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Roviditések jegyzéke
AEZS-108/ AN-152: az LHRH ligand D-Lys® aminosavjahoz kapcsolt doxorubicin, célzott

daganatterapids molekula, Zoptarelin Doxorubicin®

BCG: bacillus Calmette—Guérin, a Mycobacterium bovis aktiv formaja
DAB: 3,3'-diamino--benzidin

DAG: diacilglicerol

DOX: doxorubicin

EGF-R: epidermalis névekedési faktor receptor

ERB receptorok: tirozin kinaz receptorok kiilonb6z6 csoportjai, pl: epidermalis novekedési

faktor receptor (EGFR)

FBS: borju szérum albumin

FSH: follikulus stimulal6 hormon

FZD6: frizzled class receptor 6

GAPDH: glicerinaldhehid-3-foszfat dehidrogenaz

GHRH: névekedési hormon-releasing hormon

GnRH: gonadotropin-releasing hormon

HER2: human epidermalis novekedési faktor receptor 2-es tipusa
HIF-1A: hipoxia indukcios faktor 1 alfa alegység

hGH: human névekedési hormon

HMB-45: human melanéma marker-45

HPRT: hipoxantin foszforibozil transzferaz

HRP: torma peroxidaz

IL-6 ligand, IL-8(CXCLS8) ligand: interleukin-6 ligand, interleukin-8 ligand
IP3: inozitol trifoszfat

LH: luteinizald hormon



LHRH: luteinizalo hormon-releasing hormon

LHRH-R: luteinizald6 hormon-releasing hormon receptor

MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

MEK: MAP2K1: mitogén-aktivalt protein kinaz 1

MMP2: matrix metalloproteinaz 2

MTOR: rapamicin target PI3 kindz

NGFR: idegi novekedési faktor receptor

OCM1, OCMS3: okularis chorioidealis melanoma 1, okularis chorioidealis melanoma 3
PBS: foszfat puffer szalina

PCP: sikbeli sejt polaritas

PD-1: programozott sejthaldl receptor-1

PD-L1-2: programozott sejthalal ligand-1¢és 2

PDT: fotodinamids terapia

PKC utvonal: protein kindz C itvonal

PROML1: prominin 1

PVDF: polivinilidén fluorid

RAF/ RAS/ MEG/ERK: mitogén-aktivalt protein kinaz szignal transzdukcios kaszkad
ROS: reaktiv oxigén gyokok

RT- qPCR: reverz transzkripcids-kvantitativ polimeraz lancreakcio
S-100: kis molekulasulyi melanoma marker protein

SOX10: SRY-box transzkripcids faktor 10

TCC: hameredetii atmeneti-sejtes karcinoma (transitional cell carninoma)
TKI: tirozin kindz inhibitor

TRIS- puffer: (Trisz-(hidroximetil)-amino-metan-puffer)



TTT: transzpupillaris termoterapia

TUR: transzuretralis reszekcio

UM: uvealis melanoma

uPa: urokinaz tipusu plazminogén aktivator

UPA receptor: urokinéz tipust plazminogén aktivator receptor
VEGFA ¢és VEGFB: vaszkularis endotelialis novekedési faktor A és B

VIP: vazoaktiv intesztinalis peptid
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1. Bevezetés

A célzott daganatellenes kezelések megjelenése az  utdbbi évtized
gyogyszerkutatdsainak nagy vivmanya. Alapja, hogy a tumorsejteken kifejez6dé, olyan
molekulat vesz célba, mely normal sejteken nincs jelen, vagy kevésbé kifejezett, igy a
gyogyszermolekula kdzvetleniil a hibdsan miitk6dé daganatsejthez tud kapcsolodni vagy egy
kulcsszereptimolekula felvételét tudja igy blokkolni. A célzott daganatterapia egyik igéretes
eszkoze a peptid hormon-alapt gyogyszeres kezelés. Ez esetben maguk a peptid hormonok,
mint hordozé gyogyszermolekulak a sajat peptid hormon receptoraikon keresztiil képesek
citosztatikumot vagy radiofarmakont juttatni specifikusan a daganatsejtbe, megkimélve a
receptort egyaltalan nem, vagy csak kis mértékben expresszald egészséges sejteket. Az ily
modon célba juttathatd antineoplasztikus gyogyszermolekulabol a klasszikus kemoterapias
szerekkel 6sszevetve ugyanazon toxikus hatas eléréséhez 1ényegesen kisebb alkalmazott d6zis
is elegendd, ami tovabb csokkenti az esetleges mellékhatdsokat, illetve javitja a betegek
¢letmindségét.

Szamos kutatocsoport publikalt mar eredményeket a luteinizaldo hormon-releasing
hormon receptorok (LHRH-R) hormonfiiggd €¢s nem hormonfiiggd daganatokban megfigyelt
célbavételérdl [1-7]. Az LHRHreceptor-ésaz LHRH ligand interakcidjanak hormon indukcios
képességén tilmutatd szerepét akkor feltételezték elészor a kutatok, amikor az LHRH-R
jelentds expresszidjat tapasztaltdk nem hormon érzékeny daganatok, mint vese, hasnyalmirigy,
agy, vastagbél, szajiiregi, fej-nyaki karcinomak és kutan melanéma esetében is, sét tripla-
negativ eml6 karcindmakon is [5, 8-13]. Szamos vizsgalat igazolta, hogy az LHRH-R képes az
LHRH liganddal konjugalt citosztatikum molekulat internalizalni, a levalé citosztatikum pedig
szelektiven csak a daganatsejt pusztulasat okozni, megkimélve igy a szervezet egészséges
sejtjeit. Az LHRH alapt célzott kemoterapias készitmények daganatos elvaltozasok korében
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tapasztalt haté¢konysagat latva a peptid hormon alapu terapia fejlesztése szamos LHRH pozitiv
daganattal kiizd6 beteg szamara adhat reményt. Ilyen, LHRH-R pozitiv daganatok az uvealis
melanomak ésaholyagkarcinomak is. Vizsgalataink fokuszaba igy kétolyan nagy mortalitasa,

gyakori relapszussal jar6 human daganat tipus LHRH peptid hormon receptor alapu célzott

crer

Munkéank els6 részében célul tiiztiik ki a human uvealis melanoma (UM) és a holyag
karcinobma daganatok LHRH ligand ¢és LHRH-R expresszidjanak vizsgalatdit huméan
szovetmintakon és sejtvonalakon. A receptorok ligandkotési képességét, valamint LHRH-R
specifikus célzott daganatterapias szerekkel vald célbavételének lehetdségét radioligand ko tési
assay-vel, ligandkompeticios assay-vel, illetve sejt €letképességi vizsgalattal tanulmanyoztuk a
kivalasztott daganattipusokon. Eztkovetden vizsgalatainkataz LHRH-R specifikuscitotoxikus
kezelést kovetd jelatviteli folyamatok tanulmanyozasaval folytattuk, kiemelten az UM
daganatok vérérképzésben és migracioban részt vevo génjeinek vizsgalataval. Az angiogenezis
UM daganatok progresszidjaban betoltott kiemelt szerepét ismerve vizsgalatainkat tovabbi, 0

célzott terapias célpontok, a daganat Ossejtek vizsgalatanak iranyaba folytattuk.

Az uvealis melanoma egy incidenciajat tekintve (1-9 6/ 1 milli6 ember/ év) ritka, &m nagy
mortalitasu, rosszindulati szemészeti megbetegedés, amely molekularis profiljat és terapias
Iehetdségeit tekintve is messzemenden eltér a kutan melanoma daganatoktol [14, 15]. Az UM
az 0sszes melanomak 2,9 %-at teszi ki [14]. Az elérhet6 terapias lehetéségektol fiiggetleniil, de
a tumor méretétdl fiiggden 17-45%-o0s halalozasi kockazatot jelent a megbetegedés a betegek
szamara 10 éves kovetési idbre vetitve [16]. Gyakori, hogy beteg mar a diagnozis idépontjaban
tavoli attéttel rendelkezik, mely nagy valoszintiséggel (93%) a majat is érinti [17, 18]. Korabbi
vizsgalataink soran az uvealis melanomak jelentds részében, 46 %-ban detektaltuk az I-es
tipusu LHRH-R-t, valamit az OCM1 és OCM3 primer UM sejtvonalakban is igazoltuk a

receptoroverexpressziojat[19, 20]. Tovabbaigazoltuk, hogy a OCM3 uvealis melanoma sejtek
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nem csak hogy hatékonyan célba vehetéek az AEZS-108 jelolésti LHRH liganddal kapcsolt
doxorubicinnel (DOX), de a sejtvonal DOX rezisztens formaja is képes elpusztulni az LHRH
receptorokon keresztiili DOX felvételnek koszonhetden [21]. Mivel nem ismert, hogy az
AEZS-108 OCM3 sejteken vald hasznélatakor a DOX indukéalta ROS-on (reaktiv oxigén
gyOkok) kiviil milyen jelatviteli folyamatok indulnak el a receptor-ligand interakcionak
koszonhetben, valamint, hogy milyen jelatviteli folyamatok segitik a daganatsejt pusztulasat,
igy munkank soran célul tiiztiik ki ezen jelatviteli folyamatok feltérképezését. Mivel az uvealis
melanoma daganatokra fokozott vaszkularizacio és korai attétképzés jellemzd, igy els6sorban
ezekben a folyamatokban részt vevo gének expresszios valtozasait vizsgaltuk mega citotoxikus
LHRH liganddal valo6 kezelést kovetden. Vizsgalataink folytatasdban arra a felvetésre kerestiik
a valaszt, hogy a daganat dssejtek kapcsolatban allnak -e jelatviteli folyamatokon keresztiil az
angiogenezisben kulcsszerepti génekkel uvealis melanoma tumorokban? A VEGFA
(vaszkularis endotelialis novekedési faktor A) és a HIF-1A (hipoxia indukcids faktor 1 alfa
alegység) fokozott expressziojat szamtalanszor bizonyitottak mar UM szévetmintakban, am
mégsem allithatd, hogy a VEGF molekula lenne a kulcs szerepl6 a daganat angiogenezisében.
Jelenleg a szamtalan paradox eredménnyel zaruld in vivo vizsgalat utan, a VEGF inhibitorok
alkalmazésa uvealis melanomaval kiizd6 betegekben arra enged kovetkeztetést tenni, hogy a
VEGEF szignal kozvetlen gatlasa nem elegend6 az angiogenezis gatlasahoz [22]. Lehetséges-e,
hogy a VEGFA gén expressziojanak komplex jelatviteli utvonalaiba a daganat dssejtek altal
kifejezett receptorok is bekapcsolddnak, segitve ezzel a daganatsejtet az aktualis terapids
kezeléshez vagy épp a hematogén attétképzéshez valo alkalmazkodasban? Témafelvetésiink
alapjat adta, hogy az agressziv viselkedésii I1-es molekularis profilba sorolt uvealis melanoma
tumorok intenziv angiogenezisiik és attétképzésiik mellett erés P-katenin és E-kadherin
expressziot mutatnak, mely faktorok fontos szerepet toltenek be a tumorsejtek vérér palyakon

keresztiili attétképzésében [23-27].



Kutatasaink masik vizsgaltteriiletekénta hugyholyagdaganatok LHRH-R ésaz LHRH
ligand expressziojat vizsgaltuk, valamint in vitro modelleztiik a detektalt receptor expresszio
LHRH ligand alapt célzott daganatterapias molekulakkal vald célbavételének lehetdségét. A
nemi eloszlastol fliggetleniil, eléfordulasukat tekintve a holyagdaganatoka 10. leggyakoribb
daganatos elvaltozasok a vilagon. Az urogenitalis traktust érinté malignus megbetegedések
koziil kozvetlentil a prosztata elvaltozasok utan a 2. leggyakoribb tumoros elvaltozas ok [28-
30]. Leggyakoribb tipusa az hameredetii atmeneti- sejtes karcinéma (transitional cell carninoma
(TCC)), amely a holyag daganatok mintegy 95,7%-at teszi ki [31]. Habar a TCC daganatok
alapvet6en kemoszenzitivek, a legnagyobb problémat a gyakori kitijulasuk, relapszusuk jelenti
a betegek hosszutavu kezelésében. A betegek kozel 50%-a esetében az ismételt transzuretralis
reszekciot (TUR) és a kiegészitd adjuvans kemoterapiat kdvetden is kitjul a daganat, gyakran
egyidejiileg a tumorsejtek tavoli attétképzésével [29, 32-34]. Az attétes holyagkarcinomak
esetében a miitéti beavatkozast kovetden ciszplatin alapu elsdvonalbeli terapia alkalmazisa
javasolt, amire a betegek kozel 50%-a nem alkalmas a kialakulo6 stilyos mellékhatdsok miatt
[28, 30, 33]. Az engedélyezett célzott daganatterapias lehetéségek zomében az elérehaladott,
attétes holyagdaganattal kiizdo betegek gyogyitasara, leginkabb talélési idejiik hosszabbitasara
javallottak, s nem a daganat primer, amde invaziv allapotanak, tovabb terjedésének
megakadalyozéasara. A holyagdaganatokat érintd gyakorirelapszus, a tumortipusonként eltérd
terapias érzékenység, valamint a sikerrel alkalmazhato célzott daganatterapias molekulak
szamanak novelése miatt fontos az 11j tipusu peptid hormon alapu célzott terapias lehetdségek

felkutatasa a rakkutatas ezen teriiletén is.
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2. Célkituzés

Kutatocsoportunk korabbi munkai igazoltadk, hogy az uvealis melanoma szdvetek
jelentds szazaléka, valamint az OCM3 sejtvonal expresszalja az I-es tipusu LHRH-R-t.
Igazoltuk, hogy OCM3 sejtek altal kifejezett LHRH-R az AEZS-108 citotoxikus LHRH
analdggal eredményesen megcélozhato, tovabba az uvealis melanoma szdvetmintak is képesek
eddig fejlesztett célzott terapias gyogyszer molekulak alkalmazasa nem jart attord sikerrel.
Ennek oka feltehetden a daganatnagy fokukemorezisztencidjaban keresendé, masrészrdl pedig
a daganat komplex, tobb szempontbol ismeretlen angiogenezist és metasztazist szabalyozo

jelatviteli folyamataiban.

Vizsgélataink masik vonaldban a TCC tipusu holyagkarcinéma tumorok peptid hormon
receptor alapu j tipust célzott terapias lehetéségeinek feltérképezését helyeztiik. Jelenleg, az
invaziv holyagkarcindmak kezelésére csak néhany célzott daganatterapias gyogyszermolekula
koziil valaszthatunk, melyek zOmében immunterdpiat megvaldsitd antitestek. A
holyagkarcinoma tumorok gradusanak ¢és egyéb klinikopatoldgiai paramétereinek

figyelembevételével megvalasztott uj célzott daganatterapidk, feltehetden javitanak a gyakori

crer

Kutatomunkank sordn ezért a kovetkezd célokat tliztiik ki:

o Enukledlt humadn primer uvealis melanoma szovetmintak, valamint az OCM3 humdn

UM sejtvonal LHRH-R expresszidjanak igazolasa mRNS és fehérje szinten.

e Az LHRH-R és az LHRH ligand mRNS szintii expressziojanak vizsgalata TCC tipusu
holyagkarcinoma betegmintakban, valamint RT-112, UMUC3 és TCCSUP humdn

holyagtumor sejtvonalakban.
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Az LHRH-R fehérje szintii expressziojanak vizsgalata immunhisztokémia és SDS-
PAGE-Western blot modszerekkel TCC tipusu holyagkarcinoma betegmintakban,
valamint RT-712, UMUC3 és TCCSUP holyagtumor sejtvonalakban. Az eredmények
osszevetése, elemzése a daganatok gradus/statusz szerinti besorolasaval a szovetmintak
eseteben korrelacio vizsgalattal.

Az LHRH-R funkcioképességének vizsgalata radioligand kotési vizsgalattal TCC tipusu
holyagkarcinoma betegmintakban. Ligand kompeticios assay elvégzése potencialisan
alkalmazhato AEZS-108 citotoxikus LHRH analoggal, illetve LHRH antagonistaval, a
gyogyszerjelolt molekulak TCC daganatokon valo jovobeli alkalmazasanak in vitro
vizsgdlatara.

A doxorubicinnel kapcsolt D- Lysé LHRH analég (AEZS-108) és a szabad doxorubicin
citotoxicitdsanak vizsgalata OCM3 sejteken in vitro kezeléseket kovetoen.

Az AEZS-108 kezelés hatasanak vizsgdlata az angiogenezisben és a metasztazis
képzésben részt vevé gének mRNS és fehérje szintii expressziojara OCM3 sejteken in
vitro kezeléseket kovetoen. A tapasztalt valtozasok osszevetése kontroll csoporttal és a
csak doxorubicinnel kezelt OCM3 sejtekkel.

A MASPIN tumorszupresszor génexpressziojanak vizsgalata uvealis melanoma
tumorokban és kezeletlen OCM3 sejtekben. Tovabba megvizsgalni, hogy hozzdjdarul-e
onmagdban a D- Lys® LHRH analég a gén indukcidjahoz in vitro kezelés soran, vagy
csak az AEZS-108 és a szabad doxorubicin képes erre.

Az enukledalt human primer uvealis melanoma szévetmintik és normal uvea
szovetmintak daganatdssejt tartalmat jelz6 marker gének kimutatisa mRNS szinten.
Az FZD6 (frizzled class receptor 6) daganat dssejtmarker és angiogenezisben
kulcsszerepti VEGFA és HIF-1A gének fehérje szintii expressziojanak vizsgalata human

primer uvealis melanoma szévetmintikon SDS-PAGE-Western blot médszerrel.
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Enukleacioval eltavolitott human primer uvealis melanoma szévetmintak és normal
anyajegyek FZD6, VEGFA és HIF-1A expressziojanak vizsgalata TMA (tissue
microarray) immunhisztokémiai modszerrel. Az eredmények osszevetése a daganat
progressziojaval, a betegek tulélési adataival, korreldcio vizsgalat az angiogenezisben

részt vevo genek és az FZD6 expresszioja kozott.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Uvealis melanoma
3.1.1. Az uvealis melanoma altalanos jellemzéi, prognosztikai faktorai

Az uvealis melanoma az uvea melanocita sejtjeib6l kialakuldo malignus melandma,
amely a szem barmely részében kifejlodhet. Az UM incidenciajat tekintve (1-9 £6/ 1 millio
ember/ év)ritka, de nagyon stilyos, rosszindulati szemészeti megbetegedés,amely molekularis
profiljatés terapias lehetdségeit tekintve is messzemenden eltér a kutdin melandma daganatoktol
[14, 15]. Az UM tumorok t6bb mint 90%-a az érhartyaban fejlodik ki, 6%-a ciliaris testben,

tovabbi 4% pedig az iriszt érintik [14].
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1. abra: Az uvealis melanoma elhelyezkedése a szemgolyon beliil kiilonb6z6
lokalizaciot szemlélteto képekkel: irisz (a), ciliaris test (b), érhartya (c).
(van den Bosch T, Kilic E, Paridaens D, et al.: Genetics of uveal melanoma and cutaneous
melanoma: two of a kind? Dermatol Res Pract 2010: 360136, 2010. Atdolgozott kép. [35])

A betegségrdl epidemioldgiai szempontbol elmondhato, hogy leggyakrabban kaukézusi
tipusa férfiaknal alakul ki, az UM betegek 97,8%-a ebbe a kategériaba tartozik [14].
Rendszerint felndttkorban eléforduld megbetegedés; a betegek atlag ¢letkora 50-70 év kozé
tehetd, a 18 év alattiak korében valod el6fordulasa pedig rendkiviil ritka [14, 36]. Az UM
kialakulasara hajlamosité epigenetikai tényezo lehet a vilagos bor- és szemszin, a velesziiletett
szem melanocytosis, melanocytoma, a dysplasias naevus szindroma és a BAP1 gén mutacidja

[37]. Habar szamos esettanulmany vizsgalta mar az UV sugarzas és az UM kialakulasa kozotti
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kapcsolatot, ez az elmélet nem bizonyitott [38, 39]. Az UM betegek korében megfigyelhetd,
hogy 11%-kal magasabb kockéazattal alakul ki naluk mas daganatos megbetegedés, mint példaul
a kutan melandéma vagy a vesesejtes karcindma. A fokozott kockdzat mogott nagy

valoszinliséggel a BAP1 mutaci6 allhat [40].

3.1.2. Az UM diagnosztikaja

Az UM diagnozisanak felallitasat neheziti, hogy gyakran a betegeknek sokaignincsenek
specifikus tiinetei (az esetek 30%-a). Az els6 tiinetek k6zott is csak homalyos latasrol a betegek
(37,8%-a), latotérbe tsz6 homalyokrol (7%) szamolnak be a betegek, majd a késébbiekben
jelentkezik a latotér kiesés (6,1%), fényérzékenység (8,6%), fajdalom (2,4%), torzult latas
(2,2%) és végiil a makroszkopikusan lathaté tumor (3,1%) mint feltiing tiinet-egyiittesek [17,
41]. A primer tumorok diagnosztikajat alapvetden nem invaziv méodszerekkel végzik. Els6
korben a patoldgids elvaltozas fiziologiai paraméterei keriilnek kivizsgaldsra, mint a tumor
mérete (> 2mm <), a retina mogotti folyadék mennyisége, narancspigmentek megjelenése a
szemben, a beteg panaszai, az elvaltozas és a latdéideg kozotti tavolsag (>3mm<), valamint az
ultrahangos képen lathatd képlet koriili udvar mérete ¢és annak hianya ([42].
Tovabbivizsgalatok, amelyek segithetik a diagnozis felallitasat: ultrahang vizsgalat, vékonytiis
aspiracios biopszia és a fluoreszcens angiografia, optikai koherencia tomografia (OCT) [18].
Az OCT-nek kiemelten fontos szerepe van a diagnosztikaban a chorioidealis melanomak és
naevusok kozotti kiilonbségek (pl. a szubretindlis folyadék a melanoma jellemzdje)
kivizsgalasaval, a <3mm vastagsagi elvaltozasok esetében [18]. Sajnos, a betegek kozel 50%-
a estében nem sikeriil elkeriilni az attét kialakulasat, amely sajnos tobbnyire a majat is érinti.
Az attétes betegek atlagos talélése fliggetleniil az alkalmazott terapiaktol mindossze 5-7 honap
[43, 44]. Az attétek késOi diagndzisaban nagy szerepet jatszanak a mikrometasztazisok,
amelyek aprimer UM tumor diagnézisa, kezelése idején gyakranrejtve maradtak az orvos elott.

A metasztazisok viszont kezelés nélkiil rovid idon beliil szisztémasan szorédhatnak, jelentdsen
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rontva ezzel a beteg tulélési esélyit. A rejtett metasztazisok, vagy mikrometasztazisok korai
diagnosztikajanak fejlesztésére talan az egyik legigéretesebb, fejlesztés alatt alld6 modszer a
folyadék biopszia. Ezamodszerlehetdségetteremta vérben keringd, attétképzésbenrészt vevo
daganatsejtek korai kimutatasara, mellyel megeldzhetd lenne a tumor szisztémas szorodasa és

az ezt kovetd magas tumor mortalitasi arany [45, 46].

3.1.3. Az UM prognézisa

Mivel maga a szemgoly6 nem tartalmaz nyirokereket, igy az UM tumorsejtek
hematogén uton képezhetnek attéteket, mely folyamathoz a szem dus vérér halozata is
hozzéjarul. A betegek talélése a tumor rétegvastagsagatol fiiggden becsiilhetd, mely szerint
kicsi és kozepes vastagsagu tumorok esetében a betegek 17-18%-os halalozasi kockazattal, mig
nagy méretli diagnosztizalt tumorok esetében 40-45%-o0s haldlozasi kockézattal kell
szamolniuk 10 éves kovetési idén beliil [16]. A korai gyakran aspecifikus tiineteknek
kdszonhetden, illetve a tumor intenziv vaszkularizaciojanak koszonhetéen a betegek gyakran
mar a diagnozis idépontjaban tavoli attéttel rendelkeznek, mely a méjat, a tiidot, a csontvel6t, a
bort és a szubkutan szoveteket, valamint a nyirokcsomokat érintik [16, 47-49]. Maj metasztazis
esetén a betegek atlagos tilélése 4-6 honap, mely rovid talélés rendszerint az attétek nagyfoka
kemorezisztenciajanak és szoérodasanak a kovetkezménye [50]. A metasztazis rizikojat
elsésorban olyan klinikai faktorok megléte alapjan tudjuk megitélni, mint a tumor mérete vagy
lokalizacidja. A legjobb progndzissal az iriszben kialakulé tumorok rendelkeznek, mig a
legrosszabbal a ciliaris test daganatai [51]. Prognosztikai markerként tartjuk szamon az UM
daganatok néhany, jo6l ismert kromoszéma mutaciojat is. Ilyen példaul a nyolcas kromoszéma
hosszu karjanak atrendezddése (8q), a harmas kromoszoma monoszémidja, de ismert a harmas
¢sanégyes kromoszoémaszambélirendellenességei kozotti osszefliggés is [24,52,53]. Tovabbi

markerként megemlitendd még a tirozinaz transzkriptumok jelenléte a periférias vérben, mely
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vérben keringd melanoma sejtek jelenlétére utal, melyek szdma korrelal a betegség

stadiumaval, illetve egy rossz prognoézist vetit eld [54].

3.1.4. Az UM hisztopatolégiai csoportositasa

Az UM tumorok esetében prognosztikai szempontbol kiemelt jelentdséggel bir, hogy a
tumorsejtek melyik tipusba sorolhatéak. Hisztopatologiai szempontbol 3 kategoriat
kiilonboztetiink meg, melyekhez progndzis tarsithatd: epiteloid, orsosejtes vagy kevert sejtes
tumor [55]. Az epitelialis sejtek nagy méretil, attetsz6 citoplazmaval és jol elhatarolhatd
sejtszélekkel rendelkeznek, tovabba nagy extracellularis tereket kialakitva formalnak szovetet.
Nagyszamu mitotikus osztédas jellemz6 rajuk, amely jellemzéen hozzajarul az ezzel a
sejttipussal jard rossz progndzishoz. Az orsdsejtes kategorian beliil megkiilonbdztetiink
orsosejtes A €s orsosejtes B altipusokat. Az orsosejtes A tipust sejtek megnyultak, sejtmagjuk
elongalt. Mitotikus osztodasaik szama kevés, ennek kdszonhetden inkabb joindulata okularis
daganatokra jellemz0 ez a sejttipus. Az orsosejtes B tipusuak kisebb, kevésbé elongalt sejtek
nagy sejtmagokkal. Mitézis csak kisebb sejtpopulacioknal kovethetd, a sejtek gyakran a tumor
vérerei koré korkordsen csoportosulva helyezkednek el. A kevert sejttipust tumorok valtozo
aranyban ugyan, de legalabb 10%-ban tartalmazzak mindkét sejttipust [55]. Az UM daganatok
diagnosztikajanak tovabbi két marker analizise is részét képezi, mégpedig az S100 és a HMB-
45 melanoma markerek immunhisztokémiai vizsgalata. Az S100 jelenléte neuroektodermalis
eredetli tumorsejtekre jellemz6, a HMB-45 pedig egy melanocitak altal expresszalt marker,

amely segit megkiilonboztetni az UM tumorokat az egyéb nonmelanocita tumoroktol [55].

3.1.5. Az UM terapias kezelése
A primer UM daganatok kezelése két csoportba sorolhatd: a szemet megtartod terapias
modszerekre és a szemgolyo eltavolitasat célzo eljarasra (enukleacio). Azt, hogy az orvos

melyik kezelést rendeli el, tobb tényez6 is befolyasolja. Ilyen tényez6 a tumor atmérdije,
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lokalizacioja, mennyire infiltralta a kdrnyezd szdveteket, a kezeléssel jaré kockazatok és
elonyok mérlegelése, az érintett szem €s a masik szem latasélessége, a beteg ¢életkora és

egészségi allapota, valamint természetesen a beteg kivansaga.

A szemet megdrzd terapiak kozé sorolhatjuk a kiilonféle sugarterapidkat, valamint kisebb

sebészeti vagy lézeres beavatkozasokat.

Kisebb ¢és kozepes méretii chorioidea melanomak kezelésére gyakran és jo
eredményekkel alkalmazott modszer a B-sugarzd applikatorok hasznélata. Az Gn. plakk
radioterapia/brachiterdpia soran egy radioizotopal kapcsolt lemez keriil felvarrasra a sclera
felszinére, ugy, hogy az a daganatot teljesen lefedje, igy egy helyi irradiacios kezelést hozunk
1étre. Az alkalmazott radioizotdp szempontjabol két tipusa lehet az applikatoroknak: B-sugérzo
106Ruthenium és y-sugarzo 125Jod izotop. A radioapplikatoros kezelések valtozd mértéki
maradando latasromlassal jarnak a kezelések alkalmaval, mely mértéke a tumor méretétdl és
lokalizaciojatol fiigg. Mivel a B-sugarzas kisebb rétegvastagsagon képes csak atjutni, igy a
106Ruthenium applikator csak olyan primer UM esetében alkalmazhato, amely prominencidja
kisebb mint5 mm, hiratmérdje nem haladja mega 15 mm-t, illetve nem tdrte at a bulbust [56].
A y-sugarzas mar nagyobb rétegvastagsagi daganatok kezelésére is alkalmas [57]. A
brachyterapias eszk6znek addig kell a szemgoly¢ kiilsé felszinére felvarrva lennie, amig az
applikator leadja a tumor mérete alapjan meghatarozott effektiv sugardozist, ekkor
megtorténhet a sugarzo plakk mitéti eltavolitasa. A sziikséges besugarzasiidot az applikator
gyartasatol eltelt id6, a szdveti rétegvastagsag ¢és az izotép felezési idejének
figyelembevételével hatarozzuk meg [58]. Nagyobb bazalis atméréjii és/vagy extraokularisan
lokalizalt tumoroknal a plakk radioterapia nem javasolt, mivel az applikator nem fedi le kelld
pontossaggal a daganatot, igy hatékonysaga sem elégséges [58]. Kbézepes vagy nagyobb
tumorok esetén szoba johet a hélium ionos terapia, illetve a fokuszalt gamma sugarnyalab

terapia (gamma kés) [59]. Ezekkel a modszerekkel megkimélhetjiik a szem tobbi, ép,
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sugarérzékeny részét, ugy, hogy a tumoros régiora koncentraljuk a sugardozist. Kisebb vagy
kozepes méretli tumorok tovabbi terapias lehetdsége lehet még a lézer fotokoagulacio és a
transzpupillaris termoterapia (TTT). Ezek soran nagyobb mennyiségii energiaval célozzuk meg
a tumort, ezaltal roncsoljuk érhalozatat, csokkentjiik az €16 tumorsejtek szamat [60]. Tovabbi
formajaalokalis terapidknak a fotodinamias terapia (photodynamic therapy (PDT)), mely soran
egy fényérzékeny anyagot juttatunk a beteg vérkeringésébe, mely anyag a megvilagitasat
kovetden szabadgyokoket szabadit fel, s igy roncsolja a kornyezé tumorszovetet. Els6 fazisban
a fényérzékeny anyagot intravéndsan vagy intraperitonealisan juttatjuk a vérkeringésbe, a
kezelés masodik fazisaban pedig a tumort kdzvetleniil ellatd vérerekbe injekcidzzuk azt,
csokkentve ezzel a szisztémas mellékhatasok mennyiségét, illetve novelve a kezelés lokalis

hatasat [61].

Azok az UM tumorok, amelyek kiterjedt intra- és extraokularis jelenlétiiek, nagy
méretilk miatt jelentds latasromlast eredményeznek, attétképzés szempontjabol magas
kockazatiak, igy altalaban enukleacio (a szemgolyd eltavolitasa) utjan keriilnek teljes
eltadvolitasra. Esetenként a daganatok mikrosebészeti iton is eltdvolithatoak, a szem belsejébol
vitrectomiaval, kiviilrél pedig a sclera iranyabol megkozelitve. Hatranya viszont ennek a
terapianak, hogy gyakori a mitétet kovetden a daganat kitijulasa a primer tumor kdzelében,

valamint a tumorsejtek szorddasa is feltételezhetd a miitét kozben [14].

A szem anatomiajabol adoddan az intraocularis melanomak klasszikus kemoterapias
szerekkel vald kezelésének lehetdségei eltérdek a kutan melandma esetében alkalmazottaktol.
Nyilvanvalo, hogy ez a sziikitett terapias lehetdség is hozzajarul ahhoz, hogy a primer uvealis
melanomak maés tipusu daganatokkal 6sszevetve is rendkiviil nagy aranyban képeznek tavoli
attétet. A tavoli attétek szisztémas kemoterapias kezelését tovabb neheziti az uvealis melanoma
daganatra jellemz6 fokozott kemorezisztencia [62]. Az attétek kezelésekor leginkabb a kutan

melanoma kezelésére alkalmazott terapids protokollokat alkalmazzak, melyek soran olyan
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gyogyszereket hasznalnak, mint a dakarbazin, temozolomid, ciszplatin, treoszulfan,
fotemusztin és ezek kombinacioi [47, 63-66]. Sajnos, az attétes betegek 93%-a majattéttel
rendelkezik, esetiikben intra-hepatikus kemoterapias modszerekkel csak részben sikeresek ezek
a probalkozéasok, melyre magyarazatul szolgal a kutdn melanéma és az uvealis melanoma
kozotti bizonyitottan eltérd molekularis genetikai profil [35, 62]. Bizonyos esetekben
hepatikus-kemoembolizacioval vagy részleges hepatektomiaval révidebb ideig még

meghosszabbithat6 a talélés [50].

A célzott kemoterdpias készitmények nagyobb hatékonysagaba vetett hit az utolsod
reményt adhatja a tavoli attéttel rendelkezd uvealis melanomaval kiizd6 betegek és orvosaik
szamara. A célzott daganatterapias készitmények mukodésének alapja, hogy valamely olyan
struktarat, fehérjét, receptort vagy molekulat vesznek célba a daganatos sejten beliil, vagy
annak felszinén, amely fokozott expresszidjaval megkiilonbozteti a daganat sejtet a kornyezo
egészséges sejtektdl. Ezt a molekularis célpontot veszik célba ezek a készitmények, s
hozzako6tédve vagy bejutva a tumorsejtbe képesek annak tovabbi osztodasat vagy molekularis
folyamatait blokkolni, ezzel a tumor regresszidjat okozva. Els6ként ismét a kutdn melanomak
esetében alkalmazott célzott terapids szerek hasznalatat kisérelték meg az uvealis melanoma
kezelésében is. Ilyen példaul az Ipilimumab, amely monoklonalis antitestként a citotoxikus T-
limfocitahoz kapcsolt 4-es antigén (CTLA-4) molekulat veszi célba, amely ugyan szamos
vizsgalat soran biztato eredményeket adott, de a megfigyelt 6-9,7 honapos atlagos tulélési rata
a kezelt betegek korében nem hozott igazi attérést a terapiaban [67-69]. Mivel a kutan
melanomak gyakori jellemz6i a BRAF mutacidk, melyek hatterében RAS/RAF/MEK/ERK
géneket érinté mutaciok allnak, igy kézenfekvo volt a MEK inhibitorok, mint a Selumetinib és
a temozolomid hatdsanak kiprobaladsa uvealis melanomaban is (klinikai fazis vizsgalat
azonosité: NCT01143402). Azonban, mivel a BRAF mutaciok eléfordulasa ritka uvealis

melanoma tumorok esetében, igy ezek a terapidk csak a betegek legkisebb részének segitettek
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a gyogyulasban [70]. A korabbi példaktol eltéréen az uvealis melanoma tumorok genetikai
eltéréseit sokkal inkabb figyelembe vevd terapids molekula a multitargetalt tirozin kindz
inhibitor sunitinib. A sunitinib a c-Kit tirozin kinazt célozza meg, amely a primer uvealis
melanoma tumorok >63%-aban fellelhetd, igy feltételezhetden fontos szerepe van a daganat
progresszidjaban. Hidba bizonyitott a jelenléte, mégis egy 74 metasztazisos beteget vizsgald
klinikaikettes fazis vizsgalateredményeiazt mutattak, hogy a sunitnib monoterapia nem hozott

jobb eredményeket mint a kontroll csoport dakarbazin terapiaja [71].

Mivel a tumor angiogenezise, a tumor asszocialt véredény képzés esszencialis a
daganatok progressziojaban, igy a VEGF jelatviteli palya blokkolasara tervezett terapias
antitestek mas, erdsen vaszkularizalt daganatokon tapasztalt sikere utain megkezdddott azok
vizsgalata az uvealis melanoma terdpiajaban is. Sajnos az alkalmazott bevacizumab vagy
ranibizumab kezelések sokszor paradox eredményeket mutattak és az igéretes eredményekkel
zarulo preklinikai vizsgalatok utan ellentmondasos eredményeket tapasztaltak, s6t esetenként a
tumor progresszio drasztikus fokozodasat okoztak a kezelések [22, 72-75]. A Kklinikai
vizsgalatokat kovetd kutatasok bizonyitottdk, hogy a nem vart eredmények molekularis
hatterében esetenként az angiogenezisben kulcsszerepli molekulak kezelést kdvetden
megnovekedett expresszidja allt [22, 76-78]. Habar az angiogenezis szabalyozasa ma mar egy
elég jol feltérképezett teriilete a tumorbioldgianak, a VEGF faktorok expresszioja mégis egy
olyan komplex, szerteagazo szabalyozasi utvonalon megvaldsuld folyamat, amely lehetdséget
ad a VEGF targetald antitestek hatasanak megkeriilésére, rezisztencia kialakitasara. A VEGF
szignal itvonal ilyen kapcsolodo szabalyozoi lehetnek a HER2 receptorok, az ERB receptorok,

a RAS és SRC génmutaciok, valamint a tumor hipoxias allapota [79].
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3.2. A hugyholyag daganatok
3.2.1. A hugyholyag daganatok altalanos jellemzéi, prognosztikai faktorai

A nemi eloszlastol fiiggetleniil, el6fordulasukat tekintve a holyagdaganatok a 10.
leggyakoribb daganatos elvaltozas a vilagon. Az urogenitdlis traktust érintd malignus
megbetegedések koziil kozvetleniil a prosztata elvaltozésok utan a 2. leggyakoribb tumoros
elvaltozas [28-30]. A paciensek életkora a diagndzis idépontjaban altalaban 40 év felett van.
Incidencidjat tekintve évente koriilbeliil 400 000 esetet diagnosztizalnak vilagszerte, melybdl
150 000 ember esetében bizonyul halalosnak a koér [29]. El6fordulasanak kontinens alapu
megoszlasa szerint a férfiak korében, Egyiptomban a leggyakoribb ez a daganat, mintegy
négyszer gyakrabban diagnosztizaljak, mint az USA-ban. A fejlédo orszagokban a legfébb
riziké tényez6 a Schistosoma hematobium fert6zés, mignyugaton a dohanyzasés a foglalkozasi
artalmak a legfobb rizikotényezok [31, 42]. A WHO kimutatasa alapjan Magyarorszagon 2020-
ban 3239 0j esetet regisztraltak (az 6sszes regisztralt tumoros megbetegedés 4,8%-a), melybdl
2141 eset volt férfi. Megfigyelhetd, hogy a hodlyagardak a férfiak korében gyakoribb
el6fordulasa, melynek egyik lehetséges magyarazata lehet, hogy a holyag normal miikddése
esetén is expresszal androgén és Osztrogén receptorokat, igy érzékenyen reagalhat a nemi

hormonok valtozasaira [32, 80].

A hugyholyagrak kialakuldsaban vilagszerte a legaltalanosabb és leggyakoribb rizikod
tényez0 a dohanyfiist, mely ezen raktipus kialakulasanak kockéazatat haromszorosara noveli.
Egyelore nem tisztazott, hogy a dohanyfiist mely Osszetevéi lehetnek felelések a daganat
kialakitasaért, de a dohanyfiistben megtaldlhaté 4-aminobifenil, a policiklusos aromas
szénhidrogének, a N-nitrézamin-szarmazékok és a telitetlen aldehidek bizonyara szerepet
jatszanak a koros elvaltozasok elinditasaban [81]. Foglalkozas tekintetében leginkabb a
vegyiparban (festék ¢és gumigyartas) dolgozok, festdk, boripari dolgozok vannak magasabb

kockazatnak kitéve a holyagdaganatok kialakuldsat tekintve. A ciklofoszfamid és az
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ifoszfamid, az anilin festékek ¢s mas aromas aminok, valaminta tobbgytiris vegyiiletek és azok
lebontasi termékei a vizelettel kivalasztodnak, s mivel ezek tartdosan érintkeznek a holyag
nyalkahartyaval, ezért urotoxikus hatastiak [82]. A kronikus, vagy gyakran visszatérd
hugyholyaggyulladds, visszatérd hugyuti fertézeés, kronikus holyagkatéterezés, vagy
urolithiasis (tartés vesekd iirités) mint mas daganatok esetében, itt is lehet koreldzménye a
daganatnak. K6zép-Keleten (kiilondsen Egyiptomban) tobbnyire a Schistosoma hematobium

fert6zés jarul hozza ezekhez a kronikus gyulladasokhoz [32, 81].

3.2.2. A hugyholyag daganatok diagnosztikaja

Az esetek nagy részében altalanos célu vizeletvizsgalat soranderiil fény elészor a holyag
koros elvaltozasara. Illyenkor makroszkopos szintii, alvadékos, amde fajdalmatlan vizeléssel
tarsulo elvaltozast azonositanak. Az esetek joval kisebb részében tarsul ez az elvaltozas csipd,
fajdalmas vizeléssel, rovid idejli vérvizeléssel, esetleg 1azzal. Mivel a vizeletben és a vérben
holyagdaganatvonatkozasaban jelenlegnem ismeriink kimutathaté tumormarkert, igy a makro-
¢s mikroszkopikus vizeletvizsgélat, a vizeletben 1évé vér kimutatdsa és a vesefunkciok
vizsgalata jelent els6 korben alternativat a diagnozis felallitasara a képalkoto diagnosztika
mellett. A tovabbiakban az ultrahangos és az endoszkopos vizsgalatok tudjak pontosan
megallapitani a tumor elhelyezkedését, kiterjedtségét a holyagon beliil, az ezt kdvetd citologia

pediga tumor szdvettani besorolasarol ad informaciot [81-83].

3.2.3. A hugyholyag daganatok hisztopatoldégiai csoportositasa

A hugyholyag daganatait szdvettani besorolds szerint harom csoportra oszthatjuk:
hameredetii atmeneti-sejtes karcinoma (transitional cell carninoma (TCC)), laphamseijtes
karcindma €s adenokarcinéma. A holyag daganatainak tobbsége ugynevezett TCC tipusu,
amely a holyag daganatok mintegy 95,7%-at teszi ki. A TCC daganatok viselkedésiik és
molekularis profiljuk alapjan tovabbikétalcsoportra oszthatdak: alacsony kockazatiak (mindig

papillaris és rendszerint felszini tumorok) vagy magas kockéazatiiak (invaziv papillaris vagy
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nem papillaris tumorok) [32]. A feliileti sejtes malignitasok statusz alapjan Ta, Tis (in situ), T1
besorolasuak, mig a magas kockazati TCC tumorok akar mar a diagndzis idépontjaban T2, T3
¢s T4 statuszba soroltak, s gyakran metasztatizdlnak. Az elsé vonalbeli terapids eljarasok
feliiletes probléma megoldasat mutatja, hogy a legfébb gond a TCC daganattal, hogy az esetek
mintegy 50-70%-a esetében kitjul akezeléstkovetden, illetve infiltral a holyagkoriili simaizom
szovetekbe. Igy torténhet meg, hogy a TCC tipust hiigyhdlyagdaganattal kezelt betegeké a

daganatos megbetegedések koziil alegmagasabb tulélésiidé / 6sszes kezelésikoltségarany [28,

32].
urotelialis diszplazia in situ karcinoma
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2. abra: Hameredeti atmeneti-sejtes hiigyholyagkarcindma daganatok progresszioja,
kiilonbozo statuszai reprezentativ szovettani festések fotoin keresztiil szemléltetve.

(Tanaka T, Miyazawa K, Tsukamoto T, Kuno T, Suzuki K: Pathobiology and chemoprevention of
bladder cancer. Journal of oncology 2011, 2011:528353, Atdolgozott kép. [32])
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3.2.4. A higyholyag daganatok terapias lehetoségei

Alacsony kockazati daganatok esetében a diagnodzist kovetden az elsé mutéti
beavatkozas rendszerint az altatdsban végzett transzuretralis reszekcio (TUR), mely soran a
daganatos szovetek eltavolitasa mellett a kornyezd izomszovetek tumor altali beszlirddését is
ellendrzik [83]. A Ta statuszu feliileti sejtes elvaltozasok els6 vonalbeli kezelésére a klinikum
gyakran nem alkalmaz semmilyen mas szisztémas kezelést a TUR-t kovetden [81, 83]. Egyes
szakértok a mutétet kovetd 24 oran belil elvégzendd intravezikalis (holyagon beliili)
gyogyszer-instillaciot javasolnak (pl. doxorubicinnel) [83]. In situ vagy T1 statuszi, szintén
alacsony kockézata TCC tumoroknal az igény szerint ismételt TUR-beavatkozéasokat kovetden
rendszerint BCG (bacillus Calmette—Guérin)-, esetleg mytomicin-instillaciot javasolnak a
nemzetkdzi protokollok a betegek kezelésére. A BCG-instillacido 1ényege, hogy a
Mycobacterium bovis aktiv formajat a holyagba injektalva, az olyan cellularis immunvalaszt
valtki, amely ndvelia tumor-asszocialtantigének felismerésének hatékonysagat, illetve citokin
indukcio révén olyan antiangiogén kornyezetet teremt a holyagban, amely hatékonyan gatolja
a tumor progressziojat [81, 83, 84]. Az izom infiltral6 elvaltozasok (T2-T4 statusz) esetében a
radikalis cisztektomia, a kismedenceinyirokcsomok kimetszése és a mutétet kovetden adjuvans
kemoterapia alkalmazasa jelenti a standard terapiat. Az invaziv viselkedésli TCC tumorok

crer

ciszplatint (Platinol) alkalmaznak [32, 81, 83, 85].

Az attét nélkiili laphamsejtes karcindma és adenokarcindéma holyagdaganatok kezelésére azok
alacsony kemoszenzitivitasa miatta klinikum tobbnyireradikalis cisztektomiat és sugarkezelést
alkalmaz. A metasztazissal rendelkezé holyagdaganatos betegek kezelésére leginkabb
ciszplatin-alapu multidrog kezelést alkalmaznak, példaul az MVAC-terapiat (metotrexat,
vinblaszin, doxorubicin (Adryamicin), ciszplatin) [32, 83, 85]. Sajnos, az ilyen kombinalt

terapidk esetében az elsd kezeléseketkovetdenjelentkezd sulyos mellékhatasok miatta betegek
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kozel 50%-a nem alkalmas a terapia folytatasara. Esetiikben jelenleg rendkiviil kevés

nemzetkdzileg elfogadott mas terapias eljaras koziil valaszthatunk [83].

A holyagdaganatok egyik legrégebbi immunterapias kezelése, az 1970-es évek Ota
sikerrel alkalmazott BCG-instillacio, melyet az in situ vagy T1 statuszi TCC tumoroknal az
igény szerint ismételt TUR beavatkozasokat kovetden alkalmaznak. A BCG-instillaco
kizarélag a nem infiltralo, alacsony kockéazati TCC tumorok esetében alkalmazhato sikerrel
[32, 84]. A holyagtumorok immunterapiajanak masik példaja az anti-PD-1/PD-L1 inhibitorok
pl. atezolizumab alkalmazasa el6rehaladott stadiumi megbetegedés esetén [84]. Az FDA
javaslata alapjan elsévonalbeli terdpiaként alkalmazand6 ciszplatin terdpidra nem alkalmas
betegeknél, illetve masodvonalbeli terapiara varakozo elérehaladott stddiumu betegeknél
alkalmazzak [84]. Az immunterapiak eldrehaladott stadiumban 1évé holyagtumoros betegek
esetében latott sikerét latva az FDA tovabbi PD-1/PD-L1 antitestek, a durvalumab, az
avelumab, a nivolumab és a pembrolizumab hasznalatat is engedélyezte a masodvonalbeli
terapiak kozott [84, 85]. A PD-1/PD-L1 antitest alapu célzott daganatterapiak 1ényege, hogy a
készitmény az immunrendszer T-sejtjein megtalalhatd PD-1 receptorokhoz kotédik,
megakadalyozva ezzel, hogy aholyagtumorsejtek altal termelt PD-L1 és PD-L2 fehérjék ahhoz
hozzakotédjenek. Ezzel a 1épéssel az inhibitorok megorzik a T-sejtek érzékenyégét, fokozzak

azok tumorsejt felismerd képességét, tamogatvaezzel a szervezet daganat felismerd képességét.

A holyagdaganatok kezelésének egyéb célzott terapias lehetdségei a daganat szamos
igencsak széles palettdn mozoghatnanak, de a klinikai tapasztalatok gyakran mast mutatnak
[32, 85]. Az engedélyezett célzott terapias lehetdségek zomében az elérehaladott, attétes
hélyagdaganattal kiizd6 betegek gy gyitasara, tulélésiidejiik hosszabbitasarajavallottak,snem
a daganat primer, amde invaziv allapotanak, tovabb terjedésének megakadalyozasara.

Példaként emlithet6 a dovitinib, mely egy multitargetalt TKI (tirozin kinaz inhibitor), mely
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crer

az mTOR aktivaciojara utalo markerek mar igazoltan jelen vannak az elérehaladott stadiumua
tumorok esetében, jelenleg csak vese karcindma esetében engedélyezett a temsirolimus és
everolimus mTOR inhibitorok alkalmazasa [85]. Sajnos eredménytelen volt az EGF-R pozitiv
holyagdaganatok esetében a lapatinib EGF-R TKI alkalmazasa is [83, 85]. Mint szamos mas
daganat esetében, ugy a hdlyagkarcindémaknal is felmeriilt a vaszkularizaciot blokkolo
antitestek hasznalatanak lehetdsége, melyet a RANGE nevi klinikai vizsgalatban 530
metasztatikus urotelialis karcinomaban szenvedé beteg bevonasaval vizsgaltak. A vizsgalat
soran minden beteg docetaxel kemoterdpidban részesiilt, egy résziik kezelését ramucirumab
anti-VEGFR?2 antitest terapiaval kombinaltak. A kombinalt kezelés egyértelmi sikert mutatott,
ugyanis a docetaxel + ramucirumab kezelt betegek talélése 4,07 honapra nétt, a docetaxel +

placebo csoport esetében tapasztalt 2,76 honappal szemben [85].

Szamos kutatas bizonyitotta mar, hogy androgén és Gsztrogén receptorok expresszidja is
megfigyelhet6 a normal urotélium és az urotelialis karcinomak esetében e gyarant [80, 86]. A
nemihormonreceptorok szerepe ahdlyagtumor progresszidjaban nemtisztazott, de a tdbbnyire
a betegség incidenciajan alapuld megfigyelések alapjan az androgén hormonok valamilyen

modon novelik a betegség kockazatat, mig a n6i hormonok protektiv hatasuak [87].

3.3. A peptid hormon receptorok, mint lehetséges terapias célpontok a daganatok célzott

3.3.1. Luteinizing hormone- releasing hormone (LHRH) és receptoraik fiziologiaja és
eléfordulasuk

A hipotalamikus hormonok ¢és receptoraik tumoros sejtekben vald fokozott
expresszidjanak felfedezése mérfoldkonek szdmit a hormonérzékeny daganatok célzott
terapiainak fejlesztésében. A LHRH hormont vagy mas néven gonadotropin releasing hormont

(GnRH) hormont alapvetdéen a hipotalamusz sejtjei valasztjak ki, amely az endokrin
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szabalyozason keresztiil az ivarsejtképzésben €s a nemi hormonok szintézisének aktivalasaban
vesz részt. A termelédott LHRH nagy affinitassal képes kotédni a hipofizis sejtjeinek felszinén
lokalizalt LHRH receptorhoz (LHRH-R), igy aktivalva a gonadotrép sejteket luteinizald
hormon (LH) és follikulus stimulald hormon (FSH) termelésre [88]. Az LHRH-R és
ligandjainak expresszioja egészséges emberben leginkabb a véragy gattal elzart hipotalamusz-
hipofizis agyi teriiletekre lokalizaloédik, de kisebb mértékii expresszidja megfigyelhetd az
ivarszerveken is. Mindkét szervrendszerre jellemzo, hogy a nem 0sztddo sejtek expresszaljak a
receptort és/vagy a ligandot a szteroid hormon szekrécid szabalyozadsanak céljabol
Ugyanakkor, a receptornak és a ligandnak egyarant megfigyelték a megndvekedett
expresszidjat a reproduktiv szerveket érinté hormon érzékeny daganatokban, mint ovarium,
emld, endometrium és prosztata karcinomaban [1, 3, 4, 89, 90]. Az LHRH receptor-ligand
interakciojanak hormon indukcios képességén tulmutatd szerepét akkor feltételezték el6szor a
kutatok, amikor jelentds expresszidjattapasztaltdk nem hormon érzékeny daganatok, mint vese,
hasnyalmirigy, agy, vastagbél, szajiiregi, fej- és nyaki karcinomak, valamint kutan melanéma
esetében is, s6t tripla-negativ emld karcindmakon is [5, 8-13]. Kutatocsoportunk volt az elsé,
aki human uvealis melanoma szévetmintakban, valamit az OCMI1 és OCM3 primer UM
sejtvonalakban is igazolta az I-es tipust LHRH-R és ligandja expressziojat [19, 20]. Késobbi
vizsgalataink alapjan azt is bizonyitottuk, hogy ez a membran receptor expresszio alkalmas
LHRH ligand alapt célzott daganatterapias molekula tumorsejtek altali felvételére is, még a

citosztatikum rezisztens UM sejtekben is [21].

Az LHRH-R molekularis szerkezetének és a ligand-receptor interakci6 altal indukalt
jelatviteli utvonal feltérképezésekor kimutattak, hogy a receptor alapmiikdodésén tal képes
miikddésbe hozni az EGF-R-t, ezaltal az autokrin-parakrin jelatvitelen keresztiil segitve a
daganat novekedését [91, 92]. Alapvetden, az LHRH-R egy G-protein kapcsolt, hét

transzmembran doménnel rendelkezé membran receptor, mely dekapeptid LHRH ligandjaval
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(pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) valo interakcidja utan internalizal a
sejtplazmaba és aktivalja az IP3-mat és a DAG-0t [93]. Ez az aktivacio Ca2* felszabadulast valt
ki, amely sziikséges az LH és az FSH granulumokbél valé exocitézisahoz, a DAG pedig
aktivalja a PKC utvonalat [94]. A PKC utvonal a MAPK-ok aktivaciojahoz vezet, melyek a

sejtmagba vandorolva tovabbi trankszripcios faktorok atirasat indukaljak [95].

O

n NN LH-RH-R-I

Gene transcription

3. abra: Az l-es tipusi LHRH receptor aktivacioja és az indukalt jelatviteli folyamatok.
(Harrison GS, Wierman ME, Nett TM and Glode LM: Gonadotropin-releasing hormone and its
receptor in normal and malignant cells. Endocr Relat Cancer 11: 725-748, 2004 [9])

Az LHRH-R tovabbi funkcidit differencialja, hogy harom tipusat kiilonboztetjiik meg
emldsokben, megfigyelhetdéen szervtipustol fiiggd eltérd eléfordulasi gyakorisaggal. Az I-es
tipusa LHRH-R-0k jellemz&en a hipofizisben fellelhetéek, de szamos mas hormonérzékeny és
nem hormonérzékeny daganatokban egyarant megfigyelték fokozott expresszidjukat [96]. Az
I-es tipusit LHRH-R 328 aminosavbol all, jellemzéen citoplazmatikus C-terminalis farki része
hianyzik. Kodol6 génszakasza a 4g21.2 16kuszon taldlhato, 3 exonbol all, melyet 2 intron tagol.

A ll-es tipust LHRH-R rendelkezik ezzel a citoplazmatikus farok résszel is, de a receptor
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transzkripcioja sordn a kettes exon részben eltiinik igy csak 248 aminosavbol 4ll. Az LHRH-R
harmadik transzkript variansabol a teljes kettes exon hianyzik, igy ez csak 177 aminosavbol all
[97,98]. A csonka receptorok funkcioja egészséges vagy tumoros szovetekben egyelére nem
tisztazott, de valoszintileg a csonka receptor is képes ligand megko6tésére in vivo koriilmények
kozottis [21]. A ligand esetében is tobb izoforma ismert: az I-es tipusat LHRH a 8p11.2p21
kromoszomaszakaszon lokalizalodik,4 exonbol all, melyet 3 intron tagol. A II-es tipust LHRH
kisebb méretii génszakaszonkodolt (2,1 kb) mintaz I-esizoforma (5 kb), lokalizacidjat tekintve
a 20p13 génszakaszon helyezkedik el, és leginkabb az agyi teriileteken kiviil expresszalodik
[99]. Erdekes, hogy mindkétizoforma expresszidja kimutathaté normal emld mintakban, illetve

overexpressziojuk is emlé daganatos mintakban [100].

3.4. Citotoxikus LHRH analégok

Az LHRH receptorok szamos daganat altali overexpresszidjanak igazolasakor a vilag
tobb pontjan, parhuzamosan indultak el kutatasok, melyek mindegyike olyan daganatterapias
készitményeket kivant fejleszteni, amely célzottan az LHRH receptorok altali felvételen
keresztiil szelektiven képes a tumorsejtek pusztitisara. Andrew Victor Schally
kutatocsoportjanak sikeriilt elészor izolalni és mesterségesen szintetizalni az els6 LHRH
analogokat, mely munkajaért 1977-ben egyik kutato tarsaval megosztva Nobel-dijban részesiilt
[89]. Az analdgok a receptor-ligand kolcsonhatas szempontjabdl lehetnek agonistak vagy
antagonistdk. A késébbiekben tobb tipust citotoxikus analdg is kifejlesztésre keriilt:
antimetabolittal (metotrexat), DNS alkilalo szerrel (ciszplatin), nehézfém ionnal (Cu (I1) vagy
Ni (IT)) vagy DNS interkalatorral (doxorubicin) konjugalt LHRH anal6gok [3, 6, 101-103]. Az
ilyen citosztatikummal kapcsolt célzott terapias készitmények elonye, hogy akar az arra
rezisztens daganatsejtekben is képesek vagyunk gyogyszer felvételt indukalni a
citosztatikumok szelektiv, LHRH receptor medialt endocitozisaval tigy, hogy az egészséges

sejtek nem, vagy minimalisan karosodnak.
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Ilyen citotoxikus célzott terapias készitmény az AEZS-108 (AN-152, klinikai fazis
vizsgalatban a neve Zoptarelin Doxorubicin®) amely egy doxorubicinnel kapcsolt LHRH
agonista. Az AEZS-108 esetében a D-Lyséaminosavhoz egy 14-O hemiglutarat hasithato linker
szakaszon keresztiil sikeriilt kapcsolni a doxorubicin molekulat, a 1étrehozott célzott terapias
vegylilet a konjugalast kovetden is megorizte magas LHRH-R kotési affinitasat és specifitasat
[3, 6, 101]. A tovabbiakban kifejlesztésre keriilt a molekulanak egy toxikusabb formaja is,
melyben a [D-Lys®]LHRH ligand egy 2-pirollino-DOX molekulaval lett 6sszekapcsolva (AN-
207). Ez alacsonyabb LHRH receptor expresszid esetében is hatékony lehet a tumorsejtek

elpusztitasaban [6, 101].

HN 7 NH,

[D-Lys]LHRH

0 0 ™ hasithato
| Jlinker”

onNH; doxorubicin

4. abra: A citotoxikus LHRH analég AEZS-108 (AN-152) szerkezete.

(Engel, J., Emons, G., Pinski, J., Schally, A.V.: AEZS-108: a targeted cytotoxic analog of LHRH for
the treatment of cancers positive for LHRH receptors, Curr Drug Targets 17:5: 488-94, 2012.,
Atdolgozott kép.[104])

A doxorubicin kapcsolt LHRH anal6gok a receptorhoz kotddésiiket kovetden elébb a
citoplazmaba internalizalddnak, majd lizoszomatikus degradaciotkovetden felszabadul beldliik
a bevitt DOX alegység, mely a sejtmagba vandorolva az 0sztd6do sejtek DNS lancai kozé

interkalalodik [1, 6, 104]. A DOX molekula ezt kdvetden a topoizomeraz II altal felhasitott
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dupla szala DNS koz¢ interkalalodva megakadalyozza a DNS jra ligalasat, ezzel gatat képez
a kés6bbi DNS és RNS szintézisnek [10, 105]. Tovabbi hatdsa a DOX-nek, hogy reaktiv oxigén
gyokok (ROS) felszabadulasatindukalja, melyeka lipidperoxidéacion és a direkt sejtkarositason
keresztiil vesznek részt a sejt elpusztitasaban [105]. A DNS karosodasat kovetden szamos
tumorellenes kaszkad-szertifolyamatindul el, mintpéldaul a p53 tumorszupresszor aktivacioja,

mely szintén az apoptdzist segiti [106].
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5. abra: Az AN-152/AEZS-108 szerkezete és receptor-medialt internalizaciojanak

folyamata.
(Sajat szerkesztés.)

Az AEZS-108 (AN-152) hatékonysagat szamos klinikai fazis vizsgalatban tesztelték,
példaul a klinikai II. és III. fazis vizsgalatokban ovarium (NCT00569257) és endometrium
(NCT01767155) karcinoma esetében, illetve klinikai II. fazis vizsgalatban kasztracio rezisztens
prosztata (NCT01240629) karcinomas betegeken [104,107,108]. Az eddigi invivo és aklinikai

32


https://clincancerres.aacrjournals.org/lookup/external-ref?link_type=CLINTRIALGOV&access_num=NCT01240629&atom=%2Fclincanres%2F20%2F24%2F6277.atom

tesztelések eredményei alapjan az AEZS-108 hatékonyabban képes a daganatsejtek szelektiv
elpusztitisara a daganat multidrog rezisztenciajatol fliggetleniil, mindezt kevesebb
mellékhatassal mint a szabad DOX [6, 109]. A betegek kezelése soran a leggyakoribb
mellékhatasként neuropénia és leukopénia, limfopénia jelentkeztek, a DOX-ra jellemz6
kardiotoxikus mellékhatasok pedig a kis dozisnak koszonhetden enyhébbek voltak [107, 108,
110]. Akezeléseketkovetéenmegvizsgaltak a fiziologiasan LHRH-R expresszioval rendelkez
szervek (hipofizis és reproduktiv szervek) karosodasat, az eredmények alapjan nem éri
maradand6 karosodas sem a hipofizis sejtjeit, sem a vér-agy gaton kiviili LHRH receptort
expresszalo szerveket. Ennek, hogy a molekula nem 1€pi at a vér-agy gatat, az extrahipofizealis
egészséges szervek receptor expresszidja pedig tul alacsony a maradandd karosodasok

létrejottéhez [6, 110-112].

srers

valamint AN-152 molekulaval valo célzott terapias lehetéségekrol uvealis melanoma és
hugyhdlyag daganatok esetében

Kutatoécsoportunk volt az els6, aki igazolta az LHRH-R-0k és ligandjuk expressziojat
uvealis melanoma daganatok és az OCM1 és OCM3 sejtvonalak esetében [20, 53]. Radioligand
kotési assay-vel vizsgaltuk a sejtvonalak altal expresszalt receptorok LHRH ligandkdtési
képességét, majd megerdsitettiik a sejtvonalakbdl készitett xenotranszplantalt tumorok LHRH-
receptor citotoxikus LHRH analogokkal is [20]. A késébbiekben in vitro kezelésekkel
igazoltuk, hogy az OCM3 uvealis melanoma sejtek nem csak hogy hatékonyan célba vehetéek
az AEZS-108 jelolést LHRH liganddal kapcsolt DOX-nel, de a sejtvonal DOX rezisztens
formaja is képes elpusztulni az LHRH-R keresztiili DOX felvételnek koszonhetéen [21]. A

szakirodalom eddignem vizsgalta, hogy az AEZS-108 OCM3 sejteken valo hasznalatakor a
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DOX indukalta ROS-on kiviil milyen jelatviteli folyamatok indulnak el a receptor-ligand

interakcionak koszonhetden, melyeknek szerepe lehet a sejtek pusztulasaban.

Egyes hugyholyag daganatok LHRH-R és LHRH expresszidjat néhany korabbi
publikacioban mar leirtdk, de szamos megvélaszolatlan kérdés maradt még a kutatok szamara
a témaban [113]. Bahk és munkatarsai 4 hugyhodlyag karcindma sejtvonalban, valamint 5 TCC
tipust holyagtumorban igazoltdk az LHRH ligand és az LHRH-R expresszidjat mRNS és
fehérje szinten egyarant, valamint szérumbol izolalt LHRH- val in vitro sejtproliferacios assay-
t végeztek. Eredményeik alapjan az in vitro LHRH kezelés semmilyen hatassal nem volt a
vizsgalt sejtvonalak novekedésére, sejtosztodasara [113]. Habar eredményeik 2008-ban
mintaszam (sejtvonal és betegminta egyarant) miatt tovabbi vizsgalatok voltak sziikségesek az
LHRH receptorok hélyagtumorokban betoltott szerepérdl. Szepeshazi és munkatarsai egy
2012-es publikacidjukban 4 tovabbi hugyhdlyag karcindma sejtvonal és 18 human htugyholyag
szovetminta LHRH-R expresszidjatigazoltak [114]. Radioligand kotési assay-t végeztek ([D-
Trp8]LHRH analdggal) a sejtvonalak felhasznalasaval, mely alapjan az analég képes a
sejtfelszini LHRH-R-hoz kotddni. Vizsgalataik soran immunhidnyos egerekben
xenotranszplantalt tumorokat alakitottak ki a sejtvonalak 4llatokba oltasaval, melyeket késébb
AN-152-vel, illetve szabad DOX-nel kezeltek. Eredményeik alapjan az AN-152 (AEZS-108)
nem csak hatékonyan képes gatolni a xenotranszplantalt holyagtumorok novekedését, de
kevesebb mellékhatast is indukalt, minta DOX kezelések [114]. Vizsgalataik nem terjedtek ki
a szovetmintdk LHRH expresszidjanak vizsgalatira, az LHRH-R statusz és a betegmintik
klinikopatoldgiai paraméterei kozotti 6sszefliggések vizsgalatara, illetve a szovetmintak altal

expresszalt LHRH-R-0k ligand kotési képességének vizsgalatara.
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3.5. A daganat 0ssejt teoria, egy uj megkozelités a célzott daganatterapian beliil
3.5.1. A daganat Gssejt tedria alap felvetései, megvaldsult terapias alkalmazasai

A daganat 6ssejt tedria egy viszonylagij, 10-15 évvel ezel6tt elterjedt elmélet, amely,
mint a célzottdaganatterapia egy specialis tipusa egy egészen 0j fajta, személyre szabott, illetve
a daganatra szabott kezelést valosithat meg. A tedria szerint a daganatok olyan kevésbé
differencialt 6ssejt-szerl sejtpopuldciokat is tartalmaznak, melyek feleldsek lehetnek a tumor
kemoterapids kezelést kovetd relapszusdért, ismeretlen eredetii kemorezisztencigjaért. Ezek a
malignus transzformécion atesett szoveti dssejtek nem csak a tumor tobbi részét felépitd
differencialtabb tumorsejtek potlasaért feleldsek, hanem sokkal ellendllobbak az alkalmazott
terapias eljarasokkal szemben, mivel molekularis profiljuk részben més, mint a tobbi, a
kemoterapiaval elpusztitott tumorsejté. Ez a képességiik teszi lehetévé, hogy a kezdetben
sikeresnek 1atszo kemoterapiat/célzott daganatterapiat kovetden a tumor jboli meguajitasara
képesek, ezuttal mar a megel6zodleg terapiaval szemben rezisztens daganatsejtekkel [115, 116].
Feltételezések szerintezek a daganat dssejtek feleldsek a hematogén attétképzéskor végbemend
felszini molekularis profil valtadsért is, az Un. vaszkularis mimikri folyamatért, illetve a
metasztazis kialakulasaért [117]. A daganat Gssejt teoria szamos daganat esetében mar
beigazolodott, s mind RNS, mind fehérje szinten sikeriilt igazolni ezeknek az dssejt-szerli
sejtpopulacioknak a jelenlétét a tumoron beliil [118, 119]. Az elmélet tovabbi iranymutatasa
szerint a daganatok sikeres €s végleges eliminédlasdhoz a kulcs, hogy ezeket a tumor dssejteket
vegyiik célba el0szor célzott terapiat alkalmazva elleniik, majd azt kovetéen lehetne a
differencialtabb tumorsejteket pusztité daganat terapiakat alkalmazni. Ezzel a daganat Gjboli
kiujulasat és rezisztenciajat biztositd csirasejteket pusztitanank el eldszor. Mivel a daganat
dssejtek folyamatos kapcsolatban allnak a tobbi tumorsejttel is, szamos jelatviteli folyamatban
tdmogatva azok életben maradasat, a tumor progresszidjat, igy a csirasejtek elpusztitasais egy

stlyos csapds lehetne a daganatsejtek szamara.
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Sem az uvealis melanoma, sem a hugyholyag daganatok kezelésére ugyan nem
alkalmaznak jelenleg daganat 6ssejt célpontu terapiat a klinikumban, de in vitro mar torténtek
ilyen iranyu vizsgalatok. Wei Dai és munkatarsai a SIRTUIN1/2 hiszton deacetildzok
mikodését gatoltak egy bizonyos Tenovin-6 nevii molekulaval 92.1, Mel 270, Omm 1 és Omm
2.3 uvealis melanoma sejttenyészetek in vitro kezelése soran. A kezelés apoptozist indukalt a
sejtekben a p53 tumorszupresszor aktivacidjaval, tovabba reaktiv oxigén gyokok (ROS)

felszabadulasaval tovabb segitette a sejtek pusztulasanak folyamatat [120].

3.5.2. Az uvealis melanoma daganatok és a daganat 6ssejt tedria kozotti 6sszefiiggések
Az uvealis melanoma tumorok daganat dssejt tartalmat eddig keveset vizsgaltak. A
daganat 6ssejt szubpopulacidok kimutatasanal nem csak miitéti mintdk immunhisztokémiai
festésével jartak sikerrel, de egyes uvealis melanoma sejttenyészetek 2D vagy 3D
sejtkulturaiban is sikeriilt kimutatni ezeket a koros dssejt-szerli tumorsejteket [121]. Kevés
publikacioban ugyan, de olvashatunk a szakirodalomban egyes uvealis melanoma daganatok
esetében megfigyelt CD133, nestin, NOTCH1, SOX10, PAX3 daganat Gssejtmarkerek
expresszidjarol. Emellett a VE-kadherin aggressziv melanoma marker sejtfelszini jelenlétét és

a Wnt jelatviteli utvonal fontos tagjai koziil a FZD6 és a f-katenin expressziojat is vizsgaltak

mar, am a vizsgalatok még szamos kérdést hagytak maguk utan [24, 25, 115, 116, 121, 122].

Az elmult 10 évben szamos kutatocsoport végzett olyan atfogd genetikai vizsgalatokat
uvealis melanoma sejteken, melyek célja minden esetben az volt, hogy vélaszt kapjunk arra a
kérdésre, hogy: mi all az uvealis melanoma daganatok gyakori kemorezisztencidjanak és
fokozottattétképzési/ vérérképzésihajlamanak hatterében? Egy ilyen vizsgalateredményeként
Michael D. Onken és munkatarsai arra a megallapitasra jutottak, hogy az uvealis melanoma
tumorok alapvetden egy I-es és egy Il-es csoportba sorolhatdak agresszivitasuk €s molekularis
profiljuk alapjan [24]. A molekularis klasszifikacio alapjan a jobb progndzist mutatd I-es
csoportba tartoz6 tumorok leginkabb differencialt idegsejt-jellegli vagy melanocita fenotipust
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mutatnak, mig a II-es csoportba sorolt tumorok nagyobb mennyiségben tartalmaznak primitiv
neuro-ektodermalis profilt mutatd sejtpopuldciokat. A II-es csoportba sorolt agresszivebb
viselkedésli tumorok tilnyomoan epitheloid tipusu sejtekbdl éplilnek fel, mely megallapitas
Osszecseng az uvealis melanoma tumorok szovettani osztilyozdsahoz tarsuld talélési
esélyekkel. Tovabbi jellemz0 a II-es csoport molekularis profiljara, hogy membranjukban erds
B-katenin és E-kadherin expressziot mutatnak (mely szintén az epitheloid sejttipust uvealis
melanoma tumorokra jellemzd), valamint overexpresszalt HIF-1A és VEGF faktorokon
keresztiil intenziv angiogenezist és attétképzést valdsitanak meg [25]. Ezzel szemben az 1-es
csoportba sorolt tumorok membranja alacsonyabb B-katenin és E-kadherin expressziot mutat,
ezek a molekulak inkabb a sejtmagban és a citoplazmaban lokalizalodnak [23]. Meglepd, de E-
kadherin a szakirodalom altal inkabb, mint egy gyakran downregulalt tumorszupresszor ismert
a tumorbioldgiaban, mint sem a daganatok progresszidjaban kulcsszerepli membranfehére.
Azonban, szerepének megértéséhez figyelembe kell venni az aktualisan vizsgalt tumort és
annak mikrokdrnyezetét is. Szamos eldrehaladott stddiumi daganat (kutdin melandma,
hepatocellularis karcinoma és gyulladassal jaro emlérak) esetében figyelték meg az E-kadherin
overexpresszidjat a tavoli attétek sejtmembranjaban [27, 123, 124]. Feltételezések szerint, az
E-kadherin segiti a vérben keringd daganatsejteket a talélésben, illetve a vaszkularis-
mezenhimalis tranzicioban, aminek feltétele, hogy a tumorsejt ,,sejt-sejt” kapcsolatokat
alakitson ki a kornyez0 sejtekkel, kilépve igy a vérarambol a szovetek kozé [23]. Masrészrol,
ezek a kontaktok segitik az éppen tavoli attétet képezd tumorsejtet az apoptozis elkeriilésében
IS.

Mivel maga a szemgoly6 nem tartalmaz nyirokereket, igy a szemészeti daganatoknak a
hematogén szorodas az egyetlen lehetdség a tdvoli attétek 1étrehozasara, igy az angiogenezis is
méginkabb jelentds szerepet jatszik az UM progresszidjaban. A rossz prognozissal jaro I1-es

csoportba sorolt uvealis melanoma tumorok erdteljes vaszkularizacidjaban feltételezhetéen
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fontos szerepe van ezeknek az overexpresszalt E-kadherin membréanreceptoroknak, azonban

pontos miitkodésiik még nem tisztazott.

A ll-es csoportba sorolt uvealis melanoma tumorokban jellemzéen overexpresszalt
masik molekula a B-katenin membranreceptor. A B-katenin molekuldk megtaldlhatoak a
sejtmembranban, illetve szabad, citoszolikus formaban is a tumorsejten beliil. A B-katenin
molekuldk a Wnt szingnalizacios utvonalba kapcsolddva képesek a sejtmagba bejutni és ott a
LEF/TCF trankszkripcios faktorokkal komplexet alkotva szamos gén atirasat aktivalni [125].
A Wnt molekuldk szekretalt glikoproteinek, melyek a célsejt felszinén 1évo Frizzled (FZD)-
receptorukhoz kotddve szamos bonyolult, tobb 1épéses jelatviteli folyamatot inditanak el. A
Wnt/Frizzled jelatviteli utvonalak gyakori jellemzdi az &ssejt szeri tulajdonsagokkal
rendelkez0 sejteknek, mivel kulcsszerepiik van a sejtek polaritasanak, osztddasi képességének
a gasztrointesztinalis, valamint a vérképz0 rendszer kialakitasaban és az 6regedésben ismeretes
[126]. A Wnt molekulak inditotta jelatviteli folyamatok karcinogenezisben betdltott szerepe is
egyre tobb daganat esetében igazolddni latszik, egérmodellen sikertilt a Wnt aktivaciot kovetd
tumor novekedést serkentd hatast is kimutatni [125, 127, 128]. A szakirodalom szerint eddig
19 Wnt molekulét ismeriink, melyek 10-féle FZD receptorukhoz képesek kapcsoldodni és
kiilonb6z6 tovabbi jelatviteli itvonalakt aktivalni [129]. A Wnt molekulak indukalta jelatviteli
folyamatoknak két tipusa lehet, in. kanonikus- vagy nem kanonikus- Gitvonalak. Amennyiben
a Wnt ligand-FZD receptor komplex a kialakulasat kovetéen az LRP5/6 ko-receptorral
dimerizalodik, ugy a kanonikus Gtvonalat megvaldsitva aktivalja a citoszolikus p-katenint,
amely a sejtmagba keriilve gén atirddast indukal. Wnt-FZD ko6tédés hianyaban a B-katenin
proteaszomas degradacido kovetkeztében elbomlik [125]. A nem kanonikus jelatviteli
utvonalakat tovabbi két alcsoportra oszthatjuk, de sem a LRP5/6 ko-receptor, sem a 3-katenin

nem jatszik szerepet, egyik aktivacidjabansem. Az emlitettalcsoportegyik tipusaa kalmodulin
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kinaz II-n és a protein kinaz C-n keresztiik aktivalodo un. Wnt/Ca?* jelatviteli utvonal, mig a

masik utvonal a Jun N-terminalis kinaz altal aktivalt PCP Gtvonal [125, 129].
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6. abra: A Wnt jelatviteli utvonal tipusai és indukalt génexpressziés valtozasok.

(abcam.com, Atdolgozott kép.)

3.5.3. A Wnt molekulak az angiogenezisben

A Wnt molekulak koziil a szakirodalom altal egyik legrészletesebben leirt glikoprotein
a Wnt5 molekula. A Wnt5 molekula receptorahoz vald bekotédést kovetden alapvetden a
Wnt/CaZ* nem kanonikus Gtvonalon fejti ki hatasat, azonban ismert rola, hogy FZD3/FZD6
receptoraihoz kotddését kovetden képes a PKC utvonal aktivalasara is. Feltételezhetden az a
multifunkciondlis aktivacidos képessége segiti a daganatok komplex angiogenezis
szabalyozasaban betoltott kulcsszerepében, melyet emésztorendszeri daganatokban sikertilt
igazolni is [130]. A Wnt5a kiilonb6z6 Gitvonalakon keresztiili miikdésének szerepe ismert az
érképz6dés szabalyozasaban. Yang és munkatarsai kimutattak, hogy a Wnt5a képes az egér
embrionalis dssejtjeikben indukalni az endotél sejtek differencialodasata f-katenin és PKCa

fliggd utvonalon keresztiil egyarant [131]. A Wnt5 expressziojat kimutattak egérmodellben
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tobb szerv, Ggy, mint a bor, maj és a méh érrendszerének fejlddése soran is. Szintén
egérmodellekben figyelték meg az endotél sejtekben vald fokozott expresszidjat, valamint,
hogy képes serkenteni ezeknek a sejteknek az osztodasat, tulélését és migracidjatis [132]. A
WntS5 fejlodo érrendszerben, valamint endotél sejtekben valod fokozott expresszigjat figyelembe
véve nem meglepd, hogy szadmos intenziv vaszkularizaciot és attétképzést mutatdé tumor

esetében feltételezik a miikodését [133, 134].

A Wnt utvonal angiogenezisben betdltott szerepét igazolja, hogy sikeriilt igazolni a Wnt
molekulak serkenté hatasat a vastagbél daganatok VEGF expressziojara [135]. A Wnt5
esetében bizonyitottak, hogy melanoma tumorokban képes egyes pro-angiogenikus faktorok,
minta IL-6, IL-8 (CXCLB8), VEGF és MMP2 exoszomalis felszabadulasat indukalni [26]. Nem
kissejtes tidodaganatokban szintén sikeriiltigazolni, hogy az angiogenezisttamogat6 jelatviteli

folyamatokat képes elinditani [136].
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Sejtvonalak és tenyésztési koriilményeik

Az uvealis melanoma daganatokat vizsgalo kisérleteinkhez OCM3 (okularis
chorioidealis melanéma 3) elnevezésii, primer uvealis melanoma daganatb6l tenyésztett
sejtvonalathasznaltunk, melyeta Debreceni Egyetem, AOK, Biofizika és Sejtbiologiai Intézete
biztositott szamunkra. A hugyholyag daganatokat érintd kisérleteinkhezRT-112, UMUC3 és
TCCSUP sejtvonalakat hasznaltunk, melyeket Roman Blaheta Professor (Goethe University,
Frankfurt, Németorszag) szives felajanlasa jovoltabol vizsgalhattunk. Az RT-112 sejtvonal egy
invaziv (T2 statusz, gradus 2/3), az UMUCS3 szintén egy invaziv (gradus 3) in vitro modellje a
holyagdaganatoknak, mig a TCCSUP egy 4. gradusba sorolt TCC tipusi holyagkarcindma
modell. A sejtek fenntartasahoz és tenyésztéséhez a forgalmazo javaslata alapjan 10%-0s FBS-
t, 1% L-glutamint és 1% antibiotikumot tartalmaz6 RPMI 1640 tapfolyadékot hasznaltunk. A

sejteket 5% CO,-ot tartalmazo, 37 °C-0s, 90%-0s paratartalmt inkubatorban tenyésztettiik.

4.2. Etikai engedélyek, human szovetmintak

A felhasznalt humén uvealis melanoma szdvetmintdk gyljtése az egyetemi Etikai
Bizottsag engedélye (ID azonosito: DERKEB/IKEB 4172-2014) utan tortént, a mintak a
Debreceni Egyetem, Klinikai Kézpontjanak Szemklinikajan enuklealt betegekbdl szarmaztak.
A vizsgalthuigyhdlyagtumormintak gytijtése szintén az egyetemi Etikai Bizottsag engedélyével
(ID azonosito: UD REC/IEC 4831-2017) tortént a Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpontjanak
Uroldgia Klinikajan. Az diagndzis és pontos szovettani osztdlyozdsa minden szovetminta
esetében patologus altal is megerdsitésre keriilt. A sebészi eltdvolitast kovetden a mintdk
altalunk felhasznalasra keriil6 része vagy paraffin blokkokba kertilt beagyazasra, vagy -70 °C-
on taroltuk azokat felhasznalasig. A kontrollként hasznalt human hipofizis, egészséges
anyajegy és maj, placenta és vese mintak a Debreceni Egyetem, AOK, Patologia Intézete altal
gyijtott és felajanlott mintak voltak.
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4.3. Az uvealis melanoma daganatokat vizsgalo kisérleteinkhez alkalmazott metodikak
4.3.1.A citotoxikus LHRH analéggal és doxorubicinnel tortént in vitro kezelések és sejt
életképességi vizsgalatok

Az altalunk felhasznalt [D-Lys6]LHRH analdég és a doxorubicinnel kapcsolt [D-
Lys’]LHRH anal6g AEZS-108 (mas néven AN-152/ Zoptarelin Doxorubicin Acetat®)
kollaboracios partneriink, Andrew V. Schally és munkacsoportja, valamint az Aterna Zentaris
(Frankfurt am Main, Németorszag) altal szintetizalt és felajanlott molekuldk. A molekulakat
felhasznalasig liofilizalt formaban taroltuk, majd 0.01 M vizben oldott ecetsav tartalmti NaCl-
higitottuk. Korabbi toxicitasi vizsgalatok eredményei alapjan az in vitro sejtes kezelések soran
a tapfolyadék 5 uM-os higitasban tartalmazta az emlitett analogokat [21, 137]. A kezelésekben
citosztatikus kontrollként felszanalt Doxorubicin HCI (2 mg/ml) (DOX) a TEVA
Gyogyszergyar Zrt.-tdl vasarolt és felhasznalasig4 °C-on tarolt készitmény, az in vitro sejtes
kezelések soran a tapfolyadék 5 uM-0s higitasban tartalmazott DOX-t. A kezeléseket minden
esetben ekvivalens kornyezeti paraméterckkel, 24 vagy 48 oras inkubacidval, nem kezelt

kontroll sejtek parhuzamos fenntartasaval, biologiai replikdkban végeztiik.

A kezelést kovetden a sejtek életképességi vizsgalatara MTS assay-t végeztiink. Ehhez
a sejteket 10 000 sejt/ lyuk aranyban 96 lyuku-plate-en szélesztettiik, majd 24 6rat kovetden
elvégeztiik a 24 6ras citotoxikus 5 uM-0s AEZS-108 ¢és a DOX kezeléseket. Ezt kovetden a
megmaradt sejtek életképességét a CellTiter 96 AQueous One Solution Assay-vel (Promega,
Madison, WI) végeztiik el a gyartdi utasitisoknak megfeleléen. Minden életképességi
vizsgalathoz végzett kezelést hexaplikaban (n=6) ¢és haromszori ismétléssel, vagyis bioldgiai
replikakban végeztiink el. Az eredményeket 490 nm-en FLUOstar Optima Counter (BMG

Labtech GmbH, Németorszag) késziiléken mértiik le.
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4.3.2. RNS izolalas, reverz transzkripcios PCR és kvantitativ valds ideji polimeraz
lancreakcio (RT-qPCR)

LHRH-R expressziéjanak vizsgalata RT-PCR-rel OCM3 sejteken és UM szovetmintakon

Az OCM3 sejtekbdl és UM szovetmintakbol RNS izolalast végeztiink az AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini kit (Qiagen, Hilden, Németoroszag) felhasznélasaval a gyartoi
utasitdsok szerint. A reverz transzkripciot mintanként 500 ng RNS QuantiTect Reverse
Transcription kittel (Qiagen, Németoroszag) vald atirasaval végeztiilk. Az alabbi primerpart
hasznaltuk a receptor kimutatasara: LHRH-R- I:forward: 5'-GAC CTT GTC TGG AAA GAT
CC-3', reverse: 5'-CAGGCT GAT CAC CAC CAT CA-3’(Sigma-Aldrich Corporation, USA).
A primerpart a Primer3web szoftver hasznélataval terveztiik. A célgéneket Fermentas
(Németorszag) RT-PCR c¢DNS amplifikacios kittel szaporitottuk fel az alabbi 1€pésekbdl allo
cikluson keresztiil: 95 °C - 45 mp, 60 °C - 30 mp és 72 °C - 1,5 perc 35 db ismétléssel, majd
zard ciklusként 10 perc 72 °C. A PCR termékeket gélelektroforézissel 1,5%-0s GelRed

(Biotinum, USA) tartalmu agardz gélen szeparaltuk, majd UV fény alatt detektaltuk.

Humén uvealis melanoma és normal uvea szovetek MASPIN génexpressziojanak

vizsgalata RT-PCR-rel

RNS izolalastvégeztiink a szovetekbdl az AllPrep DNA/RNA/Protein Mini kit (Qiagen,
Hilden, Németoroszag) felhasznalasaval a gyartoiutasitasok szerint. Eztkovetéen 500 ng RNS-
t irtunk 4t cDNS-s¢ QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen, Németoroszag)
felhasznalasaval. A MASPIN primer szekvencidja az alabbi volt: MASPIN- forward: 5'-GGC
AATGTC CTCTTC TCT C-3',reverse: 5'-GCC GCT TGATTA GTT TCA GT-3". A célgént
Fermentas (Németorszag) RT-PCR cDNS amplifikacios kittel szaporitottuk fel az alabbi
Iépésekbdl allo cikluson keresztiil: 95 °C - 45 mp, 60 °C - 30 mp és 72 °C - 1,5 perc 35 db
ismétléssel, majd zar6 ciklusként 10 perc 72 °C. A PCR termékeket gélelektroforézissel 1,5%-

0s GelRed (Biotinum, USA) tartalmt agar6z gélen szeparaltuk, majd UV fény alatt detektaltuk.
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Daganat Gssejtmarkerek expressziojanak vizsgalata RT-PCR-rel uvealis melanoma

szovetekbol

A 18 fagyasztott uvealis melanoma szovetmintabol és 3 normal uvea szovetmintabol
total RNS izolalast végeztiink az AllPrep DNA/RNA/Protein Mini kit (Qiagen, Hilden,
Németoroszag) felhasznalasaval a gyartoi utasitasok szerint. A reverz transzkripciot mintanként
250-500 ng RNS QuantiTect Reverse Transcription kittel (Qiagen, Németoroszag) valo
atirasaval végeztik. A célgéneket Fermentas (Németorszag) RT-PCR cDNS amplifikacios
kittel szaporitottuk fel az alabbi Iépésekbdl all6 cikluson keresztiil: 95 °C - 45 mp, 60 °C - 30
mpés 72 °C - 1,5 perc 35 db ismétléssel, majd zaré ciklusként 10 perc 72 °C. A PCR termékeket
gélelektroforézissel 1,5%-0s GelRed (Biotinum, USA) tartalmt agardz gélen szeparaltuk, majd

UV fény alatt detektaltuk.

A primer parokat a Primer3web szoftverrel terveztiilk meg és a Sigma-Aldrich Corporation
(USA) gyartotta 6ket (1. tablazat). Haztartasi génkénta B-aktinthasznaltuk,a NTC (no template

control) mintdk a reakciokozeg tisztasaganak ellendrzésére szolgaltak.
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1. tablazat: Human uvealis melanoma szovetek daganat 6ssejtmarker tartalmanak

RT-PCR modszerrel valo vizsgalatara felhasznalt primerek és szekvenciaik

Célgén Forward primer Reverse primer

B-aktin 5’-GGC ATCCTCACCCTGAAGTA-3’ 5’-GGG GTG TTGAAG GTC TCAAA-3’
Nestin 5’-AGA ACT CCC GGC TGC AAA-3° 5’-GCACAG GTGTCT CAA GGG TAG-3’
NGFR 5°-TGC CAG GAC AAG CAGAAC-3’ 5’-GGG TGT GGA CCGTGT AATC-3°

SOX10 5°-CGT CAGCCAGGT GCT CAG-3’ 5-CGCTTGTCACTTTCGTTCAG-3’

PROM1 5’-GCACTTACGGCACTCTTCAC-3’ 5’-TTCCAC AAGCAG CAAAAT CC-3°
FZD6 5’-TGAGCA AGT GAACAGGAT TACC-3’ 5’-CCC AGAAGA CAG CAGAGATG-3’

A citotoxikus kezeléseket kovetéen indukalt génexpresszios valtozasok kvantifikalasa RT-

gPCR-rel OCM3 sejteken

A citotoxikus kezelések utan az OCM3 sejtekbdl total RNS-t izolaltunk TRIzol
reagenssel (MRC, USA) a gyartoi utasitdisoknak megfelelden. Ezt kdvetden 500 ng RNS-t
irtunk at cDNS-sé¢ IScript Reverse Transcriptase Kit (Bio-Rad Laboratories, USA)
felhasznalasaval. A kvantitativ PCR vizsgalatokat MyiQ2 real time PCR (BIO-RAD, USA)
késziiléken végeztik Human Angiogenesis 96 StellArray™ (Lonza Ltd., USA) plate-ek
felhasznalasaval. Az array reakciokhoz, illetve a tovabbi MASPIN qPCR vizsgalatokhoz
kozegként SYBR Green Supermixet (Bio-Rad Laboratories, USA) hasznaltunk a gyarto
utasitasa szerint. A PCR ciklusok az alabbi 1épésekbdl alltak: 50 °C - 2 perc, 95 °C - 3 perc, 95
°C - 15mp és 60 °C - 1 perc 40 db ismétléssel, végiil 81 db melting ciklus (55 °C—-98 °C/ 0,5
perc/°C). Az eredményeket az array esetében gyartoi utasitdisoknak megfeleléen Global Pattem
Recognition algoritmussal (Bar Harbor Bio Technology Inc.’s, USA) normalizaltuk és 240-Ct
modszerrel kvantifikaltuk, a MASPIN vizsgalata esetében B-aktin és HPRT (hipoxantin-
guanin-foszforibozil-transzferaz) expressziora normalizaltuk és szintén és 240-Ct modszerrel

kvantifikaltuk. A MASPIN tovabbi qPCR alapt expresszids vizsgalatara altalunk tervezett
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primerparokat hasznaltunk. A felhasznalt primerek szekvenciai az alabbiak voltak: MASPIN-
forward: 5'-GGC AAT GTC CTC TTC TCT CC-3/, reverse: 5'-GCC GCT TGA TTA GTT
TCA GT-3', B-aktin- forward: 5’-GGC ATC CTC ACC CTG AAG TA-3’, reverse: 5’-GGG
GTGTTG AAG GTC TCA AA-3°, HPRT- forward: 5’-GTATTC ATT ATAGTC AAG GGC
ATA TCC-3’, reverse: 5’-AGA TGG TCA AGG TCG CAA G-3°. Minden qPCR futtataskor

inditottunk egy NTC mintat is a reakcidkodzeg tisztasaganak ellendrzésére.

4.3.3. Protein analizisek

LHRH receptor immuncitokémiai detektalasa OCM3 sejteken

Az OCM3 sejteket fed6lemezen ndvesztettiik 25 000 sejt szélesztésével, majd 24 orat
kovetden a tapfolyadékot eltavolitottuk, a sejtek felszinét PBS-sel atmostuk. Ezt kovetden 4
°C-os hideg metanollal fixaltuk a sejteket a fedélemezre 10 percen keresztiil. Az endogén
peroxidazok blokkolasara 3% H;0,-val inkubaltuk a sejteket. Ezt kovetéen 0,1% Triton X-
100/PBS oldattal permeabilizaltuk a sejteket, majd blokkoltuk az aspecifikus kotéhelyeket 1%
FBS-0,1% Triton X-100/PBS oldattal valdé 60 perces, szobahOmérsékleten végzett
inkubacioval. Az I-es tipusi LHRH membran receptor detektalasara nyal anti-human LHRH-
R (FL328, sc-13944 Santa Cruz, USA) antitestet alkalmaztunk 1:100-ban higitasban. Az
¢jszakai inkubaciot és a PBS-mosasi 1épéseket kovetden anti rabbit-HRP-vel (tormaperoxidaz)
kapcsolt szekunder antitestet alkalmaztunk (EnVision FLEX /HRP, EnVision+ kit, DM822,
Dako, Dénia). Az el6hivds mikroszkdpos ellendrzés mellett DAB Substrate puffer +
Chromogen (Agilent Technologies, USA) segitségével tortént. Negativ kontrollként elkészitett
mintdkon kihagytuk az elsddleges antitesttel valdé inkubdaciodt, a protokoll tovabbi részei

megegyezdek voltak.
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Poliakrilamid-gélelektroforézis (PAGE)-Western blot analizis uvealis melanoma

szovetmintak vizsgalatara

A szdvetmintak esetében total proteint izolaltunk AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kittel,
majd a fehérje frakciokat a gyartoi utasitas szerint 100 ul Buffer ALO protein old6 pufferben -
80 °C-on taroltuk felhasznalasig. Vizsgalatunk soran 40 pg fehérjét szeparaltunk mintanként
12%-0s SDS (natrium dodecil szulfat) tartalmi PAGE-gélen, majd a fehérjéket PVDF
(polivinilidén fluorid) membranra transzferaltuk metanol tartalmt pufferben. Az aspecifikus
kotéhelyek blokkolasat 0,1% Tween-20 + 5% zsirszegény tejpor tartalma TRIS-pufferben
(Trisz-(hidroximetil)-amino-metan-puffer) vald inkubacioval végeztiik, majd ezt kdvette a
primer antitestekkel valo inkubacio. A szovetmintdk Western blot vizsgalatara felhasznalt
antitesteketa 2. tablazat foglalja 6ssze. Szekunder antitestként alkalikus foszfatazzal kapcsolt
antitesteket hasznaltunk (Santa Cruz Biotechnology, USA), el6hivo oldatként pedig AP
Conjugate Substrate Kitet (Bio-Rad Laboratories, USA) hasznaltunk. Az eredmények
detektalasara és kvantifikalasara a Molecular Image Chemidoc XRS+ rendszert és Image Lab
Software-t 5.2-t (Bio-Rad Laboratories, USA) hasznaltuk. A target gén fehérje szinti
expresszidjat minden minta esetében a haztartdsi gén (GAPDH) fehérje expresszidjanak

intenzitasa alapjan normalizaltuk.

2. tablazat: Human uvealis melanoma szovetmintak SDS-PAGE-Western blot

modszerrel valo vizsgalatara felhasznalt antitestek

Target gén Alkalmazott higitas Antitest kédszam, gyarto
HIF-1A 1:200 H-206, sc-10790, Santa
Cruz, USA
VEGFA 1:100 A-20; sc-152, Santa Cruz,
USA
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FZD6 1:100 E-19;sc-32148, Santa Cruz,

USA

GAPDH 1:1000 D16H11 XP®R)), Cell

Signaling Technology, USA

OCM3 sejtekbol izolalt fehérje mintak vizsgalata citotoxikus kezelést kovetden

poliakrilamid-gélelektroforézis (PAGE)-Western blottal

A kezelések utan az OCM3 sejtekbdl TRIzol reagenssel izolalt total fehérjét izopropil
alkohollal, 300 mM guanidium-kloriddal (Amresco, VWR) ¢és 96% etanollal (Scharlab,
Magyarorszag) tisztitottuk, majd felhasznalasig -80 °C-on taroltuk 100 pl 1%- SDS + proteaz
inhibitor koktélban. A vizsgalat tovabbi részében az el6z6 pontban ismertetett protokoll szerint
szeparaltuk, majd blottoltuk és detektaltuk a fehérjéket. A mosasi 1épésekhez a valasztott
el6hivo oldathoz igazodva TRIS-puffert vagy PBS-puffert hasznaltunk. Az elohivashoz AP
Conjugate Substrate Kitet vagy WesternBright™ ECL Substrate Kitet (Advanstra Corporation,

USA) hasznaltunk a gyartéi utasitdsoknak megfelelden. Az eredmények detektdldsara és

rrrrr

(Bio-Rad Laboratories, USA) hasznaltuk.

3. tablazat: Citotoxikus analoggal kezelt OCM3 sejtek SDS-PAGE-Western blot

modszerrel valo vizsgalatara felhasznalt antitestek

Target gén Alkalmazott higitas Antitest kédszam, gyarto
MASPIN 1:100 C-8, sc- 271694, Santa Cruz,
USA
HIF-1A 1:200 H-206, sc-10790, Santa
Cruz, USA
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VEGFA 1:100 A-20; sc-152, Santa Cruz,

USA

VEGFB 1:200 MMO0008-7B43; sc-101581,

Santa Cruz, USA

GAPDH 1:1000 D16H11 XP®R)), Cell

Signaling Technology, USA

B-aktin 1:1000 1-19, sc-1616, Santa Cruz,

USA

Uvealis melanoma szovetmintiak Tissue microarray (TMA) immunhisztokémiai

vizsgalata

Az enukleaciot kovetden a formalin fixalt, paraffin blokkokba ontdtt szovetmintakbol
TMA-blokkok (2 db) késziiltek. A TMA paraffin blokkok elkészitéséhez TMA Master
késziiléket (3DHISTECH, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk. A szamitogép vezérelt
automata 52 uvealis melanoma, 12 m4j és 2 egészséges anyajegy szovetmintat szurt be a
paraffin blokkba duplikatumokban a beallitott blokk térkép alapjan. Az elkésziilt blokkokbol 3-
4 um vastagsagu metszetek késziiltek, melyekkel elvégeztiikk a deparaffinizalas, etanolos
rehidralas, endogén peroxidaz blokkolas (EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent,
DMS821, Dako, Dénia), héindukalt epitdp feltaras (Novocastra™ Epitope Retrieval Solution
pH9, RE7119, Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag) és a blokkolas (2,5% normal
kecske vagy nyul szérum, Millipore Sigma, USA) miiveleteket. A mosasi lépéseket kovetden
megtortént a metszetek primer antitesttel valé inkubalasa 4 °C-os nedves kamrdban, egy
¢jszakan keresztiil. Az els6dleges antitesteket és higitasukat a 4. tablazat 6sszegzi. Méasodlagos
antitestként HRP-kapcsolt IgG (Fab)2 anti-kecske antitestet (Impress™ HRP polymer detection
kit, MP7405, Vector Labs, UK) vagy anti-nyul antitestet EnVision™ FLEX /HRP, DM&22,
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Dako, Dénia) hasznaltunk. A mintdk melanin tartalmara tekintettel lilas szinti jelet ado el6hivot
hasznaltunk (VectorVIP DAB+ Chromogen Substrate Kit, SK-4600, Vector® Labs, UK), a
hattér festésére pedig metilzéldet (H-3402, Vector® Labs, UK) alkalmaztunk. A placenta és a
vese pozitiv kontroll mintak festése kiilon metszeten tortént. Az eredmények digitalizalasa a
Panoramic Scan késziilékkel tortént, a kiértékeléskor Panoramic Viewer szoftvert
(3DHISTECH Ltd., Magyarorszag) hasznaltunk. Az eredmények kiértékelésében kettd,
egymastol fliggetlen szakértd vett részt, a mintdkhoz tartozo6 betegek korképét, betegségiik
lefoly4sat nem ismerve. A mintdk a detektdlhat6 jel intenzitasatol és a pozitiv sejtek aranyatol
fliggéen keriiltek besorolasra az alabbi skala szerint: 0 (negativ), 1* (1-25%), 2+ (26—-50%), 3*
(51-75%) és 4* (76—100%). A mintak melanin tartalom szerinti besorolasara az alabbi skalat

hasznaltuk: enyhe expresszio (1), er6s expresszio (2*) és nagyon erds expresszio (3+).
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4. tablazat: Human uvealis melanoma szévetek IHC-val valo vizsgalatara

felhasznalt antitestek

Target gén Alkalmazott higitas Antitest kodszam, gyarto
FZD6 1:100 E-19;sc-32148, Santa Cruz,
USA
HIF-1A 1:3000 Pab50130, Covalab,
(csak immunhisztokémiara) Villeurbanne, Franciaorszag
VEGFA 1:100 A-20; sc-152, Santa Cruz,
USA

4.4. A higyholyag daganatokat vizsgalo kisérleteinkhez alkalmazott metodikak
4.4.1. RNSizolalas és RT-PCR

A 24 fagyasztott htigyholyag daganatbol, a normal hipofizis szovetmintakbol, valamint
a 3 sejtvonalbol total RNS izolalast végeztiink a Nucleospin Total RNA and Protein Isolation
Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) felhasznalasaval a gyartoi utasitasok szerint. A
reverz transzkripciot mintdnként 150-200 ng RNS felhasznéalasaval oligo (dT) 15 primer és
MMLV reverz transzkriptaz tartalmu kozegben (Promega Corporation, Madison, WI, USA)
végeztilk a gyartoi utasitasok szerint. A célgéneket Invitrogen, Birmingham, UK Kittel
szaporitottuk fel az alabbi 1épésekbol allo cikluson keresztiil: 95 °C - 45 mp, 60 °C - 30 mp és
72 °C - 1,5 perc 45 db ismétléssel, majd zaro6 ciklusként 10 perc 72 °C kdvetkezett. A PCR
termékeket gélelektroforézissel 1,5%-0s GelRed (Biotinum, USA) tartalmu agar6z gélen

szeparaltuk, majd UV fény alatt detektaltuk.

Az RT-PCR vizsgalatokat Bio-Rad C1000™ Thermal Cycler PCR késziiléken (BIO-RAD,

USA) végeztiikk az 5. tablazatba foglalt primerparokkal. A primerparokat a Primer3web
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szoftverrel terveztilk meg és a Sigma-Aldrich Corporation (USA) gyartotta ket (5. tablazat).
Héztartasi génként a B-aktint hasznaltuk,a NTC (no template control) minték a reakciokozeg
tisztasaganak ellendrzéséreszolgaltak. A PCR termékeket gélelektroforézissel 1,5%-0s GelRed
(Biotinum, USA) tartalmu agar6z gélen szeparaltuk, majd UV fény alatt detektaltuk. Az RNS
izolalasban és az RT-PCR analizisekben Szabd Zsuzsanna és Szabo Erzsébet, valamint a

doktorjeldlt, Molnar-Fodor Klara, mint tarsszerzd vett részt (a munka 70%-aban).

5. tablazat: Hugyholyag szovetmintak és sejtvonalak RT-PCR vizsgalatara

felhasznalt primerek és szekvenciajuk

Célgén Forward primer Reverse primer

LHRH-R-1 5’-GACCTTGTC TGG AAAGAT CC-3* | 5’-CAGGCT GAT CACCACCATCA-3’

LHRH ligand | 5-CTACTGACTTGG TGCGTG GA-3’ | 5-CTGCCCAGTTTCCTCTTC AA-3’

pB-aktin 5’-GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3" | 5-GGG GTG TTGAAG GTCTCAAA-3’

4.4.2. Hugyhdlyag szovetmintak immunhisztokémiai vizsgalata

A mutétieltavolitastkovetden 12 hugyhodlyagkarcindma betegminta, valamint 3 normal
hélyagminta formalin fixalt, paraffin blokkokba 6ntott 2-3 pm-es metszeteivel dolgoztunk
tovabb. A tumormintak mindegyike primer daganat volt, egyik beteg sem részesiilt a mitétet
megelézéen kemoterdpias kezelésben. A metszeteken elvégeztilk a deparaffinizalast, az
etanolos rehidralast és a hdindukalt epitdp feltarast 0,1 M-os citrat pufferben (pH 6.0; Target
Retrieval Solution, Dako, Glostrup, Dania). A biotin-mentes immunfestéshez a "Bond-TM
Automated Immune-Stainer’-t (Leica Microsystems, Newcastle, Egyesiilt Kiralysag)
hasznaltunk. A blokkolas és mosasi 1épéseket kovetben megtortént a metszetek primer
antitesttel val6 inkubalasa, melyhez 1:20-ban higitasban inkubaltuk a metszeteken az LHRH-
R-1 specifikus atitestet (mMAB; NCL-GnRHR A9E4; Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle,

Egyesiilt Kiralysag). A specifikus kotddések vizualizalasara 3,3'-diamino-benzidin (DAB)
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festést alkalmaztunk. A metszetek hattérfestésére Mayer’s hematoxilin oldatot alkalmaztunk.
Az eredményeket 12 Mpixel digitalis kameraval felszerelt Leica-DM2500 mikroszkdppal
rogzitettiilk (Leica-Microsystems, Newecastle, Egyesiilt Kirdlysdg). Az eredmények
kiértekeléseben kettd, egymastol fliggetlen szakértd vett részt, a mintakhoz tartoz6 betegek
korképét, betegségiik lefolydsat nem ismerve. A mintak a detektalhato jel intenzitdsatol és a
pozitiv sejtek aranyatol fiiggden kertiiltek besorolésra az aldbbi skala szerint: 0 (negativ), 1+
gyenge (1-25%), 2* mérsékelt (26—50%), 3* intenziv (51-75%) és 4+ erés (76—100%). Az
immunhisztokémiai festések kivitelezése, digitalizalasa és szakértéi kiértékelése Prof. Dr.

Dezs6 Balazs feliigyelete, iranyitasa mellett torténtek.

4.4.3. Hugyhogyag szovetmintak membranpreparalasa és ligandkotési assay

A receptor LHRH ligandkotési képességének vizsgalatdhoz 12 szdvetminta
membranfrakciojanak izolalasat a korabbiakban alkalmazott és publikalt modszerrel végeztiik
el [138, 139]. Ligandkotési vizsgalatainkhoz a radioaktivan jodozott LHRH analogot ([1251][D-
Trp®]LHRH) chloramine-T moédszerrel allitottuk el6 és reverz fazisi HPLC-vel (High
performance/pressure liquid chromatography) tisztitottuk [138, 140]. Az ily mdodon elkésziilt
radioligand korabbi tanulmanyok eredményei alapjan nagy hatékonysaggal képes kotddni az
LHRH-R-hoz szamos vizsgalt daganatokon [3, 138, 140, 141]. A vizsgalat soran direkt
leszoritasi un. ligand kompeticios assayt végeztiink a [1221][D-Trp6]LHRH-val és a jeldletlen
LHRH liganddal, ily moédon mértik a membranfrakciokban 1évé aktive LHRH-R-0k
ligandkotési tulajdonsagait. Tovabba, elvégeztiik a leszoritasos ligand kompeticios assay-t a
nem- radioaktiv LHRH ligandot helyettesitve mas nem- radioaktiv LHRH anal6gokkal is, mint
az LHRH agonista anal6g [D-LysS]LHRH-val, ennek citotoxikus DOX-kapcsolt formajaval az
AN-152-vel ([D-Lys®]LHRH-DOX), az LHRH antagonista analog Cetrorelix-szel ([Ac-D-
Nal(2)1,DPhe(4Cl)2,D-Pal(3)3,D-Cit6,D-Alal°]LHRH), valamint nem LHRH-R specifikus

jeloletlen peptidekkel (szomatosztatin, human hGH, GHRH, VIP, epidermalis novekedési
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faktor). Vizsgalatunk célja volt megallapitani, hogy a terapias felhasznalasat LHRH agonistak
¢s antagonisa, valamint a célzott terapias AN-152 (AEZS-108) molekula milyen recepor kotési
affinitassal (ICsp) rendelkezik a TCC daganatokbdl izolalt membranpreparatumokon. Minden

mérést duplikatumokban végeztiink el minden betegminta esetében.

A vizsgalatok soran az alabbi protokollt alkalmaztuk: a 150 pl végtérfogata, 60-150 pg
fehérjét tartalmazé membran homogenizatumot szovetmintanként duplikdkban inkubaltuk 70-
90,000 cpm (counts per minute (percenkénti betitésszam)) [1251][D-Trp6]LHRH liganddal. Ezt
kovetéen, a radioaktiv ligandot leszoritottuk a kotési helyekrél az egyre novekvd
koncentracioban (10712-106 M) alkalmazott jeldletlen LHRH liganddal. Az inkubaciot
kovetden 125 ul-t pipettaztunk a szuszpenziobol 1 ml jéghideg, 1,5%-os BSA tartalmu kot6-
puffer felszinére szilikonnal bevont polipropilén csdbe, melyet a mintaval 3 percig, 12,000 g, 4
°C-on centrifugaltunk. A centrifugalas utan a feliiluszot eltavolitottuk, a csovek aljat levagtuk
a pelletekkel egytitt és gamma-szamlalo késziilékkel megmértiik a pelletek radioaktiv ligand
tartalmat. A protein koncentraciot Bradford modszerrel hataroztuk mega Bio-Rad protein assay
kit (Bio-Rad Laboratories, USA) felhasznalasaval. A mért radioaktivitasbol a mintak receptor
maximalis koté kapacitasa (Bmax) értékek felhasznalasaval, a LIGAND-PC (Munson and
Rodbard) program hasznalataval hataroztuk meg [19, 138]. A kisérlet témavezetém, Prof. Dr.

Halmos Gébor irdnyitasa alatt kertilt kivitelezésre.

4.4.4. Hugyholyag daganat sejtvonalak LRHR-R expressziojanak SDS-PAGE-Western
blot analizise

A korabbi RNS szintli vizsgdlatokban hasznalt RT-112, UMUC3 ¢és TCCSUP
holyagkarcinoma sejtvonalak LHRH-R expresszidjanak fehérje szintii megerdsitésére SDS-
PAGE-Western blot analizist alkalmaztunk. Elsé 1épésben, a tenyésztett sejteket M-PER

protein lizis pufferben lizaltuk (Thermo Fisher Scientific, USA), majd protedz inhibitor koktél
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hozzaadasaval meggatoltuk a késébbi protein
degradaciot. A protein koncentraciot BCA reagens kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) végeztiikk a gyartdi utasitasoknak megfeleléen. Minden mintat 4x-es Laemmli-
pufferbenoldottunk be. Mintael6készitésként, egységesen minden sejtvonal fehérjemintabol 40
pg fehérjét 8 percigdenaturaltunk 90 °C-os vizflirdon. A fehérje mintakat 10%-os SDS tartalmt
PAGE-gélen szeparaltuk, majd PVDF membranra (Millipore, Burlington, MA, USA).
transzferaltuk. Protein markerként Precision Plus Protein Kaleidoscope Standardot (BioRad
Laboratories, Irvine, CA, USA) hasznaltunk. Az 5%-os tejpor oldattal torténd blokkolés utin 4
°C-os, overnight inkubaciot inditottunk az alabbi primer antitestekkel: anti-LHRH-R, 1:200
higitasban (sc-13944 rabbitpolyclonal; Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA), anti-
GAPDH, 1:1000 higitdsban (D16H1 1 rabbit monoclonal; Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA). Masnap, a haromszori TBS-Tween puffer mosasokat kovetéen a HRP enzimmel
kapcsolt anti-mouse IgG masodlagos antitesttel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) 1:1000 higitasban inkubaltuk a membranokat 2 6ran keresztiil. El6hivé oldatként
WesternBright™ ECL Substrate Kitet (Advanstra Corporation, USA) hasznaltunk a gyarto6i
utasitdisoknak megfeleléen. Az eredmények detektaldsara és kvantifikalasdra a Molecular
Image Chemidoc XRS+ rendszert és Image Lab Software 5.2-t (Bio-Rad Laboratories, USA)
hasznaltuk. A target gén fehérje szintli expresszidjat minden minta esetében a haztartasi gén

(GAPDH) fehérje expresszidjanak intenzitasa alapjan normalizaltuk.

4.5. Statisztikai analizis

Az abrazolt értékek minden esetben az atlag +/- standard hibat (SEM) mutatjak. Az
MTT- assay-k, az RT- gPCR analizisek és a Western blot eredmények statisztikai kiértékelését
Prism 5 szoftverrel (GraphPad Software, Inc., USA) és IBM SPSS Statistics programmal (IBM
Corp. Released 2014. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM

Corp.) végeztiik Student t-proba és egy-utas ANOVA tesztek alkalmazasaval. A szignifikancia
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szintek minden vizsgalat esetében az alabbiak voltak: p érték * < 0,05: statisztikailag
szignifikans, p érték ** < 0 ,01: erésen szignifikans, p érté¢k *** < 0,005: nagyon erdteljesen
szignifikans. Az RT-qPCR array eredményeit a Global Pattern Recognition algoritmussal (Bar
Harbor Bio Technology Inc.’s, USA) normalizaltuk és 240-Ct modszerrel kvantifikaltuk. Az
immunhisztokémiai festések eredményeit a betegek tulélési adataival ¢€s egyéb
klinikopatoldgiai jellemzdivel IBM SPSS Statistics programmal vizsgaltuk, Spearman -féle
korrelacio €¢s Kaplan-Meier tilélés analizis alkalmazasaval. A hugyhdlyagmintak LRHR-R
expresszidja és a tumorstatusz/gradus kozotti korrelacid analizist Excel tablazatkezeld

programban elvégzett Pearson analizissel készitettiik.
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5. Eredmények

5.1. Az uvealis melanoma és TCC tipusu hugyhélyag daganatok LHRH-R és LHRH
ligand expresszidjanak, a receptor ligandkoto képességének vizsgalata RNS és fehérje

szinten

5.1.1. Az I-es tipus LHRH-R expresszidjanak vizsgalata human uvealis melanoma
szovetmintakon és OCM3 sejtvonalon

Munkéank sordn 6 darab enukledcidval eltavolitott, fagyasztott uvealis melanoma
szOvetminta, illetve az in vitro tenyésztett OCM3 sejtek I-es tipusu LHRH-R expressziojat
vizsgaltuk. Pozitiv kontrollként human hipofizist hasznaltunk. A receptor kifejez6dését mRNS
szinten és fehérje szinten isigazoltuk. AzRT-PCR vizsgalatok sordan a 319 bp méretli specifikus
LHRH-R PCR termék felszaporodésat 4 szovetmintanal és az OCM3 sejtvonalnal detektaltuk
(7. abra). A receptor fehérje szintii kifejezddését az OCM3 sejtek esetében immuncitokémiaval
vizsgaltuk. Az eredmények mikroszkopikus vizsgalata soran a barna DAB-immunperoxidaz
festés egyértelmiien jelzi az LHRH-R membran és citoszolikus és részleges sejtmagi

lokalizaciojat (7. abra).
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7. abra: Az OCMS3 sejtvonal és uvealis melanoma szévetmintak LHRH-R

expressziojanak vizsgalata.

(A) Az I-es tipust LHRH-R DAB-immunperoxidaz festése OCM3 sejtekben (40x-es nagyitas). (B) Az
inzert abra a negativ kontroll OCM3 sejteket mutatja, melyek primer antitesttel nem keriiltek
inkubalasra. (C) Human szévetmintak és OCM3 sejtek I-es tipusit LHRH-R expressziojanak vizsgalata
RT-PCR-t kovetd agaroz gélelektroforézissel. A primer specifikus termék 319 bp méreti,
szovetmintak sorszdma: 1-6., DNS létra: 50 bp- os, ‘+’: hipofizis pozitiv kontroll, ‘-*: NTC negativ

kontroll.
A szovetmintak fehérje szintli LHRH-R expresszigjat Olah Gabor és Treszl Andrea
Molnar-Fodor Klara jelolt kozosen vizsgalta immunhisztokémiai modszerrel, melynek
Eredményei megerdsitették a korabbi mRNS szintli vizsgalatokat a szovetmintak receptor

expresszidja tekintetében.
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8. abra: Az LHRH-R fehérje szintii expressziéjanak vizsgalata immunperoxidaz

festéssel reprezentativ uvealis melanoma szévetmintakon.

(A) Kevert tumorsejtes tipust szovet hematoxilin-eozin festése. (B) mMRNS szinten LHRH-R negativ
minta negativ IHC festése (C) Kozepes intenzitast IHC festédést mutatd tumorminta, az inzert kép a
negativ kontroll, mely esetében nem tortént inkubacio primer antitesttel. (D) Intenziv IHC festddést
mutat6 tumorminta. Nagyitas: 40x, magfestés: hematoxilin (Treszl A, Steiber Z, Schally AV, Block NL,
Dezso B, Olah G, Rozsa B, Fodor K, Buglyo A, Gardi J et al: Substantial expression of luteinizing
hormone-releasing hormone (LHRH) receptor type | in human uveal melanoma. Oncotarget 2013,
4(10):1721-1728. [19]).
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5.1.2. Az5 nM-0s AN-152 (AEZS-108) és az 5 nM-o0s doxorubicin invitro kezelések
citotoxicitasanak vizsgalata OCM3 sejteken

Vizsgalatunk célja voltmegallapitani, hogy a citotoxikus, doxorubicin tartalma AN-152
(AEZS-108) és a szabad doxorubicin 24 és 48 oras in vitro kezelések soran milyen mértékben
csokkenti az OCM3 sejtek életképességét, illetve a két terapias szer hatdsa mennyire
Osszevethetd. A kezelések utan elvégzett MTS assay eredményeiszerinta 24 6ras kezelés soran
az AN-152 36,3%-al, miga doxorubicin 62,9%-al csdkkentette az €10 sejtek szamat (9. abra).
A 48 oras kezelést kdvetden mar nem tapasztatunk ilyen szamottevo kiilonbséget, igy az AN-
152 84,7%-al, mig a doxorubicin 89,7%-al csokkentette az ¢él6 sejtek szamat (9. abra).
Eredményeinkbdl lathatd, hogy mivel az AN-152 receptor medidlt endocitdzissal jut be az
OCM3 sejtekbe, igy adott id6 alatt Kisebb sejtpopulaciora fejt ki toxikus hatast mint a
sejtmembranon atdiffundalé szabad doxorubicin. 48 6ra elteltével azonban a két szer toxicitisa
kozotti kiilonbségek mérséklodnek. Feltételezhetden ekkorra telitédtek az LHRH-R-0k és a
liganddl lehasadd doxorubicinnek koszonhetéen mutatott hasonld eredményeket az

¢letképességi vizsgalat.
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9. abra: Az 5 uM-0s AN-152 (AEZS-108) és az 5 pM-0s doxorubicin kezelések
citotoxicitasanak vizsgalata MTS assay-vel 24 és 48 oras in vitro kezelések soran OCM3

sejteken.

Atlag + SEM, egy utas ANOVA teszt, ahol a kiilénbség szignifikans ha **: p < 0,01 és ***: p < 0,005.

5.1.3. Az LHRH-R és LHRH ligand mRNS szintii expressziéjanak vizsgalata hugyholyag
daganat szovetmintakon és sejtvonalakon

Munkank soran 24 mitétileg eltavolitott, hameredetii atmeneti-sejtes karcindma (TCC)
tipustt hugyhoélyag daganat szovetmintan, illetve az in vitro tenyésztett RT-112, UMUCS,
TCCSUP sejtvonalakon vizsgaltuk az I-es tipust LHRH-R és az LHRH ligand expresszidjat.
Pozitiv kontrollként huméan hipofizist hasznaltunk. A vizsgalatok sordn az LHRH-R-t
reprezentald 319 bp méretli PCR termék felszaporodasat a mintak 83%-anal (20/24 minta),
valamint mindhdrom sejtvonal esetében igazoltuk (10. dbra). A 230 bp méretli LHRH ligand

jelenlétét a szovetmintak 79%-aban (19/24 minta) ¢s mindhdrom sejtvonal esetében sikeriilt
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kimutatnunk (10. abra). Eredményeinket a szovetmintak klinikopatologiai paramétereivel

kiegészitve a 6. tdblazat foglalja 6ssze.

LHRH-R-I

400 bp

A00bp 230bp

il el 319bp

50 bp

50 bp
LHRH-R-I

C. “ P N RT112, UMUCH, TCCRUP

200 bp
50 bp

10. abra: Hugyholyag szovetmintak és Kkisérleti hlyag daganat sejtvonalak LHRH-R és
LHRH ligand mRNS szintii expressziojanak vizsgalata RT-PCR-agaréz

gélelektroforézissel.

(A) Szovetmintak LHRH-R expresszojanak gélfotdja. M: DNS marker, N: no template control, P:
pozitiv kontroll hipofizis, 1-4: TCC hugyholyag szévetmintak. (B) Szovetmintak LHRH ligand
expresszojanak gélfotoja. M: DNS marker, N: negativ kontroll, P: pozitiv kontroll hipofizis, 1-4: TCC
hugyholyag szovetmintak. (C) Sejtvonalak LHRH-R expresszojanak gélfotoja. M: DNS marker, N:
negativ kontroll, P: pozitiv kontroll hipofizis, RT-112, UMUC3, TCCSUP: hugyholyag sejtvonalak.
(D) Sejtvonalak LHRH ligand expresszojanak gélfotoja. M: DNS marker, N: negativ kontroll, P:
pozitiv kontroll hipofizis, RT-112, UMUC3, TCCSUP: hugyholyag sejtvonalak.

5.1.4. Hugyholyag karcinéma szévetmintak LHRH-R expressziéjanak
immunhisztokémiai analizise és statisztikai kiértékelése
A mitéti eltavolitast kovetéen 12 hugyholyag karcindmas betegmintan, valamint 3

normal holyagmintan végeztiikk el az LHRH-R fehérje expresszidjanak vizsgalatdit THC

62



modszerrel. A mintak mindegyikében sikeriilt a receptor fehérje szintli jelenlétét igazolni,
azonban kiilonb06z0 intenzitast tapasztaltunk a receptor festddésekor (11. dbra). A mintak
tobbnyire 2*-os festddési intenzitast mutattak, a receptort kimutatd DAB festéssel vizualizalt
barna szinvaltozasok jellemzden a citoplazmaban €s a membranban voltak megfigyelhetoek.
Az eredmények vizualis kiértékelésekor arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az LHRH-R
expresszidja a tumor gradusanak névekedésével csokken, tehat joval magasabb expressziot
mutattak az alacsonyabb gradusba sorolt tumormintdk, mint az eldrehaladottabb allapott (3-4.
gradus) tumorok. A megfigyelésiinket Pearson analizissel is alatamasztottuk, mely szerint az
LHRH-R expresszidja negativ korreldcioban allt a vizsgalt szOvetmintak patologiai gradusaval
(r=-0,91,n=12). A betegek kora nem allt semmilyen &sszefliggésben a receptor statusszal. A
megvizsgalt 3 egészséges hugyholyag szovetminta negativnak bizonyult LHRH-R expresszio

tekintetében (11. abra).
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11. abra: LHRH-R-0K protein szintii kifejezédésének vizsgalata IHC-val

hugyhdlyagtumor szévetmintak és normal hélyagmintik esetében.

(A- B) Reprezentativ fotok a néhany tumorminta hematoxilin-eozin festésérél. A- papillaris TCC, G1
besorolas, B- invaziv TCC, G3 besorolas. (C-D) Reprezentativ fotok tumormintdk LHRH receptor
expressziojanak intenzitasarol, C- papillaris TCC, G1 besorolas, 3* fest6dés citoplazma €s membran
szinten, D- alacsony kockazatu TCC (statusz 1) irregularis receptor expresszioval (tobbnyire 1* de
foltokban néhany 2* sejt), Az inzertek a fest6dés sejten beliili lokalizaciojat és az irregularis festodést
szemléltetik. (E- F) Normal hugyholyag nyalkahartya LHRH-R negativitasat szemléltetd reprezentativ
fotok, E- nyomokban pozitivitast fedezhetd fel apikalis sikon, mely valdsziniileg hattérfestodés
eredménye, F- ugyanazon normal hugyhodlyag nyalkahartya hematoxilin-eozin festéssel. A képek

nagyitasa: A-D: 200x, inzertek és E- F: 400x.
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6. tablazat: Human hugyhélyag daganatos betegek klinikopatologiai paraméterei,

valamint a daganatmintak LHRH-R és LHRH ligand expressziojanak eredményei

Sorszam| Kor/neme Kllmkopa’tologlal Gradus | Statusz LHRH-) LHRH- “_,I,C,
paraméterek I R-1 | fest6dés
1 43/n8 transm_onal cell G3 oT2 i + 1+
carcinoma
2 | eoserps | tansitionalcell gy 5 | s SV
carcinoma
3 56/f6rfi transm_onal cell G3 0T3 + + 1+
carcinoma
4 63/n6 transitional cell G1 N/A + i N/A
carcinoma
5 R9/n6 transm_onal cell G3 0T2 + + 1+
carcinoma
- transitional cell .
6 51/férfi carcinoma G1-2 pT1 + + 2
» pT2,
7 66/férfi transm_onal cell G2 ONX, + + o
carcinoma
pMx
. T3
- transitional cell P2 .
8 67/férfi carcinoma G3 pPNX, + + 1
pMx
" pT1,
o | 6oferfi tra;‘;r'z'i?]gar‘:] ge" GL | pNx, | + ¥ o+
pMx
transitional cell pTL,
10 50/férfi . Gl PNX, + + N/A
carcinoma
pMx
. T1
e transitional cell P,
11 68/férfi carcinoma Gl pNX, + + N/A
pMx
. transitional cell
12 42/n6 carcinoma G2-3 N/A - + N/A
e transitional cell
13 79/férfi carcinoma G1-2 pT1 + + 2+
14 | same | tanstonalcell o)A |y + | NA

carcinoma
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o transitional cell .
15 63/férfi carcinoma G2 N/A + + 2
16 70/n6 transm_onal cell a3 oT2 N ) N/A
carcinoma
17 63/n6 transm_onal cell G2 oT1 i N N/A
carcinoma
18 51/né transitional cell G1 N/A ) + 3+
carcinoma
19 71/né transm_onal cell G3 0T2 + + 1+
carcinoma
20 | sesersi | transitionalcell 1 on gy + + N/A
carcinoma
e transitional cell
21 57/férfi carcinoma G1 N/A + + N/A
. transitional cell
22 50/férfi carcinoma G3 pT3 - + 1+
o transitional cell
23 84/férfi carcinoma G2 pT1 + - N/A
20 | 7asers | Uransitionalcell oo 4 4 N/A
carcinoma

pT: felszini, neminvaziv papillaris karcinoma; pT1: korai invaziv, T2, T3: invaziv; pT3:
mély invazi6 a kornyezo szovetekbe. pNX: a kdrnyezo nyirokcsomok nem kertiltek

kiértékelésre; pMX: metasztazis nem kertilt kiértékelésre.

5.1.5. Hugyholyag tumormintak LHRH ligandkotési assay vizsgalatanak eredményei
Vizsgalatainkban 12 szovetminta LHRH membran receptoranak ligand kotési értékeit
vizsgaltuk radioaktiv [1221][D-Trp8]LHRH felhasznalasaval. A ligandkompeticidés assay
eredménye alapjan 10 betegmintabdl izolalt LHRH-R volt képes in vitro kdrnyezetben a nagy
affinitassal kot6do radioligand megkotésére. A mérések alapjan a 10 szovetminta atlagos
disszociacios konstansa (Kg) 4,98 nM (3,61-6,85 nM tartomanyban) volt, a maximalis kotési
kapacitasuk (Bmax) 473,09 fmol/mg membran protein (255,0-721,4 fmol/mg protein
tartomanyban) értéket mutatott (7. tdblazat). A radioligand a mérések sordn specifikusan és

reverzibilisen bekotddott a tumorszovetekbdl izolalt membran frakcidban 1év6 LHRH
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receptorokhoz. A receptorialis kot0dés a mérések alapjan id6- és hémérséklet fiiggd, valamint

egyenesen aranyos a minta fehérje koncentracidjaval.

7. tablazat: Hagyholyag karcinoma széovetmintak LHRH recepor mRNS expresszidja és

membranpreparatumaik radioaktiv LHRH analog kotési jellemz6i

Sorsgam| LHRH-R pozitivitis mRNS | Kq B
szinten (nM) (fmol/mg
(protein))
3 + 5,76 2745
4 - _ B
6 + 6,85 273,1
7 + 4,94 255,0
8 + 6,26 685,2
10 + 5,02 721,4
12 + 3,61 704,5
14 + 4,92 578,9
16 ; - ;
18 + 4,38 4453
19 T 3,83 421,6
22 + 431 3714

Kaq: disszociacios konstans; Bmax: maximalis kotési kapacitas; az értékek a duplikaban elvégzett

mérések eredményeit mutatjak.

Meéréseink soran elvégeztiik a leszoritasos ligand kompeticids assay-t a nem radioaktiv
LHRH ligandot helyettesitve mas nem radioaktiv LHRH anal6gokkal is, mint az LHRH
agonista analog [D-Lys6]LHRH-val, ennek citotoxinnal kapcsolt formajaval az AN-152-vel
([D-LysS]LHRH-DOX), az LHRH antagonista analdog Cetrorelix-szel ([Ac-D-
Nal(2)1,DPhe(4Cl)2,D-Pal(3)3,D-Cité, D-Alal?]LHRH), valamint nem LHRH-R specifikus
jeloletlen peptidekkel (szomatosztatin, human hGH, GHRH, VIP, epidermélis novekedési

faktor). Eredményeinkbdl elmondhatd, hogy mindegyik nem radioaktiv LHRH vegyiilet képes
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volt az LHRH-R-hoz k6tédni nanomolos koncentracioban (8. tablazat, 12. abra). A jovébeli
potencidlisan alkalmazhat6 uj terdpidk szempontjabdl biztaté eredmény, hogy az AN-152
affinitasa csak kis mértékben tért el a szabad ,,carrier-ligandjanak”, a [D-Lys®]LHRH ko6tédési
affinitasatol (8. tablazat). Egyuttal in vitro igazoltuk, hogy a [D-Lysé]LHRH carrier-ligand

alapu citotoxikus LHRH anal6g AN-152 (AEZS-108) célzott terapias molekula igéretes lehet

crr

8. tablazat: Nem radioaktiv LHRH analégok receptor kotési affinitasai (ICso érték)
human TCC hugyhdlyagkarcinOma membran preparatumokon végzett ligandkotési

assay alapjan.

nem radioaktiv LHRH analogok | 1Cso értékek (nM)

[D-Lys®]LHRH 0,98
Cetrorelix 0,86
AN-152 1,39

Az I1Cs értékek a felhasznalt LIGAND-PC program altal rajzolt gorbérol keriiltek leolvasasra.
Az 1Cs érték azt a koncentréciot jeloli, amely sziikséges a radioaktiv ligand receptorokrol
torténd 50%-0s leszoritasdhoz. A kisérleteket duplikatumokban végeztiik el mind a 10

betegmintaval.
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12. abra: Reprezentativ diagram a radioaktiv jelolést [*?°1][D-Trp®]JLHRH-val, illetve a
nem radioaktiv LHRH antagonista analég Cetrorelix-szel (e), a citotoxikus LHRH
analég AN-152-vel (o), a carrier agonista analég [D-Lys®]LHRH-val (¥), valamint nem
LHRH-R specifikus egyéb jeloletlen peptidekkel (A) (szomatosztatin, human hGH,
GHRH, VIP, epidermalis novekedési faktor) végzett ligand kompeticios assay

eredményérol.

A nem radioaktiv peptidek novekvo koncentracidja logaritmikus abrazolassal személtetett az (x)

tengelyen, mig az (y) tengely a bek6tddott ligandok mennyiségét adja meg %-os értékben.

5.1.6. Hugyholyag karcinéma sejtvonalak LHRH-R expresszidjanak vizsgalata fehérje
szinten SDS-PAGE-Western blottal

Vizsgalataink soran sikertilt igazolnunk az RT-112, UMUCS3 ¢s a TCCSUP sejtvonalak
LHRH-R fehérje szintli megjelenését is. A fehérje szintli expresszid 6sszehangban all a

korabban igazolt mRNS szintii receptor expresszidval.
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13. abra: Az LHRH-R expressziojanak vizsgalata fehérje szinten SDS- PAGE-Western
blottal RT-112, UMUC3 és a TCCSUP sejtvonalakon

Az LHRH-R 68 kDa-nal detektalhato, haztartasi génként GAPDH-t hasznaltunk (37kDa).

5.2. Az AEZS-108 és DOX tartalmu in vitro kezelések hatasa az angiogenezisben és a
metasztazis képzésben részt vevo gének expresszidojara uvealis melanoma sejtvonalon
5.2.1. Az5 nM-0s AEZS-108 (AN-152) kezelés és 5 pnM-os DOX kezelés hatasa az
angiogenezisben és a metasztazisban részt vevé gének expresziojara OCM3 sejteken
Kisérleteinkben 94, az angiogenezisben részt vevd gén kifejezodését vizsgaltuk a
kezeletlen és az 5 uM AEZS-108-cal kezelt OCM3 sejteken RT-gqPCR-array-vel. A kvantitativ
RT-PCR array eredményei szerint a kontroll OCM3 mintakhoz képest az AEZS-108-cal kezelt
mintdkban 5 gén expresszidjaban szignifikans emelkedést, 7 gén expresszidjaban pedig
szignifikans csokkenést tapasztaltunk (p < 0,05) (9-10. tablazat). A legjelentésebb valtozast az
upregulalt gének koziil a SERPINBS/MASPIN tumor szupresszor esetében (203,19 -szeres
expresszio novekedés), miga downregulalt gének koziil a daganat progresszidjaban kdzponti

szerept HIF-1A gén esetében (8,67-Szeres expresszio csokkenés) tapasztaltuk.
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9. tablazat: Az 5 nM-0s AEZS-108 kezelés hatasara szignifikinsan fokozodott
expresszioju (upregulalt) gének OCM3 sejtekben.

Az eredményeket a Global Pattern Recognition algoritmussal (Bar Harbor Bio Technology Inc.’s,

USA) normalizaltuk és 240-Ct modszerrel kvantifikaltuk.

Upregulacio
Gén neve p-érték
(kezelt/kontroll)

MASPIN (SERPINBS5) +203,19 0,0021

SERPINEL(PAIL) +52,59 0,0109
CXCR4 +15,45 0,0052
VEGFA +3,48 0,0005
MAPKY +2,27 0,0354
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10. tablazat: Az 5 pM-0s AEZS-108 kezelés hatasara szignifikinsan csokkent
expresszioju (downregulalt) gének OCM3 sejtekben.

Az eredményeket a Global Pattern Recognition algoritmussal (Bar Harbor Bio Technology Inc.’s,

USA) normalizaltuk és 240-Ct modszerrel kvantifikaltuk.

Downregulacio
Gén neve p-érték
(kezelt/kontroll)
ANGPT1 -32,00 0,0220
HIF1A -8,67 0,0187
ANGPTL3 -6,57 0,0433
ETS1 -5,66 0,0036
VEGFB -5,10 0,0230
CEACAM1 -4,14 0,0082
SURVIVIN -3,91 0,0007

5.2.2. AMASPIN tumorszupresszor expresszidjanak és indukciojanak vizsgalata uvealis
melanoma sejtekben

Az RT-gPCR eredményei alapjan az AEZS-108 kezelés soran indukalt MASPIN
tumorszupresszornak kiemelkedd szerepe lehet az OCM3 daganatsejtek pusztuldsaban, ezért
szerepének tovabbi vizsgalatat tiiztiikk ki célul. El6szor 18 fagyasztott uvealis melanoma
szovetmintan a MASPIN gén alap expresszidjat vizsgaltuk meg RT-PCR-rel, mely eredmények
alapjan a daganatsejtek nem mutattak detektdlhatdo mennyiségben MASPIN expressziot. A
MASPIN mRNS expressziojat 3 egészséges uvea szovetmintaban is megvizsgaltuk, de a

normal mintak sem mutattak detektdlhato mennyiséget. Ezt kovetden megvizsgaltunk, hogy a
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tumorszupresszor 5 uM-0s AEZS-108 (AN-152) kezelés hatasara tapasztalt jelentés mértékii
indukcidjat az LHRH receptor-ligand kolcsdnhatas is fokozta-e, vagy az upregulacié csupan a
doxorubicin miikodésének koszonhetd. Az 5 uM-0s AEZS-108, [D-Lys]JLHRH analog és
doxorubicin 24 o6ras in vitro kezeléseket kovetdé RT-qPCR méréseink igazoltak, hogy
onmagaban az LHRH ligand beko6tédése a receptorhoz nem indukdlja a MASPIN
tumorszupresszort (*** p <0,005) (14. abra). A gén upregulacioja kizarolag a doxorubicinhez
kothetd, azonban az AEZS-108 kezelés szignifikdnsan magasabb expressziot valtott ki, mint a

megegyez6 dozist doxorubicinkezelés (* p <0,05) (14. abra).
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14. abra: A [D-Lys*]LHRH analég, az AN-152 és a szabad doxorubicin szerepének

vizsgalata a MASPIN tumorszupresszor indukciojaban in vitro kezelést kovetéen.

Atlag + SEM, egy utas ANOVA teszt, ahol a kiilonbség szignifikans ha *: p < 0,05 és ***: p < 0,005,
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5.2.3. AMASPIN és az angiogenezisben részt vevo gének fehérje szintii kifejez6désének
valtozasa 5 pM-0s AEZS-108 és 5 nM-0s doxorubicin kezeléseket kovetéen OCM3
sejtekben

Az RT-qPCR array-vel detektalt mRNS szintii valtozasok fehérje szintii igazolasara
SDS-PAGE- Western blot vizsgalatot végeztiink a 24 6rads 5 uM-0s AEZS-108 és 24 6ras 5
uM-os doxorubicin kezeléseket kovetden. A fehérje analizis soran kimutattuk, hogy az mRNS
szintll valtozasok dsszhangban vannak a gének fehérje szintli megjelenésével. Az AEZS-108

crer

dozisban alkalmazottdoxorubicin (15. abra). Ezenkiviil, fehérje szintenis igazoltuk, hogy mind
az AEZS-108, mind a doxorubicin szignifikénsan képes a HIF-1A, VEGFA ¢s a VEGFB gének

kifejez6dését csokkenteni (15. abra).
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15. abra: SDS-PAGE-Western blot analizis a MASPIN, HIF-1A, VEGFA és VEGFB
gének fehérje szintli expressziojanak vizsgalatara 24 6ras S pM-0s AEZS-108 és 5 nM-o0s
doxorubicin kezelések hatasara OCMa3 sejtekben.

Atlag = SEM, egy utas ANOVA teszt, ahol a kiilonbség szignifikans ha *: p < 0,05,
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5.3. Uvealis melanomiak daganat 0Ossejt tartalmanak vizsgalata a tumorok

vaszkularizacidojanak figyelembevételével

5.3.1. Uvealis melanoma és egészséges uvea szovetmintak dssejt tartalmara utalé marker
gének expressziojanak kimutatasa mRNS szinten

A fagyasztott uvealis melanoma szovetmintak koziil 7 az epiteloid, 8 az orsosejtes és 3
a kevert sejttipusba tartozott, 6sszesen 6 ndi betegtdl és 12 férfi pacinenstdl. A18 beteg koziil 5
részesiilt Ruténium-applikator kezelésben az enukleaciot megel6zéen. A betegek atlag életkora
63,1 (30-84) év volt, az atlagos tulélési ideje 3,71 (1,70-6,37) év volt (11. tablazat).
Vizsgéalataink sordn 18 fagyasztott human uvealis melanoma és 3 egészséges uvea
szovetmintaban vizsgaltuk a nestin, NGFR, SOX10, FZD6 és PROMI 0dssejtmarkerek
expresszioit RT-PCR-rel, majd az eredményeket denzitometrids analizissel 6sszevetettiik (16.
abra). A normal uvea szovetek kisebb mértékben ugyan, de mindegyik Ossejtmarkerre
pozitivitast mutattak. A daganatos szovetekben erdteljesebb expresszidjat tapasztaltuk ezeknek
a markereknek, melyeket a malignus elvaltozast szovetekben daganat dssejtek markereinként
értelmez a szakirodalom. A nestin és a SOX10 markerek esetében szignifikans kiilonbséget
(nestin: p = 0,007; SOX10: p = 0,004) tapasztaltunk a normal uvea és az uvealis melanoma
mintak 100%-a volt pozitiv a nestin, SOX10 és FZD6 dssejtmarkerekre, mig a PROMI -et a
mintak 82%-a, az NGFR-t pedig a mintak 94%-a expresszalta (16. abra). A megel6zéen
Ruténium-applikator kezelésben részestiltbetegek (betegsorszama:1,4,9, 12, 14) dssejtmarker
expresszidjanem mutatottkiilonbséget a kezelésben nemrészesiilt betegek kel 6sszevetetve (11.

tablazat).
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11. tablazat: A 18 uvealis melanémas beteghez tarsulo klinikopatologiai paraméterek

Klinikai és patolégiai jellemzék n=18

Atlagos életkor (év) 63,1 (30—84)
NG (db) 6
Férfi (db) 12
Epiteoid tumoros sejttipus (db) 7
Orsosejtes tumoros sejttipus (db) 8
Kevert tumoros sejttipus (db) 3

Atlagos tumor 4tmérd (mm) 9,22 (2,5-23)

Atlagos tumor vastagsag (mm) 7,19 (1-16)
Paciensek sclera infiltracidval (db) 9
Paciensek sclera infiltracid nélkiil (db) 9
Paciensek nervus opticus infiltracioval (db) 2
Paciensek nervus opticus infiltracié nélkiil (db) 16
Atlagos tulélési id6 (év) 3,71 (1,70-6,37)

Ruténium-applikator kezelésben részesiilt betegek (db) 5

77



BUWOUEJ2W [ESAN  BJAN |BULIOU
L L

9az4

VLIOURIOW |EOAN  RBAN [RLLGU
1

0005

00001

0005 L

aoooz

.-

uipseu

0005

00004

00054

BSB[0ZRIqE SBLIJOWO0}IZUIP
Yeuelo1zsso1dxa 1o)TeU[3SSQ JYLIUTIAAQZS [euriou s9 sotown], ([) 'S00°0 > d ivxx ‘T0‘0
> d 1 ey sugdiyruSizs Sosquorny e [oye ‘qoxd -11uspnS ‘N IS F Sepy [[onuoy Ale3ou
:DLN ‘®n9] SN S0-dq 0G :7 ‘EN- [N :BWeZSIOS Yejulll BIAN [BULIOU "] -] ‘BWBZSIOS
NBIUIWIIAQZS SOIOWN] ‘UIQIIAQY ISIZQI0JOII[]93 ZoIeTe-H D d- 1Y 1010593 Anejuazaidox
yeuelorzssoxdxa soxretn[3ssQ JyeuTunoAQzs (-g) uoweiderpdozso esejozeiqe

IJULIOZS SBIATIZOd JONIew[3SSQ S SB[ZSO[O IWAU YBIUIWIIAQZS BWOUR[IW SI[BIA() (V)

ISIZI[BUE SRLI}IW 0JIZUIP S
Y030} SIZI10JOIPIP[IS Z01e3e-H D d- LY AN BIudzdadaa goyenuwdq yelo1zssaadxa

N1} (9SS0 YBIUIIIAQZS BIAN [BULIOU $Y BUWIOUB[IW SI[BIA(] :RIQE ‘9]

TLWIOLB[AW [BAAN  BAAN |CLLIOL
1 a

-
00s  F
-1
s
ogor &
o
E]
0osr &
=
5 —_— 0002
3 ' sdqoil
S LWodd e - 9017
3 L !
&
2 BLIBURAW [ROAN eoAN |eWwIoU
=4 L o
= DANLT 91 ST FT €N IN INTT
0002 &
<
s
ooor &
-9
]
0009 &
—_———— -
Y
0008
oLXos DANET TL TT g1 EN IN TX
= pLIVA |
3
a
m. BUIOUEBIDW [ESAN TIAN |BULIOU
=5 s 0
g
= -— -
@ 005 = £l T0 011 0T 6 8
~ nW
000L B
o
=3
005t 2
2,
000z F
0052 ERVITED
/1)
IS ERIUEEN )

NLLSIN

DLNSL FT €1 21 L1 €NZN IN
0IXOS

DINLT 9T ST #L EN IN TN
LINOYd

(%) sejdwes yn saisod

78



5.3.2. Uvealis melanoma széovetmintak FZD6 6ssejtmarker, HIF-1A és VEGFA
expressziojanak vizsgalata fehérje szinten

Az mRNS szintli eredmények megerdsitésére SDS-PAGE-Western blot vizsgalatot
végeztiink azelézdlegvizsgalt 1 8 uvealis melanoma szovetmintan. Az eredmények szerint csak
a mintak csekély része pozitiv fehérje szintenis FZD6-ra (11,11%), migHIF-1A-ra és VEGFA -

ra a mintak 38,88%-a ¢s 33,33%-a mutatott pozitivitast (17. abra).

1.0
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17. abra: Reprezentativ fotok és denzitometrias analizis 18 uvealis melanoma

HIF1A (132 kDa) FZD6 (79 kDa)

szovetminta fehérje szintii FZD6, HIF-1A és VEGFA expresszidojanak vizsgalatarol.

Tumoros szovetmintak sorszama: 1-18., Ladder: protein 1étra.

5.3.3. Uvealis melanoma szévetmintak FZD6, VEGFA és HIF-1A expressziéjanak
vizsgalata, az eredmények statisztikai értelmezése a betegek tulélése és klinikopatologiai
jellemzoinek figyelembevételével

Az 52 paraffinba agyazott uvealis melanoma szévetmintabol 16 az epiteloid, 24 az
orsosejtes €s 12 a kevert sejttipusba tartozott, dsszesen 22 néi és 30 férfi pacienstdl (12.
tablazat). Az 52 beteg koziil 3 részesiilt Ruténium-applikator kezelésben az enukleaciot
megelézden. A betegek atlag életkora 59,55 (35-83) év, az atlagos talélési id6 4,43 (1,1-7,33)

év volt (12. tablazat).
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12. tablazat: Az 52 paraffin blokkba agyazott uvealis melanoma szévetmintahoz tarsulo

klinikopatologiai paraméterek

Klinikai és patologiai jellemzok n=52
Atlagos életkor (év) 59,55 (35-83)
N6 (db) 22
Férfi (db) 30
Epiteloid tumoros sejttipus (db) 16
Orsodsejtes tumoros sejttipus (db) 24
Kevert tumoros sejttipus (db) 12
Atlagos tumor 4tmérd (mm) 12,68 (2,5-23)
Atlagos tumor szélesség (mm) 9,56 (5-14)
Atlagos tumor vastagsag (mm) 6,47 (1-16)
Paciensek sclera infiltracioval (db) 26
Paciensek sclera infiltracio nélkiil (db) 26
Paciensek nervus opticus infiltracioval (db) 3
Paciensek nervus opticus infiltracié nélkiil (db) 49
Atlagos tulélési idé (év) 4,43 (1,1-7,33)
Ruténium-applikator kezelésben részesiilt betegek (db) 3
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Az immunfestések a TMA blokkba foglalt tumormintak koziil FZD6 esetében 52 mintanal,
HIF-1A esetében 50 mintanal, VEGFA esetében 48 mintanal voltak kiértékelhetdek. A blokkba

foglalt 2 normal anyajegy esetében mindegyik génre alkalmazott immunfestés kiérték elhetd

volt.

5.3.4. Az uvealis melanoma tumorok sejttipusanak osszefiiggése a tilélési esélyekkel

Kaplan-Meier talélési analizis szerint az epiteloid sejttipus rosszabb prognézisra hajlamositd
tényezd (Mantel-Cox test, n=49, p=0,02), mint az orsdsejtes vagy a kevert sejttipus (18. abra).
Ez az eredményiink egybevag a szakirodalom altal korabban mar ismert ténnyel, de fontos volt
az analizist elvégezniink, hogy ismerjiik a vizsgalatunk targyat képez6 mintacsoport pontos

sejttipus- prognozis szerinti megoszlasat.
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18. abra: Uvealis melanomas betegek Kaplan-Meier tulélési analizise a betegek tumoros

sejttipusanak és tulélési idejének 6sszevetésével (Mantel-Cox test, n=49, p=0,02).

A betegek tulélési ideje a miitétet koveto eltelt napok szamaban mért és abrazolt.
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5.3.5. Az uvealis melanoma tumorok melanin pigment tartalma és a betegek tulélése
kozotti kapcesolat vizsgalata

52 uvealis melanoma minta melanin tartalmat vizsgaltuk mega mintak metilzold festése
mellett, mely eredmények alapjan 10 esetben (20,4%) 3+ intenzitast, 13 esetben (26,53%) 2+
intenzitast, 20 esetben (40,81%) 1+ intenzitdst tapasztaltunk, illetve 6 esetben (12,24%) nem
tudtunk detektalhaté mennyiségii melanint kimutatni (19. abra). A mintak melanin tartalma és
a betegek talélési adatai alapjan készitett Kaplan-Meier tulélési analizis alapjan az 1* melanin
expresszidju betegeknek a legkedvezdbb a tilélési esélyiik, ellentétben a zérd expresszioval

vagy a magasabb melanin expressziéval (19. dbra).
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19. abra: A melanin pigment kifejezédésének vizsgalata IHC médszerrel 52 uvealis

melanoma szévetmintaban
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5.3.6. Az FZD6 expresszidja és az uvealis melanomas betegek tulélése kozotti
osszefiiggések vizsgalata

52uvedlis melanoma minta immunhisztokémiai festését vizsgaltuk megaz FZD6 génre.
Az eredmények alapjan 7 esetet talaltunk (13,7%) 2* intenzitasunak, 28 esetet (58,8%) 1*
intenzitasunak, 17 esetben (29%) pedig nem talaltunk detektalhatdo mértékii expressziot. A
normal anyajegy mintak negativnak bizonyultak FZD6 expressziora (20. abra). Az FZD6
expresszio és a betegek tulélési esélyei kozotti kapcsolat vizsgalata k6zott nem mutatott
szignifikans korrelaciot, habara 0 és az 1* festddésti mintak tilélési gorbéje egy meglehetdsen
rossz progndzist szemléltet (Kaplan-Meier analizis, Mantel-Cox teszt, n= 51, p= 0,867) (20.

abra).
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20. abra: Az FZD6 daganat éssejtmarker expressziojanak vizsgalata enuklealt uvealis

melanoma szovetmintakon.

(A) 52 uvealis melanoma szévetminta FZD6 expresszdja immunfestodési intenzitasuk alapjan és a

betegek talélése kozotti dsszefliggések vizsgalata Kaplan-Meier analizissel (Mantel-Cox teszt, n= 51,

p=0,867). (B) Reprezentativ fotok az uvealis melanoma szévetmintak FZD6 immunfestésének

eredményeirol. BO: nincs detektalhato expresszio, B1+:1-25% pozitivitas, B2*: 26-50% pozitivitas.

Amennyiben az uvealis melanoma mintakat sejttipusuk alapjan kiilon kategorizalva

abrazoltuk azok FZD6 expresszidja és a betegek tulélésének figyelembe vételével, egy nem

szignifikans, de egyértelmiien az epiteloid sejttipusu betegekhez tarsuld rosszabb prognozist

tudtunk igazolni (Mantel-Cox teszt, n= 16, p=0,541, epiteloid sejttipus) (21. abra).
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21. abra: Az uvealis melanomas betegek tulélési gorbéi kiilon abrazolva azok FZD6

expresszioja és tumor sejttipusuk alapjan.

A vizsgalat alapjan az FZD6 pozitiv, epiteloid sejttipusti tumoros betegek rosszabb tulélési esélyekkel
szamolhatnak mint az orsosejtes vagy a kevert sejttipusu FZD6 pozitiv tumoros betegek (Mantel -Cox

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

5.3.7. Az angiogén faktorok és az uvealis melanomas betegek tilélése kozotti
osszefiiggések vizsgalata

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

nem mutattak detektalhatdo VEGFA expresziot.

A tulélési analizis nem mutatott egyértelmii és szignifikans dsszefiiggést a betegek VEGFA

szintje és a tulélésiik kozott (Mantel-Cox teszt, n=47, p=0,757) (22. abra).
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22. abra: Az uvealis melanomas betegekhez tartozo Kaplan-Meier gorbék a VEGFA

expresszio és a tulélési adatok fiiggvényében. (Mantel-Cox teszt, n=47, p=0,757)

50 uvealis melanoma minta immunhisztokémiai festését vizsgaltuk meg a HIF-1A
génre, mely eredményei alapjan 10 esetben (20%) 4* pozitivitast, 26 esetben (52%) 3*
pozitivitast, 10 esetben (20%) 2+ pozitivitast, 2 esetben (4%) 1* pozitivitast tapasztaltunk,
illetve 2 esetben (4%) nem mutattunk ki detektalhatd expresszidt. A normal anyajegy mintak

mindegyike 3* pozitivitast mutatott.

A talélési analizis nem mutatott egyértelmi és szignifikans 0sszefiiggést a betegek HIF-1A

szintje és a tulélésiik kozott (Mantel-Cox teszt, n=49, p=0,336) (23. abra).
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23. abra: Az uvealis melanomas betegek Kaplan-Meier gorbéi a HIF-1A expresszio és a

tulélési adatok fiiggvényében. (Mantel-Cox teszt, n= 49, p=0,336)

5.3.8. AZFZD6 és a VEGFA gének egyidejii expresszioja kozotti korrelacié vizsgalata
Az FZD6 ¢s a VEGFA gének expresszidjanak tumor progresszioban betoltott
szerepének feltardsa céljabol Spearman analizist végeztiink a két gén expresszioja kozti
korrelacid vizsgalatara. Eredményiink alapjan statisztikailag szignifikans, erds korrelacio all
fenn az FZD6 és VEGFA expresszioja kozott uvealis melanomas betegekben (Spearman r=
0,411, n=48, p= 0,004). Ezzel ellentétben, az FZD6 és a HIF-1A k6zott nem mutattunk ki
szingifikans korrelaciot (Spearman r= 0,061, n=50, p= 0,672), amely a gének szinkronizalt

expresszidjara utalna.
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5.3.9. Az FZD6, HIF-1A, VEGFA és a melanin pigment expresszidja és egyéb patologiai
markerek kozotti 6sszefiiggések vizsgalata

Hogy megvizsgaljuk, van-e valamilyen Osszefiiggés a tanulmanyozott 52 uvealis
melanoma daganat esetében azok FZD6, HIF-1 A, VEGFA ¢és a melanin kifejez6dése, valamint
a daganatsclera ésnervus opticus infiltracidja kozott Spearmananalizist végeztiink. A vizsgalat
kizardlaga HIF-1A ¢és a sclerainfiltracioja kozott mutatott szignifikans 6sszefliggést (p=0,042,

n=41), a tobbi vizsgalt parameter kdzott nem talaltunk korrelaciot (13. tablazat).

13. tablazat: Az 52 paraffinba agyazott uvealis melanoma szévetminta FZD6, HIF-1A,

VEGFA és melanin expressziojanak 6sszevetése a mintak sclera és nervus opticus

sre s

Spearman analizis eredményei
FZD6 HIF1A VEGFA Melanin
Sclera Korrelacios -0,200 319* 0,035 -0,020
infiltracio koefficiens
p- érték 0,198 0,042 0,830 0,902
N 43 41 39 41
Nervus Korrelacios -0,192 0,139 -0,007 -0,126
opticus koefficiens
infiltracio p- érték 0,192 0,358 0,962 0,406
N 48 46 44 46

*p- érték szignifikdns ha < 0,05.
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6. Megbeszélés

A célzott daganatterapia egyik igéretes eszkoze a peptid hormon-alapu gyogyszeres
kezelés. Az LHRH-R jelentds expressziojat mar szamos hormonérzékeny és nem hormon
érzékeny daganat esetében esetében igazoltdk. Szamos vizsgalat igazolta, hogy az LHRH-R
képes az LHRH liganddal konjugalt citotoxikus molekulat internalizalni, a levald citotoxin
pedigszelektiven csak a daganatsejtpusztulasatokozni, megkimélve igy a szervezetegészséges
sejtjeit. Az LHRH-R alapu célzott kemoterapias készitmények daganatos elvaltozasok korében
tapasztalt hatékonysagat latva a peptid hormon alapu terapia fejlesztése szdmos LHRH-R
pozitiv daganattal kiizd6 beteg szamara adhat reményt. [lyen, LHRH-R pozitiv daganatok az
uvealis melanomaék és a holyag karcindémak is. Vizsgélataink fokuszaba igy két olyan nagy
mortalitasu, gyakori relapszussal jar6 human daganat tipus LHRH peptid hormon receptor

crer

terapias teriiletek.

Szamos kutatdcsoport vizsgaltamaraz LHRH-R-ok hormonfiiggd és nem hormonfiiggd
daganatokban megfigyelt fokozott expressziojat, s a receptor célzott daganatterapias szerekkel
valo hatékony célbavételérdl is tobb kozlemény szamolt be [1-3,5, 6, 89, 93, 138]. Alapvetden
az LHRH a hipotalamusz sejtjei altal kivalasztott hormon, melyek a hipofizis felszinén
lokalizalt LHRH receptorukhozbekotddve LH és FSH termelést indukalnak. Kisebb receptor
szamban, de megfigyelhetd az LHRH-R-ok jelenléte az ivarszervek felszinén is [88]. Az LHRH
receptor-ligand interakcidjanak nemi hormon indukcios képességén tulmutatd szerepét akkor
feltételezték eldszor a kutatdk, amikor jelentds expresszidjat tapasztaltdknem hormon érzékeny
daganatok, mint vese, hasnyalmirigy, agy, vastagbél, szjiiregi €¢s kutan melandma esetében is,
sOt tripla-negativ eml6 karcindémakon is [5, 8-11]. Az LHRH-R molekularis szerkezetének
megismerésekor, valamint a receptor-ligand interakcié altal indukalt jelatviteli utvonal
feltérképezésekor kimutattak, hogy a receptor alap mitkdésén til képes miikdodésbe hozni az
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EGF-R-t is, ezaltal egy autokrin-parakrin jelatvitelen keresztiil segitve a daganat ndvekedését.
Alapvetden, az LHRH-R egy G-protein kapcsolt, hét transzmembran doménnel rendelkezd
membran receptor, mely LHRH ligandjaval valo interakcidja utan internalizal a sejtplazmaba
¢és aktivalja az IP3-mat és a DAG-ot. Ez az aktivacio Ca?* felszabadulast valt ki, amely
sziikséges az LH és az FSH granulumokbol val6 exocitdzisahoz, a DAG pedig aktivalja a PKC
utvonalat. A PKC utvonal a MAPK-ok aktivaciojahoz vezet, melyek a sejtmagba vandorolva
tovabbi trankszripcidos faktorok atirasat indukaljak. Daganatos elvaltozasok esetében
feltételezhetden ez a PKC utvonal lehet a valodi célja az LHRH-R overexpresszidjanak, illetve,
hogy mas a novekedést timogatd receptorok (pl. EGF-R) aktivaciojaval egy szerteagazo
szabalyozast indito faktorra tesz szert a daganat az LHRH-R-okkal [92, 94, 95]. Szamos
vizsgalatigazolta, hogy receptor képes az LHRH liganddal konjugalt citosztatikum molekulat
internalizalni, a levalo citosztatikum pedig szelektiven csak a daganatsejt pusztulasat okozni,

megkimélve igy a szervezet egészséges sejtjeit [6, 104, 108,110, 137].

A hugyhoélyag daganatok egyes tipusainak LHRH ligand ¢s LHRH-R expressziojat
néhany korabbi publikacioban mar leirtak, de szamos megvalaszolatlan kérdés maradt még a
kutatok szamara a t¢émaban [113, 114]. A holyagdaganatok peptid hormon expresszidjat érinté
vizsgalatok alacsony publikacios szdmdnak €s a téma hidnyos feltérképezésének oka, hogy a
regionalis klinikai centrumokban is altaldban csak hosszu id6 alatt sikeriilt 6sszegyiijteni
reprezentativ vizsgalatra alkalmas mennyiségli betegmintat a klinikopatoldgiai adatokkal
egyiitt. Ennek hidnyaban gyakoribbak az allatmodelleken elvégzett, xenotranszplantaciot
alkalmazo vizsgalatok. Szepeshazi ¢s munkatarsai egy 2012-es publikacidjukban 4 tovabbi
hugyhdlyag karcinéma sejtvonal €s 18 humén higyhdlyag szovetminta LHRH-R expresszidjat
igazoltak [114]. Eredményeik alapjan a célzott terapiara fejlesztett citotoxikus LHRH analog
AN-152 (AEZS-108) nem csak képes hatékonyan gatolni a xenotranszplantalt holyagtumorok

novekedését, de kevesebb mellékhatast is okozott, mint a DOX kezelések. Vizsgalataik nem
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terjedtek ki a szovetmintdk LHRH expresszidjanak vizsgalatara, az LHRH-R statusz és a
betegmintak klinikopatoldgiai paraméterei kozotti Osszefliggések vizsgalatara, illetve a

szovetmintak altal expresszalt LHRH-R-ok ligand kotési képességének vizsgalatara.

A nemi eloszlastol fiiggetleniil, el6forduldsukat tekintve a hdlyagdaganatok a 10.
leggyakoribb daganatos elvaltozasok a vilagon. Az urogenitalis traktust érinté malignus
megbetegedések koziil kozvetleniil a prosztata elvaltozdsok utan a 2. leggyakoribb tumoros
elvaltozas a huigyholyag karcindma [28-30]. A hugyholyag daganatait szovettani besorolas
szerint harom csoportra oszthatjuk: hameredet(i atmeneti-sejtes karcinoma (transitional cell
carninoma (TCC)), laphamsejtes karcindma és adenokarcinoma. A holyag daganatainak
tobbsége igynevezett TCC tipust, amely a holyag daganatok mintegy 95,7%-at teszi ki. Az
elsé vonalbeli terapias eljarasok nem kielégité probléma megoldasat mutatja, hogy a legfébb
probléma a TCC daganattal, hogy az esetek mintegy 50-70%-a esetében kitjjul a kezelést
kovetden, illetve infiltral a holyag koriili simaizom szévetekbe. Igy torténhet meg, hogy a TCC
tipust hugyholyagdaganattal kezelt betegeké a daganatos megbetegedések koziil a
legmagasabb tal¢lési id6/6sszes kezelési koltség arany [28, 32, 85]. Ez az arany jol mutatja,
hogy egy kemoterapiara és sebészeti kezelésre alapvetden jol reagald daganatos megbetegedés
terapidja mennyire nem személyreszabott. A terapids protokollok sokszor ismétlddden
ugyanaztakezeléstirjak eld (pl. TUR+ holyaginstillacio kemoterapias szerrel) abete gszamara
egy személyre szabottabb terapiara valtas helyett. Ezzel nemcsak romlik a beteg teljes
gyogyulasanak esélye, de ez nagyban megndveli a beteg terdpias Osszkoltségeit is. A
holyagdaganatok egyéb célzott terapids lehet6ségei a daganat szdmos ismert mutaciojat
tekintve (melyek rendszerint a karcinogenezisben jol definialt szerepti gének) igencsak széles
palettin mozoghatnanak, de a klinikai tapasztalatok gyakran mast mutatnak [32, 83, 85]. Az
engedélyezett célzott terapias lehetdségek zomében az elérehaladott, attétes holyagdaganattal

klizd6 betegek gyogyitasara, tilélési idejiik hosszabbitasara javallott, s nem a daganat primer,
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amde invaziv allapotanak, tovabb terjedésének megakadalyozasara. Az immunterapiak
elérehaladott stddiumban 1év6 holyagtumoros betegek esetében alkalmazottak sikerrel, mig a
docetaxellel kombinalt ramucirumab anti-VEGFR2 kemoterapiaban részesiilt betegek kezelése

szintén egyértelmi sikert mutatott [83-85].

Vizsgalataink soran az LHRH-R-ok tumor progresszidban betoltott szerepének

crers

hugyholyag tumor sejtvonalakon és TCC tipust betegmintékon is elvégeztiik.

Eldszor 24 mutétileg eltavolitott, fagyasztott TCC hugyhdlyag daganat szovetmintan,
illetve az in vitro tenyésztett RT-112, UMUC3, TCCSUP sejtvonalakon vizsgaltuk az I-es
tipusit LHRH-R és az LHRH ligand expressziojat. Az LHRH-R a mintdk 83%-aban, mig az
LHRH ligandot 79%-aban sikeriilt mRNS szinten RT-PCR-rel kimutatnunk. Mindharom
sejtvonal pozitivnak bizonyult mRNS szinten mind a receptorra, mind a ligand expressziora. A
sejtvonalakban fehérje szinten is megerdsitettik az LHRH-R expressziojat SDS-PAGE-
Western blottal. A vizsgaltmintakban tapasztaltnagy aranyu LHRH-R és vele egy idejii LHRH
ligand expresszi6 arra enged kovetkeztetni, hogy a receptor és ligandja egyfajta autokrin-

parakrin hatds okén expresszalodhat, melynek hatdsalehet a tumor progressziojara.

Ezt kdvetden, a korabban vizsgalt 24 betegbdl kivalasztott 12 beteg parafinba agyazott
TCC tumormintajan IHC festést végeztiink az LHRH-R-ra. A mintdk mindegyikében sikeriilt
jutottunk, hogy az LHRH-R expresszidja a tumor gradusanak novekedésével csokken, tehat
joval magasabb expressziot mutattak az alacsonyabb gradusba sorolt tumormintak, mint az
eldrehaladottabb allapotu (3-4. gradus) tumorok. A megfigyelésiinket Pearson analizissel is
alatamasztottuk, mely szerint az LHRH-R expresszidja negativ korreladcioban allt a vizsgalt
szovetmintak patologiai gradusaval (=-0,91, n=12). A statisztikai analizis eredménye szintén

alatdmasztja azt a felvetésiinket, mely szerint az LHRH-R-ok ¢és ligandjuk expresszidja
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autokrin-parakrin faktorként segiti a korai stidiumu TCC daganatok attétképzését és
progresszidjat. A betegek kora nem allt 6sszefiiggésben a receptor statusszal. A receptor festést
csak primer daganatokon, kemoterdpidban kordbban nem részesiilt betegektdl szarmazo
mintdkon végeztiik, igy a receptor statusz metasztazisokon bekdvetkezo, illetve kemoterapias
kezelést kovetd esetleges valtozasair6l nincs informacionk. A megvizsgalt 3 egészséges
hugyholyag szovetminta negativnak bizonyult LHRH-R expresszio tekintetében.
Vizsgélatainkat a korabban LHRH-R és LHRH ligand expressziora mRNS szinten vizsgalt 12
holyagtumor betegminta radioligand kotési assay vizsgalatdval folytattuk. Elséként a
szOovetekbdl késziilt membranpreparatumok radioaktiv [121][D-Trp®]LHRH koté affinitasat
vizsgaltuk meg. A ligandkotési assay eredménye alapjan 10 betegmintabol izoldlt LHRH-R-t
kifejez6 membranpreparatum volt képes in vitro koérnyezetben a nagy affinitassal ktddo
radioligand megkotésére. Méréseink soran elvégeztiik a leszoritasos ligand kompeticids assay-
t a nem radioaktiv LHRH ligandot helyettesitve mas nem radioaktiv LHRH anal6gokkal is,
mint az LHRH agonista analdég [D-Lys6]LHRH-val, ennek citotoxinnal kapcsolt formajaval az
AN-152-vel, az LHRH antagonista analog Cetrorelix-szel, valamint nem LHRH-R specifikus
jeloletlen peptidekkel. Eredményeinkbdl elmondhatd, hogy mindegyik nem- radioaktiv LHRH
ligand képes volt az LHRH-R-hoz ko6tddni nanomolos koncentracioban. A jovObeli
potencialisan alkalmazhato 0j terapidk szempontjabdl biztatd6 eredmény, hogy az AN-152
kotddési affinitdsa csak kis mértékben maradt el a szabad ,,carrier-ligandjanak”, a [D-

Lys®]LHRH bekotédési affinitasatol, igy elmondhatd, hogy ez a citotoxikus LHRH analog

Kutatdécsoportunk tobb korabbi publikacidjaban szamolt mar be az LHRH-R uvealis

melanoma daganatok ¢s az OCMI1 ¢és OCM3 sejtvonalak esetében tapasztalt fokozott

crer

21,53]. Tovabba igazoltuk, hogy a OCM3 uvealis melanoma sejtek nem csak hogy hatékonyan
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célba vehetéek az AEZS-108 (AN-152) jelolésit LHRH liganddal kapcsolt DOX-nel, de a
sejtvonal DOX rezisztens formaja is képes elpusztulni az LHRH-R-on keresztiili DOX

felvételnek kdszonhetden [21].

Az uvealis melanoma a szem egyik leggyakoribb intraokularis daganata. A statisztikak
szerint a betegek kozel 50%-a mar a diagnozis idejében tavoli attéttel rendelkezik, mely 93%-
ban a majat is érinti [47]. Ez a rendkiviil magas attétképzési hajlam arra enged kovetkeztetni,
hogy az uvealis melanoma daganat rendkiviil hatékony hematogén attétképzése altal még joval
a diagnoézis felallitasa elott mikrometasztazisok formajaban biztositja a daganat talélését. A
betegek tulélési ideje a majattét kialakulasatol szamitva atlagosan 4-6 honap [14]. A betegség
kemorezisztens és a kutan melanoma genetikai profiljatol eltérd tulajdonsagh ez a daganattipus.
A primer daganatok terapids lehetdségeit tovabb sziikiti, hogy a szem egy olyan specialis
szerviink, mely szerv daganatos elvaltozésainak kezelésére szadmos kemoterdpias szer
hasznalata nem megengedett, igy egészen specialis eljardsokhoz kell folyamodnunk. Kis és
kozepes méretli primer daganatok kezelésében jelenleg a leginkabb alkalmazott eljaras a
radioaktiv plakk terdpia, amely a tumor méretétdl és lokalizacidjatol fiiggden eltéréd mérteki
latasvesztéssel jarhat [57]. Nagy méretli, vagy a szemiireget infiltralo daganatok esetében az
egyetlen hatékony kezelési mddszer a szemgolyo6 eltavolitasa (enukledcid). A tavoli attétek
terapids protokolljaban leggyakrabban a kutdn melanoma kezelésére alkalmazott terapiakat
alkalmazzak, de ezek a probalkozasok csak részben sikeresek. Magyarazatul szolgalhat erre a

kutan melanéma és az uvealis melanoma kozotti bizonyitottan eltéré molekularis genetikai

profil [35, 62].

A célzott kemoterapias készitmények fejlesztése, valamint a mikrometasztazisok elleni
hatékonyabb diagnosztika €s terapia fejlesztése adhat Gjabb reményt a tavoli attéttel rendelkezo

uvealis melanomaval kiizd6 betegek és orvosaik szamara.
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Mivel nem ismert, hogy az AEZS-108 OCM3 sejteken valo alkalmazasakor a DOX
indukalta ROS-on kiviill milyen jelatviteli folyamatok indulnak el a receptor-ligand
interakcionak koszonhetden és hogy milyen jelatviteli folyamatok segitik a daganatsejt
pusztulasat igy munkénk soran eldszor célul tliztik ki ezen jelatviteli folyamatok
feltérképezését. Mivel az uvealis melanoma daganatokra fokozott vaszkularizacié és korai
attétképzés jellemzo, igy elsdsorban ezekben a folyamatokban részt vevo gének ex presszios
valtozasait vizsgaltuk meg a citotoxikus LHRH liganddal valé kezelést kovetéen. E16szor az in
vitro kezelések soran felhasznalanddo OCM3 sejteken immuncitokémiaval igazoltuk az I-es
tipusi LHRH-R membran ¢és citoplazmatikus kifejezddését, majd igazoltuk a receptorok
alkalmassagatcélzottterapias molekula felvételére. Enhez, az 5 pM-0s AEZS-108 molekulaval
végzett kezeléseket kovetden MTS assay ¢letképességi vizsgalatot végeztiink, mely soran
megallapitottuk, hogy 24 6ras kezelés soran az AEZS-108 36,3%-al, mig a doxorubicin 62,9%-
al csokkentette az €16 sejtek szamat. A 48 oras kezelést kovetden mar nem tapasztaltunk ilyen
szamottevo kiilonbséget, igy az AEZS-108 84,7%-al, mig a doxorubicin 89,7%-al csdokkentette
az ¢€lo sejtek szamat. Eredményeinkbdl lathatd, hogy mivel az AEZS-108 receptor medialt
endocitdzissaljutbe az OCM3 sejtekbe, igy adottido alatt kisebb sejtpopulaciora fejtkitoxikus
hatdst, mint a sejtmembranon atdiffundalo szabad doxorubicin. 48 ora elteltével azonban a két

szer toxicitasa kozotti kiilonbségek elenyészdek.

A sejtpusztulas hatterében allo génexpresszios valtozasok nyomonkdvetésére 94, az
angiogenezisben részt vevo gén kifejezddését vizsgaltuk a kezeletlen és az 5 uM AEZS-108-
cal 24 6ran at kezelt OCM3 sejteken kvantitativ RT-qPCR-array-vel. Az eredmények szerint a
kontroll OCM3 mintakhoz képest az AEZS-108-cal kezelt mintakban 5 gén expressziojaban
szignifikans emelkedést, 7 gén expresszidjaban pedig szignifikans csokkenést tapasztaltunk (p
< 0,05). A legjelentdsebb valtozast az upregulalt gének koziila SERPINB5S/MASPIN tumor

szupresszor esetében (203,19-szeres expresszid ndvekedés), mig a downregulalt gének koziil a
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daganat progressziojaban kozponti szerepli HIF-1A gén esetében (8,67-Szeres expresszio
csokkenés) tapasztaltuk. Hogy igazoljuk, a mRNS szintli valtozasok 6sszehangban allnak-e a
gének fehérje szintli mennyiségével is, a tovabbiakban SDS-PAGE-Western blot vizsgalatot
végeztink a MASPIN, HIF-1A és VEGFA génekre az 5 pM-0s AEZS-108 és 5 pM-0s
doxorubicin kezeléseket kovetden. Eredményeink kel fehérje szinten is igazoltuk, hogy mind az
AEZS-108, mind a doxorubicin szignifikansan képes a HIF-1A, VEGFA és a VEGFB gének
kifejez6désének csokkentésére. Tovabba kimutattuk, hogy az AEZS-108 er6teljesebb

crer

alkalmazott doxorubicin.
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24. abra: A MASPIN meggatolja az urokinaz tipusu plazminogén aktivator (UPA)-uPA
receptor komplex kialakulasat, ezzel megakadalyozza a rendellenes extracellularis
matrix (ECM) degradaciot, amely az angiogenezishez és a metasztazis képzéshez jarul

hozza.
Ezt kovetden megvizsgaltunk, hogy a MASPIN tumorszupresszor 5 pM-0s AEZS-108 kezelés

hatasara tapasztalt indukciojat az LHRH-R-ligand koélcsonhatas is fokozta-e, vagy az

upregulacio csak a doxorubicinnek koszonhetd. Az 5 uM-0s AEZS-108, a [D-LysS]LHRH
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analog és a doxorubicin 24 6ras in vitro kezeléseket kovetd RT-qPCR méréseink igazoltak,
hogy 6nmagaban az LHRH ligand bekotddése a receptorhoz nem indukalja a MASPIN
tumorszupresszort (*** p < 0,005). A gén upregulacioja kizardlag a doxorubicinhez kothetd,
azonban az AEZS-108 kezelés szignifikainsan magasabb expressziot valtott ki, mint a
megegyez6 dozisu doxorubicin kezelés (* p < 0,05). A citotoxikus kezelések altal indukalt
MASPIN expressziojanak vizsgalata utan megvizsgaltuk annak kifejezddését normal uvea és
uvealis melanoma szovetmintdkban is RT-PCR modszerrel. Eredményeink alapjan sem a
normal, sem a tumoros mintdk nem expreszalnak kimutathatdé mennyiségben MASPIN

tumorszupresszort.

Kutaté munkank folytatasaban az uvealis melanomak daganat Gssejt tartalma és a
vaszkularizacidjuk szabalyozasa kozotti 6sszefliggéseket vizsgaltuk a betegek talélésének
tiilkrében enuklealt matéti tumormintakon. Téma kijelolésiink alapja volt az a szakirodalmi
megallapitas, hogy a II-es molekularis profili uvealis melanomak membranjukban erds 3-
katenin és E-kadherin expressziot mutatnak, valamint overexpresszalt HIF-1A és VEGF
faktorokon keresztiil intenziv angiogenezist és attétképzést valositanak meg [25]. A B-katenin
molekuldk a Wnt szingnalizécids Gtvonalba kapcsoldodva képesek a sejtmagba bejutni és ott a
LEF/TCF trankszkripcios faktorokkal komplexet alkotva szamos gén atirasat aktivalni [125].
A Wnt molekulak Frizzled (FZD) receptorukhoz kotédve szdmos bonyolult, tobb 1épéses
jelatviteli folyamatot inditanak el, melyek gyakori jellemzdiaz dssejt szerti tulajdonsagokkal
rendelkez0 sejteknek, mivel kulcsszerepiik van a sejtek polaritdsdnak, osztodasi képességének
¢s migracidjanak szabalyozasaban [125]. Mivel a Wnt5 esetében egy elég jol feltérképezett
jelatviteli halozat ismert a szakirodalomban, illetve bizonyitott, hogy melanoma tumorokban
képes egyes pro-angiogenikus faktorok, mint a IL-6, IL-8 (CXCL8), VEGF ¢s MMP2
exoszomalis felszabadulasat is indukalni, igy valasztasunk az ehhez kapcsolddo receptorok és

target gének tovabbi vizsgalatara esett. Vizsgalataimat sszesen 70 enuklealtuvealis melanoma
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minta felhasznalasaval végeztem, mindegyik minta esetében rendelkezésiinkre alltak a donor
beteg klinikaiparaméterei, a megeldz6 terapiara vonatkozd informaciok. Eldszor 18 fagyasztott
uvealis melanoma szévetmintaban vizsgaltam a daganat dssejtek jelenlétére utalo markerek,
mint nestin, NGFR, SOX10, FZD6 és PROMI1 gének expressziojat RT-PCR-el. Kontroll
csoportként3 normaluveamintan is elvégeztiik a vizsgalatokat. Anormaluveaszovetek kisebb
mértékben ugyan, mindegyik dssejtmarkerre pozitivitdst mutattak. A daganatos szévetekben
erbteljesebb expresszidjat tapasztaltuk ezeknek a markereknek, melyeket a malignus
elvaltozast szovetekben daganat Ossejtek markereinként értelmezhetiink a szakirodalom
alapjan. A nestin és a SOX10 markerek esetében szignifikans kiilonbséget (nestin: p= 0,007;
SOX10: p= 0,004) tapasztaltunk a normal uvea és az uvealis melanoma mintak dssejtmarker
expressziditosszevetve. A vizsgalt 1 8 tumoros szovetbdl amintdk 100%-a voltpozitiv anestin,
SOX10 és FZD6 0Ossejtmarkerekre, mig a PROMI1-et a mintak 82%-a, az NGFR-t pedig a
mintak 94%-a expresszalta. A megel6zéen Ruténium-applikator kezelésben részesiilt betegek
dssejtmarker expresszidja nem mutatott kiilonbséget a kezelésben nem részesiilt betegekkel
Osszevetetve. A tovabbiakban a Wnt5 molekula receptorat, az FZD6 expresszidjat vizsgaltuk
tovabb a mintak VEGFA ¢és HIF-1A vaszkularizacios faktorainak expressziojaval 6sszevetve.
Elvégeztiikk a korabban vizsgalt 18 fagyasztott uvealis melanoma szévetminta SDS-PAGE-
Western blot analizisét a kivalasztott génekre. Az eredmények szerint csak a mintak csekély
része pozitiv fehérje szinten is FZD6-ra (11,11%), mig HIF-1A-ra és VEGFA-ra a mintak

38,88%-a ¢s 33,33%-a mutatott pozitivitast.

Vizsgalatainkat a tovabbiakban 52 paraffin blokkba agyazott, enuklealt uvealis
melanoma minta FZD6, HIF-1A és VEGFA expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgalataval
folytattuk. Kontroll csoportként2 normél anyajegy, illetve maj, placenta és vese szovetmintakat
hasznaltunk. Minden szdvetminta esetében rendelkezésiinkre alltak a betegek klinikopatologiai

paraméterei és a megel6z0 terapiara vonatkozo informaciok. A VEGFA és a HIF-1A fokozott
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expresszidjat szamtalanszor bizonyitottak mar UM szdvetmintdkban, am mégsem allithato
bizonyosan, hogy a VEGF molekulalenne a kulcs faktor a daganat angiogenezisében. Jelenleg
a szamtalan paradox eredménnyel zarultin vivo vizsgalatutan, a VEGF inhibitorok alkalmazasa
uvealis melanomas betegekbenarra enged kovetkeztetésttenni, hogy a VEGF szignal kozvetlen
gatlasa nem elegendd az angiogenezis gatlasahoz [22]. Vizsgalataink eredményei is
megerdsitették ezt a szakirodalom altal tett kijelentést. Az alalunk elvégzett Kaplan-Meier
analizisek szerint sem a HIF-1A (p= 0,336), sem a VEGFA (p=0,757) nem allt szignifikans
Osszefiiggésben a betegek tulélésével. Feltételezhetden a tumoros érhalozat kialakitdsaban
résztvevd VEGF szignal sokkal komplexebb és tobb szdlon szabalyozott folyamat, igy a VEGF
inhibitorok hatdsa ellensulyozhaté mas jelatviteli itvonalakon keresztiil. Ezt az elméletet
tamasztjak ald eredményeink is, hogy bar jelentds mintaszamban vizsgaltunk uvealis melanoma
tumormintakat, mégsem tudtuk a HIF-1A és a VEGFA gének kulcs szerepét megerdsiteni a
daganatprogresszidjaban és angiogenezisében a tilélés szempontjabdl. Ezen megfigyelésekbdl
¢s a kordbban vizsgalt 18 wuvedlis melanoma minta fokozott daganat Ossejtmarker
expresszidjabol kiindulva azt a felvetést tettiik, hogy lehetséges-e, hogy a daganat dssejtek is
kapcsolatban allnak egyéb jelatviteli folyamatokon keresztiil az angiogenezisben kulcsszerepti
génekkel uvealis melanoma tumorokban? Lehetséges-e, hogy a VEGFA gén expresszidjanak
komplex jelatviteliutvonalaiba a daganat dssejtek altal kifejezett receptorok is bekapcsolodnak,
segitve ezzel a daganatsejtet az aktualis terapids kezeléshez vagy épp a hematogén
attétképzéshez valo alkalmazkodasban? Vizsgalataink tovabbi részében ezért az FZD6 daganat
dssejtmarker szerepét vizsgaltuk a betegek tulélése tiikrében, valamint expressziojat statisztikai

modszerekkel osszevetettiik a tumorok HIF-1A és VEGFA expresszidjaval.

Az FZD6 expresszio és a betegek tulélése kozotti kapcsolat vizsgalata céljabol végzett
Kaplan-Meier analizis nem mutatott szignifikans 6sszefliggést (p=0,867), ellenbena Spearman

analizissel, mely szerint erés korrelacié all fenn az FZD6 ¢és a VEGFA gének expresszidja

99



kozott uvealis melanomas betegekben (p= 0,004). Ezzel ellentétben, az FZD6 és a HIF-1A
k6z0ott nem mutattunk ki szingifikans korrelaciot (Spearman analizis, p= 0,672) amely a gének
szinkronizalt expresszidjara utalna. Amennyiben az uvealis melanoma mintékat sejttipusuk
alapjan (epiteloid, orsosejtes, kevert) kiilon abrazoltuk a talélési gorbéken azok FZD6
expresszoja és a betegek tulélésének figyelembe vételével, egy nem szignifikans, de
egyértelmlien az epiteloid sejttipust betegekhez tarsuld rosszabb prognoézist mutattunk ki
(Kaplan-Meier, p= 0,541, epiteloid sejttipus). Bar az eredmények ebben a vizsgalatban nem
voltak szignifikdnsak, figyelembe kell venniink, hogy a sejttipus alapjan készitett kiilon
kategoriakban olyan alacsony mitaszamu tumorok vizsgalatat végeztiik el, hogy igy az
eredmények helytallosagat is megkérddjelezhetjiik ebben az analizisben (epiteloid sejttipus, n=
16). Hogy az FZD6 daganat §ssejt marker, valamint a HIF-1A és a VEGFA angiogén faktorok
daganat progressziojaval valo dsszefiiggéseit is megvizsgaljuk Spearman analizist végeztiink a
gének expresszidja €s a betegeknél tapasztalt nervus opticus €s sclera infiltracié kozott. A
vizsgalat kizardlaga HIF-1A ¢és a sclera infiltracioja kozott mutatott szignifikdns 6sszefliggést
(p=0,042,n=41), a tobbi vizsgalt paraméter kozott nem talaltunk korrelaciot. Eredményeink
kiegészitésekéntmegvizsgaltuk a mintak melaninpigmenttartalma és a betegek talélése kozott
kapcsolatot is. A mintdk melanin tartalma és a betegek tulélési adatai alapjan készitett Kaplan-
Meier tulélésianalizis alapjan az 1+ melanin expresszidji betegeknek a legkedvezdbb a talélési
esélylik, ellentétben a zérd expresszidt vagy a magasabb melanin expresszidt mutatd

tumormintak betegeivel.
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7. Osszefoglalas

Vizsgalataink fokuszaba két olyan nagy mortalitast, gyakori repalszussal jaro daganat
LHRH peptid hormon alapu célzott terapigjanak uj lehetdségeit kivantuk feltérképezni, melyek
eddig nem képezték meghatdrozé klinikai fazis vizsgalatok részét a vizsgalt daganatok
esetében. Kisérleti munkank soran igazoltuk a TCC hdlyagkarcindmak és sejtvonalak LHRH-
R ¢és LHRH ligand expresszidjat, mely negativ korreldcidban all a progressziot jelzé tumor
gradussal. A szovetmintdkon végzett radioligand kompeticids assay alapjan az AN-152, vagy
akar a Cetrorelix is alkalmasak lehetnek a jovoben LHRH alapt célzott terapidk TCC
daganatokon végzett in vivo, vagy klinikai fazis vizsgalataiban vald alkalmazasra. Tovabbi
munkank soran igazoltuk az OCM3 sejtvonal LHRH-R expresszidjat, majd megvizsgaltuk,
hogy az AEZS-108 invitro kezelés a DOX indukalta sejtpusztulasonkiviil milyen az apoptozist
tamogaté jelatviteli folyamatokat indukal OCM3 sejteken és azok mennyiben térnek el az
ekvivalens dozisi DOX kezelés esetében tapasztaltaktol. Vizsgalataink soran elsdsorban az
angiogenezisben és amigracioban részt vevé gének expresszios valtozasait helyeztiik fokuszba.
Eredményeink alapjan, az AEZS-108 a DOX indukalta toxikus hatason kiviil hatékonyabban
képes a MASPIN tumorszupresszor indukciojara, mint a szabad DOX, de az expressziot
onmagaban az LHRH ligand nem képes indukélni. Tovabba, az AEZS-108 kezelés hatassal van
szamos angiogén faktor, illetve tobb a migracidoban részt vevo gén expresszidjara is. Az uvealis
melanoma angiogenezisét érintd vizsgalatinkata tumor szovetmintak daganat 6ssejttartalma és
a vaszkularizaciojuk szabalyozasa kozotti 0sszefiiggések vizsgalataval folytattuk. El6szor RT-
PCR-el igazoltuk daganat ¢ssejtek fokozott jelenlétét a tumormintakban a nestin, NGFR,
SOX10, FZD6 és PROMI1 6ssejtmarkerek vizsgalataval. IHC vizsgalataink alapjan végzett
Spearman analizis szerint szignifikans korrelacio figylelhetd meg a tumormintak FZD6 és
VEGFA expresszioja kozott. A statisztikai analizisek szerint sem a HIF-1A sem a VEGFA

nem allt szignifikans 6sszefliggésben a betegek talélésével.
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8. Summary

In our study we aimed to support the development of targeted therapeutic strategies
focusing on LHRH-R positive tumors with high mortality and recurrence rate. In our first study
we demonstrated high rate of expression of LHRH-R and LHRH ligand in human specimens
with TCC type of bladder cancers and in bladder cancer cell lines. The expression of LHRH-R
showed negative correlation with TCC grade. Radioligand binding studies also showed the
presence of specific LHRH-R- s and high binding affinity of LHRH analogs like AN-152 or
Cetrorelix. In our further study we investigated the LHRH-R expression of UM cancers and the
altered expression of regulatory factors related to angiogenesis and metastasis by in vitro
treatments with AEZS-108 or equal dose of DOX. Our analysis revealed that AEZS-108 is a
more potent inducer of MASPIN tumor suppressor than free DOX in OCM3 cells and free
LHRH ligand is not able to induce its overexpression. Furthermore, the treatment with AEZS-
108 altered the expression of many angiogenic factors e.g. VEGFA, VEGFB, HIF-1A
ANGPT1, ANGPTL3 and of key regulators of migration e.g. CXCR4, ETS1 and SERPINE1.
In the last part of our studies, we investigated the regulation of angiogenesis in uveal melanoma
in correlation with the presence of cancer stem cells (CSCs). RT-PCR analysis showed high
expression of CSC markers, particularly nestin, FZD6 and SOX10 and somewhat lower
expression of NGFR and PROML. The protein expression of FZD6, HIF-1A
and VEGFA was further evaluated in 52 uveal melanoma specimens by IHC-TMA.. We report
for the first time that Spearman analysis showed a significant correlation between FZD6 and
VEGFA expression in uveal melanoma. The observed correlation between FZD6 and VEGFA
suggests the presence of CSCs in UM that are associated with the vascularization process.
Surprisingly, statistical analysises showed no correlations between the overall survival and
expression of HIF-1A or VEGFA, despite targeting angiogenesis, often be assumed to be a

promising way to treat a densely vascularized UM tumors.

102



9. Targyszavak

human uvealis melanoma, human uveal melanoma
célzott daganatterapia, targeted cancer therapy
citotoxikus LHRH anal6g AN-152 (AEZS-108), cytotoxic LHRH analog AN-152 (AEZS-108)

luteinizald hormon-felszabadité hormon receptor (LHRH-R), luteinizing hormone-releasing

hormone receptor (LHRH-R)
daganat 6ssejtek, cancer stem cells (CSCs)
angiogenezis- angiogenesis

hameredetii atmeneti-sejtes hugyholyag karcinoma (TCC) - transitional cell carninoma (TCC)

type of bladder cancer
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