Hazai melanomakutatdsok: reményt kelt6é eredmények egy korabban reménytelen daganatban
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A hazai melanomakutatasok immaron két évtizedes multra tekintenek vissza és harom hazai
kutatocsoportnak koszonhetdek, melyek az Orszagos Onkologiai Intézetben, a Semmelweis
Egyetemen ¢€s a Debreceni Egyetemen dolgoznak. Kordbban e folydiratban mar beszdmoltunk
az Orszagos Onkologiai Intézetben sziiletett eredményekrdl, a jelen kozlemény
egylttmiikodésiik tjabb eredményeit mutatja be. A debreceni kutatdécsoport a sokszorosan
mutalt melanomagenom klinikai jelentdséggel rendelkezd 1j, eddig még nem ismert hibait
figyelte meg, amelyek jelentésége minden bizonnyal felértékelddik az egyre szélesebb korben
alkalmazott célzott kezelések fényében. Kutatasaik kiilon értéke, hogy felhivtak a figyelmet a
melanoma progresszidja soran bekovetkezd sajatos epigenetikai valtozasokra, melyek nem
jadrnak a gének struktirdjanak tovabbi karosodasaval, de azokhoz hasonlé funkcionalis
kovetkezményekkel jarnak. A budapesti kutatocsoport elsdsorban kisérleti rendszereken
dolgozott, és kimutatta a gazdaszervezet nemének meghatiroz6 szerepét a melanoma
progresszidjaban, aminek hattere az NK-sejtek hormonfiiggé mitkodése. Erdekes lehet a
gliikokortikoidreceptorok szerepének kimutatasa is, amely bizonyos leukémidkhoz hasonld
szereppel birhat melanoméaban. Evtizedes multra tekint vissza a melanomamatrix-kutatas,
amelynek Gjabb eredményei a XVII kollagén és a CD44v3 varidnsainak progressziot el0segitd
szerepét igazoltdk. A melanoma Un. kettds vad genotipusa még nem rendelkezik hatékony
kezeléssel, ezért izgalmas lehet ebbdl a szempontbol az FGFR, a c-MET vagy a
kannabinoidreceptorok expresszidjanak terapias kiaknazasa, amit a kisérletes rendszereken
szerzett eredmények tdmogatnak. Ugyanakkor nem lebecsiilenddk a heparinszarmazékok
vagy a biszfoszfonat alkalmazasaval kapott antitumoralis hatasok sem, amelyek kiegészithetik

a jovoben a célzott terapidkat. Magyar Onkoldgia 59:275-281, 2015
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Melanoma research has a two decade history in Hungary and is based on three groups located
at the National Institute of Oncology (NIO), the University of Debrecen (DU) and
Semmelweis University (SU). Previously we have summarized the achievements of the NIO
group in this Journal, now this paper summarizes the recent results of their collaborations.
The research group of DU revealed several novel genetic alterations in the melanoma genome
which might have clinical relevance as prognosticators or predictors in light of the novel
target therapies. Data indicating unique, perhaps melanoma-specific epigenetic changes
during progression might be even more important, identifying novel genes otherwise not
detected as genetically altered ones. The research group in Budapest extensively used
experimental human melanoma models and demonstrated the host sex as a key factor in
progression due to the specific function of NK cells. Identification of functional
glucocorticoid receptor in human melanoma might lead to therapeutic exploitation similar to
certain leukemias. Studies on extracellular matrix revealed collagen XVII and CD44 splice
variants as progression associated factors of melanoma. Since the double wild type genotype
of melanoma is lacking effective therapy, data on the use of FGFR2, c-met or cannabinoid
receptor as target can be important. On the other hand, experimental data on the antitumoral
effects of heparin derivatives or bisphosphonate in melanoma models can also be

encouraging.
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BEVEZETES

A malignus melanoma az onkologia egyik legnagyobb kihivasa, mert szemben a legtobb
gyakori szolid daganattal, genetikailag kemo- és sugarterapia-rezisztens. Ezzel parosul az,
hogy biologiailag a legagresszivebb rosszindulati daganat, amely az Un. T1-es, milliméteres
staddiumban is nem elenyészd szézalékban végiil is attétes betegséggé fejlodik. Bar az elmult
évek paradigmavaltast hoztak ennek a daganatféleségnek a kezelésében is a molekularisan
célzott és az immunterapia bevezetésével, ezek eredményei az esetek csak igen Kis
szazalékaban tartésak. Hazankban a malignus melanoma nem szerepel a leggyakoribb
rosszindulati daganatok kozott, mégis a daganathaldlozdshoz jelentés a hozzdjarulésa.
Bizonyos értelemben arva (orphan) daganatnak tekinthetd, ezért a rakkutatds figyelmének
nincsen (vagy nem volt) a kozéppontjaban. Kiilonosen igaz ez hazankban, ahol maga a
rakkutatis sem prioritds, és igy a melanomakutatds sem. Ennek ellenére az elmult évtizedben
jelentés melanomakutatas folyt a Semmelweis Egyetemen, a Debreceni Egyetemen és az
Orszagos Onkoldgiai Intézetben, amelyek eredményei nemzetkdzi hirliek ma mar. Kordbban
az Orszagos Onkologiai Intézethez kothetd immunonkologiai és molekularis patologiai
kutatdsokrdl beszamoltunk (1,2), a jelen tanulmany a kutatocsoportok azota sziiletett
eredményeit foglalja 0ssze abban a reményben, hogy ezek legalabb egy része hamarosan

klinikai felhasznalasra keriilhet, amennyiben ezek a kutatasok tovabbi tamogatast kapnak.

A MELANOMA PROGRESSZIOJANAK MOLEKULARIS MARKEREI (DEBRECENI
EGYETEM)

Human melanomaszoveteknél is jol ismert a heterogenitas mind sejt-, mind molekularis
szinten egyarant. Az eltéré molekularis dsszetételli sejtklonok jelenléte ugyanazon daganaton
beliil kiilonb6z6 bioldgiai kimenetelhez vezethet, jelentdsen befolyasolva mind az alkalmazott
terapia hatékonysagat, mind pedig a betegség progndzisat, a daganatsejtek invaziv
tulajdonsagat és attétképzd hajlamat. A melanoma egy olyan komplex daganatos betegség,
mely mind molekuléris, mind fenotipusszinten egyarant megjelenik. Az egyre elterjedtebbé
valo nagy felbontdsu array technikdk és az elmult két évtized robbanasszerli bioinformatikai
fejlédése ma mar lehetdvé teszi a kiilonb6z6é bioldgiai viselkedésli és molekularis altipust
melanoma mintak kozotti molekularis eltérések feltérképezését, a nagy mennyiségii adatbol
biologiailag relevans informaciok kinyerését. Az eltérések koziil jol ismert, hogy a

melanomak 50-70%-aban kimutathatd6 a BRAF onkogén aktivacios mutacidja, mely 80—90%-



ban a 600-as aminosav kodonon elhelyezkedd valin-lizin konverziot jelenti (V60OE). A
BRAF gén mutacidja mellett az NRAS aktivald mutacioi (melanomak ~13-25%-a) —
leginkabb a Q61 és G12 aminosav pozicidban — is egyre jelentdsebb szerepet kapnak, tobbek
kozott, mint jelatviteli ,kertil6 Gt” a mutans BRAF fehérje inhibitorral szemben kialakult
rezisztencia soran. A két génmutacid jelenléte azonban kizarolagos egyedi sejt szinten, mivel
mindkét onkogén a Ras/MAP-kinaz jelatviteli lanc része, egylittesen igy nem fordulnak el
(3). Korabbi tanulmanyok soran mar bizonyitast nyert az is, hogy bar a BRAF- vagy NRAS-
mutaciok a tumorfejlodés korai szakaszdban mar megjelennek, egyediili jelenlétiik nem
elegendo a daganat kialakulasahoz.

Vizsgalataink egyik fokuszpontja a BRAF- vagy NRAS-mutaciot hordozo és dupla vad tipust
primer melanomak géneltérés-mintazatai kozotti kiilonbségek feltarasa volt array komparativ
genomhibridizaciés (aCGH) technika segitségével (4). Eredményeink szerint a BRAF-
mutaciot hordozd daganatokban szignifikdnsan magasabb a genomi kopiaszém-eltérések
szama a dupla (BRAF és NRAS) vad tipusu melanoma szovetekhez képest. Az aktivalo
mutacio pedig elsdsorban a 10923-q26 régio vesztésével, valamint az 1q23-q25 16kusz és a 7-
es kromoszoma tobbletével tarsulnak. A leggyakoribb nagymértékii amplifikaciot a 7q36.3
régioban figyeltilk meg, ahol a PTPRN2 onkogén lokalizalodik (4). Ennek a génnek a szerepét
kiterjedten vizsgaltak mas tipusu daganatokban (pl. emlédaganatok), melyekben a géntermék
inhibicidjaval sikeresen tudtdk csokkenteni az attétek szamat. Ugyanakkor a 11q23-025
szekvencia delécidja elsdésorban az NRAS-mutdcidoval mutat 0Osszefliggést (4). Az itt
elhelyezkedd6 OPCML gén terméke a tirozinkindz-receptorok gatlasdn keresztiil fejti ki
hatasat. A masik gyakori, NRAS-mutacidhoz kapcsolt eltérés a 17p13.3 kromoszomalis régio
delécigja, ahol a két nemrégen azonositott tumorszuppresszor gén (HIC1 és OVCAI)
delécidja mellett a 16kusz hemizigota allapota sejtciklus-deregulaciot valt ki és tumorigenezist
indukdl (4). A 6p22.3 (E2F3) tobblete, valamint a 9p21 (CDKN2A) régidé vesztése
ugyanakkor gyakrabban fordul el6 a BRAF- vagy NRAS-mutaciot hordozé melanomakban a
dupla vad tipusuakkal szemben, mely utobbiakat leginkabb a 17-es (17q24-q25-amplifikacio)
és a 4-es (4923-025-hiany) kromoszomak gyakori kdpiaszam-eltérései jellemzik (4). A 9p21-
es 10kusz familiaris melanoméakban gyakori vesztését a sporadikus melanomak progresszidja
soran munkacsoportunk mar egy korabbi tanulmanyéaban vizsgalta. A teljes lokusz delécidja a
vizsgéalt mintdk nagy szazalékdban (84%) jelent meg stadiumtol fiiggetleniil és foként
heterozigociavesztés formajaban (5). Vagyis a MAPK ttvonal sériilése egyiitt a 9p21-es régiod

vesztésével fontos lehet a kedvezdtlen biologiai kimenetel 1étrejottében.



Kutén primer melanomékon végzett aCGH-vizsgalataink a CCND1 onkogént kodold 11q13-
as régio gyakori kopiaszamtobbletét is kimutatta. Ezért az onkogén szerepének részletes
vizsgalatat is elvégeztiik. A gén amplifikacidja 0s.szefliggést mutatott a melanoma szdmos
ismert klasszikus prognosztikai markerével €s a kedvezotlen klinikai kimenetelt eredményezd
klinikai paraméterrel, mint a primer melanomaszovet felszini kifekélyesedése vagy
attétképzése. Megfigyeltiik, hogy a CCND1-génamplifikéaciot tartalmazé mintdknal a beteg 5
éves tulélési esélyei is rosszabbak, valamint eredményeink szerint a tobbszords attétképzo
(regionalis €és egy vagy tobb tavoli szervi metasztazis) mintakban kifejezettebb az
amplifikacio jelenléte (6). Mivel a napsugarzas ultraibolya-tartomanya jol ismert exogén
faktor a melanomak adott csoportjainak kialakulasaban, ezért fontosnak tartottuk
meghatarozni a CCNDI1-eltérések szerepét annak fiiggvényében is, hogy a testfeliilet
kiilonb6z6 részein megjelend melanomak milyen mértékben vannak napsugarzasnak kitéve.
Megfigyelésiink szerint a CCNDI1-amplifikacioval és fokozott mRNS-szinttel jellemezhetd
mintdk a testfeliilet azon részén jelentek meg, melyek kronikus napsugarzas altal voltak
expondlva. Fontos megjegyezni, hogy ezekben a mintakban csak ritkan fordultak el6 a BRAF
és/vagy NRAS onkogének mutacidéi. A CCNDI onkogén fokozott expresszidjat fehérjeszinten
is megfigyeltiik a progresszio eldrehaladasaval, bar ez kevésbé volt kifejezett (6). A CCND1
onkogén ugyanakkor egy olyan amplifikacios klaszterben lokalizalédik, melyben 6t
potencialis onkogén hatdsa is jelentkezhet. Vizsgélataink szerint a 13ql4 amplifikacios
klaszterben a CCNDI génnel egyiitt tobb kandidans gén (TAOSI1, FGF3, FGF4, FGF19 és
EMS1) ko-amplifikacidja is eléfordul (3). Megfigyeltik, hogy ezeknek a géneknek az
egylittes amplifikécidja elsdsorban a rosszabb prognozist eredményezd daganatokra jellemzo.
Ezek koziil a gének koziil a CCND1 és TAOSI gének egyiittes emelkedett génddzisa a mintak
kb. 15%-aban mutathatd ki. A kettés amplifikaciét mutaté mintak dontd tobbségének a
felszine kifekélyesedett volt. A TAOSI gén a sejtciklus kontrollban és a sejtproliferaciod
szabalyozasaban jatszik szerepet, és a CCND1-gyel kooperalva valdsziniileg egy agresszivabb
fenotipus kialakitasdhoz jarul hozza (3).

Mivel a gének, illetve az altaluk kodolt fehérjék elsdsorban mas molekulakkal vald
interakciokon keresztiil fejtik ki hatasukat, az eltéréseket a jelatviteli utvonalak szintjén is
vizsgaltuk. A BRAF-mutaciot hordoz6 daganatokban leggyakrabban az EGF/MAPK és JAK
jelatviteli Gtvonalak kozotti interakcioban részt vevd fehérjéket kodold gének sériilnek, de
hasonlé mintazat figyelheté meg a MAPK-IGF és JAK-IGF utvonalak kozott is (4). Ezek
kozé a gének kozé szamos jol ismert (pl. EGFR, PI3K vagy JNKK?2) és kevésbé ismert (pl.
PEAI1S5, ELK4 vagy SHC1) onkogén tartozik. Tovabba a BRAF-mutécio jelenléte egy sajatos



delécios mintazattal is tarsul, melyek koziil a PTEN, JNK1 ¢és HVH-3 gének egyiittes
delécidja szembetling. Ellentétben a PTEN tumorszuppresszor génnel, a JNK1 és HVH-3
gének melanoma progresszidban betoltott szerepérdl viszonylag kevés informécid all
rendelkezésiinkre.

Annak ellenére, hogy az NRAS és BRAF onkogének mutacioi egyazon jelatviteli ttvonal
konstans aktivacidjaban vesznek részt, a primer melanomak kialakuldsa és fejlédése soran
eltéré genetikai alteradciokkal kooperalnak (1. &bra). Ez a melanoma progresszidja soran
tapasztalt jelenség rendkiviil figyelemre méltd, hiszen arra utalhat, hogy a BRAF- és NRAS-
mutaciok egyfajta vezérld szerepet toltenek be az alternativ genetikai Gtvonalakat feltételezo
melanomagenezis soran. Ezeknek az eltéréseknek a felismerése 1j, célzott terapias célpontok
azonositasara nyujt lehetdséget a mutaciok hatdsanak gyengitését célzo kezelések mellett,
mint a kozelmultban elfogadott mutans BRAFV600E fehérje miikodését célzo molekularis

terapia (vemurafenib).
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1. abra. A BRAF- és NRAS-mutacids alcsoportokhoz tartozo leggyakoribb kopiaszam-
eltérések. A felfelé mutato nyilak az adott kromoszomalis régiod vagy génkdpiaszam

crcr

A mutans BRAF-molekulat célzo gydgyszeres kezelés egyik f6 hatranya a koran (4tlagosan 6
honap) kialakul6d rezisztencia. Ezért munkacsoportunk jelenleg folytat vizsgalatokat tobbek
kozott a rezisztencia hatterében allo eltérések feltérképezésére. Sajat eddigi €s mas
kutatécsoportok eredményei altal mar ismert, hogy az egyik elkeriil6 mechanizmus a CRAF
és NRAS molekuldk érintettségén kiviil az EGFR onkogén (7p12) expressziojanak extrém
fokozddasa a kordbban EGFR-negativ mintdkban is. Egy korabbi tanulmanyunkban mar
felfigyeltiink az EGFR kiemelkedd szerepére a primer melanoma progresszidja soran, ahol a

gén kopiaszam tobblete €s fokozott génexpresszidja legtobbszor rossz progndzissal tarsult (7).



A génkopiaszam és mRNS-expresszios szintek kozott linearis kapcsolat azonban nem minden
esetben volt kimutathat6. Ennek szamos oka lehet, tobbek kozott az, hogy az EGFR-
géntobblet 6nmagaban nem feltétleniil bir erds prognosztikai jelentdséggel. A fokozott
genetikai instabilitdsnak kdszonhetéen gyakran a teljes 7-es kromoszdéma vagy a kromoszoma
egy jelentds része sériil a progresszid soran, melynek eredménye az lesz, hogy az EGFR
génnel egyiitt amplifikdlodd gének hatasa is érvényesiil. Eredményeink alapjan az EGFR
kopiaszam tobblete prognosztikai markere lehet az attétképzésnek és a terapia megvalasztasat
is befolyasolhatja, de ugyanakkor fontos, hogy az extra génkopiaval rendelkezé mintakban az
MRNS- és/vagy fehérjeszintek is meghatarozasra keriiljenek (7).

A T-es kromoszoma eltéréseinek elemzése soran a 7pl2-es régio alteracioi mellett a 7q31-es
régi6 gyakori eltéréseit is megfigyeltik. Ez a DNS-szekvencia egy rendkivil ,,génstri”
szakasz, melyen a FRA7G ,torékeny pont” helyezkedik el. Eredményeink alapjan ennek
eltérései hozzajarulnak a melanomak kedvezdtlen klinikai kimeneteléhez (8). A fragilis DNS-
régiok szerkezetiikkbol kifolyolag instabilak és gyakori célpontjai a progresszid soran
bekovetkezd kromoszomalis toréseknek ¢€s atrendezddéseknek. Az ezeken a szekvencidkon
elhelyezkedd gének eltérései mind delécid és/vagy amplifikdcid, mind pedig normalis
kopiaszdm melletti heterozigdtasdgvesztés (anyai vagy apai allél elvesztése) formdajaban
gyakori eltérések. Munkacsoportunk ezért a FRA7G ,torékeny pont” kozvetlen kozelében
lokalizalt gének, mint a multifunkciés CAV1 (membran lipidtutajok alapkdéve) és a
tumorszuppresszor TES eltéréseit is vizsgalta. A TES, annak ellenére, hogy csokkent mRNS-
szintje szignifikdnsan jelenik meg a tobbszords attétképzd mintadkban, az altalunk vizsgalt
minta kohortban nem mutatott jelentds prognosztikai szerepet. Eltérése feltehetdleg a fokozott
kromoszomalis/genom instabilitdis mellékhatasanak tekinthetd. Ezzel szemben a CAV1
MRNS-szintje a tumor vastagsaganak novekedésével fokozddott, ez a kapcsolat fehérjeszinten
is jelentkezett, ami a CAV1-eltérést mutatd daganatsejtek invazidban betdltott lehetséges
szerepére utalhat, igy segitve eld az attétképzést (8). Ezt tamasztjak ald a munkacsoportunk
altal jelenleg sejtvonal modellrendszeren végzett vizsgalatok is, melyek soran a CAVI1
fokozott expresszidjat mind mRNS-, mind fehérjeszinten kimutattuk. A nagy felbontasu
genomarray (array CGH) vizsgalatok mellett génexpresszids csip elemzéseket is végeztiink.
Génexpresszids vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a felszini kifekélyesedéssel
jellemezhetd primer melanoma mintakban egy 987 génbdl alldé downregulacios klaszter
figyelhetd meg. Ezeknek a géneknek minddssze 15%-a (150 gén) mutat valamilyen mértéki
deléciot, melyek tobbsége a 6q és 10q kromoszdémaszekvencidkon lokalizalodik, befolydsolva

a sejt-sejt és sejt-matrix kapcsolatokat, valamint az apoptdzis szabalyozasat is. Tovabbi 11



(~1%) génnél a gének alulszabalyozasanak hatterében epigenetikai folyamatok,
géncsendesités all (9). Az ,alulszabalyozott” génklaszter mellett 93 génre jelentds mRNS-
expresszios szintbeli novekedést is megfigyeltiink. Ezek koziil a legnagyobb valtozést az
oszteopontin (OPN) mutatta, melyet fehérjeszinten is sikeriilt megerdsiteni (9). A fehérje
kifejezddését a vizsgalt primer melanomak 90%-aban kimutattuk. Klinikai adatokkal tortént
korrelaciés analizisiink szerint a fokozddd OPN-expresszidos szintek kedvezotleniil

befolyasoljak a betegség kimenetelét (10).

EPIGENETIKAI ELTERESEK MELANOMAKBAN (DEBRECENI EGYETEM)

A genetikai eltéréseken kiviil a daganatok kialakuldsdban és progresszidjdban igen fontos
szerepet jatszhatnak az epigenetikai valtozdsok, melyek koziil a legjobban tanulméanyozott és
legstabilabb, 6roklédd forma a DNS-metilacio. A gének promoter régidin gyakori un. CpG-
szigeteken el6forduld hipermetilacid direkt médon akadalyozhatja a génatirast, ezért jelenleg
intenziv kutatadsok targya. A melanomak hipermetilacidjanak vizsgalata eddig mindossze
kandidans gén megkozelitéssel vagy olyan globdlis, de indirekt modszerekkel tortént, melyek
soran elsOként vizsgaltak a teljes genom génexpressziojat, majd egy agressziv demetilacios
kezelést kdvetden Ujra elemezték a génexpresszids mintdzatot, ezzel kozvetve azonositottak
az eredeti allapotban hipermetilalt géneket. Mivel a genom nagyobb részét analizald korabbi
metilacios tanulmanyok a melanomak és a szomszédos normalis szovetek vonatkozasidban
végeztek Osszehasonlitd vizsgalatokat, munkacsoportunk arra a kérdésre kereste a valaszt,
hogy a melanoma genom epigenetikai mintazata valtozik-e a daganatprogresszio kiilonb6z6
szakaszaiban.

Lokalizalt DNS-metilacidés eredményeink értékelése soran részletesen tanulmanyoztuk az
ismert klinikai paramétereket (Breslow-vastagsag, attétképzés, ulceracio és szoveti altipus)
jellemzd metilacids mintazatot. Osszesen 111 egyedi gént érintett az egyes csoportok kozott
felismert eltéré metildcidos mintadzat. Eredményeink szerint a progresszio folyamatat leginkabb
a metilacio csokkenése jellemzi, DNS-hipermetilacidra 1ényegesen kevesebb példat talaltunk.
Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 klinikai paramétereket jellegzetesen egyedi metilacios
mintdzat jellemzi (11). Terapias jelentésége miatt részletesen vizsgaltuk a BRAFV600E
mutacio €s a DNS-metilacid kapcsolatat. A mutacioval asszocialodd megvaltozott metilacidju
gének tobbsége hipermetilalodott, és a sejtkommunikdcioban, tovabba az extracellularis
matrix receptor interakcidban jatszott szerepet, ugyanakkor kevés atfedést mutatott a négy

klinikai paraméterrel Osszefiiggd, Osszesen 111 metilalt génnel (1d. fentebb). A jelenség igy a



mutacio egyedi vezérld szerepét veti fel a DNS-metilacid szabalyozasaban, mely jelenleg
tovabbi vizsgalatok targyat képezi (11). Vizsgaltuk tovabba a DNS-metilacio és a melanomas
betegek 5 éves tulélése kozotti kapesolatot. A klinikai paraméterekre korrigdlva egyetlen
génnél, a KIT génnél lattunk példat arra, hogy a hipermetilacio csokkent tulélési eséllyel
tarsul (11).

Pérhuzamos génkopiaszam-vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a metildciés mintazatot
fenntartd enzimet (DNMT1) kodoldo gént tartalmazd 19pl13.2-es szakasz a vastagabb
daganatokban (Breslow-vastagsag >4 mm) deléciot szenved. Eredményeink alapjan
valoszintsithetd, hogy a DNMT1 gén delécidja hozzajarul a kordbban emlitett transzpozon,
tovabba génpromoter-régidkat érinté hipometilacios tendencidhoz. A Knudson-féle ,,two-hit”
hipotézis értelmében a megvaltozott génexpresszids mintazathoz egyszerre tobb szomatikus
DNS-valtozas is sziikséges. Promotermetilacioés eredményeinket génkopiaszam-adatainkkal
integralva megallapitottuk, hogy a 6q23-as szakaszon lokalizdlod6 MYB ¢és az EYA4
géneknél a két kiilonb6z6 szomatikus DNS-alteracio (delécio és DNS-hipermetilacid) a fent
emlitett hipotézis értelmében egyiittesen alakitja ki a melanoméak megvaltozott génexpresszios
A lokalizalt hipermetilaci6 mellett maig aldbecsiilt az Un. genomszintli hipometilacid
jelensége, melyet sokdig a karcinogenezis passziv kovetkezményeként irtak le. Késobb
azonban emlddaganatokban sikeriilt bizonyitani, hogy egy aktiv €s iranyitott folyamat, mely a
tumorigenezis korai szakaszdban is jelentkezhet, ezért tovabbi vizsgalatokra érdemes
kandidans diagnosztikai markerként értelmezhetjiik. A genomszintli hipometilacio —
kialakulasanak okatol fliggetleniil — hozz4jarul a valamennyi daganattipust jellemz6 genetikai
instabilitashoz az Un. ismétlddé szekvencidk demetilacidja altal. Ezek az ismétlodo
szekvencidk olyan mozgékony genetikai elemek, melyek az evolucio sordn épiiltek a human
genomba, ahol a teljes genetikai anyag tobb mint 40%-4at képviselik. A human genomban
metilaltsdguk révén maradhatnak védve a génatirddastol, metilacidjuk megsziinése egyuttal
aktivacidjukat is jelenti, mely erds homologidjukat tekintve rekombinacidés események
sorozatat inditja el. Ez utobbi tovabbi delécidkat és inszerciokat kialakitva jelentdsen
hozzajarul a kariotipusos instabilitashoz. Vizsgalataink sordan a LINE1 transzpozonszekvencia
promoterrégiojan talalhato 6 CpG pontmetilaciojat hataroztuk meg Na-biszulfit
piroszekvenalassal. Eredményeink alapjan az 5 éven belill attétet képz6 melanomakat
markans transzpozonalis demetil4cio jellemezi. Ez a jelenség képezheti a jovOben egy LINE1

transzpozonmetilaciot célzé diagnosztikai vagy predikcios teszt kidolgozasat (12).



A GAZDASZERVEZET NEMENEK SZEREPE A MELANOMA PROGRESSZIOJABAN
(SEMMELWEIS EGYETEM, ORSZAGOS ONKOLOGIAI INTEZET)

Klinikailag ismert, hogy a néi nem kedvezd prognosztikai tényezé malignus melanoma
esetében, bar ennek alapjai nem ismertek. Korabban felmertilt kisérleti modellekben, hogy a
nemi hormonok befolyasolhatjak a melanoma bioldgiai viselkedését, de a kisérleti adatok
ellentmondasosak voltak. Human melanoma majmetasztazis allatkisérleti modelljében (SCID
egér) korabban mar megfigyeltiik, hogy az attétképzés hatékonysaga gyengébb a ndstény
hordozokban (13). A kérdést tovabb vizsgalva kideriilt, hogy a jelenség csak a
majattétképzésre vonatkozik, més szervek esetében nem észlelhetd. Felmeriilt az, hogy a
melanomasejtek funkciondlisan aktiv nemihormon-receptorral rendelkeznek. Vizsgalataink
szerint emberi melanomékban az 6sztrogén- €s androgénreceptorok fehérjeszinten nem, vagy
csak igen alacsony szinten expresszalodnak, igy a sexhormonok nem hatnak kozvetleniil a
daganatsejtekre, ezért a gazdaszervezet egyes sejtjeire terelddott az antimetasztatikus aktivitas
gyanuja. Vizsgalataink a m4j Kupffer- és NK-sejtjeire irdnyultak, és igazoltuk, hogy kisérleti
allatokban mindkettének van jelentés antimetasztatikus aktivitasa, de csak az NK-sejtek
szerepe fiigg a nemtdl, ezek a sejtek aktivabbak a néstényekben. Ezt a megfigyelést NK-sejt
nélkiili kisérleti allatokban is igazolni lehetett. Bar e megfigyeléseinknek nem lett nagyobb
nemzetko6zi visszhangja, az immunonkoldgiai kezelési protokollok bevonuldsa a mindennapi
klinikai gyakorlatba megvaltoztathatja ezt a helyzetet. Feltételezhetd, hogy a célzott
immunstimulacios kezelések (anti-CTLA4 és anti-PD-1 antitestek) klinikai aktivitasat a beteg
neme befolyasolhatja. Hogy ez csak a madjattétképzésre vagy mds szervi attétekre is
vonatkozik, tovabbi klinikai kutatasok targya kell, hogy legyen (13). Munkacsoportunk e
vizsgalatok soran felfigyelt az emberi melanomasejtekben a gliikokortikoidreceptor(ok)
MRNS- ¢s fehérjeszintii kifejezodésére. A GCR funkcionalisan aktivnak bizonyult, az emberi
melanomasejtek érzékenynek bizonyultak dexametazonra, amelynek proliferaciogatlo, de
foleg apoptdzisindukald hatdsa volt. A gliikokortikoidok sokféle mddon képesek befolyasolni
a daganat és a gazdaszervezet kolcsonhatdsait. Egyrészt ismert az immunszuppressziv
hatasuk, amit foleg az autoimmun betegségekben aknaznak ki. Mdasrészt azonban szamos
daganatellenes terapias protokoll része a szteroidkezelés. Felmeriil, hogy melanoma esetében

a dexametazonkezelés citosztatikus hatasu lehetne, aminek jelent6ségét nem lehet alabecsiilni



ebben a kemorezisztens daganatban. Ezzel kapcsolatban fontos lehet, hogy in vitro a DTIC-

kezelés antiproliferativ hatasait dexametazonnal fokozni lehetett (14).

EXTRACELLULARIS MATRIX FEHERJEK VAGY RECEPTORAIK PROGNOSZTIKUS
SZEREPE (SEMMELWEIS EGYETEM)

A transzmembran kollagén XVII (cXVIIwt) a borhdm fontos matrixreceptora, amely a
hamsejtekben van jelen. Kidertilt, hogy bar nyugvo melanocitdkban nincsen jelen ez a fehérje,
proliferald sejtekben megjelenik. Emberi melanomakban a cXVII gén mutaciét szenved el,
amely az ektodomént érinti. Emiatt diszplasztikus naevusokban és melanomakban csak a
citoplazmatikus része van jelen a fehérjének, ami alkalmassa teszi felhasznaldsat a
mindennapi rutin patologiai diagnosztikdban. Legalabb ilyen fontos megfigyelés az is, hogy a
citoplazmatikus ¢XVII szakasz elleni antitesttel emberi melanomakban in vitro apoptdzis
indukalhat6 (15).

Néhany gént ugy ismeriink, mint az attétképzés onkogénje (metasztazisgén), ezek koziil
els6ként azonositottak ilyennek a CD44 proteoglikant, amely kondroitin- és heparanszulfattal
(HS) glikanalodhat. A CD44-nek 10 varidbilis exonja van, és a hasitasi variabilitas
eredményeként igen sokféle fehérjét kodolhat, amely matrixreceptorként vagy segitd
novekedési faktor receptorként szolgalhat. Kordbbi vizsgalatainkban a HS varians CD44v3
exon expresszigjat észleltiik emberi melanomaban, és kimutattuk kedvezdtlen prognosztikus
szerepét (16). Ujgeneracios szekvenalas segitségével a teljes CD44-variabilitast elemeztiik
kiilonféle daganatokban, kozottiik emberi melanomaban, €s jellegzetes melanomahasitasi
mintazatot detektaltunk. In vivo spontan attétképzési modellben megallapithatd volt, hogy az
attétképz6 emberi melanomasejtekben jelentdsen emelkedik a melanoma CD44-expresszidja,
amelyben a v3-tartalm( variansok vannak jelen dontden. E megfigyeléseink arra utalnak,
hogy melanoma esetében a CD44 HS-tartalm hasitasi varidnsai metasztazisképzodést

eldsegitd szereppel rendelkeznek.

UJ MELANOMAKEZELESI LEHETOSEGEK PREKLINIKAI MODELLEKBEN
(SEMMELWEIS EGYETEM, ORSZAGOS ONKOLOGIAI INTEZET)

Ismert a heparin daganatellenes hatasa klinikai koriilmények kozott, de ennek pontos
mechanizmusa, az ezért felelés kémiai struktGra nem. 4-22 tagy, heparineredetii

poliszacharidok biologiai hatasait teszteltiik in vitro és in vivo emberi melanomasejteken. A



legtobb fragmens jelentés antimigraciés hatasunak bizonyult, mig csak egy, a dpl8
rendelkezett antiproliferativ hatassal is. Feltlind volt, hogy az antimigraciés hatis a melanoma
CD44v3 receptoran keresztiil valdsult meg. Ami talan még érdekesebb, hogy in vivo
korilmények kozott a dp4 ¢és dpl8 heparinfragmensek antimetasztatikus hatasunak
bizonyultak  kisérleti allatokban. Ezek a vizsgalatok arra utalnak, hogy a
heparinszarmazékoknak jelentds daganatellenes hatdsai lehetnek emberi melanoma esetében
(17).

Az EGF- ¢és az FGF-receptorok miikddéséhez elengedhetetlen a heparanszulfat-tartalmu
segédreceptorok, mint a CD44 segitd szerepe. Normalis melanocitakban, de
melanomasejtekben is jelen van és mikodhet az EGF- és FGF-receptor. Ugyanakkor a
melanomaknak harom nagy molekularis alcsoportjat ismerjiilk, a BRAF-, NRAS-mutansokat
¢s a kettds vad genotipust. Kérdéses ugyanakkor, hogy a molekuléris altipusok befolyasoljak-
e e receptorok miikddését. Kisérleti rendszerekben kimutattuk, hogy mind az EGF, mind
pedig az FGF2 stimulalja az emberi melanomasejteket, de a BRAF- vagy NRAS-mutacios
statusz lecsokkenti ezt a reagaloképességet. Feltiing volt, hogy az EGF ¢és FGF2 elsdsorban
motilitasi valaszt generdlt emberi melanomasejtekben, melynek 6 jelpalyaja a MAPK utvonal
volt. Ahogyan az varhatd volt, EGFR és FGFR tirozinkinaz-inhibitorok csak a kettés vad
staituszii daganatsejtekben hatottak, mig a mutansok rezisztensnek bizonyultak. Ezek a
megfigyelések rairanyitjdk a figyelmet a melanomak legkisebb, mintegy 20-30%-at ado
A kannabinoidok esetleges orvosi alkalmazasa ma in-tenziv kutatasok targya. Miutan a
melanocitak neuroektodermalis eredetliek, felmeriilt, hogy daganataik, a melanomak, esetleg
rendelkeznek endokannabinoid-receptorral. Vizsgalataink szerint kiilonb6z6 molekularis
alcsoportba tartoz6 emberi melanoma-sejtvonalakban expresszalodik a CNR1 gén és
fehérjeterméke, a CBl-receptor, amelyet a sejtmembranban is ki lehet mutatni. A CBI-
receptor funkcionalisan aktivnak bizonyult, és természetes vagy mesterséges ligandumai
antiproliferativ, antimigracios és proapoptotikus hatast valtottak ki in vitro emberi melanoma-
sejtvonalakban. Ami ennél még biztatobb, az az, hogy in vivo az egyik mesterséges ligandum,
az ACEA, gatolni volt képes a melanoma majattétképzd képességét. Ezek a kisérletes
eredmények azokat a megfigyeléseket erdsitik, hogy a kannabinoidoknak ismert
fajdalomcsillapitod hatasuk mellett specifikus daganatellenes hatasuk is lehet (19).

A RAS-mutans daganatok ma a legnagyobb kihivast jelentik az onkoldgiaban, mert a célzott

terapiara  rezisztensek: ez a helyzet az NRAS-mutdns melanoma esetében



is. Szamos probalkozéas tortént a Ras fehérje funkcidjanak blokkolasara, de ezek nem
bizonyultak sikeresnek. Az egyik ilyen elképzelés az volt, hogy a Ras fehérje membranhoz
torténd kihorgonyozddasat biztositd farnezilaciot blokkoljak, azonban alternativ prenilacios
mechanizmusok ezt megakadalyoztak. A klinikai gyakorlatban manapsag kiterjedten
hasznalnak egy prenilaciogatlét, az aminobiszfoszfonatot, amelynek bioldgiai hatésait
elemeztiik emberi melanoma-sejtvonalakban. Az aminobiszfoszfonat-kezelés elsésorban az
NRAS-mutdns melanomasejtekben indukalt apoptdzist, és gatolta a klonogén tuléld
képességet, mig a BRAF-mutdns vagy dupla vad sejtekre alig volt hatassal. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy szemben mas rendszerekkel, az NRAS-mutans
melanomasejtek érzékenyek a prenilaciogatlassal szemben, ami felveti annak a lehetdségét,
hogy ezen az Gton elindulva célzott terapidkat lehessen fejleszteni erre a molekularis altipusra
is (20).

A CMET onkogén fehérje terméke, a c-met protein manapsag valik egy lehetséges
daganatellenes terapia célpontjava. Ismeretes, hogy melanocitdk migracids képességét a c-met
szabalyozza/medidlja. Emberi melanoma-sejtvonalakban a CMET vad tipusu, a korabban
publikalt tirozinkinaz- vagy extracellularis domén génhibdk egyikét sem tartalmaztak. Ennek
ellenére ezekben a sejtvonalakban a c-met proteinkindz konstitutivan aktivnak bizonyult. A
specifikus met-kinaz-gatlo  SU11274 blokkolta a c-met protein autofoszforilacidjat, és
antiproliferativ  hatdstinak bizonyult, amit els6sorban apoptozisindukcioval lehetett
magyarazni. Ezen tilmenden, a c-met gatlasa a melanomasejtek in vitro migracigjat is gatolta.
A SU11274 aktivnak bizonyult in vivo human melanoma kisérletes majattétképzési

modelljében, ahol mind a primer, mind pedig az attéti daganatra hatott (21).
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