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A nukleinsavalapi molekularis technikak a melanoma diagnosztikajaban is alkal-
mazasra keriiltek két tertileten, a stadiummeghatarozas finomitasdban (molekularis
staging) és a minimalis rezidualis betegség kimutatdsaban. Tobb melanocita-
specifikus gén expressziojat hasznaljak erre a célra, mint a tirozinaz, a gpl00, a
Melan-A/MART-1 illetve a MIA (melanoma inhibitory activity). A nyirokszovettel
szemben sem a periférids vérben sem a csontvel6ben nem kell szamolni melanoci-
tak jelenlétével, igy az ebbdl ered6 ,fals” pozitivitassal sem. A tumorsejtek heteroge-
nitasa jelent6sen befolyasolhatja a keringé daganatsejtek kimutatasat, ami a tiro-
zindzexpresszio alapjan a leghatékonyabb. Tobb vizsgalat szerint a periférias vérben
kimutathat6 melanomasejtek mennyisége a daganat tomegével és progresszidjaval
fligg 0ssze és jelzi a terapia hatékonysagat is. Ugyanakkor a modszer révén igen
gyakran lehet in. molekularis recidivat talalni klinikai recidiva nélkiil is, ami arra
utal, hogy a kisszamu melanomasejt periférian valo jelenlétének kérdéses a jelentd-
sége. Mindezek alapjan a molekularis diagnosztika még nem része a melanoma pro-
tokolloknak és tovabbi klinikai vizsgalatok sziikségesek diagnosztikus szerepének
pontos meghatarozasara. Magyar Onkologia 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. Timdr ], Csuka O. Molecular diagnostics of malignant melanoma:
molecular staging, minimal residual disease. Hungarian Oncology 47:63-66, 2003

Bevezetés

A metasztazis-képzddés patomechanizmusa egyes
1épéseinek megismerése és ezek klinikai, ill. diag-
nosztikai jelent6ségének felismerése arra 0sztokél-
te a kutatokat és a klinikusokat, hogy egyre érzéke-
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nyebb modszereket dolgozzanak ki, amelyekkel a
daganatsejtek jelenléte a szervezet kiillonbozo szo-
veteiben egyre nagyobb érzékenységgel valik ki-
mutathatova. Ezen modszerek, melyek a hagyoma-
nyos morfologiai vizsgalatoknal érzékenyebbek, az
immuncito-, ill. hisztokémia, és a molekularis,
nukleinsav-alapt technikak (28). Ezek célja, hogy a
nyirokutakon, ill. a vérpalyan keresztul terjed6 da-
ganatsejteket azonosithassuk, esetlegesen azok
mennyiségét is meghatarozhassuk. Ezek a techni-
kak arra is alkalmasak, hogy az attét helyén 1évo,
mas moédszerrel ki nem mutathat6 daganatsejteket
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is azonosithassuk. A melanoma esetében a szenti-
nel nyirokcsomo6 feldolgozasaban szamitasba jové
modszereket Cserni (7) mutatta be ebben szam-
ban. Igy ebben a tanulményban a hematogén
disszemindacié igazolasara alkalmas modszereket
fogjuk 6sszefoglalni.

Mikrometasztazis és annak molekularis
szinti detektalasa

A mikrometasztazis fogalom jelentds valtozasokon
ment keresztill az elmult évtizedekben (22, 24, 28).
Mikrometasztazisnak eredetileg azt az attéti széve-
tet neveztilk, amelyet fénymikroszképosan lehet
csak kimutatni az adott szovetben. Az immunhisz-
tokémia bevezetésével ez az érzékenység megno-
vekedett, hiszen lehet most mar immunhisztoké-
miai mikrometasztazisokrél beszélni, amelyeket
csak immunhisztokémiai modszerekkel lehet ki-
mutatni, klasszikus vagy fénymikroszkopos techni-
kaval nem. Ezek a modszerek alkalmasak arra,
hogy a periférias vérben és a csontvelében egyes
daganatsejteket azonositsunk. A molekularis diag-
nosztika bevezetésével a mikrometasztazis fogal-
ma tovabb valtozott, finomodott, hiszen el6fordul-
hat az a szituaci6, amikor a daganatsejteket csak a
molekularis diagnosztikus eszkoz tudja kimutatni,
és fénymikroszkopos vagy immunhiszto- illetve
citokémiai moédszer nem képes erre (21). A mole-
kularis diagnosztikai eszkoztar kibéviilésével azon-
ban szamos probléma is jelentkezett, hiszen ekkor
mar morfologiailag nem tudjuk azonositani feltét-
lentil az adott reakciéhoz tartozd sejteket, ilyen
esetben eldfordulhat, hogy pl. a vérpalyaba bejutd
nekrotikus sejtek adjak a reakciot, tehat nem él6
daganatsejtekrél van szo, és igy klinikailag félreve-
zetd informaciokat hordozhat (11, 12, 28, 29). Ezt a
problémat kikiiszobolheti az, amikor periférids vér
mellett, ill. azzal parhuzamosan a csontveld vizsga-
lata is megtorténik, hiszen ott mar nekrotikus le-
valt tumorsejtekkel nem kell szamolnunk, a nyi-
rokcsoméban vagy a csontvelében tumormarker-
meghatarozaskor megjelené pozitiv reakcié viabi-
lis daganatsejt jelenlétére utal. Természetesen
nem mindegy, hogy mikor térténik a vizsgélat. A
legtobb szerz6 megegyezik abban, hogy a csontve-
16, ill. a periférias vér vizsgalatat sebészi beavatko-
zés el6tt célszert elvégezni, hiszen maga a sebészi
beavatkozas atmeneti daganatsejt-felszabadulast
eredményezhet a keringésbe (30).

A PCR-alapti mikrometasztazis-
meghatarozas metodikai hattere

Megfelel6 PCR technika alkalmazasaval a stadi-
umbeosztas finomodhat, masrészt pedig ki lehet
szelektalni olyan betegcsoportokat, amelyek ese-
tében terapids aktivitas kordbban sziikséges, mint
ezzel a technikaval negativnak bizonyul6 betegek
esetében. A technika, ha a minimalis rezidualis
betegség kimutatasara hasznaljuk, akkor a terapi-
as kezelés hatékonysaganak megitélésére is alkal-
mas lehet. Manapsag az RT-PCR technikat hasz-
naljak legtobbet molekularis diagnosztikdban,
amely a tumorsejt-specifikus RNS kimutatasara

MRAGYAR ONKOLGGIA 47 (VFOLYAM 1. SZAM 2003

alkalmas. A technika azt feltételezi, hogy a daga-
natsejt (melanoma) tovabbra is kifejez olyan jel-
legzetes markereket, amelyek elkiilonitik a kor-
nyezet normalis sejtjeit6l. Sajnos az élet ennél
sokkal komplikéltabb szituaciokat produkal. Egy-
részt normalis szovetekben is el6fordulhat igen
alacsony kopiaszdmban egy-egy génnek az ex-
presszidja, melyet semmilyen mas modszerrel,
csak a nagyon érzékeny molekularis modszerrel
lehet kimutatni (16). Masrészt daganatsejtek nem
feltétlentl expresszaljak az an. tumormarkereket:
melanomak esetében a melanomaantigénekre ill.
-markerekre gondolunk (8). Harmadrészt a tu-
morsejt-populacié metasztazisaiban is heterogén
génexpressziot mutathat, nem feltétlentl marad
meg egy-egy antigénnek az expresszidja, ill.
amely korabban nem volt jelen a primer daganat-
ban, az megjelenhet a metasztazisban (9, 19). Fals
pozitivitas leggyakoribb oka tehat az un. illegitim
transzkripcio (16), barmely génnek minimalis ex-
presszios szintje a normalis szovetben, pl. egy tu-
mormarker expresszidja is. Ezért nagy jelentGsé-
ge lehet annak, hogy meghatarozzuk, hogy az
adott marker expresszidja milyen mértékd. Erre a
célra az RT-PCR technika nem alkalmas, csak az
un. kvantitativ PCR technika (25). Ez az eljaras
azonban ma még nem része a rutin molekuldris
diagnosztikanak, és az infrastruktira sem all a
legtobb helyen rendelkezésre. Viszont ay, hogy az
RNS-alapti molekularis diagnosztika egy daganat-
sejtet képes kimutatni 10°-107, ill. a DNS-alapu di-
agnosztika 107-10 normalis sejt kozott, arra kell
hogy 0sztokélje a diagnosztikus szakembereket,
hogy az ilyen eljarasokat bevezessék, ill. tesztel-
jék, pl. a melanoma molekularis stadiumbeoszta-
sanak finomitasara. Egy masik probléma lehet,
amelyet a szentinel nyirokcsomok esetében la-
tunk, hogy a szévetben nem illegitim modon, ha-
nem szabalyosan olyan sejtek vannak jelen kis
mennyiségben, amelyek nagyon a melanoma-
sejtekhez hasonldak markeriiket tekintve, mint a
melanociték jelenléte regionalis nyirokcsomok-
ban (4, 7, 9, 19). A vérpalyaban ilyen sejtek jelen-
létére nem kell szamitanunk, tehat a keringd
melanomasejtek kimutatasa esetén ilyen tipusa
fals pozitiv reakci6 nem jon szamitasba, és miu-
tan a csontvelében sem tudunk arrdl, hogy
melanocitak el6fordulnanak, a fals pozitivitas le-
hetsége minimalis. Ugyanakkor egy masik zava-
16 tényezo 1éphet fel, ez pedig az, hogy a csontve-
16 vagy periférias vér mintajanak nyerése soran a
béron athatolo szurasbol keriil a minta a vizsgald
edénybe, és a bérben melanocitak normalisan je-
len vannak, tehat ezen mintdknak a bérrel valo
kontamindci6ja fals pozitivitas veszélyével jar (9,
19). Ennek kikiiszobolésére kilonbozé technika-
kat javasolnak, amelyek a direkt vérnyerést, ill.
direkt csontvelényerést célozzak, bérrel valo kon-
taminaci6 kizarasaval. Egy djabb hibaforras az,
hogy atirédo pszeudogének is vezethetnek mole-
kularis diagnosztikai fals pozitiv eredményekhez.
Ezen gének nem rendelkeznek intron-
szekvenciakkal, igy az RT-PCR amplifikacié soran
a PCR-termék megkiilonboztethetetlen az mRNS-
161 kapott jeltdl (28).
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A malignus melanoma mikrometaszta-
zisainak molekularis diagnosztikaija

A melanomasejtek molekularis diagnosztikajahoz
nem tudunk jelenleg még felhasznalni olyan jelleg-
zetes genetikai markert, amely minden egyéb sejt-
t6l elkiloniti daganatsejtiinket, hiszen a melano-
makban megvaltoz6 gének olyanok, amelyek méas
daganatféleségekben is megvaltozhatnak, sét elo-
fordulhatnak mar a naevussejtekben. Ezért un.
sejtvonal-specifikus markerekre kell hagyatkoz-
nunk, a melanocitak differenciaciés markereire
(22). Ezek koziil a legmegbizhatobban expresszalo-
do marker a tirozindz enzim (1. dbra) (2), amely a
legtébb un. amelanotikus melanoméban is bizo-
nyos szinten megtartja expressziojat (5, 10, 13, 15,
17, 26, 29). A rutin diagnosztikaban hasznalt egyéb
markerek a Melan-A/MART-1 vagy a gp100 (9, 19),
két nagyon hasznos specifikus marker, de ex-
presszijuk a melanoma progresszidja sordn el-
veszhet, ezért igen gyakran a keringé daganatsej-
tek negativnak bizonyulhatnak (8). A kering6 me-
lanomasejtek vagy melanoma mikrometasztazisok
kimutatasara az RT-PCR modszert hasznaltak ed-
dig, de az irodalomban mar megjelentek azok a
kozlemények, amelyek megkisérelték kvantitativ
meghatarozasokkal nyomon kévetni a melanoma
minimalis rezidualis betegséget. Nagyon fontos,
hogy a tirozinaz enzim RT-PCR modszerrel egész-
séges egyének periférids vérébdl vagy csontvelejé-
bél nem mutathatd ki. Irodalmi adatok igazoljak,
hogy amennyiben a melanomasejtek megoérzik
tirozinaz-aktivitasukat, ill. -expressziéjukat, perifé-
rids vérben a tirozindz mRNS kimutatisa parhu-
zamba allithaté a tumortomeggel, ill. a daganat
progresszibjaval és a terdpia hatékonysagaval is (4,
6, 10, 13-15, 17, 20, 25-27). A tirozinaz, ill. mas me-
lanomamarkerek mellett, mint a gpl00 és a
Melan-A/MART-1 markerek, egyre tobbet alkal-
mazzédk a melanoma inhibitory activity (MIA) fe-
hérje mRNS-ének kimutatasat keringé melanoma-
sejtek azonositasara. Ennek az antigénnek a speci-
ficitdsa nem tul nagy, mert keratinocitdk, fibro-
blasztok és limfocitdk is igen alacsony szinten kife-
jezhetik a gént. A kordbban mar emlitett markerek
mellett a tumorasszocialt antigének koziil a MAGE-
3 és -1 is kimutatd és hasznalhat6 a keringé daga-
natsejtek kimutatasara (a MAGE-3 a melanomak
80%-4ban kifejezddik) (9, 19). A legszélesebb kor-
ben elterjedt tirozinaz assay Smith és mtsai (25)
primer szekvencigjat, ill. modszerét alkalmazza,
amely Un. nested PCR reakci6, amely gyakorlatilag
kizarja a genomikus DNS amplifikalasanak lehetd-
ségét, azaz az ilyen okbol bekovetkezo fals pozitivi-
tast. Nagyon fontos, hogy a vizsgalat soran megfe-
lel6 kontroll normalis gén is meghatarozasra kertl-
jon, valamint hogy az adott marker gént meghata-
rozott ismert szinten expresszalo daganatsejt, ez
esetben melanomasejt-populacio6 legyen a kontroll,
amely mintegy minéségi és kvantitativ kontrollt is
jelenthet a vizsgalatok soran (9, 19). Az egyes vizs-
galok, 1ll. laboratériumok kozotti kiilonbségek a ke-
ringd melanomasejtek detektdlasaban igen riasz-
toak; IV-es stadiumu melanomas betegek vizsgala-
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tarol a legkiilonbozébb adatok kertiltek nyilvanos-
sagra, ill. publikdlasra, amelyek kering6 sejtek tel-
jes hianyatol az esetek 100%-anak pozitivitasaig
terjedtek, amelyek hatterében minden bizonnyal
metodikai eltérések allnak, azaz az RNS-izolalas és
a cDNS-szintézis modszereiben rejlé eltérések (29).
A kozlemények finom analizise azt mutatta, hogy a
Ficoll-Hypoque denzitasgradiens-szeparalasi mod-
szer, melynek révén a periférias vérben 16vé sejtes
elemeket szoktak rutinszertien izolalni, igen nagy-
mértékben csokkenti a pozitiv esetek szamat, ezért
mind Eurépaban, mind az Egyesiilt Allamokban
mindségbiztositasi eljarasokra és metodikai egysé-
gesitésre fogadtak el ajanldsokat (24).

Mindenesetre a korrekt kértilmények kozott le-
folytatott vizsgalatok eredményei arra utalnak,
hogy a molekularis diagnosztikus keringé daganat-
sejt-meghatarozasnak klinikai jelentGsége lehet.
Nyirokcsomé-metasztazissal rendelkez6 betegek
sebészi kezelése utan periféridas vérben keringé
melanomasejt-pozitivitas 4 és 6 honapos utankove-
téses vizsgalatban rossz prognozis markere volt
(30). Egy masik vizsgalatban II-es és I1I-as stadiu-
mu melanomas betegek vérében keringé melano-
masejtek tirozinazexpresszi6 alapjan torténé kimu-
tatdsaval igazolni lehetett a pozitiv esetek lerévi-
megfigyelés volt egy prospektiv tanulmany soran,
hogy az elérehaladott melanomak IFN-a, ill. IL-2
terapidja utdn a metasztazisok reszekcigjaval vagy
anélkiil a keringésben tirozinaz mRNS-t lehetett ki-
mutatni a betegek tobbségében, a kezelés utan
még 5 éven at is, anélkiil, hogy klinikailag recidiva
lett volna kimutathatd (14, 25). A kvantitativ vizs-
galatok azt igazoltak, hogy a detekcids szint a
tirozinaz gén esetében kevesebb, mint 100 human
melanomasejtnek felelhet meg.

Konkluzio

A molekularis technikak bevezetése a rutin diag-
nosztikaba napjainkban zajlo, egyre gyorsulé folya-
mat. Az egyes modszerek elterjedésének azonban
az szab gatat leginkabb, hogy a (prospektiv) vizsga-
latok elvégzésétdl legalabb 5, de sok esetben még
tobb évnek kell eltelnie, hogy a betegség lefolyasa-
nak kiértékelésével a bevezetendé modszer Kklini-
kai hasznat is megitélhessiik. Ez a megallapitas ér-
vényes a melanoma molekularis diagnosztikajara

1. dbra.

Keringd melanomasejtek
kimutatdsa a tirozindz
gén expresszigja alapjan
RT-PCR madszerrel.
Tirozindz =207 bp,
melanomds betegek
mintdi = MPI-MP3,
kontroll= HT168
humdn melanoma sejt-
vonal, mw = molekula-
stly-marker.

Keringd daganatsejtek
327 betegiink vizsgdlata
alapjan az esetek
46,7%-ban voltak
kimutathatok.

mw MP3 MP2 MP1

HT168
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és annak esetleges felhasznalasara, a finomabb sta-
diummeghatarozasra (ultrastaging) vagy a terdpia
hatékonysagdnak nyomon kovetésére (24, 28).
Ugyanakkor int6 jelként kell tekinteni, hogy a ma-
lignus melanoma az egyik (ha nem a leginvazi-
vabb) rosszindulatu daganat, melynek progresszio-
ja sok évi komplett klinikai remisszi6 utan is fellép-
het, s talan erre utalhat a gyakori ,molekularis reci-
diva” (keringé melanomasejtek a keringésben) kli-
nikai recidiva nélkil.

Az 14j un. globalis génexpresszios vizsgalo mod-
szerek bizonyara hatassal lesznek a melanoma mo-
lekularis diagnosztikdjdra is (1, 18). Az eddigi vizsga-
latok megerésitették, hogy a manapsag hasznalatos
melanomaspecifikus gének expresszidja alapjan ez
a daganatféleség egyértelmtien elkiilonitheté mas
daganatoktdl. A legerésebb melanoma-diszkrimina-
tor képességli gének ezen vizsgalatok szerint is a
tirozinaz, az S-100B, a gp100, a Melan-A/MART-1, a
tirozinkot fehérje-1 és -2 (dopachrome tauto-
merase), amelyeket a molekuldris diagnosztika ed-
dig is hasznalt (23, 28). Nagy segitség volna, ha sike-
riilne melanoma-specifikus DNS-markert vagy
-markereket is talalni, amelyek révén a detektalas
érzékenysége és megbizhatdsaga tovabb lenne fo-
kozhatd. Mindenesetre az varhato, hogy jelenleg zaj-
16 prospektiv vizsgalatok hamarosan pontosan ki
fogjak jelolni a molekularis diagnosztika helyét a
malignus melanoma esetében (is).

Ezt a munkdt az Oktatdsi Minisztérium (NKFP
1/48/2001) tAmogatta.
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