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BEVEZETES

A primer tumor eltivolitdsa utan gyakran figyelhet6 meg a tumor kiujulasa, ami rutin
diagnosztikai eszkozokkel fel nem ismerhetd, a tumor kiGjulasaért feleldssé tehetd sejtek
jelenlétére utal. Erre egy lehetséges magyarazat, hogy a tumorsejtek fenotipusa megvaltozik,
és igy standard diagnosztikai modszerekkel vald felismerésik rendkivil nehézzé valik.
Korabbi tanulmanyok eredményei alapjan felvetédott, hogy a tumor-sztromalis sejtfGzio egy
olyan lehetséges mechanizmus, amely altal tumorsejtek mezenchimalis fenotipusjegyeket
vehetnek fel. Mindezek alapjan az volt a hipotézisiink, hogy a peritumoralis sztromaban olyan
sztromalis fenotipusu sejtek vannak, amelyek a tumor kidjulaséért felelések, és amelyek

sejtfuzié atjan johetnek létre.

CELKITUZESEK

I. Munkacsoportunk célul tiizte ki, hogy melanomas betegek sztvettani mintait elemezve
olyan a tumorok KiGjuldsdban szerepet jatsz6 sejteket azonositsunk a peritumoralis
sztrébmaban, amelyek tumor marker expresszidja eltér a primer tumorétol, felismerhetetlenné

téve ezen sejteket a rutin patoldgiai diagnosztika szdmara.

I. Ezenkivll célunk volt annak vizsgalata is, hogy tumor és sztrémalis sejtek fuzioja altal

Iétrejohetnek-e ilyen sejtek in vitro.

ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejtkultdra

A human melanoma sejtvonalakat Buzas Krisztina bocsajtotta rendelkezéstinkre. A periférias
vérbol nyert monocitakat CD14+ magneses izolacio Utjan szeparaltuk, mig a human dermalis
fibroblasztok plasztikai sebészeti beavatkozason atesett egeszseges Onkentesek mintaibdl
szarmaznak. A melanoma sejtvonalakat CellTracker Orange-dzsal, mig a fibroblasztokat
illetve a frissen izolalt monocitakat CellTracker Greennel jeldltik, majd 24 Oran at

kokultaraban tenyésztettiik.



Spontan fuzio detektalasa

A jelolt kokultardkat fixalast kovetéen konfokalis lézer mikroszkoppal vizsgaltuk, majd

harom dimenzios rekonstrukciot készitettiink a kettdsen pozitiv sejtekrol.
Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

A hibrid sejtek pozicidjanak rogzitését kovetéen a jeldlt kokultardkban a fluoreszcens
sejtmarkereket “kiégettiik”, majd a sejtek X és Y kromoszomait Ujabb fluoreszcens
markerekkel jel6ltik, amelyeket szintén konfokalis l1ézer mikroszkoppal vizsgaltunk.

Fuzibs rata vizsgalata

A fuzids ratat fixalt kokultaradkban flow citométerrel vizsgaltuk. Feltételeztik, hogy kettésen
pozitiv sejtek nem Kkizarélag fuzié utjan johetnek létre, ezért transwell kultdrakat is
hasznéltunk, amelyekben a transwell a monocitdkat a melanoma sejtektél elvalasztja, igy

jelolt, elhalt sejtrészecskék igen, de €16, egész sejtek nem érintkeznek egymassal.
Immunofluoreszcens festések

A fixalt kokultarak festéséhez MARTL1 és CD68, a rutin patolégiai diagnosztikaban is
hasznélt antitesteket, illetve a megfelel6 izotipus kontroll antitesteket hasznaltunk.

Szdvettani mintdk és BRAF mutaciéo meghatarozasa

N = 11 BRAFY®E és n = 5 BRAFYT melanomas beteg szovettani mintait elemeztiik
BRAFVSE  fehérje kifejezédésre. A genetikai analizisekhez (cobas® 4800 BRAFY6%0
Mutation Test) n = 11 BRAF%%E és n = 8 BRAFT melanomas beteg mintait hasznaltuk fel.

Immunhisztokémia

A szivettani metszetek egyszeres és kettds festésére MART1, SMA, CD68 és BRAFY600E
antitesteket, illetve Bond Polymer Refine Detection Kitet és ChromoPlex 1 Dual Detection
Kitet hasznaltuk.

Lézer mikrodisszekcié és BRAFV6%E gllél-meghatarozas

Kettésen festett szovettani mintakbol 30-100 sejteket disszaltunk, majd a mintdk emészteset

kovetden a BRAFV®9E alléIfrekvenciat TagMan® PCR-rel hataroztuk meg.



EREDMENYEK
BRAFV60°E fehérje kifejezédik a peritumoralis sztroma szubpopulaciéiban

1. Melanomas betegek szévettani metszetein végzett MART1-BRAFYSYE kettds festés
segitségével kimutattuk, hogy a BRAF5%F szomatikus mutacié a melanoma sejteken
kivul peritumordlis fibroblaszt és makrofag morfologiaju sejtekben is expresszalodik
fehérje szinten.

2. A vizsgalt BRAFWT melanomas szévetmintak egyikében sem talaltunk peritumoralis
BRAFV60E pozitivitast.

Egyes peritumoralis fibroblasztok és makrofagok hordozzak a melanoma-specifikus
BRAFVY60E mutaciét primer melanoma, melanoma metasztazis és tumor-mentes re-

excizios mintadkban

1. Primer és metasztatikus BRAFY®°E melanoma szévettani metszetekbsl 1ézer
mikrodisszekcioval  izoladlt MARTI-SMA+  fibroblaszt  morfologiaju, és
MARTI1-CD68+ makrofag morfologiaju sejtek allél-specifikus PCR analizise
kimutatta a BRAFYS%E allél jelenlétét ezekben a sejtekben 0,5% és 30% kozotti
allelfrekvenciaval.

2. A mutans allél ezen kivil kimutathatd volt egy szovettanilag tumormentesnek itélt
reexciziés mintabdl izolalt makrofag fenotipusu sejtjeiben is. A beteg melanomaja
késébb ugyanezen lokalizacidban kijult.

BRAF"T melanomas mintakban nem talaltunk BRAF8%E allélt hordozo sejteket.

4. A tumorok kitjulasésaért felelossé tehetd sejtek jelenlétét a peritumoralis sztroméaban
alatdmasztja, hogy a kisebb excizios szegéllyel operalt melanomés betegeinkben
gyakrabban alakult ki helyi recidiva, mint a széles szegéllyel operaltakban.

Melanoma sejtek spontan flzionalnak fibroblasztokkal és monocitakkal in vitro

1. Kuilénbdzé melanoma sejtvonalak és dermélis fibroblasztok illetve frissen izolalt
monocitak kokultardjaban 24 oOra elteltével spontan létrejott hibrid sejtek voltak
azonosithatdak konfokéalis mikroszkdppal.

2. FISH segitségével a sejtfaziot genetikai szinten is megerdsitettiik,

3. A kettdsen pozitiv sejtek keletkezését flow citometridval is kimutattuk. 24 6ra utan a

melanoma—monocita kokultdrak fGzios ratajat 0,5% és 4,39% kodzottinek talaltuk.



A hibrid sejtek morfologiajuk és fenotipusuk alapjan megkulonbdztethetetlenek a

sztromélis sejtektol

= 7=z

sejtvonaltdl fuggetlenal a legtdbbjik megkuldnboztethetetlen volt a fibroblasztoktol
illetve a monocitaktal.

2. A hibridsejteknek egy vagy két magjuk volt, tébbmagvu hibridsejteket nem figyeltiink
meg.

3. Arrutin patologiai diagnosztikaban hasznalt fenotipusos markereket vizsgalva talaltunk
CD68+ melanoma—makrofag hibridsejteket, illetve MART1- melanoma-makrofag és

melanoma—fibroblaszt hibrideket is.

KOVETKEZTETESEK

Kimutattuk, hogy melanoma sejtek spontan fuzionalnak fibroblasztokkal és monocitakkal in
vitro, és a keletkezett hibrid sejtek morfologiailag és fenotipus alapjan
megkulonboztethetetlenek a  sztrdmalis  sejtektsl. Ezenkiviil BRAFY®%E  melanomas
szévetmintakban a melanoma-specifikus BRAFY®%E mutaciot genetikai és fehérje szinten
expresszalo peritumoralis sejteket azonositottunk mind primer, mind metaszttikus
melanomaban, illetve egy késébb lokalis recidivaban szenvedd beteg szOvettanilag

tumormentesnek itélt mintajaban is.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a tumor-sztromalis sejtfuzio olyan hibrid
sejtek Kkialakulasahoz vezethet, amelyek sztrémalis fenotipussal rendelkeznek, és igy rutin
patoldgiai diagnosztikai mddszerekkel felismerhetetlenek. Eredményeink ezaltal felhivjak a
figyelmet a genetikai vizsgalatok és a mutéacio-specifikus antitestek hasznalatanak
fontossagara a tumor kiljuldsadban lehetséges szerepet jatszO sejtek azonositasaban, és

kdzvetve a betegseg lefolyasanak és betegek tulélésének el6jelzésében is.



