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1. Bevezetés

Azonban vannak olyan betegségek, amelyek korabban joval kisebb esetszammal és mortalitassal
birtak. Hazankban a K6zponti Statisztikai Hivatal adatai szerint 2019-ben 129 603 halalesetbdl 32 012
esetben rosszindulati daganat volt a halal oka. Ezzel Eurdpaban a standardizalt mérészamokkal is a
sereghajtok kozott vagyunk. Az orvostudomany azonban az elmult években rohamos fejlédést diktal
¢s a daganatos megbetegedések egyre jobb felderitésével, korszeriibb diagnosztikaval €s részletesebb
hatdsmechanizmus ismerettel parhuzamosan ndovekszik a terapias lehetéségek szdma, amivel a ma még
felderithetetlen és gyogyithatatlan rosszindulati daganatok szadma szamottevé mértékben csdkkenhet.

A kezdeti megoldasként egyediil alkalmazott sebészi kimetszést fokozatosan kiegészitette a
radioterapia. Azonban egyre tobb daganattipusnal volt megfigyelhetd, hogy nem egy pontban indul
meg a sejtburjanzas, hanem a szervezetben elszortan, attétet képezve hatalmasodik el a malignus
betegség. Ez hivta életre a harmadik alappillérnek szamito, az 0sszetett gyogyszeres kezelést biztosito,
komplex onkoterapiat. A mai kezelési lehetdségek kozil az onkoterapidban a célzott
daganatterapiahoz fiiz6dik az egyik legnagyobb remény. Paul Ehrlich magic bullet elve alapjan tobbek
kozott peptidhormon analdégokhoz is lehetdség van citotoxikus anyagok vagy radiofarmakonok
hozzékapcsolasara, amelyek elszallitjak a célsejtekhez a konjugatumokat az eredeti receptorkotddési
tulajdonsag elvesztése nélkiil. Ennek elvi alapja az, hogy a daganatos sejtek felszinén receptor fokozott
expresszio figyelhetd meg a normal sejtekhez képest. Ezt kihasznalva bizonyos peptidek és analogjai
felhasznalhatoak célzott terapids hatdanyag vagy diagnosztikai molekula hordozoéjaként. Ezzel a
megoldassal szamottevoen novelhetd a farmakon szelektivitidsa, mikdzben csokken a periférias
mellékhatasok szama. Mara mar j6 néhany ezen a célzott terdpids elven miikodé molekulat
fejlesztettek ki, amivel hatékonyabb és céliranyos terapiat tudtak elérni ebben a betegségcsoportban.
Tobbek kozott elérhetdek, illetve fejlesztés alatt allnak nagy receptor affinitassal bird szomatosztatin
analogok, amelyekhez doxorubicint vagy szarmazékait konjugaltdk. A citotoxikus agens
molekulérisan célzott felhasznalasdval alacsonyabb koncentracio is elegendd a kivant hatés eléréséhez,
mindamellett, hogy csokkenthetok a nem kivant mellékhatasok.

Ennek az innovativ megoldasnak kdszonhetden lehetdség nyilik olyan daganatok szisztémas
célzott terapias kezelésére, amelyeket korabban nem, vagy csak sebészi eltavolitassal tudtak kezelni.
Ilyen rosszindulat, agressziv betegség az uvealis melanoma is, valamint szamos lestjtoé prognézissal
bir6é gyermek onkoldgiai megbetegedés, amelyet kutatocsoportunk is vizsgalt a célzott daganatterdpia

megvalosithatosaga érdekében.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Szomatosztatin

A szomatosztatint kezdetben hipotalamikus neurohormonként fedezték fel. A szomatosztatin
egy széles korben elterjedt gatld peptid hormon, mely a kdzponti és a periférias idegrendszerben
egyarant megtalalhato és amely részt vesz a gasztro-, endokrin- és immunfunkciokban. Megtalalhato
az endokrin hasnyalmirigyben, a bélben, a pajzsmirigyben, a mellékvesékben és a vesékben is. A
szomatosztatin els0sorban a sejtproliferacié ¢és a hormonszekrécid gatldja, endokrin, parakrin és
autokrin aktivitassal. Ezen bioaktiv peptideknek két kiilonb6z6é formdja van, amelyek emldsdkben
termelddnek. A szomatosztatin-14 ciklikus peptid, amely 14 aminosavat tartalmaz, vagyis
tetradekapeptid hormon. Masik forméja a szomatosztatin-28, amely 28 aminosavbol all. A
szomatosztatin-receptorok (SSTR) membranhoz kotott G-fehérjék, amelyek a szomatosztatin
fiziologiai funkcidit kozvetitik a szervezetben. A SSTR fokozott expresszidjat talaltdk az agyalapi
mirigy adendémaiban és szamos human rosszindulati daganatban, beleértve a tiid6-, emld- ¢€s
prosztatarakot, a vastagbélrakot, a glioblasztomat és az uvealis melanomat. Ez idaig 6t SSTR altipust
jellemeztek emberben (1, 2A, 2B, 3, 4 és 5), és ezek koziil az SSTR-2-t és az SSTR-5-6t vizsgaltdk
leginkdbb human daganatos megbetegedésekben. Ezen altipusok génjei kiilonb6zd kromoszéméakon
helyezkednek el: SSTR-1 gén helye (14q13), SSTR-2 (17924), SSTR-3 (22913.1), SSTR-4 (20p11.2)
¢s SSTR-5 (16p13.3). Az SSTR-2 két izoformaban 1étezik, mely az SSTR-2A és SSTR-2B nevet viseli,
amelyek igazadbdl C-terminalis szekvencidjukban térnek el. Egyarant k6tédnek az SST-14-hez és SST-
28-hoz, de valamivel nagyobb affinitasuk van az SST-14-hez. Az SSTR-2 a leggyakrabban
megfigyelheto altipus, még akkor is, ha egy daganat tobb SSTR-t is expresszal. Az emlitett SST
biologiai hatédsait specifikus G-fehérjéhez kapcsolt plazmamembran receptorok kozvetitik, amelyek a
gyomor-bél traktus, a periférias idegrendszer és a kiilonféle erek specifikus célsejtjein
expresszalodnak.

Az SST farmakoldgiai hatasa és a megfelel6 SSTR-k magas expresszidja kiilonféle endokrin
daganatokon az SST szintetikus stabil analogjainak klinikai alkalmazasdhoz vezetett, példaul az
akromegalia hormonalis kezeléséhez. Az oktapeptid és hexapeptid SST analégok szerkezeti
hasonldsaga és reakcioképessége (kotési profil) alapjan a receptorcsaldd két alosztalyra oszthato: az
SSTR-2, -3, -5 reagal SST oktapeptid analogokkal és egy alcsoport tagja (SRIF1 csoport, somatotropin
release—inhibiting factor); az SSTR-1, -4 rosszul reagal ezekkel a vegyiiletekkel és egy masik
alcsoportba tartozik (SRIF, csoport). Szamos adat azt mutatja, hogy az SRIF1 csoport receptorai



kozvetitik a szomatosztatin endokrin €s antiproliferativ hatasait. Tovabba a SRIF> csoport valdsziniileg
felelds a gyulladasgatlo €s a nociceptiv hatasokért. Az oktapeptid analdgok, mint példaul az oktreotid
(Sandostatin®), a szomatulin (Lanreotide®) és az oktasztatin (Vapreotide®) a human terapidra
fejlesztett és alkalmazott gyogyszerek, melyek magas affinitdst mutatnak az SSTR-2 és SSTR-5 irant,
kozepes affinitast mutatnak az SSTR-3 és az SSTR- 4 és alacsony kotési affinitas az SSTR-1-hez.
Beszamoltak arrdl, hogy az oktreotidnak van a legnagyobb affinitisa az SSTR-2 irant, majd
hozzavetdlegesen hasonld az affinitdsa az SSTR-5-h6z és az SSTR-3-hoz. Alacsonyabb kotési
affinitast mutat azonban az SSTR-1-hez, és a legkisebbet az SSTR-4-hez. A Lanreotide a legmagasabb
affinitast mutatja az SSTR-2 irant, hasonléan az SSTR-5-hoz, és valamivel alacsonyabb kotési
affinitast mutat az SSTR-3 és az SSTR-4-hez, tovabba a legkisebb az affinitasa az SSTR-1-hez. Egy
masik Gjabb SST analog a pasireotid (SOM 230) jo affinitassal rendelkezik az SSTR-1, SSTR-3 ¢és
SSTR-5 irant. Ezenkiviil a szintetikus SST anal6gok mas hasznos és fontos klinikai alkalmazasokat is
kinalnak a radionuklidok hordozémolekuldjaként a tumor vizualizalasara, valamint az SSTR-pozitiv

A szomatosztatin részt vehet a tumor novekedésének szuppresszidjaban, mely tényt megerdsiti
az SST analogok alkalmazasa neuroendokrin daganatok kezelésében. Korabbi in vitro és in vivo
kisérleti vizsgalatok mar kimutattadk a kiilonféle SST analogok és a citotoxikus SST analog AN-162
gatld hatdsat tobbek kozott melldaganatban, tiidérakban, glioblastomaban és vastagbélrakban, ami arra
utal, hogy a modern, nagy affinitdsi €s célzott terapiara fejlesztett citotoxikus SST analogok
hatékonyan alkalmazhatok rosszindulati daganatokban szenvedd betegeknél. Az AN-162 masnevén
az AEZS-124 egy célzott citotoxikus analdgja a szomatosztatinnak, amelyben a hordozé molekulaként
szolgald octapeptid RC-121-hez egy glutarsavval van hozzakapcsolva a citotoxikus doxorubicin.

Az SST és uvealis melanéma lehetséges fejlodéstani kapcsolatanak eredményeként bizonyos,
még nem tisztdzott Osszefiiggés vagy kolcsonhatds allhat fenn kozottilk. Az uvealis melandémak az
uvealis melanocytakbol fejlodnek ki, amelyek neuroectodermalis- gerincvelé ideg eredetiiek.
Feltételezziik tehat, hogy ezek a daganatok SSTR-ket is expresszalhatnak. Ezért megvizsgaltuk az
SSTR expresszids mintazatat uvealis melanomékban. A szemszdvet €s a neurohormonok kozotti
mindig kevés informacio all rendelkezésre a human UM-ben. Ezért arra torekedtiink, hogy bovitsiik
kutatasainkat az SSTR-altipusok expresszidjaval kapcsolatban a human UM-ben, annak érdekében,
hogy diagnosztikai és terapias célokra felderitsiilk a membran specifikus receptorait, mint molekularis
célpontokat.

Ezen tilmenden az SST-14 és a szomatosztatin receptorok magas expresszigjat a gyermekkori

neuroblastoma és medulloblastoma mintdkban, valamint a szomatosztatin receptor szcintigrafia és a
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radioreceptor-iranyitott miitét klinikai alkalmazhatdsagat mar leirtak. A gyermekkori hematoldgiai és
onkoldgiai betegségek jelentik a balesetek utan a gyermekkori haldlozas mésodik leggyakoribb okat.
Kovetkezésképpen siirgetd sziikség van ujonnan kifejlesztett modszerekre e rendellenességek korai
felismerésére €s ujszerti kezelési lehetdségeinek kidolgozasara. Noha az SST jelenlétét korabban
bizonyitottdk egyes gyermekdaganatokban, csak nagyon korlatozott informacio all rendelkezésre a
SSTR-ek  expresszigjarol ¢és  jellemzoOirél  gyermekkori  hematoldgiai  és  onkologiai

rendellenességekben, beleértve a rosszindulatu és joindulatu allapotokat is.

2.2. Uvealis melanoma

Az uvealis melanoma a leggyakoribb primer intraokuléris malignus betegség felnétteknél. Eves
elofordulasa 4-5 eset/millid. Az intraokularis uvealis traktus az iriszbol, a choroidbdl és a ciliaris
testbdl all. Az uvealis melanoma a szem melandmainak koriilbeliil 85%-at képviseli. A fennmaradé
szem melanémak a kotohartyabol (~5%) vagy mas helyekbdl (~10%) szarmaznak. Az uvealis
melanoma ritka daganatnak szamit, amely az USA-ban regisztralt melanoma-esetek 3-5%-at képviseli.
Az esetek kortilbeliil 85-90%-a érhartyat érinti, mig a fennmaradoak az iriszen vagy a ciliaris testen
lokalizalodnak. A bér és az uvealis melanoma bioldgiailag megkiilonboztethetdk, és eléfordulasuk
tekintetében nem, faj és foldrajzi teriilet szerint eltérnek. Az uvealis melanoma a melanociték jol
melanocitak a neuroektodermalis- gerincidegbdl szarmaznak, elméletileg a melanoma a neuroendokrin
daganatokhoz hasonl6 tulajdonsagokat mutat.

A rosszindulatt UM kialakulasanak oka ismeretlen, de ennek a meglehetdsen agressziv
betegségnek a kialakuldsdhoz kiilonféle hajlamositd tényezok tarsulnak. Néhany egyénre jellemzd,
mint a vilagos bor és hajszin, a vilagos szemszin (vilagos irisz), az uvealis naevusok, a diszplasztikus
naevus szindroma, az oculodermalis és az okularis melanocytosis és az 1. tipust neurofibromat6zis
(NF1), mind az UM megndvekedett esélyéhez tarsulnak. Az UM miatti haldlozas viszonylag
valtozatlan maradt, még a korai felismerés és ennek kovetkeztében kisebb elsédleges daganatterhelés
ellenére is. Az UM-ben szenvedo betegek megkozelitdleg fele metasztazist képez. Az UM kezelésének
elsdleges célja a daganat metasztatikus terjedésének elkeriilése a szembdl. Az attétek leggyakoribb
helye a maj, és ha a m4j attétek klinikailag egyértelmtivé valnak, a progndzis nagyon leromlik. Az
UM-hez kapcsolodo halal egyik legjelentdsebb eldrejelzdje a 3. kromoszoma elvesztése. Az UM
eléforduldsa a kaukazusi populacidban nyolcszor nagyobb, mint a feketéknél. Az UM tulélésének 6

eldrejelzdi a szovettani sejttipus, a legnagyobb tumoratmérd, életkor, nem €s a tumor lokalizacidja. Az



atfogo citomorfometriai vizsgalatoknal elfogulatlanabb osztalyozasi paraméterek jelentek meg. A
metasztatikus betegségben szenvedd UM-betegek varhato élettartama a metasztatikus folyamat
gyorsasagatol fligg. A metasztazis kockdzatat elsdsorban olyan klinikai tényezdk jelenléte alapjan
lehet megitélni, mint a tumor mérete vagy a lokalizacidja. Az irisz daganatainak prognézisa a legjobb,
mig a ciliaris testben 1évé daganatoké a legrosszabb.

A szem nem tartalmaz nyirokereket, igy az UM tumorsejtek csak hematogén modon
képezhetnek metasztazisokat. Ezt a folyamatot a szem gazdag érhdlozata csak tovabb erdsiti. A
rendelkezésre allo szlik terapias lehetoségektol fiiggetleniil a betegek talélése az UM diagnozisa utan
mindossze 2 és 8 honap kozott mozog, és a betegek 50% -anak mar a diagnozis felallitasanak
idépontjaban is van attétje. A rovid talélés hatterében az altaldban magas kemorezisztencia és az
attétek szorodasa all. Leggyakoribb attétes szerv a maj (89%), de a tiido és a csontveld is a tumorsejtek
elengedhetetlen a metasztazis megeldzése vagy megsziintetése. Ehhez korai felismerésre és a
prognosztikai tényezOk javitasara van sziikség. Dont6 fontossagl, hogy boévitsiik ismereteinket a
metasztazis mechanizmusarol, és megbizhatd progresszids paramétereket irjunk le prognosztikai
markerként a primer UM-ben. Ezek a tények inspiraljak az uj koncepciok folyamatos keresését az
¢letmindség javitasa és a betegek tulélésének ndvelése érdekében. UM-ben szenvedd betegeknél nincs
hatékony terapia, ha attétek alakultak ki. Szdmos terapids stratégia és a szemdaganat sikeres

felszdmolasa ellenére az attétes betegség szinte mindig végzetes.

2.3. Gyermekekben el6fordulé malignus és benignus daganatok és hematolégiai kérképek

A rosszindulati daganatos megbetegedések gyermekkorban ritkak, mégis igen fontos fejezetét
képezik a modern (gyermek)gyodgyaszatnak. Az 1 év feletti gyermekek haldlozasdnak okai kozott a
balesetek utan a rosszindulatii daganatos betegségek a masodik helyen allnak hazdnkban is. A 15 éves
kor alatti gyermeklakossagban a daganatos betegségek gyakorisaga évente 150 f6/1 millié gyermekre
szamitva. Ez hazadnkban évente 150-200 0j gyermekkori daganatos megbetegedést jelent. A
gyermekkori daganatok pontos okai ismeretlenek. Hajlamositd tényez6k kozott szerepelnek a
kromoszéma-rendellenességek példaul a leukémia, az 6roklott hajlam, kornyezeti-, immunoldgiai
tényezok esetleg virusfertézések. Jelenleg ezen betegségek prognodzisaval kapcsolatosan, valamint a
megeldzésiikre vonatkozoan kevés adattal rendelkeziink.

A fibrozus diszplazia (FD) egy ritka genetikai, nem 6roklédd, joindulat csontbetegség, amely

monosztotikus és poliosztotikus formaban fordul eld. Az FD egy olyan csontfejlddési rendellenesség,



amelyben a normal szivacsos allomany helye koros rostos szovetekkel toltodik fel a csontok medulléris
iiregében, amely csontos metaplazia altal képzett, gyengén meszes primitiv csont trabekulait
tartalmazza. Az infantilis myofibromatozis (IM) egy mesenchymalis rendellenesség, amelyet a bor, a
csont, az izom ¢és a zsigerek rostos felszaporodésa ir le. Bar ritka, gyermekkorban a leggyakoribb
fibrozus daganat. Az agressziv gyermekkori myofibromatézis egy autoszomalis recessziv betegség,
amelyet izom-aponeurotikus szovetb6l szarmazo sejtek fibroblasztikus proliferacidja jellemez.
Etiologidja ismeretlen, a jelentett esetek atlagos é€letkora 7 év. A daganat gyors novekedést mutat
komoly fajdalom nélkiil, és ugy tlinik, hogy az izomszovethez és/vagy a csonthoz kapcsolddik. A
kezelési lehetOség tipikusan konzervativ mitéti kivagas, azonban korai visszaesésekrdl szamoltak mar
be. A teratomdk kiilonféle sejtkomponensekkel rendelkezd tumorok, amelyek érett (azaz joindulat()
vagy éretlen (rosszindulati) proliferald pluripotens sejteket tartalmaznak, amelyek egynél tobb
csirasejt-rétegbdl szarmaznak. A teratomak el6fordulasa a sziiletések szamaban 1:4000-hez. A
teratomék etiologidja nem teljesen ismert, azonban valodsziniileg akkor fordulnak eld, ha az egyes
pluripotens sejtek nem fejezik be a migraciot és tovabbra is rendellenes helyen osztodnak, jellemzéen
a kozépvonal mentén. Természetiiket tekintve a teratomdk egyarant lehetnek joindulatiiak és
neoplasztikusak. A mesenchimalis hamartoma a dezorganizalt szovetek daganatszeri joindulata
tomege, amely kevésbé ismert patogenezissel rendelkezd helyi fejlédési rendellenességeket tiikroz.
Iddsebb gyermekeknél nem gyakori, kiillondsen 2 éves kor utan. Ennek a daganatnak a diagnosztizalasa
nehéz, mert a szimptomak és a klinikai tiinetek nem specifikusak. Ebbdl kifolyolag megalapozott
gyanura van szikség a diagnosztizalashoz ¢és a kezeléshez. A gyermekek korében a
rhabdomyosarcoma (RMS) a leggyakoribb lagyrész-szarkoma. Eves eléfordulasa 4,5 eset/1 milli6
gyermek, és a harmadik leggyakoribb gyermekkori koponyatiri daganat a neuroblastoma és a Wilms-
tumor utan. Az RMS daganatok tipikusan a vazizomzathoz kapcsolodnak, €s az esetek koriilbeliil 50%
-at az é€let elsd évtizedében diagnosztizaljadk. Az akut limfoblasztos leukémia (ALL) a leggyakoribb
hematologiai neoplasztikus betegség gyermekeknél, amelyet a transzformalt limfoid sejtek
szaporodasa jellemez a csontveldben, a periférias vérben és mas egyéb szervekben. Az ALL életkorhoz
igazitott incidencidja az Egyesiilt Allamokban 1,38/100 000 f§ évente, becslések szerint 2019-ben
5930 j eset és 1500 halaleset jellemzi. Az ALL a gyermekek akut leukémidjanak 75-80% -at teszi ki.
A Hodgkin-limfoma (HL) a gyermekkori daganat rendkiviil jol gyogyithaté formaja, amelynek becsiilt
5 éves tulélési aranya meghaladja a 98%-ot kemoterapiaval valo kezelést kdvetden onmagaban vagy
sugarterapiaval kombinalva. Az orokletes szferocitozis (hereditary spherocytosis, HS) a leggyakoribb
velesziiletett vorosvértestmembran-hiba, amelyben a vorosvértestek szerkezeti fehérjéinek
rendellenességei az eritrocita membranfeliiletének elvesztéséhez vezetnek, melynek kovetkeztében

gdmb alaku, nagysiiriiségli, rosszul deformalodo vorosvértestek képzddnek, hemolizissel kisérve. A
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HS eléfordulasa 1:5000-hez az eurdpai szarmazast egyének korében és az Egyesiilt Allamokban. Az
immun thrombocytopenia (ITP) az egyik leggyakoribb vérzési rendellenesség gyermekkorban, évente
100 000 gyermekre szamitva koriilbeliil 5-10-ben fordul eld. A gyermekkori ITP gyakran dnkorlatozott
betegség vagy allapot, amely 6nmagéban is megoldodik, vagyis nincs hosszl tavl karos hatdsa az
ember egészségére. A granulocytopenia a rendellenességek heterogén csoportja, amelyet a periférias
vér granulocitainak csokkenése kisér a normal tartomany alsé hatara alatt (<0,5 x 10° /1). A krénikus
joindulati neutropenia a gyermekkorban a leggyakoribb neutropenia. A neutropenia kronikusnak
tekinthetd, ha 8 hét utdn sem javul. A legtobb gyermekben a neutropenia néhany évig fennmaradhat,
majd spontan megsziinik. A kronikus joindulati neutropenidban szenvedd gyermekek altalaban

egészségesek és normal fizikai allapottal rendelkeznek.



3. Célkitiizés

Az uvealis melanoma nem rendelkezik napjainkig atfogd szisztémas terapiaval. Az eddigi
innovativ célzott daganatterapias gyogyszervegyiiletek és eljarasok nem valtottak be a hozzajuk flizott
reményeket és mutattak attoro sikereket. Ennek hatterében tobbek kozott a betegség agressziv mivolta,
a terlilet szenzitiv jellege, a tumor erés kemorezisztencidja, a daganat komplex 0sszetétele €s a nem
kellden specifikus daganatterapia allhat. Jelen kisérleti tanulmanyban egyrészt az volt a célunk, hogy
megvizsgaljuk az mRNS expresszidjat a 2-es és 5-0s tipust szomatosztatin-receptoroknak (SSTR-2, -
5) UM szovetmintdkban és az SSTR-1-5 altipusokat human UM sejtvonalakban. Masrészt, hogy
megvizsgaljuk az SSTR fehérje jelenlétét és kotddési jellemzdit Western blot és ligand kompeticios
vizsgalatokkal. A kapott eredményeink klinikopatoldgiai adatokkal torténd Osszevetése alapjan célul
tliztiik ki az SSTR-k jovébeni diagnosztikai és terapids lehetdségeit.

A tovéabbiakban, munkankat annak iranyaba folytattuk, hogy megvizsgaljuk a szomatosztatin
receptorok expressziojat egy masik, eddig nem vizsgalt betegség csoporton nevezetesen a gyermekkori
hematologiai és onkologiai mintdkon. Az SST receptorok mRNS expresszids vizsgalata mellett az
SSTR fehérje kotési jellemzdit is tanulmanyoztuk ligand kompeticids assay-vel. Ezenkiviil elemeztiik
a korrelaciét az SSTR altipusok expresszidos mintdzata és a gyermekgyogyaszati betegek
klinikopatologiai jellemzdi kozott. Tovabba elvégeztiik a betegek 5 éves nyomonkdvetését is. Legjobb
tudomasunk szerint ez az elsd tanulmany, amely bemutatja az SSTR-ek expresszidjat kiilonbozo
gyermekkori daganatokban és hematologiai rendellenességekben. Eredményeink 0j utat nyithatnak
meg a szomatosztatin-analogok Ilehetséges diagnosztikai és terapias alkalmazasaban a

gyermekonkoldgia/hematoldgia teriiletén.



Igy PhD értekezésem alapjaul szolgald kutatomunkamban a kovetkez6 konkrét célokat tiiztiik ki:

e Az enukledcio soran eltdvolitott huméan primer UM szovetmintdk SSTR
expresszidjanak felderitését mMRNS szinten

e A humén primer UM szdvetmintak SSTR expressziojanak fehérje szintli vizsgalatat
SDS- PAGE- Western blot modszerrel

e Az SSTR-k expressziojanak vizsgalatat human UM sejtvonalakban

e Az UM betegek életkoranak, nemének, daganat szovettani tipusanak, esetleges
Osszefliggését az SSTR-K expressziojaval

¢ A humin UM szdvetmintdk SSTR ligandkotési tulajdonsagainak, karakterisztikajanak
meghatarozasat

e SST receptorok mRNS expresszios vizsgalatat gyermekkori hematologiai és onkologiai
mintakon

e Az SSTR-ek fehérje szintli kotési jellemzdinek tanulmanyozasat ligand kompeticios
assay-vel és a terapiasan alkalmazhaté SST analogok receptorkotési képességének
vizsgalatat a gyermekkori daganatos mintdk membranreceptoraihoz

e Receptoridlis eredmények és a daganatok klinikopatoldgiai adatainak Gsszevetését és

ezen gyermekek tulélési elemzését, nyomonkovetését



4. Anyagok és modszerek

4.1.1. Sejtvonalak és tenyésztési korillmények

Az in vitro sejtes vizsgalatainkhoz hasznalt OCM-1 és OCM-3 (ocular choroidal melanoma)
primer human UM sejtvonalakat a Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbioldgiai Tanszéke biztositotta
szamunkra. Valamennyi in vitro kisérletiink soran pozitiv kontrollként a CACO-2 (human vastagbél
adenokarcinoma) sejtvonalat hasznaltuk, amelyet a Debreceni Egyetem Gydgyszertechnologia
Tanszék bocsatotta a rendelkezésiinkre. Az OCM-1 és OCM-3 sejtvonalak tenyésztése L-glutaminnal,
10% -o0s FBS-sel (szarvasmarha-magzati szérum) és 1% penicillin/sztreptomicinnel kiegészitett RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) médiumban tortént 37 °C-on, 5%-0s CO»-al dusitott
inkubatorban paras kortiilmények kozott. A CACO-2 sejtvonalat 3,7 g/l NaHCOzs-tal, 10% (V/V) hé
inaktivalt, steril FBS-sel, 1% (V/V) nem esszencialis aminosav oldattal, 1% (V/V) L-glutaminnal és
100 NE/ml penicillin/sztreptomicin oldattal kiegészitett DMEM (Dulbecco Modified Eagle's)
tapfolyadékban 37 °C-on, 5%-0s CO; tartalmi nedves inkubatorban tenyésztettiik és passzaltuk. A

sejtek passzalasara sziikség szerint 3 naponta kertilt sor, standard tripszinezési eljarassal.

4.1.2. Human uvealis melanoma szovetmintak

A vizsgalatainkhoz 46 primer human UM szdvetmintat hasznaltunk fel, melyek gytijtése a
Debreceni Egyetem Szemklinikajan végzett mitétek soran tortént. A tumoros szovetmintak a miitéti
eltavolitast kovetoen azonnal folyékony nitrogénben lettek lefagyasztva, és tovabbi feldolgozasig -80
°C-on tarolva. A mintak gytijtése és felhasznaldsa a Debreceni Egyetem Kutatas Etikai Bizottsaganak
jovahagyasaval tortént. Engedélyszama: DERKEB/IKEB 4172-2014. Tovabba, a vizsgalatokhoz a
betegek tdjékoztatdson alapuld beleegyezésiiket adtdk. A daganat jelenlétének ¢és tipusanak
meghatarozasa érdekében az egyes mintak szovettani vizsgalata is megtortént. Valamennyi betegbdl

szarmaz6 szovetminta primer daganatként lett azonositva, attétre utalo jelek nem voltak észlelhetok.

4.1.3. RNS izolalas és RT-PCR

Az UM szovetmintdk és UM sejtvonalak homogenizalasat késes homogenizator (Tissue
Ruptor-ral, IKA®-WERKE GmbH, Németorszdg) segitségével végeztik. A homogenizalt
szovetmintakbol, valamint az OCM-1 ¢és OCM-3 sejtekbdl teljes RNS-t a NucleoSpin
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DNS/RNS/Protein Kit (Macherey-Nagel, Németorszag) segitségével izolaltunk a gyartd leirasa
alapjan. Az RNS mennyiségi és mindségi vizsgalatait NanoDrop spektrofotométerrel (ND-1000,
Bioscience, Magyarorszag) végeztiik. Minden mintdbdl 250 ng RNS-t irtunk 4t cDNS-¢é TetrocDNS
Synthesis Kit (Bioline Reagents, Egyesiilt Kirdlysag) segitségével. A reakciosort a gyartd utasitasai
szerint hajtottuk végre. Az RT-PCR reakcid 25 ul végtérfogatban tortént random hexamer vagy oligo
dT segitségével. A reakci6 35 ciklusbol allt (95 °C-on 15 mp, 60 °C-on 30 mp, 72 °C-on 10 mp),
melyet 72 °C-on 2 perces extenzios 1épés kovetett.

Az atirt cDNS mintdkkal az SSTR-2 és SSTR-5 gének expresszidjanak vizsgalatat gén
specifikus primereket hasznalva a PCR-t a MyTaq Master Mix-ben (Bioline Reagens, Egyesiilt
Kiralysag) végeztiik el. A PCR reakciot C1000 TM Thermal Cycler RT-PCR rendszerben hajtottuk
végre (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Az SSTR-2, és -5 esetében a kezdeti denaturalasi 1épés 94 °C-
on 30 mp-ig tartott, amelyet 30 PCR-ciklus kovetett (94 °C-on denaturalas 15 mp, 60 °C-on °C
anneling 30 mp és 72 °C-on szintetizalas, 15 mp).

A PCR reakc6 soran pozitiv belsé kontrollként B-aktint hasznaltunk. A PCR-terméket 1,5% -
os, GelRedet tartalmazé agardz-gélben valasztottuk szét, melyet UV-fényben detektaltunk és
digitalizaltunk az AlphaDigiDoc™ RT (Alpha Innotech, USA) rendszer segitségével. A DNS
méretének meghatdrozasahoz 50 bp DNS-Iétrat (Bioline Reagens, Egyesiilt Kiralysag) hasznaltunk.

4.1.4. Kvantitativ real-time PCR

A kvantitativ real-time PCR elvégzéséhez 1000 ng total RNS-t irtunk at cDNS-sé reverz-
transzkripcioval a Tetro cDNS Synthesis Kit (Bioline Reagents) segitségével a gyartd utasitasai
szerint. Az SSTR-1, -2, -3, -4 és -5 mRNS mennyiségének meghatarozasa real-time-PCR modszerrel
az iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix-et (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) hasznalva 20 ul
végsé térfogatn reakcidelegyben a CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) késziilék segitségével tortént.

A 95 °C-os 10 perces denaturalasi 1épést 45 ciklus kovette, mely két 1épésbdl allt (95 °C-on
denaturalas, 15 mp; 60 °C-on annealing 60 mp). Minden egyes mintaval a reakciot triplikdtumban
végeztiik el. Haztartasi génként B-aktint hasznaltunk. Az SSTR-ek relativ mRNS-expresszigjat AACt
modszerrel hatdroztuk meg, az egyes SSTR génekre és a haztartasi B-aktin génre kapott Cp értékek
figyelembevételével. A templat- és reverz transzkripcid mentes kontrollok kizartdk a nem specifikus

amplifikaciot és a DNS szennyezddést.
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4.1.5. Western Blot analizis

A Western blot elemzéshez a kitapadt OCM-1 4s OCM-3 sejteket proteaz inhibitorral (Sigma-
Aldrich, St. Louis, IL, USA) kiegészitett M-PER lizis pufferben (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) vettiik fel. A teljes fehérje koncentraciot a Pierce BCA protein assay kit (Thermo Fisher
Scientific, USA) segitségével mértiikk 590 nm-en a Fluostar OPTIMA spektrofotométer segitségével.
Az SDS-PAGE gélelektroforézist 10% poliakrilamid gélt hasznalva végeztiik el. Azonos mennyiségii
fehérjét (40 ug) vittiink fel a gélre, majd nedves transzfer alkalmazasaval a PVDF membranra. Ot %-
0s TBST-tejjel valoé blokkolads utan a membranokat egy ¢&jszakan at 4 °C-on elsddleges SSTR-5
antitestekkel (anti-szomatosztatin-receptor-2-nyal, 1:1000 higitasi, [monoklonalis, ab134152,
Abcam, Egyesiilt Kiralysag] és anti-szomatosztatin-receptor-5-nyul, 1:1000 higitasu [monoklonlalis,
ab109495, Abcam, Egyesiilt Kiralysag]) inkubaltuk. Haztartasi génként anti-HPRT-t alkalmaztunk
1:1000 higitasban (poliklonalis, PA-22281; Cell Signaling Technology, USA) alklamaztuk. A mosési
lépéseket kdvetben a membrant alkalikus foszfatazzal konjugalt poliklonalis nyul-anti-egér szekunder
antitesttel inkubaltuk (sc-2771, Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) 1: 3000 higitasban. A fehérjéket
Alkalikus-foszfataz Konjugatum Szubsztrat kit (BCIP/NBT kolorimetrias assay, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) segitségével detektaltuk.

4.1.6. Radioligand kompeticios vizsgalatok

A membranok receptorkdtési vizsgalatokhoz valo el6készitéséhez a mintdkat felolvasztottuk
és tisztitottuk, majd a mintakat 50 mmol/l Tris-HCI pufferben (pH 7,4) homogenizaltuk és
proteazgatlokkal (0,25 mmol/l fenilmetilszulfonilfluorid, 2 mg/ml pepstatin A ¢és 0,4% (V/V)
aprotininnel egészitettiik ki, majd Ultra-Turrax szovethomogenizatorral (IKA Works, Wilmington,
NC, USA) homogenizaltuk jégen. A homogenizatumot 500 X g-vel 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk a
tormelek és a lipidréteg eltavolitasa érdekében. A nyers membranfrakciot tartalmazo feliiliszot kétszer
70 000 x g-n 50 percig 4 °C-on ultracentrifugaltuk (L8-80M, Beckman Coulter, Inc., Kalifornia,
USA), miutan ujra szuszpendaltuk friss pufferben. A végsé pelletet homogenizalé pufferben
szuszpendaltuk €s a vizsgalatig -80 °C-on taroltuk. A fehérjekoncentraciokat Bradford modszerrel
hataroztuk meg, egy protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA) alkalmazasaval.

Az RC-160 radiojodozott szarmazékait kloramin-T mddszerrel allitottuk eld, és forditott fazisu
nagy teljesitményii folyadékkromatografiaval (RP-HPLC) tisztitottuk. A szomatosztatin-receptor-
kotési vizsgalatokhoz in vitro ligand kompeticiés assay-ket alkalmaztunk, amelyek az [*?°I] RC-160

radioligandumként a gyermekmintdk membranfrakcidihoz valé kotddésén alapultak. Ez a radioaktiv
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joddal jelolt ligand jol jellemzett és nagy affinitassal bir az SSTR-2 és az SSTR-5 irant. A 40—-120 mg
fehérjét tartalmazo tumor membran homogenizatumokat 50 000—70 000 cpm radiojédozott RC-160 és
Két 6ran at tartd szobahds inkubalds utdn a kotési reakciokat 250 ul jéghideg assay puffer
hozzaadéasaval leéllitottuk. A kotott ligandumokat 4500 x g-n, 10 percig, 4 °C-on végzett
centrifugalassal elvalasztottuk a szabad ligandumtol és gamma szdmlaléval mértiik. Munson és
Rodbard LIGAND-PC szamitogépes gorbeillesztési szoftverét hasznaltuk a receptor-kotés tipusanak,
a disszocidcios allando (Kq) és az SSTR-ek maximalis kotoképességének (Bmax) meghatarozasahoz. A

kisérlet Prof. Dr. Halmos Gébor témavezetom segitsége mellett kertilt kivitelezésre.

4.1.7. Statisztikai analizis

Az OCM-1 és OCM-3 sejtvonalakban az SSTR-1, -2, -3, -4, és -5 receptorok mRNS
expressziojanak mennyiségi meghatarozasa érdekében korrelacids analizist végeztiink a GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software Inc., USA) alkalmazésaval, az egyiranya ANOVA teszt kiértékelést

figyelembe véve.

4.2.1. Gyermekkori hematologiai és onkologiai mintak

A kutatasi munkam masik része 15 gyermek hematologiai €s onkoldgiai minta vizsgalatat
foglalja magaba. Az 6sszes rendelkezésre all6 klinikopatologiai adatot, beleértve a diagnozis pontjaban
az illeté korat, a nemet, a tumor vagy a hematoldgiai rendellenesség tipusat, a hisztopatoldgiai
vizsgalati besoroldsat és a tulélését a késobbiekben az eredmények fejezetben foglaltam Ossze. A
betegek atlagos életkora 8,03 év volt (tartomany: 9 honap - 15 év). Human mintdkat a Debreceni
Egyetem Gyermek Hematologiai-Onkoldgiai Tanszékén kezelt beteg gyermekektdl gytijtottiik. Hét
betegnél solid daganat, nyolc gyermek estében rossz- vagy joindulata hematoldgiai rendellenesség allt
fenn. Hét minta csontveld-aspiratum volt, egy hematologiai mintat pedig periférids vérbol nyertiink.
A tumoros szoveteket primer miitétek alkalmaval gytjtottiik. Az 0Osszes minta rutinszer(i
hisztopatologiai vizsgélata és a diagndzis feldllitasa tapasztalt patologus altal tortént. A molekularis
biologiai elemzések soran SSTR-pozitiv kontrollként human hélyagdaganat szovetet hasznaltunk. A
vizsgéalatba bevont mintdknak a gylijtése ¢és felhasznalasa a helyi Kutatds Etikai Bizottsag
jovahagyasaval tortént. Engedélyszama: TUKEB/DERKEB 2284-2004. A mintavételt kovetden a

tumor szdvetek azonnal folyékony nitrogénben lettek lefagyasztva, és tovabbi feldolgozasig -80 °C-
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on tarolva. Minden diagnosztikai beavatkozast a daganatos allapot feltételezett jelenléte alapjan

hajtottunk végre.

4.2.2. Szovettan

A vizsgalatunkba bevont 15 human gyermek hematolédgiai és onkologiai minta szdvettani
vizsgalata alapjan GOt beteg szenvedett akut limfoblasztos leukémidban, két minta
rhabdomyosarcomaként lett osztalyozva, egy-egy mintat szdvettanilag teratoma-, infantilis
myofibromatozis-, fibrozus diszplazia-, Hodgkin-limfoma-, hamartoma-, immun thrombocytopenia-,

herediter spherocytosis- és kronikus joindulati neutropeniaként volt azonosithato.

4.2.3. RNS izolalas

A mintdk homogenizéldsat Tissue Ruptor-ral (IKA®-WERKE GmbH, Németorszag)
végeztiik. A total RNS-t RNS izolalo kittel (Macherey-Nagel, Németorszag) izolaltuk a gyarto leirasa
szerint. Az izolalt teljes RNS-t RNS-mentes vizben oldottuk fel, tovabba a mennyiségi- és a mindségi
RNS meghatarozast NanoDrop spektrofotométerrel (ND-1000, Thermo Fisher Scientific Inc.) mértiik.
Amennyiben elegend6 vizsgélati anyag allt rendelkezésre, a kisérleteket harom sorozatban hajtottuk

végre.

4.2.4. RT-PCR analizis a total RNS mintakbél

A total RNS-t MMLYV kit (Promega Co., USA) segitségével irtuk at cDNS-¢é. 200 ng RNS-
templattal a 25 mM MgCla-t, 10x PCR puffer-t [500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 8,3], desztillalt,
autoklavozott vizet, | mM dinukleotidokat, 2,5 U/L MuLV reverz transzkriptazt, 1 U/L RNaz-gatlot
és 2,5 M oligo dT-t tartalmazé elegyben végeztiik el a reverz transzkripcidt. A 20 pl végtérfogata
elegyet 23 °C-on 10 percig, 42 °C-on 15 percig, majd 99 °C-on 5 percig inkubaltuk.

Az SSTR1-5 génekre specifikus PCR reakciot 25 ul reakciotérfogatban hajtottuk végre
szekvenciakat vélasztottuk a korabbiakban leirtak szerint.

A PCR-reakcioelegyhez 1 x PCR puffert, 1 U Tag-polimerazt (Invitrogen), 1,5 mM MgClz,
200 uM dNTP-t (Fermentas), 0,5 uM génspecifikus primert (SSTR-1, SSTR-2, SSTR) -3, SSTR-5),
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(Invitrogen) és 3 ul cDNS templatot alkalmaztunk 25 ul reakcidtérfogatban. Az SSTR-4 PCR
reakciohoz 300 uM dNTP-t (Fermentas) és 3 ul cDNS templatot hasznaltunk 25 ul végtérfogatban.
A PCR-reakciot C1000 TM Thermal Cycler RT-PCR rendszerben (Bio-Rad Laboratories, Inc.)
hajtottuk végre. Az RT-PCR futtatasahoz a kdvetkezd PCR protokollt hasznaltuk:
e SSTR-1, SSTR-2, SSTR-4, SSTR-5 esetében: denaturalas (3 perc 94 °C-on), 40 ciklus (94 °C
45 mp, 60 °C 30 mp és 70 °C 90 mp);
e SSTR-3 esetében: a denaturalast (3 perc 94 °C-on) 40 ciklus kovette (94 °C 45 mp, 63 °C 30
mp ¢és 70 °C 90 mp).

A PCR reakciot 72 °C-os, 10 perces inkubalast kovetden allitottuk le. A PCR-termékeket 1,5% -0s,
GelRedet tartalmazé agardzgélben valasztottuk el, UV fényben detektaltuk és az AlphaDigiDoc RT
(Alpha Innotech) géldokumentéacios rendszerrel digitalizaltuk. A DNS méretének meghatarozasahoz
50 bp DNS-markert (Bioline, Egyesiilt Kiralysag) hasznaltunk. Az RT-PCR reakié mindségének

tesztelés€¢hez B-aktint hasznaltunk pozitiv belsé kontrollként.

4.2.5. Radioligand kotodési vizsgalatok

Az UM-nal ismertetett metodikdhoz hasonléoan az SST analég RC-160 radio-jodozott
szarmazekait kloramin-T modszerrel allitottuk elé ¢és forditott fazisu nagy teljesitményti
folyadékkromatografiaval (RP-HPLC) tisztitottuk. A szomatosztatin-receptor kotddési vizsgalatokat
in vitro ligand kompeticios vizsgalatokkal végeztiik, mely a [°I] RC-160 radioligandként a mintak
membranfrakciojahoz valo kotddésén alapul. Ez a radioaktiv joddal jelzett ligand korabban szamos
tanulmany alapjan nagy affinitast kotddést mutatott az SSTR-2 és SSTR-5 irdnt. A tumor membran
homogenizatumokat 50 000-70 000 cpm radi6jédos RC-160-nal és 1012-10° M nem-radioaktiv
peptiddel, mint kompetitorral inkubaltuk. Két 6rds inkubélas utdn a kotési reakcidkat leallitottuk, a
megkotott ligandumot elvalasztottuk, majd gamma-szdmlaloban mértiik a kotott frakcidk
radioaktivitasat. Munson ¢és Rodbard LIGAND-PC szamitogépes gorbeillesztési szoftverét
alkalmaztuk a receptorkotés tipusanak, a disszocidcios allandd (Kg) €s a receptorok maximalis
kotoképességének (Bmax) azonositasara. Az SST analdgok és a citotoxikus SST analog AN-162 SSTR-
hez vald kotédési hatékonysagat az [*2°1] RC-160 kotddés kiszoritasaval szintén meghataroztuk. A
végsO kotddési affinitasokat ICse-értékekben fejeztiik ki. A fehérjekoncentraciét Bradford
modszerével hataroztuk meg Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA.)

alkalmazasaval.
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5. Eredmények

5.1. SSTR expresszidoja human UM szovetmintakban

Kisérleti munkankban 46 human UM szovetmintat vizsgaltunk. Huszonkilenc mintat
gyujtottiink férfiaktol és 17 mintat ndktol. A betegek tobb mint fele (24, 52%) 66 évnél id6sebb volt,
mig a fennmarad6 mintdk egyenlden oszlottak meg a kiilonb6z6 korcsoportok kozott.

Az UM szovetmintakbodl izolalt j6 mindségi RNS korlatozott mennyisége miatt 46 mintat
vizsgaltunk az SSTR-2 mRNS expresszidjara és 9 mintat az SSTR-5 expresszidjara. Ezeknek a
mintaknak a koérszovettani osztalyozasa azt mutatta, hogy koziiliik 10 orsésejtes tipushoz tartozik. Hét
mintat hatdroztak meg epithelioid tipustinak, és 2 mintat orsosejtes és epithelioid tipust, kevert
mintanak allapitottak meg. Két mintdt nem osztalyoztunk szdvettanilag. Az SSTR-2 mMmRNS
expressziojat a 46 human UM mintabol 30-ban detektaltuk (65,2%). Kilenc darab human UM
szovetmintat vizsgaltunk SSTR-5 expressziora, ¢és azt talaltuk, hogy ezen mintak 66,6% -a (6 minta)
pozitiv lett az SSTR-5 szempontjabol. Az SSTR-2 pozitiv esetei kdzil 60,0% volt férfi és 40,0% nd.
Az SSTR-2-pozitiv mintdk korcsoportonkénti tovabbi megoszldsa a kovetkezd eredményeket mutatta:
3045 éves kor kozottiekben: 62,5% pozitiv; 46-55 éves kor: 75,0%; 56—65 éves kor: 66,7%; 66 év
feletti életkor: 66,7% pozitiv. Nem volt 6sszefiiggés a kiilonbdzé SSTR-altipusok expresszidja €s az
¢letkor csoportok kozott. Az SSTR-2-re pozitiv mintak 40% -a orsdsejtes, 36,7% epithelioid és 10%
kevert szdvettani tipus volt. Négy SSTR-5-pozitiv minta orsosejtes (66,7%) volt, két minta pedig
epithelioid (33,3%).

Az SSTR-ek jelenlétét, ezen SST-kotdhelyek jellemzoéit és a radioaktiv joddal kezelt RC-160
membranreceptorokhoz vald specifikus kotddését human UM-mintakon ligand kompeticios
vizsgalatokkal hataroztuk meg. A 20 vizsgélt minta koziil 14 (70%) mutatott SSTR-kotést. A
leszoritasi kisérletekkel mértiik. Az [*?°I] RC-160 tipikus leszoritasi gorbéinek elemzése ugyanazon
jeloletlen peptid (RC-160) segitségével azt mutatta, hogy az egy kotohelyes modell biztositotta, illetve
mutatta a legjobb illeszkedést. Ezen eredmények alapjan a human UM mintdkbdl szarmazé
megfigyelhetd. A szamitogépes nem-linedris gorbeillesztési program és az SST receptor kotddési
adatainak Scatchard-model szerinti elemzése 14 receptor pozitiv tumormintaban azt mutatta, hogy a
kotéhelyek egyetlen osztalyanak atlagos disszociacios allanddja (Kq) 7,14 nM (3,18-11,8 nM
tartomany) és atlagos maximalis membranreceptor fehérje kotdédési képessége (Bmax) 604,0 fmol/mg

(2601052 fmol/mg fehérje tartomany). Meghataroztuk a specifikus kotdhelyek jellemzéséhez
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elengedhetetlen biokémiai specifikaciokat és paramétereket is. Igy a [*?°I] RC-160 kot6dését
a vizsgalt human UM mintdkban. A kompetitiv kotédési vizsgalatok az SST kotohelyek specifitasat is
bizonyitottdk, szamos peptidet felhaszndlva, beleértve azokat, amelyek strukturdlisan rokonok és
amelyek nem hasonldak az SST-hez. A radioaktivan jelolt RC-160 kotését teljesen kiszoritotta az SST-
14 novekvd koncentracidja (1012-10° M), mig a szerkezetileg és funkcionélisan kiilonbozd és
Osszefiiggésbe nem hozhatd peptidek egyikét sem. A luteinizdld6 hormont felszabadité hormon
(LHRH), a novekedési hormon felszabadito hormon (GHRH), az epidermalis novekedési faktor
(EGF), a [Tyr*] bombezin és az inzulinszerii ndvekedési faktor-1 nem gatolta a radioaktiv jédozott RC-

160 kotddését még 1 pM magas koncentracidban sem.

5.2. SSTR expresszioja human UM sejtvonalakban

RT-PCR ¢és qRT-PCR eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy az SSTR-1-5 mindkét
vizsgalt human UM sejtvonalban expresszalodott. A CACO-2 sejtvonal mint pozitiv kontroll mind az
ot vizsgalt SSTR altipust expresszalta. Az Osszes vizsgalt SSTR koziil a legnagyobb expressziot az
OCM-3 sejtvonalban figyeltiik meg. Azonban mindkét sejtvonalban az SSTR-2 és -5 expresszidja
erdsebb volt, mint az SSTR-1, -3 és -4 expresszidja. Mind az 6t vizsgalt SSTR jelentésen (p <0,0001)
magasabb expressziot mutatott az OCM-3 UM sejtvonalban, mint az OCM-1-ben. A qRT-PCR
eredmények azt mutatjak, hogy az SSTR-1, -2, -3, -4, -5 kifejez6dik mindkét vizsgalt human UM
sejtvonalban. CACO-2 sejtvonalat hasznaltunk pozitiv kontrollként. A GraphPad Prism segitségével
kapott egyértékit ANOVA tesztet szignifikansnak itéltiik (*p <0,0001).

A Western blot-analizis szintén megerdsitette az SSTR-2 és SSTR-5 receptor fehérje jelenlétét
az OCM-1 ¢és OCM-3 human UM sejtvonalakban. A receptorialis mRNS-sel kapcsolatos
eredményeinkhez hasonléan Western blottal is magasabb expresszios értéket kaptunk az SSTR-2 és
az SSTR-5 receptorfehérjére az OCM-3 tumorsejtvonalban, mint OCM-1 sejtvonalban. CACO-2
human vastagbél adenokarcindma sejtvonalat hasznaltunk pozitiv kontrollként és anti-HPRT-t (1:1000
higitas) hasznaltunk haztartasi génként.

Az OCM-1 és az OCM-3 human UM sejtvonalak sejtmembranjaiban a ligand kompetitiv
vizsgalataink szintén egyetlen, magasabb expresszios értéket mutattak ki az SST-hez tartoz6 nagy
affinitasti kothelyekrol, atlagosan 5,34 és 6,72 nM disszociacios allandoval (Kg). Az SSTR-ek
koncentracidja 433 fmol/mg membranfehérje volt az OCM-1 sejtekben, mig az OCM-3 sejtek

szignifikdnsan magasabb receptorszintet mutattak: 981 fmol/mg membranfehérje.
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5.3. SSTR expresszidja gyermekkori solid daganatokban és hematolégiai betegségekben

Altipus-specifikus RT-PCR elemzést végeztiink 15 gyermek hematologiai és onkologiai
mintan, hogy megvizsgaljuk az SSTR altipusok mRNS expresszidjat. A génspecifikus primerekkel
amplifikalt PCR-termékek varhaté mérete 216 bp az SSTR-1, 168 bp az SSTR-2, 188 bp az SSTR-3,
222 bp az SSTR-4 és 191 bp az SSTR-5 esetében.

Megallapithatjuk, hogy a gyermekkori hematoldgiai/onkologiai mintdk a szomatosztatin
receptor mind az Ot altipusdra erds mRNS expressziét mutattak. Az SSTR-2 altipus mRNS
expressziojat a mintdk mindegyikében (15/15) detektaltuk, szovettani tipusuktol fiiggetleniil. A 15
minta koziil csak egy HL-minta expresszalt mRNS-t mind az 6t SSTR altipusra, és az IM, FD és ITP
csak egy receptor altipust, az SSTR-2-t expresszalta. Az SSTR-5 expressziodjat két rosszindulata solid
tumor mintdban detektaltuk (4. eset, HL és 5. eset, RMS). A 15 gyermek hematologiai és onkologiai
minta koziil az SSTR-3 PCR-termékei csak rosszindulati mintakban voltak kimutathatok, két szolid
tumor (HL és RMS) és két masik esetben (ALL és HS) expresszalodott az SSTR-3. Az SSTR-3 ¢és
SSTR-5 altipusok a mintdk kisebb szamaban fejezddtek csak ki, egész pontosan négy, illetve két
mintaban voltak megtalalhatoak. Az SSTR-1 és az SSTR-4 el6fordulasa hasonlo volt (9/15, 60%) az
elemzett 15 mintadban. A kilenc SSTR-4-pozitiv minta koziil kettd rhabdomyosarcoma volt, két minta
ALL, egy HL, egy teratoma tipusu, egy szovettani szempontbdl hamartoma, egy HS és egy kronikus
joindulati neutropenia volt. Vizsgalatunkban mindkét RMS minta pozitiv volt az SSTR-1, SSTR-2 és
SSTR-4 vonatkozasaban. Mindkét szolid joindulatd daganatminta SSTR-2 receptor expressziot
mutatott, de egyikiik sem expresszalta az SSTR-3 és SSTR-5-t.

A templatmentes ¢és reverz transzkriptdz-mentes kontrollok kizartdk a nem specifikus
amplifikaciot és a DNS-szennyezést. Az B-aktin specifikus primereivel végzett PCR-amplifikacio
minden mintaban egyetlen terméket eredményezett, ami megerdsitette, hogy a mintakban nincs RNS-

degradacio. Pozitiv kontrollként human hipofizis mintakat hasznaltunk.
5.4. Radioligand kotési vizsgalatok

Az SSTR fehérje jelenlétét, ezen SST-kotohelyek jellemzoit és a radioaktiv joddal jelolt SST
analog az RC-160 specifikus kotddését human gyermek szilard tumor mintdk membran
homogenizatumaihoz ligand kompeticids vizsgalatokkal hataroztuk meg. A hét vizsgalt minta koziil
Ot rosszindulati daganat ¢és két joindulati daganatminta mutatott SSTR-kotést. Ugyancsak
membréanfrakcidiban. Az [*2°] RC-160 tipikus leszoritdsi elemzése és a specifikus kotési adatok

Scatchard-szerinti kiértékelései azt mutattak, hogy az egykotdhelyes modell biztositotta a legjobb
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illeszkedést. Ezen receptorkotési eredmények alapjan kimutathatdé volt nagy affinitasd SSTR-k
A szamitogépes nem-linedris gorbeillesztési program és az SST-receptor-kotési adatok Scatchard-
model-elemzése a hét darab vizsgalt receptor-pozitiv tumor mintaban azt mutatta, hogy az SSTR-k
atlagos disszociaciés allanddja (Kq) 6,00 nM (tartomany: 4,02-8,12 nM), az atlagos SSTR-
koncentraci6 (maximalis kotoképesség, Bmax) 391,1 fmol/mg membranfehérje (tartomany: 255,1—
760,8 fmol/mg fehérje). Meghataroztuk a specifikus kotddési helyek jellemzéséhez elengedhetetlen
biokémiai specifikiciokat és paramétereket is. Igy a [*°I] RC-160 kotését specifikus, reverzibilis,
homérséklet- és 1dofiiggdnek, valamint fehérje-koncentracidval linedrisnak talaltuk a vizsgalt huméan
gyermekkori daganatos mintdkban. Az SST kotohelyek specificitasat kompetitiv  kotédési
vizsgalatokban is kimutattuk. Kiilonb6z0, az SST-hez szerkezetileg rokon vagy hasonlé peptideket
hasznaltunk ezekben a vizsgéalatokban. A radioaktiv joddal jelzett RC-160 kotodését teljesen
kiszoritotta az SST-14 ndvekvd koncentracioja (1012-10° M), mig a szerkezetileg és funkcionalisan
eltéré peptidek egyike sem (példaul az epidermalis ndvekedési faktor (EGF), a luteinizal6 hormont
felszabadité hormon (LHRH), a ndvekedési hormon felszabadité hormon (GHRH), a [Tyr*] bombezin
¢s az inzulinszeri ndvekedési faktor I) gatolta a radioaktivan jelolt SST oktapeptid analog RC-160
kotddését 1 M koncentracidban sem.

Az SSTR altipusok mRNS expresszidja az Osszes vizsgalt gyermekkori daganat mintdban a
SST ligand receptorkotési képességével jart egyiitt. A radioreceptor-vizsgalatok és az SSTR altipusok
MRNS-vizsgalati eredményeinek dsszehasonlitd elemzése kimutatta, hogy az SSTR-2 és/vagy SSTR-
5 altipusok expresszidja 100%-ban Osszhangban all az [*?°1] RC-160 specifikus kétdhelyeinek
jelenlétével. Az SST-analogok és a citotoxikus SST-analog AN-162 kotddési affinitdsat az SSTR-t
expresszald human gyermekkori daganatos mintak (HL és RMS) membréan receptoraihoz szintén
ligand kompeticios mérésekkel vizsgaltuk. Meghataroztuk a ['®1] RC-160 mint radioligand
leszoritasat a jeloletlen SST analégokkal, mint kompetitorral. Eredményeink azt mutattak, hogy az
RC-160 (vapreotid) és RC-121 (mint az AN-162 hordozdopeptidje) SST oktapeptid analogok és az AN-
162 citotoxikus SST analdg alacsony nanomoléris koncentracio mellett effektiv modon nagy
affinitassal képesek kotddni az SSTR-hez. Mindazonaltal az AN-162 citotoxikus SST konjugatumnak
csak kissé alacsonyabb kotddési affinitasa volt a specifikus SSTR-ekhez, mint az RC-121 szabad
peptid hordozonak, vagyis a doxorubicinnel valé Osszekapcsolas utan is megérizte nagy kotési
affinitasat. Eredményeink tehat azt mutattak, hogy az RC-121 hordozdpeptid nagy affinitast kotddése
a tumoros SSTR-ekhez teljes mértékben megmaradt a célzottterapiara kifejlesztett citotoxikus SST
analog AN-162-ben.
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5.5. Beteg nyomon kovetés

A vizsgalt mintdk csoportjaban 5 gyermek halt meg 5 éven beliil (2 RMS-es, egy teratomas €s
kettd ALL-es). A férfi és a nd aranya a vizsgalt csoportban 2:1 volt (10 fif, 5 lany). A solid tumoros
csoportban négy beteg maradt ¢letben 5 év utan, harom gyermek meghalt; a fiu €s a lany arany 1,33:1
volt (4 fiu és 3 lany). A hematologiai betegségek csoportjdban hat beteg volt ¢letben 6t év utan, két
ALL-ben szenvedd gyermek 5 éven beliil elhunyt, a fiu és a lany aranya 3:1 volt (6 fia és 2 lany).
Vizsgalatunkban az 6t elhunyt beteg koziil csak két gyermeknél fordult el6 relapszus (mindketté ALL
beteg volt), ami e betegek halalat okozta. Nem talaltunk szignifikans Gsszefliggést a szomatosztatin

receptor expresszios mintdzata €s a klinikai kimenetel, illetve a klinikopatoldgiai jellemzok kozott.
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6. Megbeszélés

A szomatosztatin hipotalamikus neuropeptid mindkét formaja (szomatosztatin-14 és -28)
gatlasa, ugymint a novekedési hormon, inzulin és gasztrin, gliikagon, szekretin és kolecisztokinin. Az
altalanos endokrin hatasok mellett az SST autokrin / parakrin szabalyozoként miikodhet. Jelen van a
gyomor nyalkahartydjaban, a hasnyalmirigyben és a duodenumban is, ahol elnyomja az exokrin
valadékot, beleértve a gyomorsavat és a hasnyalmirigy enzimjeit.

Az SST-14 rovid felezési ideje (3 perc) miatt stabilabb és erdteljesebb szintetikus SST
analogokat fejlesztettek ki, koztlik az oktreotidot (Sandostatin®), a vapreotidot (RC-160, Octastatin®)
¢s a lanreotidot (Somatulin®). Az SST-anal6gok plazma felezési ideje 120 perc, és ezek a peptid-
analogok kortilbeliil 50-szer erdsebbek az SST-nél.

Jol ismert, hogy az SST és oktapeptid analdgjai specifikus G-fehérjéhez kapcsolt
membranreceptorokon keresztiil fejtik ki hatdsukat. Mig a nativ SST hasonld nagy affinitast mutat az
SSTR-1-5-hez, a szintetikus oktapeptidek, példaul az oktreotid, az RC-160 ¢s az RC-121 kiilondsen
az SSTR-2-hez és az SSTR-5-hez kotddnek a legnagyobb affinitassal, mérsékelt affinitast mutatnak
az SSTR-3-hoz, és alacsony affinitds az SSTR-1 és az SSTR-4 irant. Kimutattdk, hogy a
szomatosztatin-analogok, koztiik az RC-160, hatékony tumor ndvekedés-gatloként is miikddnek
kiilonbozd daganatok kisérleti modelljeiben. A terapias hatékonysag novelése érdekében tovabbi 1j
analogokat allitottak eld, amelyek tartalmazzdk a ciklohexapeptidet, példaul ilyen a SOM230
(pasireotid) készitmény, amely nagy affinitassal kotédik az SSTR-1, -2, -3 és az SSTR-5-hez.

A szomatosztatin receptorok, foként az SSTR-2 jelenléte a daganatokon, lehetdvé teszi
bizonyos primer tumorok ¢és metasztdzisaik hatékony lokalizalasat is szcintigrafias technikak
alkalmazaséaval. Az SST radiojelzéssel ellatott analégjait, példaul az [***In-DTPA-D-Phel] oktreotidot
(OctreoScan®) klinikailag alkalmazzdk a szomatosztatin receptorokat expresszald tumorok
lokalizalasara. A célzott sugarterapia igéretes megvaldsitasa érdekében, amelynek sordn a
szomatosztatin analégok szamos radionuklidhoz kapcsolodnak, példaul ®Galliumhoz vagy
Oltriumhoz, szintén klinikailag elérehaladott 4llapotban van.

Jelen kutatasainkban célul tiztiik ki olyan ritka, eddig nem vizsgalt korképekben, mint amilyen
a human uvealis melanoma, valamint kiilonb6zé gyermekkori hemato-onkolédgiai betegségekben az
SSTR-ek expresszidjanak és terapiaban vald potencidlis felhasznalasanak vizsgalatat, felderitését.
Kutatasaink els6 fazisdban a human uvealis melanomara fokuszaltunk.

Az uvealis melanoma a leggyakrabban diagnosztizalt primer malignus intraokularis daganat

felndtteknél, és a melanoma masodik leggyakoribb forméja a bér melanoma utan. Az elmult 50 évben
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a diagnoézis ¢€s a sikeres lokalis terapiak terén elért eredmények ellenére komoly eldrelépés az UM-
halalozasi arany tekintetében Iényegében nem tortént, és tovabbra is jelentds mortalitassal jar. A maj
a metasztazis leggyakoribb €s legfontosabb célpontja, és az attétek miatti majelégtelenség a legtobb
halal kézvetlen oka.

Az UM-ben szenvedd betegek stlyos prognozissal szembesiilnek, mivel mintegy 45% -uk
metasztazis miatt hal meg, fliggetlentil att6l, hogy a daganatot leggyakrabban azel6tt diagnosztizaljak
és lokalisan kezelik, miel6tt az elterjedd betegség klinikai jelei megjelennek. Ez ahhoz az elmélethez
vezetett, hogy a mikrometasztdzisok mar a betegség korai szakaszdban jelen vannak, de sok évig
inaktivak maradnak, miel6tt klinikailag észrevehetd makrometasztazis alakulna ki.

A ciliaris test ¢és az érhartya daganatai sulyos veszélyt jelentenek az életre. Az elsddleges
uvealis melanoma kezelése tovabbra is vitatott. Még mindig tobbnyire egyetértés van abban, hogy az
enukleacio elkeriilhetetlen sok nagy cilidris testes €s choroidalis melanoma esetén. Indokoltnak tlinik
a klinikailag viszonylag kicsi, ,,aktiv’ melanomdk valamilyen tipust kezelésnek vald alavetése.
Szdmos nagy méretli melanomat és a legtobb kozepes méretli melanomat manapsag hékezeléssel vagy
anélkiil végzett besugarzassal vagy enukleacioval kezelnek. Javaslatok sziilettek arra is, hogy mivel a
helyi kezelések nem eredményeznek semmilyen figyelemre méltd javulast a talélésben, ezért a
jovObeni kutatdsoknak az attétes betegségek kezelésére kell irdanyulnia.

Az UM szisztémas kezelése nagyon korlatozott. Az adjuvans szisztémas terapiat elsésorban
azoknal a betegeknél alkalmazzak, akiknek nagy a metasztazis kockazata, vagy eldrehaladott
metasztatikus betegeknél, viszont a klasszikus kemoterapias szerek valaszaranya minddssze 7% és
25% kozott marad. Az UM kezelésére szolgalo szisztémas kemoterapia hatastalan. A metasztatikus
UM genetikai és molekularis hatterének megismerése ellenére jelenleg nincs kielégitd szisztémas
kezelési megkozelités. Jelenleg nem allnak rendelkezésre olyan hatékony szisztémas terapiak, amelyek
javulasa ellenére az attétes haldlozasok szama az elmult 20-30 évben nem csokkent jelentdsen. Ezért
stirgetd sziikség van Uj innovativ terapids modszerekre.

Jelen munkékban SSTR-2-nek az mRNS expresszidjat 46 darab UM mintaban, az SSTR-5
expressziojat 9 darab UM tumor mintaban vizsgaltuk. A primer daganatokat fehérje szinten is
tanulmanyoztuk. Az SSTR-ek UM mintdkban térténd kimutatasa mellett az OCM-1 és OCM-3 UM
sejtvonalakat kvantitativ, real-time RT-PCR-rel is elemeztiik a receptor mRNS expressziojanak
szempontjabol. A vizsgalt UM mintak koziil harmincegy (65,2%) minta mutatott SSTR-2 pozitivitast,
és kilenc minta koziil 6 (66,6%) volt SSTR-5 pozitiv. Ezzel szemben Ardjomand et al. egy korabbi
tanulmanyban a 25 tesztelt UM minta szinte mindegyikében azonositotta az SSTR-2 expressziot. Sajat

munkakban ligand kompetitiv vizsgélattal is megvizsgéltuk a radioaktiv joddal kezelt RC-160 kotését
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20 UM minta membranfrakcidihoz. Megallapitottuk, hogy a vizsgélt human UM-mintak 70% -4ban
specifikusnagy affinitasi SSTR-ek jelenléte igazolhato, atlagos Ky 7,14 nM és atlagos Bmax 604
fmol/mg membranfehérje receptoridlis kotési karakterisztikakkal. Fontos megjegyezni azt is, hogy az
Osszes receptor-pozitiv daganatminta egybeilld mdodon jol detektalhaté mennyiségben expresszalta az
SSTR-2 vagy SSTR-5 receptor gént is.

Az elemzett mintdk szdvettani eloszldsa azt mutatta, hogy a mintdk tobb mint fele (56,1%)
orsosejtes, 36,6% epithelioid volt és a fennmarad6 7,3% szdvettanilag kevert. A kapott értékek alapjan,
megallapithatjuk, hogy a beteg neme és kora nem prognosztizald tényezok. Eredményeink
egyértelmiien megerdsitik, hogy SSTR-2 és SSTR-5 altipus expresszalodik human UM mintakban. A
gRT-PCR eredmények azt mutatjak, hogy az SSTR-2 és az SSTR-5 szintén erdsen expresszalodik
mindkét vizsgalt UM sejtvonalban. Ebben a tanulmanyban egyértelmiien kimutattuk az SSTR-ek
expressziojat két eddig nem tanulmanyozott human UM sejtvonalban is, €s bemutattuk, hogy az OCM-
3 sejtek szignifikansan magasabb szinten fejezik ki az SSTR-eket, mint az OCM-1 sejtek (p <0,0001).
Az SSTR-2 vagy SSTR-5 mRNS altal kédolt receptorfehérjét mindkét UM sejtvonalban Western blot
segitségével is megerositettiik.

A célzott terapiara fejlesztett doxorubicinnel konjugélt citotoxikus SST analog, az AN-162
alapvetden a terapidban hatékonyabb ¢és kevésbé toxikus, mint a hagyomanyos szisztémas
kemoterapia. Ezen analogok egyetlen f6 mellékhatasa a mieloszuppresszio, amelyet a doxorubicin,
mint citotoxikum hasitasa okoz. Az SST-receptorok magas el6fordulasi gyakorisaga az UM-ben felveti
annak a lehetdségét, hogy ez a daganattipus alkalmas lehet az SST-analogokkal, koztik a célzott
daganatterapiara fejlesztett citotoxikus SST analég AN-162 peptiddel valo kezelésre. Mivel az UM
eddigi terapidja komoly kihivast jelent, munkank eredménye segit a tovabbi specifikus molekularis
célpontok meghatdrozasaban, a metasztazis megeldzésében vagy a disszeminalt metasztazisok tovabbi
elterjedésében.

Kisérleti munkaink kovetkezé fazisdban a gyermekekben eléforduld malignus és benignus
daganatok és hematologiai korképek SSTR expresszios vizsgalataival foglalkoztunk.

Az 1990-es évek kozepe ota tapasztalt lenyligdzo fejlodés ellenére a hematologiai és onkologiai
betegségek tovabbra is a gyermekkori haldlozasok egyik f6 okai. A felnéttkori onkoldgidhoz képest
ebben a pillanatban a célzott onkoterapiak sokkal kevésbé fontos szerepet jatszanak a rakos gyermekek
korében. Ezenkiviil a kombinalt kemoterapids protokollokat nem lehet tovabb fokozni az akut toxicitas
és a késoi szovodmények elfogadhatatlan ndvekedése nélkiil. Ezért siirgdsen sziikség van a korai
felismer¢s, a pontos nyomon kovetés €s a nemrégiben azonositott molekularis célpontokon alapul6

ujszeri és hatékony kezelési modszerek tovabbfejlesztésére.
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A gyermekdaganatok viszonylag ritkak, vilagszerte kevesebb mint 13 500 eset és évente
koriilbeliil 1500 haléleset tapasztalhato a 0—14 éves gyermekek korében. A leukémia messze a
leggyakoribb neoplasztikus rendellenesség, amely a gyermekkori daganatok koriilbeliil 33% -at teszi
ki, ezt kovetik az agydaganatok (25%), a limfomak (8%), a neuroblastoma (7%) és mas ritka
gyermekkori rosszindulatu daganatok, mint a Wilms tumor, a lagyrész €s csontszarkémak, valamint
csirasejtdaganatok hasonloan alacsony relativ gyakorisaggal. A gyermekkori rak kezelése a betegség
tipusatol (szovettan és egyre inkabb a genotipus) és a betegség stadiumatodl fiigg. A gyakori kezelési
megkozelitések kozé tartozik a kemoterapia, a mitét, a sugarterapia és az dssejt-transzplantacio. Az
olyan innovativ kezelési modok, mint az immunterapia és a célzott kis molekuldju gyogyszerek, egyre

Jelen munkank eredményei azt mutatjak, hogy a megvizsgalt 15 gyermekminta meggydzden
expresszalja az mRNS-eket az SSTR-ek mind az 6t altipusara. Nem volt olyan minta, amelyik legalabb
az egyik SSTR altipust ne fejezte volna ki. Figyelemre mélto, hogy csak egy HL-minta fejezte ki az
MRNS-t mind az 6t SSTR altipus esetében. Hasonloképpen csak az SSTR-2 volt megfigyelhetd IM-
ben, FD-ben és ITP-ben. Az SSTR-5 expresszidja két rosszindulatu szolid tumor mintaban
mutatkozott, és az SSTR-3 PCR termékei csak rosszindulati mintakban voltak kimutathatok. Az
SSTR-1 és az SSTR-4 el6fordulasa hasonld volt (9/15, 60%) az elemzett 15 mintaban. A kilenc SSTR-
4 pozitiv minta koziil kettd RMS volt, két ALL, egy HL, egy teratoma tipusu, egy szdvettanilag
hamartoma, egy HS és egy kronikus joindulata neutropenia volt. Az 6t ALL minta koziil csak a néi
beteg mintaja volt pozitiv az SSTR-3-ra nézve, és a négy fiugyermekbdl szarmaz6 minta koziil egyik
sem expresszalta az SSTR-3 mMRNS-ét. A bioldgiai mintak nagysaga, korlatozott mennyisége nem tette
lehetdvé Western blot vagy immunhisztokémia elvégzését. Hét esetben azonban homogenizalt
membranfehérje-frakcidkat tudtunk izolalni radioligand koté vizsgéalatokhoz, hogy bemutassuk a
specifikus SSTR kotohelyek jelenlétét. A radioligand kotési vizsgalatok szintén megerdsitették a
specifikus, nagy affinitastt SSTR jelenlétét a szolid gyermek daganatokban, amelyeket 6,00 nM atlagos
disszociacios allandoval (Kq) és 391,1 fmol/mg atlagos maximalis kotédési kapacitassal (Bmax) voltak
jellemezhetdek. A molekularis bioldgiai elemzések €s a radioligand kotési vizsgalatok egyértelmiien
kimutattak, hogy az mRNS expresszidja az SSTR-2 és SSTR-5 altipusok esetében 100% -ban
Osszhangban all a radioaktivan jelolt SST oktapeptid analég RC-160 specifikus receptorialis
kotédésének jelenlétével.

Bar a vizsgalt csoport mintaszama limitalt volt és dsszetétele heterogén, érdemes megjegyezni,
hogy a vizsgaltak koziil 6t rdkos gyermek halt meg az 5 éves kovetési iddszak alatt. Az 6t ALL
betegbdl harom életben maradt, de két gyermek 5 éven beliil meghalt. A rhabdomyosarcomaval és a

teratomaval diagnosztizalt betegek mutattak a legrosszabb kimenetet ebben a vizsgalt csoportban. A
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SSTR expresszio ¢és a klinikai adatok k6zott nem figyeltiink meg 0sszefiiggést. Tovabbi eredményeink
alapjan a rosszindulata gyermekmintakban a szintetikus oktapeptid-analdgok az SSTR-hez valo magas
kotodési affinitasa azt jelzi, hogy az SSTR-pozitiv daganatos gyermekek a jovOben igéretes jeloltek
lehetnek az SST-analogokkal, koztiik a célzott citotoxikus SST-analog AN-162-vel torténd terapiara.

Ezen eredmények alapjan az SST peptid-analogok és az SSTR-ek jelentés diagnosztikai és
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kinalhatnak a daganatok lokalizacidjanak és kiterjedésének azonositdsdhoz a gyermekeknél. Nagyon
korlatozott adatok allnak rendelkezésre a gyermekkori daganatok szomatosztatin vonatkozasairdl.
Ezen adatok tobbsége nem a rosszindulati daganatokrol szol, és szinte minden adatot oktreotiddal
nyertek. Ezenkiviil Dishop és Kuruvilla arrdl szamoltak be, hogy az SST analogokat terapiasan is
alkalmazzak a kemoterapia tiineteinek és mellékhatasainak csokkentésére, valamint a differencialédas
eldsegitésére a gyermekkori onkologidban. Még nem kelléen megallapitott, hogy az SSTR-eket fel
lehet-e¢ hasznalni a gyermekek hematologiai és onkologiai rendellenességeinek lokalizalasara és
kezelésére, mivel az eddig rendelkezésre all6 eredmények hianyosak vagy nem meggydzdek. Ezért
jelen tanulmanyunkban arra torekedtiink, hogy megvizsgaljuk a SSTR altipusok (SSTR-1-5) mRNS
expresszidjat human gyermekkori szolid daganatokbdl szarmazé mintakban, valamint hematologiai
betegségben szenvedd gyermekek csontvelé aspiratumaiban és periférias vérében. Radioreceptor
vizsgalattal tanulmanyoztuk az SSTR fehérje kotddési jellemzdit is. Ezenkiviil elemeztiik az SSTR-ek
expresszidja, a kotddeési jellemzoik és a gyermekgydgyaszati betegek klinikopatoldgiai adatainak
lehetséges Osszefliggését.

Osszegzésként megallapithatjuk, hogy a tumorhoz tarsitott peptidek vonzo tulajdonsagokat
nyujtanak a kezelési stratégidk szamara a konnyii hozzaférés, a kényelmes tisztitas és tarolas miatt.
Tovabba kevésbé immunogének, mint az antitestalapi immunterapidk, magas a szoveti penetracidojuk
¢és nagy affinitdsuk van olyan specifikus sejtalkotokhoz, amelyek befolyasoljak a daganatos sejtek
tulélését, szaporodasat és differencialodasat. Gyors clearance jellemzi 6ket és kiemelkedd jeldltek az
egyszeri konjugacios stratégidk szdmara, ahogyan azt mar kordbban ismertettiik. Az SST
peptidhormon antiproliferativ hatdsa és az SSTR-eknek a human endokrin daganatokban vald
jelenlétének bizonyitasa kifejezetten hatékony és bioldgiailag stabil szintetikus oktapeptid
analogokhoz vezetett, példaul RC-160 (oktasztatin/Vapreotide®), SMS-201-995
(ocreotide/Sandostatin®), SOM 230 (pasireotid) ¢és BIM-23014 (somatuline/Lanreotide®) a
rosszindulat daganatok hormonalis kezelésére és az endokrinoldgia szamara. Ezeket az SST
analogokat széles korben alkalmazzak akromegalia, hasnyalmirigy, neuroendokrin daganatok, a

gasztroenterohepatikus rendszer endokrin daganatainak kezelésére, beleértve a karcinoid tumorokat,
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gliikagonomakat, gasztrindbmakat, inzulindmakat ¢és VIPomakat. Legjobb tudasunk szerint a
szakirodalomban nem allnak rendelkezésre konkluziv vagy meggy6z6 adatok, amelyek mas
receptorok ezen SST oktapeptid analdgok altali potencidlis aktivalasat mutatndk be. Ezenkiviil
bebizonyosodott, hogy az SST anal6gok hatékonyan alkalmazhatok radionuklid vagy citotoxikum
Szamos, kiilonbozé eredetli daganatsejt, példaul jol differencialt gasztroenteropankreatikus
neuroendokrin daganatok, valamint mds daganatos megbetegedések mutatjdk az SSTR
tulexpressziojat, amely a célzott diagnosztikai és kezelési moddszerek molekularis alapjaként
szolgalhat. A 14. adbran lathatok a sematikus SSTR-alapt potencialis downstream utak és jelatviteli

Megallapitasaink, miszerint a human UM mintdk nagy szdzaléka expresszalja az SST
receptorokat, alatdmasztjak azt a nézetet, hogy SST analdgok és célzott citotoxikus SST analogok,
példaul AN-162 igéretes jeldltek lehetnek az UM hatékony kezelésére. Jovdbeli vizsgalatokra van
sziikség jelen eredményeink terpids és klinikai jelentdségének alaposabb bizonyitdsara, valamint a
az attétek korai diagnosztizaldsdban és az SST analdégok késObbi, célzott terapidkban torténd
alkalmazaséaban.

Tovabbi eredményeink eldszor mutattak be, hogy szomatosztatin receptorok expresszalodnak
szamos gyermekkori joindulati és rosszindulati szolid daganatban, valamint a gyermekkori
hematolodgiai rendellenességek mintaiban. Ezek az eredmények 0j utat nyithatnak a SST peptid hormon
analogok lehetséges alkalmazasanak, lehetdséget adva a gyermek onkoldgiai és hematologiai
rendellenességek kimutatasara és kezelésére. Az SST-receptorok terapias €s klinikai jelentdségének
sziikség. Eredményeink segithetnek a gyermekkori hematologiai €s onkologiai rendellenességek
pontos mechanizmusdnak jobb megértésében is, és jobb megkozelitéseket nyujthatnak ezeknek a
rosszindulati daganatoknak a korai felismerésére. Megallapitasaink megkonnyithetik a szomatosztatin
szintetikus analdgjainak vagy radionuklidjainak vagy azok citotoxikus szarmazékainak klinikai

alkalmazasat diagnosztikai vagy terapias célokra.
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7. Osszefoglalas

Az uvealis melanoma (UM) a leggyakoribb primer intraokularis malignus daganat felnétteknél.
Eléfordulasa 4-5 eset/millio. A hematoldgiai és onkologiai rendellenességek jelentik a gyermekkori
halalozas egyik vezet6 okat. A neuropeptid szomatosztatin (SST) jelenlétét korabban mar
bizonyitottak kiilonféle gyermekdaganatokban, de korlatozott informacié all rendelkezésre az SST
rendellenességeiben, valamint a human UM-ban.

Jelen tanulméanyban az volt a célunk, hogy megvizsgaljuk az SSTR-2 és -5 mRNS ¢és fehérje
expresszidjat human UM szovetmintakban és OCM- 1 és OCM-3 human UM sejtvonalakban qRT-
PCR, Western blot és ligand kompeticios vizsgalatokkal. Valamint célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk
az mRNS expressziojat az SSTR-1-5 altipusoknak 15 gyermek hematologiai/onkologiai mintaban RT-
PCR-rel. Az SSTR-ek jelenlétét és kotodési jellemzoit tovabbi ligand kompetitiv vizsgalattal
elemeztiik.

Az SSTR-2 mRNS-e szignifikansan gyakoribb expressziot mutatott az UM szdvetekben, mint
az SSTR-5. Az SSTR-ek jelenlétét az UM mintak 70% -aban igazoltuk ligand kompetitiv vizsgalattal,
¢s mindkét human UM modell specifikus, nagy affinitasit SSTR expressziot mutatott. Az 6t SSTR
koziil az SSTR-2 és SSTR-5 mMRNS szinten human UM sejtvonalban erésen expresszalodott, de az
SSTR-5 mutatta a legnagyobb expresszidt. Az SSTR-2 és SSTR-5 receptor fehérjék jelenlétét mindkét
UM sejtvonalban Western-blot segitségével is igazoltuk. Tovabbi eredményeink azt mutattak, hogy a
gyermek daganatmintak kiilonb6z6 mintazatokkal, de erételjesen expresszaltak az mRNS-t az 6t SSTR
altipusra. Az SSTR-2 mMRNS-ét minden mintdban kimutattuk, szovettani tipusuktol fiiggetleniil. Egy
HL minta egyiittesen expresszalta az mRNS-t mind az 6t SSTR altipusra. Az SSTR-3 és az SSTR-5
csak rosszindulati mintadkban, példaul RMS-ban, HL-ban, ALL és egyetlen nem rosszindulata
allapotban, az 6rokletes szferocitozisban voltak jelen. Az SSTR-1 és az SSTR-4 el6fordulasa hasonld
volt (60%) a 15 vizsgalt mintaban. A radioligand kotési vizsgalatok kimutattak a specifikus SSTR-ek
jelenlétét és az SST analdgok nagy affinitast kotését a vizsgalt gyermekkori solid daganatokban.

Osszefoglalva, a SSTR-K expresszidja a human UM mintdkban, az OCM-1 és OCM-3 humén
UM sejtvonalakban, valamint a gyermekek hematoldgiai és onkoldgiai rendellenességeiben arra utal,
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kozott példaul modern, citotoxikus SST analdgok felhasznéalasaval.
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8. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom TDK-s korom 6ta témavezetomnek, Prof. Dr. Halmos Gabornak a
messzemeno tamogatasaért, szakmai segitségnyujtasaért, leirhatatlan sok és szerteagazd patronalasaért
mind szakmailag mind az azon tulmutat6 teriileteken. Minden segitséget megadott €s minden feltételt
megteremtett szamomra a kisérletek elvégzéséhez, publikdlasdhoz ¢és a PhD értekezésem
elkészitéséhez. A kutatdsi munka elvégzésén kiviil lehetdséget adott szamos konferencian valo
részvételre, kiilfoldi tanulmanyutakon valo tapasztalatszerzésre és valtozatos oktatasi feladatokra. Ez
a disszertacio emléket allit Dr. Treszl Andreanak, aki szintén segitett elinditani a kutatoi palyan,
viszont attétes emlérakban mindekdzben elhunyt.

Nagyon fontos szerepet jatszottak és 0sztonzOleg hatottak ram a kutatas terén a kozvetlen
munkatarsaim. Koszondm a Biofarmacia Tanszék valamennyi munkatirsanak, kiilondsképpen Dr.
Szabd Zsuzsannanak faradhatatlan segitségnytjtasat és a kozlemények minden tarsszerzdjének. Kiilon
kiemelve a DE KK Gyermekgydgyaszati Klinika, Gyermekhematoldgia és Onkologiai Tanszékérdl
Prof. Dr. Kiss Csongort és Dr. Juhdsz Evat, valamint Dr. Molnar Annat és a DE KK Szemklinikarol
Dr. Steiber Zitat, hogy segitségiinkre voltak a huméan daganatos szdvet- és hematologiai mintak
gyljtésében ¢és szakteriileti tdmogatdsukban, illetve a klinikopatologiai adatok gytijtésében.
Koszonettel tartozom, Prof. Dr. Méhes Gabornak, Prof. Dr. Dezs6 Balazsnak és Dr. Szasz Csabanak a
patologiai elemzéseikért. Koszondm tovabbi kozvetett munkatarsaimnak, tobbek kozott Dr. Szabo
Erzsébetnek a Western blot vizsgalatokban nyujtott segitségét, valamint Suppné Dr. Csorvasi

Enikének az dldozatos és sokrétli segitségnyujtast.

Az egyik legnagyobb megtiszteltetés volt a Nobel dijas Prof. Andrew V. Schally- vel, mint

kollaboracios partnerrel egytittmiikddni, €s €lvezni végtelen szakmai hozzaértését €s timogatasat.

Szeretnék koszonetet mondani sziileimnek, testvéremnek, feleségemnek és barataimnak, hogy
mindvégig hittek bennem, tdmogattak és batoritottak a munkdm elvégzésében, mikozben a sok

lemondas ellenére megértd hozzaallasukrol biztositottak.
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Kutatasi tamogatas:

A munkat a GINOP-2.3.2-15-2016-00043 (H.G.) projekt finanszirozta. A projektet az Eurdpai
Unio6 ¢és az Eurdpai Regiondlis Fejlesztési Alap és az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 is tarsfinanszirozta
(H.K., H.G.). A kutatast az Emberi Erdforrasok Minisztériuméanak Felsdoktatasi Intézményi
Kivalosagi Programja is finanszirozta, a Debreceni Egyetem Biotechnologiai Tematikus Programja
keretében (H.G.).

A kutatast az Innovaciés és Technoldgiai Minisztérium az UNKP-19-3 ij nemzeti kivalosagi
programja (H.K.). és a FelsGoktatasi Intézményi Kivalosag Programja NKFIH-1150-6 / 2019 és TKP
2020-1KA-04 is tamogatta, a Debreceni Egyetem Biotechnoldgiai Tematikus Programja (H.G.)
keretében. A projektet az Eurdpai Unio tdmogatasaval az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap és az

Eurodpai Szocialis Alap tarsfinanszirozta.
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9. Fiiggelék: Konferencia eloadasok, publikalt absztraktok és kéziratok
gyljteménye

Eloadas szakmai nemzetkozi konferencian:

Professzorok az Europai Magyarorszagért Egyesiilet, XIX. Nemzetk6zi Tudomanyos Konferenciaja,
Budapest, 2019. 11. 14. El6adas cime: Szomatosztatin receptorokon alapulo, célzott daganatterapia
lehetdsége.

Eloadas nemzetkozi szakmai konferencian, publikalt absztrakt:

MedPECS: Medical Conference for PhD Students and Experts of Clinical Sciences, Pécs 2019.
november 09. Részvétel jellege: poszter eldadas. Poszter cime €s szerzoi: Investigation of somatostatin
receptor expression in renal tumors. Harda Kristof, Szabé Zsuzsanna, Szabo Erzsébet, Szegedi
Krisztian, Flasko Tibor, Halmos Gabor.

7th BBBB International Conference on Pharmaceutical Sciences, Balatonfiired, 2017. 10. 5-7.
Részvétel jellege: poszter eldadés. Poszter cime €s szerzdi: Somatostatin receptors as molecular targets
in human uveal melanoma. Harda Kristéf, Treszl Andrea, Steiber Zita, Szabo Zsuzsa, Olah Géabor,
Halmos Gabor.

Nemzetkozi szakmai konferencian valé részvétel, publikalt absztrakt:

7th BBBB International Conference on Pharmaceutical Sciences, Balatonfiired, 2017. 10. 5-7.
Részvétel jellege: poszter. Poszter cime és szerz6i: Expression of miRNA-21 and -221 in clear cell
renal cell carcinoma (ccRCC) and their possible role in the development of ccRCC. Zsuzsanna Szabo,
Krisztian Szegedi, Katalin Gombos, Tibor Flaské, Kristof Harda, Eva Sipos, Klara Fodor, Gabor
Halmos.

Congressus Pharmaceuticus Hungaricus XV. poszter szekcid, Budapest 2014. 04. 10-12. Részvétel
jellege: poszter. Poszter cime és szerz6i: Szomatosztatin receptorok, mint molekularis célpontok
vizsgalata human uvealis melanomaban. Harda Kristéf; Treszl Andrea; Steiber Zita; Halmos Gébor.

Szakmai konferencian valé eloadas, publikalt absztraktok:

Magyar Onkologusok Tarsasaga (MOT) XXXIIIl. Kongresszusa, Budapest, 2019. november 28-30.
Részvétel jellege: poszter eldadas: Elsé helyezett. Poszter cime €s szerzdi: Szomatosztatin receptorok,
expressziojanak vizsgalata vesetumorokban és humén vesedaganatokban. Harda Kristof, Szabd
Zsuzsa, Szab6 Erzsébet, Szegedi Krisztian, Flasko Tibor, Halmos Gabor.

Sziv és érkutatasi kivalésagkozpont - Ironheart Tudomanyos iilés, Debrecen, 2019. november 7.
Részvétel jellege: poszter eldadas. Poszter cime ¢€s szerzdi: Terdpias célpontként alkalmazhat6
Szomatosztatin receptorok expresszidjanak vizsgalata vesetumorokban és human vese daganat
sejtvonalakon. Harda Kristof, Szabo Zsuzsanna, Szabo Erzsébet, Szegedi Krisztian, Flaské Tibor,
Halmos Gébor.

Eloadas szakmai konferencian:

Biotechnolégia a Debreceni Egyetemen - 2019 tudoményos szimpo6zium, Debrecen, 2019.11.21.
Eldadds cime: A szomatosztatin receptorok, mint molekuldris célpontok a human uvealis
melanoméban.
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Cholnoky Laszl6 Szakkollégium Nyitonap tudomanyos eldadas: Szomatosztatin receptorokon alapulo,
1j, célzott daganatterapia lehetésége human uvealis melanomaban, Pécs, 2014.09.20.

Szakmai konferencian valé részvétel, publikalt absztrakt:

Magyar Onkologusok Téarsasaga (MOT) XXXIII. Orszagos Kongresszusa, Budapest, 2019. november
28-30. Részvétel jellege: poszter. Poszter cime ¢és szerzOi: A shikonin human vesedaganat
sejtvonalakra kifejtett apoptotikus hatasa. SzerzOk: Szabd Erzsébet, Szabd Zsuzsanna, Fejes Zsolt,
Nagy Béla, Harda Kristéf, Szegedi Krisztidan, Halmos Gabor.

Magyar Klinikai Farmakologusok XX. Jubileumi Kongresszusa (Magyar Klinikai Farmakologusok
XX. Tovabbképzo Napok - GCP Tanfolyam), Debrecen, Kolcsey Kozpont, 2018. december 13-15.
Részvétel jellege: poszter. Poszter cime és szerzOi: Possibility of targeted tumor therapy based on
somatostatin receptors in human uveal melanoma. Harda Kristof, Szabd Zsuzsanna, Szab6 Erzsébet,
Olah Gabor, Fodor Klara, Halmos Gabor.

Sziv és érkutatasi kivalosagkdzpont - Ironheart Tudoményos Ulés; Debreceni Egyetem, Klinikai
Kozpont, In Vitro Diagnosztikai Tomb; 2018. november 22. Részvétel jellege: poszter. Poszter cime
¢s szerzdi: Possibility of targeted tumor therapy based on somatostatin receptors in human uveal
melanoma. Harda Kristof, Szabo Zsuzsanna, Szabd Erzsébet, Oldh Gabor, Fodor Klara, Halmos
Gabor.

Magyar Klinikai Onkologiai Téarsasdg X. Jubileumi Kongresszusa, Budapest Marriott Hotel, 2018.
november 8-10. Részvétel jellege: poszter. Poszter cime és szerz6i: A VHL és PTEN mutaciok, mint
a vesedaganatok kialakuldsat befolyasolo genetikai tényezok, vizsgalata a személyre szabott terapia
tiikkrében. Szabd Zsuzsanna, Szabd Erzsébet, Szegedi Krisztidn, Gombos Katalin, Harda Kristof,
Kallai Judit, Flasko Tibor, Halmos Gabor.

XIX. Klinikai Farmakologus Tovabbképzé Kongresszus és GCP napok, Debrecen, 2017. 12. 7-9.
Részvétel jellege: poszter. Poszter cime €s szerzoi: Szomatosztatin receptorok, mint lehetséges terapias
célpontok a human uvealis melanoméban. Harda Kristéf, Treszl Andrea, Steiber Zita, Szabo Zsuzsa,
Olah Gabor, Halmos Gabor.

XIX. Klinikai Farmakologus Tovabbképzé Kongresszus és GCP napok, Debrecen, 2017. 12. 7-9.
Részvétel jellege: poszter. Poszter cime €s szerzoi: Intratumor heterogenitas és epigenetikai faktorok
szerepe a vilagossejtes vesecarcindma kialakuldsdban? Szabo Zsuzsanna, Szegedi Krisztian, Bereczky
Zsuzsanna, Kallai Judit, Sipos Eva, Olah Gabor, Dobos Nikoletta, Flaské Tibor, Harda Kristof,
Halmos Gébor.

Magyar Onkologusok Tarsasaga XXXII. Kongresszusa, Debrecen, 2017. 11. 16-18. Részvétel jellege:
poszter. Poszter cime ¢€s szerzdi: Szomatosztatin receptorok, mint molekularis célpontok a human
uvealis melanomaban. Harda Kristof, Treszl Andrea, Steiber Zita, Szabo Zsuzsa, Olah Gabor,
Halmos Gébor.

Magyar Onkologusok Tarsasaga XXXII. Kongresszusa, Debrecen, 2017. 11. 16-18. Részvétel jellege:
poszter. Poszter cime és szerzéi: Az intratumor heterogenitds és epigenetikai faktorok szerepe a
vildgossejtes vesecarcinoma kialakuldsdban. Szabd Zsuzsanna, Szegedi Krisztian, Kallai Judit, Sipos
Eva, Olah Gabor, Berecky Zsuzsanna, Harda Kristof, Szasz Csaba, Szabo Zsuzsanna, Flasko Tibor,
Halmos Gébor.
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Magyar Onkologusok Tarsasdganak Kongresszusa Budapest 2015. 11. 19-21. Részvétel jellege:
poszter. Poszter cime €s szerz6i: Micro-RNS-ek szerepe a vilagossejtes vesecarcinoma kialakuladsaban.
Szabd Zsuzsanna, Szegedi Krisztian, Flaské Tibor, Gombos Katalin, Harda Kristéf, Oldh Gabor,
Fodor Kléra, Sipos Eva, Halmos Gébor.

XVII. Klinikai Farmakoldégus Tovabbképzé Kongresszus ¢s GCP napok, Debrecen, 2015. 12. 3-5.
Részvétel jellege: poszter. Poszter cime és szerzdi: MikroRNS-ek expresszidjanak tanulmanyozasa
human holyagkarcindmaban. Szabd Zsuzsanna, Szegedi Krisztian, Flaské Tibor, Gombos Katalin,
Hevér Zsotia, Harda Krist6f, Mogyordsi Rita, Olah Gabor, Halmos Gabor.

XVI. Klinikai Farmakolégus Tovabbképzd Kongresszus ¢s GCP napok, Debrecen, 2014. 11. 27-29.
Részvétel jellege: poszter. Poszter cime és szerzéi: Onkogén jellegli miR-ek expresszidjanak
vizsgalata human vilagossejtes vese karcinomaban. Szabo Zsuzsanna, Szegedi Krisztian, Flasko Tibor,
Gombos Katalin, Olah Gabor, Harda Kristof, Halmos Gabor.

Magyar Urologus Térsasag Kongresszusa Si6fok 2014. 10. 16-18. Dijazott poszter. Részvétel jellege:
poszter. Poszter cime ¢€s szerzéi: Onkogén jellegi miR-ek expresszidjanak vizsgalata human
vilagossejtes vese karcindmdban. Szabd Zsuzsanna, Szegedi Krisztian, Flasko Tibor, Gombos Katalin,
Olah Gabor, Harda Kristof, Halmos Gabor.

Konyvfejezet: Pharmaceutical Care Practical Study Notes — 4. Chapter: Possible ways of
pharmaceutical care in gastrointestinal tract 105- 128. old. 2015

Konyvfejezet: Selected chapters of pharmaceutical bioanalytical methods —7. Chapter: Blotting
techniques 100-115 old. 2015

Konyvfejezet: Gyogyszerészi gondozasi példak 4. fejezet: Gasztrointesztinalis rendszert érintd
gyogyszerészi gondozasi pédak 89-120. old. 2015

Konyvfejezet: Valogatott fejezetek a gyogyszerészi bioanalitikabol 7. fejezet: Blottolasi technikak
111-126. old. 2015

Magyar nyelvii kozlemény, cikk:

Amitd]l minden nd retteg: policisztds ovarium szindroma. Szerzok: Harda Kristof, Halmos Gabor.
Gyogyszerészet. 64 : 4 (2020), p. 214-218.

Egy honap Amerikdban — gyogyszerész szemmel, Dr. Harda Kristof, Dr. Lakatos Linda, Dr. Toth
Eszter. Gyogyszertar XIV. évf. 3. szam 2015. marcius 18-20. old.

Nem megfeleléen kihasznalt lehetdségek - A probiotikumok hazai eladasi tendenciai. Dr. Harda
Kristéf. Gyogyszertar XV. évfolyam 9. szam. 2016. szeptember

Ontsiink tiszta probiotikumot a poharba! Dr. Harda Kristof Gyogyszertar XIV. évf. 4. szam 2015.
aprilis 10-12. old.
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