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BEVEZETES

A malignus melanoma az egyik legagresszivabb human bérdaganat, mely
vilagszerte jelentds népegészségiigyi problémat jelent. El6fordulésa ritkabb
mas bérdaganatokhoz képest, mégis a legtobb halalozasért felelds tipusnak
tekinthetd, koszonhetéen a gyors attétképzési hajlamanak és fokozott
gyogyszerrezisztenciajanak. A betegség kialakuladsaban szamos genetikai és
kornyezeti tényez6 egyiittes kolcsonhatasa jatszik szerepet, multifaktorialis
etiologidval jellemezhetd. Evente 324.635 1j esetet regisztralnak vilagszerte,
amelybél 57.043 végz6dik halallal; azonban a kormegoszlasra standardizalt
eléfordulasa (esetetek szama/100.000 f6) eltérd. Globalis incidenciaja
folyamatosan n6vekszik, féleg a fehér bérti populacidkban. A daganat korai
felismerése és azonnali eltavolitasa dont6 fontossagu az optimalis kezelés és

a jobb kimenetel érdekében.

A melanoma molekularis hattere

A malignus melanoma agressziv természete mellett heterogén bioldgiai
viselkedésérol is ismert, molekularis patogenezisében tobb jelatviteli titvonal
vesz részt. Az elmult évtizedekben szamos fontos molekuléris ttvonalat
fedeztek fel, amelyek szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban. Ide
tartozik a mitogén-aktivalt protein-kinaz (MAPK) utvonal és a foszfatidil-
inozitol-4,5-biszfoszfat-3-kinaz  (PI3K)/AKT ttvonal, melyek vezetd

crcr

és tulélésében.



Biomarkerek szerepe a daganatok biologiajaban

Az elmult években a tumorbiologia, a genomika és a molekularis
technologidk jelentds fejlédése szamos 1) biomarker azonositasat
eredményezte. A tumor biomarkerek a kdvetkezd csoportokba sorolhatoak:
diagnosztikus, prognosztikus és prediktiv. A diagnosztikus biomarkerek a
daganatok jelenlétének kimutatasara és megerositésére szolgalnak, lehetové
téve az esetleges kitjulasok korai felismerését. A prognosztikus biomarkerek
a betegség valoszinii lefolyasat és lehetséges kimenetelét jelzik elére, mig a
prediktiv biomarkerek egy adott kezelésre adott wvaldszinli valasz

értékelésére szolgalnak.

Az oszteopontin és a daganat progresszio

Az oszteopontint (OPN) mas néven SPP1 (secreted phosphoprotein 1), vagy
ETA-1 (Early T-lymphocyte Activation 1 protein) eldszor csontszévetben
azonositottak. Egy olyan multifunkcionalis extracellularis matrixfehérje,
amely 314 aminosavbol all és az SPP1 gén kodol, valamint a 4. human
kromoszéman talalhatd. Az OPN-t kiilonboz6 sejttipusok termelik, és
tobbféle daganatos megbetegedésben is magas szinten expresszalodik,
tobbek kozott emls-, vastagbél-, gyomor-, maj-, hasnyalmirigy-,
tidédaganatokban és melanomaban. Kiterjedt microarray-elemzések azt
mutatjak, hogy az OPN-nak komoly szerepe van a melanoma
progresszidjaban. Az irodalmi adatok alapjan, az OPN overexpresszidja
gyakran fokozott tumorinvazidval, attétképz6déssel és magas foku

malignitassal jar egylitt.



Szamos tanulmany szerint az OPN a daganatterapia specifikus célpontja
lehet. Osszességében az OPN antimetasztatikus és antitumorigén hatast fejt

ki kiilonb6z6 rosszindulati daganatos megbetegedésekben.

A melanoma jelenlegi és 0j célzott terapiai

A koran diagnosztizalt melanoma sebészi eltavolitdsa rendkiviil hatékony
modszer a betegség kiujulasanak megel6zésére. Az eldrehaladott stadiumu
melanoma esetében a dakarbazinos kemoterapia (DTIC) és a nagy dozist
interleukin-2 (IL-2) volt a terapias standard a RAF-gatlé vemurafenib és a
CTLA-4 antitest ipilimumab 2011-es engedélyezéséig. A melanoma driver
génjeinek felfedezése dontd szerepet jatszott a célzott terapidk
kifejlesztésében.

Emellett a molekularis bioldgia legfontosabb elérelépése volt annak
felfedezése, hogy a kis interferaldo RNS-ek (SiRNS-ek) képesek a
génexpressziot RNS-interferencidval (RNSi) szabéalyozni. siRNS-alapu
kezelések reményteljes génalapt terapiak lehetnek a daganatok kezelésére,
mivel szdmos gén a tumor kialakuldsanak bizonyos szakaszaiban
upregulalodik, ¢és hozzajarul a sejtproliferacidhoz és a tumor
progresszidjahoz. Az siRNS-alapu terapidk célpontjai harom f6 csoportra
oszthatok, beleértve a tumor kialakulasaban részt vevé molekulakat, a tumor-
gazda interakcidkban részt vevo géntermékeket és a kemoterapias szerekkel

szembeni tumorrezisztenciaban szerepet jatszo géntermékeket.



CELKITUZESEK

A kutatasunk célja az volt, hogy mélyebben megértsik az OPN
expressziojanak szerepét a melanoma progresszidja soran. Célunk volt
tovabba, hogy megvizsgaljuk az OPN expresszidjat kiilonbozé bioldgiai
viselkedésii primer tumorszovetben. Ezt kdvetéen megvizsgaltuk az OPN
expresszio kis interferaldo RNS (siRNS) segitségével torténd gatlasanak
hatasat a sejtproliferaciora és az invazidra, azzal a céllal, hogy feltarjuk
azokat a molekularis mechanizmusokat, melyek az OPN melanoma

progresszidjaban valo részvételének hatterében allnak.

Vizsgalataink céljait az alabbi csoportokba sorolhatjuk:

1. Az OPN expresszidjanak meghatarozasa mRNS- és fehérje szinten
a primer melanomak kiilonbozé altipusaiban, valamint az
expresszios mintazatok Osszevetése a tumorok klinikopatologiai
paramétereivel.

2. Az OPN mRNS ¢és fehérje expresszidjanak meghatarozéasa
kiilonboz6 bioldgiai viselkedésit melanoma sejtvonalakban. Az
expresszios eredmények Osszevetése a tumorok klinikopatologiai
paramétereivel, valamint a BRAF mutacios statuszaval.

3. Az OPN expresszio gatlasa siRNS segitségével, olyan specifikus
melanoma sejtvonalakban, amelyek magas OPN-expressziot
képességére.

4. Az eredeti és transzfektalt sejtvonalak fehérje mintazatanak

Osszehasonlitasa.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Melanoma szoveti mintak

A melanoma szévetek a Debreceni Egyetem Borgyogyaszati Klinikajarol
szarmaztak. Az értekezésben ismertetett kutatds a Debreceni Egyetem
Regionalis és Intézményi Etikai Bizottsdga €és az Orvosi Kutatasi Tanacs
jovahagyasaval tortént a vonatkozo6 szabalyozasok figyelembevételével. A
betegek alairtak a kutatasba beleegyezé nyilatkozatot. A tumorok
diagnosztizalasa formalin fixalt paraffinba agyazott (FFPE) szdveti
metszetek hematoxilin&eozin festését kovetéen toértént a Borgydgyaszati
Klinikan. A klasszifikicidhoz a TNM besorolasi rendszer legtijabb verziojat
alkalmaztuk. Mivel a melanoma szévetek OPN expresszidjanak vizsgalata
nem egy id6ben tortént, igy a vizsgalt melanoma mintak nem voltak komplett

atfedésben.

Sejttenyésztés

Vizsgalatainkat 12 primer tumor (WM35, WM793B, WM3211, WM902B,
M35/01, WM1361, WM1366, HT199, WM39, WM3248, WM278,
WMO98B3A) és 8 metasztazis eredetii melanoma sejtvonalakon (WM1617,
WM983B, SK-MEL-28, A2058, HT168-M1, M24, MZ24met, Melur)
végeztik. A sejteket RPMI 1640 (Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland)
vagy MCDB153-L15 tapfolyadékban (Sigma-Aldrich Co. LCC, St Louis,
Missouri, USA) tenyésztettiik 5-10%-0s foetal bovin szérum (Gibco,
Carlsbad, California, USA) tartalommal, 37°C-os termosztatban 5% CO;

tartalom mellett.



A BRAF és NRAS gének muticios analizise

A melanoma sejtvonalak tobbségének BRAF ¢s NRAS mutacios statusza
ismert volt. Hat sejtvonal esetében pedig (A2058, HT168-M1, M24,
M24met, HT199, WM902B) a BRAFY®® ¢s NRAS! kodonokban
el6forduldé mutaciokat LightCycler rendszeren (Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Németorzsag) olvadaspont analizissel detektaltuk fluoreszcens

probakat alkalmazva (TIB Molbiol, Berlin, Németorzsag).

RNS extrakci6 és valés idejii qRT-PCR

A total RNS izolalast RNeasy Mini kit segitségével végeztiik (Qiagen
GmbH, Hilden, Németorszag), és a mintakat NanoDrop ND-1000 UV-Vis
spektrofotométerrel kvantifikaltuk (NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE, USA). A reverz transzkripciot (RT) 600 ng teljes RNS-en végeztiik el a
High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit segitségével, a gyartd
utasitasait kovetve (Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornia,
USA).

TagMan egy lépéses RT-PCR-t alkalmaztunk az OPN mRNS szintjének
meghatarozasara 28 primer melanoma szovetben, reakcionként 3 ismétléssel
ABI-PRISM 7000 késziiléken (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, USA). A PCR Master Mixet és az assay-t (Hs00167093_ml OPN
targeting the exon 3-4 boundary) a Life Technologies-tol szereztiik be.

A Kkésébbi vizsgalatainkban az OPN relativ expresszids szintjét
LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Germany) berendezéssel vizsgaltuk. Ezt az elemzést 34 primer

melanoma és 8 melanoma metasztazis, valamint 12 primer - és 8 metasztazis



eredetll sejtvonalon végeztiik el. A reakciokhoz SYBR premix Ex Taq
(Takara Holding Inc., Kyoto, Japan) master mixet hasznaltunk.

Az adatelemzést Livak modszerrel végeztiik, a belsé kontroll GAPDH, a
kalibrator minta 8 kiilonb6z6 személyt6l szarmazo naevus minta, illetve

tenyé€sztett melanocita volt.

Szoveti microarray-k és immunfestés

Az eredeti blokkokbol szarmazd szoveti metszeteken hematoxilin-eozin
festést kovetden patologusok segitségével behataroltuk a tumorsejt dis
teriileteket, és ahol lehetett, mintanként harom 1 mm atméréji blokkot
vagtunk ki automatizalt TMA Master (Carl Zeiss, Jena, Németorszag)
segitségével. Az igy elkészilt TMA blokkokbol 4um-es metszeteket
készitettiink, melyeken immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink
hematoxili-eozin festéssel tortént validaciot kovetéen. A paraffin
eltavolitasat, az endogén peroxidazok ¢és nem specifikus kot6helyek
blokkolasat kovetden az antigéneket forrasban levo citrat pufferrel tartuk fel
(pH 6). Az OPN elleni els6dleges antitestet a Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA) cégtdl szereztiikk be. A primer antitestekkel tortént
inkubaciot kovetéen a fehérje expresszidt Envision/HRP detekcios
rendszerrel (DAKO Inc.,Glostrup, Dania) és VIP peroxidaz szubsztrat kittel
(Vector Laboratories LTD, Peterborough, UK) vizualizaltuk. A sejtmagokat
metilzolddel festettiik (Vector Laboratories LTD). Negativ kontroll esetében
kihagytuk a primer antitestet. A pozitiv kontrollként a méhnyakrak eredetii
HeLa sejtvonalat hasznaltuk. A festett lemezeket MiraxScan szkennerrel

digitalizaltuk (Carl Zeiss). Az igy kapott képeket MiraxViewer szoftver



segitségével jelenitettiik meg (Carl Zeiss), majd a kiértékelést 2, a mintak
klinikai-patologiai adataira vak dermatopatologus végezte. A reakcio
pozitivitast kétféleképpen értékeltiik: a festddést mutatd sejtek szazalékos
aranya (0 = nincs, 1+ = <5%, 2+ = 5-50%, 3+ = >50%) ¢és a festddés

intenzitasa (0 = nincs, 1+ = gyenge, 2+ = kdzepes, 3+ = erds) szerint.

Indirekt immunfluoreszcencia

A melanoma sejteket 8 lyuka Lab-Tek kamras targylemezeken (Nalge Nunc
International, Naperville, IL) tenyésztettiik egy éjszakan at RPMI 1640
tapfolyadékban (Lonza Group Ltd, Basel, Svajc), amely 10% FBS-t (Gibco,
CA, USA) tartalmazott. A sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd acetonnal
fixaltuk és levegdn szaritottuk. Ezt kovetden a sejteket PBS-sel oblitettiik (15
perc), majd 5%-0s BSA-val blokkoltuk szobahdmérsékleten 30 percig. Az
elsédleges antitesteket, koztiik az 1:500-ra higitott anti-OPN antitestet
(Rockland Immunochemicals Inc., Limerick, PA) és az 1:50-re higitott anti-
NF-kB p65 antitestet (Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA) egy
¢jszakan at, 4°C-on inkubaltuk a sejtekkel. PBS-sel torténd blitést kovetden
a sejteket DyLight488-konjugalt anti-nyul vagy DyLight594-konjugalt anti-
nyul IgG-vel (Vector Laboratories Ltd, Peterborough, UK) inkubaltuk 1 6ran
keresztiill szobahOmérsékleten. Egy uwjabb PBS mosast kdvetdéen a
sejtmagokat 4'6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI, Vector Laboratories Ltd,
Peterborough, UK) festettik meg. A képeket konfokalis 1ézerpasztazo
mikroszkoppal (Zeiss LSM700, Carl Zeiss) elemeztiik.



Sejtproliferacios assay

USA) hataroztuk meg. A méréseket 78 oraval a siRNS transzfekcioé utan
végeztik. Az abszorbanciat 450 nm-en mértiik NanoDrop UV-Vis
spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware,
USA).

Invazios assay

Az invazids képesség meghatarozasahoz BD Biocoat Matrigel invazios
kamrakat hasznaltunk (porus méret: 8§ pum; BD Biosciences, Bedford,
Massachusetts, USA). A felsé karma 500 pl sejtszuszpenzidt tartalmazott
szérummentes tapfolyadékban (5 x 10* sejt/kamra). Az als6 kamraban 10%
szérumot tartalmazoé tapfolyadékot hasznaltunk kemoattraktansként. 24 6ra
inkubéci6 utan az als6 kamraba atjuté sejteket metanollal fixaltuk és
hematoxylin-eosinnal festettiik. Az invaziv sejteket fénymikroszkop alatt

200x-0s nagyitason 7 kiillonb6zo latotérben szamoltuk le és atlagoltuk.

siRNS vizsgalatok

A human szekretalt foszfoprotein 1 (SPP1; OPN-célzé siRNS: ID:
S102757615) és az AllStars negativ kontroll siRNS-t (NC-siRNS ID:
1027281) a Qiagen GmbH-t61 (Hilden, Németorszag) vasaroltuk.

Egy nappal a transzfekcio el6tt a sejteket 24 lyuka lemezekbe helyeztiik,
lyukanként 5x10* sejt stirliséggel, és 500 ul antibiotikum nélkiili
tapfolyadékban 30-50%-0s konfluencia eléréséig tenyésztettik. A

transzfekcidhoz siRNS, duplex-Lipofectamine 2000 transzfekcios reagens
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(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) komplexeket
készitettiink a gyarto protokollja szerint, ami 100 pl végso térfogatot és 5 nM
siRNS végsé koncentraciot eredményezett. A 3 ords inkubacié utan a
tapfolyadékot friss tapfolyadékra cseréltik. A sejteket 48 oraval a
transzfekcid utan eldkészitettiik a késobbi elemzéshez és a géncsendesités

hatékonysagat qRT-PCR segitségével értékeltiik.

Fehérje expresszios vizsgalatok

A sejteket protedz és foszfataz inhibitorokat tartalmazd RIPA pufferben
sziireteltiik (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A total protein
koncentraciokat Bradford assay segitségével hataroztuk meg (Bio-Rad
Hungary Ltd., Budapest, Magyarorszag) a gyartdo protokollja szerint. A
fehérje expresszios vizsgalatokhoz a Proteome Profiler Human XL
Oncology Array Kit-et hasznaltuk, mellyel 84 daganat specifikus fehérje
egyidejii kimutatasa lehetséges. A kiértékelést az ImageJ Lab 1.51 szoftver
(1.51a, NIH, Bethesda, Maryland, USA) segitségével végeztiik.

A fehérje - fehérje interakciok elemzéséhez a STRING 11.0 (Search Tool for
the Retrieval of Interacting Genes) szoftvert hasznaltuk (http:/string-

db.org).

Statisztikai elemzések

Az eredmények kiértékelését SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
program segitségével végeztik. A Fisher-féle egzakt és a Mann-Whitney-
Wilcoxon-teszteket alkalmaztuk az OPN-expresszios szintek és a primer

melanomak ¢és a melanoma-sejtvonalak klinikopatologiai adatainak
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Osszehasonlitasara. A tlélési analizist Cox-regresszios teszttel végeztiik.
Logisztikus regressziot alkalmaztunk a prognosztikai tényezok és az
attétképzodés kozotti Osszefliggés elemzésére. A Kruskal-Wallis-tesztet
hasznaltuk a melanoma alcsoportokban az OPN génexpresszio kozotti
szignifikans kiilonbségek meghatarozasara. A transzfekcios adatok
statisztikai elemzéséhez Student's t-tesztet végeztiink. Minden esetben a

p<0.05 érteket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

EREDMENYEK

OPN mRNS expresszié primer melanomakban

Osszesen 28 primer melanoma esetében volt lehetéség az OPN mRNS
expresszio vizsgalatara. A kontrollhoz képest tobb, mint kétszeres
expressziobeli novekedést az esetek 93%-aban (26/28) mutattunk Ki.
Meghataroztuk a génkifejezodés és a klinikopatoldgiai paraméterek kozotti
kapcsolatot. Szignifikinsan magasabb OPN MRNS expressziot figyeltiink
meg a vastagabb (4,00 mm-nél nagyobb) és kifekélyesedé felszinii
melanomakban; tovabba az OPN expresszié foként a késéi stadiumu
daganatokban volt jelen (Clark IV. és V. szint).

Tizennégy primer melanoma esetében volt lehetdségiink az OPN gén mRNS
és fehérje expresszios szintjeinek Osszehasonlitasara. A primer melanoma
mintak tobbségében megnodvekedett OPN MRNS expresszids szinteket
mutattunk ki, melyekhez kiilonb6z6 mértékii fehérje expresszio tarsult. Az
OPN fehérje és mRNS szintje kozott nem talaltunk szignifikans

Osszefiiggést.
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OPN fehérje expresszi6 és a primer melanomidk klinikopatologiai
paraméterei kozotti osszefiiggések

93 primer melanomaban vizsgaltuk az OPN fehérje kifejezodését. A
kiértékelés soran a melanoma mintak 87%-a (81/93) bizonyult pozitivnak. A
rossz prognézisu (nodularis altipus, elérehaladott stadium, >4,01 mm
vastagsag, fekélyes felszin, attétképzodés és <5 éves talélés) primer
melanomak 71%-a nagy aranyban expresszalta a fehérjét. Az OPN fehérje
kifejez6dés mértéke szignifikans Gsszefiiggést mutatott a tumorok Breslow
vastagsagaval és az attétképzéssel. Vizsgaltuk az OPN fehérje expresszio
intenzitasanak mértékét is és azt talaltuk, hogy a rossz prognézistt melanoma
mintdk erésebb OPN fest6dést mutattak. Az OPN fehérjét kifejez6 daganat
sejtek szdzalékos ardnya tovabba a fehérje intenzitdsdnak mértéke és a
klinikai paraméterek kapcsolata kozotti megfigyeléseink Szerint a rossz
prognozisi melanomak nagyobb ardnyban €s markansabban expresszaltak
az oszteopontint. Statisztikailag szignifikans valtozast a daganatok Breslow
vastagsaga €s a pozitiv sejtek ardnya, tovabba azok intenzitasa kozott
mutattunk Ki.

A tobbvaltozos logisztikus regresszidos elemzésiink szerint az OPN-t
expresszald melanomak 1,39-szer nagyobb eséllyel okoznak metasztazis
képz6dést, bar ez az Gsszefiiggés nem bizonyult szignifikansnak. Mig a
Breslow vastagsag és az ulceracio esetében szignifikans Osszefliggést
talaltunk az attétképzodéssel. Tobbvaltozos Cox-regresszidos elemzéssel
vizsgaltuk az OPN expresszios szintje, a kiillonb6z6 prognosztikai tényezok

és a tulélés kozotti Osszefiiggést. Eredményeink alapjan a magas OPN
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expresszio, a Breslow vastagsag és a metasztatizalo hajlam szignifikdnsan

Osszefiigg a melanomas betegek csokkent tulélésével.

OPN mRNS expressziéo melanomaban

A melanoma progresszidjaval 0sszefliggd mRNS expresszios valtozasok
azonositasa érdekében in vitro valds ideji kvantitativ PCR-t végeztiink
primer melanomakbol (n=12) és melanoma-metasztazisokbol (n=8)
szarmazd sejtvonalakon. Az OPN gén expresszids mintazatanak
Osszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy a relativ OPN mRNS expresszio
szignifikinsan magasabb a metasztatikus potenciallal rendelkez6
sejtvonalakban. Célunk volt tovabba a sejtvonalak BRAF és NRAS mutacios
statuszaval Osszefiiggd relativ oszteopontin expresszié Osszehasonlitdsa. A
BRAFV®%E mutacié altalanos gyakorisdga 70% volt, az NRAS mutéaciok
kisebb (20%) gyakorisaggal fordultak el6, mint a BRAF mutaciok, és
egyetlen sejtvonal sem volt egyszerre BRAF és NRAS mutans. Az mRNS

FV800E mutacioval rendelkezd

expresszios eredményeink szerint a BRA
sejtvonalak (n=14) szignifikansan magasabb mRNS expressziot mutattak,
mint a vad tipust BRAF-mutacioval rendelkez6 sejtvonalak.

Elemeztiik a primer és metasztatikus tumorszdvetekben az OPN mRNS
szintjét is. Adataink szignifikans kiilonbségeket mutattak a melanoma
alcsoportok kozott. A legmagasabb OPN gén expressziét a melanoma
metasztazisokban talaltuk (84,5). A 12 metasztatikus minta koziil 8 esetében
13,1-84,5 kozotti tartomanyt mutattunk ki. Az agressziv, nodularis altipusok

csoportjaban (n=10) harom primer tumor szintén magas expressziot mutatott

(17,6-61,8), mig a kevésbé agressziv, felszinesen terjedd altipusok (n=24)
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mintadi egységesebb mintazatot mutattak, alacsony OPN mRNS

expresszioval (0,1-9,14 kozotti tartomany).

OPN expresszio és az NF-kf p65 fehérjeszint melanoma sejtvonalakban
Célunk volt az OPN ¢és az NF-kB p65 fehérje szubcellularis eloszlasanak
azonositasa. A metasztatikus potenciallal nem rendelkezd, primer tumor
korai elvaltozasabol szarmazo sejtvonalban az OPN és az NF-«kB p65 fehérje
expressziojat a citoplazmaban figyeltiik meg. Mig az attétképzé hajlammal
rendelkezd, tumorigén primer melanoma sejtvonalban, mind az OPN, mind
az NF-kp p65 fehérje expressziojat a citoplazmaban és a sejtmagban is

egyarant megfigyeltiik.

Az RNSi hatdsa az OPN expresszidra

A transzfekcios vizsgalatainkhoz egy primer és egy metasztatikus
sejtvonalpart (WM278 - WM1617) valasztottunk, amelyek ugyanabbol a
beteg primer tumorabol és metasztazisabol szarmaznak. Mindkét sejtvonal
BRAFV®E mutacioval rendelkezett és vad tipusi volt a RAS gén
tekintetében. A magas OPN expresszioju melanoma sejtvonalakban OPN-
specifikus siRNS segitségével hatékonyan gatoltuk az OPN expresszidjat. A
génexpresszio szignifikans csokkenését figyeltik meg a primer és a
metasztazis eredetli sejtvonalban is. Tovabba megfigyeltik, hogy a
transzfektalt sejtek proliferacidja is jelentésen csokkent a negativ kontrollal

kezelt és a kezeletlen sejtekhez képest.
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Az RNSi hatiasa a melanoma sejtek invazios képességére

A transzfektalt sejtvonalak invaziv potencialjanak vizsgalatdhoz Matrigel-
invaziés kamrakat hasznaltunk. Az invazié szignifikdns csokkenését
figyeltiik meg az OPN csendesitett sejtekben a kontroll sejtekhez képest.
Eredményeink alapjan a csokkent OPN expresszi6 a sejtek csokkent invazios

képességével tarsult.

A kezeletlen és transzfektalt sejtek fehérje expressziojanak elemzése

A Kkezeletlen és a transzfektalt sejtvonalak ko6zotti fehérje expresszids
kiilonbségek meghatarozasdhoz Proteome Profiler Human XL Onkoldgiai
array-t hasznaltunk, mely 84 daganatos elvaltozassal kapcsolatos fehérje
expressziojanak egyidejii detektalasara ad lehetGséget. A kezeletlen
sejtvonalakban szamos eltérd mértékben expresszalodo fehérjét figyeltiink
meg a transzfektalt sejtekhez képest. A fehérje mintazatok elemzésekor az
OPN mellett 6t fehérje eltéré expressziojat talaltuk mindkét transzfektalt
sejtvonalban. Az OPN, az EGFR, a Tenaszcin C és a Survivin nevil
fehérjéket szignifikansan csokkent expresszio jellemezte. A Galektin -3 és
az Enolaz 2 szignifikansan csokkent expressziot mutatott a transzfektalt
WM278 primer tumorbol szarmazd sejtvonalban, ezzel szemben e két
fehérje expresszioja megnovekedett az OPN siRNS-el kezelt, metasztazisbol
szarmazdé WM 1617 sejtekben.

A fehérje interakcios elemzésiink szerint a sejtvonalakban megfigyelt
fehérjék tobb csoportot alkottak, melyek meghatarozo szerepet t6ltenek be a

melanoma progresszidé soran. Ezek a kdvetkezok: extracellularis matrix
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szervezOdés, az angiogenezis, a sejthalal és a sejtmigracid szabalyozasa,

valamint a PI3K-Akt, MAPK és a fokalis adhézio jelatviteli itvonalak.

DISZKUSSZIO

Emelt szintli oszteopontin expressziot tobb tumor tipusban, tobbek kozott
malignus melanomaban is leirtak. Irodalmi adatok aldtdmasztjak az OPN
szerepét a tumorigenezis, a daganat invazid és progresszioé folyamataban.
Emelkedett szintje a legijabb vizsgalatok értelmében szoros Osszefiiggést
mutat a metasztatikus potenciallal, ezért igéretes biomarkernek tartjak.

A vizsgalataink f6 célja az volt, hogy jobban megértsiik az OPN expresszio
molekularis mechanizmusat a melanoma progresszidja soran. A melanoma
progresszidjadban  szerepet  jatszd  molekularis = mechanizmusok
tanulmanyozasa kulcsfontossagii  betekintést nyujthat a betegség
diagnozisaba és kezelésébe. E mechanizmusok megértése olyan célzott
terapiak kifejlesztéséhez vezethet, amelyek specifikusan gatoljak vagy
modulaljak az OPN-t és ezaltal potencidlisan lassitjak vagy
megakadalyozzak a melanoma attétképzodését.

Eldzetes génexpresszids microarray vizsgalataink soran a rossz prognézissal
jellemezhetd primer melanomak csoportjaban a legmagasabb MRNS
expresszios szintet az oszteopontinnal figyeltiik meg. Tanulmanyunk egyik
célja a korabbi microarray eredmények validalasa volt melanoma tumor
mintakon. Eredményeink szerint az emelkedett OPN mRNS szint
szignifikansan Osszefiigg a kés6i stadiumi, kifekélyesdd felszinii és
vastagabb melanomakkal. Vizsgaltuk a fehérje kifejezddés mértékét szoveti

multiblokk rendszerben is és megallapitottuk, hogy a rosszabb prognoézisu
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mintdk nagyobb ardnyban ¢és erdsebb intenzitissal expresszaljak az
oszteopontint. A fehérje- és génexpresszids eredményeink nem mutattak
egyértelmii Osszefiiggést minden mintaban. Atlagosan azt figyeltiik meg,
hogy az OPN mRNS magas szintje erés antigénpozitivitassal tarsult. Az
ellentmondasok egyik oka lehet, hogy viszonylag korlatozott szamu
melanoma minta allt rendelkezésiinkre. Ezen kiviil az egyes mRNS-
molekulék és fehérjék kozotti kdlesonhatasok is eltérhetnek, ami a korrelacio
eltérését eredményezi. Melanomaban a betegség nagyfoku heterogenitasa, a
jelatviteli utakban tortént eltérések és egyes epigenetikai valtozasok szintén
befolyasolhatjak az mRINS- és fehérjeszintek kozotti kiillonbséget.

Célunk volt tovabba a megvizsgalni az OPN expresszio ¢és a Klinikai
paraméterek attétképzodésre gyakorolt hatasat. Azt taldltuk, hogy a
vastagabb, kifekélyesedd felszinii és OPN-t expresszald6 melanomakban
nagyobb az attét kialakuldsanak esélye. Tovabba vizsgalva az OPN
expresszio, a klinikai paraméterek és a talélés kozotti kapcsolatot azt
talaltuk, hogy a magas OPN expressziot mutatd, vastagabb ¢s attétet képzo
melanomaknal szignifikdnsan nagyobb a valoszinilisége a halalozasnak.
Korabbi tanulmanyok szerint az OPN integrin receptorokhoz (avp3)
kotédve, aktivalja a nuklearis-faktor-kappa-f3 (NFxp) utvonal foszforilacids
kaszkadjat. Az NFxkB-komplex alegységei (p50 és p65) felszabadulnak a

gatlas alol és nuklearis transzlokaciot kovetden eldsegitik a sejtek

s

crer

melanoma sejtvonalban (WM278), amely az OPN altal indukalt NF-kf
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utvonal aktivalodasra utal. Az alacsony OPN expresszioval jellemezhetd
melanoma sejtvonalak nem mutattak NF-kf p65 nuklearis lokalizaciot. Ez
az eredmény erdsen alatdimasztja azt a hipotézist, hogy az OPN integrink6td
doménje dontd fontossagl a melanoma sejtek metasztazis képzésében.

Az elmult évtizedben az RNS interferencia (RNSi), amely a génexpresszid
gatlasanak poszt-transzkripcidos mechanizmusa, igéretes eredményeket
célunk volt az OPN-t kifejez6 sejtvonalakban a gén csendesitése RNS
interferencia segitségével, valamint a csendesitett sejtvonal (WM278)
invaziv tulajdonsaganak vizsgalata Matrigel invazios assay hasznalataval.
Az OPN specifikus siRNS altali géncsendesités kovetkeztében az OPN
expressziojanak mRNS szinten torténd csokkenését tapasztaltuk. A gén
hatékony gatlasat kovetden, a transzfektalt sejtvonal invaziv képességének
csokkenését figyeltilk meg az eredeti sejtvonalhoz képest.

Proteome Profiler Human XL Oncology Array alkalmazasaval vizsgaltuk a
kezeletlen és transzfektalt sejtvonalak fehérje expresszios kiilonbségeit. A
proteome array 84 daganatspecifikus fehérjéje koziil szamos, eltérd
expresszioju fehérjét talaltunk a vizsgalt sejtvonalak kozott. Az OPN fehérje
expresszios szintje csokkent mindkét transzfektalt sejtvonalban (primer
tumor és metasztazis eredetli sejtvonal). Az OPN mellett 6t fehérje (EGFR,
Tenaszcin C, Survivin, Galektin-3 és az Enolaz 2) expresszidja valtozott a
kezelt sejtvonalakban. Korabbi vizsgalatainkhoz hasonléan az OPN és egy
antiapoptotikus fehérje, a Survivin expresszidjanak jelentds csokkenését
tapasztaltuk, melyek a BRAF-gatlé rezisztenciaval allhatnak kapcsolatban.

A transzfektalt sejtvonalakban a Tenaszcin C és a Survivin fehérje
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expressziojanak csokkenése Osszhangban volt az OPN expresszios
szintjének valtozasaval. Ezen fehérjék fontos szerepet jatszanak a kiilonb6zo
metasztazishoz kapcsolodo mechanizmusokban, beleértve a

sejtproliferacidt, apoptédzist, invaziot és migraciot. A Tenaszcin C

crer

c ey

tanulmanyok szerint az OPN és az EGFR expresszidja kozott jelentds
Osszefiiggés van a vilagos sejtes veserakban. A mi eredményeinkhez
hasonléan az OPN gatlasa csokkent EGFR expressziohoz és fokozott
apoptotikus sejthaldlhoz vezetett. Az apoptozis jelentdsen fokozodott az
Tovabba azt taldltuk, hogy a csokkent OPN expresszid alacsonyabb
Galektin-3 és Enolaz 2 fehérjeszintekkel jart egyiitt a primer tumorbol
szarmazé transzfektalt sejtvonalban; azonban e fehérjék expresszidja az
OPN csendesitését kovetden megnovekedett a metasztatikus sejtvonalban. A
Galektin-3 expresszio szamos tumorban a progresszio és az attétképzodés
markere és eldsegitdje. Legujabb tanulmanyok szerint az OPN és a Galektin-
3 a személyre szabott dregedésgatlo terapia potencialis célpontja lehet. A
kezelt metasztatikus sejtvonalban Galektin-3 és Enolaz 2 overexpressziot
mutattunk ki és feltételezziik, hogy mindkett6 kiemelked6 szerepet jatszik a
melanoma sejtek agressziv fenotipusanak kialakuldsaban. A két fehérje
egyidejii expresszidjat és a melanoma progresszidban betoltott szerepét
korabban még nem irtak le az irodalomban.

Az elemzéseink soran azt talaltuk, hogy az OPN specifikus siRNS-sel kezelt

sejtekben a megvaltozott expresszioji fehérjék az extracellularis matrix
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kotodésének folyamataban (Galektin-3 és OPN) és a fehérje dimerizacioban
vehetnek részt (EGFR, Galektin-3, Enolaz 2 és Survivin). A tanulmanyozott
fehérjék downregulacioja csokkent migracioval, invazioval és csokkent
daganatnovekedéssel jart egyiitt korabbi vizsgalatokban. A Galektin-3
fehérjé szabalyozo szerepét is leirtdk a daganat Ossejtekkel kapcsolatos
utvonalakban, tobbek kozott az EGFR/FGFR utvonalban is, valamint az
OPN altal indukalt migracidt és invazidt is Osszefiiggésbe hoztak a
kiilonb6z6 EGF-receptorok aktivalodasaval. Mindezek alapjan az OPN és a
tobbi vizsgalt fehérje csokkent szintje a kevésbé agressziv fenotipus
kialakulasat segitheti eld. Az EGFR, OPN és Tenaszcin C fehérjék a PI3K-
Akt jelatviteli titvonalhoz kothetok, mig az EGFR, a Galektin-3 és az OPN
fehérjek a RAF/MEK/ERK utvonallal hozhatok Osszefiiggésbe, de
bizonyitottan mindkét utvonal alapvetd fontossdgi a melanoma
tumorigenezisében. Az EGFR, az OPN ¢és a Tenaszcin C fontos szerepet
jatszik a fokalis adhézio jelatviteli titvonalban. A transzfekcidé soran e
fehérjék elésegithetik az extracellularis matrix és a citoszkeleton kdzotti
kapcsolatot, valamint funkcionalisan szabalyozzak a sejtproliferaciot, a
differencialodast és a motilitast. Ezen jelatviteli itvonalak valtozasai jelent6s
szerepet jatszanak a melanoma patogenezisében, mivel befolyasoljak a
tumorigenezist, a sejtek novekedését, a kemorezisztenciat, az invaziot és a
migraciot.

Osszefoglalva, kimutattuk, hogy a daganatok OPN expresszidja a rossz
prognozis erGs eldrejelzbje. Elemzéseink megerdsitették, hogy az OPN
szignifikans prediktora a melanomas betegek tulélésének. Tovabba

kimutattuk, hogy az OPN magas expresszios szintje a melanoma
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agresszivebb fenotipusaval jar egyiitt. Ez a tanulmany az elsd, amely
kimutatta a fehérje expresszios kiilonbségeket a kezeletlen és az OPN-
SiRNS-el transzfektalt melanoma sejtvonalak kozott. Eredményeink arra

utalnak, hogy az OPN gén csendesitése hatassal lehet a melanoma sejtek

........
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egy magas OPN mRNS expresszioju melanoma sejtvonalban, ami az OPN
altal indukalt NF-xp utvonal aktivalédasara utal. Az OPN expresszidjat
specifikus siRNS segitségével gatoltuk melanoma sejtvonalakban és ezt
kovetden csokkent sejtproliferaciot és invaziot tapasztaltunk. Eredményeink
arra utalnak, hogy az OPN overexpresszidja fontos szerepet jatszik a
melanoma progresszidjaban és sikeresen gatolhato melanoma sejtekben;
ezért az OPN expresszio blokkoladsa igéretes terdpias célpont lehet

melanomaban.
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FOBB MEGALLAPITASOK ES EREDMENYEK

A doktori disszertacio fo célja az OPN expresszio szerepének mélyebb

megértése volt a melanoma progresszidja soran.

Az OPN mRNS-szintii expresszidjanak vizsgilata a primer melanoma

szovetek kiilonboz6 altipusaiban és a melanoma metasztazisokban:

Megnovekedett OPN mRNS szintet figyeltiink meg az elérehaladott
stadiumu, kifekélyesedd felszinli és a vastagabb primer
melanomakban.

Az OPN mRNS szintjének szignifikans novekedését tapasztaltuk a

melanoma progresszidja soran.

Az OPN fehérje expresszidjanak elemzése primer melanomakban:

Az OPN fehérje expresszid szignifikans Osszefiiggést mutatott a
Breslow vastagsaggal és az attétképzddéssel.

Kimutattuk, hogy az attétképzodés jellemzobb a vastagabb primer
melanomak esetében.

Az OPN fokozott expresszioja szignifikansan 0sszefiiggést mutatott

a melanomas betegek csokkent tulélésével.

Az OPN génexpresszids mintazatanak meghatirozisa primer és

metasztazis eredetii melanoma sejtvonalakban:

A relativ  OPN mMRNS expresszié jelentésen magasabb a
metasztatikus potenciallal rendelkez6 sejtvonalakban.
Az OPN expresszi6 szignifikansan magasabb volt a BRAF mutans

sejtekben, mint a BRAF vad tipust sejtekben.
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Az RNSi hatdsa a magas OPN expresszioju melanoma sejtvonalakban:
- OPN specifikus siRNS segitségével sikeresen gatoltuk az OPN
mRNS ¢és fehérje expresszidjat a kivalasztott melanoma
sejtvonalakban.
- Megfigyeltiik, hogy a transzfektalt sejtek proliferacidja €s invazios
képessége is csokkent.
A kezeletlen és transzfektalt sejtek fehérje expresszios elemzése:
- Tanulmanyunk az els6, amely kimutatta az OPN SiRNS-el kezelt és

kezeletlen melanoma sejtek fehérje expresszios kiilonbségeit.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az OPN magas expresszios
szintfe a melanoma agresszivabb fenotipusaval tarsul. Emellett
eredményeink el6szor mutattak ki, hogy az OPN gén csendesitése hatdssal
C, a Survivin, a Galektin-3 és az Enolaz 2 fehérjék expressziojanak
befolyasolasa altal. Adataink ramutatnak, hogy az OPN alkalmas

gyogyszerfejlesztési és terapias célpont lehet melanomaban.
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet fejezem ki elsdsorban témavezetomnek, Dr. Balazs Margit
egyetemi tandrnak mindazért a tamogatasért és bolcsességert, mellyel
doktori tanulmanyaimat iranyitotta.

Koszonettel  tartozom Dr. Addny Réza egyetemi tandrnak, hogy
tanulményaimat az  Altaldnos Orvostudomanyi Kar Népegészség- és
Jarvanytani Intézetben lehetive tette.

Koszonettel tartozom Koroknai Viktorianak és Szdsz Istvannak a kisérletek,
elemzések soran nyujtott kiemelkedo segitségéért és baratsagukért.

Koszéném a tamogatasat intézet valamennyi munkatdarsanak, kiilondsképpen
Kovadcs Gyorgyné Mariannak.

Végiil szeretnék koszonetet mondani csaladomnak a tamogatdasért és
tiirelemert, amit felem tanusitottak doktori tanulmanyaim soran.

Munkamat tamogatta az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alapprogramok
(OTKA K112327), TAMOP-4.2.2/B-10/1-20100024, TAMOP-4.2.2.A-
11/1/KONV-2012-0031, valamint GINOP-2.3.2-15-2016-00005 projektek és
az Emberi Erdforrasok Minisztériuma UNKP-19-3 kédszdamii Uj Nemzeti
Kivalosag Programjanak tamogatasaval késziilt. A munka az Eurépai Unio
tamogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tdrsfinanszirozasaval valosult
meg.
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