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1 Bevezetés

Az uvealis melanoma bar ritka daganat, a szem leggyakoribb primer
rosszindulata  elvaltozasa. Statisztikai adatok szerint évente
1.000.000 f&bSl 7 beteg hal meg ebben a betegségben. Eletkori
megoszlasanak cstcsa 40 és 60 év kozé esik.

A tumor prognozisa ¢€s eclhelyezkedése kozott Osszefliggést
figyelhetiink meg. Legrosszabb progndzissal a corpus ciliare
daganatai, mig legjobbal az iris melanomék rendelkeznek.
Legegyértelmiibb az iris melanomak felismerése, még kis méret
esetén is, igy a diagndzis felallitasa is ebben az esetben a
legegyszeriibb. A szovettani vizsgalatok alapjan a hasonld klinikai
képet ado uvealis melanomak 3 osztalyba sorolhatok: epitheloid
sejtes, orsosejtes-A/B és kevert tipusu.

Uvealis melanomaban a legjellemz6bb kromoszéma eltérés a 3-as
jelenik meg és erdsen korrelal a metasztazisok kialakulasaval. A 8-as
kromoszéma hosszli karjanak tobblete (+8q) az esetek 40%-aban
jelenik meg fliggetlen prognosztikai markerként. Ritkabban
megfigyelhetd a 11g23-q25 régio elvesztése, az 1-es, 7-es, 9-es, 10-
es és 16-os kromoszoma érintettsége.

A hipofizis eliilsé lebenyének hormon-elvalasztasat szabalyozo
hipotalamikus un.releasing és inhibiting hormonok bizonyitottan
befolyasoljak kiilonb6zé humén daganatok ndvekedését. Amellett,
hogy ezen receptorokon keresztiil az agonista és antagonista hatdsu

releasing ¢és inhibiting hormon analégok a tumorsejtekre receptor



medialt modon, koézvetleniil is gatlo hatassal lehetnek, a peptid
hormon analégokhoz citotoxikus hatdéanyagot vagy radiofarmakont
kapcsolva célzottabb daganatterapia valosithatd meg, csokkentve
ezzel a potencidlis mellékhatasokat és fokozva a kezelés
hatékonysagat. Igéretes célpontnak tiinnek a peptidhormon-
receptorok, koztiik a luteinizald hormon-releasing hormon (LH-RH)
receptorai is. Annak ellenére, hogy ismereteink az LH-RH
receptorok expresszios mintazatarol és farmakologiajarol boviilnek,
patofiziologiai jellemzéik és a human daganatokban betdltott
szerepiik még nem teljesen tisztazott.

Korébbi vizsgalataink soran az uvealis melanomak jelentds részében,
46 %-ban detektaltuk az I-es tipust Luteinizalo Hormon-Releasing
Hormon (LH-RH) receptorat. Az LH-RH receptor génje a 4-es
kromoszoéman a 4q21.2 région helyezkedik el. A 4-es kromoszéma
rendellenessége figyelhetd meg példaul glioblastoma multiforme,
tidé adenokarcindma, és kissejtes tiidorak esetén, azonban ezen
kromoszéma szerepérdl az uvedlis melanoma kialakulasaban és

prognozisaban nem all rendelkezésre irodalmi adat.



2 Célkitiizés

Kisérleteinkben célul tiiztiik ki az LH-RH ligand és a receptor mRNS
szintli kimutatdsait OCM-1 és OCM-3 sejtvonalakban. A receptor
fehérje  jelenlétét immuncitokémiaval és  Western blottal,
funkcioképességét és kotési karakterisztikait ligand kotési assay-vel
is megvizsgaltuk. Az LH-RH-I receptor mRNS ¢és fehérje szintii
expressziojat OCM-1 és OCM-3 egér xenograft modelleken is
tanulmanyoztuk.

Az LH-RH receptor génje a 4-es kromoszoméan a 4q21.2 région
helyezkedik el. Ezért tovabbi célkitlizésként 46 db enucleaciobol
szarmaz6é UM szovetmintan egyidejlileg tanulmanyoztuk a 3-as és 4-
es kromoszoéma alteracidit centroméra-specifikus szondakkal.
Mintanként megallapitottuk a dominans sejtpopulaciokat ¢és
kromoszéma indexeket. Tanulmanyoztuk az azonos mintakbol
szarmazo 3-as és 4-es kromoszoma indexek kozotti Gsszefiiggéseket.
Valamint a kapott kromoszoéma indexek €s a betegek tulélése alapjan
csoportokat képeztiink és vizsgaltuk lehetséges kapcsolatukat az LH-

RH-I receptor expressziojaval.



3 Anyagok és mdédszerek

3.1  Sejtvonalak
Az OCM-1 ¢és OCM-3 sejteket RPMI 1640 tapfolyadékban
tenyésztettilk, amely 10%-0s FBS-t, 1% L-glutamint és 1%
antibiotikumot tartalmazott. 5% CO»-ot tartalmazé paras kdzegben
37 °C-on inkubaltuk.

3.2 Allatok

A kisérletekhez csupasz, csecsemémirigy nélkiili, immun-deficiens
egereket (Athmic nude mice, Ncr nu/nu) hasznaltunk (Charles River
Laboratories, Germany). Minden allat esetében a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag iranyelveit tartottuk szem elétt a
vonatkoz6 Eurdpai Unids-és a ,,Principles of Laboratory Animal
Care” és a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
eldirasaival Osszhangban. Az allatokat steril koriilmények kozott
tartottuk, 12 oras fény/sotét ciklusban; és steril ragesalotapot és vizet
kaptak ad libitum. 6 millio6 tumor sejtet injektaltunk subcutan az
kifejlédtek, aszeptikus koriilmények kozott a daganatokat
eltavolitottuk, majd a tumor darabokat (~3 mm?) tovabbi allatokba
oltottuk. A kisérlet végén az allatokat 3%-os izofluran narkoézissal és
érzéstelenitéses tulaltatassal ledltiik. A tumort eltavolitottuk és

szdvettani vizsgalat utan feldolgozasig —80°C-on taroltuk.



3.3 Vizsgalt mintak

Vizsgalatainkhoz enucleatio soran eltavolitott 46 human uvedlis
melanoma szévetmintdt hasznaltunk fel, amelyek a Debreceni
Egyetem Klinikai Koézpont Szemklinikajarél szarmaztak. A
szovetmintak molekularis biologiai vizsgalatat az Intézményi
Kutatasetikai  Bizottsdg  jovahagyasaval  végeztiik.  Pozitiv
kontrollként normal limfocita preparatumot hasznaltunk, melyet a
Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Pathologiai Intézete bocsatott
rendelkezésiinkre.  SzOvetmintdinkat  feldolgozasig  —80°C-on
taroltuk.

3.4 RNS izolalas, reverz transzkripcio és kvantitativ valés

idejii polimeraz lancreakcié (RT-gPCR)

Total RNS izolaldas Nucleospin RNA and Protein purification kit
(Macherey-Nagel, Germany) segitségével tortént a gyartd altal
javasolt protokoll alapjan. A reverz transzkripciét 2000 ng RNS
atirasaval Tetra cDNA synthesis kit (Bioline, UK) segitségével
végeztilk. A kvantitativ PCR, LH-RH-I receptor és LH-RH ligand
specifikus primerekkel, valamint MyiQ2 real time PCR (BIO-RAD,
USA) késziilékkel tortént. A transzkriptumok kvantifikdlasara 240-Ct
modszert hasznaltunk, az értékeket HPRT1 (hipoxantin-guanin-

foszforibozil-transzferaz1) transzkriptumra normalizaltuk.



3.5 Immuncitokémia

3.5.1 Immunperoxidaz jelolés

A sejtek permeabilizalasat és az aspecifikus kotdhelyek blokkolasat
az els6dleges antitestekkel torténd inkubacio kovette. A rabbit anti-
human LH-RH-R (FL328, sc-13944 Santa Cruz, USA) antitestet
1:50 aranyt higitasban alkalmaztuk. Szekunder antitestként
EnVision FLEX /HRP (Agilent Technologies, USA) hasznaltunk.

Az el6hivas mikroszkopos ellendrzés mellett DAB Substrate
puffer+Chromogen (Agilent Technologies, USA) segitségével
tortént.

3.5.2 Immunfluoreszcens jelolés

A sejtek permeabilizalasat és az aspecifikus kotéhelyek blokkolasat
az els6dleges antitestekkel torténd inkubacioé kovette. A rabbit anti-
human LH-RH-R (FL328, sc-13944 Santa Cruz, USA) antitestet
1:50 aranya higitasban alkalmaztuk. Szekunder antitestként anti-
rabbit FITC antitestet (ThermoFisher Scientific, USA, 1:1000)
hasznaltunk. A sejtmagokat antifade-ben oldott diamino-fenilindollal
(DAPI) festettiik meg (Molecular probes, USA). Az eredményeket
Olympus FV-1000 konfokalis mikroszkoppal (Olympus Corporation,
Japan) értékeltiik ki.
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3.6  Western blot

A sejtvonalakbdl  izolalt  fehérjét  12%-0s  poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) szeparaltuk, majd 0,2 um PVDF
membranra transzferaltuk. A membranok blokkolasat az elsédleges
antitesttel val6é inkubacié kovette. A rabbit anti-human LH-RH-R
antitestet (FL328, sc-13944 Santa Cruz, USA) 1:200, az anti-human
GAPDH antitestet (D16H11) 1:1000 aranyt higitasban alkalmaztuk.
Szekunder antitestként anti-rabbit HRP (mouse sc-2357 Santa Cruz,
USA) hasznaltunk. Az el6hivas Luminata Forte Western HRP
szubsztrat (Merck Millipore, Germany) segitségével tortént. A
fehérje szignalokat Image Lab software (Bio-Rad Laboratories,

USA) segitségével kvantifikaltunk.

3.7  Membranpreparalas és ligand kotési assay

Ligand kotési vizsgalatainkhoz a radioaktivan jodozott LH-RH
analogot ([*?°1][D-Trp®] LH-RH) chloramine-T mddszerrel allitottuk
eld és reverz fazisu HPLC-vel (High performance/pressure liquid
chromatography  nagy teljesitményli  folyadékkromatografia)
tisztitottuk. Direkt leszoritasi un. ligand kompeticids vizsgalatok
sordn radioaktivan jelolt LH RH liganddal ([*®1][D- Trp®] LHRH)
mértik a membranfrakciok ligand kotési tulajdonsagait. 150 pul
végtérfogata elegyben (50-60 pg fehérjekoncentracio) talalhato
receptorkotd helyeket 60- 80000 percenkénti beiitésszamu (counts
per minute:cpm) I%N[D-Trp¥] LH RH liganddal inkubéltuk. A
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radioaktivan jelolt LH RH ligandot a kotési helyekrdl a jeldletlen
LH-RH ligand n6vekvd koncentracidival (10-12—10-6 M) szoritottuk
le. Az inkubaciét kdvetden a szuszpenzid 125 pl-ét 1 mL jéghideg
1.5 %-0s BSA-t (marha szérum albumin-bovine serum albumin)
tartalmazo kotd puffer réteg felszinére pipettaztuk és szilikon
polypropilénnel bevont centrifugacsében (Sigma-Aldrich) 12000xg
fordulatszdmon 3 percig 4°C-on centrifugaltuk. A szilikon
polypropilénnel  bevont centrifugacsd aljan 1évé  pelletet
levalasztottuk és a radioaktivitds detektalasahoz a percenkénti
betitésszamot (cpm) gamma-counter késziilékkel mértiik. A fehérje
protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, USA) segitségével a gyartd
leirasainak megfeleléen. Az inkubaciot, majd a kotott és szabad
frakcio elvalasztasat kdvetden a mért radioaktivitasokbol a Ligand-

PC szoftver segitségével hataroztuk meg a receptorok affinitasat és

s

3.8 Fluoreszcencia in situ hibridizacio

3.8.1 Lenyomat preparatumok készitése

A szdvetmintankat -80°C-rél -20°C-ra fagyasztoba tettiik, majd a
tumorok felszinét egy csipesz segitségével szilanizalt targylemezhez
érintettiik. A fixalast metanol:ecetsav 3:1 aranyu elegyében
végeztiik. A lemezeket szaritds utdn 70%-0s ecetsav oldatban és
80%, 90%) etanol sorozattal dehidraltuk, majd levegdn szaritottuk. A

kész targylemezeket felhasznaldsig -20°C-on taroltuk.
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3.8.2 DNS-szondak

Hasznalt szonddink a 3-as és 4-es kromoszoémara specifikus, gyari
FISH szondak voltak (CEP Chromosome Enumeration DNA FISH
Probes, Vysis, Németorszag). A hibridizacios elegy 1-1 pl DNS FISH
szondat, 7 pl hibridizacios puffert (dextran-szulfat, formamid,

2xSSC) és 1l desztillalt vizet tartalmazott.
3.8.3  FISH hibridizacié

A FISH hibridizaciét standard protokoll alapjan végeztiik, kisebb
modositasokkal. A targylemezen rogzitett, fixalt sejtmagokat és a
lenyomat preparatumokat metanol:ecetsav (3:1 aranyt) elegyében
fixaltuk —20°C-on 10 percig, majd proteaz kezelésnek vetettiik ala,
melyhez 15 pl 10 %-os pepszint oldottunk 100 pl 1 M HCI-ban.
Lemezeinket 1xPBS  pufferrel mostuk, végil emelkedd
koncentracioju (70%, 85%, 100%) etanol sorozattal dehidraltunk,
majd levegén szaritottuk. Ezutdn a szonda felcseppentése
kovetkezett, amit a lemezek fedése és a szélek izolalasa kovetett. A
denaturalast 75°C-on 5 percig végeztiik, a hibridizacié pedig nedves
kamraban ment végbe 37°C-on egy ¢jszakan at. A nem kotodott
szonddkat masnap mosassal tavolitottuk el, melyhez 50%
formamid/2xSSC oldatot (42°C, 7 perc) és 2xSSC oldatot (42°C, 2x7
perc) hasznaltunk. A sejtmagokat antifade-ben oldott diamino-
fenilindollal (DAPI) festettiikk meg (Molecular probes, USA).

3.8.4  Fluoreszcens mikroszképia
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A FISH  hibridizaci6 eredményeit Leica epifluoreszcens
mikroszkoppal  értékeltik  ki. Megfelel6 optikai  szlirok
alkalmazasaval tudtuk a gerjesztd fény hullamhosszat megvalasztani.
Fluoreszcens fotok rogzitésére ISIS digitalis képanalizald szoftvert
hasznaltunk (Metasystems, Németorszag). Pozitiv kontrollként

periférias vérbol késziilt normal limfocita preparatumot hasznaltunk.

3.8.5  FISH analizis

A vizsgalt kromoszomak megoszlasanak jellemzésére két mutatot
hasznaltunk: 1) az egyik a kromoszoma-index, 2) a masik pedig az
adott kromoszoémara jellemzé dominans sejtpopulacio. A
kromoszéma-index az adott mintdban jelenlevd 6ssz FISH-szignal és
a  mintdban  szamolt  sejtmagok  szdmanak  hanyadosa.
Vizsgalatainkban egy mintanal akkor hataroztunk meg kromoszoma
vesztést, ha a kromoszéma-index 1,75 alatti volt, mig 2,25 feletti
kromoszéma-index esetén kromoszoma tobbletr6l beszéliink.
Dominansnak akkor tekintettiink egy sejtpopuléciot, ha jelenléte a

vizsgalt sejtmagok tobb mint 15%-ara jellemz6 volt.

3.9  Statisztikai analizis

Az LH-RH-I receptor és LH-RH ligand mRNS expressziok kozotti
Osszefliggéseket GraphPad Prism 7 program (USA) segitsével,
Pearson korrelaci6 analizissel végeztiik.

Az uvedlis melanoma mintakbol meghataroztuk a 3-as és a 4-es

kromoszéma indexeket. A csoportok eloszlasdnak normalitasat
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D'Agostino-Pearson-féle omnibusz teszttel vizsgaltuk, majd az
ugyanazon mintakbdl szarmazé 3-as és a 4-es kromoszoéma indexek
kapcsolatat Spearman-féle korrelacioval elemeztiik. A betegek
talélését Kaplan-Meier-féle talélés analizissel vizsgaltuk. A

statisztikai analizist GraphPad Prism 7 (USA) szoftverrel végeztiik.
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4  Eredmények

41 Az 1l-es tipusi LH-RH receptor expresszéja human

uvealis melanomaban in vitro

Az gPCR eredményeink alapjan mind OCM-1 és OCM-3 sejtvonalak
esetén is detektaltuk mRNS szinten az LH-RH-I receptorat. Azonban
OCM-3 sejtek esetén magasabb mMRNS expresszid Vvolt
megfigyelhetd, mint OCM-1 sejtek esetén. Western blot
vizsgalataink alapjan a receptor fehérje kimutathaté volt OCM-1 és
OCM-3 sejtvonalak vizsgalata soran iS. mRNS expresszios
eredményeinknek megfeleloen az LH-RH-1 receptor fehérje
magasabb expresszioja volt megfigyelheté mind Western blot, mind

immuncitokémiai vizsgalataink soran.

42 Az l-es tipusi LH-RH receptor expresszéja human
uvealis melanoma xenograft modellekben

A gPCR vizsgalataink soran kapott eredményeink alapjan mindkét
xenograft modell esetén detektaltuk az LH-RH-I receptorat mRNS
szinten. Az in vitro eredményeknek megfeleléen, OCM-3 sejtek
esetén magasabb mRNS expresszio volt megfigyelhet, mint OCM-1
sejtek esetén. Western blot vizsgalataink alapjan a receptor fehérje
szintén kimutathaté volt az OCM-1 ¢és OCM-3 sejtvonalakbol

szarmazd szOvetmintak vizsgalata soran is. Hasonléan az in vitro
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eredményeinkhez az LH-RH-I receptor fehérje magasabb

expresszioja volt megfigyelheté OCM-3 modell esetén.

4.3 Az LH-RH ligand expresszioja human uvealis melanoma

sejtekben és xenograft modellekben

Kiegészitve LH-RH receptor vizsgalatainkat, az LH-RH ligand
mRNS expresszidjat is megvizsgaltuk mind sejtvonalaink mind
xenograft modelleink esetén. gPCR eredményeink alapjan az LH-RH
ligand MRNS expresszidja OCM-1 sejtek esetén volt magasabb
Osszehasonlitva az OCM-3 sejtek magasabb LH-RH-1 receptor

mRNS expresszidjaval.

4.4  Ligand kotési assay eredmények

A ligand kotési assay soran a radioaktivan jelolt LH-RH ligand
([**°1][D-Trpf] LH-RH) és a jelletlen LH-RH ligand kompeticios
tulajdonsagait  vizsgaltuk az  uvealis melanoma  sejtek
membranfrakcioiban. A ligand kotési assayvel kapott eredményeink
mindkét uvealis melanoma modell esetén specifikus, nagy affinitasa
LH-RH-I receptorok jelenlétét igazoltak. Az OCM-1 és OCM-3
sejtek Kqg értéke 4.11+0.3 nM és 4.26+£0.6 nM volt. OCM-3 sejtek
esetén lényegesen magasabb receptor koncentracid volt mérhetd
(1029.14£68.5 fmol/mg membranprotein), mint OCM-1 sejtekben
(233.6+21.7 fmol/mg membranprotein). Nagy affinitasi LH-RH-I

receptorok jelenlétét uvealis melanoma xenograft modelleinkben is
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igazolni tudtuk. Az OCM-1 modell Kq értéke 5.85+0.7 nM, mig az
OCM-3 model Ky értéke 6.18+0.8 nM volt. Az LH-RH-I receptor
fehérje koncentraciock OCM-3 xenograftoknal 2.7-szer magasabbak
(713.0+£29.4 fmol/mg membranprotein) voltak mint az OCM-1
modell esetében (267.3+38.5 fmol/mg membranprotein). A
radioaktivan jelslt LHRH ligand ([*®I][D-Trp®]LH-RH) koétddése
reverzibilis, 1d6-, és homérsékletfiiggd volt. A ligand kotési
kapacitas egyenes aranyossagban volt az uvealis melanoma mintak

fehérjekoncentracidival.

45 Korrelaci6 az LH-RH-I receptor ¢és ligand mRNS

expresszios eredmények alapjan

Statisztikai analizisiink alapjan szignifikans korrelaciot figyelhettiink
meg az LH-RH-I receptorok ¢s LH-RH ligand mRNS expresszios
eredményei kozott OCM-1 sejtvonalainkban és OCM-1 xenograft
modelleinkben (Pearson r=0.8380; p=0.0373, CI=0.95 %). Ezenkiviil
szignifikans korrelaciét tudtunk kimutatni az LH-RH-I receptor és
LH-RH ligand expressziok k6zott OCM-3 sejtekben ¢s OCM-3 UM
tumor xenograftokban is (Pearson r=0.9878; p=0.0002, C1=0.95 %).

4.6 A 3-as kromoszoma megoszlasa
A 3-as kromoszoma kromoszoma indexe 16 esetben utalt jelentds

kromoszéma vesztésre, 6 esetben pedig a 3-as kromoszoma tobblete

volt megfigyelhetd. 24 minta esetében a kromoszoéma szam normal
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eloszlast mutatott. 26 minta esetében taladltunk domindns
sejtpopulacioként sejtenként 1 szignalt, 9 esetben pedig jelen volt
egy olyan klon is, ami 3 vagy annal tobb 3-as kromoszomat
tartalmazott sejtenként a sejtmagok tobb mint 15%-aban. 2 mintanal
mind kromoszéma  vesztést, mind kromoszoma tobbletet
megfigyeltink. 13 esetben a mintdkat a 3-as kromoszoma
tekintetében normalnak, azaz sejtenként 2 kopiat tartalmazonak
talaltuk. Meg kell jegyezniink, hogy bar kis szazalékban (<15%), de
a normalnak tekintett szdvetmintdk is tartalmaztak abnormalis

sejtpopulacio(ka)t.

4.7 A 4-es kromoszoma megoszlasa

A kromoszoma-index 32 esetben utalt jelentés kromoszoma
tobbletre, mig 14 esetben a 4-es kromoszéma normal eloszlast
mutatott. 8 minta esetében talaltunk dominans sejtpopulacioként
sejtenként 1 szignalt, 41 esetben pedig jelen volt egy olyan klon is,
ami 3 vagy annal tobb 3-as kromoszomat tartalmazott sejtenként a
sejtmagok tobb mint 15%-aban. 6 mintandl mind kromoszéma
vesztést, mind kromoszéma tobbletet megfigyeltiink. 3 esetben a
mintakat a 4-as kromoszoma tekintetében normalnak, azaz sejtenként

2 kopiat tartalmazonak talaltuk.
4.8  Statisztikai analizis

Statisztikai eredményeink alapjan az azonos uvealis melanoma

mintakbol szarmazd 3-as és 4-es kromoszoma indexek kozott
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(Spearman r = 0,42; 0,139-0,639 95%-0s konfidencia intervallum),
statisztikailag szignifikans (p = 0,0036) korrelacié mutatkozott

A 3-as és 4-es kromoszoma indexek alapjan normal (N: 1.75-2.25) és
patologias (P: <1.75 wvagy >2.25) csoportokat képeztiink
Osszehasonlitva a 4 csoport (NN, NP, PN, PP) talélési adatait
mérsékelt kiilonbség volt megfigyelhetd az egyes csoportok kozott
(p=0.38 the Mantel-Cox test és p=0.43 the Gehan-Breslow-Wilcoxon
teszt), azonban ez a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans.
Még a két 6 csoport (N, P) talélése kozott sem tudtunk szignifikans
kiilonbséget detektalni (p=0.12,Mantel-Cox ¢és Gehan-Breslow-
Wilcoxon teszt), annak ellenére hogy a tilélési gorbék jelentds
kiilonbséget mutattak.

Eredményeinket Osszevetettiik 17 mintan korabban elvégzett LH-
RH-I receptor expressziora vonatkozé eredményeinkkel, melynek
alapjan kijelenthetjiik, hogy az LH-RH-lI receptor expresszidja

fiiggetlen a 4-es kromoszoéma megoszlasatol.
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5  Osszefoglalas

Korabbi vizsgalataink soran az UM-4dk jelentds részében (46%)
detektaltuk az LH-RH-I receptorat. Az LH-RH-I receptor génje a 4-
es kromoszoman helyezkedik el, azonban ezen kromoszéma
szerepérdl az UM kialakulasaban és prognozisaban nem all
rendelkezésre irodalmi adat. Kisérleteinkben célul tiiztiik ki az LH-
RH ligand €s a receptor mRNS szintii kimutatasat OCM-1 és OCM-3
sejtvonalakban. A receptor fehérje jelenlétét immuncitokémiaval és
Western blottal, funkcioképességét és kotési karakterisztikait ligand
kotési assay-vel is megvizsgaltuk. Az LH-RH-I receptor mRNS ¢és
fehérje szintli expresszidjat OCM-1 és OCM-3 egér xenograft
modelleken is tanulmanyoztuk. Ezen kiviil 46 db enucleaciobol
szarmaz6é UM szovetmintan egyidejlileg tanulmanyoztuk a 3-as és 4-
es kromoszéma  alteracioit FISH-el, valamint lehetséges
kapcsolatukat a mintak LH-RH-R-I expresszidjaval.

Az mRNS expresszids eredményeink alapjan az LH-RH-I receptorat
sikeriilt detektaltuk mindkét human kisérleti sejtvonalon, azonban az
OCM-3 sejtek esetén jelentdsen magasabb receptor expresszid volt
megfigyelhet6. Hasonloan az in vitro eredményeinkhez szintén
magasabb szinti LH-RH-I receptor expresszid volt kimutathaté az
UM xenograft in vivo modelleinkben is. A receptor fehérje jelenlétét
sikertilt igazolni immunocitokémia és Western blot technikdk
segitségével sejtvonalainkban, valamint Western blottal a xenograft
modellekbdl szarmazo szovetmintainkban. Radioreceptor analitikai

eredményeink specifikus nagy affinitast LH-RH-R-I jelenlétét
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mutattdk mindkét kisérleti modell esetén. Mind OCM-1 és OCM-3
sejtek esetén, mind a tumor szoveteken detektaltuk az LH-RH ligand
jelenlétét is. Az éltalunk vizsgalt mintakban a 4-es kromoszoma csak
14 esetben (30 %) volt normal 2 kopidban jelen, 32 esetben (70 %) a
4-es kromoszoma tdbblete volt kimutathatd. A 3-as kromoszoma
monoszoémiaja 16 esetben (35 %) volt megfigyelhetd. 6 minta
esetében (13%) 3-as kromoszoma tobbletet, 24 esetben (52 %) pedig
normal kromoszoma szamot detektaltunk. Eredményeink szerint az
azonos uvealis melanoma mintdkb6l szarmazé 3-as ¢és 4-es
kromoszéma indexek kozott statisztikailag szignifikans korrelacid
mutatkozott. Valamint mérsékelt kiillonbség mutatkozott a kiillonbdzd
patologiai tulajdonsdgokkal rendelkez6 UM betegcsoport tulélési
idejében. Az altalunk vizsgalt human uvedlis melanomakban
azonban az LH-RH receptor expresszidja fliggetlen a 4-es
kromoszoéma megoszlasatol. Eredményeink ujabb informaciokkal
szolgalnak ezen igen agressziv daganattipus genetikai hatterének
megismeréséhez és a késObbiekben hozzajarulhatnak a betegség

prognézisanak és LH-RH receptorokon keresztiili  célzott

crer
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