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1. Bevezetés

Melanocytés daganatok

Vilagszerte évente kozel haromszazezer fonél diagnosztizalnak malignus melanomat. A
betegség eléfordulasa Ausztralidban a legmagasabb, de Eszak-Amerikaban és Eurdpaban is
jelentds. A bérben 1évé melanocytak rosszindulatii daganatanak patogenezisében az ibolyantili

sugarzas jatszik kulcsszerepet.

A melanomék kétharmada de novo alakul ki, kisebb hanyaduk viszont egy megel6z6
festéksejtes anyajegy (k6zdnseges vagy dysplasticus naevus) malignus transzformaciojaval. A
dysplasticus naevusok és a korai, vékony melanomak egymastdl valo elkilonitése a valds
patoldgiai gyakorlatban is kihivast jelenthet, a klinikai és szovettani hasonldsaguk, valamint az
egyértelmii biomarkerek hidnya miatt. A ,,driver” genetikai elvaltozasok k6zil a BRAF, NRAF
és TERT, valamint funkcioveszt6 CDKN2A mutéciok mar a benignus festéksejtes naevusokban
is eléfordulhatnak. A malignus daganatok sajatsaga azonban a kontrollalatlanul fokozott
sejtproliferacid, melynek iranyaba a novekedési jelutak és a sejtciklus-szabalyozas hibai
konvergélnak. A melanomék fokozott replikacidjat naevusokhoz viszonyitva kimutattak
szamos  sejtciklusfehérje  immunhisztokémiai vizsgalatdval, azonban a kiilonboz6
sejtciklusfrakcidk dsszehasonlitd vizsgalatat melanocytas daganatokban még nem végezték el
eldttiink, sem Osszevetésiiket a daganatprogresszioval. Sajat munkankban kimutattuk, hogy a
poszt-G1 fazisszabalyozok vékony melanomakban megjelentek, mig dysplasticus naevusokban
hianyoztak, ezzel jelezték a malignitast. Az elkiilonitoképesség szenzitivitasa tovabb nétt azzal,
hogy az S féazis promoter cyclin A kimutatasat a replikacié-engedélyez6 MCM6-éval és az

altalanos proliferacids marker Ki67-ével kombinaltuk.

A sejtciklus szabalyozasa

A sejtciklus két f6 fazisa a DNS megkettézddésével jaro S fazis, valamint a kromoszomak
szétvalasat jelzé mitodzis (M fazis). A koztes un. G1, ill. G2 ,,gap” eldkészitd fazisokban az

elobbiek végrehajtasdhoz szilikséges fehérjék szintézise zajlik.

A Gl fazis soran a f6 szabalyozOk a cyclin D-CDK4/6 komplexek. A cyclin D szintézisét
ndvekedési faktorok &ltal indukalt szignaltranszdukcids folyamatok eredményezik. Ugyanezek
a folyamatok feleldsek a CDK4/6-gatlo INK4-csalad tagjainak (pl. p16'™<4%) lebontasaért is. Az
aktiv cyclin D-CDK4/6 komplex foszforilalja az RB-t, mely mindaddig gatlo komplexet képzett
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az E2F és DP transzkripcios faktorok dimerével. A sejtciklusban ez az esemény a restrikcios
pont, ahonnét mar nincs szikség a novekedési faktorok jelenlétére. Az RB gatlasa alol
felszabadult E2F-DP komplex olyan gének transzkripcidjat inditja el, mint a cyclin E és A, vagy
a DNS-replikaci6 soran szereplé fehérjék. A sejtciklus tovabbi fazisaiban is a cyclinek altal
aktivalt CDK kinazok biztositjak a folyamat elérehaladasat: a G1 és S fazis kozti atmenetben a
cyclin E a CDK2-vel képez komplexet, majd az S fazisban a cyclin E helyét a cyclin A veszi
at, ugyancsak a CDK2-vel komplexet képezve. Ezek legfébb gatlo szabalyozoi a CIP/KIP
CDK-inhibitorok (pl. p21WAFVCIPL n27KIPLy A G2 és M fazis atmeneti szakaszéaban a cyclin A
a CDK1-gyel képez komplexet, mig az M fazisban a cyclin B-CDK1 komplex dominal.

Az aurora kindzok elsdsorban az M fazist szabalyozzdk. Az aurora A az S fazistol a
centroszémakhoz kotddik, segiti azok érését és az M fazisban a mitotikus orsé miitkodését. Az

aurora B a kromoszoémakban és a mitotikus orsoban foglal helyet, szerepe pedig a kromoszomak

= sz

A replikécié folyamataban nélkilozhetetlen szerepet jut az MCM2-7 replikaciot engedélyez6
komplexnek, mely mar a G1 fazis elején hozzakotédik a magi DNS-ek replikacios origdihoz,
igy megjeldlve a majdani DNS-szintézis kiindulasi helyeit. A hexamer az S fazis soran a DNS
szuperspiral széttekerésében is szerepet jatszik. A replikacio alatt az MCM-alegységek levalnak
a DNS-r6l. A geminin az S, G2 és korai M fazisban mutat expressziot, szerepe az drokitdanyag
ismetelt replik&cidjanak megakadalyozasa az M fazis befejezése el6tt, a felszabadult MCM

komplexet tavol tartva a DNS-t6l.

A topoizomerdz enzimek a kromatin szerkezeti valtozasait ugy idézik eld, hogy
tranészterifikacios reakcidval reverzibilisen hasitjak a DNS-lancokat, mikézben a szabad
végeket megkotik. Erre sziikség van a transzkripcio, ,,repair” mechanizmusok, replikacio,
rekombinacio és a kromoszomak kondenzacidja soran is, amikor a kitekeredett DNS-szakasz
kortil megnétt a torzids feszultséget oldani kell. Az I-es tipusu topoizomerazok miikodésiik

soran csak az egyik DNS-szalat hasitjak, mig a ll-es tipusuak mindkettét.

A Ki67 fehérje kimutatasat mar az 1990-es évek eleje 6ta alkalmazzak a patoldgiaban, 0szt6do
sejtek azonositdsara. A protein szerepet jatszik tobbek kozott a kromatin strukturalis
valtozasaiban mind a replikacio, mind a mitozis soran. A Ki67 expresszioja a G1 fazisban
kezdddik meg, tobbek kozott E2F hatasara, majd a mitdzisig folyamatosan névekszik, annak

végen viszont a fehérje szintje gyorsan lecsokken.



Connexinek és direkt sejtkommunikacids csatornaik

A multicellularis szervezet 6sszehangolt miikodéséhez elengedhetetlen a sejtek szoros
egyiittmiikodése. A réskapcsolatok (,,gap junction”, GJ) a szomszédos sejtek kozott direkt
kommunik&cids csatorndkat biztositanak, melyek kis hidrofil molekul&k transzportjat teszik
lehetévé. Gerincesekben a réskapcsolatok connexin fehérje hexamerekbdl épiilnek fel,
melyeknek emberben 21 izotipusat figyelték meg. Az oligomerizacio a transz-Golgi halozatban
vagy az endoplazmas retikulumokban zajlik, és csak meghatarozott connexin-izotipusok kdzott
torténhet. A sejtmembranra Kkijutd reskapcsolatok szazai plakkokba témorilnek, majd

hidrogénkdotésekkel biztositjak a szomszédos sejtek kdzotti csatornak kialakulasat.

A connexinek nemcsak a szomszédos sejteket 6sszekapcsold réskapcsolatokat, hanem az
extracellularis térbe nyild un. félcsatornakat (,,hemichannel”) is Iétrehoznak, ezeken &t pl.
parakrin szignalokat kozvetithetnek. Tovabba a csatornafunkciotdl eltéré folyamatokban is
részt vesznek, pl. gatolhatjdk a proliferaciot, szabalyozhatjak a sejthalalt és migraciét. A
connexinekkel (elsésorban azok intracellularisan elhelyezkedé C-termindlis régidjaval)
kapcsolatban 4ll¢ félszaz fehérjére, mint ,,gap junction proteome”-ra vagy ,,connexin
interactome”-ra hivatkoznak. Citoszkeletalis, sejtadhézids és intracellularis transzport fehérjék,

proto-onkogeének és tumorszuppresszorok tartoznak kézéjuk.

A connexinek daganatokban betdltott szerepe az eddigi megfigyelések alapjan szintén sokréti.
El6szor tumorszuppresszor tulajdonsagaikra figyeltek fel, példaul a sejtnévekedés gatlasa vagy
az apoptdzis serkentése révén. A kémiai tumorpromoterek és proliferativ szignalok (RAS, RAF,
Src) gatoltdk a réskapcsolatokat, mig a tumorszuppresszor gének serkentették azokat.
Connexin-deficiens transzgenikus egereket fokozott daganatképzddés jellemzett. A connexinek
proliferaciogatld hatasukat részben a sejtciklusra fejtik ki: példaul a Cx43 indukcidja
osteosarcoma sejtekben a CDK-gatlo p27X'™ magasabb szintjével vagy hepatocellularis
carcinomaban a cyclin D1 csokkenésével jart egyitt. Ugyanakkor a daganatokat tamogatd
szerepiik is lehet, pl. az EMT el6segitésével vagy a tumorsejtek és endothelsejtek kozotti
réskapcsolatok révén az ereken vald 4thaladas tamogatasaval. Attéti  daganatokban
réskapcsolatot mutattak ki emléraksejtek és osteoblastok kozott, vagy gyomorraksejtek és
mesothelialis sejtek kozott, aminek a csont- illetve peritonealis metasztatizalas soran lehet
szerepe. Agyi attétek esetén az astrocytakkal kialakitott réskapcsolat segitette a daganatok
taléleset, és kemorezisztenciat eredményezett. Kimutattak réskapcsolatok szerepét a glioméak
sejtmotilitast. Tumorsejtek és az immunrendszer sejtjei kozotti ,,gap junction” kapcsolatoknak
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az antigénprezentacioban, gyulladasos reakcid kivaltasaban, és daganatellenes hatasok

kdzvetitésében lehet szerepe.

A connexin csatorndk nélkulozhetetlen szerepet jatszanak az epidermalis funkciok
koordinalasaban, amit a bérben expresszalddé szamos izotipus (Cx30.3, Cx31, Cx31.1, Cx37,
Cx45, Cx30, Cx26, Cx43) ¢és a mutaciodikkal jaré 6roklodd boérszindromak is kihangsulyoznak.
Ezidaig a Cx43 és a Cx26 szerepét igazoltak az epidermalis keratinocytak és kornyezo
melanocytak kozotti direkt metabolikus kapcsolat biztositasaban. Noha vannak Kisérleti adatok
a connexinek szerepére a melanoma kialakulasanak €és metasztatikus invazidjanak
szabalyozésaban, a melanocytas tumorprogressziora vonatkoz6 vizsgalatok klinikai esetekben
hidnyosak. A legtdbb kézlemény a Cx43-at ismerteti, mely vagy hianyzik, vagy szignifikdnsan
csokken melanomaban, s igy hozzajarul a daganatndvekedés és pusztulds feletti kontroll
elvesztéséhez és az attétképzéshez. Funkcionalis vizsgalatok egy ,,gap junction”-hianyos egér
melanoma modellben kimutattdk, hogy a Cx43 forszirozott expresszidja helyreéllitotta a
kdzvetlen sejtkdzotti kapcesolatot, illetve csdkkentette a daganatsejt-proliferaciot és a kitapadas-
fliggetlen novekedést. A novekedésgatlast in vivo is megerésitették csirke chorioallantois
membranba Ultetett daganatokkal. Hasonldan, a Cx43 overexpresszidja egy human melanoma
sejtvonalban elésegitette a TNFa-medialt apoptozist, valamint xenograft modellben redukélta
a tidoattétek szamat és méretét is. Tovabbi connexin-izotipusokat is azonositottak

melanomaban, azonban tisztazatlan funkciokkal.

Munkéankban a connexin-expressziét mind mRNS mind fehérjeszinten vizsgaltuk, primer
melanocytadkban, melanoma sejtvonalakban és klinikai naevus- és melanomamintakban.
Ugyancsak végeztink in silico vizsgalatokat a connexingének atirasat kvantitativan elemezve
melanoma progresszios csoportokban, valamint funkciondalisan vizsgaltuk a direkt sejtkdzotti

kommunikéacidt primer melanocytakban és melanoma sejtvonalakban.

A kozonséges naevusok és melanomak kozotti legkiemelkeddbb kiilonbség a Cx43-expresszio
elvesztése volt. A diffuz citoplazmatikus Cx26, paranukleéris Cx32 és Cx30.2 emelkedése a
melanoma-progresszid soran, es az indukalt Cx43, Cx26 és Cx30 fehérjék a melanoma koérali
epidermisben, valamint a Cx43 emelkedése a daganatot 6vezd vaszkularis endotheliumban a

kétiranyu adaptiv interakcidkat tlikrézhetik daganat és mikrokornyezete kdzott.



2. Célkitizések

A sejtproliferacié mértéke gyakran ardnyos a tumorok agresszivitasaval, azonban az altalanos
sejtciklus markerek pl. Ki67 kimutatasa nem ad informaciét a daganatproliferacio
dinamikajarol. A connexinek és az altaluk alkotott réskapcsolatok szerepét a sejtek kozotti
homeosztazis szabalyozésaban, illetve daganatokban tumorszupresszorként vetették fel,
azonban melanomakban eddig csak sporadikus informdaciok voltak hozzaférhetok. Ezért a
kdzonseges naevus — dysplasticus naevus — vékony melanoma — vastag melanoma — melanoma

metasztazis tumorprogresszid soran tanulmanyoztuk:

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

immunhisztokémiai kimutatasaval,

2. kilon figyelmet forditva a dysplasticus naevusok és vékony melanomak kozotti elkilonitésre
hasznalhaté markerek, ill. markerkombinaciok kutatdsara, mivel ez gyakran komoly

differencidldiagnosztikai kihivas;

3. a GEO adatbazisban a melanocytds 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-csatornafunkcidkat;

5. a relevans connexin izotipusok in situ expresszidjat immunhisztokémiai maodszerrel, sajat

klinikai-diagnosztikus tumorszévetekben.



3. Modszerek

Connexin izotipusok expresszidjanak in silico analizise melanocytdkban és melanocytas

neoplasiakban

A nyilvanosan  elérheté  Gene  Expression  Omnibus (GEO) adatbazisban
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) tanulméanyoztuk a humén melanocytds daganatok
biopszids mintaiban mért és kozolt, a connexin izotipusok génexpresszidjara vonatkozo
adatokat. Olyan vizsgalatokat valogattunk be, melyek tobbféle melanocytas elvaltozast
tartalmaztak (naevusok vs. melanomék, primer vs. attéti melanomak), igy lehetéséget
biztositottak azok 6sszehasonlitisara, valamint melyek a toébb connexin-gént is tartalmazo
Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 (GSE7553: 2 in situ, 14 primer, 40 attéti melanoma)
illetve U133A (GSE3189: 18 naevus, 45 melanoma; GSE8401: egéer xenograft modell; 31
primer, 52 attéti melanoma) gén-chipeket hasznaltak. A génexpresszios adatokat normalizaciot
kovetéen a GCRMA gén-chip algoritmussal, az éatlagos expresszios értékek
figyelembevételével, parositatlan t-prébaval vizsgaltuk. A ,,fold-change”-et p<0,001 esetén

tekintettlik szignifikans kilonbségnek.

Melanoma sejtvonalak és melanocyta kultirak

A human invaziv melanoma sejtvonalakat a Semmelweis Egyetem I. sz. Patoldgiai és Kisérleti
Raékkutato Intézetének tumorbankjabol gytijtottiik. Az A2058 agyi metasztazisbol szarmazik, a
HT199 tiiddbe és méjba attétet addé melanomabol, a WM983/A pedig egy vertikalis ndvekedési
fazist daganatbol. Az epidermalis melanocytakat a Szegedi Tudomanyegyetem Bérgyogyaszati

és Allergologiai Klinikajan izolaltak, plasztikai mttéten atesett egészséges személyek borébal.

RNS-izolalés, cDNS-dtirds, valos idejii PCR

A sejttenyészetekbdl az RNS-t RNeasy Mini Kit-tel izolaltuk, a reverz transzkripciohoz High
Capacity cDNA Revers Transcription Kit-et hasznaltunk. A reverz transzkripciés polimeraz-
lancreakcid (gRT-PCR) sordn TagMan proba alapl detektalast alkalmaztunk, hogy
kvantifikalhassuk a connexin izotipusok expresszidjat az ACTB (B-actin) haztartasi

(,,housekeeping”) génjéhez viszonyitva.



Festéktranszfer-analizis

A sejteket kettds fluoreszcens jeloléssel lattuk el, a membranfoszfolipidet permanensen jel610,
voros szinli Dil festékkel és a membranon atjutd calcein-acetoximetilészterrel, melyet az
intracellularis észterazok hidrofil, z6ld szinii calceinné alakitanak, ez utdbbi a sejtek kozotti
réskapcsolatokon képes kozlekedni. 10 ° kettds jeldlt sejtet 9 x 10 ° jel6letlen sejttel
elegyitettiink, ¢és 5 oOran 4t sejttenyésztd flaskaban inkubdltunk, hogy konfluensen
letapadhassanak, és kialakulhassanak a sejtkozotti kapcsolatok. Ezt kovetéen mintanként 20000
szuszpendalt sejtet szdmoltunk meg aramlasi citométerrel. A Dil-pozitiv sejtfrakcié az
eredetileg kettds jelolt sejteket reprezentaltdk, mig a csupan calcein-festodott sejtek a

réskapcsolati kommunikéacioval aranyban jottek létre.

Melanocytas borelvaltozasok szovetmintdi, szoveti multiblokk

19 kozonséges (CN) és 63 dysplasticus naevus (DN), valamint 63 primer (PM; 23 ,,vékony” <
1 mm és 40 ,,vastag” > 1 mm) és 22 attéti melanoma (MMet, nyirokcsomé vagy bor) archivalt
blokkjat gytjtottiik Ossze a Szegedi Tudomanyegyetem Bdérgyodgyaszati és Allergologiai
Klinikajan diagnosztizalt anyagok koziil. A fenti anyagokbdl 2 mm atmér6jii szovethengereket
vagtunk ki, majd 70 mintas széveti multiblokkba (TMA) gyljtottiik 6ket, a szamitogép-vezérelt
TMA Master (3DHistech, Budapest) készllék segitségével. A connexin-expresszios
vizsgalatok soran az egyik TMA-blokk mar kevés mintat tartalmazott, igy azt kihagytuk az
értékelésekbodl. Az elemzésre alkalmas esetszamok az alabbiakra csokkentek: 16 CN, 58 DN,
49 PM (22 vékony, koztlk 6 in situ, valamint 27 vastag) és 19 MMet.

Immunhisztokémia és immuncitokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a TMA-blokkok metszeteit deparaffinaltuk, majd az
antigénfeltarashoz elektromos kuktdban vagy mikrohullama siitében, pufferoldatban
hokezeltiik. A sejtciklus vizsgéalatdhoz monoklondlis egér- vagy nyulantitesteket hasznéltunk
(aurora A és B, CDK2, cycin A és D1, geminin, Ki67, MCM®6, p16"N%*A topoizomeraz
Ilo/Top2a), a connexinek detektalasahoz poliklonalis nyulantitesteket (Cx43/GJA1L,
Cx46/GJA3, Cx32/GJB1l, Cx26/GJB2, Cx30/GJB6, Cx30.2/GJC3). Az antigénkotddést
Novolink polimer-peroxidaz Kkittel detektaltuk. Az enzimaktivitast a melanintdl jol
elkiilonithetd, piros szinit AEC kromogeénnel tettlik lathatova, mikroszkopos kontroll mellett.
Magfestéshez hematoxilint hasznaltunk.



Az immunfluoreszcens vizsgalathoz a nyul eredeti anti-connexin primer antitesteket egér
eredetii anti-vimentin, anti-Ki67 vagy Melan A antitestekkel elegyitettlik, hogy a sejtstrukturét,
proliferaciot illetve a melanocyta eredetet lathatdva tegyuk. A primer antitesteket Alexa Fluor
488 illetve 546 konjugélt kecske anti-egér (488) illetve anti-nydl (546) 1gG H+L szekunder

antitestekkel kezeltiik, majd a sejtmagot Hoechst festéssel jeloltik.

A szdvettani metszeteket Pannoramic Scan (3DHistech) mikroszképpal digitalizaltuk, és a
géphez tartozo szoftverrel, dermatopatologus segitségével megszamoltuk a reprezentativ
teruleteken a pozitiv tumorsejtek aranyat. Ezek kategorizalasara olyan skalakat hataroztunk

meg, melyek jol elkiiloniilé csoportokat hoztak 1étre:

0 1 2 3
cyclin D1, CDK2, MCMS6, Ki67, p16'N<42 <1%  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-pozitivitas megallapitasahoz kétfokozatu skalat hasznaltunk: 0: <5%
(negativ) és 1: >5% (pozitiv), az epidermalis keratinocytak értékelésére pedig Haass és mtsai
felosztasat: 0: negativ; 1: stratum granulosum; 2: legfelsd rétegek (,,uppermost layers”); 3:

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

Az immunhisztokémiai reakciok statisztikai értékeléséhez dichotomizalast kvetden kétoldalas
Fisher-féle egzakt tesztet alkalmaztunk, a teoretikus szomszédos progresszios fokozatokat
Osszehasonlitva, nevezetesen: naevus/melanoma illetve CN/DN, DN/vékony PM,
vékony/vastag PM, vastag PM/MMet. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéket tekintettik. Az
expresszios profilok és tumorprogresszios csoportok lehetséges korrelacidjat sulyozatlan

hierarchikus klaszteranalizissel is elemeztiik.

A sejtciklusfehérjék mint a biomarkerek szenzitivitasat illetve specificitasat is értékeltik, illetve
diszkriminancia-analizist is végeztunk a biomarker-kombinaciok prediktiv értékének

megallapitasahoz, ,,leave-one-out” modszerrel keresztvalidalva.



4. Eredmények

Sejtciklusfazisok progresszidja melanocytas daganatokban

A kozonseges naevusok alacsony szinten altalanos (MCM6: 8/17, Ki67: 4/19) és Gl
fazismarkereket (cyclin D1: 8/19, CDK2: 1/19) expresszaltak, az utébbiak dysplasticus
naevusokban szignifikdnsan megemelkedtek (cyclin D1: 46/58 p=0,004; CDK2: 48/60
p<0,001). A poszt-G1 fazismarkerek, mint az S—-G2 (cyclin A: 17/23, geminin: 13/23, Top2a:
10/21) és G2-M (aurora A: 2/20 és B: 8/21) fazisok szabalyozoi, a vékony melanoméakban
valtak kimutathatdva, igy szignifikansan feltlregulalédtak a naevusokhoz viszonyitva (p<0,001
—p=0,025). Az MCM6 (20/20) és Ki67 (17/21) expresszidja ugyancsak szignifikans emelkedést
mutatott vékony melanomékban, a dysplasticus naevusokhoz viszonyitva. Vastag
melanomakban a sejtciklus-progresszios markerek szignifikansan felulregulalodtak a
vekonyakhoz képest (p<0,001 — p=0,026), kivéve az MCM6-ot, cyclin D1-et és CDK2-t, ami a
korai sejtciklusmarkerek allando szintjére és a poszt-G1 fazisok akceleracidjara utal. A vizsgalt
fehérjék expresszidja nem mutatott szignifikans kuilonbséget vastag és attéti melanomak kozott.
A részletes in situ fehérje-expresszids profil alapjan a dysplasticus naevusoktdl a vastag

melanomakig terjedd tumorprogresszidé parhuzamba allithatd a sejtciklusmarkerek fokozatos

= sz

Diszkriminanciaanalizist ~ végeztink a  markerkombinaciok  prediktiv  értékének
meghatarozasahoz, a dysplasticus naevusok és vékony melanomak elkilénitésére. Az MCM6
(>10% hatarérteknel) + Ki67 (=1%) vagy cyclin A (=1%) bizonyult a legjobb
markerkombinacionak, mely helyesen osztalyozta az eredeti mintak 95,9%-at és a

keresztvalidalt esetek 93,2%-at, 89,5%-0s szenzitivitassal és 92,6%-os specificitassal.

In silico connexin génexpresszié analizis

A GSE3189 array adathalmazaban a melanomak tdbbek kdzott csokkent GJAL (Cx43) és
fokozott GIB1 (Cx32) génexpresszidt mutattak, naevusokkal dsszehasonlitva. A GSE7553
array-ben primer melanomakhoz képest az attéti melanomék csokkent GJA1 (Cx43) és GJB2
(Cx26) génexpressziot mutattak. A GSE8401 array-ben xenograft modellekbdl szarmazo
melanoma metasztazisokban ugyancsak csokkent GJA1 (Cx43) génexpresszié mutatkozott,

primer melanomakkal 6sszehasonlitva. A fenti killénbségek szignifikansak voltak (p<0,001).
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Connexin génexpresszio tenyésztett primer melanocytdkban és melanoma sejtvonalakban

A Cx izotipusok expresszidjanak kiiszobciklusat (,,cycle threshold”, ¢T) a haztartdsi gén
ACTB-vel hasonlitottuk 6ssze (4cT). A GJAL (Cx43) gén csupan a melanocyta tenyészetben
expresszalodott (4c7=3,34), azonban melanoma sejtvonalakban nem. A GJB1 (Cx32)
melanocytdban nem volt azonosithat6, de markansan expresszalddott mindharom melanoma
sejtvonalban (4cT 4,92-6,65). A GJB2 (Cx26) melanocytaban (4c¢7=4,53) és WM983/A-ban
(4cT=3,78) szignifikansan magasabb szinten expresszalodott, mint a masik két melanoma
sejtvonalban (dcT 8,51-12,45; p<0,001). A GJC3 (Cx30.2) alacsony szinten valamennyi
mintaban expresszalodott (melanocyta: Ac¢7=12,38 és melanomak: 4cT 11,29-12,93).

Connexin fehérje-izotipusok in situ detektalasa melanocytas daganatokban

Szovetmetszetekben, a Cx43 (GJA1) mint granuléris sejtplazma- és sejtmembran-reakcio volt
megfigyelheté az epidermadlis keratinocytdkban, valamint kozottiik €s a melanocytak kozott.
Minden kozonséges és a dysplasticus naevusok nagy része (23/35) pozitiv volt. Ha a gyenge
reakciot (sejtek <25%-a) negativnak tekintettik, a pozitivitasi rata szignifikansan magasabb
volt 11/13 kdzdnséges naevusban mint 12/35 dysplasticusban (p=0,003). Alig figyeltiink meg
Cx43 reakcidt kozonséges (1/10) és dysplasticus naevusok (0/46) felszines régidiban, valamint
primer (1/45) és attéti melanomakban (2/18).

Kdzepes intenzitdsi Cx32 (GJB1) jelet lattunk 62/70 naevusban és 65/67 melanoméaban.
Membran6zus Cx32 lokalizaciot figyeltiink meg 6/16 kdzénseges, mig csak 6/54 dysplasticus
naevusban (p=0,023) és 7/67 melanomaban. Paranuklearis Cx32 festddést talaltunk 8/27 vastag
és 2/18 attéti melanomaban, mig vékony (0/22) melanomakban (p=0,006) vagy naevusokban
(0/70) (p=0,001) nem talaltunk ilyen reakciot.

A Cx26 (GJB2) fehérjét kiilonb6z6 szubcellularis lokalizaciokban figyeltilk meg: naevusokban
javarészt paranuklearisan (41/65), szemben a melanoméak diffaz sejtplazmai reakcidjaval
(44/67, p=0,002). Tovabba, a Cx26-ot expresszald sejtek aranya szignifikansan kevésbé volt
magas naevusokban (40/65), mint melanomakban (57/67, p=0,003).

Szdvetekben a Cx30.2 (GJC3) alig volt azonosithatd kdzonséges (0/13) vagy dysplasticus
naevusban (2/45). Gyakoribb volt primer melanomakban (2/18 vékony, 8/25 vastag) és attétes
esetekben (4/17), ahol citoplazmatikus és gyakran paranuklearis reakcioként jelentkezett.

Naevus és melanoma kozott a kilénbség szignifikans volt (p=0,002).
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Sejtciklusszabalyozo és connexin fehérjék expresszidjanak 6sszehasonlitasa

Dysplasticus naevusokban az intradermalis terlleteken Cx43-at expresszalo eseteknél
szignifikansan gyakoribb volt a p16™X%-pozitivitas is (p=0,012), mig csokkent a CDK2
expresszié (p=0,027). Megfigyelésiink szerint a membrandzus Cx32-t kifejez6 kozonséges és
dysplasticus naevusok egyuttal mind Cx43-pozitivak is voltak, és a CDK2-vel leirt szignifikans
negativ osszefiiggés a Cx32-vel is kimutathatd volt (p=0,027). Magas p16'NK4® expresszio
ugyancsak szignifikansan gyakoribb volt Cx32-pozitiv mint -negativ naevusokban (p=0,043).
Vastag primer és attéti melanomakat Osszevonva a Cx30.2 expresszidval szignifikansan
fokozddott a Top2a (p=0,041), aurora A (p=0,041) és aurora B (p=0,014) kinazok expresszidja

is.

A ,gap junction” kommunikdcio festéktranszfer analizise

10 ° Dil + calcein-AM kettds pozitiv sejtet 9 x 10 ° jeloletlen sejttel ko-kultiraba tettiink, majd
inkubalas utan aramlasi citometriaval elemeztlik a sejtek kozotti festéktranszfert. A szimplan
(csupan calceinnel) jelol6dott sejtek aranya a connexin-mebrancsatorndkon lezajlott direkt
festéktranszfer mértékékét jelezte. Mig a primer melanocyték 75,11%-a, addig az A2058 sejtek
csupan 6,39%-a, a HT199 3,85%-a és a WM983/A sejtek 0,86%-a mutatott egyediili calcein

pozitivitast.

Connexin expresszié a tumor mikrokdrnyezetben

A vaszkularis és limfatikus endothelialis sejtek gyakrabban voltak Cx43 pozitivak
melanoméakban (38/59), mint naevusokban (7/50, p<0,001). A primer melanomakkal hataros
epidermisben a Cx43 immunreakcid intenziv volt, és valamennyi sejtréteget érintette,
ellentétben az egeszséges epidermisszel, ahol ez csak a bazalis és szuprabazalis rétegekre volt
jellemz6é. A daganat koriili felham szignifikdnsan magasabb Cx26 expressziét mutatott
melanomakban (27/45), mint naevusokban (8/63, p<0,001), és a kiilonbség szignifikans volt a
vékony (6/22) és vastag (21/23) melanomék kozott is (p<0,001). A Cx30 ugyancsak
szignifikdnsan gyakrabban expresszalddott az epidermalis keratinocytakban a primer
melanomak folott (20/34), mint naevusok esetében (11/63, p<0,001), és t6bb vastag (15/17)

mint vékony melanoma (5/17, p=0,001) volt érintett.
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5. Kovetkeztetések, uj megfigyelések

A sejtciklusfrakciok (G1, S-G2, G2-M) in situ, szisztémas 6sszehasonlitd vizsgalatat
melanocytas daganatok progresszidja soran elsdként végeztiik el, mely soran megallapitottuk,

hogy:

1. A dysplasticus naevusokban szignifikansan tobb a korai sejtciklusmarkerrel (cyclin D1,
CDK2) pozitiv tumorsejt, mint a kdzdnséges naevusokban. Az S-G2 fazismarkerek hianya a

replikaciomegrekedésére utal G1 fazisban.

2. A poszt-G1 fazismarkerek (cyclin A, geminin, topoizomeraz Il alfa, aurora kinaz B)

eldszor vékony melanomakban jelennek meg, igy a malignitas indikatorai lehetnek.

3. Az MCM6 relativ magas gyakorisadga (sejtek >10%-a) mar alacsony (>1%) Ki67
pozitivitds mellett megndveli a melanoma valoszinliségét, ezt tovabb erdsitheti akar csupan
alacsony (>1%) cyclin A vagy maés poszt-G1 fazis-marker. Igy a vékony melanomak, ill.
dysplasticus naevusok 95,9%-a, 89,5%-0s szenzitivitdssal és 92,6%-0s specificitassal

elkiilonithetd.

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

ndvekedésti melanomakban tetdzott.

Bar egyes connexin izotipusok eltiinését, ill. megjelenését melanomaban mar leirtak,
melanocytds daganatok progresszidja soran ezt szisztémdasan mi vizsgaltuk el6szor.

Megallapitottuk, hogy:

1. A primer melanocytdk GJA1/Cx43, GJA3/Cx46 és alacsony szinten GJB2/Cx26 és
GJC3/Cx30.2 mMRNS-t expresszalnak, am koziluk csupan a Cx43 fehérje lokalizalddik a
sejtmembranon, kommunikacids csatorndkat képezve. Els6ként azonositottuk a GJC3/Cx30.2

izotipust melanocytakban és melanoméakban, ill. a GJIB1/Cx32 izotipust melanoméakban.

2. A melanocytas daganatfejlédést heterogén connexin izotipus-expresszio, igy a Cx43
elvesztése, a diffuz citoplazmatikus Cx26 termelés emelkedése, ill. a Cx30.2 és Cx32 ndvekvod

gyakorisagu paranuklearis reakcioja jellemzi.

3. A Cx43 és Cx32 expressziojat naevusokban a sejtciklusgatlasra utalé fokozottabb

p16'NK4 és alacsonyabb CDK2 immunreakcid kiséri, mig melanomakban a Cx30.2 izotipus
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jelenlétével poszt-G1 fazis fehérjek mutatnak pozitiv dsszefliggést, ami intenzivebb

proliferaciot sugall.

4. A connexinek melanomaban ritkan képeznek direkt kommunikacios csatornakat, amire
membranreakcidik hidnya és a sejtvonalakban megfigyelt alacsony mértékli festéktranszfer

utal.

5. A melanomék epidermalis mikrokornyezetében a Cx43, Cx26 ¢és Cx30, a kornyezd
nyirok- és vérerekben pedig a Cx43 expresszid feliilregulalodik. igy klinikai szovetmintakban
a neoplasztikus sejtek és mikrokornyezetilk connexin-mintazata alapjan harom f6 klaszter
kiilonithetd el: a) vastag melanomdk, b) kozonséges és dysplasticus naevusok, ill. 3)

dysplasticus naevusok és vékony melanomak.
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