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A kollagén XVII feliilregulacio, malignus transzform acioé és tumor-progresszié kapcsolata
melanomakban

A malignus melanoma gyakorisaga napjainkban emelkedik. A daganat gydégyszeres
beavatkozasokra rezisztens, ezért az attétes esetek tulélési esélyei nagyon kedvezétlenek. A
melanomak gyakran dysplasticus naevus-ok klondlis populaciéibél alakulnak ki, igy az atmeneti
fenotipust lézidk diagnosztikaja és kimenetele sokszor bizonytalan. A sejt-extracellularis matrix
interakcidk fontos szerepet jatszanak a normalis sejtfunkcidk fenntartasaban, mig hibas mikédésuk
hozzajarul a malignus daganatok kialakulasdhoz és progresszidjahoz. Vizsgéalatainkban a
transzmembran XVIll-es tipust kollagén szerepét vizsgaltuk a melanomak kialakulasdban és
progresszidjdban, mivel elévizsgélataink alapjan az csak malignus melanomékban volt kimutathato,
benignus naevusokban nem.

A kollagén XVII fehérje dsszetett hAmokban, igy az epidermisben a hemidesmosomalis adhéziés
komplex (1. abra) része, az intracellularis aktin-kété BP230

ill. plektin plakk-fehérjéket kapcsolja extracellularisan a IFs

bazélis membran kollagén IV és laminin-5 fehérjéihez, mely ‘

utdbbi a dermalis matrix VIl-es tipust kollagénjéhez ©C- o
horgonyoz. A kollagén XVII ugyancsak kapcsolédik a Pledin . T\ BP0

hasonl6é funkcioju a6p4 integrin mindkét alegységéhez. A
kollagén XVII fehérje bullosus pemphigoidban (BP) az
autoimmunvalasz célpontja, 6rékletes epidermolysis bullosa-
ban pedig génmutacido révén expresszioja és funkcidja
karosodik. Mindkét kérkép holyagos bérelvaltozdsokat okoz.  Koliagen iv F
Normalis  keratinocyta érés soran a 180 kDa \/\\// "
molekulatomegii kollagén XVII-b6l egy 120 kDa méreti e e M0llogEn Y
extracellularis szakasz (ektodomén) hasad le és a sejt

kollagén XVII termelés megsziinése mellett terminadlisan | sp.- A hemidesmosomalis adhéziés
differencialodik. Laphdm carcinoméban azonban a negativ.  komplex molekularis szerkezete
.feedback” szabalyozas karosodasa miatt, a kollagén XVII

fehérje jelenléte a sejt-differenciacié zavarara utal, igy a daganatképzédés markere. A kollagén XVII
kozponti idegrendszeri neuronokban is kimutathatd, azonban a hasonléan neuroektodermalis eredet(
melanocytakban és daganataiban nem talaltunk kdzoélt adatot.

Lamina

Kollagén XVII o6 lucida

Laminin-5  Lamina
densa

Dermis

Vizsgalataink
Antitestek jellemzése

A projekt indulasakor kollagén XVII specifikus antitest kereskedelmi forgalomban nem volt.
Vizsgélatainkhoz egyiittmkddésiinkkel szintetikus oligopeptidekre eléallitott kozel 300 antitest-klonbdl
vélasztottuk ki a 9G2 és 6D1 jelzésieket, melyek ELISA modszerrel jol reagéltak mind a BSA-
kapcsolt, mind a szabad szintetikus antigén szekvenciajukkal (2. abra), western-blot médszerrel
normal epidermis izolatumban a kollagén XVII fehérjének megfeleld 180 kDa jelet adték és paraffinos
szovetben antigénfeltarast kdvetéen megbizhaté reakciét mutattak a bazalis membran mentén és a
bazalis keratinocytakban (1). Ujabb adatbazisoknak megfeleléen a 9G2 és 6D1 altal felismert epitop
(NH2-RSIL PYGDSMDRIE KDRLQGMAPA) elhelyezkedését az NC16A doménen aa542-564-rdl
aa507-529-re kellett modositanunk (2). Alkalmazott klénjaink (9G2, 6D1) az elhasitott fehérje sejthez
kotott részét (rezidualis domén) ismerik fel, a metalloprotedzok (,sheddase”) altal lehasitott ectodomén
kimutatdsat a Freiburg-i Egyetemtdl beszerzett NC16A-3 klonjel( antitesttel végeztik.



Antitestjeink karakterizalasanak és lapham-
rakban  megfigyelt fokozott expresszidjanak
eredményeit kdzleményben is dsszefoglaltuk (2),
melyben beszamolunk a k&zremikédésiinkkel
hazai fejlesztésben (3DHistech Kft., Budapest)
kidolgozott széveti multiblokk (TMA, ,tissue
microarray”) digitalis metszetek software-es,
validalt kiértékelésérdl is. A kodzleményben 61
lapham carcinoma, 15 basosquamosus
carcinoma, 36 bazalsejtes carcinoma, 29 solaris
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keratosis, 14 seborrhoeas keratosis és 9 normal 9
bérminta feldolgozasaval megallapitottuk, hogy a
kollagén XVII expresszio a korai laphamrak
kérjelz6je, mely bazalsejtes rakokban és nem-
daganatos bérelvaltozasokban nem jelentkezik.

2. abra. A kollagén XVII molekula, az NC16A régio
szerepe és a rezidudlis (9G2) ill. levalo ectodomént
(NC16A-3) felismer6 klénok szekvencia soecificitasa

Kollagén XVII benignus és malignus melanocytas [ézi  6kban

Archivalt szévetmintak teljes metszetein vizsgaltuk a kollagén XVII expressziot, melyek 79 primer
cutan melanomabdl (30 felszinesen terjedd, 29 noduléris, 4 orsésejtes, 9 acralis-lentigonosus és 7
lentigo maligna) ill. 82 naevusbdl (39 dysplasticus, 14 Spitz, 6 kék, 14 Osszetett és 8 dermalis)
késziiltek (3,4). Antigénfeltarast kovetd szimpla- és kettds immunhisztokémiai jeldléssel végzett
reakciok teljes metszet digitalizalasa és kiértékelése utan megallapitottuk (3. abra), hogy: 1) A
kollagén XVII fehérje sem nyugvo
melanocytakban, sem kozonsé- B e
ges naevus sejtekben nem mutat- = =+ % ¢
haté ki; 2) Aktivalt, proliferalé
melanocytak pl. nodularis melano-
ma, vagy naevus melletti epider-
misben kollagén XVII pozitivak,
mind a rezidudlis  domént
felismerd 9G2 és 6D1 klonokkal,
mind az ektodomén specifikus
NC16A-3 klénnal; 3) Dysplasticus
naevusok egyes atipusos fészke-
iben és melanoméakban csak a
rezudalis domeént felismerd
antitestek reagaltak a differencialt
maradvany naevus sejtek negati-
vitasa mellett; 4) Mind a primer,
mind az &ttéti melanomak donté
tobbsége kollagén XVII pozitiv volt, de ugyancsak kizarélag a rezidualis doménre; 5) Melanomakban a
kollagén XVII expresszidja pozitiv korrelaciét mutat a daganat vertikalis novekedésével, Breslow-féle
tumor vastagsaggal, a Clark-féle terjedéssel, és az invaziv daganatfronttal. A fentiek alapjan
megallapitottuk, hogy a kollagén XVII kimutatasa alkalmas a malignus és a benignus melanocytas
l€ziok elkilonitésére, még atmeneti fenotipust daganatokban is.

Aktivalt melanocyta
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3. dbra. A kollagén XVII fehérje hianyzik nyugvé melanocytakbol és
naevus sejtekbdl (csillagok), de a rezidualis regiora specifikus 9G2 és
6D1 antitestekkel kimutathat6 aktivalt melanocytadkban (kollagén XVII és
Melan A, c-kit, vagy S100 kettds pozitiv sejtek), valamint primer és attéti
melanomakban. A bazalis kertatinocytak szintén pozitivak.

Kollagén XVII fehérjét kifejez 6 melanoma sejtek funkcionalis immunfenotipusa

A kollagén XVII pozitiv daganatsejtek funkcionalis jellemzéséhez a fenti esetekbdl készilt 280
mintas (4x70 minta) TMA metszetsorozaton vizsgaltuk a sejtciklus-szabalyozas és sejtadhézié olyan
markereit is, melyek szerepe a melanoma progressziéban irodalmi adatok alapjan feltételezheté (5).



Immufestett digitalis metszetek analizisével megdallapitottuk, hogy a kollagén XVIl-et expresszalo
melanomasejtek gyakran mutattak sejtmagi Ki67 és ciklin D1 pozitivitast, ill. csékkent, a cytoplazméaba
delokalizal6do, vagy hianyzé sejtmagi p16™* és sejtmembranhoz kotott B-Catenin reakciot. A
melanomak kollagén XVII pozitivitasanak mértéke statisztikailag is jél korrelalt (**p<0.005) a sejtciklus
szabalyozas pozitiv regulatorainak (Ki67, cyclin D1) kifejezédésével, ill. a replikacié gatlé p16™*
fehérje elvesztésével (4. abra).
A B-Catenin delokalizacioja, ill.
elvesztése ugyancsak parhu-
zamot mutatott a melanomak
kollagén XVII pozitivitasaval,
azonban az 0sszefiiggés nem
volt szignifikans. A kollagén XVII RS THEITSE
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5 és kollagén IV egyike sem volt 4. abra. A kollagén XVII (9G2) pozitiv melanoma sejtek erételjes proliferacios
kimutathatd a vizsgalt melano-  (Ki67) aktivitasa (baloldal) és a vizsgalt melanoma progresszios marker

mék déntd tsbbségében. fehérjék kifejezédése a kollagén XVII pozitivitas fliggvényében (jobboldal).

Kollagén XVII és tradicionalis melanoma markerek 6s  szehasonlitasa

A TMA metszeteken a kollagén XVII fehérje mellett, klasszikus (S100, HMB45, MelanA) és Ujabb
melanoma marker fehérjéket (CD63, KBA62, MTF, Tyrosinase) is teszteltlink, kimutatasukat
optimalizaltuk. Melanoma diagnosztikai szerepiiket révid attekinté kézleményben foglaltuk 6ssze, mely
Ujszer( digitalis formatumban teljes digitdlis metszetek kozvetlen elérését teszi lehetévé (6) (lasd
www.pathonet.com e-books).

A vizsgalt melanocytas lézidk kollagén XVII expresszibjat szisztémasan dsszehasonlitottuk az S100,
HMB45 és MelanA fehérjék kifejez6désével, teljes metszetek értékelésével (5. dbra). A kollagén XVII
reakcio érzékenysége melanomakban hasonlé volt az S100 ill. MelanA reakciokéhoz és meghaladta a
HMB45 immunfestésekét. Azonban ellentétben a tobbi melanoma markerrel a kollagén XVII néhany
dysplasticus naevus atipusos sejtfészkeit6l eltekintve naevusokban nem volt kimutathatd, igy a
legjobb esélyt kinalja a bizonytalan
dignitasit  melanomak diagnosz-
tizalasara. A kollagén XVII reakcio
minden melanoma tipusban a
mélybe terjedé daganatfészkekben
és elszort daganatsejtekben
erételjes pozitivitast adott, szemben
a HMBA45 reakciéval, mely inkabb a
felszini daganatrészletekben dusult
fel. Orsoésejtes melanomakban az
S100 mellett csak a kollagén XVII
immunfestés bizonyult pozitivnak. : / 7
Egyes idegsejtek kollagén XVII BN ,*é .{\?\\ ':3., :}‘?
pozitivitAsa és az orsosejtes, Mqp “'Q"’% i Q;f‘,."’?"
desmoplasticus melanomak neuralis Brsés?jtesﬁmbw»:jd °
marker (NCAM) reaktivitdsa a kdzos - A
neuroectodermalis eredet neuralis
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5. abra. Felszinesen terjedé melanomaban a kollagén XVII (9G2) a
. , . .. L mélybe terjed6 (szaggatott vonal alatt), mig a HMB45 elsésorban a
jellegének  dominanciajat  jelzi,  feszini melanomasejtekben mutathaté ki. Kollagnén XVII reakci6
melyre a melanogenezis-asszocialt  orsésejtes melanomaban, mely MelanA és HMB45 negativ volt. A
klasszikus melanoma  markerek kollagén XVII szignifikdnsan kevesebb (***p<0.001) naevusban

O, pozitiv, mint a tdbbi marker.
kevésbé érzékenyek.



Kollagén XVII fehérje kimutatasa melanomas vérszéru  mbdl

A kollagén XVII fehérje kimutatasat 55 melanomas beteg és 20 kontroll személy vérszérumabol
ELISA maddszerrel végeztik. A tisztitott 9G2 monoklondlis antitestet hasznaltunk elfogéként, majd a
megkotott szérumfehérjét a kollagén XVIl-en egy masik epitépot (aa55-72) felismeré tormaperoxidaz
enzimmel jelzett monoklonalis antitesttel (9A7/C9) mutattuk ki, haromféle (10x-es, 5-0s és 2x-es)
szérumhigitas mellett. Kontrollként a 9G2-altal felismert rekombinans peptid higitasi sorat hasznaltuk,
mely linearis intenzitdsnovekedést mutatott 0,0315-1,0 pg/ml méréstartomanyban. A melanomas
mintak koncentracié értékeit a negativ mintakbd6l szamolt atlag OD450 + 2x-es szOras értékkel
Osszevetve csupan 3 melanomas mintaban kaptunk jelentés 3-5-sz6r6s kollagén XVII
koncentraciéemelkedést, mig tovabbi 15 mintanal csak a hatarértékhez kozeli emelkedést volt
kimutathat6. Az eredmények azt mutatjdk, hogy a melanomakra jellemzd rezidudlis kollagén XVII
domén csak néhany elérehaladott melanoméas beteg széruméban jelenik meg, igy a melanoma
progresszio és attétek felderitésére a médszer nem alkalmas.

A melanoma proliferacié, apoptoézis és adhézié befol  yasolasa specifikus antitesttel

A kollagén XVII-et mind mRNS, mind fehérje szinten vizsgaltuk genetikailag eltéré emberi melanoma
sejtvonalakban, koztik az amelanotikus A2058, a korai ndvekedési fazisi WM35, az elérehaladott
novekedéslii WM983B, a mérsékelten

éttétkép26 HT168 és az er6te|jesen 6. dbra. A Col17A1 mRNS RT-PCR kimutatasadhoz alkalmazott primerek

éttétképZCS HT199 ME24met ill. Primer jele (Génbank ID) Szekvencia (5" to 3') (lok  alizécio) Termék
) o i, B-actin sense TCT GGC ACC ACA CCT TCT AC (327-347)

HT168M1 jelzésiekben (5). Pozitiv (i5016088) antisense CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC (714-692) 387 bp

kontroll-ként A431 cervix carcinoma Coll7A 1 sense CAGAATTGGATGATGTTAAGCGTT (636-660)

) , ) (0i:18641353) antisense CAGAGTAGGCATTGGTGTTGAG (905-926) 291 bp
sejtvonal szolgélt. Az mRNS szintek

reverz-transzkripcios valdsideji PCR maddszerrel torténé méréséhez a 6. dbra szerinti primereket
hasznaltuk. In situ immundetektalhat6 fehérjét a hét vizsgalt sejtvonalbdl négyben (HT199, ME24Met,
WM983B és WM35) mutattunk ki, melyek kézétt mind korai, kés6i és metasztatikus daganatok
eléfordultak és ahol a magasabb mRNS expresszié (HT199 és ME24met) magasabb fehérje
szintekkel is tarsult (7. abra). A kollagén XVII

immunreakcié, melyet 12-lyuka targylemezen mRNS
tenyésztett sejteken végeztink, elsésorban a o
melanoma sejtek cytoplazmajaban és 387bp— e SN 8 e e [-actin

sejtmembranjaban volt kimutathat6. A pozitivitas
mértéke forditott ardnyban valtozott a sejtek
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kiterjedésével, vagyis a kevésbé az uvegfelszinhez 291bp— S e o coll7A1
tapadt sejtekben magasabb, mig szétterilé i =3 e g s g y =
sejtekben alacsonyabb volt. Melanoma ¥ = | & |8 |& £ g 2 £
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kezelés hatasara melanoma sejtvonalakban a S]‘:‘::;ség 1 ﬂJ 847\&6‘ 39 41 14
célfehérje immuncytokémiailag kimutathatd6 mennyi-
sége csoOkkent. Melanoma sejtvonalak tenyésze-  Kollagén XVII / /
teiben e specifikus immunkezelés sejtproliferaciora, ~PROTEIN _____ eganrRontiol
apoptozisra és sejtadhézidra kifejtett hatasat g 40 ,,,;\‘ ,’ '5- ‘D“‘ & $0,
vizsgaltuk (7) (8. abra). Az eredmények minden D\b V b0, 19 : -0 ‘
kezelési modban legalabb 4 parhuzamos atlagabol ‘iq ('}o» n® % ’5‘;. o ]
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sziilettek, kontrollként, mind kezeletlen sejtek, mind ¥ g(,os w/ﬂ *\ ’ -
lgG2b azonos koncentraci6javal kezelt sejtek = Pl B S
szolgaltak. A melanoma proliferacié valtozasat

kolorimetrias MTT (metiltetrazolium-bromid) teszttel 7. abra. A Col17A1 mRNS mennyiségi és mindségi
mértilk, ami az él6 sejtek mitokondridlis  analizise RT-PCR médszerrel melanoma sejtvona-
lakban. Az in situ kimutatott fehérje szintje jol korre-

reduktazainak formazan szinreakciéja alapjan enged lal a magas MRNS expresszioju sejtvonalakban.



a sejtszamra kovetkeztetni. 96 lyuka lemezeken 36 Oran at tenyésztve az el6vizsgalt sejtvonalak
ndvekedése a kontrollhoz képest csokkent, melynek mértéke a WM983B esetében atlagosan 35%, a
HT168M1 esetében 18%, a WM35 esetében 39%, ill. a HT199 esetében pedig 45% volt. Részletes

proliferaciés vizsgalatokat a HT199 és az HT168M1
sejtvonalakkal végeztiink 24, 48 és 72 oras tenyésztéssel
(8. abra), ahol az immunkezelés HT199 sejtek
proliferaciojat mind 48, mind 72 6ra utan szignifikAnsan
gatolta kuléndsen az antitest 25-sz6rds higitasanal
(20pg/ml 1gG2b). Az apoptézis tesztben az apoptotikus
sejtek aranyat sejtszuszpenzidban propidium jodiddal
festett sejtvonalak FACS analizisével vizsgaltuk. A HT199
sejtvonalban a kollagén XVII-specifikus immunkezelés az
apoptotikus sejtek szamanak jelentés emelkedését okozta,
mind 24 és 48 o6ra utan (30%, ill. 32%). Az adhézids
tesztben a sejtvonalakat szintetikus extracellularis
matrixon 9G2 jelenlétében tenyésztve 4, 6, ill. 24 éra utan
a letapadt sejtek teljes fehérjetartalmat mértik
szulforodamin  B-vel (SRB) torténd festés utan,
fotometriasan. Az antitest 20ug/ml-es kontcentracidjaval
torténé immunkezelésre a HT199 sejtvonal adhézidja
atlagosan kozel 50%-al emelkedett minden kezelési
idécsoportban, nagyobb antitest-higitdsoknal pedig 10-
40%-o0s csokkenést mutatott.

A fenti funkcionalis vizsgalatok arra utalnak, hogy a
rezidudlis kollagén XVII molekula NC16A régidjanak
aa507-529-ig terjedd szekvencigjat célz6 immunkezelés-
sel a HT199 melanomasejtek proliferaciéjat gatolni,
apoptozis készségét és adhézidjat pedig fokozni lehet,
vagyis a kollagén XVII fehérje részt vehet a melanoma sejt
e fontos funkcidinak szabalyozasaban.

Kollagén XVII kifejez 6dés
primer és attéti melanoma
xenograftokban

A HT199 melanoma sejtvonal
immundefficiens Ujszilétt SCID
egerekbe subcutan implantalva
harom héttel a belltetés utan a
daganat massziv megtapadasat
eredményezte mind primer, mind
attéti lokalizaciokban (9. abra). A
recipiens allatok keringésébdl és
szolid daganatos mintaibdl
részben éI6 sejteket izolalva
azokat Ujratenyésztettiik, részben
formalinrégzitést kovetéen paraf-
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8. dbra. HT199 melanoma sejttenyészetek
kollagén XVII specifikus antitest kezelése
20pg/ml 1gG2b  koncentraciéban  (1:25)
gatolia a melanoma sejtek proliferaciéjat
(**p<0,005) és fokozza apoptézis készsé-
glket és felszini adhézidjukat (*p<0,05).
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fehérje rezidualis doménje minden Misstrieméey ('Y

egyes igy nyert tenyészetben és 9. abra. HT199 melanoma sejtvonal SCID egér xenograftiaban a

szovetmintaban konstitutiv ex-  Kollagén XVII fehérje mind primer, mind masodlagos daganatokban
jelentésen kifejezddott. Az izolalt és Ujratenyésztett melanoma sejtekben
a célfehérje szintie a sejtek adhézidjaval jaré teriiletndévekedésével
parhuzamosan csokkent (*p<0,05).



pressziét mutatott (7,8). A barmely lokalizaciobdl Ujratenyésztett HT199 melanoma sejtekben a
kollagén XVII fehérje mennyisége forditott aranyban valtozott a sejtek kitapadasanak mértékével. Az
alig letapadt ovalis sejtek jelentésen tobb kollagén XVII fehérjét tartalmaztak, mint az elnyujtott, erés
adhéziét mutatd sejtek. Mindez dsszhangban van, mind a primer HT199 kultGrdban, mind a human
melanomas esetekben megfigyelt hasonl6 jelenségekkel és a kollagén XVII specifikus
immunkezelésre kialakul6 adhézi6fokozédassal. A szdveti daganatszigetek frontjanak és arrdl
leszakadd melanoma fészkek, egyedi daganatsejtek és az invaziv dagantfrontok fokozott kollagén
XVII expresszioja in vivo, hasonld mechanizmus, részben a hianyzé kollagén XVII medialta adhézio
kovetkezménye lehet.

Kollagén XVII kifejez 6dés siRNS blokkolasa

Kollagén XVII mMRNS (Col17A1) gatlé siRNS kezelés daganatndvekedésre, subsztrat adhézidra
(letapadéas) és sejtmigraciora gyakorolt hatdsat jelenleg is vizsgaljuk. A kezelés elsé sorozatdnak
eredményeit az 10. &bra foglalja Ossze. Tervezett csendesitd siRNS-el és transzfekcids Kkittel
(mindkettd Ambion, Applied
Biosystems, AM16708, il. AM
1631) a HT199 konfluens mela-
noma sejtvonalban a Coll7A1
gén specifikus csendesitését
siRNS/transzfekciés  agenssel
torténd 48 oOras inkubalassal
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SiRNS prébaval vegrehajtott  10. abra. A HT199 melanoma sejtvonal coll7A1 mRNS expresszidja
kontroll transzfekciéhoz képest. proliferaciés, letapadasi és migraciés tulajdonsagainak valtozasa

A Coll7A1 specifikus SIRNS Col17A1 siRNS kezelés hatasara.

kezelésnek kitett HT199 sejtek

adhéziéja a legtébb matrix fehérjéhez ugyancsak csokkent, bar az eltérés nem szignifikans. A
migraciés tesztben 100 pg/ml attraktanst hasznaltunk a kiindulasi atlag sejtszam 104 sejt/lyuk volt. A
migraciét Neuro Probe Reusable Multiwell Chemotaxis (Boyden) kamraban 8 um-es lyukméreti
Whatman PVPF Nucleopore Track-Etch membranon keresztil teszteltiik 11 éra utan. Az Ures és a
~scrambled” kontrolok értékeinek jelent6s eltérése miatt a teszt tovabbi tokéletesitésre és ismétlésre
szorul, miként a tdbbi teszt Ujabb parhuzamos vizsgalatokkal kertl kiegészitésre az eredmények
0sszegzése és kozlése elbtt.

Melanoma diagnosztika a daganat-matrix hatar nem-in  vaziv kimutatasaval

A melanoma progresszio fehérje szintl markereinek keresése mellett, a University College London
Sejt és Fejlédésbioldgiai Intézetével (prof. David Becker) egyittmikddve bizonyitottuk, hogy a pulzald
infravoros lézer fénnyel mikoéddé un. masodlagosan generdlt harmonikus képalkotas moédszere
(second harmonic generation imaging, SHG) festetlen melanoma metszeteken és teljes
bérpreparatumokon alkalmas a daganat és a kérnyez6 kollagén hatarfazisanak a pontos
azonositasara, igy a melanomak korai nem-invaziv kimutatasara (9,10).



Osszefoglalas és kovetkeztetések

Az &tmeneti (,borderline”) fenotipusi melanocytas léziok malignitdsanak elddntése jelentds
diagnosztikus probléma. Ebben projektben bizonyitottuk, hogy a kollagén XVII fehérje, mely a
differencialatlan keratinocytak matrix adhéziéjdban fontos és laphamrakban felilregulalédik,
ugyancsak szelektiven kifejezédik aktivalt melanocytdkban, primer és attéti melanomakban,
melanoma sejtvonalakban és dysplasticus naevusok egyes atipusos sejtfészkeiben, mig nyugvé
melanocytakban és naevusokban nem mutathat6é ki. A kollagén XVII immunhisztokémiai reakcié jol
kiegésziti a hagyoméanyos markerek (S100, HMB45, MelanA) profiljat, azzal az elénnyel, hogy nem
melanosoma-kapcsolt fehérje, igy negativ benignus |ézidkban, viszont orsdsejtes melanomakban is
pozitiv. Kapcsolata a malignus transzformacioval nyilvanvalé naevoid melanomakban, ahol a
differencialt naevusokrél lef(iz6dé melanoma sejtek kollagén XVII pozitivva valnak.

Medfigyeléseinket két, azonos epitopot (aa507-529) felismerd klon (9G2 és 6D1) megegyezd
reakcioprofilia is tAmogatja. Pozitiv reakciéjuk melanomakban a kollagén XVII rezidualis domén
kimutatasara korlatozodott, sem a fehérje ektomoménjét, sem specifikus bazalis membran ligandjait
(laminin-5 és kollagén 1V) nem tudtuk kimutatni a legtdbb melanomaban. A hianyzé kollagén XVII
kozvetitett matrix interakciok ellenére a fehérje rezidualis doménje célzott immunkezelés hatasara a
kollagén XII fehérje szerepét felveti nemcsak a specifikus matrix adhézidban, hanem extracellularis
szabalyozé jelek kozvetitésében is. A kollagén XVII fehérje kifejez6dése melanomakban pozitiv
statisztikai 6sszefliggést mutatott a sejtproliferacioval (emelkedett Ki67, cyclinD1 ill. eltind p16ink4
pozitiv sejtfrakciék), a daganatok vertikdlis ndvekedési fazisaval, Breslow, ill. Clark szerinti
terjedésével és az invaziv dagantfronttal, melyek a melanoma progresszié ismert markerei. A HT199
erésen attétképzé melanoma sejtvonal ugyancsak konstitutiv kollagén XVII kifejezédést mutatott, mind
primer kultardban, primer és &ttéti xenograftokban és keringé daganatsejtekben, emelkedett
fehérjeszintekkel az invaziv daganatsejtekben az adherens sejtekhez képest. Eredményeink szerint a
kollagén XVII fehérje rezidualis doménjének felllregulalt megjelenése alkalmas a malignus
melanocytas elvaltozasok elkulénitésére a benignus naevusoktél. Mig aktivalt melanocytak kollagén
XVII kdzvetitett bazalis membran kapcsolatra képesek, ennek elvesztése melanomékban, feltehetéen
hozzajarul a melanoma kifejlédéséhez. A kollagén XVII fehérje kifejez6dését és feltételezett szerepét
melanocytas léziékban a 11. abra foglalja 6ssze vazlatosan.

A kollagén XVII NC16A régidja (aa490-567) kulcsszerepet jatszik a fehérje ismert funkciodiban, igy az
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BP egyuttes el6fordulasardl. Egy tanulméany pl. tébb mint 1100 BP eset daganatos asszociaciot
vizsgalva nem talalt melanoméat, holott a normal populacidban kézismert az 1/70-150 melanoma
eléfordulasi gyakorisag. Naevus és BP egyuttes el6forduldséardl is csak egy esetet kdzolnek, ahol
azonban a melanomat imitalé sulyosan dysplasticus naevus spontan regressziéjarél szamolnak be.
Tovabba, BP-s betegektél szarmaz6 kollagén XVII specifikus antitesttel torténé kezelés
keratinocytakban aktivalja a foszfolipdz C (PLC) szignalutat, emelkedett intracellularis Ca®* szintet
kivaltva, amely szignal melanomékban PLC inhibitor fliggd apoptozist indukal. Ezek a megfigyelések
és a kollagén XVII gyakori el6fordulasa melanoméban felveti a fehérje szerepét a melanoma
transzforméacioban és egy potencidlis immunterapia relevanciajat. Az utObbira tervezett HT199
xenograft modellkisérlet folyamatban van.

A kollagén XVII konstitutiv kifejez6dése melanoma xenograftok primer és masodlagos
daganataiban, emelkedett szintje a daganatok invaziv vertikalis frontjan, az elsz6rt daganatfészkekben
és egyedi daganatsejtekben, valamint a primer és masodlagos tenyészetek mobilis daganatsejtjeiben
a letapadtakkal szemben, a kollagén XVII fehérje szerepére utal a melanoma invazié és agresszivitas
kapcsan is.

Mivel a kollagén XVII fehérje keratinocytakban és laphamrakban is kifejezédik és eléfordul kézponti
idegrendszeri neuronokban és aktivalt endothel sejtekben is, rutin immunmorfolégiai kimutatasa egy
diagnosztikus panel részeként ajanlott.

Osszefoglalva, a projekt soran nyert eredményeink szerint a kollagén XVII fehérje reziduélis
doménje melanoméakban a malignus transzformacié és a daganat invazivitds markere, mely orsésejtes
melanomakban is kimutathatd és segit a malignus melanocytas léziokat a benignusaktol elkiloniteni,
még bizonytalan fenotipusli daganatok esetén is. A specifikus ligand interakciok hianya, az
ektodomeén ill. laminin-5 és kollagén IV elvesztése miatt, valdsziniileg szerepet jatszik a hibas negativ
.feedback” szabalyozashan és a rezidualis domén folyamatos termelésében. A rezidualis domén az
NC16A régié funkciondlisan fontos szakaszait még hordozza, igy fontos extracellularis szignalok
kozvetitésében vehet részt, rajta keresztil a melanoma sejtek névekedése célzottan gatolhato. A
melanocyta és melanoma biolégidban fontos szerepet jatsz6 egyéb faktorokkal, igy pl. az
integrinekkel, tovabbi kutatasokat igényel.
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