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TUDOMANYOS HATTER

A malignus melanoma az egyik legagresszivabb human daganat, mely kiilonb6z6 szerveket érint6 fokozott
metasztazis képzeésérél ismert. Bar eléfordulasa ritkdbb mas bdrdaganatokhoz képest, mégis a legtobb
halalozasért felelds tipusnak tekintheté. Evente 230.000 uj esetet regisztralnak vilagszerte, amelybél 55.000
végzodik halallal; azonban a kormegoszlasra standardizalt eléfordulasa (esetetek szama/100.000 {6) eltérd. Bar
a fiatalabb korosztalyt érinté melanomas esetek szama az elmult években csokkenni latszik, el6fordulasa
globalisan még novekszik, Magyarorszagot is beleértve.

Epidemiologiai vizsgalatok magas kockazati tényezoként azonositottdk az ultraibolya B (UVB) sugarzas,
valamint a gyermekkorban elszenvedett napégés és a melanoma kialakulasa kozotti 0sszefiiggést. A novekvo
szamu terdpias lehetdségek ellenére még napjainkban is a korai diagnozis és a tumor teljes sebészeti eltavolitasa
a legeredményesebb kezelési lehetdség a melanomas betegek szamara.

A malignus melanomat nagyfoka genomialis heterogenitas jellemzi. Az eltérd jelatviteli itvonalak érintettsége
¢s az ezek kozotti kdlcsonhatasok komplexitdsa azt sugallja, hogy az egyedi genetikai és molekularis eltérések
onmagukban nem rendelkeznek dontd befolyassal a betegség kialakulasara €s progresszidjara. Azonban a
kiilonboz6 eltérések (genetikai, génexpresszios és epigenetikai) halmozodasa, a tumor sejt és mikrokdrnyezete
kozotti ,,parbeszéd” egyiittesen mar képes eltérd klinikai-biologiai kimenetel kialakitasara. Igy a molekularis
tulajdonsagok, eltérések feltérképezése segithet a jelenleg 1étezé klasszifikacids rendszerek (hisztologiai és
molekularis) pontositasaban.

Osszhangban az irodalmi adatokkal, génexpressziés vizsgalataink soran (AffymetrixU133Plus2.0) primer
melanomakban a megndvekedett expresszioju gének kozil a legnagyobb mértékii valtozast (>20x) az
osteopontin (OPN) génre figyeltik meg (Rdakosy és mtsai. PLoS One. 2013;8(1):e54958.). Az osteopontin
(OPN) egy olyan multifunkcionalis molekula, mely legljabb irodalmi adatok alapjan a melanoma
progresszidban is fontos szerepet jatszik (Treskova |. Anticancer Res. 2018. 38(8):4907-4911). Az OPN
emelkedett plazma szintje a legijabb vizsgalatok szerint szdmos daganatndl szoros Osszefliggést mutat a
metasztazisok jelenlétével, ezért igéretes biomarkernek tartjak (Bruha R, Ann Hepatol. 2020 Jan 17. pii: S1665-
2681(20)30001-6.). Tovabba jelentds szerepe van a daganatos megbetegedéseknél alkalmazott gyogyszerekkel
szembeni rezisztencia kialakulasaban is (Pang X, Pharmacol Res. 2019 Jun;144:235-244.). Szerteagazo
funkciéi révén szamos lehetdséget kinal specifikus immunterapia fejlesztéséhez. Osszetett bioldgiai funkcioit
nemcsak alternativ transzlacidja és poszttanszlacios modositasai biztositjak, hanem alternative splicing is, mely
soran szamos OPN varians van jelen tovabbi modositasokhoz.. Alternativ splicing-gal keletkez6 izotipusoknak
mind az el6fordulasa, mind a melanoma progresszioban betoltott szerepe ismeretlen.

A KUTATAS CELJA

- OPN expresszié mintazatanak meghatarozasa primer melanomakban és melanoma metasztazisokban,
az expresszids mintazat 6sszehasonlitasa a betegek klinikai paramétereivel,

- OPN splice variansok jelenlétének/mintazatanak meghatarozasa/elemzése primer és metasztatikus
melanomakban, primer tumor és metasztazis eredeti melanoma sejtvonalakban,

- siRNS transzfekciot kovetéen a transzfektalt sejtvonalakon proliferacids, invazids és migracios
esszékkel az OPN melanoma progresszioban betdltott szerepének vizsgalata,
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- milyen szerepet jatszik a melanomak (mintak: primer tumor és melanoma metasztazis eredetii
sejtvonalak, melanoma modellrendszerek) progresszidjaban, a melanoma sejtek fokozott invaziv
tulajdonsagaban,

- az OPN szerepének meghatarozasa a BRAFV600E mutaciét hordozé melanoma sejtekben Kialakult
gyogyszer-rezisztenciaban,

- az integrin receptorok génexpresszids mintazatdnak meghatarozasa, 0sszefiiggés megallapitasa az
OPN splice variansok €és integrinek expresszidja kozott,

- annak meghatarozasa, hogy az OPN melanomakban milyen jelatviteli utvonalakban vesz részt, milyen
a celluléris lokalizacidja,

- eredményeink kozlése nemzetkozi és hazai folyoiratokban, valamint eredményeink bemutatasa hazai-
és nemzetkozi konferenciakon.

I1l. ALKALMAZOTT MODSZEREK ES STATISZTIKAI ELEMZESEK

Genomikai és molekularis biolégiai médszerek

Vizsgalatainkhoz a genomika kiillonb6z6 modszereit (array CGH,, globalis génexpresszios eltérések -
Affymetrix cég altal kifejlesztett human Genechip U133 2.0 plus array-, ¢és DNS metilaciéo kimutatdsara
alkalmas microchipek) alkalmaztuk. Szoveti microarray ,fabrikalasa a DE Pathologiai intézetével
kollaboraciéban TMA Master (Carl Zeiss, Jena, Germany) alkalmazasaval tortént. Eredményeink statisztikai
elemzésével vizsgaltuk, hogy a kiilonbozd stadiumu €s tipusu szovetekre jellemzd genetikai eltérések és a
génexpresszid mintazata milyen Osszefliggésben all a human melanomak klinikopatholdgiai paramétereivel.

Array CGH eredmények statisztikai elemzése

Az eredmények kiértékelését SPSS Statistics (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) és R-2.15.0 program csomagok
segitéségével végeztiik. Statisztikai elemzések: Az UCSC genome browser weboldal (http://genome.ucsc.edu/)
segitségével az array CGH soran hasznalt BAC klonokat a human genomra térképeztik. Az X és Y
kromoszoman lokalizalodo oligonuleotid probakat és az ismert genom variansokat (Database of Genomic
Variants: http://projects.tcag.ca/ variation/) kizartuk a tovabbi elemzésb6l. A log2 transzformalt adatokat a
CGH-Explorer software 3.2 segitségével értékeltiik ki. Szignifikans eltérésnek a tobbszords dsszehasonlitasi
korrekciot (FDR, false discovery rate) koveté P<0,01 értéket tekintettiik. Hatarértékként egy, az irodalombol
ismert és gyakran hasznalt értéket alkalmaztunk a nagymértékii amplifikaciot (>0,55 log2 rate), illetve a
homozigota delécidt (<-0,8 log2 rate) mutatd régiok azonositasara. Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk
teszttel, a variancak egyenldségét pedig Leven teszttel hataroztuk meg. Mivel adataink nem normal eloszlast
mutattak, ezért nem parametrikus teszteket alkalmaztunk. A modell magaban foglalta az ismert melanoma
prognosztikai faktorokat is, mint az ulceracio és az attétképzes.

DNS metilacios elemzés

A metilacios vizsgalatokhoz biszulfit konvertalt (EZ DNA Methylation kit; Zymo Research, Irvine, CA, USA)
DNS mintékat hasznaltunk. A modositas mindségét PCR (HotStarTaq Master Mix kit; Qiagen GmbH, Hilden,
Germany) technikaval ellendriztiik modositott és eredeti GAPDH primerek hasznalatavalalkalmazasaval. A
DNS- metilom profil meghatarozasata Illumina Infinium Il Human Methylation 450K (HM450K) BeadChip
assay-vel (Illumina, San Diego, CA, USA) végeztiik.

Az adatok feldolgozasa kiilonb6z6 Bioconductor alprogramok segitségével és az R v.3.2.2 hasznalataval tortént,
mely soran a metilacios beta értékeket logaritmikusan transzformalva megkaptuk az M értékeket, és ezekkel
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végeztilk a tovabbi parametrikus statisztikai elemzéseket. A DNS metilacios valtozasokat akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha az FDR korrigalt p értékek 0,05 alatt voltak.

Gén expresszios és DNS metilaciés eredmények korrelacidja

Az RNS mintak izolaldsdhoz RNeasy Plus Mini kitet (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) hasznaltunk. A
génexpresszios mintazat meghatarozasat Affymetrix Human Gene 1.0 microarray-vel (Affymetrix Inc., Santa
Clara, CA, USA) végeztiik el. A nyers CEL dokumentumokat R v.3.2.2 szoftver segitségével elemeztiik Oligo
csomag haszndlatdval. A korrelacid meghatdrozdsdhoz Pearson’s korrelacios koefficienst szdmoltunk a
génexpresszios log2 értékek és a DNS metilacios (AB) értékek kozott.

The Cancer Genome Atlas (TCGA)

Genomikai elemzéseinket a Skin Cutaneous Melanoma (SKCM) adatbazisban taldlhaté melanoma szdveti
mintak adataival egészitettiik ki (TCGA, Provisional). A felhasznalt adatok egy része a TCGA Research
Network altal generalt eredményekbdl szarmazott (http://cancergenome.nih.gov). Masrészrol, 437 melanoma
minta [llumina Methylation 450K array-b6l szarmazé metilacios értékét toltottik le a TCGA-GDC portalrol
(https://portal.gdc.cancer.gov/), melyeket az R szoftver TCGAbiolinks csomagjaval és a GDCquery és
GDCprepare funkcioival elemeztiink.

TagMan assay

Valos idejli kvantitativ PCR (qPCR) technikéval validaltuk a 18 melanoma sejtvonal aCGH eredményeit. A
GLIPRI1, COL1A2 és RELN gének kopiaszamait TagMan® Copy Number assay-vel (Applied Biosystems Inc.,
USA) hataroztuk meg. Az assay kivitelezéséhez TagMan® Universal PCR Master Mix-et hasznaltunk.

Jelatviteli itvonalakhoz rendelheté genetikai eltérések elemzése

A jelatviteli ttvonalakhoz rendelhetd genetikai eltérések elemzése soran a kiillonb6zd utvonalak adatait a
SignaLink adatbazisbol (http://signalink.org/) toltottiik le, majd ezeknek a géneknek a kdpiaszam eltéréseit a
legkozelebbi BAC klon (<2MB) segitségével becsiiltik meg. Egy jelatviteli Gtvonalban, illetve Gtvonalak
kozotti kapesolatot biztositd jelatviteli interakciot akkor tekintettiink sériiltnek, ha legalabb az interakcioban
atlagoltuk a kiilonb6z6 melanoma alcsoportokban a sériiltnek definialt jelatviteli interakciok gyakorisagat, az
egyes utvonalakban és kiilonb6z6 Gtvonalak kozott is.

Klaszter analizis

A cluster 3.0 programmal végeztiink hierarchikus klaszter analizist majd a TreeView java programot hasznaltuk
a klaszterek vizualis megjelenitéséhez. Az analizis soran Pearson korrelaciot €s centroid vagy sulypont modszert
alkalmaztunk.

Invazios assay

Az invazios képesség meghatarozasahoz BD Biocoat Matrigel invazios kamrakat hasznaltunk (poérus méret: 8
um; BD Biosciences, Bedford, Massachusetts, USA). A fels6 karma 500 ul sejtszuszpenzidt tartalmazott
szérummentes tapfolyadékban, (5 x 10* sejt/kamra). Az alsé kamraban 10% szérumot tartalmazo tapfolyadékot
hasznaltunk kemoattraktansként. 24 6ra inkubécié utan az alsé kamréaba atjut6 sejteket metanollal fixaltuk és
hematoxylin-eosinnal festettiik. Az invaziv sejteket fénymikroszkop alatt 200x nagyitason 7 kiilonboz6
latotérben szamoltuk le és atlagoltuk. A BD Biocoat Matrigel invazids karma alsé kamrajaba atjuto sejteket
0.5% trypsin/0.2% EDTA oldattal (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) kezeltiik, hogy a sejteket
visszanyerjiik a membranrol. Az igy szelektalt sejteket tovabb tenyészettiik DNS és RNS izolalas céljabol.

Valos idejii kvantitativ PCR

A kandidans gének relativ expresszids szintjeinek meghatirozasa valos ideji PCR modszerrel tortént,
LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) berendezéssel.

4
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Sejtproliferacios assay

A sejtek proliferaciojat WST-1 assay-el (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) hataroztuk meg. Az
abszorbanciat 450 nm-en mértiik NanoDrop UV-Vis spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies,
Wilmington, Delaware, USA).

Statisztikai elemzések

SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) szoftvert hasznaltuk a tovabbi statisztikai elemzéseinkhez. Shapiro-
Wilk tesztet alkalmaztunk az adatok normal eloszlasanak meghatarozasdhoz. Pearson’s korrelacioval elemeztiik
az aCGH és qPCR adatok kozotti osszefliggést. Mann-Whitney-Wilcoxon tesztet hasznaltunk az invaziv és nem
invaziv sejtvonalak mRNS expresszids adatainak Osszehasonlitdsahoz. Minden esetben a p<0.05 értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

IV. APALYAZATI TAMOGATASSAL ELERT EREDMENYEK

IV.1. OPN expresszi6 mintazatainak meghataroziasa primer melanomakban és melanoma
metasztazisokban, az expresszidos mintazat dsszehasonlitasa a betegek klinikai paramétereivel

Kisérleteink soran primer melanomak (n=93) fehérje expresszidjanak mértékét szoveti multiblokk rendszerben
vizsgaltuk. Az oszteopontin mRNS szintjét 28 primer melanoma mintaban hataroztuk meg, valos ideji qRT-
PCR-rel. Osszesen 14 mintat mindkét modszerrel analizaltuNk. Az eredmények statisztikai kiértékeléséhez
SPSS szoftvert hasznaltunk, az OPN expresszid és klinikai adatok kozotti osszefiiggéseket, Fisher’s exact és
Mann-Whitney-Wilcoxon tesztekkel elemeztilk. Az OPN fehérje kifejezodését a primer melanomak 87%-ban
figyeltiik meg. Eredményeink szerint a fehérje expresszié mértéke szignifikansan nagyobb a vastagabb (> 4
mm) és metasztazist képzO0 daganatokban. Megallapitottuk, hogy a rosszabb prognozissal jellemezhetd
mintakban jelentésen magasabb az OPN expresszidja. Az adatokat részletesen elemezve statisztikailag
szignifikans Osszefiiggést allapitottunk meg a kontroll naevus mintdhoz viszonyitott relativ oszteopontin
expresszio és a daganatok szélének kifekélyesedése, a Breslow-féle vastagsaga, valamint stadiuma kozott. Az
eredményeket 6sszefoglalva demonstraltuk, hogy a primer melanomakban a fokozott OPN expresszié rosszabb
prognozissal tarsul (Kiss T et al. Tumor Biol. (2015) 36:7841-7847). Az OPN emelkedett szintje, a legijabb
vizsgalatok szerint, jelent6s szerepet jatszhat a daganat kialakulasaban és progresszidjaban (Wei et al.:
Osteopontin -- a promising biomarker for cancer therapy. J Cancer. 2017 Jul 15;8(12):2173-2183.)

IV./2. OPN splice variansok jelenlétének/mintazatinak meghatarozasa/elemzése primer és
metasztatikus melanomakban, primer tumor és metasztazis eredetii melanoma sejtvonalakban

Az OPN funkciojat tekintve rendkiviil valtozatos molekula (gliikofoszfoprotein), mely az integrin utvonalon
keresztiil befolyasolja a tumorsejtek és az extracellularis matrix fehérjéi kozotti kapcsolatot, ezaltal hatast
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melyet a sejtvonalakban fehérje szinten is kimutattuk. Vizsgaltuk tovabba az OPN splice variansok
génexpresszios mintazatat a kiillonbozo klinikai paraméterekkel jellemzett primer melanomakbol és melanoma
metasztazisokbol 1étrehozott sejtvonalakon (Osszesen 20 sejtvonal) és kiilonb6z6 altipusu melanoma
szovetmintakban (primer tumor: n=36; melanoma metasztazis: n=12). A génexpresszid vizsgalatahoz belso
kontroll génként GAPDH-t, kontrollként melanocitakbél szarmazé mRNS-t hasznaltunk. Altalanossagban
megfigyeltiik, hogy a metasztazis eredetii sejtvonalakban (n=8) az OPNa (ami a teljes OPN molekula)
megndvekedett expressziot mutat, az eltérés szignifikansnak bizonyult a primer melanoma eredetii
sejtvonalakhoz (n=12) képest.

Elemezve az azonos betegb6l szdrmazo6 sejtvonalak OPN expresszids szintjét, megfigyeltiik, hogy két
mintaparban (WM983A és WMO983B; WM278 és WMI1617) az OPNa, OPNb és OPN4 expresszidja a
primerekben emelkedett, ugyanakkor a metasztazisokban szignifikinsan csokkent (3. Abra).. Ennek
magyardzata tovabbi vizsgéalatokat igényel, elképzelhetd, hogy a heterogén 0sszetételli daganat sejtekkel fiigg
Ossze.
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viszonyitva (p<0,05). Mindkét primer sejtvonalban az OPN4 expresszidja magas volt, ami a WM278 agressziv
metasztatizalo sejtvonalban OPNa és OPNb emelkedett expresszioval is tarsult.

Metasztazis modell rendszerben OPN splice variansok expresszidjanak vizsgalata.
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majattét képz6 hajlammal jellemeztek, négy OPN varians (OPNa, OPNb, OPNc és OPN4) emelkedett
expressziojat tapasztaltuk (legnagyobb mértékii az OPN4 varians expresszidja volt). Az OPNS varidns
expresszioja mindharom sejtvonalban alacsony volt. A HT168 sejtekbdl 1étrehozott magas majmetasztatizalo
hajlammal jellemezhet6 HT168M1 sejtvonalban az OPN splice varianmsok expresszidja lecsokkent. Ez arra
utalhat, hogy a majattét képzés ebben a modell rendszerben fliggetlen az OPN és az izoformainak

crcr

Vizsgalatainkat klinikai mintakra is kiterjesztettiik. A sejtvonalak eredeti szoveteinek klinikai paramétereit és
az OPNa, OPNb és OPNc splice variansok expressziojat Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy az SSM
(superficial spreading melanoma) altipusbol szarmazd sejtvonalakban a génexpresszié mértéke lényegesen
alacsonyabb, mint a rosszabb prognozissal jellemezhetd NM (nodular melanoma) altipusban. Ezt a kiilonbséget
az altipusok kozott szoveti mintakon is sikeriilt megfigyelni (4. Abra).
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= . .gﬁﬁﬁ paraméterei kozotti dsszefiiggések elemzése
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S A) Az OPNa, OPNb és OPNc izoforméak expresszios
[
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=] r o . r r
'z NM ¢és metasztazis mintaknal, az SSM tumor
@ . 7 . 4
& 00 mintakhoz viszonyitva (p<0,05).
@
@ ., . . . ,
z 00 B.) Az OPNc varians expresszioja szignifikansan
[} . . 4 o r o
2 00 novekszik a tumor vastagsaganak ndvekedésével
c Clark stage TI-IIT Clark stage IV-V egyutt (p<0’05)
C.) OPNc expresszidja szignifikansan magasabb az

elérehaladottabb Clark stadiumokban (1V., V.), mint a
IL., I11. stadiumban (p<0,05). A 4. Abra adatai alapjan feltételezziik, hogy az OPNa, OPNb és OPNc variansok
szerepet jatszanak a melanoma progresszidban. Ugyanakkor az OPN4 és OPN5 varidnsok expresszidjara
vonatkozdan nem talaltunk szignifikans dsszefiiggést a klinikai paraméterekkel.

Irodalmi adatok szerint az OPN és splice variansainak szerepe van a gyogyszerekkel szembeni rezisztencia
kialakulasaban, modulalasaban is (Gimba ERP.: Pharmacol Res. 2019. 144:235-244.). Az OPN indukalta
foszforilacio és a MAPK jelatviteli folyamat aktivalasa meghatarozo emlé és propsztata daganatokban (Dhillon
et al Oncogene, 2007. 26(22):3279-3290). Az elérehaladott, BRAF mutaciot hordozod daganatok sikerrel
kezelhetok a BRAF-fehérje mitkodését gatlo inhibitorral (vemurafenib), mely olyan target specifkus gyogyszer,
ami ténylegesen meghosszabbitja a betegek tulélését. A sikeres kezelést azonban bearnyékolja a viszonylag
gyorsan kialakulo rezisztencia, melynek molekularis hattere kevésbé ismert. BRAFV600E mutaciot hordozo
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sejtvonalakra vizsgaltuk, hogy van-e Osszefliggés az OPN variansok expresszidja és a melanomak BRAF
inhibitorokkal szemben tapasztalt gyogyszer-rezisztencia kdzott.

Kisérleteink soran BRAF inhibitor rezisztens primer és metasztazis eredetii melanoma sejtvonalakat hoztunk
létre és Osszehasonlitottuk az eredeti és rezisztens sejtvonalak jellegzetességeit (proliferacios hajlam, invaziv
képesség).

5. Abra BRAF inhibitor hatisa a
w0 5000 nM WM278 melanoma sejtek invaziv

50 nM képességére a kezelés kiilonbozd
500 500 nM

iddpontjaiban

" Tovabba meghataroztuk az OPN

izotipusok génexpressziojat a BRAF

“ I I inhibitor koncentracidjanak fliggvényé-
i m ' ' -

Invazivsejtek szanak valtozasa (%)

ben a kezelés kiilonbozo idopontjaiban.
Megallapitottuk, hogy a sejtek invaziv
képessége a  BRAF inhibitor
(vemurafenib analog: PLX720)
kezelést kovetden 24 oraval jelentésen megemelkedik a kontrollhoz viszonyitva, majd az invaziv sejtek szdma
jelentésen csokken (6. Abra). 5 uM-nal né meg a legnagyobb mértékben a kezelést kovetd 24 hr milva, ezutan
viszont nagyon jelentds a csokkenés, aminek elsddleges oka a sejtek nekrozisa.

o
24hr 48hr 72hr 96hr 24hr 48hr 72hr 96hr 24hr 48hr lr ir

-100

BRAF inhibitor kezelés ideje (hr)

mOPNa% mOPNb % m OPNb % 6. Abra WM278 melanoma sejtekben
az OPN '"splice variansok' relativ
génexpresszidjanak valtozdsa a kont-
500nM rollhoz viszonyitva.

50nM

e |
150

Az OPN splice variansok relativ

h expresszidja a BRAF inhibitor kezelés
>000nM soran 0-96 hr kozott 50nM -nal a
“l |I ‘ “ legnagyobb, 500nM-nal 96 6ra utan az
OPNa expresszioja jelentdsen megnd, 5
| o 1 ||. et

pM-nal a tendencia hasonld, de az
expresszio mértéke kisebb, mint az
el6z0 két koncentracional volt.

Relitiv génexpresszié valtozasa (%)

BRAF inhibitor kezelés (hr)

OPN expresszio valtozasa melanoma sejtek BRAF inhibitor kezelést kovetéen, a rezisztencia molekularis
hattere, BRAF rezisztenciaval osszefiiggo jelatviteli folyamatok analizise génexpreszios mintazat alapjan

Vizsgalatainkhoz ugyanabbdl a betegb6l szarmazé BRAFV600E mutéciot hordozoé primer tumor €s metasztazis
eredetli melanoma sejtvonalak és a mutans BRAF fehérje miikodését gatld inhibitor (vemurafenib analog
PLX4720) kezelés soran létrehozott, a kezelésre rezisztens sejtvonal modellrendszerek genomikai és
proteomikai eltéréseit hasonlitottuk dssze. Fehérje expresszios vizsgalatainkhoz Proteome Profiler Human XL
Oncology Array-t alkalmaztunk, segitségével 84 daganatspecifikus fehérje expresszios mintazatat hasonlitottuk
Ossze. Eredményeink szerint valamennyi rezisztens sejtvonalban egységesen megnétt hat fehérje (ANGPTLA,
EGFR, Endoglin, FGF2, Serpin E1, VCAM-1) és csokkent két fehérje (survivin és OPN) expresszioja. Mig a
fehérjék egy részénél az expresszid valtozasat mar Osszefiiggésbe hoztak a BRAF inhibitorokkal szemben
kialakult rezisztenciaval, addig a VCAM-1 és OPN kapcsolatat elséként mi irtuk le (Szdsz I, et al. Melanoma
Research 29(4):390-400. 2019).

Génexpresszios vizsgalataink soran a BRAF inhibitor rezisztens sejtek génexpresszios profiljat
Osszehasonlitottuk az inhibitor érzékeny sejtvonalakéval, és ezt kdvet6en utvonal analizist végeztiink el (7.
Abra).
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7. Abra Molekuldris funkcié A.) és jelatviteli itvonal B.) analizis rezisztens sejtekben szignifikansan
megndovekedett expressziot mutaté génekre (N=204)

Az overexpresszalt gének molekularis funkcid szerinti analizise alapjan a gének ndvekedési faktorok,
novekedési faktor receptorok, extracellularis matrix komponensei (ECM), integrinek és sejt adhézids molekuldk
csoportjaiba tartoznak; tovadbba 151 biologiai folyamatban fontos szerepet jatszanak a Gén Ontologiai
csoportositas alapjan, mint példaul: angiogenezis, vér erek képzddése, sejt migracié és sebgyodgyulas. A
szignifikansan megvaltozott Utvonalak legkevesebb 6t gént tartalmaztak a kiilonb6z6 gén csoportokbol,
beleértve a kdvetkezoket: az extracellularis matrixot (ECM) és ECM-hez kothetd fehérjék kodolasaért felels
gének; az ECM szervez6désében szerepet jatszo gének; ECM-hez kotheté fehérjék kodolasaért felelés gének,
beleértve az ECM-hez kapcsolt fehérjéket, ECM szabalyozokat és szekretalt faktorokat; fokalis adhézidért
felelés géneket; ECM magjat kodolo gének beleértve a ECM glikoproteinjeit, collagénjeit, proteoglikanjait;
géneket melyek szerepet jatszanak a non-integrin membran ECM kapcsolodésért; géneket melyek szkretalt
szolubilis faktorokat kddolnak és géneket melyeknek a TNF szignalizacios titvonalban van szerepiik. Array
CGH eredményeink alapjan két olyan géneltérést (8q24: SAMDI12 és EXTI1), azonositottunk, melyek a
rezisztencia kialakuldsat kovetéen valamennyi sejtvonalban létrejott. Ezeknek a géneknek az eltéréseit
melanomakban eddig még nem irtak le, ugyanakkor megfigyelték a SAMD gén tulzott expresszidjat
emlédaganat Gssejtekben, és az EXT1 gén proliferaciot fokozo emelkedett expreszszidjat irtak le tobb tumor
tipus esetében. Feltételezziik, hogy a SAMDI12 és az EXT1 gének fokozott expresszioja a melanoma esetében
is a gyogyszerrezisztencia kialakulasaval allhat sszefiiggésben. Ezeknek a fehérjéknek a megvaltozott
expresszioja egyértelmilien arra utal, hogy a rezisztencia kialakulasa tobb jelatviteli utvonalat érint,
(Szasz I, et al. Melanoma Research 29(4):390-400. 2019).

IV./3 Az integrin receptorok génexpresszios mintazatanak meghatirozasa primer és metasztatikus
melanoma tumorokban, oOsszefiiggés megallapitaisa az OPN splice varidnsok és integrinek
expresszidja kozott, OPN szerepe a melanoma progresszioban

Melanomak szervspecikus attétképzésében szerepet jatszo genomikai eltérések felderitéséhez sajat és a TCGA
adatbazis génexpresszios adatait integraltuk. Megallapitottuk, hogy a metasztazis képzésben észlelt expresszios
valtozasok f6leg a sejt-sejt, sejt-matrix kdlcsonhatasban, sejt migracioban és invazidban szerepet jatszo géneket,
tovabba integrineket kodold géneket (ITGA és ITGB) érintik (Vizkeleti et al. Melanoma Res. 27(3):180-188.
(2017)). Génexcpresszios adataink alapjan megallapitottuk, hogy az 1065 eltéré expressziot mutatd egyedi
gének 3 csoportba sorolodnak (11. abra), analizisiink szerint a 212 k6z6s gén tobb mint 90%-a ,,downregulalt”
volt és a sejtadhézio-, valamint ITGAG-B4 jelatviteli utvonalak szabalyozasaban jatszottak szerepet.
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8. Abra Melanoma szoveti mintdik génexpresszios
analizise TCGA RNAseq v2.0 eredmények alapjdan

1065 eltérd egyedi gén”
legalabb 2-szeres eltérés

Tipus Mintaszam

Primer melanoma

A 16 kiilonbség a tavoli és regiondlis attétek kozott
a kiilonbdz6 immunszabalyozo Gtvonalak génjeinek
tulzott expresszidja volt. Emellett a regionalis
(szub)kutan attétek jellegzetességének bizonyult a
Rapl jelatviteli kaszkad aktivalodasa, mely
feltehetoleg a Ras-medialta jelatvitel szabalyozasa
révén szamos sejtfunkcid szabalyozdsaban jatszik
szerepet.

regionalis (szub)kutan

tavoli szervi

Imnunfolyamatokban
212 kiszis gén: sejtadhézié- és integrin ITGAG- SZerepet jdtszo gének
ITGB4 szi; izdciés itvenalak A i

(90 % downregulicio™?)

Rapl jelatviteli
kaszkéd aktivdcidia

Regionilis
szubkutin vs
primer

Funkcionalisan relevans targetek
azonositasa

*p=0.01 (t-teszt); referencia array: normal bér

A fiiggetlen primer €s attéti mintacsoportok legmarkansabb eltérése az ITGB4 mRNS szint csdkkenése volt
mindhérom &ttét tipusban a primer mintadkhoz viszonyitva. Emellett megfigyelhettiik, hogy az ITGA3 szintje
szignifikansan csokkent is, de kevesebb, mint 2x-es ,,fold-change” értékkel.

Komplex molekularis hal6zatok azonositasara utvonal analizist végeztiink a TCGA adatbazisban fellelhetd tobb
mint 500 mintat magaban foglald6 RNAseq adatok elemzésével 413 attétekben downregulalt génen online
elérhetd szoftver segitségével Az analizis szerint a csokkent mRNS szinttel rendelkezdé gének 6 molekularis
utvonalban dusultak be, melyek leginkabb a sejt-sejt, sejt-matrix kapcsolatok és immunfolyamatok
szabalyozasaban jatszanak szerepet (12. Abra).

fmGeneCownt  ==Paake 9. Abra A metasztizis mintikban

2,5E-04

kemokin ligandok
laminin A4, B2
interleukin 1B
verzikan

caveoln 1,2 5 csokkent expresszioval jellemez-
HLA antigének 2 0E-04 P , L.

cp74 . .0 o hetd gének utvonal analizise
integrinek 1,56-04

Az csokkent expresszioju gének
listaja szamos integrin molekula és
az osteopontin eltérését is magaban

1,0E-04

5,0E-05

okkludin
osteopontin

foglalta. Az azonositott molekularis
utvonalak nagy jelentdséggel birnak
a kiilonbdz6 invazids stratégiak
kozotti  atkapcsolasban, igy az
attétképzésben is.

0,0E+00

+ DAVID 6.7 (Database for Annotation Visualization and Integrated Discovery) .
TowoF o . los i ind ol . p=0.05; Bonferroni korrekcic
oppFun (Transcriptome, ontology, phenotype, proteome, and pharmacome - mtin..gén szdm: 5

annotations based gene list functional enrichment analysis)

Az integrin receptorok vizsgalatara
kétféle sejtvonal modellrendszert
alkalmaztunk. A tiidébe metasztatizalé6 melanoméak modellrendszerében a primer tumorhoz képest az invaziv
kloénokban az ITGA4, -A6, -A9 gének expresszidja jelentdsen megndtt, majd a metasztatikus sejtekben a gének
expresszioja ismét lecsokkent. A nyirokcsomoba metasztatizald rendszerben az invaziv tulajdonsag az ITGA4
¢s az ITGBS gének expresszio csdkkenésével tarsult. Az ITGBS fokozott expresszidja a mezenchimalis
invazioban, az ITGA4 a tumor-asszocialt érképzddésben jatszik fontos szerepet. Osszefoglalva eredményeinket,
a metasztazisképzéssel Osszefiiggésbe hozhatd funkciondlisan relevans gén klasztereket azonositottunk.
Eredményeink tovabbi bizonyitékokat szolgaltatnak arra vonatkozoan, hogy az integrinek expresszios mintazata
fontos szerepet jatszik a szervspecifikus metasztazisok kialakulasaban.

Tekintettel arra, hogy az OPN a daganat progresszidohoz kiilonb6zé integrin és a CD44 receptorokon keresztiil
jarul hozza, tanulmanyoztuk az integrin receptorok és oszteopontin variansok (OPNa, OPNb, OPNc, OPN4 és
OPNS5) expresszidja kozotti kapcesolatot. Korrelacios elemzéseink alapjan megallapitottuk, hogy az OPN4
expresszio pozitiv korrelaciot mutat az ITGA2 kivételével valamennyi tanulmanyozott integrin receptor
expressziojaval, az OPNa. OPNb és OPNc expresszid pedig negativan korreldl az ITGA2 expresszioval (1.
Tablazat). Annak kideritése, hogy melanomakban az egyes OPN splice variansok milyen integrineken keresztiil
vesznek részt jelatviteli folyamatokban tovabbi vizsgalatokat igényel.

10
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1. Tablazat. Az oszteoponton variansok és integrin receptorok expressziojanak korreldcioja
ITGB3 ITGA5 ITGA2 ITGA9 ITGAV ITGBl1 ITGA3 ITGA6
OPNa Correlation Coefficient -.088 -136  -.480" -.116 -.182 -.008 -.108 -.213
Sig. (2-tailed) 594 410 .002 481 .267 .960 513 192
N 39 39 39 39 39 39 39 39
OPNb Correlation Coefficient -.052 -121  -.4207 -.055 -.127 .059 -.084 -.153
Sig. (2-tailed) 754 462 .008 741 440 721 610 353
N 39 39 39 39 39 39 39 39
OPNc Correlation Coefficient -.134 -264  -542" -.272 -.308 -.201 -272  -.398"
Sig. (2-tailed) 416 104 .000 .094 .056 221 .094 .012
N 39 39 39 39 39 39 39 39
OPN4 Correlation Coefficient 607 531 283  B32™ 520" 591" 581" 500"
Sig. (2-tailed) .000 .001 .080 .000 .001 .000 .000 .001
N 39 39 39 39 39 39 39 39
OPN5 Correlation Coefficient 279 285 452" 248  503™ .349" .365" 405"
Sig. (2-tailed) .086 .079 .004 129 .001 .030 .022 .010
N 39 39 39 39 39 39 39 39
**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

IV./4 OPN specifikus siRNS hatasa OPN expressziora, sejtproliferaciora és a sejtek invaziv
képességére

Célunk volt az OPN-t kifejez6 sejtvonalakban az OPN gén csendesitését (SIRNS; RNS interferencia) kévetéen

crer

fehérjék expresszios mintazatanak meghatarozasa is. Az OPN-si-RNS a gyart6 cég altal validalt specifikus si-
RNS volt, kontrollként nem specifikus siRNS-t alkalmaztunk.

N 5 10. Abra Melanoma
g TN 00t p0s g0t sejtvonalakban az OPN expresszio
P _ csendesitése OPN-siRNS-¢el
= i B . , .,
g o * £ A.) OPN relativ génexpresszio
g o0y T £ valtozasa kontroll mintdkban és
B = . ’ .

g ﬁ m g siOPN RNS transzfektalt sejtekben

T o . p gy . .
WM278  WMI617  WM9S3A  WM9S3B WM278 WMI617 ~ WM983A  WMOS3B B. ) Se 2] [p rol, U{erac 10 valtozasa
BENC-siRNA (5 nM) OOPN-siRNA (5nM) Huntreated control BNC-siRNA OOPN-siRNA

SiRNS-el tortént kezelést kovetden

10 C.) OPN fehérje expresszio
" . 11 vdltozdsa melanoma sejtvonalakban
! - . g™ } D.) Sejtek invaziv képességének
" 60: vdltozdasa kontroll mintikban és
¥ W E ol ﬂ siOPN RNS transzfektalt sejtekben

WM278 WM1617 0

of OPN protein (%)

1ls per field

Relative expression
-

WM278 WM278 NC ‘WM278 OPN-

Buntreated control 0 OPN-siRNA

Megallapitottuk, hogy az OPN-
SiIRNS transzfektalt sejtvonalakban az OPN gén expresszidja szignifikansan csokkent (94. Abra). A
géncsendesitését kdvetden a sejtproliferacio a kontrollhoz és a negativ kontrollhoz viszonyitva szignifikansan
csokkent (9B. Abra), az mRNS expressziohoz hasonléan az OPN fehérje expresszid csokkenését is
megfigyeltik (9C. Abra). Az siOPN RNS transzfektalt sejtek invaziv képessége szignifikdnsan csokkent a
kontroll sejtekhez viszonyitva (9D. Abra) (p<0,05).
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Irodalmi adatok szerint az OPN jelentés szerepet jatszik az Nf-kf jelatviteli utvonal szabalyozasaban -
kifejezodését az OPN mRNS-t kiilonb6z6 mértékben expresszald sejtvonalakban. Megfigyeltiik, hogy magas
OPN expresszio mellett az Nf-kff p65 fehérje expresszio jelentés nemcsak a citoplazmaban, hanem az agressziv
metasztazis képzéssel jellemzett sejtvonalakban a sejtmagban is, ami utalhat az Nf-kf jelatviteli Gtvonal
aktivacidjara magas OPN expressziondl.

Meghataroztuk tovabba az OPN siRNS csendesitett sejtvonalakban Proteome Profiler Human XL Oncology

Array-el 84 daganat specifikus fehérje expressziojat a transzfektalt és az eredeti sejtvonalakban (10. Abra).

A
EGFR

2

ignal intensity (%)

2 5 2

Relative signal mtensity (%)

WM2T8

p=0.01

Relative siggal intensity (%)

WM2T8
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WML617

O Transfected

B

Relative signal intensity (%)

OPN
2=0.01

WM2TE

Enolase2 p=0.03

p=0.001

WM2TR

WM1617

#

WM1617

B
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WMI1617

11. Abra OPN siRNS transzfektdlt
sejtek és az eredeti sejtek proteome
profil analizise.

80 4 i;; ‘ SEREHAS

6 =001 1 It A)) Szignifikansan vdltozott fehérjék
H ' . - : - relativ expresszioja az eredeti és
: o W W = [ RS EEE W || franszfektalt sejtekben

Tenascin C Survivin A w7 7:7": ::”S;.;m
¢ B -
1 01 B B.) Proteome Profiler Human XL
0 p=0.04 =0 E-: E-ﬁﬂ‘

Oncology Array membran imagek
(eredeti  sejtek: WM278 and
WM1617) és transzfektalt sejtvo-
nalak 2780PN- and 16170PN-)

Az OPN-siRNS transzfektalt
sejtvonalakban a 84 fehérje koziil 4
fehérje expresszidja a csendesitett
sejtekben  szignifikdnsan  eltérd
expressziot mutatott (EGFR, OPN,

tenascin C, Survivin, galectin-3 and enolase 2). Az EGFR, OPN, tenascin C, Survivin fehérjék expresszioja
csokkent, ugyanakkor a galectin-3 and enolase 2 fehérjék expresszioja a transzfektalt sejtekben megndtt, az
enolase esetén a valtozas a kontrollhoz képest szignikansnak adodott. A fentiek alapjan feltételezziik, hogy az
OPN miukddésének blokkolasa kombinalva mas molekularis célpontok mitkodésének gatlasaval hozzajarulhat a
melanoma terapia optimalizalasahoz. A 1V.4. alatt bemutatott eredmények jelenleg vannak elkiildve k6zlésre, a

Reviewer javaslataira a kéziratot atdolgoztuk és visszakiildtiik az atdolgozott verziot (mellékelve).

Eredményeinket osszefoglalva megallapitottuk, hogy az OPN emelkedett szintje jelentésen hozzajarul a
melanoma sejtek progresszidjahoz, a metasztazisképzéshez, ezért melanomakban is fontos biomarkernek
tekinthetd. Az eredményeket Osszefoglalva demonstraltuk, hogy a primer melanomakban a fokozott OPN
expresszio rosszabb prognoézissal tarsul.

Kimutattuk, hogy OPN splice variansai (OPNa, OPNb, OPNc, OPN4 és OPNS) kiilonb6z6 mértékben
expresszalodik a primer tumorbol és metasztazisokbol szdrmazo sejtvonalakban, expresszidjuk heterogén, az
OPNS expresszidja a legalacsonyabb.

A BRAFV600E mutans melanoma sejtekben az OPN splice variansok expresszioja a mutaciot nem hordozo
sejtekhez képest magasabb. A BRAF inhibitorral szemben kialakult rezisztencia proteomikai elemzése alapjan
a 84 daganat specifikus fehérje koziil hat (ANGPLT4, EGFR, Endoglin, FGF2, SerpinEl and VCAM-1)
expresszidja megnd, a Survivin és az OPN expresszidja csokken, az utdbbi a valtozast melanomakra eldszor
irtuk le. A fenti fehérjéknek a megvaltozott expresszidja arra utal, hogy a rezisztencia kialakulasa tobb jelatviteli
utvonalat érint, ezek megismerése fontos a sikeres, tobb targetet célzé terapiak kidolgozasaban.
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sejtekben az OPN a citoplazmaban és a sejtmagban lokalizalodik. A magas OPN expresszio mellett az Nf-«f3
p65 fehérje expresszidja jelentds a sejtmagban, ami egyértelmiien utal az Nf-kf jelatviteli utvonal aktivaciojara
az emelkedett OPN szint esetén. Feltételezziik, hogy az OPN miikodésének blokkoldsa mas targetekkel
parhuzamosan hozzajarulhat a melanoma sejtek invazivitasanak csokkentéséhez.
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