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1. Roviditések jegyzéke
BCRP: emlédaganat rezisztencia fehérje (breast cancer resistance protein)
BSA: marha szérum albumin (bovine serum albumin)
DE KK: Debreceni Egyetem Klinikai Kzpont
DOX: doxorubicin
EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor (epidermal growth factor receptor)
FBS: borju szérum albumin (fetal bovine serum)
FITC: fluoreszcein izotiocianat (fluorescein isothiocyanate)
FSH: follikulus stimulalé hormon (folliculus stimulating hormone)
GHRH: névekedési hormon felszabadité hormon (growth hormone releasing hormone)
GPCR: rodopszin-szerii G-fehérje kapcsolt receptor (rhodopsin-like G-protein-coupled
receptor)
HRP: tormaperoxidaz (horseradish peroxidase)
IHC: immunhisztokémia (immunohistochemistry)
LH: luteinizald hormon (luteinizing hormone)
LHRH/GnRH: luteinizalé hormon-felszabaditd hormon (luteinizing hormone-releasing
hormone vagy gonadotropin releasing hormone)
LHRH-R: luteinizal6 hormon-felszabaditdé hormon receptor (luteinizing hormone-releasing
hormone receptor)
MnSOD: mangan-tartalma szuperoxid dizmutaz (manganese superoxide dismutase)
RT-PCR: reverz transzkripciot kdvetd polimeraz lancreakci6 (reverse transcription
polymerase chain reaction)
PBS: foszfat puffer szalina (phosphate buffered saline)
SOD: szuperoxid dizmutaz (superoxid dismutase)

UM: uvealis melanoma (uveal melanoma)



2. Bevezetés

Az American Cancer Society becslése alapjan 2016 januarjaban, csak az Amerikai Egyesiilt
Allamokban (USA) 15,5 milli6 polgar élt, akit korabban valamilyen daganattal
diagnosztizaltak. Ovatos becslések alapjan 2026 januarjara ezt a szamot 20 milliora teszik.
Eurépa a vilag népességének 9%-at teszi ki, viszont a vildg daganatos betegeinek 25%-a
eurdpai. igy 2018-ra 3,91 millié uj daganatos megbetegedést josolnak Eurdpaban és 1,93 millio
halalesetet a daganatok kovetkeztében. Kiilon emlitést érdemel, hogy a magyar lakossag
szamos rosszindulati daganatok esetén eurdpai Gsszehasonlitdsban a statisztikdk legrosszabb
helyét foglalja el. Eurdpaban a leggyakoribb daganatos megbetegedések 2018-ban a néi emld
karcinoma (523000 eset), ezt koveti a kolorektalis rak (500000 eset), a tiid6 rak (470000) és a
prosztata karcinoma (450000 eset) (5). Azonban ez a lista, ha a daganatok altal okozott
halaleseteket nézziik, egészen mas sorrendet mutat. A daganatok altal okozott halalesetek 2018-
as eurdpai statisztikajanak vezetdje a tiidédaganat (388000 halalozas), ezt kdveti a colorectalis
daganat (243000 halalozas), emld daganat (138000 halalozas) és hasnyalmirigy daganat
(128000 halalozas) (5). Ezek az elborzasztd statisztikak jelentik a hajtoer6t a vilagszerte
jelentds anyagi és szellemi potencialt megmozgaté daganatkutatisokhoz. Ugyan a korai
diagnozisnak és a hatékony terapidknak koszonhetden a daganatos betegek tulélése
folyamatosan nd, de ez a nodvekedés daganattipusokra vonatkoztatva korant sem
kiegyensulyozott (4). Mig a leggyakoribb daganattipusok esetén (emld, vastagbél, prosztata),
mind terapias, mind korai diagnosztika teriiletén szamos kutatas és gyogyszerfejlesztés zajlik,
addig a ritka daganatok esetén meglehetdsen kevés informacidé all rendelkezésilinkre a
daganatok molekularis hatterével kapcsolatban.

Leginkabb ez a jelenség okolhatd azért, hogy az uvealis melanoma (UM) esetén a betegek
varhat6 tilélése az elmult évtizedekben gyakorlatilag semmit sem javult. Az UM az igen ritka
daganatos megbetegedések kozé tartozik, Europaban minddssze hét 0j megbetegedés jut 1
millié fére. Azonban az UM a leggyakoribb nem bér eredetii melanoma tipus €s a szem
leggyakoribb primer intraokularis daganatos megbetegedése felndtt korban. Vilagszerte az 1j
UM megbetegedések szamat 7095 esetre becsiilik évente (6). Mivel meglehetdsen kevés
ismeretanyag all rendelkezésre az UM kialakulasanak, attétképzésének molekularis hatterérol,
igy az 0j hatékony szisztémas kezelési lehetdségek is varatnak magukra. A primer daganat
kezelése leggyakrabban a szem miitéti eltavolitisabol vagy helyi sugarkezelésbdl all. Attétes

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



probalkoznak az attétes cutan melanoma esetén hasznalt kemoterapiaval, de ezek az UM ¢és
cutan melanoma kozotti jelentds patofizidlogiai kiilonbségek miatt hatastalanok, sét a kezelés
kovetkeztében kialakuld mellékhatasok meglehetdsen eldnytelenek a beteg szamara. A nem
megfeleléen kivalasztott citotoxikus kezelés a kemorezisztencia gyors kialakulasahoz vezet.
Ezért is égetden fontos olyan uj, hatékony gydgyszermolekulak kifejlesztése, amelyek a
kiilonb6z6é daganattipusok sajatossagait figyelembe véve képesek célzott modon gyorsan é€s
hatékonyan gatat szabni a daganat novekedésének ¢és terjedésének. Kisérletes munkank soran
az UM lehetséges célzott terapias lehetdségeit vizsgaltuk meg. A kiilonb6zo peptid hormonok
(pl.: GHRH, szomatosztatin, LHRH) és azok receptorainak célzott, terapias felhasznalasa tobb
évtizede szamos kutatas targyat képezi (7, 8). A korabbi eredményeink alapjan a daganatok
eddig tobbnyire tisztazatlan okbdl expresszalhatjak az emlitett peptid hormonokat és azok
receptorait. A receptor fehérje tumor sejten stabil és megfelel6 szintii jelenléte lehetdséget
adhat, olyan hormon anal6gok szintézisére, amelyekhez akar hasithatd modon citotoxikus
molekula kapcsolasa is lehetségessé valik. Ezek a mesterséges hormon analégok alkalmasak
lehetnek arra, hogy specifikusan a tumorban ¢s annak receptor pozitiv attéteiben
halmozddjanak, jelentés mértékben csokkentve a citotoxikum terdpias dozisat, csokkentve
ezzel a rezisztencia ¢és a mellékhatdsok kialakulasanak esélyét, valamint a
peptidkonjugatumként sok esetben pozitivan megvaltoztatva annak szervezetbdl torténd
eliminaciojat is. Az értekezés targyat képezd munka elvégzését megeldzden, a kovetkezd
kérdések foglalkoztattak minket. Vajon ez a viszonylag ritka és agressziv daganattipus a cutan
melanomahoz hasonléan magas szézalékban expresszalja-e az LHRH receptort és annak
ligandjat? Ha igen, van-e Osszefliggés a receptor/ligand expresszio és a tumor sajatossagai
kozott? A rendelkezésiinkre allo citotoxikus LHRH analogok tesztelésére in vitro UM modell
alkalmazasat terveztiik. Masrészt komoly kérdés a gyakorld onkologusok részérdl, hogy vajon
egy Uj, célzott citotoxikum alkalmazédsa soran, a daganatok vajon milyen gyorsan vélnak
rezisztenssé a kezelésre? Ezen kiviil a hagyomanyos citotoxikum elleni rezisztencia vajon
azonos-e, az azt tartalmazd célzott parjaval szembeni rezisztenciaval? A vizsgalat elvégzését az
is indokolta, hogy nemcsak az UM lehetséges célzott terdpids lehetdségét tudjuk
eredményeinkkel tdmogatni, de egy jol miikodé modell bedllitasa daganattipustol fiiggetleniil
is szamos Uj és altalanosan is jol haszndlhat6 ismeretet nyujthat a peptid hormon alapu célzott
terapidk fejlesztéséhez. Kiilon emlitést érdemel az a szerencsés koriilmény, hogy az UM ritka
eléforduldsa miatt a daganatos szovetmintak begytijtése korantsem egyszert feladat, azonban a
Debreceni Egyetem Klinikai Kozpontja (DE KK) kiemelkedden alkalmas hely az UM

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

statusz egyediilallo meghatarozasat.



3. Irodalmi attekintés

Az UM

Az UM a szem malignus melanomaja, az uvea barmely részében talalhatd melanocitak
daganatos atalakulasaval fejlodhet ki. Leggyakrabban a chorioideaban alakul ki (90%), de
eléfordul a ciliaris testben (6%) és az iriszben (4%) is (9, 10). A szervezetben hematogén titon

terjed, és leggyakrabban a majba, tiidébe és a csontokba ad attétet (9).

Az UM epidemiologiaja

A melanomak mindéssze 5% érinti a szemet, igy a cutan melanoma utan a szem a leggyakoribb
eléfordulasi helye. A szemészeti melanomak 85%-a az uvealis traktusban alakul ki. A
conjunctiva melanoma kialakulasa igen ritka. Az uvealis és a conjunctivalis melanoma klinikali
¢s hisztopatologiai tulajdonsagai nagyban eltérnek (11). Az UM szamos molekularis markerben
mutat hasonldsagot a kdzponti idegrendszer melanocita eredetli daganataival, mig a conjunctiva
melanomak ilyen szempontbol sokkal inkabb a cutan melanomara hasonlitanak (12, 13).

A betegség atlagosan a betegek 60. életévében jelenik meg, de a UM-ban szenvedd betegek kor
szerinti megoszlasa igen valtozatos, 6 és 100 éves kor kozott barmilyen életkorban eléfordulhat
(8). Viszont jellemzden a leirt esetek mindossze 1%-ban fordult €l6 18 év alatt (11).

Ismert, hogy a betegség a férfiak korében gyakrabban fordul el6. A UM betegek 97,8%-a a
kaukazusi populacioba tartozik (6). A betegség rasszok kozotti megoszlasa a kovetkezo, az
amerikai populacidoban 5 megbetegedés jut 1 millié fére. Ha a nem spanyol szadrmazasu
kaukazusi populaciét nézziik az Amerikai Egyesiilt Allamokban, akkor 6,02-re emelkedik az 1
milli6 fére jutdé megbetegedések szama, mig az afroamerikaiak esetén 0,31, 4zsiaiak esetén csak
0,39 eset jut 1 milli6 fore. Eurdpaban jol megfigyelhet6 a betegség gyakorisaganak fokozodasa
a sze€lességi korok novekedésével, igy 2 eset/ millid {6 Olaszorszag és Spanyolorszag esetén,
Ko6zép-Europaban 6 eset/ millio 6, mig Norvégiaban és Daniaban 8§ eset/ millio fore emelkedik
a népesség érintettsége (14, 15). Viszont a mar kialakult betegség prognoézisaban nincs
kiilonbség az etnikai csoportok kozott (1). Az UM esetek szamaban enyhe emelkedés figyelhetd
meg, ami betudhaté a sziiletéskor varhato élettartam novekedésének. Orsosejtes tumor
szOvettani tipusba tartoz6 UM-r6] altalanosan elmondhato, hogy szignifikansan kordbban (60

éves kor) keriil diagnosztizalasra a betegség, mint az epitheloid (65 éves kor) vagy a kevert



sejtes (64 éves kor) tumorok esetén. UM betegek esetén megfigyelték a cutan melanoma

prevalenciajanak novekedését is (16).

Az UM rizikofaktorai

Az UM kialakuldsa szempontjabdl szamos rizikofaktorral kell szamolnunk, mint a vildgos
szem- és borszin, nehezen barnuld bortipus, az oculo(dermalis) melanocytosis, a dysplasias
naevus szindroma és a BAP1 mutacidja (17-20). Erdekes modon az UM betegeknek 11%-al
magasabb kockazatuk van arra, hogy egy masik daganatos betegség kialakulasat is elszenvedik,
mint példaul bér melanoma ¢€s a vesesejtes karcinoma, ennek a hatterében is a BAP1 mutacio
allhat (15, 19). Az UV expozici6 szerepe elméletben nem kizarhato, de az UM kialakulasaban
jelenleg még nem bizonyitott (21).

Az UM felismerése és diagnosztizalasa

Az UM korai felismerését nagyban megneheziti az, hogy nincsenek specifikus tiinetei, valamint
nagyon gyakran a primer tumor tiinetmentes (az esetek 30%-ban) (1. abra). Ha mégis
jelentkeznek tiinetek, akkor jellemzOéen homalyos latas (esetek 37,8%-a), fényérzékenység
(fotofobia) 8,6%, tszkalo homalyok (7%), latotérkiesés (6,1%), lathatd tumor (3,1%), fajdalom
(2,4%) és végiil a torzult latas (2,2%) (22).

1. dbra Nagyméretii pigmentdlt chorioidea és cilidris test melanoma (3)



Az UM ¢és egy nevus (anyajegy) megkiilonboztetése egymastol sok esetben nem egyszerl, az
elkiilonités fontossagat jelzi, hogy 8000 anyajegybdl mindossze egy alakul at jellemzéen UM-
va (15). A COMS (Collaborative Ocular Melanoma Study) alapjan az UM Kklinikai
félrediagnosztizalasa csak 0,48%-ban jellemzo, ez azt sugallja, hogy a jelenlegi szigoru
kritériumok alapjan az UM jol elkiilonithetd az egyéb nem malignus elvaltozasoktol (23).
Ezeket alapvetden nem invaziv vizsgald modszerekkel végzik. Kozottik leginkabb emlitést
érdemelnek a patologias elvaltozas fizikai paraméterei, igy: a prominencidja nagyobb, mint 2
mm, a retina mogotti folyadékgyiilem, a beteg panaszai, narancs pigment megjelenése ¢€s
kevesebb, mint 3 mm tavolsag a latéidegf6tol (papilla). Valamint az ultrahangos képen lathato
udvar vagy annak hianya a képlet koriil (24). Tovabbi eljarasok segithetik a diagnozist vagy a
betegség kimenetelének pontosabb megitélését, mint példaul a vékony tlis aspiracids biopszia,
a fluorescens angiografia. Az UM terdpidja szempontjabol a legnagyobb problémat az jelenti,
hogy vizsgalatok szerint a mikrometasztdzisok a legtobb esetben a diagnézist megel6zd
években mar kialakulnak. Ezért is lenne fontos, olyan nem invaziv vizsgalomoddszerek
fejlesztése, mint a ,,folyadék biopszia” (Liquid biopsy), amely a vérben keringé daganatsejtek

kimutatasara lenne alkalmas (25, 26).

Az UM prognozisa

A primer tumor sikeres sebészi vagy radioterapiaja ellenére, az érintett betegek 50%-aban
késobb tavoli attét alakul ki (27). A betegek teljes tulélése 5 évet kdvetden 69%, 15 év utan
55% és 25 évet kdvetden 51%. Metasztazis esetén jellemzden hematogén titon terjed és mivel
jelenleg nincs hatékony szisztémas terapia az attétek kezelésére (28), ezért az elmult 40 évben
az attétes UM-as betegek ttlélése nem véltozott jelentdsen. Metasztazis felismerésétdl szamitott
atlagos talélés 12 honap (2. dbra). Majmetasztazis esetén 4-6 honap az atlagos talélés, az 1 éves
tulélés minddssze 10-15%. Mas metasztazisok esetén 19-28 honapra tehetd az atlagos tilélés
(29, 30). Jelenleg kizardlag a korai diagnoézis (mely megel6zi az attétképzést) jelenthetne
javulast a beteg tulélésében. A metasztazisképzés rizikojat jelenleg elsésorban a klinikai
faktorok alapjan tudjuk megitélni. igy fokozott attétképzési hajlamot jelent a tumor nagy mérete
(2. abra), ciliaris testben vald elhelyezkedése, a szemen kiviili terjedése (mivel igy a
nyirokrendszeren keresztiili terjedés is lehetséges) (31). A progndzis szempontjabol a
szOvettani tipus is emlitést érdemel, nagyobb metasztazis hajlamot jelent, ha epitheloid sejtes a
tumor, mikrovillaris halézatot képez, mitotikusan aktiv és lymphocita infiltracio figyelhetd

meg. Az UM esetén is jellemzdek kromoszoma elvéltozasok, ezek koziil néhanyat
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Osszefiiggésbe hoztak a betegség progndzisaval. A leggyakrabban vizsgalt kromoszoma
abnormalitds a nyolcas kromoszéma hosszu karjanak atrendezddése (8q), €s a harmas
kromoszoma vesztés, mindketté rossz prognézissal tarsul. A 8q kopiaszam eltérései a UM
esetek 79%-aban fordul eld, viszont azokban az esetekben ahol a 8q normal kopiaszamban
fordul el6, az 5 éves talélés 93%-ot ér el (32). Mikozben 1 extra 8q nyereség 67%-ra, tovabbi
kopidk megjelenése pedig 29%-ra csdkkenti az 5 éves talélést. A 8q atrendezddéssel gyakran
jelentkezik egyiitt a harmas kromoszoma monoszémiaja, ami a betegek 65%-aban fordul el6 és
eléfordulasa esetén a betegek 5 éves tulélése minddssze 37%. Normal harmas kromoszoma
esetén ez 90% (32-34). Tovabbi citogenetikai eltérések is Osszefliggésbe hozhatoak a tavoli
attétképzéssel, mint a 8q, 6q, 1p vesztesége, viszont a 6p nyereség pozitiv progndzissal tarsul
(35, 36). Ezen citogenetikai faktorok tesztelésére elérhetéek tesztek, valamint olyan
génexpresszios panelek, melyek sokkal pontosabban josoljak meg a beteg prognozisat, mint a

hagyomanyos tumor atmérén alapulé modszer (2. abra) (37, 38).

Epigenetikai faktorok

+ DNS metilacié
, * Hiszton mddositasok

*  microRNS-ek

Genetikai faktorok -
* Kromoszoma aberraciok EBVEP faktOl'?k ;
Germinalis/Szomatikus mutaciok * Kornyezeti hatasok
Uvealis

* Kopiaszam variaciok * Etnikum
T - Melanoma
SIS kialakulasa - ﬁ

Egy nukleotidos polimorfizmus (SNP) ' :

Alacsony metasztazis potencial (jé ‘ Magas metasztazis potencial (rossz
progno’ﬂs_) . o, Klinikai diagnozis progn_onsl_ "y 21
* Orsosejtes szévettani kép, alacsony + Epitheloid sejttipus, Extraokularis

* terjedés, ciliaris test érintettsége,

gyulladasiés vaszkularizacids szint
* Normoszémia 3, 6p tébblet immunsejtek a tumorban,
*  EIF1AX mutéacid vaszkularizacié, mikrovillaris haldzat
+ 3-as kromoszdma monoszomia
+ BAP1 mutacio

2. abra Az uvedlis melanoma (UM) kialakulasahoz vezetd fo tényezok osszefoglalasa. A
betegség kialakuldasa szempontjabol szamos genetikai és epigenetikai faktor jatszik szerepet,
valamint szamolni kell egyéb kornyezeti és etnikai tényezokkel is. Alapveté befolydsolo tényezok
az életkor és a nem. A kialakult betegség klinikai diagnozisat kovetoen a szovettani kép,
citogenetikai és génexpresszios sajatossagok alapjan nagy pontossaggal josolhato a betegség
prognozisa. (1)

10



Az UM terapias lehetéségei

crer

enukledciora (szem eltavolitasa). Sajnos a szem megdrzo eljarasok sem feltétleniil jelentik azt,
hogy az érintett szem 14t6 szem marad, masrészt szamos sulyos szovédménnyel szdmolhatunk
a kezelés kovetkezményeként. A szem megdrzo terapiak kozott a sugarkezelést, valamint a
sebészi ¢és 1ézer beavatkozasokat érdemes megemliteni.

A leginkabb elterjedt szem meg6rzd kezelés a plakk brachyterapia (3. dbra), mely sordn egy
elnyeld lemezre helyezett sugarforras kertil felvarrasra episcleralisan a szem felszinére, a tumor

elhelyezkedésének megfelelden.

\,_Chorioidea

Radioaktiy magok

Oe
@&

- Retina
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D at
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3. dbra Plakk brachyterdpia: a, az eszkoz sematikus rajza, ahol lathato, hogy az eszkozben tobb
sugarzo anyagot tartalmazo mag taldlhato, az eszkoz hatlapja képes a sugarzas teljes
arnyékolasara, igy az orbita iranyaba nem terjed a sugarzas. A b, panelen lathato az eszkéz
képe, kiilonbozo méretben és alakkal érheto el az eszkoz, hogy a tumor a leheto legnagyobb
sugardozist kapja az egészséges szovetek megkimélése mellett. A ¢, panel az applikator
episcleralis elhelyezkedését mutatja, az abran is lathato, hogy ilyen modon csak a 6 mm-nél

cr e

https://www.cancer.gov/types/eye/patient/intraocular-melanoma-treatment-pdq Atdolgozva
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A megfelel6 dozisu sugarzas leadasat kovetden, ujabb miitéttel lehet az eszkozt eltavolitani,
hatékonysaga megfeleld tumorméret esetén azonos az enukleacioval (23). Magyarorszagon
ilyen kezelésre leginkabb a B sugirzé °°Ruténium izotop érheté el. Mivel a °°Ruténium
sugarzo, igy alapvetden kis rétegvastagsagu szovetek kezelésére alkalmas, igy a tumor
huratméréje nem lehet nagyobb, mint 15 mm, prominencidja pedig 6 mm alatti kell, hogy
legyen. Gyakran keriil felhasznalasra a 2°Jod izotop, ami y sugarzé anyag, igy lehetdvé teszi a
mélyebb szoveti penetraciot. A plakk brachyterapiat nem javasoljak, ha a tumor extraocularisan
is terjed, nagy a bazalis atméréje, ha a szem vak és fajdalmas (39). A kezelés gyakran jar
szovodményekkel, mint a sugarzas okozta retinopatia (45%-67%), cataracta (44%),
neovascularis glaukoma (28,3%) és makula 6déma (24,5%) (40, 41).

A kozepes €s nagy tumorok esetén toltott részecske terapia (hélium ion terapia) is hatékonyan
alkalmazhatd, bar hasznalata széles korben még nem elterjedt (42). Kedvez6 eredményeket
mutat még a proton sugar terapia (43).

Az UM gyakran alkalmazott kezelése az enukleacio. Leginkabb korabbi latasvesztés, kiterjedt
intraokularis terjedés, keriileti tumor invazid, valamint nagy tumor atmérd esetén keriil
alkalmazasra (41). Néhany alternativ szem meg6rz6 eljaras is ismert, mint a transz-retinalis
endorezekcid és a transz-Scleralis rezekcio. Ezek alkalmazasa azonban nem terjedt el széles
korben, mivel megndvelheti a daganatos sejtek szorodasat és a daganatok kitjuldsanak is
nagyobb a valoszinilisége, a plakk brachyterdpiaval 6sszehasonlitva. El0nytik a brachyterapidval
szemben, hogy nagy tumorméret esetén is alkalmazhato és a latas kevésbé karosodik
alkalmazasa soran (41).

Lézer fotokoagulacid és transzpupillaris hé terapia (transpupillary thermal therapy (TTT))
soran lehetdéség van arra, hogy nagy mennyiségii energiat fokuszaljunk a tumorra és ezzel
roncsoljuk annak érhalozatat és csokkentsiik a kitjulas valoszinliségét. Fotodinamikus terapia
esetén (Photodynamic therapy (PDT)) a korabban beinjektalt fényérzékeny anyagot aktivaljuk
¢és a beldle felszabaduld szabadgyokokkel roncsoljuk a tumort. A TTT a brachyterapiabol
visszamaradt chorioidealis daganatok adjuvans kezelésére is alkalmas. Egyes vizsgalatok
viszont arra az eredményre jutottak, hogy a TTT nem csdkkentette az UM szorddasanak esélyét,
viszont hozzajarul a latasromlashoz (44-46).

Jelenleg ugyan nem érhetd el célzott terdpia a primer UM esetén, de néhany reménykeltd
klinikai vizsgélat folyamatban van. Kiilondsen indokolt lenne hatékony szisztémas terapia
kifejlesztése, mivel a jelenleg elérhetd helyi kezelések igen sulyos szovédményekkel jarnak.
Ilyen Klinikai I-es fazisban (NCT02771340) jar6 molekula, az ICON-1, ami a VII faktor

strukturalis analdgja, a szoveti faktor (tissue factor) ligandja. Ez éltalanosan overexpresszalt
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UM esetén és hozzajarul a tumor ndvekedéséhez, trombus kialakuldsdhoz, érképzddéshez és az
attétek képzodéséhez (47). Az ICON-1 kotédve a szoveti faktort overexpresszald sejtekhez,
olyan szignalizacids kaszkadot indit el, ami az immunsejtek szaméra megkonnyiti a patologias
szovetek felismerését, mikozben az egészséges szovetek sértetlenek maradnak.

A preklinikai vizsgalatok (NCT03052127) fazisaban jard6 AU-011 egy virusszerii részecske, ami
szelektiven képes megkotni a daganatos sejteket. A részecske 6sszekothetd infravords érzékeny
molekulakkal, amelyek Iézer aktivacio esetén képesek elpusztitani a daganatos sejteket. Az AU-
011 a heparinszulfat-szerii proteoglikanokat képes kotni, ami jellemzdéen a tumorokban sériilt

epitheliumban fordul el6 (48).

Adjuvans kezelések

Az UM sok esetben a diagnozis felallitasakor mar adott tavoli mikrometasztazist. Ezért az olyan
kezelési lehet6ség is fontos lenne, amely a metasztazisok novekedését képes gatolni, esetleg
eradikalja azokat. Sok esetben az onkologusok megkisérlik a cutan melanoma kezelésében
hasznalatos szerek (pl.: dacarbazin, alkilalészer) alkalmazasat UM esetén, de a tumorok
kiilonboz3ségébdl adodéan ezek a kisérletek nem javitanak a beteg tilélésén. Igy jelenleg nem
ismert olyan adjuvans kezelés, ami javitana a betegek allapotat (49, 50). Egérmodellben sikeriilt
igazolni a tirozin-kinaz gatlo crizotinib esetén az 0j metasztazisok kialakulasanak gatlasat (51).
Jelenleg klinikai kettes fazisban van a crizotinib kiprobalasa (NCT02223819). A sunitinib (egy
multitargetalt tirozin-kindz inhibitor), klinikai kettes fazisban van a kiprobalasa a valproe savval
(hiszton deacetilaz gatld) egyiitt alkalmazva (NCT02068586). Mivel a hiszton deacetilaz gatlok

a sejtek differencialodasat segitik eld, igy erdsithetik a tirozin kinaz gatlok hatasat (52).
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Az UM molekularis hattere és annak tovabbi lehetséges terapias vonatkozasai

UM-ban specifikus tumor szupresszor vagy onkogén még nem keriilt leirasra. A cutan
melanomara jellemz6 TP53, BRAF, RAS, CDKN2, PTEN faktorok, amelyek konnyen
aktivaljak a RAS-ERK utvonalat, csak ritkan fordulnak el6 UM esetén. Tobbek kozott ezért is,
a cutan melanoma esetén alkalmazott gyogyszerek nem, vagy csak kevéssé hatékonyak UM
esetén (36, 53). A GNAQ onkogén korai mutacidja ugyan ismert, ami a protein kinaz C (PKC)
mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) utvonalakat aktivalja (54). UM esetén a
PIBK/AKT7/mTOR 1tvonalak (melyek a sejtciklus szempontjabol fontos utvonalak)
bizonyitottan modosultak (55, 56). UM sejtvonalakban leirt a PI3k/Akt Gtvonal aktivacioja, ami

crer

Extracellularis

SISSIIIIIINGT IIMIBIBININY

XX

_'GRBZ / \

GAB1

-

Intracelluldris

GNAQ/GNAT11 —— |
mutdcio GTP

PLC

PIP2

Sejt proliferacio
Sejt novekedés
Sejt tulélés és attétképzés

4. abra Az uvealis melanoma (UM) pathofiziologidja. Leginkabb a MAPK, PI3K/AKT7/mTOR
és IGF IR utvonalakat érdemes emliteni. Az aktivalt mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) a
UM esetében hianyzo BRAF vagy NRAS mutaciok esetén is aktivalodik, mutatva ezzel az
atfedest a PI3K/AKT utvonallal. Az aktivalodott cKIT képes a szignalizacio tovabbterjedését
segiteni (pl.: MAPK utvonalon keresztiil). Az IGF-1 szintén képes a MAPK és a
PI3K/AKT7/mTOR utvonalak befolydsolasara (2).
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Tovéabba a PTEN alacsony citoplazmatikus expresszioja igazolt UM esetén, ami a PI3K/Akt
szignalizacios Ut gatlasanak megsziinéséhez vezet, ez szintén csokkenti az UM betegek tulélését
(58). Mind a MAPK ¢és a PIBK/AKT7/mTOR utvonalak, az inzulinszeri névekedési faktort
(IGFs) befolyasoljak, aminek a f6 receptora az IGF-1. Az IGF-1 els6sorban a méajban
termelddik, ami az elsddleges helye az UM metasztazisainak. Ezért is feltételezik az IGF-1-R,
KIT ¢és c-MET kulcsponti szerepét az UM kialakulasaban. (59-61). A G-fehérje kapcsolt
receptorok (GPCR) a Hippo-YAP/TAZ utvonalon keresztiili szignalizaciojukkal is
Osszefiiggésbe hozhatd az UM kialakulasaval (2, 62, 63). Ezeket az ismereteket vazlatosan a 4.

abra foglalja 6ssze.

A daganatterapia soran kialakulo rezisztenciak, ezek koziil az antraciklin rezisztencia

Az elmult 40 évben az antraciklinek szdmos szolid és vérképzdszervi malignités elsé vonalbeli
teljesen tisztazott, citotoxikus hatasukért tobb parhuzamosan zajlé folyamat felel. Hatasukat
alapvetden a DNS kettds szalaba val6 interkalacidjuk okozza. Mivel az antraciklinek képesek
nagy affinitassal beférkézni a DNS kettds szala kozé, ezért a DNS topoizomeraz I hatasat
befolyasolva, ATP fiiggé modon képesek a DNS felhasitasat elérni (64). Az ujabb antraciklinek
a topoizomeraz I medialta DNS hasitast is képesek kis mértékben fokozni. Sejtpusztitd hatasuk
kifejtésében fontos szerepet jatszik, hogy reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzodését indukaljak.
A ROS keletkezése sejtkarositast okoz a lipidek peroxidaciojan és DNS karosodasan keresztiil
(65, 66). Igy az antioxidans molekulak, mint néhany vitamin, a glutation és antioxidans enzimek
képesek gatolni az antraciklinek szabadgyok képzé hatasat. A legfontosabb antioxidans
enzimek a szuperoxid dizmutaz, katalaz és a glutation peroxidaz. A DNS karosodas a sejtekben
szamos tumorellenes folyamat elindulasat segiti eld, mint a tumorszupresszor p53 indukalasat,
a tumorndvekedés lelassulasat és az apoptozist (67, 68). Az antraciklinekkel szembeni
rezisztencia sok szempontbdl még nem kelld alapossaggal ismert. A rezisztencia kialakulasaért
leginkabb a mddosult membran transzport és aktiv efflux pumpa folyamatok tehetdek feleldssé,
mint az ABC transzporter szupercsalad, a P-glikoprotein és a multidrog rezisztenciahoz kothetd
fehérjék (multidrug resistance-associated protein, MRP). Antraciklinek esetén mindegyik
hatékonyan képes a sejtekbdl eltavolitani citosztatikumot (69-71). Az MDR1 (multidrug
resistance protein) receptor tulzott kifejez6dése emlddaganatok esetén egyértelmiien

Osszefliggésbe hozhatd a betegek rosszabb prognozisaval (72).
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A ,,major vault protein”, elészor tiidében leirt rezisztenciahoz kapcsolhato fehérje (Lung
resistance—associated protein, LRP), amit a sejtek citoplazmajaban és a magmembranon
talalhatunk meg elsGsorban. A ,,vault” fehérjék szerkezeti szempontbol nagyméretli ribonukleo
fehérjék, jellemzéen az ecukaridta sejtekben fordulnak el6. Az alakjuk a sejtmag
poruskomplexének kozponti elemére emlékeztet. Fiziologids szerepe jelenleg még nem
tisztazott (73). Mikodésiik soran képesek megvaltoztatni a gyogyszer eloszlasat a sejten beliil,
igy a sejtmagban jelentdsen csokkenteni képesek a gyodgyszer koncentraciot, mig a
citoplazmaba valtozatlan marad a gyogyszerszint (74, 75). Tulzott kifejez6désiiket leirtak mar
colon carcinomaban is, ahol a doxorubicin (DOX) lokalizacidjat képesek megvaltoztatni. Ezt
olyan médon befolyasoljak, hogy a sejtmagbol a citoplazmaban transzlokaljak a DOX
elhelyezkedését, igy biztositva a daganatos sejtek talélését (76, 77). A LRP szamos daganat
leukémiaban is beigazoldodott a betegek rossz prognozisaval valo 6sszefiiggése (74, 75).

Az ABC transzporterek csaladjaba tartozo emld carcinoma rezisztencia fehérje (BCRP, breast
cancer resistance protein) az emlédaganaton kiviil szintén szamos daganattipusban keriil tulzott
expressziora. A BCRP szubsztratjai az antraciklinek is, igy jelent6sen hozzajarulhatnak a
rezisztencia kialakulasahoz (78).

Az antraciklinekkel szembeni rezisztencia masik lehetséges formaja a reaktiv oxigén gyok
szintetaz indukcidja soran keletkez6 szabadgyokok semlegesitése. A szuperoxid dizmutaz, a
mangan-tartalmu enzim (MnSOD) és a glutation transzferaz P1 indukcidja mind 6sszefliggésbe
hozhat6 az antraciklinek okozta oxidativ stresszel szembeni fokozott ellenalld képességgel (79-
81).

A DOX rezisztencia szempontjabdl fontos megemliteni azoknak a tumor szupresszor géneknek
a statuszat, amelyek kulcsponti szerepet jatszanak az apoptozis folyamatdban. Ilyen
tumorszupresszor példaul a p53, melynek funkci6 kiesése képes rontani a DOX hatékonysagat
(82-84). A topoizomeraz II kifejezddésének és aktivitasanak valtozasa is képes befolyasolni a
DOX irani érzékenységet és leirtadk, hogy a NF«p transzkripcidés faktor aktivacidjanak

csokkentése is DOX rezisztencia kialakulasahoz vezethet (85-89).
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LHRH és receptora

LHRH
Az emldsok reprodukcidjaban alapvetd jelentéségli az hypotalamus- hypophysis- gonadok

kozotti folyamatos interakcio. A hypotalamus pulzalé médon valasztja ki az LHRH (luteinizing
hormone-releasing hormone vagy mas néven GnRH gonadotropine releasing hormone)-t, ami
egy dekapeptid (pGlul-His2-Trp3-Ser4-Tyr5-Gly6-Leu7-Arg8-Pro9-Gly10NH,), alapvetben
az ivarsejtképzést €és a szteroidok szintézisét szabalyozza. A neuroszekrécid altal kivalasztott
LHRH nagy affinitassal képes kotddni a hypophysis gonadotrop sejtjeihez, amelyek ennek
hataséra a luteinizalé hormont (LH) és a follikulus stimulalé hormont (FSH) termelik. Igy az
LHRH ¢és a LHRH receptor (LHRH-R) kdzponti szerepet jatszik a reprodukcioval kapcsolatos
folyamatokban, az LHRH-R expresszidja, sejtfelszini stirlisége és szerkezete alapvetéen képes

ezeket meghatarozni az LH és FSH termelésen keresztiil (90).

LHRH-R

Az LHRH-R GPCR (rhodopsin-like G-protein-coupled receptor) csaladjaba tartozo hét
transzmembran doménnel rendelkezd G-fehérje kapcsolt membran receptor. A human LHRH-
R citoplazmatikus C-terminalis farki része hianyzik, ezt a receptor altipust I-es tipush
(emldsokre jellemzd) LHRH-R-nek, mig a farokkal rendelkezot Il-es tipusi LHRH-R-nek
nevezziik (91, 92). Az I-es tipusut LHRH-R 328 aminosavbdl all (93). A receptort kodold gén a
4-es kromoszoman helyezkedik el, a gén kodold régioja 3 exonra oszlik el, amit 2 nagy intron
valaszt el egymastol (94, 95). Az LHRH-R-nak 3 transzkript variansbol atirodd fehérje
izoformaja ismert, az sb1 jeloli a teljes hosszusagh receptort (328 aminosav), az sb2 esetén a
kettes exon részben eltlinik (248 aminosav), az sb3 esetén a teljes kettes exon hianyzik (177
aminosav) (93). A nem teljes hosszusagh LHRH-R funkcidja egészséges és daganatos
szOvetekben még teljesen nem tisztazott. A teljes hosszusaga LHRH-R aminosav sorrendjét és

3D szerkezetét az 5. abra mutatja be.
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5. abra A human LHRH-R szerkezete. A Az LHRH-R szerkezete kigyodiagrammon, B
haromdimenzios dabrazolasa. A human LHRH-R a 7 transzmembran doménnel rendelkezo G
fehérje kapcsolt peptid kotésére alkalmas receptorfehérje. Az I-es tipusu emlosékre jellemzo
receptor citoplazmatikus  c-terminadlis  farki  része  hianyzik.  Grafika  forrdsa:
http://www.gpcrdb.org/protein/gnrhr_human/

LHRH-R expresszio daganatokban

Az LHRH-R expresszidja az egészséges emberi szervezetben meglehetdsen limitalt és
leginkabb nem o0szt6dé sejteken fejezddik ki (els6sorban az agyalapi mirigyben és a
reprodukcioért felelés szervekben). Ugyanakkor szamos reproduktiv hormon fliggd
daganatban, mint endometrium, ovarium, prosztata és emld daganatokban is leirtak
expressziojat (96, 97).

Az LHRH anal6ogok Onmagukban is képesek lehetnek a daganatok novekedésének
befolyasolasara, mivel kozvetleniil valamint az FSH, LH és a szteroid hormonok hatasain
keresztiil is képesek lehetnek befolyadsolni a reproduktiv, hormon fliggd daganatok osztodasat.
fgy az LHRH analégok hasznalata elfogadott 6sztrogén dependens emlédaganatokban és
androgén dependens prosztata karcinomaban. De expressziojat kimutattak szamos nem hormon
fliggd daganatban is, mint vese, szdjiiregi, kozponti idegrendszeri, cutan melandmaban, maj,
vastagbél és hasnyalmirigy daganatokban (98-105).

Vizsgalatok alapjan az LHRH-R expresszidja dsszefiiggésben van a human EGFR (epidermal
growth factor receptor) aktivacidjaval. Ez LHRH-R szerepe feltételezhet6en autokrin/parakrin

utvonalakon hat a daganatok esetén (106, 107).
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Citotoxikus LHRH analégok

A nyolcvanas évek kozepén, mikor felfedezték az emlédaganatok LHRH-R expressziojat
Andrew V. Schally kutatocsoportja szintetizalta az elsd citotoxikus LHRH analégokat (108).
Szamos analog keriilt kifejlesztésre, ezek koziil vannak agonista vagy antagonista LHRH
analog alapuak, melyekhez citotoxikus molekulaként antimetabolit (methotrexat), DNS
alkilaloszer (cisplatin), nehézfém ion (Cu(Il), Ni(IT)) vagy DNS interkalator (DOX) keriilt
kapcsolasra kovalens kotéssel (108, 109).

HO
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Doxorubicin
[D-Lys’] LHRH

NH

A,
HZNNH
* s g AN-152 (Citotoxikus LHRH analég)
R
DOX [D-Lys‘] LHRH
Kotes
Internalizacié
Bejutas a sejtmagba
B,

6. dbra Az AN-152 szerkezete és internalizaciojanak mechanizmusa. A: Az AN-152 egy
doxorubicin (DOX) molekulat tartalmaz egy hasithato észter kotéssel 6sszekotve egy [D-Lys6]
LHRH peptiddel. B: Az AN-152 képes szelektiven kotédni az LHRH-R-hoz ezt kovetden
internalizalodik és a citoplazmaban a hordozordl szabadda valo DOX a sejtmagban képes
halmozodni https://www.cantechletter.com/wp-content/uploads/2012/12/AEZS-108.jpg
alapjan Atdolgozva.
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A [D-Lys®] LHRH peptid egy LHRH agonista hordozé molekula, amely modositasra keriilt az
epszilon aminosavon egy D-lizin® oldallanccal, ami nem véltoztatta meg az LHRH receptor
kotési tulajdonsagait viszont lehetdvé teszi a citotoxikum kapcsolasat (110). Az AN-152 esetén
a [D-Lys®] LHRH peptidhez egy 14-O-hemiglutarat dsszekoto segitségével egy DOX molekula
keriilt kapcsolasra (111). Fejlesztésre keriilt olyan szuperaktiv analdg, amelyben a [D-Lys®]
LHRH a DOX-nal joval toxikusabb 2-pyrrolino-DOX-nel lett sszekapcsolva (AN-207), ezek
kiilonosen hatékonyak lehetnek alacsony LHRH receptor expresszio esetén is (111).

Az AN-152 (AEZS-108, zoptarelin doxorubicin) szamos klinikai vizsgalatban vett részt,
leginkabb terapia rezisztens endomertium (NCT01767155), eml6 (NCT01698281), prosztata,
petefészek (NCT00569257), urothelialis (NCT01234519) daganatok indikacidjaban, ezek
mindegyike befejezett vagy megszakitott stidiumban van, és egyik esetben sem tortént meg a
betegek receptorstatuszanak meghatarozasa (a vizsgdlatok megszakitdsat tobbek kozott a
fejleszt6é cég financialis lehetdségei, limitacioi okoztak).

Eddigi eredmények alapjan ugyan az AN-152 nem hoz attéré eredményt, de in vitro €s in vivo
is hatékonyabbnak bizonyult a hanyomanyos DOX kezelésnél LHRH-R expresszid esetén,
amellett hogy az AN-152 joval kevésbé toxikus, mint a DOX. Atmeneti mellékhatasként
elsésorban az enyhe vérképzészervi mellékhatasokat kell megemliteni, viszont kardiotoxikus

mellékhatast nem tapasztaltak (112, 113).
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3. Célkitiizés

Korabbi irodalmi adatok alapjan az uvealis melanoma (UM) luteinizald hormon-

felszabaditdo hormon receptor (LHRH-R) és luteinizaldo hormon-felszabadito hormon (LHRH)

expresszidja és lehetséges célzott terapias alkalmazasi lehetSségei nem voltak ismertek. Igy

PhD értekezésem céljaul a kovetkezo célokat tiiztiik ki:

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

¢s LHRH expressziojanak megallapitasait mRNS ¢és fehérje szinten.

A betegek életkoranak, nemének, daganat szdvettani tipusdnak, megel6z6

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

A mutéti szovetmintadk LHRH ligandkotési tulajdonsagainak meghatarozasat.

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

vizsgalatéra.

A 1étrehozott DOX rezisztens sejtvonal LHRH-R exonspecifikus expresszidjanak

vizsgalatat mRNS és fehérje szinten.

A létrehozott DOX rezisztens és szenzitiv human UM sejtvonalakon az AN-152

felvételének nyomon kdvetését 24 dran keresztiil.
A 1étrehozott DOX rezisztens €s szenzitiv human UM sejtvonalakon az AN-152

sejtproliferaciora gyakorolt hatasanak vizsgalatat kiilonb6zd kezelési koncentraciok

mellett.
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4. Anyagok és modszerek
Szovetmintak

A human UM szovetmintdk a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Szemklinikdjarol
szarmaztak. A 39 szovetminta a miitét idépontjaban 30-84 év kozotti betegektdl szarmazott.
A kontrollként hasznalt egészséges agyalapi mirigy eliils6 lebeny mintakat a Debreceni
Egyetem Patholdgia Intézetében gytijtottiik. A sebészi eltavolitast kovetden a szovetminta
egy részet hasznaltuk fel, amit azonnal folyékony nitrogénben szallitottunk az intézetiinkbe
ahol -70°C-on taroltunk a tovabbi felhasznalasig. Az 6sszes szovetminta esetén a diagnozis
hisztopatologiai vizsgalatokkal is meg lett erdsitve. A mintagylijtést megel6zden a
Debreceni Egyetem etikai bizottsaga engedélyezte a mintagytijtést és azok felhasznélasat a
vizsgalatainkhoz. A betegek minden esetben megfeleld tajékoztatast kaptak és beleegyeztek

a mintagyljtésbe és azok vizsgalataba.

Szovetmintak RNS izolaldsa, reverz transzKripcidja és reverz transzkripciot koveto

polimeraz lancreakciéja (RT-PCR)

A teljes RNS mennyiség a felhasznalasi utasitasok szerint az AllPrep DNA/RNA/protein
Mini kit (Qiuagen, Germany) segitségével keriilt izolalasra. Minden mintabol 250 ng RNS
kertilt atirasra a QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen, Germany) segitségével 20
ul végtérfogatban. Két sajat tervezésti primer part hasznaltunk a vizsgalat ezen részében I-
es tipusi LHRH-R detektdlasara (szensz: 5’-GGTGGCATCAAGCATTTTAT-3’,
antiszensz: 5—- ACATAGTAGGGAGTCCAGCAGACA-3’), és az LHRH ligand
meghatarozasara (szensz: 5’-GGCCTTATTCTACTGACTTGG-3’, antiszensz: 5’-
TCTTCTGCCCAGTTTCCTCT-3"). A RNS integritasanak ellendrzésére a [ aktin
haztartasi geén expresszioja kertilt felhasznalasra (szensz: 5’-
GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3’, antiszensz 5’-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3’).
Minden egyes PCR reakcio soran 1 pl cDNS keriilt amplifikalasra 25 pl-es végtérfogatban
ami 1,5 mM MgCl,-ot tartalmazott, 1x PCR puffert (Fermentas GmbH, Germany) 0,3 nM
minden egyes dezoxinukleotidbol (Promega, USA), és 1 egység TrueStart HotStart DNS
polymerazt (Fermentas, USA) és 0,25 uM-t minden primerbdl. A PCR ciklus soran 3 perc
95 °C-on torténd denaturalast kovetden 40 cikluson keresztiil a kovetkezd 1épések zajlottak:
95 °C 45 masodperc, 59 °C 30 mésodperc, 72 °C 1,5 perc, majd a ciklusokat kdvetéen 72
°C 10 perc inkubalassal fejeztiik be a reakciot. Minden mintabol 10 pl cDNS keriilt
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felhasznalasra a 1,5%-o0s agar6z gélelektroforézishez, amit GelRed (Biotium, USA) DNS
festékkel tettiink lathatova UV fényben az AlphaDigidoc gél dokumentacids rendszer
(Alpha Innotech, USA) segitségével.

Sejtvonalak RNS izolalasa, reverz transzkripcidja és reverz transzkripciot kovetd

polimeraz lancreakciéja (RT-PCR)

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

Minden mintdbdl 500 ng RNS keriilt atirdsra Tetro cDNS Synthesis kit (Bioline, USA)
segitségével 20 pul végtérfogatban. A kovetkezO primerparokat hasznaltuk az LHRH-R
exonspecifikus PCR meghatarozasahoz: LHRH-R-1: szensz 5°-GCT TGA AGC TCT GTC
CTG GG-3’; antiszensz, 5°’-CAG GCT GAT CAC CAC CAT CAT-3’; LHRH-R-2: szensz
5’-AGT CCA ATG GTA TGC TGG AGA-3’; antiszensz 5’-ACC CGT GTC AGG GTG
AAG AT-3’; és LHRH-R-3: szensz 5’-TCA TGC TGA TCT GCA ATG CAA-3’;
antiszensz 5’-AAT TGA GGC TCT GAA GAC TGA GT-3°(114). A PCR reakci6 soran 1
ul cDNS keriilt atirasra 25 pl végtérfogatban, ami 12,5 ul MyTaqg HS Mix (Bioline, USA),
9 ul vizet és 0,25uM primert tartalmazott. A PCR reakci6 soran 1 perc 95 °C-os denaturalast
kovetden 40 cikluson keresztiil 95 °C 15 perc, 60 °C 30 masodperc ¢s 72 °C 10 masodperc
periddusok ismétlddtek, ezt kovetden 2 perc 72 °C-0s inkubalassal allitottuk le a reakciot.

Az PCR termék meghatarozasa a korabbival azonos modon tortént.

Membranpreparatum és radioligand kotési vizsgalat

A kiolvasztott mintdk megtisztitisa utan 50 mM Tris-HCI pufferben (pH 7,4)
homogenizéljuk, protedz inhibitorok (0,25 mM Phenylmethylsulfonyl Fluorid, 0,4%
Aprotinin és 2 pg/ml pepstatin A) jelenlétében jégen. A homogenizatum 500 G-n 10 percig
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4 °C-on homogenizaltuk és ezt kovetden reszuszpendaltuk friss pufferben. A végso pelletet
reszuszpendaltuk homogenizald pufferben és -80 °C-on taroltuk a vizsgélatig. A preparatum
assay kit (Bio-Rad, USA) segitségével. A radio joddal jelzett [D-Trp®]JLHRH chloramie-T
modszer segitségével késziilt és a tisztitasat forditott fazisi HPLC segitségével végeztik.
Ligand kompeticids assay alapja a [*?°I][D-Trp®]LHRH radioligand specifikus kotédése a
membran frakcidhoz. 50-160 pg fehérje tartalmi membran homogenizatumok
duplikatumokban vagy triplikitumokban keriiltek inkubaldsra 60-80000 cpm [*2I][D-
Trpé]LHRH és novekvé koncentracioji (10712-10° M) nem radioaktiv peptiddel, mint
kompetitorral 150 pl Ossztérfogatt kotési pufferben. Az inkubacido végén, szilanizalt
polipropilén mikrocentrifugacsében (Sigma-Aldrich GmbH, Germany) 125 pl
preparatumot transzferaltunk 1 ml jéghideg kotési puffer tetejére, ami 1,5% marha szérum
albumint tartalmazott (BSA). A csoveket ezt kovetéen 12000 g-n 3 percig 4 °C-on
centrifugaltuk, ezt kdvetden a feliiluszot eltavolitottuk és a kialakult pellet aktivitasa keriilt
mérésre gamma szamlalo segitségével (Micromedic System, USA). 20-250 ug/cs6 fehérje
koncentraci6 tartomanyt hataroztunk meg elézetesen kisérletes titon, ami a lehetd legkisebb
mennyiség, ami még specifikus kdtéshez minimalisan sziikséges. Munkéank soran 40-180
png membranfehérje koncentracid volt sziikséges a 150 pl inkubacids térfogatban a
megfeleld eredmény eléréséhez. A LIGAND-PC szamitogépes gorbe illesztési program
segitségével hataroztuk meg a receptor kotés tipusat, a disszociacios konstans (Kq) és a
maximalis kotési kapacitas (Bmax) értékeit Scatchard szerint abrazolva (115-117). A
radioligand kotési vizsgéalatok témavezetdm Prof. Dr. Halmos Gébor segitségével

készultek.

Immunhisztokémia (IHC)

Formalinban fixalt paraffinba agyazott enukleaciobol szarmazd szovetmintak kertiltek
immunfestésre. Az antigén feltarast (pH 6,0) és endogén peroxidaz blokkolast kovetden a 3
um vastagsagu metszetek keriiltek inkubalasra az els6dleges LHRH-R antitesttel (NCL-
GnRHR A9E4; Novocastra Laboratories Ltd., UK) szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil.
Héaromszori 5 perces foszfat puffer (PBS, pH 7,4) mosast kovetéen a metszetek a
masodlagos antitesttel (anti-mouse IgG (Fab-2 kapcsolt tormaperoxidaz (HRP)) keriiltek
inkubalasra a gyart6 utasitasai szerint EnVision+ HRP detection kit-el, amiben az amino-

ethyl-carbasol (AEC; red; Vector Labs, UK) szolgalt a peroxidaz szubsztratjaként. A piros
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kromogén szubsztrat megfeleléen kontrasztos képet adott a melaninban gazdag mintak
barna hattere és a pozitiv IHC elkiilonitéséhez. Az immunhisztokémia eredmények Prof.

Dr. Dezs6 Balazs segitségével késziiltek.

Statisztikai elemzés

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

intervallumban (CI) fejeztiink ki.

Sejtvonalak és sejttenyésztés

Az OCM3 human UM sejtvonalat a Debreceni Egyetem Biofizika Intézete biztositotta
szamunkra. A monolayerben nové OCM3 és OCM3poxaz0 Sejtek RPMI-1640 sejttenyésztd
tapfolyadékban néttek (Biosera, USA) 10v/v% hdinaktivalt fetal bovine serum (Biosera,
USA) és 100 U/ml és 100 ug/ml penicillin-sztreptomicin (Biological Industries, Izrael)
jelenlétében. A sejtek 25, 75 vagy 150 cm?-es letapadd, sziirs kupakkal ellatott flaskaban
néttek (SPL, Korea). A sejteket standard koriilmények kozott tartottuk 95 % pératartalom,
5 % CO2 mellett 37 °C-on.

Doxorubicin rezisztens OCM3 sejtvonal fejlesztése

A rezisztencia kialakitdsdhoz doxorubicin 2 mg/ml-es injekcid (TEVA, Izrael) keriilt
rezisztenssé. Kezdetben 10 nM DOX jelenlétében vartuk meg, mig a sejtek 90%
konfluenciat érnek el, ha ez megtortént, akkor duplaztuk a dozist egészen addig, mig 320
nM-os DOX koncentraci6 mellett is stabilan néttek a sejtek. A rezisztenssé valt sejtvonalat
OCMB3poxsz20-nak neveztiik el. Minden kisérlet eldtt a sejteket legalabb 2 napig tartottuk
DOX mentes médiumban (118).
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Immuncitokémia

Az OCM3 és OCM3poxa2o sejteket fedélemezen novesztettik 12 well plate-en (SPL,
Korea). A sejtek konfluens novekedését kovetéen PBS mosast kovetéen 4%
paraformadehiddel fixaltuk 30 percig 4 °C-on. Harom PBS mosast kdvetden a sejteket 0,1%
Triton-X-100-PBS oldattal permeabilizaltuk 10 percig, harom mosast kvetden 10% BSA
oldattal 1 6ran keresztiil blokkoltuk az aspecifikus kotOhelyeket. Egy éjszakéan keresztiil
inkubaltuk a mintakat 4 °C-on anti-LHRH-R (GnRHR FL-328, Santa Cruz, USA)
elsddleges antitesttel. Ezt kovetden 1 oran keresztiil FITC (fluorescein isothiocyanat) jelzett
goat anti-rabbit (sc-2012, Santa Cruz, USA) masodlagos antitesttel inkubaltuk.
Autofluoreszcencia kontrollként azonos proceduraval keriiltek a mintdk kezelésre, de
semmilyen antitesttel nem lettek kezelve, mig a negativ kontroll esetén csak az elsddleges
antitest maradt ki a jelolésb6l mutatva a masodlagos antitest esetleges aspecifikus
kotodésének mértékét. Haromszori PBS mosast kovetéen ProLong® Diamond
AntifadeMountant with DAPI (Molecular probes, USA) segitségével fedtiik a mintakat. A
fluoreszcens képeket Olympus IX71 kamera segitségével készitettik (Olympus
Corporation; Tokyo, Japan).

Sejt életképességi vizsgalatok és statisztikai elemzés

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

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

csoportokat.

Konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkopos vizsgalatok

10* OCM3 és OCM3poxszo keriilt kiiiltetésre 1 p-Slide 8 well ibiTreat mikroszkop
kamraban (Ibidi, Németorszag). Huszonnégy oraval késobb a sejteket 5 uM DOX vagy AN-
152 kezelésben részesiiltek 0,5, 1, 6 és 24 o6ra iddintervallumban. A mikroszkopos
vizsgalatokat megeldzden a sejteket haromszor mostuk PBS segitségével. A konfokalis
mikoroszkoppal végzett vizsgalatok Olympus FluoView 1000 mikroszkdppal (Olympus,
Japan) végeztiik. A DOX és az AN-152 autofluoreszcencidjat 543 nm hullamhosszusagon
mértiik argon ion lézer gerjesztése segitségével. A DOX fluoreszcens emissziojat 603 nm-
es hullamhosszusagon detektaltuk. A felvételeket szekvencidlis moddban készitettiik
megeldzve a csatorndk kozotti zavarast, a képek 1 pm vastagsagi optikai szeletnek felelnek
meg 512x512 pixel felbontassal 60x UPLSAPO olaj immerzids objektiv (NA 1,35)

segitségével.
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5. Eredmények

Az UM szovetmintak 1-es tipusi LHRH-R expresszidja

mRNS vizsgalatok PCR mddszerrel

Az UM szovetmintak koziil 11 epitheloid, 21 orsdsejtes és 7 kevert sejttipusba tartozott. A
tumorok vastagsaga 6-12,9 mm, mig bazalis atmérdje 9-19 mm kozott valtozott az ultrahangos
meghatarozas alapjan. Ha a tumor vastagsaga meghaladta a 8 mm-t és/vagy a legnagyobb
atmérdje 13 mm-nél tobb volt, akkor a szem enukleaciora keriilt mindenféle elozetes kezelés
nélkiil. A szemet akkor is eltavolitottadk, amikor ugyan a tumor az el6ézé kritériumoknal
kisebbnek bizonyult, de annak ellenére is hatdrozottan novekedett, hogy korabban
transzpupillaris héterdpia és/vagy %Ruténium plakk brachyterapia keriilt alkalmazasra. A
szovetmintak vizsgalata soran olyan primert terveztiink, amely az LHRH-R splice variansok
koziil specifikusan csak a teljes hosszisagu receptor mRNS sokszorositasara alkalmas, viszont
a csonka receptorok esetén nem ad jelet. Az altalunk tervezett LHRH-R primerpar a 2-es és 3-
as exonon ativel6 modon képes atirni a PCR terméket, igy ezaltal éppen az ismert, nem teljes
hosszusagu receptor variansok hianyzo szakaszai kertilnek atirasra. Az 1-es tipusu LHRH-R-
ol 4tir6dd PCR termék vart hossza 241 bp volt. Az altalunk vizsgalt szovetmintdk 46%-a
bizonyult LHRH-R pozitivnak (7. abra, 1. tablazat).

LHRH (245 bp) LHRH-R (241 bp)

1, 2 3040 RESE IR =g 372 1

7. dbra: Az LHRH (bal oldal) és az LRHR-R (jobb oldal)mRNS szintii expresszidja azonos
mintdkban. L: 50 bp DNS létra (Fermentas), +: pozitiv kontrol (humadn agyalapi mirigy), -: no
templat kontrol, 1-5: reprezentativ human UM szévetmintdk.
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1. tablazat: Klinikopatologiai adatok és az RT-PCR eredményei a vizsgalt 39 enukledlt UM

szévetmintaban
Eletkor
Bgteg a Nem Histology | Megel6z6 kezelés | Szem LHRH- L.HRH
SZAMA | 0 R ligand
1. 64 F Orsosejtes - B + +
2. 39 F Epitheloid Brachytherapia J + -
3. 70 F Orsodsejtes-B - J - +
4. 80 N Epitheloid - J + -
5. 47 F Epitheloid - B - -
6. 65 F Orsodsejtes-B - J + -
7. 76 F Orsosejtes-B - J + +
8. 75 N Orsosejtes-A - B - +
9. 84 N Orsosejtes Brachytherapia B + +
10. 39 F Kevert - J - +
11. 35 F Orsosejtes - B - -
12. 30 N Orsoésejtes-A - B + +
13. 44 N Orsosejtes-B - B - +
14. 68 N Orsosejtes - B - +
15. 76 F Orsosejtes - J + +
16. 79 N Kevert - B - +
17. 79 N Epitheloid - J + +
. . Brachytherapia,

18. 67 F Epitheloid %TT P B + +
19. 60 F Epitheloid | Brachytherapia (3x) J + +
20. 51 F Orsosejtes-B - B - +
21. 66 F Epitheloid - J + +
22. 72 N Epitheloid - B - +
23. 76 F Orsosejtes - B + +
24, 55 F Orsosejtes-B - B - +
25. 54 F Epitheloid - J - +
26. 75 N Orsosejtes-B - B + +
217. 64 N Epitheloid - J - +
28. 61 F Orsosejtes-B - B - +
29. 50 N Orsoésejtes - J + -
30. 76 F Kevert - B + +
31. 38 F Spindle-B - J - +
32, 79 N Kevert - J - -
33. 53 F Epitheloid - J - +
34, 52 F Kevert - B - +
35. 45 F Kevert - R + -
36. 70 F Orsosejtes-A - J + -
37. 43 F Orsosejtes - B - -
38. 53 F Kevert - B -

39. 51 F Orsosejtes-A | Brachytherapia (3x) B - -

B: bal, J: jobb, TTT: transzpupillaris héterapia
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Az epitheloid szovettani tipusba tartoz6 UM mintak esetén 11 mintabol 6 esetben (55%) volt a
receptor pozitiv, mig az orsosejtes melanoma 21 mintabol 10 esetben (48%) bizonyult LHRH-
R pozitivnak. A kevert szovettani tipusba tartoz6 mintak (amelyek mind a két sejttipust
tartalmazta kozel azonos aranyban) 7 mintabol 2 minta (29%) fejezte ki az LHRH-R-t (1.
tablazat).

Receptor fehérje vizsgalatok IHC segitségével

A teljes hosszusagh LHRH-R jelenléte immunhisztokémia segitségével is meg lett erdsitve,

ezek az eredmények jol egybevagtak a RT-PCR eredményekkel (8. 4bra).

8. dbra: LHRH-R fehérje expresszioja enukledlt reprezentativ humdan UM szévetmintik
esetén immunoperoxidadz festéssel. A, Melanin termeld orso és epitheloid kevert sejtes metszet
hematoxilin-eozin festése. B, LHRH-R mRNS negativ minta, nem mutatott detektalhatéo LHRH-
R fehérje expressziot immunhisztokémiaval sem. C, Kézepes intenzitassal LHRH-R expressziot
mutato tumorminta (inzert: a festés specificitdsat mutato negativ minta). D, Intenziv festodest
mutaté  tumorminta (& tumorsejtek kozel 100%-a intenziv festodést mutat a sejtek
citoplazmdjaban, ami egybevag az mRNS expresszioval). Minden kép esetén 40x nagyitdst
hasznaltunk. A B-D képeken immunperoXidaz festés lathato és hematoxilin magfestés.
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Az RT-PCR altal pozitivnak talalt UM mintdk tobbsége az immunhisztokémiai vizsgalatok
soran szintén pozitivitast mutatott az LHRH-R-ra, ami piros granulumok formédjaban jelent meg

a metszeteken.

Ligand kotési vizsgalatok

A specifikus LHRH kétdhelyek jelenlétét és azok [Y°1][D-Trp® JLHRH kétésének jellemzéjét
ligand kompeticids vizsgalat segitségével vizsgaltuk a human UM szdvetmintdkon. A vizsgalt

10 szovetmintabol 7 mutatott LHRH koto képességet (2. tablazat).

2. tablazat: mRNS expresszio és LHRH-R ligand kétési tulajdonsdgai 10 human UM
szovetminta esetén

Beteg | LHRH-R (fr'ig’l";‘r); g Kd
szama | MRNA L . (nM)
fehérje)

4, + 294,6 1,35
6. + 398,7 1,37
9. + 264,7 3,73
11. - - -
12. + 495,7 6,03
15. + 251,5 4,81
20. - - -
24, - - -
30. + 511,6 6,36
35, + 474,7 2,18

A leszoritasi vizsgalat alkalmazasaval a radiojelzett [D-Trp® JLHRH, a jelzetlen anal6ggal
torténd leszoritasa soran az eredmények azt mutattdk, hogy jo illesztéssel, egy kotdhelyes
modell all fenn, ami a nagy affinitisi LHRH-R-0k jelenlétét jelzi a nyers human UM
szovetmintakbol szarmazé membranpreparatumokban. A szamitogépes nemlinearis
gorbeillesztés és a Scatchard plot analizis kotési adatai a 7 pozitiv tumor minta esetén azt
jelezték, hogy az egyedi kotohelyek disszociacios konstansanak kozépértéke (Kq) 3,69 nM
(1,35-t81 6,36 nM-os tartomanyban), mig a maximalis kotési kapacitds (Bmax) kozépértéke
384.5 fmol/mg membran fehérje (251,5-t61 511,6 fmol/mg fehérje tartomanyban). A receptor
ligand kotés biokémiai paramétereinek meghatarozasa alapvetdé a specifikus ligandkotés

azonositasara. Ezek alapjan a [*2°1][D-Trp® ]LHRH kotése reverzibilis, id6fiiggd és hémérséklet
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LHRH receptorialis kotés specificitasat a kompetitiv ligand kotési kisérletek igazoltdk, tobb
hasonl6 és eltérd struktaraji peptid felhasznalasaval.

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

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

Az LHRH ligand mRNS expressziéja human UM esetén

A LHRH-R expresszion tal vizsgaltuk a LHRH ligand kifejezddését a mintdinkban. A UM
mintak tobbsége 39 mintabol 27 estben (69%) mutatott LHRH ligand pozitivitast. A PCR
termék vart hossza 245 bp volt (7. abra), ezt az epitheloid mintak esetén 11 mintabol 8 (73%),
az orsosejtes mintak esetén 21 mintabol 15 (71%), a kevert sejtes mintak esetén a 7 mintabol 4
esetben (57%) fejez6dott ki (1. tablazat). Tizenkét olyan tumor volt (31%), ahol a receptor és a
ligand is kifejezddott, 6 esetben csak az LRHR-R, mig 15 mintanal csak az LHRH ligand kertilt
expressziora. A statisztikai elemzés eredményeként kimutathatd volt az 0sszefliggés a beteg
kora és az LHRH-R mRNS ¢és ligand egyiittes expresszioja kozott (p=0,0407): 10 év életkor
novekedés 87%-os esélyndvekedést jelentett az egyiittes expressziora (OR=1,867, 95% CI
1,027-t61 3,393-ig). Masrészt nem volt Osszefliggés az LHRH ligand és LHRH-R mRNS
expresszio a tumor tipus €s a klinikai paraméterek kozott. Az UM betegek klinikopatologiai

tulajdonsagai és a mRNS szintli eredmények az 1. tablazatban keriilnek 6sszefoglalasra.

DOX rezisztens human UM sejtvonal létrehozasa

Az OCM3 huméan UM sejtvonal DOX rezisztens verzidjanak fejlesztése soran lépésenként
stabil sejtproliferaciot. A kialakitott DOX rezisztens OCM3poxa20 sejtek, hasonld morfologiat
¢és 0sztodo képességet mutattak, mint a vad tipusu sejtek. Az OCM3pox3z2o Sejtek zavartalanul
képesek voltak osztodni 320 nM DOX jelenlétében és ezt a képességiiket szamos fagyasztas

utan is megdriztek.
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Az OCM3 és OCM3poxs20 sejtvonalak LHRH-R expressziojanak exonspecifikus
vizsgalata

Az LHRH-R expressziojanak vizsgalata céljabol olyan primerek keriiltek felhasznalasra (118),
amelyek alkalmasak voltak az LHRH-R egyes exonjainak kiil6nall6 vizsgalatara és azok teljes
hosszaban torténd atirasara. A vart PCR termék hossza az LHRH-R I-es exonra 436 bp, az
LHRH-R Il-es exonra 411 bp, az LHRH-R lll-as exonra 473 bp volt (9. abra). igy az RT-PCR
soran lehetdségiink adodott a teljes hosszisagu és az alternativan expresszalodd receptor

MRNS-ek elkiilonitésére.

EXON | (436 bp) EXON Il (411 bp) EXON IIl (473 bp)

Q Q
oV 9
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9. dbra: Az OCM3 és OCM3pox320 Sejtvonalak LHRH-R mRNS RT-PCR vizsgalata. A humdn
UM sejtvonalak LHRH-R expresszidjat a gén hdarom exonjara kiilon-kiilon specifikus harom
primerparral vizsgaltuk meg. Az eredmények alapjan mindkét vizsgalt sejtvonalban az LHRH-
R gén I-es exonja fejezodik ki nagy intenzitassal, mig a DOX rezisztens OCM3pox320
sejtvonalban a Il és IIl exon nagyon gyengén expresszalodott. L: 25-500 bp létra, NTC: no
templat kontroll, +: Pozitiv kontroll human agyalapi mirigy.

Az eredményeink alapjan mind a két sejtvonal foként az LHRH-R l-es exonjat expresszalta,
viszont a Il-es és III exon csak nagyon alacsony intenzitassal keriilt expressziora az
OCM3poxa20 sejtvonal esetén. A csonka mRNS fehérje szintli jelenlétét immuncitokémiai

vizsgalattal ellendriztik mindkét sejtvonalon. Az LHRH-R izoforma fehérje szintii
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expressziojanak jelenléte az OCM3 és OCM3poxazo esetén is sikeriilt igazolni. Az LHRH-R

fehérje izoforma elsdsorban a citoplazmaban €s a sejtmembranon volt megfigyelhetd (10. dbra).

AF
. .

FITC LHRH-R

10. dbra: Az LHRH-R fehérje izoforma expresszioja OCM3 és OCM3poxso Sejteken
immuncitokémids vizsgalattal. Az abran jol lathato, hogy mindkét sejtvonal esetén az LHRH-
R splice varians mRNS expresszio ellenére immuncitokémidaval kimutathato mennyiségii
receptor izoform fehérje kifejezddése fedezhetd fel. AF: kezeletlen autofluoreszcencia kontroll,
FITC: negativ kontroll, a mdsodlagos antitest aspecifikus kotodés mértékének

meghatarozasara, LHRH receptor: az LHRH-R specifikus elsodleges antitest kotése FITC
jelzett masodlagos antitesttel.

OCM3

DOX320

Sejt proliferacios vizsgalat

Az OCM3 ¢és OCM3poxa2o sejtek életképességét 72 oOrds kezelést kovetben MTT assay
5 uM) DOX és AN-152 kezelés mellett. Az OCM3poxazo sejteken meég 1 uM DOX jelenlétében
sem tapasztaltunk szignifikans sejt pusztulast a kezeletlen kontrolhoz viszonyitva. Mivel az
OCM3 sejtek szignifikdns mértékben pusztultak 1 pM DOX kezelés hataséara, igy az MTT
vizsgalat eredménye is megerdsitette az OCM3poxa20 sejtek DOX rezisztenciajat. Az AN-152
alacsonyabb koncentraciok mellett (40 nM, 320 nM) a sejtproliferaciot szignifikdns mértékben
volt képes novelni, 6sszehasonlitva az ekvimolaris dozisi DOX kezeléssel, aminek nem volt

crer
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DOX ¢és AN-152 kezelés esetén (1-5 pM) az OCM3 és OCM3poxaz0 sejtvonalak kozott nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség (11. abra).

ns
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11. dabra: Az OCM3 és OCM3poxz20 UM sejtvonalak proliferdcioja kiilonbéozd koncentrdcioji
DOX és AN-152 kezelést kdvetden. A sejtek 72 oran keresztiik keriiltek kezelésre DOX és AN-
152 jelenlétekben 40 nM, 320 nM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM koncentraciokban. Az eredmények
alapjan a 40 nM és 320 nM esetén az AN-152 szignifikansan névelte az OCM3 sejtek
osztodasat, 1-5 uM tartomanyban az DOX és az AN-152 hatasa kozott nem volt tapasztalhato
szignifikans kiilonbség. Az dltalunk fejlesztett sejtvonal 1 uM DOX jelenlétében mutatott
szignifikans sejtproliferdcio valtozast a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Az oszlopokon
jelzett + SEM értékek a kontroll csoport szazalékaban értenddek. Az eredmények I1-way
ANOVA utan Tukey'’s test segitségével lettek osszehasonlitva (**p<0,0001) (N=6).

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

A DOX expoziciéo hatasara az OCM3 human UM sejtvonal esetén a DOX-hez kdothetd
fluoreszcencia homogén eloszldsat tapasztalhattuk elsdsorban a sejtmagban, minden egyes
vizsgalt idoszegmensben. Ezzel Gsszehasonlitva az AN-152-vel kezelt sejtek magasabb
jelintenzitast mutattak a citoplazmaban, valamint a mag és sejtmembranon, igazolva ezzel a

membran medialt felvételét. Ezzel szemben az OCM3poxa20 sejtvonal esetén a fluoreszcens jel
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csak lassan kumuléalodott a sejtmagban 0,5-1 6ra iddintervallumban. A fluoreszcens szignal 6
¢s 24 O6ras idOperidodusban azonban leginkdbb a citoplazmaban helyezkedett el és csak
jelentdsen kisebb intenzitassal a sejtmagban. Osszehasonlitva az OCM3poxazo sejtek esetén az
AN-152 esetén egyik iddpillanatban sem volt tapasztalhatd jel halmozddas a sejtmagban.
Ugyanakkor erdsebb fluoreszcens szignal volt tapasztalhat6 a citoplazméban és citoplazmatikus
granulumokban, mutatva az AN-152 membranhoz kotédo felvételét 0,5 és 1 oOras kezelés
esetén. Az eredményeink alapjan mind a DOX érzékeny és DOX rezisztens sejtek sikeresen
képesek halmozni az AN-152-t, de a DOX rezisztens OCM3poxazo sejtek esetén a DOX jel a

24 6ras kezelést kovetden jelentdsen csokken a sejtmagban (12. 4bra).

G 0.5h 1h 6 h 24 h
OCM3
DOX (5uM)
OCMBDOXBZO
DOX (5uM)
oCcM3
AN-152 (5uM)
CM3D0X320
AN-152 (5uM)

12. dbra: A DOX és AN-152 sejtszintii megoszlisa az OCM3 és OCM3poxzo0 UM
sejtvonalakban. Az elsé oszlop C jelzéssel az azonos mikroszkop bedllitasok mellett mutatja a
kezeletlen sejtek autofluoreszcenciajat. A tovabbi oszlopok eseten 5 uM DOX vagy AN-152
kezelés tortéent 0,5, 1, 6, és 24 oran keresztiil. A fixalast és mosdst kovetden a felvételek a DOX
autofluoreszcenciajabol adodo jel detektalasaval tortént. Az eredmények alapjan
megfigyelheto volt az AN-152 elnyujtott receptor medialt felvétele. A rezisztens UM sejtvonal
eseten megfigyelheté volt a vad tipusu sejtekhez viszonyitva a DOX szignal alacsonyabb

mértékben valo halmozodasa. C: a nem kezelt sejtek autofluoreszcencia kontrollja.
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6. Megbeszélés

A lehangol¢ statisztikai adatok alapjan az UM betegek 45%-a veszti €letét a metasztazisok
kovetkeztében, annak ellenére, hogy sokszor még azeldtt keriil felismerésre €s kezelésre a
primer betegség, hogy barmilyen klinikai jele lenne a daganatos sejtek disszeminacidjanak
(119). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a betegség igen korai fazisaban jelen vannak olyan
mikrometasztazisok amelyek mar rejtve, évekkel a klinikailag leirhat6 makrometasztazisok
elétt jelen vannak a szervezetben (25). A kicsi és kozepes méretii UM-4ak esetén, jelenleg a
leginkabb hatasosnak talalt kezelési modszer a kiilonb6z6 radioterapiak alkalmazasa, annak
ellenére, hogy jelenleg nem tisztazott ezek a kezelések milyen hatdssal vannak a betegek
talélésére (120). Az UM szisztémas kezelésének lehetGsége jelenleg nem megoldott.
Szisztémas adjuvans terapiat leginkdbb azokban az esetekben alkalmaznak, amikor nagy esély
mutatkozik a metasztazis kialakuldsara vagy esetleg mar ki is alakult, azonban a terapias
valaszkészség nagyon alacsony a klasszikus kemoterapiara (120). Annak ellenére, hogy a
metasztazisok okozta halalozas tekintetében nem tortént szamottevd eldrelépés (121, 122).
Ezért is kiemelked6en fontos uj terapias lehet6ségek felderitése. Az LHRH receptor, mint
lehetséges 1) molekularis target jelenlétét, mar szamos raktipus esetében leirtdk és érdekes
modon nem csak a reproduktiv szervekhez kothetd daganatokban és sejtvonalakban (101, 103,
115, 123, 124). Az is igazoltnak tiinik, hogy a daganatos sejteken kifejezodésre keriild6 LHRH-
R eltérd szignalizacios utakon fejti ki hatasat, mint a hypophysisben talalhato receptorok esetén
(125, 126). Ezek alapjan a tumorokban talalhaté LHRH-R leginkabb a mitogén szignallal, a
novekedési faktor receptorokon és az ahhoz kapcsolodo onkogéneken keresztiil fejti ki hatasat,
a tirozin kinazok aktivitasan keresztiil (126, 127). Az elmult években igazoltdk a cutan
melanoma LHRH-R expresszidjat is, valamint azt, hogy a bér melanoma sejtek citotoxikus
LHRH analoggal torténé kezelése soran szignifikans sejtproliferacio gatlas érhetd el (121, 124).
Az UM és a bér melanoma embrioldgiai szempontbdl azonos eredetti, igy érthetd, hogy néhany
genetikai tulajdonsagukban hasonloak egymashoz, ezért is vizsgaltuk az UM esetén is az
LHRH-R expressziojat. A célzott daganatterapia egy igen modern terdpias megkozelités, mivel
az ezzel a szemlélettel késziilt gyogyszermolekuldk nagy specificitassal képesek a daganatos
sejtekbe juttatni a kivalasztott citosztatikus molekulat, igy a nagyobb hatékonysdg mellett
kisebb toxikus hatassal szamolhatunk (108, 128). Ismert a daganatok, intrinzik vagy szerzett

rezisztenciaja is az alkalmazott daganatterapiaval szemben, ami hatalmas kihivasok elé allitja a
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gyakorld szakembereket. Azonban szamos esetben a molekularisan célzott terapia alkalmazasa
esetén a nagyobb szelektivitas kovetkeztében képesek lehetiink a rezisztencia kialakulasa elott
a betegek igen rovid tulélése miatt, ugyanakkor a DOX alkalmazasa mas szerekkel
kombinacioban leginkabb csak probalkozas, mintsem evidencidkon alapuld hatékony terapia
(129, 130). Viszont a korabban alkalmazott citotoxikus terapia jelentds mértékben képes lehet
befolyasolni a késdbbi célzott citotoxikus terapiakat is a rezisztencia esetleges indukalasa révén.
Vizsgalataink soran elsoként ezért is tlztiik ki célul a humén UM szovetmintadk LHRH-R és
LHRH ligand expresszidjanak vizsgalatit RT-PCR, radioligand kompeticios vizsgalat és
immunhisztokémia segitségével. Miutdn meghataroztuk az UM szovetmintdak LHRH-R
expressziojanak alapvetd sajatossagait, egy olyan kisérletes modell felallitasan dolgoztunk,
amely in vitro koriilmények kozott segit tanulmanyozni UM immortalizalt sejtvonalakon a
DOX érzékeny illetve DOX rezisztens sejtek esetén a DOX és az AN-152 kezelés hatasara
bekovetkezd sejtproliferacié valtozast. Mivel DOX rezisztens UM sejtvonal nem all
rendelkezésre, igy sajat fejlesztést kovetden allitottunk eld és teszteltiink ,,vad” és DOX
rezisztens sejtvonalat. Ezen sejtvonalak LHRH-R expresszidjat exon specifikus primerekkel
mRNS szinten, ezt kovetden pedig immuncitokémia segitségével fehérje szinten is
bizonyitottuk. A kisérleti modell sejtvonalakon a DOX és AN-152 felvételét és eloszlasat
konfokalis 1ézer pasztdzo mikroszkoppal kovettiik nyomon. Az UM szdvetmintdk vizsgalata
soran olyan primerpar hasznalata mellett dontottiink, amely az ismert LHRH-R variansok koziil
csak a teljes hosszusagli receptor esetén ad jelet. Ezen dontésiinket az indokolta, hogy
szovetmintak esetén csak a teljes hosszusagit LHRH-R mRNS esetén lehettiink biztosak a
funkcidképes receptor jelenlétében, ugyan a legtobb publikacioban csupan LHRH-R I-es
exonjara specifikus primerek keriiltek felhasznalasra. Az immunhisztokémia sordn hasznalt
monoklonalis elsddleges antitest pedig az 1-29 aminosavig képes felismerni az LHRH-R-t. A
vizsgalataink alapjan az UM szovetmintak 47%-a expresszalta a teljes hosszusagi LHRH-R-t.
A ligand kompeticios vizsgalatok soran 10 darab human UM szovetmintabol készitettiink
membranpreparatumot és vizsgaltuk a [*?°I][D-Trp® JLHRH kotési sajatossagait. Az UM
mintak 70%-a mutatott specifikus kotést a jelzett ligand irant, a Kq kdzépértéke 3,69 nM mig a
Bmax-¢ 384,5 fmol/mg membran fehérje volt. Fontos megemliteni, hogy az dsszes ligand kotési
vizsgalattal pozitiv minta esetén a receptor kifejez6dését gén szinten is sikeriilt minden esetben
igazolni. A receptor fehérje jelenlétét szintén sikeriilt a vizsgalt mintdkon immunhisztokémia
segitségével is megerdsiteni. Ahhoz, hogy jobban megismerjiik az LHRH-R és splice

variansainak szerepét az UM célzott terapidjaban, DOX érzékeny és rezisztens sejteken
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vizsgaltuk a DOX ¢és az AN-152 felvételét. Kordbban az LHRH-R splice variansok szerepét
nem vizsgaltdk UM esetén. Ezért munkank soran az OCM3 ¢és az altalunk fejlesztett
OCM3pox320 human UM sejtvonalon mRNS szinten igazoltuk receptor splice variansok
jelenlétét. Az ezekrdl atirddo izoform fehérjék jelenlétet immuncitokémia segitségével kertilt
leirasra. Az AN-152 hatasédnak alaposabb megértése érdekében az OCM3 és OCM3pox3z2o
sejtvonalakon vizsgaltuk a DOX és AN-152 sejtproliferaciora gyakorolt hatasat és azok sejten
beliili eloszlasat. A DOX ¢és AN-152 hatasara az MTT vizsgélat alapjan a mikromolos
koncentracidtartomanyban szignifikansan csokkent az OCM3 és OCM3poxszo Sejtvonalak
¢letképessége. A DOX rezisztens UM sejtvonal esetén a DOX ¢és az AN-152 hasonldéan
befolyasolta a sejtosztodast. Ugyanakkor az in vivo eredmények esetén jelentds kiilonbségek is
varhatoak (131). A jelenlegi vizsgalat alapjan 40 nM-os koncentracioban az AN-152 novelte a
sejtproliferaciot 0sszehasonlitva az ekvimolaris DOX kezeléssel. A OCM3poxs20 sejvonal altal
szerzett rezisztencia a DOX és az AN-152 hatékonysagat is képes volt csokkenteni. Az alacsony
kezelési koncentraciok mellett valoszintleg az AN-152 hormonalis tulajdonsaga keriil el6térbe,
amivel fokozni volt képes a sejtek 0sztodo képességét. Ugyanakkor azonos koncentracidban a
DOX-nek nem mutatkozott citotoxikus hatasa. Ez a jelenség leginkabb az LHRH-R izoform
fehérjén keresztiili sejtosztodast fokozd szignalizacidval magyardzhatd. Az AN-152 erds
receptor kotési tulajdonsagai révén lehetséges a nanomolaris koncentraciok esetén is a
receptoron keresztiili szignalizacio aktivaldsa, ugyanakkor ebben a koncentracioban a DOX
hatastalan, mint citotoxikus szer. Ez a jelenség jol mutatja a szuperaktiv citotoxikus LHRH
analogok jelentdségét, mint amilyen az AN-207, amelyeknek mar nanomolos koncentracioban
is jelentds citotoxikus hatasuk van. Az AN-207 szerkezeti szempontbol azonos az AN-152-vel
de az AN-207 esetén a 2-pyrrolino-DOX felel a citotoxikus hatasért a DOX helyett, ami igy
még DOX rezisztens daganatok esetekben is képes kifejteni antineoplasztikus hatéast (140). A
2-pyrrolino-DOX 500-1000x hatékonyabb, mint a DOX, ¢és nincs a két molekula kozott
keresztrezisztencia (111, 116). A jelenlegi adatok alapjan a kialakuldé DOX rezisztencia
jelentdsen képes csokkenteni az AN-152 hatékonysagat is. A konfokalis lézer pasztazod
mikroszkdopos vizsgalatok alapjan lathatd volt az AN-152 lassabb receptor medialt felvétele,
Osszehasonlitva a DOX gyors passziv diffuzioval torténd felvételével. Az OCM3poxsz0
sejtvonal szerzett rezisztencidja mogott olyan aktiv mechanizmusok allhatnak (pl.: LRP),
amelyek segitenek a DOX sejten beliili lokalizacidjanak megvaltoztatasara, igy elkeriilve a
DOX sejtmagban torténé halmozodasat (77, 132). Azonban a felvételeink alapjan ezek a
folyamatok nem befolyasoltak az AN-152 felvételét. Az OCM3poxazo Sejtekben DOX kezelés

esetén jol megfigyelhetd volt a sejtmagok DOX szignaljanak gyengiilése, kiilondsen a 24 oras
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kezelést kovetd felvételeken. Az AN-152 fokozatos felvételének kdszonhetden a rezisztens
sejtek esetén az AN-152 kezelés hatdsara egyik idopillanatban sem volt tapasztalhaté DOX
halmozo6das a sejtmagokban. Viszont hatdrozottabb fluoreszcens szignal halmozodés volt
megfigyelhetd a citoplazmaban €s a citoplazméban kialakulé granulumokban (0,5 és 1 6rés
felvételek), ami els6sorban az AN-152 membran kapcsolt felvételével magyarazhatd. Az AN-
152, [D-Lys®] LHRH hordozé peptidre és DOX-ra valé hasadasidnak a féléletideje human
szérumban megkozelitdleg 2 ora (133). A vizsgalataink alapjan az AN-152 felezési ideje
hasonl6 érték lehet, mivel a 6 és 24 6ras fluoreszcens képek hasonloak voltak, fiiggetleniil a
DOX vagy AN-152 kezeléstdl. Ez leginkabb abbol adodhat, hogy a kezelés 6. 6rajaban az AN-
152 molekulak tobbségébdl a DOX szabadda valt. Az eredményeink alapjan a DOX érzékeny
¢s rezisztens sejtek is sikeresen halmozzak a célzott terapids szert, azonban a DOX az LHRH
hordozojarol vald lehasadasa utan a 24 6ras kezelést kovetd fluoreszcens kép alapjan a DOX
nem jut be nagy mennyiségben a rezisztens sejtek sejtmagjaba. A gyorsan terapia rezisztenssé
vald sejtek jelentdségét nem lehet elhanyagolni a daganatok kezelésében. A citotoxikus
terapiaval szemben kialakul6 rezisztencia €s a gyakori attétképzés sok esetben lehetetlenné teszi
szamos daganat sikeres kezelését. UM esetén a betegek felében kialakul metasztazis,
fiiggetlentil a primer daganat sikeres sebészi vagy radioterapiajatol. Ugyanakkor jelenleg nincs
olyan szisztémas terapias lehetdség, ami képes lenne javitani az UM betegek talélését (134).
UM esetén az LHRH-R magas expresszidja azt sugallja, hogy ez a rak tipus alkalmas célpontja
lehet a célzott citotoxikus LHRH alapt terapiaknak, példaul az AN-152 alkalmazasaval. Az
AN-152 ezidaig tobb klinikai vizsgalat ala esett, ahol elényds antiproliferativ tulajdonsaga
igazolodott, akar terapia rezisztens tumorok esetén is (133, 134). Tobbek kozott az altalunk is
hasznalt LHRH peptid hordozobdl és a hozza kapcsolt citotoxikus molekulabol allo
konjugatumok hatékonyabbnak és kevésbé toxikusnak bizonyultak a konvenciondlis szisztémas
terapiaknal (133, 134). Hasznalatuk soran leginkabb jelentkez6 mellékhatas a
mieloszupresszio, ami leginkdbb a citotoxikus molekula hordozorol torténd aspecifikus
lehasadasaval magyarazhat6 (133, 134).

Vizsgalataink alapjan az LHRH ligand és a LHRH-R gyakori egyiittes expresszidja (31%)
valamilyen LHRH alapu autokrin/parakrin szabalyozasi itvonal meglétét feltételezi UM esetén.
Ezt erésiti meg az a megfigyelésiink is, hogy a sejtéletképességi vizsgalatok soran az AN-152
proliferacidval és motilitassal kapcsolatos szabalyozo fehérje hozhat6 6sszefiiggésbe az LHRH
ligand és az LHRH-R rendszerével, feltételezve ezzel ennek a hormonalis tvonalnak a

fontossagat a metasztazisok képzésében (135). Munkank soran elsdként igazoltuk az LHRH és
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receptoranak expressziojat human UM szovetmintdk esetén. Az UM esetén az LHRH ¢és
receptorainak altalunk talalt magas expresszidja és annak szerepe jelenleg még nem teljesen
tisztazott. Tovabba el6szor irtuk le olyan slice varians LHRH-R jelenlétét human UM sejtvonal
esetén, amiben a teljes I11-as exon hidnyzik. Sikeresen felallitottunk egy olyan in vitro kisérletes
modellt, ami egyszerre alkalmas a csonka LHRH receptor fehérjén keresztiili célzott terapia
megvalositasara és tanulmanyozasara, valamint az altalunk kialakitott DOX rezisztencia esetén
a citotoxikus LHRH analog AN-152, sejten beliili eloszlasanak vizsgalatara. Az LHRH splice
variansok ¢€s fehérje izoforméak patoldgiai €s terapids szerepe jelenleg még nem kelléen
tisztazott. Emellett egyeldre csak korlatozott mennyiségli informacio all rendelkezésre a fehérje
izoformakon keresztiili célzott terapia lehetdségérdl. Eredményeink felvetik az LHRH-R
izoformak, mint daganatterapias molekularis célpontok alkalmazasat az olyan molekulak
szdmara, mint az AN-152. Véleménylink szerint €z a célzott terdpias modell mindenképp
elényds, €s tovabbgondolasra érdemes teriiletnek bizonyul. Vizsgéalatunk fontos tanulsdga az
IS, hogy a célzott terapiat megel6z6 esetleges DOX kezelés jelentés mértékben képes rontani
az AN-152 hatékonysagat UM esetén. Ugyan az AN-152 vizsgalataink alapjan halmozodni tud
a DOX rezisztens sejtekben is (ami bizonyos esetekben a rezisztencia teljes kikeriilésével is
jarhat (117)) a LHRH hordozorol lehasado DOX mar hatastalanitasra keriil a rezisztencia altal.
Az LHRH-R terapias célpontként torténd felhasznalasa esetén a receptor medialt felvétel és az
AN-152 elhuz6dé hasitasa kevésbé provokalja 1j, a citotoxikus szerrel szembeni rezisztencia
kialakulasat (136). A kialakulo rezisztencia ugyanis a gyakorlatban a meghiusult antraciklin
terapia legfobb oka (136).

A jelenlegi nem kell6képpen specifikus terapiakkal szemben, munkank eredményei segithetnek
olyan 10j ¢és specifikus molekularis célpontok azonositasaban az UM esetén, amelyek
alkalmasak lehetnek egy modern, hatékony célzott kezelés kialakitasara nem csak az AN-152,
hanem mas hasonld citotoxikus LHRH analog segitségével is. Az ilyen terapiak hatassal
lehetnek az UM elszort metasztazisaira is. Uj lehetséges molekularis célpontként nem csak a
teljes hosszusagn LHRH-R-t, hanem annak altalunk leirt és vizsgalt variansait is

felhasznalhatjuk a jovében.

Ertekezésben elért 1j eredmények réviden:
e Elsoként irtuk le, hogy a teljes hosszusagh LHRH-R-1 a szdvetmintak 46%-ban
expresszalodott, mig az LHRH a szévetmintak 69%-ban
e A receptort fehérje szintii jelenlétét is igazoltuk
e Sikeresen kialakitottunk egy DOX rezisztens UM in vitro sejtes modellt
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e A in vitro sejtes modellen mRNS ¢és fehérje szinten leirtuk egy 0j LHRH splice
varians/izoforma jelenlétét
e [gazoltuk az jonnan leirt LHRH-R izoforma alkalmassagat az AN-152 felvételére

o Leirtuk a DOX ¢és AN-152 sejtproliferaciora gyakorolt hatdsit DOX érzékeny és
rezisztens sejteken
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7. Abstract

In the past decades, the average survival of patients has not changed in the case of uveal
melanoma (UM). The average survival of metastatic patients with UM is less than one year,
and despite the treatment of the primary tumor, metastases develop in more than half of the
patients. The drawbacks of bad statistics are the rapid dissemination of the tumor cells but
resistance to chemotherapy also plays a major role. Cytotoxic LHRH (luteinizing hormone-
releasing hormone) analogs can be effectively used for targeting sexual hormone-dependent
malignancies like endometrial, ovarian and prostatic cancers but the application of these
analogs in hormone-independent cancers such as human uveal melanoma (UM) is not examined
jet.

The aims of the current study were to investigate the expression of LHRH receptor and
ligand in human UM tissues, as a potential novel therapeutic target. We also established a new
in vitro model to study the cellular uptake and efficacy of cytotoxic LHRH analog AN-152
(AEZS-108, zoptarelin doxorubicin) in a doxorubicin-resistant UM cell line.

The expression of LHRH receptor and LHRH ligand was tested in 39 human UM specimens
by RT-PCR with specific primer set for full length LHRH receptor. Radio ligand binding
characteristics of LHRH receptors were studied in tumor membranes of ten UM specimen. The
presence of LHRH receptor protein has been confirmed by immunohistochemistry. We
established a new doxorubicin (DOX) resistant UM cell line by stepwise administration of DOX
to OCM3 human UM cells. The LHRH receptor expression of DOX sensitive (OCM3) and
DOX resistant (OCM3pox320) UM cell lines was determined by exon specific RT-PCR and the
immunocytochemistry. Cellular uptake and intracellular distribution of DOX and AN-152 were
imaged with confocal laser scanning microscopy. Comparative cytotoxic activity of DOX and
AN-152 were tested on both cell line by MTT assay

High percentage (46%) of UM specimens expressed the mRNS of full length type 1 LHRH
receptor and 69% of samples were positive to LHRH ligand expression. 70% of the tissue
samples showed high ligand binding affinity to LHRH receptors. Immunohistochemistry also
confirmed the presence of LHRH receptors. We were able to establish a new DOX resistant
UM cell line. Our study demonstrated the expression of LHRH receptor splice variants and
protein isoforms in OCM3 and OCM3poxazo cell lines. The cellular uptake of AN-152 was
confirmed by fluorescent microscopy. Based on the MTT assay AN-152 effectively inhibited
cell proliferatin in both cell line in dose dependent manner.

Our results demonstrated that LHRH receptors and its isoforms can be potential molecular
targets for an effective targeted therapy of UM and its metastases.
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8. Osszefoglalé

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

Vizsgalataink célja az volt, hogy kideritsiik a célzott terapiara alkalmas LHRH receptor és
ligand kifejez6dését human UM esetén, valamint egy olyan modell felallitasa, amely alkalmas
a DOX-nal konjugalt citotoxikus LHRH anal6g (AN-152, AEZS-108, zoptarelin doxorubicin)
sejtszintli felvételének vizsgalatara doxorubicin (DOX) rezisztens esetben is.

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

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

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