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Roviditések jegyzéke

Rovidités

Magyarazat és feloldas

AJCC American Joint Committee on Cancer

ALM Acrolentiginosus melanoma

APAF 1 | Apoptotic protease activating factor 1

AQP1 Agquaporin-1

BRAF Murine sarcoma viral oncogene homolog B

CCND1 |CiklinD1

CDKNZ2A | Ciklindependens kinaz 2 A

CDK4 Ciklindependens kinaz 4

CT Computertomograf

CTLA-4 | Citotoxikus T-limfocita antigén (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4)
DNS Diszplazias névusz szindréma

EGFR Epidermalis novekedési faktor receptor

EMEA Eurdpai Gyogyszerészeti Ugynokség (European Medicines Agency)
FDA Food and Drug Administration

HIF Hypoxia inducable factor

IDO Indolamin-2,3 — dioxigenaz

INF Interferon
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LMM Lentigo maligna melanoma

MAPK Mitogén aktivalta proteinkinaz

MCI1R Melanocortin 1 receptor

MITF Microphtalmia-asszocialt transzkripcios factor
MM Melanoma malignum

MR Mitotikus rata

MRI Magneses rezonancia vizsgalat

NK sejtek | Természetes 616 sejtek (natural killer cells)

NM Nodularis melanoma

NRAS Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog

NRG Neuregulin

oS Teljes talélés (overall survival)

PD-1 Programozott sejthalél 1

PI3K Foszfatidil - inozitol - 3 — kinaz

PFS Progressziomentes tulélés (progression free survival)

PTEN Phosphatase and tensin homolog

SEER Surveillance, Epidemiology, and End Results

SLNB Orszem (Sentinel)-nyirokcsomé biopszia



https://en.wikipedia.org/wiki/Neuroblastoma_RAS_viral_oncogene_homolog

DOI:10.14753/SE.2019.2278

SSM Szuperficialisan terjedé melanoma (superficial spreading melanoma)
TAOS1 Tumor amplified and overexpressed sequence

TGF a Transzformal6 novekedési faktor alfa

TIL Tumorinfiltral6 limfocitak

TP53 Tumor protein 53




DOI:10.14753/SE.2019.2278

1 Bevezetés

A melanoma a neuroectodermalis dtcléc eredii sejtekbdl szarmazod, pigmenttermeld
melanocitakbol kialakuldé malignus tumor. A human melanomak kialakulhatnak korabban
mar meglévo joindulatu névuszokbol, vagy keletkezhetnek ujonnan (de novo). A legtobb
melanoma a jelenlegi kutatasok alapjan de novo jon létre. RFP-RET transzgénikus
egerekben sikerrel modellezték a de novo melanomak képzédésének tobblépesds
folyamatat, amely sordn tumormentes, joindulatd, premalignus és malignus stadiumokat

kiilonboztettek meg (Kumasaka, Yajima et al. 2010).
1.1 Epidemiologiai adatok

A melanoma malignum (MM) biologiailag a legagresszivebb rosszindulati bértumor,
melynek incidenciaja vilagszerte dramai novekedést mutat. A Nemzetkozi Rakkutatasi
Ugynokség 4ltal 2010-ben publikalt, 182 orszag részvételével készitett Globocan felmérés
szerint melanoma vonatkozasaban az 1990 és 2008 évekre vonatkozoan az ¢€letkorra
standardizalt incidenciarata férfiakban 2,3 —r6l 3,1-re, mig ndékben 2,2-r6l 2,6-ra
novekedett 100 000 lakosra szamolva (Parkin, Pisani et al. 1999, Ferlay, Shin et al. 2010).

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban tortént felmérés alapjan a melanoma férfiak korében az
6todik, n6knél a hatodik leggyakoribb daganatos megbetegedés (Siegel, Miller et al. 2018).
2011-ben a melanoma incidenciaja 19,7:100 000, mig 2010 és 2014 kozotti peridodusban
33:100 000 lakosra emelkedett (Guy, Thomas et al. 2015). Kozép-Eurdpaban 1970 és 2000
kozott a melanoma becsiilt incidenciaja 3-4:100 000-r61 10-15:100 000-re valtozott.
Eurdpan beliil a melanoma eléfordulasa Skandinaviaban a legmagasabb, mig a mediterran
orszagokban a legalacsonyabb. A kutdn melanoma incidenciajanak éves szintii, becsiilt
novekedése populaciotol fiiggéen 3-7% (Garbe and Leiter 2009). Ez a novekedés
Magyarorszagon is megfigyelhetd, az Orszagos Onkologiai Intézetben 1998-ban 149, mig
2008-ban 377 betegnél diagnosztizaltak kutan melanomat, amely bar dnmagaban nem
reprezentativ epidemioldgiai adat, de jol mutatja a 10 év alatt bekovetkezett jelentds

esetszam valtozast (Balatoni, Liszkay et al. 2011).

Az incidencia novekedésének hatterében a kornyezeti rizikofaktorok egyéntdl fiiggd
emelkedése mellett komoly szerepet jatszik borgyogyaszok és a patologusok altal korai
stadiumban (<1 mm, T1la or T1b) felismert és diagnosztizalt esetek egyre ndvekvé szama,

a szlir6programok kiterjesztésének kdszonhetden.
7
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A melanoma cléfordulasa ritka gyermekekben és serdiilékben, a gyermekkori esetek 90%-

a 10 éves életkor felett fordul elé, 55%-a lanyoknal. 1973 és 2001 kozott a melanoma
incidenciaja évente 2,9%-kal emelkedett a gyermekek korében, az esetek 96,3 %-a kutan
melanoma, 3% -a okularis melanoma, mig 0,7%-a ismeretlen lokalizacidju primer tumor
volt (Lange, Palis et al. 2007).

A melanoma okozta halalozas ugyancsak jelentésen emelkedik. Az Egyesiilt Allamokban
1990 és 2004 kozott dsszességében 0,4 %-os éves szintli emelkedést regisztraltak (Linos,
Swetter et al. 2009), a 65 év feletti korcsoportban ugyanakkor a halalozasi rata 6,6%-kal
nétt a férfiaknal, mig 0,7%-kal a n6knél (Jemal, Saraiya et al. 2011).

1.2 A kutan melanoma klinikopatolégiai tipusai

A human kutan melanoma hisztogenetikai besorolasa az 1960-as évek végére vezethetd
vissza. Négy f6 tipusa ismert, a felszinesen terjedd melanoma (SSM), a nodularis
melanoma (NM), a lentigo maligna melanoma (LMM) és az acrolentiginozus melanoma
(ALM). A ritka szovettani formak kozé tartozik a desmoplasticus melanoma, a ballonsejtes
melanoma és a spitzoid melanoma (Clark, From et al. 1969). A szuperficialisan terjedd
melanoma és a lentigo maligna melanoma tipusok kedvez6bb prognézissal tarsulnak, mint

az acrolentiginozus és nodularis tipusok (Plotar, Orosz et al. 2007).

A szuperficialisan terjed6 melanoma fordul elé a leggyakrabban a nem hispaniai fehér
populacié korében (Wang, Zhao et al. 2016), a melanomak megkozelitdleg 70%-a tartozik
ebbe a csoportba (Ward, Lambreton et al.) (1.abra). Elsésorban a napfénykarosodott
borteriileteken, férfiaknal a torzson, ndknél az alsd végtagokon jelentkezik. Szovettanilag
jellemzé a melanocytak megjelenése a bazalis membran felett (pagetoid terjedés), az
intraepidermalis fészekképz6dés, a citologiai atipia, a malignus melanocytak szabalytalan
eloszlasa és lateralis, horizontalis terjedése az epidermisen beliil. Az intraepidermalis
melanomasejtek nagyméretli eozinofil citoplazmaval, holyagos magokkal és hatalmas,

multiplex, eozinofil nucleolussal birnak (Plotar, Orosz et al. 2007).
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l.abra Szuperficialisan terjedd melanoma (SSM) tipusos dtnézeti (A, 4x) és nagy
felbontasu (B, 10x) szévettani képe. Jol lathato a pagetoid terjedés, az intraepidermalis

fészekképzodés, a citologiai atipia. A felvételek Dr. Plotar Vanda arhivumabol

szarmaznak.

A nodularis melanoma a masodik leggyakrabban eléforduld szubtipus a fehér
populacioban, a melanomak mintegy 15-30 %-a tartozik ebbe a csoportba (Kalkhoran,
Milne et al. 2010) (2. abra). Kozépkoruakban, elsGsorban a torzsre lokalizalodo 1€zio.

Jellemzi a vertikalis novekedés, igy klinikailag kifejezetten rossz prognozissal tarsul
(Plotar, Orosz et al. 2007).

2.abra Nodularis melanoma (NM) dtnézeti (A, 4x) és nagy felbontasu (B, 10x) szévettani
képe. Hisztologiailag jellemzoek a nagy dermalis tumorsejtfészkek és a citologiailag

atipusos melanocytaik. A felvételek Dr. Plotar Vanda arhivumabol szarmaznak.

A lentigo maligna és a lentigo maligna melanoma (LMM) elsésorban idések
napfénykarosodott bérteriiletein, a fej-nyaki régioban jelenik meg, el6fordulasi
gyakorisaga 4-15% (Ward, Lambreton et al.) (3.abra). A lentigo maligna az LMM in situ

9
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formaja. Az epidermis a szolaris karosodas miatt atr6fias (Smoller 2006, Forman,

Ferringer et al. 2008).

Az LMM a dermisbe toré melanoma, melynél megfigyelhet6 a solaris elastosis jelensége.
A bor atrofias epidermisének basalis rétegében félhold alaku, sotétre festddé maggal bird
melanocitak folyamatos terjedése jellemz6 (Plotar, Orosz et al. 2007). Az orsé alaka
melanocytak predilekcids helyei a retikularis dermisen beliil talalhato idegek (Smoller
2006).

3. abra Lentigo maligna melanoma dtnézeti (A, 4x) és nagy felbontdasu (B, 10x) szévettani
képe. Jellemzo a dermoepidermalis junkcio mentén a hiperkrom, tobbmagvu melanocitak

konfluens elhelyezkedése. A felvételek Dr. Plotdar Vanda arhivumabol szarmaznak.

Az acrolentiginozus melanoma (ALM) relative ritka altipusa a melanomanak, az Osszes
melanoma mintegy 5%-a (Ward, Lambreton et al.), a hispaniai fehérekben nagyobb
gyakorisaggal fordul el6 (Wang, Zhao et al. 2016). Elsésorban a kéromlemez alatt, a

koromagyon beliil, a tenyéren és a talpon talalhatd. (4. abra).

10



4. abra Acrolentiginosus melanoma (ALM) dtnézeti (A, 4x) és nagy felbontdasu (B, 10x)

szovettani képe. Jol megfigyelheté a vaskos szaruréteg, és a melanoma sejtek felfelé

iranyulo pagetoid terjedése. A felvételek Dr. Plotar Vanda arhivumabol szarmaznak.
1.3 Rizikéfaktorok szerepe

A melanoma rizikofaktorai kornyezeti és genetikai eredetiiek lehetnek, melyek
kolcsonhatasa felelds a melanoma sokszinii el6fordulasi gyakorisagaért a kiilonbozo
etnikai csoportokban és foldrajzi teriileteken. A férfi nem, a 60 ¢év feletti életkor, a
rakmegel6z6 allapotok, a nem-melanoma tipust borrakok eléfordulasa, mint a basalioma
¢s a spinalioma, a ritka genodermatosisok, mint a xeroderma pigmentosum, valamint az
immunszupprimalt allapotok egyarant prediszpoziciot jelentenek a melanoma kialakulasa
szempontjabol (Rigel 2010). A genetikai eredetli rizikofaktorok esetében a
ciklindependens kinaz 2 A (CDKN2A), a melanocortin 1 receptor (MC1R), illetve a CDK4
gének csirasejtes mutacidinak megléte fokozott melanomara valo fogékonysaggal
tarsulnak (Chen, Geller et al. 2013). Ugyancsak a melanomara hajlamosité fenotipusos
prediszpoziciot jelent a diszplazias névusz szindroma (DNS), az anyajegyek nagy szama, a
leégésre hajlamos, napfényérzékeny vilagos bor és haj, valamint a kék szem (Fitzpatrick I.
bértipus) (Chen, Geller et al. 2013).

1.3.1 Az UV sugarzas osszefiiggése a melanomaval

Klinikai és epidemiologiai adatok bizonyitjak, hogy a melanoma magasabb aranyban
fordul el6 a napfénykarosodott borteriileteken, ismételt intermittalo, intenziv napégéseket
kovetden. A gyermekek és a fehér borti egyének kifejezetten veszélyeztetett populaciot

alkotnak, hiszen az UV-fény penetracioja a bérbe szignifikansan magasabb, mint s6tét bor

11
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esetében (Gilchrest, Eller et al. 1999). A gyermek- vagy serdiilékorban elszenvedett sulyos

napégések (legalabb 6t alkalommal) megkozelitdleg kétszeres rizikot jelentenek a
melanoma kialakulasara (Wu, Han et al. 2014). Az ultraviola sugarzas (UV) indukalta
melanomagenezis soran két kiilonb6z6 utvonal aktivalodhat, az egyik a melanintol
fliggetlen, a kozvetlen ultraviola-B sugarzas (UVB, hullamhossza 290-320 nanométer)
indukalta DNS-karosodassal fiigg dssze, mig a masik a pigmentfiiggd utvonal, amelyet az
UVA sugarzas (hullamhossza 320-400 nanométer) indukdl és a melanocitdkban zajlo

indirekt oxidativ DNS-karosodassal van sszefiiggésben (Noonan, Zaidi et al. 2012).

Tobb tanulmany igazolta, hogy a szolariumhasznalat fokozza a melanoma rizikot, 2009-
ben a WHO (World Health Organization) International Agency for Research on Cancer
(IARC) divizoja a szolariumbol szarmazo ultraviola sugarzast rakkeltonek nyilvanitotta.
Egy évnél hosszabb ideig tartd Szolariumozast kovetéen a melanoma rizikd 61%-kal
emelkedett egy 250 000 résztvevé bevonasaval készitett metaanalizis szerint (O'Sullivan

and Tait 2014).

A pikkelysomor és egyéb borgyodgyaszati korképek kezelésére alkalmazott ordlis
methoxsalen (psoralen) és az UVA sugarzds (PUVA) szintén kapcsolatban allhat a
melanoma késoi kialakulasaval. PUVA terapiaban részesiilé psoriasisos betegeknél a kutan
melanomak incidencidja az els6 15 évben nem novekedett a normal populaciohoz képest,
azonban a kovetkez6 16-20 évben a kozel 6tszordsére, mig 20 éven tali utankovetés soran

tobb mint tizenkétszeresére emelkedett a riziko (Stern 2001).

1.4 Hagyomanyos prognosztikus markerek jelentdsége kutin melanomaban

Evtizedek ota kutatjAk a melanoma prognozisat befolyasold klinikai és kérszovettani
paramétereket. Hagyomanyos értelemben elkiilonithetiink  klinikai  prognosztikus
faktorokat, mint az életkor és a férfi nem, valamint prediktiv értékkel bird korszovettani
paramétereket, mint a Breslow-féle tumorvastagsag, az ulceracio, a tumort infiltralo
limfocitdk denzitasa, a mikroszatellitdk jelenléte, a mitotikus rata, a vaszkularis és/vagy
limfatikus invazio, amelyek a melanoma prognoézisanak legfontosabb prediktorai (Mandala
and Massi 2014).

12
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1.4.1 Breslow-féle tumorvastagsag

1970-ben irta le Breslow a melanoma vastagsiagat tizedmilliméteres pontossaggal,
milliméterben meghatarozott reprodukalhaté és megbizhatd, a patologiai leletben
kotelezden feltiintetendd értéket (Breslow 1970). A Breslow - vastagsagot az epidermis
granularis rétegének tetejétél mérik, illetve, ha a tumor kifekélyesedett, akkor a fekély also
rész¢étél a maximalis infiltracid kiterjedéséig, azaz a tumor legmélyebb pontjaig hatdrozzak
meg (Mandala and Massi 2014). A Breslow ndvekedésével a szentinel-nyirokcsomo
(SLN) metasztazisok el6fordulasi gyakorisaga, és a halalozas egyarant emelkedik
(Mandala and Massi 2014).

A Breslow - vastagsag a tulélés legjelent6sebb prognosztikus faktora a lokalizalt kutan
melanomaban szenvedd betegeknél (Barnhill, Fine et al. 1996). Az AJCC 7. verzidju
melanoma stadiumbeosztas szerint a T1 melanoma (<1 mm ) esetén a 10 éves talélés 92%,
T2 —nél (1,01- 2,00mm) 80% , T3 esetén (2,01 - 4,00mm) 63%, mig T4-nél (>4 mm)
megkdzelitéleg 50% (Balch, Gershenwald et al. 2009).

1.4.2 Mitotikus rata (MR)

Az 1950-es évek elején megfigyelték, hogy kutan melanomas betegeknél a primer tumor
magas mitotikus rataja (MR) esetén a tulélés rendkiviil alacsony (Allen and Spitz 1953).
Az MR meghatarozasa a négyzetmilliméterre szadmolt mitoézisok szdma alapjan torténik,
melyet a melanoma fokozott mitotikus aktivitasu teriileteib6l (“hot spot” = forrd pontok)
szamolnak ki (Balch, Gershenwald et al. 2009). Multivarians analizisben a MR a masodik
legerésebb prognosztikus faktor a tumorvastagsag utan lokalizalt primer kutan melanoma
esetén (Thompson, Soong et al. 2011). Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy a jelenleg
érvényes AJCC ajanlas 8-as verzidja szerint a mitotikus rata mar nem kategorizald tényezd

a T1 stadium meghatarozasa soran (Gershenwald, Scolyer et al. 2017).

1.4.3 Ulceracié

Az ulceracid kiterjedése joval pontosabb prognosztikai értékkel bir, mint az ulceracid

puszta jelenléte (In 't Hout, Haydu et al. 2012). A vastagabb melanomak esetében

gyakrabban fordul el6 ulceracio: az ulceracio incidencidja csupan 6% a vékony

melanomakban, mig 63% a vastag melanomak esetében (Barnhill, Fine et al. 1996). A

legerdsebb tulélési prediktor melanoma esetében. Kifekélyesedett primer kutan
13
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melanomaval rendelkez6 betegek halalozasanak becsiilt rizikdja kétszer magasabb, mint az

ulceracio nélkiili betegeké (Balch, Gershenwald et al. 2009).

1.4.4 Tumort infiltraloé limfocitak

A tumort infiltralé limfocitak (TIL) jelenléte a gazdaszervezet hatékony immunvalaszat
reprezentalhatja a tumorral szemben (Klein and Klein 2005). Az irodalmi adatok a TIL
klinikai jelentdségét tekintve azonban meglehetdsen ellentmondasosak. Tobb Klinikai
vizsgalat alapjan szignifikdnsan kedvezdbb a progndzisa azon betegeknek, akiknél a
primer kutan melanomaban limfocitas infiltraci6 van jelen, szemben azokkal, ahol
hianyoznak a tumort infiltralo limfocitak (Day, Sober et al. 1981) (Azimi, Scolyer et al.
2012), mas tanulmanyok ugyanakkor nem igazoltak a TIL fiiggetlen prognosztikai
jelent6ségét melanomaban (Taylor, Patel et al. 2007).

1.45 Clark-szint

1969-ben Clark alkotta meg a melanoma hisztopatologiai osztalyozasat, mely a bor
anatomiai rétegeinek melanoma altal involvalt rétegein alapul, és igazolta, hogy az invazié
szintje szoros kapcsolatban all a taléléssel (Clark, From et al. 1969). Clark | szint esetén a
melanoma az epidermisre korlatozodik. Clark II szintnél a papillaris dermisbe torténik
szuperficialis terjedés, melynek soran tumorsejtfészkek jelennek meg. A Clark Ill-as
invazios szintnél a papillaris dermis infiltracidja a retikularis dermisig tart, azaz a papillaris
dermist teljesen kitoltd vagy kiszélesitd, vertikdlis ndvekedést reprezentald folyamatot
zsirszovet infiltracidjat jelenti. Az invazio Clark szintje erds korrelacioban all a melanoma
kimenetelével. A Il-es stadium O6téves tulélése 98,8%, mely 92,5%-ra esik vissza Ill-as
szintnél, a IV-s stadiumnal 76,7%, a V. szintnél pedig 75% (Barnhill, Fine et al. 1996). A
2010-es AJCC osztalyozasi rendszer ugyanakkor az invazio Clark-szintjét mar nem
tekintette stadiumbesorolasi kritériumnak, mivel multivaridns analizisben a Clark-szint

nem bizonyult fiiggetlen prognosztikus faktornak (Balch, Gershenwald et al. 2009).

1.4.6 Tumorregresszio

A regresszionak harom iddbeli fazisa kiilonboztetheté meg: korai, intermedier és késoi. A
regresszi6 elsd 1épéseként limfocitak jelennek meg a primer tumorban, melyek infiltraljak
a tumorsejtfészkeket, ezaltal kozvetlen kapcsolatba keriilnek a tumorsejtekkel. Az
intermedier és késdi regresszid eredményezi a primer tumor részleges “eltlinését”, melyet
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dermalis fibrosis jellemez melanofagok megjelenésével és az epidermis elvékonyodasaval

(Azimi, Scolyer et al. 2012). A regresszi6 lehet részleges, melynek soran a 1ézi6 kevesebb,
mint 75%-at, illetve kiterjedt, ekkor a tumor tobb mint 75 %-at érinti (Compton, Barnhill et
al. 2003). Bar az irodalmi adatokat tekintve a regresszid megitélése igen ambivalens, egy
tanulmany szerint a regresszidt mutatd tumorok nagyobb valdszintisséggel adnak lokalis és
tavoli attéteket (Fontaine, Parkhill et al. 2003), mig egy masik vizsgalat alapjan a
regresszio jelenléte kifejezetten kedvezObb prognoézissal tarsult (Zugna, Senetta et al.
2018).

1.4.7 Limfovaszkularis invazio (LVI)

Limfovaszkularis invazido soran a vér és/vagy nyirokerek lumenében melanomasejtek
detektalhatdak hagyomanyos hematoxilin-eozinos festéssel. A primer kutan melanomak
excizidés mintaiban az LVI ritka jelenség, az esetek megkdzelitdleg 8%-aban fordul el
(Storr, Safuan et al. 2012), s altalaban kedvezétlen prognoézissal tarsul (Xu, Chen et al.
2012). Immunhisztokémiai modszerrel az LVI kimutathatosaga 16-47% kozotti (Massi,
Puig et al. 2006).

1.4.8 Mikroszatellitak

A mikroszatellitdk a primer melanomatél 2 cm-en beliil elhelyezkedd, 0,05 mm-nél
nagyobb atméréjii tumorsejtfészkek a reticularis dermisben, illetve a szubkutan
zsirszovetben, mely a primer tumorral folytonossagot nem mutat (Gershenwald, Scolyer et
al. 2017). A szatellita metasztazis a primer tumor 2 cm-es kornyezetén beliil elhelyezkedd
kutan vagy szubkutan attétet jelenti. Az in-transit metasztazisok a primer melanoma 2 cm-
es kornyezetén tul lokalizalodnak, a primer tumor €s a regionalis nyirokcsomok kozott. A
mikroszatellitdk, a szatellitdk és az in-transit metasztazisok megjelenése kedvezdtlen

prognoézissal tarsul (Read, Haydu et al. 2015).

1.4.9 Orszemnyirokcsomoé metasztazisok jelentésége

Az Orszemnyirokcsomo az adott anatomiai régidban elhelyezkedd nyirokcsomo, melyben a
legkorabban ¢és a legnagyobb valdszintiséggel jelenik meg a primer tumor attéte. A
regiondlis afferens nyirokereken keresztiili szekvencialis progresszido elve szerint,
amennyiben a szentinel-nyirokcsomok tumormentesek, a tavolabbi nyirokutakban sem

valdszinii a metasztazisok megjelenése (Balch, Morton et al. 2009).
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A szentinel-nyirokcsom6 aktualis allapota hatassal van a prognodzisra, a tulélésre, és

befolyasolja a terapiat (Plotar, Liszkay et al. 2013). Szentinel-nyirokcsomo6 biopszia
(SLNB) javasolt Ib/Il. stadiumi melanomas betegek esetében. SLNB nem javasolt
abszolt jo prognozisl, azaz 1 mm vagy annal vékonyabb, exulceraciot és regresszios
jeleket nem mutatd primer tumor esetében, hiszen 95-98%-ban negativ eredmény varhato.
Exulceralt, 4 mm-nél vastagabb tumorok esetében sem ajanlott elvégezni a beavatkozast,
hiszen a prognozis igen kedvezdtlen, fliggetleniil az eredménytdl (Liszkay, Peley et al.
2003).

Az SLNB célja a mikrometasztazisok felderitése, majd az érintett nyirokcsomok szelektiv
eltavolitasa (Cook, Green et al. 2003). A szentinel nyirokcsomé pozitivitas 15%-t61 33%-
ig terjedhet populaciotol, illetve patologiai protokolltol fiiggéen (Cook, Green et al. 2003).

Az 0] AJCC adatbazis az érintett nyirokcsomdk szaméanak meghatarozasa mellett
megkiilonbozteti a klinikailag okkult nyirokcsomd metasztazisokat (N1a, N2a, N3a) ¢és a
klinikailag észlelheté nyirokcsomo attéteket (N1b, N2b, N3b). Az okkult attétek kozé
olyan, SLNB soran szovettannal igazolt metasztazisok (a korabbi 7. AJCC szerint
mikrometasztazisok) tartoznak, amelyek fizikalis vizsgalattal és radiologiailag nem
detektalhatoak, igy ezen betegek tulélése szignifikansan jobb, mint a klinikailag észlelhetd

nyirokcsomoé-metasztazissal rendelkezokeé.

1.5 TNM-Klasszifikacié (American Joint Committee on Cancer, 2017)

A malignus melanoma patologiai és klinikai stadiumbeosztasat 2017-ben frissitette az
American Joint Committee on Cancer (AJCC). Az 10j ajanléas hivatalosan 2018. januar 1-
vel keriilt elfogadasra az Amerikai Egyesiilt Allamokban. Az j TNM klasszifikacio
megalkotasa soran soran tobb mint 46 000 melanomaval kezelt beteg adatait dolgoztak fel,

¢s a korabbi beosztashoz képest szamos fontos aspektusban valtozott.

A tumor vastagsagat tizedmilliméteres pontossaggal sziikséges meghatarozni a korabbi
szazadmilliméteres helyett. A T1 melanomak esetén a tumorvastagsag és az ulceracio a
melanoma-specifikus talélés (MSS) erésebb prediktorai, mint a mitotikus rata (MR). A 0,8
mm-es Breslow vastagsadg ugyanakkor fontos hatarérték az SLNB szempontjabol: mig a
0,8 mm alatti melanomak (T1a) esetében a szentinel-nyirokcsomo pozitivitas el6fordulasa
5% alatti, addig a 0,8-1 mm vastag melanomakban (T1b) 5-12%-0s 6rszemnyirokcsomo-
pozitivitas detektalhato (Cordeiro, Gervais et al. 2016). A primer tumor ulceracioja a masik

fontos, T-kategoriat érinté faktor, melynek jelenléte kedvezétlen prognozissal tarsul. A
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2018-as AJCC alapjan a T2b pNO esetén az 5 €s 10 éves talélés 93% ¢és 88%, mig T3a pNO

primer kutan melanoma esetén 94% és 88%.

Az N kategoriat korabban leir6 mikroszkopos vagy makroszkopos nyirokcsomo -
metasztazisok helyett a klinikailag okkult (I-Il. stadium) vagy Klinikailag észlelhet6 (I11.
stadium) kifejezések keriiltek elfogadasra. Az N csoport beosztasanal figyelembe kell
venni a mikroszatellitdk, szatellitdk és in-tranzit metasztazisok jelenlétét. Az M1
alkategoriakhoz tovabbi jellemzOként a tejsavdehidrogenaz (LDH) szint keriilt
bevalasztasra, melynek emelkedett szérumszintje kedvezo6tlen prognézist jelez. Az M1d
jelolést a kozponti idegrendszeri metasztazisok jelolése céljabol vezették be (1. tablazat).

1. tablazat TNM Klasszifikdacio 8. kiadasa az AJCC szerint (Gershenwald, Scolyer et al.
2017)

T (tumor) Tumorvastagsag (mm) Ulceracié és mitozisok
TX Primer tumor vastagsdga nem
meghatarozhat6
T0 Primer tumor nem ismert
T in situ In situ melanoma
Tla <0,8mm a: ulceracid nincs
T1b <0,8mm b: ulceracioval
0,8-1,0 mm ulceracioval vagy nélkiile
T2a 1,0-2,0 mm a: ulceracio nélkiil
T2b 1,0-2,0 mm b: ulceracioval
T3a 2,0-4,0 mm a: ulceracid nélkiil
T3b 2,0-4,0 mm b: ulceracioval
T4a > 4,0 mm a: ulceraci6 nélkiil
T4b >4,0 mm b:ulceracioval
N (nyirokcsomék) | Erintett nyirokcsomék sziama In-tranzit, szatellita vagy
mikroszatellita metasztazis
jelenléte
NX Regionalis nycs nem Nincs
meghatarozhat6
NO Regionalis nycs nem detektalhatod

17




DOI:10.14753/SE.2019.2278

Nla 1 klinikailag okkult (SLNB) Nincs

N1b 1 klinikailag észlelt Nincs

Nic 0 Van

N2a 2 vagy 3 klin. Okkult (SLNB) Nincs

N2b 2 vagy 3 klinikailag észlelt Nincs

N2c 1 klinikailag okkult/észlelt Van

N3a >4 Klin. okkult (SLNB) Nincs

N3b >4 Klin. észlelt Nincs

N3c > 2 klin. Eszlelt Van

M (metasztazis) Tavoli attét helye LDH-szint (0=normalis, 1

=emelkedett)

MO nincs tavoli attét Normalis

Mla tavoli bor, izom és/vagy nem Normalis/emelkedett

regionalis nycs. attét

M1b tavoli attét a tiidében Normalis/emelkedett
Mlc egyéb tavoli, ill. szervi attét Normalis/emelkedett
M1d cerebralis attét Normalis/emelkedett

A melanoma progndzisanak szempontjabol dont6 jelentdségii, hogy milyen klinikai, illetve
patologiai stadiumban keriil felismerésre a primer tumor. A T1aNOMO stadiumban 1évo
melanomas betegek 5 éves melanoma-specifikus talélése 99%, 10 éves tulélése 98%, a
T4bNOMO melanoméban szenvedd betegek 5 éves tulélése 82%, 10 éves tulélése 75%
(Gershenwald, Scolyer et al. 2017), mig a korabbi 7. AJCC adatbazisban 10 éves tulélések
az l-es és Il-es stadiumban joval kedvez6tlenebb taléléssel tarsultak, T1aNOMO-ban 93%,
mig T4bNOMO esetén 39% (Balch, Gershenwald et al. 2009). A kedvezdbb talélési adatok

a a fejlodo képalkoto technikdknak és a korszerii terapidknak koszonhetdek.

IV-es stadiumt melanomas betegek esetében a tavoli attétek lokalizacioja szerint az M1
stadium négy kategoridra oszthaté: Mla, Mlb, Mlc és M1d. Mla stadium esetén tavoli
attétek vannak a bdrben, szubkutan, az izmokban ¢€s a tdvoli nyirokcsomokban. M1b-nél
tiidémetasztazisok, mig az M1c-nél egyéb belszervi metasztazisok jelennek meg. Az M1d
stadium az agyi attét jelenlétét reprezentalja, €s szignifikansan kedvezdtlenebb taléléssel

tarsul, mint a t6bbi stadium (Gershenwald, Scolyer et al. 2017). A szérum LDH-szintje
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klinikailag szignifikans faktor, mely jelentds kapcsolatot mutat a terapiara adott valasszal,

a PFS-sel, az MSS-sel és az OS-sel. Az egy éves talélés M1a -ban 62%, M1b-ben 53%,
M1c-ben 33%, M1d-ben 10% (Balch, Gershenwald et al. 2009, Davies, Liu et al. 2011).

1.6 A kutan melanoma Kkezelése

1.6.1 A primer melanoma sebészi kezelése

A primer kutan melanoma kezelése elsédlegesen sebészi. A sebészi kimetszés hatarainak
indokolatlanul nagy foku kiterjesztése nem befolyasolta a melanomas betegek tulélését
(Veronesi and Cascinelli 1991). Retrospektiv vizsgalatok alapjan lentigo maligna és in situ
melanomak esetén 5 mm-es sebészi kimetszés javasolt (Akhtar, Bhat et al. 2014). A 2018-
as NCCN melanomara vonatkoz6 irdnyelvek alapjan a sebészi kimetszés ajanlott mértéke
in situ melanoma esetén 0,5 cm, 1,0 mm-et meg nem halado 1ézidknal 1,0 cm, 1,0-2,0 mm
esetén 1-2 cm, mig 2.0 mm felett 2,0 cm korkords biztonsagi zonaval valo excizid javasolt

(Gershenwald, Scolyer et al. 2017).

1.6.2 Nyirokcsomé - blokkdisszekcié

Pozitiv érszemnyirokcsom6 esetében regionalis nyirokcsomd-blokkdisszekcio elvégzése
javasolt, melyet a Melanoma Sentinel Lymph Node Trial (MSLT) is megerésit. Az MSLT
2001 beteg adatait dolgozta fel 10 éves utankdvetéssel, melynek soran igazolddott, hogy
a regionalis nyirokrégio szelektiv sebészi ellatasakor szignifikansan megndvekedett mind

a betegségmentes, mind a melanoma-specifikus talélés (Morton, Thompson et al. 2014).

1.6.3 Sugarterapia

Adjuvans sugarkezelés javasolt in situ melanoma és lentigo maligna esetében, amennyiben
a reexcizio kivitelezhetetlen (Tsang, Liu et al. 1994). Desmoplasticus melanoma esetében
irradiacid jon szoba, ha mély infiltracid, kiterjedt neurotropizmus, helyileg kiajult betegség
¢és keskeny sebészi kimetszés szerepel a korszovettanban. A sugarkezelés adjuvans
terapiaként azoknal a betegeknél alkalmazando, akiknél 3-nal tobb nyirokcsomo érintett a
regionalis nyirokrégioban, extracapsularis terjedést véleményeznek a szdvettani leletben, 3
cm-nél nagyobb nyirokcsomoattét van jelen, a fej-nyaki régioban 2-nél t6bb nyirokcsomo
érintett (Bibault, Dewas et al. 2011). Tovabba nem eltavolithatd nyirokcsomo, szatellita

vagy in-tranzit metasztazis esetén javasolt a sugarkezelés (Pinkham, Foote et al. 2013).
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A sztereotaxids agyi sugarsebészet (SRS) primer €és adjuvans kezelésként is alkalmazhat6

intracranialis 1éziok esetében. Az irodalmi adatok és a klinikai tapasztalatok alapjan a 3,5
cm atmérd alatti szoliter vagy oligo agyi attétek (maximum 2-4), kiilondsen, ha primer
melanomabol szarmaznak, az SRS abszolut indikaciojat képezik (Horvath, 2010). A teljes
agyi besugarzas (WBRT) a multiplex agyi metasztazisok, a kiterjedt extracranialis 1éziok
esetén adjuvansan alkalmazandé kezelés, amikor az idegsebészeti beavatkozas és az SRS

nem javasolt (Nowak-Sadzikowska, Walasek et al. 2016).

1.6.4 Kemoterapia

Napjainkban a melanoma kezelésében masod-, harmadvonalban jonnek szdba a citotoxikus
kemoterapias protokollok, mint a dacarbazine, a temozolomid, a paclitaxel, a carboplatin, a
BOLD, vinblastinnal vagy nitrosureaval kombinéacioban.

Az 5-(3,3-dimethyl-1-triazeno) imidazole-4-carboxamide (DTIC) alkilez6 tipust vegyiilet,
mely a DNS kettds hélixet alkoté polinukleotidlancok kozott keresztkotéseket hoz létre,
egy prodrug, az aktiv metabolit kifejlédéséhez sziikséges a citokrém P450 monooxigenaz
rendszer (Foletto and Haas 2014). A dacarbazine az FDA altal 1970-ben torzskonyvezett
kemoterapia metasztatikus melanoma kezelésére, mely tobb, mint 30 éven keresztiil
egyediili terapiat jelentett: hozzavetdlegesen a betegek 15%-a reagalt a terapiara a 1éziok
méretének legalabb 50%-o0s csokkenésével, mig komplett remisszid a betegek 4%-anal volt
megfigyelhets. A DTIC a progressziomentes ¢és a teljes tulélést szignifikansan nem
befolyasolta, a median talélés 21 hét volt (Costanza, Nathanson et al. 1977).

A temozolomid a dacarbazine analdgja, oralisan alkalmazott alkilalo szer, mely a
cerebralis metasztazisok esetében hatékony a vér-agy gaton torténd penetracionak
koszonhetéen (Li, Hou et al. 2015). A median talélés 7,7 honap volt a temozolamiddal
kezelt betegeknél (Cohen, Johnson et al.).

A kombinalt kemoterapias protokollok, mint a BOLD (bleomycin, oncovin, lomustine,
dacarbazine) és a CVD (cisplatin, vinblastine, és DTIC) ma4j, csont és agyi metasztazisok
esetén jonnek szoba. A négy citotoxikus szer kombindaciojat tartalmazéo CBDT vagy
Dartmouth rezsim (cisplatin, carmustin, DTIC ¢és tamoxifen) alkalmazasaval a betegek
kozel felénél értek el terapias valaszt (Serrone, Zeuli et al. 2000).

A platinaszarmazékok kozé tartozo cisplatinnal kezelt metasztatikus melanomas

betegeknél a median valaszarany 16%, mig a valasz id6tartama 7,3 honap volt (Glover,
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Ibrahim et al. 2003). A carboplatin és paclitaxel kombinacidjaval 26%-0s parcialis

regressziot, 18%-0s stabil betegség allapotot értek el. A PFS 3 honap, mig a median OS 7,8
hoénap volt (Rao, Holtan et al. 2006). A paclitaxel monoterapiaval a betegek 16%-anal
parcialis remissziot, mig 0,3%-anal komplett remissziot értek el 5 hoénapos median

valaszid6vel (Wiernik and Einzig 1993).

1.7 A kutan melanoma progressziojat befolyasolé jelatviteli utvonalak és a célzott

onkoterapiak

Szamos onkogén és tumorszuppresszor gén involvalt a melanoma kialakulasaban és
progresszidjaban. A human kutan melanomak 50-70%-aban kimutathato a BRAF (v-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B) onkogén aktivaciés mutacidja, mig az NRAS
(Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) gén 15-30%-ban mutalt. Leirtak tovabba az
AKT (szerin-treonin kinaz 1) fokozott expresszidjat, a CDKN2A (ciklindependens kinaz 2)
(17%), az APAF1 (Apoptotic protease activating factor 1) gén csendesitését (40%), a TP53
(Tumor protein 53) gén elvesztését és mutacidjat (17%), a CCNDI (ciklin D1) és a MITF
et al. 2011). A kronikusan napfénykarosodott bérb6l kiinduld primer melanomak 28%-
anal, az akralis melanomék 36%-4nal, mig a mucosalis melanomak 38%-nal detektaltak
KIT (proto-onkogén receptor tirozinkinaz) mutaciot. A KIT fontos onkogénként van jelen
melanomaban, melyre célzott kezeléseként KIT-inhibitorok allnak rendelkezésre, mint az

imatinib, a nilotinib és a dazatinib (Curtin, Busam et al. 2006).
1.7.1 MAPK jelpalya

A melanoma progressziojaban az egyik legjobban ismert ttvonal a RAS-RAF-Mitogén-
Aktivalt Protein Kinaz - extracellularis jel szabalyozta - MAPK jelpalya, melynek
mikodését receptor-tirozinkinazok, citokinek és heterotrimer G-fehérje kapcsolt

receptorok szabalyozzak (Girotti, Pedersen et al. 2013).

A RAS a kis G-fehérje csalad tagja, melynek harom f6 tipusa ismert, a HRAS, a KRAS és
az NRAS. A RAS fehérjék poszttranszlaciés modosuldsokat kovetden kotddhetnek a
plazmamembranhoz, mely eldsegiti a jelut tovabbi tagjainak aktivalasat: a RAF-MEK-
ERK-et. A RAF génnek szintén harom f6 tipusat kiilonboztetik meg, az ARAF, a BRAF és
a CRAF géneket (Girotti, Pedersen et al. 2013). A plazmamembranhoz lokalizalodo kis G-
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fehérje RAS-csaldd (HRAS, KRAS ¢és NRAS) aktivacigja extracellularis szignalok

hatasara jon létre, mely aktivalja a jelpalya kovetkez6 elemét, a RAF-ot (ARAF, BRAF és
CRAF). Ezt kovetéen a MEK, az ERK és szamos fehérje egymas utani aktivacidja
kovetkezik be, mely végsé soron a MAP -kaszkad iniciacidjahoz vezet, mely
transzkripcids folyamatok sorozatat indukalja a sejtmagban, a foszforilacios folyamatok
altal jelentés génexpressziot eredményezve. (Lei, Wang et al. 2014). Az aktivalt NRAS a
PI3K-AKT jelatviteli palyat is miikodésbe hozza, mely szintén Iényeges szerepet tolt be az
onkogenezisben. A BRAF egy szerin-treonin proteinkinaz, mely kulcsfontossagii a MAPK
palya mikodésében, mutacidja révén abnormalis sejtproliferacid, angiogenesis és invazid
johet 1étre, amelyek hozzajarulhatnak a melanoma kialakulasahoz és progresszidjahoz.
Human melanomakban a BRAF gén 50-70%-ban mutalt, mely 80-90%-ban a 600-as
aminosavkodonon elhelyezkeddé valin-glutamin konverziot jelenti (V600E) (Smalley and
Herlyn 2005, Yajima, Kumasaka et al. 2012). A masodik leggyakoribb, BRAF génben
eléforduld mutacio a V600K, mely valin - lizin szubsztiticiot eredményez. A V600K
mutaciod elsdsorban idds, kronikusan napfénykarosodott bor esetén fordul elé (Broekaert,
Roy et al. 2010). A BRAF gén mutacioja mellett az NRAS aktivaldé mutacioi jelatviteli
keriild utként szolgalhatnak a mutans BRAF fehérje inhibitorral szemben kialakult

rezisztencia soran (Balazs, Vizkeleti et al. 2015).

A kronikusan napfénykarosodott teriileteken kialakult tumorokban az NRAS kodon
Breslow-féle tumorvastagsaggal, mig az NRAS-muticié a metasztazisképzéssel mutat

szignifikans Osszefiiggést (Lazar, Ecsedi et al. 2012).

1.7.2 A MAPK jelatviteli ut célzott terapiaja

A IV-es stadiumi melanomas betegek talélése kezelés nélkil igen alacsony. A
kemoterapia alacsony hatékonysaga 1j terapias célpontok felderitését tette sziikségessé. Az
elmult években két f6 terapias stratégia valtoztatta meg alapjaiban a melanoma kezelését,
az immunterapia és a célzott terapia, melyek egyarant javitottak az attétes melanomas
betegek progressziomentes és teljes tulélését (Garbe, Eigentler et al. 2011).

Az FDA (U. S. Food and Drug Administration) és az Eurdpai Gyogyszerészeti Ugynokség
(EMA) BRAF V600E mutacioval rendelkezd irreszekabilis ¢és/vagy metasztatikus
melanoma kezelésére két BRAF-inhibitort torzskonyvezett a vemurafenibet (Zelboraf)
2012-ben, ¢és a dabrafenibet (Tafinlar) 2013-ban. Rovid idén beliil, 2014-ben kertilt
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torzskonyvezésre a trametinib (Mekinist), mig 2015-ben a cobimetinib (Cotellic), melyek

MEK-inhibitorok. Az encorafenib és a binimetinib jelenleg fazis IIl vizsgalatokban

érhetdek el.

A BRIM-3 vizsgalat a vemurafenibet dacarbazinnal hasonlitotta dssze, melynek soran a
median teljes talélés 13,6 honap volt a vemurafenibbel kezelt csoportban, mig 9,7 honap a
dacarbazine esetében. A median progressziomentes talélés a vemurafenibbel kezelt
csoportban 6,9 honap, dacarbazine esetében 1,6 honap volt, mely szintén szignifikans
kiilonbség (McArthur, Chapman et al. 2014). A BRAF-gatlokkal torténé kezelésnek
nemkivanatos mellékhatasai is eléfordultak, igy fotoszenzitivitas, laphdmcarcinoma, QT
id6 megnyulasa, azonban a mellékhatasok jol kontrollalhatoak és kezelhetoek (Welsh and
Corrie 2015).

Problémat jelent azonban a BRAF-inhibitorok ellen kifejlodo rezisztencia, melynek
kivédésére MEK-inhibitorokat kombinacidoban alkalmazzak a BRAF- inhibitorokkal, igy a
MAPK ttvonal gatlasa hatékonyabb, mint a kizarélag monoterapiaban alkalmazott BRAF-
inhibitor kezelés alkalmazasakor (Flaherty, Infante et al. 2012). A kombinaciokkal
szignifikansan magasabb valaszarany, kedvezdbb progresszidmentes és teljes tilélés érhetd
el. Egy multicentrikus vizsgalat alapjan vemurafenibet cobimetinibbel kombinacioban
alkalmazva a PFS 12,3 hoénap, mig a vemurafenibbel onalldban 7,2 honap érheté el
(p<0,0001). A medidn teljes talélés vemurafenib cobimetinib kombinacié esetén 22,3

honap, mig 17,4 honap vemurafenib-monoterapiaval (Ascierto, McArthur et al. 2016).

1.7.3 PI3K/AKt jelpalya

A MAPK jelatviteli ut mellett kiemelt szerep jut a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K)
/AKT jelpalyanak is a melanoma onkogenezisében. Az Akt csalad 3 tagbol all, melyek
eltéré expresszids mintazatot mutatnak sejttipustdl fiiggden. Az Akt3 Kkonstitutiv
aktivaciojat a melanomak 43-50%-aban detektaltak. Az Akt gatlasa PI3-kinaz-
inhibitorokkal vagy az Akt 3- at célzd szelektiv RNA-inhibitorral melanomaban
csokkentette a melanomasejtek novekedését és apoptozist eredményezett (Stahl, Sharma et
al. 2004).

1.8 Immunterapia

Az immunterapia célja a beteg sajat immunvalaszanak erdsitése annak érdekében, hogy az

egyensulyt a tumorellenes immunitas iranyaba toljuk el, ezaltal lehetévé téve a
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tumorndvekedés tartds és adaptiv kontrolljat (Atkins and Larkin 2016). A citotoxikus T-

limfocita antigén - 4 (CTLA-4) és a programozott sejthalal fehérje 1 (PD-1) olyan T-
sejteken talalhaté receptorok, melyek a ligand kotddés hatasara gatoljak a T sejt aktivaciot
és korlatozzak az immunvalaszt. Az anti-CTLA-4 ¢és anti-PD-1  antitestek
megakadalyozzak a receptor-ligand interakciot, ezaltal a T sejt felszabadul a gatlas aldl,

igy a daganatsejtek elleni kiizdelem feler6sodik (Peggs, Quezada et al. 2009).

1.8.1 Adjuvans interferon

Primer melanoma sebészi eltavolitasat kovetdéen Ib/II stadiumu, szentinel nyirkcsomo
negativ melanoma esetén adjuvans terapiaként alacsony illetve kozepes dozisa interferon-
alfa hatékonysagat tobb klinikai tanulméanyban is vizsgaltak, de a betegség
progressziojanak lassulasat a kezelés mellett egyik vizsgalat sem tudta hitelt érdemlden
bizonyitani (Kirkwood, Ibrahim et al. 2000). A magas dozisa INF adagolasanak
hatékonysagat 6t nagy randomizalt klinikai vizsgalat eredményei alapjan igazoltdk magas
rizik6ju, nem metasztatikus, nagy rekurrenciaju melanoma esetében. A kezelés a teljes
tulélést ugyan nem befolyasolta, de a progressziomentes tulélést szignifikans mértékben
meghosszabbitotta a kontroll csoporthoz képest (Kirkwood, Manola et al. 2004). A terapia

rutinszer(l alkalmazhatosagat a gyakori mellékhatasok erésen korlatozzak.

1.8.2 Anti-CTLA-4 antitest terapia

CTLA-4 receptoroknak kozponti szerepe van a T-sejt-funkcié Szuppresszidjaban,
aktivaciojuk altal csokken a T-sejt medialta tumorellenes aktivitas. A fentiekbdl
kovetkezéen a CTLA-4 atvonal farmakologiai blokkolasa hatékony tumorellenes terapia
kidolgozasat eredményezte (Khalil, Smith et al. 2016). Az ipilimumab, CTLA4 ellenes
monoklonadlis antitestet 2011-ben torzskonyvezte az FDA irreszekabilis, III-1V. stadiumt

elérehaladott metasztatikus melanoma kezelésére.

Ill-as fazisu vizsgalatban, 502 metasztatikus melanomas beteg bevonasaval hasonlitottak
Ossze a dakarbazinnal kombinalt ipilimumab terapia hatakonysagat a dakarbazin-
monoterapiaval. A kombinacioés karon a teljes talélés 11,2 honap, mig a dakarbazin
monoterapiaban 9,1 honap volt, mely szignifikansan kiilonbséget jelentett. Az ipilimumab
dacarbazinnal kombinalt karon 1 évnél a betegek 47.3%-a, 2 évnél 28.5%-a, 3 évnél pedig
20.8%-a ¢lt, szemben a dakarbazinkar 36.3%, 17.9%, illetve 12.2% talélési aranyaival
(p<0,001) (Robert, Thomas et al. 2011).
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1.8.3 Anti-PD-1 terapia

A PD-1 ¢és ligandumai (PD-L1/PD-L2) kozotti interakcié gatolja a T- és B-sejtek
funkcidjat, és ezaltal a tumor és a fertézések elleni immunitast (Khoja, Butler et al. 2015).
2014-ben keriilt FDA - befogadasra irreszekabilis vagy metasztatikus melanomas betegek
kezelésére a két anti-PD1-receptorra hatdo immunterapia, a nivolumab és a pembrolizumab,
jelentdsen bovitve ezaltal a terapias palettat (Liszkay 2016). A CheckMate 066 klinikai
vizsgalatban nivolumab alkalmazasaval terapia-naiv irreszekabilis vagy metasztatikus
melanomas betegeknél az egy éves talélési rata 72,9% volt, szemben a kontroll agon,

dacarbazine alkalmazasa mellett tapasztalt 42,1%-os tuléléssel (Robert, Long et al. 2015).

1.8.4 Indolamin-2,3 - dioxigenaz (IDO)

Az indolamin-2,3-dioxigenaz enzim az esszencialis aminosav, triptofan Utvonal els6
1épését katalizalja. Az IDO enzimnek az immuntolerancia szabdlyozasaban van szerepe, a
triptofan metabolizmusaval immunszuppressziot hoz 1étre. Preklinikai adatok alapjan az
IDO gatlasaval késleltetheté a tumorndvekedés (Soliman, Mediavilla-Varela et al. 2010).
Az IDOI1 hatékony és szelektiv inhibitora az epacadostat, melyet fazis III vizsgalatokban a
PD-1-inhibitor, pembrolizumabbal kombinacioban alkalmaznak metasztatikus melanomas
betegeknél (Yue, Sparks et al. 2017). Az indoximodot jelenleg fazis III vizsgalatokban
alkalmazzdk anti-PD1 terdpidval kombinacidoban. Az elézetes eredmények igen biztatoak,
52%-0s objektiv valaszaranyt irtak le elorehaladott, IV-es stadiumti metasztatikus

melanomas betegekben (Brochez, Chevolet et al. 2017).

1.9 Az aquaporinok

1.9.1 Az aquaporinok funkcidja

Az aquaporinok kisméretli hidrofoéb transzmembran fehérjék, melyek elsédleges szerepe a
sejten keresztiili viztranszport szabalyozasa az ozmotikus gradiensnek megfeleléen (Agre,
King et al. 2002). Az emberi szervezetben eloszlasuk igen heterogén, szamtalan szovetben
megtalalhatoak, bar dontd tobbségiik az epitéliumban, az endothelben, az eritrocitakban, az
asztrocitakban, a zsirsejtekben és a vazizmokban fordul el (Verkman, Hara-Chikuma et
al. 2008). Az aquaporinoknak szamos fiziologiai funkcidja ismert, elsédleges szerepet
jatszanak a normalis szoveti vizterek egyensulyanak, igy tobbek kozott a vizelet
termelésében, az angiogenesisben, a sebgyodgyulasban, a neuralis jelatvitelben, a bor

hidratalasaban és a zsirmetabolizmusban (Verkman, Anderson et al. 2014).
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1.9.2 Az aquaporin-1 szerkezete, eléfordulasa

Az aquaporin 1 (AQP1) az elséként felfedezett, eml6sokben leirt vizcsatornafehérje,
melynek jelenlétét elédlegesen a vordsvértestekben és a renalis tubulusokban mutattak ki,
¢és eredetileg csatornaformald integrans fehérjének (CHIP-28) nevezték (Denker, Smith et
al. 1988). Az AQPI fiziologiasan megtalalhatdo a plexus choroideusban, a szaruhartya
endothelben, a gerincveld fajdalomérzékeld C rostjaiban és a kozponti idegrendszer
Kivételével a vaszkularis endothelsejtekben (Verkman, Anderson et al. 2014). Az AQP1 a
plazmamembranon ativeld tetramer szerkezetet képez. Az AQPI1-monomer 28 kDa
nagysagu fehérje, mely 6 alfa-helikalis doménbdl (H1-H6) és az ezeket dsszekapcsold ot
hurokb6l (A-E) épil fel. A ,,B” és ,,E” hurkokban talalhato aszparagin-prolin-alanin
motivumok hozzak létre azt a vizpoérust, melyen keresztiil a viz és a vizben oldott
molekuldk, mig az AQP1 centralis porusan keresztiil a gaz és ionok transzportja torténik
(5. abra) (Raina, Preston et al. 1995). Az AQP1 egy olyan kationcsatorna, melynek
miikddését ciklikus nukleotidok szabalyozzak, direkt médon a cGMP, mig indirekt uton a

cAMP aktivalja (Anthony, Brooks et al. 2000).

A LoopA LoopC LoopE B
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Intra-cellular

—
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5. abra Az AQPI1 molekula szerkezete. Az egyes monomerek (A) hat helikalis alegységbdl,
és az ezeket 6sszekoto 5 hurokbol allnak. A négy monomerbdl allo komplex (B) alakitja ki

a transzmembrdn vizesatornat (Tomita, Dorward et al. 2017).

1.9.3 Az aquaporinok jelentosége a tumorprogressziéban

Kiilonboz6  eredeti  tumorsejtek  kifejezett aquaporin-expressziét mutatnak. Az
emlddaganatok, a colontumorok, a tiidé- adenocarcinomak, az epeuti daganatok és a
kozponti idegrendszeri daganatok esetében jelentds korrelaciot mutattak ki a talélési
adatok és az aquaporin expresszidja kozott (Verkman, Hara-Chikuma et al. 2008).

Amennyiben az AQP1 expressziojat lecsendesitik, csokken a migracio, az invazio és a
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vaszkulogén mimikri jelensége. Glioblastoma multiforméban (GBM) az AQP1 szerepet

jatszhat a migracioban ¢és az invazioban, a késGbbiekben 1j diagnosztikus, illetve
prognosztikus biomarkerként és potencialis terapias célpontként szolgalhat GBM-ban
(Yang, Tan et al. 2018). Cholangiocarcinomakban az AQP1 fehérje expresszids szintje
szignifikansan korrelal a nyirokcsomé-metasztazissal €s a teljes talélésssel. A magasabb
AQP1l-expresszid kedvezOtlen prognozissal tarsul, multivaridns analizis bebizonyitotta,
hogy a magas AQPl-expresszio fiiggetlen ¢s kedvezétlen prognosztikai tényezd
cholangiocarcinomakban (L1, Li et al. 2017).

1.9.4 Experimentalis adatok: az AQP1 - expresszio jelentéségérol melanoma
malignumban

Az aquaporin 1 (AQP1) génnel transzfektalt BI6F10 egér AQP1sejtek kétszer, illetve
haromszor gyorsabb migracios képességet mutattak in vitro koriilmények kozott a kontroll
B16F10 sejtekhez képest (Hu and Verkman 2006). Megfigyelték tovabba, hogy AQP1
deficiens egerekbe B16F10 AQP1 sejtvonalat szubkutan injektalva, a tumor novekedés és
az angiogenesis alacsonyabb volt, mint a normalis egerekben (Saadoun, Papadopoulos et
al. 2005).

Az AQP1 szabdlyozta tumorsejt migracid feltételezett mechanizmusa alapjan, az
ozmotikus gradiens hatasara AQP1-expresszid jon létre, mely elésegiti a vizmolekuldk
aramlasat a plazmamembranon keresztiil aktin depolimerizacioval és lamellipodium-
képzddéssel kisérve. Az AQPl-en keresztiil létrejové vizbedramlds megndveli a
hidrosztatikus nyomast a plazmamembran helyi kitiremkedését okozva, melyet aktin
repolimerizacio kovet, s ez a folyamat végsé soron stabilizalja a sejtmembran

alakvaltozasat ezzel facilitalva a sejtmigraciot (Verkman, Hara-Chikuma et al. 2008).

Munkacsoportunk széleskorii kutatdsokat végez a melanoma progresszids és prediktiv
markereinek vonatkozdsaban. Bar sokféle genetikai ¢€s fehérjemintizatot sikeriilt
azonositani, az igéretes markerek csoportja igen sziik (Timar, Gyorffy et al. 2010). A
célzott terapidk teriiletén elért eredményesség, a javuld progresszidmentes ¢€s teljes tulélési
adatok, a human kutdn melanoméaban tovabbi terdpids célpontok kutatdsara és

felfedezésére iranyitjak a kutatok figyelmét.

Kutan, nyirokcsom¢ és viszceralis melanoma metasztazisokat vizsgéalva kutatécsoportunk
azt taldlta, hogy a metasztdzismintdzatok bizonyos génmutédciok tekintetében részleges

atfedést mutatnak. Hét génexpresszidos melanoma adatbazis metaanalizisét végeztik el
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Osszesen 350 metasztazis-génmintazat vizsgalataval. A vizsgéalat eredményeként egy 17

génbdl allo, a lokoregiondlis metasztazisokra jellemzd géncsoportot —sikertlt
azonositanunk. Ezen gének kozott azonositottuk az aquaporin fehérjecsalad tagjait (Timar,

Gyorffy et al. 2010).
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2 Célkitiizések
Az experimentalis modelleken végzett kisérletek eredményei ugyancsak felvetették az
AQP1- fehérje lehetséges szerepét a malignus melanoma progresszioja soran, ugyanakkor
klinikai adat korabban nem allt rendelkezésre az AQP1-expresszid esetleges prognosztikai
jelentéségérél human melanomaban. Kutatdsunk sordn ennek megfeleléen a kovetkezd

célokat fogalmaztuk meg:

1.) Az AQP1 fehérje expresszidjanak vizsgalata formalin fixalt, paraffinba agyazott
primer kutan melanoma mintakon immunhisztokémiai modszerrel.

2.) Az AQP1 fehérje expresszidja és az AQP1l prognozisat befolyasold standard
hisztopatologiai paraméterek ¢s a BRAF muticids stitusz Osszefiiggésének
vizsgalata.

3.) Az AQP1 fehérje kifejezddése és a melanoma klinikai kimenetele kozotti
korrelacié vizsgalata.

4.) Az AQP1 fehérje expresszidjanak vizsgalata cerebralis attétet add primer kutan
melanomaban.

5) Az AQP1 fehérje expresszidjanak megfigyelése melanoma intracerebralis

metasztazisaiban.

Kutatasunk soran primer kutan melanoma mintdkon vizsgaltuk az AQP1 fehérje
expressziojat immunhisztokémiai modszerrel, €s Osszefiiggéseket kerestiink a fehérje
megjelenése és a melanoma prognozisat befolyasoldo standard hisztopatologiai
paraméterek, a tumorsejtek BRAF mutacios statusza, valamint a betegség klinikai

kimenetele kozott.

Mivel a legrovidebb tulélésii melanomas betegek rossz prognozisaért kiemelkedd
gyakorisaggal felelds a kdzponti idegrendszeri progresszio, ezért kutatasunk soran kiilon
vizsgaltuk az AQP1 expresszidjat cerebralis attétet addo primer kutan melanomakban, és

annak intracerebralis metasztazisaiban.
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3 Mbédszerek

3.1 Betegcsoportok és a klinikai utankovetés

Vizsgalataink soran Magyarorszag két legnagyobb dermato-onkoldgiai centrumaban, az
Orszagos Onkologiai Intézet Onkodermatologiai Osztalyan és a Semmelweis Egyetem
Bor-, Nemikortani és Boronkologiai Klinikdjan a 2003 és 2014 kozotti periddusban
utankovetett, 6sszesen 121, kutan melanoma miatt kezelt beteg adatait és szovettani mintait

dolgoztuk fel.

Az AQP1-expresszio altalanos prognosztikai jelent0ségét vizsgald tanulményunk alapjat a
Semmelweis Egyetem Boér-, Nemikortani és Boronkologiai Klinikajanak 78, primer kutan
melanomaval diagnosztizalt és kezelt betegének hossz tava klinikai utankovetése
jelentette. A primer kutan melanomat valamennyi betegnél 2003 ¢és 2004 kozott
diagnosztizaltak és tavolitottak el sebészileg a Klinikan. A betegeket retrospektiven két
csoportba soroltuk a mitétet kovetd 5 éves utankovetésben dokumentélt progresszidjuk
alapjan. Az alacsony rizikdcsoportba tartozo betegeknél a kutatasba vald bevonas idején
nem volt igazolhato attét, mig a magas rizikdji csoportba tartozoaknal korai attéteket
detektaltunk. A betegek klinikai koreldzményét és a tumorok patologiai jellemzdit a
Semmelweis Egyetem eMedSol adatbazisabol gyiijtottiikk ossze, mig a talélési adatokat az

Orszagos Egészségbiztositasi Pénztartol szereztiik be.

Az agyi attétre fokuszald vizsgalatunkba a két intézményben kezelt, sszesen 67 attétes
melanomaban szenvedd beteg keriilt bevonasra. A betegség progresszidjat szoros klinikai
utankovetéssel, fizikalis vizsgalattal, laborokkal és harom havonta torténé kontroll
képalkoto vizsgalatokkal monitoroztuk. A kontroll koponya-nyak-mellkas-has-kismedence
computertomografos (CT) vizsgalatok mellett, cerebralis metasztazis gyantja esetén

valamennyi betegnél a koponyardl magneses rezonanciavizsgalat (MRI) is késziilt.

Két csoportra osztottuk a kovetett betegeket, az extracranialis metasztazissal (EC)
rendelkezé 23 beteg esetében agyi metasztazist nem detektaltunk, mig a 44 beteget
szamlalo intracranialis attétes csoportban (BR) kontrasztanyagos MRI-vizsgalattal
igazolodott az agyi attét. A relativ nagyszamu agyi attét (N=44) miatt kezelt beteg
bevonasat egy széles iddintervallumban (1998-2005) kovetett betegcsoport
tanulmanyozéasa révén tudtuk megvalositani. 5 betegnél keriilt sor az agyi metasztazisok

idegsebészeti eltavolitasara az Orszadgos Klinikai és Idegtudomanyi Intézetben, ezekbdl a
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daganatokbol rutin szdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. A betegek

korel6zményeit €s a primer tumorok hisztopatologiai jellemzdit a résztvevd intézmények

informatikai adatbazisaibol gyiijtottiik 0ssze.

Klinikai vizsgalatainkat a Helsinki Deklaracio szigoru kdvetelményeinek megfelelden, €s
az Egészségiigyi Tudoméanyos Tandcs (ETT) Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsdganak
(TUKEB) jovahagyasaval végeztiik el (SE TUKEB 32/2007).

3.2 Immunhisztokémia

Formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE), primer tumort tartalmazé blokkokbol 5
mikrométer vastag metszeteket készitettiink mikrotom segitségével, melyeket SuperFrost
Plus (Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Németorszag) targylemezekre helyeztiink. A
metszeteket deparaffindltuk, majd mikrohullamt feltarast kovetéen, 7D11 tipust, egér
monoklonalis anti-AQP1 primer antitesttel inkubaltuk +4°C fokon egy éjszakan 4t (1:50
higitas, Abcam, Cambridge, Massachusettes, USA).

Masodik korben az antitest kimutatatasara a Novolink Polymer Detection System (Leica
Biosystem, Nussloch, Németorszag) detektacios rendszert hasznaltuk az alkalmazasi
eléirasnak megfeleléen szobahémérsékleten 60 percig. Az eléhivast AEC (aminoetil-
karbazol) Peroxidase Substrate Kittel (Vector Laboratories, Burlingame, California, USA)
végeztiik el a protokollnak megfeleléen. A primer antitest optimalis higitasat manualisan
hatdroztuk meg, majd immunfestd automataval (Ventana Medial System Inc., Tucson,
Arizona, USA) végeztiik el a metszetek immunhisztokémiai jelolését. Pozitiv (human
vese) és negativ (human placenta) kontrollt egyarant alkalmaztunk. Bels6é kontrollként az
AQP1-et kifejezd vaszkularis endothelium szolgalt. A hattérfestés hematoxilinnal tortént.
A kettds immunjeldléshez a Ventana Benchmark XT Automata rendszert hasznaltuk. A
7D11 klon AQP1 egér monoklonalis antitest (Abcam, Cambridge, MA, USA)
detektalasahoz diaminobenzidin (DAB) alapt rendszert (ultraView Universal DAB
Detection Kit, Ventana Medial System INC.Tucson, AZ, USA), mig az S100-B nyul
poliklonalis antitest (1:5000 dilution, DAKO, Agilent Technologies, Glostrup, Denmark)
jeloléséhez alkalikus kitet (ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit

(Ventana Medial System) alkalmaztunk.
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3.2.1 Immunhisztokémiai értékelés

crer

megfeleléen tortént. A patologus szakorvosok (T.J. és K.I.) segitségével meghataroztuk,
standard értékelés alapjan az 1+, 2+, 3+ -es teriiletek szazalékos ardnyat. A metszetek
tumort és normalis szovetrészletet egyarant tartalmaztak, igy harom régioé Kkeriilt
kivalasztasra és kiértékelésre a metszeteken. A metszetek kiértékelésére a H-score 0-t6l

300-ig terjedd pontozasi rendszert alkalmaztuk a kdvetkezd egyenlet segitségével:

H-score (0-300 scale)=3x (3+ %)+2x (2+ %)+1x (1+%) (Pierceall, Wolfe et al. 2011).

A jelolt sejteket a jel erdssége alapjan enyhe (1+), kozepes (2+) és erdsen (3+) pozitiv
jelolodést kategoridkba soroltuk, majd az egyes kategéridkba tartozo sejtek szazalékos
aranyat meghataroztuk a tumorsejtek Osszesitett szamahoz viszonyitva, végiil a kapott
szamot megszoroztuk a kategoria szammal és Osszeadtuk a kapott értékeket. A maximalis
érték igy 300, amennyiben valamennyi tumorsejt maximalis intenzitassal jelolt. Az
immunhisztokémiai kiértékelést két szakképzett patologus (T.J. és K.1.) végezte egymastol

fiiggetlen modon, talélési adatokat nem ismerve.

3.3 BRAF V600 mutacié analizis

Az AQP1-expresszio altalanos prognosztikai jelentéségét vizsgald tanulmanyunkba bevont
78 beteg mintdibodl kiséreltik meg a BRAF V600 mutécio jelenlétének meghatarozasat,
mivel az elérehaladott melanoma kezelését az elmult években bevezetésre keriilt célzott
terapiat jelentd BRAF-gatlok forradalmasitottak. Fontos ugyanakkor megjegyezniink, hogy

a retrospektiv genetikai analizisek eredménye nem befolyasolta a betegek kezelését.

A Dbetegek formalinban fixalt, paraffinba agyazott melanoma mintaib6l BRAF V600
mutacido meghatarozast is végeztiink polimeraz lancreakcié (PCR) és restrikcios fragment

hossz polimorfizmus (RFLP) segitségével.

A melanoma mintakbol a DNS-izolalasahoz High Pure PCR Template Preparation Kitet
(Roche, Basel, Switzerland) alkalmaztunk. A PCR reakcid kivitelezése a standard
protokolloknak megfelelden tortént a kereskedelemben elérhet6 BRAF V600 primerekkel
(Life Technologies, Grand Island, New York, USA). A PCR reakciot Swift Max Pro
Thermal Cycler (ESCO, Singapore) késziilékkel végeztik el. A PCR termékek
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szétvalasztasara 3%-os agarozgélt, mig detektalasukra ethidium-bromid festést kovetden

Gel-Doc 2000 rendszert hasznaltunk (Bio-Rad, Life-Science, Hercules, California, USA).
A PCR amplifikacioval egy 224 bazisparnyi terméket kaptunk, melyet TspRI restrikcids
endonukledzzal (NewEngland Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA) emésztettiink. A
TspRI restrikciés enzim hatasara a 224 bazisparnyi termékbdl keletkezett egy 212
bazisparnyi termék, mely a mutans allélt, mig a rezidualis rész a vad tipust reprezentalta. A
mutaciok igazolasara Sanger-szekvenalast alkalmaztunk (3130 Genetic Analyzer; Thermo

Scientific, Westburg, Netherlands).

34 Statisztikai médszerek

A statisztikai értékeléseket Statsoft 10 program segitségével végeztiik el (Statsoft Inc.,
Tulsa, Oklahoma, USA). A kiilonb6z6 betegkohorszok klinikai és patologiai jellemzdinek
Osszehasonlitaisara Mann—-Whitney U-tesztet, T-tesztet, y2-tesztet és Fischer’s egzakt
tesztet hasznaltunk. Az egyes paraméterek kozotti Osszefliggések igazolasdra Spearman-
féle rangkorrelaciot alkalmaztunk. Az abrak elkészitéséhez részben GraphPad Prism 6

(GraphPad Software, San Diego, Kalifornia, USA) programot hasznaltunk.

Kaplan-Meier médszerrel becsiiltiik meg a talélési valoszinliségeket, mig a kiilonbségek
értékelésre a log-rank teszt szolgalt. Az AQPI1- expresszio tulélésre és metasztatikus
progressziora gyakorolt fliggetlen prognosztikus értékének meghatarozasara a Cox
proportional hazards modellt alkalmaztuk. A teszteket kétoldali (two-tailed), 95%-0s
konfidenciaintervallummal értékeltiik, szignifikansnak tekintettik az eredményt,

amennyiben a p értéke kisebbnek adodott, mint 0,05.
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4  Eredmények

4.1 Alacsony és magas rizikéju betegcsoportok klinikai utankovetése és
hisztopatologiai jellemzoi

Az AQP1 expresszid klinikai jelentdségét két, konszekutiv betegekbdl allé csoport
szOvettani mintainak feldolgozasat kovetden vizsgaltuk. Valamennyi vizsgalt beteg 2003
januar és 2004 december kozott esett at primer melanoma kurativ célu sebészi eltavolitasan

a Semmelweis Egyetem Bor-, Nemikortani és Béronkologiai Klinikajan.

Az alacsony rizikocsoportba tartozé paciensek (AR) (n=50) nem mutattak progresszidt a
mitétet kovetd ot évben, mig a magas rizikuji betegeknél (MR) (n=28) korai attétek
kialakulasat dokumentaltak. A primer melanoma szovettani tipusa tekintetében hasonld
megoszlast mutatott a két csoport, az SSM adta a daganatok tobbségét, ugyanakkor az MR

csoportban szignifikdnsan magasabb szamban (32%) fordult el6 nodularis tipus (6. abra).

A AR* primer melanoma szovettani tipusa B MR** primer melanoma szvettani tipusa
94 00% SSM 67.86% SSM
= 2.00% NM = 32.14% NM
4.00% LM
*Alacsony rizikoju csoport **Magas rizikoju csoport
Total=50 Total=28

6. abra A primer melanomdak szovettani tipusainak megoszldasa az alacsony (4) és a magas
(B) rizikoju betegcsoportokban. Az MR csoportban gyakoribb volt a nodularis forma

elofordulasa.
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A kutan melanoma validalt prediktiv faktorainak tekintetében a két rizikdcsoportcsoport

szignifikans kiilonbségeket mutatott. Az MR csoportban szignifikdnsan magasabb volt a
férfi betegek aranya az AR csoporthoz képest (71% vs. 44%) (p=0,032) (7. abra A).
Hisztopatologiai markerek tekintetében is jelentds kiillonbségeket dokumentaltunk, az AR
csoportban a daganatokat jellemzé mitotikus index median értéke 3,68 mitdzis/mm?
(minimum: 0,00 mitézis/mm?, maximum 16,0 mitézis/mm?) volt, ami szignifikinsan
(p<0,001) alacsonyabb az MR csoport 11,96 (minimum 2,00 mitézis/mm? maximum 41,00

mitozis/mm?) értékénél (7.abra B).

A Nemek aranya rizikocsoportonként B Mitotikus index rizik6csoportonkeént
30+ e 15+
érfi
p=0,032 p<0,001 |
NG
£ 204 “E 104
3 E
8 :
o
= ©
8 104 = 5
0- T T 0 Y v
Magas Alacsony Alacsony Magas
Rizikécsoport Rizikécsoport

7. abra A rizikocsoportok klinikai és hisztopatologiai jellemzéi: a bal oldali
oszlopdiagramon feketete szinnel jelzett férfi nemii betegek aranya szignifikansan
(p=0,032) magasabb a magasabb rizikoju betegcsoporton beliil (A). A jobb oldali
oszlopdiagramon jol lathato, hogy a magas rizikoju csoportban szignifikansan magasabb
(p<0,001) a tumorsejtek osztoddasi ratajat jellemzé mitotikus index (B) az alacsony rizikdju

csoporttal dsszehasonlitva (az oszlopok az dtlagot, a padlcikdk az dtlag szorasat jelentik).

A primer kutan melanomak progresszidjat validaltan elérejelzé Clark-szint ugyan egyik
kohorsz tekintetében sem volt kifejezetten alacsonynak mondhatod, hiszen az AR

csoportban is atlagosan 3,35-6s szintet talaltunk (minimum 2,0, maximum 4).

Az MR csoportban ugyanakkor konzekvesen magasabb értekeket detektaltunk, és az atlag
Clark szint 3,96-os értéke (minimum 3,0 maximum 5,0) szignifikansan (p<0,001)
magasabbnak bizonyult az AR betegekkel Osszehasonlitva, az értékek alacsony szdrasa
miatt (8. abra A). Az ulceracio tekintetében egyértelmii a két csoport kiilonbsége, mig az
AR betegeknél csak 8% volt az ulceralt daganatok aranya, a MR csoportban ez elérte a

32%-ot, ami statisztikailag szignifikans eltérésnek bizonyult (p=0,010) (8. abra B).
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A Clark szint rizikocsoportonként B Ulceracio aranya rizikécsoportonként
L 50+
mm Ulceratio +

44 p<0,001 40+ p=0,010 Ulceratio -
-
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8. abra Rizikdcsoportok hisztopatologiai jellemzé. A bal oldali oszlopdiagram a tumorok
atlagos Clark szintjéet mutatjia, a magas rizikoju csoportban szignifikansan magasabb
eértéket latunk az alacsony rizikoju csoporttal osszehasonlitva (az oszlopok az dtlagot, a
palcikdak az dtlag szorasat jelentik) (A). A jobb oldali oszlopdiagramon fekete szinnel
jelzett ulceralt daganatok ardanya szignifikansan magasabb a magasabb rizikoju

betegcsoporton beliil, az alacsony rizikoju csoporttal dosszehasonlitva (B).

A két rizikocsoport kozotti kiilonbség nem csak az egyes prognosztikus markerek
tekintetében volt kimutathatd, hanem a betegszelekcio céljaval Gsszhangban a betegek
valds prognézisadban is jelentds kiilonbséget dokumentaltunk. Az MR csoportba sorolt
betegek varhato prognozisa a jelentds szamu kozponti-idegrendszeri (21%), hasi belszervi
(21%) és tido6 attét (19%) kialakulasa miatt joval rosszabb volt, és a klinikai utankovetés
soran is szignifikdnsan (p<0,001) alacsonyabb teljes tulélést dokumentaltunk ebben a

betegcsoportban (9. abra).
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A MR csoport metasztazis megoszlasa B Teljes tulélés rizikocsoportok szerint

21% 39%

p<0,001

Tulélok kumulativ aranya

Mla = Milb Mic Mid S A N e L
Teljes tulélés hénapban

9. abra A magas rizikoju betegek attéteinek M kategoria szerinti megoszlasa (Mla
subcutan és nyirokcsomo attét 39%, M1b tiidd dattét 19%, Mlc visceralis attét 21%, M1d
kozponti idegrendszeri dattét 21% (A) és a magas és alacsony rizikoju melanomdaban
szenvedd betegek teljes tulélésének dsszehasonlitdsa (B) soran egyértelmiien latszik az AR

betegek szignifikansan kedvezdbb klinikai prognozisa (B) (p<0,001).

2. tablazat A klinikai utankévetésbe és szovettani kiértékelésbe bevont betegek adatainak

attekinté osszehasonlitasa. Az datlagok mellett a minimum és maximum értékek szerepelnek.

Csoport 1 (alacsony riziko) 2 (magas riziko) p érték
I-11. stadium I1-1V. stadium

Betegek szama 50 28 NA
Eletkor (év) 53,8 (20,1-78,2) 54,8 (26,4-80,1) 0,652
Férfi nem % 44 71,4 0,032
Mitotikus index 3,68 (0,0-16,0) 11,96 (2,0-41,0) 0,000
Ulceracié % 8,0 32,1 0,008
Clark 3,35 (2,0-4,0) 3,96 (3,0-5,0) 0,000
Breslow (mm) 1,79 (0,5-6,8) 6,26 (0,8-52,0) 0,000

A két csoportban a primer tumorok Breslow vastagsdga is jelentds kiilonbséget mutatott
(p<0,001): mig az AR csoport primer daganatainak vastagsaga atlagosan 1.8mm volt
(minimum  0.5mm maximum 6.8mm), addig az MR kohorszban 6,3 mm-es
atlagvastagsagot (minimum 2,0mm maximum 52,0 mm) mértiink (10. abra A) (Imredi,

Toth et al. 2016).
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A betegek ¢letkoranak tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség (p=0,630) a két
csoport kozott, az AR betegek atlagos életkora 53,8 év (minimum 20,2 év, maximum
78,8¢v), mig az MR csoportban 54,1 év (minimum 26,4 év, maximum 80,1 év) volt az
atlagéletkor. A magas rizikocsoportba tartozéd betegeknél a férfi nem aranya szignifikdnsan
magasabb értéket mutatott az alacsony rizikdcsoportba tartozd férfiak aranyahoz képest
(p=0,032). A vizsgalatba bevont két rizikdcsoport klinikopatologiai jellemzoit a 2.
tablazatban foglaltuk 6ssze a jobb attekinthetdség céljabol.

A Breslow érték B AQP1 immunhisztokémia
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10. abra Breslow érték és AQPI protein expresszio az alacsony és a magas rizikoju
betegcsoportokban. Az oszlopok az abra bal oldalin szignifikansan (p<0,001) magasabb
Breslow értéket mutattak a magasabb rizikoju betegek esetében (A), ugyanezen
betegcsoportok AQPL1 H-pontszdama is szignifikansan magasabb volt (p=0,047). Az
oszlopok az atlagokat, a hibajelek az dtlag szoérasat jelenitik meg (Imredi, Toth et al.
2016).

4.2 Fokozott AQP1-protein expresszié a magas rizikéju melanomakban

Az AQPI1 immunhisztokémiai kifejezddését 78, primer kutdn melandémaban szenvedd
beteg esetében értékeltiik, akik két kiillonb6zd becsiilt progndzissal rendelkezd kohorszot
alkottak. A pozitiv AQP1-reakcid esetén az endothelsejtek piros membranfestodést (11. A
abra), mig a tumorsejtek citoplazmatikus és membranfestddést egyarant mutattak (11. B, C
abra). Kettds jelolés alkalmazasaval az AQP1-pozitiv melanomasejtek jelenléte nem
korrelalt szorosan az S100-pozitiv tumorsejtekkel, gyakrabban lehetett 1atni egy markerre

pozitiv melanomasejteket a kettds jelolddésiiek mellett (11. D abra).
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Immunhisztokémiai modszerrel megvizsgaltuk az AQP1-expressziot a H-score alapjan a

magas ¢s az alacsony rizikoju betegcsoportokban. Az alacsony rizikdcsoportba tartozé
betegeknél tavoli attéteket nem igazoltak a képalkoto vizsgalatok, 50 beteg tartozott ebbe a
csoportba. A magas rizikocsoportba tartozd betegeknél tavoli attéteket detektaltunk, igy
tobbek kozott a tiidoben, majban, mellékvesében, és az agyban. A magas rizikoja
csoportba 28 beteget vontunk be.

A vizsgalt betegpopulacio 66,7%-a (52 eset) expresszalta az aquaporin-1-et, a median H-
score 124,24 (0-300) volt a bevont betegcsoportban.
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11. abra Az AQP1-negativ melanoma mintakban kizardlag az intratumordlis kapillarisok

mutattak pozitiv reakciot (A), mig az AQPl-pozitiv melanoma mintdkban a diffiiz piros
jelolés miatt az intratumordlis kapillarisok nem kiilonboztethetéek meg a melanoma
sejtfészkektsl (B). Referencia vonal =200 um. A nagy felbontdsu képeken az AQP1-pozitiv
melanomasejtek esetén jol lathato a citoplazmatikus és a membrdanasszocidlt piros
jelolédes (C), mig a kettés immunjeloléssel késziilt felvételen az S100 melanomamarker
(piros jel) és az AQPI (barna jel) gyakori, de nem kizardlagos kolokalizacioja figyelheto
meg (D). Referenciavonal: 50 um (Imredi, Toth et al. 2016).

Legfontosabb megfigyelésiink szerint szignifikansan magasabb AQP1 H-score (p=0,047)
jellemezte a magas rizik6ji melanomas betegek csoportjat az alacsony rizikoju betegekkel

Osszehasonlitva (10. B abra).
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A Spearman-féle rangkorrelacio soran az AQP1 H-score-t a melanoma progressziojaban

szerepet jatszo meghatarozott prognosztikai faktorokkal hasonlitottuk 6ssze, azonban nem
talaltunk szignifikdns Osszefiiggést a mitotikus indexszel (p=0,42), a Clark szinttel
(p=0,95) és a Breslow-féle tumorvastagsaggal sem (p=0,51). Az AQP1 H-score nem

mutatott szignifikans 6sszefliggést a nemmel, a korral és a szovettani tipussal sem.

4.3 A BRAF V600 mutacio jelenléte korrelal az AQP1 - expresszioval

Sikeres mutacids vizsgalatokat 70 kutdn melanomat tartalmaz6 mintabol tudtunk végezni,
mely az immunhisztokémiai jelolésre keriilt mintak 89,74%-at reprezentalta. A mutans
allél 31 mintdban fordult eld, igy a vizsgalt betegpopulacioban a BRAF V600 mutacid
eléfordulasa 44,29%-0s volt. A mutans allél jelenléte szignifikansan alacsonyabb volt
esetében (n=16/25; 64%). Fontos megjegyezni, hogy szignifikans Osszefliggést
detektaltunk az AQP1 fehérje kifejez6dése és a BRAF V600 mutacié kozott (p=0,014) (12.

abra).

A Az AQP1 korrelal a BRAF V600 mutéciéval B BRAF V600 mutécié
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12. abra A BRAF V600 mutdciok elofordulasi gyakorisaga az alacsony és magas rizikoju
betegcsoportokban (B), valamint a mutdcio eldforduldsanak osszefiiggése az AQPI-
expresszioval. A magas rizikocsoportokban szignifikansan magasabb volt a BRAF V600
mutdcio elofordulasi gyakorisaga (p=0,008), és a mutdcio eloforduldasa szignifikans

korrelaciot mutatott az AQP1 protein expresszioval (p=0,014) (Imredi, Toth et al. 2016).

4.4 Az AQPL1 - expresszié osszefiigg a progressziomentes és teljes tuléléssel
A betegek részletes klinikai utankovetésének median id6tartama 81,1 (0,0-119,4) honap
volt, mig a validalt teljes tulélési adatok median utankovetési ideje 101,8 (3,8-157,0)

hoénapnak adddott.
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Az AQPI expresszidjanak metasztatikus progressziora ¢és tulélésre kifejtett hatasat Kaplan-

Meier modszerrel és 10g rank teszttel vizsgaltuk. Analizislink alapjan az AQP1-pozitiv
kutan melanomas eseteknél mind a progressziomentes talélés (p=0,038), mind a teljes
tulélés (p=0,017) szignifikansan alacsonyabb volt az AQP1-negativ kutan melanomas

esetekkel Osszehasonlitva (13. abra).

A Progressziomentes tulélés B Teljes talélés
o) p=0.036 T SEE e p=0.017

© & .

5 a8 ’ c

~§ 2 I‘LL g

® ol 3, - 5 .

!E e -, ! 2

L. = 3 1

= E

E ™ g :

3 03 ‘.Z . Y

S 03 0 1

o e

w =] S

w3 a0 |

£ : — —APs o ]__ QP
o »n A wo ] e AQP Y 3 ‘ L w w & » » AQP ¢

Progressziomentes idé honapban Talélési idé honapban

13. abra Az AQPl-pozitiv (AQP+) és AQPl-negativ (AQP-) kutan melanomas betegek
progressziomentes és teljes tulélésének abrazolasa Kaplan-Meier gorbékkel: szignifikans
kiilonbség lathato a progressziomentes tulélés (A) (p=0,036) és a teljes tulélés (B)
(p=0,017) tekintetében egyarant (Imredi, Toth et al. 2016).

Az AQP1 fiiggetlen prognosztikus értékét is vizsgaltuk a betegpopulacidban, melyhez
Cox-féle hazard modellt alkalmaztunk lépcsdzetes logisztikus regresszioval. A modell
szamitdsa soran bevonasra keriiltek az ulceracid, a mitotikus index, a Breslow-féle
tumorvastagsag, az életkor, a férfi nem az AQP1-expresszio mellett. Az analizis soran nem
igazolodott az AQP1 fiiggetlen prediktor szerepe sem a progressziomentes, sem a teljes

tulélésre vonatkozoan (3., 4. tablazat).
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3. tablazat Multivarians analizis a teljes tulelés vizsgalatara: az AQPI expresszio
nem bizonyult a teljes tulélés fiiggetlen prediktoranak.

B SE Wald Df Sig.(p) | Exp(B) | 95.0%
Cl for
Exp(B)

Lower

AQP1 poz | 1.006 778 1.671 196 2.734 .595

Breslow 015 .040 146 702 1.015 940

Ulceracid 1.221 537 5.169 .023 3.390 1.183

L

Mit.index 107 .046 5.544 .019 1.113 1.018

4. tablazat Multivarians analizis a progressziomentes tulélés vizsgalatara: az
AQPI nem bizonyult a progressziomentes tulélés fiiggetlen prediktoranak.

B SE Wald Df Sig. (p) | Exp(B) | 95.0%
Cl for
Exp(B)

Lower

AQP1poz | 1.190 763 2.432 119 3.287 137

Mit.index .069 .037 3.542 .060 1.071 997

Breslow .033 .039 .689 407 1.033 957

L

Ulceracid 1.045 497 4.420 .036 2.842 1.073

4.5 Az AQP1 expresszioja fokozott a kutan melanoma kozponti idegrendszeri
progresszidja soran

Az agyi metasztazisok el6forduldsa meglehetésen magas metasztatikus melandmaban, a
betegek mintegy 50%-nal diagnosztizalnak agyi attétet a betegség progresszidja soran
(Spagnolo, Picasso et al. 2016). Az agyi metasztazis esetén a prognodzis igen kedvezotlen, a
median teljes talélés kezelés nélkiil megkozelitdleg 4-5 honap, mig bizonyos idegsebészeti

¢és neuroradiologiai beavatkozasokkal 8-10 honap érhetd el (Franceschini, Franzese et al.
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2016). A melanomas betegek autopszidjakor, az esetek 75%-aban talalnak intracerebralis

metasztazist a patologusok (Staudt, Lasithiotakis et al. 2010).

451 Metasztatikus betegcsoportok 6sszehasonlitasa és klinikai utankovetése

Az AQP1 expresszid ¢€és az intracranialis progresszid Osszefiiggését két konszekutiv,
extracranialis (EC), illetve intracranialis (IC) metasztatikus betegcsoporton vizsgaltuk (3.
tablazat). A betegek kezelése hazank két legnagyobb dermatoonkolédgiai kozpontjaban, az
Orszagos Onkoldgiai Intézet Dermatoonkologiai Osztalydn és a Semmelweis Egyetem,
Bor-, Nemikoértani és Boonkologiai Klinikdjan tortént a 2003 ¢és 2014 kozotti
idéintervallumban. Az extracranialis betegcsoportba 23 beteg tartozott, akiknél az
utankovetési periddus alatt nem jelentkezett cerebralis disszeminacié mig az intracranialis
metasztazist hordozé betegcsoportnal (n=44) kontrasztanyaggal térténé MR vizsgalattal
cerebralis propagaciot diagnosztizaltak. A betegek korel6zményét és a primer tumorok
jellemzdit a résztvevd intézetek klinikai adatbazisdbdl nyertiik (5. tablazat). A két
betegcsoportban, a nemzetkézi ajanlasoknak megfeleléen eltéré kezelési stratégiakat

alkalmaztak, a kezeléseket a 6. tablazatban foglaltuk Gssze.

5. tablazat A4 klinikai utankovetésbe és a szévettani kiértékelésbe bevont betegek adatainak
dattekinté odsszehasonlitasa. Az atlagok mellett a minimum és maximum értékeket

szerepelnek (Imredi, Liszkay et al. 2018).

1. EC attétes | 2. IC attétes
Csoport p=
melanoma melanoma
Betegek szama 23 44
Eletkor 56,0(26,6;80,5) 56,3(24,8;82,9) 0,963
Férfi nem 73,9% 61,36% 0,304
Clark 3,97 (3,0;5,0) 3,52 (1,0;5,0) 0,177
Breslow vastagsag (mm) | 6,62(0,8;52,0) 3,23 (0,1;10,0) 0,087
Utankévetés (honap) 83,0 (3,8;186,7) 55,1 (4,0;227,0) 0,030
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6. tablazat A klinikai utinkovetésbe bevont dttétes betegek kezelése sordan alkalmazott

terapias modalitasok dsszehasonlitasa. BOLD: Bleomycin, Oncovin, Carmustin,

Dacarbazine

Csoport EC attétes melanoma | IC attétes melanoma | p=
(n=23) (n=44)

Sugiarkezelés % 26,09 88,18 <0,001
Carboplatin % 0,00 43,18 <0,001
Temodal % 0,00 18,18 0,044
BRAF inhibitor % 0,00 20,45 0,023
Anti CTLA4 % 4,35 2,27 1,000
Interferon % 60,87 52,27 0,438
Dacarbazine % 52,17 11,36 0,001
BOLD % 13,04 0,00 0,037

Az intracerebralisan lokalizal6do szoliter metasztazisok (14. abra) eltavolitasara 5 esetben

kertilt sor az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézetben. Az idegsebészetileg eltavolitott
metasztazisokbol szovettan és immunhisztokémia is késziilt. Az extracranialis (EC)
csoportba sorolt attétes betegeknél (n=23), mely megegyezett a korabbi vizsgalatunk
magas rizik6ju csoportjaval (MR) az agyi attétesek kivételével, a kontrasztanyagos MR-rel

végzett kontrollvizsgalat nem igazolt agyi attétet.
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14. abra Agyi attétek metasztatikus melanomaban. Az IC csoport betegei koziil 5 esetben

szoliter agyi dttét jelenlétét igazoltik és idegsebészeti metastesectomia tortént, amely sordn
szovettani mintdt is nyertiink (A). A kohorsz betegeinek tobbségében ugyanakkor multiplex
agyi attéttet talaltunk, igy ezen betegnél miitéti beavatkozas nem tortént (B) (MRI T1
szekvencia gadolinium adasat kévetéen).

A két betegcsoport a standard prediktiv markerek tekintetében nem kiilonbozott
szignifikansan, az EC csoportban a median Breslow érték 3,6 mm volt (minimum 0,8 mm
maximum 52 mm), mig az IC kohorsz median Breslow értéke 2 mm volt (minimum 0,1
maximum 7,85mm) (p=0,087). Az EC csoportban 73,9%, mig az IC kohorszban 61,4%
volt a férfiak aranya (p=0,304) (15. abra).

A Breslow érték B Nemek aranya
60+ 30+ _
& p=0,087 p=0,304 m Fér
40+ NG
E 204
L] N
0 I
]
o 104
o W oS
-20 T T 0- T T
EC Ic EC ic

15. abra Metasztatikus betegek Breslow értékei (A) és a nemek aranya (B) a kézponti
idegrendszeri (IC) és extra-cranialis (EC) progressziot mutato betegcsoportban. Az extra-
cranialis metasztazist ado primer daganatok (A) Breslow értékei ugyan nagyobb szordst
mutattak, szignifikans kiilonbség nem volt kimutathaté a két csoport kozott (p=0,087).
Mindkét betegcsoportban tobbségben voltak a férfi nemii paciensek, igy a nemek ardnya

nem kiilonbozott érdemben (B).
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Az extracranialis metasztazissal bir6 betegek klinikai utankovetésének median ideje 66,5

honap (minimum 3,8 hénap; maximum 186,7 honap) volt, mig az intracranialis attéttel
rendelkezd esetek alacsonyabb tilélése miatt a median utankdvetés ebben a csoportban
40,4 honapig tartott (minimum 4 honap, maximum 227 hénap). Az AJCC (American Joint
Committee on Cancer) legujabb ajanlasa szerint (Gershenwald, Scolyer et al. 2017)
osztalyozva az extracranialis terjedést mutatdo melanoma eseteket: a betegek 48 %-a (n=11)
az Mla kategéridba tartozott, mivel kizarolag subcutan illetve nyirokcsomd attétet
hordozott, mig 26%-nal (n=6) tiid6 attétet (M1b) és 26%-nal (n=6) visceralis metasztazist
detektaltunk (M1c) (16.A abra). Az ismert irodalmi adatoknak megfeleléen az
intracranialis attéttet hordozo betegek (M1d) teljes talélése vizsgalatunkban is
szignifikdnsan alacsonyabb volt a tobbi extracranialis attétes melanomaban szenvedd
beteggel 6sszehasonlitva (55,1 vs 83,0 honap a primer tumor detektalasat kovetéen) (16.B

abra).

A ECmetasztazisok megoszlasa B Teljes tulélés
—— 4
26% 48% 5 P=0,023
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16. abra Az extracranialis attétek M kategoria szerinti megoszidsa (Mla subcutan és
nyirokcsomo attét, M1b tiidoattét, Mic visceralis attét) (A) és az intracranialis (IC) és az
extracranialis (EC) metasztatikus melanomaban szenvedé betegek teljes tulélésének
osszehasonlitasa (B).

A kordiagrambol jol latszik, hogy az extracranialis dttétes betegek kozel felében csak
nyirokcsomodattétet dokumentaltunk (A), ami részben magyarazza is a két csoport

tulélésében lathato szignifikans kiilonbséget az EC attétes betegek javara (B) (p=0,023).

45.2 Az intracranialis attétet adé primer melanoma AQP1- expressziéja magasabb
az extracranialis attétet adé melanomanal
A vizsgalatba bevont 67 metasztatikus kutan melanomas beteg primer tumoranak, illetve 5

primer ¢és a hozzatartozd6 agyi metasztazisokban az AQPI1  expresszidjat
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immunhisztokémiai vizsgalattal hataroztuk meg 5 mikrométer vastag FFPE metszeteken.

Deparaftinalast és mikrohulldmu feltarast kovetden, 7D11 tipust, egér monoklonalis anti-
AQP1 primer antitestet 1:50 higitasi ardnyban alkalmaztunk egy éjszakan at +4 Celsius
fokon. Az el6hivashoz UltraView Universal AP-red detektacids rendszert hasznaltunk. A
primer antitest optimalis higitdsat manudlisan hataroztuk meg, majd immunfestd
automataval (Benchmark Ultra) tértént az immunhisztokémiai reakciok kivitelezése.

A pozitiv AQP1-jel616dés esetén az endothelsejtekben vorés membranfestodést észleltiink,
mig a tumorsejtek citoplazmatikus és membranpozitivitast egyarant mutattak a primer
tumorban (17. A é&bra). Agyi metasztdzisban a kordbbi kozleményekkel dsszhangban a

kapillaris endothelsejtek nem expresszaltak az AQPl -et (17 B abra).

"'4(
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17. abra Az AQP1-pozitiv primer melanoma (4) és a hozza tartozo cerebralis melanoma
metasztazis (B). A primer tumorban taldlhaté intratumoralis kapillarisok prominens
pozitiv reakciot mutattak (voros jel), mig az AQPL-pozitiv melanomasejteket kiilonbozé
Citoplazmatikus és membranasszocialt reakcio jellemezte egyenletes eloszlasban (A). Az
AQP1-pozitiv melanomasejtek egyenidtlen eloszldst mutattak az intracerebralis
metasztazis mintaban, a kapillarisoktol tavolabb mutattak expressziot, mig maguk a

kapilldrisok nem mutattak AQP1-kifejezédést (B) (Imredi, Liszkay et al. 2018).

Az AQP1-jelolédést mutatd melanomasejteket a primer tumorok 89.56%-aban (60 eset)
detektaltunk. A H-score median kézépértéke 187,00 (0; 300) volt a vizsgalt populacidban.
Az extra- és intracranialis metasztazissal bird csoportok nem mutattak szignifikans eltérést

a standard hisztopatologiai markerek tekintetében. Az intracranialis csoportban
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szignifikdnsan magasabb AQP1 H-score-t észleltiink az extracranialis csoporthoz képest

(T-teszttel p=0.019, Mann Whitney U-teszttel p=0.034) (18. A ébra).

Mivel az EC csoport heterogénen tartalmazott viszceralis €s nyirokcsomd metasztazisokat,
Osszevetettiik a nyirokcsomé attéteket (LND) a viszceralis (non-LND) és cerebralis
metasztazist (BR) hordozé csoportokkal. Statisztikai analizislink azt mutatta, hogy a
nyirokcsomo €s a viszceralis metasztazis esetei AQP1 expresszidjukban nem kiilonboztek
egymastol, mig a viszceralis metasztazist mutatd esetek AQP1 expresszidja szignifikans

mértékben kiilonbozott az agyi attétesektdl (p=0,048) (18. B 4bra).
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18. abra Az AQP1l-expresszidja az extracranialis (EC) és az intracranialis (BR)
metasztatikus melanomas betegek csoportjaiban (4). Az AQPI expresszidja a nyirokcsomo
attéteket (LND-EC), a viszcerdlis attéteket (non-LND-EC) és az agyi attétes (1C)
csoportokban (B). Az intracranialis progressziot mutaté primer tumorok AQPI
expresszioja magasabb az extracranialis csoportokénadl. Az egyes eseteket pontok jelolik,

mig a vonalak az datlagot és a standard devidaciot mutatjak (Imredi, Liszkay et al. 2018).

Az AQP1 H-score tekintetében szignifikdnsan alacsonyabb értékeket talaltunk az agyi
attétekben a primer tumorok immunhisztokémiai értékeivel dsszehasonlitva (p=0,008): a
primer tumorok AQP1 H-pont kozépértéke 300,0, a metasztazisokban a H-kozépérték
mindossze 35,0 volt (19. abra). Az AQP1 fehérje tumoron beliili eloszlasat vizsgalva az
intracranialis metasztatikus mintdkban azt talaltuk, hogy az AQP1-pozitiv tumorsejtek a
mikroerektdl tavolabbi teriileteket foglaltdk el, mig a vaszkularis strukturdkkal szomszédos

melanomasejtek kevésbé expresszaltak az AQP1 fehérjét (19. abra).
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19. abra Az dsszetartozo primer és metasztatikus daganatok osszehasonlito elemzése soran
az AQP1-expresszio szignifikansan alacsonyabbnak mutatkozott (p=0,01) az intracranialis

metasztazisokban, mint a primer tumorokban (Imredi, Liszkay et al. 2018).
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5 Megbeszélés
5.1 Az AQP1 expresszio klinikai jelentosége

Az elmult évtizedekben szamos tumortipusban dokumentaltak az AQP1 expresszid
prognosztikai jelentdségét (Verkman, Hara-Chikuma et al. 2008). Emlérakos betegeknél a
magas AQPl-expresszio kedvezdtlenebb tuléléssel tarsult, kiilondsen a luminalis
altipusban. Az AQP1 citoplazmatikus expresszioja el0segiti az emlérak progresszidjat €s
potencialis biomarkerként szolgalhat az eml6daganatok diagnosztikajaban (Qin, Zhang et
al. 2016). Kolorektalis daganatokban az AQP1 expresszidja szignifikans Osszefiiggést
mutatott a nyirokcsomo-metasztazisokkal multivarians logisztikus analizis soran (Kang,
Kim et al. 2015). Primer tiid6-adenocarcinomakban az AQPI1 szignifikans expressziojat
figyelték meg, mig kissejtes tiidorakok gyakorlatilag nem expresszaltdk az AQP1 fehérjét.
Mesotheliomak és metasztatikus adenocarcinomak szintén magas AQP1-expressziot
mutattak, mely elsésorban a tumor kornyezetében talalhato kis kapillarisok
endothelboritasaban szamottevé (Lopez-Campos, Sanchez Silva et al. 2011). Az AQP1-t
kifejez6  tlid6-adenocarcinomds  betegek  esetében  szignifikdnsan  rovidebb
progressziomentes tulélést (PFS) figyeltek meg az AQP1 fehérjét nem expresszalo
betegekkel Osszehasonlitva (46,1 hoénap versus 56,2 honap). Multivarians analizissel
bizonyitottak, hogy az AQPI-expresszioja szignifikansan korrelal a rovidebb PFS-sel,
tehat fiiggetlen prognosztikai faktor, tovabba a jovoben tiidé-adenocarcinomak potencialis
prognosztikus biomarkere lehet (Yun, Sun et al. 2016).

Kutan melanoméban ugyanakkor egészen a kozelmultig csak experimentalis
vizsgélatokbol szarmazd adatok utaltak a fehérje tumorprogresszidban betdltott potencialis
szerepére. Az AQP1 génnel transzfektalt B16F10 egér melanomasejtek migracios
képessége haromszor gyorsabbnak bizonyult in vitro korilmények kozott (Hu and
Verkman 2006), mig ha az AQP1-deficiens egerekbe B16F10 AQP1sejteket szubkutan
injektaltak, a tumornovekedés és az angiogenesis jelentés mértékben lelassult (Saadoun,
Papadopoulos et al. 2005). Az AQP1l-expressszioval kapcsolatos human klinikai
vizsgalatok eredményei kutan melanomaban ugyanakkor korabban nem alltak
rendelkezésre.

Vizsgalataink soran elséként 78, primer kutdn melanomaban szenvedd beteg esetében
értékeltiik az AQPI1 fehérje expresszigjat, majd masodik Iépésben 67 metasztatikus
melanomés pdaciensben vizsgaltuk a fehérje kifejez0dését a betegség kozponti
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idegrendszeri progresszidja soran. Mig az AQP1 protein mennyisége a standard szovettani

paraméterekkel nem mutatott direkt korrelaciot, a nagyobb tumorvastagsaggal ¢és a
fokozott metasztatikus potenciallal rendelkezd, magas rizik6ji betegcsoportban
szignifikdnsan magasabb AQP1- expressziot dokumentaltunk az intracranialis progressziot
nem mutatdé melanomakkal 6sszehasonlitva. A fehérje megjelenése a betegek tulélésével is
egyértelmil 0sszefiiggést mutatott, mind a progressziomentes, mind a teljes tulélés jelentds
csokkenését figyeltilk meg az AQP1-et kifejezd human melanomak esetében.

Az agyi attétek megjelenése kedvezotlen progndzissal tarsul, szoros Osszefliggést mutat a
mortalitassal, az esetek jelent6s részében felelés a halalozasért (Fidler, Schackert et al.
1999). Annak demonstralasara, hogy az AQP1 expresszidé miként fiigg 6ssze a melanoma
intracranialis progressziojaval, metasztatikus kutan melanémaban szenvedd konszekutiv
betegek két csoportjat vizsgaltuk. A csoportokba sorolt primer tumorok standard
hisztologiai tulajdonsdgai szignifikansan nem kiilonboztek, mindegyik esetet hasonldan
magas Breslow-érték jellemezte. A kozponti idegrendszerbe metasztazist add primer
melanomak AQP1 fehérje expresszioja ugyanakkor szignifikdnsan magasabb értékeket
mutatott az extracranialis metasztazist képz6 primer tumorokkal Osszevetve. Bar ez a
megallapitds nem bizonyitja, hogy az AQP1 az agyi metasztazisképzés prediktora lenne,
mégis tamogatja azt az elméletet, hogy az AQP1- expresszio kozremiikodhet a tumorsejtek
prognosztikai hatassal birnak, igy vizsgélataink alapjan nagy valdszinliséggel az agyi

progresszio is felelds lehet az AQP1- pozitiv melanomas betegek csokkent tiléléséért.

5.2 Az AQP1 fehérje expresszidojanak osszefiiggése a BRAF V600 mutaciéval

A melanoma prognoézisat potencialisan befolyasoldo molekularis marekerek koéziil a BRAF
V600 esetében tudtdk multivarians analizissel igazolni, hogy fliggetlen prediktiv értékkel
rendelkezik, és a mutéacio jelenléte negativan befolyasolta a III. stddiumi melanomas
betegek teljes tulélését (Moreau, Saiag et al. 2012). Az AQP1 fehérjét expresszald
melanomak esetében dokumentalt csokkent teljes tulélésben szerepet jatszhat a BRAF
jelatviteli ut aktivacioja, ugyanis az AQP1 fehérje és a BRAF V600 mutacio megjelenése
kozott egyértelmii korrelaciot talaltunk. Az sszefiiggés molekularis hatterét az jelentheti,
hogy a BRAF V600 mutans melanoma sejtekben az ERK utvonal konstitutiv aktivaciojat
irtak le, ennek a jelatviteli mechanizmusnak a fokozott mitkodése pedig fokozza az AQP1-

expressziot (Umenishi and Schrier 2003).

52



DOI:10.14753/SE.2019.2278
5.3 Az AQP1 hatasa a sejtmigraciéra

Az aquaporinok attétképzésre gyakorolt hatasanak pontos mechanizmusa részleteiben
teljesen még nem ismert, azonban a fokozott sejtmigracionak kiemelt jelentdséget
tulajdonitanak a folyamatban (Saadoun, Papadopoulos et al. 2005, Hu and VVerkman 2006).
Szerkezetileg eltéré aquaporinok fokozott expresszidja esetén (AQP1, AQP3, AQP4,
AQP9) a migracié nagymértékli fokozodasat figyelték meg, amely arra utalhat, hogy az
AQP1 facilitalta transzmembran viztranszport kulcsfontossagi cleme lehet a migracios
folyamatnak. Ezt az elméletet az is alatdmasztja, hogy in vitro koriilmények kozott a
tumorsejtek migracioja befolyasolhatod, azaz gatolhatd vagy serkentheté az extracellularis
medium ozmolalitasanak valtoztatasaval (Hara-Chikuma and Verkman 2006).
Részecske-képalkotd moddszerrel bebizonyitottdk, hogy az AQP1 rendkiviil gyors
mozgasra képes a sejt plazmamembranjan keresztiil, mely a polarizacié megvaltoztatasaval
elésegiti a sejtmigraciot. A szabalytalan alaka extracellularis téren keresztiili
helyvaltoztatas soran a sejt alakjaban létrejovo atalakulasokat az AQP molekuldk teszik
lehetévé (Crane and Verkman 2008). Az AQP1 fehérje fokozott expresszidjat
bizonyitottdk primer humén gliomakban és glioma-eredetli sejtvonalakban, az AQP1 gén
csendesitésével pedig csokkent a gliomasejtek migracidja és invazios képessége in vitro,
valamint a tumor névekedésének lassulasat irtak le in vivo koriimények kozott (Yang, Tan
et al. 2018).

A sejtmigracidhoz megfeleléen szabdlyozott ionszintekre, intra-és extracellularis pH-ra,
sejtmembran-potencidlra és volumenre van sziikség, amelyhez az ioncsatorndk ¢és
transzporterek nélkiilozhetlen komponensek. Az aquaporinok, a K*, Na*/H* kicserél6- és a
Na+/gliikoz ko-transzporterek kulcsszerepet jatszanak a metasztazisképzédésben, igy a

létrehozasaban (Stock and Schwab 2015).

Az aquaporin vizcsatornak fokozzak a tumorsejtek extravazacios képességét, a tumorsejtek
membranjaban bekovetkezé dinamikus valtozasok teszik ugyanis lehetévé a vaszkularis
barriereken valo transzportot (Hu and Verkman 2006). Az agyi metasztazisképzés soran
kiilonds jelentéségii lehet ez a folyamat, hiszen a vér-agy gat rendkiviil dsszetett szerkezete
folytan szamos molekula szamara atjarhatatlan. Az AQP1 jelenléte segitheti a melanoma
sejtek vér-agy gaton keresztiili atjutasat, ezaltal megteremtve a daganatsejtek szamara a

cerebralis invazio lehetoségét.
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5.4 A szoveti hypoxia hatasa az AQP1 expressziora

A krénikus hypoxia szdmos gén expresszidjat segiti el6 a hypoxia altal indukalt
transzkripcios faktorok, a HIF-1a és a HIF-2a aktivacidja révén (Lopez-Barneo, Pardal et
al. 2001). Hypoxiat eldidézve fokozodott a HIF-1a, a vaszkularis endothel novekedési
faktor (VEGF) és az AQP4 mRNS-és fehérjeszintii expresszidja patkany cerebellum
kisérletes vizsgalata soran. Az AQP4 eldsegitette az erek vizpermeabilitasanak
fokozodasat, igy szerepet jatszhat az 6démaképzédésben (Kaur, Sivakumar et al. 2006).
Traumas agyi sériilés kovetkeztében a HIF-10 fokozta az AQP4 és a VEGF kifejez6dését a
gliomasejtekben és a peritumoralis 6démaval érintett teriileteken (Mou, Chen et al. 2010).
A hypoxia szamos malignus daganat progresszidjaban és a terapiara 1étrejovo rezisztencia
kialakulasaban is szerepet jatszhat. Patkany glioblastomasejtekben igazoltak, hogy a
hypoxia eredményeként 1étrejové fokozott AQP1 expresszio kapcsolatban all a glikolizis
mértékével (Hayashi, Edwards et al. 2007). A hypoxia hatasara a sejten beliil végbemend
tejsavas acidozis melléktermékeként keletezé H* ionokat a tumorsejteknek neutralizalniuk
kell, melyet a szénsavanhidraz enzim segitségével hajtanak végre. Az enzim mikodése
soran keletkez6 H>O-molekulakat szintén az AQP1 széllitja az extracellularis térbe,

csokkentve ezzel a sejten beliili citotoxikus 6démaképzddést (Potter and Harris 2003).

A hypoxia AQP1 expressziora gyakorolt hatasanak molekularis hatterét 9L
gliomasejtvonalon végzett vizsgalatok soran tartak fel, a hypoxia hatasara fokozodott az
azonositottak a HIF-1a-kot6 szekvenciat (Abreu-Rodriguez, Sanchez Silva et al. 2011).
Human prosztata daganat-sejtvonalban (PC-3M) kimutattak, hogy amennyiben a hypoxia
valaszelem (HRE) mutacioja bekovetkezik, a HIF-1-alfa nem képes kotédni ehhez a
régiohoz, igy a hypoxia AQP1-expressziora gyakorolt stimulacidja megsziinik. A hypoxia
indukalta AQP1- expresszio dozisfiiggé modon gatolhaté p38 MAPK-inhibitorral (Tie, Lu
etal. 2012).

Sajat kutatdsunk soran a szovettani mintazat karakterizalasakor azt figyeltiikk meg, hogy az
AQPI fehérje fokozott kifejez6dést mutatott az agyi metasztazisok kevésbé vaszkularizalt
teriiletein. Az Osszetartozd primer ¢és metasztatikus tumormintdk Osszehasonlitd
immunhisztokémiai analizisét elvégezve azt taldltuk, hogy a teljes AQPI1-kifejezddés
szignifikansan lecs6kken a betegség intracranialis progresszidja soran. A magas Breslow-

vastagsadggal rendelkez0 primer melanomakban megfigyelt feliilszabalyozott AQPI-
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expresszio valdszinileg a gyorsan ndvekvd tumor csokkent oxigénellatottsaganak

kovetkezménye. Az azonos betegekbdl szarmazo metasztatikus 1éziokban ugyanakkor a
kezdeti vaszkularis ellatottsag joval kedvezobb, mint a primer tumorban. A metasztazis
novekedésével a daganat bizonyos részei tavolabb esnek a taplalo érhalozattol, és
megfigyeléseink alapjan ezek a melanomasejtek nagyobb valdszintiséggel fogjak
expresszalni az AQP1-fehérjét. Ennek a jelenségnek a magyardzata az lehet, hogy az
erektdl tavolabb elhelyezkedd sejtekben az AQP1 jelenléte megkonnyiti a hypoxidhoz vald
adaptaciot a fentebb részletezett modon, a sejten beliili citotoxikus ddéma mérséklésével
(Potter and Harris 2003). Kovetkezésképpen a vizcsatornak nem csupan a metasztatikus

crer

hypoxiara is rezisztensekké teszik dket.

55 Az AQP1 expresszio befolyasolja az angiogenesist

A tumorangiogenesis a daganatok fundamentalis tulajdonsdga, melynek soran
érajdonképz6dés jon létre a daganaton beliil. Az angiogenesis esszencialis tapanyagokkal
latja el tumort, és lehetdséget teremt a daganatsejteknek a primer tumort elhagyva a
szisztémas keringésbe jutni, mely az attétképzodéshez elengedhetetlen tényezd. Szamos
tumor esetében a vaszkuldris denzitds a metasztatikus potencidl prognosztikus indikatora
lehet. A gazdagon erezett primer tumorok nagyobb valoszintiséggel metasztatizalnak, mint
az alacsonyabb erezettségel biro primer daganatok (Zetter 1998). AQP1- hianyos egerekbe
melanoma sejteket szubkutan injektalva megfigyelték, hogy a tumor mikroereinek
denzitasa lecsokkent, a tumor nodvekedése lelassult, az egerek tulélése pedig
meghosszabbodott (Saadoun, Papadopoulos et al. 2005). AQP1-hianyos egerekbdl izolalt
endothelsejteket vizsgalva megallapitottak, hogy az AQP1-deficiens endothelsejtek
csokkent migracidja az abnormalis érajdonképziédéssel mutat Osszefiiggést (Saadoun,
Papadopoulos et al. 2005). Az AQP1-géncsendesitett WM115 AQP1sejtekben az F-aktin-
polarizacio lecsokkent a migralé sejtek plazmamembranjanak migracié iranyaba esé

részén, ezaltal ezek a sejtek nem képesek haldzatképzésre (Monzani, Bazzotti et al. 2009).

A melanoma sejtek a neurogén mimikri jelenségét alkalmazzak a cerebralis
mikrokdrnyezethez vald adaptacié soran (Nygaard, Prasmickaite et al. 2014), s rendkiviil
hatékonyan jutnak 4t a vér-agy gaton, bar a folyamat molekularis hattere egyeldre
részleteiben nem tisztazott (Wilhelm, Molnar et al. 2013). A vér-agy gat Osszetett

szerkezetének koszonhetden az agyi metasztazis képzés rendkiviil komplex folyamat, mely
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a daganatsejtek szamara lényegesen hosszabb id6t vesz igénybe mas szervekbe torténd

extravazaciohoz képest (Paku, Dome et al. 2000). A melanomasejtek vér-agy gaton vald
keresztiiljutasahoz sziikséges a PLEKHAS5 és heparanaz gének expresszidja (Jilaveanu,
Parisi et al. 2015). Az extravazacioban fontos szerep jut a konnexin 26 gap junction
fehérjének (Cx26), és a CCR4 kemokin receptor expressziojanak (Gaziel-Sovran, Osman
etal. 2013).

Egy experimentalis kutatasban a kutdan melanoma intra-és extracranialis attétképzését
hasonlitottdk  6ssze molekularis profilanalizissel, melynek soran az agyi
metasztazisképzésben a PI3K/AKT jelatviteli at, mig az extracranialis metasztaziokban a
SGK3, SGSM2 and ELOVL2 gének feliilszabalyozddasat irtak le (Chen, Chakravarti et al.
2014).

Az aquaporin vizcsatornak bizonyitottan eldsegitik a tumorsejtek extravazacios képességét,
a sejtvolumenben létrejovo gyors valtozasokkal, melyet az ereken keresztiil préselodd
tumorsejtek alakvaltozasa kisér (Hu and Verkman 2006). Kutatocsoportunk elsdként
demonstralta, hogy az intracranialis metasztazist adé primer melanomak AQP1
expresszidja szignifikdnsan magasabb az extracranialis metasztazisokhoz képest. Az
AQP1 feliilszabalyozodasa a 7pl4.3 kromoszoma régioban lokalizdloddo ezen gén
kopiaszdm emelkedésének tulajdonithatd. Korabbi vizsgélatok alapjan a 7-es kromoszéma
poliszomiaja viszonylag gyakori jelenség melandémaban, mely szamos gén, igy tobbek
kozott — az AQP1 és az EGFR - kopiaszam emelkedését eredményezheti (Rakosy,
Vizkeleti et al. 2007). A metasztazis-gének két csoportba sorolhatok, a Gn. metasztazis-
inicidlo illetve metasztazis-fenntartd génekre. Az AQP1 nagy valdszintiséggel a human
melanoma metasztazis iniciald génjei kozé tartozik, mely sziikséges az intra-é¢s az

extravazacid folyamatéhoz.

Az AQPI tumorprogresszioban betoltott szerepével kapcsolatos irodalmi adatokat és sajat
megfigyeléseink azt sugalljak, hogy az AQPI1 fehérje expresszio a melanoma malignum
agyl metasztazisképzésének lehetséges prognosztikus markere, mely a kozeljovOben
lehetséges terapids célpontként szolgdlhat. A pontos mechanizmus felderitése céljabol

ugyanakkor tovabbi experimentalis és klinikai vizsgalatok elvégzésére van sziikség.
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Kovetkeztetések

Kimutattuk az AQP1 immunhisztokémiai kifejez6dését primer kutdn melanomaban
szenvedd betegek két kiilonb6zo becsiilt prognozissal rendelkezd csoportjaban.
Szignifikdnsan magasabb AQP1 H-score értékeket detektaltunk a magas rizikdju
melanomas betegek csoportjaban az alacsony rizikoju betegekkel 6sszehasonlitva.

A BRAF V600 mutacio jelenléte szignifikansan alacsonyabb volt az alacsony
rizik6ji  kohorszban, mint a magas rizioji betegek esetében. Szignifikans
Osszefliggést detektaltunk az AQP1 kifejezédés és a BRAF V600 mutacid
megjelenése kozott.

Az AQP1l-pozitiv kutdn melanomas eseteknél mind a progressziomentes talélés,
mind a teljes talélés szignifikansan csokkent az AQP1-negativ kutan melanomas
esetekkel 0sszehasonlitva.

Az intracranialis attéttet hordozo betegek (M1d) teljes talélése vizsgalatunkban is
szignifikansan alacsonyabb volt a tobbi attétes melanoméaban szenvedd beteggel
Osszehasonlitva, mely megfelel az irodalomban ismert adatoknak.

A primer tumor intratumoralis kapillarisai AQP1 fehérje tekintetében prominens
pozitiv reakciét mutattak, mig az AQP1-pozitiv melanoma sejteket kiilonboz6
citoplazmatikus és membranasszocidlt reakcid jellemezte egyenletes eloszlasban. Az
AQP1-pozitiv melanoma sejtek egyenlétlen eloszlast mutattak az intracerebralis
metasztazismintakban, az AQP1l-pozitiv tumorsejtek a mikroerektl tavolabbi
teriileteket foglaltak el, mig a vaszkularis struktarakkal szomszédos melanoma sejtek
kevésbé fejezték ki az AQP1 fehérjét.

Az intracranialis attétet add primer tumorok AQP1-kifejez6dése szignifikansan
magasabb az extracranialis attétet ado primer melanomakénal.

Az Osszetartozd primer €s metasztatikus melanomak 6sszehasonlitdo elemzése soran
az  AQPI1-fehérje expresszid szignifikdns csokkenését dokumentéltuk az

intracranialis progresszi6 soran.
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7 Osszefoglalas

A melanoma malignum (MM) biologiailag a legagresszivebb rosszindulati bértumor,
melynek incidenciaja vilagszerte dramai novekedést mutat. A melanoma progressziojat
befolyasoldo molekularis mechanizmusok megismerése alapvetd fontossagu a hatékonyabb
terapidk kidolgozasa céljabol. Az elmult évtizedekben szamos tumortipusban
dokumentaltdk az AQPI1-expresszid prognosztikai jelentségét, kutdn melanoméban
ugyanakkor a kozelmultig csak experimentalis vizsgalatokbdl szarmazo6 adatok utaltak a

fehérje potencialis tumorbiologiai jelentdségére.

Vizsgalataink soran sikeresen igazoltuk az AQP1 fehérje kifejezddését human
melanoméaban szenvedd betegek daganatsejtjeiben. A fehérje expresszio kvantifikacidja
soran igazoltuk, hogy a rosszabb véarhat6 prognoézissal rendelkezd primer kutdn melanomak
nagyobb mennyiségben fejezik ki az AQP1 fehérjét. Ez a kiilonbség az alacsony rizikoju
(I-1I stadium) és magas rizikoju (III-1V stadium) attétetes daganatok, valamint az extra- és
intracranialis progressziot mutato attétes daganatok Gsszehasonlitasa soran is kimutathatd
volt. Az AQP1 fehérje megjelenése szignifikans dsszefiiggést mutatott a daganatos betegek
progressziomentes ¢€s teljes tulélésével egyarant, a teljes talélés 6nalld prediktoraként
ismert BRAF V600 mutacio jelenlétével pedig direkt korrelaciot mutatott az AQP1 fehérje

expresszioja.

Az Osszetartozo primer €s metasztatikus melanomak Osszehasonlitdo elemzése soran az
AQP1 fehérje expressziojanak szignifikans csokkenését dokumentaltuk az intracranialis
progresszi6 soran. Az AQP1 fehérje tumoron beliili eloszlasa tekintetében pedig azt
talaltuk, hogy az intracranialis metasztatikus mintakban az AQP1-pozitiv tumorsejtek a
mikroerektdl tavolabbi teriileteket foglaltak el, mig a vaszkularis struktirakkal szomszédos
melanoma sejtek kevésbé fejezték ki az AQP1L fehérjét. Ez a két megfigyelés egyarant a
hypoxia AQP1 indukélo hatdsara enged kovetkeztetni. Eredményeink jol illeszkednek a
korabbi in vitro kisérletekhez és mas tumorokhoz kapcsolodo klinikai megfigyelésekhez,
reményeink szerint eldsegitik a melanoma attétképzésének jobb megértését. A jovOben
tovabbi in vitro és klinikai viszgalatok végzésére van sziikség az AQP1 molekula

tumorprogresszioban betdltott szerepének tisztdzasa céljabol.

58



DOI:10.14753/SE.2019.2278
8 Summary

Malignant melanoma (MM) is the most aggressive cutaneous malignancy with
dramatically growing incidence world-wide. The exploration of molecular mechanisms
responsible for the progression of melanoma is essential for the development of effective
new therapies. The prognostic role of AQP1 expression has been demonstrated in several
tumor types in the last few decades, however in cutaneous melanoma only experimental

findings supposed the potential role of the protein in the disease progression.

We have successfully demonstrated the expression of the AQP1 protein in the tumor
samples of patients suffering form malignant melanoma. Using the quantitative analysis
we have confirmed that the primary tumors with worse prognosis were characterized by a
higher level of AQP1 expression. This difference could be documented comparing the low-
risk (Stage I-11) and high risk (Stage Il1-1V) tumors, as well as between the metastatic
melanomas with extra-cranial and intra-cranial progression. The expression of the AQP1
protein was significantly associated with the decreased progression free survival and
decreased overall survival, while it showed direct correlation with the presence of the
BRAF V600 mutation, a previously identified predictive molecular marker of the overall
survival. We have documented the decreased expression of AQP1 during the intra-cranial
progression of the disease by comparative immunhistochemical analysis of coherent
primary and metastatic tumor samples. The intra-tumoral distribution of AQP1 showed a
specific pattern in the intra-cranial metastases, with higher abundancy of the protein in the
tumoral regions more distant from the vascular structures. These two observations suggest

the role of hypoxia in the induction of AQP1 expression.

Our findings fit into the picture drawn by previous in vitro experiments and clinical
observations on other tumors, and hopefully they enhance the understanding of melanoma
progression. Our results certainly call for further experimental and clinical investigations
of AQP1 expression, in order to determine the eventual value of this interesting molecule

as a potential prognostic marker, or therapeutic target in cutaneous melanoma.
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