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1. Bevezetés

A sziiletéskor varhatd élettartam folyamatos emelkedést mutat a vildg minden
¢s mortalitassal birtak. Hazankban a Ko6zponti Statisztikai Hivatal adatai szerint 2019-ben
129 603 halalesetb6l 32 012 esetben rosszindulati daganat volt a halal oka [1]. Ezzel
Eurépaban a standardizalt mérdszamokkal is a sereghajtok kozott vagyunk. Az
orvostudomany azonban az elmult években rohamos fejlodést diktal és a daganatos
megbetegedések egyre jobb felderitésével, korszeribb diagnosztikaval ¢és részletesebb
hatasmechanizmus ismerettel parhuzamosan novekszik a terapias lehetdségek szdma, amivel a
ma még felderithetetlen ¢és gydgyithatatlan rosszindulati daganatok szama szamottevo

mértékben csokkenhet.

A kezdeti megoldasként egyediil alkalmazott sebészi kimetszést fokozatosan
kiegészitette a radioterapia. Azonban egyre tobb daganattipusndl volt megfigyelhetd, hogy
nem egy pontban indul meg a sejtburjanzas, hanem a szervezetben elszortan, attétet képezve
hatalmasodik el a malignus betegség. Ez hivta életre a harmadik alappillérnek szamito, az
Osszetett gydgyszeres kezelést biztositd, komplex onkoterapiat. A mai kezelési lehetdségek
koziil az onkoterapidban a célzott daganatterapiahoz fliz6dik az egyik legnagyobb remény.
Paul Ehrlich magic bullet elve alapjan tobbek kozott peptidhormon analdgokhoz is lehet6ség
van citotoxikus anyagok vagy radiofarmakonok hozzakapcsoldsara, amelyek elszallitjak a
célsejtekhez a konjugatumokat az eredeti receptorkotddési tulajdonsag elvesztése nélkiil.
Ennek elvi alapja az, hogy a daganatos sejtek felszinén receptor fokozott expresszio
figyelhetd meg a normal sejtekhez képest. Ezt kihaszndlva bizonyos peptidek és analogjai
felhasznalhatoak célzott terapias hatéanyag vagy diagnosztikai molekula hordozdjaként. Ezzel
a megoldassal szamottevéen novelhetd a farmakon szelektivitisa, mikozben csokken a
periférias mellékhatasok szdma. Mara mar j6 néhdny ezen a célzott terdpias elven miikodo
molekulat fejlesztettek ki, amivel hatékonyabb és célirdnyos terapiadt tudtak elérni ebben a
betegségcsoportban. Tobbek kozott elérhetdek, illetve fejlesztés alatt allnak nagy receptor
affinitassal bird szomatosztatin analogok, amelyekhez doxorubicint vagy szarmazékait
konjugaltdk. A citotoxikus 4gens molekularisan célzott felhasznaldsaval alacsonyabb
koncentraci6 is elegendd a kivant hatas eléréséhez, mindamellett, hogy csokkentheték a nem

kivant mellékhatasok.



Ennek az innovativ megoldasnak koszonhetden lehetéség nyilik olyan daganatok
szisztémads célzott terapids kezelésére, amelyeket korabban nem, vagy csak sebészi
eltavolitassal tudtak kezelni. Ilyen rosszindulatu, agressziv betegség az uvealis melanoma is,
valamint szamos lesujtd progndzissal bird gyermek onkologiai megbetegedés, amelyet

kutatocsoportunk is vizsgalt a célzott daganatterapia megvalosithatosaga érdekében.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Szomatosztatin

A szomatosztatint kezdetben hipotalamikus neurohormonként fedezték fel [2]. A
szomatosztatin egy széles korben elterjedt gatld peptid hormon, mely a kozponti és a
periférias idegrendszerben egyarant megtalalhato és amely részt vesz a gasztro-, endokrin- és
immunfunkciokban. Megtalalhat6 az endokrin hasnyalmirigyben, a bélben, a pajzsmirigyben,
a mellékvesékben és a vesékben is [3-5]. A szomatosztatin elsdsorban a sejtproliferacio és a
hormonszekréci6 gatldja, endokrin, parakrin ¢és autokrin aktivitassal. Ezen bioaktiv
peptideknek két kiilonb6zo formdja van, amelyek emldsokben termelddnek. A
szomatosztatin-14 ciklikus peptid, amely 14 aminosavat tartalmaz, vagyis tetradekapeptid
hormon. Masik formaja a szomatosztatin-28, amely 28 aminosavbol all [3, 5-8]. A
szomatosztatin-receptorok (SSTR) membranhoz kotott G-fehérjék, amelyek a szomatosztatin
fiziologiai funkcidit kozvetitik a szervezetben [8]. A SSTR fokozott expresszidjat talaltak az
agyalapi mirigy adenomaiban és szamos human rosszindulatu daganatban, beleértve a tiido-,
eml6- és prosztatarakot, a vastagbélrakot, a glioblasztomat és az uvealis melanomat [6-14].
Ezidaig 6t SSTR altipust jellemeztek emberben (1, 2A, 2B, 3, 4 és 5), és ezek koziil az SSTR-
2-t ¢és az SSTR-5-6t vizsgaltak leginkabb human daganatos megbetegedésekben. Ezen
altipusok génjei kiillonboz6 kromoszomakon helyezkednek el [3, 15]: SSTR-1 gén helye
(14913), SSTR-2 (17924), SSTR-3 (22q13.1), SSTR-4 (20p11.2) és SSTR-5 (16p13.3). Az
SSTR-2 két izoformaban létezik, mely az SSTR-2A és SSTR-2B nevet viseli, amelyek
igazabol C-terminalis szekvencidjukban térnek el (1. abra). Egyarant kétédnek az SST-14-hez
¢s SST-28-hoz, de valamivel nagyobb affinitasuk van az SST-14-hez [16]. Az SSTR-2 a
leggyakrabban megfigyelhetd altipus, még akkor is, ha egy daganat tobb SSTR-t is
expresszal. Az emlitett SST bioldgiai hatasait specifikus G-fehérjéhez kapcsolt
plazmamembran receptorok kozvetitik, amelyek a gyomor-bél traktus, a periférias

idegrendszer és a kiilonféle erek specifikus célsejtjein expresszalddnak.
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1. abra: A szomatosztatin receptorcsalad [17]

Az SST farmakologiai hatasa ¢s a megfelel6 SSTR-k magas expresszioja kiilonféle
endokrin daganatokon az SST szintetikus stabil analdgjainak klinikai alkalmazéasédhoz
vezetett, példaul az akromegalia hormonalis kezeléséhez [5, 7, 9]. Az oktapeptid és
hexapeptid SST analogok szerkezeti hasonlosaga és reakcioképessége (kotési profil) alapjan a
receptorcsalad két alosztalyra oszthatd: az SSTR-2, -3, -5 reagal SST oktapeptid analdgokkal
¢és egy alcsoport tagja (SRIF; csoport, somatotropin release—inhibiting factor); az SSTR-1, -4
rosszul reagal ezekkel a vegyiiletekkel és egy masik alcsoportba tartozik (SRIF2 csoport) [5,
7, 9, 15-22]. Szamos adat azt mutatja, hogy az SRIF1 csoport receptorai kozvetitik a
szomatosztatin endokrin és antiproliferativ hatdsait. Tovabbd a SRIF, csoport valosziniileg
felelds a gyulladasgatlo és a nociceptiv hatasokért. Az oktapeptid analogok, mint példaul az
oktreotid (Sandostatin®), a szomatulin (Lanreotide®) és az oktasztatin (Vapreotide®) a

human terapiara fejlesztett és alkalmazott gyogyszerek, melyek magas affinitast mutatnak az



SSTR-2 és SSTR-5 irant, kozepes affinitast mutatnak az SSTR-3 és az SSTR- 4 és alacsony
kotési affinitas az SSTR-1-hez. Beszamoltak arrél, hogy az oktreotidnak van a legnagyobb
affinitdsa az SSTR-2 irant, majd hozzévetdlegesen hasonld az affinitdsa az SSTR-5-hoz és az
SSTR-3-hoz. Alacsonyabb kotési affinitast mutat azonban az SSTR-1-hez, és a legkisebbet az
SSTR-4-hez. A Lanreotide a legmagasabb affinitast mutatja az SSTR-2 irant, hasonléan az
SSTR-5-héz, és valamivel alacsonyabb kotési affinitast mutat az SSTR-3 és az SSTR-4-hez,
tovabba a legkisebb az affinitasa az SSTR-1-hez [17, 20-22]. Egy masik ujabb SST analog a
pasireotid (SOM 230) jé affinitassal rendelkezik az SSTR-1, SSTR-3 és SSTR-5 irant [8].
Ezenkiviil a szintetikus SST anal6gok mas hasznos és fontos klinikai alkalmazasokat is

kinalnak a radionuklidok hordozémolekuldjaként a tumor vizualizalasara, valamint az SSTR-

crer

|
Somatostatin-14 H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH

Somatostatin-28 Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Glu-Arg-Lys-

[ \
Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-OH

Octapeptide analogs

SMS-201-995 D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-ol
Sandostatin (Octreotride)

I
RC-160 D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Trp-NH,
Octastatin (Vapreotide)

I
RC-121 D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,
BIM 23014 D-Nal(2)-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,

Somatulin (Lanreotide)

2. abra: A szomatosztatin-14 és -28, valamint a szomatosztatin oktapeptid analogok

szerkezete [23]

A szomatosztatin részt vehet a tumor ndvekedésének szuppresszidjaban, mely tényt
megerdsiti az SST analogok alkalmazasa neuroendokrin daganatok kezelésében [5, 24, 25].
Korabbi in vitro és in vivo kisérleti vizsgalatok mar kimutattak a kiilonféle SST analogok és a
citotoxikus SST analég AN-162 gatlo hatasat tobbek kozott melldaganatban, tiidérakban,
glioblastomaban és vastagbélrakban, ami arra utal, hogy a modern, nagy affinitasu és célzott

terapiara fejlesztett citotoxikus SST analogok hatékonyan alkalmazhatok rosszindulat
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daganatokban szenvedé betegeknél [4, 5, 7, 25-30]. Az AN-162 masnevén az AEZS-124 egy
célzott citotoxikus analdgja a szomatosztatinnak, amelyben a hordoz6 molekulaként szolgald
octapeptid RC-121-hez egy glutarsavval van hozzéakapcsolva a citotoxikus doxorubicin (3.
abra).

| I
OMN H—D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,
0] 0O

3. abra: AN-162 (AEZS-124) szerkezete

Az SST és uvealis melanoma lehetséges fejlddéstani kapcsolatdnak eredményeként
bizonyos, még nem tisztazott dsszefliggés vagy kolcsonhatas allhat fenn kozottikk. Az uvealis
melanémak az uvealis melanocytakbol fejlédnek ki, amelyek neuroectodermalis- gerincveld
ideg eredetlieck [3-5]. Feltételezziik tehat, hogy ezek a daganatok SSTR-ket is
expresszalhatnak. Ezért megvizsgaltuk az SSTR expresszids mintazatdt uvealis
melanoméakban. A szemszovet és a neurohormonok kozotti kapcsolatot mar szamos
kevés informacio 4all rendelkezésre a human UM-ben. Ezért arra torekedtiink, hogy bovitsiik
kutatasainkat az SSTR-altipusok expressziojaval kapcsolatban a human UM-ben, annak
érdekében, hogy diagnosztikai és terapids célokra felderitsik a membran specifikus

receptorait, mint molekularis célpontokat.

Ezen tulmenden az SST-14 és a szomatosztatin receptorok magas expresszidjat a
gyermekkori neuroblastoma ¢és medulloblastoma mintdkban, valamint a szomatosztatin
receptor szcintigrafia és a radioreceptor-iranyitott miitét klinikai alkalmazhatosagat mar
leirtak [17, 20-22, 34]. A gyermekkori hematologiai és onkologiai betegségek jelentik a
balesetek utdn a gyermekkori haldlozas masodik leggyakoribb okat. Kdovetkezésképpen

stirgetd sziikség van Gjonnan kifejlesztett modszerekre e rendellenességek korai felismerésére



¢s ujszertt kezelési lehetdségeinek kidolgozasara. Noha az SST jelenlétét korabban
bizonyitottak egyes gyermekdaganatokban [35], csak nagyon korlatozott informacié all

ey

onkoldgiai rendellenességekben, beleértve a rosszindulatu €s joindulatu allapotokat is.

2.2. Uvealis melanoma

Az uvealis melanoma a leggyakoribb primer intraokularis malignus betegség
feln6tteknél [36]. Eves eléfordulasa 4-5 eset/millié [37]. Az intraokularis uvealis traktus az
iriszb6l, a choroidboél és a ciliaris testbdl all. Az uvealis melanoma a szem melandmainak
koriilbeliil 85%-at képviseli [36, 38]. A fennmaradd szem melanomak a kotéhartyabol (~5%)
vagy mas helyekbdl (~10%) szarmaznak [38]. Az uvealis melanoma ritka daganatnak szamit,
amely az USA-ban regisztralt melanoma-esetek 3-5%-at képviseli [37]. Az esetek kortilbeliil
85-90%-a érhartyat érinti, mig a fennmaradoak az iriszen vagy a ciliaris testen lokalizalodnak
[39-41]. A bor és az uvealis melanoma biologiailag megkiilonboztethetdk, és eléfordulasuk
tekintetében nem, faj és fOldrajzi teriilet szerint eltérnek [40]. Az uvealis melanoma a
melanocitak jol meghatarozott populacidjabol all, amelyekbdl az uvealis malignus melanoma
szarmazik. Mivel a melanocitak a neuroektodermalis- gerincidegbdl szarmaznak, elméletileg

a melanoma a neuroendokrin daganatokhoz hasonlé tulajdonsagokat mutat.

A rosszindulatt UM kialakulasanak oka ismeretlen, de ennek a meglehetdsen
agressziv betegségnek a kialakuldsdhoz kiilonféle hajlamositd tényezok tarsulnak. Néhany
egyénre jellemz6, mint a vilagos bor és hajszin [42], a vilagos szemszin (vilagos irisz) [43,
44], az uvealis naevusok [45], a diszplasztikus naevus szindroma [46, 47], az oculodermalis és
az okularis melanocytosis [48] és az 1. tipusu neurofibromatozis (NF1) [49, 50], mind az UM
megnovekedett esélyéhez tarsulnak [51]. Az UM miatti halalozas viszonylag valtozatlan
maradt, még a korai felismerés és ennek kovetkeztében kisebb elsddleges daganatterhelés
ellenére is [52, 53]. Az UM-ben szenved6 betegek megkozelitéleg fele metasztazist képez. Az
UM kezelésének elsddleges célja a daganat metasztatikus terjedésének elkeriilése a szembdl
[52, 54]. Az attétek leggyakoribb helye a maj, és ha a maj attétek klinikailag egyértelmiivé
valnak, a prognézis nagyon leromlik. Az UM-hez kapcsolodo halal egyik legjelentésebb
elérejelzéje a 3. kromoszoma elvesztése [55-57]. Az UM eléfordulasa a kaukazusi

populacidban nyolcszor nagyobb, mint a feketéknél [58]. Az UM tulélésének {6 eldrejelzoi a



szOvettani sejttipus, a legnagyobb tumoratmérd, életkor, nem ¢és a tumor lokalizacioja [59]. Az
atfogd citomorfometriai vizsgéalatoknal elfogulatlanabb osztdlyozasi paraméterek jelentek
meg. A metasztatikus betegségben szenvedé UM-betegek varhato élettartama a metasztatikus
folyamat gyorsasagatol fligg. A metasztazis kockazatat elsésorban olyan klinikai tényezdk
jelenléte alapjan lehet megitélni, mint a tumor mérete vagy a lokalizacidja [59]. Az irisz

daganatainak prognodzisa a legjobb, mig a ciliaris testben 1év6 daganatoké a legrosszabb.

A szem nem tartalmaz nyirokereket, igy az UM tumorsejtek csak hematogén modon
képezhetnek metasztazisokat. Ezt a folyamatot a szem gazdag érhdlozata csak tovabb erdsiti.
A rendelkezésre allo szlik terapias lehetdségektdl fliggetleniil a betegek tulélése az UM
diagnoézisa utdn minddssze 2 és 8 honap kozdtt mozog, és a betegek 50% -anak mar a
diagnozis felallitasanak idépontjaban is van attétje [60, 61]. A rovid talélés hatterében az
altalaban magas kemorezisztencia és az attétek szorodasa all [62]. Leggyakoribb attétes szerv
[63-65]. A melanoma okozta halalozas csokkentése érdekében elengedhetetlen a metasztazis
megeldzése vagy megsziintetése. Ehhez korai felismerésre és a prognosztikai tényezdk
javitasara van sziikség [59, 66]. Dont6 fontossagti, hogy bévitsiik ismereteinket a metasztazis
mechanizmusardl, és megbizhatd progresszidos paramétereket irjunk le prognosztikai
markerként a primer UM-ben [59]. Ezek a tények inspiraljak az 0j koncepciok folyamatos
keresését az életminGség javitasa és a betegek tulélésének novelése érdekében. UM-ben
szenvedd betegeknél nincs hatékony terapia, ha attétek alakultak ki. Szdmos terapids stratégia
¢s a szemdaganat sikeres felszamolasa ellenére az attétes betegség szinte mindig végzetes

[66].
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4. Abra: A) egy choroidalis melanomaéval diagnosztizalt 18 éves né fundusarél késziilt foto
B) Ugyanazon beteg szemfenéke jodos brachyterapiaval végzett kezelés utan; A daganat
vastagsaga 6,0 mm-r6l és 1,5 mm-re visszafejlédott, regredialt. C) Fundus fénykép egy 20
éves choroidalis melanomaban szenvedé né diagnosztizalasakor. D) Ugyanazon beteg
szemfenéke kétszeri ruténium brachyterapias kezeléssel €s transzpupillaris hdéterapiaval
szekvencialis marginalis kiujulasokkal. E) Fundus fénykép egy choroidalis melanomaban
szenvedd 21 éves ndrdl. F) Ugyanazon beteg szemfenéke jodos brachyterapiaval végzett
kezelés utan. G) Fundus fényképe egy 24 éves nd choroidalis melanomaval diagnosztizalva,
ahol a daganat az iriszt6l a latdidegig terjedt. H) Ugyanazon paciens fényképe két kombinalt
jod plakkal végzett kezelés utan; A beillesztett képen a daganat eliilsé része is visszafejlodott.
[Rana'a T. Al-Jamal Uveal melanoma among Finnish children and young adults, Journal of
AAPOS 2014;18:61-66)
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2.3. Gyermekekben eléforduléo malignus és benignus daganatok és hematologiai
korképek

A rosszindulati daganatos megbetegedések gyermekkorban ritkdk, mégis igen fontos
fejezetét képezik a modern (gyermek)gyogyaszatnak. Az 1 ¢év feletti gyermekek
haldlozasanak okai kozott a balesetek utan a rosszindulatii daganatos betegségek a masodik
helyen allnak hazankban is. A 15 éves kor alatti gyermeklakossagban a daganatos betegségek
gyakorisaga évente 150 f6/1 millié gyermekre szamitva. Ez hazdnkban évente 150-200 uj
gyermekkori daganatos megbetegedést jelent. A gyermekkori daganatok pontos okai
ismeretlenek. Hajlamositd tényezOk kozott szerepelnek a kromoszoma-rendellenességek
példaul a leukémia, az oOroklott hajlam, kornyezeti-, immunoldgiai tényezdk esetleg
virusfert6zések. Jelenleg ezen betegségek prognodzisaval kapcsolatosan, valamint a

megeldzésiikre vonatkozoan kevés adattal rendelkeziink.

A fibrozus diszplazia (FD) egy ritka genetikai, nem 06roklédo, joindulata
csontbetegség, amely monosztotikus és poliosztotikus formaban fordul el6. Az FD egy olyan
csontfejlodési rendellenesség, amelyben a normaél szivacsos alloméany helye koros rostos
szovetekkel toltédik fel a csontok medullaris tliregében, amely csontos metaplazia altal
képzett, gyengén meszes primitiv csont trabekulait tartalmazza. Az infantilis myofibromat6zis
(IM) egy mesenchimalis rendellenesség, amelyet a bor, a csont, az izom ¢és a zsigerek rostos
felszaporodasa ir le [67]. Bar ritka, gyermekkorban a leggyakoribb fibrozus daganat [67-69].
Az agressziv gyermekkori myofibromatozis egy autoszomalis recessziv betegség, amelyet
izom-aponeurotikus szovetb6l szarmazd sejtek fibroblasztikus proliferacidja jellemez.
Etiologiaja ismeretlen, a jelentett esetek atlagos életkora 7 év. A daganat gyors novekedést
mutat komoly fajdalom nélkiil, és ugy tlinik, hogy az izomszdvethez és/vagy a csonthoz
kapcsolodik. A kezelési lehetéség tipikusan konzervativ mitéti kivagas, azonban Korai
visszaesésekr6l szamoltak mar be [70]. A teratomak kiilonféle sejtkomponensekkel
rendelkez6 tumorok, amelyek érett (azaz joindulati) vagy éretlen (rosszindulata) proliferald
pluripotens sejteket tartalmaznak, amelyek egynél tobb csirasejt-rétegb6l szarmaznak. A
teratomak el6fordulasa a sziiletések szamaban 1:4000-hez [71]. A teratomak etiologiaja nem
teljesen ismert, azonban valdsziniileg akkor fordulnak ¢l8, ha az egyes pluripotens sejtek nem
fejezik be a migraciot és tovabbra is rendellenes helyen osztodnak, jellemz6en a kézépvonal
mentén [72]. Természetiiket tekintve a teratomak egyarant lehetnek joindulatiak és

neoplasztikusak. A mesenchimalis hamartoma a dezorganizalt szovetek daganatszeri
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joindulata tomege, amely kevésbé ismert patogenezissel rendelkez6é helyi fejlodési
rendellenességeket tiikkroz. Id6sebb gyermekeknél nem gyakori, kiilondsen 2 éves kor utan.
Ennek a daganatnak a diagnosztizalasa nehéz, mert a szimptomak és a klinikai tiinetek nem
specifikusak. Ebbdl kifolyolag megalapozott gyanara van sziikség a diagnosztizalashoz és a
kezeléshez. A gyermekek korében a rhabdomyosarcoma (RMS) a leggyakoribb lagyrész-
szarkoma. Eves el6fordulasa 4,5 eset/l millio gyermek, és a harmadik leggyakoribb
gyermekkori koponyaiiri daganat a neuroblastoma és a Wilms-tumor utan [73]. Az RMS
daganatok tipikusan a vazizomzathoz kapcsolodnak, és az esetek koriilbeliil 50% -at az élet
elsd évtizedében diagnosztizaljadk. Az akut limfoblasztos leukémia (ALL) a leggyakoribb
hematologiai neoplasztikus betegség gyermekeknél, amelyet a transzformalt limfoid sejtek
szaporodasa jellemez a csontvelében, a periférias vérben és mas egyéb szervekben. Az ALL
életkorhoz igazitott incidenciaja az Egyesiilt Allamokban 1,38/100 000 f§ évente [74, 75],
becslések szerint 2019-ben 5930 1j eset és 1500 halaleset jellemzi [75]. Az ALL a gyermekek
akut leukémiajanak 75-80% -at teszi ki [76, 77]. A Hodgkin-limféma (HL) a gyermekkori
daganat rendkiviil jol gyogyithatd formaja, amelynek becsiilt 5 éves talélési aranya
meghaladja a 98%-ot kemoterapiaval valo kezelést kdvetéen 6nmagaban vagy sugarterapiaval
kombinalva. Az oOrokletes szferocitozis (hereditary spherocytosis, HS) a leggyakoribb
velesziiletett vordsvértestmembran-hiba, amelyben a vorosvértestek szerkezeti fehérjéinek
rendellenességei az eritrocita membranfeliiletének elvesztéséhez vezetnek, melynek
kovetkeztében gomb alaku, nagystiriségli, rosszul deformalodd vordsvértestek képzddnek,
hemolizissel kisérve. A HS el6fordulasa 1:5000-hez az eurdpai szarmazast egyének korében
és az Egyesiilt Allamokban. Az immun thrombocytopenia (ITP) az egyik leggyakoribb
vérzési rendellenesség gyermekkorban, évente 100 000 gyermekre szamitva koriilbeliil 5-10-
ben fordul el6 [76] [27]. A gyermekkori ITP gyakran Onkorlatozott betegség vagy allapot,
amely Onmagaban is megoldodik, vagyis nincs hosszi tava karos hatdsa az ember
egészségére. A granulocytopenia a rendellenességek heterogén csoportja, amelyet a periférias
vér granulocitainak csokkenése kisér a normal tartomany also hatéra alatt (<0,5 x 10° /1) [78,
79]. A kronikus joindulati neutropenia a gyermekkorban a leggyakoribb neutropenia. A
neutropenia kronikusnak tekinthetd, ha 8 hét utdn sem javul. A legtobb gyermekben a
neutropenia néhany évig fennmaradhat, majd spontan megszlinik. A kronikus joindulati
neutropenidban szenvedd gyermekek altaldban egészségesek €és normal fizikai allapottal

rendelkeznek.
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3. Célkitiizés

Az uvealis melanoma nem rendelkezik napjainkig atfogd szisztémas terapiaval. Az
eddigi innovativ célzott daganatterapias gyogyszervegyiiletek és eljarasok nem valtottak be a
hozzajuk fiizott reményeket és mutattak attoré sikereket. Ennek hatterében tobbek kozott a
betegség agressziv mivolta, a teriilet szenzitiv jellege, a tumor erds kemorezisztencidja, a
daganat komplex Osszetétele és a nem kelléen specifikus daganatterapia allhat. Jelen kisérleti
tanulmanyban egyrészt célunk volt, hogy megvizsgaljuk az mRNS expressziojat a 2-es és 5-0s
tipusu szomatosztatin-receptoroknak (SSTR-2, -5) UM szovetmintakban és az SSTR-1-5
altipusokat human UM sejtvonalakban. Masrészt, hogy megvizsgaljuk az SSTR fehérje
jelenlétét és kotddési jellemzbit Western blot és ligand kompeticios vizsgalatokkal. A kapott
eredményeink klinikopatoldgiai adatokkal torténd Osszevetése alapjan célul tiiztiik ki az

SSTR-k jovébeni diagnosztikai és terapias lehetoségeit.

A tovabbiakban, munkénkat annak iranyaba folytattuk, hogy megvizsgaljuk a
szomatosztatin receptorok expressziojat egy masik, eddig nem vizsgalt betegség csoporton
nevezetesen a gyermekkori hematologiai és onkologiai mintakon. Az SST receptorok mRNS
expresszids vizsgalata mellett az SSTR fehérje kotési jellemzoit is tanulmanyoztuk ligand
kompeticios assay-vel. Ezenkiviil elemeztiik a korrelaciot az SSTR altipusok expresszios
mintazata és a gyermekgyogyaszati betegek klinikopatologiai jellemzdi kozott. Tovabba
elvégeztilk a betegek 5 éves nyomonkovetését is. Legjobb tudomasunk szerint ez az elsd
tanulmany, amely bemutatja az SSTR-ek expressziojat kiilonboz6 gyermekkori daganatokban
¢és hematologiai rendellenességekben. Eredményeink 0j utat nyithatnak meg a szomatosztatin-
analogok lehetséges diagnosztikai és terapias alkalmazasaban a

gyermekonkologia/hematologia teriiletén.
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igy PhD értekezésem alapjaul szolgalé kutatbmunkamban a kovetkezo konkrét célokat

tiztik ki:

e Az enukledcido soran eltavolitott human primer UM szovetmintdk SSTR
expresszidjanak felderitését mMRNS szinten

e A huméan primer UM szovetmintdk SSTR expresszidjdnak fehérje szintii
vizsgalatat SDS- PAGE- Western blot modszerrel

e Az SSTR-k expresszidjanak vizsgalatat human UM sejtvonalakban

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

e A human UM szovetmintdk SSTR ligandkotési  tulajdonsagainak,
karakterisztikajanak meghatarozasat

e SST receptorok mRNS expresszios vizsgalatat gyermekkori hematologiai és
onkologiai mintakon

e Az SSTR-ek fehérje szintli kotési jellemzoinek tanulmanyozasat ligand
kompeticiés assay-vel és a terapiasan alkalmazhatdé SST analdogok
receptorkotési képességének vizsgalatit a gyermekkori daganatos mintak
membranreceptoraihoz

e Receptoridlis eredmények és a daganatok klinikopatoldgiai adatainak

Osszevetését és ezen gyermekek tilélési elemzését, nyomonkovetését
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4. Anyagok és modszerek

4.1.1. Sejtvonalak és tenyésztési koriilmények

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

eljarassal.

4.1.2. Human uvealis melanoma szovetmintak

A vizsgélatainkhoz 46 primer humédn UM szdvetmintat hasznaltunk fel, melyek
gylijtése a Debreceni Egyetem Szemklinikajan végzett mitétek soran tortént. A tumoros
szovetmintdk a mitéti eltavolitast kovetden azonnal folyékony nitrogénben lettek
lefagyasztva, és tovabbi feldolgozasig -80 °C-on tarolva. A mintdk gylijtése és felhasznalasa
a Debreceni Egyetem Kutatas Etikai Bizottsaganak jovahagyasaval tortént. Engedélyszama:
DERKEB/IKEB 4172-2014. Tovabba, a vizsgalatokhoz a betegek tajékoztatason alapulod
beleegyezésiiket adtdk. A daganat jelenlétének és tipusanak meghatdrozasa érdekében az
egyes mintak szovettani vizsgalata is megtortént. Valamennyi betegbdl szarmazo szévetminta
primer daganatként lett azonositva, attétre utald jelek nem voltak észlelhetok. A betegek
Klinikopatologiai adatai a késébbiekben az eredmények fejezetben bemutatott 4. tablazatban

kertltek feltintetésre.
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4.1.3. RNS izolalas és RT-PCR

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

1€pés kovetett.

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

1. tablazat: RT-PCR vizsgalatra hasznalt SSTR-1, -2, -3, -4, -5 primerek szekvenciaja [12]

SSTR-1 sense 5’-TAT CTG CCT GTG CTA CGT GC -3' (1 exon)
SSTR-1 antisense 5'- GAT GAC CGA CAG CTG ACT CA -3’ (1 exon)
SSTR-2 sense 5’- CGG AGT GAC AGT AAG CAG GA -3’ (1 exon)
SSTR-2 antisense 5’- CGA AGC CAG TGT GGG TAGG -3’ (1 exon)
SSTR-3 sense 5-TGA GTC ACC AAC GTC TAC ATCC -3' (1 exon)
SSTR-3 antisense 5- ACG CTC ATG ACA GTC AGG C -3' (1 exon)
SSTR-4 sense 5’- CGC TAC GCC AAG ATG AAG A -3’ (1 exon)
SSTR-4 antisense 5’- AGA CAG AAG ACG CTG GTG AA -3’ (1 exon)
SSTR-5 sense 5- CGT CTT CAT CAT CTA CAC GG -3' (1 exon)
SSTR-5 antisense 5-GGC CAG GTT GAC GAT GTT GA -3' (1 exon)
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2. tablazat: Az alkalmazott PCR kondicidok az SSTR esetében a hdmérséklet és az 1do

fiiggvényében
Hoémérséklet (°C) I1d6 (mp) Folyamat
94 30 kezdeti denaturalas
94 15 denaturalas
i 30 PCR
60 30 anneling ]
ciklus
72 10 szintetizalas
72 120 extenzio

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

4.1.4. Kvantitativ real-time PCR

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

A 95 °C-o0s 10 perces denaturalasi 1épést 45 ciklus kdvette, mely két 1épésbal allt (95
°C-on denaturalas, 15 mp; 60 °C-on annealing 60 mp). Minden egyes mintaval a reakciot
triplikdtumban végeztiikk el. Haztartasi génként B-aktint hasznaltunk. Az SSTR-ek relativ
MRNS-expressziojat AACt modszerrel hataroztuk meg, az egyes SSTR génekre és a haztartasi
B-aktin génre kapott Cp értékek figyelembevételével. A templat- és reverz transzkripcio

mentes kontrollok kizartdk a nem specifikus amplifikéciot €s a DNS szennyezddést.
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4.1.5. Western Blot analizis

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

4.1.6. Radioligand kompeticios vizsgalatok

A membranok receptorkotési vizsgalatokhoz vald el6készitéséhez a mintdkat
felolvasztottuk és tisztitottuk, majd a mintakat 50 mmol/l Tris-HCI pufferben (pH 7,4)
homogenizaltuk ¢és protedzgatlokkal (0,25 mmol/l fenilmetilszulfonilfluorid, 2 mg/ml
pepstatin A és 0,4% (V/V) aprotininnel egészitettik ki, majd Ultra-Turrax
szovethomogenizatorral (IKA Works, Wilmington, NC, USA) homogenizaltuk jégen [12, 13].
A homogenizatumot 500 x g-vel 10 percig 4 °C-on centrifugéltuk a térmelék és a lipidréteg
eltavolitasa érdekében. A nyers membranfrakciot tartalmazé feliiluszot kétszer 70 000 x g-n
50 percig 4 °C-on ultracentrifugaltuk (L8-80M, Beckman Coulter, Inc., Kalifornia, USA),
miutan Ujra szuszpendaltuk friss pufferben. A végsd pelletet homogenizald pufferben

szuszpendaltuk ¢és a vizsgalatig -80 °C-on taroltuk. A fehérjekoncentraciokat Bradford
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modszerrel hataroztuk meg, egy protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA)

alkalmazasaval.

Az RC-160 radiojodozott szarmazékait kloramin-T modszerrel allitottuk eld, és
forditott fazisu nagy teljesitményli folyadékkromatografidval (RP-HPLC) tisztitottuk. A
szomatosztatin-receptor-kotési  vizsgalatokhoz in vitro ligand kompeticiés assay-ket
alkalmaztunk, amelyek az [**°I] RC-160 radioligandumként a gyermekmintak
membranfrakcidihoz vald kotddésén alapultak. Ez a radioaktiv joddal jelolt ligand jol
jellemzett és nagy affinitassal bir az SSTR-2 és az SSTR-5 irant [5]. A 40-120 mg fehérjét
tartalmazo tumor membran homogenizatumokat 50 000—70 000 cpm radiojodozott RC-160 ¢és
inkubaltuk. Két oran at tarté szobahds inkubalas utdn a kotési reakciokat 250 pl jéghideg
assay puffer hozzaadasaval leallitottuk. A kotott ligandumokat 4500 x g-n, 10 percig, 4 °C-on
végzett centrifugéalassal elvalasztottuk a szabad ligandumtol €s gamma szamlaloval mértiik.
Munson ¢és Rodbard LIGAND-PC szamitogépes gorbeillesztési szoftverét hasznaltuk a
receptor-kotés tipusanak, a disszocidcios allanddo (Kq) ¢és az SSTR-ek maximalis
kotoképességének (Bmax) meghatarozasahoz [12, 13]. A kisérlet Prof. Dr. Halmos Gabor

témavezetOm segitsége mellett keriilt kivitelezésre.

4.1.7. Statisztikai analizis

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

teszt kiértékelést figyelembe véve.

4.2.1. Gyermekkori hematolégiai és onkologiai mintak

A kutatasi munkdm masik része 15 gyermek hematoldgiai és onkologiai minta
vizsgalatat foglalja magaba. Az 6sszes rendelkezésre allo klinikopatologiai adatot, beleértve a
diagnozis pontjaban az illeté korat, a nemet, a tumor vagy a hematoldgiai rendellenesség

tipusat, a hisztopatologiai vizsgalati besorolasat és a talélését a késdbbiekben az eredmények
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fejezetben szerepld 7. tablazat tartalmazza. A betegek atlagos életkora 8,03 ¢év volt
(tartomany: 9 honap - 15 év). Human mintakat a Debreceni Egyetem Gyermek Hematologiai-
Onkologiai Tanszékén kezelt beteg gyermekektdl gytjtottiik. Hét betegnél solid daganat,
nyolc gyermek estében rossz- vagy joindulati hematologiai rendellenesség allt fenn. Hét
minta csontvelé-aspiratum Vvolt, egy hematoldgiai mintat pedig periférias vérbol nyertiink (7.
tablazat). A tumoros szoveteket primer miitétek alkalméval gytjtottik. Az Osszes minta
rutinszeri hisztopatologiai vizsgalata és a diagnézis felallitasa tapasztalt patologus altal
tortént. A molekuldris bioldgiai elemzések soran SSTR-pozitiv kontrollként human
holyagdaganat szdovetet hasznaltunk. A vizsgalatba bevont mintaknak a gylijtése ¢és
felhasznalasa a helyi Kutatas Etikai Bizottsag jovahagyasaval tortént. Engedélyszama:
TUKEB/DERKEB 2284-2004. Gyermekek esetén sziiléi beleegyezd nyilatkozat birtokaban
tortént a mintak gylijtése. A mintavételt kdvetden a tumor szovetek azonnal folyékony
nitrogénben lettek lefagyasztva, és tovabbi feldolgozasig -80 °C-on tarolva. Minden

diagnosztikai beavatkozast a daganatos allapot feltételezett jelenléte alapjan hajtottunk végre.

4.2.2. Szovettan

A vizsgalatunkba bevont 15 gyermek hematologiai és onkologiai minta szovettani
vizsgalata alapjan Ot beteg szenvedett akut limfoblasztos leukémiaban, két minta
rhabdomyosarcomaként lett osztalyozva, egy-egy mintat szovettanilag teratoma-, infantilis
myofibromatozis-, fibrozus  diszplazia-, Hodgkin-limféoma-, hamartoma-, immun
thrombocytopenia-, herediter spherocytosis- és kronikus joindulati neutropeniaként volt

azonosithato (3. és 5. tablazat).

3. tablazat: A vizsgalt gyermekkori hematologiai és onkoldgiai biologiai mintak tipusai

Solid tumor Hematologia rendellenesség
rhabdomyosarcoma akut limfoblasztos leukémia
teratoma Hodgkin-limfoma

infantilis myofibromatézis immun thrombocytopenia
fibrozus diszplazia herediter spherocytosis
hamartoma kronikus joindulati neutropenia

21




4.2.3. RNS izolalas

A mintdk homogenizalasat Tissue Ruptor-ral (IKA®-WERKE GmbH, Németorszag)
végeztiik. A total RNS-t RNS izolalo kittel (Macherey-Nagel, Németorszag) izolaltuk a gyartd
leirdsa szerint. Az izolalt teljes RNS-t RNS-mentes vizben oldottuk fel, tovabba a
mennyiségi- ¢és a mindségi RNS meghatarozast NanoDrop spektrofotométerrel (ND-1000,
Thermo Fisher Scientific Inc.) mértiik. Amennyiben elegendd vizsgalati anyag allt

rendelkezésre, a kisérleteket harom sorozatban hajtottuk végre.

4.2.4. RT-PCR analizis a total RNS mintakbol

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

Az SSTR1-5 génekre specifikus PCR reakciot 25 pl reakcidtérfogatban hajtottuk végre
génspecifikus primerekkel. Az amplifikaciora szolgald primerek szekvenciait a 1. tablazat

crer

szekvenciakat valasztottuk a korabbiakban leirtak szerint [12, 13].

A PCR-reakcidelegyhez 1 x PCR puffert, 1 U Tag-polimerazt (Invitrogen), 1,5 mM
MgCl>t, 200 uM dNTP-t (Fermentas), 0,5 uM génspecifikus primert (SSTR-1, SSTR-2,
SSTR) -3, SSTR-5), (Invitrogen) és 3 pul cDNS templatot alkalmaztunk 25 wul
reakcidtérfogatban. Az SSTR-4 PCR reakcidhoz 300 uM dNTP-t (Fermentas) és 3 ul cDNS

templatot hasznaltunk 25 ul végtérfogatban.

A PCR-reakciot C1000 TM Thermal Cycler RT-PCR rendszerben (Bio-Rad Laboratories,
Inc.) hajtottuk végre. Az RT-PCR futtatasahoz a kdvetkezd PCR protokollt hasznaltuk:

e SSTR-1, SSTR-2, SSTR-4, SSTR-5 esetében: denaturalas (3 perc 94 °C-on), 40 ciklus
(94 °C 45 mp, 60 °C 30 mp és 70 °C 90 mp);

e SSTR-3 esetében: a denaturalast (3 perc 94 °C-on) 40 ciklus kovette (94 °C 45 mp, 63
°C 30 mp és 70 °C 90 mp).

22



A PCR reakciot 72 °C-0s, 10 perces inkubalast kovetden allitottuk le. A PCR-termékeket
1,5% -0s, GelRedet tartalmazo agardzgélben valasztottuk el, UV fényben detektaltuk és az
AlphaDigiDoc RT (Alpha Innotech) géldokumentacios rendszerrel digitalizaltuk. A DNS
méretének meghatarozasahoz 50 bp DNS-markert (Bioline, Egyesiilt Kiralysag) hasznaltunk.
Az RT-PCR reaki6 mindségének teszteléséhez [-aktint hasznaltunk pozitiv belsd

kontrollként.

4.2.5. Radioligand kotdédési vizsgalatok

Az UM-nal ismertetett metodikahoz hasonléan az SST analég RC-160 radio-jodozott
szarmaz€kait kloramin-T modszerrel allitottuk eld és forditott fazisu nagy teljesitményii
folyadékkromatografiaval (RP-HPLC) tisztitottuk [12, 13]. A szomatosztatin-receptor
kotddési vizsgalatokat in vitro ligand kompeticiés vizsgalatokkal végeztiik, mely a [*2°I] RC-
160 radioligandként a mintdk membranfrakcidjahoz vald kotédésén alapul. Ez a radioaktiv
joddal jelzett ligand korabban szamos tanulmany alapjan nagy affinitasu kotodést mutatott az
SSTR-2 és SSTR-5 irant [12, 13]. A tumor membran homogenizatumokat 50 000—70 000
cpm radiojédos RC-160-nal és 10712-10° M nem-radioaktiv peptiddel, mint kompetitorral
inkubaltuk. Keét ords inkubalds utdn a kotési reakciokat ledllitottuk, a megkotdtt ligandot
elvalasztottuk, majd gamma-szadmlaloban mértiik a kotott frakciok radioaktivitasat. Munson €s
Rodbard LIGAND-PC szamitogépes gorbeillesztési szoftverét alkalmaztuk a receptorkotés
tipusanak, a disszociacios allando (Kq) és a receptorok maximalis kotOképességének (Bmax)
azonositasara [12, 13]. Az SST analogok és a citotoxikus SST analog AN-162 SSTR-hez vald
kotddési hatékonysagat az [1%°1] RC-160 kotédés kiszoritasaval szintén meghataroztuk. A
végsO kotddési affinitasokat ICso-értékekben fejeztiik ki. A fehérjekoncentraciot Bradford
modszerével hataroztuk meg Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA.) alkalmazasaval [12, 13].
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5. Eredmények

5.1. SSTR expressziéja human UM szévetmintakban

Kisérleti munkankban 46 humédn UM szdvetmintat vizsgaltunk. A betegek
klinikopatologiai adatait a 4. tablazat tartalmazza. Huszonkilenc mintat gytjtottiink férfiaktol
¢s 17 mintat noktél. A betegek tobb mint fele (24, 52%) 66 évnél iddsebb volt, mig a

fennmaradd mintak egyenléen oszlottak meg a kiilonb6z6 korcsoportok kozott.

4. tablazat: Az uvealis melanoma mintak klinikopatoldgiai jellemzdi és SSTR eredményei

) MRNA MRNA SSTR kotodés
Esetek | Eletkor . < . Kad Bmax
szAma (évek) Nem Szovettan | expresszio | expresszio (nM) (fmol /mg
SSTR-2-re | SSTR-5-re -
fehérje)
1 30 nd orsosejtes - N/A N/A N/A
2 33 nd orsosejtes + N/A N/A N/A
3 35 férfi orsosejtes - N/A N/A N/A
4 38 férfi orsosejtes + N/A 6.42 304
5 39 férfi N/A + N/A N/A N/A
6 39 férfi epitheloid - + 9.19 527
7 43 férfi orsosejtes + N/A N/A N/A
8 45 ferfi | Orsosejtes és + N/A N/A N/A
epitheloid
9 47 férfi epitheloid - - - -

10 47 férfi epitheloid + + 8.53 1052
11 50 nd orsosejtes + N/A N/A N/A
12 50 nd orsosejtes + N/A N/A N/A
13 52 férfi orsosejtes + N/A N/A N/A
14 53 férfi epitheloid + N/A 6.24 260
15 53 férfi N/A - N/A N/A N/A
16 55 férfi orsosejtes + N/A N/A N/A
17 60 férfi epitheloid + N/A N/A N/A
18 61 férfi orsosejtes + N/A N/A N/A
19 62 nd epitheloid + N/A 5.58 583
20 64 férfi N/A + N/A N/A N/A
21 64 férfi orsosejtes - + 4.75 482
22 65 férfi orsosejtes - + 3.18 467
23 66 férfi epitheloid + N/A N/A N/A
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24 67 férfi epitheloid + N/A 5.04 509
25 68 né orsosejtes - N/A - -

26 68 ferfi orsosejtes + N/A N/A N/A
27 68 no epitheloid + N/A N/A N/A
28 69 ferfy | Orsoseites és " NIA 048 | 774

epitheloid

29 70 férfi Ogsp‘?tsﬁétlzsigs + N/A N/A N/A
30 70 férfi orsosejtes + N/A 4.37 985
31 70 férfi orsosejtes - - - -

32 72 nd epitheloid + N/A N/A N/A
33 72 férfi epitheloid + N/A 11.8 473
34 72 férfi epitheloid - N/A N/A N/A
35 75 nd orsosejtes - N/A - -

36 75 nd epitheloid + N/A N/A N/A
37 75 né orsosejtes + N/A 111 668
38 75 né orsosejtes - + 3.57 392
39 76 férfi orsosejtes - N/A - -

40 76 férfi orsosejtes + N/A N/A N/A
41 76 férfi orsosejtes - + 10.7 980
42 79 nd epitheloid + N/A N/A N/A
43 79 nd N/A + N/A N/A N/A
44 79 nd N/A + N/A N/A N/A
45 80 né epitheloid - - - -

46 84 nd orsosejtes + N/A N/A N/A

Roviditések: N/A: nincs elemezve. ,,-“: negativ eredmény. ,,+: kifejezddést figyeltiink meg.
Kq: disszociacios allandd. Bmax: maximalis kotési kapacitas.

Az UM szovetmintakbol izolalt jo6 mindségli RNS korlatozott mennyisége miatt 46
mintat vizsgaltunk az SSTR-2 mRNS expresszidjara és 9 mintat az SSTR-5 expressziojara.
Ezeknek a mintdknak a korszovettani osztalyozasa azt mutatta, hogy koziilik 10 orsosejtes
tipushoz tartozik. Hét mintat hataroztak meg epithelioid tipusunak, és 2 mintat orsosejtes és
epithelioid tipust, kevert mintanak allapitottak meg. Két mintait nem osztalyoztunk
szovettanilag. Az SSTR-2 mRNS expressziojat a 46 human UM mintabol 30-ban detektaltuk
(65,2%) (4. tablazat, 5. abra). Kilenc darab human UM szovetmintat vizsgaltunk SSTR-5
expressziora, és azt talaltuk, hogy ezen mintak 66,6% -a (6 minta) pozitiv lett az SSTR-5
szempontjabol (4. tablazat, 6. abra). Az SSTR-2 pozitiv esetei koziil 60,0% volt férfi és 40,0%

né (4. tablazat). Az SSTR-2-pozitiv mintdk korcsoportonkénti tovabbi megoszlisa a
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kovetkezd eredményeket mutatta: 3045 éves kor kozottiekben: 62,5% pozitiv, 46-55 éves
kor: 75,0%; 56-65 éves kor: 66,7%; 66 év feletti életkor: 66,7% pozitiv. Nem volt
Osszefliggés a kiilonboz6 SSTR-altipusok expresszidja és az életkor csoportok kozott. Az
SSTR-2-re pozitiv mintak 40% -a orsosejtes, 36,7% epithelioid és 10% kevert szovettani tipus
volt. Négy SSTR-5-pozitiv minta orsosejtes (66,7%) volt, két minta pedig epithelioid
(33,3%).

L 2SR AN NG W &

<4— 168 bp SSTR-2

5. abra: Az SSTR-2 expressziojanak reprezentativ gélfotdja human uvealis melanoméban

L: 100 bp DNS létra; ,-": negativ kontroll; ,+”: pozitiv kontroll (UM pool); 1-5:
reprezentativ human uvealis melanoma szovetmintak; 6: CACO-2 sejtvonal; 7: OCM-1
human uvealis melanoma sejtvonal; 8: OCM-3 human uvealis melanoma sejtvonal.

el 20 83 SR 4 5EE 6t 8 500 at

<4—102 bp SSTR-5

6. abra: Az SSTR-5 expresszidjanak reprezentativ gélfotdja human uvealis melanoméaban

L: 100 bp DNS létra; 1-6: reprezentativ human uvealis melanoma szévetmintak; 7: CACO-2
sejtvonal; 8: OCM-1 human UM sejtvonal; 9: OCM-3 human UM sejtvonal. ,,+”: Pozitiv
kontroll (UM pool); ,,-”: negativ kontroll.
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Az SSTR-ek jelenlétét, ezen SST-kotohelyek jellemzoit és a radioaktiv joddal kezelt
RC-160 membranreceptorokhoz vald specifikus kotdédését human UM-mintdkon ligand
kompeticios vizsgalatokkal hataroztuk meg. A 20 vizsgalt minta kozil 14 (70%) mutatott
SSTR-kotést (4. tablazat). A receptorok kotédési affinitasat és az SSTR-ek koncentracidjat a
tumor mintdk membranjaiban leszoritasi kisérletekkel mértik. Az [*?°I]] RC-160 tipikus
leszoritasi gorbéinek elemzése ugyanazon jeldletlen peptid (RC-160) segitségével azt mutatta,
hogy az egy kotéhelyes modell biztositotta, illetve mutatta a legjobb illeszkedést. Ezen
eredmények alapjan a human UM mintdkbol szarmazé membranokban a nagy affinitasu
SSTR egy homogén populdcioja, egy kotdhelyes jelenléte volt megfigyelhets. A
szamitégépes nem-linedris gorbeillesztési program és az SST receptor kétddési adatainak
Scatchard-model szerinti elemzése 14 receptor pozitiv tumormintaban azt mutatta, hogy a
kotéhelyek egyetlen osztalyanak atlagos disszociacios allandoja (Kq) 7,14 nM (3,18-11,8 nM
tartomany) és atlagos maximalis membranreceptor fehérje kotoédési képessége (Bmax) 604,0
fmol/mg (260-1052 fmol/mg fehérje tartomany). Meghataroztuk a specifikus kotéhelyek
jellemzéséhez elengedhetetlen biokémiai specifikaciokat és paramétereket is. Igy a [*?°1] RC-
160 kotédését reverzibilisnek, hdomérséklet- ¢és idofliggének, valamint a fehérje
vizsgalatok az SST kotohelyek specifitasat is bizonyitottak, szdmos peptidet felhasznélva,
beleértve azokat, amelyek strukturalisan rokonok és amelyek nem hasonléak az SST-hez. A
radioaktivan jelolt RC-160 kotését teljesen kiszoritotta az SST-14 ndvekvd koncentracidja
(1012-10° M), mig a szerkezetileg és funkcionalisan kiilonbozd és Osszefiiggésbe nem
hozhato peptidek egyikét sem. A luteinizald6 hormont felszabaditoé hormon (LHRH), a
novekedési hormon felszabadité hormon (GHRH), az epidermalis névekedési faktor (EGF), a
[Tyr*] bombezin és az inzulinszerti novekedési faktor-1 nem gatolta a radioaktiv jodozott RC-

160 kotddeését még 1 uM magas koncentracidban sem.

5.2. SSTR expresszioja human UM sejtvonalakban

RT-PCR ¢és qRT-PCR eredményeink egyértelmilien azt mutatjak, hogy az SSTR-1-5
mindkét vizsgalt human UM sejtvonalban expresszalodott. A CACO-2 sejtvonal mint pozitiv

kontroll mind az 6t vizsgalt SSTR altipust expresszalta. Az 6sszes vizsgalt SSTR koziil a
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legnagyobb expressziot az OCM-3 sejtvonalban figyeltik meg. Azonban mindkét
sejtvonalban az SSTR-2 és -5 expresszidja erOsebb volt, mint az SSTR-1, -3 és -4
expresszioja. Mind az 6t vizsgalt SSTR jelentdsen (p <0,0001) magasabb expressziot mutatott

az OCM-3 UM sejtvonalban, mint az OCM-1-ben (7. 4bra).

0.06 - E3 CaCO0-2 E=3 OCM-3 OCM-1

0.04

0.02

Gene expression relative to ACTB

0.00

SSTR-1 SSTR-2 SSTR-3 SSTR-4 SSTR-5

7. abra: SSTR-1-5 expresszidja OCM-1, OCM-3 human uvealis melanoma sejtvonalakban és
CACO-2 human vastagbél adenokarcindma sejtvonalakban.

A gRT-PCR eredmények azt mutatjak, hogy az SSTR-1, -2, -3, -4, -5 kifejezédik mindkét
vizsgalt human UM sejtvonalban. CACO-2 sejtvonalat hasznaltunk pozitiv kontrollként. A
GraphPad Prism segitségével kapott egyértekii ANOVA tesztet szignifikansnak itéltiik (*p
<0,0001).

A Western blot-analizis szintén megerdsitette az SSTR-2 és SSTR-5 receptor fehérje
jelenlétét az OCM-1 és OCM-3 human UM sejtvonalakban. A receptorialis mMRNS-sel
kapcsolatos eredményeinkhez hasonléan Western blottal is magasabb expresszios értéket
kaptunk az SSTR-2 és az SSTR-5 receptorfehérjére az OCM-3 tumorsejtvonalban, mint
OCM-1 sejtvonalban (8. abra). CACO-2 human vastagbél adenokarcindbma sejtvonalat
hasznaltunk pozitiv kontrollként és anti-HPRT-t (1:1000 higitas) hasznaltunk haztartasi

génként.
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OCM-3 OCM-1 CACO-2

SSTR-2 41 kDa
SSTR-5 39 kDa
HPRT 26 kDa

8. abra: SSTR-2 és SSTR-5 fehérje Western blot-analizise human UM sejtvonalakban

Az OCM-1 és az OCM-3 humén UM sejtvonalak sejtmembranjaiban a ligand
kompetitiv vizsgalataink szintén egyetlen, magasabb expresszios értéket mutattak ki az SST-
hez tartozo6 nagy affinitast kotéhelyekrol, atlagosan 5,34 és 6,72 nM disszociacids allandéval
(Kq). Az SSTR-ek koncentracidja 433 fmol/mg membranfehérje volt az OCM-1 sejtekben,
mig az OCM-3 sejtek szignifikdinsan magasabb receptorszintet mutattak: 981 fmol/mg

membranfehérje.
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5.3. SSTR expresszioja gyermekkori solid daganatokban és hematolégiai betegségekben

Altipus-specifikus RT-PCR elemzést végeztink 15 gyermek hematologiai és
onkologiai mintdn, hogy megvizsgaljuk az SSTR altipusok mRNS expressziojat. A
génspecifikus primerekkel amplifikalt PCR-termékek varhaté mérete 216 bp az SSTR-1, 168
bp az SSTR-2, 188 bp az SSTR-3, 222 bp az SSTR-4 és 191 bp az SSTR-5 esetében (9. abra).

MPNTMPNTMPNTMPNTMPNT

SSTR-1 SSTR-2 SSTR-3 SSTR-4 SSTR-5
216 bp 168 bp 188 bp 222 bp 191 bp

9. abra: Szomatosztatin receptor altipusok (SSTR-1-5) reprezentativ RT-PCR analizise egy
kivalasztott gyermekkori Hodgkin-limféma mintaban.
M: DNS marker 50 bp; P: Pozitiv kontroll (human holyag karcinoma); N: Negativ kontroll; T:
Gyermekdaganat minta (4. szamu beteg, Hodgkin-limféma) pozitiv mind az 5 vizsgalt SSTR
altipusra (SSTR-1-5).

Az 6t vizsgalt SSTR altipus mRNS expresszios mintazatat, valamint a solid daganatok

receptorkotési jellemz6it és a human mintak tipusait a 5. tablazat mutatja be.
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5. tablazat: Az mRNS expresszidja szomatosztatin receptor altipusokra (SSTR-1-5) és

a szomatosztatin receptorok kotési jellemz6i gyermekkori hematologiai €s onkologiai

mintakban
SSTR
Beteg . , Bmax
zAm Minta tipusa SSTR-1 | SSTR-2 | SSTR-3 | SSTR-4 | SSTR-5 Kad (fmol/mg
(nM) fehérj
ie)
1 Teratoma + + - 5.76 274.0
2 Myofibromatozis + - 6.85 2733
3 Fibrozus dysplasia + - - - 4.94 255.1
4 Hodgkin lymphoma + + + + + 8.01 760.8
5 Rhabdomyosarcoma + + - + + 8.12 505.1
6 Rhabdomyosarcoma + + + + 4.31 3714
7 Hamartoma + + - + - 4.02 297.9
8 Akut lymphoblastic leukemia + + + - - N/A
9 Akut lymphoblastic leukemia + + - - - N/A
10 Akut lymphoblastic leukemia + + - N/A
11 Akut lymphoblastic leukemia + + - N/A
12 Akut lymphoblastic leukemia + + - N/A
13 Immun thrombocytopenia + - - - N/A
14 Herediter spherocytosis + + + + - N/A
15 Kronikus j(')in(.iulatﬁ + + ) + ) N/A
neutropenia

A Kg és Bmax értékeket duplikdtumokbol szamoltuk. Kg: disszociacios allandd, Bmax:
maximalis kotési kapacitas, N/A: nincs elemezve

Megallapithatjuk, hogy a gyermekkori hematologiai/onkologiai mintak a
szomatosztatin receptor mind az 6t altipusara erés mRNS expressziot mutattak. Az SSTR-2
altipus mRNS expresszigjat a mintdk mindegyikében (15/15) detektaltuk, szovettani
tipusuktol fliggetleniil. A 15 minta koziil csak egy HL-minta expresszalt mRNS-t mind az 6t
SSTR altipusra, és az IM, FD és ITP csak egy receptor altipust, az SSTR-2-t expresszalta. Az
SSTR-5 expresszidjat két rosszindulatu solid tumor mintaban detektaltuk (4. eset, HL és 5.
eset, RMS). A 15 gyermek hematologiai és onkoldgiai minta koziil az SSTR-3 PCR-termékei
csak rosszindulati mintakban voltak kimutathatok, két szolid tumor (HL és RMS) és két
masik esetben (ALL és HS) expresszalodott az SSTR-3. Az SSTR-3 és SSTR-5 altipusok a
mintak Kisebb szamaban fejezédtek csak Ki, egész pontosan négy, illetve két mintaban voltak
megtalalhatoak. Az SSTR-1 és az SSTR-4 el6fordulasa hasonld volt (9/15, 60%) az elemzett
15 mintaban. A kilenc SSTR-4-pozitiv minta koziil kettd rhabdomyosarcoma volt, két minta
ALL, egy HL, egy teratoma tipusu, egy szovettani szempontbol hamartoma, egy HS és egy
kronikus jéindulati neutropenia volt. Vizsgalatunkban mindkét RMS minta pozitiv volt az

SSTR-1, SSTR-2 és SSTR-4 vonatkozasaban. Mindkét szolid joindulata daganatminta SSTR-
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2 receptor expressziot mutatott, de egyikiikk sem expresszalta az SSTR-3 és SSTR-5-t (5.
tablazat).

A templatmentes és reverz transzkriptdz-mentes kontrollok kizartadk a nem specifikus
amplifikaciot és a DNS-szennyezést. Az B-aktin specifikus primereivel végzett PCR-

amplifikacié minden mintaban egyetlen terméket eredményezett, ami megerdsitette, hogy a

mintakban nincs RNS-degradacio. Pozitiv kontrollként humén hipofizis mintakat hasznaltunk

(10. abra).

10. abra: A B-aktin haztartasi gén expresszidjanak reprezentativ abraja gyermek hematologiai
¢s onkoldgiai mintakban.

M: DNS-marker (50 bp), P: pozitiv kontroll (human agyalapi mirigy), N: negativ templat
kontroll, 1-3: Reprezentativ gyermekkori mintak

5.4. Radioligand kotési vizsgalatok

Az SSTR fehérje jelenlétét, ezen SST-kotdhelyek jellemzdit és a radioaktiv joddal
jelolt SST analdég az RC-160 specifikus kotddését gyermek szildrd tumor mintdk membran

homogenizatumaihoz ligand kompeticios vizsgalatokkal hataroztuk meg. A hét vizsgalt minta
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koziil 6t rosszindulati daganat és két joindulati daganatminta mutatott SSTR-kotést (5.
tablazat). Ugyancsak megvizsgaltuk az SSTR-ek kotési affinitasat és az SSTR-ek
elemzése €és a specifikus kotési adatok Scatchard-szerinti kiértékelései azt mutattak, hogy az
egykotohelyes modell biztositotta a legjobb illeszkedést. Ezen receptorkotési eredmények
gyermekkori mintakbol szarmaz6 tumor membranokban. A szamitogépes nem-linedris
gorbeillesztési program és az SST-receptor-kotési adatok Scatchard-model-elemzése a hét
darab vizsgalt receptor-pozitiv tumor mintaban azt mutatta, hogy az SSTR-k atlagos
disszociacios allanddja (Kg) 6,00 nM (tartomany: 4,02-8,12 nM), az atlagos SSTR-
koncentracié (maximalis kotdképesség, Bmax) 391,1 fmol/mg membranfehérje (tartomany:
255,1-760,8 fmol/mg fehérje). Meghataroztuk a specifikus kotddési helyek jellemzéséhez
elengedhetetlen biokémiai specifikaciokat és paramétereket is. Igy a [*2°I] RC-160 kotését
specifikus, reverzibilis, homérséklet- ¢és idofiiggének, valamint fehérje-koncentracidval
linearisnak talaltuk a vizsgalt gyermekkori daganatos mintadkban. Az SST kotéhelyek
specificitasat kompetitiv kotddési vizsgalatokban is kimutattuk. Kiilonb6z6, az SST-hez
szerkezetileg rokon vagy hasonld peptideket hasznaltunk ezekben a vizsgalatokban. A
radioaktiv joddal jelzett RC-160 kotodését teljesen kiszoritotta az SST-14 ndvekvo
koncentracidja (1012-10° M), mig a szerkezetileg és funkcionalisan eltérd peptidek egyike
sem (példaul az epidermalis novekedési faktor (EGF), a luteinizalo hormont felszabaditd
hormon (LHRH), a névekedési hormon felszabadité hormon (GHRH), a [Tyr*] bombezin és
az inzulinszer(i novekedési faktor I) gatolta a radioaktivan jelolt SST oktapeptid analog RC-

160 kotddését 1 uM koncentracioban (11. abra) sem.
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11. abra: Egy reprezentativ gyermekkori rhabdomyosarcoma minta membranfrakcidéjahoz
kotddd [12°1] RC-160 leszoritasi analizise SST analog RC-160 (Vapreotid) (), a citotoxikus
SST anal6g AN-162 (V) és az RC-121, az AN-162 hordozopeptidje (o). Mas, nem rokon
peptidek, mint példaul az LHRH, a GHRH, a VIP, a bombezin és az epidermalis novekedési
faktor (A) nem szoritottak le a radioligandumot a specifikus SST ko6téhelyekr6l. Minden

pontot a kettds vagy haromszoros meghatarozas atlagaval szamoltunk.

Az SSTR altipusok mRNS expresszidja az Osszes vizsgalt gyermekkori daganat
mintaban a SST ligand receptorkotési képességével jart egyiitt. A radioreceptor-vizsgalatok és
az SSTR altipusok MRNS-vizsgalati eredményeinek 6sszehasonlitd elemzése kimutatta, hogy
az SSTR-2 és/vagy SSTR-5 altipusok expresszidja 100%-ban &sszhangban all az [*?°I] RC-
160 specifikus kotdhelyeinek jelenlétével (6. tablazat). Az SST-analogok és a citotoxikus
SST-analog AN-162 kotédési affinitasat az SSTR-t expresszalo gyermekkori daganatos
mintdk (HL és RMS) membran receptoraihoz szintén ligand kompeticios mérésekkel
vizsgaltuk. Meghataroztuk a ['%°I] RC-160 mint radioligand leszoritasat a jeloletlen SST
analogokkal, mint kompetitorral. Eredményeink azt mutattak, hogy az RC-160 (vapreotid) és
RC-121 (mint az AN-162 hordozopeptidje) SST oktapeptid analégok és az AN-162

citotoxikus SST analdg alacsony nanomolaris koncentracio mellett effektiv modon nagy
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affinitassal képesek kotddni az SSTR-hez (6. tablazat, 11. abra). Mindazonaltal az AN-162
citotoxikus SST konjugdtumnak csak kissé alacsonyabb kotddési affinitdsa volt a specifikus
SSTR-ekhez, mint az RC-121 szabad peptid hordozonak, vagyis a doxorubicinnel vald
Osszekapcsolas utan is megOrizte nagy kotési affinitasat (6. tablazat, 11. dbra). Eredményeink
tehat azt mutattak, hogy az RC-121 hordozopeptid nagy affinitasu kotédése a tumoros SSTR-
ekhez teljes mértékben megmaradt a célzott terapiara kifejlesztett citotoxikus SST analog AN-
162-ben.

6. tablazat: Az SST-analdgok receptor-kotési képessége (ICso-értékei) a gyermekkori

daganat mintak membran receptoraihoz

ICs értékek (nM)
Vegyiilet Hodgkin lymhoma Rhabdomyosarcoma
(4. szamu beteg) (5. szamu beteg)
RC-160 (Vapreotide®) 0.86 0.73
RC-121 1.04 0.92
AN-162 1.53 1.19

Az 1Cso értékeket szamitogépes gorbeillesztési programmal szédmoltuk a leszoritési
kisérletekbél, a kordbban leirtak szerint [6,8]. Az ICso az a dozis, amely az [*?°I] RC-160
membranokhoz torténd specifikus kotddésének 50% -os gatlasat okozza. Az értékek két-
harom meghatdrozas atlagat jelentik.

5.5. Beteg nyomon kovetés

A vizsgélt mintdk csoportjaban 5 gyermek halt meg 5 éven beliil (2 RMS-es, egy
teratomas és kettd ALL-es). A férfi és a nd aranya a vizsgalt csoportban 2:1 volt (10 fiu, 5
lany). A solid tumoros csoportban négy beteg maradt életben 5 év utan, harom gyermek
meghalt; a fia és a lany arany 1,33:1 volt (4 fit és 3 lany). A hematoldgiai betegségek
csoportjaban hat beteg volt életben 6t év utan, két ALL-ben szenvedd gyermek 5 éven beliil
elhunyt, a fit és a lany aranya 3:1 volt (6 fit és 2 lany) (7. tablazat). Vizsgalatunkban az Gt
elhunyt beteg koziil csak két gyermeknél fordult eld relapszus (mindketté ALL beteg volt),

ami e betegek halalat okozta.

35



7. tablazat: 15 gyermek hematologiai és onkologiai minta klinikopatologiai adatai

Minta Szovettani tipus Nem Minta Eletk”(?r,mlnta- 5, eves
gyujtéskor tulélés
1 Teratoma/adenocarcinoma komponens | fid mediastinalis tumorszovet 14,5 éves elhunyt
2 Fiatalkori myofibromatozis fia csipéesont daganatszovet 2 éves él
3 Fibrozus dysplasia lany kulcscsont daganat szovet 10,5 éves él
4 Hodgkin lymphoma lany nyirokcsomo 15 éves él
5 Rhabdomyosarcoma fia medence tumor szévet 12,5 éves elhunyt
6 Rhabdomyosarcoma lany nyaki térfoglalas 8 éves elhunyt
7 Benign mesenchymal hamartoma fia mediastinalis tumor 4 éves él
8 Akut lymphoblastic leukemia lany csontveld 5 éves él
9 Akut lymphoblastic leukemia fia csontveld 13 éves él
10 Akut lymphoblastic leukemia fia csontveld 9,5 éves elhunyt
11 Akut lymphoblastic leukemia fia csontveld 6,5 éves él
12 Akut lymphoblastic leukemia fia periférias vér 15 éves elhunyt
13 Immune thrombocytopenia fia csontveld 10 honapos él
14 Orokletes spherocytosis lany csontveld 9 hénapos él
15 Krénikus joindulatu neutropenia fit csontveld 12,5 hénapos él

Nem talaltunk szignifikans Osszefliggést a szomatosztatin receptor expresszids mintdzata és a

klinikai kimenetel, illetve a klinikopatolégiai jellemzdk kozott.
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6. Megbeszélés

A szomatosztatin hipotalamikus neuropeptid mindkét formaja (szomatosztatin-14 és -
28) megtalalhatd a gyomor-bél traktusban, és funkcidja kozott szerepel szamos hormon
¢és kolecisztokinin. Az 4altalanos endokrin hatdsok mellett az SST autokrin/parakrin
szabalyozoként mikodhet. Jelen van a gyomor nyalkahartyajaban, a hasnyalmirigyben és a
duodenumban is, ahol elnyomja az exokrin valadékot, beleértve a gyomorsavat és a

hasnyalmirigy enzimjeit [80].

Az SST-14 rovid felezési ideje (3 perc) miatt stabilabb és erdteljesebb szintetikus SST
analogokat fejlesztettek ki, koztiik az oktreotidot (Sandostatin®) [81], a vapreotidot (RC-160,
Octastatin®) ¢és a lanreotidot (Somatulin®) [7, 82]. Az SST-analégok plazma felezési ideje
120 perc, és ezek a peptid-analdgok koriilbeliil 50-szer erdsebbek az SST-nél (12. abra).

Octreotide Lanreotide Vapreotide

12. abra: Szomatosztatin és analogjai [83]

Jol ismert, hogy az SST és oktapeptid analogjai specifikus G-fehérjéhez kapcsolt
membranreceptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat [7, 23]. Mig a nativ SST hasonlé nagy
affinitast mutat az SSTR-1-5-hez, a szintetikus oktapeptidek, példaul az oktreotid, az RC-160
¢s az RC-121 kiilonésen az SSTR-2-hez és az SSTR-5-hez kotédnek a legnagyobb

affinitassal, mérsékelt affinitast mutatnak az SSTR-3-hoz, és alacsony affinitds az SSTR-1 és
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az SSTR-4 irant [80]. Kimutattak, hogy a szomatosztatin-analégok, koztiik az RC-160,
hatékony tumor novekedés-gatloként is miikodnek kiilonbozo daganatok kisérleti
modelljeiben. A terapias hatékonysag novelése érdekében tovabbi Gij analdogokat allitottak eld,
amelyek tartalmazzak a ciklohexapeptidet, példaul ilyen a SOM230 (pasireotid) készitmény
(13. abra), amely nagy affinitassal k6tédik az SSTR-1, -2, -3 és az SSTR-5-hez [84].

Pasireotide
0

13. abra: A pasireotid kémiai szerkezete

A szomatosztatin receptorok, foként az SSTR-2 jelenléte a daganatokon, lehetévé teszi
bizonyos primer tumorok és metasztazisaik hatékony lokalizalasat is szcintigrafias technikak
alkalmazéasaval. Az SST radiojelzéssel ellatott analégjait, példaul az [**In-DTPA-D-Phel]
oktreotidot (OctreoScan®) klinikailag alkalmazzdk a szomatosztatin receptorokat expresszalo
tumorok lokalizalasara. A célzott sugarterapia igéretes megvaldsitasa érdekében, amelynek
sordn a szomatosztatin analégok szamos radionuklidhoz kapcsolodnak, példaul ®Galliumhoz

vagy ®lttriumhoz, szintén klinikailag elérehaladott allapotban van [25, 85-87].

Jelen kutatasainkban célul tliztiik ki olyan ritka, eddig nem vizsgalt korképekben, mint
amilyen a human uvealis melanoma, valamint kiilonb6z6 gyermekkori hemato-onkologiai
betegségekben az SSTR-ek expresszidjanak €s terapiaban valo potencialis felhasznalasanak

vizsgalatat, felderitését. Kutatdsaink elsd fazisaban a huméan wuvealis melanomara

fokuszaltunk.
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Az uvealis melanoma a leggyakrabban diagnosztizalt primer malignus intraokuléris
daganat feln6tteknél, és a melanoma masodik leggyakoribb formaja a bér melanoma utan [59,
88]. Az elmult 50 évben a diagnozis és a sikeres lokalis terapidk terén elért eredmények
ellenére komoly eldrelépés az UM-halalozési arany tekintetében 1ényegében nem tortént, és
tovabbra is jelent6s mortalitassal jar. A maj a metasztazis leggyakoribb és legfontosabb

célpontja, és az attétek miatti majelégtelenség a legtobb halal kozvetlen oka [54, 89].

Az UM-ben szenvedd betegek stilyos prognozissal szembesiilnek, mivel mintegy 45%
-uk metasztazis miatt hal meg, fliggetleniil attol, hogy a daganatot leggyakrabban azel6tt
diagnosztizaljak és lokalisan kezelik, miel6tt az elterjed6 betegség klinikai jelei megjelennek
[90]. Ez ahhoz az elmélethez vezetett, hogy a mikrometasztazisok mar a betegség korai
szakaszaban jelen vannak, de sok évig inaktivak maradnak, mieldtt klinikailag észrevehetd

makrometasztazis alakulna ki [36].

A ciliaris test és az érhartya daganatai sulyos veszElyt jelentenek az életre. Az
elsddleges uvealis melanoma kezelése tovabbra is vitatott. Még mindig tobbnyire egyetértés
van abban, hogy az enukledcio elkeriilhetetlen sok nagy ciliaris testes és choroidalis
melanoma esetén. Indokoltnak tlinik a klinikailag viszonylag kicsi, ,,aktiv’ melanomak
valamilyen tipusu kezelésnek vald alavetése. Szamos nagy méretli melanomat és a legtobb
kozepes méretli melanomat manapsag hokezeléssel vagy anélkiil végzett besugarzassal vagy
enukleacioval kezelnek. Javaslatok sziilettek arra is, hogy mivel a helyi kezelések nem
eredményeznek semmilyen figyelemre méltd javulast a talélésben, ezért a jovobeni

kutatasoknak az attétes betegségek kezelésére kell iranyulnia [89].

Az UM szisztémas kezelése nagyon korlatozott. Az adjuvans szisztémas terapiat
elsdsorban azoknal a betegeknél alkalmazzak, akiknek nagy a metasztazis kockazata, vagy
elérehaladott metasztatikus betegeknél, viszont a klasszikus kemoterapias szerek valaszaranya
mindodssze 7% és 25% kozott marad [91]. Az UM kezelésére szolgalo szisztémas kemoterapia
hatastalan. A metasztatikus UM genetikai és molekularis hatterének megismerése ellenére
jelenleg nincs kielégitd szisztémas kezelési megkozelités [92]. Jelenleg nem allnak
rendelkezésre olyan hatékony szisztémads terapiak, amelyek alkalmazhatok lennének az
attétes halalozasok szama az elmult 20-30 évben nem csokkent jelentdsen [93, 94]. Ezért

slirgetd sziikség van 1j, innovativ terapias modszerekre [5, 6, 95-97].
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Jelen munkakban SSTR-2-nek az mRNS expresszidjat 46 darab UM mintaban, az
SSTR-5 expressziojat 9 darab UM tumor mintaban vizsgaltuk. A primer daganatokat fehérje
szinten is tanulmanyoztuk. Az SSTR-ek UM mintakban térténé kimutatasa mellett az OCM-1
¢s OCM-3 UM sejtvonalakat kvantitativ, real-time RT-PCR-rel is elemeztiik a receptor
MRNS expresszidjanak szempontjabol. A vizsgalt UM mintak koziil harmincegy (65,2%)
minta mutatott SSTR-2 pozitivitast, és kilenc minta koziil 6 (66,6%) volt SSTR-5 pozitiv.
Ezzel szemben Ardjomand et al. [3] egy korabbi tanulmanyban a 25 tesztelt UM minta szinte
mindegyikében azonositotta az SSTR-2 expresszidt. Sajat munkakban ligand kompetitiv
vizsgalattal iS megvizsgaltuk a radioaktiv joddal kezelt RC-160 kotését 20 UM minta
membranfrakciéihoz. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt human UM-mintdk 70%-aban
specifikus, nagy affinitasi SSTR-ek jelenléte igazolhato, atlagos Kqg 7,14 nM ¢és atlagos Bmax
604 fmol/mg membranfehérje receptorialis kotési karakterisztikakkal. Fontos megjegyezni azt
is, hogy az 0Osszes receptor-pozitiv daganatminta egybeilld6 moédon jol detektalhato

mennyiségben expresszalta az SSTR-2 vagy SSTR-5 receptor gént is.

Az elemzett mintak szOvettani eloszlasa azt mutatta, hogy a mintdk tobb mint fele
(56,1%) orsosejtes, 36,6% epithelioid volt és a fennmaradd 7,3% szovettanilag kevert. A
kapott értékek alapjan, megallapithatjuk, hogy a beteg neme és kora nem prognosztizalo
tényezOk. Eredményeink egyértelmilen megerdsitik, hogy SSTR-2 és SSTR-5 altipus
expresszalodik human UM mintakban. A qRT-PCR eredmények azt mutatjak, hogy az SSTR-
2 ¢és az SSTR-5 szintén erdsen expresszalodik mindkét vizsgalt UM sejtvonalban. Ebben a
tanulmanyban egyértelmien kimutattuk az SSTR-ek expresszidjat két eddig nem
tanulmanyozott human UM sejtvonalban is, és bemutattuk, hogy az OCM-3 sejtek
szignifikdnsan magasabb szinten fejezik ki az SSTR-eket, mint az OCM-1 sejtek (p <0,0001).
Az SSTR-2 vagy SSTR-5 mRNS altal kédolt receptorfehérjét mindkét UM sejtvonalban

Western blot segitségével is megerdsitettiik.

A célzott terapidra fejlesztett doxorubicinnel konjugalt citotoxikus SST analog, az
AN-162 alapvetden a terdpidban hatékonyabb és kevésbé toxikus, mint a hagyomdanyos
szisztémds kemoterdpia. Ezen analdégok egyetlen f6 mellékhatasa a mieloszuppresszio,
amelyet a doxorubicin, mint citotoxikum hasitasa okoz [98, 99]. Az SST-receptorok magas
eléfordulasi gyakorisaga az UM-ben felveti annak a lehet6ségét, hogy ez a daganattipus
alkalmas lehet az SST-analogokkal, koztiik a célzott daganatterapiara fejlesztett citotoxikus
SST analég AN-162 peptiddel valé kezelésre [5, 7]. Mivel az UM eddigi terapiaja komoly

kihivast jelent, munkank eredménye segit a tovabbi specifikus molekularis célpontok
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meghatarozasaban, a metasztazis megel6zésében vagy a disszeminalt metasztazisok tovabbi

elterjedésében.

Kisérleti munkdink kovetkezé fazisdban a gyermekekben eléforduld malignus és

benignus daganatok és hematoldgiai korképek SSTR expresszios vizsgalataival foglalkoztunk.

Az 1990-es évek kozepe oOta tapasztalt lenyligdzo fejlodés ellenére a hematologiai és
onkologiai betegségek tovabbra is a gyermekkori haldlozasok egyik f6 okai [100]. A
felndttkori onkologiahoz képest ebben a pillanatban a célzott onkoterapiak sokkal kevésbé
fontos szerepet jatszanak a rédkos gyermekek korében. Ezenkiviil a kombindlt kemoterapiés
protokollokat nem lehet tovabb fokozni az akut toxicitds és a késdi szovodmények
elfogadhatatlan novekedése nélkiil. Ezért siirgdsen sziikség van a korai felismerés, a pontos
nyomon kovetés és a nemrégiben azonositott molekularis célpontokon alapuld ujszerli és

hatékony kezelési modszerek tovabbfejlesztésére.

A gyermekdaganatok viszonylag ritkak, vilagszerte kevesebb mint 13 500 eset és
évente kortilbeliil 1500 halaleset tapasztalhatd a 0—14 éves gyermekek korében [100]. A
leukémia messze a leggyakoribb neoplasztikus rendellenesség, amely a gyermekkori
daganatok koriilbeliil 33% -at teszi ki, ezt kovetik az agydaganatok (25%), a limfomak (8%),
a neuroblastoma (7%) és mas ritka gyermekkori rosszindulati daganatok, mint a Wilms
tumor, a lagyrész és csontszarkomak, valamint csirasejtdaganatok hasonloan alacsony relativ
gyakorisaggal [100]. A gyermekkori rak kezelése a betegség tipusatdl (szOvettan és egyre
inkabb a genotipus) és a betegség stadiumatol fiigg. A gyakori kezelési megkdzelitések kozé
tartozik a kemoterapia, a miitét, a sugarterapia és az dssejt-transzplantacid. Az olyan innovativ

kezelési modok, mint az immunterapia €s a célzott kis molekuldju gyodgyszerek, egyre

crer

101].

Jelen munkank eredményei azt mutatjak, hogy a megvizsgalt 15 gyermekminta
meggy0zden expresszalja az mRNS-eket az SSTR-ek mind az 6t altipusara. Nem volt olyan
minta, amelyik legalabb az egyik SSTR altipust ne fejezte volna ki. Figyelemre mélto, hogy
csak egy HL-minta fejezte ki az mMRNS-t mind az 6t SSTR altipus esetében. Hasonloképpen
csak az SSTR-2 volt megfigyelhet6é IM-ben, FD-ben és ITP-ben. Az SSTR-5 expresszidja két
rosszindulati szolid tumor mintaban mutatkozott, és az SSTR-3 PCR termékei csak
rosszindulati mintdkban voltak kimutathatok. Az SSTR-1 és az SSTR-4 eléfordulésa hasonld
volt (9/15, 60%) az elemzett 15 mintdban. A kilenc SSTR-4 pozitiv minta koziil kett6 RMS
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volt, két ALL, egy HL, egy teratoma tipusu, egy szovettanilag hamartoma, egy HS ¢és egy
kronikus joindulati neutropenia volt. Az 6t ALL minta koziil csak a ndi beteg mintaja volt
pozitiv az SSTR-3-ra nézve, és a négy fiigyermekbdl szarmazd minta koziil egyik sem
expresszalta az SSTR-3 mMRNS-ét. A bioldgiai mintdk nagysaga, korlatozott mennyisége nem
tette lehetové Western blot vagy immunhisztokémia elvégzését. Hét esetben azonban
homogenizalt membranfehérje-frakciokat tudtunk izolalni radioligand kotd vizsgélatokhoz,
hogy bemutassuk a specifikus SSTR kotéhelyek jelenlétét. A radioligand kotési vizsgalatok
szintén megerdsitették a specifikus, nagy affinitasi SSTR jelenlétét a szolid gyermek
daganatokban, amelyeket 6,00 nM éatlagos disszociacids allandoval (Kg) €s 391,1 fmol/mg
atlagos maximalis kotodési kapacitassal (Bmax) voltak jellemezhetéek. A molekularis biologiai
elemzések és a radioligand kotési vizsgalatok egyértelmiien kimutattdk, hogy az mRNS
expresszioja az SSTR-2 és SSTR-5 altipusok esetében 100% -ban Osszhangban 4ll a
radioaktivan jelolt SST oktapeptid analog RC-160 specifikus receptorialis kotédésének

jelenlétével.

Bér a vizsgalt csoport mintaszama limitalt volt és Osszetétele heterogén, érdemes
megjegyezni, hogy a vizsgaltak koziil 6t rakos gyermek halt meg az 5 éves kdvetési iddszak
alatt. Az 6t ALL betegb6l harom életben maradt, de két gyermek 5 éven beliil meghalt. A
rhabdomyosarcomaval és a teratomaval diagnosztizalt betegek mutattak a legrosszabb
kimenetet ebben a vizsgalt csoportban. A SSTR expresszi6 ¢és a klinikai adatok kozott nem
figyeltink meg Osszefiiggést. Tovabbi eredményeink alapjan a  rosszindulatl
gyermekmintakban a szintetikus oktapeptid-analégok az SSTR-hez valé magas kotodési
affinitasa azt jelzi, hogy az SSTR-pozitiv daganatos gyermekek a jovOben igéretes jeloltek
lehetnek az SST-analogokkal, koztikk a célzott citotoxikus SST-analog AN-162-vel torténd

terapiara.

Ezen eredmények alapjan az SST peptid-analogok és az SSTR-ek jelentds

crer

diagnosztikai ¢és terdpids potenciadllal birhatnak a gyermekek hematologidjaban ¢és
analogok is hatékony eszkozt kinalhatnak a daganatok lokalizacidjanak és kiterjedésének
azonositasdhoz a gyermekeknél. Nagyon korldtozott adatok 4allnak rendelkezésre a
gyermekkori daganatok szomatosztatin vonatkozasair6l. Ezen adatok tObbsége nem a
rosszindulati daganatokrdl szol, és szinte minden adatot oktreotiddal nyertek [102].
Ezenkiviil Dishop és Kuruvilla arrél szamoltak be, hogy az SST analdgokat terapiasan is

alkalmazzak a kemoterapia tiineteinek ¢s mellékhatasainak csokkentésére, valamint a
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differencialodas eldsegitésére a gyermekkori onkologidban [103]. Még nem kelléen
megallapitott, hogy az SSTR-eket fel lehet-e hasznalni a gyermekek hematologiai és
onkologiai rendellenességeinek lokalizalasara és kezelésére, mivel az eddig rendelkezésre allo
eredmények hidnyosak vagy nem meggyodzoek. Ezért jelen tanulmanyunkban arra
torekedtiink, hogy megvizsgaljuk a SSTR altipusok (SSTR-1-5) mRNS expressziojat
gyermekkori szolid daganatokbdl szarmazé mintakban, valamint hematologiai betegségben
szenvedd gyermekek csontveld aspirdtumaiban ¢és periférids vérében. Radioreceptor
vizsgalattal tanulmanyoztuk az SSTR fehérje kotddési jellemzoit is. Ezenkiviil elemeztiik az
SSTR-ek expresszidja, a kotddési jellemzdéik ¢és a gyermekgyodgyaszati betegek

klinikopatologiai adatainak lehetséges 0sszefliggését.

Osszegzésként megallapithatjuk, hogy a tumorhoz tarsitott peptidek vonzd
tulajdonsagokat nyujtanak a kezelési stratégidk szamara a konnyl hozzaférés, a kényelmes
tisztitds ¢€s tarolds miatt. Tovabbd kevésbé immunogének, mint az antitestalapu
immunterdpiak, magas a szdveti penetracidjuk és nagy affinitasuk van olyan specifikus
sejtalkotokhoz, amelyek befolyasoljak a daganatos sejtek talélését, szaporodasat és
differencialodasat [5, 7, 104]. Gyors clearance jellemzi ket és kiemelkedd jeloltek az
egyszerii konjugacios stratégiak szamara, ahogyan azt mar korabban ismertettiik [5, 7, 104].
Az SST peptidhormon antiproliferativ hatasa és az SSTR-eknek a human endokrin
daganatokban valo jelenlétének bizonyitasa kifejezetten hatékony és biologiailag stabil
szintetikus oktapeptid analégokhoz vezetett, példaul RC-160 (oktasztatin/Vapreotide®),
SMS-201-995 (ocreotide/Sandostatin®), SOM 230 (pasireotid) és BIM-23014 (somatuline /
Lanreotide®) a rosszindulati daganatok hormonalis kezelésére és az endokrinoldgia szaméara
[5, 7, 9, 17, 34]. Ezeket az SST analogokat széles korben alkalmazzak akromegalia,
hasnyalmirigy, neuroendokrin daganatok, a gasztroenterohepatikus rendszer endokrin
daganatainak kezelésére, beleértve a karcinoid tumorokat, gliikagonomakat, gasztrinomakat,
inzulinomakat ¢és VIPomakat [5, 7, 9, 17, 34, 105]. Legjobb tudasunk szerint a
szakirodalomban nem allnak rendelkezésre konkluziv vagy meggy6z6 adatok, amelyek mas
receptorok ezen SST oktapeptid analdgok altali potencialis aktivalasat mutatnék be. Ezenkiviil
bebizonyosodott, hogy az SST analogok hatékonyan alkalmazhaték radionuklid vagy
citotoxikum hordozoéjaiként az SSTR-pozitiv tumorok vizualizaciojahoz és célzott radio- vagy
kemoterapiajahoz [5, 7, 34, 106]. Szamos, kiilonbozé eredetii daganatsejt, példaul jol
differencialt gasztroenteropankreatikus neuroendokrin daganatok, valamint mas daganatos

megbetegedések mutatjak az SSTR talexpresszidjat, amely a célzott diagnosztikai és kezelési
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modszerek molekularis alapjaként szolgalhat [5, 9, 14, 107]. A 14. 4dbran lathatok a sematikus

SSTR-alapu potenciélis downstream utak ¢és jelétviteli kaszkadok, amelyek a
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108] hivatkozasok alapJ an késziilt, modositasokkal).

Megallapitasaink, miszerint a humédn UM mintdk nagy szézaléka expresszalja az SST
receptorokat, alatamasztjak azt a nézetet, hogy SST analogok és célzott citotoxikus SST
analogok, példaul AN-162 igéretes jeloltek lehetnek az UM hatékony kezelésére. Jovobeli
Vizsgélatokra van sziikség jelen eredményeink terépiéls és klinikai jelentc’iségének alaposabb
remelhetoleg segitséget nyujtanak az attétek korai diagnosztizalasdban és az SST analdgok

késobbi, célzott terapiakban torténd alkalmazasaban.



Tovabbi eredményeink elész6r mutattak be, hogy Sszomatosztatin receptorok
expresszalodnak szamos gyermekkori jéindulata és rosszindulati szolid daganatban, valamint
a gyermekkori hematologiai rendellenességek mintdiban. Ezek az eredmények uj utat
nyithatnak a SST peptid hormon analogok lehetséges alkalmazasanak, lehetoséget adva a
gyermek onkologiai €s hematologiai rendellenességek kimutatasara és kezelésére. Az SST-
receptorok terdpias ¢és klinikai jelentOségének tisztazasa érdekében a gyermekek
segithetnek a gyermekkori hematoldgiai ¢€és onkologiai rendellenességek pontos
mechanizmusdnak jobb megértésében is, €s jobb megkozelitéseket nyljthatnak ezeknek a
rosszindulati daganatoknak a korai felismerésére. Megallapitasaink megkdnnyithetik a
szomatosztatin szintetikus analdgjainak vagy radionuklidjainak vagy azok citotoxikus

szarmazékainak klinikai alkalmazasat diagnosztikai vagy terapias célokra.
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7. Osszefoglalas

Az uvealis melanoma (UM) a leggyakoribb primer intraokuldris malignus daganat
feln6tteknél. Eléfordulasa 4-5 eset/millio. A hematologiai és onkologiai rendellenességek
jelentik a gyermekkori halalozas egyik vezeté okat. A neuropeptid szomatosztatin (SST)
jelenlétét kordbban mar bizonyitottak kiilonféle gyermekdaganatokban, de korlatozott
gyermekek hematologiai és onkologiai rendellenességeiben, valamint a human UM-ban.

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

Az SSTR-2 mRNS-e szignifikansan gyakoribb expressziot mutatott az UM
szovetekben, mint az SSTR-5. Az SSTR-ek jelenlétét az UM mintdk 70% -aban igazoltuk
ligand kompetitiv vizsgalattal, és mindkét human UM modell specifikus, nagy affinitasu
SSTR expressziot mutatott. Az 6t SSTR koziil az SSTR-2 és SSTR-5 mRNS szinten human
UM sejtvonalban erésen expresszalodott, de az SSTR-5 mutatta a legnagyobb expressziot. Az
SSTR-2 és SSTR-5 receptor fehérjék jelenlétét mindkét UM sejtvonalban Western-blot
segitségével is igazoltuk. Tovabbi eredményeink azt mutatjak, hogy a gyermek daganatmintak
kiilonb6z6 mintazatokkal, de erdteljesen expresszaltak az mRNS-t az 6t SSTR altipusra. Az
SSTR-2 mRNS-ét minden mintdban kimutattuk, szovettani tipusuktdl fiiggetleniil. Egy HL
minta egyiittesen expresszalta az mRNS-t mind az 6t SSTR altipusra. Az SSTR-3 és az SSTR-
5 csak rosszindulatt mintakban, példaul RMS-ban, HL-ban, ALL és egyetlen nem
rosszindulata allapotban, az orokletes szferocitozisban volt jelen. Az SSTR-1 és az SSTR-4
eléfordulasa hasonld volt (60%) a 15 vizsgalt mintaban. A radioligand kotési vizsgélatok
kimutattak a specifikus SSTR-ek jelenlétét és az SST analogok nagy affinitast kotését a
vizsgalt gyermekkori solid daganatokban.

Osszefoglalva, az SSTR-k expresszidja a human UM mintdkban, az OCM-1 és OCM-
3 human UM sejtvonalakban, valamint a gyermekek hematologiai és onkologiai

rendellenességeiben arra utal, hogy ezek potencialis molekuléris célpontként szolgalhatnak

crer
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Summary

Uveal melanoma (UM) is the most common primary intraocular malignancy in adults,
with an incidence of 4-5 cases per million. The prognosis of UM is very poor. Hematological
and oncological disorders represent leading causes of childhood mortality. Neuropeptide
somatostatin (SST) has been previously demonstrated in various pediatric tumors, but limited
information exists on the expression and characteristics of SST receptors (SSTR) in
hematological and oncological disorders of children.

In the present study, our aim was to investigate the expression of mMRNA and protein
for SSTR-2 and -5 in human UM tissue samples and in OCM-1 and OCM-3 human UM cell
lines by gRT-PCR, western blot and ligand competition assay. We also aimed to investigate
the expression of mMRNA for SSTR subtypes (SSTR-1-5) in 15 pediatric
hematological/oncological specimens by RT-PCR. The presence and binding characteristics
of SSTRs were further studies by ligand competition assay.

The mRNA for SSTR-2 showed markedly higher expression in UM tissues than
SSTR-5. The presence of SSTRs was demonstrated in 70% of UM specimens using ligand
competition assay and both human UM models displayed specific high affinity SSTRs.
Among the five SSTRs, the mRNA investigated for SSTR-2 and SSTR-5 receptors was
strongly expressed in both human UM cell lines, SSTR-5 showing the highest expression. The
presence of the SSTR-2 and SSTR-5 receptor proteins was confirmed in both cell lines by
western blot. Our results show that the pediatric tumor samples highly expressed mRNA for
the five SSTR subtypes with various patterns. The mRNA for SSTR-2 was detected in all
specimens independently of their histological type. A Hodgkin lymphoma sample co-
expressed mMRNA for all five SSTR subtypes. SSTR-3 and SSTR-5 were detected only in
malignant specimens, such as rhabdomyosarcoma, Hodgkin lymphoma, ALL, and a single
nonmalignant condition, hereditary spherocytosis. The incidence of SSTR-1 and SSTR-4 was
similar (60%) in the 15 specimens investigated. Radioligand binding studies demonstrated the
presence of specific SSTRs and high affinity binding of SST analogs in pediatric solid tumors
investigated. In summary, the expression of SSTRs in human UM specimens and in OCM-1
and OCM-3 human UM cell lines suggests that they could serve as a potential molecular
target for therapy of UM using modern powerful cytotoxic SST analogs targeting SSTR-2 and
SSTR-5 receptors. The high incidence of SSTRs in hematological and oncological disorders
in children supports the merit of further investigation of SSTRs as molecular targets for

diagnosis and therapy.
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Kristoéf, Szabd Zsuzsanna, Szabo Erzsébet, Olah Gabor, Fodor Klara, Halmos Gabor.

Sziv és érkutatasi kivalosagkozpont - Ironheart Tudomanyos Ulés; Debreceni Egyetem,
Klinikai K6zpont, In Vitro Diagnosztikai Tomb; 2018. november 22. Részvétel jellege:
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