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A PALYAZAT TUDOMANYOS HATTERE

A heterogén fenotipusi melanocita eredetli malignus melanomat a legagresszivabb bor
daganatok kozott tartjdk szamon. A bér daganatok okozta haldlozasok dontd tobbsége az
attétes melanomaknak tulajdonithat6. Kialakuldsuk sordn a transzformalt sejtek altalaban
megtartjak pigment termeld képességiiket barnds 1ézidkat eredményezve a boron.

A jelenlegi WHO klasszifikdcio a klinikai €és szovettani jellemzok alapjan 4 altipust
kiilonboztet meg: 1.) felszinesen terjedd melanoma (SSM), a leggyakoribb forma, az esetek
kortilbeliil 75%-a ide sorolhatd, 2.) noduldris melanoma (NM), 3.) lentigo malignus
melanoma (LMM), mely leggyakrabban kronikus napsugarzasnak kitett borfeliileteken jelenik
meg, 4.) akralis lentigo melanoma (ALM), mely tipikusan a tenyér és a talp bdrén, korom
alatt vagy a nemi szervek és szajiireg nyalkahartydjan alakul ki. A klasszikus felosztas mellett
azonban a molekularis szintli karakterizalas is egyre nagyobb teret kap, mely alapvetden 2
tipust kiilonboztet meg a szoérrel fedett borfeliileteken kialakuld melanomak esetében: 1.)
kronikus napsugarzassal nem exponalt boron megjelend melanoma, mely gyakori BRAF
mutacio mellett, 10q delécioval (10g25: PTEN) vagy NRAS mutacioval jellemezhetd, 2.)
napsugarzas altal exponalt boron kialakuld6 melanoma ¢és az akralis melanoma nem
jellemezhetdé BRAFvagy NRAS mutaciokkal, viszont gyakori a CCNDI1 gén amplifikaciod
¢és az esetek megkozelitbleg 20%-aban KIT mutaciok jelennek meg. A sima bOrén vagy
korom alatt kialakulé tumorokat genetikai jellemzdik, mint az onkogén amplifikaciok és az
esetek mintegy 40%-aban kimutathato KIT amplifikacid vagy mutacio alapjan akralis
melanomaknak tekintik. Ezzel szemben a mukozalis melanomak kiilon csoportot képeznek
kromoszdéma eltérés mintazataik alapjan.

A malignus melanomat nagyfoku genomialis heterogenitas jellemzi. Az eltéré utvonalak
érintettsége ¢és az ezek kozotti interakciok komplexitasa azt sugallja, hogy az egyedi genetikai
¢s molekularis eltérések Onmagukban nem rendelkeznek dontd befolyassal a betegség
kialakulasara és progressziojara. Azonban a kiilonboz6 alteraciok halmozddasa, a tumor sejt
és mikrokornyezete kozotti ,,parbeszéd” egyiittesen mar képes eltéré klinikai-biologiai
kimenetel kialakitasara. fgy a molekularis tulajdonsagok figyelembe vétele segithet a jelenleg
1étez6 klasszifikacids rendszerek pontositasdban.

A palyazathoz kapcsolodd és korabbi array comparative genom hibridizacidos (aCGH)
vizsgalataink szdmos kromoszomalis régio, mint a 7q31 vagy 11q13 eltérésének a melanoma
agressziv viselkedésében betdltott szerepére vilagitott rd. A 7q31 lokusz magéaban foglalja a
FRA7G torékeny pontot, melynek kozvetlen kozelében taldlhatok olyan gének (CAV1 és
TES), amik lehetséges célpontjai a tumor genezis soran kialakuld genetikai alteracioknak. A
CAV1, a membran ,lipid tutajainak” f6 komponenseként a kiillonb6z0 fehérje interakciok,
mint EGFR, H-RAS vagy eNOS révén a sejt életének szamos aspektusat befolyasolja.
Azonban daganat progresszioban betdltott szerepe vitatott; apoptotikus és anti-apoptotikus
hatassal egyarant rendelkezik daganat tipus és stddium fliggvényében. Mig a TES, a fokalis
adhéziok kulcs molekuldjaként befolyasolhatja a tumor sejtek motilitasat.

A 11gl13-as lokuszon taldlhat6 CCND1 onkogén a sejtciklus G1/S féazis atmenet 6
szabalyozd molekuldja. Transzkripcidés aktivaldsa elsdsorban tirozin kindz recepetorok
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kozvetitésével a Ras—MAPK jelatviteli kaszkadon keresztiil valosul meg. Emellett egyéb
citokinek, transzkripcids faktorok ¢és extracellularis matrix fehérjék PI3K—Akt-mTOR
kaszkad stimuldcidja, valamint a csokkent protein degradacié szintén hozzajarul a
megnodvekedett CCND1 szinthez.

A fentiek alapjan, az 0 genetikai alteraciok és azok szerepének azonositisa a gén
expresszio szabalyozdsaban 0Osszehangoltan az epigenetikai folyamatokkal, tovabba a
malignus transzformacioban és daganat progresszidban szerepet jatszoé molekularis eltérések
jelatviteli utakban betoltott szerepének megismerése 0 tavlatokat nyithat a daganat ellenes
terapiaban. Az 0j genetikai eltérések diagnosztikai szerepének tisztazasa hozzéjarulhat uj
progresszi6é specifikus markerek megismeréséhez. A projektben ismertetett kutatasaink
ezeknek az eltéréseknek, molekularis kapcsolatoknak a megismerésére iranyultak,
megcélozva a 7-es €s 11-es kromoszoma génjeit.

1. A KUTATAS CELJA, A MUNKATERVBEN VALLALT KUTATASI
PROGRAM OSSZEFOGLALASA

— 11ql3 amplifikécios klaszterben lokalizal6dd gének melanoma prognézisban betdltott
szerepének, valamint a kopiaszam eltéréseik és a BRAF-, illetve NRAS-mutaciok
kozotti kapcsolat vizsgalata.

— BRAF vagy NRAS muticiét hordozd, illetve vad BRAF/NRAS genotipust
melanomakra jellemz0 genetikai eltérések dsszehasonlitasa array CGH analizissel,

— az eltérd genotipusu melanomékban a kiillonbozd jelatviteli itvonalakban és ttvonalak
kozotti interakcioban résztvevo gének eltéréseinek vizsgalata,

— T7-es ¢és ll-es kromoszOma genetikai eltéréseinek részletes feltérképezése array
comparative genom hibridizaciéval (CGH), az array eredmények validalasa
fluoreszcencia in situ hibridizaciés (FISH) mddszerrel. Szoveti microarray tervezése.
Epigenetikai eltérések és genom eltérések 6sszehasonlitd analizise.

— Az array CGH eredményeket alapul véve primerek tervezése TagMan real-time QRT-
PCR kisérletekhez (Applied Biosystems), annak érdekében, hogy detektaljuk a
vizsgalt gének MRNS expresszidjat a daganat progresszid kiilonbozo fazisaiban. A
daganat mintdk gén expresszids mintdzatdnak Osszevetése normal epidermisz és
naevus mintakéval, mig a melanoma sejtvonalak esetében normal melanocitdkéval. A
DNS kopiaszam eltérések meghatarozasa Q-PCR-rel is.

— Fehérje expresszids kisérletek kivitelezése, a molekularis biologiai jellemzdk
viszonyitasa a betegek klinikai paramétereihez, adatok 6sszegzése.

— Annak elemzése, hogy a 7-es és 11-es kromoszomakon lokalizal6do, génamplifikaciot
mutatatd eltéréseknek van-e prognosztikus és/vagy diagnosztikus jelentdsége.

— Eredményeink kozlése nemzetkdzi és hazai folyoiratokban, valamint eredményeink
bemutatasa hazai- és nemzetkdzi konferenciakon.
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1.  ALKALMAZOTT MODSZEREK ES STATISZTIKAI ELEMZESEK
I11./1. Genomikai és molekularis biologiai médszerek

Vizsgalatainkhoz a genomika modszerei (array CGH,, globalis génexpresszios eltérések -
Affymetrix cég altal kifejlesztett human Genechip U133 2.0 plus array-, ¢€s DNS metilacid
kimutatasara alkalmas microchipek) mellett a fluoreszcencia in situ hibridizacié6 modszereket
alkalmaztunk. Szoveti microarray ,fabrikalasa a DE OEC Pathologiai intézetével
kollaboracioban TMA Master (Carl Zeiss, Jena, Germany) alkalmazasaval tortént.
Eredményeink statisztikai elemzésével vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zd stadiumi és tipusu
szovetekre jellemzd genetikai eltérések és a génexpresszid mintdzata milyen dsszefiiggésben
all a human melanomak klinikopatholdgiai paramétereivel.

111./2. Array CGH eredmények statisztikai elemzése

Az eredmények kiértékelését SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) és R-2.15.0
program csomagok segitéségével végeztiik. Statisztikai elemzések: Az UCSC genome
browser weboldal (http://genome.ucsc.edu/) segitségével az array CGH soran hasznalt BAC
klénokat a human genomra térképeztiik. Az X és Y kromoszoman lokalizal6do oligonuleotid
prébakat és az ismert genom varidnsokat (Database of Genomic Variants:
http://projects.tcag.ca/ variation/) kizartuk a tovabbi elemzésbdl. A log2 transzformalt
adatokat a CGH-Explorer software 3.2 segitségével értékeltiik ki. Szignifikans eltérésnek a
tobbszords Osszehasonlitdsi korrekciot (FDR, false discovery rate) kovetd P<0,01 értéket
tekintettiik. Hatarértékként egy, az irodalombdl ismert és gyakran hasznalt értéket
alkalmaztunk a nagymértékii amplifikaciot (>0,55 log?2 rate), illetve a homozigota deléciot (<-
0,8 log2 rate) mutatd régiok azonositasara. Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk teszttel, a
variancak egyenl6ségét pedig Leven teszttel hataroztuk meg. Mivel adataink nem normal
eloszlast mutattak, ezért nem parametrikus teszteket alkalmaztunk. Ahol sziikséges volt, az
adatokat reciprok (CNI) vagy log, (mRNS szint) transzformalassal normalizaltuk. Receiver
operating characteristic (ROC) gorbe analizissel hatdroztuk meg a tlélési analizisnél az

optiméalis CCND1 CNI cutoff értéket. A modell magaban foglalta az ismert melanoma
prognosztikai faktorokat is, mint az ulceracio és az attétképzés.

111./3. Jelatviteli utvonalakhoz rendelhet6 genetikai eltérések elemzése

A jelatviteli utvonalakhoz rendelhetd genetikai eltérések elemzése soran a kiilonb6zd
utvonalak adatait a SignaLink adatbazisbol (http://signalink.org/) toltottiik le, majd ezeknek a
géneknek a kopiaszdm eltéréseit a legkozelebbi BAC klon (<2MB) segitségével becsiiltiik
meg. Egy jelatviteli utvonalban, illetve utvonalak kozotti kapcsolatot biztositd jelatviteli
interakcidt akkor tekintettiink sériiltnek, ha legalabb az interakcioban résztvevo egyik fehérjét
kiilonb6zé melanoma alcsoportokban a sériiltnek definialt jelatviteli interakcidk gyakorisagat,
az egyes utvonalakban és kiilonb6z6 Gtvonalak kozott is.


http://projects.tcag.ca/
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Random Forest analysis

Munkénk soran a microarray vizsgalatok tovabbi elemzéséhez a fent emlitett
statisztikai szamitdsok mellett Random Forest algoritmust hasznéltunk, mely az
adatbanyaszatban egy gyakran alkalmazott prediktiv modellezé technika. Az R statisztikai
program Random Forest csomagjat hasznalva kivalasztottuk, hogy a BRAF mutaciok mellett
mely gének eltérései modosithatjadk a MAPK jelatviteli titvonal miikodését (a BRAF onkogén
az EGF/MAPK utvonal {6 aktivatora, a melanoma kialakulasaért foként ennek az utvonalnak
az aktivalasa felel). El6szor a modszerrel kivalasztottuk a tizenot legfontosabbnak jeldlt U.n.
klasszifikatort (géneket) az EGF/MAPK jelatviteli utvonalbdl, majd keresztvalidacioval
megbecsiiltiik, hogy mekkora valoszintiséggel tudja a modelliink csupan ezen klasszifikatorok
eltéréseire alapozva a megfeleld daganat tipusba (BRAF mutaciét hordoz6 daganatok) sorolni
a mintdinkat.

Klaszter analizis

A cluster 3.0 programmal végeztiink hierarchikus klaszter analizist majd a TreeView
java programot hasznaltuk a klaszterek vizudlis megjelenitéséhez. Az analizis soran Pearson
korrelaciot és centroid vagy stlypont mddszert alkalmaztunk.

I11./4. Géneltérések és kliniko-pathologiai adatok dsszehasonlité elemzése:

A 7931 és CCNDI1 (11913) kopiaszamok és a vonatkozo kromoszoma kopiaszamok,
valamint a primer daganatok klinikai-patoldgiai paraméterei kozotti osszefiiggések feltarasara
Fisher egzakt, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney-Wilcoxon teszteket, és logisztikus regressziot
alkalmaztunk. Statisztikai interakcidt (egyvaltozds variancianalizis) szintén vizsgéaltunk annak
kideritésére, hogy a BRAF vagy NRAS mutacios statusz modositja e a CCNDI génalteraciok
hatdsat a vizsgalt kimeneti paraméterekre. A CAV1, TES vagy CCNDI génexpresszid ¢és a
primer daganatok klinikai-patologiai paraméterei kozotti osszefiiggéseket Kruskal-Wallis és
Mann-Whitney-Wilcoxon tesztekkel hataroztuk meg. A CCND1, BRAF és NRAS mRNS
szintek kozotti korrelcio kimutatasara Pearson korrelacidt alkalmaztunk. Az additiv és
multiplikativ  quickscore kiértékelési modszerek korreldcidjdhoz Spearman tesztet
hasznaltunk. A talélési analizist Kaplan-Meier, Log Rank és Cox regresszids tesztekkel
végeztik. A 0.05-nél kisebb p értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. Az
irodalommal 0sszhangban, a tobb mint kétszeres expressziod szintbeli valtozast alul- vagy
feliilexpresszioként definialtuk.

IV. APALYAZATI TAMOGATASSAL ELERT EREDMENYEK
IV./1. Primer melanomak gén képiaszam eltéréseinek analizise array CGH-val

Array CGH eredményeink szerint a vizsgalt primer melanomakban leggyakrabban
nagymértéki (>5MB) amplifikacié az 1q, 6p, 7931, 8gl1- 8912, 8921 - 8924, 11913, 15922-
15925, 17925, 19p13, 20p11-20q13 és 22q11-22q13 kromoszdma régidokon, delécid pedig az
1p36 - 1p35, 2q, 49, 5922 - 5923, 6q, 11914.1 - 11924.2, 13914 - 13931 and 17p13 - 17921
kromoszéma régiokban és a 9 és 10-es kromoszoémakon fordul el6.
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Megfigyelésiink szerint a BRAF mutaciot hordozé daganatokban szignifikdnsan
magasabb a kopiaszam eltérések szama a BRAF és NRAS mutaciot nem hordozé melanoma
szovetekhez képest (Mann-Whitney teszt; p=0,04 és p=0,01, a DNS tobbletekre és hianyokra
kiilon-kiilon). A leggyakoribb nagymértékii amplifikécié a 7q36.3 régioban figyelhetd meg,
ami ugyancsak a BRAF mutaciot hordoz6é melanomakra jellemz6 elsésorban. Ezen a région
lokalizalodik a PTPRN2 onkogén, amelynek szerepét Kkiterjedten vizsgaltdk emld
daganatokban, hiszen mas tipusu daganatok esetében a gén termék inhibicioja altal mar
sikeresen tudtak csokkenteni a metasztatikus attétek szamat. NRAS mutdciokat hordozo
primer tumorokra elsOsorban a 11g23.3-11q25 lokusz delécidja volt jellemz6. Ezen a
l6kuszon talalhato az egyik ismert tumorszupresszor gén, az OPCML, mely a receptor tirozin
hozhat6 gyakori deléciot a 17p13.3 kromoszomalis régidban figyeltilk meg, ahol eddig két uj
tumorszupresszor gént azonositottak (HIC1 és OVCAL), illetve megfigyelték, hogy ez a
l6kusz hemizigota allapotban sejtciklus deregulaciot valt ki €s tumorigenezist indukalt. Mind
a BRAF, mind az NRAS mutaciot hordozé melanomak gyakran hordoztak amplifikaciot a
6p22.3 (E2F3) és deléciot a 9p21 (CDKN2A) kromoszomalis régioban. A két onkogén

crer

17925 kromoszémalis szakaszon, illetve DNS hianyt a 4q23-q25 régioban.

IV./2. A BRAF mutacio jelenlétével osszefiiggésbe hozhaté gén alteraciok felderitése a
MAPK jelatviteli utvonalban

A MAPK utvonalbdl a Random Forest osztalyozod segitségével kivalasztottunk 15 BRAF
mutécioval Osszefliggésbe hozhatd gén kopia szdm eltérést szamos ismert (pl: EGFR, PI3K,
JNKK?2) és kevésbé ismert (pl: PEA1S5, ELK4, SHC1) onkogénnel. Tovabba detektaltunk egy
érdekes delécios mintazatot, amely a BRAF mutécio jelenlétével osszefliggésbe hozhatd (1.
Abra). Ezek koziil kiemelném a PTEN, JNKI1 és HVH-3 ismert tumorszupresszor gének

crer

egylittes deléciojat.
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1. Abra A BRAF mutacioval egyiittesen megjelend, a receptor tirozin kinazhoz kapcsolhaté jelatviteli
utvonalakban szerepet jatszo gének kopia szam eltérései

A PTEN egy jol ismert tumorszupresszor gén melanomakban, ellenben a HVH3 és JINK1
gének melanomaban betoltott szerepérdl igen kevés informécid all rendelkezésre. Az
irodalomban fellelhetd legijabb eredmények alapjan a HVH3 génrdl ismert, hogy az ERK2

ATF2 —
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gén inaktivaciojaért €s specifikus lokalizacidjaért felelés, melyet célzottan tamadva mar
sikeriilt a daganatok ndvekedését sikeresen gatolni. A JNKI1 —/— transzformalt egerekben
pedig spontan belso szervi daganatok kialakulasat detektaltak.

A jelatviteli utvonalak kozotti interakciok eltéréseinek vizsgdalata BRAF mutdciot
hordozo primer melanomdkban

Egy jelatviteli utvonalban, illetve utvonalak kozotti kapcsolatot biztositd jelatviteli
interakcidt akkor tekintettiink sériiltnek, ha legalabb az interakcioban résztvevo egyik fehérjét
BRAF mutaciét hordoz6 daganatokban, a MAPK-JAK jelatviteli utvonalak kozotti jelatviteli
interakciok gyakrabban sériiltek, mint a vad tipusi BRAF gént tartalmazé melanomékban.
Hasonl6 mintazatot taldltunk a MAPK-IGF ¢és JAK-IGF utvonalak kozott is. Tovabba
ravilagitottunk a Hedgehog (HH) utvonal alteracidinak jelentdségére is a BRAF mutans
melanomékban (2. Abra).
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2. Abra A genetikai eltéréseket kiilonboz6 jelatviteli Gitvonalakban szerepet jatszo
génekhez kapcsolasa SignaLink programmal. A BRAF muticiot hordozé daganatokban
leggyakrabban az EGF-JAK szignalizacios utvonalak kozotti interakcioban résztvevo gének
sériilnek. a jelatviteli interakciot sériiltnek definialtuk, ha az interakcioban résztvevd egyik

crer

ArrayCGH redményeink alapjan megallapithatjuk, hogy:

- A BRAF mutaciét hordoz6é daganatokban a leggyakoribb eltérés az 1-es kromoszdéma
hosszl karjanak (1q23-1g25), illetve a teljes 7-es kromoszomanak a DNS-tobblete és a 10-
es kromoszoma hosszi karjanak (10g213-10926) hianya. Az NRAS mutaciét hordozo
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daganatokra a 11022.3-11g25 régiot érintd delécid a jellemzd6. Hierarchikus klaszter
analizis alapjan a 10-es kromoszdma hossza karjanak delécidja szignifikdnsan gyakrabban
fordult el6 a BRAF mutéciot hordozé €s elérehaladott stddiumt primer daganatokban.

- Korrelacios analizissel tovabbi kromoszdma lokuszokat azonositottunk, amelyek genetikai
eltérései nagy gyakorisaggal, egyiittesen fordulnak eld a kiilonb6z6 genotipust primer
daganatokban.

BRAF mut NRAS mut

7chr T
109 ¥

1923-g25 1

1123.3925 |
17p13.3 |

6925.3-q27 §

EGFR, PI3K,
JNKK2

PTEN,
HVH-3,
JNKA1

less frequent
Tchr gain

3. Abra a két mutécios alcsoporthoz tartozo leggyakoribb kopiaszam eltérések osszefoglalasa. A

crer

vagy csokkenését/deléciojat jelzik.

arrayCGH eredményeinket osszefoglalva elmondhatjuk, hogy annak ellenére, hogy az NRAS és a
BRAF onkogén aktivacidos mutacioi ugyanazon szignaltranszdukcios utvonalat aktivaljak, a
primer melanomak tumorigenezise soran eltéré genetikai alteraciokkal kooperalnak (3. Abra).
Ez a melanoma progresszi6 soran tapasztalt jelenség rendkiviil figyelemre mélto, hiszen arra
utalhat, hogy a BRAF és NRAS mutaciok egyfajta vezérld er6ként funkcionalnak az alternativ
genetikai utvonalakat feltételez6 melanomagenesis soran. Ezen eltérések felfedezése 1)
specifikus terdpids targetek azonositasara nyujt lehetdséget a mutaciok hatasanak gyengitését
célzo kezelések mellett.

IV./3. Eltéré biolégiai viselkedésii primer melanomak FISH analizise kromoszéma
centroméra, valamint 7931 lokusz specifikus DNS prébakkal

A T-es kromoszoma és a 7031-es régio FISH-el kimutatott szambeli eltérései, kiértékelési
modszerek

Vizsgalataink soran tanulmanyoztuk az arrayCGH-el gyakran detektalt 7931 lokusz
amplifikacié (4. abra), valamint a 7-es kromoszoma szambeli eltéréseit, ezek kapcsolatat a
sporadikus malignus melanomak klinikai-patologiai paramétereivel. Az interfazisos FISH
kisérleteket friss-fagyasztott tumorokbodl készitett lenyomat preparatumokon végeztiik, ahol a
minta készités soran a szoveteket egy el6zbleg szilannal kezelt targylemezhez érintve teljes,
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ép sejteket kaptunk. A preparatumokon ezt kovetden ellendriztiik az adott minta ploiditas
mintazatat (1, 3, 6, 7, 8, 9 és 10-es kromoszoma specifikus probak) a tumorsejt tartalom
megallapitasara. Azokat a mintakat, melyekben legalabb 3 kromoszéma a sejtek tobb mint
30%-4ban nem mutatott aneuszomiat, kizartuk a késobbi analizisekbdl. Az alkalmazott gyari
FISH probékat egészséges human vérbdl nyert normal limfocitdk kromoszéma prepardtuman
teszteltiik, ahol a normal 2 kromoszéma/2 lokusz kopia aranytol valo eltérés kevesebb, mint
1% volt.

o2 qi1.21 [qli22, qu1.23 s o

q3%6.1 q36.3

i, ! ' v o e 590 o ' e

N : 22
| -

19092402_01_normalized_segMNT; Chromosome 7

4. abra — Reprezentativ array CGH profil a 7-es kromoszoman melanomakban eléforduld
eltérésekrdl. A 7931-es lokusz genom eltéréseit piros kor emeli ki. Kék szinii savokban a kopiaszam
tobbletet, mig piros savokban a kdpiavesztéseket abrazoltuk. Az abra felsé részén elhelyezkedd
annotacios rész szemlélteti a gén, exon, CNV (kopiaszadm variabilitas; a Center for Applied Genomics’
Database of Genomic Variants adatbazis alapjan) és miRNS adatokat, amennyiben elérhetéek. Az y
tengely abrazolja az egyes probak median log ratiojat, mig az x tengelyen a régdk Mb tavolsaga van
feltlintetve a kromoszoma p kar végétol.

A FISH eredmények kiértékelése

A. kopiaszam kategoria

A centromérdhoz viszonyitott 7q31 kopiaszam értékek, ahol az egyes tumor mintdk
kategorizalasa minden esetben a dominans 7q31 kopiaszdm kategoria alapjan tortént. A
modszer elénye, hogy kizarhaté az un. latszélagos amplifikacio jelensége, ahol a teljes
kromoszoma tobblete vonja maga utan a régid tobbletét, igy a valos amplifikacid mértekét
lehet meghatarozni. Ugyanakkor a dominans sejtpopulaciéo alapjan torténd besorolas
elfedheti a minor populaciok hatasat, ami nehézkesebbé teheti a heterogénebb mintak
kezelését.

Osszesen 4 kopiaszam kategoriat alkottunk. Amelyik minta nem felelt meg a felallitott

kritériumoknak a vizsgalt régidra, normalnak vettiik. A kdpiaszam kategoridk az aldbbiak
voltak:

1. Delécio: a lokusz kopiaszama kevesebb a hozzatartoz6 kromoszéma kopiaszdmanal a
sejtek >10%-aban.
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2. Latszdlagos amplifikidcid: a kromoszoma kopiaszama megegyezik a lokusz
kopiaszamaval, de tobb mint 2.

3. Kismértékli amplifikécio: a lokusz kopiaszam maximum 5x nagyobb a kromoszéma
kopiaszamanal, de nem haladja meg a sejtenkénti 10 kopiat.

4. Nagymértékii amplifikdcio: a lokusz kdpiaszdm tobb mint 5x nagyobb a kromoszéma
kopiaszdmandl, és meghaladja a sejtenkénti 10 kopiat a sejtek >10%-aban.

B. kopiaszam index (CNI)

Az adott mintdban szamolt sszes szignalszam sejtszamra korrigalt értéke, mely megadja
az adott mintaban a sejtenkénti atlagos lokusz kopiaszamot fiiggetleniil a kromoszéma
szamatol. A moédszer eldénye, hogy képet kapunk a valds géntobbletrdl, mely végsdé soron
befolyassal lehet az itt lokalizalodo gének kifejezodésére.

C.7q31/7c arany

A lokusz és a centroméra adott mintaban leszdmolt 6ssz szigndlszdmainak hanyadosa. A
kapott érték egy folytonos valtozoként kezelhetd ardnyszam, mely altal korrigalhat6 a
kategorizalasnal fellépo fent emlitett hiba. Viszont nehezen kezeli azokat az eseteket,
melyekben a kromoszoma és a lokusz is 10 feletti sejtenkénti szignalszammal
jellemezhetd. Mivel a 10 koépia mar jelentds tobbletnek mondhatd, ezért az e feletti
értékeket egységesen ,,tobb mint 10”-ként regisztraltuk. Azonban az ugynevezett ,,double-
minute” kromoszomak gyakori jelenléte a régio kromoszoma szamat meghalado tobbletére

crer

aranyszam ellenére.

5. abra - 7q31 kopiaszam eloszlas interfazisos
melanoma sejtekben. A 7-es kromoszoma
centroméra specifikus proba SpectrumGreen jelolt
(zo6ld szignal), mig a 7q31 lokusz specifikus proba
SpectrumOrange jeldlt (piros szignal). A
sejtmagok DAPI-val festettek (kék szignal).

A.) 7931 latszolagos amplifikacio, B.) 7931
delécio, C.) 7q31 kismértékii amplifikacio és D.)
7931 nagymértékii amplifikacio, ,,scattered” tipusa

Osszesen 75 primer melanoma mintat valasztottunk ki FISH analizishez (34 né és 41 férfi).
A betegek atlagos életkora 61,9 £ 13,3 év volt (33-87 év). A betegek 9%-a (N=7) esett az 5
éves kovetési idon belill, igy mintdik nem vettek részt az attétképzéshez és tuléléshez
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kapcsolodo vizsgalatokban. A betegek, primer tumor diagndzisat és mutéti eltavolitasat
kovetd atlagos tulélése 4,1 £ 3,3 év volt (0,04-14,5 év). Mind a 7-es kromoszoma, mind a
7031-es régio6 sejtenkénti kopiaszama 1 és tobb mint 10 kozé esett. A primer tumorok 79%-
aban észleltiink 7-es kromoszoma aneuszomiat, mig a mintadk 95%-a mutatott valamilyen
7931 kopiaszam alteraciot. A 7-es kromoszéma CNI 1,8 - 13,0 kéz¢, mig a 7q31 CNI 1,2 -
13,3 kozé esett. A 7q31 lokusz CNI-e jol korrelalt a 7-es kromoszoma kopiaszam eltéréseivel
(p<0,001, Fisher egzakt teszt). A 7q31-es régi6 FISH-el talalt jellegzetes kopiaszam eltéréseit
az 5. Abran foglaltuk 6ssze.

71%-aban figyeltik meg (N=53), mig a mintdk 19%-a (N=14) lokusz delécidval volt
jellemezhetd. Nagymértéki amplifikaciot 9 esetben (12%) detektaltunk. Egy minta
kivételével, ezek a melanomak eldérehaladott stadiumu, agressziv fenotipust daganatok voltak,
melyek tavoli attéteket képeztek, foként a tiidobe és az agyba.

Primer melanomak klinikai-patolégiai paraméterei és a 7q31 képiaszam eltérései
kozotti kapcsolat

Az elemzés soran elsésorban az AJCC (American Joint Commette on Cancer) altal a rossz
progndézis ismert prediktoraiként definidlt paraméterekre fokuszaltunk. Ezek kozé tartozott a
felszini kifekélyesedés, attétképzés, Breslow tumor vastagsdg, szovettani altipus és a
melanoma specifikus haldlozéas. A vizsgalat paraméterek listajat kibdvitettiik az attétképzés
helyével, valamint a kronikus napsugarzasnak vald kitettséggel is, mivel ezek fontos
informécioval szolgalhatnak egyrészt a metasztatizalé hajlam jellegérdl (limfogén és/vagy
hematogén tUton torténik), masrészt indirekt modon az eltérések UV sugarzéassal vald
Osszefliggésérol.

A kronikus napsugarzasnak valo kitettséget, a klinikai gyakorlatnak megfeleléen a primer
tumor anatémiai elhelyezkedése alapjan hataroztuk meg (alkar, 1abszar és fej, kivéve a hajas
fejbor). Az attétképzés €s talélés analizise soran minimum 5 éves kovetési 1dot alkalmaztunk,
mivel az irodalom alapjan az attétes betegek tobbsége a primer tumor megjelenését kovetd 3
éven beliil képez metasztazist.

A 7q93l-es régido kopiaszam indexe szignifikdnsan magasabb volt azokban a primer
1ézidkban, melyeket metasztatizald hajlam (p=0,012) és kifekélyesedé felszin (p=0,002)
jellemzett, valamint a betegség 5 éven beliil halalhoz vezetett (p=0,048). Tovabba, az 50
évnél idésebb betegek szintén emelkedett 7q31 kopiaszammal voltak jellemezhetdek a
fiatalabb korcsoportokhoz viszonyitva (p=0,038). Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy a
7031-es régio tobblete primer melanomakban rossz prognézissal tarsul. A régio eltérések és a
Klinikai-patologiai paraméterek kozotti kapcsolat vizsgalatanak eredményeit az 1. tablazatban
foglaltuk 6ssze. A FISH vizsgélatba bevont tumor mintdk kozott 7 esetben volt olyan primer
tumor, melynek metasztazisa (lokalis nyirokcsomo) is elérhetd volt a 7q31-es régio
kopiaszdm valtozadsainak tanulmanyozasara. FISH eredményeinket a 6. abran foglaltuk ossze.
A tumor parok atlagos kopiaszdma nem tért el szignifikdnsan, ami arra enged kdvetkeztetni,
hogy a 703l-es régio eltérései sok esetben mar a primer tumorban megjelennek és
fennmaradnak az attétképzést kovetden is.

12



OTKA azonosito: 75191 ZAROJELENTES
témavezeto: Dr. Balazs Margit

1. tablazat — A 7q31 kopiaszam eltérések és a primer melanomak klinikai-patoldgiai paraméterei
kozotti Osszefiigges.

Atlagos 7q31

Paraméter Mintaszam L2 +SD'  p°
kopiaszam index
Ulceracio 0,002
nem 30 3,0 1,3
igen 45 4.7 2,6
Attétképzés 0,012
nem 20 3,1 15
igen 48 4,6 2,6
Attétképzés helye 0,108
bor/nyirokcsomo 16 3,5 2,0
tavoli szervi 18 51 2,5
tobbszoros® 14 4,8 2,9
Breslow vastagsag (mm) 0,291
<2,0 21 3,3 1,5
2,0-4,0 13 4.4 2,5
>4,0 41 4,3 2,6
Szovettani altipus 0,477
Ssm* 43 3,8 2,1
NM® 32 4,4 2,6
Beteg tulélése 0,048
¢életben van 28 3,5 1,7
elhunyt 40 45 2,7
Kroénikus napsugarzasnak Kitettség 0,627
nem 45 4,0 2,1
igen 30 41 2,6

Ystandard devicio; *kétoldalii Mann-Whitney-Wilcoxon vagy Kruskal-Wallis teszt; *bér/nyirokcsomoé
és tavoli attétet is képzett; *felszinesen terjedé melanoma; *nodularis melanoma
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Atlagos
7q31/7¢ ardny No.1 No.2 No.3 No. 4 No.5 No. 6 No.7
Primer 1.25 1.10 1.47 1.18 0.69 0.94 2.39
Metasztazis 3.28 1.26 1.05 1.11 2.64 1.10 2.47

6. abra — A 7931-es régio és 7-es kromoszoma kopiaszam eltérései primer melanomakban (P) és
bel6liik szarmazo nyirokcsomo metasztazisokban (M). Az oszlop diagram alatti tablazatban
mintaparonként vannak feltiintetve az egyes mintakra jellemz6 7q31/7¢ aranyszamok.
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Bar az 5-0s mintaparnal csak a metasztazisban figyelilk meg 7q31 eltérését, mely azzal
magyarazhato, hogy a primer minta heterogén sejtpopulaciok egyiittese volt a vizsgalt régidt
illetéen (lokusz delécio és amplifikacio egylittes eldforduldsa), igy az egyes sejtpopuléciok
eltérései atlagolodtak. A 7q31/7c aranyra 3 mintapar mutatott eltérést (1, 5 és 7). Az elsd és
6todik tumor parndl a 7q31/7¢ arany jelentdsen nagyobb volt az attétben, a hetes mintaparnal
mind a primer tumorra, mind a metasztazisra magas gén/centroméra arany volt jellemzo.

IV./I3A CAV1 és TES gének mRNS és fehérje expresszios eltérései és kapcsolata a
7031 kopiaszam alteraciokkal

A 7qg31l-es régio egy kozel 20 millié bp-nyi szekvencia a 7-es kromoszéman, mely 424
gént foglal magaba. A daganat progresszid soran kialakuld mutaciok szempontjabol
kitiintetett a FRA7G torékeny pont, melynek kozvetlen szomszédsagaban lokalizalodik a
CAV1 ¢s TES gén. Poziciojukbol kifolyolag igy ezek a gének potencidlis melanoma
markerekként szolgalhatnak. Korabbi tanulményok a CAV1 multifunkciondlis vazfehérje
vitatott szerepét mutattak ki szamos human daganat fejlédésében, ahol a molekula daganat
invazidban és attétképzésben betoltott szerepét igyekeztek feltarni. Mig a TES, a fokalis
adhéziok kulcs molekulajaként az invazidban és a tumoros sejtek kihorgonyzasaban tolthet be
szerepet. Molekularis szinten, melanomdkban azonban még kevéssé vizsgalt génekrdl van
sz0. Ezért vizsgélataink ezen szakaszdban a CAVI1 ¢és TES gének génexpresszios
valtozasainak feltérképezésére fokuszaltunk, a melanoma progresszidban betdltott szerepiik
mélyebb megértésére.

Osszesen 33 friss-fagyasztott primer melanoma mintan volt lehetdségiink a CAV1 és TES
mRNS expresszid6 meghatarozasara, melynek eredményeit a primer tumorok klinikai-
patologiai paramétereivel vald osszefliggések tiikkrében a 2. tablazatban foglaltunk 6ssze.

A CAV1 mRNS expresszi6 szignifikansan magasabb volt vastag daganatokban (p=0,002),
mig a TES mRNS szintek eltérést mutattak a kiilonb6z6 helyen lokalizalodo attétekkel
rendelkezd primer tumorokban (p=0,011).

Fehérje szinten Osszesen 60 primer melanoma mintan volt lehetdséglink meghatarozni a

CAV1 ¢és TES expresszios eltéréseket szoveti microarray segitségével. A multiblokkok
készitése sordn az eldzdleg dermatopatologusok segitségével validalt mintak tumor sejt dus
tertilete1 kertiltek kivagasra. Ahol a szovet nagysaga erre lehetdséget adott, a szovetet 3 minta
»spot” reprezentalt az arrayken,. Ezaltal feltérképezhettiik a tumoron beliili heterogenitas
mértékét is, mely foként a vastag daganatok jellemzdje. Az elkésziilt multiblokkoknél az
immunhisztokémiai (IHC) festések el6tt ellendriztiik, hogy a megfeleld részek keriiltek e
kivagasra. Az IHC eredményeket a fehérje festddés intenzitas mértékét figyelembe vevd 4
fokozati skala segitségével értékeltiik ki, ahol 0: nincs festédést; 1+: hatarozott, de enyhe
festddést; 2+: kozepes mértékti festddést; és 3+: erds festddést jelentett. A mintankénti
triplikditumok egyedi eredményeit egyetlen értékké osszesitettiik. A CAV1 —re 51, mig a TES-
re 55 mintat tudtunk kiértékelni, 46 atfedd minta volt mindkét fehérjére.

A Klinikai-patologiai paraméterekkel vald Osszefiiggések statisztikai analizise soran az
alabbi eredményeket kaptuk. Hat vastag (>4,0 mm) ¢és el6rehaladott stddiumu 1ézié mutatott
magas intratumoralis heterogenitast a morfologiailag kiilonbozo sejtek kozott (pl. habos vs.
orso sejtek). A melanoma szoveteket a CAV1 fehérjére elsésorban membran pozitivitas és
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gyenge diffuz citoplazma pozitivitas jellemezte, mig a TES gyakran képezett plakkokat a
membranban, melyet gyenge plazma pozitivitds is kisért. A CAV1 fehérje valamilyen foku
expresszidjat a primer melanomdk 83%-aban detektaltuk, mely egyediil a Breslow
vastagsaggal mutatott szignifikans 0sszefiiggést (p=0,038; Fisher’s egzakt teszt). A vastagsag
novekedésével csokkent a CAVI1 szint (7. abra), mely feltételezett tumorszuppresszor
fehérje hiany a molekula Gsszetett szerepét vilagitja meg. TES fehérje expresszio az esetek
76%-aban jelentkezett, azonban egyetlen vizsgalt paraméterrel sem taldltunk szignifikans
Osszefiiggést.

2. tablazat — A relativ CAV1 és TES mRNS szintek és a primer melanomak klinikai-patologiai
paraméterei kdzotti korrelacio

Paraméter Mintaszam CAV1 p' TES p
.2 SSM 20 4,71 £0,41 1,64 £041
Altipus NM 13 205169 9207 491049 0870
Breslow <4,0 21 5,65 + 2,84 1,97 + 0,43
vastagsdg (mm) >4,0 12 1,15+ 0,88 0,002 0,91 +£0,35 0,063
O nem 16 2,62 +0,70 2,09+0,51
Attthépzés igen 17 s42:360 097 Tiaig34 0191
... 3  ¢letben van 23 3,01 £0,96 1,96 £ 0,42
Beteg tulélése elhunyt 10 6.48 £ 593 0,125 0.78 £ 0.24 0,057
Attétképzés bor/nyirokcsomo 6 3,96 + 3,38 1,89 £0,90
helve p tavoli szervi 5 12,13+11,91 0,702 1,10+ 0,21 0,011
Y t5bbszoros 6 1,27 + 0,56 0,42 40,12

IMann-Whitney-Wilcoxon vagy Kruskal-Wallis teszt; “SSM: felszinesen terjedé melanoma, NM:
nodularis melanoma; *minimum 5 éves kovetési id6; a szignifikans p értékek bolddal vannak jelezve

Tizenhét primer melanoménal volt lehetdség a 7q31 kopiaszam alteraciok, CAV1 és TES
mRNS és fehérje expresszios szintek kozotti kapcsolat elemzésére. Az eredmények szerint a
lokusz tobblete nem vagy gyenge korrelacidoban all az itt lokalizalodd6 CAV1 és TES gének
mRNS ¢és fehérje szintjeivel. Ennek egyik oka lehet a 7q31 heterozigota vesztése, igy a
fennmaradd gén kopia még elegendd lehet a zavartalan mRNS szintézishez. Az is
el6fordulhat, hogy az amplifikdci6 nem a teljes lokuszt érinti. A kérdés pontos
megvalaszolasdhoz nagyobb atfeddé mintapopulacio vizsgalatat tervezziik.

A ) : B - aigsaenl

500 pm
—_

7. abra — CAV1 fehérje expresszio és a Breslow vastagsag kozotti 6szefliggés. A.) Erds
fehérje kifejez6dés egy Ill-as stadiumi, vékony mintaban, B.) gyenge fehérje kifejezddés
egy IV-es stadiumu, vastag primer melanoméaban. A CAV1 fehérje VIP festéssel, mig a
sejtmagok metilzolddel vannak jel6lve.
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Osszességében eredményeink a CAV1 molekula lehetséges kettds szerepére utalnak.
Egyrészt a csokkent fehérje expresszio a tumor sejtek fokozott proliferacios képességével
vagy a kaszpaz-3 utvonal sériilése révén az apoptozissal szembeni rezisztencidval tarsulhat.
Azonban a fehérje teljes elvesztése a daganatos szovet csokkent neovaszkularizacidjat és a
tumor szupresszidjat is eredményezheti a citokin jelatvitel gatlasa vagy a fokalis adhézios
domén szerkezet stabilizaldsa altal. Ugyanakkor a CAV1 szamos interakcios partnerrel
rendelkezik. Ezen partner molekulak alteracioi szintén hatassal lehetnek a CAV1 melanoma
progresszidban betdltott szerepére, hasonldan a Galectin-3-hoz, mely képes feliilirni a CAV1
tumor szupresszor hatdsat pajzsmirigy rakokban, migracidt eredményezve. Végiil, a fehérje
variansai is (vad tipust a €s csonka B forma) eltérd funkciojiiak. A csonka forma N-terminalis
végérol hianyzik egy Tyr-14 régid, mely foszforilaciot kovetden eldsegitené a mitokondrialis
apoptozist. A TES esetében a molekula eltérései altalanossagban nem mutattak szignifikans
Osszefliggést a primer 1éziok metasztatizald hajlaméaval. Azonban az mRNS szint valtozéasa az
attétképzés helyének fliggvényében megerdsiti azt a hipotézist, hogy a TES valamilyen
modon hatéssal lehet a melanoma invéziora.

1V./3B A 7-es kKromoszéoma és a 7q31-es lokusz kopiaszam eltérései, a CAV1 és
TES gének expresszioja human melanoma sejtvonalakban

A szoveti mintadkon kapott eredmények kiegészitéseként, 7 eltérd biologiai viselkedéssel
jellemzett melanoma sejtvonalra (WM35, WM983A, WM983B, HT199, A2058, HT168 ¢és
HT168M1) is meghataroztuk a 7q31-es lokusz kopiaszam eltéréseit, valamint a CAV1 és TES
gének mRNS és fehérje expresszids szintjét. Az alkalmazott melanoma sejtvonalak {6
jellemzdi az alabbiak voltak:

e WM35: Egy 24 éves nd RGP fazisi, nem metasztatikus, SSM altipusu, lapocka/nyak
lokalizaci6ji primer daganatabol szarmazik, melynek Breslow vastagsaga 0.69 mm volt.

e WMOB3A: Egy 54 ¢ves férfi VGP fazish, agressziv attétképzo, hasi lokalizacioja primer
daganatabol szarmazik, melynek Breslow vastagsaga 25 mm volt.

e WM983B: Az el6z0 beteg nyirokcsomo attétébol szarmazd sejtvonal.

¢ A2058-HT168-HT168M1: Egy melanoma modell rendszer tagjai. Az eredeti A2058
sejtvonal egy 43 éves férfi amelanotikus melanoma nyirokcsomo attétjébdl szarmazik. A
HT168 az A2058 nude egérbe tortént beoltasat kdvetden kialakult xenograftbol ered. Mig a
HT168M1 a HT168 immunszppresszalt egér lépébe tortént in vivo adaptacidjabol
szarmazik.

e HT199: Egy 23 éves n6 RGP fazis, metasztatikus, NM altipusu primer daganatabol
szarmazik. A tumor m4j attétet képezett SCID egérben.

A lokusz kismértékli amplifikacidja €s delécioja minden vizsgalt sejtvonalban kimutathato
volt kiilonbozd frekvencidval. A CAVI jelentésen fokozott mRNS expresszidja a 7q31
nagymértékli amplifikdcioval fiigghet Ossze, mely eltérés az agressziv fenotipust
sejtvonalakban (A2058 és HT168M1) volt megfigyelhetdé. A fehérje kifejezddést tekintve,
eltér6 mértékben, de valamennyi vizsgalt sejtvonal a CAV1 magas expressziojat figyeltiik
meg. Hasonldan a szoveti eredményekhez, azonban itt sem talaltunk Osszefliggést a 7q31
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eltérések ¢€s expresszids szintek kozott. A TES mRNS expresszidé minden sejtvonalban a
kontroll melanocitdkhoz viszonyitva jelentés mértékli volt, mely egyiitt jart a fehérje szint
emelkedésével. A WM35, HT199 ¢és WMI83B sejtvonalaknal az immunhisztokémiai
vizsgalatok eredményeit western blottal is megerdsitettiik.
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8. abra — CAV1 és TES génexpresszid nagymértékii invazivitassal jellemzett sejtvonalbol
(HT168M1) szelektalt invaziv sejtklonokban az eredeti sejtvonalhoz viszonyitva. (A) TES és
CAV1 relativ mRNS expresszio a HT168M1 anyai sejtvonalban és a szelektalt invaziv
sejtekben. A relativ, GAPDH normalizalt értékeket melanocita kontrollhoz viszonyitva adtuk
meg, Livak mddszert alkalmazva. (B) HT168M1 és HT168M1-INV sejtek konfokalis
mikroszkopos felvétele a CAV1 fehérje molekula immunfluoreszcens jelolését kovetden (piros
fluoreszcencia). A sejtmagokat DAPI festékkel jeloltiik (kék fluoreszcencia).

Mivel a CAV1 és TES biologiai funkcioja is kapcsolodhat a daganat sejt invaziohoz, ezért
vizsgaltuk a molekuldk expresszios valtozasait invaziv (N=13) és nem invaziv (N=7) humén
melanoma sejtvonalakban. Az invazivitds meghatarozasdhoz Matrigel invazidés kamrékat
alkalmaztunk, mely egyedi sejtes invaziot tesz lehetévé. Eredményeink alapjan a TES mRNS
szintje nem kiilonbozott szamottevden a két csoport kozott, viszont invaziv sejtvonalak kozel
egyharmadéban figyeltiink meg CAV1 overexpressziot, szemben a downregulalt vagy normal
CAV1 mRNS szintet mutatd nem invaziv sejtvonalakkal. Ezt kovetden a nagymértékii
invazivitast mutatdé HT168M1 sejtvonalbol szelektaltuk az invaziv sejt klonokat, majd
Osszehasonlitottuk ezen sejtek mRNS expresszidos mintazatat az eredeti sejtvonallal. Az
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immunfluoreszcens jeldléssel vizsgalt fehérje expresszio az eredeti sejtvonalnal a molekulara
jellemzd sejtmembran lokalizaciot mutatott, mig a szelektalt invaziv sejt populdcidban a
membran mellett a plazméban is detektaltunk festddést, ami fokozott expressziora utal. A
CAVI1 molekula altalanos expressziobeli novekedése, feltehetdleg heterogén funkcidjanak
koszonhetd, melynek egyik aspektusa a sejtek motilitasanak szabalyozasa. Mig a TES
esetében az eredeti sejtvonalban megfigyelt normal expresszio a szelektalt invaziv sejtekben
jelentdsen lecsokkent (8A. dbra), ami a molekula sejtkapcsolatok stabilizalasban betoltott
szerepét timasztja ala. Igy a TES mRNS expresszios csokkenése valoban hozzajarulhat a

crcr

a4 o4

IV./4 Eltéré biologiai viselkedésii primer melanomak FISH analizise kromoszéma
centoméra, valamint CCND1 gén specifikus DNS probakkal, kapcsolata a BRAF
és NRAS gének mutacios statuszaval

IV./AA A 11-es kromoszoma és a CCND1 gén kdépiaszam eltérései

Vizsgalataink soran célunk volt a 11ql3-as lokusz (CCNDI1 onkogén) amplifikacios
mintazatanak elemzése (9. abra), parhuzamosan a 11-es kromoszoma szambeli eltéréseivel,
valamint kapcsolatukat a sporadikus malignus melanomak Klinikai-patologiai paramétereivel,
valamint a primer melanoma mintak BRAFY®® ¢s NRAS®®! mutaciés statuszaval.
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9. abra — Reprezentativ array CGH profil a 11-es kromoszoman melanomakban eléfordul6 gyakori
képiaszam eltérésekrol. Az ideogramon piros korrel jelolt a CCND1 onkogént tartalmazé 11q13-as
lokusz amplifikacidja. Kék szin reprezentalja a kdpiaszam tobbletet, mig piros a kdpiavesztést. Az
abra felso részén elhelyezkedd annotacios rész abrazolja a gén, exon, CNV (kopiaszam variabilitas; a
Center for Applied Genomics’ Database of Genomic Variants adatbazis alapjan) és miRNS adatokat,
amennyiben elérhetdek. Az y tengely abrazolja az egyes probak median log ratiojat, mig az x
tengelyen a régok Mb tévolsaga van feltiintetve a kromoszoma p kar végétol.

Az interfazisos FISH kisérleteket friss-fagyasztott tumorokbol készitett lenyomat
preparatumokon végeztilk. A prepardtumokon ezt kovetden ellendriztiik az adott minta
ploiditds mintazatat (1, 3, 6, 7, 8, 9 és 10-es kromoszoma specifikus probak) a tumorsejt
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tartalom megallapitasara. Azokat a mintakat, melyekben legaldbb 3 kromoszoma a sejtek tobb
mint 30%-aban nem mutatott aneuszoémiat, kizartuk a késobbi analizisekbdl. Az alkalmazott
gyari FISH probakat egészséges ember vérébol nyert normal limfocitdk kromoszéma
preparatuman teszteltiik.

A FISH eredmények kiértékelése a 7q31-es région kapott eredmények leirdsanal
ismertetett harom modszerrel tortént. Osszesen 76 primer melanoma eltéréseit elemeztiik
FISH-el (45 n6 ¢és 31 férfi). A betegek atlagos életkora 60 = 14 év volt (23-93 év). A betegek,
primer tumor diagndzisat és miitéti eltavolitasat kovetd atlagos tulélése 3,9 + 2,8 év volt
(0,04-12,6 év). Mind a 11-es kromoszoma, mind pedig a CCNDI sejtenkénti kopiaszama 0 és
tobb mint 10 kozé esett. A primer tumorok 66%-aban észleltink 11-es kromoszdéma
aneuszOmiat, mig a mintak 83%-a mutatott valamilyen CCND1 kopiaszdm alteraciot. A 11-es
kromoszéma CNI 1,3 €s 4,9 kozé, mig a CCND1 gén CNI 1,5 és 15,0 kozé esett. A szdmitott
CCNDI1 CNI jol korrelalt a 11-es kromoszoma kopiaszam eltéréseivel (p=0,008, Fisher
egzakt teszt). A CCNDI1 gén FISH-el kimutatott jellegzetes kopiaszam eltéréseit a 10. abran
foglaltuk Gssze.

10. abra — CCND1 képiaszam
eloszlas interfazisos melanoma
sejtekben. A 11-es kromoszdma
centroméra specifikus proba
SpectrumGreen jelolt (z61d szignal),
mig a CCND1 gén specifikus proba
SpectrumOrange jelolt (piros
szignal). A sejtmagok DAPI-val
festettek (kék szignal).

A.) CCND1 delécio, B.) CCND1
latszolagos amplifikacio, C.)
CCND1 kismértékti amplifikacio és
D.) CCND1 nagymértékii
amplifikacio, klaszteres tipusu

crer

51%-aban figyeltik meg (N=39), mig a mintdk 32%-a (N=24) CCNDI1 delécioval volt
jellemezhetd. Nagymértékii amplifikaciot 8 esetben (11%) detektaltunk. Egy minta
kivételével, ahol a beteg elhaldlozasa nem melanoma miatt kdvetkezett be, ezek a melanomak
agressziv fenotipust, attétképzo és kifekélyesedd felszinli daganatok voltak.

1V./4B A primer melanomak klinikai-patologiai paraméterei és a CCND1 gén
kopiaszam eltérései kozotti kapcsolat elemzése

Hasonloan a 7q31-es régi6 vizsgalatahoz, az elemzés sordn itt is, a mar ismertetett AJCC
altal a rossz prognézis prediktoraiként definialt paraméterekre fokuszaltunk, kibdvitve az
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analizist az attétképzés helyének, illetve a kronikus napsugarzas expozicionak vizsgalataval.
Az attétképzés és tulélés elemzése soran minimum 5 éves kovetési idot alkalmaztunk. A
Kaplan-Meier talélési gorbék elkészitéséhez és a Cox regresszios analizishez két CCNDI1
kopiaszam kategoriat (amplifikalt és nem amplifikalt) képeztiink a kalkulalt CNI alapjan. A
»eut-0ff” értéket ROC (receiver operating characteristic) gorbe analizissel hataroztuk meg,
ahol a legoptimalisabb értéknek a 2,5 adddott. A Cox regresszids statisztika soran korrekcidt
végeztiink a kedvezotlen klinikai kimenetel ismert prediktoraira, mint az ulceracio, Breslow
vastagsag €s metasztatizald hajlam.

A CCNDI gén kopiaszam indexe szignifikdnsan magasabb volt azokban a primer
1ézidkban, melyek kifekélyesedd felszinnel rendelkeztek (p=0,048) és tavoli szervi- illetve
tobbszords (lokalis és tavoli szervi attétek is) metasztazisokat (p=0,029) képeztek. Az
onkogén kdpiaszam eltérések és a klinikai-patoldgiai paraméterek kozotti kapcsolat elemzés
eredményeit a 3. tablazatban foglaltuk Gssze.

3. tablazat — CCNDI kopiaszam eltérések és a primer melanomak klinikai-patoldgiai paraméterei
kozotti osszefliggeés

Paraméter Mintaszam A,tlz.lgos,C(.?NDl +SD'  p?
kopiaszam index
Ulceracio 0,048
nem 39 2,4 0,4
igen 37 4,2 3,5
Attétképzés 0,059
nem 35 2,5 0,8
igen 40 3,7 3,1
Attétképzés helye 0,029
bor/nyirokcsomo 13 2,7 1,1
tavoli szervi 16 3,8 3,5
tobbszoros’ 11 5,0 3,8
Breslow vastagsag (mm) 0,277
<2,0 30 41 2,8
20-4,0 20 2,9 14
>4.,0 26 4,2 3,8
Szovettani altipus 0,304
Ssm* 48 4,2 3,3
NM® 28 3,5 3,1
Beteg tulélése 0,160
életben van 43 3,7 2,5
elhunyt 32 3,8 3,4
Kroénikus napsugarzasnak Kitettség 0,191
nem 54 3,0 2,5
igen 24 3,6 2,0

!standard devicio; *kétoldalii Mann-Whitney-Wilcoxon vagy Kruskal-Wallis teszt; *bér/nyirokcsomo
és tavoli attétet is képzett; *felszinesen terjedé melanoma; “nodularis melanoma

Adataink normalizalast kovetden logisztikus regresszio segitségével is meghataroztuk a

Gyakori CCND1 amplifikacié jellemezte az ulceralt felszinli [esély hanyados (EH) =2,9;
95% konfidencia intervallum (KI) =1,2-7,5; p=0,024] és tobbszoros attétképzoé (EH=11,5;
95% KI1=1,3-102,7; p=0,028) melanomakat. Tehat Osszességében a CCND1 gén tdbblete
negativan befolyasolhatja a melanoma progressziot.
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A primer tumor felismerését és sebészi eltavolitasat koveto tulélési idot tekintve, a CCND1
amplifikalt daganatok mintegy 1,6-szor nagyobb eséllyel okoztdk az egyén betegség
specifikus halalat, habar ez az Osszefliggés nem bizonyult szignifikdnsnak (p=0,278),
valdsziniileg a viszonylag kevés adatnak koszonhetden (11. bra).

104 .. ..~ CCND1 nem amplifikalt (N=20)
d —r CCND1 amplifikalt (N=55) 11. 4bra — CCND1 kopiaszam

o alteraciok és a beteg mutétet kovetd
3P 7 talélési ideje kozotti Osszefiiggés. A
= CCNDI1  amplifikalt (folyamatos
E 0.8 vonal) és nem amplifikalt (pontozott
& T vonal) primer melanomak Kaplan-
g Neier talélési gorbéje. A Cox
= | regresszids egylitthato 1,6  volt,
\§ p=0,278 szignifikancia értékkel. A
= két daganatcsoport kozotti ,,cut-oft”
B 0,6 értket  (2,5) ROC  analizissel
e hataroztuk meg korrigdlva az
° ulceraciora, metasztazis képzésre és
: - Breslow vastagsagra.
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A BRAF és NRAS mutdcio modosito hatisa a CCNDI gén eltérések Klinikai-patogiai
paramtérekkel valo osszefiiggéseire

Osszesen 55 primer melanoma mintdnal volt lehetéségiink vizsgalni a BRAF 600-as és
NRAS 61-es aminosav poziciojaban kialakuld mutaciok meglétét PCR-en alapulod
olvadaspont analizis és direkt szekvenalds segitségével. Az analizisben résztvevd mintak
44%-a (N=24) hordozott mutaciot a BRAF 600-as kodonjaban. Ezek koziil 21 (88%) 1ézioban
V600E, 2 (8%) tumorban V600K ¢és 1 (4%) melanomaban V600R mutaciot tudtunk
kimutatni. Mig az NRAS 61-es kodon mutécioi 6sszesen 8 (15%) primer melanomaban voltak
detektalhatok az alabbi tipusokban: 5 (63%) Q61K, 2 (25%) Q61R és 1 (2%) Q61L mutaciot
hordoz6 1ézi6. A BRAF ¢s NRAS mutaciok egyetlen vizsgalt mintaban sem fordultak eld
egylittesen. A mutacidt hordoz6 mintak viszonylag alacsony szama €s ugyanazon utvonalra
gyakorolt azonos hatasa miatt a kiilsnbozé BRAFY®® ¢s NRAS®® mutaciokat egyiitt kezeltiik
az elemzések alkalmaval.

A logisztikus regresszids analizis soran korrigaltunk a BRAF és NRAS mutacios
statuszra annak feltarasara, hogy az onkogén eltéréseinek milyen, mutaciotol fliggetlen hatasa
van az altalunk vizsgélt klinikai-patoldgiai paraméterekre. A vizsgalat feltarta, hogy a
CCNDI1 amplifikéacié tovabbra is Osszefiiggésben all a felszini kifekélyesedéssel (EH=3,2;
95% KI1=1,0-9,9; p=0,045) és a tobbszords attétképzéssel (EH=7,8; 95% KI=0,8-81,2;
p=0,085). Azonban az utobbi asszocidcido nem bizonyult szignifikansnak, feltehetdleg a széles
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konfidencia intervallum vagy a viszonylag alacsony mintaszam miatt. Tovabba, a CCNDI1
amplifikacioval rendelkezd, de BRAF vagy NRAS mutacidt nem hordozé primer melanomak
4,4-szer gyakrabban alakultak ki kronikus napsugarzasnak kitett borfeliileteken (95% KI=1,2—
16,5, p=0,026). Ezek az eredmények megerdsitik azon korabbi elméleteket, miszerint a
melanomék kialakulds legalabb két molekularis ttvonalon torténhet. Az egyik utvonal
kulcselemét a CCND1 amplifikacié képezi, a MYC amplifikacioval és 13q, 16q deléciokkal,
mig a masik Uton megjelennek a BRAF vagy NRAS onkogének mutécidi, egylittesen a
CDKN2A ¢és PTEN deléciokkal, igy el6fordulasuk kiillonb6z6 melanoma alcsoporthoz
kothetd.

IV./AC CCND1 génexpresszios eltérések primer melanomakban és melanoma
sejtvonalakban, kapcsolat a kopiaszam alteraciokkal és BRAF/NRAS
mutacios statusszal

A CCNDI1 gén mRNS expresszios valtozdasai primer melanomdakban, kapcsolata a BRAF és
NRAS mRNS expresszios és mutdcios statusszal

Vizsgalataink e szakaszaban 28 friss-fagyasztott melanomabol szarmaz6 mintan hataroztuk
meg a CCND1 mRNS expresszié mértékét a kontroll nevus mintakhoz viszonyitva. Tobb
mint 2-szeres mRNS szint csokkenést a 1éziok 39%-aban (N=11), mig expresszio fokozodast
a vizsgalt melanomak 18%-aban (N=5) mutattunk ki. A klinikai-patologiai paraméterekkel
vald Osszefiiggések analizise ravilagitott arra, hogy a CCNDI expresszidos mintdzat
befolyasolhatja az attétképzés helyét (p=0,013; Kruskal-Wallis egzakt teszt); jelentOs
csokkenést mutatva a tObbszords attétképzd mintdkban, ami ellentétes a kopiaszam
eltéréseknél tapasztaltakkal. Ennek oka els@sorban az epigenetikai regulacioban kereshetd,
ugyanis a CCND1 poszttrankripcios lebontasaért felelés miR-193b mikro RNS mennyiségi
fokozodasa, csokkent CCND1 szintet eredményezhet fiiggetleniil a gén kdpiaszamtol.

A CCNDI1 mRNS szintvéltozdsok ugyanakkor kozepes meértékli pozitiv korrelacidt
(Pearson korrelacid) mutattak a BRAF (B=0,553, p=0,002) ¢s NRAS (B=0,678, p<0,001)
mRNS szintekkel, ami utalhat a RAS/MAPK utvonal melanomékra jellemzd altalanos
aktivitds fokozodésara is. A CCNDI1 mRNS szint mértéke szignifikdnsan Osszefliggott a
BRAF és NRAS gének mutacios statuszaval is (p=0,009, kétoldalt egzakt Mann—Whitney—
Wilcoxon teszt). A fenti mutacidokat nem hordozo primer melanomak ugyanis megkozelitdleg
2,3-szer nagyobb CCNDI1 expresszios szinttel rendelkeztek a muticiot hordozé mintakhoz
viszonyitva, amit a kopiaszdmnal mar targyalt lehetséges molekularis alcsoportok elmélete
magyarazhat.

A CCNDI fehérje expresszios eltérései primer melanomdkban és melanoma sejtvonalakban

Fehérje szinten Osszesen 54 primer melanomaban vizsgaltuk a CCNDI1 kifejezédését
szoveti microarrayk segitségével. A multiblokkok készitése és az ellenérzd 1épések a 7q31-es
régional leirtakkal azonos moddon torténtek. Az immunhisztokémiai eredmények
kiértékelésénél alkalmaztuk a mar korabban leirt, a protein festddés intenzitdas mértékét
figyelembe vevO 4 fokozatu skalat. Ezt kiegészitettiik a quickscore modszerrel is, mely
figyelembe veszi mind a festddés mértékét, mind pedig a pozitiv sejtek szdzalékos aranyat (4.
tablazat). A mintdkat 0-t6l 2-ig terjedd csoportokba kategorizaltuk. Az additiv quickscore
modszerrel az aldbbi csoportokat definidltuk: 0, 1-3 pont; 1, 4-6 pont; és 2, 7-9 pont. A
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multiplikativ quickscore modszernél pedig az alabbi csoportokat alkottuk meg: 0, 0-6 pont; 1,
7-12 pont; és 3, 13-18 pont. Az additiv quickscoret az ,,A” kategoria (festddést mutatd sejtek
szazalékos aranya) és ,,B” kategoria (festddés intezitdasa) Osszege, mig a multiplikativ
quickscoret az ,,A” ¢és ,,B” kategoridk szorzata adja meg. Mivel a kiillonb6z6 quickscore
metodikak eredményei erds pozitiv korrelaciét mutattak (R=0,996, p<0,0001, Spearman
korreléacid), ezért a multiplikativ megkozelitést alkalmaztuk a késobbi analizisekben, mivel az
additiv megkozelités elfedte a fehérjére negativ eredményeket, amit az esetek 13%-aban
(7/54) megfigyeltiink, és a pontozasi skala is sziitkebbnek bizonyult. A vizsgalt melanomak
er6s magi festédést és néhany esetben gyenge plazma pozitivitast is mutattak a fehérjére. A
kiértékelés soran csak a magi festddést tekintettilk specifikusnak, igy a melanoma mintak
87%-a bizonyult pozitivnak.

4. tablazat — Quickscore kiértékelési modszer soran alkalmazott
pontozasi skala

Fest6do sejtek aranya szerint Fest6dési intenzitas szerint
1-0%-4% 0 — nincs festodés
2-5%-19% 1 — gyenge festddés
3—20% - 39% 2 — kozepes festddés
4 —40% - 59% 3 — erds festodés

5—-60% - 79%
6 —80% - 100%

A CCNDI1 fehérje kifejezddés fokozodd mértéke szignifikansan Gsszefiiggott a Breslow
vastagsaggal, attétképzéssel ¢€s a betegek melanoma specifikus elhalalozasaval (rendre
p=0,047, p=0,028 és p<0,001; Fisher egzakt teszt).

GAPDH CCND1WB

Sejtvonal IHC WB trace trace CCND1/GAPDH

WM35 2+ 1,410 0,143 0,101

HT199 3+ 2,203 0,702 0,319

WM9I83B 1+ 1,727 0,159 0,092
CCND1 == === = 36 kDa

GAPDH — — 37 kDa

WMS35
HT199
WMO83B l

12. abra - CCND1 protein expresszi6 kiilonbdz6 biologiai tulajdonsagi human melanoma
sejtvonalakban. IHC: immunhisztokémia. A CCND1 fehérje fest6dés intenzitasat az alabbiak
szerint hataroztuk meg: nincs festédés (0), gyenge (1+), kdzepes (2+) €s erds (3+). WB trace:

CCNDI1 protein szint a western blot eredmények denzitometrias kvantifikalast kovetden. A

denzitas a membranon 1évo fehérje sav altal elfoglalt teriilet (mm) egyes képpontjainak
atlagos optikai denzitas értékein (OD) alapult.
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Azonban a pozitiv sejtek szamat is figyelembe véve, a tumor vastagsaggal vald
Osszefliggés eltlint. Az eredmények tisztdzasara ezért 3, kiilonbozd bioldgiai tulajdonsagn
melanoma sejtvonalon (HT199, WM35 ¢és WMO983B) is végeztiink fehérje expresszios
vizsgalatokat immunhisztokémia és western blot technikdk segitségével. Erds CCNDI
expresszio karakterizalta az agressziv tulajdonsagit HT199-et. Ezzel szemben az invaziv, nude
egérben nem tumorképzd WM35 sejtvonal viszonylag alacsony CCNDI1 fehérje expresszioval
volt jellemezhetd, de a legkevesebb CCNDI proteint a melanoma attétbdl szarmaztatott
WMOI83B expresszalta. A western blot analizis eredményei megerdsitették az
immunhisztokémiai eredményeket (12. abra).

Korabbi tanulmanyok a CCNDI1 protein expresszid progressziv fokozodasat irtdk le a
malignus transzformacid soran, ezzel ellentétben az eldrehaladott tumorokra a fehérje szint
leginkabb a tumor sejt proliferacio és migracié kozotti specialis kapcsolat eredményezheti. A
nyugalmi (Go/G; fazis) allapotban levé sejtek fokozott migracids kapacitassal rendelkeznek,
szemben a proliferadlod sejtekhez, mely utobbi folyamatban a CCND1 molekulanak kdzponti
SZerepe van.

Vizsgalva az egyes molekularis szintek kozotti kapcsolatot, a CCNDI1 fehérje
kifejezddésre nem volt szignifikdns hatdssal sem az mRNS szint, sem pedig az atlagos gén
kopiaszam. Ennek egyik oka lehet a protein ROCI fehérje altal kontrollalt degradécio
deregulacioja. Ugyanis a ROCI expresszid melanomakban is megfigyelheté csokkenése
emelkedett CCNDI1 szintet eredményezhet az mRNS expresszid fokozodasa nélkiil is.

V. A KUTATASI EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA, A KUTATAS TOVABBI
LEHETSEGES IRANYAILAZ EREDMENYEK FELHASZNALASANAK,
HASZNOSITASANAK LEHETOSEGEI

A malignus melanoma a legagresszivabb malignus daganatos elvaltozas, melynek jelentds
része rendkiviil rossz prognozissal jellemezhets. Tobbségiikben a MAP-kinaz tUtvonal
konstitutivan aktivalodik, melyet az NRAS vagy BRAF onkogének muticioja okoz a
melanomék tumorigenezisének korai fazisaban. Ezen mutaciok végig fennmaradnak a daganat
progresszio soran, egyiittes eléforduldsuk azonban ugyanabban a lézidban rendkiviil ritka.
Korabbi tanulmanyok soran mar bizonyitast nyert, hogy a BRAF vagy NRAS mutaciok
egyediili jelenléte nem elegendd a daganat kialakuldséhoz.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy:

- A BRAF mutéciét hordoz6é daganatokban a leggyakoribb eltérés az 1-es kromoszdéma
hosszu karjanak (1q23-1qg25), illetve a teljes 7-es kromoszomanak a DNS-tobblete és a
10-es kromoszdma hossza karjanak (10q213-10q26) hidnya. Az NRAS mutéciot hordozo
daganatokra a 110922.3-11q25 régiot érinté delécio a jellemzd. Hierarchikus klaszter
analizis alapjan a 10-es kromoszoma hosszii karjdnak delécidja szignifikansan
gyakrabban fordult el6 a BRAF mutéaciot hordozé és eldrehaladott stddiumua primer
daganatokban.

24



OTKA azonosito: 75191 ZAROJELENTES
témavezeto: Dr. Balazs Margit

- Korrelacidés analizissel tovabbi kromoszoma lokuszokat azonositottunk, amelyek
genetikai eltérései nagy gyakorisaggal, egyiittesen fordulnak eld a kiilonb6z6 genotipust
primer daganatokban.

- Eredményeink elemzése sordn, egy uj adatbazis (SignalLink) segitségével, a genetikai
eltéréseket kiilonbozo jelatviteli utvonalakban szerepet jatszd génekhez kapcsoltuk. A
kiilonboz6 jelatviteli utvonalak dinamikus kolcsonhatasainak részletes vizsgalataval
felderitettiik, hogy a BRAF mutacioét hordoz6 daganatokban leggyakrabban a MAPK-
JAK szignalizacios utvonalak kozotti interakcidban résztvevd gének sériilnek.

- Random Forest analizis segitségével azonositottuk a BRAF mutéacidhoz tarsuld gén
kopiaszam eltéréseket a MAPK utvonalbol.

- A 11ql3 régio részletes vizsgalatat kovetden feltételezziik, hogy az ebben a régioban
lokalizalodo kandidans gének ko-amplifikacidja, a BRAF vagy NRAS mutécioval és a
CCND1 emelkedett géndozisaval tarsulva gyakrabban jellemzé rossz progndzisu
daganatokra, mint ezen genetikai eltérések jelenléte kiilon-kiilon.

- A 7q31 kopiaszam eltéréseinek primer melanomakban és attétekben végzett FISH
analizise szignifikans Osszefliggést mutatott ki a kedvezdtlen klinikai kimenetellel.

- A 7931l-es lokuszon elhelyezkedd CAV1 és TES gének mRNS expresszios analizise
csokkent CAV1 kifejezodést tart fel vastag melanomakban, és a TES mRNS szint
csOkkenését a tobbszords attétképzd primer mintakban; mig azok a 1€ziok, melyek csupan
kutdn vagy nyirokcsomo6 metasztazissal rendelkeztek, emelkedett TES mRNS szinttel
jellemezhetdk.

- A CAVI fehérje szint szignifikdnsan magasabb vékony primer tumorokban, mig a TES
fehérje expresszié nem mutatott Osszefiiggést egyetlen vizsgalt paraméterrel sem.

- A 7q31 amplifikacié nem vagy csak gyenge korrelacidban allt a CAV1 és TES gének
mRNS és fehérje expresszios valtozasaival.

- A CCNDI gén kopiaszam eltéréseinek primer melanomékban szignifikdns Osszefliggést
tart fel a kedvezdtlen klinikai kimenetellel. Ezt az 6sszefliggést befolyasolta a BRAF ¢és
NRAS gének mutacids statusza a napsugarzasnak valo kitettség esetében.

- CCNDI mRNS szint csokkenés figyelheté meg azokban a primer tumorokban, melyek
tobbszoros attétképzéssel jellemezhetdk; €s a gén expresszid korrelaciot mutat mind a
BRAF és NRAS mRNS szintekkel, mind pedig ez utdbbi gének mutacids statuszaval.

- A CCNDI protein fokozott expresszidja attétképzéssel és rovidebb tuléléssel tarsul,
valamint a fehérje szint 6sszefiiggést mutat a Breslow tumor vastagsaggal is.

- az agressziv fenotipus kialakuldsaban a BRAF/NRAS onkogének aktivaciés mutécioi,
egyiittesen a 11ql13 l0kuszon lokalizalodo gének eltéréseivel meghatdrozd szerepet
jatszanak

- eredményeink 0j specifikus terapias célpontot szolgéltathatnak a mutaciok hatasanak
gyengitését célzo kezelések mellett

Osszefoglalva: vizsgalataink célja volt a melanoma progresszidban szerepet jitszo
genetikai eltérések koziil a 7q31-es régio és a 11q13 amplifikacios klaszter részletes elemzése,
a kopiaszam eltérések és a BRAF-, illetve NRAS-mutaciok kozotti kapcsolat vizsgalata,
jelatviteli utvonalakban betoltott genetikai eltérések felderitése és az eltérések klinikai-
patholodgiai paraméterekkel torténd Osszehasonlitdsa. Megallapitottuk, hogy annak ellenére,
hogy az NRAS és a BRAF onkogén aktivacios mutacioi ugyanazon szignaltranszdukcios
utvonalat aktivaljak, a primer melanomak tumorigenezise sordn eltérd genetikai alteraciokkal
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kooperalnak. Ez a melanoma progresszid soran tapasztalt jelenség rendkiviil figyelemre
mélto, hiszen arra utalhat, hogy a BRAF és NRAS mutaciok egyfajta vezérld erdként
funkcionalnak az alternativ genetikai utvonalakat feltételez6 melanomagenesis soran. Ezen
eltérések megismerése Uj specifikus terapids targetek azonositdsdra nyujt lehetdséget a
mutaciok hatasanak gyengitését célzd kezelések mellet. Megallapitottuk, hogy a 7q31-es
lokusz és CCNDI1 gén amplifikacidja prognosztikai jelentdséggel bir kutan melanomak
kedvezdtlen klinikai kimenetelével kapcsolatban. Tovabba, az eredményeink szerint a CAV1,
TES ¢és CCNDI1 gének expresszios eltérései szamos szempontbol befolyasolhatjak a tumor
biologiai viselkedését.
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