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2.  Roviditések jegyzéke

bp — bazispar

CTC - circulating tumour cell (keringé tumorsejt)

DMSO- dimetil-szulfoxid

DNS - dezoxi-ribonukleinsav

ECM — extracellularis matrix

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

ELFO - elektroforézis / elektroforetogram

EMT — epithelial-mesenchymal transition (epithelialis-mesenchymalis atalakulas)
FBS - fetal bovine serum (magzati borji szérum)

FCS —fetal calf serum (magzati borjii szérum)
HE  — hematoxilin—eozin

MRNS — messenger RNS

MTT — metil-tiazol tetrazolium teszt

PCR — polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcid)

gPCR - quantitative polymerase chain reaction , real-time PCR (kvantitativ polimeraz

lancreakcid, valos idejii PCR)

RNS - ribonukleinsav

RT-PCR - reverse transcriptase PCR

scid — Severe Combined Immunodeficiency
SD  —standard deviacid

SDS — Na-dodecil-szulfat



3. Bevezetés

Az attétképzés hatasmechanizmusanak kutatdsa az esetek dontd hanyadaban a
tumorprogresszid  kaszkadszerlien egymasra ¢épiild folyamatanak Iépésenkénti
vizsgalatara korlatozodik, holott ez is, mint minden bioldgiai folyamat, olyan komplex,
halozatba szervezddé folyamatok Osszessége, amelynek linedris vagy még inkabb
pontonként torténd vizsgdlata esetenként tobb hibat generdl, mint amennyi hasznot
jelent a tudomany szamara. A progresszi6 allomésai a vizsgalatok soran alapvetden két
iranyba, tumor ¢s host oldalra valnak szét, ahol az elébbi a szakirodalom tanusiga
szerint joval nagyobb hangsulyt kap. A két oldal azonban nem valaszthat6 el élesen
egymastol, hiszen a tumorsejtek és az dket koriilvevo mikrokornyezet kdlcsonhatasa az,
amely nemcsak lehetdséget ad a primer tumor ndvekedésére, de végiil elvezet az
attétképzo populaciok szelekcidjahoz. Ez hozza létre az ugynevezett metasztatizalo
niche-t, amely az extracellularis matrix atrendez6dése, a novekedési faktorok
termelésének és tarolasanak megvaltozasa, valamint a kemokin kornyezet atalakulasa
révén megvaltoztatja a stromalis sejtek (elsdsorban a fibroblasztok) aktivitdsat ¢és
mindez végiil az angiogén fenotipus €s a migracios potencial megszerzésén keresztiil a
progresszié utjara inditja az ily médon szelektalddott sejteket. Szadmos kisérletes adat
azt igazolja, hogy — meglep6é modon — ez a lokalis komplexum és az altala kdzvetitett
(kémiai) informécio az, amely a tavoli attétek helyének premetasztatikus, illetve
metasztatikus fenotipusat kialakitva lehetdvé teszi az odaig eljutdé tumorsejtek szamara,
hogy 1j (attéti) utodpopulaciét hozzanak létre [1]. Az, hogy ennek a bonyolult
halézaton alapuld rendszernek mely gének a fOszerepldi, és a kozottiik levd kapcesolat
hogyan alakul (4t) a metasztatikus kaszkad aktivalodasa alatt, még csak részleteiben

ismert, a teljes spektrum még nem rajzolddott ki a szemiink el6tt.
3.1. A tumorprogresszio folyamata

A primer tumor kialakuldsatol a tavoli szervekben torténd attétek megjelenéséig eltelt
1d6 elére nem meghatarozhatd és szdmos tényezd egyiittes hatdsdnak az eredménye.
Mig az elsO attétek megjelenésének ideje egyéntdl és tumortipustol fiiggden teljesen
eltérd lehet, az odaig vezetd ut egyéntdl és tumortipustol fiiggetlen k6zos allomasokkal

jellemezhetd (1/A-F abra). A progresszid kaszkadszerlien egymadsra épiild Iépései



klinikailag is jol felismerhetdk, s ezen klinikai stddiumoknak megfeleltethetd specifikus
szovettani illetve molekularis szinten bekdvetkezd valtozasok detektalhatok a folyamat
soran. Az ¢l6 szovetben minden pillanatban valtozasok ezrei kovetkeznek be, azonban a
legtobb ilyen genetikai, epigenetikai valtozas mégsem okoz valtozast a funkcidban, a jol
miikodo védelmi és hibajavitd rendszereknek koszonhetden. Azonban, ha ez a rendszer
valamilyen ok folytan kibillen egyensulyi 4allapotabol, az egymasra rétegz6do
folyamatok bonyolult egymasutdnisagdban a malignitds felé orientdljak az addig
optimalisan mikodd rendszert. A genetikai eltérések a tumorbiologidban mindig a
vizsgélatok kozéppontjdban foglaltak helyet, igy nem csoda, hogy napjainkig
megkozelitéleg 100 onkogén mutacié beazonositasa tortént meg [2]. Ugyancsak
nyilvanvalova valt, hogy egy-egy sejtben tobb tumorszupresszor gén is inaktivalodhat,
azaz nem egy esemény felelds a komplex folyamatért, hanem azok hatterében ezeknek a
genetikai hibdknak az akkumuldlodéasa figyelhet6 meg. A genetikai eltérések a tumor
kialakulasa és progresszidja soran halmozddast mutatnak, azaz Gjabb és ijabb mutaciok
jelennek meg, melyet jol szemléltet a korai és késdi stadiumu primer tumorok mutacios
mintazatanak Osszevetése [3]. Ez alapjan allitottdk fel a karcinogenezis/progresszio
tobblépcsés modelljét, amelynek ,,motorja” minden jel szerint a tumorok genetikai
instabilitasa. A kés6i stadiuma tumorokban fellelhetd tobb genetikai eltérés az adott
populacidoban nagyobb variabilitast generdl, és létrehozza azt a mintazatot is, (amely
esetrdl esetre nagy valoszinliséggel igen valtozatos és akar dramaian eltérd is lehet)

amely az attétképzés alapjat képezi [4].

crer

(250um), amelyen tal vagy elindul az angiogenezis, vagy a sejtcsoport elpusztul. A
tumorok neoangiogenezise tobbféle mddon térténhet, azonban a végeredmény minden
esetben az, hogy az addig elkiiloniilt sejtek halmaza bekapcsolodik a szervezet
egészének haldzataba [5]. Ezek az erek egyben lehetdséget biztositanak a tumor arra
alkalmas (azaz metasztatikus fenotipussal rendelkezd) sejtjei szamara, hogy a felkinalt
»ajton” tovabb lépjenek tavoli szervek felé. Az angiogén fenotipus kialakuldsan til az
extracellularis matrix atrendezddése [6, 7, 8], mely kemokinek és ndvekedési faktorok
raktarozasaval, valamint a motogén szignalok megjelenésével is tdmogathatja ezt a

folyamatot [9].
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l.abra A progresszio vazlatos folyamata (A) a transzformacié és tumor novekedése
soran a neoplasztikus sejtek utddpopulaciojaban malignus sejtek jelennek meg. Ebben a
stadiumban a tumor az expanziv ndvekedéshez sziikséges anyagokat diffuzioval veszi
fel a kornyezetéb6l. (B) Amikor a tumor atmérdje eléri az 1-2 mm-t, a vaszkularizacio a
tulélés elofeltétele lesz. Az angiogén faktorok szintézise €s szekrécidja a kornyezd
strdmaban 0j kapillaris rendszert alakit ki. (C) A lokalis invazié soran a vékony fala
venuldk ill. nyirokerek falan keresztiil tumorsejtek jutnak a keringésbe. (D) A
tumorsejtek egyesével, vagy kisebb aggregatumokat képezve keringenek az érpalyaban,
mig méretiiknél fogva el nem akadnak a kapillarisokban, ahol az endotélhez

kapcsolodnak. (E) Az invazidhoz hasonld folyamatok soran a target szervben



megtorténik  az  extravazacid. (F) A célszervben a megfeleld méretii

tumorsejtpopulacioban ismételten elindul az uj érhaldzat kialakulasa

A fentebb vazolt események alapjan az attétképzés folyamatat viszonylag jol
koriilirhato, diszkrét lépésekre tagolja az irodalom, amely azonban sokkal inkabb
tekinthetd didaktikai eszkoznek, mint biologiailag ténylegesen elhatarolt jelenségek
sorozatanak (2. abra). Ez a tipusu felosztas ugyanakkor lehetdséget ad arra, hogy ezeket
a lépéseket egyenként megvizsgalva kozelebb jussunk a teljes folyamat megértéséhez,
illetve hogy az egyes egységekben megtaldljuk a daganatellenes terapidk potencialis
célpontjat. A metasztatikus kaszkad els6 1épcséfoka a de novo keletkezett és mar
proliferalé primer tumor, amelyben nagyrészt a daganatokat jellemzd genetikai
instabilitds miatt megtorténik azoknak a sejteknek a szelekcidja, melyek a tavoli attétek

alapitoi lehetnek.
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2.abra A metasztatikus kaszkad allomasai, melyet mai ismereteink szerint minden
sikeres attétet alapitod tumorsejtnek be kell jarnia. Minden 1épést, tekintve, hogy ujabb és
ujabb funkcionalis ,,feladatot” jeldl ki a sejt szamadra, eltérd6 mRNS/protein expresszios

mintazat jellemez.



A metasztatikus potenciallal rendelkezd sejtek funkciondlis elkiiloniilése a genetikai és
fenotipusos megjelenésiikben is megmutatkozhat, azaz az expresszids mintazata
megkiilonboztethetové valhat — amennyiben tudjuk, mit kell keresniink. Elsé
megkozelitésben a metasztatikus képesség feltdrasaban alkalmazott irdnyvonal tehat a
tumorsejtek vizsgalatan alapul az eldbbiekben ismertetett paraméterek miatt, azonban
nem szabad figyelmen kiviill hagyni, hogy ezen sejtek a kornyezetiiktél nem
valaszthatoak el, azaz az Oket befogad6 stroma valamint a tumor €s a stromalis sejtek

interakcidja a progresszidé folyamatdban a tumorral megegyezd mértékben vesz részt

[10].

3.2. A mikrokornyezet és a tumorprogresszio kapcsolata

Régota ismert az a klinikai megfigyelés, hogy a tumorok attétképzé hajlama
tumortipustdl fiiggden igen eltérd lehet. Ugyancsak tumortipustdl fliggdnek bizonyult az
attétek szervi/szoveti eloszlasa, amely megallapitds empirikus megfigyeléseken alapult,
de tudomanyos/élettani hatterére sokdig nem deriilt fény. Stephen Paget 1889-ben
allitotta fel ,,seed and soil” hipotézisét és az a mai napig helytallonak bizonyult.
Munkajat megel6z6 elképzelések szerint az attétet képzé tumorsejtek a szervezetben
barhol kindhetnek. Paget azonban 735 fiatal emldrdkos beteg attéteinek eloszlasat
megvizsgalva megallapitotta, hogy a metasztazisok az esetek dontd hanyadaban a
majban alakultak ki, azaz nagy valdszinliséggel az attétképzés nem tekinthetd random
folyamatnak [11]. Az elmélet azt feltételezte, hogy a tumorsejteknek specialis,
novekedésiiket tAmogatd kornyezetre van sziiksége, és ez a kdrnyezet a tumorsejttel
egyenrangu kooperald félként jarul hozza az attétek kialakuldsdhoz. Az elmélet egy
idore feledésbe meriilt, azonban az 1980-as években Fidler és munkatarsai allatkisérleti
modellekben kimutattdk, hogy melanéma sejtek intravénds injektalasa utan a kolonidk
nem a kapillarisokban tortént elakadas helyén random moddon keletkeztek, hanem jol
megfigyelhetd szervpreferencidt mutatva a tiiddben, az ovariumokban, és a vesében.
Mindez annak ellenére tortént, hogy az implantaciot kovetéen a tumorsejtek minden
szervben kimutathatdéak voltak. Ezzel kozel 100 évvel a megsziiletését kovetden

kisérleti Giton igazoltak Paget elméletét [12].

A tumorsejtek és azok mikrokdrnyezetének sejtes €s extracellularis elemei a progresszio
soran egyarant atalakuladson mennek 4t [13]. Az addig mozgasaban a szomszédos sejtek

¢és extracellularis matrix altal korlatozott tumorsejtek, a szolubilis €s kontakt stimulusok



altal szabalyozott regulacids szigndlokkal szemben rezisztenssé valnak, ami lehetdvé
teszi a sejtek kilépését az addig meghatarozott szoveti kornyezetbdl. Ugyanakkor a

malignus sejtek stimulaljak a host stromalis és vaszkularis elemeit [14,15].

Tipus Metasztatizalas eldsegitése Metasztatizalas gatlasa
Tumor sejtek Novekedési faktorok és Antigenitas
receptoraik termelése Angiogenezis inhibitorai
Angiogén faktorok Kohézio(E katherin)
Sejt motilitas, invazivitas Proteolitikus enzimek
Aggregacio szOveti inhibitorai
Specialis sejt felszini receptorok
Adhéziés molekulak
Hoszt sejtjei Parakrin és endokrin névekedési Szoveti barrier-ek
faktorok Proteolitikus enzimek szdveti
Neovaszkularizacio, inhibitorai
vérlemezkék €s anyagaik Véraramlas és endothelialis
Immunrendszer sejtjei és anyagai sejtek
Osztodast gatlo faktorok
Erképz6dés inhibitorai

3.abra Az attétképzés szabalyozasa A tumorprogresszio soran a tumorsejt- és host-
eredetli faktorok és a két oldal egymassal torténd kooperacidja a folyamatot tAmogatni
és gatolni egyarant képesek. A tamogatd hatasok tulsulyba kertilésével primer tumor

sejtjei szamara megnyilik az Ut a tavoli szervekbe torténd attétképzésére

Az extracellularis matrix - melynek f6 elemei a matrix metalloproteazok, adamalizin-
kapcsolt membran protein, BMP és szoveti szerin protedzok mint a plazminogén
aktivator, urokinaz, trombin ¢és plazmin - szintén atrendezddik [14,15]. Mindezen
valtozasok komplex egyiittese alakitja ki az invazids mez6t, jollehet az innen kilépd
tumorsejtek attétképzd potencialja eltérd lehet, azaz nem minden primer tumort elhagy6
tumorsejt képes 1j attéti populacidt alapitani. A metasztatikus szervpreferencia
kialakitasanak [16] - mint azt alabb még részletesen kifejtem - a kemokin rendszer
érintettsége is fontos eleme [17]. A metasztatikus potencidllal rendelkezd tumorsejt
klonalis expanzié eredményeképpen létrehozza a célszervben a tavoli attétet, amelyet az
1) mikrokornyezet (mint eltérd szelekcios tényezd) hatdsara kialakuld 0j, a primer

tumortdl eltérd geno- és fenotipusos profil jellemez [18,19,20,21].



Az attétképzésre alkalmas tumorsejtek szelekcidja nagymértékben fiigg a primer tumort
koriilvevd mikrokornyezettdl. A folyamat a tumorndvekedés mely iddpontjaban torténik
meg sok tényezo egyiittes hatasatol fligg, bar kétségtelen, hogy bizonyos tumportipusok
(pl. a malignus melanomak) a tumor kialakulasanak igen korai szakaszaban hajlamosak
aktiv attétképzésre, mig mas daganatok esetén ez ritkdn és altalaban késébb (nagyobb
primer tumor) kovetkezik be (pl. Wilms tumor). Természetesen, mivel random
események ereddjeként jon létre, az attétképzés ideje nem josolhatdé meg pontosan,
legfeljebb a statisztikai valdszintiségét adhatjuk meg adott tumorra jellemzo
paraméterek (szovettani tipus, grade, életkor, nem stb.) ismeretében. A keringésben mar
a klinikailag kimutathato6 attétek eldtt is lehet tumorsejteket detektalni [22]. Szerencsére
ezen sejtek nem mindegyike €li tal ezt a mechanikus és immunologia kihivasokkal teli
kornyezetet. Ugyancsak kétséges, hogy a célszervbe eljutd tumorsejt képes-e talélni az
uj mikrokornyezet feltételei mellett. Ezt segiti el6 az a jelenség is, amelyet transzgén
egerekkel végzett kisérletek soran irtak le, nevezetesen hogy a sejtek esetenként a tavoli
attét helyén bekdvetkezd onkogén aktivacid kovetkeztében valnak alkalmassa az attéti

utodpopulécio 1étrehozésara [23].

3.3. A melanéma progresszioja és terapias lehetoségei

A melandmas betegek halalat, mas daganatokhoz hasonldan, az esetek dontd
hanyaddban az attétek okozzdk. A metasztdzisok a progresszid fizikai
torvényszeriiségeknek megfelelden kialakulhatnak a primer tumor koriil elhelyezkedd
nyirokcsomOkban a limfatikus progresszid révén, valamint szatellit, in tranzit
metsztazisok képzésén keresztiil a tavoli szervekben is. Az 5 éves tulélés esélye egy
nyirokcsomo érintettsége esetén 67%, ami 4 vagy tobb nyirokcsomé vagy in tranzit
metasztazis esetén 28%-ra csokken. A szervi metasztazisok megjelenésével az Gtéves
tulélés helyett mar csak az egyéves talélés 59%-os valoszinliségérél beszélhetiink.
Tiidémetasztazisok esetén ez az érték 57%, mig egyéb szervi attétek esetén 41%. Az

attétek lokalizacioja tehat a betegség prognozisanak legfontosabb eldjelzdje.

A human melanémak tényleges terdpias problémat csak akkor jelentenek a klinikus
szamara, ha attétet képeznek. Ezek hidnyaban a primer tumor sebészi eltavolitasa illetve
a (II. stddiumu és operabilis III stddiumu melanéma esetén) a reginélis nyirokcsomok
rezekcidja/palliativ terdpidja végleges gyogyulashoz vezet. Az inoperabilis III. és IV.

stadiumq, valamint kiGjulo (recidiv) melandma esetén tobb terdpias lehetdség van. A

10



hagyoményos kemoterapidk (DTIC, Temozolomide) esetén a valaszadas 10-20%
kozotti €s igen ritka esemény a komplett remisszié (CR). Ezért az a tény, hogy a
melandéma immunogén tumor nagy elvarasokat tamasztott az immunterapiak elé. Fobb
képvisel6i az un. immun checkpoint inhibitorok az anti-CTLA-4 (Ipilimumab), anti—
PD-1 (Pembrolizumab) és a magas dozist interleukin-2 (IL-2). A kemoterapiahoz
viszonyitva ezen kezelések minddssze néhany honappal ndvelték a betegek talélését
(OS), igy az még mindig dramaian alacsony maradt. Forradalmi valtozast hozott a
szignaltranszdukcio inhibitorainak hasznalata: a BRAF inhibitorok (a csak V600E
downstream utvonalan elhelyezkedd MEK1 és MEK2 gatlasa MEK inhibitorokkal
(Trametinib), a multikinaz inhibitorok (Sorafenib) és a KIT inhibitorok. A betegek
valaszadasi aranya jelentdsen nétt, azonban a varakozdsokkal ellentétben a talélésben
dramai valtozasok nem kovetkeztek be. Létjogosultsiga van tehat minden olyan
vizsgélatnak amely kozelebb visz benniinket a melanomak attétképzése folyamatanak

megértéséhez [24].

3.4. A kemokin rendszer szerepe a tumorprogressziéban

A kemokinek kis molekulasulya fehérjék, melyeket specialis G-protein kapcsolt
sejtfelszini receptorok kotnek meg. Szerepiik szamos teriileten kulcsfontossagu,
ugymint migracid, gyulladdsos folyamatok, immunvélasz kialakitasa, tumorok
novekedése. Csoportositasuknak alapja a protein C termindlisanal taldlhatd ciszteint
tartalmazé reziduum mintézata, mely alapjan négy nagy csoportba oszthatéak: CXC,
CX3C, CC és C, mely esetben a C ciszteint mig az X egyéb aminosavat jeldl [25,26].
Funkci6 szerint pedig gyulladasos és homeosztatikus citokineket kiilonithetiink el [27].
A nevezéktan nem egységes, ezért kiilon figyelmet kell forditani az egérben és
emberben megtaldlhaté molekuldk azonos voltanak ellendrzésére. A kemokin rendszer
szamos tagjardl beigazolodott, hogy szerepet jatszik a tumorprogresszid folyamataban
nevezetesen a tumorndvekedésben, a migracioban, az angiogenezisben valamint az
epithelialis-mesenchymalis tranzicioban (EMT) [28]. A fiziologias koriilmények kozott
hasonldé funkciot toltenek be a tumorsejtek szervspecifikus —attétképzésének
létrehozasaban [29]. A legtdbbet tanulmanyozott CXCR4/CXCL12 rendszer esetében a

CXCR4-et (over)expresszald tumorok fokozott attétképzést mutattak azon célszervekbe
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(tobbnyire a nyirokcsomokba) amelyek CXCL12 expresszansok voltak [30]. Ezt az
Osszefliggést tobb tumor esetén (pl.: emlérak [31], kolorektalis [32], prosztata [33],

melanoma [34]) is sikeriilt kimutatni.

Ugyancsak egyértelmii 0sszefiiggést mutattak ki a CCR7 expresszio és a nyirokereken
at a nyirokcsomokba iranyuld attétképzés kozott szdjiiregi rdkok, NSCLC és
melandmak esetében [35,36]. Ragcsalod izograft rendszerben a B16F10 melandmat
hordoz¢ allatokban figyelték meg, hogy CCR7-et de novo expresszald tumorok esetén
nyirokcsom¢ attétek [37], mig CCR7 expresszié hidnyaban tiidOmetasztazisok [38]
alakultak ki. Ugyanezt a jelenséget human klinikai mintakon is igazoltdk. Hasonld
Osszefliggés figyelhetd meg a nyirokkeringés utjan 1étrejovo attétképzés ¢s a CXCR3
expresszidja kozott. Nevezetesen B16F10 melanéma egérmodellben kimutattak, hogy a
CXCR3 expresszio elvesztése 15%-al csokkentette a nyirokcsomo6 attétek eldfordulasat
[39]. A kemokineknek a melandmak attétképzésének targetalasaban betoltott szerepét jo
példazza, hogy a primer tumor magas CCR9 expresszids szintje a vékonybélbe torténd
metasztatizalast [40], mig a fokozott CCR10 expresszié a borattétek megjelenését
segitette eld [41]. A 17-es kromoszéma hosszu karjan taldlhaté kemokin klaszter eleme
a CCL8 gén is, amely mint a csaladjukra jellemzden szekretdlt protein terméke
immunregulatoros és gyullad4sos folyamatokhoz kothetd. Tobb alternativ néven is
megtalalhaté a szakirodalomban, tigymint: CCL8; CCL-8; SCYA8; MCP-2; HC14,
Chemokine C-C-Motif Ligand 8; Small Inducible Cytokine Subfamily A(Cys-
Cys)Member 8. A CCL8 protein egy 109 aminodsavbol 4all6 prekurzorként
szintetizalodik, melybdl érési folyamat soran hasitassal jon létre az érett 75 amindsavas
forma. Az altalunk részletesen vizsgalt, régebbi nevén MCP 2-nek nevezett CCL8
molekulat a gyulladasos reakciokban monocita ill. T-limfocita attraktans tulajdonsaga
miatt vizsgaltak. A CCl8-nak egérben megtalalhato homologja a CCl12, mely kozel
60% egyezést mutat human megfelelgjével. A CCI8-nak mint a kemokin rendszer
tagjdnak kevéssé ismert daganatok progresszidjdban betoltott szerepe. Sejtek felszinén
megtalalhaté receptorai a CCRI1, CCR2 ¢és CCR5 melyek egyarant a CC kemokin

receptorok csaladjaba tartoznak [42].

3.5. MiRNS-ek szerepe a melanéma progressziojaban

A mIiRNS kicsi 19-22bp hosszusagu endogén nem kodold nukleinsav csoport, egyes

becslések szerint az dket kodolod gének human genom 3% at is kitehetik. A sejtmagban
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szintetizdlodd6 molekulak rovid érési periddus utdn képesek ellatni szabalyozd
funkcidjukat, mely a szekvencidlis hasonldsag alapjan a génexpresszidt specifikusan
képes modositani (4.4bra). Az altalanos fizioldgidsan megjelend szabalyozéd funkcid
mellett a patologids folyamatokban is fontos szerepet jatszanak. A mMIRNS-ek
metasztatikus kaszkad tobb folyamatdnak iranyitasdban is fontos szerepet jatszanak,
elsésorban egyes kulcsgének expresszidjanak szabalyozasa utjan. Epp ezért az alabbi
példakat a teljesség igénye nélkiill emeltem ki, els6sorban a dolgozat témajadhoz
kapcsolhaté molekuldkat figyelembe véve. Kisérletes vizsgélatok tanusaga szerint a
miR182 ektopias expresszidja stimulalta melanéma sejtek in vitro és in vivo
invazios potencialt. A migracido serkentését ez a miRNS a MITF represszalasan
keresztiilvalositja meg [43]. Klinikai mintdk tanulmanyozéasa soran azt talaltak, hogy a
miR30b/30d feliilszabalyozasa szoros kapcsolatot mutatott a melanomak metasztatikus
potencialjaval, a kitjulasi id6vel, valamint a csokkent teljes tuléléssel. A metasztatikus
viselkedést a GALNT7-en keresztiil az immunszupressziv IL10 szintézis novelésével
érte el [44]. A miR1908, 199a-5p és199a-3p szerepét szintén kimutattdk az invazio,

kolonizacid €s angiogenezis szabalyozasaban egér xenograft rendszerekben [45].

A miR214 migraciot stimulalo valamint attétképzodést eldsegitd hatasat in vitro és in
vivo kisérletekkel is igazoltak, ami jol korrelalt azzal a megfigyeléssel, hogy emelkedett
expresszioja miitéti mintdkbol szdrmazé human melanémak esetén is detektalhatd volt
[46]. Attatképzd és attétet nem add humén klinikai melanoma mintakban mért miR532-
S5p expresszio Osszevetésével sikeriilt annak az 4ttétképzésben betoltott szerepét
igazolni. Ugyanezen vizsgalatok szerint ezt a hatast a RUNX3 reguldlasan keresztiil fejti
ki [47]. A metasztazis propagalasan kiviil az azt szupresszald hatast mikro RNS-eket is
leirtak. fgy a miR34 csaladba tartozé6 miR34a/c-t, amely fokozott expresszidja a p53
molekulan keresztiil fejti ki a tumorsejtek invaziv és generativ potencidljat csokkentd

hatasat [48].
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sejtmagban talalhatdé RNS polimeraz 2 felelés. A képz6do kettds szalti primer miRNS-t
az RNazlIl aktivitdsu Drosha enzimkomplex hasitja 60-70bp hosszi pre miRNS
molekuldkra, majd ezek aktiv transzporttal a citoplazmaba jutnak, ahol a szintén RNaz
hat4su Dicer a terminalis hurkot kivagva beldliik egy miRNS duplexet hoz 1étre, mely a
miRNS indukalt csendesitd komplexbe épiil be (RISC). A komplexben a vezérszal

stabilizalddasa utan kialakul az érett miRNS.
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A primer melandéma proliferaciojanak és attétképzo képességének csokkenését figyelték
meg miR200c-t overexpresszald allatkisérleti modellrendszerben, s ezt a hatast klinikai
mintdkon a metasztatizalo és nem metasztatizald primer tumorok Osszevetése soran is

kimutattak [49].

Invazio Angiogenezis EMT Intravazacié Extravazacio
Gatlo Tamogato Gatlo Tamogato Gatlo Tamogato Tamogato Tamogatd
Let-7 csalad miR-10b miR-21 miR-29b  miR-153 miR-29a miR-21 miR-31
miR-7 miR-17-92  miR-23b miR-122 miR-155 miR-103/107 miR-214
miR-9 miR-21 miR-93 miR-145 miR-194 miR-150
miR-22 miR-23b miR-199a-3p miR-205 miR-221/222
miR-26a miR-24 miR-199a-5p miR-212
miR-29b/c  miR-93 miR-1908 miR-200
miR-30a miR-103/107 miR-122
miR-34a/b/c  miR-135b miR-124

miR-122 miR-221/222
miR-124 miR-373
miR-125a miR-520c
miR-137

miR-139

miR-143

miR-145

miR-146a/b

miR-148a

miR-155

miR-194

miR-200

miR-212

miR-335

miR-625

rom

5.abra Tumorprogresszio és miRNS-ek A progresszio eltéré allomasain
megfigyelhetd és kisérletileg igazolt miRNS-ek a folyamatot gatolni és serkenteni is
tudjdk a transzkripcid szintjén befolyasolva a génkifejezddést. A jol vizsgalhatod
folyamatok, mint példaul a primer tumor intenziv ndvekedésével kapcsolatban a
sz¢éleskorli adatgyljtésnek koszonhetben a miRNS speciesek nagy szamban

képviseltetik magukat.
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3.6. Extracellularis matrix és a kollagén XVII

A szoveti kornyezet intaksdganak fenntartdsaban elengedhetetlen szerepiik van az
epitelidlis sejtek és extracellularis matrix kozotti kolesonhatasnak, melynek egyik
alapvetd funkcidja az epitelium alaphartydhoz torténd kihorgonyzédsa. A matrix és sejtes
elemek kozotti kapcesolat szamos ok miatt mdodosulhat, ezaltal valtoztatva meg az adott
szovet funkcidjat. Az integrin fehérjecsalad tagjai k6z¢ tartozik a kollagén XVII is mely
legalabb ot tagjaval képviselteti magat a sejt matrix kapcsolatok kialakitasaért felelds
molekuldk kozott [S0]. A kollagén XVII egyike azon transzmembran proteineknek,
melyek az alaphartydhoz horgonyként rogziilnek. A globularis N-terminalis fejrész a
hemidezmoszomak altal alakitott plakk teriiletén, mig a C- terminalis farok régi6 az
alaphartydhoz kotédik. Az egész molekularis tartoszerkezet a citoszkeletonhoz kotddik

(6.4abra).

HD plaque

Globularis
citoplazmatikus

Transzmembran
domén

Rod like

domén

Flexibilis
vég

6.abra A kollgén XVII Az amino terminalis globularis doménjét kovetden a kollagén
XVII molekula a sejtmembranban egy transzmembran doménnel foglal helyet, mely
exracellularisan egy rod-like doménben folytatodik, mely flexibilis végben végzddik a

karboxil terminusnal, kialakitva a levagddo ektodomént.

A matrix-sejt kapcsolat hemidezmoszomas kialakitasaban kapcsolddik még a laminin-
332-hoz, amit korabban laminin-5-nek neveztek, valamint a kollagén-4-hez is. A
kollagén XVII ellen termel6dd autoantitesteket irtak le bullozus pemphigoidban. A

matrix horgonyként funkcional6120kDa-os molekulat fiziologids koriilmények kozott
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az ADAMY ¢és 10 metalloprotedz hasitja, s ezaltal egy 60kDa-os endodomén marad
[51]. A kollagén XVII expresszidja fiziologidsan a keratinocitdk differencialédasdhoz
kothetd, de expresszidjat detektaltdk veldsanc (neural crest) eredeti sejteken, tobbek
kozott melanocita hiperplazia esetén, valamint laphdmrakok (squamous cell carcinoma)
¢és duktalis pankreasz rakok esetében is. A kollagén XVII protein ekto é¢s endodoménje
egyarant expresszalodik proliferald melanocitdkban. A 60kDa-os endodomén

akkumulacioja pedig melanomakban volt megfigyelheto.

Inner
plaque
Intermedier |
) Filamentumok
Integrin
Outer
plaque
Plazma membran —t
e
s
B4 Kollagén XVII Lamina
, lucida
Horgonyzo
filamentum I —
Nidogén /' Lamina
LN6/7 densa
Kollagén VII .
Dermisz

7. abra A kollagén XVII elhelyezkedése A normal fizioldgias koriilmények kozott a
kollagén XVII a hemidezmoszomak kialakitasaval a sejteket az alaphartydhoz rogziti. A
kotédés kialakitasaban a kollagénen kiviil még egyéb proteoglikanok is részt vesznek,

stabil molekularis szerkezetet hozva létre.
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3.7. CD44

A sejtek felszinén talalhato CD44 glikoproteint elészor T-limfoctakon mutattak ki. A
molekula evoluciondlisan meglehetésen konzervalt, melynek bizonyitéka, hogy egér
homolégjaval kozel 80%-o0s egyezést mutat. A 20 exont tartalmazo génben 10 variabilis
exon talalhat6, melyeket két oldalrol 5-5 nem varidbilis exon fog kozre (8. adbra). A
variabilis exonok szintjén megjelend valtozékonysag az alternativ splicing
iskolapéldajanak is tekinthetd, az egy génrdl képzddd varidnsok széles spektrumat

tekintve.

5 _

C1
&4
Ca SS Amino-
C5 . rqe
Vi sS tezmmz’ills

. V2 omen

1 v3

L v4 S5 .

L, V5

: v6 SS

T SS Varlab,ﬂls

[ v8 domén

| V9
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9 000000 00000000000080000000000001 ,

i Transzmembran

gg Y9999 999 99999 99999 09990 9% % domén
(SIIN'6'0000¢¢00000000000000000¢ XO00000

] | Citoplazmatikus

3 domén

8. abra A CD44 molekula A standard CD44 molekula (B) nem tartalmazza a variabilis
exonokbdl alternativ splicing folyaman képz6dd variabilis domént. A CD44 gén kodolod
szakaszait jel6l6 abran (A) jol lathatd, hogy a 10 variabilis exonbol (v1-v10) allé régiot
5-5 exont tartalmazo konstans (C1-C5 és C6-C10) régio fogja kozre. A varidbilis
domén a membran mellett, annak extracellularis oldalan talalhaté (C). ( A 8. abra
Helmut Ponta, Larry Sherman and Peter A. HerrlichNature Reviews Molecular Cell

Biology 4, 33-45 cikke nyoman késziilt)
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Az elsOsorban hamokban és hematogén szovetekben megtalalhaté standard CD44 a
variabilis exonokbol egyet sem, vagy csak az 1-es varidbilis exont tartalmazza, ezzel
CD44 molekula protein szintli felépitésében a varidbilis régiot tartalmazd domén

extracellularisan a membran kozeli részeken helyezkedik el.

A CD44 extracellularisan heparan szulfattal, hialuronsavval valamint egyéb
poliszaharidokkal glikanalodni képes. A sejt-sejt, sejt-matrix egyik strukturalis
glikozaminoglikanja a hialuronsav, melynek gyengiilt kotédése figyelhetd meg

malignus daganatokban eléfordulé CD44 splicing variansok esetében [53,54].

A normdl epidermdlis differencidcioban a szdveti struktira megdrzott, mely a
progresszi6 utjara lépett differencidlatlan tumorszovetben felbomlik (EMT jelensége). A
progresszios folyamat egyik meghatarozé eleme a standard CD44 molekula mellett az

Uj splicing variansok megjelenése.

19



. Célkituzeések

Velesziiletetten immunhianyos egerekbe (NSG, scid) implantalt human
melandmak stromalis (host eredetli) komponenséhez kothetd génexpresszios
valtozasok azonositdsa a daganat progresszidja soran 20.000 gént reprezentald

expresszio chip segitségével

A szignifikdns valtozast mutatd, a progresszidban potencidlisan szerepet jatszo
molekulak allatkisérleti és human klinikai primer melandéma tumormintakon

torténd validacidja,

azoknak a tumorsejtek migracidos és proliferacidos aktivitdsara gyakorolt

hatasanak vizsgélata illetve

a tumor-host kolcsénhatas mechanizmusanak in vitro modellezése a kooperaciot

szimulald rendszerben

Ugyanezen modellben 800 miRNS profiljaban bekdvetkezd, a tumorprogressziot
jellemzd mennyiségi valtozasok meghatarozasa valamint a legnagyobb valtozast
mutatd molekuldk esetleges prognosztikus jelentdségének igazoldsa human

klinikai mintakon

Egy, hipotetikusan az attétképzéssel asszocialhatd molekula a kollagén XVII
expresszios sajatsagainak valtozéasa kisérleti modelliinkben a xenograft humén

melandéma progresszidja soran

Az alternativ splicing, mint daganatos progresszidval asszocidlhatd jelenség
tulajdonsagainak vizsgalata egy az izoformdak atlagosnal is nagyobb szamat

felvonultatd molekula a CD44 segitségével
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5. Modszerek

5.1. Allatkisérleti modell rendszer

Kisérleteinket xenotranszplantacios modellekben végeztiik, a C57Bl/6 egerekben
1étrejott (B6; 129S7-RagltmlMom/J) mutaciot hordozd scid (severe combined
immunodeficiency) beltenyésztett egértdrzs tagjaiba humén eredeti tumorsejt

szuszpenziot implantalunk.

A kisérleti felallasnak megfelelden egyidoben szubkutdn implantaltunk human
melandéma tenyészetbdl szarmazo sejteket ujsziilott valamint feln6tt scid egerek hatbére

ala.

5.2. Egysejtszuszpenzio eléallitasa

Az implantalasra szant konfluens human melanéma sejtek tenyészetérél EDTA-val
eltavolitottuk a tdpoldat maradékat, majd friss EDTA oldatban torténd rovid
inkubécioval megsziintettiik a sejtek egymdas kozt és a tenyésztdedénnyel szemben
fennall6 adherencidjat, s a letapadt sejtek szuszpendalhatova valtak. Az EDTA
centrifugaldssal torténd eltavolitasat kovetden a sejteket Iml RPMI 1640 médiumba
vettik fel. A sejtszamot s egyben a sejtek viabilitdsat Biirker kamrdban torténd

szamlalassal hataroztuk meg.

5.3. Tumor implantacio

Human melanéma sejtvonalak (HT199, HT168M1, WM983B) fentebb leirt egysejt-
szuszpenziojat 106/50ul-es koncentracioban szubkutan injektaltuk az allatok hatbdre

ala. A kontrollként kezelt allatok megegyez6 mértékii tumormentes oldatot kaptak.

5.4. Kisérleti allatok kezelése

A kisérletek terminéalasat az implantaciot kovetdé 30. napon Nembuthal narkoézisban
végeztiik el. A centralis vér nyerése szintén Nembuthal narkézis alatt tortént, melyet

autopszia kovetett.
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Az dllatok tartdsa és az allatkisérletek kivitelezése a hatalyos torvényi és etikai

feltételeknek megfeleléen zajlott (TUKEB 83/2009).
5.5. Sejttenyésztés

A tumorsejtvonalakat (HT199 mely a SE I. Patologia és Kisérleti Rakkutatd Intézetében
lett izolalva, a HT168 és HT168M1 melyek egyarant az A2058 kisérleti derivatumai, a
WMOIS3A ésWMI83B melyek M. Herlyn (Wistar Institute, Philadelphia, PA) valamint
A2058 LA Liotta (NCI, Bethesda, MD) ajandékai) CO, termosztatban 37°C-on RPMI
1640 (Lonza) tapfolyadékban tenyésztettiik, mely 10% fotalis borjasavot (FCS) és 1%
penicillin/streptomycin-t tartalmazott. A nem tumoros sejteket: melanocita (C-12403),
keratinocita (C-12003) és dermalis fibroblaszt (C-12360) (Promo Cell) primer vonalakat

a gyarto altal javasolt médiumokban antibiotikum hozzdadasa nélkiil tartottuk.
5.6. Primer tenyészetek 1étrehozasa

Az in vivo kisérletekbél szarmazoé xenograft tumorok human komponenseinek
vizsgalatahoz sziikséglink volt azok stromdlis sejtek nélkiili tenyészetére. A
tenyészeteket Ujsziilott allatok egyfokuszii tlidometasztazisabol valamint primer
tumorabol €s a felndtt allat szubkutan primer tumorabdl mechanikai apritast kovetéen 6
lyukt sejttenyésztd lemezen inkubaltuk (RPMI 1640 (Lonza), 10% FCS (Sigma), 1%
penicillin/streptomycin (Sigma)) tenyésztéfolyadékban. A sejtek letapadasa utdn
mosassal eltavolitottuk az elhalt szovetdarabokat, majd a novekedésnek indult kultarat
2-3 passzalassal mentesitettik a nem tumoros sejtes komponensektol. Keringd
tumorsejtek tenyészetét a kisérleti allatok terminaldsa soran a szivbdl direkt punkcidval
kivett vérmintabol alapitottunk. Az EDTA-val kezelt vérminta 96 lyuk(l mikrotitrald
lemezre torténd szélesztése utan tobbszori mosast kdvetden a mintdban talalhato

kitapadt cirkulalo tumorsejteket nagyobb edénybe torténd passzalassal szaporitottuk fel.
5.7. Proliferacios vizsgalat (MTT teszt)

A sejteket a vizsgalat megkezdése elott 24 oraval 96 lyukt mikrotiter plate-re tettiik
100pl-es térfogatokban 6x10* sejt/ml-es koncentracidban. A rekombindns humén
CCL8-al (RnD systems) torténd kezelést kiilonb6zé koncentracid tartomdnyokban
végeztiik (50pg/ml, 500pg/ml, 1ng/ml) el. A 12 6ras inkubacids id6 leteltével a kezelés
hatdsat MTT teszt segitségével tettiik kvantitativvd, melynek alapja, hogy a
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metabolikusan aktiv sejtek endocitozissal felveszik a tetrazélium kristalyokat és
formazanna alakitjak at. A sejteknek ezt a formazan tartalmat DMSO-ban oldva 570nm-
en fotometriaval Bio-Tek Microplate Reader (Merck) detektaltuk a kontroll és a kezelt

sejtek esetén egyarant. Az abszorbancia aranyos az €16 sejtek szamaval.

A kollagén XVII kezelés 1gG2b kontroll alkalmazasa mellett tortént 1:25, 1:50 és 1:100

cyey

felismeré régidja az endodomén extracellularis részénél talalhaté (AAS507-529) (9.

abra).

SM
. 9G2(6D1)
AA507-529
C15 C1
NH, _COOH
Membran kotott | Lehasadd ectodomén
Régio = 120kDa
60kDa

9. abra A kollagén XVII elleni antitest kotodési helye A 9G2 antitest kotddési helye a

molekula extracellularis részén a lehasadd ektodomén el6tt talalhato.

5.8. Migracios assay

A mérést xCELLigence rendszerben (Roche) CIM (Cell Invasion Migration) plate-n
végeztiik a gyartd eldirdasanak megfelelden. A vizsgalat megkezdése elott a sejtek
konfluens tenyészetébdl a egysejtszuszpenziot hoztunk létre és ebbdl a megfeleld
mennyiséget a vizsgaldé lemezre juttattuk. A vizsgdlat sordn a kezeletlen kontroll
tenyészet migracios aktivitdsdhoz viszonyitottuk a kezelésnek alavetett (HT168,
WMOI83A melandéma valamint fibroblaszt és melanocita) sejtvonalakat. A 20000/sejt
induld sejtszdmmal induld tenyészeteket a hatdanyaggal ekvivalens mennyiségii PBS-
kezeltiik kétféle stratégia szerint. A vizsgald plate egy két kamrabol allé berendezés
melynek alja specidlis vezetdvel van ellatva mely a sejtek szigeteld hatdsa 1évén fellépd
impedanciat méri. A két térfél egymastdl egy meghatdrozott pérusméretli (Sum)
membrannal van elvalasztva, melyen a sejtek aktivan at tudnak jutni. Direkt kezelés

soran a kemokint a sejtek tapfolyadékaba juttattuk. Kemoattraktansként a sejteket CIM-
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Plate 16 rendszerben elhelyezve (Roche) a kemokin az als6 kamraban volt a direkt
kezelésnek megfeleld koncentracioban. A mérés teljes 25 oras iddtartama alatt 5
percenként tortént az adatgyiijtés. A sejteket mindkét esetben polyethylene terephthalate
(PET) membran valasztja el az also6 kamratol és azok a membran mentén vagy azon
keresztiil torténd mozgasat az impedancia mikroelektrodds mérésével tettiik

kvantitativva, melyet az ezzel aranyos ugynevezett ’cell index’ jelez.
5.9. ELISA (Ensim Linked Immunosorbent Assay)

Melanémas betegek szérum CCLS8 koncentracidinak meghatarozasara Huméan CCLS
ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)-et hasznaltunk, a gyarto altal
mellékelt protokoll szerint. Az elsé 1épésben a 96 lyuku mikrotitrald lemezeket a CCLS8
specifikus antitesttel vontuk be (coat-oltuk), amelyre rovid (3 x 5 min) mosast kovetden
a betegekbdl szarmazod mintdk 100ul-es mennyiségeit higitatlanul mértiik fel. Egy
¢jszakan keresztil 4°C-on inkubaltuk. Minden mintat duplikdtumként kezeltiink,
melyek atlagaval szamoltunk a vizsgalat folyaman. Az inkubaci6 letelte utain PBS-sel
torténd mosast (3 x 5 min) kdvetéen a masodik CCLS specifikus antitesttel jeldltiik (60
min/szobahdmérséklet), majd mosast kdvetden a reakcidé elhivasat a gyartd altal
mellékelt el6hivo rendszerrel végeztiik el. Az eredményeket két hullamhosszon mértiik
450 és 540 nm-en fotometriaval Bio-Tek Microplate Reader (Merck) segitségével.
Higitasi sorként a kit részét képzd rekombindns human CCL8-at hasznaltunk, melyet

szintén duplikélva vittiink fel a mikrotitrald lemezre.
5.10. RNS izolalas

A mintdkbol TRI REAGENS (Sima) segitségével a gyartd altal mellékelt protokoll
szerint total RNS-t izolaljuk, Az RNS preparatumot 100pL DEPC kezelt vizben oldva -
70°C-on taroltuk.

5.11. RNS tisztitas

Az RNS mintdkat DNazos emésztéssel az esetleges genomialis DNS szennyezéstol
mentesitettiik. Az enzimatikus tisztitaishoz a DNA-free Kit-et (Ambion) hasznaltuk és az

eljarast a gyarto utasitdsainak megfeleléen végeztiik el.
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5.12. Agilent Mouse Oligo Microarray analizis

Az altalunk hasznalt Agilent Mouse Oligo Microarray 20.000 expresszalt egér gén
kimutatasara alkalmas nagy ateresztoképességii molekuléris biologiai vizsgalo platform.
A specificitast a 60bp hosszusagu szilard hordozéhoz kapcsolt oligonukleotid probak
biztositjadk. A vizsgalat soran kereszthibridizaci6 valésul meg, azaz a mérendd
mintaparokat eltérd festékkel jelolve, a leolvasas soran egyszerre detektaljuk a kétféle
fluoreszcens jelet. Sug totdl RNS-t a kontroll és Sug totdl RNS-t az jsziilott allat
primer tumorabol CyS5 és Cy3 fluoreszcens festékkel jeloltiink. A jel6lt mintakat 16 oras
60°C-on torténd inkubacié alatt hibridizaltattuk a gyari chip feliiletéhez, majd Agilent
DNA microarray scannerrel olvastuk le. A nyers adatok feldolgozasat, mint a hattér
felvétele €s kivondsa, adatpontok linearis normalizacidja az Agilent Feature Extraction

Software-vel tortént.
5.13. Reverz transzkripcé

A reverz transzkripcidhoz 1ul 10mM dNTP mix (Qbiogene) és 1ul Random primer-
oligo dT kombinaciot (végs6 koncentracio: 2.5 uM) adunk 2 pg tisztitott total RNS-hez.
10 perces 70°C-os inkubacio utan 2 pl 10x M-MLV Reverse Transcriptase Buffer-t
(Sigma), 1ul M-MLV Reverse Transcriptase-t (200 unit/pl, Sigma), 0.5 pl RNase
Inhibitor-t (40 unit/ul, Ribo Lock Fermentas) és 6.5 pul DEPC kezelt vizet adunk (végs6
térfogat: 20 pl) hozza, ezt kdovetden 50 percig 37°C-on, majd 10 percig 85°C-on
inkubaltuk. A reverz transzkripcié megtorténtét egér illetve human B2-mikroglobulin
valamint béta-aktin mint housekeeping gén primerekkel végzett PCR reakcioval
igazoltuk. Negativ kontrollként ¢és a lehetséges DNS szennyezOddés kizardsara
ugyanazon minta RNS-ét, non-templat kontrollként pedig DEPC-kezelt vizet

hasznalunk.
5.14. PCR

A PCR 25 pl végtérfogatban 1.00 pM/reakcid primerkoncentracio és AmpliTaq Gold®
360 Master Mix ( Life Technologies) a gyarto altali protokoll szerinti alkalmazéaséaval az
alabbi paraméterek mellett tortént: pre-denaturacié 95°C 10 perc, majd 38 cikluson

keresztiil az aldbbiak szerint: denaturacié 95 °C 1 perc, primer annelalas 55 °C 1 perc,
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lanchosszabbitds 72 °C 2 perc befejezésiil: 72 °C 4 perc. Az alkalmazott primereket

tablazatos formaban kozoljik (10. abra).

Egér specifikus primer

Gene Name Ref. Seq. Number Sense primer Antisense primer
Hipothetical Protein AK028081 TCTTCCAGCCTGCCACTTAC TGACTCCTCTTCTTGCCGC
Lass 5 NM_028015 AAGCAACTGGACTGGAGTGT GAGAGTGGCTGATACGGATAGT
DEAD box 60 polypeptide [NM_001081215 |GAGTACAATACGCAAGTGACAGA [TTGGAACTCCTGGACTAAGCAA
Unknown EST AK050866 AGGAAGAACACCACAGACCAA TATGACTACTTGTGCTCTGCCT
CCL11 NM_011330 GGCTTCATGTAGTTCAGATGG GCTGCTATTATCCTCAGTTACTCC
Pex 2 NM_008994 TGACAGACCGCCTCCTTGG ATGACCAGCAGCACCAGTAA
Cathepsin L NM_009984 CGCAAGCCATCCGTCTCT GTGTCCATAAGTCCTCATTACCG
CCL12 NM_011331 CTGGTTCCTAGCTCCCCTAGC TGGCTGCTTGTGATTCTCCT
Ninein NM_008697 AGAAGCGAGTCAGCGAGC CTCACCTTCTCCTCAGTCCAG
B2M NM_009735 AACACAGTTCCACCCGCC GTAGACGGTCTTGGGCTCG
Human specifikus primer

Gene Name Ref. Seq. Number Sense primer Antisense primer
Beta Actin NM_001101 TCTGGCACCACACCTTCTAC CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC
CCL8 NM_005623 TTCTGTGCCTGCTGCTCATG TTGGATGTTGGTGATTCTTGTGTAG
CCR1 NM_001295.2 GGACTATGACACGACCACAGA GCCAGGTTCAGGAGGTAGATG
CCR2 NM_001123396 |AACGAGAGCGGTGAAGAAGTC GGTTGAGCAGGTAAATGTCAGTC
CCR5 NM_000579.3 CTGCCTCCGCTCTACTCAC TGAAGAAGATTCCAGAGAAGAAGC
DEAD bhox 60 polypeptide [NM_017631 TTACAAGAAGATGATCGGCAACTC |CCATACAGTAGTAGGAGGCATAGG
Cathepsin L NM_001912 GGCAACACACAGAAGATTATATGG |GATTTGGGAAGATCAAGAAACAGAG
Pex 2 NM_000318 GGTGGTTAGAAGAACGATGCTATG [TCTGGACATTGATAAGTGGTAAGAG
Lass 5 NM_147190 CTAAATTCTGTGAAAGCATGTGGAG|GTTGATGTAGGAGAAGGAGATAAGC

10. abra A vizsgalatokban alkalmazott primerek

5.15.

g-PCR

A célgén expressziojanak specifikus mérésére q-PCR-t alkalmaztunk a kovetkezd
feltételekkel: 25 pl reakciotérfogatban 12.5 ul 2x ABsolute QPCR SYBR Green Mix
(Thermo Scientific), 0,5-0,5 pul mindegyik primerb6l 200 nM-os végkoncentracidban és
11,5 pl higitott cDNS. A reakci6 feltételei: 8 perc DNS polimeraz aktivacié 95°C-on, 55
cikluson keresztiil 95°C 30 sec, 62°C 30 sec és 72°C 1 perc. A vizsgalat targyanak
relativ kiinduldsi mennyiségét K562, B16 valamint kevert (humantegér) sejtekbol
szarmazd cDNS higitasi sordnak a vizsgalt termék PCR alapjan kapott gorbe, ill. a sajat

housekeeping expresszidra vald normalizélés alapjan végeztiik el.

5.16. Direkt szekvenalas

Vizsgalataink sordn a PCR reakcidok autentikus voltardl a reakcidtermékek direkt
szekvenalasaval gydzddtiink meg. Agaroz gélen megfuttatva, majd a megfeleld band-
eket a gélbdl kiemelve EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit (Bio Basic)

segitségével izolaltuk vissza a PCR terméket. A szekvenald reakciot a gyartd
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utasitdsainak megfelelden BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems™ — Life Technologies™) segitségével végeztiik el. A mintak tisztitasat
(BigDye® XTerminatorTM Purification Kit — Applied Biosystems™ — Life
Technologies™) kovetden a szekvenaldsi reakcid eredményét, azaz a nukleotid
szekvenciat 3130 Genetic Analyser-el (Applied Biosystems) hataroztuk meg. A mintak

értékelése NCBI adatbazis hasznalataval tortént.

5.17. miRNS pool meghatarozas nCounter assay (nanoString) segitségével

rrrrrr

végeztik. A modszer 800 human miRNS parhuzamos kvantitativ mérésére ad
lehetdséget ugyanazon mintdbdl. A kiinduldsi mintakoncentracié 100 ng totdl RNS,
melyen amplifikédcido nélkill torténik a mérés, s ezaltal a mennyiségi vizsgalatok
pontosabb képet adnak. A detektdlashoz fluoreszcensen jelzett probakat hasznalva
nCounter Digital Analyzer-el tortént a kiértékelés. Az adatok normalizalasahoz a
rendszer 6 pozitiv és 6 negativ miRNS kontrollt hasznalt valamint 5 mRNS kontrollt. A
normalizalt adatokon az egyes miRNS fajtdk mennyiségi Osszehasonlitdsa az
egymashoz viszonyitott valtozasok mértékével valamint a total miRNS mennyiségekkel

egyarant jellemezhetdek.
5.18. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatot formalin-fixalt paraffinba 4agyazott (FFPE)
metszeteken végeztiik. Deparaffinalast kovetden a metszeteken mikrohulldmon torténd
feltarast (pH=6 citrat puffer) majd hattér blokkolast (Image-IT FX Signal enhancer -
Amersham) végeztiink. A primer anti-CCL8 egér monoklonalis antitesttel (Santa Cruz)
egy ¢jszakan at, 50 x-es higitdsban inkubaltuk a mintdkat. Reggel a lemezeket 2x
mostuk PBS-sel majd 1 oran keresztiil masodlagos biotinilalt (anti-egér) antitesttel
inkubéltuk (Santa Cruz). A reakciot avidin-biotin peroxiddz kezelést kovetden
NovaRED™ Substrate (Vector Burlingame, CA) segitségével hivtuk elé. Az erSsen
pigmentalt human melanoma mintdk esetében kalium permanganatos/oxalatos
depigmentaciot végeztiink. Negativ kontrollként primer antitest nélkiili teljes

protokollon atment mintékat hasznaltunk.
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5.19. Apoptozis assay

Human melanoma sejteket 24 lyuku sejttenyésztd lemezen tenyésztettiink, 2x10°-en
kiindul6 sejtszammal. A 80 %-ban konfluens tenyészeteket 9G2 antitesttel kezeltiik, A
kezelt tenyészetek tapfolyadékat 24 és 48 ora multaval eltdvolitottuk, majd a letapadt
sejteket EDTA-val felszedtiik. A sejteket PBS-ben torténd mosast kovetden 70%-0S
alkohollal fixaltuk. 30 perces fixacios id0 letelte utan a sejteket lecentrifugaltuk, majd
propidium jodidos festést kovetden (Partec GmbH, Munster, Germany) az apoptotizalt
sejtek ardnyat a normal sejtekhez képest Partec Cy Flow SL késziilékkel hataroztuk

meg.

5.20. Statisztikai Analizis:

A statisztikai analizisek StatSoft Statistica 11 szoftver segitségével torténtek. A t-proba
alkalmazasanal szignifikans kiilonbséget a p<0.05 szint figyelembevételével hataroztuk

meg. A viabilitasi és migracios teszteket ANOVA analizissel értékeltiik.
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6. Eredmények

6.1. Melanéma metasztatizalasaban szerepet jatszo host faktorok azonositasa:

A metasztatikus kaszkdd soran a mikrokérnyezetben aktivalédo, ill megvaltozott
expresszioju gének azonositasat xenotranszplantacios scid allatmodell segitségével
végeztiik. Human melanéma sejtvonal (HT168M1) egysejtszuszpenzidjat egyidejlileg
kifejlett és 0jsziilott scid egerekbe implantalva mindkét hostban kialakul primer tumor,
de attétképzést csak az 0jsziilottbe oltott tumorok esetén tapasztalunk. Az oltast kdvetd
25. napon a kisérlet termindlasat kovetden a metasztatikus gazdaszervezetbdl szdrmazo
primer tumorbol mRNS-t izolaltunk, majd a 20.000 gént tartalmazé Agilent Mouse
Oligo Microarray platformon vizsgaltuk a hostra jellemz6 expresszidos mintazatot. A
metasztatikus primer tumorban megjelend stromalis expresszios valtozasokat azonos
¢letkort egészséges kontrollhoz viszonyitottuk, ami lehetové tette a hostban a tumor
altal indukalt valtozasok detektalasat (11.4bra). A kvantitativ eredmények kiértékelését
kovetden levalogattunk 19, szignifikdnsan magas expresszids valtozast mutatd gént és a

tovabbiakban ezek vizsgalataval folytattuk munkankat.

Sequence description Sequence [Ratio
Mus musculus family with sequence similarity 187, member B (Fam187b), transcript variant 1, INM_175240.4 0.4

Hypothetical protein AK012372 0.12
Ceramide synthased; CERS5/LASSS/TRH4 INM_028015.2 0.04
Mus musculus cysteine-rich transmembrane module containing 1(Cystml) INM_001081365.1 8.13
Mus musculus heat shock proten 12A (Hspal2a). transcript variant X2 XM _006527378.2 8.71
Mus musculus stromal antigen 1 (Stagl) INM_009282 8.71
Mus musculus ninein (Nin), transcript variant 1, mRNA INM_001081453.1 8.79
Mus musculus chemokine (C-C motif) ligand 12 (Ccll12) INM 011331 9.77
Mus musculus cathepsin L (Ctsl) INM_009984 10.68
Mus musculus RIKEN ¢cDNA 1110037F02 gene (1110037F02Rik) INM_001081183.1 10.88
Mus musculus peroxisomal biogenesis factor 2 (Pex2) INM_008994 11

Mus musculus oxysterol binding protein-like 3 (Osbpl3) INM_027881.3 11.09
Mus musculus chemokine (C-C motif) ligand 11 (Cclll) INM_ 011330 11.62
Mus musculus antimicrobial mBNA sequence AF062528 13.18
Mus musculus keratin associated protein 28-13 (Krtap28-13) XM 896507 13.38
Mus musculus lymphoid muclear protein (LAF-4)= AF4/FMR2 family, member 3 (Aff3) U34361/XM 006495737 14.7
Mus musculus Fc receptor, IgE, high affinity I, gamma polypeptide (Feerlg) INM_010185 20.24
Mus musculus predicted gene 4262 (Gm4262), long non-coding RNA INR_040518.1 21.38
Mus musculus DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60 (Ddx60) XM 006509394 67.61

11. abra Human melanoma (HT168M1) scid egérbe torténd szemiortotopikus
implantaciojat kovetden meghatarozott, a primer tumorra jellemzd host eredetii
faktorok, amelyek relativ expresszids szintje a tumormentes kontrollhoz képest a
legnagyobb kiilonbséget mutatta. A tovabbiak soran ezeknek a géneknek az

expresszidjat vizsgaltuk in vivo névekvo human xenograft melanomakban.
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Nevezetesen harom, genetikailag eltéré6 huméan melandéma sejtvonalbol (HT168M1,
HT199, WM983B) szadrmazé mintan kvantatativan meghataroztuk expressziojuk
mértékét. A valosidejii PCR reakcidhoz hasznalt primerek species-specificitasat (amely
bizonyitotta, hogy valoban a hostban megjelend valtozast detektaljuk) az adott gént
expresszald pozitiv human €s egér eredetii sejtvonalakon mindkét iranyban ellendriztiik.
Csak azt a primert tartottuk validnak, amely a target species-ben egyértelmii jelet adott
gélelektroforézis sordn és a parhuzamos speciesben egyértelmiien nem adott jelet,
jollehet abban sajat species-specifikus primerével egyértelmiien igazoltuk a megfeleld
gén expressziojanak jelenlétét. Az szlirési feltételeknek minddsszesen kilenc gén felelt
meg, azaz itt tudtuk csak megfeleld biztonsaggal elkiiloniteni az adott gén human és
egér megfeleldjét. A PCR termékek azonositasat direkt szekvenalassal minden esetben
elvégeztilk. A tovabbiakban mindharom melanoéma sejtvonal in vitro tenyészetébol
valamint az 0jsziilott és felnott allatokban szubkutan ndvekvd primer tumorabol mRNS-
t izolaltunk és wvaldsidejii PCR segitségével meghataroztuk a target gének relativ
expresszidjanak mértékét (12. abra). Az elézetesen szelektalt gének koziil a Fam 187b,
Lass5, DEAD box 60 polypeptide, Gm4262, CCL11, Pex2, Cathepsin L, CCL12 és a
Ninein kvantitativ validalasat tudtuk elvégezni megbizhatéan species specifikusnak
bizonyult primerekkel. Kiindulési feltételeink szerint az attétképzéssel az a hostban
létrejovo valtozas hozhatod Osszefliggésbe amely az attéképzést ,,megengedd” 0jsziilott
modellbdl szarmazé mintdkban barmely irdnyban kdvetkezetesen eltér az attétet soha
nem képzo felndtt allatbol szarmazd mintdkban mért expresszid mértékétdl. A harom
sejtvonalbol kettd esetén mért 1.5-szorosnél magasabb expresszids kiilonbség esetén
talaltuk az adott gént tovabbi vizsgélatra alkalmasnak. A 12. &bra tanlsiga szerint a
vizsgalt gének koziil a Hypothetical Immunoglobulin structure containing protein (Fam
187b), a Lass5, a DEAD box 60 polypeptide, a CathepsinL és a CCL12 felelt meg ezen
kritériumoknak.
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Hypothetical immunoglobulin Lass5 DEAD box 60 polypeptide
structure containing protein
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12.abra A validalasra kivalasztott géneket harom kiilonb6z6 human melanéma
sejtvonal scid egérbe tortént szemiortotopikus implantaciojat kovetéen az allatokbol
szarmazd primer tumorokbol izoldlt mintdkban valdsideji PCR méréssel hataroztuk
meg. A metasztatikus vs. nem metasztatikus modellben mért relativ (B2M

housekeeping génhez viszonyitott) mennyiségeket egymas hanyadosaként adtuk meg.

6.2. A CCL12 és human homologjanak a CCL8-nak kvalitativ és kvantitativ

Kimutatasa

A stroma és a tumor genetikai azonossaga miatt PCR-technikaval nem eldonthetd, hogy
az adott gén mely komponensben expresszalddik, ezért elsd 1épésben megvizsgaltuk,
hogy a tumorsejtvonalak koziil az emlitett gének human megfeleldi expresszalddnak-e.
A vizsgalt sejtvonalak koziil a CCL8 kivételével mindegyik expresszalta az
allatmodellbdl validaciora kiszelektalt géneket, s igy az Osszesitett kép alapjan egyetlen
gén volt az, amely valamennyi sziirési feltétellinknek megfelelt: a CCL12 és annak
megfeleld6 humén homoldgja a CCL8. Ennek oka részben az a tény, hogy mindkét
hostban (metasztatikus és nem metasztatikus) minden implantalt tumor esetében

detektaltuk a CCL8 kemokin egér homologjanak (CCL12) expresszidjat (13/B abra) és
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a kétféle hostban fennalld kiilonbség mindegyik implantdlt sejtvonal esetében
szignifikansnak bizonyult. Koztik a relativ expressziés szintben megkozelitleg
kétszeres kiilonbséget figyelhettiink meg (13/A abra). Ezzel ténylegesen egy olyan
,jeloltte” 1épett el6 amely szerepet jatszhat az attétképzésre alkalmas tumorsejtek

szelektalasaban.

A tumor-host reldcioban a tumor oldal vizsgalata volt a kovetkezd 1épés. Kvalitativ
vizsgalataink azt mutattdk, hogy egy kivételtdl (WM983 B) eltekintve a vizsgalt
melandéma sejtvonalakban ez a gén (HT199, HT168M, WM983A, A2058) in vitro nem
expresszalodott (13/D abra). Ugyanakkor még mindig in vitro tenyészeteken igazoltuk,
hogy a CCL8-at a human dermalis fibroblasztok valamint melanocitdk egyarant
expresszaljak (13/C abra). Annak eldontésére, hogy mely sejttipusok a potencialis
targetjei a CCL8-nak meghataroztuk, hogy a tumor-host kdlcsonhatas normal (dermalis
fibroblaszt, keratinocita, melanocita) és tumoros (HT199, HT168M, WM983A, A2058)
szereploi koziil mely sejtek rendelkeznek a CCL8 fogadasara alkalmas receptorokkal.
Nevezetesen meghataroztuk a CCR1, CCR2 és CCRS expressziot a fent felsorolt
sejttipusok ,.tiszta”, azaz in vitro tenyészeteiben. A nem tumoros sejtek koziil egyediil a
dermalis fibroblasztokban detektaltunk (CCR1), mig a tumorsejtvonalak kozott a
HT199, HT168 valamint a WM983A esetében mutattunk ki CCR1 expressziot (13/E
abra) Mivel mar tisztdban voltunk a rendszer szerepldinek kemokin/receptor expresszios

mintdzataval, a kovetkezd 1€épés a funkcionalis hatasok feltérképezése volt.
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13.4abra (A) Harom genetikailag eltér6 human melandéma sejtvonalat (HT199,
WMOI83B, HT168M1) implantaltunk szemiortotopikusan eggyidejiileg ujsziilott és
feln6tt scid egerekbe. A primer tumorok kifejlédése utan azokbol RNS-t izolaltunk,
majd kvantitativ PCR méréseket végeztiink. A CCL12 relativ expresszios szintjében
mindharom sejtvonal esetében tobb mint 1,5 szords kiilonbség volt megfigyelhetd a
metasztatikus (0jszilott) és nem metasztatikus (feln6tt) primer tumor kozott. (B) A
kvalitativ  CCL12  kifejez6dés jol mutatja, hogy a human és egér homoldgok

elkiilonitése jol miikodik, s a mérések a host-specifikus format mutatjak ki
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13.abra (C) A CCLI12 human homologja a CCL8 kifejez6dését nem tumoros sejteken
is megvizsgaltuk. A pozitiv kontroll a CCL8-at konstitutivan expresszalo K562
sejtvonal volt. (D) Hat kiilonb6z6 melanoma sejtvonal esetén minddsszesen egy esetben

(WM983B) detektaltuk a CCL8 expressziojat.

Fibroblaszt
Melanocita
Keratinocita
A2058
WM9I83B
HT199
HT168
WM9I83A

Marker

CCR1

CCR2
CCR5

13.abra: (E) A CCLS8 receptorainak (CCR1, CCR2 és CCRS) expresszidjat nem tumoros
és tumorsejtvonalakon is megvizsgaltuk. Normal sejtek koziil a dermalis fibroblasztok
¢s melanocitak, mig a tumorsejtvonalak koziil a (HT199, HT168, WM983A) esetében

tudtuk kimutatni az expresszalodé6 CCR1 receptort.
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6.3. A CCLS proliferaciéra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Els6 Iépésben MTT teszt segitségével meghataroztuk a CCL8 dermalis fibroblasztokra,
CCR1 receptor ( mely a CCL8 hatasért felelds) expressziot mutattunk ki. A

proliferaciéra gyakorolt hatast kezeletlen kontrollhoz viszonyitva hiarom kiilonb6zd

értékeltiik ki a proliferacids aktivitdsokat. A tumorsejtvonalak koziil a HT199, mig a
host sejtjei koziil a dermalis fibroblasztok esetében tudtunk kimutatni szignifikdns
kiilonbséget. Mindkét szignifikans valtozds esetében 500 ng/ml volt a hatasos

koncentracio, mely proliferaciot gatld hatastinak bizonyult (14. abra).

HT168M1

06 -
05
£ 04 -
803

0,1

500pg/mL
CCL8 koncentracio

Control

Abs 560nm
o o
o
&

0,04 -

* p<0,005
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Fibroblaszt

Control

Abs 560nm

Control

*

500pg/mL

WMOI83A

500pg/mL
CCL8 koncentracié

Abs 560nm
o
&

1ng/mL

CCL8 koncentrécié
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Abs 560nm
= o
- v N v

o
w
L

Control

Melanocita

Control

500pg/mL
CCL8 koncentracié

HT199

500pg/mL
CCL8 koncentracié

1ng/mL

1ng/mL

14. abra A CCL8 tumorsejtek (HT168, WM983A, HT199) valamint dermalis

crer

vizsgéltuk a 0, 500, 1000 pg/ml-es koncentracidtartomanyban. A 12 6rds mérési
periddus végeztével a kolorimetrids kiértékeléssel 560 nm-en detektaltuk az eredményt,
mely abszorbancia érték az €16 sejtek szamaval volt ardnyos. A kiértékelésnél ANOVA

analizist hasznaltunk.
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6.4. A CCLS8 migraciora gyakorolt hatasanak vizsgalata

A CCL8-nak az attétképzés alapvetden fontos 1épésére, a sejtek migracids potencialjara
gyakorolt hatasat az xCELLigence rendszerével (Roche) CIM (Cell Invasion Migration)
plate-n (16 féréhelyes) szemikvantitativan hataroztuk meg. Az impedancia
mikroelektrodds meghatarozasaval torténd mérés soran kezeletlen kontroll tenyészet
migraciés aktivitasdhoz viszonyitottuk a kezelésnek alavetett (HT 168, WM 983A
tenyészetek kétféle formaban keriiltek kapcsolatba: egyik felallasban kozvetleniil a
tenyészethez adva, a masodik felallasban kemoattraktansként alkalmazva. A kezelések
mindkét esetben 1 és 10 ng/ml-es koncentracidkban torténtek. A vizsgalat a mérés
kezdete utan 5 oraval indult és a 18 oras idOtartam alatt 6t percenként tortént
adatgyiijtés. Az eredmények Osszefoglalasa a 16. abraba inzertalt tablazatban talalhato.

Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a CCL8 alapvetden mas hatast gyakorol a

crer

crer

gatolja (fibroblaszt alacsony koncentracid) (16. abra).

Kozvetleniil adott CCLS8
1,05 1,05
A
1 A 1
S 0,95 > 0,95
o o
£ £
T 09 3 09 *
0,85 * 0,85
o5 HT168 ., | WM983A
0 10 20 30 0 10 20 30
Time (h) Time (h)
e CONErO| e 1ng/ul 10ng/ul Control 1ng/ul 10ng/ul

15. abra A CCLS8 hatésat a sejtek migracios potencidljara
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15. abra A CCL8 hatasit a sejtek migraciés potencidljara az impedancia
mikroelektrodds mérésével vizsgaltuk. Két melandma sejtvonal (HT168, WM983A),
human dermalis fibroblaszt és human melanocita kezeletlen kontroll tenyészetének
migracios aktivitasahoz viszonyitottuk ugyanezen sejtvonalak kezelésnek aldvetett
tenyészetei migracids aktivitdsat. A kezelések 1 és 10 ng/ml-es koncentracidkban

torténtek kozvetleniil a tenyészetekhez adva

Kemoattraktansként adott CCL8

1,05 1,05
1 d 1
W*
3 0,95 3 0,95
20, * 5" W stt, &
£ £
% 09 T 09
0,85 0,85
0,8 0,8
0 10 . 20 30 0 10 20 30
Time (h) Time (h)
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16. abra A CCL8 hatasit a sejtek migraciés potencidljara az impedancia
mikroelektrodads mérésével vizsgaltuk. Két melanoma sejtvonal (HT168, WM983A),
huméan dermadlis fibroblaszt és human melanocita kezeletlen kontroll tenyészetének
migracids aktivitdsdhoz viszonyitottuk ugyanezen sejtvonalak kezelésnek alavetett
tenyészetei migracids aktivitdsat. A kezelések 1 és 10 ng/ml-es koncentracidkban
torténtek kemoattraktansként a tenyészetekhez adva. A statisztikai kiértékelést ANOVA

analizissel veégeztiik.
6.5. Host faktorként azonositott gének vizsgalata human primer melanémakban

Péarhuzamosan a CCL8 funkcionalis vizsgéalataival az el6zetesen szelektalt gének koziil
human klinikai mintdkon azok expressziobeli kiilonbségét vizsgaltuk, melyek a vizsgalt
sejtvonalak koziil nem mutattak mindharomban azonos iranyu véltozast, viszont a
valtozds mértéke nagyobb volt, mint kétszeres, vagy a human megfeleldjik is
expresszalodott az implantalt tumorokban, igy klinikai mintdkon nem volt egyértelmii a
vizsgalat specificitasa. Valdsidejii PCR segitségével hataroztuk meg ezen gének béta
aktinhoz viszonyitott relativ expressziojat a betegek két csoportjaban. Az els6 csoportba

a metasztatikus primer melanomakat (6t év kovetési id0 soran kialakult attétek
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megtalalhatoak voltak), mig a masodik csoportba a nem metasztatikus primer
melanéomakat (6t év kovetési id6 utan sem alakultak ki attétek) soroltuk (17. abra). A
vizsgalt gének tekintetében nem tudtunk kimutatni statisztikailag szignifikans

kiilonbséget a két csoport kozott.

. Metasztatikus (n=21) Nem Metasztatikus (n=15)
Gén neve , , P
Atlag Std.Dev. Atlag Std.Dev.

CTSL 2,08 1,96 2,63 2,52 0,47
DEAD BOX 60| 3,28 5,99 2,15 4,26 0,53
FAM 35,9 59,1 23,79 52,25 0,52
PXMP 10,357 10,87 15,26 26,51 0,44
LASS5 5,25 7,62 8,8 8,24 0,19

17. abra Ot kivalasztott gén valosidejii PCR-al mért relativ expresszidja metasztatikus
¢s nem metasztatikus human melanéma mintdkban. Szignifikans kiilonbséget egyik

esetben sem tudtunk kimutatni

6.6. CCLS8 expresszio vizsgalata human klinikai mintabol szarmazo primer

melanomakban

Mivel mar ismertiik a CCL8 expresszids mintazatat az attétképzést modellezd
allatkisérleti rendszereinkben valamint in vitro vizsgalataink elézetes informaciokkal
szolgaltak a human (nem tumoros €és melanoma) sejtvonalak expresszios €s biologiai
viselkedési sajatsagairol is, elérkezettnek lattuk az 1d6t, hogy human klinikai mintdkon
ellendrizziik van-e valamilyen 6sszefiiggés a CCL8 és a human melanomak attétképzése

kozott.

Ennek megitélésére a CCL8 kifejezddését vizsgaltuk human mfitéti mintdkban. A
vizsgalat soran metasztazisokat nem vizsgaltunk, kizarélag a primer tumorokat, azonban
a felosztasok alapjat a megjelend szervi attétek megjelenése ill. lokalizacioja adta. A
mintdkat két csoportra osztottuk: nem metasztatikus primer melandéma (NM - 6t év
kovetési id6 soran a betegnél attétek kialakulasat nem tapasztaltuk) ill. metasztatikus
primer melanoma (M — a betegben 6t éven beliil attétek alakultak ki). Mindkét

csoportban a nem, életkor, pigmentaltsag, Clark féle invazios mélység és Breslow féle
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tumorvastagsagi értékek eloszlasa egyenletes és a két csoport kozott nem mutatott
Iényegi eltérést (19. abra). A metasztatikus betegcsoportban a tiiddben, majban,
nyirokcsomoékban, csontban, agyban ¢és a borben lokalizalodtak az attétek (20. dbra). A
mintakbdl totdl RNS izolalasat kovetden meghataroztuk a CCLS8 expresszidjat, mely a

kvalitativ elemzés taniisadga szerint minden mintaban kimutathat6 volt (18. dbra).

M10
M11
M12
NEG

4 N O ¥ O O~ D
=2 =2 =22 =22 =2 =2 =2

( I] Marker

!

18. abra A klinikai mintakbol RNS izolalast kdvetden kvantitativan meghataroztuk a
CCL8 relativ mennyiségét. A kvantitalas alapjaul szolgalé PCR termék autentikus
voltar6l  olvadaspont analizissel ¢€s agardoz gélen torténd futtatassal is

megbizonyosodtunk

Ezt kdvetden ugyanezen mintak kvantitativ analizise soran meghataroztuk a f3-aktinhoz
viszonyitott relativ expresszids szinteket. A csoportok kozti kiilonbség szignifikans
voltat t-teszttel vizsgaltuk. 54 minta vizsgalata soran a metasztatikus €és nem
metasztatikus reldcioban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. A metasztatikus
csoporton belill az egyes lokalizaciok értekeit kiilon-kiilon Osszevetve a nem
metasztatikus mintakban mért expressziés szinttel azonban lényeges valtozasra
talaltunk. Nevezetesen mig a m4j, agy, csont, nyirokcsomoé és bor attéteket hordozo
betegek primer tumordban nem talaltunk szignifikans CCL8 expressziobeli eltérést az
attétet nem képezo betegekkel szemben. A tlidéattétes betegek primer tumora azonban
szignifikdnsan alacsonyabb szinten expresszalta a CCL8-at mint a nem metasztatikus
betegeké (22/a é4bra). A metasztatikus csoporton beliil a tiidé vs. m4j (22/c abra) ill. a
nyirokcsomo vs. csont metasztazist adé primer tumorok (22/e abra) CCL8 expresszioja
kozott  detektaltunk szignifikans  kiilonbséget. Ugyanezen klinikai mintakon
kvantitativan, valdsidejii PCR segitségével meghataroztuk a CCL8 receptora a CCR1
expresszios szintjét (22. adbra). Jollehet a gén minden mintaban expresszalddott, annak
mértékében az egyes csoportok kozott nem taldltunk kiilonbséget. Mivel a human

klinikai mintdk esetén nem volt médunk a stromalis komponensek CCLS8 expresszidjat
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mRNS szinten kiilon vizsgalni, annak fehérje szintli megjelenését immunhisztokémiai
vizsgélattal lokalizaltuk. A CCL8 expresszalo sejtek elszortan a stromdra lokalizaltan és

a tumorban foltszerlien egyarant megjelentek (21. abra).

A lokalis CCLS8 jelenlétén kiviil vizsgaltuk a szisztémas megjelenését is melanomas
betegek szérumaban. A betegeket a szervi metasztazisok megléte (M) illetve a
metasztazis megjelenésének hianya (NM) alapjan két csoportba soroltuk. A CCLS8
rekombinans CCLS8-at hasznaltunk. 36 beteg szérum mintajat megvizsgalva (17 tavoli
metasztazissal rendelkezd és 19 nem metasztatikus minta) 15 esetben detektaltunk 60
pg/ml-es értéknél nagyobb CCLS8 koncentraciot a betegek szérumaban. Szignifikans
kiilonbség statisztikai modszerekkel nem volt kimutathat, azonban az abran latszik az

emelkedett kemokinszint a nem metasztatikus paciensek esetében (22/g abra).
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Nem
metasztatikus Metasztatikus primer melanéma
primer " -
melanéma n Tiidé n (%) Osszes metasztatikus »n

(%) (*0)
Kor
Median (&v) 52 55 62
Nem
Férfi 11(46) 7(54) 17(52)
NG 13(54) 6(46) 16(48)
Pigmenticio
Amelanotic 10(41) 7(53) 15(45.5)
Kdzepesen pigmentalt 11(47) 5(38) 15(45.5)
Erdsen pigmentalt 3(11) 1(7) 3(9)
Lokalizacio
Fej/Nyak 1(4) (7 2(6)
Torzs 16(66) 10(76) 22(66)
Végtagok proximalis része 3(12) 2(15) 3(9)
Végtagok disztalis része 4(16) 0(0) 6(18)
Klinikai megjelenés
Superficial spreading 14(59) 6(46) 18(54.5)
Nodular 10(41) 7(53) 14(42.5)
Eoyéb 0(0) 0(0) 1(3)
Breslow féle
tumorvastagsag (mm)
<1.01 0(0) 0(0) 1(3)
1.01-2.00 9(37.5) 5(38) 8(24)
2.01-4.00 9(37.5) 2(15) 10(30)
>4.00 0 6(23) 6(46) 14(33)
Clark féle invazios
mélyseg
I 0(0) 0(0) 0(0)
11 1(4) 0(0) 1(3)
11 8(33) 4(30) 8(24)
IV 15(63) 8(61) 21(64)
\Y% 0(0) 1(7) 3(9)

19. abra A vizsgalatban szerepld melandmas betegek kor és nemek szerinti megoszlasa
valamint a primer melanomak klinikai paraméterei (pigmentaltsag, lokalizacid, klinikai

megjelenés, Breslow féle tumorvastagsag ¢€s Clark féle invazids mélység).
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m Agy
H B&r

B B&r+csont

W Csont

B M3j

B Nyirokcsomo

B M3aj+nyirokcsomo
B Tid6

m TiidG+agy

B Tid6+bor

B Tidé+csont+maj
m Tudd+csont

= Tid&+maj

1 TiidG+nyirokcsomo

20.abra A vizsgalatban szereplé primer melandmak attéteinek lokalizacioja (egyes ill.

multiplex) és az egyes lokalizaciok el6fordulasi gyakorisaga.

21. abra A CCLS8 fehérje immunhisztokémiai reakcioval torténd kimutatdsa human
primer melanémaban. Jellegzetes, foltokban kifejez6dé megjelenése jol lathatdé a

felvételen (20x nagyitas). A reakci6 a melanin eliminaldsa utan késziilt.
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22. abra A CCL8 és CCRI1 B-aktinhoz viszonyitott relativ expresszidja human miitéti
primer melanoma mintakban. A csoportok kozti kiilonbség szignifikans voltat t-teszttel
vizsgaltuk. Az A diagramon a nem metasztatizald (NM) és tiidGattétet add primer
melanémak (Tidé M) CCL8 expresszidja ¢és B diagramon azok CCRlexpresszidja
lathato. A C diagramon a metasztatikus csoporton beliil a tiidéattétet (Tidé M) és a
majattétet (M4aj M) ad6 primer tumorok CCL8 ¢és D diagramon ugyanezen mintak
CCRI1 expressziojat abrazoltuk. A CCR1 expresszidjanak szintjében egyik esetben sem
talaltunk eltérést a két csoport kozott. Ezzel szemben a CCL8 expresszios értékei kozott
szignifikans kiilonbséget detektaltunk. A nyirokcsomé/csontattét valamint tidé/majattét
relativ expressziods szintek 6sszehasonlitdsa a csoportok alacsony elemszama miatt csak

a tajékozddast szolgalja.
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A metasztatikus csoporton beliill a nyirokcsomé (Nyirokcsomd M) és a csontattétet
(Csont M) (E ¢és F abra) ado primer tumorok CCL8 és CCR1 expresszidja lathatd. A
CCRI1 expresszidjanak szintjében egyik esetben sem taldltunk eltérést a két csoport
kozott. Ezzel szemben a bemutatott csoportok CCL8 expresszidos értékei kozott
szignifikans kiilonbséget detektaltunk. A nyirokcsomo/csontéttét valamint tiid6/méjattét
relativ expresszios szintek Osszehasonlitdsa a csoportok alacsony elemszdma miatt

ebben az esetben is csak csak a tdjékozodast szolgalja.
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22. abra (G) Az szisztémasan szérumban megjelend CCL8 mennyiségét ELISA tesztel
hataroztuk meg 36 nem metasztatizalo (NM) és metasztazisokkal rendelkezd (M)
betegek esetében. A két csoport kozotti statisztikai kiilonbség az adatok nagyfoku

szorodasa miatt nem volt kimutathato.
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6.7. CCLS8 expresszio vizsgalata melanéma progresszidja soran Kisérletes

allatmodellben

Kisérletes allatmodelliink lehetdséget nyujtott arra, hogy az attétképzés kiillonbozo
1épéseibdl szarmazd tumorsejtpopulaciokat tisztan, stromalis komponensektél mentesen
vizsgalhassunk (23/a abra). Nevezetesen primer tenyészeteket hoztunk Iétre nem
attétképzo primer human melandmabodl és az ugyanazon allatbol szarmazo keringd
tumorsejtekbdl, attétképzo primer human melandmabdl és az ugyanazon allatbol
szarmazo6 keringd tumorsejtbdl ¢és tiiddattétekbol. Mindezen mintdban kvanlitativan
mértik a CCL8 expresszidjat. A metasztatikus modellrendszerbdl szarmazo
tumorsejtvonal tenyészetek koziil az attétben, mig a nem metasztatikus rendszerben a
keringésbdl izolalt sejteken tudtunk kimutatni CCLS8 expressziot, a tobbi tenyészetben
jelenlétét mRNS szintjén nem detektaltuk (23/b dbra). A metasztatikus primer tumorban
immunhisztokémiai reakciéval kimutattunk CCLS8 termeld tumorsejteket, azonban ezek
meglehetdsen alacsony szamban fordultak el6 és az esetek jelentds hanyadéban kisebb

csoportokat képeztek (23/c abra).

6.8. Tumor-host kolcsonhatas in vitro szimulacioja

A host és a tumor kozotti molekularis kooperacio tovabbi lehetdségeit vizsgalva HT199
melandéma valamint K562 leukémia sejtvonalak feliiliszoival kezeltiink dermalis
fibroblaszt tenyészeteket. Kontrollként kezeletlen sejteket valamint gliikoz oldatot
hasznaltunk. A konfluens tumorsejt tenyészetek feliiliszéinak hatasdra a CCLS relativ
expresszidjdnak dramai novekedését tapasztaltuk a human fibroblasztokban. Ezzel
szemben onmagaban CCLS8-at adva a fibroblaszt tenyészetekhez az a konstans CCL8

expressziot megsziintette (24. abra).
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Primer sejt tenyészetek

Tidé  Keringd Primer Kering6 Primer

metasztazis tumor  Szubkutan tumor Szubkutan
sejt tumor sejt tumor
B . Nem C Gk
Metasztatikus i o
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| b
3 | /
s 2 2 3z 2
= T = E g
8 ¥ E & o |

x l Marker

23.abra CCLS8 expresszio vizsgalata melanéma progresszidja soran Kisérletes
allatmodellben (A) Human melandéma szemiortotopikus implantacidjat kovetéen az
ujsziilott egerekben kialakulnak tliddmetasztazisok, mig a felnétt allatokban soha nem
talaltunk attéteket. (B) A primer szubkutan tumorokbol, vérben keringdé tumorsejtekbdl
¢s a tiidometasztazisokbol primer tenyészeteket hoztunk létre, ezaltal a tumorsejtek
expresszios mintdzata stromalis alkotok nélkiil valt vizsgalhatova. A sejttenyészetekbdl
RNS izolalast kovetd RT-PCR utdn CCLS8 expressziot csak a tlidometasztazis és
keringd tumorsejtek esetén tudtunk kimutatni C CCLS8 pozitiv sejtek kimutatasa
szubkutan metasztatikus primer tumorban immunhisztokémia segitségével. Az abran jol

lathato a foltokba megjelend pozitiv sejtek kis csoportja

47



350’A B

300

N N
(=] v
o o

Relativ CCL8 expresszio
&
o

100 -

FIBROBLASZT+HT199 MELANOMA FELULUSZO

FIBROBLASZT+0,01M GLUKOSE

FIBROBLASZT+K562 FELULUSZO
FIBROBLASZT

FIBROBLASZT+CCL8

50 4

., .

Control 0,01M K562 HT199
GLUCOSE  SUPERNATANT MELANOMA
SUPERNATANT

l l l Marker

i

Kezelés

24. abra A host-tumor kapcsolat szimulaciéja Human dermalis fibroblaszt sejteket
HT199 melandma ¢és K562 leukémia tumortenyészetek sejtmentes feliiliszdjaval
valamint rekombindns human CCLS8-al kezeltiink. Az egyik kezeletlen kontroll
csoportot 0,01M gliikkdz oldatot kapott, majd RNS izolalast kovetden az expresszalt
CCL 8 menyiségét valds idejii PCR—es mérésekkel hataroztuk meg. (A) A tumorsejt
feliiliszok hatasara a dermalis fibroblasztok CCL8 expresszidja megndétt, mig a tiszta
CCLS8 adésa az expressziot leszabalyozta(B).

6.9. Dermalis fibroblasztok CCL8 specifikus miRNS mintazatanak

meghatarozasa

A kornyezetben jelenlévd kemokin millieu (ndvekvd ill. csokkend CCLS8 szint)
valtozasa a dermalis fibroblasztokban gyorsan lezajlé folyamatokat inditott el, melynek
nyomonkovetésére CCI8 kezelés, valamint kezelés nélkiili sejtek miRNS pool
véltozasat vettiik gorcsd ala. Osszesen 800 huméan miRNS mennyiségének valtozasat
mértik meg a kezelés hatasara. Kizarolag az 0Otszorosnél nagyobb expresszios

kiilonbségeket mutaté miRNS-eket figyelembe véve meghataroztunk egy, a CCL8
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kezelés hatasara a dermalis fibroblasztokban Iétrejové kemokin specifikus miRNS

mintazatot (25. abra).

FIBROBLASZT+10

SZEKVENCIA 1D ACCESSION NUMBER FIBROBLASZT ng/mICCL8 VALTOZAS
hsa-miR-367 MIMAT0000719 61,94 173 0,03
hsa-miR-1245 MIMAT0005897 46,45 173 0,04 Viltozas
hsa-miR-1290 MIMAT0005880 67,1 3,46 0,05 mértéke
hsa-miR-628-5p MIMAT0004809 51,62 3,46 0,07 > lOX
hsa-miR-2277 MIMAT0011777 25,81 173 0,07
hsa-miR-523 MIMAT0002840 25,81 173 0,07
hsa-miR-545 MIMATO003165 165,17 13,83 0,08
hsa-miR-1269 MIMAT0005923 98,07 10,37 0,11
hsa-miR-429 MIMATO001536 108,39 13,83 0,13
hsa-miR-539 MIMAT0003163 299,37 48,41 0,16
hsa-miR-1225-3p MIMAT0005573 61,94 10,37 0,17
hsa-miR-1276 MIMAT0005930 61,94 10,37 0,17
hsa-miR-525-3p MIMAT0002839 61,94 10,37 0,17
hsa-miR-1277 MIMAT0005933 129,04 22,48 0,17
hsa-miR-517¢+519a MIMAT0002866 241,75 4322 0,17
hsa-miR-1287 MIMAT0005878 108,39 19,02 0,18
hsa-miR-146a MIMAT0000449 154,85 27,66 0,18
hsa-miR-19a MIMAT0000073 67,1 12,1 0,18
hsa-miR-556-5p MIMAT0003220 67,1 12,1 0,18
hsa-miR-9 MIMAT0000441 67,1 121 0,18 Viltozis
hsa-miR-2110 MIMAT0010133 56,78 10,37 0,18 mértéke
hsa-miR-595 MIMAT0003263 56,78 10,37 0,18
hsa-miR-1253 MIMAT0005904 113,55 20,75 0,18 5 - l OX
hsa-miR-215 MIMAT0000272 113,55 20,75 0,18
hsa-miR-1978 MIMAT0009453 82,58 15,56 019
hsa-miR-632 MIMAT0003302 72,26 13,83 0,19
hsa-miR-548b-3p MIMAT0003254 221,95 43,22 0,19
hsa-miR-1263 MIMAT0005915 61,94 12,1 0,20
hsa-miR-107 MIMAT0000104 87,75 17,29 0,20
hsa-miR-553 MIMAT0003216 87,75 17,29 0,20
hsa-miR-646 MIMATO003316 175,49 34,58 0,20
hsa-miR-548h MIMAT0005928 165,17 32,85 0,20
hsa-miR-22 MIMAT0000077 51,62 259,35
hsa-miR-125b MIMAT0000423 407,76 2131,85
hsa-miR-423-3p MIMAT0001340 15,48 86,45
hsa-miR-23a MIMAT0000078 36,13 202,29
hsa-miR-199a-5p MIMAT0000231 82,58 468,56
hsa-miR-199a/199b-3p MIMAT0000232 56,78 363,09
hsa-miR-424 MIMAT0001341 20,65 138,32
hsa-let-7b MIMAT0000063 92,91 632,81
hsa-let-7a MIMAT0000062 82,58 650,1
hsa-miR-29a MIMAT0000086 56,78 641,46 Viltozds
hsa-miR-579 MIMAT0003244 516 134,86 Ml
hsa-miR-26a MIMAT0000082 5,16 188,46 > 1OX

25.abra Dermalis fibroblasztok CCLS8 specifikus miRNS mintiazata Dermalis
fibroblasztokat rekombindns CCLS8-al kezeltiink, majd meghataroztuk a kezelésre
hatéséara expresszalodo miRNS mintazatot. A mennyiségi értékek a nanoString technika
kovetkeztében abszolit mérdszdmként jelentek meg. A 800 vizsgalt miRNS koziil a
valogatas azokat a miRNS-eket tartalmazza, amelyeknél a valtozas mértéke a kezeletlen
kontrollhoz képest legalabb 6tszords eltérést (ndvekedést vagy csdkkenést) mutatott.
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6.10. A miR146a expresszidoja primer human melanémakban

A lista ,kozépmezOnyében” szerepld miR146a irodalmi adatok szerint ismerten
szerepet jatszik a CCL8 expressziojanak szabalyozasaban. A human klinikai
mintapopuldciobdl random moédon 5 metasztatikus és 5 nem metasztatikus primer
tumort kivalasztva, azokban megmértiik a miR146a expressziojat. A miR146a valtozasa
metasztatikus €és nem metasztatikus (az attét lokalizacidjatol fiiggetlen) primer
melandomak esetében statisztikailag elkiiloniilt, s a metasztatikus esetben magasabb

expresszids szintet mutattak mint a nem metasztatikus esetben (26.4bra).

P<0,05

Mir 146a expressziod

M NM
n=5 n=5

26.abra miR146a expresszi0 human primer melanémakban Véletlenszeriien
kivalasztott 5 metasztatizalo (lokalizaciotol fliggetlen) és 5 nem metasztaizald primer
melanéma nanoString technoldgidval meghatirozott miR146a expresszidja kozott

szignifikans eltérést tapasztaltunk. A grafikonon az atlag lathat6 + SE
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6.11. Kollagén XVII expressziéo vizsgialata human melanéma progresszioja

soran Kisérletes allatmodellben

HT199 human melanoma sejteket oltottunk szubkutan 1jsziilott scid egerekbe. A
kisérlet terminalasat kovetden a szubkutdn primer tumorbol és a tiidé valamint agyi
attétekbdl metszeteket készitettiink, és meghataroztuk a kollgén XVII protein
expressziojat. A felvételeken jol lathatod, hogy a tumorsejtek a primer tumorban ¢és a

szervi attétekben is nagymértékben kifejezik a kollagén X VII-et.

tiidé valamint agyi attétekben is kimutattuk.

cres

Human melanéma scid egérbe tortént implantaciojat kovetéen a kialakult primer
tumorban, tiidometasztdzisokban, valamint az agyi attétekben egyarant sikerdilt

kimutatni a kollagén X VII jelenlétét immunhisztokémiai reakcioval (27. ébra).

Annak eldontésére, hogy ez az expresszid a tumorsejtek egyedi tulajdonsaga, vagy a
szoveti mikrokornyezet indukcids hatdsanak tulajdonithaté az emlitett tumorokbol
létrehozott primer tenyészeteken is elvégeztiik az immunreakciokat. Ez egyértelmiien
igazolta, hogy a tumorsejtek stromalis stimulacio nélkiil is expresszaljak a kollagén

XVII-et.

6.12. A kollagén XVII proliferaciora, letapadasra, apoptozisra gyakorolt

hatasanak vizsgalata:

A melandéma sejtek (HT199 és HT168M1) proliferaciés vizsgalata IgG2b kontroll

alkalmazasa mellett tortént 1:25, 1:50 és 1:100 ardnyu higitasban alkalmazva a
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c sy

crer

Szignifikans kiilonbséget a HT199 esetében meértiink a 25x-0s higitas alkalmazasa
mellett (28. abra).

Viabilitasi teszt

1,6 -
sk k m1:25
14 1 1:50
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28.abra A kollagén XVII elleni antitesttel torténd kezelés hatdsa human melanoéma

sejtek viabilitasara, valamint aljzatra torténd kitapadasukra. (*p<0.05)
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Ugyanezen kezelésnek a sejtek letapadéasara gyakorolt hatdsat SRB teszttel vizsgaltuk
négy ¢s hat 6ras iddintervallumban HT199 sejteken. Hatast itt is csak a 25x-0s higitas
mellett volt megfigyelhetd. A HT199 és HT168M1 human melanéma sejtvonalakon
megvizsgaltuk a 9G2 antitest apoptozis indukalod hatasat is. A sejtek kitapadasa utan a
szubkonfluens tenyészeteket 24 és 48 oran keresztiill kezeltik a kollagén XVII
kovetden aramlasi citometriaval vizsgaltuk €s az apoptozis mértékét az Osszsejtszam

szazalékaban adtuk meg (29. abra).

Apoptozis

35
30 * %k %k
H Kontroll
o 25
R 1gG2
.2 20 T
N 01:25
S s
(o T
o
<%< 10
T
5 - -~
) ] 7 B
HT199 HT168M1 | HT199 HT168M1 |
24h | 48h |

29.abra A kollagén XVII elleni antitesttel torténé kezelés hatasa human melanoma
sejtek apoptotikus képességére HT199 és HT168M1 melanoma sejteket in vitro anti
kollagén XVII antitesttel kezeltiink, és ezt kovetden dramlasi citometrids mérésekkel

meghataroztuk a sejtek apoptotikus statuszat
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6.13. A CD44 melanomara jellemzo splice varians mintazata

Az tumorsejt-matrix kapcsolat szintjének jelentds szerepldje a CD44 molekulacsalad,
melyek kifejez6dését illetve variabilitdisuk meghatarozdsat human melanéma
sejtvonalakon is elvégeztiik. Alternativ splicing révén a CD44 génrdl szamos proteint
koédold varians képzodhet, melyek szerkezetiikben és funkcidjukban is eltérhetnek
egymastol. A képzddo varidnsok térben €s idében nem kiiloniilnek el egymastol, igy
adott vizsgalat soran az Osszes expresszalt izoforma megjelenik a molekularis
mintdzatban, ami nagyban megneheziti a korrekt teljes splice-mintdzat (ASP)
meghatarozasat. Az elsé 1épésben a 10 varidbilis exont egyszerre kdzrefogd, standard
régiora helyezett primerekkel kapott PCR termékeket t-vektorba klonoztuk, majd direkt
szekvenalassal azonositottuk az igy kapott izoformékat. Az eredmény azonban
lényegesen szegényesebb képet mutatott, mint amit akar irodalmi adatok alapjan is
lattunk. Ezért masodik 1épésben a variabilis exonokra tervezett 6t primer-parral fedtiik
le a vizsgalni kivant régiot. Ez a mddszer lehetdséget adott egy tigynevezett alternativ
splicing fingerprint megalkotdsara. Az 6t primerparral kapott PCR-termékeket mindig
azonos sorrendben egymas mellett futtatva ez a ,,virtualis eszk6z” lehetdséget biztositott
arra, hogy igazoljuk, hogy a kiilonb6z6 genetikai eredeti huméan melanomak CD44
alternativ splicing fingerprintje megegyezik egymassal és annak szerkezete a tumor
progresszidja soran sem valtozik. Kvantitativ méréseket végezve az egyes variabilis
exonokra tervezett primerekkel, azonban jelezte, hogy ha kvalitativ valtozasok nem is,
de kvantitativ valtozasok egyértelmiien kimutathatok a progresszi6 sordn. Az exondlis
szerkezet felderitésére tervezett sorozat PCR reakciok termékét gélelektroforézissel
egymastol elvalasztva azok egyenként tovabb vizsgalhatova valtak. Az igy keletkezett
PCR termék fragmentumokat direkt szekvenalassal vizsgaltuk, amely értelemszeriien
csak molekularészletek validalasara nyujtott lehetdséget A gélelektroforézis gyenge
felbontasa (nem is beszélve a kozel azonos méretli exonok okan nem elkiilonithetd
varidnsokrol) miatt ezen tipusu kutatdsban nagy lehetdségnek igérkezett a molekuldk
egyedi detektalasdra alkalmas tjgeneracios szekvenalas. Ezzel a metodikéaval,
kiegészitve a ,,fishing” technikaval az atfedd régiok alapjan meg tudtuk alkotni a humén

melanémak CD44 alternativ splice variansainak lajstromat (30. abra).
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30.4bra CD44 variansok melanéomaban (A) A képen a melanémaban (HT168
sejtvonal-ban) megtalalhato CD44 izoformak sematikus abrazolasa lathato. A variabilis
exonokat V betlivel jeloltik. Az abrazolt izoformak sanger ¢&s tjgeneracios
szekvenalassal is validnak bizonyultak. (B) A variabilis exonok két végére tervezett
primerekkel végzett PCR reakci6 erdményét nagy felbontasti mikrofluid alapt detekcios

rendszerrel is megvizsgaltuk.
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7.  Megbeszélés

A mikrokdrnyezet a daganatok viselkedésének egyik meghataroz6 szerepldje. Részt
vehet a kisebb daganatok elpusztitdsaban, de bizonyos alkotoi esetenként timogathatjak
olyan szelekcidés nyomas, amely egy, a host szamara elfogadhato sajatsagos tumorsejt
populacidt general. A mikrokornyezet, mint hatdsok 0sszessége meglehetdsen Gsszetett
¢s szovet/lokalizacid-specifikus. Vizsgéalata nagy kihivast jelent tobb szempontbdl is. A
host-tumor kolcsonhatason kiviil valdszinlileg a host-host kolcsonhatasokkal is
szamolnunk kell. Ertelemszeriien e komplexitas miatt az in vitro vizsgalatok kizarhatok,
vagy optimalis esetben in vivo jol definialt megfigyelések eredményeinek igazolasara
hasznalhatok. In vivo a host eredeti faktorok elkiilonitése megnyugtatoan csak in situ
vizsgalatok esetén lehetséges. Technikai okokbol azonban ezek a modszerek sokkal
inkdbb a nagyobb (esetleg teljes genomra kiterjedd) szdmu molekulat parhuzamosan

vizsgalni képes RNS-szintli munkék validalasara szolgalnak.

A humén tumorok viselkedését vizsgald xenotranszplantacids allatkisérletes modellek
legnagyobb eldonye, hogy nagymértékben képesek csokkenteni azoknak a valtozoknak a
szamat, amelyek megnehezitik a daganatok milkodésének a vizsgalatit. A
génexpresszios vizsgalatok eredményeit a host genetikai és élettani hattere, a daganat
kialakulasanak hattere és a tumor lokalizacidja oly mértékben befolyasolhatja, hogy az
akar el i1s fedheti a tumorspecifikus sajatsdgokat. Az inbred, velesziiletetten
immunhidnyos 4allatokon tenyészetben fenntartott tumorsejtekkel végzett kisérletek
ezeket a valtozokat kiszlirik. A host minden parhuzamos esetben genetikailag
azonosnak tekinthetd, épplgy az életkor, taplalkozasi és életkoriilmények. A daganat
(heterogenitasa ellenére) azonos genetikai valtozdsok eredménye és az implantacidja
azonos lokalizacioba torténik (= azonos mikrokornyezetbe keriil). Az egyik
legfontosabb tény azonban az, hogy a stromalis azaz a mikrokornyezetet képviseld
faktorok a kisérleti allatbdl szarmaznak, mig a tumor humén eredetli. Azaz az éallatbol
frissen eltavolitott tumorszovetbdl izoladlt egységes mRNS poolbol megfeleléen
species-specifikus probakat hordozo, a human és a gazdaallatot képviselé (tobbnyire
egér) chip-re hibridizdlva potencialisan elkiilonithetjiik a tumor és host eredetii

génexpresszids mintazatot.
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Human melanémabol szarmazo egysejtszuszpenziot implantaltunk 1jsziilott, inbred,
velesziiletetten immunhidnyos (scid) egerekbe. Azonos kord, tumormentes allatok
megfeleld lokalizaciojabol szadrmazd szovetmintdk génexpresszios mintazatat
Osszevetve a tumorhordozo6 allatokéval arra kerestiik a valaszt, hogy melyek azok a host

eredetli faktorok amelyek kiszelektaljak a metasztaikus fenotipust az ujsziilott allatban.

A metasztatikus fenotipus (genotipus) a primer tumort elhagyd azon tumorsejtek
sajatossaga, amelyek tavoli szervekben megtelepedve 0j koloniat képesek 1étrehozni.
Ezen geno/fenotipus kétségteleniil egy olyan szelekcios hatasra alakul ki, amelyben a
host eredetli mikrokdrnyezet dontd szerepet jatszik. Modelliinkben ennek a
kolcsonhatasnak a molekularis markereit igyekeztiink felkutatni majd ugyanezen modell
segitségével a kovetkez6 1épésben azoknak az attétképzésben betoltott szerepét igazolni.
Kérdéses azonban, hogy a primer tumorban mért expresszidos paraméterek alapjan
levonhatok-e megbizhatod kovetkeztetések a tadvoli attétek 1étrejottével kapcsolatban. A
metasztatizalo és nem metasztatizalo rendszer kozotti kiilonbségek vizsgéalataval erre a

kérdésre is megprobaltunk valaszt adni.

A primer tumor egészének vizsgalata soran at kell gondolnunk azt a lehetdséget is, hogy
az altalunk megfigyelt és fennallo eltérések a két csoportunk kozott (metasztatikus ill.
nem metasztatikus) a primer tumor egységes sajatossaga, vagy csak a metasztatikus
kaszkadba kilépd sejtek kis csoportjanak jellemzdje. Utdbbi esetben lehetséges, hogy
ezen kis csoportban megjelend, akar nagysagrendben is eltéré valtozasok a teljes
mintapopulacid szintjén is szignifikans mérhetd eltéréseket hoznak létre, azaz
markerként hasznalhatok az attétképzeés lehetdségének eldrejelzésére. Az primer
tumorban OtszOorosnél nagyobb expresszios kiilonbséget mutatd, metasztatikus
szelekcios tényezdként szamba vehetd gének validacidja soran (Fam 187b, Lass5,
DEAD box 60 polypeptide, Gm4262, CCL11, Pex2, Cathepsin L, CCL12 Ninein.)
minddsszesen a CCL12 mutatott mindharom humén xenograft allatmodellben
emelkedett expressziot. A CCLS8 egérben megtalalhato homoldgja a CCL12, melynek
emlitett modellrendszer segitségével attétképzd valamint nem metasztatikus esetben. A
metasztatikus hostban minden esetben emelkedett CCLI12 expresszidés szintet
detektaltunk. Igazoltuk, hogy a human melanémak egy kivételtdl, az melandma 4ttétbol
kialakitott WMO983B sejtvonaltdl eltekintve nem expresszaljdk a kemokin human

valtozatat a CCL8-at. Az implantacio helyén talalhato sejtes (stromalis) elemek koziil a
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dermalis fibroblasztok, melanocitak és a keratinocitdkat CCL8 expresszidjat. Koziiliik a
fibroblasztok és a melanocitdk expresszaltak a CCL8 kemokint. A attétképzés komplex
folyamatanak vizsgalata soran azonban nemcsak az egyes szereplOkre, hanem azok
kapcsolatara is gondolnunk kell. A CCL8 hatasat csak specidlis kemokin receptorok
(CCR1, CCRS) kozvetitésével érheti el. A host sejtjei koziil a fibroblasztokon, mig
melandma sejtvonalak esetén az A2058 ¢és WMO983B kivételével minden esetben
kimutattuk CCRI1 jelenlétét. CCRS expressziot egyik esetben sem detektaltunk. A
primer tumorban kialakuld6 meghatdrozott kemokin millieu lokélis hatdsanak
vizsgalatara migracids és proliferacios vizsgalatokat végeztiink. A kezeletlen kontroll
sejtekhez viszonyitva azt tapasztaltuk, hogy 500 ng/ml-es CCL8 koncentracié a human
E tekintetben a dermalis fibroblasztok viselkedése megegyezik a melanomakkal,
azonban az emlitett hatds mindOsszesen egy tumorsejtvonalra és a dermalis
fibroblasztokra korlatozodott, s igy a CCLS8 viabilitasra gyakorolt hatdsanak bioldgiai
relevancidja erésen kérdéses. A CCL8-at kozvetleniil a sejtekhez adva a kontrollhoz
képest a vizsgalt human melandéma sejtvonalak és a melanocitak migracidja visszaesett,
ezzel szemben a fibroblasztoké nétt. Kemoattraktansként alkalmazva a CCL8 fokozta a
befolyasolta a fibroblasztokét pedig gatolta. A migracids és proliferacios vizsgalatokban
vizsgalt sejtek mindegyike rendelkezett CCR1 receptorral, mely a kemokin hatasért

felelds kotddés alapjaul szolgalhat.

Xenotranszplantaciés modelliink lehetdséget kinalt arra, hogy az attétképzés
folyamatanak kiilonb6z0 1épéseibdl szdrmazd tumorsejtek viselkedését kiilon-kiilon
vizsgaljuk. Nevezetesen a primer tumorbol, a keringésbdl és a tiiddattétekbdl szdrmazo
tumorsejteket in vitro tenyésztettik tovabb, s két-harom passzazs utdn a stromalis
komponensektdl megszabaditott tumortenyészeteket tesztelhettiik. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a primer tumorbol szarmazé tenyészetek nem expresszaltak a kemokint,
szarmazoban megjelennek a CCL8-at expresszald klonok. Természetesen mindebbdl
nehéz lenne messzemend kovetkeztetéseket levonni, hisz a keringésben 1évé tumorsejt
egy olyan , koztes allapotot” képvisel, ami csak lehetdség, de nem biztositék az attétek

létrehozasara. Immunhisztokémiai reakciokkal sikeriilt a primer tumor teriiletén is
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kimutatni a CCL8-at expresszaldé tumorsejteket, azonban ezek aranya elenyészé volt a
teljes tumorsejtpopulacidohoz viszonyitva. Ugyanezen tumor primer tenyészetében PCR
reakcidval CCLS8 expressziot nem tudtunk kimutatni. Szintén érdekes jelenség, hogy a
vizsgalt sejtvonalak kozott talalhatd primer tumorbol szarmazé WM983A nem, ezzel
szemben annak nyirokcsomo6 attétébol kialakitott WMO983B sejtvonal sejtjei

expresszaljak a CCLS8-at.

Mivel a xenotranszplanticiés modelljeinkben mindhdrom huméan melanéma sejtvonal
esetén mennyiségi kiilonbséget talaltunk metasztatikus és nem metasztatikus primer
tumor CCL12 expressziojaban a stromalis komponensek szintjén, megvizsgaltuk, hogy
ez a kiilonbség barmely formaban detektalhat6-e human klinikai mintdkon, tavolabbi

célként hasznalhatd-e a progressziot eldre jelzo faktorként.

Melanémat hordozé betegek mintait két csoportra (nem metasztatikus, ahol 6t év
kovetési 1d6 soran a betegnél attétek kialakulasat nem tapasztaltuk és metasztatikus,
ahol a betegben 6t éven beliil attétek alakultak ki) osztva értékeltiik ki. E betegek
szérumaban ELISA teszttel mértiik a CCL8 kemokin mennyiségét. Mindkét csoporton
beliil elkiiloniilt egy alacsony és egy magasan expresszald alcsoport. Az expressziod
mértéke azonban a nem metasztatikus csoportban magasabb volt, mint a metasztatikus
csoportban. A statisztikailag is igazolhatd kiilonbség kimutatdsdhoz azonban a

késdbbiek soran nagyobb esetszamra lesz sziikség.

A primer tumorok CCLS8 expresszidja kozti kiillonbséget mérve elsd kozelitésben az
attétet nem hordozo betegek mintai és a tavoli attéttel bird betegek mintai k6zott nem
talaltunk kiilonbséget. Ebben az 6sszehasonlitasban az attét lokalizacigjatol fiiggetleniil
valamennyi attéthordozobdl szarmazd primer tumor adatait vetettik Ossze a nem
metasztatikus betegek primer tumordbol szarmazo CCL8 expresszidjaval. Azonban
elkiilonitve 0sszevetve a tiidéattétekkel rendelkezd betegek primer tumoranak kemokin
expresszi0jadt a nem metasztatizalok valamint majattétekkel rendelkezOkével a
kiilonbség mar szignifikansnak bizonyult. A CCLS8 hatas kdzvetitésében szerepet jatszo
receptor, a CCR1 expresszids szintjében a primer tumorok nem mutattak eltérést, azaz
kozel azonos expresszids szinttel rendelkezik az attétet hordozo és az attétektél mentes
betegek primer tumora. A csontattéttel rendelkezé betegek primer tumoranak CCL8

expressziojat majattéttel rendelkezd betegekével Osszehasonlitva szintén szignifikans
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kiilonbséget mértiink, mindekdzben viszont a CCRI1 receptor expresszidban nem

kovetkezett be valtozas.

Annak tisztazasara, hogy ez az expresszi6 a tumorsejtekhez, vagy a stromalis sejtekhez
kotheté immunhisztokémiai reakcioval vizsgaltuk a CCL8 protein megjelenését a
klinikai mintdkban. A pozitiv sejtek aranya alacsony volt, és a stroma mellett a
tumorokban is detektalhatd volt. A kisszamu CCL8 expresszalo sejt inkabb lokalis, mint

egész tumorra kiterjedd hatasra enged kdvetkeztetni.

Kisérletes modelliinkben a stromalis sejtek kemokin termelése a metasztatikus hostban
magasabb volt, mint a nem metasztatikus host esetében. Huméan primer tiidéattétet
okoz6 melanomak esetében azonban ez a relacid megfordult, és a nem metasztatikus
primer tumorban talalunk nagyobb mérték(i kemokin expressziot. Ennek okat egy in

vitro modell segitségével probaltuk kideriteni.

cres

szempontjabol oly modon modelleztiik, hogy human dermalis fibroblaszt tenyészetet
human melanéma (HT199) valamint human leukémia (K562) sejttenyészetek
feliiliszgjaval kezeltiik és valosidejii PCR segitségével mértiik, hogyan valtozik annak
CCLS expresszidja. A kontrollként szerepelt olyan tenyé€szet is, amely tiszta formaban
kapott rekombinans human CCLS8-at. Mindkét human tumor feliiliszojaval torténd
kezelést kdvetden a human dermalis fibroblasztok CCL8 expresszidja szignifikansan
megemelkedett. Ezzel szemben a direkt CCL8 kezelés hataséra a fibroblaszt sajat CCL8

expresszidja szignifikansan csokkent.

A fentebb bemutatott kezeléseket kovetd hatasok kialakuldsanak iddfiiggése arra utalt,
hogy a kemokin termelddést a transzkripcid szintjén befolyasoltuk, amit valdsidejii
PCR-al mérni is tudtunk. A CCLS8 hatdsanak pontosabb megértéséhez a valtozas
potencialis kozvetitéjeként a miRNS-ek szerepe is felmeriilt [57]. 800 vizsgalt miRNS
koziil a dermalis fibroblasztokban szdmos expresszidja valtozott drdmaian a kezelés
hatdsara, s igy lehetdéség volt egy ugynevezett CCLS8 hatas-specifikus mintazat
létrehozasara. Koziiliikk az irodalmi adatok szerint is a CCL8 expresszidjat szabalyozo
miR146a-nak a mennyiségi viszonyait vizsgaltuk meg a fentebb emlitett human klinikai
mintakon [58]. Ezen miRNS-eknek az expresszidjaban szignifikans kiilonbséget
igazoltunk human metasztatikus/nem metasztatikus betegcsoportjaink kézott is. Mivel a

mMiRNS-ek kimutatasa egyszeriibb és kevésbé érzékeny a rutin szovetfixalod eljarasok
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karositd hatdsara, a miR146a potencidlis diagnosztikus/prognosztikus faktorként is

ey ey

A xenotranszplantaciés modellrendszerben kevéssé szigora feltételek mellett még
tovabbi 6t gén volt, melyek vizsgalatat klinikai mintdkon megprobaltuk validalni,
azonban az emlitett gének a CTSL, DEAD BOX 60, FAM 168, PXMP és a LASS 5 a
peremfeltételeken tal a klinikai mintdk vizsgdlata sordn sem bizonyult metasztazis-

asszocialtnak, igy a tovabbiakban nem képezték vizsgalatunk targyait.

Erdekes jelenség, hogy a kisérletes allatmodelliink és a huméan miitéti anyagokon
végzett méréseink eredményei latszolag ellentmondanak egymasnak. Az in vitro
kisérletes rendszer felépitése tobbek kozott azt is igyekszik megfejteni (ami egyben
sulyosan felveti az allatmodellek kritika nélkiili alkalmazéasanak biralatat is), hogy a
human miitéti mintdkban mért eredmények miért térnek el ettél. Tény, hogy az
allatmodellben a host eredetii expresszidra helyeztiikk a hangsulyt, hisz eredendden az
attétképzés host eredetli faktorainak a vizsgalata volt a célunk. A tumor-host
kolesonhatds azonban kihagyhatatlan része az attétképzésnek. Ezt igyekeznek
bizonyitani a dolgozat in vitro kisérletei: a host eredetii faktorok CCL8 expresszidjat
gatolja a tumor eredeti CCL8, mig a fokozott host eredetii CCL8 termelés fokozott
motilitast ad a tumorsejteknek. A két oldal kozotti egyensuly (vagy annak eltolédasa)
lehet egyik komponense az attétképzés folyamatanak. Azaz mivel a klinikai mintakban
mindkét oldal kumulalt kimenetét mértiik, ez a vektor mar nem a host, hanem a host-
tumor kdlcsonhatas kimenetét jelzi és értelemszerlien nem is lehet egyenldségjelet tenni
a két vizsgalat kozott. Ritka szerencsének — am kétségteleniil a biologiai rendszerektol
tavolabb esOnek — bizonyult volna, ha egyértelm{i megfelelést igazolunk a két rendszer
kozott.

A kisérleti rendszerben egy tiszta helyzetet modelleztiink, ahol a host kemokinjeit nem
expresszald tumort implantaltunk, majd a host mint egyediili ccl12 forras mennyiségi
valtozasait vizsgaltuk a metasztatizalashoz kapcsolodéan. A humdn mintdinkban
immunhisztokémiai reakcioval igazoltuk, hogy a tumor kornyezete mellet a
tumorsejtek kis csoportjai is expresszaljak a ccl8-at, nem csak a host sejtek.
Munkahipotézisiink szerint, az allatkisérletes modelliinkben a host-tumor kdlcsénhato
rendszer csak részben valdsul meg. Azaz a tumor eredetli faktorok stimuldljak a
kornyezetiikben elsdsorban a dermalis fibroblasztokban az egér CCLS8 termelését. A

kisérlet tanuisadga szerint az el is latja kemoattraktans funkcigjat, azonban minden jel
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szerint az ellenkezd iranyban a hatas (feltehetdleg szerkezeti okokbol) nem miikodik.
Ezt mar csak humédn mintainkon kovethetjiik nyomon, ahol a kornyezetbdl szarmazo
CCLS8 a tumorsejtek kemokintermelését is elinditja. In vitro kisérleteink szerint ez
visszacsatold rendszerként mukodik, hisz mint lattuk, kiils6 CCL8 hatasra a
fibroblasztok CCL8 expresszidja leall. Azaz, ha a primer tumorban felnd egy (tiid6)
attétképzésre hajlamos CCL8-at expresszald populdcid, az visszaszorithatja a
fibroblasztok CCLS8 termelését igy Ossztumor szintjén alacsonyabb relativ expresszios
szintet mérhetiink. Jol beleillik ebbe a szabalyozo korbe a miR146 expresszidja, amely
értelemszeriien visszadllitani igyekszik az eltolt egyensulyt, azaz overesszpesszalt az
attétképz6 tumorokban. Ezzel szemben az attétetet nem képzé tumorokban a
fibroblasztok CCL8 expresszidjat nem szoritja vissza semmi, magas relativ

expresszidjahoz alacsony miR146 expresszio tarsul. (31. dbra.)

A B C

Tumor altal termelt faktorok stimuléljak CCLS8 gazdag kornyezet Fibroblasztokban a CAC.L8

Tumorsejt migracio gatolja sajat expressziojat
és

klon szelekcio Emelkedett

mir 146a szint

y CCLB expressyilo fibroblaszt (@) CCL8 expresszls tumorsejt ‘ tumorsejt

31.abra A CCLS8 hatas hipotetikus modellezése (sajat abra)

A tumorsejtek és az Oket koriilvevd kornyezet kozotti kommunikécido a sejtfelszini
molekuldk kozvetitésével torténik. Ezek egyike a kollagén XVII amely a normaél
fiziologias megjelenésén til osztdodd melanémakban is kimutathatd. Expressziojat
xenotranszplantalt human primer melanomaban is kimutattuk. lgazolni tudtuk, hogy a
progresszio soran a primer tumorbol kivaldé metasztatikus sejtek a tavoli szervekben
alapitott elkiiloniil attétek szintén megtartottdk eme tulajdonsagukat. A proteolitikus

hasitason atesett molekuldnak a sejt funkcidjaban betdltott szerepét a viabilitast és
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letapadast befolyasold, valamint apoptozist indukald hatasan keresztiil in vitro
kisérletek soran vizsgédlatuk. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a kollagén XVII
endodoménnel rendelkez6 melandéma sejtek célzott kollagén XVII kezelése a viabilitast

csokkenti, s egyben az apoptotikus képességét noveli.

Szintén a tumorsejtek kornyezetébdl kozvetitenek jeleket a tumorsejt felé a CD44
sejtfelszini molekuldk, amelyek szerepe szamos daganat, igy tobbek kozott a human
melanomak attétképzésében is meglehetdsen ellentmondésosnak bizonyult. A jelenség
hatterében igen nagy valoszinliséggel az all, hogy elsdsorban daganatokban az egységes
,CD44” néven definidlt molekula valdjaban szédmos, egymastol szerkezetileg és
funkcionalisan eltéré molekulat fed, amely a molekula alternativ splicingja révén
keletkezik és akar egyszerre, egyidejileg van jelen a tumorsejtek felszinén. A
szerkesztési folyamat soran a molekula variabils exonjai koziil meghatarozott szdmu és
kombinéacioji messenger RNS molekula szerkesztddik Ossze, melynek fehérjeterméke
egymastol eltérd funkcioval bir. Az irodalmi adatok nem kezelik megfeleld sullyal azt a
tényt, hogy a keletkezett fehérjék csak neviikben azonosak, funkciondlisan eltéréek
lehetnek. Nehéz vizsgalhatosaga miatt meglehetdsen kevés eredmény szdmolt be az igy
keletkezd molekuldris mintazatrol, illetve ennek a molekuldris lenyomatnak
tumortipusra jellemzd sajatossdgair6l. Munkacsoportunk vizsgélatai igazoltadk, hogy a
progresszio folyaman a primer tumor €s az abbdl kiindulo6 tavoli attétek CD44 mint4zata
meglrzott maradt. Ezen mintdzatot alkoto CD44 molekulak tipusait azonositottuk
Ujgeneracids szekvendldssal megalapozva annak a lehetségét, hogy eltéré funkcidju
variansok korrekt azonositasaval megtalaljuk az attétképzéssel valoban 0sszefliggésben

1év6 CD44 molekulavaltozatokat.

63



8. Kovetkeztetések

Szamos kemokin human melandmak attétképzésében betoltott szerepe jol ismert tény.
Vizsgalataink sordn a csalad egy ebben a vonatkozasban kevésbé ismert tagjanak a
CCL8-nak, mint host eredeti faktornak az attétképzésben betoltott szerepét

tamasztottuk ala.

Eredményeink azt igazoljak, hogy a CCLS8 ill. xenotranszplantalt modelliinkben annak
egér homologja a CCL12 szerepet jatszik a huméan melanomak attétképzésének
folyamataban. Dermadlis fibroblasztok a tumor altal termelt faktor(ok) hatasara
szignifikansan megemelik a CCL8 termelésiiket. Ez a CCL8 kemoattraktansként
fokozza a tumorsejtek migracidos aktivitdsat. Ugyanakkor igazoltuk, hogy a
fibroblasztokban CCLS8 kezelés hatdsara csokken a CCL8 expresszid. Azaz a kettd
kényes egyensulya, a tumor serkentd és maganak a CCL8-nak a gatl hatasa egyiitt adja

azt képet, amelyet a molekularis vizsgalatok egy-egy pillanatfelvétele sordn latunk

A vizsgalt sejtfelszini molekulak koziil a kollagén XVII expressziot quantitativan mérve
igazoltuk, hogy annak mennyisége valtozatlan a tumorprogresszi6 sordn. Kisérleteink
eredménye szerint azonban kollagén XVII endodoménnel rendelkezé melanoma sejtek
célzott kollagén XVII kezelése a viabilitast csokkenti, s egyben az apoptotikus
képességét noveli, amely eredmény felveti a molekula terapias alkalmazhatosaganak

lehetdségét is.

Az altalunk vizsgélt masik sejtfelszini molekulanak a CD44-nek tiz alternativ splice
varidnsa expresszalodik kovetkezetes mintazatban a humén melanomakban. Igazoltuk,
hogy ez a mint4zat a progresszio sordn kvalitativan stabil, kvantitativan azonban dramai

valtozast mutat az attétképz6 tumorsejtekben.
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8.1.

Az uj megallapitasok

Human melandéma xenograft allatmodell segitségével meghataroztuk a primer
tumor stromalis komponenseiben a tumorprogresszid soran bekovetkezd
génexpresszids valtozasokat.

A 20.000 vizsgalt gén koziil a 19 legnagyobb expresszids valtozast mutatd gén
validacigjat elvégezve tobb tekintetben a CCL12 kemokin ligandot talaltuk
legkiemelkeddbb progresszid-asszocidlt host eredetii faktornak.

In vitro és in vivo vizsgalataink soran jellemezve a CCL12 tumorprogresszioban
betoltott szerepét az alabbi megallapitasokat tettiik:

o A CCL12 human homoldgjanak a CCL8-nak, valamint receptoranak a
CCR1-nek az expresszidjat nukleinsav és fehérje szinten is kimutattuk
human primer melanémakban

o A CCLS tumorsejtek viabilitasara gyakorolt hatdsa nem jelentds, viszont

crer

o Human klinikai mintadkban a tiidéattétet addé primer melanomak CCLS
expresszid szintjén elkiilonithetéek voltak a nem metasztatikus
mintaktol.

o A progresszid kiilonbozd allomasait nukleinsav valamint protein szinten
vizsgalva megallapitottuk, hogy a CCL8 keringd tumorsejtekben ¢és a
metasztazisokban egyarant kimutathato

o In vitro dermalis fibroblasztokban a CCL8 csokkentette sajat
expresszigjat

Egy 800 miRNS-t tartalmazo panelt vizsgalva meghataroztuk, hogy koziilik
melyek azok, amelyek a CCL8 kezelés hatasara szignifikans valtozast mutatnak
humén dermalis fibroblasztokban. Human klinikai mintakon igazoltuk, hogy a
kiemelten kezelt miRNS-ek koziil a miR146a eltér6 mértékben van jelen a
metasztatikus és nem metasztatikus human primer melandmékban
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e Kimutattuk, hogy melanéma xenograft allatmodelliinkben a kollagén XVII
expresszid a primer tumorban és a szervi metasztazisokban nem valtozik,
valamint, hogy a kollagén XVII endodoménnel rendelkez6 melanéma sejtek
célzott kollagén XVII kezelése azok viabilitast csokkentette ugyanakkor az
apoptotikus képességét novelte

e Meghataroztuk a CD44 human melanomékra jellemz6 alternativ splice-
mintdzatat ¢és igazoltuk, hogy ez a mintazat a tumorprogresszido soran
kvalitativan stabil marad, mig kvantitativan egyértelmiien valtozast mutat.
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9. Osszefoglalas

A CCLS attétképzésben betoltott szerepét, in vitro human sejtvonalakon és in vivo,
kisérletes allatmodellben valamint klinikai mintakon teszteltiik. A sejtekre gyakorolt
hatas vizsgélatara proliferacios és migracios vizsgalatokat, majd a CCLS8 hatasért felelds
mMIiRNS pool meghatarozasat NanoString Assay-val végeztiikk. Az altalunk alkalmazott
allatmodell segitségével kimutattuk, hogy human melanoma sejtvonalak ortotopikus
melanomak CCL12 expresszidjaban -amely az allatkisérletes modellben egyértelmiien
jol elkiilonithetéen a stromalis sejtekhez kothetd- mennyiségi kiilonbség all fenn. A
CCL12 human homoléogja, a CCL8 szintén kimutathatd expresszios kiilonbséget mutat
az attétet nem hordozo betegek primer tumordban a tiiddattétet hordozo6 betegek primer
tumoraval szemben. A CCLS8 receptor (CCR1) kifejezddés mértékében nem talaltunk
kiilonbséget a két csoport kozott. A sejtvonalak molekula-szintli és immunhisztokémiai
vizsgalataval egyarant azt talaltuk, hogy a tumorsejtek dont6 hdnyada nem expresszalja
a CCLB8-at. A stromalis komponensek koziil a dermalis fibroblasztok és a melanocitak is
CCL8 forrasként mitkddnek. Igazoltuk, hogy exogén CCLS8 a proliferacidora nincs
szamottevd hatassal, viszont a vizsgalt tumorsejtvonalak migraciés potencialjat
kemoattraktansként megnovelte. A stromdban a legnagyobb nem mobilis kemokin
forrasként a fibroblasztok szolgalnak, amely expresszios valtozasai parhuzamba
allithatok bizonyos miRNS populaciok valtozasaval. 800 féle miRNS kisérletes
mintdkon torténd kvantitativ mérésével meghataroztunk egy CCL8 hatasra jellemzd
host-specifikus miRNS profilt. Koziiliik egy, a miR 146a mennyiségi elemzését klinikai
mintakon is elvégeztiikk, Osszehasonlitva az attétet nem hordozo betegek primer
tumoraban expresszalt mirl46a mennyiségét az attétet hordozdé betegek primer
tumoraval szemben. A melandma progresszidja sordn az attétképzés és a CCL8
produkci6d kozott osszefliggést mutattunk ki, mely folyamat jo markere lehet a miR146a
valtozasa. Xenotranszplantacids allatkisérleti modellrendszerben vizsgalva a kollagén
XVII expresszid mennyisége a primer melanomaban valamint a tid6 ¢és agyi
metasztdzisokban is megtartottnak bizonyult. Az endodomén extracelluldris részét
felismerd 9g2 antitesttel tortént kezelés a kontrollhoz képest csokkentette a HT199
melandéma sejtek viabilitdsat, s ndvelte az apoptdzist. A melandma progresszidja soran
molekularis mintazatat megtartott CD44 molekulanak 10 alternativ splice varidnsat

azonositottuk be, s adtuk meg annak konkrét molekularis felépitését.
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10.  Summary

Most deaths from melanoma are due to metastases. The process is complex, which is
only partially understood today. In the literature there are several data on the importance
of the chemokine system and tumor-host interaction, yet this still remains only a partly
discovered field of tumor progression. Attempt was made to answer the question >What
changes would appear on the host side in the progression of human melanoma?’ To
investigate the role of tumor microenvironment, we set up an animal model capable of
separating host factors which play central role in metastasis formation. One of these,
CCL12, was selected and tested together with its human homologue (CCLS) in the
animal model and on clinical, human primary melanoma samples. Proliferation and
migration assays were performed on tumor and non-tumor cells by adding exogene
CCL8, and changes in miRNA pool were analysed after CCL8 treatment with nano
string assay. In our xenotransplant animal model, we demonstrated the expression
differences of CCL12 chemokine in the host cells between metastatic and non-
metastatic primary tumors. The relative expression differences of its human homologue,
CCL8 were demonstrated in non-metastatic primary human melanoma tumors as well as
those forming lung metastases, using quantitative real time PCR experiments and
immunohistochemistry. In clinical samples, when examining the tumor and the host
together, the cumulative (tumor and host) CCL8 expression was lower in the group in
which human primary melanoma formed lung metastasis compared to non-metastatic
primary tumors. We could not detect significant difference in CCL8 receptor (CCR1)
expression between the two groups. Increased migration of the examined tumor cell
lines was observed when CCL8 was applied as a chemoattractant. Furthermore, we
examined changes in miRNA profile resulted by CCL8 and miR146a appears to be a
promising prognostic marker for following this process. The quantity of collagen XVII
expression in xenotransplanted animal model proved to be normal in primary
melanoma, lung and brain metastases. Treatment with 992 antibody, which recognise
the extracellular region of the endodomain, reduced the viablity of HT199 melanocytes
and increased apoptosis when compared to control. We identified 10 alternative splice
variant of CD44 molecule, that kept its molecular pattern during progression of

melanoma, and described its molecular configuration.
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valamint paromnak Hargitai Dordnak s gyermekeinknek. Munkahelyi tarsaimnak
(Dr.Rés6-Barnett Livia, Dr.Banky Balazs, Kun Sandor Kéroly, Piurké Violetta) s
biraldémnak Dr.Kiss Andrasnak mindent koszonok, s nem futva bele a felsorolasok véget
nem ¢érd soraba igazdn halas vagyok mindenkinek kivel kapcsolatba kerultem eddigi

¢életem soran.
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