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1. Bevezetés

1.1. A melanoma malignum kezelése a betegellatasban
A melanoma malignum (MM) a bérrakos okozta halalesetek 80%-ért felelds és magas kezelési

koltségekkel jaro kihivasok elé allitja az egészségligyi rendszert. A klinikai felismerés és a
szovettani vizsgalat alapjan torténd korai diagnozis, dontd fontossagu. Az attétek felismerése €s a
klinikai stadiumbeosztas az American Joint Committee on Cancer nyolcadik kiadasanak (AJCCS)
iranyelvei szerint elengedhetetlen a terapia megkezdése eldtt. Ami a melanoma terdpids
lehetdségeit illeti, a kinaz és immun checkpoint gatlok alkalmazasa a sejtproliferacio gatlasaval és
a lymphocytak aktivalasaval forradalmasitotta a melanoma kezelését az elmult 10 évben. Azonban
a terapia rezisztencia és a toxicitas, beleértve az immun-kapcsolt mellékhatasokat, tovabbra is
kihivast jelent.

1.2. A prognosztikai és prediktiv biomarkerek szerepe

A fehérjék, mint biomarkerek egyre nagyobb jelentdséggel birnak a betegségek
kimenetelének eldrejelzésében. Kozponti szerepet jatszanak a kiillonbozo korképekben, mint
példaul az autoimmun betegségek, a gyulladasok €s a rakos megbetegedések diagnosztikdjaban és
azok nyomon kovetésében. A prosztata-specifikus antigén példaul segit a lokalizalt prosztatarak
kimutatasdban, a magas tiroglobulin szint pedig eldre jelzi a pajzsmirigydaganat kitjuldsat. Az
elmult évtizedben olyan biomarkerek, mint a Breslow szint, a vér laktat-dehidrogenaz szint, a
génmutaciok (pl. MITF, CDKN2A) és az immunsejtek denzitdsa igéretesnek bizonyultak a
melanoma progresszidjanak eldrejelzésében, de nem standardizalhatok és kevésbé pontosak. A
melanoma szdvettandban a biomarkerek prognosztikai és prediktiv funkciokat is betolthetnek. A
BRAF mutaci6 fontos biomarkerként szolgal melanomaban. A mutacio féként a BRAF gén V600-
as pozicidjaban fordul el6 (pl. V60OE, V600K, V600R, V600D) és kdzponti szerepet jatszik a
kezelés kivalasztasaban is. A DNS-alapu PCR analizis, annak ellenére, hogy iddigényes ¢és
koltséges, tovabbra is a mutacio kimutatas elséként valasztandé modszere. Van alternativ modszer,
mint példaul a fehérjealapi immunhisztokémiai (IHC) festés a VEI klon antitesttel, amely
koltséghatékony ¢€s hozzaférhetd lehetoséget kinal a mutins BRAF fehérjék kimutatdsara.
Minimalis tumortartalmat igényel, és megérzi a fehérjeintegritast. Az IHC festés értékes
informéciot nyujt a tumor szovetrdl kiegészitve a PCR-elemzést a diagnosztikai értékelésben. Ez a

tézis részben e két modszer diagnosztikus eredményeinek az dsszehasonlitasat vizsgalja.



A terapias valaszt illetéen ismert, hogy a melanoma mutacids terhe és immunogén jellege miatt
nagyobb a valoszinlisége annak, hogy olyan mutdns fehérjék keletkeznek, amelyek
neoantigénekként szolgalhatnak, és ezaltal fokozzak az immunogenitast. Ezek a mutans fehérjék
szintén hozzajarulhatnak a terapias valasz eldrejelzésében. Napjainkban a prognozis leirasaban
fontos szerepet jatszik a mesterséges intelligencian alapulé digitalis patologia, amely a gépi tanulas
¢s a mélytanulas algoritmusait alkalmazo vizsgélatok alapjan a betegség kiujuladsanak a kockazatat
és a tulélést eldrejelezheti. Tovabba a proteomikai vizsgalatok formalinnal fixalt, paraffinba
agyazott (FFPE) melanoma mintdk segitségével betekintést nytjthatnak a tumor
mikrokornyezetébe és az ott zajlo progressziot segitd mechanizmusokba. Osszeségében
megallapithatjuk, hogy a melanoma molekularis jellemzdinek olyan ujszerti modszerekkel torténd
megismerése, mint a kvantitativ proteomikai, illetve az Al-vezérelt képalkotassal végzett digitalis
patologiai vizsgalatok, lehetdséget adhatnak személyre szabott kezelési lehetdségekre és jobb

terapias eredményekre.

2. Célok

Kutat6csoportunk prediktiv és prognosztikai céli biomarkerek formalinnal fixalt, paraffinba
agyazott melanoma mintabol torténé azonositasaval foglalkozik, uj modszerek segitségével. A
projekt keretében a kovetkezd céljaink voltak: (i) Két diagnosztikai eszkoz, a PCR technika és az
IHC festés, Osszehasonlitdisa a BRAF mutacioé kimutatasa céljabdl a rutin diagnosztikaban. (ii)
Prediktiv fehérjék azonositasa atfogd kvantitativ proteomikai vizsgalattal FFPE melanoma
mintakon a terapiara adott valasz el6rejelzése céljabol. (iii) Prognosztikus fehérjék kimutatasa Al-
alapu digitalis patologia és kvantitativ proteomikai modszer segitségével 12 korai stadiumu primer

melanomaban a progresszié elorejelzése céljabol.

3. Anyagok és modszerek
A BRAF kimutatasi vizsgalat és a prediktiv (I. kozlemény), prognosztikus biomarker (I1.
kozlemény) vizsgalatok alapjan az alabbiakban Osszefoglalom e tanulmanyok anyagat és

modszereit.

3.1. A tézisben szereplé tanulmanyok munkafolyamatai

A BRAF kimutatasi vizsgalatunkban 94 FFPE melanoma mintat retrospektive gyiijtottiink
klinikai adatokkal, beleértve a BRAF mutaciokra vonatkozdé PCR adatokat is. Ezeket a mintakat
VEL ellenanyaggal megfestettiik a BRAF mutalt fehérje kimutatasa céljabol. Azok a mintak,



amelyek PCR negativak voltak a BRAF mutaciokra, de diffuz pozitiv festddést mutattak
intratumoralis heterogenitassal, kvantitativ PCR vizsgalatot végeztiink. A BRAF mutaciora PCR
negativ, de fokalisan pozitiv festddést mutatdé mintakon ijgeneracios szekvenalas (NGS) analizist
végeztiink. Ezt kovetéen az eredményeket Osszesitettiik. A prediktiv biomarker vizsgalatban (1.
kozlemény) 90 FFPE melanoma mintat retrospektive gyijtottiink az onkologiai gondozas soran
nyert klinikai adatokkal egyiitt. A mintakat szovettani és nagyfelbontasu tomegspektrometrias
proteomikai vizsgalatoknak vetettiik ala. Végiil az eredményeket Kielemeztiik. A prognosztikai
biomarker vizsgalatba (1. kozlemény) hat korai stadiumu recidivalt és hat korai stidiumu nem
recidivalt FFPE melanoma mintat vontunk be. A mintakbdl hematoxilin és eozin (H&E) festéssel
metszetek késziiltek, amelyeket Al-alapu topografiai képelemzéssel vizsgaltunk, hogy digitalis
patologiai profilt hozzunk 1étre az egyes metszeteknek, ezzel automatikusan azonositva és kijelolve
a tumor és stroma teriileteket. Az annotalt metszeteken 1ézeres mikrodisszekciot alkalmaztunk a
tumor és stroma sejtek kinyerésére és a késobbi kvantitativ proteomikai vizsgalatokhoz. Végiil a

bioinformatikai és a proteomikai adatok biologiai értelmezését Osszesitettiik.

3.2. Betegcsoportok

A BRAF kimutatasi vizsgalatban 94 melanoma mintat gy(jtottiink 94 betegt6l. A vizsgalatba
olyan archivalt FFPE sz6évetblokkokat valasztottunk, amelyek BRAF immunhisztokémiai festéssel
¢s DNS-alapt BRAF mutacids statusszal rendelkeztek. A prediktiv biomarker vizsgalatba (I.
kozlemény) 53 primer és 37 metasztatikus FFPE melanoma mintat vontunk be. A Il. kozlemény
12 primer melanomaban szenvedd betegre terjedt ki. Valamennyi minta korai stadium, a diagnozis
felallitasakor AJCC8 IA-IIA stadiumba sorolt betegektdl szdrmazott. A harom vizsgalat mintait
Klinikai adatokkal (mint a nem, a primer melanoma diagnoézisakor betdltott életkor, a szovettani
paraméterek, a terapiara adott valasz és a tulélési adatok) egyiitt a Szegedi Tudomanyegyetem
Borgyogyaszati és Allergologiai Klinika adatbazisabol retrospektive gytjtottiik.

3.3.  Molekularis elemzés a BRAF kimutatasi vizsgalatban (PCR Sanger

szekvenalassal, NGS, qPCR)

A BRAF V600 mutaciok PCR analizisét FFPE mintdkon végeztiik Sanger szekvenalasi
technikdval. DNS-izolalassal és PCR-amplifikacioval azonositottuk a BRAF gén mutacioit
(V600E, V600K, V600R, K601E). Az IHC-vel azonositott fokalisan pozitiv esetek részletes

mutacidelemzéséhez 1j generaciods szekvenalast (NGS) alkalmaztunk, amely a kovetkezd 1épéseket



foglalta magaba: extrakcid, konyvtarépités és varianshivas FFPE szovetmintakbol. Az IHC-vel
azonositott intratumoralis ¢és diffiz pozitiv esetekben tovabbi mutacidelemzéshez gqPCR-t
alkalmaztunk, amely a DNS izolalasanak, a BRAF mutans allél kimutatasanak és a mutacios statusz

kiszamitasanak 1épéseit foglalta magéba.

3.4. Immunhisztokémiai validalas

A L és I1. kozleményben az archivalt FFPE szovetmintakat protokoll szerint metszettiik és
festettiik meg hematoxilinnal és eozinnal (H&E), a BRAF kimutatasi vizsgalatban pedig tovabbi
immunhisztokémiai (IHC) festést alkalmaztunk BRAF VE1 monoklonalis antitestettel. A BRAF
IHC tekintetében kiilonbozo festési mintakat figyeltiink meg, beleértve a diffiiz negativ, diffaz
pozitiv, diffuz pozitiv intratumordlis heterogenitdsu, valamint fokalisan pozitiv eseteket. A
vizualizalashoz nagy affinitdsu polimer alapu, alkalin foszfatdzhoz kotott masodlagos antitestet
hasznaltunk vords kromogén vagy specifikus HRP-alapia Dab kromogén festéssel. Végiil a
targylemezeket a BRAF kimutatasi vizsgalatban és a prediktiv (I. kozlemény), prognosztikus
biomarker (I1. kozlemény) vizsgalatokban egy automatizalt metszet szkennelébe (3D Histech Kft.,

Budapest, Magyarorszag) helyeztiik a szkenneléshez.

3.5. Digitalis patologia és lézeres mikrodisszekcio a I1. kozleményben

A H&E-festett FFPE szoveti metszetek képelemzésére mélytanulasi és gépi tanulasi
algoritmusokat hasznéltunk. Az integrativ képelemzést a Biological Image Analysis szoftver
(BIAS, v. 1.1.1.1, Single-Cell Technologies) segitségével végeztiik, amely magaba foglalta a kép
eléfeldolgozasat, a mélytanuldson alapulo képszegmentalast, a funkcio kinyerést és a szovetrészek
kategorizalasara szolgald gépi tanulasi eszkozoket. A tumor €s a stroma tartalmat annotacios és
szegmentaciés modszerek segitségével kiilonboztettiik meg. Az eldzetesen annotalt tumor- ¢és
stromalis sejteket automatizalt 1ézeres mikrodissekcioval izolaltuk, és az izolalt sejteket kvantitativ

proteomikai vizsgalatnak vetettiik ala.

3.6. Proteomikai analizis a minta el6készitésével, tomegspektrometrian

alapulo elemzéssel, adatelemzéssel az 1. és |1. kozleményben

Az |. kézleményben a minta el6készitési protokoll magaba foglalta a deparaffinizalast, a
fehérjeextrakciot, a fehérje emésztést, az LC/MS-MS elemzést és az adatbazis keresést adatfiiggd

adatgytjtési (DDA) moddal. A proteomikai adat keresésre UniProt human adatbazist és



spektrumkonyvtarakat hasznaltunk a sziikséges korrekcioval. A 11. kozleményben mikrodisszekalt
szovetmintak proteomikai elemzését az adatfiiggetlen adatgytijtési modszerrel (DIA) végeztiik el.
Majd, a DIA neuralis halozati szoftver a fehérje adatbazisok keresését végezte. Az adatokat a
Perseus platform segitségével dolgoztuk fel, és a fehérje értékeket log2-transzformaltuk, majd a
mintaban azonositott dsszes fehérje medianjaval korrigalva normalizaltuk az értékeket, akarcsak

az l. kozleményben.

3.7. Proteomikai adatok hozzaférhetosége és statisztikai elemzés
Az |. kézlemény proteomikai adatainak normalizalasa és a korrekcios adatok elemzésének a

leirdsa online elérhetd a kovetkez6 linken: https://github.com/bszeitz/MM pilot. A talélési és

proteomikai adatok elemzéséhez kiilonbozd statisztikai modszereket alkalmaztunk, tobbek kozott
Kaplan-Meier talélési analizist, Pearson Chi? tesztet kereszttablaval, Cox-regresszids tulélési
analizist és géncsoport dusulasi analizist (GSEA). Az alfa értékeket 0,05-re allitottuk be, és a 0,05-
nél kisebb p-értékeket szignifikansnak tekintettiik. A statisztikai elemzésekhez és az adatok
vizualizalasahoz a GraphPad Prism, az SPSS, a STRING, a Cytoscape és az RStudio programokat
hasznaltuk.

3.8. Etikai engedélyek
A harom vizsgalatot a svéd biobankokrol szolo torvények, a Helsinki Nyilatkozat

iranymutatdsai és eldirdsai szerint végeztiik, és a magyar Emberi Erdéforrasok Minisztériuma,
tovabba az Orszagos Tisztifdorvosi Feladatokért Felelés Helyettes Allamtitkarsag Egészségiigyi
Igazgatasi FOosztalyanak foosztalyvezetdje hagyta jova. A protokoll kodja MEL-PROTEO-001, a
jovahagyas szama 4463-6/2018/EUIG, a jovahagyas keltezése 2018. marcius 12. A legutobbi
modositasok jovahagyasi szamai: 2852-5/2023/EUIG (2023. februér 10.) és 2852-10/2023/EUIG
(2023. julius 12.).

4. Eredmények

A BRAF kimutatasi vizsgalat és a prediktiv (I. kozlemény), prognosztikus biomarker (I1.

kozlemény) vizsgalatok alapjan az aldbbiakban 6sszefoglalom e tanulmanyok eredményeit.

4.1. A BRAF kimutatasi vizsgalat eredményei

Az elérehaladott melanomak kezelésében fontos a melanoma részletes jellemzdinek a
meghatarozasa, mint példaul a BRAF mutacios statusz, amely elengedhetetlen a target terapia
elinditasa szempontjabol. Vizsgalatunk célja két diagnosztikai mddszer, a DNS-alapt polimeraz

lancreakcié (PCR) és a fehérjealapu immunhisztokémia (IHC) Gsszehasonlitasa volt a BRAF


https://github.com/bszeitz/MM_pilot

mutacié kimutatasa céljabol. Beteganyagunkban a Sanger-szekvenalas 94 mintabol 43 esetében
mutatott ki BRAFV600 mutéciot, tulnyomoérészt BRAFV600E mutaciot. Ezzel parhuzamosan
mind a 94 FFPE mintabol szarmaz6 targylemezt VEI antitesttel festettiik. A PCR analizis azonban
tovabbi mutaciokat azonositott, mint a V600K, V600R és K601E mutaciok, amelyeket a
BRAFV600E mutans fehérjére specifikus VE1-klon nem mutatott ki. Ezért ezeket az eseteket mind
az immunhisztokémiai eredményekbdl, mind a specificitasi €s szenzitivitasi értékekbdl kivettiik.
A VEI1 antitest festddési mintdzata alapjan négy csoportba soroltuk a mintikat, amelyeknek
nagyjabol egyharmada diffiiz negativ vagy nagyon gyenge festédést mutatott, mig 32 esetben
diffaz pozitiv festédést, 8 esetben difftz pozitiv fest6dést intratumoralis heterogenitassal, és 11
esetben pedig fokalis pozitiv festodést lattunk. A PCR és az IHC modszerek kozott szignifikans
eltérés mutatkozott (Pearson Chi-négyzet teszt, p < 0,05). Az Osszehasonlitd elemzés a
BRAFV600E IHC-n keresztiili kimutatasanak 100%-os érzékenységét mutatta 63%-os specificitas
mellett, 63%-o0s pozitiv €s 100%-o0s negativ prediktiv értékekkel. Eredményeink validalasa
érdekében tovabbi molekularis elemzéseket végeztink. A V600E mutans fehérje fokalis
expresszidjat mutatd PCR-negativ esetek Gjgeneracios szekvenalasa (NGS) kilencbdl egy mintaban
BRAF D594N aberraciot mutatott ki. A valds idejii polimeraz lancreakcié (qPCR), a PCR negativ
¢s intratumoralis heterogenitassal diffiz pozitivitast mutaté nyolc eset kozil csak egy esetben
igazolta a BRAFV600E mutacio jelenlétét, harom eset pedig hatarvonalon 1évé eredményt adott.

4.2. A prediktiv biomarker vizsgalat eredményei (I. kozlemény)

A prediktiv biomarker vizsgalatunkban (I. kozlemény) az immunterapiara adott valaszt
eldrejelz0 potencialis fehérjék feltarasara torekedtiink. Klinikai és globalis proteomikai expresszios
adatok felhaszndldsaval 77 beteg 90 mintdjat elemeztiik. A betegeknél a progresszidmentes tulélés
(PFS) alapjan azonositottuk az immunterapiara adott valasz potencialis prediktiv biomarkereit.
Tobbszorés Cox-regresszios modelleket készitettiink, amelyek jelentds osszefiiggéseket mutattak
a fehérjeexpresszio és a talélés kozott (tobbszoros Cox-regresszid p-értéke < 0,05) az
immunterdpiat kapott betegeknél. A fehérjék funkciondlis elemzése kiillonbdzd ttvonalakat emelt
ki, amelyek a kiilonb6zé PFS iddtartamhoz kapcsolodtak. Azoknal a betegeknél, akiknél
immunterapia adasat kovetden rovidebb progressziomentes tulélés volt detektalhato, olyan
fehérjék mutattak fokozott expressziot, mint a sejtes és metabolikus folyamatokban Kifejez6d6
VEGFA-VEGFR2 ttvonal (KEGG utvonal adatbazis, FDR <0,05). A VEGFA-VEGFR2

utvonalhoz kapcsoltan a NOS3 csokkent expresszidja az immunterapia kezelést kovetden hosszabb
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PFS-t mutaté betegeknél volt megfigyelhetd (Cox-regresszios teszt p <0,05). Emellett azoknal a
betegeknél, akiknél a tumor nem valaszolt az immunterdpidra (azaz néhany honap utan
progresszioba keriiltek), az RNS-splicing mechanizmusokban szerepet jatszo fehérjék, példaul az
SNRPB2, SNRNP70 és SNRPA1 (GO Biologiai Folyamatok, FDR < 0,05) fokozott expresszioja
volt észlelhetd. Azonositottunk olyan fehérjéket is, mint az extracelullaris matrixhoz és az
immunrendszerhez kapcsolodo fehérjék, amelyek fokozott kifejez6dést mutattak (KEGG tutvonal,
adatbazis, GO Biologiai Folyamatok, FDR <0,05) olyan betegeknél, akiknél az immunterapia
adasat kovetéen hosszabb progressziomentes talélés volt detektalhaté. Ugyanebben a
betegcsoportban, a neutrophil degranulacidban (pl. PNP (purin-nukleozid-foszforilaz), FTH1
(ferritin nehéz lanc 1)), immunregulacioban (pl. ADAM17 (ADAM metallopeptidaz domén 17)),
ECM-receptor kolcsonhatasban (pl. AGRN (Agrin) fehérje), az integrin sejtfelszini
kolcsonhatasokban és a sejtadhézioban (pl. ICAM2, COL4A2 és COL6A2 fehérjék) részt vevo
fehérjék szignifikansan fokozott kifejezédést mutattak.

4.3. A prognosztikai biomarker vizsgalat eredményei (II. tanulmany)

Ebben a tanulmanyban 12 korai stadiumt primer melanoma (AJCC8 IA-IIA a diagnéziskor)
mint4janak proteomikai vizsgalatat végeztiik el, hogy feltarjuk a betegség kiujulasahoz kapcsolodo
molekularis és szovettani markereket. A mintakat két csoportra osztottuk: az 5 éven beliil recidivalo
(n = 6) és az 5 éven beliil nem recidivald (n = 6) melanoma mintakra. A szovettani értékelésiink
korrelaciot mutatott a tumor vastagsaga (Breslow- és Clark-index, Mann-Whitney U teszt: p =
0,0022) ¢és a kitjulas kozott. Tovabba a klinikai stadiumok (IA-11A) (Fisher exakt teszt: p = 0,0606)
is hatassal voltak a kiGijulasra. A kvantitativ proteomikai vizsgalat el6tt az FFPE melanoma mintak
tumor és stromalis sejtjeinek izolalasat 1ézeres mikrodisszekcioval végeztiik el, digitalis patologia
segitségével. Al-alapu digitalis patologiai (Al-DP) analizist hasznaltunk, amely mélytanulasi és
gépi tanulasi algoritmusokat integralt a tumor és stroma sejtek pontos azonositasara a korai
stadiumu primer melanomak szovettani képeibdl. A betanitast és optimalizalast kdvetden az
algoritmus pontosan azonositotta a tumor- és stroma régiokat, valamint a normalis epidermiszt,
dermiszt, mirigyeket és kotdszoveteket. Osszességében mintegy 80%-o0s szegmentalasi
pontossagot ért el. Ezt kdvetden 1ézeres mikrodisszekciot alkalmaztunk a tumor és a stroma
elkiilonitésére a kvantitativ proteomikai vizsgéalat szdmara. HR-DIA-MS segitségével atfogo
proteomikai vizsgalatot végeztiink, amely soran az Gsszes mintaban tobb mint 7000 fehérjét

azonositottunk. A hierarchikus klaszterezés és a PLS-DA analizis egyértelmli proteomikai
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kiilonbségeket mutatott ki a tumor és a stroma kozott a két csoportban. A stromalis fehérjék
kifejez6dése differencialtabb volt a tumoros régiokhoz képest a két csoport kozott. A recidivalo és
a nem recidivaldo melanoma sejtek kozotti proteomikai kiilonbségeket tovabb vizsgaltuk a GSEA
(Gene Set Enrichment Analysis) segitségével. A recidivalo melanoma sejtekben a mitokondrialis
transzlacios Utvonalak és fehérjék (példaul ADP/ATP transzlokaz (ANT1, ANT2, and ANT3),
MCAM, HNRNPAL), tovabba olyan metabolikus utvonalak fokozott expresszioja volt lathato,
mint az oxidativ foszforilacio és a TCA-ciklus, mig a nem recidivalé6 melanoma sejtekben az
immunvalaszhoz kapcsolodo utvonalaknal mutatkozott fokozott expresszié (FDR, g-value < 0.05).
Emellett, a recidivalé melanoma sejtekben az immunvalaszban fontos szerepet betolté fehérjék
csokkent expresszidjat is észleltiik. Tovabba a nem recidivalé melanomak nagyobb mértékben
fejeztek ki olyan fehérjéket, amelyek az extracellularis matrixban, a mitofagiaban, az adaptiv
immunitasban és a korai immunvalaszban is szerepet jatszanak (FDR, g-value < 0.05). A recidivalo
¢s a nem recidivaldo melanomak stromalis sejtjei kozott a funkcionalis Gitvonal analizis kiilonb6z6
fehérje mintazatokat azonositott. A mitokondrialis transzlaci6 jelentds expressziot mutatott mind a
recidivald melanomak tumorsejtjeiben, mind a stromalis sejtekben (FDR, g-value < 0,05). A
recidivalé melanomakban a stromalis sejtek olyan utvonalakban mutattak fokozott kifejezédést,
mint az epitelidlis-mesenchymalis atmenet €s a PD-1 jelatvitel, 6sszehasonlitva a nem recidivalo
csoport stromalis sejtjeivel (FDR, g-value < 0.05). Ezzel szemben a nem recidivalé melanomak
stromalis sejtjei a recidivald esetekhez képest nagyobb aranyban mutattak ki olyan fehérje
jelutakat, mint az interleukinnal kapcsolatos jelatviteli Gtvonalak, a kollagén lebontasa és a

komplement mechanizmusok (FDR, g-érték < 0,05).
5. Megbeszélés

A tézisben harom tanulmanyt foglaltunk 6ssze, amelyek célja a melanoma prognosztikus és
prediktiv biomarkereinek azonositasa volt immunhisztokémiai (IHC), proteomikai és Al-vezérelt
képalkotassal végzett digitalis szovettani modszerek segitségével. BRAF kimutatasi vizsgalatunk
a PCR ¢és az IHC technikakat hasonlitotta 6ssze a BRAF mutacio kimutatasa céljabol a rutin
diagnosztikaban. A BRAFV600E THC festése FFPE metszeteken értékes informaciot ad a tumor
tulajdonsagarol és a fehérje expresszids mintazatokrol. Vizsgalatunkban az IHC validalas soran
négy festddési mintazatot tartunk fel, kiemelve az intratumoralis és fokalis heterogenitast. A PCR
¢s az THC eredmények Osszehasonlitdsakor szignifikans eltéréseket tapasztaltunk. Az IHC nagy

érzékenysége ellenére a BRAF V600E mutaciok kimutatasaban alacsonyabb specificitasi érték volt
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¢észlelhetd, amelyben az alpozitiv eredmények szerepet jatszottak. A szakirodalom alapjan a fals
pozitiv eredményeket kiilonboz6 BRAF pontmutaciok vagy antitest-keresztreakciok okozhatjak. A
szignifikansan eltéré eredményeket tovabb vizsgaltuk NGS és qPCR segitségével. Egy PCR-
negativ esetnél, amely diffuz pozitiv festddést mutatott intratumoralis heterogenitassal, a qPCR
pozitiv eredményt igazolt, amely a mutans DNS esetleges felhigulasi artefaktumara és ezzel a PCR
hasznalatanak korlataira hivta fel a figyelmet. Az NGS vizsgalatnal egy eredetileg PCR altal
mutaciora negativnak detektalt mintaban, amely fokalisan pozitivnak festédott, BRAF D594N
aberraciot azonositottunk, amely eredmény ravildgitott a részletes DNS-alapu PCR analizis
szlikségességére, kiilonosen a BRAF THC festddéssel nem egyértelmii vagy fokalisan pozitiv
eseteknél. Mind az NGS, mind a qPCR eredmények kiemelik, hogy a magas mutacios rataju
daganatok vizsgalatanal nem elegend¢ kizarolag egyetlen technikara tamaszkodni, és sziikség van
a PCR ¢és az IHC technikéak egyiittes alkalmazasara.

A prediktiv biomarker vizsgalatban (l. kozlemény) az immunterapiara adott valaszhoz kapcsolodo
fehérjéket és jelutakat azonositottuk FFPE melanoma mintakbol. Az immunterapiaban részesiild
betegeknél, akiknél rosszabb volt a terapids valasz és rovidebb a progresszidmentes tulélés, a
VEGFA-VEGFR?2 fehérjék fokozott expresszioja volt 1athato, amely utvonal a vaszkulogenezis
mechanizmusaban vesz részt. Irodalmi adatok alapjan ez az utvonal olyan folyamatokat segit eld,
mint a lokoregionalis nyirokmetasztazis, amely progressziohoz vezet. A kézelmultban a VEGFA-
blokkolokat, mint a bevacizumab (Avastin), rakellenes terapiaként alkalmaztik a tiid6- és
metasztatikus vastagbélrak esetében, amely, kapcsolodva eredményeinkhez, potencialisan szerepet
jatszhat a jovOben a melanoma kezelésében. Az RNS-splicing is hasonld fehérje expresszios
mintazatot mutatott ebben az alcsoportban. Ismert, hogy az RNS-splicing eldsegitheti a sejtfelszini
antigének elvesztését, ami immunterapiara kialakult rezisztencidhoz és progressziohoz vezethet.
Szamos tanulmanyban vizsgaltak olyan kismolekuldkat, amelyek megzavarjadk a splicing-
mechanizmusokat, és bar hatékonysaguk és biztonsagossaguk értékelése még folyamatban van, a
spliceoszoma ellenes gyodgyszerek potencialis lehetdséget adhatnak az immunterapidra kialakult
rezisztencia lekiizdésére. A jobb immunterapias valaszt mutatd alcsoportban az extracellularis
matrixhoz és az immunrendszerhez kapcsolodd fehérjék szdma jelentésen megndvekedett.
Kiilondsen a neutrofil degranulaciohoz és immunoregulacidhoz kapcsolddd utvonalak mutattak
fokozott expressziot, amelyek dsszhangban korabbi kutatasok eredményeivel potencialis terapias

célpontok lehetnek.
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A 1l. kozleményben korai stadiumii melanomas betegeknél a tumor és a stroma prognosztikai
utvonalait azonositottuk, kiemelve azok kolcsonhatasait. A szovettani értékelési eredményeinkben,
korabbi irodalmi adatokkal 6sszhangban, a nagyobb Breslow és Clark szintek magas kitjulasi
kockazatot prediktaltak a két csoport melanoma mintainal. Al-alapu képalkotassal végzett digitalis
patologiai vizsgalatot hasznaltunk a szoveti kompartmentek annotacidjahoz, amely jelentOs
pontossaggal (megkozelitleg 80%-0s pontossaggal) hatarolta el a tumor és a stroma régiokat. Bar
az eredmények igéretesek, a tanulmany kis elemszama miatt tovabbi vizsgalatra van sziikség. A
proteomikai eredmények &sszehasonlitasaval kapcsolatban megallapitottuk, hogy a mitokondrialis
¢s az immunvalaszhoz kapcsolt Gtvonalak szerepet jatszottak a melanoma kitijulasaban.

A recidivalé melanoma tumorsejtekben a mitokondrialis metabolikus utvonalak koziil az oxidativ
foszforilacio és a TCA-ciklus mutatott fokozott expressziot. Ezek a mechanizmusok a tumorsejtek
specialis fehérjék szintén fokozott fehérje kifejez6dést mutattak. Példaul a mitokondridlis
ADP/ATP-transzlokazok (ANT1, ANT2 és ANT3), amelyek fokozott ATP aramlast okoznak, az
MCAM elOsegiti az angiogenezist és az attétképzést, a HNRNPAI1 pedig hozzdjarul a
melanomasejtek metabolikus atprogramozasahoz. Ezen fehérje expressziok egy agresszivabb
fenotipust tiikroznek és hozzajarulnak a betegség kitGjulasahoz. Az irodalomban mar tobb
mitokondriumot célzd terapias lehetdséget leirtak. Az antibiotikumok koziil a Doxiciklin, a
Tigeciklin és az Azitromicin mutatott mitokondridlis gatld6 hatast a melanomasejtek
mitokondrialis funkcid gatld hatasa van és elésegiti az immun-medialt tumorsejtpusztulast, igy
igéretes terapias lehetdségnek tlinik. A nem recidivaldé melanomdk az immunvalasszal ¢és
mitofagiaval kapcsolatos tutvonalak fokozott expresszidjat mutattak, amely folyamatok a
kiujulassal szembeni védomechanizmusokban jatszanak fontos szerepet. A recidivaléo melanomak
stromalis sejtjei olyan fokozott proliferacidos utvonalak kifejez6dését mutattak, mint a PD-1
jelatvitel. A PD-L1 fokozott expresszidja a stroma sejtekben, valamint az adaptiv immunsejtek PD-
1 receptorahoz valo kotddése olyan jelatviteli kaszkadot indit el, amely gatolja az immunrendszer
altali ellenérzést. Tovabb4, eredményeinkkel 6sszhangban, korabbi kutatdsok bizonyitottak, hogy
mind az immunrendszerrel kapcsolatos utvonalak gatlasa, mind az immunsejtek tumor

crer

kedvezodtlen prognozishoz. Emellett, a mitokondrialis transzlacios fehérjék megnovekedett
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expresszidja volt lathatdé a recidivald melanomak stromalis sejtjeiben, amely felveti a tumor

tulajdonsagainak a stréma sejtjekre torténd atruhazas lehetdségét. Kutatasunk a korai stidiumban

1évé primer melanomdk esetében mind a tumorsejtek, mind a strémalis sejtek kiilonalld

molekularis mintdzatat azonositja, amely utvonalak segithetnek elérejelezni a melanoma 6t éven

beliili kijulasanak magas kockazatat.

6. A PhD munka 6sszefoglalasa, ij megallapitasai

Vizsgalatainkban 0sszehasonlitottuk a DNS-alapt PCR ¢és a fehérjealapu IHC technikakat

a BRAF kimutatasa szempontjabol, valamint (1j médszerek segitségével, mint a proteomika és az

Al-vezérelt digitalis szOvettan, prediktiv és prognosztikus fehérjék azonositasat végeztiik

formalinnal fixalt, paraffinba agyazott melanoma mintakbol.

Az IHC gyors ¢és koltséghatékony jellege ellenére a BRAFV600E mutacio PCR-rel és IHC-
technikaval tortén6 kimutatasanak eredményei k6zotti jelentds eltérések kiemelik a PCR és
az IHC kombinalt hasznalatanak fontossagat, kiilondsen az inhomogén ¢és fokalis BRAF-
pozitiv esetekben.

El6szor sikeriilt azonositanunk prediktiv fehérjéket és titvonalakat részletes proteomikai
szekvenalassal, formalinnal fixalt, paraffinba agyazott melanoma mintdkbol. A VEGFA-
VEGFR2 ¢és az RNS-splicing utvonalak fokozott expresszidja a rovid progresszidmentes
tuléléssel, mig az immunsejtekbdl és az extracellularis matrixbol szarmazé fehérjék és
utvonalak fokozott aktivitdsa a hosszu progressziomentes tiléléssel volt Gsszefliggésben az
immunterapia adasat kdvetden.

Eredményeinkben elsék kozott sikeriilt 1ézer mikrodisszekcioval nyert formalinnal fixalt,
paraffinba agyazott korai stadiumu melanoma mintakbol részletes kvantitativ proteomikai
szekvenalas ¢és Al-vezérelt képalkotdssal végzett digitalis patologia segitségével
prognosztikus fehérjéket és jelutakat azonositani.

Vizsgéalatunkbol kimutattuk, hogy a mitokondridlis transzlaciés ¢és sejtproliferacios
utvonalak fokozott kifejez6dése, valamint az immunvalaszhoz kapcsolt utvonalak csokkent
expresszioja kulcsfontossagu szerepet jatszik a korai stadiumi melanoma progresszidjaban

mind a tumor-, mind a stroma sejtekben.

Osszefoglalva, eredményeinkben a betegek alcsoportjaiban megfigyelt valtozatos fehérje

expresszios mintazatok arra utalnak, hogy az immunhisztokémia, a részletes kvantitativ
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proteomika és az Al-alapt képalkotassal végzett digitalis szovettani vizsgalatok, mint a ,,spatial”
proteomika aspektusai, tjonnan megjelend, kulcsfontossagu elemei a terapia kivalasztasnak és a

precizids orvoslasnak.
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