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Roviditések:

AS| (Acid secretion inhibitor), ATM (Adjacent tissue myofibroblast), BCC (Basal cell cancer), CAF (Cancer-
associated fibroblasts), CAM (Cancer-associated myofibroblasts), CCK2R/CCKB (Cholecystokinin-2 / -B / gasztrin
receptor), CCK-8 / CeCo (Cell counting Kit-8), CNS (Central nervous system), CXCL12 (C-X-C motif chemokine
ligand 12), DAB (3,3-diaminobenzidine), ECL (Enterochromaffin-like cell), ECM (Extracellular matrix), EAU (5-
Ethynyl-2"-deoxyuridine), EGF (Epidermal growth factor), ELISA (Enzyme-linked immunoassay), ERK (Extracellular
signal-regulated kinase), FGF (Fibroblast growth factor), FITC (Fluorescein isothiocyanate), FM (Full medium),
GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), Gl (Gastrointestinal tract), GIST (Gastrointestinal stromal
tumour), GLP (Glucagon-like peptide), GPCR (G-protein-coupled receptors), H. pylori / Hp (Helicobacter pylori),
H2RB / H2RA (Histamine type 2 receptor antagonist), HB-EGF (Heparin-binding EGF-like growth factor), hG17
(Human heptadecapeptide gasztrin), HGF (Hepatocyte growth factor), IGF (Insulin-like growth factor), JNK (c-JUN
N-terminal kinase), KGF (Keratinocyte growth factor), MAPK (Mitogen-activate protein kinase), MM (Malignant
melanoma), MMP (Matrix metalloprotease), MSC (Mesenchymal stem/stromal cell), NTM (Normal tissue
myofibroblast), OD (Optical densitometry), PDGF (Platelet derived growth factor), PPl (Proton pump inhibitor),
gPCR (Quantitative polymerase chain reaction), SF (Serum free), SIDLS (Stable Isotope Dynamic Labelling of
Secretomes), SMA (Smooth muscle actin), TAM (Tumour-associated macrophage), TGF (Transforming growth
factor), TIMP (Tissue inhibitors of matrix metalloproteases).



1 Bevezetés

A gasztrin szerepe egyre inkdbb elismert kilonb6z6 eredetl (nyel6csG, gyomor, pancreas
vastagbél) gastrointestinalis tumorok kialakuldasaban (Ferrand et al. 2006). Az a koncepcid,
hogy a daganatok nem gydgyuld krénikus sebek, jol ismert (Dvorak 1986, Desmouliere et al.
2004). Ebben az 6sszefliggésben kiemelendd, hogy a gasztrin receptorok (CCK2R) expresszidja
a gyomor sebgyodgyulasakor is megfigyelhet6. Schmassmann és Reubi (2000) in situ
hibridizaciét alkalmazva fokozott CCK2R expressziét mutatott ki patkany gyomor cryo-
ulceraciojat kovetéen (Schmassmann et al.,, 2000). Ashurts és mtsai. (2008) késGbb
bebizonyitottak, hogy az emlitett egérgyomor cryo-ulceracidjat kdvetGen tapasztalt CCK2R
kifejez6dése o-simaizom aktinnal azonos lokalizacioban fordult el6, mely utébbi a
myofibroblastokra jellemz6 biomarker (Ashurst et al., 2008). Ezek az adatok azonban
allatmodellekbdl szarmaznak, és a konkrét élettani mechanizmusok, melyek de novo receptor
expressziohoz, ill. sejttoborzashoz vezetnek, beleértve ezek klinikai jelentéségét tovabbra sem
ismertek.

Az adatok alapjan felmeril annak a lehet6sége, hogy a gasztrin receptor (CCK2R) aktivalt
myofibroblastokon is megtalalhatd, azonban ennek jelent6sége kevéssé ismert és ezidaig
human myofibroblastok CCK2 expresszidjanak célzott vizsgalata nem tortént. Mivel a
myofibroblastok kelléen mozgékonyak, az adatok alapjan az hipotézis is feldllithatd, hogy a
gasztrin ezeknek a sejteknek a migracidjdra is hatdssal van, CCK2 receptorokon keresztiil.

A malignusan transzformalddott melanocytakbdl kiinduld melanoma malignum (Paek et al.
2008) magas metasztatikus potencidllal rendelkez6, az egyik legveszélyesebb bérdaganat
tipus (Ingraffea 2013). A Human Protein Atlas (HPA), Cancer Genome Atlas, Genotype-Tissue
Expression (GTEx) project és FANTOMS project adatai felvetették melanomaban CCK2R
jelenlétének lehet&ségét. Ezeknek az eredményeknek a birtokaban felmerdl a kérdés, hogy
van-e barmilyen kapcsolat hypergastrinaemia és a melanoma progresszidja kdzétt. Korabbi
tanulmanyok alapjan a gasztrin pleitrop hatassal rendelkezik a melanoma sejtekre, de a
relevans jelatviteli utak és receptorok kevéssé ismertek és a rendelkezésre allé adatok is
ellentmondasosak (Mathieu et al. 2005). A kérdés azért is fontos, mert azoknal a betegeknél,
akiknél hypergastrinaemia alakul ki barmilyen okndl fogva (hosszi tavu PPl terdpia
kovetkezmények, H. pylori infekcid vagy atrophids corpus gastritis miatt) felmeril a
koincindentdlis melanoma disszeminacid fokozott rizikdjanak lehet6sége normalis szérum
gasztrin szinttel rendelkez6 betegekhez képest (Heidelbaugh et al. 2012, Smolka et al. 2012,
Watari et al. 2014, Dacha et al. 2015, Haastrup et al. 2018).



2 Célkitiizés

A kutatads célja CCK2R expresszid Uj szintereinek azonositdsa és ezzel egylitt a receptor
funkcidjanakill. jelent6ségének vizsgalata. Amint azt szdmos szerz6 korabban kiemelte, annak
ellenére, hogy széles korl ismeretekkel rendelkeziink a gasztrinrél és a CCK2 receptorokrdl, a
humadn élettanban és kdrélettanban bet6ltott multiplex szerepeik Ujabb és Ujabb aspektusai
keriilnek  folyamatosan felismerésre. A stromalis myofibroblastok a tumor
mikrokornyezetének és szoveti regeneracidnak fontos meghatarozdi. Az a nemrég kialakult
koncepcid, hogy a daganatok krénikus, nem-gyégyuld sebeknek is tekinthet6k egy Ujabb
kapcsolédasi pont ebben. Tébb irodalmi utalds felveti annak a lehet6ségét, hogy a
tapcsatornaban lévé myofibroblastokon megtalalhaté a gasztrin receptor, azonban ennek
szerepe messze nem egyértelmd. Elsé |épésként emiatt a teljes gastrointestinalis rendszert
megvizsgaltuk, a CCK2 receptort expresszalé myofibroblastokra funkcionalitast célzé
kisérletekkel egyitt.

HosszU tavu savszekrécio-gatld kezelés gyakori komplikacidja a megnovekedett gasztrin
plazmakoncentracié. Nyilt forraskodu fehérje adatbazisok adatai arra utalnak, hogy
melanoma sejteken megtalalhatd a gasztrin receptor. Figyelembe véve annak a lehet6ségét,
hogy a dermalis stroma sejtek szintén expresszdlhatjak a CCK2R-t, ugy dontottiink, hogy
megvizsgdljuk a gasztrin melanomara gyakorolt hatasat in vitro és in vivo koérilmények kozott
felhasznalva prospektivan gytjtott kilonb6z6 stadiumu melanomds betegek szérum és
szOvetmintait is.

Osszefoglalt célok:

1. A Gl traktus kiilonb6z6 részeibdl szarmazé myofibroblastok CCK2R expresszidjanak
vizsgalata. A receptor funkciéjanak valamint a gasztrin stromalis sejtek szamara és
motilitasara gyakorolt hatdsanak jellemzése.

2. CCK2R expresszid kiértékelése melanomads betegek biopszids mintdiban. Ezeknél a
betegeknél a szérum gasztrin-koncentracid meghatarozasa, valamint ennek a pTNM
stddiummal, a H. pylori fert6zéssel és a savszekrécid-gatldkkal valé esetleges
korrelaciéjanak vizsgalata.

3. A gasztrin stromalis és melanoma sejtek proliferacidjara, adhézidjara, migracidjara és
invazidjara gyakorolt hatsasanak vizsgalta.

4. Gasztrin kezelt melanoma sejtek szekretdmjanak elemzése és relevans jelutak
azonositasa.



3 Anyagok és moédszerek

3.1 Sejttenyésztes

Az aldbbi kisérleteket human G361 és Skmel-2 melanoma sejtvonalakon, dermalis
fibroblastokon, human mesenchymalis stromasejteken, humdan primer gyomor CAM-eken
vagy vastagbél, hasnydlmirigy ill. nyel6csé tumor eredet(i ATM-eken, egészséges gyomor és
nyel6cs6 NTM-eken valamint kréonikus pancreatitisb8l szarmazé myofibroblastokon végeztiik
(Czepan et al. 2012, Holmberg et al. 2012, Kumar et al. 2014).

3.2 Intracellularis kalcium

Szubkonfluens sejteket Ca?* fluorofér Fluo-4 AM-vel telitettiink a kordbban részletezettek
szerint (Homolya et al. 1993, Kao 1994). Myofibroblastokat és melanoma sejteket hG17 (10
nmol/L)-el stimulaltunk. lonomicin szolgalt (1 umol/L) pozitiv kontrollként.

3.3 Immuncitokémia

Myofibroblast és a melanoma kulturak CCK2R festését poliklonalis IgG ellenanyaggal végeztiik,
melyet FITC-konjugalt nyul elleni szekunder antitesttel vagy peroxidaz (DAB) reakcidval
vizualizaltunk a fentiekben leirtak szerint (Wroblewski et al., 2003, Kumar et al., 2014).

3.4 Betegbevonas és adatbazis

A Szegedi Tudomanyegyetem B&rgydgyaszati Klinikdjara melanoma malignum vagy basalioma
irdnydiagnozissal 2017. februdr és majus kozott beutalt betegekt6l vérmintat vettiink. Némely
esetben immunhisztokémiai vizsgaltara paraffin blokk és formalin fixalt betegmintakat
kértiink ki a B6rgydgyaszati és Allergoldgiai Klinika valamint a Patoldgiai Intézet szovet-
archivumabal.

3.5 Gasztrin radioimmunoassay

A szérum gasztrin szintet radioimmunoassay mdédszerrel hataroztuk meg, a korabban leirtak
szerint (Dodd et al., 2019).

3.6 H. pylori kimutatas

A H. pylori antitestek kimutatdsa a betegek szérummintdibol kereskedelmi forgalomban
kaphato ELISA kittel tortént (Biohit Health Care, UK).

3.7 qPCR

Myofibroblastokat (0,25 - 1,5 x 106) és melanoma sejteket (5x105 / 5 cm-es Petri-csészék)
komplettdlt médiumban inkubaltuk 72 éran at. A sejteket az RNS extrakcié el6tt lizadltuk, majd
TagMan primer / préba szekvenciak alkalmazasaval vizsgaltuk human IGF-1, IGF-2 és CCK2R-
re.



3.8 EdU proliferaciés assay

Myofibroblastokat és a melanoma sejteket hG17-el (0,1-1,0-10,0 nmol/L) kezeltiink 24 6ran
at. A proliferdlo sejteket Click-iTTM EdU imaging készlettel (Invitrogen, Paisley, Egyesiilt
Kirdlysag) azonositottuk a kordbban leirtak szerint (Varga et al., 2017).

3.9 CeCo proliferacios assay

Cell Counting Kit-8 assay-t (Dojindo Laboratories, Miinchen, Németorszag) hasznaltuk a
melanoma sejtek proliferacids aktivitadsanak kimutatasara.

3.10 Aramlési citometria és sejtszeparalas

Myofibroblastokat és melanoma sejteket (T75 edénybe 106 sejtet oltva) egy éjszakan at 10
nM G17-el vagy FM-el kezeltlink. A sejteket FACS Canto Il dramldsi citométerrel szeparaltuk a
korabban leirtak szerint (Varga et al., 2017)

3.11 Spheroidok

Skmel-2 sejtekbdl all6 spheroidot (3000 per csepp) helyeztiink myofibroblastokat tartalmazé
(10 000 lyukanként 24 Iyukl lemezeken), vagy azoktdl mentes kollagén agyba és hat napig
inkubdltuk. Spheroidok novekedésének mértékét az alapteriilet nagysaganak egészseres
valtozdsdban mértik.

3.12 Organoid tenyészetek

Az organoid tenyészeteket Skmel-2 melanoma sejtek (1x106) myofibroblastokat tartalmazdé
(0,5 x 106), vagy anélkili Matrigel (Corning, NY, USA) és I-es tipusu kollagén (Millipore, MA,

«sres

mértékét a melanoma-Matrigel kontakt hatarhoz viszonyitottuk.

3.13 Kondicionalt médium proteomikai elemzése

Az Skmel-2 és a G361 melanoma szekretémban |évé lehetséges gasztrin targeteket Stable
Isotope Dynamic Labelling of Secretomes (SIDLS) mddszerrel azonositottuk (Kristensen et al.
2012, Hammond et al. 2018). A szlirt adatok Panther v.10-be keriiltek fel6ltésre a
szignifikdnsan dusult (p <0,05) fehérjeosztalyok, molekuldris funkcidk és a bioldgiai folyamatok
meghatarozasara.

3.14 Western blottok

A médium mintakat StrataClean resins (Agilent Technologies Ltd) felhasznalasaval
koncentraltuk, és Western blot elemzés céljdbdl az el6z6ekben ismertetett maddon
feldolgoztuk (Hemers et al. 2005) MMP-2, TIMP-3, TIMP-1, TIMP-2, és prosaposin kimutatasa
céljabol (R&D Systems).



3.15 ELISA

Médium, valamint melanomas és basaliomas betegekt8l szarmazd szérum mintak elemzése
TIMP-3 és MMP-2 kimutatdsdra antitesttel el6re bevont kolorimetrikus ELISA lemezeken
tortént.

3.16 Sejtmigracios és invazios kemotaxis assay-k

Sejtmigracids és invazids kemotaxis assay-khez BD inserteket vagy BD BioCoat ™ Matrigel ™
kamrdkat (SLS, Nottingham, UK) hasznaltunk a kordbban leirtak szerint (Varro et al., 2004).
Gasztrin kezelést 24 6ran at 10 nmol/L koncentracidban alkalmaztunk.

3.17 Melanoma sejtek transzfekcioja MMP-2 siRNS-sel

Melanoma sejtek tranziens transzfekcidja Amaxa™ Cell line Nucleofector™ V készlettel tortént
T-19-es programot alkalmazva a magas transzfekciés hatékonysag érdekében (Amaxa, Koln,
Németorszag) a kordbban leirtak szerint (Kumar et al., 2014).

3.18 Immunhisztokémia

Az MM és BCC betegekt6l szarmazdé mintakat a gyomor- és holyag tumoros betegektdl
szarmazd kontrollokkal egylitt Leica BOND Max Autostainerrel automatizalt madon,
standardizalt kérdlmények kozott festettiik CCK2R, MMP-2, TIMP-3 és Melan-A-ra.

3.19 Statisztika

Az eredményeket atlag * standard szérasként (SEM) tintettik fel, minden egyéb esetben
kiilon jeleztiik. Paraméteres teszteket (t-préba, Fisher exact teszt, Pearson's chi-négyzet préoba
és ANOVA), valamint ahol a normal disztribucid sérilt Mann-Whitney és Kruskal-Wallis
teszteket alkalmaztunk p <0,05 szignifikancidaval Systat Software Inc. v. 12.0 (London, Egyesiilt
Kiralysag) és IBM SPSS Statistics V26.0 (New York, USA) programokat alkalmazva.



4 Eredmények

4.1 Mpyofibroblastok
4.1.1 A Gl traktus szisztematikus vizsgalata konzisztens CCK2 receptor expressziot

ey

Tobb myofibroblast populdciéban vizsgaltuk a CCK2R expresszidjat, melyek a nyel6cs6,
gyomor, omentum, vastagbél vagy hasnyalmirigy tertletérél szarmazé ép szévetbdl, tumorbdl
vagy tumorral szomszédos szovetbdl keriltek izolalasra. Vizsgdltunk ezenkivil olyan
myofibroblast sejtvonalakat is, melyek egyéb ritkabb gastrointestinalis betegségbdl pl.:
krénikus pancreatitis, vipoma, GIST vagy anaemia perniciosa) szarmaztak. Minden esetben a
sejtek egy alpopulacidja volt CCK2R pozitiv, 1 és 6% kozott. kdzott. A legmagasabb expresszio
vastagbélben (5,96 + 1,41%), nyelGcs6ben (5,63 + 0,81%) és gyomorban (3,87 + 0,49%) volt
megfigyelhet6. Anaemia perniciosa, krénikus pancreatitis, Vipoma és GIST esetén volt a
legalacsonyabb az expresszid. A gyomornal és a nyel6csénél szignifikans kiillonbség volt (5,96%
vs. 0,39% és 5,63% vs. 1,75%; p <0,05) CAM-ek és az ATM-ek vagy NTM-ek kozott.

4.1.2 CAM-ek fokozott CCK2R expressziét mutattak a szomszédos ATM-ekhez
képest el6rehaladott nyirokcsomo metasztazissal rendelkezé betegeknél

13 gyomor adenocarcindmabdl szarmazé CAM-ek és ATM-ekbdl allé microarray adatbazis
(Balabanova et al. 2014) vizsgdlatakor azoknal a betegeknél, ahol magasabb volt a
nyirokcsomo attétek szama (pN2-4) a CCK2R expresszié 6-bol 5 CAM esetén magasabb volt a
tarsitott ATM-ekhez képest, szemben az alacsonyabb nyirokcsomé érintettségii csoporttal
(pNO-1), ahol 7-bél 6 CAM esetén alacsonyabb CCK2R expressziét volt megfigyelheté a
megfelel§ ATM pdarhoz képest (P <0.05, Fisher exact test). Immuncitokémiai eredményeket
felhasznalva a betegeket ATM és megfelel6 CAM pdarokba rendezve szintén szignifikansan
magasabb CCK2R expresszié volt megfigyelheté a tumor asszocidlt myofibroblast (CAM)
csoportban azoknal a betegeknél, akik multiplex nyirokcsomé metasztazissal rendelkeztek
(SCAM4/ATM4, pN2; S-CAM1/ATM1, pN2) szemben az alacsony nyirokcsomoé érintettség
betegekhez képest (S-CAM2/ATM2, pNO; S-CAM3/ATM3, N1), ahol az ellenkezéje volt igaz.

4.1.3 Gasztrin hatasara megemelkedik az intracellularis kalciumszint a
myofibroblastok egy részében

Annak meghatdrozdsdra, hogy képes-e a gasztrin a myofibroblastokbdl egy funkcionalis valasz
kivaltasara mértiik a citoplazma kalcium szintjének valtozasat gasztrin stimuldciét kovetben.
hG17 (10 nmol/L) adasa az intracellularis kalcium szint gyors névekedését eredményezte
gyomor eredetl CAM-ek egy részében (5,3 £ 1,4%).



4.1.4 CCKZR expresszio a sejtciklushoz kapcsolt

Szinkronizalast kovetéen megvizsgaltuk myofibroblastoknal egy DNS-be épiilé proliferacios
marker (EdU) és a CCK2 receptor viszonyat. A sejtek tobbsége (a kisérlet korilményeihez
mérten) mind EdU, mind CCK2R negativ volt (79,5 + 4,0%). Szamos EdU pozitiv myofibroblast
nem expresszalta a gasztrin receptort (15,9 + 4,0%). A CCK2R pozitiv sejtek a teljes populacio
5% -at alkottak. Erdekes mdédon a CCK2R-t expresszald sejtek tobb, mint 80%-a EdU-val is
jelol6dott. Ezek az eredmények felvetették egy sejtciklus dependens receptor expresszid
lehetGségét, melynek vizsgalatara kinetikai kisérleteket végeztiink. Az FM-ben inkubalt sejtek
szignifikdnsan magasabb ardnyban jelolédtek EdU-val, mint az SF médiumban |évék 4 6ras
inkubaciot kovetéen (28,7 £ 0,3 vs 5,2 + 0,6%, EdU-t inkorporalé sejtek, p <0,001). Mig az EdU
jelolt sejtek aranya fokozatosan névekedett FM-ben térténd inkubacié soran, addig a CCK2R
expresszio szintje relativ konstans maradt a sejtek 3-10%-at érintve. Utdbbi legmagasabb a
korai id6pontokban volt, majd 4 6ras inkubaciot kovet6en fokozatosan csékkent. Hasonldan a
sejteknek az a szubpopulacidja, mely CCK2R pozitiv volt, de nem inkorpordlta a proliferaciés
markert (<1%) viszonylag allandé maradt. Ezek az adatok egy tranziens S fazishoz kotott
gasztrin receptor expresszidra utalnak, melyet valdszin(ileg a receptor inaktivacidja kovet.

4.1.5 Gasztrin fokozza az EdU jelélt és jelbletlen gyomor myofibroblastok

,,,,,,,,
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ANOVA), mely hatast a CCK2R antagonista (100 nmol/L L740093) megfelelGen gatolt transwell
Boyden kemotaxis vizsgdlatokban.

Gasztrin stimuldlta tovabba az EdU jeldlt sejtek migracidjat is, amit az L740093 gatolt (p <0.05;
ANOVA). A reszponder sejteknek ugyanakkor, csak nagyjabdl 40%-a volt EdU pozitiv, ami arra
utal, hogy a CCK2R-t expresszald sejtek képesek a tébbi myofibroblastot parakrin médon is
aktivalni. A gasztrin stimuldciét kovetéen mind az EdU-jelolt és jeldletlen myofibroblastok
szdma novekedett, és ez az alkalmazott hG17 koncentrdcidjaval korrelalt. Ennek ellenére, a
proliferald sejteknek az EdU jelletlen myofibroblastokhoz viszonyitott szazalékos aranya (AZ-
EdUAhG17=-7.57%) magasabb gasztrin koncentraciok mellet fokozatos csokkenést mutatott.
Ez inkdbb a direkt ut jelent&séget hangsulyozza, kiilondsen magasabb gasztrin koncentracidk
esetén.

Az IGF receptor tirozin-kinaz-inhibitor AG1024 gatolta a hG17-stimuldlt sejtmigraciot és kisebb
mértékben az invaziét. hG17 jelenlétében tovabba az IGF-2 transzkript mennyisége 2,1 £ 0,1-
szer magasabb volt a kontrollokhoz képest (p <0,05); IGF-1 gyakorlatilag kimutathatatlan
maradt. GLP-2 stimulalt myofibroblastokat hasznaltunk pozitiv kontrollként az IGF kimutatasa
soran (Shawe-Taylor et al. 2017).



4.2 Melanoma sejtek
4.2.1 Human melanoma sejtek egy részén megtalalhaté a CCK2 receptor

Els6 Iépésben, melanomas betegek b&rmintdinak immunhisztokémiai vizsgalatat végeztiik.
Ugyanabbdl a betegbdl egészséges bérteriletrdl szarmazd mintdk szolgdltak kontrollként. A
stratum basaléban elhelyezked6 melanocytak egy kis részenél igazolédott CCK2R (2-3%)
expresszio. Néhany esetben az agressziv tumorsejtek dedifferencidlédas soran elvesztették
Melan-A pozitivitaskat, de tovabbra is expresszaltak a gasztrin receptort. Kett6s jel6lés
megerdsitette, hogy a mind a hét vizsgdlt betegben megtaldlhatd volt melanoma sejteken a
CCK2 receptor. Alacsonyabb stadiumid melanomas mintakndl magasabb denzitometriai
értékeket kaptunk elGrehaladottabb stddiumu melanomakhoz kepést (0,18 + 0,03 vs. 0,11 +
0,02 OD unit <pT2a, n = 5 és> pT2b, n = 2; t-teszt p = 0,166). Hasonlé relacid igazolédott
ugyanabbdl a betegb6l szdrmazd egészséges melanocytdk és melanoma sejtek
Osszehasonlitasa soran (pT3b; n=2) (0,19 + 0,02 vs. 0,11 + 0,02 OD unit melanocytdkban és a
melanoma sejtekben; t-teszt p = 0,139).

Viszonyitdsi pontként megvizsgdltuk a CCK2R expresszidét basaliomdban is (n=3). Utdbbi
esetben nem volt kimutathatd CCK2R jelenlét, szemben a melanomaval. KettGs jel6lés bar
szamos Melan-A pozitiv melanocytat igazolt a basaliomas sejtfészkek egy részében, a CCK2R
expresszidja nem valtozott. Tumor tipustol fliggetleniil a stromdban tébb mesenchymalis
eredet( sejt (fibroblast, myofibroblast) mutatott gasztrin receptor expressziot.

Quantitativabb 0sszehasonlits érdekében, négy kategoriat kilonitettiink el a receptort
kifejez6 sejtek aranya alapjan (0%, 1-25% (1+), 26-50% (2+) vagy 51-100% (3+)). Receptor
pozitiv sejtek szignifikansan nagyobb aranyban fordultak el6 a melanomaban, mint a kontroll
basaliomas csoportban (x2-test, p < 0.05). CCK2 expresszid melanomas betegeknél 18-bdl 15
esetben volt kimutathaté mig basaliomanal 10-bél 2 esetben volt jelen. Az eredményeket
denzitometriai vizsgalat is megerdsitette (Mann-Whitney U-teszt, p <0,05).

4.2.2 Szérum gasztrin koncentracio befolyasolja a melanoma progressziojat

A betegeket I. és II. stadiumu csoportokra osztottuk: pT<2a és pT>2b kategoridk alapjan. Ez a
felosztds az American Joint Committee on Cancer 8. kiadasaban lévé beosztast koveti, mely a
melanomas betegeket prognosztikai szempontbdl csoportositja; az | stadium alacsony
kockazatu primer melanomas betegeket tartalmazta (pTla, pTlb and pT2a), mig a Il
stddiumba a recidiva szempontjabdl magasabb rizikéju betegek keriltek (T2b, T3a, T3b, T4a,
and T4b) regiondlis nyirokcsomé vagy tavoli metasztazis nélkil (Gershenwald et al. 2017). Az
alacsony szérum gasztrinnal rendelkez6 betegek aranya szignifikdnsan magasabb volt az I.
stadiumu csoportban (A% = 43,1 a teljes kohorthoz képest). Ez a kilonbség a Il. stddium esetén
csokkent, szinte azonos ardnyban tartalmazva alacsony és magas gasztrin szinttel rendelkez6
betegeket (A%=6.8). Az adatok alapjan a ll. stddiumu MM betegeknél szignifikdnsan magasabb
volt a szérum gasztrin-koncentracié (OR 8.5, p <0.0005; Fisher exact test p <0.0003), az I.
stadiumban |év6 betegekhez képest (40 + 6.8 pM vs. 24 + 4.4 pM; |l stadium vs. | stadium).



4.2.3 CCKZR expresszidjanak vizsgalata human melanoma sejtvonalakon

Korabbi eredményekkel ellentétben (Mathieu et al. 2005) két, erre a célra kivalasztott
melanomas sejtvonalon (Skmel-2; G361) is sikerdlt immuncitokémiai médszerekkel CCK2R
jelenlétét igazolni. Az immunfluoreszcens vizsgalat a receptor pontszerl citoplazmikus
fest6dését mutatta. Peroxiddz reakcid a sejtek 21 + 5%-ban igazolt CCK2R expressziodt. Ezt
kovet6en qPCR-ral is igazoltuk mindkét sejtvonalndl CCK2R transzkriptek jelenlétét. Cycle
threshold (Ct) értékek Skmel-2 és G361 esetén 35.5 + 0.3 és 33.8 + 0.4 voltak. ACt értékek
GAPDH-t referencia pontként hasznalva Skmel-2 és G361 esetén 15.9 + 0.2 és 15.2 + 0.2.
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A gasztrin szignifikdnsan fokozta, a melanoma sejtek migracidjat (mind Skmel-2, mind G361
esetén) Boyden-kamrakban végzett transwell-kemotaxis vizsgalatokban (One-Way ANOVA, p
< 0.01). Ezt a hatast, az L740093 CCK2 receptor antagonista (100 nmol/L, kordbban igazolt
effektiv koncentraciéban) gatolta (One-Way ANOVA, p < 0.01). Gasztrin hasonldan stimuldlta
az Skmel-2 és G261 melanoma sejtek invazidjat is, mely hatast az L740093 szintén csokkentett
(One-Way ANOVA, p < 0.01).

Tekintettel, a korabban kapott eredményekre, mely szerint a gasztrin jelent6sen fokozza a
melanoma sejtek invazidjat, egy masik fajta invazidés modell alkalmazasa mellett déntottink,
melyben I. tipusu kollagén és Matrigel keverékének tetejére rétegeztiink Skmel-2 melanoma
sejteket. Kollagénben diszpergalt gyomor CAM-ek fokoztak a melanoma sejtek mélyebb
strukturak felé torténd invazidjat. Amikor az organoidokat gasztrinnal kezeltiik (10 nM hG17),
az invazio mélysége jelentésen megndétt (One-Way ANOVA; SF vs. Myo: p < 0.001 and Myo vs.
Myo + hG17: p = 0.008). Ez a jelenség nem volt tapasztalhaté SF médiumban tarolt kezeletlen
organoidoknal.

4.2.5 Dermalis fibroblastok fokozzak a melanoma spheroidok névekedését

A gyomor CAM-ekkel kapott eredményekhez hasonléan, melanoma spheroidok inkubacidja
dermalis stroma sejteket tartalmazd Matrigel-kollagén agyban, a tumor spheroidok atlag
alapteriletének 1.3 + 0.1-szeres novekedését eredményezte 6 napos periddus alatt a
kontrollokhoz viszonyitva (Kruskal-Wallis test; fib. vs. no fib.: p=0.01). Az inkubacié ideje alatt
alkalmazott gasztrin nem volt hastassal a spheroidok méretére sem fibroblastokkal
(AbdaysF.Ch: 1.3 £ 0.1 vs. 1.3 £ 0.2; kezelt vs. kontroll) sem azok nélkil (A6daysF.Ch: 1.1 £+ 0.1
vs. 1.0 £ 0.1). Dermdlis fibroblastok melanoma névekedésre gyakorolt hatasa gasztrintdl
fliggetlen volt (Kruskal-Wallis test; fibs. + hG17 vs. fibs. + no G17 p = 1.0).

Spheroidoknal kilon vizsgaltuk az egyes sejteknek spheroid centrumtdl mért maximalis
migracios tavolsagat is. Bar, a tumoraggregatum méretére nem volt hatdssal a gasztrin, CCK2
receptor pozitiv melanoma sejtek migraciéja akkor volt a legjelentGsebb, amikor a dermalis
fibroblastokkal korilvett spheroidokat gasztrinnal kezeltiik. Ez a fajta gasztrin hatsdsara
bekovetkezett ugras a migralo sejtek szamaban fibroblastok hidnydban elmaradt (One-Way
ANOVA, gasztrin vs. gasztrin + fibs: p < 0.001), hasonléan 6nmagukban a fibroblastok sem
voltak hatdssal a tumorsejtek migracidjara gasztrin nélkiil (One-Way ANOVA, fibs vs. gasztrin
+ fibs.: p < 0.001).



ey

myofibroblastok jelenlétében.

Melanoma organoidoknal, az epidermalis-dermalis junctiot jelképezd tumor-stroma hatar
intakt maradt a kontroll mintakban mesterségesen kialakitott bazdlis membran hidnydban is,
a 2 hetes vizsgalati id&szak alatt. Melanoma sejteket | tipusu kollagén matrixban diszpergalt
fibroblastok tetejére rétegezve, tumorsejtek egy csoportja nyulvanyok ill. nodulusok
formdjadban a mélyebb rétegek iranydba penetrdlt (One-Way ANOVA, fibs. vs. acellularis
kollagén matrix: p < 0.001). Gasztrin tovabb fokozta ezeknél az organoidoknal a tumorinvazié
mértékét (One-Way ANOVA, fibroblastok + G17 vs. acellularis kollagén matrix: p < 0.001;
fibroblastok vs. fibroblastok + G17, p = 0.002). Ez, a stimuldlé hatds azonban stromasejt
mentes kollagén matrix esetén elmaradt.

4.2.7 Gasztrinnal kezelt melanoma sejttenyészetek szekretom és ehhez kapcsolt

inhibitiojat igazolta

Melanoma sejtek szekretomjat vizsgaltuk gasztrin kezelést kdvetGen olyan maddszerekkel,
melyek célja a gasztrin kezelés hatasara fokozott vagy csokkentett mennyiségl klasszikus
maodon szekretalt fehérjék azonositdsa volt. Fehérjéket legalabb egy egyedi triptikus peptid
alapjan azonositottuk. Az Osszes talalat koriilbelll 10% -anal (a Skmel-2 és a G361 esetében
1266 és 1507 taldlat kozil 134 és 187-nél) inkorporalddott lizin. H és L izotépok aranya Skmel-
2-nél 0.0012-2.193, G361-nél 0.0011-1.785 tartomanyban mozgott. Jelolt fehérjék kb. 50%-a
volt klasszikus mddon szekretdlt (Skmel-2 esetén 65 G361-nél 93), melyet megfelel6
fehérjeszortirozé szignalszekvencidkat alkalmazva SignalP D-score > 0.45 alapjan
azonositottunk (Petersen et al. 2011). Az inkorpordlt H (kezelt mintak) és L (kontrollok) lizin
aranya Skmel-2 melanoma sejtek fokozott MMP-2 termelését igazolta. Ezzel ellentétben,
G361 melanoma sejteknél MMP-2 expresszidra a gasztrin nem volt hatdssal, viszont
csokkentette a metalloprotedz inhibitorok (TIMP-3 (0.125), kisebb mértékben TIMP-1,2 (0.87;
0.7)) szekrécidjat. Mivel az MMP-2 és TIMP-ek funkcidjukat tekintve komplementerként
viselkednek ECM remodellacié szempontjabdl, igy ez egy lehetséges mechanizmus, mely a
CCK2R aktivalt melanoma sejtek fokozott invazivitasanak hatterében all.
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4.2.8 MMP-2 expressziot gatlé siRNS-sel transzfektalt melanoma sejtekkel végzett
kemotaxis vizsgalatokban a gasztrin migraciora és invaziora gyakorolt
stimulalé hatasa elmarad

A proteomikai eredmények funkcionalis jelentGségének igazoldsahoz, Skmel-2 melanoma
sejteknél siRNS-ekkel MMP-2 knock down-t végeztiink. Ezt kovet6en Boyden kamrak és
Matrigel-lel bevont biomembranokra felvitt melanoma sejtréteget gasztrinnal kezeltiink 24
oran at. A gasztrin sejtmigraciora gyakorolt stimuldlé hatasa MMP-2 hidanyaban jelentGsen
elmaradt (kontroll kezelt vs. MMP-2 knock down: One-Way ANOVA; p < 0.05). Ennek ellenére
még jelentGsen csokkent MMP-2 termelés mellett is képes volt a gasztrin fokozni a
sejtmigraciot, a kezeletlen kontrollokhoz képest (kontroll vs. knock down; One-Way ANOVA;
p < 0.05). Ezt a hatdst valdszinlileg szdmos parakrin jelatviteli kaszkad is erdsiti, hasonldéan az
epitelidlis sejteknél, vagy a gyomor myofibroblastoknal leirtakhoz (nevezetesen IGF rendszer,
IL-8 vagy prosztaglandin) (Noble et al. 2003, Hemers et al. 2005, Varga et al. 2017). Melanoma
kontrollokhoz viszonyitott stimulald hatasa itt is megmaradt (gasztrin kezelt vs. MMP-2 knock
down; One-Way ANOVA; p < 0.05, MMP-2 knock down kontroll vs. kezelt; One-Way ANOVA;
p <0.05)

G361 melanoma sejteknél a szekretdm elemzés csokkent, TIMP-3 szekrécidt igazolt. Itt, ennek
a metalloprotedz inhibitornak a helyettesitése sikeresen csokkentette a migrald sejtek szamat
a kontrollokhoz képest (TIMP-3 + G17 vs. G17; One-Way ANOVA; p < 0.05). Ez a gatld hatas
még kifejezettebb, amikor a melanoma sejteknek egy kollagén matrixon kellett keresztul
vandorolniuk az invaziét mutatd sejtek szamat szinte alapszintre csokkentve (TIMP-3 + G17 vs.
G17; One-Way ANOVA; p < 0.05).

4.2.9 MMP-2 és TIMP-3 kimutatasa melanomas és basaliomas betegek
szérummintaibol

MMP-2 szérum koncentracidja (ng/ml) nem mutatott kiilonbséget basaliomas és melanomas
beteg kozott (227 + 8 vs. 240 + 17; MM vs. BCC). Nem igazolédott korrelacié tovabba a
tumorvastagsaggal, vagy a betegség progresszidjaval sem (230 + 11 vs. 226 + 12; |. vs. |l
Stadium). MMP-2 koncentracidja 200-250 ng / ml k6zott volt, amely a kontroll, egészséges
egyéneknél leirt tartomdany. Hasonléan nem volt kiilonbség a két betegcsoport kdzo6tt TIMP-3
El6rehaladott melanoma stadium nem befolydsolta a TIMP-3 szintjét (15+ 2 vs. 14 £ 2; . vs. |l
Stadium).

MMP-2 és TIMP-3 immunhisztokémiai vizsgalatat is elvégeztilk melanomas és basaliomas
betegek véletlenszerlien kivdlasztott szovettani mintdin. Mindkét bd&rtumor tipusnal
elsGsorban a tumor stromara lokalizal6dé MMP-2 jelenléte igazolodott. Némely szerzé TIMP-
3 expresszid csokkenésérdl szamol be melanoma progresszidjaval, mi sem MM sem BCC
esetén immunhisztokémiai mddszerekkel TIMP-3-at kimutatni nem tudtunk (Das et al. 2016).
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5 Megbeszélés

5.1 CCKZR expresszio myofibroblastokon

CCK2 (gasztrin) receptort 40 évvel ezel6tt irtak le el6szor az agybdl izoldlva (Saito et al. 1980).
Megtaldlhaté a tdpcsatorndban ECL, parietdlis és simaizomsejteken (Dockray 2004).
Sebgyogyuldst modellezé allatkisérletekben de novo CCK2R expresszid igazolddott cryo-
ulceralt gyomor mucosdban és submucosdban. Ezeket a sejteket kés6bb myofibroblastként
azonositottak vimentin és simaizom a-aktin ko-expresszidja alapjan (Schmassmann et al. 2000,
Ashurst et al. 2008). A Gl traktus szisztematikus vizsgalata a myofibroblastok 1-6%-anal igazolt
CCK2R expressziot, mely a sejtek proliferacids aktivitdasaval mutatott dsszefliggést. A tumor
stromdbdl szarmazé myofibroblastok (CAM) nagyobb ardnyban fejezték ki a receptort, mint a
tumor kozvetlen kornyezetébdl (ATM) vagy egészséges szovetbdl szarmazéd sejtek (NTM)
(Holmberg et al. 2012). EdU jel6lés egy sejtciklustdl fligg6, konkrétan S fazishoz kapcsolt
tranziens receptor expressziot igazolt.

CCK2 receptorok a G-proteinhez kapcsolt, hét transzmembran doménnel rendelkez6
receptorcsalddba (GPCR) tartoznak (Dufresne et al. 2006). Gasztrin stimuldciét kdvetéen
myofibroblastokban tapasztalt emelkedett kalciumszint, egy funkcionalis receptor jelenlétére
utal. GPCR agonistakrdl jél ismert, hogy mitogén hatasuak kilonb6z6 novekedési faktorok és
citokinek (pl. IGF, EGF stb.) felszabaditasa révén (Varro et al. 2002). A gasztrin trofikus,
valamint a sejtmigraciora és invazidra (parakrin modon és direkt CCK2R aktivacion keresztiil)
gyakorolt hatasa jol ismert jelenség a gyomor glandularis epitélsejtjeinél (Noble et al. 2003,
Kumar et al. 2015).

Kevés adat all azonban rendelkezésre a CCK2 receptorok myofibroblastokon betoltott
funkciojardl. Bar, a gasztrin nem fokozta jelentdsen a proliferdld sejtek szamat, megnovelte
viszont a (mitotikus orséval és fragmentalt sejtmaggal rendelkez6) osztddd sejtek aradnyat,
mely a sejtciklusra gyakorolt gyorsitd hatasara utal hasonléan a kemokin receptoroknal
(CXCR3 és GPR19) tapasztalhatokhoz (Romagnani et al. 2001, Kastner et al. 2012). Gasztrin
stimuldlta CCK2 receptorokon keresztil a gyomor eredetli myofibroblastok invazidjat és
migracidjat kemotaxis vizsgalatokban. Erdekes médon fokozta a receptort nem expresszalé
myofibroblastok migraciodjat is, valamint novelte az IGF-2 transzkript mennyiséget ezekben a
sejtekben. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a gasztrin nem csak direkt hatdssal
rendelkezik a myofibroblastokra, de képes parakrin hatd egyéb faktorok (pl. IGF-2 és egyéb)
felszabaditasdara, melyek pontosabb karakterizdldsa a késGbbiekben sziikséges.
Osszességében Ugy tlinik, hogy a myofibroblastok altal kifejezett CCK2 receptorok elsésorban
a szoveti organizdcidban és remodellacidban jatszanak szerepet komplex epitelidlis-
mesenchymalis kdlcsénhatasok révén.

J6l ismert, hogy a myofibroblastok parakrin haté novekedési faktorok (HGF, KGF és CXCL12)
felszabaditasaval - melyeknek receptorai az epitelidlis sejteken taldlhatdak - hozzajarulnak a
szoveti regeneraciohoz és ezaltal az epitél réteg helyreallitdsahoz (Powell et al. 1999, Smith et
al. 2005). Ezzel ellentétben, myofibroblast aktivaciot epitelidlis eredetli TGF-B révén szintén
leirtak, ahol a sebgydgyulas soran megfigyelt megvaltozott kontraktilitdssal és matrix
atépitéssel 6sszefiiggésbe hozott fokozott aSMA és MMP expresszid igazolddott (Powell et al.
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1999, Pender et al. 2004). Egy masik teriilet, ahol az epitelidlis-mesenchymalis kélcsonhatdsok
fontos szerepet jatszanak, akkor kerilt a figyelem kdzpontjaba, amikor a tumor
mikrokdrnyezet fogalmat bevezették és a daganatot tébbé nem malignusan
transzformalddott sejthalmaként definialtak, hanem olyan korlatlan replikacios kapacitassal
rendelkezd |ézidként, mely befolyasolja és megvaltoztatja a mikrokdrnyezetét az apoptozis
elkerlilése és az onfenntartas megvaldsitdsa érdekében (Hanahan et al. 2000). Ilyen irdnyu
kutatasok eredményei azt mutatjak, hogy a myofibroblast aktivacido és toborzas fontos
szerepet jatszik a daganatok progresszidjaban. Az, hogy ezek a CAM-ek transzdifferencidlt
fibroblastokbdl, IGF I-1l / EGF / PDGF altal indukalt proliferacidbdl vagy keringé mesenchymalis
Gssejtekbdl szarmaznak-e tovabbra is vita targyat képezi (Elenbaas et al. 2001, Bhowmick et
al. 2004, Brittan et al. 2004).

A tédpcsatornaban |évé CCK2 receptorok szerepe az epitelidlis-mesenchymalis interakcidkban
még nem teljesen tisztdzott, azonban a kordbban részletezetteknek megfeleléen, valdszinlleg
szerepet jatszanak a myofibroblastok poziciéjanak meghatarozasaban, amint azok a sejtciklus
S-fazisabol kilépnek, ezaltal hozzajarulva a szoveti remodellaciohoz mind a regenerativ
folyamatok, mind a tumoros mikrokdrnyezet kialakitdsa soran. Osszesgében ez egy Uj
megkozelitést jelent, hogy miként képes a gasztrin a gyomor mucosa architekturajat élettani
és pathofizioldgias korilmények kézott befolyasolni.
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5.2 CCKZR expresszio melanoma sejteken

Egyre inkdbb el6térbe keril a CCK2 szoveti regeneracidban és sebgydgyuldsban betoltott
szerepe. Ahogyan azt kordbban is részleteztiik (5.1 szekcidban) most mar a myofibroblastokat
is hozza sorolhatjuk a gasztrin altal szabdlyozott epitelialis restitlcid ismert célpontjai és
kulcsszerepl6i kozé (Varga et al. 2017). Intenziv kutatas folyik a CCK2 receptorok tumorokban
és praecancerosus allapotokban betoltott szerepével kapcsolatban. Ezeknek a legnagyobb
része gastrointestinalis daganatokra fokuszal, ahol a gasztrin receptor leginkdbb a tumor
mikrokornyezetének meghatarozasaban jatszik szerepet (Hanahan et al. 2011, Quail et al.
2013). A Human Protein Atlas-bdl szdrmazé adatok felvetették melanoma sejteken CCK2
receptorok expresszidjanak lehetGségét. Figyelembe véve a gyomor eredetl és dermalis
myofibroblastokkal kapott eredményeket, ennek a lehet6ségnek a tovabbi vizsgdlatat tliztik
ki célul.

Melanomas mintak immunfestése heterogén, de mindazonaltal konzisztens CCK2R
expressziot mutatott. Ennek a tanulmanynak egy limitalé tényezgje volt, hogy a melanomas
mintakon CCK2 receptor alternativ splice variansait nem vizsgaltuk, melyet a késGbbiekben
érdemes megtenni (Hellmich et al. 2000, Korner et al. 2010). Ennek ellenére dermalis
myofibroblastokon, fibroblastokon, melanoma sejteken és melanocytdkon (itt a legkisebb
mértékben) megtalalhatd volt a CCK2 receptor. Ez utdbbi felveti annak a lehet6ségét is, hogy
a koézponti idegrendszeren kivil van egy masik neuralis eredet( sejtpopulacid is, amely kifejezi
a gasztrin receptort.

Amikor melanomads betegek éhomi szérum gasztrin koncentraciéjat hasonlitottuk Ossze a
tumor vastagsagaval, egyértelm(i tendencia mutatkozott magasabb gasztrin szintek és
el6rehaladott melanoma stadium kozott. H. pylori infekcid (amely a gyomorrak egy ismert
rizik6faktora) és savszekrécid gatlok hosszu tavu szedése igazolddott a vizsgdlt kohortban
észlelt kozepes foku hypergastrinaemia hatterében. A fent emlitett okok miatt krénikus
hypergastrinaemidban szenvedd betegek szazalékos aranya megegyezett az irodalomban
kozolt értékekkel (Krashias et al. 2013, Helgadottir et al. 2014). Ezek az adatok felhivjdk a
figyelmet arra, hogy a savszekrécid gatlok indokolatlan szedése valamint a tiinetmentes H.
pylori hordozék melanoma progresszid szempontjabdl egy fokozott rizikdcsoportot
képviselnek. Primer melanomas sejtvonalakat (Skmel-2 és G361) hasznaltunk annak
vizsgalatdra, hogy a gasztrin miként befolydsolja a melanoma viselkedését.

In vitro vizsgalatok egy funkcionalis CCK2R expresszidt igazoltak. A gasztrin tumor
progresszidéra gyakorolt hatdsa az elmult évtizedek gasztrinnal kapocslatos kutatadsainak
kozéppontjaba kerilt. CCK2R expressziot szamos malignus folyamatban leirtak (pl. pancreas
adenocc., medulldris pajzsmirigy tu., astrocytoma, etc.) (Goetze et al. 2000, Koh et al. 2004,
Roy et al. 2016), ugyanakkor kevés adat all rendelkezésre bGértumorokkal kapcsolatban. A
gasztrin tumor progresszidra gyakorolt hatdsa elsGsorban az apoptdzis, adhézio és proliferacié
fokozasaban nyilvanul meg Ras / Raf / MEK / ERK, INK és a p38-MAPK jelatviteli utak
aktivacidjan keresztiil (Dehez et al. 2001, Dufresne et al. 2006).
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Szisztémads disszemindcid a melanoma vertikdlis novekedési fazisdnak, ezaltal a betegség
progresszidjanak egy kulcsfontossagu lépése, melynek soran a tumorsejtek lymphovascularis
strukturakba torténé intravasatioja figyelhet6 meg. CCK2R aktivacid B-cateninek
internalizalodasat eredményezte tumormentes allatmodellekben lehetévé téve az epitelidlis
sejtek levaldsat (Bierkamp et al. 2002). Az integrinek szerepét (nevezetesen az avf3
vitronektin receptor B3 integrin alegységének) részvételét szintén leirtdk melanomak
vertikalis novekedési fazisaban (Sturm et al. 2002), mely felveti annak a lehet6ségét, hogy a
gasztrin az adhézidés molekuldk expresszidjat kozvetett modon is befolydsolni képes.

Noha a rendelkezésre allé adatok azt mutatjdk, hogy a gasztrin a gyomor nydlkahartyajanak
kozvetlen novekedési faktora, egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy parakrin haté citokinek
felszabaditasaval receptor hidnyaban is képes a sejtproliferaciéo fokozdsara (Dockray et al.
2001, Varro et al. 2002). Melanoma sejtek nem reagdltak gasztrin ingerlésre sem
monokultirakban, sem spheroidot képezd tumor aggregatumok formajaban, melyeket ECM-
et imitdld kollagén rétegbe helyeztiink. Ezek alapjan valdszin(tlennek tlinik, hogy a gasztrin
kozvetleniil befolydsolna a melanoma novekedését.

Stroma sejtekkel (dermalis myofibroblast és MSC-k) ko-kulturakat képezve rapid tumor
expanzié volt észlelhet6. Ez a megfigyelés a tumor milieu fontossagara és az epitelidlis-
mesenchymalis strukturak kozotti kommunikacio jelnetGségére hivja fel a figyelmet. Tumor
asszocialt fibroblastokat, myofibroblastokat és makrofagokat (CAF, CAM és TAM) a tumorigén
kornyezet fenntartasanak elengedhetetlen szerepl6iként azonositottak a kozelmultban (Joyce
et al. 2009, Biswas et al. 2010). CAM-ek és nyirokcsomo érintettség kozotti kapcsolatot szintén
leirtak gyomor adenocarcindémaban. A megndvekedett tumor tdmeg ezekben az esetekben a
stroma parakrin aktivdlé hatdsara utal, tobbek kozott FGF, HB-EGF, TGF-B és IGFII
felszabaditasan keresztiil, bar a mediatorok és az érintett jelutak még messze nem teljesen
ismertek.

Mdsrészt viszont a gasztrin egyértelmd stimuldlé hatdst gyakorolt a melanoma sejtek
migracidjara és invazidjara kemotaxis vizsgalatokban, Boyden-kamrdkat és in vitro
organoidokat alkalmazva; mely utébbi a melanoma kutatdsban egy gyakran hasznalt modell
(Hill et al. 2015). Ezek az adatok 6sszességében arra utalnak, hogy a gasztrin melanoma sejtek
invazidjat és migracidjat kozvetlenll és kdzvetett mdéddon a tumor és a stroma sejtek altal
expresszalt CCK2 receptorokon keresztll is képes stimuldlni, mely folyamatban szamos
parakrin mediator is szerepet jatszik.

Gasztrin altal okozott gyors ECM-degradacioért felel8s fehérjék azonositasa érdekében, mely
a melanoma sejtek fokozott metasztizald képességét eredményezi, kondicionalt médium
proteomikai elemzést végeztiik melanoma szekretdm meghatdrozasa céljabol. Gasztrin
relevans targetek a matrix metalloproteaz 2 (MMP-2) fokozott és szoveti inhibitoranak (TIMP-
3) csokkent termelését igazoltak. Bioinformatikai algoritmusok (PANTHER) segitségével
végzett jelUtrendszer vizsgdlatok adhéziét azonositottak gasztrin stimulaciét kovetSen
klasszikus médon szekretalt fehérjék f6 bioldgiai funkcidjaként, mely eredményt adhézids
assay-kkel validdltunk. MMP-k ECM remodellacidban betoltott kulcsszerepét, mely a
tumorsejtek intravasatiojdhoz és tumor expanzidohoz elengedhetetlen szdmos tanulmany
vizsgalta (Hojilla et al. 2008, Hua et al. 2011).

MMP-2 (mely a basalis membran lebontasaért felelGs zselatinazok kozé tartozik) fokozott
expresszidjat tobb agressziv melanomas sejtvonalnal megfigyelték kordbban (Hofmann et al.
1999, Hofmann et al. 2000). Egyes szerzGk 6sszefligést talaltak az MMP-k és tumor specifikus
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tulélés kozott, mig masok korrelaciot igazoltak nyirokcsomdé metasztazissal, ami az MMP-k
potencidlis prognosztikai funkcidjat veti fel (Vaisanen et al. 2011, Candrea et al. 2014). A mi
munkacsoportunk nem talalt 6sszefliggést szérum MMP-2 koncentracié és a melanoma
progresszidja kozott, ugyanakkor immunfestéssel jelent8s mennyiségl aktiv. MMP-2
igazolddott a melanomas betegek szbvettani mintdiban szinte kivétel nélkil. Bar, nem
javasoljuk a szérum MMP-2 alkalmazdsat biomarkerként, a helyi expressziés mintdazat
kétségkivil hasznos informaciot szolgdltathat a betegség progndzisrdl és amelanoma
agresszivitasarél. TIMP-3 inhibiciéjat eredményez6 epigenetikai szabalyozds vagy
posttranszlacios maddositds szamos malignus folyamatban, ideértve a pigmentalt
bérelvaltozdsokat ismert jelenség, azonban TIMP-3 szoveti szintl valtozasait mi a fenti
beteganyag mintaiban kimutatni nem tudtuk (Hu et al. 2006, Martin del Campo et al. 2015,
Das et al. 2016).

MMP-2 expresszidjanak siRNS-sel vald blokkolasa és a TIMP-3 szubsztitucidja csokkentette a
melanoma sejtek invaziéjat és migraciojat. Osszességében a proteomikai és funkcionalis
adatok arra utalnak, hogy gasztrin a protedz / inhibitor tengelybe beavatkozva fokozza az ECM
degradaciojat elGsegitve ezzel a tumorsejtek disszeminacidjat és a melanoma progresszidjat.

Végezetiil tehat, a melanoma malignum is hozzdadhatd azon tumorok csoportjahoz, melyek
expresszaljak a CCK2 receptort. Gasztrin ismert funkcidinak listaja kib6vithet6 a melanoma
progresszidjat és metasztazisat fokozd hatadssal, melyet proteazok és novekedési faktorok
direkt és stroma sejtekbdl torténd indirekt felszabaditasa révén eredményez. Barmilyen
eredetli hypergastrinaemidval rendelkez6 betegek melanoma progresszié szempontjabdl
emiatt magas rizikéju csoportnak szamitanak.

16



6 Osszefoglalas és Gj eredmények

A kutatas célja a gastrointestinalis myofibroblastokon és human melanoma sejteken talalhaté
CCK2 receptorok szerepének vizsgalata volt. A disszertacié f6bb megallapitdsai a kovetkez6k:
a) CCK2 receptor a myofibroblastok 1-6%-andl expresszalddik; b) tumor asszocialt
myofibroblastok nagyobb ardnyban fejezik ki a receptort; c) agonista hatasara megemelkedett
intracellularis kalcium szint egy funkciondlis receptort igazol, mely tranziens mddon a
sejtciklus S fazisaban van jelen a sejtfelszinen; d) CCK2R a myofibroblastoknal elsGsorban a
gasztrin altal szabalyozott sejtmigracidban és invazidban jatszik szerepet, és kevésbé a
sejtproliferacidoban; e) human melanomas szévetmintak immunfestése a melanoma sejtek és
kisebb mértékben a melanocytak CCK2R expresszidjat igazolta; f) emelkedett szérum gasztrin
koncentracio és el6rehaladott melanoma stadium kozott szoros korreldcié igazolddott; g)
primer melanoma tenyészetek (Skmel-2, G361), dermalis fibroblastok és TGF-B transzformalt
myofibroblastok szintén expresszaljak a CCK2 receptort; h) gasztrin nincs hatdssal a melanoma
sejtek proliferacidjara, de fokozza a migraciot és sejtinvazidt in vitro; i) stromalis eredet(
sejtek (gyomor CAM, MSC, dermalis fibroblast) gasztrintdl flggetlentl fokozzak a tumor
stroma sejtek jelenlétében melanoma organoidokban; k) gasztrin stimuldlt melanoma
szekretom proteomikai vizsgdlata MMP-2 fokozott, TIMP-3 csdkkent termelését igazolta; 1)
MMP-2 inhibicio és TIMP-3 szupplementacié csokkentette a melanoma sejtek migraciojt és
Osszefliggést a betegség progresszidjaval, azonban az aktiv MMP-2 kimutathatd volt az 6sszes
melanomas mintaban.
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