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1. Bevezetés

Az attétképzés hatasmechanizmusanak kutatdsa az esetek dontd hényadédban a
tumorprogresszidé kaszkadszerlien egymasra épiilé folyamatanak lépésenkénti vizsgalatara
korlatozédik, holott ez is, mint minden bioldgiai folyamat, olyan komplex, héldzatba
szervezO0do folyamatok Osszessége, amelynek linearis vagy még inkabb pontonként torténd
vizsgalata esetenként tobb hibat general, mint amennyi hasznot jelent a tudomany szamara. A
progresszio6 allomasai a vizsgalatok soran alapvetden két irdnyba, tumor és host oldalra valnak
sz¢t, ahol az eldbbi a szakirodalom tantisaga szerint joval nagyobb hangsulyt kap. A két oldal
azonban nem valaszthatd el ¢lesen egymastol, hiszen a tumorsejtek és az Oket koriilvevo
mikrokornyezet kolcsonhatasa az, amely nemcsak lehetéséget ad a primer tumor
novekedésére, de végiil elvezet az 4ttétképzd populacidk szelekcidjdhoz. Ez hozza létre az
ugynevezett metasztatizald niche-t, amely az extracellularis matrix atrendezddése, a
novekedési faktorok termelésének ¢és tarolasanak megvaltozasa, valamint a  kemokin
kornyezet atalakuldsa révén megvaltoztatja a stromalis sejtek (elsdsorban a fibroblasztok)
aktivitasat és mindez végiil az angiogén fenotipus és a migracids potencidl megszerzésén
keresztiil a progresszid utjara inditja az ily modon szelektalodott sejteket. Szamos kisérletes
adat azt igazolja, hogy — meglep6 modon - ez a lokalis komplexum ¢és az altala kozvetitett
(kémiai) informacié az, amely, a tavoli attétek helyének  premetasztatikus illetve
Mmetasztatikus fenotipusat kialakitva lehetdvé teszi az odaig eljutd tumorsejtek szamara hogy
Uj (attéti) utdédpopuléciot hozzanak létre.

A molekulak amelyek szerepet jatszanak a tumorprogresszioban
e Kemokinek

A kemokinek kis molekulasulyt fehérjék, melyeket specialis G-protein kapcsolt sejtfelszini
receptorok kotnek meg. Szereplik szamos teriileten kulcsfontossadgli, ugymint migracio,
gyulladasos folyamatok, immunvalasz kialakitasa, tumorok novekedése. Csoportositasuknak
alapja a protein C termindlisdnal talalhatd ciszteint tartalmazé reziduum mintazata, mely
alapjan négy nagy csoportba oszthatdak: CXC, CX3C, CC és C, mely esetben a C ciszteint
mig az X egyéb aminosavat jelol. Funkcid szerint pedig gyulladdsos és homeosztatikus
citokineket kiilonithetiink el. A nevezéktan nem egységes, ezért kiilon figyelmet kell forditani
az egérben ¢és emberben megtaldlhaté molekulak azonos voltanak ellenérzésére. A kemokin
rendszer szadmos tagjarol beigazolddott, hogy szerepet jatszik a tumorprogresszid
folyamataban nevezetesen a tumorndvekedésben, a migracidban, az angiogenezisben valamint
az epithelialis-mesenchymalis tranzicioban (EMT). A fiziologias koriilmények kozott a
funkciot toltenek be a tumorsejtek szervspecifikus attétképzésének Iétrehozasdban. A
legtobbet tanulmanyozott CXCR4/CXCL12 rendszer esetében a CXCR4-et (over)expresszald
tumorok fokozott attétképzést mutattak azon célszervekbe (t6bbnyire a nyirokcsomoékba)
amelyek CXCL12 expresszansok voltak. Ezt az dsszefiiggést tobb tumor esetén (pl.: emlorak,
kolorektalis, prosztata, melanoma) is sikeriilt kimutatni.



Ugyancsak egyértelml Osszefiiggést mutattak ki a CCR7 expresszio €s a nyirokereken at a
nyirokcsomokba irdnyuld attétképzés kozott szdjliregi rakok, NSCLC és melanomak esetében.
Ragcsald izograft rendszerben a B16F10 melanomat hordozé allatokban figyelték meg, hogy
CCR7-et de novo expresszaldo tumorok esetén nyirokcsomo attétek, mig CCR7 expresszid
hianyaban tiidémetasztazisok alakultak ki. Ugyanezt a jelenséget human klinikai mintakon is
igazoltak. Hasonlo Osszefliggés figyelheté meg a nyirokkeringés utjan létrejovo attétképzés
¢s a CXCR3 expresszioja kozott. Nevezetesen B16F10 melanoéma egérmodellben kimutattak,
hogy a CXCR3 expresszid elvesztése 15%-al csokkentette a nyirokcsomd attétek
elofordulasat. A kemokineknek a melanomak attétképzésének targetalasdban betoltott
szerepét jO példazza, hogy a primer tumor magas CCR9 expresszios szintje a vékonybélbe
torténd metasztatizalast, mig a fokozott CCR10 expresszid a borattétek megjelenését segitette
eld.

A 17-es kromoszoéma hosszu karjan talalhatd kemokin klaszter eleme a CCL8 gén is, amely
mint a csaladjukra jellemzdéen szekretalt protein terméke immunregulatoros és gyulladasos
folyamatokhoz kothet6. Tobb alternativ néven is megtalalhatd a szakirodalomban, igymint:
CCL8; CCL-8; SCYAS8; MCP-2; HC14; Chemokine C-C-Motif Ligand 8; Small Inducible
Cytokine Subfamily A(Cys-Cys)Member 8. A CCLS8 protein egy 109 amindsavbol allo
prekurzorként szintetizalodik, melybdl érési folyamat soran hasitassal jon 1étre az érett 75
amindsavas forma. Az altalunk részletesen vizsgalt, régebbi nevén MCP 2-nek nevezett CCL8
molekulat a gyulladdsos reakciokban monocita ill. T-limfocita attraktans tulajdonsaga miatt
vizsgaltak. A CCI8-nak egérben megtalalhaté homoldgja a CC112, mely kozel 60% egyezést
mutat human megfeleldjével. A CCl8-nak mint a kemokin rendszer tagjanak kevéssé ismert
daganatok progresszidjaban betoltott szerepe. Sejtek felszinén megtalalhaté receptorai a
CCRI1, CCR2 és CCRS5 melyek egyarant a CC kemokin receptorok csalddjaba tartoznak.

e mMiRNS-ek

A miRNS-ek metasztatikus kaszkad tobb folyamatanak iranyitdsaban is fontos szerepet
jatszanak, elsOsorban egyes kulcsgének expresszidjanak szabalyozasa utjan. Kisérletes
vizsgalatok tantsaga szerint a miR182 ektdpias expresszidja stimulalta melanoma sejtek in
csokkentette az invazids potencialt. A migracio serkentését ez a mMIRNS a MITF
represszalasan keresztiilvalositja meg. Klinikai mintdk tanulmdnyozdsa sordn azt talaltak,
hogy a miR30b/30d feliilszabalyozasa szoros kapcsolatot mutatott a melandémak metasztatikus
potencidljaval, a kiujulasi id6vel, valamint a csokkent teljes tuléléssel. A metasztatikus
viselkedést a GALNT7-en keresztiil az immunszupressziv IL10 szintézis ndvelésével érte el
[44]. A miR1908, 199a-5p és199a-3p szerepét szintén kimutattak az invazid, kolonizacid és
angiogenezis szabalyozasaban egér xenograft rendszerekben.

A miR214 migraciot stimulalé valamint attétképzodést eldsegitd hatasat in vitro és in vivo
kisérletekkel is igazoltdk, ami jol korrelalt azzal a megfigyeléssel, hogy emelkedett
expresszidja miitéti mintakbol szarmazé human melanomak esetén is detektalhato volt.
Attatképz6 és attétet nem adé human klinikai melanéma mintikban mért miR532-5p
expresszio Osszevetésével sikeriilt annak az attétképzésben betoltott szerepét igazolni.
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Ugyanezen vizsgalatok szerint ezt a hatdst a RUNX3 regulalasan keresztiil fejti ki. A
metasztazis propagalasan kiviil az azt szupresszalo hatasti mikro RNS-eket is leirtak. Igy a
MiR34 csaladba tartoz6 miR34a/c-t, amely fokozott expresszidja a pS3 molekulan keresztiil
fejti ki a tumorsejtek invaziv és generativ potencialjat csokkentd hatasat. A primer melanoma
overexpresszalo allatkisérleti modellrendszerben, s ezt a hatast klinikai mintdkon a
metasztatizald és nem metasztatizald primer tumorok sszevetése soran is kimutattak.

e Kollagén XVII

A szoveti kornyezet intaksdganak fenntartasaban elengedhetetlen szerepilik van az epitelilis
sejtek és extracellularis matrix kozotti kolcsonhatasnak, melynek egyik alapvetd funkcidja az
epitelium alaphartyahoz torténd kihorgonyzasa. A matrix ¢és sejtes elemek kozotti kapcsolat
szamos ok miatt modosulhat, ezéltal valtoztatva meg az adott szovet funkcidjat. Az integrin
fehérjecsalad tagjai kozé tartozik a kollagén XVII is mely legalabb 6t tagjaval képviselteti
magat a sejt matrix kapcsolatok kialakitasaért felelos molekuldk kozott. A kollagén XVII
egyike azon transzmembran proteineknek, melyek az alaphartydhoz horgonyként rogziilnek.
A globularis N-termindlis fejrész a hemidezmoszomak altal alakitott plakk teriiletén, mig a C-
termindlis farok régi6 az alaphartydhoz kotddik. Az egész molekuléris tartdoszerkezet a
citoszkeletonhoz kotddik. A matrix-sejt kapcsolat hemidezmoszémas kialakitasaban
kapcsolodik még a laminin-332-héz, amit korabban laminin-5-nek neveztek, valamint a
kollagén-4-hez is. A kollagén XVII ellen termel6dé autoantitesteket irtak le bullozus
pemphigoidban. A matrix horgonyként funkcional6120kDa-os molekulat fiziologias
koriilmények kozott az ADAM9 és 10 metalloproteaz hasitja, s ezaltal egy 60kDa-0s
endodomén marad. A kollagén XVII expresszidja fiziologidsan a Kkeratinocitak
differencialodasahoz kothetd, de expressziojat detektaltak veldsanc (neural crest) eredetii
sejteken, tobbek kozott melanocita hiperplazia esetén, valamint laphamrakok (squamous cell
carcinoma) és duktalis pankreasz rakok esetében is. A kollagén XVII protein ekto és
endodoménje egyarant expresszalodik proliferdld melanocitdkban. A 60kDa-os endodomén
akkumulacigja pedig melandmakban volt megfigyelheto.

o CD44

A sejtek felszinén talalhato CD44 glikoproteint el6szor T-limfoctakon mutattak ki. A
molekula evoluciondlisan meglehetdsen konzervalt, melynek bizonyitéka, hogy egér
homoldégjaval kozel 80%-os egyezést mutat. A 20 exont tartalmazd génben 10 varidbilis exon
talalhato, melyeket két oldalrél 5-5 nem variabilis exon fog kozre. A variabilis exonok
szintjén megjelend valtozékonysag az alternativ splicing iskolapélddjanak is tekinthetd, az egy
génrdl képzddo variansok széles spektrumat tekintve. Az elsésorban hamokban és hematogén
szovetekben megtalalhatod standard CD44 a varidbilis exonokbdl egyet sem, vagy csak az 1-€s
lehet megtalalni. A CD44 molekula protein szinti felépitésében a varidbilis régiot tartalmazo
domén extracellularisan a membran kozeli részeken helyezkedik el. A CD44 extracelluldrisan
heparan szulfattal, hialuronsavval valamint egyéb poliszaharidokkal glikanalédni képes. A
sejt-sejt, sejt-matrix egyik strukturalis glikozaminoglikanja a hialuronsav, melynek gyengiilt



kotdédése figyelheté meg malignus daganatokban eléforduldé CD44 splicing variansok
esetében. A normal epidermalis differencidcidban a szdveti struktira megdrzott, mely a
progresszio utjara lépett differencidlatlan tumorszovetben felbomlik (EMT jelensége). A
progresszios folyamat egyik meghatarozo eleme a standard CD44 molekula mellett az uj
splicing variansok megjelenése.

2. Célkitiizések

* Velesziiletetten immunhianyos egerekbe (NSG, scid) implantalt human melanomak
stromalis (host eredetll) komponenséhez kothetd génexpresszids valtozasok
azonositasa a daganat progresszidja soran 20.000 gént reprezentdld expresszid chip
segitségével

* A szignifikdns valtozast mutaté, a progresszidban potencidlisan szerepet jatszo
molekulak allatkisérleti és human klinikai primer melanéma tumormintakon torténd
validacioja,

* azoknak a tumorsejtek migracios €s proliferacios aktivitasara gyakorolt hatasanak
vizsgalata illetve

* a tumor-host kolcsénhatas mechanizmusanak in vitro modellezése a kooperaciot
szimulal6 rendszerben

* Ugyanezen modellben 800 miRNS profiljaban bekdvetkez6, a tumorprogressziot
jellemzé mennyiségi valtozdsok meghatarozasa valamint a legnagyobb valtozast
mutatd molekulak esetleges prognosztikus jelentéségének igazolasa human Klinikai
mintakon

* Egy, hipotetikusan az attétképzéssel asszocidlhatd molekula a kollagén XVII
expresszids sajatsagainak valtozasa kisérleti modellinkben a Xxenograft human
melandma progresszidja soran

Az alternativ splicing, mint daganatos progresszioval asszocialhatd jelenség
tulajdonsagainak vizsgalata egy, az izoformdk datlagosnal is nagyobb szamat
felvonultatd molekula a CD44 segitsé¢gével



3. Moédszerek

Allatkisérleti modell rendszer Kisérleteinket xenotranszplantacios modellekben
végeztiik, a C57B1/6 egerekben létrejott (B6; 129S7-Ragltm1Mom/J) mutaciot hordozé scid
(severe combined immunodeficiency) beltenyésztett egértorzs tagjaiba human eredetli
tumorsejt szuszpenziét implantalunk. A kisérleti felallasnak megfeleléen egyidoben
szubkutan implantaltunk human melandéma tenyészetbdl szarmazo sejteket ujsziilott valamint
felnott scid egerek hatbore ala. Az eltérd host eltéré eredményeket produkal, ugyanis mig az
ujsziilott egyedekben mindig, felndtt allatok esetében viszont sosem tapasztaltuk tiidoattétek
megjelenését.

Egysejtszuszpenzié eldallitasa Az implantalasra szant konfluens human melanéma
sejtek tenyészetérdl EDTA-val eltavolitottuk a tdpoldat maradékat, majd friss EDTA oldatban
torténd rovid inkubacidval megsziintettiik a sejtek egymds kozt és a tenyésztdedénnyel
szemben fennalld adherencidjat, s a letapadt sejtek szuszpendalhatova valtak. Az EDTA
centrifugaldssal torténd eltavolitasat kovetden a sejteket 1ml RPMI 1640 médiumba vettiik
fel. A sejtszamot s egyben a sejtek viabilitasat Biirker kamraban torténd szamlalassal
hataroztuk meg.

Tumor implantaci6 Human melanoma sejtvonalak (HT199, HT168M1, WM983B)
fentebb leirt egysejt- szuszpenzidjat 106/50ul-es koncentracidban szubkutdn injektaltuk az
allatok hatbdre ala. A kontrollként kezelt allatok megegyezd mértékii tumormentes oldatot
kaptak. A kisérletek terminalasat az implantaciot kovetd 30. napon Nembuthal narkozisban
veégeztik el. A centralis vér nyerése szintén Nembuthal narkdzis alatt tortént, melyet autopszia
kovetett.

Az allatok tartasa és a folytatott allatkisérletek kivitelezése a hatalyos torvényi és etikai
feltételeknek megfelelden zajlottak.(TUKEB 83/2009)

Sejttenyésztés A tumorsejtvonalakat (HT199 mely a SE 1. Patolégia és Kisérleti
Rékkutato Intézetében lett izoldlva a HT168 és HT168M1 melyek egyarant az A2058 kisérleti
derivatumai, a WM983A ésWM983B melyek M. Herlyn (Wistar Institute, Philadelphia, PA)
valamint A2058 LA Liotta (NCI, Bethesda, MD) ajandékai) CO2 termosztatban 37°C-on
RPMI 1640 (Lonza) tapfolyadékban  tenyésztettik, mely 10%FCS-t 1%
penicillin/streptomycin-t tartalmazott. A nem tumoros sejteket: melanocita (C-12403),
keratinocita (C-12003) és dermalis fibroblaszt (C-12360) (Promo Cell) primer vonalakat a
gyarto altal javasolt médiumokban antibiotikum hozzaadésa nélkiil tartottuk.

Primer tenyészetek létrehozasa Az in vivo kisérletekb6l szarmazo xenograft tumorok
human komponenseinek vizsgalatahoz sziikséglink volt azok stromalis sejtek nélkiili
tenyészetére. A tenyészeteket Ujsziilott allatok egyfokusza tiiddmetasztazisabol valamint
primer tumoradbdl €s a felndtt allat szubkutan primer tumorabol mechanikai apritast kdvetden
6 lyuku sejtteny€szté lemezen inkubdltuk (RPMI 1640 (Lonza), 10%FCS (Sigma),
1%penicillin/streptomycin (Sigma)) tenyésztéfolyadékban. A sejtek letapadasa utdn mosassal



eltavolitottuk az elhalt szovetdarabokat, majd a novekedésnek indult kultarat 2-3x —i
passzalassal mentesitettik a nem tumoros sejtes komponensektdl. Keringd tumorsejtek
tenyészetét a kisérleti allatok terminaldsa soran a szivbdl direkt punkcioval kivett vérmintabol
alapitottunk. Az EDTA-val kezelt vérminta 96 lyuku mikrotitralé lemezre torténd szélesztése
utan tobbszori mosast kovetden a mintaban talalhaté kitapadt cirkulélo tumorsejteket nagyobb
edénybe torténd passzalassal szaporitottuk fel.

Proliferacios vizsgalat (MTT teszt) A sejteket a vizsgalat megkezdése el6tt 24 draval
96 lyukt mikrotiter plate-re tettiikk 100ml-es térfogatokban 6000sejt/ml-es koncentracioban. A
rekombinans human CCLS8-al (RnD systems) torténd kezelést kiilonb6z6 koncentracid
tartomanyokban végeztiik (50pg/ml,500pg/ml,1ng/ml) el. A 12 6ras inkubacids idd leteltével
a kezelés hatdsat MTT teszt segitségével tettiik kvantitativvd, melynek alapja, hogy a
metabolikusan aktiv sejtek endocitozissal felveszik a tetrazolium kristdlyokat és formazanna
alakitjak at. A sejteknek ezt a formazan tartalmat DMSO-ban oldva 570nm-en fotometriaval
Bio-Tek Microplate Reader (Merck) detektaltuk a kontroll és a kezelt sejtek esetén. Az
abszorbancia aranyos az €16 sejtek szamaval.

A kollagén XVII kezelés I1gG2b kontroll alkalmazasa mellett tortént 1:25, 1:50 és 1:100

crer

felismer6 régidja az endodomén extracellularis részénél talalhato (AA507-529)

In vitro migracidos assay A mérést xCELLigence rendszerben (Roche) CIM (Cell
Invasion Migration) plate-n végeztik a gyartd eldirasanak megfelelden. A vizsgalat
megkezdése eldtt a sejtek konfluens tenyészetébdl a sejteket felszedtiik majd a vizsgalo
lemezre juttattuk a meghatarozott mennyiségii sejtet. A vizsgalat soran a kezeletlen kontroll
tenyészet migracios aktivitdsdhoz viszonyitottuk a kezelésnek alavetett (HT168, WM983A
melandma valamint fibroblaszt és melanocita) sejtvonalakat. A 20000/sejt induld sejtszammal
induld tenyészeteket a hatdanyaggal ekvivalens mennyiségii PBS-sel (kontroll), 1ng/mi
valamint 10ng/ml-es koncentracioju CCL8-al (RnD Systems) kezeltik kétféle stratégia
szerint. A vizsgalo plate egy két kamrabol allo berendezés melynek alja specialis vezetdvel
van ellatva mely a sejtek szigeteld hatasa 1évén fellépd impedanciat méri. A két térfél
egymastdl egy meghatarozott pérusméretli (8um) membrannal van lezarva, melyen a sejtek
aktivan at tudnak jutni. Direkt kezelés soran a kemokint a sejtek tapfolyadékaba juttattuk.
Kemoattraktansként a sejteket CIM-Plate 16 rendszerben elhelyezve (Roche) a kemokin az
als6 kamraban volt a direkt kezelésnek megfeleld koncentracioban. A mérés teljes 25 oOras
iddtartama alatt 5 percenként tortént az adatgyiijtés. A sejteket mindkét esetben polyethylene
terephthalate (PET) membran vélasztja el az alsé kamratol és azok a membran mentén vagy
azon keresztiil tOorténd mozgasat az impedancia mikroelektrodas mérésével tettiik
kvantitativva, melyet az ezzel aranyos tigynevezett cell index jelez.

ELISA (Ensim Linked Immunosorbent Assay) Melanomas betegek szérum CCL8
koncentracidinak meghatidrozasara Huméan CCL8 ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA)-et hasznaltunk, a gyarto altal mellékelt protokoll szerint. Az els6 1épésben a 96
lyukt mikrotitralé lemezeket coat-oltuk a CCL8 specifikus antitesttel, majd révid (3x5min)



mosast kovetden a betegekbdl szarmazd mintak 100ul-es mennyiségeit higitatlanul mértiik
fel, majd egy ¢jszakan keresztiil inkubdltuk 4°C-on. Minden mintdt duplikatumként
kezeltiink, melyek atlagaval szamoltunk a vizsgalat folyaman. Az inkubdaci6 letelte utan PBS-
sel torténd mosast (3x5min) kdvetéen a masodik CCLS8 specifikus antitesttel jeldltiik (60
min/szobahdmérséklet), majd mosast kovetden a reakcid el6hivasat a gyartd altal mellékelt
eléhivo rendszerrel végeztik el. Az eredményeket két hulldmhosszon mértiik 450 és 540nm-
en fotometridval Bio-Tek Microplate Reader (Merck) segitségével. Higitasi sorként a kit
részét képzo rekombinans human CCLS8-at hasznaltunk, melyet szintén duplikalva vittiink fel
a mikrotitral6 lemezre.

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

RNS tisztitas Az RNS mintdk DNazos emésztésével az esetleges genomialis DNS
szennyezéstél mentesitjik a mintdkat. Az enzimatikus tisztitashoz a DNA-free (Ambion)
Osszedllitast hasznaltuk.

Agilent Mouse Oligo Microarray analizis Az 4ltalunk hasznalt Agilent Mouse Oligo
Microarray 20000 expresszalt egér gén kimutatdsara alkalmas nagy ateresztoképességii
molekularis bioldgiai vizsgdlo platform. A specificitast a 60bp hosszisagu szilard hordozohoz
kapcsolt oligonukleotid probék biztositjak. A vizsgalat soran kereszthibridizacio valdsul meg,
azaz a mérendd mintaparok eltérd festékkel lesznek jelolve, s a leolvasas soran egyszerre
detektaljak a kétféle fluoreszcens jelet. Sug total RNS a kontroll és Spg totdl RNS az Gjsziilott
allat primer tumorabol lett jelolve Cy5 és Cy3 fluoreszcens festékkel. A jelolt mintdkat 16
oras 60°C-on torténd inkubacido alatt hibridizaltattuk, majd Agilent DNA microarray
scannerrel olvastuk le. A nyers adatok feldolgozasat, mint a hattér felvétele és kivonasa,
adatpontok linearis normalizacidja az Agilent Feature Extraction Software-vel tortént.

Reverz transzkripcé A reverz transzkripcidohoz 1ul 10mM dNTP mix (Qbiogene) és
Iul Random primer-oligo dT kombinaciot (végs6é koncentracid: 2.5uM) adunk 2ug tisztitott
total RNS-hez. 10 perces 70°C-os inkubacio utan 2ul 10X M-MLV Reverse Transcriptase
Buffer-t (Sigma), 1ul M-MLV Reverse Transcriptase-t (200 unit/ul, Sigma), 0.5ul RNase
Inhibitor-t (40 unit/ul, Ribo Lock Fermentas) és 6.5ul DEPC kezelt vizet adunk (végso
térfogat: 20ul) hozza, ezt kvetden 50 percig 37°C-on, majd 10 percig 85°C-on inkubaltuk. A
reverz transzkripcid megtorténtét egér illetve human P2-mikroglobulin valamint béta-aktin
mint housekeeping gén primerekkel végzett PCR reakcioval igazoltuk. Negativ kontrollként
¢s a lehetséges DNS szennyezddés kizardsara ugyanazon minta RNS-ét, non-templat
kontrollként pedig DEPC-kezelt vizet hasznéalunk.

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



keresztiil az alabbiak szerint: denaturacio 95 °C 1 perc, primer anneldlds 55 °C 1 perc,
lanchosszabbitas 72 °C 2 perc befejezésiil: 72 °C 4 perc.

g-PCR A célgén expresszidjanak specifikus mérésére q-PCR-t alkalmaztunk a
kovetkezo feltételekkel: 25ul reakcidtérfogatban 12.5ul 2X ABsolute QPCR SYBR Green
Mix (Thermo Scientific), 0,5-0,5ul mindegyik primerbél 200nM-os végkoncentracidban és
11,5ul higitott cDNS. A reakcié feltételei: 8 perc DNS polimerdz aktivacio 95°C-on, 55
cikluson keresztiil 95°C 30 sec, 62°C 30 sec és 72°C 1 perc. A vizsgalat targyanak relativ
kiindulasi mennyiségét K562, B16 valamint kevert (huméan+egér) sejtekbol szdrmazd cDNS
higitasi soranak a vizsgalt termék PCR alapjan kapott gorbe, ill. a sajat housekeeping
expressziora vald normalizalds alapjan végeztiik el.

Direkt szekvenidlas Vizsgalataink soran a PCR reakciok autentikus voltardl a
reakciotermékek direkt szekvenalasaval gy6zodtiink meg. Agaroz gélen megfuttatva, majd a
megfeleld band-eket a gélbdl kiemelve EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit (Bio
Basic) segitségével izolaltuk vissza a PCR terméket. A szekvendld reakciot a gyartd
utasitdsainak megfeleléen BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems™ — Life Technologies™) segitségével végeztik el. A mintdk tisztitasat
(BigDye® XTerminatorTM Purification Kit — Applied Biosystems™ — Life Technologies™)
kovetden a szekvenalasi reakcid eredményét, azaz a nukleotid szekvenciat 3130 Genetic
Analyser-el (Applied Biosystems) hataroztuk meg. A mintak értékelése NCBI adatbazis
hasznalataval tortént.

MiRNS pool meghatarozas nCounter assay (nanoString) segitségével A miRNS
pool mindségi €s mennyiségi vizsgalatat nCounter assay (nanoString)-vel végeztik. A
modszer 800 huméan mikro RNS parhuzamos kvantitativ mérésére ad lehetdséget ugyanazon
mintabol. A kiinduldsi mintakoncentracio 100ng total RNS, melyen amplifikdcio nélkiil
torténik a mérés, s ezaltal a mennyiségi vizsgalatok pontosabb képet adnak. A detektalashoz
fluoreszcensen jelzett probakat hasznalva nCounter Digital Analyzer-el tortént a kiértékelés.
Az adatok normalizéldsdhoz a rendszer 6 pozitiv és 6 negativ mikro RNS kontrollt hasznalt
valamint 5 mRNS kontrollt. A normalizalt adatokon az egyes miRNS fajtadk mennyiségi
Osszehasonlitdsa az egymashoz viszonyitott valtozasok mértékével valamint a totdl miRNS
mennyiségekkel egyarant jellemezhetdek.

Immunhisztokémia Az immunhisztokémiai vizsgalatot FFPE metszeteken végeztiik.
Deparaffinalés utdn az FFPE metszetek esetében mikrohullamon torténd feltaras (pH 6 citrat
puffer) utdn a blokkolas Image-IT FX Signal enhancer (Amersham) segitségével tortént.
Primer antitesttel anti CCL8 egér monoklonalis AB (Santa Cruz) inkubaltuk egy éjszakan at,
50 x-es higitdsban alkalmazva. Az erdsen pigmentalt human melanoma mintak esetében
kalium permanganatos depigmentaciot, valamint NovaRED (VECTOR) el6hivé rendszert
alkalmaztunk.



Apoptozis assay Humén melanoma sejteket 24 lyukt sejttenyésztd lemezen
tenyésztettiink, 2x10%-en kiindulo sejtszammal. A 80 %-ban konfluens tenyészeteket 9G2
antitesttel kezeltiik, A kezelt tenyészetek tapfolyadékat 24 és 48 ora multaval eltavolitottuk,
majd a letapadt sejteket EDTA-val felszedtiik. A sejteket PBS-ben torténé mosast kovetéen
70%-os alkohollal fixaltuk. 30 perces fixacios id0 letelte utan a sejteket lecentrifugaltuk, majd
propidium jodidos festést kovetden (Partec GmbH, Munster, Germany) az apoptotizalt sejtek
aranyat a normal sejtekhez képest Partec Cy Flow SL késziilékkel hatdroztuk meg.

Statisztikai Analizis A statisztikai analizisek StatSoft Statistica 11 szoftver
segitségével torténtek. A t proba alkalmazasanal szignifikans kiilonbséget a p<0.05 szint
figyelembevételével hataroztuk meg. A viabilitasi és migracios teszteket ANOVA analizissel
értekeltiik.

4. Eredmények

Humén melandmabol szarmazd egysejtszuszpenziot implantdltunk ujsziilott, inbred,
velesziiletetten immunhidnyos (scid) egerekbe. Azonos korti, tumormentes allatok megfeleld
lokalizaciojabol  szarmazd szovetmintadk  génexpressziés mintazatat Osszevetve a
tumorhordozé allatokéval arra kerestiik a valaszt, hogy melyek azok a host eredetti faktorok
amelyek kiszelektaljak a metasztaikus fenotipust az 0jsziilott allatban.

A metasztatikus fenotipus (genotipus) a primer tumort elhagy6 azon tumorsejtek sajatossaga,
amelyek tavoli szervekben megtelepedve 11j koloniat képesek 1étrehozni. Ezen geno/fenotipus
kétségteleniil egy olyan szelekcids hatasra alakul ki, amelyben a host eredetii mikrokornyezet
dontdé szerepet jatszik. Modelliinkben ennek a kdlcsonhatasnak a molekularis markereit
igyekeztiink felkutatni majd ugyanezen modell segitségével a kovetkezd 1épésben azoknak az
attétképzésben betdltott szerepét igazolni. Kérdéses azonban, hogy a primer tumorban mért
expresszios paraméterek alapjan levonhatok-e megbizhaté kovetkeztetések a tavoli attétek
1étrejottével kapcsolatban. A metasztatizald és nem metasztatizald rendszer kozotti
kiilonbségek vizsgalataval erre a kérdésre is megprobaltunk valaszt adni.

A primer tumor egészének vizsgalata soran at kell gondolnunk azt a lehetdséget is, hogy az
altalunk megfigyelt és fennallo eltérések a két csoportunk kozott (metasztatikus ill. nem
metasztatikus) a primer tumor egységes sajatossaga, vagy csak a metasztatikus kaszkadba
kilép6 sejtek kis csoportjanak  jellemzdje. Utobbi esetben lehetséges, hogy ezen kis
csoportban megjelend, akar nagysagrendben is eltérd valtozasok a teljes mintapopulacio
szintjén is szignifikdns mérhetd eltéréseket hoznak létre, azaz markerként hasznalhatok az
attétképzés lehetdségének eldrejelzésére. Az primer tumorban Otszordsnél nagyobb
expresszios kiilonbséget mutatd, metasztatikus szelekcios tényezoként szamba vehetd gének
validacidja soran (Fam 187b, Lass5, DEAD box 60 polypeptide, Gm4262, CCL11, Pex2,
Cathepsin L, CCL12 Ninein.) minddsszesen a CCL12 mutatott mindharom human xenograft
allatmodellben emelkedett expressziot. A CCL8 egérben megtaldlhatdé homologja a CCL12,

crer

fent emlitett modellrendszer segitségével attétképzo valamint nem metasztatikus esetben. A
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metasztatikus hostban minden esetben emelkedett CCL12 expresszids szintet detektaltunk.
Igazoltuk, hogy a human melanémak egy kivételtdl, az melanéma attétbdl kialakitott
WMOI83B sejtvonaltdl eltekintve nem expresszaljak a kemokin human véltozatat a CCL8-at.
felelds lehetséges komponenseket keresve megvizsgaltuk a dermalis fibroblasztok,
melanocitak és a keratinocitdkat CCL8 expresszidjat. Koziilik a fibroblasztok és a
melanocitak expresszaltak a CCL8 kemokint. A attétképzés komplex folyamatanak vizsgalata
soran azonban nemcsak az egyes szereplokre, hanem azok kapcsolatara is gondolnunk kell. A
CCLS8 hatasat csak specialis kemokin receptorok (CCR1, CCR5) kozvetitésével érheti el. A
host sejtjei koziil a fibroblasztokon, mig melandma sejtvonalak esetén az A2058 és WM983B
kivételével minden esetben kimutattuk CCR1 jelenlétét. CCRS expressziot egyik esetben sem
detektaltunk. A primer tumorban kialakulé meghatarozott kemokin millieu lokalis hatdsanak
vizsgalatara migraciés és proliferacios vizsgalatokat végeztiink. A kezeletlen kontroll
sejtekhez viszonyitva azt tapasztaltuk, hogy 500 ng/ml-es CCL8 koncentraci6 a human
tekintetben a dermalis fibroblasztok viselkedése megegyezik a melanomékkal, azonban az
emlitett hatds minddsszesen egy tumorsejtvonalra és a dermalis fibroblasztokra korlatozodott,
s igy a CCLS8 viabilitasra gyakorolt hatdsanak bioldgiai relevancidja erésen kérdéses. A
CCL8-at kozvetleniil a sejtekhez adva a kontrollhoz képest a vizsgalt human melanéma
sejtvonalak és a melanocitdk migracidja visszaesett, ezzel szemben a fibroblasztoké nott.

crer

crer

gatolta. A migracios és proliferacios tesztekben vizsgalt sejtek mindegyike rendelkezett CCR1
receptorral, mely a kemokin hatasért felelds kotddés alapjaul szolgalhat.

Xenotranszplantacidés modelliink lehetdséget kinalt arra, hogy az attétképzés folyamatanak
kiilonboz6 1épéseibdl szarmazd tumorsejtek viselkedését kiilon-kiilon vizsgaljuk. Nevezetesen
a primer tumorbdl, a keringésb6l és a tiidéattétekbdl szarmazod tumorsejteket in vitro
tenyésztettiik tovabb, s két-hdrom passzazs utdn a strémalis komponensektdl megszabaditott
tumortenyészeteket tesztelhettiik. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a primer tumorbdl
szarmaz6 tenyészetek nem expresszaltak a kemokint, ezzel szemben a keringésbdl izolalt
tumorsejt utédpopulaciojaban és tiidéattétbél szarmazoban megjelennek a CCLS8-at
expresszald klonok. Természetesen mindebbdl nehéz lenne messzemend kovetkeztetéseket
levonni, hisz a keringésben 1év0 tumorsejt egy olyan ,,koztes allapotot” képvisel, ami csak
lehetdség, de nem biztositék az attétek 1étrehozasara. Immunhisztokémiai reakciokkal sikertilt
a primer tumor teriiletén is kimutatni a CCL8-at expresszald tumorsejteket, azonban ezek
aranya elenyészd volt a teljes tumorsejtpopulacidhoz viszonyitva. Ugyanezen tumor primer
tenyészetében PCR reakcidval CCL8 expressziot nem tudtunk kimutatni. Szintén érdekes
jelenség, hogy a vizsgalt sejtvonalak kozott talalhaté primer tumorbol szdrmazé WMO83A
nem, ezzel szemben annak nyirokcsomo attétébol kialakitott WM983B sejtvonal sejtjei
expresszaljak a CCLS8-at.

Mivel a xenotranszplantacidos modelljeinkben mindhdrom human melanéma sejtvonal esetén
mennyiségi kiilonbséget talaltunk metasztatikus és nem metasztatikus primer tumor CCL12
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expressziojaban a stromalis komponensek szintjén, megvizsgaltuk, hogy ez a kiilonbség
barmely forméban detektalhato-e human klinikai mintdkon, tdvolabbi célként hasznéalhaté-e a
progressziot eldre jelzo faktorként.

Melanomat hordozo6 betegek mintait két csoportra (nem metasztatikus, ahol 6t év kovetési ido
soran a betegnél attétek kialakulasat nem tapasztaltuk és metasztatikus, ahol a betegben 6t
éven belill attétek alakultak ki) osztva értékeltiik ki. E betegek szérumaban ELISA teszttel
mértilk a CCL8 kemokin mennyiségét. Mindkét csoporton beliil elkiiloniilt egy alacsony ¢és
egy magasan expresszald alcsoport. Az expresszid mértéke azonban a nem metasztatikus
csoportban magasabb volt, mint a metasztatikus csoportban. A statisztikailag is igazolhato
kiilonbség kimutatdsdhoz azonban a késdbbiek soran nagyobb esetszamra lesz sziikség.

A primer tumorok CCLS8 expresszidja kozti kiilonbséget mérve elsé kozelitésben az attétet
nem hordozo betegek mintai €és a tavoli attéttel bird betegek mintdi kozott nem talaltunk
kiilonbséget. Ebben az Osszehasonlitisban az attét lokalizaciojatol fiiggetleniil valamennyi
attéthordozobol szdrmazo primer tumor adatait vetettilk 6ssze a nem metasztatikus betegek
primer tumordbdl szdrmazé CCLS8 expresszidjaval. Azonban elkiilonitve Osszevetve a
tidoattétekkel rendelkezd betegek primer tumoranak kemokin expressziojat a nem
metasztatizalok valamint majattétekkel rendelkezokével a kiilonbség mar szignifikansnak
bizonyult. A CCL8 hatas kozvetitésében szerepet jatszo receptor, a CCR1 expresszios
szintjében a primer tumorok nem mutattak eltérést, azaz kdzel azonos expresszids szinttel
rendelkezik az attétet hordozo és az attétekt6l mentes betegek primer tumora. A csontattéttel
rendelkezd betegek primer tumoranak CCLS8 expresszidjat majattéttel rendelkezd betegekével
Osszehasonlitva szintén szignifikans kiilonbséget mértiink, mindekdzben viszont a CCR1
receptor expresszidban nem kovetkezett be valtozas.

Annak tisztdzasara, hogy ez az expresszid a tumorsejtekhez, vagy a stromalis sejtekhez
kothetd immunhisztokémiai reakcioval vizsgaltuk a CCL8 protein megjelenését a klinikai
mintdkban. A pozitiv sejtek aranya alacsony volt, és a stroma mellett a tumorokban is
detektalhatd volt. A kisszdmi CCL8 expresszalod sejt inkabb lokalis, mint egész tumorra
kiterjedd hatasra enged kovetkeztetni.

Kisérletes modelliinkben a stromalis sejtek kemokin termelése a metasztatikus hostban
magasabb volt, mint a nem metasztatikus host esetében. Humén primer tiidéattétet okozo
melanomak esetében azonban ez a relacid megfordult, és a nem metasztatikus primer
tumorban talalunk nagyobb mértékii kemokin expressziot. Ennek okat egy in vitro modell
segitségével probaltuk kideriteni.

crer

modon modelleztiik, hogy human dermalis fibroblaszt tenyészetet human melanoma (HT199)
valamint human leukémia (K562) sejttenyészetek feliiliszojaval kezeltiik €s valosidejii PCR
segitségével mértiik, hogyan valtozik annak CCLS8 expresszidja. A kontrollként szerepelt
olyan tenyészet is, amely tiszta formaban kapott rekombindns human CCL8-at. Mindkét
human tumor feliiluszojaval torténd kezelést kovetden a human dermalis fibroblasztok CCL8
expresszioja szignifikdnsan megemelkedett. Ezzel szemben a direkt CCL8 kezelés hatasara a
fibroblaszt sajat CCL8 expresszidja szignifikansan csokkent.
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A fentebb bemutatott kezeléseket kovetd hatasok kialakulasanak id6fiiggése arra utalt, hogy a
kemokin termelddést a transzkripcid szintjén befolyasoltuk, amit valdsideji PCR-al mérni is
tudtunk. A CCLS8 hatasanak pontosabb megértéséhez a valtozas potencialis kdzvetitdjeként a
MIRNS-ek szerepe is felmeriilt. 800 vizsgalt miRNS koziil a dermalis fibroblasztokban
szamos expresszioja valtozott dramaian a kezelés hatdsara, s igy lehetdség volt egy
ugynevezett CCL8 hatas-specifikus mintazat létrehozasara. Koziilik az irodalmi adatok
szerint is a CCLS8 expresszidjat szabalyozé miR146a-nak a mennyiségi viszonyait vizsgaltuk
meg a fentebb emlitett human klinikai mintdkon. Ezen miRNS-eknek az expresszidjaban
szignifikans  kiilonbséget  igazoltunk  human  metasztatikus/nem  metasztatikus
betegcsoportjaink kozott is. Mivel a miRNS-ek kimutatasa egyszeriibb és kevésbé érzékeny a
rutin -~ szovetfixaldé  eljardsok  karositd ~ hatdsara, a  miR146a  potencialis

e ey

A Xxenotranszplantacidés modellrendszerben kevéssé szigoru feltételek mellett még tovabbi 6t
gén volt, melyek vizsgalatat klinikai mintakon megprobaltuk validalni, azonban az emlitett
gének a CTSL, DEAD BOX 60, FAM 168, PXMP ¢s a LASS 5 a peremfeltételeken tul a
klinikai mintdk vizsgélata sordn sem bizonyult metasztazis-asszocialtnak, igy a tovabbiakban
nem képezték vizsgalatunk targyait.

Erdekes jelenség, hogy a kisérletes allatmodelliink és a human miitéti anyagokon végzett
méréseink eredményei latszolag ellentmondanak egymasnak. Az in vitro kisérletes rendszer
felépitése tobbek kozott azt is igyekszik megfejteni (ami egyben sulyosan felveti az
allatmodellek kritika nélkiili alkalmazédsadnak biralatat is), hogy a human miitéti mintdkban
mért eredmények miért térnek el ettdl. Tény, hogy az &llatmodellben a host eredetii
expressziora helyeztiik a hangstlyt, hisz eredendden az attétképzés host eredetili faktorainak a
vizsgalata volt a célunk. A tumor-host kolcsonhatas azonban kihagyhatatlan része az
attétképzésnek. Ezt igyekeznek bizonyitani a dolgozat in vitro kisérletei: a host eredeti
faktorok CCLS8 expresszidjat gatolja a tumor eredetli CCLS, mig a fokozott host eredetii
CCLS8 termelés fokozott motilitast ad a tumorsejteknek. A két oldal k6zotti egyensuly (vagy
annak eltolodasa) lehet egyik komponense az attétképzés folyamatanak. Azaz mivel a klinikai
mintdkban mindkét oldal kumulalt kimenetét mértiik, ez a vektor mar nem a host, hanem a
host-tumor kolcsonhatas kimenetét jelzi és értelemszeriien nem is lehet egyenldségjelet tenni
a két vizsgalat kozott. Ritka szerencsének — am kétségteleniil a bioldgiai rendszerektdl
tavolabb esdnek — bizonyult volna, ha egyértelmli megfelelést igazolunk a két rendszer kozott.
A kisérleti rendszerben egy tiszta helyzetet modelleztiink, ahol a host kemokinjeit nem
expresszaldo tumort implantaltunk, majd a host mint egyediili ccll2 forrds mennyiségi
valtozasait vizsgaltuk a metasztatizdlashoz kapcsolodéan. A human mintdinkban
immunhisztokémiai reakcidval igazoltuk, hogy a tumor kornyezete mellet a tumorsejtek Kkis
csoportjai is expresszaljak a ccl8-at, nem csak a host sejtek. Munkahipotézisiink szerint, az
allatkisérletes modelliinkben a host-tumor kdlcsonhaté rendszer csak részben valdsul meg.
Azaz a tumor eredetli faktorok stimulaljak a kornyezetiikben elsésorban a dermalis
fibroblasztokban az egér CCLS8 termelését. A kisérlet tanisdga szerint az el is latja
kemoattraktdns funkcidjat, azonban minden jel szerint az ellenkezd irdnyban a hatas
(feltehetdleg szerkezeti okokbol) nem mukodik. Ezt mar csak humén mintdinkon kovethetjiik
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nyomon, ahol a kérnyezetbdl szarmaz6é CCLS8 a tumorsejtek kemokintermelését is elinditja. In
vitro kisérleteink szerint ez visszacsatold rendszerként miikodik, hisz mint lattuk, kiilsé CCL8
hatasra a fibroblasztok CCLS8 expresszidja ledll. Azaz, ha a primer tumorban feln6 egy (tiid6)
attétképzésre hajlamos CCL8-at expresszald populacio, az visszaszorithatja a fibroblasztok
CCLS8 termelését igy Ossztumor szintjén alacsonyabb relativ expresszids szintet mérhetiink.
Jol beleillik ebbe a szabalyoz6 korbe a miR146 expresszidja, amely értelemszeriien
visszaallitani igyekszik az eltolt egyensulyt, azaz overesszpesszalt az attétképz6 tumorokban.
Ezzel szemben az attétetet nem képz6 tumorokban a fibroblasztok CCL8 expresszidjat nem
szoritja vissza semmi, magas relativ expressziojahoz alacsony miR 146 expresszio tarsul.

A B C
Tumor ltal termelt faktorok stimuléljak CCLS8 gazdag kornyezet Fibroblasztokban a CCL8
Tumorsejt migracio gatolja sajat expresszidjat

és
klon szelekcid

Emelkedett
mir 146a szint

y CCL8 expresszalo fibroblaszt @ CCL8 expresszalo tumorsejt ‘ tumorsejt

A tumorsejtek és az dket koriilvevd kornyezet kozotti kommunikacid a sejtfelszini molekuldk
kozvetitésével torténik. Ezek egyike a kollagén XVII amely a normal fizioldgias
megjelenésén tul o0sztddd melanomakban és igy xenotranszplantdlt humén primer
melanomakban is kimutattuk. lgazolni tudtuk, hogy a progresszié soran a primer tumorbodl
kivald metasztatikus sejtek a tavoli szervekben alapitott elkiiloniilé attétek szintén
megtartottdk eme tulajdonsagukat. A proteolitikus hasitason atesett molekuldnak a sejt
funkcidjaban betoltott szerepét a viabilitast és letapadast befolydsold, valamint apoptdzist
indukalo hatasan keresztiil in vitro kisérletek soran vizsgalatuk. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a kollagén XVII endodoménnel rendelkez6 melanoma sejtek célzott kollagén XVII
kezelése a viabilitast csokkenti, s egyben az apoptotikus képességét noveli.

Szintén a tumorsejtek kornyezetébdl kozvetitenek jeleket a tumorsejt felé a CD44 sejtfelszini
molekuldk, amelyek szerepe szdmos daganat, igy tobbek kozott a humdn melanémak
attétképzésében is meglehetdsen ellentmondasosnak bizonyult. A jelenség hatterében igen
nagy valoszinliséggel az all, hogy elsOsorban daganatokban az egységes ,,CD44” néven
definidlt molekula valdjadban szamos, egymastdl szerkezetileg ¢€s funkcionalisan eltérd
molekulat fed, amely a molekula alternativ splicingja révén keletkezik és akar egyszerre,
egyidejiileg van jelen a tumorsejtek felszinén. A szerkesztési folyamat sordn a molekula
variabils exonjai koziil meghatdrozott szdmu és kombinacidji messenger RNS molekula
szerkesztddik Ossze, melynek fehérjeterméke egymastol eltérd funkcioval bir. Az irodalmi
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adatok nem kezelik megfelel6 sullyal azt a tényt, hogy a keletkezett fehérjék csak neviikben
azonosak, funkciondlisan eltéréek lehetnek. Nehéz vizsgalhatosdga miatt meglehetdsen kevés
eredmény szamolt be az igy keletkez6 molekuldris mintdzatrdl, illetve ennek a molekularis
lenyomatnak tumortipusra jellemzé sajatossagairdl. Munkacsoportunk vizsgalatai igazoltak,
hogy a progresszié folyaman a primer tumor és az abbdl kiinduld tavoli attétek CD44
mintdzata megdrzott maradt. Ezen mintazatot alkoté CD44 molekulék tipusait azonositottuk
ujgeneracidos szekvenalassal megalapozva annak a lehetdségét, hogy eltérd funkcidja
variansok korrekt azonositasdval megtalaljuk az attétképzéssel valoban 0sszefiiggésben 1évo
CD44 molekulavaltozatokat.
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Az 4j megallapitasok

Human melanéma xenograft allatmodell segitségével meghataroztuk a primer tumor
stromalis komponenseiben a tumorprogresszido soran bekdvetkezd génexpresszios
valtozasokat.

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

In vitro és in vivo vizsgalataink soran jellemezve a CCLI12 tumorprogresszioban
betoltott szerepét az alabbi megallapitasokat tettiik:

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

o A CCL8 tumorsejtek viabilitasara gyakorolt hatasa nem jelentGs, viszont
kemoattraktansként fokozza azok migraciojat

o Humén klinikai mintdkban a tiidoattétet add primer melanémak CCLS8
expresszio szintjén elkiilonithetdek voltak a nem metasztatikus mintaktol.

o A progresszio kiilonbozé allomasait nukleinsav valamint protein szinten
vizsgalva megallapitottuk, hogy a CCL8 keringd tumorsejtekben és a
metasztazisokban egyarant kimutathat6

o Invitro dermalis fibroblasztokban a CCL8 csokkentette sajat expresszidjat

Egy 800 miRNS-t tartalmazo panelt vizsgalva meghataroztuk, hogy koziiliik melyek
azok, amelyek a CCLS8 kezelés hatasara szignifikans valtozast mutatnak human
dermalis fibroblasztokban. Human klinikai mintdkon igazoltuk, hogy a kiemelten
kezelt miIRNS-ek koziil a miR146a eltérd mértékben van jelen a metasztatikus és nem
metasztatikus human primer melanémakban

Kimutattuk, hogy melanoma xenograft allatmodelliinkben a kollagén XVII expresszio
a primer tumorban és a szervi metasztazisokban nem valtozik, valamint, hogy a
kollagén XVII endodoménnel rendelkez6 melandoma sejtek célzott kollagén XVII
kezelése azok viabilitast csokkentette ugyanakkor az apoptotikus képességét novelte

Meghataroztuk a CD44 human melanomaékra jellemzd alternativ splice-mintazatat és

igazoltuk, hogy ez a mintazat a tumorprogresszio soran kvalitativan stabil marad, mig
kvantitativan egyértelmiien valtozast mutat.
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