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/Megjegyzés: az irasmodban praktikussagra térekedtem akar
egyontetliség rovasara is, ezért a Kifejezetten anatéomiai, szdvettani és
patoldégiai kifejezéseket latin, a specialis vegyliletneveket pedig magyar
formajukban igyekeztem hasznalni./
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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Az intraocularis daganatok altalanos jellemzoi

Intraocularis daganatnak nevezzik azt a szemgolyé szdveteibdl
kiinduld szOvetszaporulatot, amely infiltrdlja és karositia a kdrnyezetét.
Kisebb-nagyobb kiterjedésben elfoglalja a normalis szévetek helyét, valamint
esetenként kitélti a bulbust részben vagy akar teljes egészében is.
Organogenetikai szempontbdl megkllénbdztethetlink benignus (jéindulatd)
és malignus (rosszindulatl) szemészeti daganatokat.

A szemben el6forduld malignus daganatok tipusai el6fordulasi
gyakorisaguk sorrendjében: melanoma malignum chorioideae,
retinoblastoma, metasztatikus daganatok, lymphoma, medulloepithelioma.

A szem leggyakoribb primer malignus tumora felnéttkorban a
melanoma malignum uveae. Az uvedlis melanoma egy ritka betegség, az
O0sszes melanoma 2.9%-at teszi ki (Singh és mtsai, 2001). Az Osszes
regisztralt tumor kevesebb, mint 1%-at alkotja (Albert és mtsai, 1992; Zierhut
és mtsai, 1999).

Magas malignitasu intraocularis tumor, rossz prognozissal és jelenleg
még ismeretlen aetioldgiaval (Lutz és mtsai, 2005). Lehet primer illetve
szekunder eléfordulasu (Mejia-Novelo és mtsai, 2004). Altalaban egyoldali,
de ismertek bilateralis megjelenései is (Hadden és mtsai, 2003; Bhouri és
mtsai, 2003), akar metasztazis formajaban is.

Viszonylag ritka daganat, de a masodik leggyakoribb primer melanoma
emberben. Az uvedlis melanomanak magas a halalozasi rataja, mindez a
haematogen szérasnak kdszénheté. Mivel a szemgolyd belsejében
nincsenek nyirokerek, ezért a metasztazis szinte kizarélag haematogen uton
torténik.

Az attétek ,célszerve” elsésorban a maj (Kodjikian és mtsai, 2005; Woll
és mtsai, 1999).

Az intraocularis daganatok és ezen belll az uvedlis melanomak
incidencigjar6l — attanulmanyozva az utobbi évek statisztikdit — nem all
rendelkezésre megbizhaté adat. Egyesek szerint az utébbi idében nétt

(Teikari és mtsa, 1985; Toth-Molnar és mtsa, 2005), masok szerint nem



valtozott (Singh és mtsa, 2003). A pontos statisztika elkészitését az is
neheziti, hogy BNO (Betegségek Nemzetkdzi Osztélyozasa) kdd alapjan sem
tartjak nyilvdn precizen és kuloénitik el a szemészeti és intraocularis
tumorokat, nem tesznek kilénbséget primer és metasztatikus daganatok
kozott.

A benignus tumorok fajtai el6fordulasi gyakorisdguk szerint: naevus,
haemangioma, osteoma, astrocytoma, hamartoma.

A malignus daganatoknak nagyobb a jelentéségiik, mert azok nemcsak
a latast, hanem az életet is veszélyeztetik (Nicolo és mtsai, 2005). KézUllk is
legnagyobb gyakorlati jelentésége az uvealis melanomanak van, mivel ez az
egyetlen potencialisan fatalis szemészeti rosszindulatu daganat.

Az USA-ban végzett felmérések szerint az uvealis melanoma 19.4-szer
gyakoribb felnétt fehér emberben, mint feketékben és valamennyi etnogréfiai
csoportban a férfiak aranya magasabb (Hu és mitsai, 2005). Barmely
életkorban el6fordulhat, az incidencia csucsa azonban a 40-60. életévek
kbzé esik (Augsburger, 1999).

Az irodalomban eddig négy kongenitalis uvealis melanomat is leirtak
(Palazzi és mtsai, 2005). Gyermekkori el6forduldsa igen ritka, eddig 16 éven
aluli gyerekeken mintegy 18 esetet irtak le. Magyarorszagon évente 25-30
friss esettel taldlkozunk, melyek doénté tébbségének ellatasa a DE OEC
Szemklinikan toérténik, mert klinikkdnk az orszagban az intraocularis
daganatok onkoldgiai centrumanak szerepét latja el.

Klinikai jelentéségét és felhasznalasat illetéen fontos az a beosztés,
amely a daganatok anatémiai elhelyezkedését veszi alapul.

A melanoma malignum uveae az uvealis traktus barmely szdvetét
érintheti, barmely részébdl kiindulhat: igy el6fordulhat az irisben, a corpus
ciliaréban és a chorioideaban is. Eléfordulasi gyakorisaguk: iris 6%; corpus
ciliare 9%; chorioidea 85% (Silveges, 1998).

A tumor elhelyezkedése és a prognozis kozott figyelemfelkeltd
Osszefliggést talaltak. A legjobb prognoézissal az iris melanomak
rendelkeznek, a legrosszabbal pedig a corpus ciliare tumorai (Coleman és
mtsai, 1993).

Az anatdémiai lokalizacié miatt az iris melanomak felismerhetésége a

legkdbnnyebb meg kis meéretlek esetén is. Ezért viszonylag koénnyl a



diagnosztizalasuk. Mortalitasuk 3-5% /10 év. Ot éven beliil 3%-ban, 10 éven
belll 5%-ban és 20 éven belll 20%-ban talaltak metasztazist. A corpus
ciliare melanomak prognozisa rosszabb. Enucleatio utan az 5 éves mortalitas
53%, mig a chorioidea melanoma enucleatioja utdn 14% volt a
metasztazisok aranya. Radioterapia utan pedig 22% /5 év (Singh és mtsai,
2001).

A metasztazis kifejlédésének atlagos ideje 68 hénap. Metasztazis
kialakulasa akkor feltételezhetd, ha a tumor legnagyobb prominentiaja
nagyobb, mint 7 mm. Habar a sugartesti melanomak atlagos mérete mar
diagnosztizalaskor is nagyobb, mint a chorioideaban [év6ké, statisztikai
vizsgalatok azt mutattak, hogy esetlikben a prognézis flggetlen a tumor
méretétdl illetve a sejttipustdl (Singh és mtsai, 2001).

A tumorok el6fordulasi gyakorisaga és a melanoma malignitasa is
névekszik a hatsé polus felé haladva: legritkdbb az irisben, leggyakoribb a
chorioidedban. Legrosszabb indulatuak a chorioidea macula lutea koézeli
tertleteinek daganatai.

A klinikailag hasonlé megjelenési melanomak igen eltéré szdveti tipust
mutathatnak (Stolnicu és mtsai, 1999). A melanoma malignum uveae
esetében szdvetileg 6tféle sejttipusu tumort kilénbdztetlink meg, amelyek
elkildnitése prognosztikai szempontbdl is fontos.

1. Orsdsejtes A tipus: a tumorsejtek megnyultak, a sejtmagjuk is
ugyancsak elongalt. Nucleolusuk nincs, a mitétikus osztédasok szama igen
kevés (1. abra).

Azok a tumorok, amelyek csak ilyen sejtekbdl éplinek fel, benignusak,

manapsag inkabb naevusoknak tekintjik éket.



1. abra.
Orsosejtes A tipusi melanoma malignum chorioideae szévettani képe.
(HE festés, N: 40X)

2. Orsosejtes B tipus: a sejtek kevésbé elongéltak, nagy ovalis
nucleolusokat tartalmaznak, amelyek jellemzéek ezekre a sejtekre.
Citoplazmajuk syntitiumot alkot, ezért az ors6 alakot a sejtek magja mutatja.
Mitézis kisebb-nagyobb mértékben lathaté. A sejtek gyakran kétegekbe
rendez&dnek vagy korkdrds sorokban helyezkednek el a tumor erei kordl.

3. Epithelioid sejtes tipus: nagy, gédmb alaku sejtek alkotjak, melyek
kifejezett polimorfizmust mutatnak. Lehetnek tébbmagviak, kifejezett
nucleolussal. Nagyszadmu mitdtikus osztodas figyelheté meg (2. abra).
Az ilyen sejteket tartalmazd tumorok a legrosszabb indulatiak az ésszes

sejttipusu uvealis melanomak kézl.

4. Poligonalis sejttipus: kis poligonalis sejtek alkotjak, malignus
melanocytak. Kerek magjuk és kifejezett nucleolusuk van.



2. abra.
Epithelioid sejtes melanoma malignum chorioideae szévettani képe.
(HE festés, N: 100X)

5. Ballonsejtes tipus: nagy ballonsejtek alkotjak, melyek keves
pigmentaciéval és habos citoplazmaval rendelkeznek. Lehetséges, hogy egy
atmeneti sejttipus a degenerativ tumorsejtek felé.

Eléfordulhat egy szemben belil uvedlis melanoma és naevus

egyidejlleg is (3., .4. abra).



3. abra.
Melanoma malignum chorioideae és naevus a bal szemben.

A melanoma malignum chorioideae (m) a temporalis alsé érarkad mentén
helyezkedik el. Az elvaltozas jol lathatéan promineal, a felszinén durva
pigmentkicsapddas. A papilla kéruli elvaltozas kevésbé pigmentalt, lapos,
naevusnak (n) imponal.

4. abra.
Az el6z6 abran lathatdo melanoma malignum chorioideae és
naevus fluoereszcein angiografias képe.
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Az iris melanomait gyakrabban diagnosztizaljdk malignusnak, holott
azoknak tobbsége naevus. Az iris festékes daganatai szlrkésbarna-barnas
szintek. Jellemzd klinikai tinetik a pupilla deformécioja, mozgéasaban valé
korlatozottsaga, amennyiben a tumorsejtek az iris izmait infiltraljak. A tumor
karositja az iris pigmentepitheliumat, ezért gyakori a pigmentkiszéras az
elllsé csarnokba, a cornea hatsd felszinére és/vagy a lencse elllsé
felszinére.

Az iris melanomai szbvetileg altaldban orsosejtesek, eléfordulnak
azonban epithelioid sejtesek is. Ez utébbi sejtek lazadn tapadnak a tumor
felszinéhez.

A tumorok altaldban béven erezettek, a patolégias erek a fluoreszcein
festéket atengedik, leakage-et mutatnak. A tumor infiltralhatia a
csarnokzugot. Ha ez nagy terlleten tdérténik, a csarnokviz elfolyasa
akadalyozott, szekunder glaucoma alakul ki. Az irisbél kiindulé tumor
raterjedhet a corpus ciliaréra is.

Kis tumorok (melyek atméréje 7 mm-nél kisebb, prominentiaja 2 mm-nél
kisebb) 5 éves mortalitasa kevesebb, mint 4%. Nagyobb tumorok 3 éven
belll 50%-ban adnak metasztazist.

1.2. Diagnosztika

A corpus ciliare melanomait kezdetben nehéz felismerni az anatomiai
lokalizacid6 miatt. A rendelkezésinkre all6 vizsgalomddszerek csak akkor
eredményesek, ha a daganat egy bizonyos nagysagot elért. A Klinikai
diagnozis akkor lehetséges, ha a daganat az iris gyoke felé terjed és lathatd
lesz az elllsé csarnokban.

Abban az esetben is diagnosztizalhatd, ha a lencse subluxatiéjat (igen
ritka esetben luxatiéjat), vagy periférias, lokalizalt szirkehalyogot okoz a
tumor nyomésanak megfelelé6 teruleten. Akkor is diagnosztizalhato
makroszkopikusan, illetve mikroszkdpikusan, ha a daganat a chorioidea felé
terjed, vagy ha a daganat attéri a sclerat és megjelenik a bulbus felszinén.

Az uvealis melanomak kézill legnagyobb gyakorisdggal a chorioidea

melanomai fordulnak elé.
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A diagnézis altaldban nem nehéz. Szubjektiv tlnetek (latoképesség
csokkeneés, latétérkiesés) és miszeres vizsgélatok alapjan a barnasszirke-
barnasfekete, Uvegtest felé domborodd szévetmassza ol felismerhetd
(Berta és mtsa, 1998).

Direkt és indirekt binocularis ophthalmoscopia mellett a diagnosztizalas
térténhet ultrahanggal (UH) (5. abra), fluoreszcein-angiografiaval (6. abra),
indocianin-zéld-angiogréfiaval, diascleralis iluminatiéval, computer
tomografiaval (CT) (7. abra), MRI-vel, *P-teszttel.

5. abra.
Melanoma malignum chorioideae ultrahang A+B képe.

Echogréafidval a daganat akkor is felismerhetd, ha a tér6k6zegek nem
tisztak, vagy a szemtlkrdzés mas okbdl kivitelezhetetlen.

Kulénbdz6, nagy specifitdsu ultrahangtechnikak lehetéséget adnak arra
is, hogy valbészinlsitsik a daganat pigmenttartalmat, erezettségét,
meghatarozzuk a pontos kiterjedését, elhelyezkedését. Ez utdbbi két
tulajdonsag kilondsen fontos a terapia megvalasztasa szempontjabdl.
Amennyiben a térékdzegek tisztak, akkor fontos diagnosztikus lehetéség a
fluoreszcein-angiografia, amely megjeleniti a tumor taplald ereit, és a tumor
tipusatol figgéen foltos vagy intenziv generalizalt hiperfluoreszcenciat latunk
az arteriovenosus fazistél kezdédéen.
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6. abra.
Melanoma malignum chorioideae tipusos FLAG képe.

A tumor a jobb szemben, a hatsé péluson helyezkedik el, a centrumot is
érinti. A felvétel a korai vénas fazisban késziilt, j6l lathaték a diffuz
hiperfluoreszcencia jelei. A tumor taplalé ere a felsé temporalis érarkadbol
ered.

7. abra.
A jobb szemben nagy, a bal szemben kis juxtapapillaris elhelyezkedési
intraocularis daganat CT képe.
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El6fordulhatnak azonban olyan esetek, amikor a végsé diagndzist csak
szdvettani vizsgalat mondhatja ki. Az elvéltozds korul gyakran taldlunk
ideghartya-levéalast (8. dbra), esetenként Uvegtesti vérzést.

8. abra.
Melanoma malignum chorioideae szévettani keresztmetszeti képe.
A daganat a sclerat nem térte at, korulbtte elevalt retina.
(HE festés, N: 16X)

Az Ujabb alternativ mddszerek kdzé tartozik az impresszids cytologia,
illetve ide tartozhatnak a napjainkban és a jévében nagy jelentéséggel bird
molekularis genetikai vizsgalatok (Bene és mtsai, 2004; Kopper és misa,
2002; Woodward és mtsai, 2002), melyek alkalmazdsa nagyfoku
elérehaladast jelentene a korai felismerés szempontjabdl, amelynek
fontossagat nem lehet eléggé hangsulyozni.

Napjainkra szamos prognosztikai faktort is sikerllt azonban azonositani
(Schaller és mtsai, 2000; Sheidow és mtsai, 2000; Udono és mtsai, 2000;
Walker és mtsai, 2002). Ezek fontos szerepet jatszanak a tumor
osztalyozasaban, a kezelés formajanak és idépontjanak megvalasztasaban,
a monitorizalasban (Djukanovic és mtsai, 2000; Egan és mtsai, 1998; Heine
és mtsai, 2000; ljland és mtsai, 1999; Lange, 1998; Metzelaar-Blok és mtsai,
2001).
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1.3. Sebészeti kezelés

Az iris melanomainak tergpidja dontéen sebészi: a kis, csarnokzugot
nem infiltral6 daganat eltavolitéasa iridectomiaval térténik.

Az iris festékes daganatainak progndzisa kis tumorok esetében
altalaban j6, azonban a daganat méretndvekedésével egyenes aranyban
romlik.

Ha az iris daganat a corpus ciliarét is érinti, iridocyclectomiat végzink.

A Kkezelést tobb faktor befolyasolja. llyen a daganat nagysaga,
elhelyezkedése, a latasélesség, a masik szem latasélessége, a beteg
életkora, altalanos egészségi allapota, és nem utolsésorban a beteg
kivansaga a kezelést illetéen (Berta és mtsai, 1997). A nagy daganatok
esetében ma is az enucleatio a legaltalanosabb terdpias mod (9. abra).

A betegek tébbsége elsé kozléskor az enucleatiét elutasitja, de a
felvildgositas utan elfogadja a félszemiiség tényét.

Addig, ameddig a melanomasejtek nem metasztatizaltak tavolabbi
testrészekbe, az enucleatiét gyogyité beavatkozdsnak tekintjik, jéllehet
mikroszkdépos metasztazis sohasem zarhaté ki (Alberth és mtsa, 1989).
Méaskor az attét mar az intraocularis daganat felfedezésekor Iétrejott.
A betegek mintegy fele metasztatikus melanoma miatt hal meg az enucleatiot
kdvetd 3-6. évben.

9. abra.
Melanoma malignum chorioideae miatt eltavolitott, félbe vagott bulbus.
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Az utébbi idékben alkalmazzak a mikrosebészeti beavatkozasokat.
Ezekkel a mddszerekkel a daganatot a szem belsejébdl vitrectomiaval, vagy

Kivulrél, a sclera feldl tavolitjak el.

1.4. Lézeres kezelés

Alkalmazhat6 még ugyszintén kisebb és kilénleges elhelyezkedési
(példaul papilla kérlli) daganatok esetén (10. 11. &bra) fotokoagulacié és un.
nem koagulacids |ézerterapia (didda lézer transzpupilldris termoterapia, azaz
TTT).

10. abra.
Papilla kéruli kiterjedt melanoma malignum fundusfotoé képe.
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11. abra
Az el6z6 abran lathaté szemfenék fluoreszcein-angiografias képe.

A fotokoagulacié a 7 mm-nél nem nagyobb alapatmérdjli, 2 mm-nél
nem nagyobb prominentiaju, extraocularis terjedést és tavoli metasztazist
nem mutaté daganatok eseteiben jéhet szdba. A fenti adatokat a szerzék
tobbsége azonban elméleti felsd hatarként értékeli és a gyakorlatban ennél
szigorubb indikacidés szempontokat hasznal. A szerz6k tébbsége egyetért
abban, hogy az ennél kisebb daganatok |ézeres kezelése sikeres lehet.
Voérésmarthy szerint a két papillaatmérénél nem nagyobb alapu, 2 Dioptrianal
nem nagyobb prominentigju chorioidea melanomak fotokoagulaciéja minden
esetben sikeresen elvegezhet6 (Voérésmarthy 1960; Vérdsmarthy 1973).
Ha a tumor alapja 2-5 papillaatmérének (25-30 fok latdszégnek) felel meg,
prominentigja legfeliebb 6 Dioptria és a daganat a bulbus hats6 részében
helyezkedik el, akkor a kezelési rata 70%-0s. Az ennél nagyobb vagy
periférias elhelyezkedési chorioidea melanomak fotokoagulacios kezelésre
alkalmatlanok (Berta, 1989). Hataresetekben helyesebb, ha a ruthenium
applikatorokkal t6rténd kontakt irradiacié mellett déntink.
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1.5. Sugarterapia

A kis és kdzepesen nagy chorioidea melanomak kezelése vilagszerte a
szem eltavolitasa helyett egyre inkabb kontakt béta-sugarzé applikatorokkal
torténik.

Az irradiacios kezelés a tumor elpusztitasat, a bulbus megtartasat
célozza.

A sugarkezelés utadn kilénbdz6 latasélesség maradhat vissza, a
kezelés azonban csak szik hatarok koézott kepes figyelembe venni a
latasélesség megtartasat (Damjanovich és mtsai, 1997). Az an. plaque
radioterapian radioizotép sugarzasat értjik a tumor feletti scleran keresztiil a
tumorra (Berta, 2005). A radioizotop egy lemezen helyezkedik el, amelyet a
sclera felszinére varrunk a tumor felett. A lemezben Ruthenium-106
(12. abra) vagy j6d-125 izot6p van.

Az applikator elhelyezkedését intraoperative szemészeti ultrahanggal

ellenérizzik.

12. abra.
Hatso polusi applikator felhelyezése.

A conjunctiva felpreparaldsa utan a musculus rectus lateralis-t levalasztva a
nagy hatsé pélusi applikatort hatracsusztatjuk a nervus opticus kézelébe,
majd scleravarratokkal régzitjik. A conjunctivat altaldban csomés 6ltésekkel
zarjuk. Az applikator kivételekor varrjuk vissza a levalasztott izmot.

A sugéarkezelés masik méddja a protonbesugarzas, amely kevésbé
elterjedt és Européban is kevés helyen alkalmazott. Mindkét sugarkezelés
protokollja meghatarozott, csak kisebb daganatok kezelheték ezen a médon.
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1.6. Ruthenium applikatorkezelés

A chorioidea melanoma a ruthenium applikatorokkal térténd kontakt
béta-sugarkezelésre alkalmas, ha megfelel az alabbi feltételeknek:

1. A prominentia nem nagyobb, mint 5 mm.

2. Alapjanak atmérdje nem haladja meg a 15 mm-t.

3. Nem all 6sszefliggésben a corpus ciliaréval.

4. Hatsé széle legalabb 1 papillaatmérd (1.5 mm) tavolsagra van a

papillatol.

5. Nem térte at a bulbus falat.
A melanoma malignum képe besugarzas elétt a 13. abran, a besugarzas

utani allapot 14. abran lathato.

13. abra.
Melanoma malignum képe besugarzas elétt.
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14. abra.
Ugyanaz a daganat egy évvel a besugarzas utan.
Az eredetileg félgémb alaku, elédomborodé daganat helyén
a besugarzas utan lapos heg alakult ki.

Ahhoz, hogy a chorioidea melanoma sugarkezelése sikeres legyen az
applikatort addig hagyjuk a sclerara felvarrva, amig a tumor belsé felszinén
az 0sszdozis eléri a 100 Gy-t (10000 rad-ot). A szlikséges besugarzasi idét
az applikator gyartasi idejének, a béta sugarak szoveti elnyelédésének és az
izotop felezési idejének figyelembe vételével hatarozzuk meg (Berta és
mtsai, 1991).

Bar a tumor elpusztitdsa szempontjabdl az 6sszdodzis a legfontosabb,
az sem k6z6émbds, hogy az adott sugarmennyiség mennyi id6é alatt éri el a
daganatot (Alberth és mtsai, 1992).

Az egységnyi id6 alatt leadott optimalis sugarmennyiség, az optimalis
dozisrata 0.6-1 Gy/h (60-100 rad/h). Az aktualis dozisrata régebbi
applikatorokkal térténd besugarzas esetén sem sillyedhet a kritikus
0.01 Gy/min (1 rad/min) ala.

1.7. Kiils6 besugarzas, citosztatikus és egyéb kezelések

A kulsé sugarforrassal torténé teljes szembesugarzas elvileg térténhet

rontgen  sugarakkal  (orthovoltos  berendezés),  gamma-sugarakkal
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(kobaltagyu), nagyenergigju fotonokkal (linearis gyorsité), proton vagy
héliumionokbdl allé sugarakkal (ciklotron). A régebben hasznalt rontgen és
kobalt besugarzas erre a célra a sulyos mellékhatasok miatt nem, a linearis
gyorsitd pedig csak korlatozottan alkalmas. A chorioidea melanomak kiilsé
besugarzasara, teleterapiajara a téltéssel rendelkez6 részecskesugarzasokat
(proton, hélium), valamint a fékuszalt gamma-sugarnyalabot (gamma-kés)
hasznalnak. Ezekkel lehet a szem sugarérzékeny tébbi része és
(szemlencse, latéideg, cornea) és a kornyezd szOvetek viszonylagos
megkimélésével a szemben levd daganatra koncentrélt tumorélé dozist
leadni.

A kemoterapia nem alkalmas az intraocularis melanomék kezelésére
(Baggetto és mtsai, 2005), metasztazis eseteiben viszont a b6rmelanomahoz
alkalmazott kulénb6z8 protokollok szerinti kemoterapiahoz folyamodhatunk
preventiv, adjuvans kezelésként (Bajcsay és mtsai, 2001; Szanté, 2005).

1.8. Ellen6rzé vizsgalatok

A beteget az irradiacié utan rendszeresen ellendrizni kell (Berta, 1999).
Az ellenbrzések a besugarzas utan az elsé negyedévben havonta, az elsé év
végeig 3 havonta, a masodik évben 6 havonta, azutan évente térténnek.
A Kkontroll vizsgalatok soran a visus, latotérvizsgalat, szemnyomasmérés,
fundusfotd, fluoreszcein-angiografids vizsgalat mellett a prominentia, a
legnagyobb alapatmérd és a reflektivitas meghatarozasat kell elvégezni.
Az ellenérzéseket addig folytatjuk, amig a daganat helyén a tumor teljes
pusztulasat mutatd, a scleraig terjedé heg ki nem alakul (Berta és mtsai,
1998). A metasztazis iranyaban térténd kivizsgalas (Harbour és mtsai, 1997)
mellkas rdontgen és hasi ultrahang vizsgalatbdl, laboratériumi vizsgalatokbol
(majfunkcio, vesefunkcid, vérsejtsullyedés, vizelet melanin meghatarozas) és
évente egy alkalommal orbita és koponya CT, valamint csontszcintigrafias
vizsgalatbdl all.

A kisebb daganatok altalaban nem kertlnek azonnal mdtétre, a
nemzetkdzi protokolloknak megfeleléen 3—6 honaponként kontrollaljuk
azokat. Amennyiben a daganat méretében ndvekedést tapasztalunk, vagy
fluoreszcein-angiografiaval (FLAG), illetve indocianin-z6ld angiografiaval
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(ICG) kimutathatban a vér-csarnokviz-gat karosodott, vagy ha a
szemnyomas emelkedett, akkor az a mitéti indikadci6 mellett szol.
A szemnyomasemelkedés f6éleg akkor értékelhet6 kérosnak, ha az ép és a

beteg szem kdz6tt jelentds szemnyomaskuilénbseég van.

1.9. Az irradiacio utani recidivak kezelése

Recidiva a megfeleléen végrehatott irradiacié utan ritka. Amennyiben
mégis kialakul, annak altaldban az az oka, hogy az applikator nem fedte be
teljesen a tumor alapjat. A recidivak eléfordulasaval azért kell szamolni, mert
a daganatot igyekszink minél kisebb applikatorral befedni a sugarkarosodott
terlilet csOkkentése és kildndsen a hatsé pdlus daganatai esetén a macula
€és a nervus opticust ér6 sugarkarosodas minimalizalasa érdekében.
A recidivak kezelési elvei az els6 daganat terapias elveivel azonosak. Lapos
(1.5 mm-nél nem nagyobb prominentiaju) recidivakat, ha barna vagy feketés
szinliek, akkor kripton vagy didéda lézerrel kezeljiok (Damjanovich és mtsa,
1995). Ha a vastagsaguk 1.5 és 5.0 mm kdzé esik, akkor reapplikacio
szikséges (Berta és mtsa, 2000).

1.10. Extrabulbaris terjedés

Ritkan a chorioidea melanoma diffuzan ndévekszik, alakja szabalytalan
és hamar attori infiltrdlja a sclerat. Extraocularis, orbitalis terjedéssel
elsésorban a diffuzan névekvé formanal vagy az igen nagyra nétt nodularis
jellegl daganatoknal lehet szamitani. A sclera infiltraciojat, az attérést és az
orbitalis terjedést ultrahang, CT valamint MRI vizsgalattal ki lehet mutatni.
Enucleatio soran minden esetben megvizsgaljuk a bulbus kiilsé felszinét és

gyanus esetben az orbitdlis szdvetekbdl mintat veszink.

1.11. Proliferacié gatlas

Mivel az uveadlis melanoma nagyon rezisztens a jelenleg hasznalatos
kemoterapias szerekre, ezért napjainkban nem all rendelkezésre hatékony

kemoterapias gydgyszer, amellyel az uvedlis melanomat gyogyitani lehetne.
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A sikeres immunoterapia kifejlesztését jelentésen hatraltatja az a tény,
hogy a szem — bizonyos mértékig — immunoldgiailag privilégizalt helyzetben
van, mivel mind a szerzett, mind az 6r6klétt immunvalaszok elnyomottak
(Streilein és mtsai, 1997). Rdadasul az uvealis melanoma sejtek lymphocyta
mikddést gatlé reakcidit nagyban befolyasoljak a szemészeti mikrokérnyezet
hatdsai (Repp és mtsai, 2001; Verbik és mtsai, 1997).

Kévetkezésképpen slirgetd feladat az uvealis melanomak kezelésében

uj utakat talaini.

Az uvealis melanomakhoz k6t6dé antigének felfedezése mind az in vivo
daganatos sejtekben, mind az in vitro melanoma sejtvonalakon utal arra a
tényre, hogy bizonyos kériilmények kozoétt ezek a daganatok immunolégiai
tamadaspontiak is lehetnek (Luyten és mtsai, 1998; de Vries, 1998), és ez a
tény dendritikus-sejt alapu immunoterapiak hatasos célpontjava teheti ezeket
a daganatokat.

Nemrégen kimutattak, hogy amennyiben dendritikus tipusu sejtekhez
apoptétikus melanoma sejteket adtak, akkor képesek voltak proliferativ és
citolitikus T-sejt valaszt produkalni (Shaif-Muthana, 2000). Ez azt sugallja,
hogy az ilyen mddon eldallitott dendritikus sejtek képesek voltak mind in vivo
névelni az apoptédzis indukald tumorellenes szerek hatékonysagat, mind in
vitro képessé teszi effektor T-sejteket Iétrehozni adaptacios transzfer
terapiara (Andrawiss és mtsai, 2001; Shaif-Muthana, 2000).

Ezért kulcsfontossagu lehet olyan Uj vegylleteket vizsgalni, amelyek a
melanoma sejtekre antiproliferativ hatast gyakorolnak. A jov6ében ezek
gyogyszerré fejlesztve kiegészithetik a dendritikus sejt alapu terapias
protokollokat vagy a mar régéta alkalmazott, j6l bevalt brachyterapias

kezelést.

Az utdbbi néhany évben a klinikai kutatdsokban a ndvényi eredeti
szerek vizsgélata el6térbe kerdlt a tumorok keletkezésének megelézésére
illetve a mar kialakult tumorok kezelésére. Az ilyen eredetli vegylletek egyre
elterjedtebbek lettek napjainkra a tumorok terapiajdban (Hanauske, 1996;
Mukherjee és mtsai, 2001).
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A Chelidonium majus-b6l és méas Papaveraceae ndvényi csaladbol
izolalt alkaloidokr6l mar korabban bizonyitdst nyert, hogy széles Kkori
biologiai aktivitassal rendelkeznek az antimikrébas hatastol kezdve a
gyulladasellenes hatasig (Colombo és mtsa, 1996; Jagiello-Wojtowicz és
mtsai, 1989; Lenfeld és mtsai, 1981; Vavreckova és mtsai, 1996).
A Chelidonium majus alkaloidjait kémiai  szerkezetlk alapjan
csoportosithatjuk: protopin tipusu (pl. a- és b-allokriptopin, protopin),
protoberberin tipusu (pl. berberin) és benzofenantridin tipusu (pl. chelidonin,
sanguinarin, chelerytrin, chelilutin, chelirubin, macarpin) alkaloidokat
kilénbdztethetlink meg. Az utébbiak gyulladasgatld és tumorellenes hatasat
mar igazoltak (Southard és mtsai, 1984). Kézillk is behatébban az eddigi
vizsgalatokban a chelidonint (15. abra), a sanguinarint (mas néven

pseudochelerytrin) (16. &bra) és a chelerytrint (17. abra) tanulmanyoztak.

15. abra.
A chelidonin szerkezeti képlete.

16. abra.
A sanguinarin szerkezeti képlete.
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17. abra.
A chelerytrin szerkezeti képlete.

Az emlitett harom vegyuletrdl elsésorban az igazolédott, hogy szadmos
tumorféleségben féleg a sejtnbvekedés gatlasat érik el apoptdzis
indukalasan keresztil (Adhami és mtsai, 2003; Adhami és mtsai, 2004;
Ahmad és mtsai, 2000; Chmura és mtsai, 1996; Chmura és mtsai, 2000).
Ezzel azt sugallva, hogy potencidlisan hasznélhatok proapoptotikus
szerekként a tumorterapidban (Vogt és mtsai, 2005). Raadasul ezek a
vegytletek hatdsosnak bizonyultak olyan tumorokkal szemben is, amelyek a
kordbban ismert standard terapiakkal szemben rezisztensek voltak (Ding és
mtsai, 2002; Ma és mtsai, 1995).

Habar napjainkban csak kevés megbizhaté adat all rendelkezéslinkre a
Chelidonium majus f6 komponensének szamité chelidonin hatasarél, de a
jelenlegi adatok azt jelzik, hogy ez a tipusu benzofenantridin alkaloid is
indukalhat apoptoézis tipusu sejthalalt megvaltozott belsé szignalu és
malignus sejtekben is (Panzer, 2001).

A chelidonin (15. abra) gatolla a mikrotubulus polimerizaciét

(ICs0 = 24 pM), ezéltal szétszakitja a sejtek mikrotubularis rendszerét.

A sanguinarin (16. abra) — szamos hatasan tul — gatolja a
Na'/K* ATP-azt, a protein kindz A-t valamint a NFkB aktivalédasat (Plo és
mtsai, 2000).
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A chelerytrin (17. abra) pedig gatolja a protein kindz-c-t és fokozza a
citokrém-c felszabadulast, amely folyamat az apoptdzis indukcidjaban, illetve
a folyamat tovabbvitelében jatszik fontos szerepet.

Korabban ezeket a tipusu vegylleteket nem prébaltdk ki uvealis
melanoma sejtvonal ellen, ezért fordult érdeklédésiink ezek alkalmazésa
felé.

Vizsgalatainkban OCM-1 (ocular choroideal melanoma) sejteket, egy

Arra szerettink volna valaszt kapni, hogy a fent emlitett
benzofenantridin alkaloidok megvaltoztatjak-e az uvedlis melanomasejtek
életképességét, és amennyiben igen, akkor ezt milyen mechanizmus
alkalmazasaval érik el. D6ntéen apoptdzis tipusu vagy nekrozissal kombinalt
bifazisos tipusu sejthalalt okoznak.

Az uvedlis melanoma kezelését illetéen Uj utakat kell keresniink a mar
kordbban alkalmazott modokon kivil. Egy jovébeni lehetséges ut a DE OEC
Szemészeti Klinikan mar eddig is sok esetben hasznalt brachyterapia
kiegészitése lehet megfeleld antitumor agensekkel. Ezek az agensek
szenzibilizalhatjak a tumor sejteket a radioterapia irdnt és igy ndvelhetik a
brachyterapia hatékonysagat.

Szamos vegylletet prébaltak mar ki uvedlis melanoma sejteken,
amelyeknek antitumor aktivitdsat feltételezték (Klisovic és mtsai, 2005;
Labialle és mtsai, 2005;). A tio-dezoxiuridilat-tartalma oligonukleotidok
biologiai aktivitdsdnak vizsgalata soran kiderllt (Aradi és mtsa, 1985;
Horvéath és mtsa, 2005; Horvath és mtsai, 2005), hogy bar a révid oligomerek
inaktivak, a monomer — mely a természetben is el6fordulé anyag — tumor
sejtekben apoptozist indukal.

Munkacsoportunk korabban mar beszamolt arrél, hogy a 35-tagu
oligo-4-tio-2’-dezoxi-uridin-5’-monofoszfat (dUMP) jelentés antiretroviralis
hatdsa mellett kifejezetten hatékonynak bizonyult a sejtproliferacié
gatlasaban is. A tio-dezoxiuridilat-tartalma oligonukleotidok részletesebb
biologiai aktivitasanak vizsgalata soran varatlanul hatasosnak bizonyult a
4-tio-dUMP (s*dUMP) és a 4-tio-UMP (s*UMP) mellett maga a 4-tio-uridin

nukleozid is. Ez utdbbi vegyllet régoéta ismert, mint a tRNS része

26



(Lipsett, 1965). Megvizsgaltuk ugyanakkor in vivo toxicitasukat is. Az s*UMP-
t intravénasan beadva egerekbe akar még 1 g/tskg ddzisban sem taléltunk

semmiféle morfologiai elvaltozast még 30 nap utan sem.

Bar az utobbi években, évtizedekben sokat fejl6ddtt a tumorkutatas és
a terapias beavatkozdsok koére is bdvilt, mégis a melanoma malignum
chorioideae kezeléséhez nem all még rendelkezéslinkre olyan lehetéség,
amely segitségével in vivo sejtszinten tudnank beavatkozni a tumor
ndvekedési folyamataba.

Ezért munkdnk kdzéppontjaban az antiproliferativ.  kezelés
lehetdségeinek vizsgalata allt. Amennyiben a laboratériumi munka soran
eredményeket sikerlil megvaldsitani, ezeket megfeleléen alkalmazva az él6
szervezetre a klinikkumban is hasznalhaté sikereket lehetne elérni a

melanomas betegek hatékonyabb kezelésében.

Béar az utdbbi években, évtizedekben sokat fejl6ddtt a tumorkutatés és
a terapias beavatkozasok kore is bdévilt, mégis a melanoma malignum
chorioideae kezeléséhez nem all még rendelkezéslinkre olyan lehetdség,
amely segitségével in vivo sejtszinten tudnank beavatkozni a tumor
ndvekedési folyamataba.

Ezért munkank f6 célkitizésének kozéppontjdban az antiproliferativ
kezelés lehetdéségeinek vizsgalata allt. Amennyiben a laboratériumi munka
soran eredményeket sikerll megvalédsitani, ezeket megfeleléen alkalmazva
az él6 szervezetre a klinikumban is hasznalhat6 sikereket lehetne elérni a

melanomas betegek hatékonyabb kezelésében.
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2. CELKITUZESEK

1. Célkitlzésink volt, hogy adatokat szolgaltassunk a melanoma
malignum uveae antiproliferativ kezelési lehet6ségeire vonatkozoan,
amelyek a jov6ben lehetévé tehetik azt, hogy sejtszinten lehessen
beavatkozni a tumor névekedési folyamatéba.

2. Célunk volt olyan sejtvonal kivalasztdsa, amely elég agressziv
proliferaciot mutat, nagy mennyiségben hozzaférheté és jol jellemzi az
uvedlis melanomak intraocularis élettani viselkedését. A sejtvonal
életciklusanak tdébb tamadasponton, tébb anyaggal valé befolyasolaséat

szerettik volna elérni.

3. Vizsgalni kivantuk a benzofenantridin alkaloidok humén uvealis
melanoma sejtekre gyakorolt hatasat. Amennyiben a benzofenantridin
alkaloidok sikeresen képesek gatolni a sejtproliferaciot, akkor tisztézni
kivantuk, hogy a sejtek apoptézissal vagy nekrézissal pusztultak-e el. igy a
benzofenantridin alkaloidok csoportjdba tartozé vegylletek koézil a

chelerytrin, a chelidonin és a sanguinarin hatasat kivantuk tanulmanyozni.

4. Az OCM-1 uvealis melanoma sejtek gatlasara egy a természetben is
el6forduld nukleotidot, a 4-tio-uridilatot is szerettiink volna felhasznalni.
Azt szerettlk volna vizsgalni, hogy ez a nukleotid okoz-e a sejtproliferacidban
szignifikans valtozast. Amennyiben igen, akkor tisztazni kivantuk, hogy ezt

milyen mechanizmussal éri el.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. OCM-1 sejtkultura

Vizsgalatainkhoz olyan sejtvonalat szerettlink volna valasztani, amely
elég agressziv proliferaciét mutat, nagy mennyiségben hozzaférheté és jol
jellemzi az uvealis melanomak intraocularis élettani viselkedését. Ezért esett
valasztasunk az OCM-1 (ocular choroideal melanoma) sejtekre, mert még a
tébbi uvedlis melanomahoz képest is kitlinik nagy proliferaciés képessegével.

Az OCM-1 sejtvonalat a hollandiai Leidenbél, a Leiden-i Egyetem
Orvosi Centrumanak Szemészeti Klinikajardl, Dr. Monique Hurks bocséatotta
rendelkezéslnkre, amiért kilén koszdnet illeti. Eredetileg 6 a sejteket
Dr. J. Kan-Mitchell szives hozzajarulasaval kapta az Amerikai Egyesilt
Allamok-beli California-i, Los Angeles-i Norris Cancer Hospital and Research
Institute Mikrobiologiai Intézetébdl (Kan-Mitchell J és mtsai, 1989).

Az OCM-1 sejtkultarat (18. abra) tdbbféle mddon lehet tarolni.
Benzofenantridin  alkaloidokkal t6rténé  kisérleteinkhez a  sejteket
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 tapfolyadékba helyeztik el,
amely 10%-os FCS-t (Fetal Calf Serum), 0.3 g/ml L-glutamint és
antibiotikumként gentamycint tartalmazott, és 5% CO.-ot tartalmazo
parasitott kdzegben 37 °C-on inkubaltuk. A sejteket hetente kétszer-

haromszor passzaltuk a standard tripszines médszert alkalmazva.

18. abra.
Human uvealis melanoma sejtkultura tenyészet képe.
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3.2. Benzofenantridin alkaloidok

A benzofenantridin alkaloidokat a Sigma Aldrich Co. (St. Louis, OR,
USA) cégtdl szereztik be. A chelidonin dimetil-szulfoxidban (DMSQ), mig a
chelerytrin klorid és a sanguinarin klorid DMSO/viz (1:2) kbézegben volt oldva.
A laboratériumi munka soran hasznalt tovabbi vegylleteket az Amersham

Pharmacia (Piscataway, NJ, USA) cégtdl szereztik be.

3.2.1. Kezelés benzofenantridin alkaloidokkal

A sejteket 24 lyuk( plate-be helyeztiik. Egy lyukba kb. 1x10° sejtet
mértink 500 pl oldatban szuszpendalva. A sejteket — amelyek 80-90%-ban
Osszecsapzédtak a plate falara — kilénb6z8 koncentracidju alkaloidokkal
kezeltik: 0.5, 1, 4 és 8 pg/ml dézisban.

A kezelést 4, 24 és 48 o6raig folytattuk. A vizsgalt alkaloidok nagyjabdl
azonos molaris témegét figyelembe véve kiszamithatd, hogy az alkalmazott

dbézisok megkdzelitéleg azonos molaris koncentracidkat jelentettek.

Az oldatokat minden esetben higitottuk a megfeleld olddszerrel azért,
hogy minden mintdban azonos legyen a végleges DMSO (dimetil-szulfoxid)
koncentracio.

A kontroll sejteket ugyanolyan mennyiségi DMSO-val kezeltik és
ugyanolyan kisérletes koérilmények kozott tartottuk. A fent jelzett
idépontokban a sejteket tripszinnel emésztettilk, PBS-sel (phosphate-
buffered saline) mostuk és el6készitettllk DNS fragmentacios assay-re vagy
annexin V/Pl assay-re. Az alkaloid kezelés hatasara a sejttérmelékek levaltak

a plate falarél és az oldatban usztak.
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3.2.1.2. DNS fragmentacios assay

A benzofenantridin alkaloidokkal kapcsolatos vizsgélatok soran a sejtek
DNS tartalmat aramlasi citometriaval hatéaroztuk meg (Zhu és mtsa, 1997).
A sejteket 200 g-n centrifugaltuk, majd az aramlasi citometria elétt 0.5 ml
hypotonias fluorochrom oldatban (50 pg/ml PI [propidium-jodid] 0.1% Triton
X-100-ban) 4 °C-on tartottuk egy éjszakan at. A mintakat FACScan aramiasi
citomeéterrel (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) vagy FLEX-el
dolgoztuk fel.

Az apoptétikus sejteket onnan lehetett felismerni, hogy kisebb volt a
DNS koncentracidjuk, pl. a karakterisztikus sub-Gy csucs a DNS-tartalom
(Pl-intenzitas) frekvencia hisztogrammon.

Az s*UMP-val kapcsolatos vizsgélatok soran atlagosan 2x10° sejtet
kezeltlink s*UMP-vel 24, illetve 48 6ran at, majd centrifugalassal (1000 rpm,
Jouan C/CR4-12, Horizontal Rotor, 10 percig, 10 °C-on) gyUjt6ttuk be a
sejteket. Ezt kdvetben kétszer mostuk PBS-sel, majd izolaltuk a DNS-t és
agar6z-gélre vittlk. Az agaréz géleket AIphaImagerT'VI 2200 szoftverrel

értékeltUk ki és archivaltuk.

3.21.3. A sejtek V-FITC/PI festése benzofenantridin
alkaloidokkal valé kisérletek soran

Az él6 és a nekrotikus sejtekbdl az apoptotikus sejtek elkllonitése az
annexin V-FITC (fluorescein isothiocyanate) és Pl (propidium-jodid)
haszndlataval tértént Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, OR, USA) alkalmazéséaval. A lecentrifugalt sejteket a kotd
pufferrel (10 mM HEPES/NaOH, 0.14 M NaCl, 2.5 mM CaCl,, pH=7.5)
higitottuk 1x10° sejt/ml koncentraciéra. A mintakat 0.5 pl/ml annexin V-FITC
és 2 pg/ml Pl-ben inkubaltuk 10 percen keresztil szobahémérsékleten és
aztan mértuk FACScan aramlasi citométerrel.

Az annexin V-FITC és Pl fluoreszcenciat az FL-1 (z6ld) és az
FL-2 (vords) csatornan mertik, illetve a két csatorna kozotti spektrum
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atfedések korrekcidja utan eértékelttk az eredményeket, melyeket
WinMDI 2.8 vagy FLEX szoftver segitségével elemeztiink (Szentesi és mtsai,
2004). Az apoptotikus es a nekrotikus sejtek megkuldnbdztetése az
annexin V-FITC aktivitdson és a Pl kizarason alapultak. Az apoptotikus sejtek
intenziv z6ld (FITC) és alacsony vagy kdzepes vords (Pl) fluoreszcenciat
mutattak (a korai vagy késéi apoptdtikus fazisnak megfeleléen). Az él6 sejtek
egyaltalan nem festédtek. A késdi apoptétikus fazisban levé sejtek
permeabilitasa a plazma membranjuk megvaltozott integritdsanak a
kbévetkezménye.

A nekrotikus sejtek mindkét reagens szempontjabdl festhetének

bizonyultak és ezért er6s zdld és vords fluoreszcenciat mutattak.

3.2.1.4. A sejtmorfologia elemzése

A sejteket targylemezre helyezve vizsgéltuk az alkaloidok
sejtmorfologiara gyakorolt hatdsat. A sejtek egy része a targylemezen
O0sszecsapzédott. Azokat a sejteket kezeltik alkaloidokkal, amelyek
80-90%-0s Osszecsapzodast mutattak, ezeket 4 déran keresztll inkubaltuk,
majd Zeiss LSM 510 scanning lézer-mikroszképpal vizsgaltuk. Ennek soran
kerestik az apoptdzisra és/vagy nekrézisra jellemz6 fénymikroszképos

elvaltozasokat.

3.2.1.5. MTT-assay

Az MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromid)
assay kivitelezése az American Type Culture Collection (ATCC) hasznalati
utasitasa szerint tértént (Gerlier és mtsa, 1986). A sejteket 48 lyuku plate-be
tettik ki, mintegy 0.6x10° sejt volt lyukanként 200 pl tapoldatban 15 6ran
keresztll és ezutan kezeltik a jelzett dézisu alkaloidokkal vagy azok nélkul
csak az oldoszerrel. 24 oras inkubéacios id6 utan a sejtkulturat 20 pl
MTT-oldattal kevertik 6ssze és tovabbi 3 6ran at inkubaltuk, majd 200 pl
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savas izo-propanol oldattal felszuszpendaltuk és ezen homogén elegy
200 pl-ét vittiink 96 lyuku plate-re. Ezt kévetéen ELISA olvasoéval olvastuk le.

3.3. Kisérletek 4-tio-uridin-5'-monofoszfattal (s*UMP)
3.3.1. A 4-tio-uridin-5'-monofoszfat (s’"UMP) eléallitasa

A 4-tio-uridin-5'-monofoszfat (s*UMP) tiolalt mononukleotidot a
citidin-5-monofoszfat H,S kezelésével allitottuk el6 és ioncseréld
kromatografiaval tisztitottuk, ahogy ez munkacsoportunk korabbi
publikaciéiban mar szerepel (Horvath és mtsa, 2005; Horvath és mtsai,
2005). 10 mg/ml térzsoldatot készitettiink és szdvetkultiraban higitottuk

kdzvetlenll minden hasznalat elétt.

3.3.2. Kezelés s*UMP-vel

Az OCM-1 sejteket az s*UMP-vel valé kezeléshez RPMI 1640
tapfolyadékba helyzetiik, mely 10%-os hé altal inaktivalt FBS-t (phosphate-
buffered saline) és antibiotikumként penicillint tartalmazott 100 nemzetkdzi
egység/ml, valamint streptomycint 100 ug/ml dézisban. A sejteket 37 °C-on,
5%-0s CO»-0s parasitott kdzegben taroltuk.

Majd az inkubalds utan 2.5 pg/ml koncentracioju PBS/tripszint
tartalmazo eleggyel szrtik le.

3.3.2.1. MTT-assay

A sejtek életképességének vizsgalatahoz a sejteket 24 lyuku lemezekre
oltottuk.

A sejteket a fent ismertetett mddon 6 6ran keresztll tenyésztettik 1 ml
tapkézegben, majd kilonbdz6 koncentraciokban kezeltik azokat az
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s*UMP-vel. Az MTT-assay kivitelezése az ATCC altal kiadott kézikényv

szerint tortént.

3.3.2.2. A sejtmorfologia elemzése

A kiilénbdzd s*UMP koncentraciok és kezelési idétartamok hatasara a
kezelések utan bekdvetkezett karakterisztikus sejtmorfoldgiai és sejtszam

valtozasokat vizsgaltuk a kontroll OCM-1 sejtekhez képest.

3.3.2.3. DNS-fragmentacio teszt

A fent emlitett médon 24 valamint 48 o6ran keresztil 30 yM (10 pg/ml)
s*UMP-vel kezeltiink 2x10° sejtet, azokat centrifugalassal dsszegydijtéttik,
kétszer mostuk PBS-sel, majd DNS-t izolaltunk a mintakbdl és agar6z
gélelektroforézisnek vetettik alad. Az agaréz géleket Alphalmager™ 2200

szoftverrel értékeltiik és archivaltuk.

3.3.2.4. Kaszpaz-9 aktivitas mérése

Az s'UMP hatdsmechanizmuséanak tisztazasahoz elvégeztik a
kaszpaz-9 aktivitas mérését is azért, mert az apoptoétikus eseménysor
elinditdsaban és vegrehajtasaban kulcsszerep harul a kaszpazokra.

Az s*UMP-vel kezelt OCM-1 sejteket 1000 rpm-en 10 percen keresztill
centrifugaltuk és kétszer mostuk PBS-sel. Az aktivitdst Caspase-9/Mch6
Colorimetric Assay Kit felhasznélasaval vizsgaltuk a hasznalati utasitasban
leirt médon (Medical and Biological Laboratories Co. Ltd, Nagoya, Japan).

Az értékelés soran harom egymastdl fliggetlen mérés eredményeinek

atlagértékeét vettik figyelembe.
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3.3.2.4. Aramlasi citometria s*'UMP-vel valé kezelés soran

Mind az s*UMP-vel kezelt, mind a kezeletlen OCM-1 sejteket (5x10°
sejt/lyuk) 72 6ran keresztll inkubaltuk, majd lecentrifugaltuk (1000 rpm,
Jouan C/CR4-12, Horizontal Rotor) 10 percen keresztll, 10 °C-on. A sejteket
ezutan Ujraszuszpendaltuk 0.5 ml kétd pufferben (25 mM HEPES, 125 mM
NaCl, 25 mM CaCly,) és megjelélttk 5 pl annexin FITC-el és
5 ul propidium-jodiddal a felhasznalasi utasitasnak megfeleléen (Medical and
Biological Laboratories Co. Ltd, Nagoya, Japan). Az aramlasi citometrias
méréseket Uszkald, nem fixalt sejteken FacsCalibur aramlasi citométerrel
(Becton Dickinson, Biosciences, San Jose, CA, USA) végeztlk el, excitaciora
488 nm-es argon-lézert hasznalva. Az eredményeket CellQuest szoftverrel
értékeltik ki. Minden esetben a fluoreszcens adatok 20 000 eseményt

gyujtoéttek egybe.

3.4. Statisztikai elemzés

A statisztikai adatok, az atlagok és a széras értékek kiszamitasat
WinMDI 2.8 (Copyright© 1993-1998, Joseph Trotter), FLEX, CellQuest
valamint GraphPad PRISM® 4 szoftverekkel végeztiik el.
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4. EREDMENYEK

4.1. Benzofenantridin alkaloidokkal valo kezelés eredményei

4.1.1. A chelidonin sanguinarintél és chelerytrintél eltéro
hatasai

A benzofenantridin alkaloidokrdl korabban bebizonyitottdk mar, hogy
kil6nb6z6 tipusu daganatokban a tumor sejtek névekedését gatoljak.

Ahhoz, hogy megnézzik, hogy hasonldé antiproliferativ hatast
kifejtenek-e az OCM-1 uvedlis melanoma sejteken is, elvégeztik a
kolorimetrias MTT-assay-t (Gerlier és mtsa, 1986).

A 19. abran lathatdé, hogy az OCM-1 sejtek életképessége 24 oras
sanguinarin és chelerytrin kezelés utdn er6s és dozisfuggd csdkkenést

mutatott.
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19. abra.
A chelidonin, sanguinarin és a chelerytrin hatdsa az OCM-1 uvealis
melanoma sejtek névekedésére/tulélésére.
Az dbran a 24 6ras inkubacios idé utani eredményeket tlntettiik fel.
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Ugyanakkor a chelidonin okozta proliferacié-csdékkenés csak alig volt
szamottevé és a jelzett koncentracidtartomanyban a hatdsa nem mutatott
szignifikans doézis-fliggd hatast. Az itt megfigyelheté eltéré antiproliferativ
effektust — amely jelentésen csékkent mértékd volt a chelidonin esetében,
szemben a sanguinarinnal és a chelerytrinnel — korabban is leirtdk mar

kil6énb6z6 sejttipusok esetében (Vavreckova é€s mtsai, 1996).

4.1.2. Morfologiai eltérések az OCM-1 sejteken a
benzofenantridin alkaloidok hatasara

Habar a chelidonin esetében csak a sejtndvekedés enyhe gatlasa
igazolédott (19. 4&bra), fénymikroszkdpos vizsgalattal sejtmorfoldgiai
valtozasokat tapasztaltunk: akar mar négy 6ra mulva is apoptozist indukalt az
OCM-1 sejtekben.

Azokban a mintdkban, amelyekben csak vivéanyag volt (20. abra A),
a sejtek kitapadtak a plate falara, mig a chelidoninnal kezelt sejtek levaltak a
plate-ek falardl és kézillk sokan plazma membran blebbing jelenséget, az
apoptézisra jellemzd egyik markans elvaltozast mutattak (20. abra B).
llyenkor a sejtek plazmamembranjan kitiremkedések (bleb) jelennek meg.
Némely kitiremkedés id6vel visszahuzodik, majd Ujra megjelenik.
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20. abra.
Benzofenantridin alkaloidok hatasa az OCM-1 uvealis melanoma sejtek
morfoldgiajara fénymikroszkoppal vizsgalva.

A sejteket vivbanyaggal (A), 8 ug/ml chelidoninnal (B),
sanguinarinnal (C) és chelerytrinnel (D) kezeltlk 4 6ran at és Zeiss LSM 510
konfokalis scanning lézer mikroszképpal vizsgaltuk
(méret: 70x70 pm).

A fénymikroszkopos vizsgalat a sanguinarin é€s a chelerytrin eseteiben
is dozisfliggd elvaltozasokat mutatott. Nagy dézisu (8 pg/ml) sanguinarinnal
és chelerytrinnel kezelve a sejteket kifejezettebben mutattéak a sejtduzzadas
jelenségét, amely elvaltozas a nekrézis korai fazisaban figyelhet6 meg
(20. abra C és D).

Ha csokkentettik a hatdéanyag koncentraciojat, akkor a nekrotikus
sejtek szama is csdkkent, és ugyanakkor megjelentek apoptézisra jellemzé
sejtmorfoldgiai elvaltozasok is.

A legalacsonyabb koncentracioban (0.5 pg/ml) a legtébb sejtnek
normdlis volt az alakja, hasonléan a kontroll sejtek morfolégidjdhoz. A fenti
eredményekbdl azt a kdvetkeztetést lehetett levonni, hogy a sanguinarin és a
chelerytrin két egylttesen meglevé mechanizmussal (apoptdzis és nekrozis)

pusztitjdk az uveadlis melanoma sejteket.
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4.1.3. A benzofenantridin alkaloidok altal okozott apoptézis
kvantitativ analizise

Fénymikroszképos vizsgalattal kimutattuk, hogy a benzofenantridin
alkaloidok apoptozist indukalhatnak az OCM-1 uvealis melanoma sejtekben.
Azért, hogy kvantitative megmérjik ezen alkaloidok apoptézis indukalo
képességét, két vizsgalomoddszert alkalmaztunk, amellyel az apoptotikus
sejtekre jellemz6 valtozasokat tudjuk detektalni.

4.1.3.1. A DNS fragmentacio értékelése

Az apoptdzis jelenségének egyik karakterisztikus jellemzéje a
fragmentalt, kis molekulasulyd DNS-ek megjelenése. Ezeket aramlasi
citometridval lehet kimutatni (Bacso és mitsai, 2000). Ezért az alkaloidok
apoptézis indukaldé hatasat elészér a DNS fragmentacidés képességiikkel
ertékeltik. Négy Oras kezelés utan sem a chelidonin, sem a sanguinarin nem
okozott szignifikans DNS degradaciot, viszont 24 6ras inkubacié utan a
fragmentalt DNS-ekkel rendelkezd sejtek aranya jelentésen megnétt
(21., 22. 4bra). Ezzel szemben a chelerytrin képes volt szignifikdns DNS
fragmentaciot okozni mar akar 4 6ras inkubacios idé utan is (23. abra) és az
apoptétikus sejtek szama a hosszabb inkubacios idével egyenes aranyban

ndvekedett.
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21. abra.

Chelidonin okozta DNS fragmentacié OCM-1 uvealis
melanomasejtekben aramlasi citometriaval vizsgalva.

A sejteket csak vivéanyaggal vagy specifikus ddzisban chelidoninnal
kezeltlk és 4 valamint 24 6ran keresztll inkubaltuk (fehér és fekete
oszlopok). Az eredmények legalabb harom egymastdl figgetlen kisérlet
eredményeit mutatjak. Az értékeket a sub-G1 sejtek szazalékaban fejeztik
ki és az atlagot tintettik fel (S.D.).
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22. abra.

Sanguinarin okozta DNS fragmentaci6 OCM-1 uvealis melanoma
sejtekben aramlasi citometriaval vizsgalva.

A sejteket csak vivéanyaggal vagy specifikus ddzisban chelidoninnal
kezeltlk és 4 valamint 24 6ran keresztll inkubaltuk (fehér és fekete
oszlopok). Az eredmeények legalabb harom egymastdl fuggetlen kisérlet
eredmeényeit mutatjdk. Az értékeket a sub-Gy sejtek szazalékaban fejeztik
ki és az atlagot tlntettik fel (S.D.).

Sejtek fragmentalt DNS-sel (%-ban)

40



N
o

RN
(0]
T

N
N
T

[o0]
T

N
T

Sejtek fragmentalt DNS-sel (%-ban)

o

0 1 4 8

Koncentracié (ng/ml)

23. abra.

Chelerytrin okozta DNS fragmentacio OCM-1 uvealis melanoma
sejtekben aramlasi citometriaval vizsgalva.

A sejteket vivbanyaggal vagy specifikus dozisban chelidoninnal kezeltiik
és 4 valamint 24 6ran keresztil inkubaltuk (fehér és fekete oszlopok).
Az eredmények legalabb harom egymastdl fliggetlen kisérlet eredményeit
mutatjak. Az értékeket a sub-Gy sejtek szazalékaban fejeztlk ki és az
atlagot tuntettik fel (S.D.).

A chelidonin esetében a kivaltott valasz nem volt d6zisfliggé a vizsgalt
koncentraciotartomanyon belll (21. 4bra). Ugyanakkor a sanguinarin és a
chelerytrin hatadsara bekdvetkezd elvaltozasok bifazisos jelleget mutattak
(22., 23. abra).

4.1.3.2. Annexin V-FITC/PI festés elemzése

A DNS fragmentacios assay-jel szimultdn médon készitettlink mintakat,
amelyeket annexin V-FITC-el és propidium-jodiddal festettlink meg és
aramlasi citometridval értékeltlink ki. Egy sejtnek az a képessége, hogy koti
az annexin V-t — a plazma membran kulsé felszinén levd foszfatidil-szerinhez
kapcsoléddéan —, az apoptdzis egy Ujabb specifikus jele (Bacsd és mtsa,
2001). Raadasul a DNS degradaciés teszttel ellentétben, amennyiben a
sejteknél kettds festédeést alkalmazunk — fluoroforral kapcsolt annexin V-t és
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egy plazma membran integritast vizsgaldé markert (azaz propidium-jodidot)
hasznalva —, akkor nemcsak az apoptétikus sejteket tudjuk lathatéva tenni,
hanem ezen méddszer alkalmazasaval a nekrotikus és az él6 sejteket is el
lehet egymastadl kildniteni.

Meg kell jegyezni, hogy az apoptotikus sejtek abszolut szama az elébb
emlitett két assay esetében nem szikségszeriien volt azonos.

Ez az eltérés adodhatott abbdl, hogy a két eltér6 modszer
alkalmazasakor kilénb6zd cellularis valaszokat kaptunk, de szarmazhatott
abbdl is, hogy kilénb6zé modon tértént a mintak elékészitése, mérése és
elemzése.

A 24., 25., 26. abrak mutatjak az apoptétikus sejtek aranyat

4 és 24 6ras benzofenantridin alkaloidokkal valé inkubalas utan.
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24. abra.
Chelidonin okozta apoptézis indukcioé Pl kirekesztés/annexin V-FITC
koto assay-jel vizsgalva.
A sejteket 4 és 24 éraig inkubaltuk (fehér és fekete oszlopok) a jelzett
koncentraciokkal. Az dbra legalabb harom egymastdl fuggetlen kisérlet
eredményeinek atlagat tinteti fel (S.D.).
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25. abra.
Sanguinarin okozta apoptdzis indukcié Pl kirekesztés/annexin V-FITC
koto assay-jel vizsgalva.
A sejteket 4 és 24 éraig inkubaltuk (fehér és fekete oszlopok) a jelzett
koncentraciokkal. Az dbra legalabb hdrom egymastdl fuggetlen kisérlet
eredményeinek atlagat tinteti fel (S.D.).
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26. abra.
Chelerytrin okozta apoptoézis indukcié Pl kirekesztés/annexin V-FITC
koto assay-jel vizsgalva.
A sejteket 4 és 24 éraig inkubaltuk (fehér és fekete oszlopok) a jelzett
koncentraciokkal. Az dbra legalabb harom egymastdl fuggetlen kisérlet
eredményeinek atlagat tinteti fel (S.D.).
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A DNS degradacié eredményeihez hasonléan chelidonin esetében az
annexin V-FITC/PI festéssel sem taldltunk szignifikans apoptézis indukald
hatast (24. 4bra). Ha megndveltik az inkubacidés id6t, akkor az apoptétikus
sejtek szama jelent6ésen megnétt, ami szintén a ddézisfiggbségre utal.
Ezt a dozisflggéséget azonban a DNS fragmentacios assay-jel kimutatni
nem lehetett.

Mig az el6bb emlitett masik médszerrel alig lehetett igazolni (21. abra),
addig az OCM-1 sejtek annexin V-FITC/PI festése j0l lathaté bizonyitékat
adta annak, hogy a vizsgalt koncentraciétartomanyban a sanguinarin
értékelhetd apoptdzist okozott mar 4 6ras kezelés utan is (24. abra). Ez az
eredmény megegyezik azzal a jelenleg ismert ténnyel, hogy a sanguinarin
gyors, mar érakon belll jelentkez6 apoptoétikus valaszt indukal a sejtek korai
s nagymértékl glutation deplécidja miatt, majd a késObbi fazisokban az
apoptézis jellegl valtozasok kevésbé dominalnak (Debiton és mtsai, 20083;

Nicoletti €s mtsai, 1991).

Kisérleteinkben mi is a sanguinarin indukalta apoptétikus valasz
bifazisos mintazatat tapasztaltuk (25. abra). Mig sanguinarin esetében az
apoptétikus sejtek szdma a két kvantitativ mddszerrel vizsgalva idében
forditott aranyt mutatott, chelerytrin vonatkozasaban a két kilénbdzd kisérlet
hasonlé eredményt produkalt (23., 26. abra).

A vizsgalt kilénbségek ellenére a két assay egyértelmliien demonstralta
a benzofenantridin alkaloidok OCM-1 uvedlis melanoma sejtekre gyakorolt

apoptézis indukal6 hatasat.
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4.1.4. Nekrotikus sejthalal indukci6 OCM-1 sejtekben
benzofenantridin alkaloidok hatasara

Az annexin V-FITC/PI festés bebizonyitotta, hogy a benzofenantridin
alkaloidok nemcsak apopto6zist, hanem alkalmazott dozisuktél fuggéen
nekrézist is okoztak az OCM-1 sejtekben (27., 28. 29. abra). Ez a hatas
legkevésbé kifejezett mértékben a chelidoninra volt jellemzé (27. abra), mig a
sanguinarin és a chelerytrin eseteiben a hatas kifejezettebb volt
(28., 29. dbra). Sanguinarint és chelerytrint alkalmazva mar a 4 6ras kezelés
is szamottevé nekrozist okozott, mig a chelidonin a nekrotikus sejtek aranyat
alig fokozta.
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27. abra.

Chelidonin okozta nekroézis indukcio Pl kirekesztés/annexin V-FITC ko6to

assay-jel vizsgalva.
A sejteket 4 és 24 6raig inkubaltuk (fehér és fekete oszlopok) a jelzett
koncentraciokkal. Az abra legalabb harom egymastél fliggetlen kisérlet
eredményeinek atlagat tunteti fel (S.D.).

45



100

80

40

20

o ml
0 1 4 8

Koncentracio (ug/ml)

Nekrotikus sejtek %-os aranya

28. abra.

Sanguinarin okozta nekrozis indukcioé Pl kirekesztés/annexin V-FITC k6té
assay-jel vizsgalva.
A sejteket 4 és 24 o6raig inkubaltuk (fehér és fekete oszlopok) a jelzett
koncentraciokkal. Az abra legalabb harom egymastél fliggetlen kisérlet
eredményeinek atlagat tinteti fel (S.D.).
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29. abra.

Chelerytrin okozta nekrézis indukcio Pl kirekesztés/annexin V-FITC ké6to
assay-jel vizsgalva.
A sejteket 4 és 24 6réig inkubaltuk (fehér és fekete oszlopok) a jelzett
koncentraciokkal. Az dbra legalabb harom egymastdl fuggetlen kisérlet
eredményeinek atlagat tinteti fel (S.D.).
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Mintegy 10% volt mar kiindulaskor is a nekrotikus sejtek aranya, a
chelidonin hatésara ez az arany meég 48 O6ra alatt is csak 20-25%-kal

emelkedett meg.

Ugy tiinik, hogy a chelidonin hatasara valamint a sanguinarin és a
chelerytrin jelenlétében a nekrozis indukaldsdban kialakuld jelentds
kOlbnbségek a kilénbdzd alkaloidok eltéré antiproliferativ  hatasaval
magyarazhatok (19. &bra). Erdekes konklGziét lehet levonni abbdl, ha
6sszehasonlitiuk a nekrotikus és az apoptétikus sejtek aranyat egy-egy
alkaloidnal (24., 25., 26., valamint 27., 28., 29. abrak).

A chelidonin esetében az apoptétikus sejtek szama szignifikdnsan
félilmulja a nekrotikus sejtekét utalva arra, hogy az alkalmazott kisérletes
kértlmények kdzott a chelidonin predominansan apoptoétikus tipusu sejthalalt
okozott. Ugyanakkor gy tlinik, hogy a sanguinarin és a chelerytrin esetében
a két sejthalal tipus versenyez egymassal és az eredd hatas (az apoptoétikus
és nekrotikus sejtek aktualis aranya) a koncentraciotol, az inkubalasi id6tél

€s az egyéb korllmeényektél (pl. a sejtek 6sszecsapzddasatdl) figg.

Altalanos szabalyként megallapithat6, hogy nagyobb koncentracional a
nekrézis a dominans sejthalalforma, mig kisebb dbdzis esetén az apoptdzis
hatékonysaga foélilmualhatia a nekrozisét. Ezek az eredmények jo
dsszhangban allnak a fénymikroszk6pos morfologiai eltérésekkel (20. abra)
€s magyarazzak a sanguinarin és a chelerytrin bifazisos mintgjat (25., 26.,
valamint 28., 29. abrak). Ezeket az eredményeket Ujra csak megerésitik a
sejtek aramlasi citometrias fényszérodasos tulajdonsagai (azaz a méret és a

morfolégia).

Az id6ben el6rehalad6 valtozasok és a sejtek fényszorédasos
tulajdonsagai alatamasztjak azt a nézetet, hogy azok a sejtek, amelyeket
chelidoninnal kezeltiink féleg apopt6zist mutattak, mig a sanguinarin és a
chelerytrin bimodalis sejthalalt okoztak. A sanguinarin altal okozott bimodalis
sejthalalt korabban mar szamos sejttipusnal leirtak (Ding és mtsai, 2002;
Weerasinghe és mtsai, 2001) azt sugallva, hogy ez egy altalanos jelenség.
A sanguinarin és a chelerytrin altal okozott sejtszinti valasz kdzotti
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hasonlésagok feltételezhetéen a két alkaloid koz6tti  szerkezeti
hasonl6sagokbdl adédnak (Chaturvedi és mtsai, 1997).

4.2. Az s"UMP hatasa OCM-1 sejtekre

4.2.1. MTT-assay

El8sz6r az MTT-assay-t végeztik el azért, hogy vizsgaljuk a kilénbdz8
dozisokat es a kulonb6zé idbtartaml kezeléseket a sejtproliferaciéra
(30. 4bra).
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30. abra.

YR

MTT-assay-jel vizsgalva.
Az abra legalabb harom egymastdl fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagat
tinteti fel (SEM). A akontrollhoz viszonyitott szignifikans eltéréseket jeldli.

Ezekben a kisérletekben az anyagokat csak egyszer adtuk az OCM-1
sejtekhez T=0 idépontban. 24 6ras kezelés utan a sejtek életképessége mind
a négy vizsgalt koncentracidban (6, 30, 150 és 300 uM, amelyek 1, 10, 50 és

100 pg/ml-rel ekvivalensek) csékkent. Szamos lehetséges magyarazat van a
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sejtek életképességének csdkkenésére, kbztlik az apoptdzis is. Azért, hogy
informéaciét nyerjink az s*UMP hatasmechanizmusarél elészér a nukleotid
OCM-1 sejtmorfolégiara gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Szamos kisérletet
végeztink — ugyanazon protokollokat hasznalva a kezelésre —, amelyeket a
30. dbra mutat.

4.2.2. Morfoldgiai elvaltozasok

Itt a morfolégidban bekdvetkezé valtozasokat mutatjuk be 150 puM
s'UMP hatasara 48 és 72 6ras kezelések utan. A médositott nukleotid
hatdsara a morfolégiaban karakterisztikus apoptotikus valtozasokat és
csokkent sejtszamot lathatunk a kontroll OCM-1 sejtekhez képest az s*UMP
kezelés utan (31., 32., 33. 4brak).

31. abra.
Kontroll OCM-1 sejtek morfoldgiaja 48 oras szaporitas utan.
A sejteket May-Griinwald-Giemsa festékkel festettiik és
Zeiss Axivert 135 mikroszkoppal fényképeztik (N: 200X).
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32. abra.
Az s*UMP hatasa az OCM-1 sejtek morfologiajara
150 pM (50 pg/ml) s’UMP 48 oras kezelése utan.
A sejteket May-Griinwald-Giemsa festékkel festettiik és
Zeiss Axivert 135 mikroszkoppal fényképeztik (N: 200X).

33. abra.
Az s*UMP hatasa az OCM-1 sejtek morfologiajara
150 pM (50 pg/ml) s’UMP 72 oras kezelése utan.
A sejteket May-Griinwald-Giemsa festékkel festettiik és
Zeiss Axivert 135 mikroszkoppal fényképeztik (N: 200X).
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4.2.3. A DNS fragmentacio értékelése

Az apoptdzis egyik markans jele a DNS degradaciéo megjelenése és a
karakterisztikus DNS-Iétra jelenléte mintegy 180 nukleotidnyi fragmentekkel.
Az OCM-1 sejteket 30 pM (10 pg/ml) s*UMP-vel kezeltik 24 és 48 6ran at,
aztan a DNS-t izolaltuk és elemeztik agar6z gél elektroforézissel.

A DNS-degradacié idéfuggd volt, bizonyitva ezzel az apoptotikus

degradécio karakterisztikus jeleit (34. abra).

34. abra
OCM-1 sejtek DNS fragmentaciéja 30 puM (10 pg/ml) s*UMP hatasara.
1: kontroll, 2: 24 6rés kezelés utan, 3: 48 6ras kezelés utan

4.2.4. A kaszpaz-9 aktivitas mérése

Az s*UMP tovabbi hatdsmechanizmusanak vizsgalatara meghataroztuk
a kaszpaz-9 aktivitast a kezelés el6tt és utan (35. abra).

A kaszpaz-9 aktivitas 90 uM (30 pg/ml) s*UMP-vel valé kezelés
hatdsara 48 6ra mulva volt a legmagasabb.
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35. abra

Kaszpaz-9 aktivalodas 90 pM (30 pg/ml) s*UMP kezelés hatasara.
C: kontroll, T: kezelt sejtek.
Az abra legalabb harom egymastdl figgetlen kisérlet eredményeinek atlagat
és szorasat tlnteti fel.

A DNS-degradacié mintazata és a megemelkedett kaszpaz-9 aktivitas
nyomatékosan azt sugallta, hogy az s*UMP apoptézist okozott.

4.2.5. Aramlasi citometria s*UMP-vel val6 kezelés utan

Ezt kovetben meghataroztuk az annexin-pozitiv és annexin és
propidium-jodid-pozitiv sejtek aranyat FACS analizissel ugyszintén a kezelés
elétt és utan. Az eredmény (l. Tablazat) azt jelezte, hogy az s*UMP

hatdsanak f6 modja apoptdzis indukcié és csak masodlagosan jelentkezhet
nekrozis.
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Kezelés
idétartama KONTROLL KEZELT
(h) Annexin Annexin-PI*- Annexin Annexin-PI*-
pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv

0 33% 6% 33% 7%
24 21% 8% 41% 8%
48 15% 6% 46% 15%

*Propidium-jodid
|. Tablazat

Annexin-pozitiv és annexin-PI*-pozitiv sejtek aranyanak valtozasa
s*UMP kezelés hatasara.
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5. MEGBESZELES

5.1. Benzofenantridin alkaloidok hatasa

A benzofenantridin alkaloidokrél korabban bebizonyitottdk mar, hogy
kilénb6z6 tipust daganatokban a tumor sejtek ndvekedését gatoljak
(Vavreckova és mtsai, 1996; Chmura és mtsai, 2000; Ahmad és mtsai, 2000;
Adhami és mtsai, 2003; Adhami és mtsai, 2004; Panzer és mtsai, 2001).

Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy hasonldé antiproliferativ hatast
kifejtenek-e az OCM-1 uvedlis melanoma sejteken is.

Ha a benzofenantridin alkaloidokkal kapcsolatos eredményeket
Osszesitjuk, lathatjuk, hogy bar kilénb6zé mértékben, de a vizsgalt
alkaloidok az OCM-1 uvealis melanoma sejtekben apoptozist is, valamint
nekrézist is okoztak. Mig a chelidonin predominansan apoptézis tipusu
sejtpusztulast indukalt, addig a chelerytrin és a kémiai szerkezetét tekintve
pseudochelerytrinnek is nevezett sanguinarin inkdbb bimodalis sejthalalt
okozott, vagyis egyidejlleg volt jelen apoptdzis is €s nekrozis is.

A vizsgalatainkban megfigyelhetd eltéré antiproliferativ effektust
— amely jelentésen csékkent mértéki volt a chelidonin esetében, szemben a
sanguinarinnal és a chelerytrinnel — korabban is leirtdk mar kilénb6z6
sejttipusok esetében (Faddeeva és mtsa, 1997; Vavreckova és mtsai, 1996).

Ezek az eredmények arra forditottak figyelmiinket, hogy az ilyen tipusu
benzofenantridin alkaloidok valészinileg felhasznalhatok lehetnek az uvedlis
melanoma kezelésében. Mivel kdzilik mindegyik rendelkezik apoptétikus
potenciallal (Habermehl és mtsai, 2006), ezért vélhet6leg nemcsak jé
kemoterapias vegyuletek valhatnanak bel6élik, hanem hozzajarulhatnak az

uvedlis melanomak sikeres immunoterapiajanak fejlesztéséhez is.

Amellett, hogy a dendrit-sejt alapu immunoterapiakban az uvedlis
melanoma sejtek esetében biztatdé eredményeket lehet elérni apoptdzis

indukcidban (Shaif-Muthana és mtsai, 2000), kombinacidban a kostimulans
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molekuldk termékeivel ezen tumorok adjuvans kezelésének Ujszeri
lehet&ségei is nyilhatnak (Carlring és mtsai, 2003).

Ismereteink szerint ez az elsé tanulmany, amely a benzofenantridin
alkaloidok tumor ellenes lehet6ségét vizsgalja.

Mindamellett még tovabbi vizsgalatok szikségesek ahhoz, hogy a

pontos mechanizmust és a lehetséges szévédményeket tisztdzzuk.

5.2. Az s’UMP kezelés hatasa

Munkacsoportunk  korabban mar  beszamolt egy kizarodlag
4-tio-dezoxiuridilatbdl allé 35-tagu oligonukleotid molekula in vitro anti-HIV-
virus hatasarél. A molekula részletes hatdsmechanizmusanak vizsgélata
vezetett arra az eredményre, hogy a 4-tio-dUMP monomer szamos sejtvonal
— kodztik az OCM-1 uvedlis melanoma sejtek — életképességét csdkkenti.
Ez az eredmény azért volt varatlan, mert a kizardlag 4-tio-dezoxiuridilatbol
allé oligonukleotidok révidebb lanchosszusagoknal elvesztették bioldgiai

aktivitasukat.

Mivel mind a ribo-, mind a dezoxiribonukleotid (s*UMP és az s*dUMP)
hatdsa a sejtek életképességének csdkkenésére azonos volt, ezért az

Osszes vizsgalatban a ribo-szarmazékot hasznaltuk.

Mivel kémiai szerkezetét tekintve az s*UMP egy nukleotid, ezért nem
valészinl, hogy bejut a sejtbe, ezért az apoptdzis indukalé aktivitasa a
mébdosult nukleotid és a sejtfelszini proteinek kdz6tti interakcioknak a
kdvetkezménye (Bretner és mtsai, 1993). Mindez kémiailag alatdmaszthato,
mivel a 4-tiono csoport hajlamos tautomer atalakulason atmenni és igy
reaktiv —SH-csoportokat képezni a 4-es pozicidban (Simuth és mtsai, 1970).
Ezek kdlcsdnhatasba keriilhetnek a sejtfelszini fehérjék —SH-csoportjaival és
igy diszulfid hidakat alkothatnak. A sejtfelszin reduktiv funkcidja a sejtfelszini
szulfhidril-csoportok — mint példaul a protein diszulfid izomeraz -

kbzvetitésével mar ismert tény (Mandel és mtsai, 1993; Terada és mtsai,
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1995). Elképzelhets, hogy az s*UMP targetjei ezek az —SH-tartalmu
proteinek.

A fent emlitett hatdsmechanizmussal ésszhangban azt talaltédk, hogy a
4-tiouridilat egy dezoxi oligomerje, az (s*dU)35 reakciéba Iéphet a sejtfelszini
tioredoxinnal (Horvath és mtsai, 2005). Tovabbi vizsgalatok szlkségesek,
hogy meg lehessen magyarazni az s*UMP pontos hatdsmechanizmusat és
hogy azonosithassuk azokat a lehetséges proteineket, amelyek interakciéba

lépnek a tiolalt nukleotiddal.

Az s*UMP effektusat MTT-assay-jel vizsgalva bebizonyosodott, hogy a
hatds do6zisfiggd, de a vegyllet telitettségét csak magas koncentracional
érjik el.

Amikor az inhibitor koncentréciéja 6 uM (2 pg/ml s*UMP) volt, akkor a
sejtek életképességének csbkkenése 24 oOra alatt 20%-0s volt és a
300 uM-os nukleotid koncentracié sem volt hatasosabb, mint a 150 uM-os.
Az a megfigyelés, hogy a gatlé hatas telitédhet, egyezik azzal a feltételezett
hatasmechanizmussal, hogy a nukleotid interakciéba lép a sejtfelszini
proteinekkel.

A 30 uM-os (10 pg/ml) s*UMP hatasait vizsgalva megallapithaté, hogy a
sejtek életképességének csbkkenése 24, 48 és 72 éra mulva 32%, 40% és
9% volt. A 72 6ras inkubacié utani mindéssze 9%-o0s életképességcsdkkenés
jelzi, hogy ekkorra a sejtek kiheverték a 48 06ras kezelésnél mért
életképességcsbdkkenést (40%), valdszinlileg metabolizdlva a nukleotid
analogot. Ez a megfigyelés magyarazatul szolgalhat a vegyilet nem toxikus

természetére.

Ugyanis az s*UMP-vel kapcsolatos egy korabbi in vivo kisérletben
bizonyitast nyert, hogy ez a vegyllet egérbe 1g/tskg dbzisban beadva sem
toxikus. Azt a két latszdlag egymasnak ellentmondd tényt — az apoptdzis
indukalé hatast és a vegyulet non-toxikus természetét — 0gy tudjuk
magyarazni, ha feltételezziik, hogy a vegyllet metabolizalédhat a sejtben és
a sejtek ezért heverték ki a kezelést relative hosszu inkubéacios id6 utan is.

A vegyullet hatasmechanizmusanak tisztdzasahoz elvégeztik a DNS
degradacios tesztet és a kaszpaz-9 aktivitds mérését is. Az utobbit azért,
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mert az apoptotikus eseménysor elinditdsdban és végrehajtasdban
kulcsszerep harul a kaszpazokra.

A kaszpazok tulajdonképpen cisztein-proteazok, melyek
szubsztratjaikat az aszparaginsav utan hasitjak. A kaszpazoknak, mint
enzimcsaladnak szamos tagjat és szerepét azonositottak mara és funkciojuk
szerint tbb csoportba sorolték 6ket. Vannak kdzullk olyanok, amelyek az
apoptétikus folyamatban el6szér aktivalodnak: ezek az iniciatorkaszpazok.
Ezek a kaszpaz-2, -8, -9, -10.

A citokrom-c a citoplazmaban egy masik kulcsfaktorral, az APAF-1-gyel
(apoptosis activating factor), valamint a dATP-vel vagy ATP-vel egydtt alkotja
az apoptoszémat (Kroemer és mtsa, 2000). Ennek a nagy, tdbbtagu
komplexnek a tagja a kaszpaz-9 is. A komplex feladata a kaszpaz-9
aktivalasa és ezzel a kaszpazkaszkad elinditasa (Bernardi €s mtsai, 1999;
Budihardjo és mtsai, 1999; Chao és mtsa, 1998; Crompton, 1999).

A citokrém-c-kibocsatas és a kibocsatas modjatol  fliggd
mitokondriummembran-depolarizacié elébb kdvetkezik be, mint a kaszpazok

— féként pedig az effektorkaszpazok — aktivaciéja (Daugas és mtsai, 2000).

A FACS analizis és az elébbi vizsgalatok eredményei is megegyeznek
az apoptotikus folyamat eredményeivel, de a pontos mechanizmus még nem

ismert.

Kisérleteinkben elészér tanulmanyoztuk az s*UMP apopt6zis indukalé
hatasat. Vizsgélatainkhoz egy kuléndsen agressziv és rezisztens sejtvonalat,

az OCM-1 uvealis melanoma sejtvonalat hasznaltunk.

YV

Az uvedlis melanomak proliferacidjanak gatlasara alkalmazott
benzofenantridin alkaloidokat és az s*UMP-t 6sszehasonlitva megallapithatd,
hogy mindkét vegylletnek van elénybs és kevésbé elényds tulajdonsaga.
Az alkaloidok Iényegesen agresszivebb antitumor agensek, de sokkal
toxikusabbak is. Az s*UMP nem annyira toxikus, viszont kevésbé erds
antiproliferativ hatassal rendelkezik.
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5.3. Szabadalom

A kisérleteinkben hasznalt s*UMP-vel kapcsolatban a Debreceni
Egyetem, illetve a DANUBIA Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.,, mint
meghatalmazott szabadalmat nyujtott be a Magyar Szabadalmi Hivatalba
2006. januarban.

A szabadalmat ,Mononukleotidok és nukleozidok Uj gybégyaszati
alkalmazasa” cimmel P 0600042 szammal jegyezték be.

A szabadalom feltalaloéi: Dr. Aradi Janos, Dr. Féslis Laszlé és Dr. Beck

Zoltan.
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6. UJ EREDMENYEK

Az utdbbi évtizedekben sokat fejl6ddtt a tumorkutatds, sokat sikerdlt
Azonban a kezelésben tovabbra sincs még a lehetéségeink kozoétt az
antiproliferativ terapia. Munkank soran az uvealis melanoma antiproliferativ

kezelésének lehetdségeit vizsgaltuk kisérletes kdrliimények kdzott.

1. Siker(lt vizsgalatainkhoz olyan agressziv tumorfajtat szerezni, amely
a tobbi uvealis melanomahoz képest is kitlinik nagy proliferaciés
képességével. Az OCM-1 sejtvonal ilyennek bizonyult. Elséként prébaltuk ki
és bizonyitottuk laboratériumi kérilmenyek kodzoétt a benzofenantridin
alkaloidok huméan uvealis melanoma sejtekre gyakorolt antiproliferativ

hatasat.

2. A proliferaci6 gatlasaban els6ként valasztott benzofenantridin
alkaloidok alkalmazasaval sikerllt szignifikans sejtpusztulast elérni.
Ez fénymikroszkoposan is jél detektalhat6 volt és biokémiai médszerekkel is
lehetett a sejtek életképességének csdkkenését igazolni. Mindharom altalunk
kiprobalt benzofenantridin alkaloid okozott apoptoézist és nekrézist is, de
eltér6 meértékben. A kontrollhoz viszonyitva a valtozds mindig szignifikans
eltérést igazolt. A chelidonin elsésorban apoptdzist, mig a sanguinarin €s a
chelerythrin az apopt6zis mellett jelent6sebb mértékl nekrdzist is okozott, igy
az utobbi két vegyulet altal okozott hatast elsésorban bifézisos eltéréskent
jellemezhetjik. A kivaltott hatasok dozisfiiggdek voltak.

3. Az OCM-1 huméan uvedlis sejtek gatlasaban tovabbi biztaté
eredményt értiink el egy nukleotid, az s*UMP alkalmazasaval.
Kisérleteinkben elészér tanulmanyoztuk az s*UMP apoptézis indukald
hatasat és el6szor vizsgaltuk OCM-1 uvedlis sejtekre kifejtett hatasat.
Vizsgalatainkban igazolni tudtuk, hogy ez a természetben is el6forduld
nukleotid az OCM-1 sejtekben apoptdzist indukalt.
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Tovabbi kisérletekre van szikség a pontos és részletes
hatdsmechanizmus tisztdzadsara, de a késObbiekben a fent emlitett
vegylletekkel vagy modositott valtozataikkal sikertlhet az uvealis melanoma

kezelésében megteremteni az antiproliferativ lehetéséget.

60



7. IRODALOMJEGYZEK

7.1. Hivatkozott k6zlemények jegyzéke

1. Adhami V.M., Aziz M.H., Mukhtar H., Ahmad N.: Activation of prodeath
Bcl-2 family proteins and mitochondrial apoptosis pathway by
sanguinarine in immortalized human HaCaT keratinocytes. Clin.
Cancer Res. 9, 3176-3182 (2003).

2. Adhami V.M., Aziz M.H., Reagan-Shaw S.R., Nihal M., Mukhtar H.,
Ahmad N.: Sanguinarine causes cell cycle blockade and apoptosis of
human prostate carcinoma cells via modulation of cyclin kinase
inhibitor-cyclin-cyclin-dependent kinase machinery. Mol. Cancer Ther.
3, 933-940 (2004).

3. Ahmad N., Gupta S., Husain M.M., Heiskanen K.M., Mukhtar H.:
Differential antiproliferative and apoptotic response of sanguinarine for
cancer cells versus normal cells. Clin. Cancer Res. 6, 1524-1528
(2000).

4. Albert D.M., Niffenegger A.S., Willson J.K.: Treatment of metastatic
uveal melanoma: review and recommendations. Surv. Ophthalmol. 36,
429-438 (1992).

5. Alberth B., Berta A.: Szemléletvaltozasok az intraocularis melanomak
kezelésében. Szemészet 126, 67-70 (1989).

6. Alberth B., Berta A., Marek P.: Chorioidea melanomak contact béta-
sugarkezelése Ruthenium applicatorokkal. Szemészet 129, 56-57
(1992).

7. Andrawiss M., Maron A., Beltran W., Opolon P., Connault E., Griscelli
F., Yeh P., Perricaudet M., Devauchelle P.: Adenovirus-mediated
gene transfer in canine eyes: a preclinical study for gene therapy of
human uveal melanoma. J. Gene Med. 3, 228-239 (2001).

61



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Aradi J., Ho Y.K.: Antitemplate effect of polynucleotides and their
hybrid complexes. Cancer Biochem. Biophys. 7, 349-359. (1985)

Ardjomand N., Schaffer G., Radner H., EI-Shabrawi Y.: Expression of
somatostatin receptor in uveal melanomas. Invest. Ophthalmol. Vis.
Sci. 44, 980-987 (2003).

Augsburger J.J., Schneider S., Freire J., Brady L.W.: Survival
following enucleation versus plaque radiotherapy in statistically
matched subgroups of patients with choroidal melanomas: results in
patients treated between 1980 and 1987. Graefes Arch. Clin. Exp.
Ophthalmol. 7, 558-567 (1999).

Bacso6 Z., Eliason J.F.: Measurement of DNA damage associated with
apoptosis by laser scanning cytometry. Cytometry 45, 180-186 (2001).

Bacsé Z., Everson R.B., Eliason J.F.: The DNA of annexin V-binding
apoptotic cells is highly fragmented. Cancer Res. 60, 4623-4628
(2000).

Baggetto L.G., Gambrelle J., Dayan G., Labialle S., Barakat S.,
Michaud M., Grange J.D., Gayet L.: Major cytogenetic aberrations and
typical multidrug resistance phenotype of uveal melanoma: current
views and new therapeutic prospects. Cancer Treat. Rev. 31, 361-379
(2005).

Bajcsay A., Banfalvi T., Berta A., Hajda M., Németh Gy., Récsan Zs.,
Salacz Gy., Siveges [, Téth J.: A szem és adnexumainak
rosszindulatl daganatai. in: Késler Miklés /Szerk./: Az onkoterapia
irdnyelvei. 661-702 B + V Lap- és Kdényvkiadé Kft, Budapest, 2001.

Bene L., Bodnar A., Damjanovich S., Vamosi G., Bacso6 Z., Aradi J.,
Berta A., Damjanovich J.: Membrane topography of HLA |, HLA I, and
ICAM-1 is affected by IFN-gamma in lipid rafts of uveal melanomas.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 17, 678-683 (2004).

Bernardi P., Scorrano L., Colonna R., Petronilli V., Di Lisa F.:
Mitochondria and cell death. Mechanistic aspects and methodological
issues. Eur. J. Biochem. 264, 687-701 (1999).

62



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Berta A: Szemfenéki daganatok laser-therapiaja. Ujabb Eredmények a
Szemészetben. Az Orszagos Szemészeti Intézet kiadvanyai. 1989/1:
55-82 (1989).

Berta A., Kolozsvari L., Rigé Gy., Damjanovich J., Alberth B.:
Intraocularis tumorok Ruthenium irradiatiéjaval szerzett
tapasztalataink. Az elsé négy év eredményei. Szemészet 128, 16-17
(1991).

Berta A., Damjanovich J., Vezendi L.: Az intraocularis daganatok
diagnosztikdja és terapidgja |. Chorioidea melanoma. Ujabb
eredmények a szemészetben. Az Orszdgos Szemészeti Intézet
Kiadvanyai. Budapest, 1997/1, 5-16 (1997).

Berta A., Damjanovich J.: Az intraocularis daganatok korai
felismerésének és eredményes kezelésének lehetdéségei. Haziorvos
Tovabbképzd Szemle 3, 28-30 (1998).

Berta A., Damjanovich J., Vezendi L.: Az intraocularis daganatok
korszer( ellatasa. Korhaz 5, 19-21 (1998).

Berta A.: A szemben |évé festékes daganatok sugarkezelése ruténium

applikatorokkal. Szemsugar 6, 4-5 (1999).

Berta A., Damjanovich J.: Kontakt-Strahlenbehandlung von
Chorioidea-Melanomen und Retinoblastomen mit Ruthenium-106-
Augenapplikator an der Universitats-Augenklinik von Debrecen
(abstract). Ophthalmologe 97, S152 (P 688) (2000).

Berta A.: Radiotherapy of intraocular tumors with Ruthenium-106-
containing, beta-emitting ophthalmic applicators. Experiences with
treatments performed between 1986 and 1999 in Hungary.
Magy. Onkol. 49, 53-57 (2005).

Bhouri L., Lumbroso L., Levy C., Dendale R., Asselain B., Plancher C.,
Sastre X., Desjardins L.: Bilateral uveal melanomas. Five case
reports. J. Fr. Ophtalmol. 26, 149-153 (2003).

63



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Bretner M., Kulikowski T., Dzik J.M., Balinska., Rode W., Shugar D.:
2-Thio derivatives of dUrd and 5-fluoro-dUrd and their
5'-monophosphates: synthesis, interaction with tumor thymidylate
synthase, and in vitro antitumor activity. J. Med. Chem. 36, 3611-3617
(1993).

Budihardjo I., Oliver H., Lutter M., Luo X., Wang X.: Biochemical
pathways of caspase activation during apoptosis. Ann. Rev. Cell Dev.
Biol. 15, 269-290 (1999).

Carlringd., Shaif-Muthana M., Sisley K., Renniel.G., Murray A.K.:
Apoptotic cell death in conjunction with CD80 costimulation confers
uveal melanoma cells with the ability to induce immune responses.
Immunology 709, 41-48 (2003).

Chao D.T., Korsmeyer S.J.: BCL-2 family: regulators of cell death.
Ann. Rev. Immunol. 16, 395-419 (1998).

Chaturvedi M.M., Kumar A., Darnay B.G., Chainy G.B., Agarwal S.,
Aggarwal B.B.: Sanguinarine (pseudochelerythrine) is a potent
inhibitor of NF-kappaB activation, IkappaBalpha phosphorylation, and
degradation. J. Biol. Chem. 272, 30129-30134 (1997).

Chmura S.J., Nodzenski E., Weichselbaum R.R., Quintans J.: Protein
kinase C inhibition induces apoptosis and ceramide production
through activation of a neutral sphingomyelinase. Cancer Res. 56,
2711-2714 (1996).

Chmura S.J., Dolan M.E., Cha A., Mauceri H.J., Kufe D.W.,,
Weichselbaum R.R.: In vitro and in vivo activity of protein kinase C
inhibitor chelerythrine chloride induces tumor cell toxicity and growth
delay in vivo. Clin. Cancer Res. 6, 737-742 (2000).

Coleman K., Baak J.P.A., Diest P.V., Mullaney J., Farrel M., Fentom
M.: Prognostic factors folowing enucleation of 111 uveal melanomas.
Br. Jr. Ophthalmol. 77, 688-692 (1993).

Colombo M.L., Bosisio E.: Pharmacological activities of Chelidonium
majus L. (Papaveraceae). Pharmacol. Res. 33, 127-134 (1996).

64



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Cree I.A.: Chemosensitivity testing as an aid to anti-cancer drug and
regimen development. Recent Results Cancer Res. 1671, 119-125
(2003).

Crompton M.: The mitochondrial permeability transition pore and its
role in cell death. Biochem. J. 341, 233-249 (1999).

Damjanovich J., Berta A.: Ruthenium 106 izotéppal irradialt
intraocularis  daganatok  kiegészité  lézerkezelésével nyert
tapasztalataink. Szemészet 132, 7-10 (1995).

Damjanovich J., Berta A., Vezendi L.: Results of contact beta-
irradiation of choroidal melanomas. Acta Chir. Hung. 36, 67-68 (1997).

Daugas E., Nochy D., Ravagnan L., Loeffler M., Susin S.A,,
Zamzami N., Kroemer G.: Apoptosis-inducing factor (AIF): an
ubiquitous mitochondrial oxidoreductase involved in apoptosis. FEBS
Lett. 476, 118-123 (2000).

de Lange T.: Telomeres and senescence: ending the Debate. Science
279, 334-335 (1998).

de Vries T.J., Trancikova D., Ruiter D.J., van Muijen G.N.:
High expression of immunotherapy candidate proteins gp100, MART-
1, tyrosinase and TRP-1 in uveal melanoma. Br. J. Cancer 78,
1156-1161 (1998).

Debiton E., Madelmont J.C., Legault J., Barthomeuf C.: Sanguinarine-
induced apoptosis is associated with an early and severe cellular
glutathione depletion. Cancer Chemother. Pharmacol. 571, 474-482
(2003).

Ding Z., Tang S.C., Weerasinghe P., Yang X., Pater A., Liepins A.:
The alkaloid sanguinarine is effective against multidrug resistance in
human cervical cells via bimodal cell death. Biochem. Pharmacol. 63,
1415-1421 (2002).

Djukanovic D., Hofman U., Sucker A., Rittgen W., Schadendorf D.:
Comparison of S100 protein and MIA protein as serum marker for

malignant melanoma. Anticancer Research 20, 2203-2208 (2000).

65



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Egan C.A., Savre-Train |, Shay J.W., Wilson S.E., Bourne W.M.:
Analysis of telomere lenghts in human corneal endothelial cells from
donors of different ages. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 39, 648-653
(1998).

Faddeeva M.D., Beliaeva T.N.: Sanguinarine and ellipticine cytotoxic
alkaloids isolated from well-known antitumor plants. Intracellular

targets of their action. Tsitologiia. 39, 181-208 (1997). (in russian)

Gerlier D., Thomasset N.: Use of MTT colorimetric assay to measure
cell activation. J. Immunol. Methods 94, 57-63 (1986).

Habermehl D., Kammerer B., Handrick R., Eldh T., Gruber C.,
Cordes N., Daniel P.T., Plasswilm L., Bamberg M., Belka C.,
Jendrossek V.: Proapoptotic activity of Ukrain is based on
Chelidonium majus L. alkaloids and mediated via a mitochondrial
death pathway. BMC. Cancer. 17, 6-14 (2006).

Hadden P.W., Damato B.E., McKay I.C.: Bilateral uveal melanoma:
a series of four cases. Eye 17, 613-616 (2003).

Hanauske A.R.: The development of new chemotherapeutic agents.
Anticancer Drugs 7 Suppl 2, 29-32 (1996).

Harbour J.W., Char D.H., Kroll S., Quivey J.M., Castro J.: Metastatic
risk for distinct patterns of postirradiation local recurrence of posterior
uveal melanoma. Ophthalmology 704, 1785-792 (1997).

Heine B., Coupland S.E., Kneiff S., Demel G, Bornfeld N, Hummel M,
Stein  H.: Telomerase expression in uveal melanoma.
Br. J. Ophthalmol. 84, 217-223 (2000).

Horvath A., Aradi J.: Advantages of sodium perchlorate solution as
mobile phase for purification of synthetic oligonucleotides by anion
exchange chromatography. Anal. Biochem. 338, 341-343 (2005).

Horvath A., Tékés S., Hartman T., Watson K., Turpin J.A., Buckheit
R.W. Jr, Sebestyén Z., Sz6ll6si J., Benké |., Bardos T.J., Dunn J.A,,
Fésis L., Toth F.D., Aradi J.: Potent inhibition of HIV-1 entry by
(s4dU)35. Virology 334, 214-223 (2005).

66



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Hu D.N., Yu G.P., McCormick S.A., Schneider S., Finger P.T.:
Population-based incidence of uveal melanoma in various races and
ethnic groups. Am. J. Ophthalmol. 740, 612-617 (2005).

Hurks H.M., Metzelaar-Block J.A., Mulder A., Claas F.H.,
Jager M.J.: High frequency of allele-specific down-regulation of HLA
class | expression in uveal melanoma cell lines. Int. J. Cancer 85,
697-702 (2000).

Hurks H.M., Metzelaar-Blok J.A., Barthen E.R., Zwindermann A.H.,
De Wolf-Rouendaal D., Keunen J.E., Jager M.J.: Expression of
epidermal growth factor receptor: Risk factor in uveal melanoma.
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 41, 2023-2027 (2000).

ljland S.A., Jager M.J., Heijdra B.M., Westphal J.R., Peek R.:
Expression of angiogenic and immunsuppressive factors by uveal
melanoma cell lines. Melanoma Res. 9, 445-450 (1999).

Jagiello-Wojtowicz E., Jusiak L., Szponar J., Kleinrok Z.: Preliminary
pharmacological evaluation  of  chelidonine in rodents.
Pol. J. Pharmacol. Pharm. 41, 125-131 (1989).

Kan-Mitchell J., Mitchell M.S., Rao N., Liggett P.E.: Characterization of
uveal melanoma cell lines that grow as xenografts in rabbit eyes.
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 30, 829-834 (1989).

Klisovic D.D., Klisovic M.l., Effron D., Liu S., Marcucci G., Katz S.E.:
Depsipeptide inhibits migration of primary and metastatic uveal
melanoma cell lines in vitro: a potential strategy for uveal melanoma.
Melanoma Res. 15, 147-153 (2005).

Kodjikian L., Grange J.D., Baldo S., Baillif S., Garweg J.G., Rivoire M.:
Prognostic factors of liver metastases from uveal melanoma.
Graefes Arch. Clin. Exp. Ophthalmol. 243, 985-993 (2005).

Kopper L., Jeney A.: Onkoldgia a génektdl a betegségig. Medicina
Kényvkiadd RT. Budapest, 2002.

Kroemer G., Reed J.C.: Mitochondrial control of cell death. Nat. Med.
6, 513-519 (2000).

67



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Labialle S., Dayan G., Gambrelle J., Gayet L., Barakat S.,
Devouassoux-Shisheboran M., Bernaud J., Rigal D., Grange J.D.,
Baggetto L.G.: Characterization of the typical multidrug resistance
profile in human uveal melanoma cell lines and in mouse liver
metastasis derivatives. Melanoma Res. 15, 257-266 (2005).

Lenfeld J., Kroutil M., Marsalek E., Slavik J., Preininger V., Simanek
V.: Antiinflammatory activity of quaternary benzophenanthridine
alkaloids from Chelidonium majus. Planta Med. 43, 161-165 (1981).

Lipsett M.N.: The isolation of 4-thiouridylic acid from the soluble
ribonucleic acid of Escherichia coli. J. Biol. Chem. 710, 3975-3978
(1965).

Lutz J.M., Cree I., Sabroe S., Kvist T.K., Clausen L.B., Afonso N.,
Ahrens W., Ballard T.J., Bell J., Cyr D., Eriksson M., Fevotte J.,
Guenel P., Hardell L., Jockel K.H., Miranda A., Merletti F., Morales-
Suarez-Varela M.M., Stengrevics A., Lynge E.: Occupational risks for
uveal melanoma results from a case-control study in nine European
countries. Cancer Causes Control 16, 437-447 (2005).

Luyten G.P., van der Spek C.W., Brand I., Sintnicolaas K., Waard-
Siebinga |., Jager M.J., de Jong P.T., Schrier P.l., Luider T.M.:
Expression of MAGE, gp100 and tyrosinase genes in uveal melanoma
cell lines. Melanoma Res. 8, 11-16 (1998).

Ma L., Krishnamachary N., Center M.S.: Phosphorylation of the
multidrug resistance associated protein gene encoded protein P190.
Biochemistry 34, 3338-3343 (1995).

Mandel R., Ryser H.J., Ghani F., Wu M., Peak D.: Inhibition of a
reductive function of the plasma membrane by bacitracin and
antibodies against protein disulfide-isomerase. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 90, 4112-4116 (1993).

68



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Mejia-Novelo A., Alvarado-Miranda A., Morales-Vazquez F.,
Gamboa-Vignole C., Nunez-Gomez R., Castaneda-Soto N., Duenas-
Gonzalez A., Candelaria-Hernandez M., Lara-Medina F.:
Ocular metastases from breast carcinoma. Med. Oncol. 21, 217-221
(2004).

Metzelaar-Blok J.A., ter Huurne J.A., Hurks H.M., Keunen J.E.,
Jager M.J., Gruis N.A.: Characterization of melanocortin-1 receptor
gene variants in uveal melanoma patients. Invest. Ophthalmol. Vis.
Sci., 42, 1951-1954 (2001).

Mukherjee A.K., Basu S., Sarkar N., Ghosh A.C.: Advances in cancer
therapy with plant based natural products. Curr. Med. Chem. 8,
1467-1486 (2001).

Nagy P.V., Fehér T., Morga S., Matk6 J.: Apoptosis of murine
thymocytes induced by extracellular ATP is dose- and cytosolic
pH-dependent. Immunol. Lett. 72, 23-30 (2000).

Nicoletti 1., Migliorati G., Pagliacci M.C., Grignani F., Riccardi C.:
A rapid and simple method for measuring thymocyte apoptosis by
propidium iodide staining and flow cytometry. J. Immunol. Methods
139, 271-279 (1991).

Nicolo M., Piccolino F.C., Ghiglione D., Nicolo G., Calabria G.: Multiple
bilateral choroidal metastatic tumors from a small-cell neuroendocrine
carcinoma of unknown primary site. Eur. J. Ophthalmol. 15,148-152
(2005).

Palazzi M.A., Ober M.D., Abreu H.F., Cardinalli I.A., Isaac C.R.,
Odashiro A.N., Burnier Jr M.N.: Congenital uveal malignant
melanoma: a case report. Can. J. Ophthalmol. 40, 611-615 (2005).

Panzer A., Joubert A.M., Bianchi P.C., Hamel E., Seegers J.C.:
The effects of chelidonine on tubulin polymerisation, cell cycle
progression and selected signal transmission pathways. Eur. J. Cell.
Biol. 80, 111-118 (2001).

69



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Plo I., Lautier D., Levade T., Sekouri H., Jaffrézou J.P., Laurent G.,
Bettaieb A.: Phosphatidylcholine-specific phospholipase C and
phospholipase D are respectively implicated in mitogen-activated
protein kinase and nuclear factor kB activation in tumour-necrosis-
factor-a-treated immature acute-myeloid-leukaemia cells. Biochem. J.
351, 459-467 (2000).

Repp A.C., Mayhew E.S., Howard K., Alizadeh K., Niederkorn J.Y.:
Role of fas ligand in uveal melanoma-induced liver damage. Graefe’s
Arch. Clin. Exp. Ophthalmol. 239, 752-758 (2001).

Schaller U.C., Mueller A.J., Bosserhoff A.K., Haraida S., Léhrs U.,
Buettner R., Kampik A.: Melanoma inhibitory activity (MIA).
Ophthalmol. 97, 429-432 (2000).

Shaif-Muthana M., Mclintyre C., Sisley K., Rennie I., Murray A.: Dead
or alive: immunogenicity of human melanoma cells when presented by
dendritic cells. Cancer Res. 60, 6441-6447 (2000).

Sheidow T.G., Hooper P.L., Crukley C., Young J., Heathcote J.G.:
Expression of vascular endothelial growth factor in uveal melanoma
and its correlation with metastasis. Br. J. Ophthalmol. 84, 750-756
(2000).

Simuth J., Scheit K.H., Gottschalk E.M.: The enzymatic synthesis of
poly 4-thiouridylic acid by polynucleotide phosphorylase from
Escherichia coli. Biochem. Biophys. Acta. 204, 371-380 (1970).

Singh A.D., Shields C.L., Shields J.A.: Prognostic factors in uveal
melanoma Melanoma Research 11, 255-263 (2001).

Singh A.D., Topham A.: Incidence of uveal melanoma in the United
States: 1973-1997. Ophthalmol. 770, 956-961 (2003).

Southard G.L., Boulware R.T., Walborn D.R., Groznik W.J.,
Thorne E.E., Yankell SL.: Sanguinarine, a new antiplague agent:
retention and plaque specificity. J. Am. Dent. Assoc. 708, 338-341
(1984).

70



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Streilein J.W., Ksander B.R., Taylor AW.: Immune deviation in relation
to ocular immune privilege. J. Immunol. 158, 3557-3560 (1997).

Stolnicu S., Jung J., Médis L., Berta A., Fodor F.: Morphological study
of cell type and tumor vascularisation in malignant melanomas (MM)
of the choroid and ciliary body. Romanian J. Path. 3, 294-301 (1999).

Slveges |.: Szemészet. Medicina kényvkiadd RT. Budapest. 205-209.
(1998).

Szant6 Janos: Klinikai onkolégia a gyakorlatban. Medicina, Budapest,
334-338 (2005).

Szentesi G., Horvath G., Bori I.,Vamosi G., Széllési J., Gaspar R.,
Damjanovich S., Jenei A., Matyus L.: Computer program for
determining fluorescence resonance energy transfer efficiency from
flow cytometric data on a cell-by-cell basis. Comput. Methods
Programs Biomed. 75, 201-211 (2004).

Teikari J.M., Raivio I.: Incidence of choroidal malignant melanoma in
Finland in the years 1973-1980. Acta Ophthalmol. (Copenh). 63,
661-665 (1985).

Terada K., Manchikalapudi P., Noiva R., Jauregui H.O., Stockert R.J.,
Schilsky M.L.: Secretion, surface localization, turnover, and steady
state expression of protein disulfide isomerase in rat hepatocytes.
J. Biol. Chem. 270, 20410-20416 (1995).

Téth-Molnar E., Hammer H.: Masodik primer malignus daganat
el6forduldsa ocularis melanomés betegek kézoétt. Magy. Onkol. 49,
27-30 (2005).

Udono T., Totsune K., Takahashi K., Abe T., Sato M., Shibahara S.,
Tamai M.: Increased expression of adrenomodulin mRNS in the

tissues of intraocular and orbital tumors. Am. J. Ophthalmol. 129,
555-556 (2000).

Vavreckova C., Gawlik |., Muller K.: Benzophenanthridine alkaloids of
Chelidonium majus; Il. Potent inhibitory action against the growth of
human keratinocytes. Planta Med. 62, 491-494 (1996).

71



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Verbik D.J., Murray T.G., Tran J.M., Ksander B.R.: Melanomas that
develop within the eye inhibit lymphocyte proliferation. Int. J. Cancer
73,470-478 (1997).

Vogt A., Tamewitz A., Skoko J., Sikorski R.P., Giuliano K.A.,
Lazo J.S.: The Benzo[c]phenanthridine alkaloid, sanguinarine, is a
selective, cell-active inhibitor of mitogen-activated protein kinase
phosphatase-1. J. Biol. Chem. 280, 19078-19086 (2005).

Voérésmarthy D.: Szemfenéki melanoma kiirtdsa solaris cauterisatioval.
Szemészet 97, 87-89 (1960).

Voérésmarthy D.: Photocoagulatio. Orvostudomany Akt. Probl. 15,
91-115 (1973).

Walker T.M., Van Ginkel P.R., Gee R.L., Ahmadi H., Subramanian L.,
Ksander B.R., Meisner L.F., Albert D.M., Polans A.S.: Expression of
angiogenic factors Cyr61 and tissue factor in uveal melanoma.
Arch. Ophthalmol. 7120, 1719-1725 (2002).

Weerasinghe P., Hallock S., Tang S.C., Liepins A.: Sanguinarine
induces bimodal cell death in K562 but not in high Bcl-2-expressing
JM1 cells. Pathol. Res. Pract. 197, 717-726 (2001).

Woll E., Bedikian A., Legha S.S.: Uveal melanoma: natural history and
treatment options for metastatic disease. Melanoma Res. 9, 575-581
(1999).

Woodward J.K., Elshaw S.R., Murray A.K., Nichols C.E., Cross N.,
Laws D., Rennie I.G., Sisley K.: Stimulation and inhibition of uveal
melanoma invasion by HGF, GRO, IL-1a and TGF-beta.
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 43, 3144-3152 (2002).

Zhu N.;, Wang Z.: An assay for DNA fragmentation in apoptosis
without phenol/chloroform extraction and ethanol precipitation.
Anal. Biochem. 246,155-158 (1997).

Zierhut M., Streilein J.W., Schreiber H., Jager M.J., Ruiter D.,
Ksander B.R.: Immunology of ocular tumours. Immunol. Today 20,
482-485 (1999).

72



7.2. A disszertacio alapjaul szolgalé in extenso kézlemények

Kemény-Beke A., Aradi J., Damjanovich J., Beck Z., Facsko6 A., Berta A,,
Bodnar A.: Apoptotic response of uveal melanoma cells upon treatment with
chelidonine, sanguinarine and chelerythrine.
Cancer Letters 237, 67-75 (2006).

I.LF.: 2.938

Kemény-Beke A., Berényi E., Facské A., Damjanovich J., Horvath A.,
Bodnar A., Berta A., Aradi J.: Antiproliferative effect of 4-thiouridylate on
OCM-1 uveal melanoma cells.
European Journal of Ophthalmology (K&ézlésre elfogadva és nyomdaba
tovabbitva) (2006).

I.LF.: 0.534

7.3. Mas témaban megjelent és kézlésre benyujtott
kdzlemények

Médis L., Kettesy B., Kemény-Beke A., Berta A.: A cornedlis endothélium
diabetes mellitusban. Szemészet 137, 157-161 (2000).

Kemény-Beke A., Facsko A., Szatmari |., Aradi J., Berta A.: Szemészeti
tumorok telomeraz aktivitasa . Szemészet 139, 55-59 (2002).

Kemény-Beke A., Facské A., Aradi J., Damjanovich J., Berta A.: Telomerase

activity in ocular tumors. Experimental Eye Research (kbzlésre bekildve)
(2006).

73



7.4. ldézhet6 absztraktok

Kemény-Beke A., Facskd A., Szatmari |., Désa A., Berta A., Aradi J.:
Kezdeti eredmények a telomeraz enzim vizsgalatdval szemészeti
tumorokban.

Szemészet 137, S38 (2000).

Kemény-Beke A., Facské A., Szatmari |, Aradi J., Berta A.: Kezdeti
eredmeények telomeraz aktivitas in vitro mérésére human uvealis melanoma
sejtvonalakbal.

Szemészet 139, S108 (2002).

Kemény-Beke, A., Facské A., Szatmari |., Aradi J., Berta A.: Telomerase
activity by a new tp-trap assay: Detection of telomerase re-expression in
intraocular tumors (abstract).
Clinical & Experimental Ophthalmology 30, P1215, A454 (2002).

I.F.:0.709

Kemény-Beke A., Bodnar A., Aradi J., Facsko A., Damjanovich J., Berta A.:
A sanguinarin, chelerythrin és chelidonin hatédséra bekdvetkezd apoptézis
OCM-1 uvealis melanoma sejtekben.

Szemészet 142, S32 (2005).

7.5. A disszertacioé témakorében elhangzott kilfoldi
eléadasok és poszterek

Kemény-Beke A., Facskd A., Szatmari |., Désa A., Berta A., Aradi J.:
Telomerase activity in ocular tumors; testing with modified telomeric repeat
amplification protocol.

XII™  Congress of the European Society of Ophthalmology,
2001. junius 03-07. Istambul, Turkey

74



Kemény-Beke A., Facské A., Szatmari |., Désa A., Berta A., Aradi J.:
Telomerase activity in ocular tumors; testing with modified telomeric repeat
amplification protocol. XXIX" International Congress of Ophthalmology,
2002. aprilis 21-25. Sydney, Australia

Kemény-Beke A., Facsko A., Aradi J., Berta A.: Effect of inhibition of BCL-2
expression in uveal melanoma cells.

XIV"  Congress of the European Society of Ophthalmology,
2003. junius 07-12. Madrid, Spain

Kemény-Beke A., Bodnar A., Aradi J., Facsko A., Damjanovich J., Berta A.:
Sanguinarine, chelerythrine and chelidonine induce apoptosis and necrosis in
OCM-1 uveal melanoma cells.

XV Congress of the European Society of Ophthalmology,
2005. szeptember 24-29. Berlin, Germany

7.6. A disszertacié témakorében elhangzott magyar nyelvii
eléadasok

Kemény-Beke A., Facské A., Szatmari |., Désa A., Berta A., Aradi J.:
Kezdeti eredmények a telomeraz enzim vizsgalatdval szemeészeti
tumorokban.

Magyar Szemorvostarsasag Kongresszusa, 2000. augusztus 28-30.
Székesfehérvar

Kemény-Beke A.: Telomeraz aktivitds mérésének jelentésége intraocularis
tumorokbdl.
Tovabbképz6 Tanfolyam, DE OEC Szemklinika, 2001. marcius 18-19.

Debrecen

75



Kemény-Beke A., Facské A., Szatmari |., Aradi J., Berta A.: Telomeraz
aktivitds mérésének jelentésege intraocularis tumorokbal: jelen és jové.
Magyar Szemorvostarsasag Retina Szekcié Ulése, 2001. oktdber 25-27.
Pécs

Kemény-Beke A., Facské A., Szatmari |, Aradi J., Berta A.: Kezdeti
eredmények telomeraz aktivitas in vitro mérésére human uvealis melanoma
sejtvonalakbal.

Magyar Szemorvostarsasag Kongresszusa, 2002. augusztus 29-31. Miskolc

Kemény-Beke A.: Protonbesugarzas intraocularis daganatok esetén.
Tovabbképz6 Tanfolyam, DE OEC Szemklinika, 2003. marcius 11-12.
Debrecen

Kemény-Beke A.:. Bcl-2 antiszensz oligonucleotid és benzofenantridin
alkaloidok egyuttes hatasa OCM1 uvealis melanoma sejtekre.

Magyar Szemorvostarsasag Fiatal Kutatok Féruma, 2003. november 28.
Budapest

Kemény-Beke A.: Bcl-2 antiszensz oligonucleotid és benzofenantridin
alkaloidok hatasa OCM1 uvedlis melanoma sejtekre.

Tudomanyos Ulés, DE OEC Szemklinika, 2004. marcius 29. DAB Székhaz,
Debrecen

Kemény-Beke A.: Bcl-2 antiszensz oligonucleotid és benzofenantridin
alkaloidok egyuttes hatasa OCM1 uvealis melanoma sejtekre.

Ph.D. és TDK hallgatok Tudoméanyos Didktaldlkozo6ja, 2004. aprilis 10-15.
Debrecen

76



Kemény-Beke A.: Ujdonsagok a human uvedlis melanoma kisérletes
gatlasaban.

Semmelweis Egyetem |. sz. Szemészeti Klinika Tovabbképzés,
Szemhétvége, 2004. december 10-12. Tapolca

Kemény-Beke A., Bodnar A., Aradi J., Facské A., Damjanovich J., Berta A.:
A sanguinarin, chelerythrin és chelidonin hatdséara bekdvetkez6 apoptézis
OCM-1 uvedlis melanoma sejtekben.

Magyar Szemorvostarsasag Kongresszusa, 2005. jonius 09-11.

Szeged

77



8. KOSZONETNYILVANITAS

Kbészénetemet és nagyrabecsllésemet fejezem ki témavezetimnek,
Prof. Dr. Berta Andras egyetemi tanar Urnak és Dr. Aradi Janos egyetemi
docens urnak, akikit6l a kisérletes és elméleti kutatbmunka alapjait
megtanultam, ami a jelen disszertacié megszUlletéséhez vezetett. Koszéném,
hogy felkeltették az érdekl6désemet az uvedlis melanomak irant és
k6sz6ném tlrelmiket és hitlket abban, hogy az els6é kisérletes
eredmeényekbdél tudomanyos eredmények szllethetnek.

Készéndm Prof. Dr. Damjanovich Sandor akadémikus urnak, amiért a
Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézetben Ilehetéséget teremtett molekuléaris
biolégiai modszerek elvégzésére, melyek Dr. Bodnar Andrea segitségével

térténtek meg.

Kdszonet illeti Dr. Facsk6 Andrea egyetemi docens nét, amiért értékes

tanacsaival és palyazati anyagi eréforrasaival segitette tevékenységem.

Kulén készdném Berényi Erikdnak és a Biokémiai és Molekularis
Biologiai Intézet szdmos munkatarsanak, hogy a laboratériumi munkaban
mindig segitségemre voltak és Otleteikkel valamint lelkiismeretes
munkajukkal az ad6dd nehézségeken mindig atsegitettek.

Készondm Dr. Damjanovich Judit egyetemi adjunktus nének és a
Szemklinika minden munkatarsanak, hogy lehetévé tették, hogy a
kutatdsokra megfelel6 mennyiség id6t szakithassak.

A kisérletes munka anyagi fedezetét az OTKA F046497,
OTKA T038163, OTKA T038348, ETT 603/2003, Mec-5/2002 és a Bolyai
Janos Kutatéi Oszténdij tématamogatasai szolgaltattak.

78



9. FUGGELEK

79



