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1 Roviditések jegyzéke

Azokat a roviditéseket tiintettem fel, melyek a dolgozat szovegének tobb bekezdésében

is elofordulnak.

ABCD-szabaly

ACTB

a-MSH

ARF

ATP

AXxin

BSA

calcein-AM

CAMP

CCND1

CDC

CDK

CDKN2A

cDNS

CHK

CIP/KIP

CL

CN

Coll7a

A - aszimmetria, B - hatarvonal, C - szin, D - atmér6 > 6 mm vagy

kiilonféle egyéb strukturak

B-actin gén

alfa melanocyta-stimulalé hormon

,alternate reading frame”

adenozin-trifoszfat

,,axis inhibition protein”
szarvasmarhaszérum-albumin (,,bovine serum albumin’)
calcein-acetoximetilészter

ciklikus adenozin-monofoszfat

cyclin DI gén

,cell division cycle”

cyclin-dependens kinaz

cyclin-dependens kinaz inhibitor 2A
komplementer DNS

,,checkpoint kinase”

,CDK interacting protein/kinase inhibitory protein”
intracellularis hurok

kozonséges naevus (,,common nevus”)

kollagén XVII, BP180



CSD

cT
CT
Cx
Dil
Dkk
DN
DNS

DP

EDTA
E2F
EMT
ERK
FBS
GEO
GJ
GSK3p
GTP
INK4
KitL

LogFC

kronikus  napfénykdrosodassal — 0sszefiiggé  (,,chronically  sun-

damaged”)

,»cycle threshold”

C-terminalis domén

connexin
1,1’-dioktadecil-3,3,3°,3’-tetrametilindokarbocianin-perklorat
Dickkopf-fehérjék

dysplasticus naevus

dezoxiribonukleinsav

,dimerization partner”

1.) extracelluléris hurok; 2.) glutaminsav
etilén-diamin-tetraecetsav

»adenovirus early gene E2 promoter binding factor”
epithelialis-mesenchymalis transitio
,extracellular signal-regulated kinase”
magzati borjuszérum (,,fetal bovine serum”)
Gene Expression Omnibus

réskapcsolat (,,gap junction™)

»glycogen synthase kinase 33”
guanozin-trifoszfat

,,inhibitor of CDK4”

Kit-ligand

,,Jog-fold-change”

transzmembran szakasz



MAPK
MC1R
MCM
MDM
MEK
MITF
MMet
MMP
MRNS
Myc
NF1
NIH
NRAS
NT
Pax
PBS
PCR
PI3K
PIP2
PIP3
PM
PRAME

PTEN

mitogén-aktivalt proteinkinaz

melanocortin-1 receptor

,minichromosome maintenance protein”

,;murine double minute”

,,MAPK/ERK kinase”

microphthalmia-asszocialt transzkripcios faktor
attéti melanoma

matrix-metalloprotedz

,messenger” RNS

myelocytomatosis

neurofibromin 1

Nemzeti Egészségligyi Intézet (,,National Institutes of Health™)
neuroblastoma + RAS

N-termindlis domén

,»paired box”

foszfat-pufferelt sooldat (,,phosphate-buffered saline™)
polimeraz lancreakci6 (,,polymerase chain reaction”)
foszfatidilinozitol-3-kinaz
foszfatidilinozitol-4,5-bifoszfat
foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfat

primer melanoma

,preferentially expressed antigen in melanoma”

,phosphatase and tensin homolog”



gRT-PCR

RAF
RAS
RB
RNS
RQ
SD
Src
SSM
SWI/SNF
TBS
TBST
TE
TERT
TGF
Top2a
TP53
USA

uv

WAF

Wnt

valos idejli reverz transzkripcidés PCR (,,real-time quantitative reverse

transcription PCR”)

,rapidly accelerated fibrosarcoma”

,,rat sarcoma”

retinoblastoma

ribonukleinsav

,relative quotient”

standard deviacio

sarcoma

felszinesen terjedd melanoma (,,superficial spreading melanoma”)
,,Sswitch/sucrose non-fermentable”
trisz-pufferelt sooldat (,,tris-buffered saline”)
Tween-20-at tartalmaz6 TBS

trisz-EDTA

telomeraz reverz transzkriptaz

transzformalo névekedési faktor (,,transforming growth factor™)
topoizomeraz II alfa

tumor protein 53 gén

Amerikai Egyesiilt Allamok

ultraviola, ibolyan tali

valin

,,wild-type p53-activated fragment-1~

,wingless” + Intl



2 Bevezetés

Melanoméaban (melanoma malignum) évente szazezrek betegszenek meg ¢és tizezrek
hunynak el vilagszerte, a betegség incidenciaja pedig, a primer daganat szembedtld
lokalizacioja és a kiterjedt sziirOvizsgalatok ellenére folyamatosan emelkedik (1). A
bdérben 1évé melanocytdk rosszindulati daganatdnak patogenezisében az ibolyantuli
(ultraviola, UV) sugarzas jatszik kulcsszerepet — éppen az a koérnyezeti faktor, melynek
karos hatasait e sejtek lennének hivatottak kivédeni, az altaluk termelt melanin pigmentek

fényabszorpcios hatasat kihasznalva.

2.1 Melanocytik szerepe - melanoszoma, melanin

Az emberi bor bazilis sejtrétege négyzetmilliméterenként 900—-1500 darab, Osszesen
mintegy 3 milliard melanocytat tartalmaz (2, 3) (1/A. abra). Az altaluk termelt melaninok
a melanoszomaknak nevezett intracellularis vezikulumokban képzddnek, majd ezutan
ezrével transzportalodnak a kiiltakaré hadmsejtjeibe. A keratinocytdk sejtmagvai koriil
felgyiilemld, melanoszomakba zart melanin védi a genetikai alloméanyt a mutagén hatast

UV-sugarzastol, annak nagy részét hdvé alakitva at (1/B. abra).

2.2 A melanocytak fejlodéstana és miikodése

Gerincesekben a melanocytak ducléc eredetii sejtek (4) (1/C. abra). A ducléc (,,neural
crest”, crista neuralis) embrionalis, multipotens sejtpopulacio, mely a hagyomanyos nézet
szerint az ectodermabol alakul ki, a vel6lemez (,,neural plate”) és a nem-neuralis
ectoderma hataran (,,neural plate border”) (5, 6). A duclécsejtek vandorlasa és
differencidlodasa soran egyarant kialakulnak ectodermalis derivdtumok (melanocyték,
periférias idegsejtek, gliasejtek, mellékveseveldsejtek), de ectomesenchymalis sejtek is
(porc, csont és zsir a feji régidban). A melanoblastok emldsdkben a dorsolateralis
utvonalon, a somitdk mogott haladnak az ectodermdbdl fejlodd epidermis (felham) felg,
mikozben proliferacidjuk is zajlik, mig az idegsejtekke és glidkka alakuld neurogén sejtek
a ventralis utvonalon vandorolnak. Azonban az idegek mentén haladd6 Schwann-sejt
prekurzorok ugyancsak képesek melanocytakka differencialodni (7). Az epidermist elérd
melanoblastok intenzivebb proliferacioba kezdenek és differencidlodnak, a kolonizéacio

soran a Kit tirozinkinaz jeltitvonal aktiv.
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1. abra. A: Mikroszkopos felvétel az emberi bor rétegeir6l (hematoxilin festés), melan A
immunjeldléssel hyperplasias melanocytak latszanak (piros). B: A melanocytak funkcidja.
UV-expozicid hidnyaban a keratinocyték (kék) TGF-B-t szekretalnak, melyek a melanocytak
melanogenezisét (barna) gétoljék UV karosodas (lila) hataséara a felhémsejtekben a p53

fibroblast novekedem faktor 2 - FGF2), melyek a melanocytak plazmamembran receptoralhoz
(z6ld haromszogek) kotddve melanintermelést indukalnak. A melanogenezis 6 transzkripcios
faktora a MITF, melynek atirasat pl. a Pax3 transzkripcios faktor serkenti. A melanintartalmua
melanoszomak (barna korok) a komyez6 keratinocytakba transzportalodnak, ahol védik a
sejtmagot az UV-okozta karosodastol. C: Az embrionalis fejlddés soran a duclécsejtek (z6ld)
a vel6lemez (s6tétkék) €s a nem neuralis ectoderma (vilagoskék) hataran alakulnak ki, majd a
mesenchymaban (r6zsaszin) vandorolnak a célszervekbe. A melanoblastok a somitak (bibor)
mogott, a dorsolateralis uton (piros) vandorolnak a bdrbe, mig a neurogén sejtek a ventralis
uton (sarga), a somitak el6tt haladnak. Vandamme és Berx kozleménye alapjan (6).
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UV-sugarzas hatasara a bor keratinocytaiban a p53 aktivalodik, ami e sejtek altal termelt
ligandok (pl. alfa melanocyta-stimulalé hormon - a-MSH, Kit-ligand - KitL) révén a
vezet, amely a microphthalmia-asszocialt transzkripcios faktor (MITF) mitkodését inditja
el, melanintermeléshez és fokozod6 melanoszoma-forgalomhoz vezetve (6) (1/B. abra).
Sugarzasnak ki nem tett bdrteriileten a keratinocytak transzformald névekedési faktor-
bétat (,,transforming growth factor”, TGF) szekretalnak, ami a melanocytakban foszfo-
Smad2/3 (Smad: Sma + ,,mothers against decapentaplegic” - MAD) altali Pax3-gatlashoz
vezet (Pax: ,,paired box”), s ez blokkolja a melanintermelést. A TGF-f a sejtproliferaciot
is visszafogja, a p15"™K4 (INK4: ,inhibitor of CDK4”, CDK: cyclin-dependens kin4z)
fehérje kozvetitésével blokkolva a CDK4/6 miikodését (8).

2.3 A napsugdrzds hatdsai

A Napbol a Foldre érkezo elektromagneses sugarzas energiajanak legnagyobb részét a
lathatd fény és az infravords tartomany teszi ki, csupan csekély héanyada a kis
hulldmhosszi Rontgen- és UV-sugérzas, valamint a nagyobb hulldmhossza radidhullam
(9-11). A légkorben a napsugarzas kb. 20%-a nyelddik el; a foldfelszint eléré UV-
tartomany 95%-a UVA (320-400 nm), 4-5%-a UVB tartomanyl. Az emberi bérben az
UVB az epidermisnél mélyebbre nem terjed, az UVA a dermis (irha) aljaig eljut. Az UVB
felelds a D-vitamin szintéziséért, a késleltetett napbarnuldsért (,,delayed tanning”,

melanogenezis), de a napégésért (erythema) €s karcinogenezisért is.

Az UV-sugarzas kéros hatdsaiért egyrészt a kozvetlen dezoxiribonukleinsav (DNS)-
karositas (szomszédos pirimidinek kozott 1étrejovo kovalens kotések (12)), masrészt az
oxidativ stressz felel, valamint az ezek kovetkeztében 1étrejott gyulladdsos reakciok. A
tartos, nem szandékos napfényhatas (,,non-intentional sun exposure” - pl. kiiltéri munka)
els6sorban a laphdmrdk, mig az iddszakos, szandékos és intenziv UV-expozicid
(,,intentional sun exposure”: napozas €s szolariumhasznélat) els6sorban a melanoma
kockazatat noveli, a basaliomaét pedig mindketté (13-15). A két ham eredetii daganatot
Osszehasonlitva a fehérek és 4zsiaiak korében a basalioma, mig a feketék és indiaiak
kozott a laphamrak a relative gyakoribb (16). A fehér borszin 70-szeres borrakkockazattal

jar a feketéhez viszonyitva (17).
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2.4  Benignus melanocytds daganatok

2.4.1 Benignus melanocytdas naevus

A festéksejtes anyajegyek (naevus pigmentosus) melanocyta eredetii benignus daganatok
(18, 19). Rendkiviil gyakoriak; a kaukazusi rasszba tartoz6 emberek borén atlagosan 15—
30 kozonséges szerzett festéksejtes anyajegy fejlodik ki, mig mas rasszoknal 10 vagy
kevesebb (20, 21). A ko6zonséges naevusok altalaban 4 mm-nél kisebb, jol koriilhatarolt
borelvaltozasok. Az epidermisre korlatoz6d6 forma a junkciondlis naevus, ami tovabb
novekedve a dermis felé terjed, ekkor ,,compound” (= kevert) naevusrol beszéliink. Az
intradermalis naevus mar csak az irhat érinti, majd az évek soran a tumor regredial. A
naevusok nagyobb szama, mérete és atipusos elhelyezkedése fokozza a melanoma
malignum kialakulasanak kockazatat (22, 23). A benignus naevusok nagy része
BRAFV%E  aminosavcserét okozé mutaciét hordoz (RAF: ,rapidly accelerated
fibrosarcoma”; V: valin; E: glutaminsav), s ezek kronikus napfénykarosodassal 0ssze
nem fliggd (,,non chronically sun-damaged”, non-CSD) melanomakka fajulhatnak el (3)
(2. abra). A BRAFV®E mutacié a mitogén-aktivalt proteinkindz (MAPK) utvonalat
aktivalja, és Oonmagaban elégséges a naevus létrejottéhez (24, 25). A korosan aktiv
teljes, atmeneti ledllasat eredményezi, igy azok megoregedett sejtekre emlékeztetnek
(senescencia-szer(i allapot), azonban pl. UV-sugarzas, inkomplett eltavolitasi kisérlet

vagy immunszuppresszio hatasara képesek ujra osztodni (26).

2.4.2 Dysplasticus naevus

A sporadikusan eléforduléd dysplasticus naevus incidenciaja a kaukazusi populacidkban
becslések szerint 2-8% (27). Dermatoszkopos vizsgalattal (ABCD-szabaly: A -
aszimmetria, B - hatarvonal, C - szin, D - atmérd > 6 mm vagy kiilonféle egyéb strukturak)
tobbségiik az egyértelmiien benignus naevusok és a malignus melanomak kozott
képeznek atmenetet (28, 29) (2. abra). Az amerikai Nemzeti Egészségiigyi Intézet
(,,National Institutes of Health”, NIH) 1992-es ajanldsa szerint az atipusos naevus
kritériumai: 1.) architekturdlis rendellenesség aszimmetridval, 2.) szubepidermalis
fibroplasia, 3.) lentiginosus melanocyta-hyperplasia, eltéré méretii, orsdsejtekbdl vagy

epitheloid sejtekbdl allo sejtfészkekkel, melyek hidakat képeznek a szomszédos
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hambehtzodasok kozott (30). Néhany intraepidermalis melanocyta és ezek fészkei
jellemzé moédon talterjednek a f6 dermalis elvaltozason. A vérerek koriil €s a dermalis
kotészovetben gyakran figyelheté meg lymphocyta- és histiocyta infiltracio is. A

naevussejtek atipidja nem mindig mutathaté ki. 1993-ban az Eurdpai Rakkutatasi és

| | | lexulceracié |
Epidermis 3 = i i =
| == = = | pagetoid terjedés 2 "
PP [ [ LAt | el 111 T Ll ] T R UL
SRR 1 oy Cailcrd LG G a7
L G S U s L L "—\—{ T
o idermalis® - A A 4 [EMT @
Dormis szubepidermalis e - o - N\ anf {
fibroplasia fehérvérsejt- bog A érbetorés Ml
besziirédés S .
fehérvérsejt-beszlirédés
Hypodermis
Benignus Intermedier elvaltozas In situ Invaziv melanoma  Elérehaladott melanoma
naevus  (dysplasticus naevus) melanoma (radialis terjedés) (vertikalis terjedés)
Mutéciok: és attéti melanoma
BRAFV600E BRAF+TERT BRAF+TERT  CDKN2A TP53
NRAS+TERT NRAS+TERT  SWI/SNF gének PTEN
CDKN2A NF1 (ARID1A, ARID1B,
CDKN2A ARID2)
Lentigo maligna: LMM: Kit
BRAFV600K

PONTMUTACIOK
KOPIASZAM-VALTOZASOK

PROLIFERACIO

Génexpresszids és bioldgiai valtozasok:

Wnt5A | Wnt5A 1
Whnt/B-catenin utvonal, E-cadherin |, N-cadherin t
MITF EMT

MMP2/9

2. abra. A melanoma progresszios modellje, Shain és mtsai., Prasad és mtsai., valamint
Bertolotto kdzleményei alapjan (25, 52, 54). A non-CSD melanomak de novo vagy megel6z6
naevus talajan fejlédnek ki. A kozonséges naevusok tipikusan BRAF V%% mutaciot hordoznak,
mig a dysplasticusok eltérd karosodasokat is szerezhetnek (pl. egyéb BRAF, NRAS, TERT
mutaciok, egy allélt érint6 CDKN2A eltérések). Mivel a dysplasticus naevus és az in situ
melanoma kozotti atmenet gyakran bizonytalanul hatdrozhaté meg, igy Shain és mtsai az
intermedier elvaltozas megnevezést javasoljak. Az in situ melanomak genetikai karosodasai
megfigyelték. Invaziv melanomaban a fentieken kiviill a CDKN2A két allélt érintd
funkcidvesztd mutacidja és a SWI/SNF kromoszoma-remodellaldo gének kéarosodésa is
jellemz6, a progresszid soran pedig a TP53 és PTEN gének funkcidvesztése jelentkezik. A
betegség elorehaladtaval a genetikai karosodasok felhalmozodnak, és a sejtproliferacio is
intenzivebbé valik. Az invaziv melanoma progresszidjanak kulcsfontossagi eseménye a
radialis terjedést felvaltd vertikalis novekedés. El6bbit alacsony WntSA expresszio és a
kanonikus Wnt/B-catenin jelut aktivitasa jellemzi, mig az utobbiban a Wnt5A expresszioja és
hatasa fokozodik, az E-cadherint hattérbe szoritja az N-cadherin, EMT torténik, és a
mikrokdrnyezet lebontasat MMP-k segitik. CSD melanoma esetén nincs megel6z6 benignus
elvaltozas. Az in situ lentigo maligna, tipusosan BRAF non-V600E mutaciot hordoz, mig az
invaziv lentigo maligna melanomaban gyakori az aktivalo Kit-mutécio is.
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Rékkezelési Szervezet (,,European Organisation for Research and Treatment of Cancer”)
Malignus Melanoma Egylittmiikodési Csoportja mas kritériumokat nevezett meg: 1.)
melanocytak, valamint ezek valtozé alaku sejtfészkeinek intraepidermalis proliferacioja,
az egyes fészkek kozott gyakran hidakat is képezve, 2.) egyes melanocytak nagy,
valtozdan pleomorf maggal birnak, 3.) lympho-histiocytas infiltraci6 az epidermisben. A
diagnézishoz a harom felsorolt kritérium koziil legalabb kettdnek a jelenléte sziikséges
(31). A dysplasticus naecvusok nem kozonséges naevusokbol, hanem de novo alakulnak
ki, vezetd mutacidik is eltérhetnek, a mutacids terhelés (,,mutation burden”) magasabb,
mint kozonséges naevusok esetében (3) (2. abra). Sporadikus formaban az NRAS (N:
neuroblastoma, Ras: ,rat sarcoma”) és a BRAF mutacioi gyakoriak (25). Az érintett
személyeknél kozel négyszer nagyobb a melanoma kifejlédésének rizikdja, és a

dysplasticus naevusok szamanak novekedésével ez még magasabb lehet (32, 33).

A familidrisan halmoz6dé dysplasticus naevus szindroma olyan csirasejtes mutaciokkal
transzkriptaz) promotert és a CDKN2A (cyclin-dependens kindz inhibitor 2A) gént is
érinthetik (3, 25, 34, 35).

2.5 Malignus melanoma

A melanoma malignum melanocyta eredetli rosszindulati daganat, mely az esetek tobb

mint 95%-aban a borén alakul ki (14, 18).

25.1 A melanoma incidenciaja

Napjainkban, a fold kozel nyolcmilliard f&s népességében (36) évente kozel
haromszazezer U melanomas beteggel kell szamolni, életkorra standardizélva (,,age-
standardized rate”, ASR) 3,1/100000 f&vel, azonban incidenciaja folyamatosan
novekszik (37). El6fordulésa a javarészt vilagos borti, Eurdpa északi részérdl szarmazo,
és a déli 6zonlyukhoz kozel fekvé Ausztralidban a legmagasabb (38), ahol az ASR
incidencia 40,3 illetve 30,5/100000 f6 (férfiak ill. nék esetében), de Eszak-Amerikaban
(16,1 1l11. 12,2) és Eurdpaban (8,6 ill. 8,9) is jelentds. Dél-Amerikaban ennél alacsonyabb
(2,9 . 2,2), mig Afrikaban (1,0 ill. 1,1) és Azsiaban (0,5 ill. 0,4) a legalacsonyabb (39)
(3. abra). Eurdpan beliil Svajcban (19,2) és az északi orszagokban (14,0 ill. 15,4)
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Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, all cancers, both sexes, all ages

ASR (World) per 100 000

416.6-468.0
365.3-416.6
313.9-365.3
262.6-313.9

211.2-262.6
159.9-211.2
108.5-159.9 [l Not applicable
57.2-1085 No data

3. abra. A melanoma ASR incidenciaja a Fold orszagaiban. Forras: Ferlay et al. (2020).
Global Cancer Observatory: Cancer Today. Lyon, France: International Agency for Research
on Cancer. https://gco.iarc.fr/today/ online-analysis-map , elérve: 2020.09.09. IARC/WHO
engedélyével

gyakoribb, mig a déliekben ritkabb (8,1-8,3/100000 {6). A kozel 10 millio lakost
Magyarorszagon 2001-ben még 1292 1j esetet jelentettek be a Nemzeti Rakregiszternek,
azonban 2013-ban mar 2375 volt ez a szam (40, 41).

A melanoma eléforduldsanak esélye az ¢letkor eldrehaladtdval nd, de az utobbi
évtizedekben a 2540 éves korosztalyban is egyre gyakoribba valt (42). Ennek egyik oka
a légkori oOzonréteg elvékonyoddsa, a masik pedig az elterjedt napozds ¢és
szolariumhasznalat (,,indoor tanning”). A gyermek- és serdiilékorban elszenvedett sulyos

napégések pedig megduplazzak a felndttkori melanoma kialakulasanak kockazatat (43).

Osszességében a melanoma mortalitasa, életkorra standardizalva, 1/100000 £ alatt van,
és nSkben alacsonyabb, mint férfiakban. A mutatoszam Azsidban (0,3 férfiak és nék
esetében is), Afrikdban (0,5 ill. 0,7) és Dél-Amerikaban (1,0 ill. 0,6) alacsonyabb, mig
Eurdpaban (2,0 ill. 1,3), Eszak-Amerikaban (2,6 ill. 1,2) és Ausztralidban (5,9 ill. 2,4)
magasabb az atlagnal (39). Magyarorszagon a melanoma 2013-as halalozasa 349 {6 volt,

tehat az incidencia egy hetede (41).
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2.5.2  Molekularis genetikai elvaltozasok melanomaban

A melanoma rendszerint kiilondsen nagyszamu (megabazisonként akar tobbszaz)
szomatikus mutacioval terhelt daganat (44). Kévetkezményként a ndvekedési utvonalak
¢s sejteiklus deregulacioja kontrollalatlan proliferaciohoz vezet. A nagy szamu genetikai
karosodas koziil azonban nem egyszerl szétvalasztani a vezetd (,,driver”) és kisérd

(,,passenger”) eltéréseket.

2.5.2.1 MAPK utvonal

Melanomakban a leggyakoribb onkogén hatds a MAPK (masként RAS/RAF/MEK/ERK)
szignaltranszdukcios Gtvonal koros aktivitasa (34, 45) (2. és 4. abra). A RAS fehérjék a
plazmamembran belsd felszinéhez k6tddd kis G-fehérjék, melyek guanozin-trifoszfatot
(GTP) kotve aktiv, guanozin-difoszfatot (GDP) kotve inaktiv allapotban vannak (46). Az
aktivaciojukat fizioldgiasan és némely neoplasztikus esetben is ndvekedési faktor-
receptorok (melanomaban pl. a Kit, Met, EGFR ,,epidermal growth factor receptor”)
ligandkotése, ill. feliilregulacioja vagy talmiikddése okozza, ami a RAS-jelut tovabbi
elemeit is mitkodésbe hozza: melanoméban a BRAF-ot és CRAF-ot, melyek aktivaljak a
MEK-et (, MAPK/ERK kinase”), ami pedig az ERK-et (,,extracellular signal-regulated
kinase”) hozza miikddésbe, a sejtciklus beinditasaért felelds tovabbi résztvevoket,
transzkripcids faktorokat aktivalva. Az NF1 (neurofibromin 1) az NRAS miikddését
gatolja a GTP hidrolizisével (47). UV-indukalt melanomaban a BRAF >40-50%-ban, az
NRAS 15-30%-ban mutans (mar a tumorgenezis korai szakaszaban is) (48); mig a MITF
amplifikacidja 10-20%-ban, a Myc (myelocytomatosis) amplifikacioja 8%-ban, az
EGFR-amplifikacio 7,4%-ban, a Kit-mutacié pedig Osszességében 1-3%-ban (de
acrolentiginosus, mucosalis és lentigo maligna melanoméban akér tizszer gyakrabban)
fordul el6 (34, 44, 45). Ugyancsak gyakori, 10-15%-o0s az NF1 funkcidveszté mutacio
aranya (3, 44, 49). Ezek alapjan a Rakgenom Atlasz (The Cancer Genome Atlas) négy
melanoma genom-altipust kiilonboztet meg: BRAF-mutans, NRAS-mutéans, NF1-mutans

és tripla vad (50).

2.5.2.2 PI3K/Akt Gtvonal

Leirtdk melanomakban a PI3K/Akt (PI3K: foszfatidilinozitol-3-kinaz) jelatviteli ut
zavarait is (34). A PI3K/Akt utvonal kulcseseménye a foszfatidilinozitol-4,5-bifoszfat
(PIP2) foszforilacidja foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfatta (PIP3) (51). Ezt kiils6 és bels6
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(pl. RAS vagy mutans Kit altali) szignalok hatdséra a PI3K katalizélja, mig a PTEN
(,,phosphatase and tensin homolog”) gatlo fehérje ezzel ellentétes hatasu (52). Az aktivva
valt PIP3 az Akt-ot hozza miikddésbe, amely tovabbi, a sejtosztédas iranyaban hatd

folyamatokat, transzkripcios faktorokat indit be. A sporadikus melanomak 60%-aban az
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4. abra. A melanomakban érintett legjelentdsebb novekedési jelutak. A genetikai karosodasok
gyakorisagat a %-ban megadott érték jeloli. A MAPK utvonal (sarga) egymast aktivalo tagjai
sorrendben: RAS, RAF, MEK, ERK. A RAS egy kis-G fehérje, melynek hatasat az NF1
antagonizalja a GTP hidrolizisével. A PI3K /Akt utvonal (lila) fontosabb 1épései: a PI3K
komplex a PIP2-t PIP3-ma foszforilalja, mely az Akt fehérjét aktivalja. A PTEN foszfataz
hatasa a PI3K-éval ellentétes. Kanonikus Wnt/B-catenin jelut (barackszin) soran a Wnt ligand
kotédése a ,,frizzled” (Fzd) receptorhoz és az alacsony denzitasu lipoprotein-receptorhoz
kapcsolodo fehérjékhez (LRP5/6) a B-catenint destruald komplex felbomlasahoz vezet, igy a
felhalmoz6d6 B-catenin a sejtmagba transzlokalodhat, serkentve pl. a MITF és Myc
transzkripciojat. A nem-kanonikus Wnt utvonalak (zo6ld) tobbek kozott a kanonikus jelat
tagjait gatoljak, valamint a sejtmozgast serkentik. Vilagoskékkel a fenti utvonalakon kiviili
egyéb géntermékeket jeldltem, melyek karosodasa a melanomagenezis soran jelent0séggel
birhat. (GF: novekedési faktor, GFR: novekedési faktor receptora). Balla Péter abrajanak
modositasaval, az engedélyével (46).
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Akt3 szelektiv aktivaciojat (53), kés6i stadiumu daganatok kb. 20%-aban (vagy akar
60%-aban) pedig a PTEN hianyat figyelték meg (25, 34, 54, 55). A PTEN hianya is Akt-
aktivaciohoz vezet, amely viszont a cyclin D1 fokozott szintézisét és apoptozis-gatlast
eredményez. A PI3K/Akt Gtvonal aktivitdsanak szerepe van a daganat invazivitasaban is,
hozzajarul az epithelialis-mesenchymalis transitiohoz (EMT), fokozza a sejtmotilitast,
valamint tobbek kozott a matrix-metalloproteaz 9 (MMP9) aktivitasat, mely pl. a

bazalmembran lebontasahoz jarul hozza (54).

2.5.2.3 Wnt utvonalak

A naevusokban magas expressziot mutaté Wnt5SA (Wnt: ,,wingless” + Intl) ligand (mely
nem-kanonikus Wnt utvonalat indit) a radialisan terjedd melanomakban lecsokken, majd
vertikdlisan novekedd és attéti melanomdkban ismét fokozodik, tovabba hozzajarul a
sejtmigraciohoz és EMT-hoz (52, 54, 56). Az invazivitast tamogatd WntSA-jeltt
alapvetden a sejtproliferaciot serkentd, kanonikus Wnt/B-catenin utvonalat antagonizalja.
A kanonikus Wnt/B-catenin jelit a melanomak 30%-aban aktiv, amihez hozzéjarul a
negativ szabalyozo faktorok (pl. Dickkopf-fehérjék — Dkk, Wnt inhibitor faktor-1 —
WIF1, ,secreted frizzled-related protein”-ek — sFRP) csokkenése vagy a [-catenin
lebomlast gatld mutacidja ill. az Gtvonal egyéb tagjainak mutéacidja (pl. WIF1, sFRP, a -
catenin-t destruald komplex tagjai: ,,adenomatous polyposis coli” — APC, ,,axis inhibition
protein”-ek — Axin, ,.glycogen synthase kinase 33” — GSK3p). A kanonikus utvonal a f3-
proliferaciot pl. a cyclin D1, MITF és Myec transzkripciojanak fokozasaval. Ezen tal, a
daganat elleni immunreakciot is gatolja (56). A metasztazisképzésnek azonban nem
kedvez, ami a betegség prognozisa szempontjabdl eldnyds. A MITF szerepe az expresszio
aktivitasaval fiigg 6ssze: ha ez nagyon alacsony, a sejtoregedés iranyaban hat, de invaziv,
differencialatlan melanomasejtekben is alacsony a szintje; magas MITF-expresszid
esetén intenziven proliferalé majd differencialodé sejteket figyeltek meg. A MITF

sejttulélést segitd szerepét is leirtak.

2.5.2.4 Egyéb kiilonbségek radialis és vertikalis novekedés kozott
A radialis és vertikalis ndvekedésii melanomak kozaotti progressziot jol jellemzi a fokozott
EMT, a sejtadhéziok felbomlasaval, az E-cadherin csokkenésével, és az N-cadherin

expresszidjanak fokozodasaval (52, 56).
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2.5.2.5 Sejtciklus-szabalyozas

UV-indukalt melanomaban a sejtciklus-szabalyozdok génjei koziil a CDKN2A mutacidja
kb. 10%, delécioja tovabbi 30%, a cyclin D1 génjének (CCNDI1) amplifikacidja pedig
10-20% gyakorisagu (acralis ¢s mucosalis melanomakban még nagyobb) (3, 34, 44, 54).
Az invaziv melanomdk korai jellemzdje a két allélt érintdé CDKN2A-funkcidveszés, mig
a prekurzor 1éziokban (dysplasticus naevus, in situ melanoma) csak egy allélt érint6
mutacio figyelheté meg. Sporadikus melanomak eseteiben a CDK6 fokozott expressziojat
(57), a CDK4 amplifikaciojat, valamint az RB-t kodold RB1 (retinoblastoma) gén
inaktivalo mutaciojat is leirtak (58). A TP53 mutacidi (tumor protein 53 gén, a p53 génje;
10-25% — ritkabb, mint a legtobb szolid tumorban) a tovabbi progresszid soran alakulnak
ki, jellemzben vastag primer és attéti melanoméakban, a MAPK-ttvonal fent részletezett
fobb mutacioit kisérve (25, 44, 54). ,,Tripla negativ’ melanomakban inkabb az MDM?2
(25, 50). A TERT immortalizacidhoz vezeté mutacidja mar az invazivva valas eldtti
intermedier elvaltozasokban gyakori (az esetek kozel felében, Osszességében akar a
bérmelanomék 86%-4ban), valamint nem ritka melanomakban a SWI/SNF
(,,switch/sucrose non-fermentable”) kromatin-remodellalé komplexum tagjainak (pl.
ARID2: 7% ARIDIA: 2%, ARID1B: 2%; ARID: ,,AT-rich interaction domain”) hibaja
sem, mely kromoszoma-eltérésekkel jar (3, 25, 59, 60). A SWI/SNF komplex

fiziologidsan a gének expresszidjat szabalyozza a kromatinszerkezet atrendezésével.

2.5.2.6 Oroklott tényezok

A melanomak kb. 10%-a csaladi halmozdodast mutat (61). Familiaris melanomak 10—
40%-aban kimutattdk a CDKN2A gén germinalis mutaciojat (34, 62, 63). A gén altal
kodolt sejtciklusgatlo p14°RF (ARF: ,alternate reading frame”) és p16'N<% fehérjék
diszfunkcidja vagy hianya melanomaban a sejtproliferaciot segiti eld. Az érintett
csaladokban a hasnyalmirigy-adenocarcinoma és egyéb malignomak is gyakoribbak (64).
Mas familidris melanoma-esetekben, ritkan, a CDK4 gén csirasejtes mutacigjat irtak le,
ekkor az azonos nevii fehérie pl16™K4-kotd régidja valtozik meg, s nem képes
kapcsolodni a CDK-gatloval (65). Kisebb valdsziniiséggel, de melanoma fokozott
kockazataval jarhatnak bizonyos germinalis MITF, MCI1R vagy TERT allélvaltozatok is
(54).
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2.5.3 A melanoma onkogenezise, klinikai/szovettani altipusai

A melanomak kétharmada de novo alakul ki, kisebb hanyaduk egy megel6z6 festéksejtes
anyajegy talajan (66). Az in situ melanoma megnagyobbodott sejtmagvu, szabalytalanul
novekvo sejtekbol all, az epidermisen nem terjed til, azonban invaziv, non-CSD
(felszinesen terjedd) vagy kronikus napfénykarosodassal dsszefiiggd (CSD: lentiginosus)

melanomava fajulhat (3) (2. abra).

cpey

a BRAFV®E mutacio, hisztopatologiailag pedig a pagetoid terjedés, tehat az epidermis
valamennyi rétegét érintd fészkes vagy 0nallo sejtes szorodas jellemzd (hasonldan, mint
az adenocarcinoma-sejtek Paget-korban) (67). Felszines naevussejtek UV-sugarzas altal
A non-CSD melanoma invaziv, felszinesen terjedé melanomava (,,superficial spreading
melanoma”, SSM) progredidl, mely horizontalis (radidlis) novekedési fazissal indul,
késébb azonban vertikalis fazisba valthat at és kifekélyesedhet. Az SSM Gsszességében
az invaziv bormelanomak kozel 70%-at adja, bar a kaukazusitdl eltérd rasszokban ennél

Iényegesen kisebb az aranya (68-70).

Vertikalis terjedési fazisban a tumort infiltraldo lymphocytéak jelenléte a melanoma elleni
hatékony immunvalaszra utalhat, azonban prognosztikai jelentdségérdl megoszlanak a
vélemények (71-74). Ebben a novekedési fazisban szamitani lehet a daganat vér- vagy
nyirokerekbe torésére, ami az attétképzés elofeltétele (75, 76), valamint gyakori a gyors
novekedés és ischaemia okozta kifekélyesedés is (77). Exulceralt melanoma esetén magas
a helyi recidiva és a metasztdzis megjelenésének kockazata, a halalozas rizikoja pedig

megduplazodik (73, 78).

A nodularis melanoma prekurzor 1€zi6 nélkiil, priméren invaziv daganatként alakul ki és

mar kezdetektdl vertikalisan terjed. A melanoma esetek 15-30%-at teszi ki (79).

A CSD melanomék kdrnyezetében solaris elastosis, a daganatsejtekben pedig jelentds
mutacios terheltség igazolja a tartds UV-karosodast (3, 24). Az ide tartozo in situ
elvaltozas, az un. lentigo maligna (18). Ennek dermisbe torésével lentigo maligna
melanoma alakulhat ki, mely az invaziv melanomak 10-15%-at adja (70, 80). A non-CSD

melanomadval ellentétben ezekre nem jellemzé a BRAFY®%%E mutacio, hanem mas BRAF
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eltérések (pl. V60OK; K: lizin), valamint NRAS, NF1 és Kit mutaciok fordulnak el6 (3,
67, 81).

Az acrolentiginosus melanoma (ALM) a tenyéren, a talpon, a kormok alatt vagy
paraunguinalisan alakul ki, és gyorsan progredidldé vertikalis terjedés jellemzi.
Osszességében a melanomak kevesebb, mint 5%-4ért felel, azonban sotét boriieknél és
azsiaiaknal kb. 70%-uk ebbe a szovettani tipusba tartozik (39, 82). Acrolentiginosus és
mucosalis (pl. sz4jiiregi) melanomaban a BRAF és NRAS-mutaciokon kiviil 15-30%-
ban kimutathat6 a Kit aktivalé mutacidja és amplifikacidja is, amit CSD melanomakban

is hasonl6 aranyban figyeltek meg, valamint gyakori a CCND1 amplifikacidja (34, 44).

2.5.4 A melanoma prognosztikus faktorai

A melanoma hagyomanyos prognosztikus faktorai, a horizontalis/vertikalis terjedés, a
lymphocyta-infiltracio, az érbetorés €s az exulceracié mellett (83) a Clark-szint a szoveti
invazio mélységre utal (80), a Breslow-vastagsag az invaziv daganat pontos vastagsagara
(84), mig a mitotikus index az 0szt6do sejtek szamara. A melanoma regressziojat régota
rossz prognosztikus tényezének tartjak, hiszen gyakran jar egyiitt attétes esetekkel (73,

85). Ujabban viszont megkérdéjelezik baljoslata megitélését (86).

A primer melanoma kozelében 1év6 metasztazisokat szatellitaknak nevezziik (87).
Jelenlétiik esetén regionalis nyirokcsomoattétre is szamitani kell. A mikroszatellitdk a f6
tumormasszatdl 2 cm-es kornyezeten beliil elhelyezkedd, legalabb 50 pm atmérdju
melanomafészkek a reticularis dermisben vagy a subcutisban (73, 88). Az in transit
metastasis a primer tumortdl legaldbb 2 cm-re helyezkedik el, az elvezetd nyirokerek
lefutasanak megfeleléen (83). Regionalis nyirokcsomoattét esetén a mortalitas
Osszefliggést mutat azzal, hogy mikro- vagy makrometasztazisrol van-e¢ sz6, valamint

Osszefligg az érintett nyirokcsomok szamaval is (89).

2.5.4.1 A Breslow-vastagsag
Mivel az értekezésben bemutatott sajat vizsgalatokban a primer melanomak 1 mme-es

tumorvastagsagnal lettek szétvalasztva, kitérnék ennek jelentdségére.
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1970-ben megjelent tanulmanyaban Alexander Breslow a melanomdk vastagsagat
szazadmilliméterben fejezte ki, s ez az érték Osszefliggést mutatott a nyirokcsomoattét
megjelenésével és az atlagos talélési idovel (84). A Breslow-vastagsag a tulélés
legjelentésebb fiiggetlen prognosztikus faktora lokalizalt bérmelanoma esetén (75).
Elsdsorban a tumorvastagsdgon, masodsorban a kifekélyesedésen alapul az ,,American
Joint Committee on Cancer” altal 2017-ben frissitett TNM-beosztas (8. kiadas) T
kategériaja is (88). A taléléssel valdo Osszefliggést az 1. tablazat mutatja be.
Nyirokcsomo-negativ esetben az IA stadiumu (pTla/b NO MO) melanoma 5 éves

betegségspecifikus talélése 99%-osnak bizonyult, mig vastagabb daganatoknal csokkent.

1. tablazat. A TNM 8. kiadasaban a T kategoria Osszefliggése a melanoma-specifikus
tuléléssel, NO MO vagyis attétmentes esetben. Gershenwald és mtsai. kozleménye alapjan (88).

10 éves melanoma-

T  Breslow-vastagsag Exulceracio specifikus tilélés

Tla <0,8 mm nincs 98%
T1b { <0,8 mm van 96%
0,8-1,0 mm nem szamit
T2a 1,1-2,0 mm nincs 92%
T2b 1,1-2,0 mm van 88%
T3a 2,1-4,0 mm nincs 88%
T3b 2,1-4,0 mm van 81%
T4a > 4,0 mm nincs 83%
T4b > 4,0 mm van 75%

2.5.5 A melanoma kezelése

Lokalis vagy lokoregionalis kiterjedésii melanoma esetén sebészi kezelés sziikséges, amit
vastag primer tumor vagy regionalis €rintettség esetén adjuvans szisztémas kezelés kovet
(90). Irreszekabilis betegségben a szisztémas terapia az elsédleges. Ennek jelenlegi
standard modszerei az immunterapia [PD-1 (,,programmed cell death protein-1") gatlok:
nivolumab, pembrolizumab; CTLA-4 (,cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-

4”)gatlo: ipilimumab], valamint BRAF V6

-mutans esetekben valamely BRAF-gatlo
(vemurafenib, dabrafenib illetve encorafenib) kombinalasa MEK-inhibitorral
(cobimetinib, trametinib illetve binimetinib). Kit-mutans esetekben adhaté Kit-gatlo

hatasu tirozinkinaz-inhibitor (imatinib, nilotinib) (91), NRAS-mutans esetekben pedig a
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MEK-gatloktol varhatd szerény hatas (92). A kemoterapia (pl. dacarbazine,

temozolomide) hatékonysaga csekély.

A melanoma 10 éves tulélése lokalizalt betegségben stadiumtol fiiggéen 75-98% (88),
mig tavoli attétes betegeknél az egy éves tulélés 10-62% (73, 78, 93).

2.5.6 A melanoma differencialdiagnosztikaja

Melanoma gyanujakor dermatoszkopos vizsgalat végzendd, amit az ABCD-szabaly
szerint értékelnek (94, 95). A modszer szenzitivitasa 84%, specificitasa 75% (96).

A szovettani differencidldiagnosztika sordn gyakran alkalmaznak immunhisztokémiai
vizsgalatot, bar ezek elsdsorban csak a melanocytas eredetet igazoljak, nem pedig a
malignitast (97, 98). Ilyen markerek az S100 (,,soluble in 100%”), a HMB45 (,,human
melanoma black-45”) antitest, mely a gp100 glikoproteinnel reagal, a melan-A/MART-1
(,,melanoma antigen recognized by T cells-1”), a tirozinaz, a SOX-10 [,,SRY (sex-
determining region Y)-related HMG (high mobility group)-box 10”] (99), a vimentin, a
neuronspecifikus enoldz (NSE), a CD63 (CD: ,,cluster of differentiation”), a melanocyta

belsé membran antigén (melyet KBA62 antitestklonnal mutatnak ki), valamint a MITF.

Differencialdiagnosztikai problémat okozhat a naevus talajan kifejlédott melanomak
dysplasticus naevusoktol valo elkiilonitése (25, 100, 101). Sajnos ezt megnehezithetik az
atfedd klinikai ¢€s szovettani jellemzok, valamint a megbizhatéan reprodukélhato
biomarkerek hianya (102, 103). Erre az emlitett, melaninképzésben vagy altalanos
sejtfunkcidkban résztvevd markerek sem alkalmasak, hiszen egyarant eléfordulnak

benignus naevusokban és melanomékban is.

2018-ban publikaltdk, hogy a PRAME (,,preferentially expressed antigen in melanoma’)
fehérje diffuzan kimutathatd volt a melanomak nagy tobbségében, mig a benignus
naevusok legfeljebb fokalisan jelolddtek, difftiz reakcio utobbiakndl csak elvétve fordult

el6 (104, 105). A marker a rutin patoldgiai diagnosztikaban is terjedni kezdett (106).

A melanomékban érintett novekedési utak genetikai karosoddsdt mar a benignus
naevusok is hordozhatjak, mint példaul aktivald BRAFV%F mutaciot (24), vagy a
p16'NK4 g5 p14ARF seitciklusgatlokat kodold6 CDKN2A gén funkcidvesztd muticiojat

(35). Az érintett novekedési utak sokfélesége €s az atfedd genetikai eltérések nehezitik a
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malignitas verifikdldsadt kétes dignitdsu laesidkban. Ugyanakkor az aberrans
sejtproliferacié a malignus fenotipus jellegzetessége, €s valamennyi, rosszindulati
daganathoz vezetd ,,upstream” jelitvonal a sejtciklus szabalyozorendszerében egyesiil
(107). A rendellenes és intenziv sejtreplikacio, mint a malignomak tobbségében,

melanomaban is a malignitas és agressziv daganatviselkedés jellemzdje lehet (108, 109).

Az 1950-es évek eleje Ota ismert, hogy magas mitotikus ratdju melanomékban szenvedd
betegek tulélése rendkiviil alacsony (73, 110). A mitotikus (vagy mitozis) index (vagy
rata) azt fejezi ki, hogy a melanoma metszetének 1 négyzetmilliméterén hany sejt lathatod
a mitdzis fazisaban (111). A mérést a legintenzivebb osztodasu (,,hot spot”) régidban
mérik. Ugy talaltdk, hogy ha a mitotikus index 0, a halalozas 4%-ra teheté, mig ha ennél
nagyobb, a mortalitds 31% (112). Multivarians analizissel a mitotikus rata erds
prognosztikus faktornak bizonyult (113). A melanomasejtek proliferacidjanak
megitélésére gyakran a Ki67 marker jelolését alkalmazzak, a legelterjedtebben a MIB-1
monoklonalis antitesttel (114). A fehérje azonban dysplasticus naevusokban is eléfordul,
tehat a differencidldiagnosztika sordan ez sem ad egyértelmii valaszt a daganat
malignitasanak kérdésére (115). Szamos kutatdocsoport tanulmanyozott egyéb
sejtciklusmarkereket is, azonban atfogo, a daganatprogresszid soran a sejtciklusfrakciokat
elkiilonitd vizsgalatok nem torténtek (116-120). A sejtciklust vizsgald munkankkal kozel
egy id6ében két publikacio jelent meg, melyekben kritikus melanocytas elvaltozasokat
tanulmanyoztak, a rosszindulatisag megallapitdsara alkalmas markerek utan kutatva. Az
egyik egy fluoreszcens in situ hibridizacion (FISH) alapul6 tanulmany volt Myb (6q23;
myeloblastosis), CCNDI1 (11q13), RREBI1 (6p25; ,,Ras responsive element binding
protein 17) és 6-os kromoszoma centromer (CEP6, ,,centromeric portion of chromosome
6”) génprobakkal (121, 122), a masik egy kombinalt fehérjeexpresszios profil a BIM
(,BCL-2 interacting mediator”, Bcl-2: ,,.B-cell lymphoma-2”), BRG1 (,,brahma-related
gene”), cullin 1 és ING4 (ING: ,,inhibitor of growth”) fehérjékkel (123). Sajnos ezeknek
a modszereknek a reprodukalhatdsidga és megbizhato kiértékelésiik nehézkes. Azonban
immunhisztokémiai festéssel a sejtciklusmarkerek konnyen értékelhetdé magi jelet
adhatnak archivalt szoveti metszeteken is, lehetdvé téve a sejtciklus eltérd szakaszaiban
1évo fobb sejtfrakciok meghatarozasat a dinamikusan valtozo sejtcsoportokban (107). Ez

a megkdzelités rutin diagnosztikus vizsgalatokra is alkalmas lehet.
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2.6 A sejtciklus

A szomatikus sejtek kettéosztodasanak folyamata a sejtciklus, melynek o6t fazisa
kiilonithet6 el (124, 125). A két f6 fazis a DNS megkettézddésével, igy az eukromatin
allomany megndvekedésével jard S fazis, valamint a kromoszomak szétvalasat jelzo
mitozis, M fazis. A koztes un. G1, ill. G2 ,,gap” eldkészitd fazisokban pedig az elébbiek
végrehajtasahoz sziikséges fehérjék szintézise zajlik. A GO fazis a sejtek cikluson kiviili

nyugalmi allapota.

2.6.1 A sejtciklus-progresszio szabdlyozasa

2.6.1.1 Gl fazis

A G1 fazis soran a 6 szabalyozok a cyclin D izotipusok CDK4-gyel és CDK6-tal alkotott
komplexei (124) (5. abra). A cyclin D szintézisét novekedési faktorok altal indukalt
szignaltranszdukcids folyamatok eredményezik. Ugyanezek a folyamatok felelések a
CDKA4/6-gatld INK4-csalad tagjainak (pl6'NK42 — p15INK4 — p1gINKac 51 gINKad)
proteaszomikus lebontdsaért is. A felépiilt cyclin D-CDK4/6 komplex miikddését
gatolhatja a CIP/KIP (,,CDK interacting protein/kinase inhibitory protein”) csalad
fehérjéinek [p21WAFYCIPL (WAF1: wild-type p53-activated fragment-17), p27KP,
p57KIP2), kotédése, azonban mas megfigyelések a sejtciklust tdmogaté szerepiikre is
ravilagitottak: példaul a p27K"! szerepet jatszik a cyclin D-CDK komplexek

kialakulasaban és sejtmagi transzportjaban (126), valamint a cyclin D-CDK4/6 komplex

a p21WAF1/CIP1 7KIP1

és p2 fehérjék lekotésével megakadéalyozza, hogy azok a
késobbiekben gatolhassak a CDK2 miikddését (8, 127). Az aktiv cyclin D-CDK4/6
komplex foszforildlja egyebek kozott az RB-t, mely mindaddig gatlé komplexet képzett
valamely E2F (,,adenovirus early gene E2 promoter binding factor”) és DP (,,dimerization
partner”) transzkripcios faktor heterodimerével (128). A sejtciklusban ez az esemény a

restrikcids pont, ahonnét mar nincs sziikség a novekedési faktorok jelenlétére.

A CDK-gatlok koziil a p21WAFYCIPL 3 DNS-karosodaskor aktivalodd pS53 hatdsira
szintetizalodik (128). A p21WAFYCIPL indukcidja a G1 fazist jelentdsen lelassitja (,,G1
arrest”), ami lehetdséget biztosit a DNS ,repair” mechanizmusok mitkddéséhez. A p53
negativ szabalyoz6ja az MDM2, amelynek kotddésekor a p53 lebomlik. Az MDM2-t
viszont a p14”RF gatolhatja, igy megakadalyozva a p53 inaktivalasat.
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mint a cyclin E és A, CDC25 (CDC: ,.cell division cycle”), de fokozza a p16'NK4,
p21WAFLCIPL  EJFE CDKI1 expresszidjat, valamint a DNS-replikacié soran szerepld

fehérjék szintézisét is (128).

2.6.1.2 Poszt-G1 fazisok

A G1 és S fazis kozti atmenetben a cyclin E a CDK2-vel képez komplexet. Az aktiv cyclin
E-CDK2 komplex foszforilalja az RB-t, melynek hatasara tobb E2F-DP szabadul fel a
gatlas aldl, valamint foszforildl mas, a poszt-G1 fazisokban szerepld fehérjéket is. Az S
fazisban a cyclin E gyorsan lebomlik, helyét pedig a cyclin A veszi at, ugyancsak a
CDK?2-vel komplexet képezve. Ez a komplex tovabbi sejtciklus-szabalyozdkat foszforilal
(pl. Weel, CDC25) (8, 129, 130). A cyclin E/A-CDK2 komplexeket a CIP/KIP CDK-
inhibitorok (p21WAFVCIPL - np7KIPL - n57KIP2) " a Weel-altali tirozinfoszforilacié és a
CDC25A-inaktivacio gatolhatjdk, az utdébbi S fazisban torténd megrekedést
eredményezve (,,S arrest”). A Weel-et aktivald illetve a CDC25 fehérjéket gatld
foszforilacié a CHKI (,,checkpoint kinase™) feladata.

A G2 és M fazis atmeneti szakaszaban a cyclin A a CDK1-gyel képez komplexet, mig az
M fézisban a cyclin B-CDKI1 komplex dominal (131). A CDK1l-et a Weel kinaz
foszforilalva inaktiv allapotban tartja, mig a CDC25 altali defoszforilacié fel nem oldja
(8, 129). DNS-karosodas esetén a 14-3-3 proteinek kizarjak a cyclin B-CDK1 komplexet
a sejtmagbol a plazmaba, s igy felfiiggesztik a sejtciklust. A 14-3-3 fehérjék egyéb
proteinek magba jutasat is gatoljak, példaul az interfazis alatt a CDC25-6t tartjak tavol a
sejtmagtol. A G2 fazisban DNS-kérosodas esetén a CDC25-6t a CHK1 és CHK?2 kinaz
foszforilalja, s igy azt 14-3-3 proteinek kotik meg. A DNS-karosodaskor felszaporodott
aktiv p53 fokozza a 14-3-3c génjének transzkripciojat. A sejtciklus G2 fazisban torténd

megrekedését (,,G2 arrest”) a Weel aktivitasa és a CDC25 gatlasa eredményezheti.

Az aurora kinazok szerin/treonin kinazok, melyek elsdsorban az M fazist szabalyozzak
(132, 133). Az aurora A az S fazistol a centroszomakhoz kotédik, segiti azok érését és az
M fazisban a mitotikus ors6 mitkodését. Az aurora B a kromoszémakban és a mitotikus
orsdban foglal helyet, utébbiban a CPC (,,chromosomal passenger complex™) tetramer

része, melynek tovabbi harom tagja az Incenp (,,inner centromeric protein’), a borealin
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5. abra. A sejtciklus szabalyozasanak vazlatos abrazolasa Otto és mtsai. valamint Vermeulen
¢és mtsai. kozleményei alapjan (8, 128). A sejtciklus elérehaladasat biztositd szabalyozokat
fehér hattérrel, a gatlokat sziirke hattérrel abrazoltam. A sejtciklus f6 iranyit6i a cyclinek
CDK-okkal alkotott komplexei. Novekedési faktorok hatarara indul meg a G1 fazis, a cyclin
D-CDK4/6 komplex szereplésével. Ennek gatloi az INK4 csalad (pl. p16'NK%?) és bizonyos
CIP/KIP fehérjék (pl. p21WAFYCIPL) Kromatinkarosodés esetén a p53 aktivalodik, mely tobbek
kozott a p21 szintéziséhez, igy a sejtciklus ledllasahoz (,,G1 arrest”) vezet. A p53 gatloja az
MDMZ2, melyet viszont a p14“RF blokkol. Ha a sejtciklus tovabb halad, a cyclin D-CDK4/6 az
RB fehérjét gatolja, igy felszabadul az E2F-DF komplex, mely a cyclin E-CDK2 komplex
kialakulasahoz vezet, amit az S fazisban a cyclin A-CDK2 komplex valt fel. A CDK2-
komplexek gatloi a CIP/KIP fehérjék (pl. p27K'™!) és a Weel, utobbinak a hatasat a CDC25
antagonizalja. A CHKI1 foszforilacioval a Weel-et aktivalja, a CDC25-6t pedig gatolja (,,S
arrest”). Ha a sejtciklus tovabblép, a cyclin A-CDK1 (G2/M féazis) majd cyclin B-CDK1
komplexek (M fazis) kapnak szerepet. Ezeket a Weel és CDC25 fehérjéken kiviil (melyeket
a CHK1-2 foszforilal) a 14-3-3 fehérje is szabalyozza, ami egy p53-indukalta gatld protein
(,,G2 arrest”). Az aurora kinazok f6 szerepe a kromoszomak szétvalasa soran és annak
el6készitésében hatarozhatdé meg. Az aurora A (@) a centroszomara és a proximalis
mikrotubulus-szakaszokra, az aurora B (®) (komplexet képezve az Incenp, borealin és
survivin fehérjékkel) kiilonb6zé kromoszomarégiokra és a kozeli centralis mikrotubulus-
szakaszokra lokalizalodik. A Top2a ((D) a kromatin szerkezeti valtozasait a DNS hasitasaval
segiti eld, melynek az S és M fazisban is szerepe van. A Ki67 interfazis alatt a DNS-hez
ko6t6dik, majd az M fazisban a CDK1 foszforilalja (®)), igy levalik a DNS-r6l. Az MCM2-7
komplex a CDC6 és CDT1 fehérjékkel mar a G1 fazisban kijeldlik a DNS-replikacios origot
(ORC: origot felismerd komplex). DNS-szintézist kovetden ezek levalnak és inaktivalodnak,
a geminin a CDT1-et koti meg.
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a citokinézis soran van.

2.6.2 DNS-replikacio engedélyezés, represszio és a DNS-tranzakciok szabalyozasa

A replikacié folyamatdban nélkiilozhetetlen szerepet jut az MCM2-7 replikéciot
engedélyez6 komplexnek (134). A CDC6 és CDT1 (,,CDCI10 dependent transcript-1")
fehérjék segitségével az MCM2-7 komplexek mar a G1 fézis elején hozzakotddnek a
magi DNS-ek replikacios origoihoz, igy mintegy megjeldlve a majdani DNS-szintézis
kiindulasi helyeit. A hexamer az S fazis sordn a DNS szuperspirdl széttekerésében is
szerepet jatszik. A replikacio alatt az MCM-alegységek foszforilalédnak és levalnak a
DNS-r6l, ugyanakkor a CDC6 és CDT]1 is foszforilaloédik és inaktivalodik a cyclin A-
CDK2 komplex altal, az MCM-komplex 0jboli DNS-hez kotddését megelézendd. A
foszforilalt MCM-fehérjék a sejtmagban maradnak, a CDC6 kikeriil a sejtplazmaba, a
CDT1 pedig részben degradalodik, részben a geminin gatolja aktivitasat. A geminin az S,
G2 ¢s korai M fazisban mutat expressziot, szerepe ciklusban levd sejtekben az ujabb
ciklus inditasanak megakadalyozasa az M fazis befejezése elott. A késéi M fazisban a
geminin és a cyclin A lebomlik, igy a CDT1 felszabadul a gétlas aldl, ugyanakkor a CDC6
is visszakerlil a kromatindllomanyhoz, amikor a sejtmaghartya felbomlik. Mindezek
kovetkeztében az utodsejtekben ujra lehetdség nyilik a MCM-komplexek kotodésére a

replikacios origdkhoz.

A topoizomerazok olyan enzimek, melyek a kromatin szerkezeti valtozasait tigy idézik
eld, hogy tranészterifikacids reakcidval reverzibilisen hasitjak a DNS-lancokat, mikézben
a szabad végeket megkotik (135). Erre sziikség van valamennyi DNS-tranzakcio: a
transzkripcio, a ,,repair” mechanizmusok, a replikacid, a rekombinacié és a kromoszomak
kondenzacidja soran egyarant, amikor a kitekeredett DNS-szakasz koriil megnd a torzios
fesziiltség, s ezt oldani kell. Az I-es tipusu topoizomerazok miitkodésiik sordn csak az

egyik DNS-szalat hasitjak, mig a II-es tipustiak mindkettot.

A Ki67 fehérje kimutatasat mar az 1990-es évek eleje 6ta alkalmazzak a patoldgidban,
0sztddo, ciklusban 1év6 sejtek azonositasara (136). A protein bioldgiai funkcidja azonban
mindmadig tisztdzatlan. Az eddigi megfigyelések szerint szerepet jatszik a kromatin

strukturalis véltozasaiban mind a replikacid, mind a mitdzis soran, részt vesz a kettds

28



szali DNS-torések kijavitasaban, a kromatin maghartydhoz rogzitésében, eldsegiti a
cyclin B nukledris transzportjat, szerepe van a nucleolus szétesésében majd
ujraépiilésében, szabalyozza a mikrotubulusok és a centroszoma megfeleld miikodését,
valamint az osztodas lezajlasat kovetden szerepet jatszhat a riboszémak miikodésének
helyreéllitasaban. A Ki67-nek tobb izoformaja ismert, funkcidjukat pedig kozvetleniil
vagy Ki67-asszocialt proteinek kozvetitésével fejtik ki. A Ki67 expresszidja a Gl
fazisban kezdddik meg, tobbek kozott E2F hatasara, majd a mitozisig folyamatosan
novekszik, annak végén viszont a fehérje szintje gyorsan lecsokken (137, 138). A Ki67
interfazis alatt a DNS-hez kotédik, majd az M fazisban a CDK1 foszforildlja, ezzel

levalasztva a DNS-r6l.

2.7 Connexinek és direkt sejtkommunikdcios csatorndik

A multicellularis szervezet 0sszehangolt mitkddéséhez elengedhetetlen a sejtek szoros
egylittmiikodése, mely kozvetett receptor-ligand kapcsolatokon (pl. névekedési faktorok
és receptoraik; vagy sejtadhézios molekulak interakcidin), ill. kozvetlen, tin. metabolikus
kapcsolatokon alapul (139, 140). Utobbit a szomszédos sejtek kozotti  direkt
kommunikécids csatorndk biztosithatjdk. A réskapcsolatok (,,gap junction”, GIJ)
gerinctelenekben  innexin  hexamerekbdl  (innexin: ,invertebrate  connexin”),
gerincesekben viszont az ezekkel csak csekély szekvenciahomologiat mutatd, tehat tlikk
fiiggetlentil kialakult connexin (Cx) hexamerekbdl épiilnek fel. J6I szabalyozott porusaik
2-3 nm atmérdjliek, igy ionok és mas kis hidrofil molekulék transzportjat teszik lehetévé.
Elettani jelentéségiiket kiemeli a fajok kozotti nagyfoku evolucids konzervéltsaguk,
valamint, hogy mar a korai egyedfejlédésben megjelennek, és a kifejlett szovetekben is
szinte valamennyi magvas sejtben eléfordulnak (141). Gerincesekben is jelen vannak
azonban az innexinekkel homolog fehérjék, a pannexinek, melyek a sejtkozotti térrel
kozlekedd csatornakat alkotnak, akéarcsak a connexinekbdl felépiild, de a szomszédos

sejtekkel kdzvetlen Gsszekottetést nem 1étesitd félcsatornak (,,hemichannel”).

2.71.1 A connexin csatornak felépitése és altipusai

A gerincesekben egy connexin fehérje egy-egy citoplazmatikus N- (NT) és C-terminalis
(CT) doménbdl, négy transzmembran (M1-4) szakaszbol, kozottiik két extracellularis

(E1-2) és egy intracellularis (CL) hurokbol (,,loop”) all, melyek sorrendje: NT-M1-E1-

29



M2-CL-M3-E2-M4-CT (140, 142, 143) (6. abra). A kiilonb6z6 Cx-izotipusok kozott
a karboxil-lancvég (CT) mutatja a legnagyobb variabilitast, szamos szabalyozo
foszforilacios hellyel (139, 144), a connexinek kettés nomenklataraja is ehhez kothetd. A
géneket molekularis-evolucios rokonsaguk szerint soroljuk az a, B, v, 0 vagy ¢ csaladba
(pl. a leg6sibb ¢és legelterjedtebb connexin génje a GJA1 — ,,gap junction al”), mig
magukat a fehérjéket molekulastlyuk alapjan nevezziik el (pl. a GJA1 altal kodolt, 43
kDa-os Cx43). Sajnos a szakirodalomban a kiilonb6z6 évtizedekben a kiilonb6z6 szerzk
altal hasznalt, valamit az eltérd fajokban emlitett connexinek elnevezése gyakran
ellentmondasos. A 2. tablazatban az ember és a hazi egér (mint a masik leggyakrabban
vizsgalt faj) connexinjeinek nevezéktanat mutatom be. Emberben 21, egérben 20 izotipus

ismert.
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6. abra. A Cx43 molekula, a connexon félcsatornak és a ,,gap junction” réskapcsolatok
felépitése. A connexin molekula C-termindlis szakaszan szamos foszforilacios hely, valamint
fehérjeinterakciokra alkalmas régio van. Hat connexin molekula épit fel egy connexon
félcsatornat, mely az extracellularis térbe, vagy szomszédos sejtek kozott kozvetit <1,8 kDa
méretii hidrofil metabolitokat, szabalyozé molekuldkat és ionokat. Az Gjonnan képz6do (zold)
csatorndk a széleken csatlakoznak a réskapcsolati plakkhoz, ahol a dokkolasanal a szomszédos
sejtek membran tavolsaga 6todére csokken. (CK1: kazeinkinaz-1; EC: extracellularis tér az 1.
és 2. sejt kozott; IP3: inozitol-trifoszfat; ZO-1: zonula occludens-1 protein). Krenacs Tibor
abraja, az engedélyével felhasznalva (140).
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2. tablazat. Az ember és az egér (mCx) connexinjeinek nomenklatiraja. Emberben a gén
kromoszomalis lokalizaciojat, valamint a mutaciokhoz kapcsolt betegségeket, tiineteket is
feltlintettem. Sohl, Bedner és munkatarsaik kdzleményei, valamint Krenacs Tibor MTA doktori
értekezése alapjan (140), kiegészitve Srinivas és mtsai. valamint Kelly és mtsai. kdzleményeibdl

(194, 196).
Ember Egér
Gén Fehérje Mutécié okozta Gén Fehérje
lokalizacidja karosodas

a csalad

GJAl Cx43 69 Csontfejlédési rendellenességek, Gjal mCx43
boértiinetek, szivritmuszavar

GJA3 Cx46 13q Sziirkehalyog Gja3 mCx46

GJA4 Cx37 1p Gja4d mCx37

GJAS Cx40 1q Szivritmuszavar Gja5 mCx40

nincs Gja6 mCx33

GJA8 Cx50 1q Sziirkehalyog Gja8 mCx50

GJA9 (GJA10) Cx59 (Cx58)  1p nincs

GJA10 Cx62 6q Gjal0mCx57

B csalad

GJB1 Cx32 Xq Demyelinisatio (elsdsorban periférias Gjbl mCx32
idegrendszeri)

GJB2 Cx26 13q Hallasvesztés, bértiinetek Gjb2 mCx26

GJB3 Cx31 1p Hallasvesztés, sulyos bérelvaltozasok Gjb3 mCx31

GJB4 Cx30.3 1p Bortiinetek Gjb4 mCx30.3

GJB5 Cx31.1 1p Gjb5 mCx31.1

GJB6 Cx30 13q Hallasvesztés, bortiinetek Gjb6 mCx30

GJB7 Cx25 69 nincs

y csalad

GJC1 (GJA7) Cxd45 17q Gjcl mCx45

GJC2 (GJA12) Cx47 (Cx46.6) 1q Demyelinisatio (kozponti idegrendszeri), Gjc2 mCx47
lymphoedema

GJC3 (GJE1) Cx30.2 (Cx31.3) 7q Halloideg-karosodas Gjc3 mCx29

o0 csalad

GJD2 (GJA9) Cx36 15q Gjd2 mCx36

GJD3 Cx31.9 17q Gjd3 mCx30.2

(GJA11, GJC1)

GJD4 Cx40.1 10p Gjd4 mCx39

€ izotipus

GJE1l Cx23 6q Gjel mCx23
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Hat connexin fehérje egyetlen connexonnd all 6ssze, ami rendszerint egyféle izotipusbol
felépiild homomer, azonban tobbfajta izotipus heteromert is 1étrehozhat (6. abra). Az
oligomerizacio a transz-Golgi halo6zatban vagy az endoplazmas retikulumokban zajlik, és
csak meghatarozott connexin-izotipusok kozott térténhet, azonban pl. alfa- és béta-
connexinek kozott nem (145). A kompatibilitast az M3, M1 és NT szakaszok bizonyos
szekvenciai biztositjak. Oligomerizacié sordn a connexineket masodlagos kotések (pl.
sokotések, hidrogénkotések) kapcsoljadk Ossze, a szerkezet stabilitdsdhoz az egyes
connexineken beliil kialakult kotések (pl. E1 és E2 doménekben diszulfidhidak) is
hozzajarulnak. A szomszédos sejtek kozotti réskapcsolat kialakuldsat (dokkolas) az E1 és
E2 szakaszok kozotti hidrogénkdtések biztositjak. Ha a kapcsolat két egyforma connexin
izotipus kozott alakul ki, homotipusos, ha eltérdek kozott jon 1étre, heterotipusos jelzdvel
illetjiik (pl. majsejtekben Cx26/Cx32 heterotipusos csatornak (141)). A sejtmembranon a
réskapcsolatok szdzai plakkokba tomdriilnek. Ezeken a teriileteken a szomszédos sejtek

kozotti tavolsag ~10 nm-r6l az 6tddére csokken, ami erbteljes adhéziot feltételez (146).

2.71.2 A connexin csatornak képzodése

A réskapcsolatokon 1-1,8 kDa molekulastlynal kisebb hidrofil metabolitok, masodlagos
hirvivok és ionok képesek atdiffundalni (139, 140, 147, 148). Aramlasukat azonban tobb
tényezd befolyasolja: 1.) fiigg a réskapcsolatok szamatol, 2.) a metabolit-permeabilitast
¢s ionszelektivitast meghatarozé izotipus-osszetételtdl, 3.) valamint a csatorndk nyitott

allapotatol (149).

A réskapcsolatok szamat, tehat a plakkok méretét a connexinek termelddése, sejten beliili
transzportja és lebomlasa hatarozza meg (150). Ezek igen dinamikus folyamatok, hiszen
a connexinek féléletideje rovid, Cx43 esetében mintegy masfél dra, ami a homeosztazis
szabalyozasaban gyors adaptaciot biztosit (151). A génatirast szabalyozo transzkripcios
faktorok szovet- és Cx-izotipusfiiggok, és epigenetikai szabalyozasuk is bizonyitott (152,
153). A transzlaciot kdvetden a connexinek mar az endoplazmas retikulumokban vagy a
Golgi-testecskékben connexon hexamerekké allnak Ossze, majd vezikuldkban a
mikrotubulusok mentén transzportalddnak a plazmamembranhoz (151, 154). A
connexinek altaldban a sejtmembran lipid tutaj (,,lipid raft”) doménjaiba épiilnek be,
melyek koleszterinben ¢€s szfingolipidekben gazdag teriiletek, €s szamos egytittmikodo

fehérjét magukba gytijtenek (155). A réskapcsolat plakkok a széleik mentén épiilnek fel,
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mig internalizacidjukkor dupla membranba csomagolt, teljes csatorndkat magukban
foglalo vezikulumok fiizédnek le a plakkok kozépsé régioibol (156). A connexinek
mono-ubikvitindlasa a lizoszoémalis lebontast, mig poli-ubikvitinalasuk a proteoszémalis
degradaciot indukalja (157). Az epidermalis novekedési faktor (,epidermal growth
factor”, EGF), a tumor promoter forbol-észter €s a karcinogén diklordifenil-trikloretan
hatdsaként egyarant megfigyelték a Cx43 internalizdcidjanak, ubikvitindlasanak és
lebontasanak serkentését, aminek szerepe lehet a daganatképzddésben és progresszioban
(158-160). Az internalizalt connexinek azonban képesek visszakeriilni a
plazmamembranba is, aminek szerepe lehet a sejtosztodast kdvetden a réskapcsolatok

gyors helyreallitasaban (161, 162).

2.71.3 A connexin csatornak molekulatranszportjanak szabalyozasa

A csatornak miikodése szelektiv fesziiltség- €s kémiai szabalyozas alatt all, illetve az
ateresztOképesség is fligg a connexinek izotipusatol (139, 140, 163). Példaul a Cx43- és
Cx32-csatornakat Osszehasonlitva elébbinek 10—20-szoros ateresztoképessége volt
adenozin-difoszfatra (ADP), glutamatra és glutationra, mig 100-300-szoros adenozin-
trifoszfatra (ATP) (164). A Cx32-csatornak ugyanakkor tizszeres szelektivitast mutattak
adenozinra. A connexonok ionszelektivitasa is kiilonbozott, pl. a Cx32-csatorndk az

anionokra, a Cx40 és Cx43 a kationokra mutattak preferenciat (165-167).

A réskapcsolatok csatornai zarddni képes porusok, amiért Cx43-ban ,,golyd-lanc” médon
a CT és CL szakaszok interakcidja felel (168), mig a Cx26 esetében, melynek rovid a CT
régidja, az NT és M1 domének kdlcsonhatasa (169). A csukodast a transzjunkcionalis és
transzmembran fesziiltség, valamint az intracellularis pH és kalcium-koncentracio
valtozasa is szabalyozza (150, 170-172). Példanak okaért ez védi az apoptotikus sejtekkel
szomszédos sejteket, hogy kevésbé jusson at beléjiik a programozott sejthalalt kivaltani

képes kalciumion.

A réskapcsolatok miikodésének ugyancsak fontos szabalyozdja a connexinek
foszforilacidja, melynek célpontjai rendszerint a CT régioban talalhatok (173, 174).
Bizonyos foszforilaciok a csatorndk zarodasat vagy internalizaciojukat okozzak, masok a
nyitasukat és osszekapcsolodasukat a szomszédos sejtekkel. Altalanossagban a Cx43

csatornafunkciojat a kazeinkinaz-1 és a proteinkindz A (PKA) fokozza, mig a
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proteinkindz C (PKC), MAPK, Src (sarcoma) kinaz és a sejtciklus-szabalyozé CDK1
gatolja (175). S-nitrozilacio soran nitrogén-monoxid kapcsolodik egy cisztein (C) tiol
oldallancahoz, amit connexinek esetében is kimutattak (176). Pl. a Cx43 nitrozilaciojat
érfal myo-endothelialis junkciojaban figyelték meg, mely a csatorndk nyitott allapotat
segitette el6, kommunikaciot biztositva a két sejttipus kozott (177). Egyes connexinek
funkcionalis szabélyozasaban a fentieken kiviil karboxilaciét, hidroxilaciot ¢és

SUMOilaciét (SUMO: ,,small ubiquitin-like modifier”) is megfigyeltek (176, 178).

2.7.4 Connexin félcsatornak, csatornafiiggetlen funkciok

A connexonok nemcsak a szomszédos sejteket 6sszekapcsolo réskapesolatként, hanem az
extracellularis térbe nyil6 un. félcsatornakként (,,hemichannel”) is funkcionalhatnak, pl.
parakrin szignalokat [ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP), ATP, Ca®'] kdzvetithetnek
(139, 140, 179), igy szerepet jatszva kalciumhullamok propagalasaban (pl. astrocytak
vagy osteoblastok és osteoclastok kozott (180, 181)), vagy ATP kiaramlas révén
gyulladasos reakcio kivaltasaban (182). Miikodésiiket a sejthalal kiilonb6z6 tipusai soran

is megfigyelték.

A connexinek csatornafunkciotol fliggetlen folyamatokban is részt vesznek, pl.
gatolhatjak a proliferaciot (183), szabalyozhatjak a sejthalalt és migraciot (184). A
fehérjére, mint ,,gap junction proteome”-ra vagy ,,connexin interactome”-ra hivatkoznak
(185, 186). Tobbek kozott citoszkeletalis, sejtadhézids és intracellularis transzport
fehérjék, proto-onkogének ¢és tumorszuppresszorok tartoznak ebbe a proteomba (142,
186-189). A connexinek tovabbi, szerteagazd szerepét illusztralja, hogy a sejtmagban a
Cx43 transzkripcios faktorként vagy a sejtciklus kozvetlen szabdlyozodjaként is
viselkedhet (185, 190), vagy hogy a mitokontriumok bels6 membranjaban elhelyezkedd
Cx43 félcsatornak a kalium- és kalciuméaramlast biztositjak a sejtorganellum miikodése

soran (191-193).

2.1.5 Connexin mutdciok kovetkezmeényei

Mivel a connexinek szinte valamennyi sejtben megtalalhatok, szerepiik sokrétii és jorészt
feltaratlan, igy csak néhany kiragadott példat emlitek. F6bb élettani funkcioikra a
mutacioik okozta betegségek klinikai képe vilagit ra (2. tablazat). A Cx43/GJAl
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mutacidi egyrészt a koponyacsontok, fogak, szemek, ujjak, hosszu csdves csontok
fejlodési rendellenességeit, masrészt borelvaltozasokat, harmadrészt pitvarfibrillaciot
vagy bolcs6halalt okozhatnak (194-196). Ezek alapjan igazoltak e connexin izotipus
sziv ingeriiletvezetésében (145). A Cx40/GJAS defektusa ugyancsak pitvarfibrillaciohoz
vezethet.

A legtobb connexin-mutacio okozta betegség valtozatos béreltérésekkel jar (199). Példaul
az erythrokeratodermia variabilis et progressiva nevii betegséget hyperkeratosis valamint
atmeneti erythema jellemez, és a korabban emlitett Cx43-on kiviil a Cx31/GJB3 ¢és
Cx30.3/GJB4 mutacioi is kivalthatjak (196). Az epidermis connexinjei részt vesznek a
rétegek kozotti kalciumgradiens fenntartasaban (Cx26/GJB2), mely befolyasolja a
lipidszekrécidt és a viz-barrier funkcidt, de szerepiiket a sebgyogyulds soran is

megfigyelték (196, 198).

A Cx26, Cx30/GJB6 ¢és Cx31 muticioi bortiineteken kiviil akar siiketségig romlo
hallaskéarosodast is okozhatnak. A belséfiilben a connexinek szerepet jatszanak a hartyas
csiga endolymphdjdban jelen 1évé magas kaliumion-koncentracid szabalyozisaban,

valamint a Corti-szerv sejtjeinek védelmében és taplalasaban (194, 196).

A Cx32/GJB1 mutacidja demyelinisatids periférias neuropathiakkal, esetleg halloideg-
karosodassal, a Cx30.2/GJC3 defektusa ugyancsak neuropathidn alapulo
hallaskarosodassal, a Cx47/GJC2 mutacidja pedig leukodystrophidval (a fehérallomany
degeneracioja, kovetkezményes mozgaszavarokkal, gorcsos bénuldsokkal) vagy mas
esetben lymphoedemakkal jar. Mind a periférids Schwann-sejtek, mind a kozponti
idegrendszeri oligodendrocytak expresszaljak a Cx32-t és Cx30.2-t, valamint utdbbiak a
Cx47-et is. A Cx32-réskapcsolatok a feltekeredett gliasejt-rétegek kozott biztositjak kis
molekuldk gyors transzportjat. Ragcsalokban a veldshiively belsd lemezében
elhelyezked6 Cx29 (a human Cx30.2 ortologja) az ideg axonjanak Kv1.1/Ky1.2 kalium-
csatornaival van dsszekapcsolddva, €s a repolarizaciod gyorsitasaval az ingeriiletvezetést
segiti (200, 201). A Cx47-nek szerepe lehet a nyirokerek billentyliinek megfeleld
kifejlodésében is (202).
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A Cx46/GJA3 és Cx50/GJAS defektusa sziirkehalyoggal jarhat, e connexineknek ugyanis
fontos szerepiik van az avaszkularis szemlencse-sejtek homeosztazisanak fenntartasaban
(194).

Lathat6 tehat, hogy a connexincsatorndk defektusai olyan ,kiszolgaltatott”, izolalt
szovetekben a legkritikusabbak, ahol a sejtek kornyezetiikkel vald kapcsolata
(kommunikaci6, tapanyagforgalom) korlatozott, és nagy mértékben fligg e
réskapcsolatok miikodésétol (pl. vastag epidermis-réteg, idegek koriil felcsavarodott

myelin-hiively, avaszkularis belsofiil-teriiletek és szemlencse).

2.71.6 , Bystander” hatas kozvetitése szomszédos sejtekbe

A sziv réskapcsolatai az ingeriiletvezetésen kiviil a sejtkarosodast is képesek propagélni
ischaemia és infarktus sordn, a sejtkarosodasbol szdrmazo metabolitok szétterjesztésével
(,,spreading depression”) (203). A réskapcsolatok kisérletes gatlasaval az infarktus
kiterjedését csokkenteni lehetett. A sejtkarositd anyagok réskapcsolatok altali
kozvetitését (,,bystander” hatas) a jovében talan terapiasan is ki lehet hasznalni (204,
205). Connexin csatornak jelenlétében a retrovirus vektorral indukalt herpes simplex
timidin kindzt expresszald daganatsejtek nukleozidanaldog ganciklovirral kezelve
elpusztultak, s e pusztulas a szomszédos sejtekre is atterjedt. Tumorok kemo- és

sugarterapia soran ugyancsak megfigyeltek hasonlo ,,bystander” hatast (147).

2.7.7 Deregulalt connexin csatorndk lehetséges szerepe daganatokban

A connexinek daganatokban betdltott szerepe az eddigi megfigyelések alapjan szintén
expresszids ¢€s funkciondlis valtozasaikat megfigyelték. Eldszor tumorszuppresszor
tulajdonsagaikra figyeltek fel, példaul a sejtnovekedés gatlasa vagy az apoptdzis
serkentése révén (206, 207). A kémiai tumorpromoterek és proliferativ szignalok (RAS,
RAF, Src) gatoltak a réskapcsolatokat, mig a tumorszuppresszor gének ¢€s a retinoid
kezelés serkentette azokat (207, 208). Connexin-deficiens transzgenikus egereket
fokozott daganatképzddés jellemzett, pl. Cx32 hidnyakor hepatocellularis carcinoma,
Cx43-hianyban tiidérak valt gyakoribba (209-211). A connexinek proliferaciogatld
hatasukat részben a sejtciklusra fejtik ki: pl. a Cx43 indukcidja osteosarcoma sejtekben a

CDK-gatlo p27K!P* magasabb szintjével vagy hepatocellularis carcinoméban a cyclin D1
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csokkenésével jart egylitt (212, 213). A connexineknek ugyanakkor a daganatokat
tamogato szerepiik is lehet, pl. az EMT eldsegitésével vagy a tumorsejtek (pl. melanoma,
emlorak, glioma) és endothelsejtek kozotti réskapcsolatok révén az ereken vald athaladas
tamogatasaval (210, 214-216). Attéti daganatokban is megfigyelték a connexinek re-
expresszidjat, pl. heterotipusos réskapcsolatot mutattak ki emléraksejtek és osteoblastok
kozott, vagy gyomorraksejtek és mesothelialis sejtek kozott, aminek a csont- illetve
peritonealis metasztatizalas soran lehet szerepe (217, 218). Agyi attétek esetén az
astrocytakkal kialakitott réskapcsolat segitheti a daganatok talélését [pl. ciklikus
guanozin-monofoszfat (¢cGMP) szignal vagy kis nem kodold ribonukleinsavak (RNS)
kozvetitésével], és felelhet a kemorezisztenciaért is pl. a Ca?* elvezetésével, az apoptozist
is, valamint, hogy a Cx43 a citoszkeletonnal egyiittmiitkddve segitette a sejtmotilitast
(216, 222, 223). Daganatdssejtekben a tobbi tumorsse;jttdl eltéré Cx-mintazatot figyeltek
meg pl. glioma (alacsony Cx43, magasabb Cx46 expresszio), hepatoma
(cytoplasmaticusan felhalmozddott Cx32) vagy tripla-negativ emldrdk (magasabb Cx26)
esetében, és kisérletes manipulalasukkal az ssejtfunkciojuk zavart szenvedett (185, 193).
Tumorsejtek és az immunrendszer sejtjei kozotti ,,gap junction” kapcsolatoknak az
antigénprezentacidban, gyulladasos reakcid kivaltasaban, ¢és daganatellenes hatasok (pl.

tumorszuppressziot el6idézé mikro-RNS-ek) kozvetitésében lehet szerepe.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai bizonyitottak, hogy a Cx43 expresszio ¢s
csatornafunkcidk pozitiv korrelaciét mutatnak az oridssejtes csonttumor kimenetelével
(224). A tumorok agresszivitasaval parhuzamosan a neoplasztikus sejtekben a Cx43
foszorilacidja hianyos volt, a fehérje csokkend mértékben jutott a sejtmembranba, igy a
csatornafunkcidk jelentésen karosodtak. Emldcarcinomaban immunhisztokémiai
vizsgalatokkal, valamint in silico ,,messenger” RNS (mRNS)-expresszios chipekbdl nyert
adatok elemzésével ugy talaltuk, hogy adjuvéansan kezelt pacienseknél a Cx43 fehérje
expresszidja pozitiv, mig a Cx30-expresszié negativ prognosztikus faktor lehet (225,
226). Neoadjuvansan kezelt betegeknél pedig a terapia hatasara csokkend Cx26- és
novekvd Cx46-expresszid kedvezd prognosztikai alcsoportokat kiilonitett el.
Kisérletesen, fej-nyaki laphamréaksejtekben a fokozottabb Cx43-expresszio fokozottabb
paclitaxel-érzékenységgel jart egyiitt (227), mig fej-nyak daganatos betegek klinikai

anyagaiban vizsgalva kedvezdébb talélési idovel tarsult (228).
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2.7.8 Connexin csatorndk az epidermisben és melanomdaban

A connexin kommunikacios csatornak nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak az epidermalis
funkciok koordindldsaban, amit a bdrben expresszalddd szamos connexin izotipus
(Cx30.3, Cx31, Cx31.1, Cx37, Cx45, Cx30, Cx26, Cx43) és a mutaciodikkal jaro o6roklodo
bérszindromak is kihangstulyoznak (198, 199). Ezidaig két izotipus, a Cx43 és Cx26
szerepét igazoltak az epidermalis keratinocytak és kornyez6 melanocytak kozotti direkt
metabolikus kapcsolat biztositasaban (229). Noha vannak kisérleti adatok a connexinek
melanocytas tumorprogressziora vonatkoz6 vizsgalatok klinikai esetekben hianyosak. A
legtobb kozlemény a Cx43-at ismerteti, mely vagy hidnyzik, vagy szignifikdnsan cskken
melanomaban (230-233) s igy hozzajarul a daganatnovekedés és -pusztulas feletti
kontroll elvesztésé¢hez és az attétképzéshez. Funkcionalis vizsgalatok egy ,,gap junction”-
hianyos egér melanoma modellben (B16-BL6) kimutattdk, hogy a Cx43 forszirozott
expresszioja helyredllitotta a kozvetlen sejtkozotti kapcesolatot, illetve csokkentette a
daganatsejt-proliferaciot és a kitapadas-fliggetlen névekedést (,,anchorage-independent
growth”) (229). A ndvekedésgatlast in vivo is megerdsitették csirke chorioallantois
membranba iiltetett daganatokkal. Hasonloan, a Cx43 overexpresszidja egy human
melanoma sejtvonalban (FMS) elésegitette a tumor nekrozis faktor alfa-medialt
apoptozist, valamint xenograft modellben redukalta a tiidéattétek szdmat és méretét is
(234). Tovabbi connexin-izotipusokat is azonositottak, azonban tisztazatlan funkciokkal.
A Cx26-ot vestibularis melanocytakban, valamint a bérmelanoma epidermalis és
dermalis mikrokornyezetében (endothelialis és stromalis sejtekben) mutattak ki (230,
231, 235, 236). A Cx26 (a Cx43 mellett) jobban csokkent amelanotikus, mint a kevésbé
agressziv melanotikus kutya oralis melanomaban (237). Fokozott Cx30 expressziot a
melanomak epidermalis mikrokdrnyezetében figyeltek meg (230, 231). Tovabbi
bizonyiték a connexinek szerepére a pigmentsejtek miikodésének szabalyozasaban, hogy
zebrahalban (Danio rerio) a bérmintazatot befolyasolni lehetett indukalt gjaSb (Cx41.8 -
az emlds GJAS5/Cx40 ortologja) mutacioval, pl. a melonophore és xantophore sejtek
eloszlasanak megvaltozasa révén, melyek mindketten expresszéltak ezt a connexin-
izotipust (238, 239). A fejlddéstanilag a melanocytakkal kozeli rokonsagban allo, dacléc
eredeti Schwann-sejtekben Cx43-at, Cx32-t, Cx46-ot és Cx29-et (Gjc3 — a human
Cx30.2 ortologja) mutattak ki (240).
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Munkacsoportunk a fenti connexin izotipusokon kiviil a Cx32 és Cx30.2 expressziojat

irta le melanocyta eredetii neoplasztikus elvaltozasokban (241).

2.8 A sejtciklus és connexinek kapcsolata

A connexinek a sejtproliferaciot altalaban gatoljak, de serkenthetik is, els6sorban a
novekedési jelutvonalakkal vagy korai sejtciklus-szabalyozokkal kapcsolatba 1épve (185,
193, 242). A legtobb megfigyelést daganatsejteken végezték. A tumorszuppressziod
végbemehet ,,gap junction” csatornak kozvetitésével, pl. ép mikrokornyezeti sejtekbdl a
daganatsejtekbe proliferaciogatld mikro-RNS-ek atjuttatdsaval (ezt makrofagok és
majraksejtek, valamint csontveldi stromasejtek és emldraksejtek kozott figyelték meg)
(243, 244); mas esetben viszont egyértelmiien csatornafiiggetlen mechanizmus zajlik, pl.
a Cx43 egy csonkolt valtozata (GJA1-11k) a sejtmagban helyet foglalva gatolta a
sejtciklus S-fazisba valod atmenetét (245).

2.8.1 Novekedési utvonalak és connexinek kapcsolata

Gliomasejtekben a Cx43-hoz egyiittesen kapcsolodott az Src protoonkogén és annak
inhibitorai (,,C-terminal Src kinase” ¢s PTEN), ami az Src inaktivalodasahoz,
kovetkezményesen a PTEN szintjének novekedéséhez és az Akt inaktivacidjdhoz vezetett
(185, 246). Veseraksejtekben a Cx32 proliferaciogatlo hatasat irtak le a HER2 (,,human
epidermal growth factor receptor 2”’) blokkolasa (247), hepatomasejtekben pedig azt Akt
gatlasa révén (248). Mas megfigyelések szerint azonban majraksejtekben a sejtplazmai
Cx32 (249) vagy tiiddoraksejtekben a Cx30.3 (250) az Src aktivitasat fokozta, ami eldbbi
esetben az EGFR-jelutvonalat serkentette, és apoptozisgatlashoz vezetett. A malignitast
tamogatd funkcioval Osszefiigghet a connexinek intracellularis elhelyezkedése (251).
Tilidéréksejtekben a cytoplasmaticus Cx26 a PI3K/Akt novekedési utvonalat serkentette,
valamint EMT-t indukalt (252). A Cx47 izotipus oligodendrocyta progenitorokban

szerepet jatszott az ERK1/2 foszforilacidjaban, és fokozta a sejtosztodast (253).

A Wnt jelutak és connexinek kapcsolatarol bévebb irodalom all rendelkezésre (254).
Altalanossagban a sejt-/szoveti fejlddés soran (pl. szivfejlédési modellekben (255)) a
kanonikus Wnt ttvonal a connexinek expressziojat fokozza, aminek a morfogenezisben

¢s differencialodasban van szerepe; késObb viszont, az érett sejtekben a connexinek a
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kanonikus Wnt-utvonal gatlojava valnak, szabalyozzak a homeosztazist, ¢és
tumorszuppresszor hatést fejtenek ki. Embriondlis vesesejttenyészetben a Cx43 és N-
cadherin egyiittes overexpresszidja gatolta a Wnt/B-catenin/TCF (,,T-cell factor”)

Utvonalat, fokozta a pZIWAFl/CIPl

expressziot és korlatozta a sejtproliferaciot (256).
Colorectalis raksejtekben ugyancsak megfigyelték a p-cateninnel ko-lokalizalodd Cx43
Whnt jelttra kifejtett gatld hatasat (257). Feltételezik, hogy mig korai emlérakban a
connexinexpresszid csokkenése a kanonikus Wnt ttvonal aktivalodasaval jar,
eldérehaladott betegségben az aberrans Wnt/B-catenin jelut connexin expressziot indukal,
ami a migraciot és attétképzést segiti (254, 258, 259). A nem-kanonikus Wnt utvonalak
is kapcsolatban allnak a connexinekkel, szabalyozva a ,,gap junction” funkcidt és a

citoszkeleton mitkodéseit (254).

2.8.2 Setciklisszabalyozok és connexinek kapcsolata

A Cx43 és mas connexinek gyakran a p27KP1 s p21WAFYCIPL CDK -g4tlok kozvetitésével
gatoljak a sejtciklust (260). Pl. Cx43 ,,gap junction”-0k az intracellularis cAMP szint

fokozasaval vezethetnek a p27¥! felhalmozodasahoz (213), a Cx50 a p27X'P lebomlasat

7KIP1 1WAF1/CIP1

akadalyozza (261), de a Cx32 overexpresszidja is a p2 és p2

crcr

fokozza (248).

A Cx43 a cyclin D1 és cyclin E1 degradacidja révén (263), illetve a Hsc70 (,,heat shock
cognate protein 70”) megkétésével a cyclinD1-CDK4-p27X"! komplex sejtmagba jutasat
gatolva is képes akadalyozni a sejtciklus G1/S fazisatmenetet (264). Cyclin D1-gatlo
hatast irtak le Cx32 (248), cyclin D3-gatlast Cx31.1 (265) esetében is. Egér vaszkularis
simaizomsejtekben viszont a MAPK altal foszforilalt Cx43 a cyclin E-hez kotddve

serkentette a PDGF (,,platelet-derived growth factor”)-medialt sejtproliferaciot (266).

A sejtciklus poszt-G1 fazisaiban a connexinek miikodését ritkabban figyelték meg. Emlo
epithelialis sejtekben a Cx43 szerepét irtdk le a sejtpolaritds szabalyozéasaban, és a
mitotikus orsé orientalasaban (267). Noha a legtobb connexin a sejtciklus soran zarodott
vagy internalizalddott, egy vizsgéalatban megfigyelték, hogy a HeLa méhnyakraksejtekbe

transzfektalt Cx26 réskapcsolatokat képzett a G2/M-fazisok soran is, melyen keresztiil a

40



cAMP szétoszlott a szomszédos sejtek felé, a PKA aktivitasat csokkentve, ezaltal a

proliferaciot lassitva (193, 268).

A fenti példakbol korvonalazddik, hogy a connexinek proliferaciora kifejtett hatasa fiigg
az adott sejt tipusatol, a benne miikodo jelatviteli utaktol, a sejt mikrokornyezetétdl, de
az adott connexin izotipusatol, és szubcelluldris elhelyezkedésétdl is. A legtobb
megfigyelésben azonban kozos, hogy a szabalyozo hatas (legyen barmely iranyt is), a

sejtciklus GO és G1 fazisaiban érvényesiil.
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3 Célkituzések

A sejtproliferacio mértéke gyakran aranyos a tumorok agresszivitasaval, azonban az
altalanos  sejtciklus markerek pl. Ki67 kimutatdisa nem ad informaciot a
daganatproliferacié dinamikdjarél. A connexinek és az altaluk alkotott réskapcsolatok
szerepét a sejtek kozotti homeosztdzis szabalyozasdban, illetve daganatokban
tumorszupresszorként vetették fel, azonban melanomakban eddig csak sporadikus
informaciok voltak hozzaférhetok. Ezért a k6zonséges naevus — dysplasticus naevus —
vékony melanoma — vastag melanoma — melanoma metasztazis tumorprogresszio soran

tanulmanyoztuk:

1. a sejtciklusfrakciok megoszlasat a G1, S-G2, ill. G2-M fazisokra jellemz6 fehérjék

immunhisztokémiai kimutatasaval,

2. kiilén figyelmet forditva a dysplasticus naevusok ¢és vékony melanoméak kozotti
elkiilonitésre hasznalhatd markerek, ill. markerkombinacidk kutatasara, mivel ez gyakran

komoly differencialdiagnosztikai kihivas;

3. a GEO adatbézisban a melanocytas neoplazidk connexin-génexpresszidjara vonatkozo

relevans vizsgalatok in silico adatait;

4. melanoma sejtvonalakban és melanocyta tenyészetekben a connexin izotipusok
expresszidjat in vitro mRNS ¢és fehérje szinten, valamint a réskapcsolat-

csatornafunkciokat;

5. a relevans connexin izotipusok in situ expresszidjat immunhisztokémiai modszerrel,

sajat klinikai-diagnosztikus tumorszdvetekben.
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4  Médszerek

4.1 Connexin izotipusok expressziojanak in silico analizise melanocytikban és

melanocytds neoplasiakban

A USA (Amerikai Egyesiilt Allamok) NIH keretein beliil a ,National Center for
Biotechnology Information” szervezet altal miikodtetett, nyilvanosan elérheté Gene
Expression Omnibus (GEO) adatbazisban (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
tanulmanyoztuk a huméan melanocytas daganatok biopszids mintaiban mért és kozolt, a
connexin izotipusok génexpresszidjara vonatkozoé adatokat. Olyan vizsgalatokat
valogattunk be, melyek tobbféle melanocytas elvaltozast tartalmaztak (naevusok vs.
melanomdak, primer vs. attéti melanomak), igy lehetdséget biztositottak azok
Osszehasonlitdsara, valamint melyek a tobb connexin-gént is tartalmazd Affymetrix
Human Genome U133 Plus 2.0 illetve U133 A gén-chipeket hasznaltak (3-4. tablazat). A
génexpresszios adatokat normalizaciot kovetden a GCRMA (,,Guanine Cytosine Robust
Multi-Array Analysis”) gén-chip algoritmussal, az atlagos expresszios értékek
figyelembevételével az SPSS szoftvercsomag (IBM, Armonk, NY, USA).
alkalmazasaval, parositatlan t-probaval vizsgaltuk. A ,,fold-change”-et p<0,001 esetén

tekintettiik szignifikans kiilonbségnek.

3. tablazat. Connexin-génprobak szama a vizsgalt Affymetrix Human Genome chipekben.

Affymetrix Affymetrix
Connexin Connexin Human Human
. . Genome
gén fehérje Genome U133 Plus
U133A

2.0
GJA1 Cx43 1 1
GJA3 Cx46 1 0
GJA4 Cx37 2 3
GJA5 Cx40 1 2
GJA8 Cx50 1 1
GJA9 Cx59 1 1
GJA10 Cx62 0 1
GJB1 Cx32 1 1
GJB2 Cx26 0 1
GJB3 Cx31 3 3
GJB4 Cx30.3 1 1
GJB5 Cx31.1 1 2
GJB6 Cx30 0 1
GJC1 Cx45 1 5
GJc2 Cx47 2 2
GJD2 Cx36 1 1
GJD3 Cx31.9 0 2
GJD4 Cx40.1 0 1

43



4. tablazat. Kiilonb6z6 melanocytas elvéltozasok szdma a GEO-adatbazisban altalunk
elemzett vizsgélatokban.

GEO

Lo Platform Anyag Hivatkozas

azonosito
klinikai;

GSE3189 Affymetrix Human Genome U133A 18 naevus, (276)
45 melanoma
klinikai;

. 2 in situ,

GSE7553  Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 - 277)

14 primer,

40 attéti melanoma

egér xenograft modell;
GSE8401  Affymetrix Human Genome U133A 31 primer, (278)
52 attéti melanoma

4.2 Melanoma sejtvonalak és melanocyta kultiurak

A human invaziv melanoma sejtvonalakat a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és
Kisérleti Rakkutaté Intézetének tumorbankjabol gyljtottik. Az A2058 agyi
metasztazisbol szarmazik (269), a HT199 tiidobe és majba attétet add melanomabol
(270), a WM983/A pedig egy vertikalis novekedési fazisu daganatbol (271, 272). A
sejteket 5%-os magzati borjuszérummal (,,fetal bovine serum”, FBS) és 1%-0S
gentamycinnel kiegészitett RPMI 1640 médiumban (PAN-Biotech, Aidenbach,

Németorszag) tenyésztettiik.

Az epidermdlis melanocytdkat a Szegedi Tudoményegyetem BOrgyogyaszati és
Allergologiai Klinikajan izolaltak, korabbi kozleményekben részletesen ismertetett
modon (273-275). A sejteket plasztikai mitéten atesett egészséges személyek emldjének
vagy torzsének borébdl nyerték, a paciensek tdjékoztatast kovetd beleegyezésével. A
felhamot a hamtol 4 °C-on, 48 6raig, grade-ll-es diszpaz oldattal (Roche Diagnostics,
Mannheim, Németorszag) majd 37 °C-on, 20 percig, 0,25%-0s tripszinnel kezelve
valasztottak el. A mintat 100 pm-es nejlonhalon (BioDesign, Saco, ME, USA) sziirték at,
4 °C-on, 10 percig, 200 g-n centrifugaltak, majd 2—4 x 10 ° sejt/cm? denzitassal 75 cm?-
es tenyésztd edénybe telepitették dket, ,,Mel-mix” médiumban, amely egyenld aranyban
tartalmazott 2,5 ng/ml EGF-t, 25 pg/ml marhahipofizis-kivonatot (,,bovine pituitary
extract”), 1%-0s L-glutamint, 1%-os gentamycint és 2,5%-0s FBS-t tartalmazé AIM-V,
szérummentes lymphocyta- és keratinocyta-médiumot. Ebben a kozegben a melanocytak

24 6ran beliil letapadtak, mig a keratinocytaknak ehhez 2448 6rara lett volna sziikségiik.
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fgy a tenyésztd edénybe helyezést kovetéen 12—24 6raval az utdbbi, még szuszpenzidban
1év6 sejteket le lehetett bliteni. A melanocytak kiszelektalasat az els6 passage-nal 0,01%
tripszin-0,05% etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) oldattal valo emésztéssel javitottak,
mely a pigmentsejteket kordbban felszedte, mint a hamsejteket. A melanocyték a 90%-0s
konfluenciat 7-9 nap alatt érték el. Eredetiiket a ,,tyrosinase-related protein-1” expresszio

igazolta.

Valamennyi sejttenyészetet 37 °C-on, 5% széd-dioxidot tartalmazo6, parasitott I€gtartalmu
kamraban novesztettiik. A tapoldatot 2-3 naponta cseréltiik, a sejteket 90%-0S
konfluencianal passzaltuk. A reagenseket a Life Techologies-t6l (Thermo-Fisher

Scientific, TS Labor, Budapest) szereztiik be, kivéve ahol masként jelzem.

4.3 RNS-izoldlas, cDNS-dtirds, valos idejii PCR

A sejttenyészetekbdl az RNS-t RNeasy Mini Kit-tel (Qiagen, Venlo, Hollandia) izolaltuk.
A sejteket 75 cm?-es flaskakban ~90%-os konfluencidig ndvesztettiik, majd tripszin-
EDTA-val felszedtiik, kétszer 300 g-n 10 percig centrifugaltuk, 0,05 M-os foszfat-
pufferelt sooldatban (,,phosphate-buffered saline”, PBS) szuszpendaltuk, ezutan jégen
taroltuk. A lizist 600 pl RLT pufferrel végeztiikk, majd a lizatumot 600 ul 70%-0s
etanolban szuszpendaltuk, spin oszlopra toltve 8000 g-n 30 mésodpercig centrifugaltuk,
majd 350 ul RW1 mosoé puffert mértiink ra. A DNS eltavolitasdhoz 70 pul RDD puffer és
10 ul DNaz torzsoldat (,,DNase stock solution”) elegyét adtuk a mintakhoz, amiben
24 °C-on 20 percig inkubaltuk, majd 350 ul RW1 pufferrel, ezutan 500 ul RPE pufferrel
centrifugaltuk. Végiil az oszlopokat steril Eppendorf-csovekbe helyeztiik, 50 ul RNaz-
mentes vizzel, 24 °C-on 2 percig inkubaltuk, majd 1 percig centrifugéltuk, dsszegytijtve
az elualt, tisztitott, teljes RNS mintat. Az RNS-koncentraciot 260 nm-en, NanoDrop ND-
1000 UV-Vis spekrofotométerrel (NanoDrop Tech., Houston, TX, USA) mértiikk meg,

260 nm-en megallapitott abszorpcios érték alapjan.

A reverz transzkripciohoz High Capacity cDNA Revers Transcription Kit-et (Thermo-
Fisher, Applied Biosystems) hasznaltunk. 1 pg teljes RNS mintat 2 pl tizszeres RT
pufferrel, 2 ul random primer oldattal és 0,5 ul ANTP (dezoxinukleotid) oldattal kevertiik,
majd 19 pl-re egészitettikk ki nukledzmentes vizzel. A mintakat 70 °C-on, 5 percig

denaturaltuk, és 4 °C-ra hitottik, Veriti 96-Well Thermal Cycler PCR (polimeraz
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lancreakciod, ,,polymerase chain reaction”) késziilékben (Thermo-Fisher, Applied
Biosystems), majd 1 pl reverz transzkriptdz polimerdz oldattal egészitettiik ki. A cDNS
(komplementer DNS) szintézishez, a mintakat 42 °C-ra hevitettikk 1 orara (anellacio,
szintézis), majd 85 °C-ra 10 percig (reverz transzkriptaz inaktivacidja), végiil 4 °C-ra

hiitottiik és igy taroltuk. A negativ kontrollokbdl vagy az enzim vagy az RNS hidnyzott.

A reverz transzkripcidos polimeraz-lancreakcio (,real-time quantitative reverse
transcription PCR”, qRT-PCR) soran TagMan proba alapu detektalast alkalmaztunk,
hogy kvantifikalhassuk a connexin izotipusok expresszidjat az ACTB (B-actin) haztartasi
(,housekeeping”) génjéhez viszonyitva. A komplementer DNS szal szintézise soran a
primerpar altal kozrefogott DNS-szakaszhoz hibridizalt TagMan proba lebomlik, igy a
hozzd kapcsolt fluoreszcens festék (,,reporter”) és ennek fluoreszcenciajat elnyeld
»quencherer” molekula eltavolodik egymastdl, a szintézist jelz0 jel detektalhatdva,

intenzitasa mérhetévé valik. A primereket az IDT-tél (Integrated DNA Technologies,

5. tablazat. gRT-PCR soran hasznalt, el6gyartott primerek.

Gén Primer
ACTB exon 1-2 Hs.PT.56a.22214847
GJAlexon1-2 Hs.PT.56a.38338544
GJA3exon1-2 Hs.PT.56a.28039214
GJA4 exon 1-2  Hs.PT.56a.987509
GJBlexon1-3 Hs.PT.56a.4848609

GJB1 exon 2-2
GJB1 exon 2-2

Hs00939759_s1
Hs04259568 sl

GJB2 exon 2-2  Hs.PT.56a.505396.9
GJB3 exon 2-2  Hs.PT.56a.39590773.g
GJB4 exon 1-2  Hs.PT.56a.26779601
GJB5exon 1-2  Hs.PT.56a.321621
GJB6 exon 5-6  Hs.PT.56a.4153325.9
GJB7 exon 1-2  Hs.PT.56a.39266451
GJClexon 3-4 Hs.PT.56a.19845193
GJC2exon1-2  Hs.PT.56a.18725226
GJC3 exon 2-2  Hs.PT.56a.26377588.9
GJD2 exon 1-2  Hs.PT.56a.39459544
GJD3exon 1-1  Hs.PT.56a.24558172.g
GJD4 exon 1-2  Hs.PT.56a.40171761
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Skokie, IL, USA) szereztik be (5. tablazat). Minden mintaval legalabb harom
parhuzamos mérést végeztiink. Az Eppendorf PCR lemezek (,,plate”) nyildsaiba 5,25 pul
nukledzmentes viz, 7,5 ul PCR Master Mix, 0,75 ul primer préba oldat és 1,5 ul cDNS
elegye kertilt. A lemezeket lefedtiik, centrifugaltuk és 40 ciklus PCR-t végeztiink el veliik.
A reakciok héprofilja: 50 °C-on 2 percig uracil-N-glikozilaz aktivacio, majd 95 °C-on 10
percig polimeraz aktivacio, ezt kovetéen 40 cikluson &t valtakozva 95 °C-on 15
masodpercig denaturacio és 60 °C-on 1 percig anellaciod + extenzid (két 1épéses PCR). Az
adatokat a StepOne Plus v2.0 (Thermo-Fisher, Applied Biosystems) szoftverrel
értekeltiik ki.

4.4  Festéktranszfer-analizis

A szuszpenzidba felvett sejteket kettds fluoreszcens jeloléssel lattuk el, a
membranfoszfolipidet permanensen jelolé, vords szini 1,1°-dioktadecil-3,3,3”,3’-
tetrametilindokarbocianin-perklorattal (Dil, excitaciés/emisszios cstcsa: 549/565 nm) és
a membranon atjutd calcein-acetoximetilészterrel (calcein-AM), melyet az intracellularis
¢észterazok hidrofil, zold szinli calceinné alakitanak (molekulasuly: 0,6 kDa;
excitacios/emisszios csucs: 495/515 nm), ez utdbbi a sejtek kozotti réskapcsolatokon

képes kozlekedni (7. abra).

Minden mintabol 2 x 10 © sejtet 1 ml PBS-
ben szuszpendaltunk, és vagy 0,5 puM
calcein-AM + 9 uM Dil elegyével vagy
csak ezek egyikével mint kontrollokat

jeloltink. Ezutan 37 °C-on 30 percig

inkubaltuk oket, hogy kialakulhasson a
hidrofil calcein (224) Ezt kovetéen PBS- 7. 4bra. A festéktranszfer-vizsgalatunk
elméletének abrazolasa. A donor sejteket Dil
(piros) és calcein-AM (zo6ld) festékekkel
sejtet 300 pl PBS-ben szuszpendaltunk, jelsltik. Elébbiek a plazmamembrant
jelolték, utdbbiak a sejbe diffundaltak, ahol
az  intracellularis  észterazok  hidrofil
jeloletlen sejttel elegyitettiink, és 37 °C-on ~ calceinné hasitottak  oket. A calcein a

réskapcsolatok kozvetitésével (kék) jutottak
5 Orén 4t, egy-egy 25 cm*-es sejttenyésztd  at a kapesolods, jeldletlen sejtekbe. Balla
Péter abraja, az engedélyével felhasznalva
(224).

oblités és centrifugalas utan 10 ° jelolt

majd ebbdl 10 ° kettds jeldlt sejtet 9 x 10 °

flaskaban inkubaltunk, hogy konfluensen
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letapadhassanak, és kialakulhassanak a sejtk6zotti kapcsolatok. Ezt kovetéen PBS-mosas
utan 0,01% tripszin-0,02% EDTA oldattal felszedtik a sejteket, Oblitettiik &s
centrifugaltuk o6ket, és 300 pl PBS-ben szuszpendalva mintanként 20000 sejtet
szamoltunk meg Navios aramlasi citométerrel (Beckman Coulter Life Sciences,
Indianapolis, IN, USA). 488 nm-es 1ézerrel gerjesztve a calcein fluoreszcenciajat 530/30
nm-es, a Dil-ét 585/42 nm-es sziirével detektaltuk. A Dil-pozitiv sejtfrakcio az eredetileg
kettOs jelolt sejteket reprezentaltdk, mig a csupan calcein-festédott sejtek a réskapcsolati
kommunikécioval aranyban jottek létre. A mérési eredményeket Kaluza szoftverrel

(Beckman Coulter) értékeltiik ki, kvadrans ,,dot plot” segitségével jelenitettiik meg.

4.5 Melanocytds borelvaltozdasok szovetmintidi, szoveti multiblokk

19 k6zonséges (CN mint ,,common nevus”’; 10 ,,compound”, 8 intradermalis és 1 halo) és
63 dysplasticus naevus (DN; 4 junctionalis, 46 ,,compound”, 13 lentiginosus, masként 36
enyhe és 27 sulyos dysplasiat mutato), valamint 63 primer (PM; 23 ,,vékony” < 1 mm és
40 ,,vastag” > 1 mm) és 22 attéti melanoma (MMet; 6 nyirokcsomoé- és 16 bOrmetastasis)
4%-o0s formalinban fixalt, paraffinba agyazott blokkjat gyljtottik Ossze a Szegedi
Tudomanyegyetem Borgyogyaszati és Allergologiai Klinik4djan 2003-2006 kozott
kimetszett €s diagnosztizalt anyagok koziil. Az alanyok atlagos ¢€letkora 37,3 (11-64) év
volt CN (6 férfi, 13 nd), 34,3 (12-76) év DN (38 férfi, 25 nd), 64,4 (25-88) év PM (31
férfi, 32 nd) és 66,5 (43-87) év MMet (7 férfi, 15 nd) esetén. A PM esetek Clark-szint
szerinti szoveti mélysége 18 esetben II, 29-ben I, 9-ben IV, 7-ben V volt. Vékony
melanomak esetében az atlagos vastagsag 0,672 (0,304-0,988) mm, az atlagos mitotikus
index 2,9 (0—11) volt, vastag melanomak esetében pedig 5,199 (1,064—26,524) mm illetve
18,0 (0-71). A betegek adatait a Szegedi Tudomanyegyetem és a budapesti Semmelweis
Egyetem hatalyos etikai szabalyzata szerint kezeltiik. (Hatarozat szama: KL.-37/2006).

A fenti anyagokbol 1-3 darab, 2 mm atmérdjii szvethengert vagtunk ki, a reprezentativ
teriileteket hematoxilin-eozinnal festett metszet alapjan kijeldlve. Nagyméretii 1€ziokbol
kiilon-kiilon henger tartalmazta a vertikalis tumorfrontot, valamint a daganat k6z€pso €s
B. és V. E.). A szovethengereket 6 darab 70 mintas szoveti multiblokkba (TMA)
gyljtottik, a szamitogép-vezérelt TMA Master (3DHistech, Budapest) késziilék
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segitségével (8/A-B. abra). A fent felsorolt esetszamok a sériilt és nem reprezentativ
mintak kihagyésat kovetden értendok, a sejtciklusfehérjék expresszidjat vizsgalod
munkankban. A connexin-expresszids vizsgalatok soran az egyik TMA-blokk mar kevés
mintat tartalmazott, igy azt kihagytuk az értékelésekbdl. Az elemzésre alkalmas
esetszamok az alabbiakra csokkentek: 16 CN, 58 DN, 49 PM (22 vékony, koztiik 6 in
situ, valamint 27 vastag) és 19 MMet (4 regionalis nyirokcsomoi és 15 borattét). Az
atlagéletkor 33,8 (11-64) év volt CN (6 férfi és 10 nd), 34,3 (12-76) év DN (33 férfi, 25
nd), 63,7 (25-91) év PM (23 férfi, 26 nd) és 65,6 (43—87) év MMet esetén. A PM esetek
Clark-szint szerint az alabbi szamban szerepeltek: I: 6, I1: 13, I1I: 20, IV: 7, V: 3. Vékony
melanomaknal az atlagos vastagsag 0,530 (0,157-0,988) mm, az atlagos mitotikus index
2,9 (0-11) volt. Vastag melanomaknal ezek az értékek 4,835 (1,064-15,806) mm illetve
14,9 (2-45) voltak.

8. abra. 3DHistech TMA Master késziilek (A) segitségével allitottuk Ossze a szoveti
multiblokkokat (B). A blokkokbdl késziilt metszeteken végeztiik el az immunhisztokémiat,
melyeket ezutdin 3DHistech Pannoramic Scan késziilékkel (C) digitalizaltunk, és
szamitogépen értékeltiink (D).
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4.6 Immunhisztokémia és immuncitokémia

A fent emlitett TMA-blokkokbdl mikrotommal 4 pm szeletvastagsagu metszeteket
készitettlink, melyeket adheziv targylemezekre (SuperFrost Ultra Plus, Gerhard Menzel,
Braunschweig, Németorszdg/ Thermo-Fisher) vittlink, ¢és a feldolgozasig
hiitészekrényben, 4 °C-on taroltunk. Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a

metszeteket xilolban és etanolban deparaffinaltuk.

A sejtciklusos vizsgalatunkban az antigénfeltdrashoz a metszeteket pH 9,0 vegyhatasu
0,01 M trisz-0,1 M EDTA (TE) pufferben, illetve a cyclin D1 vizsgalatahoz pH 6,0-0s
Htarget retrieval buffer” oldatban (Dako, Glostrup, Dania) ~105 °C-on, 30 percig forraltuk
elektromos kuktaban (Avair Ida YDBS50-90D, Biatlon, Pécs), majd az endogén
peroxidazok blokkolasara metanolban oldott 0,5%-o0s hidrogén-peroxid oldatban 20
percig inkubaltuk. Az indifferens fehérjék blokkoldsara a Novolink Polymer kit (Leica-
Novocastra, Newcastle upon Tyne, Egyesiilt Kiralysag) megfeleld készitményét

alkalmaztuk parasito kamraban, szobah6mérsékleten, 10 percig.

A connexines vizsgéalatunkban a fent leirt peroxiddzgatlds megeldzte a feltarast.
Antigénfeltarashoz a lemezeket TE pufferben, ~100 °C-on, 50 percig mikrohullamt
siitbben hokezeltiik (Whirlpool JT 366, Benton Harbor, MI, USA), majd 0,005%-0s
tripszin-fenolvords oldatban (Thermo-Fisher, Gibco) 10-20 masodpercig emésztettiik.
Az aspecifikus kotohelyeket 5%-0s BSA-TBST oldatban 30 percig kezelve gatoltuk.

A 6. tablazatban felsorolt primer antitesteket mindkét vizsgéalatban 1%
szarvasmarhaszérum-albumin (,,bovine serum albumin”, BSA) pH 7,4-es trisz-pufferelt
sooldatban (,.tris-buffered saline”, TBS) oldottuk, veliik a metszetek inkubaldsat parasitd
kamraban, szobahdmérsékleten, egy ¢éjszakan at végeztiik. Ezt kdvetden a lemezeket a
fent emlitett Novolink polimer-peroxidaz kit posztprimer blokkolo6 reagensével kezeltiik
30 percig, majd a polimer reagenssel tjabb 30 percig. Az inkubéacios 1épések kozott 2 x 3
percig Oblitettiink 0,01% Tween-20-at tartalmazé6 TBS pufferben (TBST). Az
enzimaktivitast hidrogénperoxid/3-amino-9-etilkarbazol szubsztrat-kromogén pH 4,5-es
0,1 M acetat pufferes oldatiban tettiik lathatova mikroszkopos kontroll mellett, 3-5
percig kezelve. A képzddott piros szinli csapadék jol elkiilonithetd volt a szovetek barna
melaninpigmentjétdl. A metszeteket ezutdn hematoxilinnel magfestettilk, majd

Faramount vizes fedéanyag (Dako) hasznalataval lefedtiik.

50



6. tablazat. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt primer antitestek. A
reagensek gyartoi: abCam/Epitomics, Burlingame, CA, USA; Cell Signaling, Danvers, MA,
USA; Merck/Millipore, Burlington, MA, USA; Merck/Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA; Thermo/Lab Vision, Kalamazoo, MI, USA, tovabbiak a szvegben ismertetve.

Célantigén Antitestklon Gyarto, katalogusszam Hig}'tési
arany
aurora A 1G4 (nyul) Cell Signaling #4718 1:80
aurora B EP1009Y (nyul) AbCam (Epitomics) ab45145 (1788-1) 1:300
CDK2 2B6 (egér) Thermo (LabVision) MS-459-P0 1:300
cyclin A 6E6 (egér) Thermo (LabVision) MS-1061-S0 1:150
cyclin D1 SP4 (nyul) Thermo (LabVision) MA1-39546 1:200
geminin EM6 (egér) Leica (Novocastra) NCL-L-Geminin 1:150
Ki67 MIB-1 (egér) Dako IR626 (N1633) 1:2
MCM6 KATS82 (egér) Leica (Novocastra) NCL-L-MCM®6 1:400
topoizomeraz II alfa Ki-S1 (egér) Thermo (LabVision) MS-1819-S0 1:400
Cx43 (GJAl) Cell Signaling #3512 1:100
Cx46 (GJA3) Merck (Sigma-Aldrich) SAB1300557 1:75
Cx32 (GJB1) Merck (Sigma-Aldrich) HPA010663 1:30
poliklonalis (nytl)
Cx26 (GJB2) Merck (Millipore) AB8143 1:1000
Cx30 (GJB6) Merck (Sigma-Aldrich) HPA014846 1:75
Cx30.2 (GJC3) Merck (Sigma-Aldrich) AV36638 1:500

Az immuncitokémidhoz a tenyésztett sejteket 0,05 M TBS-sel atoblitettiik, 0,01%
tripszin-0,02% EDTA oldattal szuszpendalt allapotba hoztuk, majd 8 lyuku
tenyésztélemezekbe (Falcon, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,
USA) helyezett feddlemezekre passzaltuk, és ~75%-os konfluencidig tenyésztettiik.
Ekkor a kultardkat TBS-sel atmostuk, metanolban —20 °C-on 10 percig fixaltuk,
megszaritottuk, és TBS-sel oOblitettiik. Parhuzamos mintakat 0,2%-0s Triton-X-100
tartalmu TBST-ben permeabilizaltunk 10 percig, majd 4%-0s formalinos TBS pufferben
ujabb 10 percig fixaltunk. Az aspecifikus kotéhelyeket 5%-0s BSA TBS-beli oldataval
20 percig kezelve blokkoltuk, majd a primer antitestekkel egy éjszakén 4t inkubaltuk.

Az immunfluoreszcens vizsgalathoz a nyul eredetli anti-connexin primer antitesteket egér
eredeti anti-vimentin (V9 klon, 1:200; Dako), anti-Ki67 vagy Melan A (1:200; Dako)
antitestekkel elegyitettiik, hogy a sejtstruktirat, proliferaciot illetve a melanocyta eredetet
lathatova tegyiik. A primer antitesteket Alexa Fluor 488 illetve 546 konjugalt kecske anti-
egér (488) illetve anti-nyul (546) IgG H+L szekunder antitestekkel (Thermo/Invitrogen)
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kezeltiik 90 percig, 1:200 higitasban TBST-ben oldva, majd a sejtmagot Hoechst festéssel
(1:500; Merck/Sigma-Aldrich) jeloltik. Az inkubacios 1épések kozott a lemezeket 3x2
percig TBST-vel oblitettiik, végiil a lemezeket fluoreszcens fed6anyaggal (Dako)

targylemezre helyeztiik.

A szovettani metszeteket Pannoramic Scan (3DHistech) mikroszkoppal digitalizaltuk
(8/C-D), és a géphez tartozo szoftverrel, dermatopatologus segitségével megszamoltuk a
reprezentativ teriileteken a pozitiv tumorsejtek aranyat. Ezek kategorizaldsara olyan

skalakat hataroztunk meg, melyek jol elkiiloniilé csoportokat hoztak 1étre (7. tablazat).

7. tablazat. Az immunhisztokémiai reakciok értékelése a pozitiv naevus- illetve
melanomasejtek aranyat vizsgalva. Sejtciklus-markerek esetén a magi reakciot vettiik
figyelembe.

0 1 2 3

cyclin D1, CDK2, MCM6, Ki67, pl6'NK4 < 104 1-9% 10-29% >30%
cyclin A, geminin, Top2a, aurora A és B <1% 1-4% 5-19% >20%
Cx46, Cx26 <10% 10-49% 50-74% >75%

Cx43, Cx32, Cx30.2 <5% 5-24% >25%

A vaszkularis connexin-pozitivitds megallapitasahoz kétfokozata skalat hasznaltunk: O:
<5% (negativ) és 1: >5% (pozitiv), az epidermalis keratinocytak értékelésére pedig Haass
felosztasat: 0: negativ; 1: stratum granulosum; 2: legfelso rétegek (,,uppermost layers™);

3: szuprabazalis rétegek (,,suprabasal layers”); 4: minden réteg (,,all layers™) (230).

A melanocytds  daganatok  connexin-expresszojat  Osszehasonlitottuk  a

sejtciklusproteineket vizsgalé munkank adataival, kiegészitve a p16/NK4

(Ab6 klon, 1:400, Thermo/LabVision).

vizsgalataval

Az immunhisztokémiai reakciok statisztikai értékeléséhez dichotomizalast kdvetden
kétoldalas Fisher-féle egzakt tesztet alkalmaztunk (SPSS), a teoretikus szomszédos
progressziés fokozatokat Osszehasonlitva, nevezetesen: naevus/melanoma illetve
CN/DN, DN/vékony PM, vékony/vastag PM, vastag PM/MMet. A pozitivnak tekintendd
immunreakcié hatarértékének megallapitasahoz minden lehetdséget kiprobaltunk (pl.

0/1-4, 0-1/2-4, 0-2/3-4, 0-3/4), szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéket tekintettiik. Az
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crer

hierarchikus klaszteranalizissel is elemeztiik (R 15.2.0; R Foundation, Bécs, Ausztria).

A sejtciklusfehérjék expresszidjat Spearman-féle rangkorrelacios analizissel is vizsgaltuk
(Statistica, StatSoft, Tulsa, OK, US), ekkor p<0,001 értéket vettiik szignifikdnsnak,
valamint a biomarkerek szenzitivitasat illetve specificitasat is értékeltiik (SPSS), illetve
diszkriminancia-analizist is végeztiink a biomarker-kombinaciok prediktiv értékének

megallapitasdhoz, ,,leave-one-out” modszerrel keresztvalidalva.
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5 Eredmények

5.1 Sejtciklusfazisok progresszioja melanocytds daganatokban

A sejtciklus-fazismarkerek eltér6é fehérjeexpresszidjat in situ vizsgaltuk, a kozonséges
naevus — dysplasticus naevus — vékony melanoma (< 1 mm) — vastag melanoma (> 1 mm)
— attéti melanoma sorozat mentén (9—11. abra, 8. tablazat). Kovetkeztetéseinket akkor
lattuk igazoltnak, ha a csoportok kozott legalabb két hatarértéknél statisztikailag
szignifikans kiilonbség volt. A kdzonséges naevusok alacsony szinten altalanos (MCM6,
Ki67) és G1 fazismarkereket (cyclin D1, CDK2) expresszaltak, az utobbiak dysplasticus
naevusokban szignifikdnsan megemelkedtek (p<0,001 - p=0,014). A poszt-Gl
fazismarkerek, mint az S—G2 (cyclin A, geminin, Top2a) és G2—M (aurora A és B)
fazisok szabalyozdi, a vékony melanomakban valtak kimutathatova, igy szignifikdnsan
feliilregulalodtak a naevusokhoz viszonyitva (p<0,001 — p=0,025). Az MCM6 ¢és Ki67
expresszidja ugyancsak szignifikdns emelkedést mutatott vékony melanomakban, a
dysplasticus naevusokhoz viszonyitva. Vastag melanomékban a sejtciklus-progresszios
markerek szignifikansan feliilregulalodtak a vékonyakhoz képest (p<0,001 — p=0,026),
kivéve az MCM6-ot, cyclin D1-et és CDK2-t, ami a korai sejtciklusmarkerek allando

crcr

mutatott szignifikans kiilonbséget vastag és attéti melanomak kozott.

= ~ MCM6 | e
o e
~ CyclinDt
e C U I e
I CyclinA
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9. abra. A vizsgalt sejtciklus-szabalyozo fehérjék expresszidjanak vazlatos abrazolasa a ciklus
soran. E sejtmagi proteinek immunhisztokémiai kimutatasaval elkiilonithet6vé valtak a f6bb
sejtciklusfrakciokban, a G1 és poszt-G1 fazisokban (S-G2 és G2-M) 1év6 sejtek.
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L1001 N2 m3

CDK2 CyclinD1l MCM6 Ki67 Cyclin A Top2a Geminin Aurora B Aurora A

16 18 17

11. abra. Sejtciklusfehérjék expresszidja az altalunk vizsgalt melanocytas entitasokban
(PM<1: £ I mm vékony, PM>1: > 1 mm vastag melanoma). Az oszlopdiagramokon az
arnyalatok az expresszio mértekét tiikkrozik (lasd 8. tablazatot is), a szdmok a megfeleld esetek
szamat jelzik.
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5.2 Melanocytis daganatok klaszteranalizise sejtciklus-fazismarkerek expresszioja

alapjan

A részletes in situ fehérje-expresszios profil alapjan a dysplasticus naevusoktol a vastag
melanomakig terjedd tumorprogresszid parhuzamba allithato a sejtciklusmarkerek
A Dbenignus ¢és malignus esetek jol elkiiloniiltek egymastol, habar ezeken a {6
kategoridkon beliill mar keveredtek a kiilonb6zé alcsoportok. Négy melanomaeset a
benignus daganatok kozé sorolodott, ennek kovetkeztében ez a téves osztalyozas
kedvezétlen klinikai kovetkezménnyel jarhat. Mindazonaltal, ez a négy paciens 7-10 év

utan is daganatmentesnek bizonyult.

A dendrogramok a sejtciklusmarkereket funkcidjukkal 0sszhangban csoportositottak,
kapcsolatot mutatva az S-G2 fazismarkerek (geminin, cyclin A, Top2a, valamint a Ki67
is ide sorolddott) és az M fazisszabdlyozok (aurora A és B) kozott. A hierarchia

legmagasabb fokan az MCM6 Allt.

fCN
DN
PM<1
Fev>1 N || B IS 0 |
'TI'H — ELSOSORBAN — «— MELANOMAK ﬁ Geminin

NAEVUSOK Cyclin A
d Aurora B
Ki67

Top2a

Ki6

Aurora A
Cyclin D1
CDK2
MCM6

9
N
n
O
o
1
il
:9
O
l

12. abra. Sejtciklus-fazismarkerek komplex tesztelésén alapuld sulyozatlan hierarchikus
klaszteranalizis hotérképe. A fels6 dendrogramok kiilon csoportositjak a naevusokat és a
melanomakat, de az alcsoportok ezen beliil keverednek. A vastag (PM>1) és attéti melanomak
(MetM) egyiitt csoportosulnak. A bal oldali dendrogramok szoros korrelaciot mutatnak a
poszt-G1 fazismarkerek €s a Ki67, valamint a korai sejtciklus-markerek és az MCM6 kozott.
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A Spearman-rangkorrelacios egyiitthato (p) primer melanomakban ugyanerre utalt, 0,51—
0,77 volt a poszt-G1 (S-G2-M) fazismarkerek kozott, 0,44—0,65 a Ki67 és poszt-G1l
fazismarkerek kozott és 0,44—0,59 az MCMG6 és poszt-G1-fehérjék vagy Ki67 kozott (az
eddig felsoroltak szignifikans pozitiv korrelaciok voltak, p<0,001). Szignifikans pozitiv
Osszefiiggés latszott a cyclin D1 és CDK2 kozott is (p=0,47), &m ezek és a poszt-G1l

fazismarkerek kozott nem volt ilyen dsszefliggés.

53 A sejtciklusmarkerek elkiilonitik a dysplasticus naevusokat a vékony

melanomaktol

Diszkriminanciaanalizist végeztiink a markerkombinaciok prediktiv —értékének
meghatarozasadhoz, a dysplasticus naevusok és vékony melanomaék elkiilonitésére. Az
MCMB6 (>10% hatarértéknél) + Ki67 (=1%) vagy cyclin A (>1%) bizonyult a legjobb
markerkombinacionak, mely helyesen osztdlyozta az eredeti mintdk 95,9%-at és a
keresztvalidalt esetek 93,2%-at, 89,5%-o0s szenzitivitassal és 92,6%-os specificitassal (9.

és 10. tablazat).

9. tablazat. Dysplasticus naevusok és vékony (< 1 mm) invaziv melanomak osztalyozasa
diszkriminancia-analizissel, az MCM®6, Ki67 és cyclin A kombinalt detektalasaval. PM<I:
vékony invaziv melanoma < 1 mm.

Markerkombinacio Elérejelzett csoportositas
MCM6 + Ki67 vagy cyclin A DN PM<1 Osszesen
Esetszam DN 53 1 o4

M<1 2 17 25

Eredeti DN 531 19
% PM<1 10,5 89,5
Esetszam DN 53 1 54

Keresztvalidalt PM<1 4 15 19

DN 981 109
% PM<1 21,1 789

Az eredeti esetek 95,9%-a helyesen osztalyozva
A keresztvalidalt esetek 93,2%-a helyesen osztalyozva
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10. tablazat. Sejtciklus-markerek szenzitivitasa ¢és specificitaisa vékony invaziv és
dysplasticus naevusok elkiilonitésére. A hatarérték frekvencidk arra utalnak, mennyi a
jelolodott sejtek minimalis aranya a pozitiv osztalyozas kritériumaként.

- = >
= Z N4 2 & o
52 £ % 5 §:S
X E = = = NS
s 2 & IS g g2 E
= 5 % & &28F
> = wn o S
—_— o n =<
= Z £
m ~
MCM®6 >10%
+Ki67 >1% 89,5% 92,6% 54/19
vagy cyclin A >1%
MCM6 >10% 90%  87,7% 57/20
Ki67 >1% 81,0% 87,9% 58/21
Cyclin A >1% 73,9% 90,5% 63/23
MCM6 >30% 65%  98,2% 57/20
Ki67 >10% 57,1% 100% 58/21
Geminin >1% 56,5% 935% 62/23
Top2a >1% 47,6% 94,9% 59/21

5.4 Insilico connexin génexpresszio analizis

A connexin-génexpresszios eredmények Osszehasonlitasanak szignifikans eredményeit,
beleértve az in silico kutatasokat a 11. tablazatban mutatom be. A GSE3189 array
adathalmazaban a melanomak csokkent GJA1 (Cx43; LogFC=-4,1; p<0,001), GJB3
(Cx31; ,log-fold-change”, LogFC=-3,4; p<0,001), GJB5 (Cx31l.1; LogFC=-3,3;
p<0,001) és fokozott GJB1 (Cx32; LogFC=+1,5; p<0,001) génexpressziét mutattak,

naevusokkal 6sszehasonlitva (276).

A GSE7553 array-ben az attéti melanomak csokkent GJA1 (Cx43; LogFC=-1,9;
p<0,001), GJB2 (Cx26; LogFC=-4,6; p<0,001), GJB3 (Cx31; LogFC=-3,2; p<0,001),
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GJB5 (Cx31.1; LogFC=-2,5; p<0,001) és GIJB6 (Cx30; LogFC=-7,1: p<0,001)

génexpressziot mutattak, primer melanomakhoz képest (beleértve az

in situ

elvaltozasokat) (277). A GJA3/Cx46 alacsony szinten ugyancsak kimutathatd volt, de

nem mutatott kiilonbséget a két csoport kozott.

A GSEB8401 array-ben xenograft modellekbdl szarmazé melanoma metasztazisokban
csokkent GJA1 (Cx43; LogFC=-2,8; p<0,001), GJB3 (Cx31; LogFC=-1,8; p<0,001) és
GJB5 (Cx31.1; LogFC=-1,1; p<0,001) génexpresszidé mutatkozott, primer melanomakkal

Osszehasonlitva (278).

11. tablazat. Az in silico analizis, valamint az mRNS- és fehérje-expresszids eredményeink
Osszefoglalasa sejttenyészetekben és szovetmintakban. > vagy <: szignifikans kiilonbség, ~:
nincs szignifikans kiilonbség, neg.: negativ, N: nevus, M: melanoma, CP: citoplazmatikus
immunreakcio, PN: paranukleéris, CM: sejtmembran. *: pozitiv mindharom GJB1 TagMan
probaval, **: negativ psHs.PT.56a.4848609 probaval, de pozitiv Hs00939759s1 ¢és
Hs04259568s1 probakkal.

Connexin mMRNS-expresszi6 in silico Immunhiszto-
-onh press: gRT-PCR (4¢T)/immunhisztokémia kémia
izotipus analizise

(% poz.)
e © <% o Naevus vs.
o (90 M) — bt = @ 0]
= = = 8 J gc g 35 ® e melanoma
0 ~) o = ~ = W D c > = - I3Y
S 5§ WE WE we = ST T <
= OZ 0= 0% 2 22
(attéti)
GJA1 Cx43 N>M PM > PM > 3,34/ neg./ neg./ neg./ CM:75>5
MMet MMet CP,PN,CM  neg. neg. neg.
GJA3 Cx46 alacsony 11,75/ 8,56/ 6,99/ 9,85/ PN: 100 ~ 96
CP CP PN CP
GJB1 Cx32 N<M PM ~ PM ~ neg./ *5,65/  **525/ **492/ CP:88~97
MMet MMet neg. CP neg. neg. CM:17~11
PN:0<15
GJB2 Cx26 PM > 4,53/ 3,78/ 8,51/ 12,45/  erfs: 65 <85
MMet CP neg. CP, CP CP: 37 <66
CM PN: 63 > 34
GJB3 Cx31 N>M PM > PM > neg. 3,23 11,64 neg.
MMet MMet
GJC1 Cx45 N~M PM ~ alacsony 8,16 neg. 7,65 8,31
MMet
GJC3 (Cx30.2 12,38/ 12,93/ 11,29/ 12,41/ PN:3<23
PN neg. PN neg.
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5.5 Connexin génexpresszio tenyésztett primer melanocytikban és melanoma

sejtvonalakban

A GJ/Cx izotipusok expresszidjanak kiiszobciklusat (,,cycle threshold”, cT) a haztartasi
gén ACTB-vel hasonlitottuk dssze (4cT) (13. abra). Az ACTB szignal kezdete (atlagos
cT) a 17-23. ciklus koz¢é esett, a Cx gének szignaljat pedig akkor tekintettiik pozitivnak,
ha kiiszobeiklusuk 35. ciklus alatti volt.

A GJAT (Cx43) gén csupan a melanocyta tenyészetben expresszalddott (4c7=3,34,
standard deviacio, SD=0,03).

A GJA3 (Cx46) mRNS szintek alacsonyabbak voltak melanocytakban (4c7=11,75;
SD=0,66) mint az A2058 (4c7=9,85; SD=0,25), WM983/A (4cT=8,56; SD=0,18) és
HT199 (4¢7=6,99; SD=0,22) melanoma sejtvonalakban. Melanocytaval 6sszehasonlitva,
a relativ expresszios hanyados (,,relative quotient”, RQ) 16,544 volt HT199-ben, 8,595
WMO983/A-ban ¢és 3,741 A2058-ban. Szignifikdnsan magasabb mMRNS szinteket
detektaltunk HT199-ben (p<0,001), WM983/A-ban (p<0,001) és A2058-ban (p=0,026),
mint melanocytakban; HT199-ben (p<0,001) és WM983/A-ban (p<0,001) az A2058
sejtvonallal Osszevetve, valamint HT199-ben a WM983/A-val 6sszehasonlitva
(p=0,028).

A GJBI1 (Cx32) melanocytdban nem volt azonosithat6, de markdnsan expresszalddott
mindharom melanoma sejtvonalban: a WM983/A-ban (4¢7=6,65; SD=0,23), a HT199-
ben (4cT=5,25; SD=0,42) és az A2058-ban (4c¢T=4,92; SD=0,14). (Megjegyzendd, hogy
a Hs.PT.56a.4848609 TagMan probaval nem detektaltunk GJB1 mRNS-t HT199 ¢és
A2058 sejtekben.)

A GJB2 (Cx26) melanocytaban (4c7T=4,53; SD=0,13) és WM983/A-ban (4cT=3,78;
SD=0,09) expresszalodott, mig szignifikdnsan alacsonyabb expressziot mutatott HT199-
ben (4c7=8,51; SD=0,47; p<0,001) és nagyon alacsony szinteket A2058-ban
(4cT=12,45; SD=0,46; p<0,001). Melanocytaval dsszehasonlitva, az RQ érték 1,683 volt
WM983/A-ban, 0,004 A2058-ban és 0,063 HT199-ben. A kiilonbségek MC és WM983/A
(p<0,001), melanocyta és A2058 (p<0,001), valamint melanocyta és HT199 (p<0,001)

kozott voltak szignifikansak.
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A GIJB3 (Cx31) magas expressziot mutatott WM983/A-ban (4c¢7=3,23; SD=0,18),
alacsonyabb szintet HT199-ban (4c7=11,64; SD=0,18), de nem tudtuk kimutatni

melanocytaban és A2058-ban.

A GJC1 (Cx45) szignifikansan magasabb expressziot mutatott HT199-ben (4¢7=7,65;
SD=0,28) mint melanocytaban (4c¢7=8,16; SD=0,86) (p<0,001) ¢és A2058-ban

I, GJC3/Cx30.2

+ GJB6/Cx30
4 GJB4/Cx30.3

WM 983/A ¥+ _GJB3cxai
3 GJB2/Cx26

GJB1/Cx32
GJA3/Cx46

GJD3/Cx31.9
GJC3/Cx30.2
GJC1/Cx45

== GJB1/Cx32

HT199 4 GJB3/Cx31

—t+— GJB2/Cx26

- GJA3ICx46

GJC3/Cx30.2
GJC1/Cx45

T GJB1/Cx32

Sejtkultura

A2058

—+— GJB2/Cx26

N~ GUA3ICx46

GJD3/Cx31.9
GJC3/Cx30.2
GJC1/Cxd5
1 3 GJB2/Cx26

—— GJA3/Cx46
GJA1/Cx43

0 2 4 6 8 10 12 14
dCt

13. abra. Connexin génexpresszio tenyésztett primer melanocytdkban (MC) és melanoma
sejtvonalakban (A2058, WM983/A, HT199). Az expresszid hatarérték-ciklusat az ACTB
haztartasi généhez viszonyitottuk (dCt). Azokat a géneket, melyek tobb tenyészetben is
megjelentek, szinezve dbrazoltam. A fekete vonalak a szorast abrazoljak legalabb 3 izolatum
mérése alapjan. A legmagasabb expresszidt mutatd géneket a legrovidebb savok
reprezentaljak: GJA1 (Cx43) a MC-ban, GJB2 (Cx26) és GJB3 (Cx31) WM 983/A-ban,
valamint GJB1 (Cx32) mindharom melanomaban.

MC
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(4c7=8,31; SD=0,63) mig nem volt detektalhatd WMO983/A-ban. Melanocytaval
Osszehasonlitva, az RQ érték 1,424 volt HT199-ben és 0,899 A2058-ban.

A GJC3 (Cx30.2) alacsony szinten valamennyi mintaban expresszalodott: a HT199-ben
(4cT=11,29; SD=0,28), melanocytaban (A4c7=12,38; SD=0,47), az A2058-ban
(4cT=12,41; SD=0,42) és a WM983/A-ban (4c¢T=12,93; SD=0,10). Melanocytaval
Osszevetve, az RQ érték 2,131 volt HT199-ben, 0,986 A2058-ban és 0,687 WM983/A-
ban. HT199-ben a GJC3 expresszid szignifikansan magasabb volt mint A2058-ban
(p=0,033) vagy WM983/A-ban (p=0,031), és magasabb volt melanocytaban (p=0,024)
vagy A2058-ban (p=0,004) mint WM983/A-ban.

A GJD3 (Cx31.9) mRNS kimutathaté volt HT199-ben (4¢7=11,89; SD=0,05; RQ=1,912)
és kisebb mértékben melanocytaban (4c7=12,82; SD=0,39).

GJB4 (Cx30.3) (4cT=9,36; SD=0,11) ¢és GJB6 (Cx30) (4cT=8,20; SD=0,03)
génexpressziot csupan a WMO983/A sejtvonalban tudtuk kimutatni, és a GJA4 (Cx37),
GJB5 (Cx31.1), GJB7 (Cx25), GJC2 (Cx47), GJD2 (Cx36) valamint GJD4 (Cx40.1)

MRNS-ek expresszidja egyik mintdban sem igazolddott.

5.6 Connexin fehérje-izotipusok in situ detektdldasa melanocytakban és melanocytds

daganatokban

A Cx43 (GJA1) partikularis (vagy pontszerill) citoplazmatikus és fokalis membranozus
mintdzati immunfestddésként mutatkozott melanocyta tenyészetben, de nem mutatott
reakciot A2058, HT199 és WMO983/A melanoma sejtvonalakban (14/A. abra).
Szovetmetszetekben, a Cx43 mint granularis sejtplazma- és sejtmembran-reakcid volt
megfigyelheté az epidermalis keratinocytakban (14/B. abra), valamint kozottik és a
melanocytak kozott. Minden kozonséges (13/13, 100%) és a dysplasticus naevusok nagy
része (23/35, 66%) pozitiv volt, szignifikans kiilonbség nélkiil (14/C-E. abra). Ha a
gyenge reakciot (sejtek <25%-a) negativnak tekintettiik, a pozitivitasi rata szignifikansan
magasabb volt 11/13 (85%) kozonséges naevusban, mint 12/35 (34%) dysplasticusban
(p=0,003). Alig figyeltiink meg Cx43 reakciot kozonséges (1/10, 10%) és dysplasticus
naevusok (0/46, 0%) felszines régidiban, valamint primer (1/45, 2%) és attéti

melanomakban (2/18, 11%).
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A Cx46 (GJA3) immunreakcio diffuz citoplazmatikus, néha sejtmembran-lokalizaciot
mutatott primer melanocytdkban és WM983/A valamint A2058 sejtvonalakban, mig

els6sorban paranuklearis festédést HT199 melanoma sejtvonalban (14/F-G. abra).

o

<

x

O
CN(ID) DN(ID) CN(SF) DN (SF) PM<1 PM>1 MMet
n=13 35 10 46 21 24 18

o 4 ‘.‘«," ’

q Y

x
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W\ .\\\ ~ { ‘.?. ‘ ‘ly'*g‘? i ; i ‘\"A
Vielanocyték & “ I:i]"'199'9" -

14. abra. Cx43 (A-E) és Cx46 (F-H) fehérje-expresszio melanocytakban és elvaltozasaikban
(immunfluoreszcens képeken a Cx43 piros, a magfestés kék). A tenyésztett primer
melanocytak granularis sejtplazmai és membrandzus (nyilhegy) festédést mutattak (A; a
vimentin intermedier filamentumok zoélddel jelolve). Denz granularis jel 1athato a melanoma
koriili epidermalis hyperplasidban a keratinocytak kozott valamint kisebb mértékben a bazalis
réteg minden sejtje koriil (a szaggatott vonal mentén), beleértve a melanocytakat is (B; a Ki67-
pozitiv proliferald keratinocytak zolddel jelolve). Erds reakcid latszik egy kozonséges naevus
érett k6zepso és bazalis regidiban (csillag) (C; zold szinnel a melan A-festddés latszik). Cx43-
pozitiv naevusfészek (szaggatott vonalon beliil) és stromalis sejtek, Cx43-negativ atipusos
sejtekkel (nyilak) egy naevus-alapti melanomaban (D; z6ld: melan A). A Cx43-expressziot
bemutatoé diagram CN-ban és DN-ban, vékony (PM<1) és vastag (PM>1) PM-ban valamint
MMet-ban (E; *%*: p<0,001; **: p<0,01; N: naevus, M: melanoma; ID: intradermalis, SF:
felszines teriiletek; m fekete: sejtek >25%-aban, m sziirke: 5-25%, o fehér: <5%). Cx46
immunreakcid paranuklearis (ER/Golgi; nyilak) akkumulaciot mutat tenyésztett
melanocytakban (F, zold: vimentin), HT199 attéti melanoma sejtvonalban (G) és nodularis
melanomaban (H). (Az immunperoxidaz reakciok soran piros 3-amino-9-etilkarbazol
kromogént hasznaltunk.)
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Szdvetmintdkban a Cx46 reakcio paranuklearis helyzetli volt minden naevusban (56/56,
100%) és a legtobb melanoméban (55/57, 96%), ritkan pedig a sejtmembranhoz kotdtten
mutatkozott. Naevusok ¢s melanomék, valamint alcsoportjaik kozott nem volt

szignifikans kiilonbség a pozitiv sejtek aranyara vonatkozodan (14/H. abra).

A Cx32 (GJB1) fehérjét az A2058 és HT199 attéti melanoma sejtvonalakban (15/A.
abra) mint granularis és/vagy diffiz sejtplazmai reakciot detektaltuk, mig a WM983/A
vertikalis novekedési fazisbol szarmazd melanoma sejtekben €s primer melanocytakban
negativ volt. Szovetmetszetekben, kozepes intenzitast Cx32 jelet lattunk 62/70 (89%)
naevusban és 65/67 (97%) melanomaban. Membrandzus Cx32 lokalizéaciot figyeltiink
meg 6/16 (38%) kozonséges, mig csak 6/54 (11%) dysplasticus naevusban (p=0,023)
(15/B, D. abra) és 7/67 (10%) melanomaban (koztiikk metasztazisokban is). Paranuklearis
Cx32 festédést talaltunk 8/27 (30%) vastag (15/C-D. abra) és 2/18 (11%) attéti
melanomaban, mig vékony (0/22, 0%) melanomakban (p=0,006) vagy naevusokban
(0/70, 0%) (p=0,001) nem talaltunk reakciot.

A Cx26 (GJB2) fehérje citoplazmatikus €s olykor sejtmembran-lokalizdciot mutatott
melanocytakban és A2058 valamint HT199 attéti melanoma sejtekben (15/E. abra).
Szovetekben kiilonbozé szubcellularis lokalizacidkban figyeltik meg a Cx26-ot.
Naevusokban a reakcio javarészt paranuklearis volt (41/65, 63%, 15/F, H. abra),
szemben a melanomak diffuz sejtplazmai reakciojaval (44/67, 66%, p=0,002, 15/G-H.
abra). Tovabba, a Cx26-ot expresszalo sejtek aranya szignifikdnsan kevésbé volt magas
naevusokban (40/65, 62% erdsen festddd), mint melanomakban (57/67, 85%, p=0,003,
15/1. abra).

Sejtkulturdkban Cx30.2 (GJC3) immunreakcidt figyeltiink meg primer melanocytakban
¢s a HT199 melanoma sejtvonalban (15/J. abra). Szovetekben a Cx30.2 nem vagy ritkdn
volt azonosithatd kozonséges (0/13, 0% 15/K, M. abra) vagy dysplasticus naevusban
(2/45, 4%). Gyakoribb volt primer melanomakban (2/18, 11% vékony, 8/25, 32% vastag)
és attétes esetekben (4/17, 24%) (15/L-M. abra), ahol citoplazmatikus és gyakran
paranukledris reakcioként jelentkezett. Naevus ¢és melanoma kozott a kiilonbség

szignifikans volt (p=0,002).
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Melanoma sejtvonal

Naevus

Melanoma

20 | piffaz

Poz. esetek aranya

CN DN PM<1 PM>1 MMet N M I N M M N M
n=16 54 22 27 18 H n=65 67 n=65 67 n=58 60

O

15. abra. Cx32 (A-C), Cx26 (E-G) és Cx30.2 (J-L) immunperoxidaz-reakcidok és a
melanocytas daganatok Cx32 (D), Cx26 (H-1) és Cx30.2 (M) expressziojat abrazold
grafikonok. Cx32 reakci6 a sejtplazmaban mutatkozott WM983/A melanoma sejtvonalban (A;
beillesztett kép: western blot), a sejtmembranban latszik (nyil) egy DN-ban (B), illetve foként
paranuklearisan akkumuldlodik (nyil) egy vastag melanomaban (C). Cx26 reakcio lathato
citoplazmatikusan és a sejtmembranban (nyilhegyek) a HT199 sejtvonalban (E), féként peri-
¢és paranuklearisan (nyil) festédik egy CN-ban (F) és diffuz sejtplazmai jelolést mutat egy
MMet-ban (G), mely mintazatok szignifikansan kiilonboztek a csoportok kozott.
Paranukledris Cx30.2 festédés latszik a HT199 melanoma sejtvonalban (J) és egy vastag
melanomaban (L), mig nincs reakcio egy CN-ban (csillag) (K), ahol a kornyezd bazalis
keratinocyta-réteg pozitiv (kivéve a melanocytak).

A diagramok jelzései: D: Cx32 m sotétsziirke: membranreakcio, vilagossziirke:
paranuklearis reakcio, m fekete: mindkett; **%%: p<0,001, **: p=0,002-0,010, *:
p=0,011-0,05. H: Cx26 m fekete: diffiz, m sziirke: paranuklearis; 1: m fekete: >75%, m
sotétsziirke: 50-75%, = vilagossziirke: 10-50%. M: Cx30.2 m fekete: >25%, m sziirke: 5-25%,
o fehér: <5%.
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5.7 Sejtciklus-szabdlyozo és connexin fehérjék expressziojanak dsszehasonlitisa

Melanocytas daganatok szovetmintaiban Osszevetettiik a connexinek és a sejtciklus-
szabalyozo fehérjék expresszidjat, utobbiakat a G1-fazist gatld pl16'NK4 vizsgalataval
kiegészitve. A sejtek > 1%-at érinté p16'N<* pozitivitas valamennyi (16/16) kozonséges
és 50/52 (96%) dysplasticus naevusban (16/C. abra), 16/20 (80%) in situ és vékony,
17/27 (63%) vastag valamint 3/18 (17%) attéti melanomaban megfigyelhetd volt. A
kiilonbség szignifikdns volt dysplasticus naevus és vékony melanoma (p=0,047),

valamint vastag primer és attéti melanoma kozott (p=0,002).

Dysplasticus naevusokban az intradermalis teriileteken Cx43-at expresszalo eseteknél
(sejtek >5%-a 22/32 esetben pozitiv) szignifikansan gyakoribb volt a p16'™N**-pozitivitas
IS (22/22 vs. 7/10; p=0,012), mig csokkent a CDK2 expresszid (Cx43 sejtek >25%-aban
pozitiv 10/31 esetben, CDK2 sejtek >10%-aban pozitiv 12 esetben; 1/10 vs. 11/21,
p=0,046), azonban az MCM6 jelenléte is fokozottabb volt (Cx43 sejtek >25%-4ban
pozitiv 12/33 esetben, MCM6 sejtek >1%-aban pozitiv 18 esetben; 10/12 vs. 8/21,

pl6'NK4a CDK2 MCM6
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16. abra. Dysplasticus naevusokban az intradermalis naevusrégiokat érint6 5% feletti Cx43-
expresszi® szignifikans Osszefliggést mutatott a fokozottabb pl6™K* expresszioval (1%
hatarérték felett), 25% feletti Cx43-expresszio pedig a csokkent CDK2 (10% hatarérték) és
fokozott MCM6 (1% hatarérték) expresszioval (A). Kozonséges €s dysplasticus naevusok
Osszevont csoportjaban a membrandzus Cx32 expresszio ugyancsak szignifikans 0sszefiiggést
mutatott a fokozottabb pl16'™K** (30% hatarérték), és csokkent CDK2 (10% hatarérték)
expresszioval (B). Neg.: negativ (o fehér), poz.: pozitiv (m fekete) a szovegben jelzett
hatarérték alapjan, *%: p<0,010, *: p=0,011-0,05. A diagramokban feltiintetett szamok az
esetek szamat mutatjak. C: Kifejett p16'NK* expressziot mutatd dysplasticus naevus.

Naevus
Cx32
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17. abra.Vastag és attéti melanomak Osszevont csoportjaban a Cx30.2 expresszio (5%
hatéarérték) szignifikdns sszefliggést mutatott a fokozottabb Top2a (5% hatarérték), aurora A
(1% hatarérték) és aurora B (5% hatarérték) expresszidval. Neg.: negativ (0 fehér), poz.:
pozitiv (m fekete) a szOvegben jelzett hatarérték alapjan, *: p<0,05.

Cx30.2

Vastag és attéti melanoma

p=0,027) (16/A. abra). Megfigyelésiink szerint a membranoézus Cx32-t kifejez6
kozonséges és dysplasticus naevusok egyuttal mind Cx43-pozitivak is voltak, és a CDK2-
vel leirt szignifikdns negativ Osszefliggés a Cx32-vel is kimutathaté volt (minden
naevusra: 0/12 vs. 24/55, p=0,003, dysplasticus naevusra: 0/6 vs. 23/45, p=0,027) (16/B.
abra). Magas, a sejtek >30%-at érint6 pl6'™<* expresszid ugyancsak szignifikansan
gyakoribb volt membran6zusan Cx32-pozitiv mint -negativ naevusokban (8/12 vs. 16/52,
p=0,043).

Mivel a vékony melanomakban nem talaltunk jellegzetes connexin-mintazatot, itt nem
volt lehetdség a sejtciklusfehérjékkel vald Osszefliggés vizsgalatdra. Vastag primer €s
attéti melanomakat Gsszevonva a Cx30.2 expresszidval szignifikdnsan fokozodott a
Top2a (>5% hatarértéknél; 12/12 vs. 21/31, p=0,041), aurora A (>1% hatarértéknél; 8/12
vs. 8/27, p=0,041) és aurora B (>5% hatarértéknél; 5/12 vs. 2/30, p=0,014) kinazok

expresszidja is (17. abra).

5.8 A ,gap junction” kommunikdcio festéktranszfer analizise

10 ° Dil + calcein-AM kettds pozitiv sejtet és 9 x 10 ° azonos tipusu, de jeldletlen sejttel
ko-kultaraba tettiink, majd 5 6ra inkubalas utan aramlasi citometriaval elemeztiik a sejtek
kozotti festéktranszfert (18. abra). A szimpldn (csupan calceinnel) jelolodott sejtek
aranya a connexin-mebrancsatornakon lezajlott direkt festéktranszfer mértékékét jelezte.
Mig a primer melanocytak 75,11%-a, addig az A2058 sejtek csupan 6,39%-a, a HT199
3,85%-a ¢s a WMOIB3/A sejtek 0,86%-a mutatott egyediili calcein pozitivitdst. A
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18. abra. A funkcionalis festéktranszfer teszt aramlas-citometrias elemzése szignifikansan
magasabbnak mutatta a réskapcsolatok altal kdzvetitett calceintranszportot (a Dil + calcein
kettos jelolt sejtekbol az érintkezo jeloletlen sejtek felé) tenyésztett primer melanocytakban,
mint melanoma sejtvonalakban (A; logaritmusos abrazolas; ***: p<0,001). A festéktranszfer-
rata (A) megmutatja, hogy atlagosan hany sejtbe jutott at calcein egyetlen kettésen jelolt
sejtbol. Reprezentativ példak az aramlascitometrias vizsgalatokrél: MC melanocyta (B),
A2058 (C), HT199 (D) és WM983/A (E) melanoma sejtvonalak.

festéktranszfer rata, tehat az egy kettésen jelolt (Dil + calcein-AM) sejtre es6 olyan sejtek
szama, melybe calcein transzportalodott, primer melanocyta esetén 8,15 (SD=0,74),
A2058 esetén 0,73 (SD=0,08), HT199 esetén 0,38 (SD=0,16), WM983/A esetén pedig
0,09 (SD=0,12) volt.

5.9 Connexin expresszio a tumor mikrokornyezetben

A primer melanomaékkal hatiros epidermisben a Cx43 immunreakci6 intenziv volt, és
valamennyi sejtréteget érintette (19/A. abra), ellentétben az egészséges epidermisszel,
ahol ez csak a bazilis és szuprabazilis rétegekre volt jellemz6. Ez a feliilregulacio
szignifikansan gyakoribb volt melanomakban (19/43, 44%), mint naevusokban (12/60,
20%, p=0,010), valamint vastag melanomékban (14/22, 64%) mint vékonyakban (5/21,
24%, p=0,014). A Cx43-at megfigyeltik az irha stromalis sejtjeiben is, naevus és

melanoma mintdkban egyarant. A vaszkularis és limfatikus endothelialis sejtek
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gyakrabban voltak Cx43 pozitivak melanomakban (38/59, 64%), mint naevusokban
(7/50, 14%, p<0,001), és ez emelkedd tendenciat mutatott a kozonséges naevusoktol (1/9,
11%) a dysplasticus naevusokon (6/41, 15%), vékony (8/20, 40%) ¢és vastag
melanomakon at (15/23, 65%) az attétekig (15/16, 94%), szignifikans kiilonbséggel a
dysplasticus naevusok és vékony melanomak kozott (p=0,049) (19/A-B. abra).

Gyengén vagy kozepesen Cx46 pozitiv sejteket figyeltiink meg a tumorfészkek koriili
dermalis stroméban, beleértve a vaszkuldris sejteket is, de a megfigyelt csoportok kozott

érdemi kiilonbséget nem talaltunk.
A dermalis stroma elemei nem expresszaltak Cx32-t.

A daganat koriili felhdm szignifikansan magasabb Cx26 expresszidt mutatott
melanomakban (27/45, 60%), mint naevusokban (8/63, 13%, p<0,001), és a kiilonbség
szignifikans volt a vékony (6/22, 27%) és vastag (21/23, 91%) melanomak kozott is
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19. abra. Connexin-expresszio a melanocytas daganatok mikrokornyezetében. Egy vastag
melanoma f6lotti  epidermisben a kerationocytdk minden rétege intenziv Cx43-
membranfestddést mutat (A). A beszart abra egy attéti melanoma koriili ér endotheliumanak
Cx43-pozitivitasat mutatja. Daganattal 0Osszefiiggd erek (vasc.) Cx43-expresszidjanak
Osszesitése (B; m fekete: pozitiv). Fokozott granularis Cx26-reakcid egy vastag melanoma
fészke (m) koriili epidermisben (C). Osszesitd a tumor kériili epidermalis Cx26-expressziorol
(D). Membrannal 6sszefiiggé Cx30 reakcio a szuprabazalis epidermalis keratinocytakban egy
vékony melanoma f6l6tt (E). Diagram a daganat koriili epidermalis (epid.) Cx30-
expressziorol (F). (D és F: o fehér: negativ, = vilagossziirke: csak a stratum granulosum
pozitiv, m kdzepesen sziirke: a legfels6bb rétegek pozitivak, m sotétsziirke: a szuprabazalis
rétegek pozitivak, m fekete: minden epidermalis keratinocyta-réteg pozitiv). * % %: p<0,001,;
*: p=0,011-0,05.
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A Cx30 ugyancsak szignifikdnsan gyakrabban expresszalodott az epidermalis
keratinocytdkban a primer melanomdk folott (20/34, 59%), mint naevusok esetében
(11/63, 17%, p<0,001), és tobb vastag (15/17, 88%) mint vékony melanoma (5/17, 29%,
p=0,001) volt érintett (19/E-F. abra).

Az eltérd epidermalis connexin-expresszid alapjan a vastag €s vékony melanoma 0,91-0S
szenzitivitassal ¢€s 0,77-os specificitdssal volt elkiilonithetd Cx26, mig 0,85-0s

szenzitivitassal és 0,71-os specificitassal Cx30 esetében.

Erdés Cx30.2 jel latszott a daganat koriili epidermis (0sztddd sejtekben gazdag) bazalis
rétegében, minden esetben (15/K. abra), mely a felszinesebb rétegekre is Kiterjedt 23/39
(59%) primer melanomaban, szignifikdnsan magasabban, mint a naevusokban (15/57,

269, p=0,002).
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6 Megbeszélés

6.1 A sejtciklus immunhisztokémiai vizsgalata melanocytds daganatokban, kiilonos

tekintettel a vékony melanomadk és dysplasticus naevusok elkiilonithetoségére

A dysplasticus naevus a melanoma kockazati tényezdje és bizonyos esetekben
prekurzora, am klinikai és szovettani hasonldsaguk, valamint az egyértelmi biomarkerek
hianya nemritkin megneheziti az elkiilonitését a transzformalodott, korai malignus
elvaltozasoktol (101, 102). Mivel a melanomak diagnosztikai tévesztése a valos
patoldgiai gyakorlatban is eléfordulhat, és ez a paciensek inadekvat ellatasahoz vezethet,
nagy az igény a benignus és malignus melanocytés elvaltozasok specifikus és szenzitiv
elkiilonitését segité markerekre. Az elmult években fedezték fel, hogy a PRAME fehérje
immunhisztokémiai kimutatdsa a fenti célra a napi gyakorlatban is hasznosithaté lehet
(104, 105), azonban ezzel a modszerrel is eléfordulnak ellentmondasos leletek, igy a
tovabbi biomarkerek 1étjogosultsaga sem sziint meg. Jelen munkankban in situ sejtciklus-
analizist végeztiink, és kimutattuk, hogy a poszt-Gl fazisszabdlyozok vékony
melanomékban megjelentek, mig dysplasticus naevusokban hidnyoztak, ezzel jelezték a
malignitast. Az elkiilonitOképesség szenzitivitasa tovabb nétt azzal, hogy az S fazis
promoter cyclin A kimutatisat a replikacid-engedélyez0 MCM6-éval €s az altalanos
proliferacios marker Ki67-ével kombinaltuk. Vékonyabb melanomakkal 6sszehasonlitva,
az S-G2-M fazisszabalyozok szignifikins megemelkedése vastag (> 1 mm)
melanomékban fokozott sejtciklus-progresszidra utalt, mely a vertikalis novekedési
fazisban tet6zott. A sejtciklus tovabbi érdemi valtozasanak hianya attéti melanomakban
azt jelezte, hogy a fokozott proliferacido nem egyediili meghatarozdja a metasztatikus
invéazionak.

A melanoma kialakuldasdhoz és progresszidjahoz novekedésserkentd jelutakat (BRAF,
NRAS) aktivalo, valamint funkciovesztd mutaciok (CDKN2A), a sejtciklus-
ellendrzépontok ellendrzésének epigenetikai deregulacidja, sejtcikluspromoterek
génamplifikacioja (CDK4, CCND1) és mikroszatellita-instabilitas vezethet (279-281).
Ezek a kiilonféle események mindannyian koros sejtreplikaciot eredményeznek (107),

ami a malignus fenotipus indikatora. A melanomak fokozott replik4cidjat benignus

naevusokhoz viszonyitva kimutattak a CDK1, CDK2, CDK4 (118, 282), cyclin D1 (116,

73



283-286), cyclin E (118, 287, 288), cyclin A (116, 287, 289, 290), cyclin B1 (290, 291),
MCM2 (292, 293), MCM3, MCM4 (294), geminin (293), Top2a (295, 296), aurora kinaz
A és B (297), valamint Ki67 (298-301) expressziojanak vizsgalataval. Azonban a
kiilonboz6 sejtciklusfrakcidok 0sszehasonlitd vizsgalatat melanocytas daganatokban még
nem végezték el eldttiink, sem Osszevetésiiket a daganatprogresszidoval. A korai
Osszehasonlitd vizsgdlatokban leirt ,,nagyon gyenge immunreakciok” a pigmentalt
bordaganatok esetében a nem megfeleld antigénfeltaras, primer antitestek illetve
immundetektalo rendszerek hasznalatabol is fakadhattak (118). A GSE12391 szamu GEO
globalis mRNS-expresszios profilvizsgalat a melanomakban kimutatta ugyan a
,proliferacios alairast” a naevusokkal szemben, de nem a vékony/ radialis novekedésii
melanomak és dysplasticus naevusok kozott (302). Ez talan azzal magyarazhato, hogy a
vizsgalatokat nem mikrodisszektalt daganatmintdkon, hanem egész szovettani lemezeken
végezték el, és a kornyezo proliferald keratinocytak megzavarhattak az eredményt. Az in

situ sejtciklusanalizis kikiiszobolheti ennek lehetdségét.

Az immunhisztokémia széleskoriien elérhetd, koltséghatékony és kevés szovetmintat
igénylé technika, mely megbizhatéan, in situ képes kimutatni fehérjéket, koztik a
sejtciklus-szabalyozokat is. Ezek eltér6 expresszidja lehetové teszi, hogy megbecsiiljiik a
fobb sejtciklusfrakciokat (G1 és poszt-G1: S-G2 és G2-M fazisok) valos kdrnyezetben,
Osszefliggésben a tumorprogresszioval (107, 303). A tiszta sejtmagi jel6lodés, mely
Osszhangban van a sejtciklusmarkerek biologiai szerepével, alkalmassa teszi a
szovetmintat digitalis patologiai vizsgalatokra (automatikus sejtszamlalas ¢és a

mikroszkopikus kiterjedések gyors, pontos mérése (304)).

Az MCMG6-pozitivitas minden olyan daganatsejtet jellemez, mely engedélyt kapott a
sejtciklus megkezdésére (305). G1 fazisban a sejtek még a névekedési jelutvonalak hatasa
alatt allnak, azonban az S fazistol fiiggetlenednek t6le (107). Melanocytas daganatokban
a replikacids szakasz, melyet a novekedési frakcid és a sejtcikluskinetika hatdroz meg, a
novekedésserkentd €s sejtciklus-szabalyozo utvonalak korosan fokozott aktivitasara utal,
korrelalva a daganatprogresszioval és a klinikai tumornovekedéssel (109, 120). A
novekedési frakciot legaltalanosabban a Ki67-indexszel mérik. Azonban mind a Ki67,
mind az MCM6 fehérjék folyamatosan expresszalodnak a korai G1 fazistdl az M fazis
végeig, olyan sejteket is jellemezve, melyek megindultak ugyan a replikacioés ciklusban,

de nem haladnak végig rajta, igy kimutatasuk pontatlan eredményre vezethet (107, 109).
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Dysplasticus naevusokban pozitiv reakciot figyeltink meg MCM6, Ki67 és a Gl
fazismarker cyclin D1 és CDK2 jeldléssel, melyek a replikaciora elkotelezett sejtekre
utaltak (120). Dysplasticus naevusokban a cyclin D1- ¢s CDK2-expresszid szignifikans
emelkedését észleltik kozonséges anyajegyekhez képest, azonban a melanomakkal
Osszehasonlitva nem volt kiilonbség. A cyclin D1 szerepe melanomakban tisztazatlan. A
legtobb vizsgalat a miénkkel 0sszhangban arra utalt, hogy a cyclin D1 a melonocytas
daganatfejlodés korai szakaszdban mar jelen van, és nem kiilonbozik szignifikdnsan
dysplasticus naevusok és melanomak ko6zott (283), s6t, csokkenni latszott vertikalis
melanoma kohortokban, mint amilyen a legtobb vizsgalat volt, koztiik a miénk is, a
gyakori CCNDI funkcionyerések (51%) és -vesztések (32%) valoszinlileg kiegyenlitik
egymast a fehérje-expresszios adatok elemzésekor (306). Az ilyen esetek valtozo aranya
megmagyarazhatja a cyclin DI1-re vonatkoz6 eredmények ellentmondasossagat a

melanomafejlédés soran.

Az S-G2 fazisokban kifejez6dd sejtciklus-fazismarkerek, mint a cyclin A, Top2a és
geminin, valamint a G2-M fazisokban expresszal6dok, mint az aurora kinaz A és B, olyan
sejtcsoportokat  jellemeznek, melyek mar megkettdzték DNS-iiket és nagy
valoszinliséggel véghezviszik a mitozist (107). A poszt-G1 fazismarkerek hianya
dysplasticus naevusokban azt sugallja, hogy a megindult replikdcié nem tud lezajlani,
megreked a G1 fazisban. A poszt-G1 fazismarkerek eldszor vékony melanomékban
jelentek meg, ez alapjan alkalmasak lehetnek a malignus fenotipus jelzésére. A
munkankban tesztelt primer €s attéti melanomakban mind az MCM6, mind a Ki67-index
magas korrel4ciot mutatott a poszt-G1 fazismarkerek expressziojaval, arra utalva, hogy a
dysplasticus naevusokkal ellentétben, a G1 fazisban rekedés (,,Gl phase arrest”)

elhanyagolhat6 a malignus melanomakban.

A sulyos mitotikus aberraciok esetén az M fazis lezajlasa késlekedhet, de ezt leszamitva
az id6tartam, melyet a sejtek az S-G2-M fazisokban toltenek, kozel allando (109). Ez
alapjan a poszt-G1 fazisfrakciok a sejtciklus kinetikdjat is jelzik melanomaban.
Munkénkban a poszt-G1 fazismarkerek progressziv expressziot mutattak a malignitas
kialakulasatol a vertikalis daganatndvekedésig. Adataink azt sugalltak, hogy melanocytas
daganatokban egyre nagyobb szdmu sejt 1ép at az S fazisba, kettézi meg a DNS-ét és esik

at mitdzison a dysplasticus naevus—vékony melanoma—vastag melanoma sor mentén. A
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sejtcikus jobbra toloddsa Osszecseng a replikacid fokozott progresszidjaval a primer

melanoma fejlédése soran.

A sejtciklus-fazismarkerek elkiilonité-képességét tamogatja, hogy legalabb két hatarérték
mentén is szignifikdns eltérést mutattak a tumorprogresszids csoportok kozott, ami
alkalmazhatdva teheti 6ket a maligintads megallapitasara, kérdéses melanocytas daganatok
elkiilonité diagnosztikdjdban. Az MCM6 relativ magas frekvencidja (>10%) mar akar
csak alacsony foku Ki67 pozitivitassal (>1%) ill. cyclin A vagy mas poszt-G1 fazismarker
kimutathat6sagaval kombindldédva megndveli a melanoma valdszinliségét. A hosszu, 7-
10 éves betegségmentes tulélés az altalunk észlelt 4 esetben, melyekben nem talaltunk
malignitast jelz6 expresszioprofilt, tamogatja a modszeriink hasznalhatosagat. Az in situ
sejtciklusvizsgalatok és a klinikai viselkedés retrospektiv 0sszehasonlitasa tisztazhatja az

alul- és taldiagnosztizalast, a bemutatott algoritmussal.

Osszefoglalva, a kontrollalatlan sejtndvekedés és sejtciklus-szabdlyozis okozta kéros
proliferacid a malignus fenotipus jellegzetessége. Melanocytas daganatokban a poszt-G1
fazisok és altalanos proliferacios markerek azonositisa kétes esetben is szignifikans
informaciot nyujthat a rosszindulatusagrol, igy segithet megel6zni az akar végzetes
kimenetelll fals negativ diagnodzist, valamint nem utolsé sorban, tdmogatja a vertikalis

melanomandvekedéssel jarod fokozott sejtciklus-progresszid koncepciojat.

A benignus ¢és malignus daganatok nem csupan eltérd proliferaciojukban, de
kornyezetiikkel vald kapcsolatukban is kiilonboznek egymastol. Korabbi vizsgalatunkban
a hemidezmoszomalis kollagén XVII (BP180, Coll7al) sejtrezidudlis régidja elsésorban
malignus melanocytas tumorokban expresszalodott, mig benignusakban nem (274).
Melanomékban csak az endondomén volt kimutathatd, az esetek egy részében pedig
ectodomén mutaciot talaltunk. Funkciondlis assay vizsgalataink soran a Coll7al

crer

sejtrezidudlis régidjat célzd antitesttel gatolni tudtuk melanoma sejtvonalak

crer

valo kapcsolatat is valosziniisitik, szabdlyozva azok kontrollalt, aszimmetrikus

crer

keratinocytakat (Ossejtek) horgonyozza a bazéalis membranhoz, ectodoménje pedig a

fizioldgids keratinocyta differencidlodas és felfelé vandorlas soran sheddinggel tavozik,
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a fehérje expresszidja megszlinik. A proliferdld hamsejtek zome (a ,,transit amplifying”

populacid) a suprabasalis rétegben van, és normalisan mar Coll7a negativ.

A Coll7al egy példa arra, hogy a tumorsejt kornyezettel valdé kapcsolata egyéb
funkciokra is hatdssal van (novekedés, sejthalal, dssejtfunkcid). Hasonldan, a connexin
fehérjék a sejtek kozti "gap junction" csatorndk vagy sejtkozotti térrel kozlekedd
félcsatornak épitdelemei, de ezekt6l fliggetlen funkcidikat is leirtak (193). Valtozo
expressziojukat szamos daganattipusban megfigyelték, ahol szerepet jatszhatnak a

sejtosztodas, sejthall, tumorinvazio és attétképzés szabalyozasaban egyarant.

6.2 Connexinek viltozo expresszidjanak vizsgdlata melanocytis daganatok

progresszidja sordn

Munkankban a connexin-expressziot vizsgaltuk a melanocytas daganatok progresszioja
soran, in silico adatok elemzésével, primer melanocytak, melanoma sejtvonalak, valamint
a  progresszid  allomasait  képviseld  klinikai  melanocytds  tumormintdk
tanulmanyozasaval. Eredményeink véltozatos connexin izotipus-expressziot jeleztek a
melanocytas daganatfejlodés soran, beleértve a Cx43 elvesztését (attétekben mérsékelt
rekurrenciaval), valamint a diffaz citoplazmatikus Cx26 szint emelkedését. Mind a
Cx30.2, egy a melanocytakban is ujonnan azonositott izotipus, mind a melanocytakbol
hianyz6 Cx32 novekvd gyakorisdgot mutatott paranukleédris reakcid formajaban a
melanoma-progresszid soran. Naevusokban a Cx43 és Cx32 sejtmembranra lokalizalodo
jelenlétét a sejtciklusgatlo p16'™NK* fokozottabb kifejezddése és a CDK2 csokkenése
kisérte. Viszont az intenziv intracellularis Cx30.2-pozitivitadst mutatdé melanoméakban
egyes poszt-G1 fazisfehérjék jelenléte fokozddott. A Cx43, Cx26 és Cx30 fehérjék
feliilregulalodtak a melanoma koriili epidermisben, valamint a Cx43 a tumort szegélyezd
nyirokerekben és vérerekben is. Adataink arra utalnak, hogy a connexinek differencialt
kifejez6dése  kozremiitkddhet a  melanocytds  daganatok  progresszidjanak
szabalyozasaban, izotipus-valtozatossdguk pedig a progresszids csoportok kozotti és
csoportokon beliili heterogenitast tiikkr6zheti, némileg eltérd geno- ¢és fenotipusok,

valamint mikrokornyezeti interakciok miatt.

Primer melanocytdkban a Cx43 ¢és a Cx46 izotipusokat, valamint Kisebb Cx26-ot és

Cx30.2-t mutattunk ki, mind mRNS mind fehérje szinten. Azonban csak a Cx43 fehérjét

77



talaltuk a sejtmembrahoz lokalizalva, aminek fontos szerepét a réskapcsolat-képzésben
azzal is megerdsitettiilk, hogy melanoma sejtvonalakban a hidnya tized-/szazadrészére
csOkkentette a sejtek kozotti festéktranszfert (16. abra), a citoplazmatikus Cx46, Cx32,
Cx26 vagy Cx30.2 pozitivitdas ellenére. A gyakori, kizarélagosan paranuklearis
lokalizacidja ezeknek az izotipusoknak (melanoma sejtvonalakban és szovetekben
egyarant) Osszhangban all az endoplazmatikus retikulumban/ transz-Golgi-halézatban
vald megrekedésiikkel, megfeleld érésiik hianyaval (188). Mas megkozelitésben, a diffuz
citoplazmatikus connexinek potencialisan részt vehetnek intracellularis fehérje-
interakciokban és/vagy korlatozott membrantranszportban és csatornaképzésben
egyarant. Jelen munkankban csak a ,,gap junction” funkcidt vizsgaltuk, azonban

félcsatornak és connexin fehérjeinterakciok is szerepet jatszhatnak a tumorprogresszio

soran (186, 308).

A melanomak tobb iranyba fejlodo klonokbol épiilnek fel, eltérd genetikai €s epigenetikai
karosodasokkal, kivételesen nagy daganaton beliili és daganatok kozotti heterogenitdssal
(309, 310). A daganatheterogenitast tiikkrozte, hogy harom invaziv metasztatikus
melanoma sejtvonalban mMRNS-szinten hét connexin-izotipust detektaltunk (GJA1/Cx43,
GJB1/Cx32, GIB2/Cx26, GJA3/Cx46, GIB3/Cx31, GJC1/Cx45, GIC3/Cx30.2), koziilik
négyet fehérje szinten is (de Cx43-at nem, a Cx31 és Cx45 expresszio pedig bizonytalan
volt). Ezeket a megfigyeléseket mas vizsgalatok is tdmogatjak, melyek a Cx32, Cx31 és
Cx45 mRNS-ét a WM793B ¢és 1205Lu emberi melanoma sejtvonalban igazoltak (311),
valamint human melanoma esetekben a Cx43-at, Cx31-et, Cx31.1-et, Cx32-t (276),
Cx26-ot, Cx30-at (277) és xenograftban a Cx46-ot is (278). Melanocytas
daganatszovetekben megerdsitettiikk a fenti connexin-izotipusok expressziojat, kivéve a
Cx31-ét és Cx45-ét, melyek ellentmondésos western blot eredményei alkalmatlanok
voltak az antitestek validalasara az immuncito-/hisztokémia értékeléséhez. Fontos
tovabba megjegyezni, hogy az expresszios array-ek adatait kritikusan kell kezelni, mivel
legtobbiik nem lézer-mikrodisszekcidval izolalt tiszta tumorsejtfrakciokon alapul (312).
Ezek a mintdk kontaminalodhattak akar az epidermalis keratinocytakbdl (pl. GIB3/Cx31,
GJB5/Cx31.1, GJB6/Cx30), akar stromalis mikrokornyezeti komponensekbdl szarmazo
connexin mMRNS-ekkel (313).

Neéhany connexin-izotipus valtoz6 expresszidja a melanocytas daganatprogresszid soran,

sOt a csoportokon beliili eltérések is ezt a heterogenitast tikkrozhetik. Az eltéré connexin-

78



expresszid0 ugyancsak ravilagit a daganatsejtek ¢és mikrokdrnyezetiik (stromalis,
endothelialis, epithelialis sejtek) kétiranyu, dinamikus interakcidjara és az ehhez vald
potencialis alkalmazkodasra (314). A connexinek rovid féléletideje lehetdséget biztosit
gyors adaptacios valaszokra (188), igy a pozitiv sejtek aranya és a subcellularis
lokalizacio gyakran kiilonbozik a progresszios csoportok kozott. A fobb connexin-
expresszios  eredményeink  hierarchikus  csoportositasa  primer melanocytas
daganatszovetekben és mikrokdrnyezetiikben jol demonstralja ezt a heterogenitdst és

diverzitast (20. abra).

A részben eltéro jellegzetességek ellenére harom {6 csoportot sikeriilt elkiiloniteni. Az
els6t a vastag melanomak uraltak, a Cx43 elvesztésével, megnovekedett paranuklearis
Cx30.2 és Cx32 pozitivitassal, emellett fokozott epidermalis Cx43, Cx26 és Cx30,

valamint vaszkularis Cx43 szinttel. A madasodik csoport kozonséges és dysplasticus

€

Cx43 epidermalis

Cx26

Cx46

Cx26 epidermalis

Cx30 epidermalis

Cx43 vascularis

Cx30.2paranuclearis

Cx32 nem diffz

Cx43

20. abra. Connexin izotipusok expresszidjanak sulyozatlan hiararchikus klaszteranalizise
melanocytas daganatszovetekben és mikrokdrnyezetilkben. Az 4brazoléds, amellett, hogy
demonstralta a daganatheterogenitast, harom csoportot (nyilak) valaszt szét egymastol: 1.)
Vastag (sotétzold) és vékony (vildgoszold) melanomak (barna keret); 2.) kdzonséges
(vilagoskék) és dysplasticus naevusok (sotétkék) (narancssarga keret); 3.) egy vegyes csoport
vékony melanomakkal és dysplasticus naevusokkal (vilagosbarna keret). A hianyos adatokat
fehérrel jeloltiik.
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naevusokat foglalt magédba, melyeket mind a tumorban, mind a kérnyez6 epidermisben
Cx43 expresszio jellemzett, hianyz6 epidermalis Cx26 €s Cx30 fehérjékkel. A harmadik
csoport pedig dysplasticus naevusok és vékony melanomak keveréke volt, tobbnyire
Cx43-negativitassal mind a daganatban, mind a mikrokornyezetben, gyakorlatilag
Cx30.2 expresszio nélkiil. Ez a mintdzat egy funkcionalis folytonossagot sugallt néhany
dysplasticus naevus és vékony melanoma kozott, Osszhangban a klinikai
megfigyelésekkel, ramutatva, hogy a dysplasticus naevusok a melanomak prekurzorai
lehetnek (315). Azon megfigyelésiink, hogy a daganaton beliili connexinek koziil a Cx43
expresszidja mutatta messze a legszignifikansabb redukciot a benignustol a malignus
elvaltozasok felé, 6sszhangban van azokkal a funkciondlis tanulményokkal, melyek a
Cx43 megkiilonboztetett jelentdségét, mint f6 tumorszuppresszor izotipus, bizonyitottdk
(tobbnyire direkt kommunikacios csatornakat formalva) (229, 234, 316). Erre tovabbi
indirekt bizonyiték a membranhoz kotott Cx43 koncentralodéasa a centralis és vertikalis
naevusrégiokra, dsszhangban azok érésének ismert folyamataval (317) (14/C-D. abra).
Megfigyelésiink szerint naevusokban a Cx43 expresszidja a CDK2 sejtciklusfehérje
alacsonyabb szintjével és a G1-fazist gatldo pl16'NK# fokozottabb kifejez6désével jart
egyiitt, ami megerdsiteni latszott proliferaciogatld szerepét. Ez egybecseng korabbi
megfigyelésekkel, melyek szerint a connexinek jellemzden a G1-fazisban szabalyozzak
a sejtciklus mitkodését (185, 193, 242). A Cx43 nagy foku redukcioja (2%-ra) a malignus
transzformaci6d soran, viszont sejtplazmai re-expresszidja a metasztazisokban (11%)
azonban kettds szerepet sugall: részvételt a tumorszuppresszioban, de ugyanakkor az
attéti adaptacioban is. Ezt tdmogatja a festéktranszfer vizsgalatunk, ahol a vertikalis
novekedési fazisu melanoma sejtvonal (WM983/A) Iényegesen kevesebb kapcsolodast
mutatott, mint a metasztazisokbol szarmazok (HT199, A2058). Ezek az adatok részben
Osszecsengenek egy vizsgalattal, amely kimutatta, hogy a primer melanomak Cx43-
negativak, mig az attéteik képesek a fehérjét termelni, noha valdsziniileg réskapcsolat
kialakitasa nélkiil, csatornafiiggetlen molekularis interakciokat tamogatva (318). K6zolt
eredmények tdmasztjdk ald, hogy a citoplazmatikus Cx43 fehérje befolydsolja a

sejtfunkciokat tobb tucatnyi szabalyozo molekulaval egyiittmtikodve (186).

Elsoként azonositottuk melanoma sejtvonalakban a Cx32-t egyiittesen mRNS- ¢és
fehérjeszinten. Noha a Cx32 atiratait melanomakban mar mas munkacsoportok is leirtdk

(276, 311), mi harom kiilonb6z6 TagMan probaval és western blottal hitelesitett
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antitesttel egyértelmtien bizonyitottuk a jelenlétét melanoma sejtvonalakban ¢és
immunhisztokémiaval klinikai tumorszovetekben is. Erdekes, hogy az 1. és 3. exonon
ativelO szakaszt célzo probank nem detektalta a GJIB1 mRNS-¢t a metasztatikus eredeti
HT199-ben és A2058-ban (de a vertikalis fazisbol ered6 WM983/A-ban igen), mig a 2.
exonrdl atirt szakaszt célz6 proba mindharom melanoma vonalban erds pozitivitast
mutatott. A paradoxont talan a GJB1 datiratdnak alternativ hasitdsai (,alternative
splicing”) magyarazhatjak, melyek Osszefiigghetnek a daganatprogresszioval. Nem
kizart, hogy ugyancsak ez a mechanizmus all annak héatterében is, hogy mig naevus és
vékony melanoma szovetmintak egy részében a Cx32 kihelyezddott a plazmamembranra,
addig vastag ¢s attéti melanomakban a fehérje transzportja sokszor paranuklearisan
megrekedt, feltételezhetden az endoplazmas retikulumokban és/vagy a Golgi-testekben.
A membrandzus Cx32 expresszié mind naevusokban, mind melanomékban osszefliggést
mutatott a p16'NK4 sejtciklusgatlo szintjének fokozodasaval és a G1/S fazisban miikods
CDK2 csokkenésével. A sejthartyan Cx32-t kifejezd naevusok egyuttal mind Cx43-
pozitivak is voltak, azonban mivel alfa- és béta-csaladba tartozo izotpusok koézott nem
alakulhat ki  heteromer connexincsatorna (145), a sejtmembranban kiilon
helyezkedhetnek el a Cx43 ¢és Cx32 tipusi connexonok. Megfigyelésiink szerint
sejtciklussal valo Osszefliggésiik azonban k6zos: a G1-fazisban valo proliferaciogatlasra
utal. Paranuclearis Cx32-expressziot mutatd vastag és attéti melanomakban ezt az
Osszefliggést nem tudtuk kimutatni a sejtciklus-szabalyozokkal, igy feltételezziik, hogy
az intracelluldrisan megrekedt fehérje nem tud kifejteni proliferaciogatlo hatast. Ezek a
megfigyeléseink egybecsengenek masok kozleményeivel, hogy mig a Cx32 altalaban
gatolja a sejtciklust (247, 248, 262), addig intracellularisan akkumulalédva a daganat
agresszivitasat propagalhatja (251).

A Cx30.2 fehérje, melyet els6ként mi azonositottunk melanocytéban ¢€s elvaltozasaiban
(ez a génproba hidnyzott az expresszios array-ekben) (276-278), szignifikansan
gyakoribb volt malignus, mint benignus daganatokban, azonban ezt csak néhany eset
alapjan tudtuk igazolni. Megfigyelésiink szerint ezek kozott a melanomamintdk kozott
fokozott volt bizonyos poszt-G1 fazisfehérjék expresszioja (Top2a, aurora A és B).
Mindezek alapjan a ritka, erésen Cx30.2-pozitiv melanomék egy klinikailag relevans,
feltehetden gyors novekedésii altipust reprezentdlhatnak, és tovabbi vizsgalatot

érdemelnének. Megjegyzendd, hogy halovany paranuklearis Cx30.2 fehérjeexpressziot
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tenyésztett melanocytdkban is kimutattunk, ahol ez mRNS szinten is azonosithatd volt
(akarcsak valamennyi vizsgalt melanoma sejtvonalban), tehat az izotipus alacsony szintili
jelenléte gyakoribb lehet, mint amit szovetmintainkban detektalni tudtunk. Egérben a
GJC3 altal koédolt Cx29 fehérjét (mely a human Cx30.2 ortologja) Schwann-sejtekben
mutattak ki, melyek fejlédéstanilag a melanocytakhoz hasonléan ducléc eredetiiek (240),

ez magyarazhatja a Cx30.2 eredetét melanocytas elvaltozasokban.

A Cx43 feliilregulacidja a melanoméhoz kapcsoldodo érendotheliumokban tdmogatja azt
a nézetet, miszerint a connexin kommunikacios csatornak részt vesznek a daganat intra-
megfigyeltek melanoman kiviil pl., emlé- és prosztatarakban is (215, 319, 320).
Kisérletesen a Cx43 kémiai vagy RNS-interferencian alapul6 gatlasaval az emdraksejtek
extravazacidja gatolhatd volt (185, 215, 321). Utdbbi modszerrel a Cx26 blokkolasa is

hasonl6 eredménnyel jart (215).

A melanomasejtek fliggetlenednek a keratinocytdk 4ltali kozvetlen proliferacio-
szabalyozas alol, a direkt sejtkdzotti interakciok — kalcium-fiiggd sejtadhézio (E-
indukcidja a melanoma koriili keratinocytakban a daganatok mikrokdrnyezetiikre kifejtett
hatasanak eredménye, melyet valoszintileg szolubilis faktorok kozvetitenek (314). Ez
Osszhangban all masok kordbbi kozleményeivel, tovabba differencidldiagnosztikai

jelentésége is lehet, mivel joindulati naevusokban nem figyelheté meg a jelenség (231).

--------

crer

epidermis ujraképzédéséhez ugyancsak a keratinocytak proliferacidja sziikséges (198,

323).

A Cx43 réskapcsolatok ismert gatloi a sejtosztddasnak, és ezzel magyarazzak, miért
regulalédnak alul a korai sebgyogyulas soran, ahol a keratinocytdk proliferacidja
nélkiilozhetetlen (323). Ellenkezdleg, a kronikus sebeknél feliilregulalodott Cx43
késlelteti a gyogyulast, ezért specifikus gatlasa connexin-mimetikus peptidekkel vagy
antiszenz oligonukleotidokkal fazis III vizsgalatokban igéretesnek bizonyult a krénikus

diabéteszes boérsebek gyodgyitasaban (324). Mivel a legtobb vastag melanoma mintank
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exulceralt volt, a kornyez6 epidermis Cx43 expresszidjanak fokozodasa valdszintileg a

kronikus bdrsebbel magyarazhato (325).

Osszegzésként, a differencialt mindségli és mennyiségii, valtozd connexin-expresszio,
amit munkank igazolt, valoszintlileg a melanocytds daganatok ismert heterogenitasabol
fakad. A melanoma fejlédésének legkiemelkeddbb jellegzetessége a Cx43-expresszio
elvesztése a malignus transzformacié soran, €s mérsékelt visszatérése az attétes
melanomékban, amit a valtoz6 metabolikus kommunikacié hataroz meg. A connexin-
expresszion alapuld hierarchikus klaszteranalizis tdmogatja a nézetet, miszerint a
dysplasticus naevusok a malignus transzformacid rizikéfaktorai ill. prekurzorai, mivel
néhanyuk kozos csoportba keriilt a vékony melanomékkal. A melanocytas daganatok
membrandzus Cx43 és Cx32 expresszidja, valamint a sejtciklus propagécidja kozott
negativ Osszefliggést figyeltiink meg, amit a connexinek ¢€s réskapcsolatok ismert
tumorszuppresszor hatasa magyarazhat. A paranuklearis Cx30.2-pozitivitast ugyanakkor
a poszt-G1 fazismarkerek fokozodéasa kisérte. A diffuz citoplazmatikus Cx26,
paranukledris Cx32 ¢és Cx30.2 emelkedése a melanoma-progresszid6 soran a
csatornafiiggetlen funkciokra utalhatnak, mig az indukalt Cx43, Cx26 és Cx30 fehérjék a
melanoma koriili epidermisben, valamint a Cx43 emelkedése a daganatot Ovezd
vaszkularis endotheliumban a kétirdnyt adaptiv interakciokat tlikrozhetik daganat és

mikrokdrnyezete kozott.
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7 Kovetkeztetések, ij megfigyelések

A sejtciklusfrakciok (G1, S-G2, G2-M) in situ, szisztémas Osszehasonlitd vizsgalatat
melanocytds daganatok progresszidja sordn elséként végeztik el, mely soran

megallapitottuk, hogy:

1. A dysplasticus naevusokban szignifikansan tobb a korai sejtciklusmarkerrel
(cyclin D1, CDK?2) pozitiv tumorsejt, mint a kozonséges naevusokban. Az S-G2
fazismarkerek hianya a replikécié megrekedésére utal G1 fazisban.

2. A poszt-G1 fazismarkerek (cyclin A, geminin, topoizomeraz II alfa, aurora kindz
B) eldszor vékony melanomdkban jelennek meg, igy a malignitds indikatorai
lehetnek.

3. Az MCMBG6 relativ magas gyakorisaga (sejtek >10%-a) mar alacsony (>1%) Ki67
pozitivitas mellett megnoveli a melanoma valdszinliségét, ezt tovabb erdsitheti
akar csupan alacsony (>1%) cyclin A vagy mas poszt-G1 fazis-marker. Igy a
vékony melanomak, ill. dysplasticus naevusok 95,9%-a, 89,5%-os szenzitivitassal
¢€s 92,6%-os specificitassal elkiilonitheto.

4. A poszt-G1 fazismarkerek progressziv expressziot mutatnak a dysplasticus
naevus (negativ)-vékony melanoma—vastag melanoma sorozat mentén,

tobbségiik a vastag, vertikalis novekedésli melanomékban tetézott.

Bar egyes connexin izotipusok eltlinését, ill. megjelenését melanomaban mar leirtak,
melanocytas daganatok progresszidja soran ezt szisztémasan mi vizsgaltuk eldszor.

Megallapitottuk, hogy:

1. A primer melanocytdk GJA1/Cx43, GJA3/Cx46 és alacsony szinten GJB2/Cx26
¢s GJC3/Cx30.2 mRNS-t expresszalnak, am koziiliikk csupan a Cx43 fehérje
lokalizalodik a sejtmembranon, kommunikacids csatornakat képezve. Elsoként
azonositottuk a GJC3/Cx30.2 izotipust melanocytakban és melanomakban, ill. a
GJB1/Cx32 fehérjét melanomakban.

2. A melanocytas daganatfejlédést heterogén connexin izotipus-expresszio, igy a
Cx43 elvesztése, a diffuz citoplazmatikus Cx26 termelés emelkedése, ill. a Cx30.2
¢s Cx32 novekvo gyakorisagu paranuklearis reakcioja jellemzi.

3. A Cx43 és Cx32 expressziojat naevusok sejtmembranjan a sejtciklusgatlasra utald

fokozottabb p16™N€4 ¢s alacsonyabb CDK2 immunreakcid kiséri, mig
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melanomakban a Cx30.2 izotipus jelenlétével poszt-G1 fazis fehérjék mutatnak
pozitiv Osszefiiggést, ami intenzivebb proliferaciot sugall.

A connexinek melanomaban ritkan képeznek direkt kommunikacios csatornakat,
amire membranreakcioik hianya és a sejtvonalakban megfigyelt alacsony mértékii
festéktranszfer utal.

. A melanomédk epidermalis mikrokdrnyezetében a Cx43, Cx26 és Cx30, a
kornyezé nyirok- és vérerekben pedig a Cx43 expresszio felillregulalodik. gy
klinikai szovetmintdkban a neoplasztikus sejtek és mikrokdrnyezetiik connexin-
mintazata alapjan harom f6 klaszter kiilonithetd el: a) vastag melanomak, b)
kozonséges €s dysplasticus naevusok, ill. 3) dysplasticus naevusok és vékony

melanomak.
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8  Osszefoglalas

A melanoma fejlédése soran a sejtciklus-szabalyozas ¢és ,,upstream” novekedési
utvonalak dereguldcioja fokozott sejtreplikacidhoz vezet. Munkankban jo- ¢és
rosszindulati melanocytds daganatokban vizsgéltuk a fobb sejtciklusfazis-frakcidkat. A
poszt-G1 fazismarkerek (cyclin A, geminin, topoizomeraz II alfa és aurora kinaz B)
vékony melanomakban (< 1 mm) mar expresszalodtak, de dysplasticus naevusokban még
nem. A korai markerek [cyclin D1, cyclin-dependens kindz 2 valamint a
,minichromosome maintenance protein” 6 (MCM6)] nem, de a poszt-G1 fazismarkerek
¢s a Ki67 szignifikdnsan gyakrabban fejezodott ki vastag (> 1 mm), mint vékony
melanomakban. A cyclin A detektalasat az MCM6-éval és Ki67-ével kombinalva
helyesen tudtuk osztilyozni a vékony melanomak és dysplasticus naevusok 95,9%-at
(eredeti mintdkban), ill. 93,2%-at (keresztvalidalt csoportokkal), 89,5%-0s
szenzitivitassal és 92,6%-os specificitassal. Kovetkeztetésiink az, hogy a sejtciklus-
fazismarkerek kimutatasdval mar korai elvaltozasokban is azonosithatdé a malignités,
valamint hogy a melanoma vertikalis novekedési fazisaban tovabb fokozodik a

sejtciklusprogresszio.

Connexinek (Cx) mutacidja daganatokban ritka, de szabalyozo szerepiiket daganatokban
is igazoltdk. Eredményeink szerint a primer melanocytak a GJA1/Cx43, GJA3/Cx46 ¢és
alacsony szinten a GJB2/Cx26 és GJC3/Cx30.2 mRNS-t expresszaltak. Hirom melanoma
sejtvonalban kimutattuk a GJA1/Cx43 hianyat és a GJIB2/Cx26, GJB1/Cx32, GJA3/Cx46
¢s GJC3/Cx30.2 valtozékony expressziojat. A connexinek paranukledris lokalizacioja
Osszhangban van a melanoma-sejtvonalakban  huszadara csokkent  direkt
sejtkommunikaciéval, melanocytdkhoz képest. Klinikai melanoma esetekben
megerdsitettilk a Cx43 fehérje eltlinését, a sejtmembranra lokalizalt Cx32 csokkenését
(fokoz6do paranukledris jelenlét mellett), ill. a mérsékelten emelkedd citoplazmatikus
Cx26 ¢és paranukledris Cx30.2 pozitivitast. A melanoma koriili epidermisben a Cx43,
figyeltiik meg. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a connexinek részt
vehetnek a melanocytds tumorprogresszid szabélyozasaban. Izotipusaik differencialt
expresszioja a melanomak intra-, ill. intertumordlis heterogenitasat, ill. a

mikrokornyezettel vald kétirdnyu adaptiv kapcsolat kialakitasat tiikkrozi.
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9 Summary

Impaired regulation of cell signaling pathways controlling the cell cycle is a hallmark of
the development and progression of melanoma. In present work, the main cell cycle phase
fractions were examined in a set of benign and malignant melanocytic tumors. Post-G1
phase markers cyclin A, geminin, topoisomerase Il alpha, and aurora kinase B were
already observed in thin (< 1 mm) melanomas but not in dysplastic nevi. Post-G1 phase
markers and Ki67 but not the early markers (cyclin D1, CDK2, and minichromosome
maintenance protein 6 - MCM®6) were expressed more frequently in thick (> 1 mm)
melanomas compared to the thinner ones. Combined detection of cyclin A, MCM6, and
Ki67 was able to properly classify 95.9% (original cases) or 93.2% (cross-validated
groups) of thin melanomas and dysplastic nevi with 89.5% sensitivity and 92.6%
specificity. We conclude that examination of cell cycle markers can indicate malignancy
even in early lesions, and that cell cycle progression further increases in the vertical

growing phase of melanomas.

Connexin (Cx) gene mutations are rare in tumors, but their regulating functions in
malignancies has already been confirmed. Our results showed that primary melanocytes
express GJAL/Cx43, GJA3/Cx46, and in lower amounts GJB2/Cx26 and GJC3/Cx30.2.
In three melanoma cell lines, absence of GJAL1/Cx43 and variable expression of
GJB2/Cx26, GJB1/Cx32, GJA3/Cx46 and GJC3/Cx30.2 was observed. Paranuclear
predominance of connexin proteins was in consistence with the 20-fold decrease in the
intercellular communication via gap junctions in melanoma cell lines compared to
melanocyte cultures. In clinical melanoma tissues, we confirmed the loss of Cx43 protein,
as well as the decrease of membranous Cx32 (accompanied by increased paranuclear
positivity), the mild increase of cytoplasmatic Cx26 positivity, and the paranuclear
localization of Cx30.2. In the epidermis adjacent to melanoma, we detected the
upregulation of Cx43, Cx26, and Cx30, and in the surrounding vessels the increase in
Cx43 expression. Our results may suggest that connexins have role in melanocytic tumor
progression. The varying expression of their isotypes reflects tumor heterogeneity, even

in relation to bidirectional adaptive interactions with the microenvironment.
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12 Koszonetnyilvanitas

A legnagyobb koszonettel t¢émavezetomnek, Krenacs Tibornak tartozom, aki tudomanyos
diakkori munkara magahoz fogadott egy szeretnivalo tarsasagba, ahol megtanulhattam a
tudomanyos kutatés alapjait, mdodszereit, a kritikus gondolkodas fontossagat, és azt, hogy
a kezdetben érdektelennek tiind megfigyeléseknek is jelentségiik lehet. Orvosi
diplomédm megszerzését kovetden biztatott, hogy a megkezdett k6zos kutatasunkat a
PhD-képzés keretein beliil tovabb folytassam, aminek eredményeit ¢ disszertacioban
biiszkén mutathatom be. Kiemelt kdszonetemet fejezem ki Matolcsy Andras professzor
urnak, amiért az altala vezetett Intézetben végezhettem kutatomunkdmat, és sokat
tdmogatott szakmai elérehaladdsomban. Halaval tartozom laboratériumunk tobbi egykori
munkatarsanak, Parsch Editnekt, Teleki Ivettnek, Meggyeshazi Noranak, Balla Péternek,
Maros Maténak és a tobbieknek a szamtalan szakmai segitségért és tanacsért, valamint
azért a pozitiv kornyezetért, ahova 6rommel jarhattam be dolgozni. Hasonld hala jar a
Semmelweis Egyetem 1. Patologiai Intézet tovabbi dolgozodinak is, Kovalszky Ilona
professzor asszonynak, Csorba Gézané Maricanakf, Baghy Kornélidanak, Barna
Gabornak, Hollési Péternek, Olah Laszlonénak, Egedi Krisztinanak, Gangdé Ambrusnak,
Dank¢ Titanillanak, Matrainé¢ Balogh Evanak, Grof Stefanianak és masoknak, akik koziil
sokan nem csak szakmailag tdmogattak, de a munkahelyen kiviil is baratsaggal és

segitokészséggel fordultak hozzam.

A tudomanyos munkam soran vizsgalt szovettani anyagok, izolalt melanocytdk és a
dermatopatologiai szakmai hattér biztositasaért nélkiilozhetetlen segitséget nyujtottak a
Szegedi Tudoméanyegyetem Borklinikajanak munkatarsai: Korom Irma, Varga Erika,
Németh Istvan Balazs, Kormos Bernadett, Kohajda Moénika, Bozé Renata, Fiigg Erika,
Koraszné Lauf Krisztina, Papp Diana és Veszprémi Eva, ezért halaval tartozom nekik. A
biostatisztikaban valo jartassaga és sok-sok segitsége miatt koszonet illeti Wichmann
Barnat. A listat nevek szazaval folytathatnam, hiszen halas vagyok valamennyi
munkatarsamnak, akik segitségemre voltak kutatomunkdm soran. Koszonettel tartozom
az Orszagos Onkoldgiai Intézetben dolgozo kollégdimnak a tamogatasért, hogy
kutatasomat a klinikai munka mellett is folytathattam. Végiil, koszonetemet fejezem Ki
csaladomnak és barataimnak a kitartasért és Osztonzésért, amik nélkiil talan el sem

jutottam volna ennek a disszertacionak a bemutatdsaig.
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