma daganatok
LHRH ligand és LHRH-R expresszidjanak vizsgalatat human szdvetmintdkon és sejtvonalakon. A
receptorok ligandkotési képességét, valamint LHRH-R specifikus célzott daganatterapids szerekkel
valo célbavételének lehetdségét radioligand kotési assay-vel, ligandkompeticios assay-vel, illetve sejt
¢letképességi vizsgalattal tanulmanyoztuk a kivalasztott daganat tipusokon. Ezt kovetden
vizsgalatinkat az LHRH-R specifikus citotoxikus kezelést kovetd jelatviteli folyamatok
tanulmanyozasaval folytattuk, kiemelten az UM daganatok vérérképzésben és migracioban részt vevo
génjeinek vizsgalatat. Az angiogenezis UM daganatok progresszidjaban betdltott kiemelt szerepét
ismerve vizsgalatainkat tovabbi, 0j célzott terapids célpontok, a daganat Ossejtek vizsgalatanak
iranyaba folytattuk.

A nemi eloszlastol fliggetleniil, el6fordulasukat tekintve a hdlyagdaganatok a 10. leggyakoribb
daganatos elvaltozasok a vildgon. Az elsd vonalbeli terdpias eljarasok nem kielégitd probléma
megoldasat mutatja, hogy a legfébb probléma a hameredetii atmeneti-sejtes karcinoma (transitional
cell carninoma (TCC)) daganattal, hogy az esetek mintegy 50-70%-a esetében kitGjul a kezelést
kovetden, illetve infiltral a holyag koriili simaizom szovetekbe. Vizsgalataink soran az LHRH-R-0k
tumor progresszioban betdltott szerepének tanulméanyozasat, illetve LHRH liganddal kapcsolt
betegmintakon is elvégeztiik. El8szor 24 mitétileg eltavolitott, fagyasztott TCC huigyholyag daganat
szOvetmintan, illetve az in vitro tenyésztett RT-112, UMUC3, TCCSUP sejtvonalakon vizsgaltuk az
LHRH-R és az LHRH ligand expresszidjat. Az LHRH-R-t a mintak 83%-aban, mig az LHRH ligandot
a mintak 79%-aban sikeriilt mRNS szinten kimutatnunk RT-PCR-rel. Mindharom sejtvonal pozitivnak
bizonyult mRNS szinten mind a receptorra, mind a ligand expresszidra. A sejtvonalakban fehérje
szinten is megerdsitettik az LHRH-R expresszigjat SDS-PAGE-Western blottal. Ezt kovetden, a
korabban vizsgalt 24 betegbdl kivalasztott 12 beteg parafinba agyazott TCC tumormintajan IHC festést
végeztiink az LHRH-R kimutatasara. A mintdk mindegyikében sikeriilt a receptor expressziodjat

igazolni. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az LHRH-R expresszidja a tumor gradusanak
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novekedésével csokken. A megfigyelésiinket Pearson analizissel is aldtdmasztottuk, mely szerint az
LHRH-R expresszioja negativ korreladcioban allt a vizsgalt szovetmintak patoldgiai gradusaval (r= -
0,91, n= 12). Vizsgalatainkat a korabban LHRH-R és LHRH ligand expressziéora mRNS szinten
vizsgalt 12 holyagtumor betegminta radioligand kotési assay vizsgalataval folytattuk. Elséként a
szovetekbol késziilt membranpreparatumok radioaktiv [*2°1][D-Trp®] LHRH két6 affinitasat vizsgaltuk
meg. A ligandkotési assay eredménye alapjan 10 betegmintabol izolalt LHRH-R-t kifejezo
membranpreparatum volt képes in vitro kornyezetben a nagy affinitassal kotédoé radioligand
megkdtésére. Méréseink sordn elvégeztiik a leszoritasos ligand kompeticios assay-t, a nem radioaktiv
LHRH ligandot helyettesitve mas nem radioaktiv LHRH analdgokkal is, mint az LHRH agonista
analog [D-Lys®]LHRH-val, ennek citotoxinnal kapcsolt formajaval az AN-152-vel, az LHRH
antagonista analdég Cetrorelix-szel, valamint nem LHRH-R specifikus jeldletlen peptidekkel.
Eredményeinkbdl elmondhato, hogy mindegyik nem radioaktiv LHRH ligand képes volt az LHRH-R-
hoz k&tddni nanomolos koncentracidban.

Kutatocsoportunk tobb korabbi publikacidjaban szamolt mar be az LHRH-R uvealis melanoma
receptor szerepérdl, mint potencialis daganatterapias célpontrol.

Az uvealis melanoma a szem egyik leggyakoribb intraokularis daganata. A statisztikak szerint
a betegek kozel 50%-a mar a diagnozis idejében tavoli attéttel rendelkezik, mely 93%-ban a majat is
érinti. Ez a rendkiviil magas attétképzési hajlam arra enged kovetkeztetni, hogy az uvealis melanoma
daganat rendkiviil hatékony hematogén attétképzése altal még joval a diagnozis felallitasa elott
hogy tapasztalatok szerint meglehetdsen gyakran kemorezisztens és a kutdn melanoma genetikai
profiljatol eltérd tulajdonsagu ez a daganattipus.

Mivel nem ismert, hogy az AEZS-108 OCM3 sejteken val6 alkalmazasakor a DOX indukalta
ROS-on kiviil milyen jelatviteli folyamatok indulnak el az LHRH receptor-ligand interakcionak
kdszonhetden és hogy milyen jelatviteli folyamatok segitik a daganatsejt pusztuldsat, igy munkéank
soran el6szor célul tiiztiik ki ezen jelatviteli folyamatok feltérképezését. E16szor az in vitro kezelések
soran felhasznalandd6 OCM3 sejteken immuncitokémidval igazoltuk az LHRH-R membran- és
citoplazmatikus kifejez6dését, majd igazoltuk a receptorok alkalmassagat célzott terapids molekula
felvételére. A sejtpusztulas hatterében all6 génexpresszios valtozdsok nyomonkovetésére 94, az
angiogenezisben részt vevo gén kifejezodését vizsgaltuk a kezeletlen és az 5 uM AEZS-108-al 24 6ran
at kezelt OCM3 sejteken RT-gPCR-array-vel. A legjelentsebb valtozast az upregulalt gének koziil a
SERPINBS5/MASPIN tumor szupresszor esetében, mig a downregulalt gének koziil a daganat

progressziojaban kozponti szerepii HIF-1A gén esetében tapasztaltuk. Az mRNS szinten tapasztalt
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valtozasokat a MASPIN, HIF-1A, VEGFA ¢és VEGFB gének esetében fehérje szinten is
megerdsitettiik.

Az angiogenezis UM daganatok progresszidjaban betoltott kiemelt szerepét ismerve
vizsgalatainkat tovabbi, 1j célzott terapids célpontok, a daganat Ossejtek vizsgalatanak iranyaba
folytattuk. A VEGFA ¢és a HIF-1A fokozott expressziojat szamtalanszor bizonyitottdk mar UM
szovetmintakban. Vizsgalataink alap felvetése volt, hogy a VEGFA gén expressziojanak komplex
jelatviteli utvonalaiba bekapcsolddhatnak-e a daganat dssejtek, segitve ezzel a daganatsejtet az aktudlis
terapias kezeléshez vagy épp a hematogén attétképzéshez vald alkalmazkodasban? Kutatd6 munkank
folytatasaban igy az uvealis melanomak daganat dssejt tartalma €s a vaszkularizaciojuk szabalyozasa
kozotti Osszefiiggéseket vizsgaltuk a betegek tulélésének tiikrében enuklealt UM tumormintakon.

Vizsgalatainkat Osszesen 70 enuklealt uvealis melanoma minta felhasznalasaval végeztiik.
El6szor 18 fagyasztott uvealis melanoma és 3 normal uvea szovetmintaban vizsgaltuk az &ssejtek
jelenlétére utald markerek, mint nestin, NGFR, SOX10, FZD6 és PROMI1 gének expressziojat RT-
PCR-rel. A daganatos szovetekben erdteljesebb expresszigjat tapasztaltuk ezeknek a markereknek,
melyeket a malignus elvaltozasu szovetekben daganat Ossejtek markereinként értelmezhetiink a
szakirodalom alapjan. A vizsgalt 18 tumoros szovetbdl a mintak 100%-a volt pozitiv a nestin, SOX10
és FZD6 06ssejtmarkerekre, mig a PROM1-et a mintdk 82%-a, az NGFR-t pedig a mintak 94%-a
expresszalta. A megel6zéen Ruthénium-applikator kezelésben részesiilt betegek Ossejtmarker
expresszidja nem mutatott kiilonbséget a kezelésben nem részesiilt betegekkel dsszevetetve. Csak a
mintdk csekély része pozitiv fehérje szinten is FZD6-ra (11,11%), mig HIF-1A-ra és VEGFA-ra a
mintak 38,88% és 33,33%- a mutatott pozitivitast. Vizsgalatainkat a tovabbiakban 52 paraftin
blokkba agyazott, enuklealt uvealis melanoma minta FZD6, HIF-1A és VEGFA expresszidjanak
immunhisztokémiai vizsgalataval folytattuk. Az alalunk elvégzett Kaplan-Meier analizisek szerint sem
a HIF-1A (p=0,336), sem a VEGFA (p=0,757) nem allt szignifikans Osszefiiggésben a betegek
tulélésével. Az FZD6 expresszio és a betegek tulélése kozotti kapesolat vizsgalata céljabol végzett
Kaplan-Meier analizis nem mutatott szignifikans Osszefiiggést (p=0,867), ellenben a Spearman
analizissel, mely szerint erds korrelacié all fenn az FZD6 ¢és a VEGFA gének expresszidja kozott
uvealis melanomas betegekben (p=0,004). Ezzel ellentétben, az FZD6 és a HIF-1A kozott nem
mutattunk ki szingifikdns korrelaciot (Spearman analizis, p=0,672) amely a gének szinkronizalt
expresszidjara utalna. Elvégeztiik a betegek klinikopatologiai paraméterei és a vizsgalt harom gén
expresszioja kozotti korrelacid analizist is, mely kizarolag a HIF-1A és a sclera infiltracidja kozott
mutatott szignifikdns 6sszefliggést (p=0,042, n=41), a tobbi vizsgalt paraméter kozott nem talaltunk

korrelaciot.
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6. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdémnek, Prof. Dr. Halmos Gabornak (DE GYTK
Biofarmacia Tanszék) hogy doktori munkamat mindvégig tdmogatta, motivalt, minden feltételt
biztositott szamomra a kisérletek elvégzéséhez, publikalasahoz és a disszertaciom elkészitéséhez.
Koszonettel tartozom Dr. Treszl Andrednak, aki elinditott a kutatdi palyan, de sajnos doktoranduszi
éveim elején sulyos betegség kovetkeztében elhunyt. Kettdjliik emberi és szakmai tAmogatasa nélkiil
ez a dolgozat nem sziilethetett volna meg.

Tovabbi kdszonettel tartozom a Biofarmacia Tanszék minden dolgozodjanak, kiemelve Dr.
Szabd Zsuzsannat, hogy tamogattak a mindennapi munkdban, szakmai tdmogatasuk mellett
baratsagukat is adtdk szamomra.

Ko6szonetet mondanék minden tarsszerzonknek, kiilon kiemelve a DE KK Szemklinika
orszagos tertileti ellatasi kotelezettségti Tumor szakrendelését és munkatarsait, mint Dr. Damjanovich
Juditot, Dr. Suranyi Evat, tovabba Dr. Steiber Zitat. Kiilon kdszonettel tartozom a DE KK Urologiai
Klinikar6l Dr. Flaské Tibornak és Dr. Szegedi Krisztiannak, hogy segitségiinkre voltak a human
daganatos szovetmintak és klinikopatoldgiai adataik gytijtésében.

Megtiszteltetés volt a Nobel-dijas Prof. Andrew V. Schally-vel, mint kollaboracids partnerrel
egylittmiikodni, kiilon kdszonet szdmara a munkank tamogatasaért.

Végiil, de nem utolsé sorban szeretnék koszonetet mondani csalddomnak. Kisfiam, férjem és

sziileink tlirelme, batoritasa és odaado tamogatasa mindig erdt adott szamomra a folytatashoz.
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« TAMOP-4.2.4.A/2-11-1-2012-0001” Nemzeti Kivalosag Program” (M-F.K.),

* Richter Gedeon Talentum Alapitvany (M-F.K.),

« EFOP-3.6.1-16-2016-00022 (H.G.)

* NKFIH-1150-6/219 (H.G.) Fels6oktatési Intézményi Kivalosagi Program, Debreceni Egyetem
Biotechnolodgia témateriileti programja
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