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Az |-es tipusu interferon lehetseges szerepe
a bormelanoma genomikai progressziojaban
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Abérmelanéma genetikai progresszioja kevéssé ismert, mivel
nem allnak rendelkezésre viszceralis attéteken alapulé nagy
genetikai elemzések adatai. Ennek a hianynak a pétlasara
épitettiink fel egy autopszids metasztazis-biobankot, amelyen
genomikai vizsgalatainkat folytattuk. Az attéti daganatokban
fokozddott a genetikai instabilitas, ennek okaia HR (homoldg
rekombinacios) gének hibai voltak. A korabban feltételezett
genetikai eltérések mellett feltiinG volt a HGF/MET rendszer
egyiittes képiaszam-emelkedése. Uj megfigyelésiink volt
a tidGattétekben a nagyszamu, dontéen IFN- (interferon)
regulalt, immunsejt-specifikus gén amplifikacidja. Az I-es
tipusy IFN szerepének tisztazasara rezisztens sejtvonalat
hoztunk létre, melynek segitségével meghataroztunk egy in
vitro stabil 13 génes expressziés mintazatot, melybél 4 gén
invivois stabilnak bizonyult kisérleti rendszerben. A minta-
zatot nemzetkozi adatbazisokban validaltuk és kimutattuk,
hogy egyes elemei szerepet jatszhatnak az immunterapias
érzékenységben. A metasztazis-biobank korabban IFN-kezelt
eseteinek felhasznalasaval kimutattuk, hogy a betegek cito-
kinkezelése megvaltoztatja a progredialé daganat genetikai
sajatossagait, ami az agyi attétekben a legkifejezettebb. Az
IFN-rezisztencia-génmintazatunk elemeinek genetikai elté-
rései a korabban IFN-kezelésben nem részesiilt betegekben
is megjelentek, ami arra utal, hogy nemcsak a terapiasan al-
kalmazott IFN-kezelés, hanem a daganatellenes immunvalasz
soran felszabaduld endogén IFN is okozhat ilyen eltéréseket.
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We have followed the genomic progression of cutaneous
melanoma in visceral metastases using genome-wide copy
number analysis. We have detected an increased chro-
mosomal instability due to the loss of several DNA repair
genes. Furthermore, we found co-amplifications of HGF and
MET genes in metastases. The most interesting finding was
gene amplifications of several, mostly IFN-regulated im-
mune cell genes in lung metastases. Next we have defined
a type | IFN resistance gene expression signature (GES) us-
ing human cell lines, several elements of which were proved
to be stable in vitro and in vivo as well. The components of
this GES have been detected in TCGA as well as in public-
ly available datasets of immunotherapy-treated melanoma
cases. In case of samples from previously IFN-treated mel-
anoma cases we have identified treatment-specific genomic
alterations (predominantly amplifications] which were most
characteristic for brain metastases.
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Barbai T, Timar J. Potential role of type | interferon in the
genetic progression of melanoma. Magy Onkol 67:215-221,
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BEVEZETES

Ab6r melandmajanak genetikaja mar jolismert, azonositottak
a f6 drivereket (BRAF, NRAS, KIT] a leggyakoribb szdvettani
tipusokban, és hasonldképpen a ritka formakét is (1). Sajnos
ezen ismeretek kozll gyakorlatilag csak a BRAF-mutacié
azonositasa vezetett tobbé-kevésbé hatékony célzott terapiak
kidolgozasahoz, amelyek sikerességét elhalvanyitottak a ké-
s6bb kidolgozott immunterapidk. A néhany tumoragnosztikus
célzott terdpias indikacié kozil az MSI- (mikroszatellita-insta-
bilitds) alapl nem jon szdba, mert ez igen ritka melanémaban,
az NTRK- vagy RET- (vagy ALK-) fizidk is extrém ritkak, és
elsésorban az Un. tripla-vad (BRAF, RAS, KIT)formakban lehet
rajuk szamitani (1). A célzott terapias probalkozasok sikerte-
lenségének talan legfébb oka az, hogy a melanéma genomikai
térképét alapvetden a primer tumorok elemzésébdl készitet-
ték el, és nincsen tdl sok informacié arrél, hogyan valtozik
ez a tavoli attétes betegség esetén az egyes célszervekben.
Sajat vizsgalataink kimutattak, hogy a BRAF-vagy NRAS-mu-
tdns melanoma az attétekben klonalisan kiszamithatatlanul
valtozik, igy a BRAF-inhibitorok sikertelenségének egyik oka
bizonyéra ez (2). Kordbbi elemzésekben a melanémaattétekben
EGFR4- és NMDAR2-mutacidkat, MITF- és MET-, NEDD9-,
CDKé-, BRIC5- és TEAD-amplifikaciokat, illetve PTEN- és
KISSR1-szuppresszorvesztést talaltak (3), de ezek a jelenségek
minden bizonnyal csak a jéghegy cslcsait jelentik. Az elmult
évtizedekben azonban a melandma természetes progresszidja
fokozatosan valtozott annak kovetkeztében, hogy el6szor a cito-
kinterapia befolyasolta, majd Ujabban a célzott vagy legujabban
azimmunterapia. Ezek a kezelések mintegy kiilsé szelekciés
nyomas ala helyezték a progredialé daganatot, aminek nagy
valoszinlséggel lehettek genetikai kdvetkezményei. Mindezek
figyelembevételével szisztematikus, dominaldan autopszi-
as mintagydjtéssel kialakitottuk a metasztatikus melandma
viszonylag nagy biobankjat, ami lehetévé tette a fenti kérdé-
sek szisztematikus elemzését (2). Miutan a gy(jtott eseteink
a célzott és az immunterapia el6tti korszakbdl szarmaztak,
igy ezek az esetek a természetes és a citokinterapia utani
progresszids folyamatokra vethetnek fényt.

ANYAG ES MODSZER

Szisztematikus gy(jtéssel hoztuk létre a metasztatikus me-
lanéma 50 esetbdl allé biobankjat, amely dontéen FFPE
(formalinfixalt, paraffinba &gyazott) mintadkon alapult, 139
attéti mintat foglalva magaba. Valamennyi eset a leggyakoribb
SSM (felszinesen terjedd) és NM (nodularis) szovettani tipu-
sokba tartozott. A biobankba sikerilt tovabba 10 olyan esetet
(6sszesen 28 szervi attéti mintaval] is gy(jteni, amelyekbdl
fagyasztott, nem fixalt mintak is rendelkezésre alltak. Ezek
az esetek mind az ..immunterapias” korszakot megeléz6 id6-
szakbol szarmaztak, és csak elvétve szerepeltek még benne
BRAF-inhibitorral kezelt betegek (2). Ez a fagyasztott mintas
biobank késdébb kiegésziilt még 7 olyan esettel, amelyek
a molekularis patolégiai vizsgalatok soran Un. tripla-vadnak
mindsiltek, mert BRAF-, RAS- és KIT vad tipusuak voltak.
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Abiobank létrehozdsahoz (SE-TUKEB114/2012) és a genomi-
kai elemzésekhez (SE-TUKEB191-4/2014, ETT-TUKEB14383)
rendelkeztiink etikai engedéllyel.

A mintakbdl DNS-tizolaltunk, meghataroztuk a T/N (tu-
mor/normal) aranyt, ami 75% feletti volt dtlagosan. A genom-
szintl kopiaszam-eltéréseket a mintak mindségétdl fliggben
CytoScan HD vagy OncoScan FFPE array-hibridizaciéval vizs-
galtuk (4). A kapott nyers adatokat normalizalast és tisztitast
kovetden Nexus copy number discovery 8.0 (Biodiscovery)
és ChAS2.1 (Affymetrics) programokkal elemeztiik (4). Az
Ujgeneracios szekvenalas soran DNS-izolalas utan konyvtart
készitettlink TruSeqDNA PCR-free HT kdnyvtar preparalé
kittel (IlLumina), majd a szekvenalas Illumina NovaSeq 6000
késziilékén tortént (5). A bioinformatikai elemzés részletei
megtalalhatdk a relevans angol nyelv(i kdzleményiinkben (5).

Az IFN-a2a-rezisztencia vizsgalatahoz in vitro IFN-kezelt
emberi melanéma-sejtvonalat (HT168-M1] hasznaltunk,
amelyb6l kialakitottunk egy rezisztens vonalat (HT168-M1res).
Arezisztenciat in vivo SCID egérbe torténd oltassal is igazoltuk
(6). Az IFN-rezisztenciéra jellemz8 génexpressziés mintazatot
a daganatsejtekbdl torténé RNS-izolalas utan Human Genome
Survey Microarray 2.0 (Applied Biosystem) hibridizaciéval
hataroztuk meg, melyet AB1700 szkenneren elemeztik és
az adatokat GeneSpring szoftverrel értékeltik ki (6).

EREDMENYEK

A melanéma immunogén mimikri jelenségének
kimutatasa (4)

Melandéma-biobankunk felhasznalasaval kerestlink Un. me-
tasztazisspecifikus genetikai eltéréseket (kopiaszam-eltéré-
seket), amelyhez 10 esetiink allt rendelkezésre. A vizsgalathoz
a leggyakoribb tavoli szervi attéteket — mint agy-, maj- és
tud6attétek — hasznaltuk fel. Kimutattuk, hogy a melandma-
attétekben szignifikdnsan gyakoribbak a kdpiaszam-eltérések,
és ennek oka az volt, hogy (elsGsorban az agyi attétekben) gya-
koribba valtak a DNS-hibajavité enzimek képiaszamvesztései.
Akorabban melandmametasztazis-génként bemutatott gének
kozll az agyi attétekben a COKN2A-vesztés és a TERT-amp-
lifikacio, a majattétekben a TWIST-, SNAI1/2- és ST100A9-amp-
lifikaciok, a tidéattétekben ezek mellett a NEDD9-, TEAD-,
ABL- és a HGF/MET ko-amplifikaciok fordultak eld (ez utdbbi az
agyi attétekben is). Ami ennél még érdekesebb volt, az az, hogy
19 olyan gén amplifikaciojat észleltiik a melandmaattétekben,
amelyek jellemzGen immunsejteken fejezédnek ki (1. tablazat).
Ez a sajatossag elsésorban a tidéattétekre volt jellemzd, mig
a maj- és agyi attétekben alig fordult el6. Meglepé mddona 19
gén kozott nem szerepelta CD274(PD-L1) ésa CTLA4 (CD152),
de 7 olyan gén volt kozottiik, amelyeket mar leirtak daganat-
sejtekben (CD36, CD40, CD70, CD84, CD172, IDO1/2, CD320).
Meglepd volt az a megfigyelés is, hogy a 19 gén tébbsége un.
IFN-regulalt gén (11/19). A gének kozott szerepeltek dend-
ritikussejt- (CD1a, CD209, CD320), makrofag- (CD36, CD40,
CD172), T-sejt-gének (CD70, CD84, CD217/IL17R, CD247] és
egy gyulladasos sejtekre jellemz6 gén (ID01/2]. Meglep6 volt,
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1. TABLAZAT. A kutan melanéma attéteiben amplifikalt immunsejtgének

Attét Agy Maj Tiidé
. kopia- incidencia kopia- incidencia kopia- incidencia

gen szam (%) szam (%) szam (%)
CD160 4 10
CD40 585 22 6 22
CD83 ® 1" 4 22
CD172 5 1" 4,5 22
CD1A-E 4,66 33
CD36 4,25 Lb
CD37 4 22
CD48 4,66 33
CD70 4 1"
CD8 4,66 33
CD93 4,5 22
CD209 4 "
CD244 4,66 33
CD247 4,66 88
CD320 5 1"
IDO1 5 22
IDO2 5 22
BCR 4 33
IL17R 4 22

BCR: B-sejt-receptor, IDO: indolamine-dioxigenaz, IL17R: IL-17-receptor

hogy B-sejt-gén alig volt érintett (CD48, CD93). A TCGA (The
Cancer Genome Atlas) melanéma-adatbazisdban egy gén
kivételével [CD172] valamennyi Ggynevezett immunsejtgént
detektaltuk mRNS-szinten is.

I-es tipusu IFN-rezisztencia génexpressziés mintazat
felfedezése emberi melandéma-sejtvonalakban

(2. tablazat, 6)

Metasztatikus emberi melanéma-sejtvonal (HT168-M1) in vitro
I-es tipust IFN- (IFN-a2a) kezelésével egy rezisztens sejtvonalat
(HT168-M1res) alakitottunk ki. A két sejtvonal mMRNS-expresz-
szidjanak dsszehasonlitasaval egy 91 génbdl allé expresszios
mintazatot (GES) azonositottunk, amely a rezisztens sejtvonalra
volt jellemzd. Miutan ismételt kisérletben mar csak 81 génbdl
allt a mintazat, amibdl 2 IncRNS (hosszt nem kddold RNS) volt,
végiil egy 79 génes mintézattal dolgoztunk tovabb. Erdekes
mddon ezen 79 génbdl csak 24 (30,4%) volt Gn. IFN-regulalt
gén (IRG), melyek kdzll 14 fokozottan, mig 10 csokkenten exp-
resszalddott. TagMan teszttel ellendriztik ezen génmintazat
stabilitdsat in vitro és in vivo SCID egérbe torténd oltassal. In
vitro egy 13 génes mintazat bizonyult stabilnak, amelyben mar
csak 4 génvolt IRG: SOX4, UCP3, DEK, HSPA1B. Tobbszoros in
vivo oltdsokkal egy 4 génes mintazat stabilizalédott, amelyben
2 IRG volt (IFI27, CDCA4] és 2 non-IRG (CDKL3, AQP1)(6).

Az IFN-rezisztencia-mintazat ellendrzése

I-es tipusu interferonnal kezelt melanomas betegek
TCGA-adatbazisaban (6)

A TCGA melandma-adatbazisabol kikerestiik azon at-
téti szoveteket tartalmazd eseteket, amelyek korabban
IFN-kezelésben részesiiltek (n=33). Ebben az elemzés-
ben a 79 génes IRG-mintazat 4 eleme, a WFDC1, BCAN,
S0X4 és RPE65 bizonyult az IFN-kezelésre specifikusnak.
A TCGA melandmas adatbazisaban alig vannak olyan ese-
tek, ahol az IFN-kezelésre adott valasz is szerepel. Ezen
kicsiny betegcsoportban (n=8) az interferonra nem reagalé
betegek daganatdban az IFN-rezisztencia-mintazatunk
5 génjének (HSPB7, MT2A, HSF1, WFDC1 és TSPL52L1)
csokkent expresszidjat észleltlink, mig a DOCK11, DEK és
S0X4 fokozottan fejezdatt ki (6).

Az IFN-rezisztencia-mintazat prediktiv szerepének
vizsgalata a melandma immunellendrzépont-blokkold
Ezen vizsgalataink elméleti alapja az volt, hogy tobb koz-
lemény is kapcsolatba hozta az IFN-rezisztenciat és az
immunellendrzépont-blokkolék hatékonysagat melandoma
esetében, de itt els6sorban IFN-gamma jelpalyara vonatkozd
adatokat kaptak (7-9). Nemzetkozi transzkriptomikai adat-
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2. TABLAZAT. IFN-rezisztencia génexpressziés mintazata emberi melanéma-sejtvonalban, a TCGA adatbazisban, és kapcsolat az immuntera-

pias rezisztenciaval (6)

IFNrez GES IFNrez
in vitro GES in
stabil vivo stabil
PDE6A foszfodiészteraz IF127 IFN-a-indukalt
protein
EFHD1 EF-hand domain ~ CDCA4  Soltciklus-asz-
szocialt protein
BCORL] BCL-6-korepresz- CDKL3 C|kl|ndv.ap’endens
szor kinaz
SSTRS szomatosztatin- AQP1 akvaporin
receptor
HOXD10 homeobox
HSPA1B hésokkprotein
DEK DEK onkogén
AKT2 AKT onkogén
SDC2 szindekan
UCP3 uncoupling protein

neuronalis pentra-

NPTXR .

xin receptor
BCAN brevikan
SOX4 transzkripcios

faktor

IFNrez GES Immunterapia- Immunterapia-
IFN-kezelt rezisztencia - rezisztencia -
betegekben IFNrez GES in vitro IFNrez GES
(TCGA) stabil in vivo stabil
PDE6GA
EFHD1 CDCA4
BCORL1
SSTR5 AQP1
HSPA1B
DEK DEK
HSBP7 hosokk- AKT2
protein
metallo-
MT2A . SDC2
tionein
hésokk
HSF1 transzkrip-
cios faktor
WFDC1 WAF-prote- NPTXR
az-inhibitor
TPD52L1 tumor- BCAN
protein
SOX4 SOX4
DOCK11 dedicator of

cytokinesis

GES: génexpresszids mintazat, IFNrez: I-es tipusu IFN rezisztencia, TCGA: The Cancer Genome Atlas

bazisokban keresve 6 adatbazist talaltunk, amelyben 318
bérmelanémas beteg immunellendrzépont-gatld terapias
adatai voltak: 196 beteg rezisztensnek, 122 beteg pedig
valaszaddnak bizonyult a kezelési adatok elemzése alapjan.
Els6 lépésben in silico teszteltiik a 24 génes IRG-mintazat
prediktiv szerepét, de ez negativnak bizonyult. Ugyanakkor
a nagy IRG-mintazat 55 génes nem-IRG részének prediktiv
szerepét igazolni lehetett az immunterapidban részesilt
betegek adatbazisan. A kdvetkezékben a koradbban in vitro
stabilnak bizonyult IRG-mintazatot teszteltiik az immun-
terdpids melandma-adatbazisban és a 13 génbdél 11 pre-
diktiv erejinek bizonyult az immunterapia-rezisztencia
szempontjabol: tobbek kozott a BCAN, SDC2, SOX4, EFHD1
és DEK fokozott, mig a HSPAT1, BCOR1 és AKT2 csdkkent
expressziot mutatott a rezisztens esetekben. Az in vivo
stabil 6 génes IRG-mintazatunk is prediktivnek bizonyult
az immunterapias rezisztencia szempontjabol. Az egyes
gének egyéni tesztelése soran ennek a mintazatnak az
AQP1és CDC4 komponensei bizonyultak az immunterapias
rezisztencia prediktorainak (6).
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Az |-es tipusu IFN-kezelés genetikai ujjlenyomatanak
azonositasa melanomaattétekben

A melanéma-biobankunkban 16 eset szerepelt, amelyeknek
28 szervi attéte all rendelkezésre genomikai elemzésekre.
Ebben a biobankban 10 IFN-kezelt eset szerepelt, amelyek-
nek 17 attétét lehet vizsgalni. Kontrollként 6 eset 11 attétét
vizsgaltuk. Genomszint( kopiaszam-eltéréseket elemez-
tink az IFN-kezelt esetek agy-, maj- és tiidéattéteiben.
Fontos megjegyezni, hogy a betegek valamennyien az un.
immunterapia elétti idészakbdl szarmaztak, kemoterapia
mellett néhany esetben BRAF-inhibitor-kezelést kaptak.
A sokszoros szlirés és bioinformatikai elemzés utan az
IFN-kezelt betegek attéteiben egy 17 génbdl allé géncso-
portot azonositottunk, amelyek esetében génamplifikacio
kovetkezett be (3. tablazat). Ezen gének jelentGs része (9/17,
52,9%) Un. IRG volt. Az elemzést tovabb folytattuk az egyes
szervi attétekre lebontva. Meglepé mdodon a majattétek
esetében nem volt kdpiaszam-eltérés az IFN-kezelt és
nem kezelt csoport kozott és a tlidéattétek esetében is
csak 3ilyen gént taldltunk: amplifikacié az FMN2és GREM2



génekben, mig képiaszamvesztés a DSCAML 1-ben fordult
elé. Ezzel szemben az agyi attétek esetében az IFN-kezelt
esetekben 24 olyan gént azonositottunk, amelyek dént6en
amplifikacidt mutattak (3. tablazat). Megjegyzendd, hogy
ez a 24, agyi attétekre specifikus gén eltér az in. metasz-
tazisspecifikus 17 géntél.

Az altalunk azonositott 79 génes IRG-mintazat génjeit
teszteltik az IFN-kezelt melandmak attéti anyagan is ko-
piaszam-eltérésre, és azt talaltuk, hogy ebbdl 43 gén volt
érintett. Ugyanakkor kisebb meglepetés volt, hogy ezek koziil
csak 13 bizonyult az IFN-kezelésre specifikusnak, mig a nagy
tobbség mindkét kohorszban elfordult. A 43 gén koziil 9
olyan eltérését észleltiik, amelyek az el6z6 elemzésekben
immunterapia-prediktoroknak bizonyultak, azonban ezek
koziil csak 3 volt specifikus az IFN-kezelt betegek attéteire
(BCORL1, DDX10 és PTBP1).

Amikor megvizsgaltuk az egyes IFN-kezelt eseteket,
azt talaltuk, hogy a kialakuld genetikai mintazatok szem-
pontjabol 3 csoportra oszthatdk: az esetek dontd részében
(5/10) az agyi attétekre jellemzé és a metasztazismintazat
is jelen volt, 3 esetben ezen mintazatok teljesen hianyoz-
tak, mig 2 esetben ezek csak részlegesen alakultak ki.
Megvizsgaltuk, hogy mi a kdzds ezen esetekben, és azt
talaltuk, hogy az Un. IFN-rezisztens esetekben a genom-
szintl kopiaszam-eltérések szignifikansan ritkabbak, un.
kromoszomalisan stabilabbak. Ezzel szorosan dsszefiig-
gésben, az IFN-re reagald csoportban a DNS-hibajavité
gének vesztése szignifikdnsan gyakoribbnak bizonyult.
Ugyanakkor az IFN-rezisztens alcsoportban az ABCA4 és
ZEB2 gének kdpiaszam-emelkedése, mig az ADAMS és
ADAMB3A képiaszam-vesztése volt jellemz6.

Un. driver onkogének azonositasa a tripla-vad

(BRAF, NRAS, KIT] melanémaban (5)

Terapias szempontbdl az Un. tripla-vad melandma egy kii-
lonleges csoport, ahol elsésorban immunterapiaban lehet
gondolkodni. Kihasznalva az Ujgeneracios szekvenalas adta
lehetdségeket, kivalasztottunk egy 7 esetbdl allé klasszikus
bérmelandma csoportot, ahol elemeztiik az eléfordulé ge-
netikai hibak tipusat és gyakorisagat. Az esetek kozott volt
2 TMB-high, mindegyik mikroszatellitastabil volt és egyik
esetében sem volt jelen a homoldg rekombinaciés génmin-
tazat. Ebben a tumorcsoportban minddsszesen 38 olyan gént
azonositottunk, amely igazoltan vagy valdszin(ileg onkogén
vagy onkoszuppresszor funkciéju lehet. Meglepd ugyanakkor,
hogy ezen gének dontd tobbsége (22/38, 57,9%) IFN-regulalt
gén volt. Feltling volt, hogy az egyik leggyakrabban mutalt
gén ebben a csoportban a MUC4 (4/7), amely a melanéma
immunrezisztenciajaban jatszik szerepet. A masodik leg-
gyakoribb génhibdk a MUC17 és a CSMDT eltérései voltak
(3/7), mig a CA125/MUC16 mutécid is ismételten eléfordult.
Mindezen gének a melandma immunérzékenységének fontos
tényezdi és jelentdséglik felértékelédhet ebben a viszonylag
ritka genetikai alcsoportban.

AZ 1-ES TIPUSU INTERFERON SZEREPE MELANOMABAN 219

3. TABLAZAT. IFN-kezelésre specifikus genetikai eltérések mela-
némaattétekben

Metasztazis Agy M3j Tido
Metasztazisspecifikus FKBP5 FKBP5 FKBP5
génmintszat FLRT3 FLRT3 FLRT3

MYOM2 MYOM?2 MYOM?2

NAPB NAPB NAPB

PRNP PRNP PRNP

ARMC12 ARMC12 ARMC12

NRSN2 NRSN2 NRSN2

SGCZ SGCZ SGCZ

ADAM18 ADAM18 ADAM18

CSMD1 CSMD1 CSMD1

CSTM CSTM CSTM

CSTL1 CSTL1 CSTL1

KlZ KlZ KlZ

MACROD2 MACROD2 MACROD2

RALGAPA2 RALGAPA2 RALGAPA2

SO0X12 SO0X12 SOX12

XRN2 XRN2 XRN2
Tludoattét-specifikus GREM?2
génmintazat EMN2

DSCAML1

Agyattét-specifikus AGPAT5
génmintazat ANGPT2

CDK18

DEFB1

ELK4

NUAK2

LEMD1

SLC45A3

NUCKS1

SLC41A1

CNTN2

DEFA4

DEFA6

DEFA8P

DEFA9P

KLHDCB8A

MCPH1

MFSD4A

NFASC

PM20D1

RAB29

RBBP5

TMEMS81

XKR5
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MEGBESZELES
Az irodalomban a melanémara vonatkozo genetikai adatok
dont6 tobbsége a TCGA adatbazisban primer tumorokbdl
vagy attéti nyirokcsomokbol szarmazik, igy a kisérleti rend-
szerekben megfigyelt genetikai eltérések, amelyek az attéti
szovetben kimutathatodk, a klinikai mintdkon nem nagyon
ellendrizhetdk le. Ezért volt annak jelentésége, hogy létrehoz-
tunk egy bérmelanéma-attéti biobankot (2], ahol a genetikai
progresszié folyamata tanulmanyozhaté. Elemzésiinkhoz
nem a leggyakoribb kutan vagy tavoli nyirokcsomoattéteket
hasznaltuk, hanem a gyakoribb szervi attéteket, mint az agy,
maj és tlidd. A genomszint( kdpiaszam-eltérések elemzése
a daganat kromoszomalis instabilitasarél ad felvildgositast.
Megfigyeléseink szerint a melanéma genetikai progresszidja
soran fokozédik a kromoszomalis instabilitas és ez szervspe-
cifikus médon nyilvanul meg, mert a legkifejezettebb a tidéat-
tétekben, mig a legkevésbé az agyi attétekben észlelhetd.
Ez a sajatossag élesen eltér az emlérakokban megfigyelt
progressziétél, ahol az agyi attétekben a legkifejezettebb (10).
Azonban hasonléan az emlérakhoz, melanéma esetében is
a fokozddd kromoszomalis instabilitas hatterében (legalabbis
részben) a HR gének inaktivalédasa all, amire mar korabbi
kutatdsok is talaltak jeleket (11), de az SSB (egyszali DNS-t6-
rés javitd) génekre is kiterjedt (APTX, FEN1, GTF2H5, DNA2,
MUS81és TOP3A). Erdekes, hogy a képiaszam-eltérések nem
az emlérak jellegzetes HR-génjeit érintették.
Vizsgalataink masik Uj és meglep6 eredménye az volt,
hogy a fokoz6dd kromoszomalis instabilitds és az ennek
kovetkeztében fellépé génamplifikaciok igen nagyszamu
immunsejtgént érintettek (12), de ez a jelenség (is) szerv-
specifikusnak bizonyult, mert szinte kizarélag a melanéma
tidoattéteit jellemezte. Ezt a jelenséget magunk 4n. immuno-
gén mimikri jelenségnek neveztiik el (12). Természetesen
bioldgiai jelentésége az ilyen genetikai eltéréseknek csak
akkor lehet, ha ezek a gének mRNS- és féleg fehérjeszinten
is kifejez6dnek. Kihasznalva a Human Melanoma Proteome
adta lehetéségeket, ellendriztiik a 19 immunsejtgén kifeje-
z6dését emberi melandmamintakban, és a 19 gén kozil 14
esetében pozitiv eredményt kaptunk, csak a CD37, CD83,
CD160, CD172 és CD244 nem expresszalddott (13, 14). Az
irodalomban szdmos immunsejtgén ektdpias expresszidjarol
van mar adat, amelynek legismertebb példaja a PD-L1 (15,
16), de a rendszerszint{ mimikri jelenségére eddig nem volt
példa. Az is igen érdekes, hogy ez a fajta genetikai szelek-
ciés mechanizmus elsésorban a melandma tiid6attéteiben
nyilvanul meg, eddig ismeretlen okokbél. Arra nézve, hogy
ajelenségnek milehet a klinikai jelentésége, csak feltétele-
zéseink vannak, de minden bizonnyal az immunrezisztencia
kialakulasaban jatszhat szerepet, ahogy ezt a gének néme-
lyikérél mar bebizonyitottak: /D0, CD70, CD47(12). Tovabba,
mivel a mimikrigének donté tobbsége un. IFN-regulalt gén,
felvetddik annak lehetdsége, hogy kromoszomalisan instabil
melandmakban a daganatellenes immunvalaszban felsza-
baduld interferonok is szerepet jatszhatnak.
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A melandma kemo- és sugarterapias rezisztenciaja miatt
a citokinterapia (amelynek egyik komponense mindig az
I-es tipusu IFN volt) sokaig szinte az egyetlen kvaziadju-
vans lehetdség volt, igen alacsony hatékonysaggal. Ebbél
azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a bér melandomaja
jellemzéen genetikailag IFN-rezisztens (17). Kisérleti adatok
is arra utaltak, hogy pl. a BRAF-mutans melandéma prog-
resszidjaban az I-es tipusu IFN jelpalydja fontos szerepet
jatszik (18). Bar korabbi irodalmi adatok jeleztek jellegzetes
genetikai konstellaciokat az IFN-rezisztenciaval kapcsolat-
ban, ennek nem lett késébb klinikai relevanciaja. A jelenség
Uj értelmezést nyert azzal, hogy kiderdilt, hogy a melanéma
kilonféle immunterapidinak (anti-PD-1 vagy anti-CTLA-4)
hatékonysagat nagyban befolyasoljak az IFN-jelpalya sajatos-
sagai (7-9). Az altalunk kialakitott, I-es tipusU interferonnal
szemben rezisztens emberi melandma-sejtvonal kiilonleges
lehetdséget nydjtott a jelenség megismeréséhez. Bar kez-
detben egy 79 génes rezisztenciamintazatot detektaltunk,
hamar kideriilt, hogy ennek csak egy kisebb része (13 gén
eltéré expresszidja) maradt tartds in vitro és ezekbdl csak
4 maradt meg tartésan in vivo SCID egérben (IFI27, CDCA4,
CDKL3 és AQP1]. Sajnos IFN-kezelt melandmas adatbazis,
ahol a klinikai valaszra vonatkozé adatok is elérhetdk, alig
all rendelkezésre, de a TCGA-ban kutatva azt talaltuk, hogy
a nagy IFN-rezisztencia-mintazatunk 13 génje mutatott el-
téré expressziot, és ezek koziil 2 (DEK és SOX4] olyan volt,
amelyek a kisérleti rendszerben stabilnak bizonyultak. Az
IFN-rezisztencia génexpresszios jellemzGinek tesztelését
tikai sajatossagainak elemzésével folytattuk. A nemzetkozi
melandma-génexpresszids adatbazisokbol egy meglehetdsen
nagy beteganyagot lehetett kigydjteni, ahol az RNS-szintd,
genomszint( expresszids adatok rendelkezésre alltak. Ennek
elemzése azt mutatta, hogy az immunellendrzépont-gatlo
terapiakkal szembeni rezisztencidban kimutathaté az al-
talunk leirt IFN-rezisztencia-mintazat jelenléte: az in vitro
stabil mintazat 11 eleme és az in vivo stabil mintazat 2 eleme.
ATCGA IFN-kezelt eseteivel 9sszehasonlitva az is megallapit-
hatd, hogy a klinikai IFN-rezisztencia-mintazat 2 eleme atfed
az immunterapia-rezisztencia mintazataval (DEK és SOX4).
Ezek az adataink tovabb erdsitik azon meggy6zddésiinket,
hogy 6sszefliggés lehet a b6rmelanéma kezelése soran al-
kalmazott IFN-teradpia, a késébbi daganatos progresszid és
a késdbbi immunterapias valasz kozott.

A kérdés tovabbi elemzését olyan b6rmelandmas be-
tegcsoporton folytattuk, ahol a betegek egy része I-es ti-
pusu IFN-kezelést kapott, masik résziik nem, ezek utan
kovetkezett be a progresszié, és a zsigeri attétekbdl ren-
delkezésre allt jelentés szdmd minta. Megallapithatd volt,
hogy genetikai szinten azonosithaté a korabbi IFN-kezelés
hatasa: mintegy 17 gén esetében kdvetkezett be az atté-
tekben kdopiaszam-valtozas. Ugyanakkor az is kimutathaté
volt, hogy ez csak a kromoszomalisan fokozottan instabil
eseteket jellemezte. Az is érdekes megfigyelés, hogy az



agyi attétek esetében kialakuld genetikai eltérések sokkal
tobbréteglek és tovabbi 24 gént érintenek, jelezve azt, hogy
valamilyen eddig ismeretlen okbdl az agyi attétek kiilonosen
hajlamosak IFN-kezelésre specifikus genetikai eltérések
kialakulasara. Ezen a beteganyagon teszteltiik azt is, hogy
a kialakuld genetikai eltérések mennyiben érintik az altalunk
leirt IFN-rezisztencia-mintazat génjeit. Meglepé volt, hogy
a 79 géniink kozil 43 volt érintett az IFN-kezelt beteganyag
attéteiben, de ezek koziil csak 13 volt kezelésspecifikus,
mert a nem kezelt melandmas attétekben is észleltiink 30
ilyen gént. A jelenség magyarazatara adodik az a lehetdség,
hogy az IFN-rezisztencia és annak genetikai kdvetkezményei
nemcsak az exogén (terapiasan alkalmazott) IFN hatasara,
hanem a daganatos progresszié soran fellép6 daganatelle-
nes immunvalaszban felszabaduld endogén IFN hatasara

IRODALOM

1. Timar J, Ladanyi A. Molecular pathology of skin melanoma: epidemio-
logy, differential diagnostics, prognosis and therapy prediction. Int J Mol Sci
23:5384, 2022

2. Doma V, Karpathy S, Rasé E, et al. Dynamic and unpredictable changes
in mutant allele fractions of BRAF and NRAS during visceral progression of
cutaneous malignant melanoma. BMC Cancer 19:786, 2019

3. Timar J, Vizkeleti L, Doma V, et al. Genetic progression of malignant mel-
anoma. Cancer Metastasis Rev 35:93-107, 2016

4. Papp O, Doma V, Gil J, et al. Organ specific copy number variations in
visceral metastases of human melanoma. Cancers 13:5984, 2021

5. Pipek O, Vizkeleti L, Doma V, et al. The driverless triple-wild type (BRAF,
RAS, KIT) cutaneous melanoma: whole genome sequencing discoveries.
Cancers 15:1712, 2023

6. Ladanyi A, Raso E, Barbai T, et al. Identification of a tumor cell associated
type | IFN resistance gene expression signature of human melanoma, the
components of which have a predictive potential for immunotherapy. Int J
Mol Sci 23:2704, 2022

7. Grasso CS, Tsol J, Onyschenko M, et al. Conserved interferon-y signaling
drives clinical response to immune checkpoint blockade therapy in melano-
ma. Cancer Cell 38:500-515, 2020

8. Hargadon K, Gyérffy B, McGee TJ. Genomic and transcriptional chnages in
IFNy pathway genes are putative biomarkers of response to ipilimumab immu-
nothetrapy in melanoma patients. Exp Rev Clin Immunol 16:1099-1103, 2020

9. Rozeman EA, Hoefsmit EP, Reijers ILM, et al. Survival and biomarker
analysis from the OpaCIN-neo and OpaCIN neoadjuvant immunotherapy tri-
als in stage Ill melanoma. Nat Med 27:256-263, 2021

AZ 1-ES TIPUSU INTERFERON SZEREPE MELANOMABAN 221

is kialakulhatnak, ahogy ezt kordbban megfigyelték (19).
Amikor teszteltlik, hogy ezen genetikai valtozasoknak lehet-e
szerepik az immunterapias érzékenységben, azt lattuk,
hogy a rezisztenciamintazatunk 9 eleme is érintett volt,
melyek dontd tébbsége (6/9) nem bizonyult IFN-kezelésre
specifikus eltérésnek. Ez a megfigyelés is arra utal, hogy az
exogén/terapias és endogén IFN részben hasonlé genetikai
kovetkezményekhez vezet a melandma progresszidja soran.
Mindenesetre vizsgalataink eredményeibdl azt a tanulsagot
levonhatjuk, hogy a korabban alkalmazott citokinkezelés
megvaltoztatja a melandma genetikai progresszidjat és
az attéti betegség genetikai jellemzdit, aminek egyelére
ismeretlen kdvetkezményei lehetnek a betegség késdébbi
kezelésére (immunterapia, célzott terapia) nézve. A kérdés
megvalaszoldsara tovabbi klinikai kutatdsok sziikségesek.

10. Diéssy M, Reiniger L, Sztupinszki Z, et al. Breast cancer brain metasta-
ses show incrased levels of genomic aberration-based homologous recom-
bination deficiency scores relative to their corresponding primary tumors.
Ann Oncol 29:1948-1954, 2018

11. Kim KB, Soroceanu L, de Semir D, et al. Prevalence of homologous
recombination pathway gene mutations in melanoma. J Invest Dermatol
141:2028-2036, 2021

12. Timar J, Honn KV, Hendrix MJC, et al. Newly indentified form of phe-
notypic plasticity of cancer: immunogenic mimicry. Cancer Metastasis Rev
42:323-334, 2023

13. Betancourt LH, Gil J, Sanchez A, et al. The human melanoma proteome
atlas - complementing the melanoma transcriptome. Clin Transl Med
11:e451, 2021

14. Betancourt LH, Gil J, Kim Y, et al. The human melanoma proteome atlas
- defining the molecular pathology. Clin Transl Med 11:e473, 2021

15. Topalian SL, Drake CG, Pardoll DM. Immune checkpoint blockade:
a common denominator approach to cancer therapy. Cancer Cell 27:450-
461, 2015

16. Zarour HM. Reversing T-cell dysfunction and exhaustion in cancer. Clin
Cancer Res 22:1856-1864, 2016

17. Di Trolio R, Simeone E, Di Lorenzo G, et al. The use of interferon in mel-
anoma patients. Cytokine Growth Factor Rev 26:203-212, 2015

18. Katlinskaya YV, Katlinsky KV, Yu Q, et al. Suppression of type | IFN sig-
naling overcomes oncogene-induced senescence and mediates melanoma
development and progression. Cell Rep 15:171-180, 2016

19. Hoekstra ME, Bornes L, Dijkfraaf FE, et al. Long-distance modulation of
bystander tumor cells by CD8+ T-cell-secreted IFNy. Nat Cancer 1:291-301,
2020

MAGYAR ONKOLOGIA 67:215-221, 2023





