
Bevezetés

A metasztázis-képzôdés patomechanizmusa egyes
lépéseinek megismerése és ezek klinikai, ill. diag-
nosztikai jelentôségének felismerése arra ösztökél-
te a kutatókat és a klinikusokat, hogy egyre érzéke-

nyebb módszereket dolgozzanak ki, amelyekkel a
daganatsejtek jelenléte a szervezet különbözô szö-
veteiben egyre nagyobb érzékenységgel válik ki-
mutathatóvá. Ezen módszerek, melyek a hagyomá-
nyos morfológiai vizsgálatoknál érzékenyebbek, az
immuncito-, ill. hisztokémia, és a molekuláris,
nukleinsav-alapú technikák (28). Ezek célja, hogy a
nyirokutakon, ill. a vérpályán keresztül terjedô da-
ganatsejteket azonosíthassuk, esetlegesen azok
mennyiségét is meghatározhassuk. Ezek a techni-
kák arra is alkalmasak, hogy az áttét helyén lévô,
más módszerrel ki nem mutatható daganatsejteket
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A nukleinsavalapú molekuláris technikák a melanoma diagnosztikájában is alkal-
mazásra kerültek két területen, a stádiummeghatározás finomításában (molekuláris
staging) és a minimális reziduális betegség kimutatásában. Több melanocita-
specifikus gén expresszióját használják erre a célra, mint a tirozináz, a gp100, a
Melan-A/MART-1 illetve a MIA (melanoma inhibitory activity). A nyirokszövettel
szemben sem a perifériás vérben sem a csontvelôben nem kell számolni melanoci-
ták jelenlétével, így az ebbôl eredô „fals” pozitivitással sem. A tumorsejtek heteroge-
nitása jelentôsen befolyásolhatja a keringô daganatsejtek kimutatását, ami a tiro-
zinázexpresszió alapján a leghatékonyabb. Több vizsgálat szerint a perifériás vérben
kimutatható melanomasejtek mennyisége a daganat tömegével és progressziójával
függ össze és jelzi a terápia hatékonyságát is. Ugyanakkor a módszer révén igen
gyakran lehet ún. molekuláris recidívát találni klinikai recidíva nélkül is, ami arra
utal, hogy a kisszámú melanomasejt periférián való jelenlétének kérdéses a jelentô-
sége. Mindezek alapján a molekuláris diagnosztika még nem része a melanoma pro-
tokolloknak és további klinikai vizsgálatok szükségesek diagnosztikus szerepének
pontos meghatározására. Magyar Onkológia 47:63–66, 2003

Nucleic acid based molecular techniques have been introduced into the diagnosis of
malignant melanoma similarly to other cancers. They were applied for refinement
of staging and to detect minimal residual disease. There are several good
melanocyte-specific genetic markers such as tyrosinase, gp100, Melan-A/MART-1
and MIA. Unlike in the case of the lymph nodes, peripheral blood or bone marrow
do not contain melanocytes excluding the possibility of fals positive reactions.
Considering the pronounced heterogenity of melanoma cells the most reliable
molecular marker is the expression of tyrosinase. Several studies indicate that the
quantity of circulating melanoma cells correlates with tumor burden and disease
progression and reflects the effect of therapy. On the other hand, molecular
techniques detect circulating melanoma cells much more frequently than the
clinical manifestation of the disease progression (molecular recurrence),
questioning the clinical significance of the detection of a small number of
melanoma cells in the circulation. Based on these data molecular diagnostics is not
part of the melanoma protocols yet and further studies are necessary to define its
diagnostic role. Tímár J, Csuka O. Molecular diagnostics of malignant melanoma:
molecular staging, minimal residual disease. Hungarian Oncology 47:63–66, 2003
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is azonosíthassuk. A melanoma esetében a szenti-
nel nyirokcsomó feldolgozásában számításba jövô
módszereket Cserni (7) mutatta be ebben szám-
ban. Így ebben a tanulmányban a hematogén
disszemináció igazolására alkalmas módszereket
fogjuk összefoglalni. 

Mikrometasztázis és annak molekuláris
szintû detektálása
A mikrometasztázis fogalom jelentôs változásokon
ment keresztül az elmúlt évtizedekben (22, 24, 28).
Mikrometasztázisnak eredetileg azt az áttéti szöve-
tet neveztük, amelyet fénymikroszkóposan lehet
csak kimutatni az adott szövetben. Az immunhisz-
tokémia bevezetésével ez az érzékenység megnö-
vekedett, hiszen lehet most már immunhisztoké-
miai mikrometasztázisokról beszélni, amelyeket
csak immunhisztokémiai módszerekkel lehet ki-
mutatni, klasszikus vagy fénymikroszkópos techni-
kával nem. Ezek a módszerek alkalmasak arra,
hogy a perifériás vérben és a csontvelôben egyes
daganatsejteket azonosítsunk. A molekuláris diag-
nosztika bevezetésével a mikrometasztázis fogal-
ma tovább változott, finomodott, hiszen elôfordul-
hat az a szituáció, amikor a daganatsejteket csak a
molekuláris diagnosztikus eszköz tudja kimutatni,
és fénymikroszkópos vagy immunhiszto- illetve
citokémiai módszer nem képes erre (21). A mole-
kuláris diagnosztikai eszköztár kibôvülésével azon-
ban számos probléma is jelentkezett, hiszen ekkor
már morfológiailag nem tudjuk azonosítani feltét-
lenül az adott reakcióhoz tartozó sejteket, ilyen
esetben elôfordulhat, hogy pl. a vérpályába bejutó
nekrotikus sejtek adják a reakciót, tehát nem élô
daganatsejtekrôl van szó, és így klinikailag félreve-
zetô információkat hordozhat (11, 12, 28, 29). Ezt a
problémát kiküszöbölheti az, amikor perifériás vér
mellett, ill. azzal párhuzamosan a csontvelô vizsgá-
lata is megtörténik, hiszen ott már nekrotikus le-
vált tumorsejtekkel nem kell számolnunk, a nyi-
rokcsomóban vagy a csontvelôben tumormarker-
meghatározáskor megjelenô pozitív reakció viabi-
lis daganatsejt jelenlétére utal. Természetesen
nem mindegy, hogy mikor történik a vizsgálat. A
legtöbb szerzô megegyezik abban, hogy a csontve-
lô, ill. a perifériás vér vizsgálatát sebészi beavatko-
zás elôtt célszerû elvégezni, hiszen maga a sebészi
beavatkozás átmeneti daganatsejt-felszabadulást
eredményezhet a keringésbe (30). 

A PCR-alapú mikrometasztázis-
meghatározás metodikai háttere
Megfelelô PCR technika alkalmazásával a stádi-
umbeosztás finomodhat, másrészt pedig ki lehet
szelektálni olyan betegcsoportokat, amelyek ese-
tében terápiás aktivitás korábban szükséges, mint
ezzel a technikával negatívnak bizonyuló betegek
esetében. A technika, ha a minimális reziduális
betegség kimutatására használjuk, akkor a terápi-
ás kezelés hatékonyságának megítélésére is alkal-
mas lehet. Manapság az RT-PCR technikát hasz-
nálják legtöbbet molekuláris diagnosztikában,
amely a tumorsejt-specifikus RNS kimutatására

alkalmas. A technika azt feltételezi, hogy a daga-
natsejt (melanoma) továbbra is kifejez olyan jel-
legzetes markereket, amelyek elkülönítik a kör-
nyezet normális sejtjeitôl. Sajnos az élet ennél
sokkal komplikáltabb szituációkat produkál. Egy-
részt normális szövetekben is elôfordulhat igen
alacsony kópiaszámban egy-egy génnek az ex-
pressziója, melyet semmilyen más módszerrel,
csak a nagyon érzékeny molekuláris módszerrel
lehet kimutatni (16). Másrészt daganatsejtek nem
feltétlenül expresszálják az ún. tumormarkereket:
melanomák esetében a melanomaantigénekre ill.
-markerekre gondolunk (8). Harmadrészt a tu-
morsejt-populáció metasztázisaiban is heterogén
génexpressziót mutathat, nem feltétlenül marad
meg egy-egy antigénnek az expressziója, ill.
amely korábban nem volt jelen a primer daganat-
ban, az megjelenhet a metasztázisban (9, 19). Fals
pozitivitás leggyakoribb oka tehát az ún. illegitim
transzkripció (16), bármely génnek minimális ex-
pressziós szintje a normális szövetben, pl. egy tu-
mormarker expressziója is. Ezért nagy jelentôsé-
ge lehet annak, hogy meghatározzuk, hogy az
adott marker expressziója milyen mértékû. Erre a
célra az RT-PCR technika nem alkalmas, csak az
ún. kvantitatív PCR technika (25). Ez az eljárás
azonban ma még nem része a rutin molekuláris
diagnosztikának, és az infrastruktúra sem áll a
legtöbb helyen rendelkezésre. Viszont ay, hogy az
RNS-alapú molekuláris diagnosztika egy daganat-
sejtet képes kimutatni 106–107, ill. a DNS-alapú di-
agnosztika 107–108 normális sejt között, arra kell
hogy ösztökélje a diagnosztikus szakembereket,
hogy az ilyen eljárásokat bevezessék, ill. tesztel-
jék, pl. a melanoma molekuláris stádiumbeosztá-
sának finomítására. Egy másik probléma lehet,
amelyet a szentinel nyirokcsomók esetében lá-
tunk, hogy a szövetben nem illegitim módon, ha-
nem szabályosan olyan sejtek vannak jelen kis
mennyiségben, amelyek nagyon a melanoma-
sejtekhez hasonlóak markerüket tekintve, mint a
melanociták jelenléte regionális nyirokcsomók-
ban (4, 7, 9, 19). A vérpályában ilyen sejtek jelen-
létére nem kell számítanunk, tehát a keringô
melanomasejtek kimutatása esetén ilyen típusú
fals pozitív reakció nem jön számításba, és miu-
tán a csontvelôben sem tudunk arról, hogy
melanociták elôfordulnának, a fals pozitivitás le-
hetôsége minimális. Ugyanakkor egy másik zava-
ró tényezô léphet fel, ez pedig az, hogy a csontve-
lô vagy perifériás vér mintájának nyerése során a
bôrön áthatoló szúrásból kerül a minta a vizsgáló
edénybe, és a bôrben melanociták normálisan je-
len vannak, tehát ezen mintáknak a bôrrel való
kontaminációja fals pozitivitás veszélyével jár (9,
19). Ennek kiküszöbölésére különbözô techniká-
kat javasolnak, amelyek a direkt vérnyerést, ill.
direkt csontvelônyerést célozzák, bôrrel való kon-
tamináció kizárásával. Egy újabb hibaforrás az,
hogy átíródó pszeudogének is vezethetnek mole-
kuláris diagnosztikai fals pozitív eredményekhez.
Ezen gének nem rendelkeznek intron-
szekvenciákkal, így az RT-PCR amplifikáció során
a PCR-termék megkülönböztethetetlen az mRNS-
rôl kapott jeltôl (28).
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A malignus melanoma mikrometasztá-
zisainak molekuláris diagnosztikája

A melanomasejtek molekuláris diagnosztikájához
nem tudunk jelenleg még felhasználni olyan jelleg-
zetes genetikai markert, amely minden egyéb sejt-
tôl elkülöníti daganatsejtünket, hiszen a melano-
mákban megváltozó gének olyanok, amelyek más
daganatféleségekben is megváltozhatnak, sôt elô-
fordulhatnak már a naevussejtekben. Ezért ún.
sejtvonal-specifikus markerekre kell hagyatkoz-
nunk, a melanociták differenciációs markereire
(22). Ezek közül a legmegbízhatóbban expresszáló-
dó marker a tirozináz enzim (1. ábra) (2), amely a
legtöbb ún. amelanotikus melanomában is bizo-
nyos szinten megtartja expresszióját (5, 10, 13, 15,
17, 26, 29). A rutin diagnosztikában használt egyéb
markerek a Melan-A/MART-1 vagy a gp100 (9, 19),
két nagyon hasznos specifikus marker, de ex-
pressziójuk a melanoma progressziója során el-
veszhet, ezért igen gyakran a keringô daganatsej-
tek negatívnak bizonyulhatnak (8). A keringô me-
lanomasejtek vagy melanoma mikrometasztázisok
kimutatására az RT-PCR módszert használták ed-
dig, de az irodalomban már megjelentek azok a
közlemények, amelyek megkísérelték kvantitatív
meghatározásokkal nyomon követni a melanoma
progresszióját, terápiájának hatékonyságát, ill. a
minimális reziduális betegséget. Nagyon fontos,
hogy a tirozináz enzim RT-PCR módszerrel egész-
séges egyének perifériás vérébôl vagy csontvelejé-
bôl nem mutatható ki. Irodalmi adatok igazolják,
hogy amennyiben a melanomasejtek megôrzik
tirozináz-aktivitásukat, ill. -expressziójukat, perifé-
riás vérben a tirozináz mRNS kimutatása párhu-
zamba állítható a tumortömeggel, ill. a daganat
progressziójával és a terápia hatékonyságával is (4,
6, 10, 13-15, 17, 20, 25-27). A tirozináz, ill. más me-
lanomamarkerek mellett, mint a gp100 és a
Melan-A/MART-1 markerek, egyre többet alkal-
mazzák a melanoma inhibitory activity (MIA) fe-
hérje mRNS-ének kimutatását keringô melanoma-
sejtek azonosítására. Ennek az antigénnek a speci-
ficitása nem túl nagy, mert keratinociták, fibro-
blasztok és limfociták is igen alacsony szinten kife-
jezhetik a gént. A korábban már említett markerek
mellett a tumorasszociált antigének közül a MAGE-
3 és -1 is kimutató és használható a keringô daga-
natsejtek kimutatására (a MAGE-3 a melanomák
80%-ában kifejezôdik) (9, 19). A legszélesebb kör-
ben elterjedt tirozináz assay Smith és mtsai (25)
primer szekvenciáját, ill. módszerét alkalmazza,
amely ún. nested PCR reakció, amely gyakorlatilag
kizárja a genomikus DNS amplifikálásának lehetô-
ségét, azaz az ilyen okból bekövetkezô fals pozitivi-
tást. Nagyon fontos, hogy a vizsgálat során megfe-
lelô kontroll normális gén is meghatározásra kerül-
jön, valamint hogy az adott marker gént meghatá-
rozott ismert szinten expresszáló daganatsejt, ez
esetben melanomasejt-populáció legyen a kontroll,
amely mintegy minôségi és kvantitatív kontrollt is
jelenthet a vizsgálatok során (9, 19). Az egyes vizs-
gálók, ill. laboratóriumok közötti különbségek a ke-
ringô melanomasejtek detektálásában igen riasz-
tóak; IV-es stádiumú melanomás betegek vizsgála-

táról a legkülönbözôbb adatok kerültek nyilvános-
ságra, ill. publikálásra, amelyek keringô sejtek tel-
jes hiányától az esetek 100%-ának pozitivitásáig
terjedtek, amelyek hátterében minden bizonnyal
metodikai eltérések állnak, azaz az RNS-izolálás és
a cDNS-szintézis módszereiben rejlô eltérések (29).
A közlemények finom analízise azt mutatta, hogy a
Ficoll-Hypoque denzitásgrádiens-szeparálási mód-
szer, melynek révén a perifériás vérben lévô sejtes
elemeket szokták rutinszerûen izolálni, igen nagy-
mértékben csökkenti a pozitív esetek számát, ezért
mind Európában, mind az Egyesült Államokban
minôségbiztosítási eljárásokra és metodikai egysé-
gesítésre fogadtak el ajánlásokat (24). 

Mindenesetre a korrekt körülmények között le-
folytatott vizsgálatok eredményei arra utalnak,
hogy a molekuláris diagnosztikus keringô daganat-
sejt-meghatározásnak klinikai jelentôsége lehet.
Nyirokcsomó-metasztázissal rendelkezô betegek
sebészi kezelése után perifériás vérben keringô
melanomasejt-pozitivitás 4 és 6 hónapos utánköve-
téses vizsgálatban rossz prognózis markere volt
(30). Egy másik vizsgálatban II-es és III-as stádiu-
mú melanomás betegek vérében keringô melano-
masejtek tirozinázexpresszió alapján történô kimu-
tatásával igazolni lehetett a pozitív esetek lerövi-
dült betegségmentes túlélési idôtartamát. Érdekes
megfigyelés volt egy prospektív tanulmány során,
hogy az elôrehaladott melanomák IFN-a, ill. IL-2
terápiája után a metasztázisok reszekciójával vagy
anélkül a keringésben tirozináz mRNS-t lehetett ki-
mutatni a betegek többségében, a kezelés után
még 5 éven át is, anélkül, hogy klinikailag recidíva
lett volna kimutatható (14, 25). A kvantitatív vizs-
gálatok azt igazolták, hogy a detekciós szint a
tirozináz gén esetében kevesebb, mint 100 humán
melanomasejtnek felelhet meg.

Konklúzió

A molekuláris technikák bevezetése a rutin diag-
nosztikába napjainkban zajló, egyre gyorsuló folya-
mat. Az egyes módszerek elterjedésének azonban
az szab gátat leginkább, hogy a (prospektív) vizsgá-
latok elvégzésétôl legalább 5, de sok esetben még
több évnek kell eltelnie, hogy a betegség lefolyásá-
nak kiértékelésével a bevezetendô módszer klini-
kai hasznát is megítélhessük. Ez a megállapítás ér-
vényes a melanoma molekuláris diagnosztikájára
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mw MP3 MP2 MP1 HT168

1. ábra.
Keringô melanomasejtek
kimutatása a tirozináz
gén expressziója alapján
RT-PCR módszerrel.
Tirozináz=207 bp,
melanomás betegek
mintái = MP1-MP3,
kontroll= HT168
humán melanoma sejt-
vonal, mw= molekula-
súly-marker.
Keringô daganatsejtek
327 betegünk vizsgálata
alapján az esetek
46,7%-ban voltak
kimutathatók.
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és annak esetleges felhasználására, a finomabb stá-
diummeghatározásra (ultrastaging) vagy a terápia
hatékonyságának nyomon követésére (24, 28).
Ugyanakkor intô jelként kell tekinteni, hogy a ma-
lignus melanoma az egyik (ha nem a leginvazí-
vabb) rosszindulatú daganat, melynek progresszió-
ja sok évi komplett klinikai remisszió után is fellép-
het, s talán erre utalhat a gyakori „molekuláris reci-
díva” (keringô melanomasejtek a keringésben) kli-
nikai recidíva nélkül.

Az új ún. globális génexpressziós vizsgáló mód-
szerek bizonyára hatással lesznek a melanoma mo-
lekuláris diagnosztikájára is (1, 18). Az eddigi vizsgá-
latok megerôsítették, hogy a manapság használatos
melanomaspecifikus gének expressziója alapján ez
a daganatféleség egyértelmûen elkülöníthetô más
daganatoktól. A legerôsebb melanoma-diszkriminá-
tor képességû gének ezen vizsgálatok szerint is a
tirozináz, az S-100B, a gp100, a Melan-A/MART-1, a
tirozinkötô fehérje-1 és -2 (dopachrome tauto-
merase), amelyeket a molekuláris diagnosztika ed-
dig is használt (23, 28). Nagy segítség volna, ha sike-
rülne melanoma-specifikus DNS-markert vagy
-markereket is találni, amelyek révén a detektálás
érzékenysége és megbízhatósága tovább lenne fo-
kozható. Mindenesetre az várható, hogy jelenleg zaj-
ló prospektív vizsgálatok hamarosan pontosan ki
fogják jelölni a molekuláris diagnosztika helyét a
malignus melanoma esetében (is). 

Ezt a munkát az Oktatási Minisztérium (NKFP
1/48/2001) támogatta. 
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