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2. Bevezetés

Az American Cancer Society becslése alapjan 2016 januarjaban, csak az Amerikai Egyesiilt
Allamokban (USA) 15,5 millidé polgar élt, akit korabban valamilyen daganattal
diagnosztizaltak. Ovatos becslések alapjan 2026 januérjara ezt a szamot 20 milliora teszik (1-
4). Eurodpa a vilag népességének 9%-at teszi ki, viszont a vilag daganatos betegeinek 25%-a
eurdpai. igy 2018-ra 3,91 millié uj daganatos megbetegedést josolnak Eurdpaban és 1,93 millio
halalesetet a daganatok kovetkeztében. Kiilon emlitést érdemel, hogy a magyar lakossag
szamos rosszindulati daganatok esetén eurdpai dsszehasonlitdsban a statisztikdk legrosszabb
helyét foglalja el. Eurdpaban a leggyakoribb daganatos megbetegedések 2018-ban a néi emld
karcinoma (523000 eset), ezt koveti a kolorektalis rak (500000 eset), a tiid6 rak (470000) és a
prosztata karcinoma (450000 eset). Azonban ez a lista, ha a daganatok altal okozott
halaleseteket nézziik, egészen mas sorrendet mutat. A daganatok altal okozott halalesetek 2018-
as europai statisztikajanak vezetdje a tidédaganat (388000 halalozas), ezt kdveti a colorectalis
daganat (243000 halalozas), emlé daganat (138000 halalozas) és hasnyalmirigy daganat
(128000 halalozas). Ezek az elborzaszté statisztikak jelentik a hajtoer6t a vilagszerte jelentds
anyagi €s szellemi potencialt megmozgat6é daganatkutatasokhoz. Ugyan a korai diagndzisnak
¢s a hatékony terapiaknak koszonhetéen a daganatos betegek tulélése folyamatosan n6, de ez a
novekedés daganattipusokra vonatkoztatva korant sem kiegyensulyozott. Mig a leggyakoribb
daganattipusok esetén (emld, vastagbél, prosztata), mind terdpids, mind korai diagnosztika
teriiletén szamos kutatas ¢és gyogyszerfejlesztés zajlik, addig a ritka daganatok esetén
meglehetdsen kevés informacid 4ll rendelkezésiinkre a daganatok molekularis hatterével
kapcsolatban.

Leginkabb ez a jelenség okolhatd azért, hogy az uvealis melanoma (UM) esetén a betegek
varhato tulélése az elmult évtizedekben gyakorlatilag semmit sem javult. Az UM az igen ritka
daganatos megbetegedések kozé tartozik, Europaban minddssze hét 0 megbetegedés jut 1
millié fére. Azonban az UM a leggyakoribb nem bdr eredetli melanoma tipus és a szem
leggyakoribb primer intraokularis daganatos megbetegedése felnétt korban. Vilagszerte az 1j
UM megbetegedések szamat 7095 esetre becsiilik évente. Mivel meglehetdsen kevés
ismeretanyag all rendelkezésre az UM kialakulasanak, attétképzésének molekularis hatterérol,
igy az 0j hatékony szisztémas kezelési lehetdségek is varatnak magukra. A primer daganat
kezelése leggyakrabban a szem miitéti eltavolitisabol vagy helyi sugarkezelésbol all. Attétes

UM esetén hatékony kezelési modszer jelenleg nem ismert. A kezeld orvosok sok esetben



probalkoznak az attétes cutan melanoma esetén hasznalt kemoterapidval, de ezek az UM ¢és
cutan melanoma kozotti jelentds patofizidlogiai kiilonbségek miatt hatastalanok, sot a kezelés
kovetkeztében kialakuld mellékhatasok meglehetdsen eldnytelenek a beteg szamara. A nem
megfelelden kivalasztott citotoxikus kezelés a kemorezisztencia gyors kialakuldsahoz vezet.
Ezért is égetdéen fontos olyan 0j hatékony gyodgyszermolekuldk kifejlesztése, amelyek a
kiilonb6z6é daganattipusok sajatossagait figyelembe véve képesek célzott modon gyorsan é€s
hatékonyan gatat szabni a daganat novekedésének ¢és terjedésének. Kisérletes munkank soran
az UM lehetséges célzott terapias lehetdségeit vizsgaltuk meg. A kiilonb6z6 peptid hormonok
(pl.: GHRH, szomatosztatin, LHRH) és azok receptorainak célzott terapias felhasznaldsa tobb
évtizede szdmos kutatds targyat képezi. A korabbi eredményeink alapjan a daganatok eddig
tobbnyire tisztazatlan okbdl expresszedlhatjdk az emlitett peptid hormonokat és azok
receptorait. A receptor fehérje tumor sejten stabil és megfeleld szintli jelenléte lehetdséget
adhat, olyan hormon analdgok szintézisére, amelyekhez akér hasithaté modon citotoxikus
molekula kapcsolasa is lehetségessé valik. Ezek a mesterséges hormon analogok alkalmasak
lehetnek arra, hogy specifikusan a tumorban ¢és annak receptor pozitiv attéteiben
halmozddjanak, jelentés mértékben csokkentve a citotoxikum terdpids dozisat, csokkentve
ezzel a rezisztencia ¢és a mellékhatdsok kialakulasanak esélyét, valamint a
peptidkonjugatumként sok esetben pozitivan megvaltoztatva annak szervezetbdl torténd
eliminaciojat is. Az értekezés targyat képezd munka elvégzését megeldzden, a kovetkezd
kérdések foglalkoztattak minket. Vajon ez a viszonylag ritka és agressziv daganattipus a cutan
melanomahoz hasonléan magas szazalékban expresszalja-e az LHRH receptort és annak
ligandjat? Ha igen, van-e Osszefliggés a receptor/ligand expresszio és a tumor sajatossagai
kozott? A rendelkezésiinkre allo citotoxikus LHRH analogok tesztelésére in vitro UM modell
alkalmazasat terveztiik. Masrész komoly kérdés a gyakorld onkologusok részérdl, hogy vajon
egy Uj célzott citotoxikum alkalmazisa soran a daganatok vajon milyen gyorsan vélnak
rezisztenssé a kezelésre? Ezen kiviil a hagyoményos citotoxikum elleni rezisztencia vajon
azonos-e az azt tartalmazo célzott parjaval szembeni rezisztencidval? A munka elvégzését az is
indokolta, hogy nemcsak az UM lehetséges célzott terapids lehetdségét tudjuk eredményeinkkel
tdmogatni, de egy jol miikodé modell bedllitdsa daganattipustol fiiggetleniil is szamos 0j és
altalanosan is jol hasznalhat6 ismeretet nyudjthat a peptid hormon alapi célzott terapidk
fejlesztéséhez. Kiilon emlitést érdemel az a szerencsés koriilmény, hogy az UM ritka
eléforduldsa miatt a daganatos szovetmintak begytijtése korantsem egyszert feladat, azonban a
Debreceni Egyetem Klinikai Kozpontja (DE KK) kiemelkedden alkalmas hely az UM

vizsgalatara mivel, az orszagban a betegek tilnyomo tobbsége itt keriil ellatdsra. A DE KK
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Szemklinika és Tanszékiink példas egyiittmikodésének koszonhetéen néhany év alatt sikertilt
azt a relevans tumor szdvet mintaszdmot elérni, amivel megkezdhettilk az LHRH receptor

statusz egyediilallo meghatarozasat.



3. Célkitiizés

Korabbi irodalmi adatok alapjan az uvedlis melanoma (UM) luteinizal6 hormon-

felszabaditd hormon receptor (LHRH-R) és luteinizald hormon-felszabadité hormon (LHRH)

expresszidja és lehetséges célzott terapias alkalmazasi lehetéségei nem voltak ismertek. igy

PhD értekezésem céljaul a kovetkezo célokat tiiztiik ki:

Az enukleécid soran eltavolitott human primer UM daganatos szévetmintak LHRH-R

¢s LHRH expresszidjanak megéllapitasat mRNS és fehérje szinten.

A betegek életkoranak, nemének, daganat szovettani tipusanak, megel6z6

kezelésének esetleges 0sszefiiggését a LHRH-R és LHRH expresszidjaval.

A miutéti szovetmintadk LHRH ligandkotési tulajdonsagainak meghatarozasat.

Olyan doxorubicin (DOX) rezisztens in vitro modell 1étrehozasat, amely alkalmas a
célzott terapiara fejlesztett citotoxikus LHRH analdg (AN-152) sejtszintii hatdsainak

vizsgalatara.

A 1étrehozott DOX rezisztens sejtvonal LHRH-R exonspecifikus expresszidjanak

vizsgalatat mRNS és fehérje szinten.

A 1étrehozott DOX rezisztens €s szenzitiv human UM sejtvonalakon az AN-152

felvételének nyomon kovetését 24 oran keresztiil.

A 1étrehozott DOX rezisztens és szenzitiv human UM sejtvonalakon az AN-152
sejtproliferaciora gyakorolt hatasanak vizsgalatat kiilonb6z6 kezelési koncentraciok

mellett.



4. Anyagok és modszerek
Szovetmintak

A human UM szovetmintdk a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Szemklinikdjarol
szarmaztak. A 39 szovetminta a miitét idépontjaban 30-84 év kozotti betegektdl szarmazott.
A kontrollként hasznalt egészséges agyalapi mirigy eliilsé lebeny mintdkat a Debreceni
Egyetem Pathologia Intézetében gytijtottiikk. A sebészi eltavolitast kovetden a szovetminta
egy részet hasznaltuk fel, amit azonnal folyékony nitrogénben széllitottunk az intézetiinkbe
ahol -70°C-on taroltunk a tovabbi felhasznalasig. Az dsszes szovetminta esetén a diagnozis
hisztopatologiai vizsgalatokkal is meg lett erdsitve. A mintagylijtést megel6zden a
Debreceni Egyetem etikai bizottsaga engedélyezte a mintagytijtést és azok felhasznélasat a
vizsgalatainkhoz. A betegek minden esetben megfeleld tajékoztatast kaptak és beleegyeztek

a mintagyljtésbe és azok vizsgalataba.

Szovetmintak RNS izolaldsa, reverz transzKripcidja és reverz transzkripciot koveto

polimeraz lancreakciéja (RT-PCR)

A teljes RNS mennyiség a felhasznalasi utasitasok szerint az AllPrep DNA/RNA/protein
Mini kit (Qiuagen, Germany) segitségével keriilt izolalasra. Minden mintabol 250 ng RNS
kertilt atirasra a QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen, Germany) segitségével 20
ul végtérfogatban. Két sajat tervezésii primer part hasznaltunk a vizsgélat ezen részében I-
es tipusi LHRH-R detektdlasara (szensz: 5’-GGTGGCATCAAGCATTTTAT-3’,
antiszensz: 5—- ACATAGTAGGGAGTCCAGCAGACA-3’), és az LHRH ligand
meghatarozasara (szensz: 5’-GGCCTTATTCTACTGACTTGG-3’, antiszensz: 5’-
TCTTCTGCCCAGTTTCCTCT-3"). A RNS integritasdnak ellendrzésére a [ aktin
haztartasi geén expresszioja kertilt felhasznalasra (szensz: 5’-
GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3’, antiszensz 5’-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3’).
Minden egyes PCR reakcio soran 1 pl cDNS keriilt amplifikalasra 25 pl-es végtérfogatban
ami 1,5 mM MgCl,-ot tartalmazott, 1x PCR puffert (Fermentas GmbH, Germany) 0,3 nM
minden egyes dezoxinukleotidbol (Promega, USA), és 1 egység TrueStart HotStart DNS
polymerazt (Fermentas, USA) és 0,25 uM-t minden primerbdl. A PCR ciklus soran 3 perc
95 °C-on torténd denaturalast kovetden 40 cikluson keresztiil a kovetkezd 1épések zajlottak:
95 °C 45 masodperc, 59 °C 30 mésodperc, 72 °C 1,5 perc, majd a ciklusokat kdvetéen 72
°C 10 perc inkubdléssal fejeztiik be a reakciot. Minden mintdbol 10 pl cDNS keriilt



felhasznalasra a 1,5%-os agaroz gélelektroforézishez, amit GelRed (Biotium, USA) DNS
festékkel tettiink lathatova UV fényben az AlphaDigidoc gél dokumentacids rendszer
(Alpha Innotech, USA) segitségével.

Sejtvonalak RNS izolalasa, reverz transzkripcidja és reverz transzkripciot kovetd

polimeraz lancreakciéja (RT-PCR)

A teljes RNS TRI Reagenssel (Molecular Reserch Center, USA) keriilt izolalasra. 30 mg
human hypophysis (ami pozitiv kontrollként keriilt felhasznalasra) vagy 107 OCM3 és
OCM3pox3a20 keriilt inkubalasra 500 pl TRI Reagenssel 5 percen keresztiil
szobahdmérsékleten, ezutan 100 pl kloroformal kevertiik 6ssze alaposan. Ezt kovetden
12000 g-n 15 percig valasztottuk el a nem elegyedd fazisokat egymastol 4°C-on. A fels6
fazist Uj steril gylijtécsdbe tettiik és 250 pl izopropil alkohollal 15 percig inkubaltuk és
12000 g-n 10 percig centrifugaltuk 4 °C-on mig RNS pelletet kaptunk. A pelletet kétszer
mostuk 500 ul 75%-0s alkohollal, majd teljes szaradasat kovetden 40 ul RNaz mentes
vizben oldottuk fel.

Minden mintabol 500 ng RNS keriilt atirasra Tetro cDNS Synthesis kit (Bioline, USA)
segitségével 20 pul végtérfogatban. A kovetkezO primerparokat hasznaltuk az LHRH-R
exonspecifikus PCR meghatarozasahoz: LHRH-R-1: szensz 5°-GCT TGA AGC TCT GTC
CTG GG-3’; antiszensz, 5°’-CAG GCT GAT CAC CAC CAT CAT-3’; LHRH-R-2: szensz
5’-AGT CCA ATG GTA TGC TGG AGA-3’; antiszensz 5’-ACC CGT GTC AGG GTG
AAG AT-3’; és LHRH-R-3: szensz 5’-TCA TGC TGA TCT GCA ATG CAA-3’;
antiszensz 5°-AAT TGA GGC TCT GAA GAC TGA GT-3’. A PCR reakci6 soran 1 pl
cDNS keriilt atirasra 25 pl végtérfogatban, ami 12,5 ul MyTaq HS Mix (Bioline, USA), 9
ul vizet és 0,25uM primert tartalmazott. A PCR reakcio soran 1 perc 95 °C-0s denaturaléast
kovetden 40 cikluson keresztiil 95 °C 15 perc, 60 °C 30 masodperc ¢s 72 °C 10 masodperc
periddusok ismétlddtek, ezt kovetden 2 perc 72 °C-os inkubalassal allitottuk le a reakciot.

Az PCR termék meghatarozasa a korabbival azonos mddon tortént.

Membranpreparatum és radioligand kotési vizsgalat

A kiolvasztott mintdk megtisztitisa utan 50 mM Tris-HCI pufferben (pH 7,4)
homogenizéljuk, protedz inhibitorok (0,25 mM Phenylmethylsulfonyl Fluorid, 0,4%
Aprotinin és 2 pg/ml pepstatin A) jelenlétében jégen. A homogenizatum 500 G-n 10 percig
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4 °C-on homogenizaltuk ¢és ezt kovetden reszuszpendaltuk friss pufferben. A végso pelletet
reszuszpendaltuk homogenizald pufferben és -80 °C-on taroltuk a vizsgélatig. A preparatum
assay kit (Bio-Rad, USA) segitségével. A radio joddal jelzett [D-Trp®]LHRH chloramie-T
modszer segitségével késziilt s a tisztitasat forditott fazist HPLC segitségével végeztiik.
Ligand kompeticids assay alapja a [*?°I][D-Trp®]LHRH radioligand specifikus kotédése a
membran frakcidhoz. 50-160 pg fehérje tartalm@t membran homogenizdtumok
duplikdtumokban vagy triplikitumokban keriiltek inkubalasra 60-80000 cpm [*2°I][D-
Trpé]LHRH és novekvé koncentracioji (10712-10° M) nem radioaktiv peptiddel, mint
kompetitorral 150 pl Ossztérfogatt kotési pufferben. Az inkubacido végén, szilanizalt
polipropilén mikrocentrifugacsében (Sigma-Aldrich GmbH, Germany) 125 pl
preparatumot transzferaltunk 1 ml jéghideg kotési puffer tetejére, ami 1,5% marha szérum
albumint tartalmazott (BSA). A csoveket ezt kovetéen 12000 g-n 3 percig 4 °C-on
centrifugaltuk, ezt kovetden a feliiliszot eltavolitottuk és a kialakult pellet aktivitasa kertilt
mérésre gamma szamlalo segitségével (Micromedic System, USA). 20-250 ug/cs6 fehérje
koncentraci6 tartomanyt hataroztunk meg elézetesen kisérletes titon, ami a lehetd legkisebb
mennyiség, ami még specifikus kdtéshez minimalisan sziikséges. Munkénk soran 40-180
ng membranfehérje koncentracid volt sziikséges a 150 pl inkubacids térfogatban a
megfeleld eredmény eléréséhez. A LIGAND-PC szamitogépes gorbe illesztési program
segitségével hataroztuk meg a receptor kotés tipusat, a disszocidcios konstans (Kq) és a
maximalis kotési kapacitas (Bmax) értékeit Scatchard szerint dbrdzolva. A radioligand kotési

vizsgalatok témavezetdm Prof. Dr. Halmos Gabor segitségével késziiltek.

Immunhisztokémia (IHC)

Formalinban fixalt paraffinba agyazott enukleaciobol szarmazo szovetmintak keriiltek
immunfestésre. Az antigén feltarast (pH 6,0) és endogén peroxiddz blokkolast kovetden a 3
um vastagsagu metszetek keriiltek inkubalasra az elsédleges LHRH-R antitesttel (NCL-
GnRHR A9E4; Novocastra Laboratories Ltd., UK) szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil.
Haromszori 5 perces foszfat puffer (PBS, pH 7,4) moséast kovetden a metszetek a
masodlagos antitesttel (anti-mouse IgG (Fab-2 kapcsolt tormaperoxidaz (HRP)) keriiltek
inkubalasra a gyarto utasitasai szerint EnVision+ HRP detection kit-el, amiben az amino-
ethyl-carbasol (AEC; red; Vector Labs, UK) szolgalt a peroxidaz szubsztratjaként. A piros

kromogén szubsztrat megfelelden kontrasztos képet adott a melaninban gazdag mintak
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barna hattere €s a pozitiv IHC elkiilonitéséhez. Az immunhisztokémia eredmények Prof.

Dr. Dezs6 Balazs segitségével késziiltek.

Statisztikai elemzés

A valtozok standard statisztikai elemzéssel kertiltek leirasra. A feltétlen valtozok kozotti
Osszefiiggések Fisher’s teszt segitségével, mig a folyamatos véaltozok és a bindris
eredmények kozott a logisztikus regresszidt amit hibahatdsban (OR) és 95% confidencia

intervallumban (CI) fejeztiink ki.

Sejtvonalak és sejttenyésztés

Az OCM3 human UM sejtvonalat a Debreceni Egyetem Biofizika Intézete biztositotta
szamunkra. A monolayerben nové OCM3 és OCM3poxa2o Sejtek RPMI-1640 sejttenyésztd
tapfolyadékban néttek (Biosera, USA) 10v/v% hdéinaktivalt fetal bovine serum (Biosera,
USA) és 100 U/ml és 100 ug/ml penicillin-sztreptomicin (Biological Industries, Izrael)
jelenlétében. A sejtek 25, 75 vagy 150 cm?-es letapadd, sziirés kupakkal ellatott flaskdban
néttek (SPL, Korea). A sejteket standard koriilmények kozott tartottuk 95 % paratartalom,
5 % CO2 mellett 37 °C-on.

Doxorubicin rezisztens OCM3 sejtvonal fejlesztése

A rezisztencia kialakitdsahoz doxorubicin 2 mg/ml-es injekcido (TEVA, Izrael) kertlt
rezisztenssé. Kezdetben 10 nM DOX jelenlétében vartuk meg, mig a sejtek 90%
konfluenciat érnek el, ha ez megtortént, akkor duplaztuk a dozist egészen addig, mig 320
nM-os DOX koncentracio mellett is stabilan néttek a sejtek. A rezisztenssé valt sejtvonalat
OCM3poxs20-nak neveztiik el. Minden kisérlet eldtt a sejteket legalabb 2 napig tartottuk

DOX mentes médiumban.
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Immuncitokémia

Az OCM3 és OCM3poxa2o sejteket fedélemezen novesztettik 12 well plate-en (SPL,
Korea). A sejtek konfluens novekedését kovetéen PBS mosast kovetéen 4%
paraformadehiddel fixaltuk 30 percig 4 °C-on. Harom PBS mosast kdvetden a sejteket 0,1%
Triton-X-100-PBS oldattal permeabilizaltuk 10 percig, harom mosast kvetden 10% BSA
oldattal 1 6ran keresztiil blokkoltuk az aspecifikus kotShelyeket. Egy éjszakéan keresztiil
inkubaltuk a mintakat 4 °C-on anti-LHRH-R (GnRHR FL-328, Santa Cruz, USA)
elsddleges antitesttel. Ezt kovetden 1 oran keresztiil FITC (fluorescein isothiocyanat) jelzett
goat anti-rabbit (sc-2012, Santa Cruz, USA) masodlagos antitesttel inkubaltuk.
Autofluoreszcencia kontrollként azonos proceduraval keriiltek a mintdk kezelésre, de
semmilyen antitesttel nem lettek kezelve, mig a negativ kontroll esetén csak az elsddleges
antitest maradt ki a jelolésbdl mutatva a masodlagos antitest esetleges aspecifikus
kotodésének mértékét. Haromszori PBS mosast kovetéen ProLong® Diamond
AntifadeMountant with DAPI (Molecular probes, USA) segitségével fedtiik a mintakat. A
fluoreszcens képeket Olympus IX71 kamera segitségével készitettik (Olympus
Corporation; Tokyo, Japan).

Sejt életképességi vizsgalatok és statisztikai elemzés

A DOX és AN-152 OCM3 és OCM3poxso sejtek életképességre gyakorolt hatasat
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma-Aldrich, USA) segitségével vizsgaltuk
standard MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) protokoll
szerint. A wellenként 10* sejtet tenyésztettiink 96 well plate-en (SPL, Korea) a kihelyezést
kovetden 24 oraval 40 nM, 320 nM, 1 puM, 2,5 uM és 5 uM DOX és AN-152 100 pl
Ossztérfogatban a megfeleld kezelések szerint. Ezt kdvetden 72 o6ran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk a sejteket. A kisérleteket hat parhuzamos méréssel végeztiik €s ezeket négy
alkalommal ismételtiik. A kezelést kdvetden eltavolitottuk a tapfolyadékot a sejtekrdl és
°C-on 2 orén keresztiil inkubaltuk a sejteket. Ezt kovetéen az MTT oldatot 100 ul
szolubilizal6 oldattal helyettesitettiik (izopropil alkohol-HCI), egy 6ras szobahén torténd
fényt6l védett inkubalas utan az oldat optikai tulajdonsagait 570 nm-en FLUOstart optima
plate reader (BGM Labtech, Németorszag) segitségével regisztraltuk. A kezeléshez hasznalt

AN-152 vegyiiletet Andrew V. Schally laboratoriuma szintetizalta és bocsatotta
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rendelkezésiinkre kisérleteinkhez. Az eredményeket statisztikailag a GraphPad Prism 7.
segitségével elemeztik 1-way ANOVA utin Tukey’s teszttel hasonlitottuk Ossze a

csoportokat.

Konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkopos vizsgalatok

10* OCM3 és OCM3poxazo keriilt kiiiltetésre 1 p-Slide 8 well ibiTreat mikroszkop
kamraban (Ibidi, Németorszag). Huszonnégy oraval késobb a sejteket 5 uM DOX vagy AN-
152 kezelésben részestiltek 0,5, 1, 6 és 24 o6ra iddintervallumban. A mikroszkdpos
vizsgalatokat megeldzden a sejteket haromszor mostuk PBS segitségével. A konfokalis
mikoroszkoppal végzett vizsgalatok Olympus FluoView 1000 mikroszkoppal (Olympus,
Japan) végeztiik. A DOX és az AN-152 autofluoreszcencidjat 543 nm hullamhosszusagon
meértiik argon ion lézer gerjesztése segitségével. A DOX fluoreszcens emisszidjat 603 nm-
es hullamhosszusagon detektaltuk. A felvételeket szekvencidlis moddban készitettiik
megeldzve a csatornak kozotti zavarast, a képek 1 um vastagsagu optikai szeletnek felelnek
meg 512x512 pixel felbontassal 60x UPLSAPO olaj immerzids objektiv (NA 1,35)

segitségével.
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5. Eredmények

Az UM szovetmintak 1-es tipusu LHRH-R expresszioja

MRNS vizsgalatok PCR moédszerrel

Az UM szovetmintak koziil 11 epitheloid, 21 orsosejtes és 7 kevert sejttipusba tartozott. A
tumorok vastagsaga 6-12,9 mm, mig bazalis atmérdje 9-19 mm kozott valtozott az ultrahangos
meghatarozas alapjan. Ha a tumor vastagsaga meghaladta a 8 mm-t és/vagy a legnagyobb
atmérdje 13 mm-nél tobb volt, akkor a szem enukledciora keriilt mindenféle elézetes kezelés
nélkiil. A szemet akkor is enuklealtak, amikor ugyan a tumor az el6z0 kritériumoknal kisebbnek
bizonyult, de annak ellenére is hatarozottan ndvekedett, hogy korabban transzpupilldris
héterapia és/vagy %Ruténium plakk brachyterapia keriilt alkalmazasra. A szovetmintak
vizsgalata soran olyan primert terveztiink, amely az LHRH-R splice varidnsok koziil
specifikusan csak a teljes hosszusagu receptor mRNS sokszorositasara alkalmas, viszont a
csonka receptorok esetén nem ad jelet. Az altalunk tervezett LHRH-R primerpar a 2-es és 3-as
exonon ativeld6 moédon képes atirni a PCR terméket, igy ezaltal éppen az ismert, nem teljes
hosszlisagu receptor variansok hidnyzo6 szakaszai keriilnek atirasra. Az 1-es tipust LHRH-R-
ol 4tir6dé PCR termék vart hossza 241 bp volt. Az altalunk vizsgalt szovetmintdk 46%-a
bizonyult LHRH-R pozitivnak. Az epitheloid szdvettani tipusba tartozo UM mintak esetén 11
mintabdl 6 esetben (55%) volt a receptor pozitiv, mig az orsdsejtes melanoma 21 mintabol 10
esetben (48%) bizonyult LHRH-R pozitivnak. A kevert szdvettani tipusba tartozo mintak
(amelyek mind a két sejttipust tartalmazta kozel azonos aranyban) 7 mintabol 2 minta (29%)

fejezte ki az LHRH-R-t.

Receptor fehérje vizsgalatok IHC segitségévrel

A teljes hosszusagh LHRH-R jelenléte immunhisztokémia segitségével is meg lett erdsitve,
ezek az eredmények jol egybevagtak a RT-PCR eredményekkel. Az RT-PCR 4altal pozitivnak
talalt UM mintdk tobbsége az immunhisztokémiai vizsgéalatok sordn szintén pozitivitast

mutatott az LHRH-R-ra, ami piros granulumok formajaban jelent meg a metszeteken.

Ligand kotési vizsgalatok

A specifikus LHRH kotohelyek jelenlétét és azok [*2°I][D-Trp® JLHRH kéotésének jellemzojét

ligand kompeticids vizsgalat segitségével vizsgaltuk a human UM szdvetmintdkon. A vizsgalt
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10 szovetmintabol 7 mutatott LHRH kotd képességet. A leszoritasi vizsgalat alkalmazéasaval a
radiojelzett [D-Trp® JLHRH, a jelzetlen analdggal torténd leszoritdsa sordn az eredmények azt
mutattak, hogy jo illesztéssel egy tigynevezett egy kotohelyes modell all fenn, ami a nagy
affinitast LHRH-R-ok jelenlétét jelzi a nyers human UM szdvetmintakbol szarmazo
membranpreparatumokban. A szadmitogépes nemlinearis gorbeillesztés €s a Scatchard plot
analizis kotési adatai a 7 pozitiv tumor minta esetén azt jelezték, hogy az egyedi kdtdhelyek
disszociacios konstansanak kozépértéke (Kq) 3,69 nM (1,35-t61 6,36 nM-os tartomanyban), mig
a maximalis kotési kapacitds (Bmax) kozépértéke 384.5 fmol/mg membran fehérje (251,5-t61
511,6 fmol/mg fehérje tartomanyban). A receptor ligand kotés biokémiai paramétereinek
meghatarozisa alapvetd a specifikus ligandkotés azonositdsara. Ezek alapjan a [*2°I][D-Trp®
JLHRH kotése reverzibilis, id6fiiggd €s hdmérséklet fiiggd volt, valamint linearisan valtozott a
kompetitiv ligand kotési kisérletek igazoltdk, tobb hasonld és eltérd struktaraji peptid
felhasznalasaval.

A vizsgalt mintdkon az eredmények alapjan az LHRH-R mRNS expresszidja és a ligand kotési
vizsgalat pozitivitasa teljes mértékben egybevagott. Harom a tiz mintdbo6l nem mutatta az 1-es
pozitiv mintak specifikusan képesek voltak a jelzett ligand kotésére. A receptor expresszio,

ligandkotés €s a klinikopatologiai adatok kozott nem taldltunk szignifikans korrelaciot.

Az LHRH ligand mRNS expresszioja human UM esetén

A LHRH-R expresszion tal vizsgaltuk a LHRH ligand kifejez6dését a mintainkban. A UM
mintdk tobbsége 39 mintabol 27 estben (69%) mutatott LHRH ligand pozitivitast. A PCR
termék vart hossza 245 bp volt, ezt az epitheloid mintdk esetén 11 mintabol 8 esetben (73%),
az orsdsejtes mintak esetén 21 mintdbol 15 esetben (71%), a kevert sejtes mintak esetén a 7
mintabodl 4 esetben (57%) fejezddott ki. Tizenkét olyan tumor volt (31%), ahol a receptor és a
ligand is kifejezddott, 6 esetben csak az LRHR-R, mig 15 esetben csak az LHRH ligand keriilt
expressziora. A statisztikai elemzés eredményeként kimutathatd volt az 0sszefliggés a beteg
kora és az LHRH-R mRNS ¢és ligand egyiittes expresszidja kozott (p=0,0407): 10 év életkor
novekedés 87%-o0s esélyndvekedést jelentett az egylittes expresszidra (OR=1,867, 95% CI
1,027-t61 3,393-ig). Masrészt nem volt 0sszefiiggés a LHRH ligand és LHRH-R mRNS

expresszid a tumor tipus és a klinikai paraméterek kozott. Az UM betegek klinikopatologiai
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tulajdonsagai és a mRNS szintii eredmények az értekezés 1. tablazatdban keriilnek

Osszefoglalasra.

DOX rezisztens human UM sejtvonal létrehozasa

Az OCM3 huméan UM sejtvonal DOX rezisztens verzidjanak fejlesztése soran Iépésenként
stabil sejtproliferacidt. A kialakitott DOX rezisztens OCM3poxszo sejtek, hasonld morfologiat
¢és 0sztddo képességet mutattak, mint a vad tipusu sejtek. Az OCM3poxs2o Sejtek zavartalanul
képesek voltak osztédni 320 nM DOX jelenlétében ¢€s ezt a képességiiket szamos fagyasztas

utdn is megdrizték.

Az OCM3 és OCM3poxs2o sejtvonalak LHRH-R expressziojanak exonspecifikus
vizsgalata

Az LHRH-R expressziojanak vizsgalata céljabol olyan primerek keriiltek felhasznalasra,
amelyek alkalmasak voltak az LHRH-R egyes exonjainak kiilonallo vizsgalatara és azok teljes
hosszaban torténd atirasara. A vart PCR termék hossza az LHRH-R I-es exonja esetén 436 bp,
az LHRH-R ll-es exonja esetén 411 bp, az LHRH-R Ill-as exonja esetén 473 bp volt. Igy az
RT-PCR soran lehetdségiink adodott a teljes hosszlisagh és az alternativan expresszalodo
receptor mRNS-ek elkiilonitésére.

Az eredményeink alapjan mind a két sejtvonal féként az LHRH-R I-es exonjat expresszalta,
viszont a Il-es és IIl exon csak nagyon alacsony intenzitassal keriilt expressziora az
OCM3poxaz20 sejtvonal esetén. A csonka mRNS fehérje szintli jelenlétét immuncitokémiai
vizsgalattal ellendriztik mindkét sejtvonalon. Az LHRH-R izoforma fehérje szintii
expresszidjanak jelenléte az OCM3 és OCM3poxazo esetén is sikertilt igazolni. Az LHRH-R

fehérje izoforma els6sorban a citoplazmaban és a sejtmembranon volt megfigyelhetd.

Sejt proliferacios vizsgalat

Az OCM3 ¢s OCM3poxszo sejtek életképességét 72 oras kezelést kovetden MTT assay
5 uM) DOX ¢és AN-152 kezelés mellett. Az OCM3poxszo sejteken még 1 uM DOX jelenlétében
sem tapasztaltunk szignifikdns sejt pusztulast a kezeletlen kontrolhoz viszonyitva. Mivel az
OCM3 sejtek szignifikans mértékben pusztultak 1 uM DOX kezelés hatasara, igy az MTT

vizsgalat eredménye is megerdsitette az OCM3poxazo sejtek DOX rezisztenciajat. Az AN-152
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alacsonyabb koncentraciok mellett (40 nM, 320 nM) a sejtproliferaciot szignifikdns mértékben

volt képes novelni, 6sszehasonlitva az ekvimolaris d6zisi DOX kezeléssel, aminek nem volt

srer

cre

DOX és AN-152 kezelés esetén (1-5 uM) az OCM3 és OCM3poxs20 sejtvonalak kézott nem

mutatkozott szignifikans kiilonbség.

A DOX és AN-152 sejtszintii felvételének és eloszlasanak vizsgalata OCM3 és
OCM3pox320 esetén konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkop segitségével

A DOX expozicid hatdsira az OCM3 human UM sejtvonal esetén a DOX-hez kothetd
fluoreszcencia homogén eloszlasat tapasztalhattuk elsésorban a sejtmagban, minden egyes
vizsgalt idészegmensben. Ezzel Osszehasonlitva az AN-152-vel kezelt sejtek magasabb
jelintenzitast mutattak a citoplazmaban, valamint a mag és sejtmembranon, igazolva ezzel a
membran medialt felvételét. Ezzel szemben az OCM3poxa20 sejtvonal esetén a fluoreszcens jel
csak lassan kumulalddott a sejtmagban 0,5-1 dra iddintervallumban. A fluoreszcens szignal 6
¢s 24 o6ras idOperiodusban azonban leginkdbb a citoplazmaban helyezkedett el és csak
jelentdsen kisebb intenzitassal a sejtmagban. Osszehasonlitva az OCM3poxazo sejtek esetén az
AN-152 esetén egyik idOpillanatban sem volt tapasztalhatd jel halmozodas a sejtmagban.
Ugyanakkor erdsebb fluoreszcens szignal volt tapasztalhato a citoplazméban és citoplazmatikus
granulumokban, mutatva az AN-152 membranhoz kotédo felvételét 0,5 és 1 oOras kezelés
esetén. Az eredményeink alapjan mind a DOX érzékeny és DOX rezisztens sejtek sikeresen
képesek halmozni az AN-152-t, de a DOX rezisztens OCM3poxa2o sejtek esetén a DOX jel a

24 6ras kezelést kovetden jelentdsen csokken a sejtmagban.

16



6. Megbeszélés

A lehangol¢ statisztikai adatok alapjan az UM betegek 45%-a veszti €letét a metasztazisok
kovetkeztében, annak ellenére, hogy sokszor még azeldtt keriil felismerésre és kezelésre a
primer betegség, hogy barmilyen klinikai jele lenne a daganatos sejtek disszeminacidjanak. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy a betegség igen korai fazisdban jelen vannak olyan
mikrometasztazisok amelyek mar rejtve, évekkel a klinikailag leirhatd makrometasztazisok
elott jelen vannak a szervezetben. A kicsi és kozepes méretii UM-ak esetén, jelenleg a leginkabb
hatasosnak talalt kezelési modszer a kiilonb6z6 radioterapidk alkalmazasa, annak ellenére, hogy
jelenleg nem tisztazott ezek a kezelések milyen hatassal vannak a betegek tulélésére. Az UM
szisztémas kezelésének lehetdsége jelenleg nem megoldott. Szisztémas adjuvans terapiat
leginkabb azokban az esetekben alkalmaznak, amikor nagy esély mutatkozik a metasztazis
kialakulasara vagy esetleg mar ki is alakult, azonban a terapias valaszkészség nagyon alacsony
a klasszikus kemoterapiara. Annak ellenére, hogy a primer UM diagnosztikajaban ¢és
tekintetében nem tortént szdmottevd eldrelépés. Ezért is kiemelkedden fontos 1j terdpias
lehetdségek felderitése. Az LHRH receptor, mint lehetséges 1j molekularis target jelenlétét,
mar szamos raktipus esetében leirtdk és érdekes modon nem csak a reproduktiv szervekhez
kothetd daganatokban és sejtvonalakban. Az is igazoltnak tlinik, hogy a daganatos sejteken
kifejezodésre keriil6  LHRH-R eltérd szignalizaciés utakon fejti ki hatasat, mint a
hypophysisben talalhaté receptorok esetén. Ezek alapjan a tumorokban talalhato6 LHRH-R
leginkabb a mitogén szignallal, a novekedési faktor receptorokon és az ahhoz kapcsolodo
onkogéneken keresztiil fejti ki hatasat, a tirozin kindzok aktivitdsadn keresztiil. Az elmult
években igazoltak a cutan melanoma LHRH-R expressziojat is, valamint azt, hogy a bor
melanoma sejtek citotoxikus LHRH analoggal torténd kezelése soran szignifikans
sejtproliferacio gatlas érhetd el. Az UM ¢€s a bor melanoma embrioldgiai szempontbdl azonos
eredetli, igy érthetd, hogy néhany genetikai tulajdonsagukban hasonloak egyméshoz, ezért is
vizsgaltuk az UM esetén is az LHRH-R expresszigjat. A célzott daganatterapia egy igen modern
terapias megkdzelités, mivel az ezzel a szemlélettel késziilt gydgyszermolekuldk nagy
specificitassal képesek a daganatos sejtekbe juttatni a kivalasztott citosztatikus molekulat, igy
a nagyobb hatékonysag mellett kisebb toxikus hatdssal szamolhatunk. Ismert a daganatok,
intrinzik vagy szerzett rezisztencidja is az alkalmazott daganatterdpiaval szemben, ami hatalmas

kihivasok elé allitja a gyakorld szakembereket. Azonban szamos esetben a molekularisan
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célzott terapia alkalmazasa esetén a nagyobb szelektivitas kovetkeztében képesek lehetiink a
DOX rezisztencia nem jellemzd a betegek igen rovid talélése miatt, ugyanakkor a DOX
alkalmazasa mas szerekkel kombinacidban leginkabb csak probalkozas, mintsem evidenciakon
alapuldé hatékony terapia. Viszont a korabban alkalmazott citotoxikus terdpia jelentds
mértékben képes lehet befolydsolni a késdbbi célzott citotoxikus terapiakat is a rezisztencia
esetleges indukalasa révén. Vizsgalataink soran elséként ezért is tliztiik ki célul a human UM
szovetmintdak LHRH-R és LHRH ligand expresszidjanak vizsgalatait RT-PCR, radioligand
kompeticids vizsgalat és immunhisztokémia segitségével. Miutdn meghataroztuk az UM
szovetmintak LHRH-R expressziojanak alapvetd sajatossagait, egy olyan kisérletes modell
felallitasan dolgoztunk, amely in vitro korilmények kozott segit tanulmanyozni UM
immortalizalt sejtvonalakon a DOX érzékeny illetve DOX rezisztens sejtek esetén a DOX és az
AN-152 kezelés hatasara bekovetkezd sejtproliferacio valtozast. Mivel DOX rezisztens UM
sejtvonal nem all rendelkezésre, igy sajat fejlesztést kdvetden allitottunk el és teszteltiink
,vad” és DOX rezisztens sejtvonalat. Ezen sejtvonalak LHRH-R expressziojat exon specifikus
primerekkel mRNS szinten, ezt kovetéen pedig immuncitokémia segitségével fehérje szinten
is bizonyitottuk. A kisérleti modell sejtvonalakon a DOX és AN-152 felvételét és eloszlasat
konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal kovettiik nyomon. Az UM szdvetmintak vizsgalata
soran olyan primerpar hasznalata mellett dont6ttiink, amely az ismert LHRH-R variansok koziil
csak a teljes hosszlisagli receptor esetén ad jelet. Ezen dontésiinket az indokolta, hogy
szovetmintdk esetén csak a teljes hosszusdgt LHRH-R mRNS esetén lehettiink biztosak a
funkcidképes receptor jelenlétében, ugyan a legtobb publikacioban csupan LHRH-R I-es
exonjara specifikus primerek keriiltek felhasznalasra. Az immunhisztokémia soran hasznalt
monoklonalis elsddleges antitest pedig az 1-29 aminosavig képes felismerni az LHRH-R-t. A
vizsgalataink alapjan az UM szovetmintak 47%-a expresszalta a teljes hosszusagih LHRH-R-t.
A ligand kompeticios vizsgalatok soran 10 darab human UM szdvetmintabdl készitettiink
membranpreparatumot és vizsgaltuk a [*21][D-Trp® JLHRH kotési sajatossagait. Az UM
mintak 70%-a mutatott specifikus kotést a jelzett ligand irant, a Kq kdzépértéke 3,69 nM mig a
Bmax-¢ 384,5 fmol/mg membran fehérje volt. Fontos megemliteni, hogy az dsszes ligand kotési
vizsgalattal pozitiv minta esetén a receptor kifejez6dését gén szinten is sikeriilt minden esetben
igazolni. A receptor fehérje jelenlétét szintén sikeriilt a vizsgalt mintdkon immunhisztokémia
segitségével is megerdsiteni. Ahhoz, hogy jobban megismerjiik az LHRH-R ¢és splice

vizsgaltuk a DOX ¢s az AN-152 felvételét. Kordbban az LHRH-R splice varidnsok szerepét
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nem vizsgaltadk UM esetén. Ezért munkédnk sordn az OCM3 ¢és az altalunk fejlesztett
OCM3pox320 human UM sejtvonalon mRNS szinten igazoltuk receptor splice variansok
jelenlétét. Az ezekrol atirddo izoform fehérjék jelenlétet immuncitokémia segitségével keriilt
leirasra. Az AN-152 hatasédnak alaposabb megértése érdekében az OCM3 és OCM3pox3z2o
sejtvonalakon vizsgaltuk a DOX és AN-152 sejtproliferaciora gyakorolt hatasat és azok sejten
beliili eloszlasat. A DOX ¢és AN-152 hatasara az MTT vizsgélat alapjan a mikromolos
koncentraciotartomanyban szignifikansan csokkent az OCM3 és OCM3poxs2o Sejtvonalak
¢letképessége. A DOX rezisztens UM sejtvonal esetén a DOX ¢és az AN-152 hasonldan
befolyasolta a sejtosztodast. Ugyanakkor az in vivo eredmények esetén jelentds kiilonbségek is
varhatoak (131). A jelenlegi vizsgalat alapjan 40 nM-os koncentracioban az AN-152 novelte a
sejtproliferaciot 6sszehasonlitva az ekvimolaris DOX kezeléssel. A OCM3pox3z2o sejvonal altal
szerzett rezisztencia a DOX és az AN-152 hatékonysagat is képes volt csokkenteni. Az alacsony
kezelési koncentraciok mellett valoszintileg az AN-152 hormonalis tulajdonsaga keriil el6térbe,
amivel fokozni volt képes a sejtek 0sztodo képességét. Ugyanakkor azonos koncentracidban a
DOX-nek nem mutatkozott citotoxikus hatdsa. Ez a jelenség leginkabb az LHRH-R izoform
fehérjén keresztiili sejtosztodast fokozd szignalizacidval magyardzhatd. Az AN-152 erds
receptor kotési tulajdonsagai révén lehetséges a nanomolaris koncentraciok esetén is a
receptoron keresztiili szignalizacid aktivalasa, ugyanakkor ebben a koncentraciéban a DOX
hatastalan, mint citotoxikus szer. Ez a jelenség jol mutatja a szuperaktiv citotoxikus LHRH
analogok jelentdségét, mint amilyen az AN-207, amelyeknek mar nanomolos koncentracidban
is jelentds citotoxikus hatasuk van. Az AN-207 szerkezeti szempontbol azonos az AN-152-vel
de az AN-207 esetén a 2-pyrrolino-DOX felel a citotoxikus hatasért a DOX helyett, ami igy
még DOX rezisztens daganatok esetekben is képes kifejteni antineoplasztikus hatast (140). A
2-pyrrolino-DOX 500-1000x hatékonyabb, mint a DOX, és nincs a két molekula kozott
keresztrezisztencia. A jelenlegi adatok alapjan a kialakuld6 DOX rezisztencia jelentdsen képes
csokkenteni az AN-152 hat¢konysagat is. A konfokalis lézer pasztazd mikroszkopos
vizsgalatok alapjan lathatd volt az AN-152 lassabb receptor medialt felvétele, 6sszehasonlitva
a DOX gyors passziv diffuzioval torténd felvételével. Az OCM3poxa2o Sejtvonal szerzett
rezisztencidja mogott olyan aktiv mechanizmusok allhatnak (pl.: LRP), amelyek segitenek a
DOX sejten beliili lokalizacidjanak megvaltoztatasara, igy elkeriilve a DOX sejtmagban torténd
halmozodasat. Azonban a felvételeink alapjan ezek a folyamatok nem befolyasoltak az AN-152
felvételét. Az OCM3poxazo sejtekben DOX kezelés esetén jol megfigyelhetd volt a sejtmagok
DOX szignaljanak gyengiilése, kiilondsen a 24 oras kezelést kovetd felvételeken. Az AN-152

fokozatos felvételének kdszonhetden a rezisztens sejtek esetén az AN-152 kezelés hatasara
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egyik iddpillanatban sem volt tapasztalhat6 DOX halmozdédas a sejtmagokban. Viszont
hatarozottabb fluoreszcens szignal halmozodas volt megfigyelhetd a citoplazmaban és a
citoplazmaban kialakuld granulumokban (0,5 és 1 6ras felvételek), ami elsésorban az AN-152
membran kapcsolt felvételével magyarazhatd. Az AN-152, [D-Lys®] LHRH hordozo peptidre
¢s DOX-ra valé hasadasanak a fél¢letideje human szérumban megkozelitdleg 2 ora. A
vizsgalataink alapjan az AN-152 felezési ideje hasonld érték lehet, mivel a 6 és 24 oOrés
fluoreszcens képek hasonloak voltak, fiiggetlenil a DOX vagy AN-152 kezeléstol. Ez
leginkabb abbol adodhat, hogy a kezelés 6. 6rajaban az AN-152 molekulak tobbségébdl a DOX
szabadda valt. Az eredményeink alapjan a DOX érzékeny és rezisztens sejtek is sikeresen
halmozzak a célzott terapias szert, azonban a DOX az LHRH hordoz¢jardl valo lehasadédsa utan
a 24 oras kezelést kovetd fluoreszcens kép alapjan a DOX nem jut be nagy mennyiségben a
rezisztens sejtek sejtmagjaba. A gyorsan terapia rezisztenssé valo sejtek jelentdségét nem lehet
elhanyagolni a daganatok kezelésében. A citotoxikus terapidval szemben kialakul rezisztencia
¢s a gyakori attétképzés sok esetben lehetetlenné teszi szdmos daganat sikeres kezelését. UM
esetén a betegek felében kialakul metasztazis, fiiggetleniil a primer daganat sikeres sebészi vagy
radioterapidjatol. Ugyanakkor jelenleg nincs olyan szisztémas terapids lehetdség, ami képes
lenne javitani az UM betegek talélését. UM esetén az LHRH-R magas expresszioja azt sugallja,
hogy ez a rak tipus alkalmas célpontja lehet a célzott citotoxikus LHRH alapu terapidknak,
példaul az AN-152 alkalmazasaval. Az AN-152 ezidaig tobb klinikai vizsgalat ala esett, ahol
elényos antiproliferativ tulajdonsdga igazoldodott, akar terapia rezisztens tumorok esetén is.
Tobbek kozott az altalunk is hasznalt LHRH peptid hordozobdl és a hozzé kapcsolt citotoxikus
molekulabol alld6 konjugatumok hatékonyabbnak és kevésbé toxikusnak bizonyultak a
konvencionalis szisztémas terapiaknal. Hasznalatuk soran leginkabb jelentkezé mellékhatés a
mieloszupresszid, ami leginkabb a citotoxikus molekula hordozordl torténd aspecifikus
lehasadasaval magyarazhato.

Vizsgalataink alapjan az LHRH ligand és a LHRH-R gyakori egyiittes expresszidja (31%)
valamilyen LHRH alapt autokrin/parakrin szabalyozasi titvonal meglétét feltételezi UM esetén.
Ezt erdsiti meg az a megfigyelésiink is, hogy a sejtéletképességi vizsgalatok soran az AN-152
proliferacidval és motilitassal kapcsolatos szabalyozé fehérje hozhato dsszefiiggésbe az LHRH
ligand és az LHRH-R rendszerével, feltételezve ezzel ennek a hormonalis utvonalnak a
fontossagat a metasztazisok képzésében. Munkank soran elsOként igazoltuk az LHRH és
receptoranak expressziojat human UM szovetmintdk esetén. Az UM esetén az LHRH és

receptorainak altalunk talalt magas expresszidja €s annak szerepe jelenleg még nem teljesen
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tisztazott. Tovabba eldszor irtuk le olyan slice varians LHRH-R jelenlétét human UM sejtvonal
esetén, amiben a teljes I1I-as exon hianyzik. Sikeresen felallitottunk egy olyan in vitro kisérletes
modellt, ami egyszerre alkalmas a csonka LHRH receptor fehérjén keresztiili célzott terapia
megvalodsitasara és tanulmanyozasara, valamint az altalunk kialakitott DOX rezisztencia esetén
a citotoxikus LHRH analdog AN-152, sejten beliili eloszlasanak vizsgalatara. Az LHRH splice
variansok ¢és fehérje izoformdk patologiai és terapids szerepe jelenleg még nem kellden
tisztazott. Emellett egyeldre csak korlatozott mennyiségli informécio all rendelkezésre a fehérje
izoformakon keresztiili célzott terdpia lehetdségérdl. Eredményeink felvetik az LHRH-R
izoformak, mint daganatterapias molekularis célpontok alkalmazasat az olyan molekulak
szamara, mint az AN-152. Véleményiink szerint ez a célzott terapias modell mindenképp
elényds, €s tovabbgondolasra érdemes teriiletnek bizonyul. Vizsgalatunk fontos tanulsaga az
is, hogy a célzott terapiat megel6zd esetleges DOX kezelés jelentds mértékben képes rontani
az AN-152 hatékonysagat UM esetén. Ugyan az AN-152 vizsgalataink alapjan halmozodni tud
a DOX rezisztens sejtekben is (ami bizonyos esetekben a rezisztencia teljes kikeriilésével is
jarhat) a LHRH hordoz6rél lehasadé DOX mar hatastalanitasra keriil a rezisztencia altal. Az
LHRH-R terapias célpontként torténd felhasznalasa esetén a receptor medialt felvétel és az AN-
152 elhuz6do hasitdsa kevésbé provokalja 10j, a citotoxikus szerrel szembeni rezisztencia
kialakulasat. A kialakul6 rezisztencia ugyanis a gyakorlatban a meghitusult antraciklin terapia
legfébb oka.

A jelenlegi nem kell6képpen specifikus terapiakkal szemben, munkank eredményei segithetnek
olyan 10j és specifikus molekuldris célpontok azonositasdban az UM esetén, amelyek
alkalmasak lehetnek egy modern, hatékony célzott kezelés kialakitasara nem csak az AN-152,
hanem mas hasonld citotoxikus LHRH analdg segitségével is. Az ilyen terapidk hatassal
lehetnek az UM elszort metasztazisaira is. Uj lehetséges molekuléris célpontként nem csak a
teljes hosszusdgi LHRH-R-t, hanem annak Aaltalunk leirt és vizsgalt varidnsait is

felhasznalhatjuk a jovOben.

Ertekezésben elért 1j eredmények réviden:
e Elsoként irtuk le, hogy a teljes hosszusagh LHRH-R-1 a szdvetmintak 46%-ban
expresszalodott, mig az LHRH a szovetmintak 69%-ban
e A rreceptort fehérje szintii jelenlétét is igazoltuk

e Sikeresen kialakitottunk egy DOX rezisztens UM in vitro sejtes modellt
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e A in vitro sejtes modellen mRNS ¢és fehérje szinten leirtuk egy 0j LHRH splice
varians/izoforma jelenlétét
e [gazoltuk az jonnan leirt LHRH-R izoforma alkalmassagat az AN-152 felvételére

Leirtuk a DOX és AN-152 sejtproliferaciora gyakorolt hatasat DOX érzékeny és
rezisztens sejteken
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7. Osszefoglalé

Az elmult évtizedekben az uvealis melanomas (UM) betegek atlagos tulélése az alkalmazott
terapiak ellenére semmit sem valtozott. Metasztazis esetén a betegek atlagos tulélése nem éri el
az egy €évet sem, raadasul a primer tumor kezelésétdl fiiggetleniil az esetek tobb mint felében
kialakul attét. A borzaszto statisztikak hatterében leginkabb az UM sejtek szervezeten beliili
gyors szorddasa és a hagyomanyos kemoterapiara valo érzéketlensége allhat. Az LHRH
(luteinizing hormone-releasing hormone) citotoxikus peptid analdgjai szamos esetben
hatékonynak bizonyultak nemi hormon fiiggd daganatokban, mint az endometrium, petefészek
¢és prosztata daganatok, de a nemi hormonokt6l nem fiiggd daganatok esetén (mint a human
UM) ismereteink meglehetdsen korlatosak.

Vizsgalataink célja az volt, hogy kideritsiik a célzott terapiara alkalmas LHRH receptor és
ligand kifejezddését human UM esetén, valamint egy olyan modell felallitdsa, amely alkalmas
a DOX-nal konjugalt citotoxikus LHRH analdég (AN-152, AEZS-108, zoptarelin doxorubicin)
sejtszintli felvételének vizsgalatara doxorubicin (DOX) rezisztens esetben is.

39 human uvedlis melanoma szdvetminta esetén keriilt meghatarozasra a teljes hosszusagu
LHRH receptor és az LHRH ligand expresszidja RT-PCR segitségével. Radioligand kotési
vizsgalattal hataroztuk meg 10 minta esetében a specifikus ligandkotés tulajdonsagait. Az
LHRH receptor fehérje a szovetmintdk esetén immunhisztokémia segitségével is igazolasra
keriilt. A DOX rezisztens UM sejtes modell kialakitdsdhoz 1épésenként ndvekvéd DOX
koncentraci6é mellett novesztettink OCM3 humén UM sejteket. A DOX érzékeny (OCM3) és
rezisztens (OCM3poxsz0) sejtek LHRH receptor expressziojat exononként RT-PCR
segitségével, mig fehérje szinten immuncitokémiaval vizsgaltuk. A sejtekben a DOX és AN-
152 felvételét konfokalis 1ézer péasztazd mikroszkoppal tettiik 1éthatova. MTT vizsgalat
segitségével hasonlitottuk 6ssze a DOX és AN-152 sejtproliferaciora gyakorolt hatasat mindkeét
sejtvonalon.

Az 1-es tipusi LHRH receptor magas szézalékban (46%) kifejezddik az altalunk vizsgalt
szovetmintak esetén, mig a LHRH ligand a mintadk 69%-ban mutatott expresszidt. Tizbol 7
esetben a mintak erds ligand kotési affinitast mutattak a ligandkompeticios vizsgalatokban. Az
immunhisztokémia szintén megerdsitette a LHRH receptor jelenlétét a szovetmintak esetén.
Sikeresen kialakitottunk egy stabilan nové DOX rezisztens humédn UM sejtvonalat. A
vizsgalataink alapjan az OCM3 és az OCM3poxazo Sejtvonalak is kifejeznek LHRH receptor
splice varianst és sikeresen igazoltuk az AN-152 LHRH receptor izoformain keresztiili
felvételét a fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokkal. Az AN-152 hatékonyan képes volt
dozisfliggd modon gatolni a sejtproliferaciot mindkét sejtvonalban.

Eredményeink alapjan az LHRH receptor és annak izoformai alkalmas molekularis célpontjai
lehetnek egy modern, hatékony, célzott terapianak UM és annak metasztazisai esetén.
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