Osszefoglalé kézlemény 275

Hazai melanomakutatasok:
reményt keltd eredmények
egy korabban reménytelen daganatban
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A hazai melanomakutatdsok immdron két évtizedes multra tekintenek vissza és hdrom hazai kutatocsoportnak kdszénhetdek, melyek az Or-
szdgos Onkoldgiai Intézetben, a Semmelweis Egyetemen és a Debreceni Egyetemen dolgoznak. Korabban e folydiratban mdr beszamoltunk
az Orszdgos Onkologiai Intézetben sziiletett eredményekrdl, a jelen kozlemény egyiittmikddésik djabb eredményeit mutatja be. A debreceni
kutatocsoport a sokszorosan mutdlt melanomagenom klinikai jelentéséggel rendelkezd dj, eddig még nem ismert hibdit figyelte meg, amelyek
Jelentdsége minden bizonnyal felértekelédik az egyre szélesebb kérben alkalmazott célzott kezelések fényében. Kutatdsaik kiilon értéke, hogy
felhivtdk a figyelmet a melanoma progresszidja soran bekdvetkezd sajatos epigenetikai vdltozdsokra, melyek nem jarnak a gének strukturdjanak
tovabbi kdrosoddsdval, de azokhoz hasonlo funkciondlis kovetkezményekkel jarnak. A budapesti kutatocsoport elsésorban kisérleti rendsze-
reken dolgozott, és kimutatta a gazdaszervezet nemének meghatdrozé szerepét a melanoma progresszicjaban, aminek hdttere az NK-sejtek
hormonfiiggd mikodése. Erdekes lehet a gliikokortikoidreceptorok szerepének kimutatdsa is, amely bizonyos leukémidkhoz hasonld szereppel
bithat melanomdban. Evtizedes muiltra tekint vissza a melanomamatrix-kutatds, amelynek djabb eredményei a XVII kollagén és a CD44v3 va-
ridnsainak progresszict eldseqité szerepét igazoltak. A melanoma un. kettds vad genotipusa még nem rendelkezik hatékony kezeléssel, ezért
izgalmas lehet ebbdl a szempontbdl az FGFR, a ¢-MET vagy a kannabinoidreceptorok expressziojanak terdpids kiakndzdsa, amit a kisérletes
rendszereken szerzett eredmények tamogatnak. Ugyanakkor nem lebecsiilenddk a heparinszdrmazékok vagy a biszfoszfondt alkalmazdsdval
kapott antitumordlis hatdsok sem, amelyek kiegészithetik a jovében a célzott terdpidkat. Magyar Onkolégia 59:275-281, 2015
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Melanoma research has a two decade history in Hungary and is based on three groups located at the National Institute of Oncology
(NIO), the University of Debrecen (DU) and Semmelweis University (SU). Previously we have summarized the achievements of the NIO
group in this Journal, now this paper summarizes the recent results of their collaborations. The research group of DU revealed several
novel genetic alterations in the melanoma genome which might have clinical relevance as prognosticators or predictors in light of the
novel target therapies. Data indicating unique, perhaps melanoma-specific epigenetic changes during progression might be even more
important, identifying novel genes otherwise not detected as genetically altered ones. The research group in Budapest extensively used
experimental human melanoma models and demonstrated the host sex as a key factor in progression due to the specific function of NK
cells. Identification of functional glucocorticoid receptor in human melanoma might lead to therapeutic exploitation similar to certain
leukemias. Studies on extracellular matrix revealed collagen XVIl and CD44 splice variants as progression associated factors of melanoma.
Since the double wild type genotype of melanoma is lacking effective therapy, data on the use of FGFR2, c-met or cannabinoid receptor
as target can be important. On the other hand, experimental data on the antitumoral effects of heparin derivatives or bisphosphonate in
melanoma models can also be encouraging.
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BEVEZETES

A malignus melanoma az onkologia egyik legnagyobb ki-
hivasa, mert szemben a legtobb gyakori szolid daganattal,
genetikailag kemo- és sugarterdpia-rezisztens. Ezzel paro-
sul az, hogy biologiailag a legagresszivebb rosszindulata
daganat, amely az un. Tl-es, milliméteres stadiumban is
nem elenyész szazalékban végiil is attétes betegséggé fej-
16dik. Bar az elmult évek paradigmavaltast hoztak ennek
a daganatféleségnek a kezelésében is a molekularisan cél-
zott és az immunterdpia bevezetésével, ezek eredményei
az esetek csak igen kis szazalékaban tartdsak. Hazankban
a malignus melanoma nem szerepel a leggyakoribb rosszin-
dulata daganatok kozott, mégis a daganathaldlozashoz je-
lentés a hozzdjarulasa. Bizonyos értelemben arva (orphan)
daganatnak tekinthetd, ezért a rakkutatas figyelmének nin-
csen (vagy nem volt) a kozéppontjaban. Kiilonosen igaz ez
hazankban, ahol maga a rakkutatds sem prioritds, és igy
a melanomakutatas sem. Ennek ellenére az elmult évtized-
ben jelentds melanomakutatds folyt a Semmelweis Egye-
temen, a Debreceni Egyetemen és az Orszagos Onkoldgiai
Intézetben, amelyek eredményei nemzetkozi hirtiek ma
mar. Korabban az Orszdgos Onkologiai Intézethez kothetd
immunonkoldgiai és molekularis patolégiai kutatdsokrol
beszamoltunk (1, 2), a jelen tanulmany a kutatécsoportok
azota szilletett eredményeit foglalja 6ssze abban a remény-
ben, hogy ezek legalabb egy része hamarosan klinikai fel-
hasznalasra keriilhet, amennyiben ezek a kutatasok tovabbi
tamogatast kapnak.

A MELANOMA PROGRESSZIOJANAK
MOLEKULARIS MARKEREI
(DEBRECENI EGYETEM)

Humaén melanomaszéveteknél is jol ismert a heterogenitas
mind sejt-, mind molekuldris szinten egyarant. Az eltérd
molekuldris sszetételd sejtklonok jelenléte ugyanazon da-
ganaton beliil kiilonb6z6 biologiai kimenetelhez vezethet, je-
lentésen befolyasolva mind az alkalmazott terapia hatékony-
sagat, mind pedig a betegség progndzisat, a daganatsejtek
invaziv tulajdonsagat és attétképz6 hajlamat. A melanoma
egy olyan komplex daganatos betegség, mely mind moleku-
laris, mind fenotipusszinten egyarant megjelenik. Az egy-
re elterjedtebbé valé nagy felbontdsu array technikak és az
elmult két évtized robbanasszer( bioinformatikai fejlédése
ma mdr lehetévé teszi a kiillonboz6 biologiai viselkedésii és
molekuldris altipusi melanomamintédk k6zo6tti molekularis
eltérések feltérképezését, a nagy mennyiségti adatbol biold-
giailag relevans informaciok kinyerését. Az eltérések koziil
jol ismert, hogy a melanomdk 50-70%-4ban kimutathato
a BRAF onkogén aktivaciés mutdcidja, mely 80-90%-ban

a 600-as aminosavkodonon elhelyezkedé valin-lizin kon-
verziot jelenti (V600E). A BRAF gén mutdcidja mellett az
NRAS aktivalé mutdcidi (melanomak ~13-25%-a) - leg-
inkabb a Q61 és G12 aminosavpoziciéban - is egyre je-
lent6sebb szerepet kapnak, tobbek kozott, mint jelatviteli
»kertl6 ut” a mutans BRAF fehérje inhibitorral szemben ki-
alakult rezisztencia soran. A két génmutacio jelenléte azon-
ban kizarélagos egyedi sejt szinten, mivel mindkét onkogén
a Ras/MAP-kinaz jelatviteli lanc része, egyiittesen igy nem
fordulnak el6 (3). Korabbi tanulmanyok soran mar bizo-
nyitast nyert az is, hogy bar a BRAF- vagy NRAS-mutaciok
a tumorfejlédés korai szakaszaban mar megjelennek, egye-
diili jelenlétiik nem elegendé a daganat kialakulasahoz.

Vizsgalataink egyik fokuszpontja a BRAF- vagy NRAS-
mutaciot hordozo és dupla vad tipusu primer melanomék
géneltérés-mintazatai kozotti kiilonbségek feltardsa volt
array komparativ genomhibridizdciés (aCGH) technika
segitségével (4). Eredményeink szerint a BRAF-mutdciot
hordozé daganatokban szignifikdnsan magasabb a genomi
képiaszdam-eltérések szama a dupla (BRAF és NRAS) vad
tipusu melanomaszovetekhez képest. Az aktivalé muta-
ci6 pedig els6sorban a 10q23-q26 régié vesztésével, vala-
mint az 1q23-q25 l6kusz és a 7-es kromoszoma tobbleté-
vel tarsulnak. A leggyakoribb nagymértékii amplifikaciot
a 7q36.3 régidban figyeltitk meg, ahol a PTPRN2 onkogén
lokalizalédik (4). Ennek a génnek a szerepét kiterjedten
vizsgaltak mas tipusi daganatokban (pl. eml6daganatok),
melyekben a géntermék inhibicidjaval sikeresen tudtak
csokkenteni az attétek szamat. Ugyanakkor a 11q23-q25
szekvencia delécidja elsdsorban az NRAS-mutaciéval mutat
Osszefiiggést (4). Az itt elhelyezkedd OPCML gén terméke
a tirozinkindz-receptorok gatlasan keresztiil fejti ki hata-
sat. A masik gyakori, NRAS-mutdcidhoz kapcsolt eltérés
a 17p13.3 kromoszomalis régié delécidja, ahol a két nemré-
gen azonositott tumorszuppresszor gén (HIC1 és OVCAL)
delécidja mellett a lokusz hemizigéta allapota sejtciklus-
deregulaciot valt ki és tumorigenezist indukal (4). A 6p22.3
(E2F3) tobblete, valamint a 9p21 (CDKN2A) régio vesztése
ugyanakkor gyakrabban fordul el a BRAF- vagy NRAS-
mutaciét hordozé melanomakban a dupla vad tipustiakkal
szemben, mely utobbiakat leginkdbb a 17-es (17q24-q25-
amplifikacio) és a 4-es (4q23-q25-hidny) kromoszémak
gyakori kdpiaszam-eltérései jellemzik (4). A 9p21-es l6kusz
familiaris melanomakban gyakori vesztését a sporadikus
melanomak progresszidja soran munkacsoportunk mar egy
korabbi tanulmdnyaban vizsgalta. A teljes 16kusz delécidja
a vizsgalt mintak nagy szazalékaban (84%) jelent meg sta-
diumtol fliggetleniil és féként heterozigdciavesztés forma-
jaban (5). Vagyis a MAPK utvonal sériilése egyiitt a 9p21-es
régio6 vesztésével fontos lehet a kedvezétlen bioldgiai kime-
netel létrejottében.
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Kutén primer melanomakon végzett aCGH-vizsgalataink
a CCNDI1 onkogént kodolo 11ql3-as régié gyakori kopia-
szamtobbletét is kimutatta. Ezért az onkogén szerepének
részletes vizsgalatat is elvégeztiik. A gén amplifikacidja 6sz-
szefiiggést mutatott a melanoma szamos ismert klasszikus
prognosztikai markerével és a kedvezétlen klinikai kime-
netelt eredményezé klinikai paraméterrel, mint a primer
melanomaszovet felszini kifekélyesedése vagy attétképzése.
Megfigyeltiik, hogy a CCNDI1-génamplifikaciot tartalma-
z6 mintaknal a beteg 5 éves tulélési esélyei is rosszabbak,
valamint eredményeink szerint a t6bbszords attétképzo
(regionalis és egy vagy tobb tavoli szervi metasztazis) min-
takban kifejezettebb az amplifikdcié jelenléte (6). Mivel
a napsugarzas ultraibolya-tartomanya jol ismert exogén
faktor a melanomdk adott csoportjainak kialakuldsaban,
ezért fontosnak tartottuk meghatarozni a CCNDI1-eltérések
szerepét annak fliggvényében is, hogy a testfeliilet kiilon-
boz6 részein megjelend melanomak milyen mértékben
vannak napsugarzasnak kitéve. Megfigyelésiink szerint
a CCNDI-amplifikaciéval és fokozott mRNS-szinttel jel-
lemezhet6 mintak a testfelillet azon részén jelentek meg,
melyek krénikus napsugdrzas altal voltak expondlva. Fon-
tos megjegyezni, hogy ezekben a mintdkban csak ritkan
fordultak el6 a BRAF és/vagy NRAS onkogének mutacioi.
A CCNDI onkogén fokozott expresszidjat fehérjeszinten is
megfigyeltiik a progresszié el6rehaladasaval, bar ez kevés-
bé volt kifejezett (6). A CCNDI onkogén ugyanakkor egy
olyan amplifikacids klaszterben lokalizalodik, melyben 6t
potencialis onkogén hatasa is jelentkezhet. Vizsgalataink
szerint a 13q14 amplifikacids klaszterben a CCNDI1 génnel
egylitt tobb kandidans gén (TAOSI, FGF3, FGF4, FGF19
és EMS1) ko-amplifikacidja is el6fordul (3). Megfigyeltiik,
hogy ezeknek a géneknek az egyiittes amplifikdcidja els6-
sorban a rosszabb prognozist eredményezé daganatokra
jellemz6. Ezek koziil a gének koziil a CCNDI1 és TAOSI gé-
nek egyiittes emelkedett géndoézisa a mintak kb. 15%-aban
mutathat6 ki. A kettés amplifikaciot mutaté mintdk dont6
tobbségének a felszine kifekélyesedett volt. A TAOSI gén
a sejtcikluskontrollban és a sejtproliferacio szabalyozésaban
jatszik szerepet, és a CCNDI-gyel kooperalva valoszintleg
egy agresszivabb fenotipus kialakitdsahoz jarul hozza (3).

Mivel a gének, illetve az dltaluk kodolt fehérjék elsésor-
ban mds molekulakkal val6 interakciokon keresztiil fejtik
ki hatasukat, az eltéréseket a jelatviteli utvonalak szintjén
is vizsgaltuk. A BRAF-mutaciét hordozé daganatokban
leggyakrabban az EGF/MAPK és JAK jelatviteli utvonalak
kozotti interakcidoban részt vevo fehérjéket kodolo gének sé-
riilnek, de hasonlé mintazat figyelheté meg a MAPK-IGF
és JAK-IGF tutvonalak kozott is (4). Ezek kozé a gének kozé
szamos jol ismert (pl. EGFR, PI3K vagy JNKK2) és kevésbé
ismert (pl. PEA15, ELK4 vagy SHC1) onkogén tartozik. To-
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1. dbra. A BRAF- és NRAS-mutdcios alcsoportokhoz tartozd
leggyakoribb képiaszdm-eltérések. A felfelé mutatd nyilak az
adott kromoszomalis régié vagy génképiaszdm novekedését/
amplifikdciéjat vagy csokkenését/delécidjat jelzik (4)
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vabba a BRAF-mutaci6 jelenléte egy sajatos deléciés min-
tazattal is tarsul, melyek kozil a PTEN, JNK1 és HVH-3
gének egyiittes delécidja szembetliné. Ellentétben a PTEN
tumorszuppresszor génnel, a JNK1 ¢és HVH-3 gének
melanomaprogresszidban betoltott szerepérdl viszonylag
kevés informacid all rendelkezésiinkre.

Annak ellenére, hogy az NRAS és BRAF onkogének mu-
tacioi egyazon jelatviteli dtvonal konstans aktivacidjaban
vesznek részt, a primer melanomak kialakulasa és fejlédése
soran eltéré genetikai alterdcidkkal kooperalnak (1. dbra).
Ez a melanoma progresszidja soran tapasztalt jelenség rend-
kiviil figyelemre méltd, hiszen arra utalhat, hogy a BRAF- és
NRAS-mutaciok egyfajta vezérld szerepet toltenek be az al-
ternativ genetikai ttvonalakat feltételezé melanomagenezis
sordn. Ezeknek az eltéréseknek a felismerése j, célzott te-
rapias célpontok azonositasara nyujt lehetdséget a mutdciok
hatasanak gyengitését célzo kezelések mellett, mint a kozel-
multban elfogadott mutdns BRAFV600E fehérje mtikodését
célz6 molekuldris terapia (vemurafenib).

A mutians BRAF-molekulat célzé gyogyszeres kezelés
egyik f6 hatranya a koran (atlagosan 6 hoénap) kialakul6
rezisztencia. Ezért munkacsoportunk jelenleg folytat vizs-
galatokat tobbek kozott a rezisztencia hétterében allo elté-
rések feltérképezésére. Sajat eddigi és mas kutatdcsoportok
eredményei altal mar ismert, hogy az egyik elkeriil6 mecha-
nizmus a CRAF és NRAS molekuldk érintettségén kiviil az
EGFR onkogén (7pl12) expresszidjanak extrém fokozdédasa
a korabban EGFR-negativ mintakban is. Egy korabbi tanul-
manyunkban mar felfigyeltiink az EGFR kiemelked6 sze-
repére a primer melanoma progresszidja soran, ahol a gén
kopiaszamtobblete és fokozott génexpresszidja legtobbszor
rossz prognozissal tarsult (7). A génkdpiaszdm és mRNS-
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expresszios szintek kozott linedris kapcsolat azonban nem
minden esetben volt kimutathatd. Ennek szdmos oka lehet,
tobbek kozott az, hogy az EGFR-géntobblet 6nmagaban
nem feltétleniil bir erés prognosztikai jelentdséggel. A foko-
zott genetikai instabilitdsnak koszonhetéen gyakran a teljes
7-es kromoszdma vagy a kromoszoma egy jelentds része sé-
riil a progresszi6 soran, melynek eredménye az lesz, hogy
az EGFR génnel egyiitt amplifikaléd6 gének hatasa is érvé-
nyesiil. Eredményeink alapjan az EGFR kopiaszamtobblete
prognosztikai markere lehet az attétképzésnek és a terapia
megvalasztasat is befolyasolhatja, de ugyanakkor fontos,
hogy az extra génképiaval rendelkezé mintakban az mRNS-
és/vagy fehérjeszintek is meghatarozasra keriiljenek (7).

A 7-es kromoszéma eltéréseinek elemzése sordn a 7pl2-
es régid alterdcidi mellett a 7q31-es régié gyakori eltéré-
seit is megfigyeltitk. Ez a DNS-szekvencia egy rendkiviil
»génstrd” szakasz, melyen a FRA7G ,torékeny pont” he-
lyezkedik el. Eredményeink alapjan ennek eltérései hoz-
zéjarulnak a melanomdk kedvezétlen klinikai kimenete-
léhez (8). A fragilis DNS-régiok szerkezetiikbdl kifolydlag
instabilak és gyakori célpontjai a progresszié soran beko-
vetkez$ kromoszomalis toréseknek és atrendezédéseknek.
Az ezeken a szekvencidkon elhelyezkedd gének eltérései
mind delécié és/vagy amplifikdcié, mind pedig norma-
lis kopiaszam melletti heterozigbtasagvesztés (anyai vagy
apai allél elvesztése) formdjaban gyakori eltérések. Mun-
kacsoportunk ezért a FRA7G ,torékeny pont” kozvetlen
kozelében lokalizalt gének, mint a multifunkciés CAV1
(membranlipidtutajok alapkove) és a tumorszuppresszor
TES eltéréseit is vizsgalta. A TES, annak ellenére, hogy csok-
kent mRNS-szintje szignifikansan jelenik meg a tobbszoros
attétképz6 mintakban, az altalunk vizsgalt mintakohortban
nem mutatott jelentds prognosztikai szerepet. Eltérése fel-
tehet6leg a fokozott kromoszomalis/genominstabilitds mel-
lékhatdsanak tekinthetd. Ezzel szemben a CAV1 mRNS-
szintje a tumor vastagsaganak novekedésével fokozddott,
ez a kapcsolat fehérjeszinten is jelentkezett, ami a CAV1-
eltérést mutaté daganatsejtek invazidban betoltott lehet-
séges szerepére utalhat, igy segitve elé az attétképzést (8).
Ezt tamasztjak ald a munkacsoportunk altal jelenleg sejtvo-
nal modellrendszeren végzett vizsgalatok is, melyek soran
a CAV1 fokozott expressziéjat mind mRNS-, mind fehérje-
szinten kimutattuk.

A nagy felbontasi genomarray (array CGH) vizsgala-
tok mellett génexpresszids csip elemzéseket is végeztiink.
Génexpresszios vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy
a felszini kifekélyesedéssel jellemezheté primer melanoma-
mintdkban egy 987 génbdl 4ll6 downregulacios klaszter fi-
gyelheté meg. Ezeknek a géneknek minddssze 15%-a (150
gén) mutat valamilyen mértékii deléciét, melyek tobbsége
a 6q és 10q kromoszomaszekvencidkon lokalizalodik, befo-

lydsolva a sejt-sejt és sejt-matrix kapcsolatokat, valamint az
apoptozis szabalyozasat is. Tovabbi 11 (~1%) génnél a gének
alulszabélyozasanak hatterében epigenetikai folyamatok,
géncsendesités all (9). Az ,alulszabalyozott” génklaszter
mellett 93 génre jelentés mRNS-expresszios szintbeli nove-
kedést is megfigyeltiink. Ezek koziil a legnagyobb valtozast
az oszteopontin (OPN) mutatta, melyet fehérjeszinten is
sikeriilt megerdsiteni (9). A fehérje kifejez8dését a vizsgalt
primer melanomak 90%-4dban kimutattuk. Klinikai ada-
tokkal tortént korrelacids analizistink szerint a fokozddé
OPN-expresszios szintek kedvezétleniil befolydsoljak a be-
tegség kimenetelét (10).

EPIGENETIKAI ELTERESEK
MELANOMAKBAN (DEBRECENI EGYETEM)

A genetikai eltéréseken kiviil a daganatok kialakulasaban
és progresszidjaban igen fontos szerepet jatszhatnak az
epigenetikai valtozasok, melyek koziil a legjobban tanulma-
nyozott és legstabilabb, 6rékl6dé forma a DNS-metilacio.
A gének promoterrégidin gyakori Un. CpG-szigeteken
el6forduld hipermetilacié direkt moédon akadélyozhat-
ja a géndtirast, ezért jelenleg intenziv kutatdsok targya.
A melanomak hipermetilaciéjanak vizsgalata eddig mind-
Ossze kandidans gén megkozelitéssel vagy olyan globa-
lis, de indirekt mddszerekkel tortént, melyek soran elsé-
ként vizsgaltak a teljes genom génexpresszidjat, majd egy
agressziv demetilacids kezelést kovetden udjra elemezték
a génexpresszids mintazatot, ezzel kozvetve azonositottak
az eredeti allapotban hipermetilalt géneket. Mivel a ge-
nom nagyobb részét analizalo kordbbi metildciés tanul-
manyok a melanomak és a szomszédos normalis szévetek
vonatkozasaban végeztek oOsszehasonlitdo vizsgdlatokat,
munkacsoportunk arra a kérdésre kereste a valaszt, hogy
a melanomagenom epigenetikai mintazata véltozik-e a da-
ganatprogresszi6 kiilonb6z6 szakaszaiban.

Lokalizalt DNS-metilacids eredményeink értékelése so-
ran részletesen tanulmanyoztuk az ismert klinikai paramé-
tereket (Breslow-vastagsdg, attétképzés, ulceracio és szoveti
altipus) jellemz8 metildcios mintézatot. Osszesen 111 egye-
di gént érintett az egyes csoportok kozott felismert eltérd
metilaciés mintazat. Eredményeink szerint a progresszid
folyamatat leginkabb a metilacié csokkenése jellemzi, DNS-
hipermetildciéra lényegesen kevesebb példat talaltunk.
Megéllapitottuk, hogy a kiilonboz6 klinikai paramétereket
jellegzetesen egyedi metilaciés mintazat jellemzi (11).

Terapias jelentsége miatt részletesen vizsgaltuk
a BRAFV600E mutacio és a DNS-metilacié kapcsolatat.
A mutacidval asszocialodé megvaltozott metilacidju gé-
nek tobbsége hipermetilalodott, és a sejtkommunikacio-
ban, tovabba az extracelluldris matrix receptor interakcid-
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ban jatszott szerepet, ugyanakkor kevés atfedést mutatott
a négy klinikai paraméterrel Osszefiiggd, Osszesen 111
metilalt génnel (Id. fentebb). A jelenség igy a mutdacié
egyedi vezérld szerepét veti fel a DNS-metilacié szabélyo-
zasaban, mely jelenleg tovabbi vizsgalatok targyat képezi
(11). Vizsgaltuk tovabba a DNS-metilaci6 és a melanomas
betegek 5 éves tulélése kozotti kapesolatot. A klinikai pa-
raméterekre korrigalva egyetlen génnél, a KIT génnél lat-
tunk példat arra, hogy a hipermetilacié csokkent talélési
eséllyel tarsul (11).

Parhuzamos  génkoépiaszam-vizsgdlatainkkal —kimu-
tattuk, hogy a metilaciés mintdzatot fenntarté6 enzimet
(DNMTI1) kédoléo gént tartalmazd 19pl3.2-es szakasz
a vastagabb daganatokban (Breslow-vastagsag >4 mm)
deléciodt szenved. Eredményeink alapjan valdszintsithetd,
hogy a DNMT1 gén delécidja hozzajarul a korabban em-
litett transzpozon, tovabba génpromoter-régiokat érintd
hipometilaciés tendencidhoz. A Knudson-féle ,two-hit”
hipotézis értelmében a megvaltozott génexpressziés min-
tazathoz egyszerre tobb szomatikus DNS-véltozas is sziik-
séges. Promotermetilacids eredményeinket génkopiaszam-
adatainkkal integrdlva megallapitottuk, hogy a 6q23-as
szakaszon lokalizdlodo MYB és az EYA4 géneknél a két
kiilonb6z6 szomatikus DNS-alterdcié (deléci6 és DNS-
hipermetilécid) a fent emlitett hipotézis értelmében egytit-
tesen alakitja ki a melanomak megvaltozott génexpresszids
fenotipusat. A 6q23-as szakasz delécidjat FISH-vizsgalattal
is megerdsitettiik (11).

A lokalizalt hipermetilacié mellett maig alabecsiilt az un.
genomszint(i hipometilacio jelensége, melyet sokaig a kar-
cinogenezis passziv kovetkezményeként irtak le. Késébb
azonban emlédaganatokban sikeriilt bizonyitani, hogy egy
aktiv és irdnyitott folyamat, mely a tumorigenezis korai sza-
kaszaban is jelentkezhet, ezért tovabbi vizsgalatokra érde-
mes kandiddns diagnosztikai markerként értelmezhetjiik.
A genomszint{i hipometilacié - kialakulasanak okatdl fiig-
getleniil - hozzajarul a valamennyi daganattipust jellem-
z8 genetikai instabilitashoz az un. ismétl6dé szekvenciak
demetildcidja altal. Ezek az ismétl6dé szekvencidk olyan
mozgékony genetikai elemek, melyek az evolicié soran
éptiltek a human genomba, ahol a teljes genetikai anyag tobb
mint 40%-at képviselik. A human genomban metilaltsaguk
révén maradhatnak védve a génatirédastol, metilaciojuk
megszlinése egyuttal aktivacidjukat is jelenti, mely erds
homoldgidjukat tekintve rekombinaciés események soro-
zatat inditja el. Ez utobbi tovabbi deléciokat és inszerciokat
kialakitva jelent6sen hozzajarul a kariotipusos instabilitds-
hoz. Vizsgalataink sordn a LINE1 transzpozonszekvencia
promoterrégiojan taldlhatéo 6 CpG pontmetilacidjat hata-
roztuk meg Na-biszulfit piroszekvendlassal. Eredményeink
alapjan az 5 éven belill attétet képzé melanomakat markans
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transzpozonalis demetilacio jellemezi. Ez a jelenség képez-
heti a j6vében egy LINE1 transzpozonmetilaciot célzoé diag-
nosztikai vagy predikcids teszt kidolgozasat (12).

A GAZDASZERVEZET NEMENEK SZEREPE
A MELANOMA PROGRESSZIOJABAN
(SEMMELWEIS EGYETEM, ORSZAGOS
ONKOLOGIAI INTEZET)

Klinikailag ismert, hogy a n6i nem kedvezé prognosztikai
tényezd malignus melanoma esetében, bar ennek alapjai
nem ismertek. Korabban felmeriilt kisérleti modellekben,
hogy a nemi hormonok befolyasolhatjak a melanoma bio-
légiai viselkedését, de a kisérleti adatok ellentmondasosak
voltak. Humdn melanoma médjmetasztazis allatkisérleti mo-
delljében (SCID egér) korabban mar megfigyeltiik, hogy az
attétképzés hatékonysaga gyengébb a néstény hordozokban
(13). A kérdést tovabb vizsgdlva kideriilt, hogy a jelenség
csak a majattétképzésre vonatkozik, mas szervek esetében
nem észlelhet6. Felmeriilt az, hogy a melanomasejtek funk-
cionalisan aktiv nemihormon-receptorral rendelkeznek.
Vizsgalataink szerint emberi melanomékban az 6sztrogén-
és androgénreceptorok fehérjeszinten nem, vagy csak igen
alacsony szinten expresszalddnak, igy a sexhormonok nem
hatnak kozvetleniil a daganatsejtekre, ezért a gazdaszerve-
zet egyes sejtjeire terel6dott az antimetasztatikus aktivitas
gyanuja. Vizsgalataink a maj Kupffer- és NK-sejtjeire ira-
nyultak, és igazoltuk, hogy kisérleti allatokban mindket-
tének van jelentds antimetasztatikus aktivitasa, de csak az
NK-sejtek szerepe fligg a nemt6l, ezek a sejtek aktivabbak
a ndstényekben. Ezt a megfigyelést NK-sejt nélkiili kisérleti
allatokbanisigazolnilehetett. Bar e megfigyeléseinknek nem
lett nagyobb nemzetkozi visszhangja, az immunonkoldgiai
kezelési protokollok bevonuldsa a mindennapi klinikai gya-
korlatba megvaltoztathatja ezt a helyzetet. Feltételezheto,
hogy a célzott immunstimulacids kezelések (anti-CTLA4 és
anti-PD-1 antitestek) klinikai aktivitasat a beteg neme befo-
lyasolhatja. Hogy ez csak a majattétképzésre vagy mas szer-
vi attétekre is vonatkozik, tovabbi klinikai kutatasok targya
kell, hogy legyen (13).

Munkacsoportunk e vizsgalatok soran felfigyelt az embe-
ri melanomasejtekben a glitkokortikoidreceptor(ok) mRNS-
és fehérjeszint( kifejez6désére. A GCR funkcionalisan ak-
tivnak bizonyult, az emberi melanomasejtek érzékenynek
bizonyultak dexametazonra, amelynek proliferdciégatlo,
de f8leg apoptozisindukald hatasa volt. A glitkokortikoidok
sokféle modon képesek befolydsolni a daganat és a gaz-
daszervezet kélcsonhatdsait. Egyrészt ismert az immun-
szuppressziv hatasuk, amit féleg az autoimmun betegségek-
ben aknaznak ki. Mdsrészt azonban szdmos daganatellenes
terapids protokoll része a szteroidkezelés. Felmeriil, hogy
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melanoma esetében a dexametazonkezelés citosztatikus
hatast lehetne, aminek jelentdségét nem lehet alabecsiilni
ebben a kemorezisztens daganatban. Ezzel kapcsolatban
fontos lehet, hogy in vitro a DTIC-kezelés antiproliferativ
hatasait dexametazonnal fokozni lehetett (14).

EXTRACELLULARIS MATRIX FEHERJEK
VAGY RECEPTORAIK PROGNOSZTIKUS
SZEREPE (SEMMELWEIS EGYETEM)

A transzmembran kollagén XVII (cXVIIwt) a bérham
fontos matrixreceptora, amely a hamsejtekben van jelen.
Kiderilt, hogy bar nyugvé melanocitdkban nincsen je-
len ez a fehérje, proliferalé sejtekben megjelenik. Emberi
melanomakban a cXVII gén mutaciét szenved el, amely az
ektodomént érinti. Emiatt diszplasztikus naevusokban és
melanomakban csak a citoplazmatikus része van jelen a fe-
hérjének, ami alkalmassd teszi felhasznalasat a mindenna-
pi rutin patologiai diagnosztikaban. Legalabb ilyen fontos
megfigyelés az is, hogy a citoplazmatikus cXVII szakasz
elleni antitesttel emberi melanomakban in vitro apoptozis
indukalhatd (15).

Néhany géntugyismeriink, mintazattétképzés onkogénje
(metasztazisgén), ezek koziil els6ként azonositottak ilyen-
nek a CD44 proteoglikant, amely kondroitin- és heparan-
szulfattal (HS) glikanalédhat. A CD44-nek 10 variabilis
exonja van, és a hasitdsi variabilitds eredményeként igen
sokféle fehérjét kddolhat, amely matrixreceptorként vagy
segitd novekedési faktor receptorként szolgalhat. Korabbi
vizsgalatainkban a HS varidns CD44v3 exon expresszidjat
észleltiik emberi melanomaban, és kimutattuk kedvezétlen
prognosztikus szerepét (16). Ujgeneracids szekvenalas segit-
ségével a teljes CD44-variabilitdst elemeztiik kiilonféle da-
ganatokban, kozottiik emberi melanomaban, és jellegzetes
melanomahasitasi mintazatot detektaltunk. In vivo spontan
attétképzési modellben megéllapithato volt, hogy az attét-
képz6 emberi melanomasejtekben jelentdsen emelkedik
a melanoma CD44-expresszidja, amelyben a v3-tartalmu
variansok vannak jelen dontSen. E megfigyeléseink arra
utalnak, hogy melanoma esetében a CD44 HS-tartalmu
hasitasi variansai metasztazisképz6dést eldsegitd szereppel
rendelkeznek.

UJ MELANOMAKEZELESI LEHETOSEGEK
PREKLINIKAI MODELLEKBEN
(SEMMELWEIS EGYETEM, ORSZAGOS
ONKOLOGIAI INTEZET)

Ismert a heparin daganatellenes hatasa klinikai koriilmé-
nyek kozott, de ennek pontos mechanizmusa, az ezért fe-
lelés kémiai struktdra nem. 4-22 tagl, heparineredet(i

poliszacharidok biologiai hatasait teszteltiik in vitro és in
vivo emberi melanomasejteken. A legtobb fragmens je-
lentés antimigraciés hatasinak bizonyult, mig csak egy,
a dpl8 rendelkezett antiproliferativ hatassal is. Felttind
volt, hogy az antimigraciés hatds a melanoma CD44v3
receptoran keresztiil valosult meg. Ami talain még érde-
kesebb, hogy in vivo koriilmények kozott a dp4 és dpl8
heparinfragmensek antimetasztatikus hatasunak bizonyul-
tak kisérleti allatokban. Ezek a vizsgalatok arra utalnak,
hogy a heparinszarmazékoknak jelentés daganatellenes ha-
tdsai lehetnek emberi melanoma esetében (17).

Az EGF- és az FGF-receptorok miikodéséhez elen-
gedhetetlen a heparanszulfat-tartalmu segédreceptorok,
mint a CD44 segit6 szerepe. Normalis melanocitdkban,
de melanomasejtekben is jelen van és miikodhet az EGF-
és FGF-receptor. Ugyanakkor a melanomaknak harom
nagy molekuldris alcsoportjat ismerjiik, a BRAF-, NRAS-
mutdnsokat és a kettés vad genotipust. Kérdéses ugyan-
akkor, hogy a molekularis altipusok befolyasoljak-e e re-
ceptorok mukodését. Kisérleti rendszerekben kimutattuk,
hogy mind az EGF, mind pedig az FGF2 stimulalja az em-
beri melanomasejteket, de a BRAF- vagy NRAS-mutacids
statusz lecsokkenti ezt a reagaloképességet. Feltiing volt,
hogy az EGF és FGF2 elsésorban motilitasi valaszt ge-
neralt emberi melanomasejtekben, melynek f6 jelpalydja
a MAPK dtvonal volt. Ahogyan az varhaté volt, EGFR és
FGFR tirozinkindz-inhibitorok csak a kettés vad statusza
daganatsejtekben hatottak, mig a mutansok rezisztensnek
bizonyultak. Ezek a megfigyelések rairanyitjak a figyelmet
a melanomadk legkisebb, mintegy 20-30%-at adé molekula-
ris altipus lehetséges 1j célzott terapidjara (18).

A kannabinoidok esetleges orvosi alkalmazdsa ma in-
tenziv kutatdsok targya. Miutan a melanocitdk neuro-
ektodermalis eredettiek, felmerilt, hogy daganataik,
a melanomak, esetleg rendelkeznek endokannabinoid-
receptorral. Vizsgalataink szerint kiilonb6zé molekula-
ris alcsoportba tartozé emberi melanoma-sejtvonalakban
expresszalodik a CNRI1 gén és fehérjeterméke, a CBl-recep-
tor, amelyet a sejtmembranban is ki lehet mutatni. A CBI-
receptor funkcionalisan aktivnak bizonyult, és természetes
vagy mesterséges ligandumai antiproliferativ, antimigracios
és proapoptotikus hatast véltottak ki in vitro emberi
melanoma-sejtvonalakban. Ami ennél még biztatobb, az az,
hogy in vivo az egyik mesterséges ligandum, az ACEA, ga-
tolni volt képes a melanoma majattétképz képességét. Ezek
a kisérletes eredmények azokat a megfigyeléseket erdsitik,
hogy a kannabinoidoknak ismert fdjdalomcsillapité hata-
suk mellett specifikus daganatellenes hatasuk is lehet (19).

A RAS-mutans daganatok ma a legnagyobb kihivast
jelentik az onkoldgidban, mert a célzott terdpidra rezisz-
tensek: ez a helyzet az NRAS-mutans melanoma esetében
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is. Szamos probéalkozas tortént a Ras fehérje funkcidjanak
blokkolasdra, de ezek nem bizonyultak sikeresnek. Az
egyik ilyen elképzelés az volt, hogy a Ras fehérje memb-
ranhoz torténd kihorgonyozodasat biztosité farnezilaciot
blokkoljak, azonban alternativ prenilaciés mechaniz-
musok ezt megakadalyoztak. A klinikai gyakorlatban
manapsag kiterjedten hasznalnak egy prenilaciogatlot,
az aminobiszfoszfonatot, amelynek bioldgiai hatdsa-
it elemeztilk emberi melanoma-sejtvonalakban. Az
aminobiszfoszfonat-kezelés elsésorban az NRAS-mutans
melanomasejtekben indukalt apoptézist, és gatolta
a klonogén tulél képességet, mig a BRAF-mutdns vagy
dupla vad sejtekre alig volt hatassal. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy szemben mads rendszerekkel, az NRAS-
mutans melanomasejtek érzékenyek a prenilaciogatlassal
szemben, ami felveti annak a lehetéségét, hogy ezen az
uton elindulva célzott terdpidkat lehessen fejleszteni erre
a molekularis altipusra is (20).

A CMET onkogén fehérje terméke, a c-met protein
manapsag valik egy lehetséges daganatellenes terapia cél-
pontjava. Ismeretes, hogy melanocitadk migracios képes-
ségét a c-met szabalyozza/medialja. Emberi melanoma-
sejtvonalakban a CMET vad tipusu, a korabban publikalt
tirozinkindaz- vagy extracellularis domén génhibak egyikét
sem tartalmaztdk. Ennek ellenére ezekben a sejtvonalak-
ban a c-met proteinkindz konstitutivan aktivnak bizo-
nyult. A specifikus met-kindz-gatlé SU11274 blokkolta
a c-met protein autofoszforilaciéjat, és antiproliferativ ha-
tasunak bizonyult, amit elsésorban apoptoézisindukcioval
lehetett magyardzni. Ezen tulmenden, a c-met gatlasa
a melanomasejtek in vitro migraciojat is gatolta. A SU11274
aktivnak bizonyult in vivo human melanoma kisérletes
méjattétképzési modelljében, ahol mind a primer, mind pe-
dig az attéti daganatra hatott (21).
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