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A kutatas eredményei (szakmai beszamolo)
A kutatas célja, a munkatervben vallalt kutatasi program ismertetése
OTKA pélyazatunk célja volt

- azoknak a genetikai eltéréseknek a tanulméanyozasa, melyek primer melanomak
agressziv metasztazisképzo tulajdonsagaval hozhatok kapcsolatba,

- molekularis szinten felderitsiik azoknak a kiilonbségeknek a felderitése, melyek a
melanoma malignum egyes altipusai kozott allnak fenn és azok eltéré biologiai
viselkedését eredményezik,

- a primer daganatok és metasztazisok megjelenését elérejelz6 molekularis eltérések
kimutatasa,

- modellrendszerekben a periférias vérben keringé daganat sejtek kimutatasa (haematogén
disszemindcio).

Vizsgélatainkhoz a molekuldris genetika két in situ hibridizaciés modszerét, az
Osszehasonlitdé (comparativ) genomialis hibridizaciét (CGH) és a fluoreszcencia in situ
hibridizacié (FISH) mellett array CGH, génexpresszidos mikroarray €s immunhisztokémiai
modszereket alkalmaztunk. Eredményeink statisztikai elemzésével vizsgaltuk, hogy a
kiilonb6zo stadiumu és tipust szovetekre jellemzd genetikai eltérések és a génexpresszio
mintazata milyen 6sszefiiggésben all a human melanomak klinikopatholdgiai paramétereivel.

Az elvégzett vizsgalataink iranyvonalait, melyek Osszhangban vannak a palyazatban leirt
kutatasi tervvel roviden az alabbiakban foglaljuk ossze:

L Primer melanomak gén kopiaszam eltéréseinek analizise DNS mikroarray
segitségével

11 Primer és metasztatikus melanomak genetikai eltéréseinek
osszehasonlitisa

111 array CGH-el a primer melanomadkban a leggyakrabban eldfordulo
kromoszomadlis eltérések tanulmdnyozdsa egyedi sejtek szintjén

V. Primer és metasztatikus melanomadk genetikai eltéréseinek dsszehasonlitisa

V. Génkopiaszam eltérések és génexpresszio vigsgalata kiilonbozo biologiai

viselkedésii primer melanomdkban

Az alkalmazott fontosabb modszerek rovid ismertetése:

A kutatasi téma megvalositiasa soran a fluoreszcencia in situ hibridizacio (FISH) és a
komparativ genomialis hibridizacié (kromoszomalis, a genom jelentds részét lefedé 2464 BAC
klont tartalmazoé (HumArray3.1 chip) és oligo alapu (60 mer tilling high resulution 72 000
whole genom array Nimblegene) array CGH), génexpresszios (47 400 transzkriptum analizisére
alkalmas human Genechip U133 2.0 plus array, q-PCR alapti Tagman Low Density Array),
kvantitativ PCR és immunhisztokémiai modszereket alkalmaztunk. A vizsgalatok kivitelezése
soran az irodalomban megjelent protokollokat modositottuk a jobb kisérleti hatasfok és a FISH
eredmények objektivebb értékelhetésége céljabol (1-7). A keringd daganatsejtek kimutatasara j
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eljarast dolgoztunk, (8). A DNS kopiaszam vizsgalatokhoz 1j modszert irtunk le, mellyel kis
mennyiségli DNS mintdkban is lehetdvé valik a génkopiaszam meghatarozasa, abban az esetben
is, ha nem 4ll rendelkezésre génspecifikus proba (9). Immunhisztokémiai eljarasokat az
alkalmazott antitesteknek megfeleloen moddositottuk (4). Azokbdl a szovetekbol, melyekben a
normdl sejtek kontaminacidja 40%-nal nagyobb volt a tumor sejteket mikrodisszekcioval
nyertiik ki a CGH ¢és génexpresszios kisérletekhez.

Fluoreszcencia in situ hibridizdcio

Az eltelt két évtized alatt az in situ hibridizaci6 technikdk kozil a FISH technika a
citogenetikai modszerek egyik alapvetd moddszere lett sok szempontbol 4talakult és
tokéletesedett, mind a kisérleti protokollok, mind az alkalmazott kutatds, mind a
rutindiagnosztika szintjén. Vizsgalataink sordn kromoszémdk szdmbeli eltéréseinek
kimutatasara centroméra specifikus és kromoszomafest6 DNS probakat (szonddkat), mig a
strukturalis eltérések detektalasara a kromoszomat festd, a gén specifikus, valamint a téréspont
specifikus DNS probakat alkalmaztunk.

A centroméra- és gén specifikus DNS probakat részben magunk preparaltuk a human
inserteket tartalmazo baktrérium klonokbol, részben a VYSIS cégtol szereztik be. A
kromoszéma specifikus probakat nick transzlacioval jeleztiik direkt (FITC, SpectrumGreen
vagy SpectrumRed-dUTP) jelzett nukleotidokkal. A centroméra specifikus probak
jellegzetessége, hogy a kromoszomak heterokromatinjahoz (sokszorosan, tandem-ismétlodo
szakaszokhoz) hibridizdlodva nagyméretii fluoreszcens szignalt szolgaltatnak, igy
mikroszkoppal az eltérések konnyen megfigyelhetok, a 1okusz (vagy gén) specifikus probak a
komplementer szekvenciak szegmenseit jelenitik meg (1-14).

Osszehasonlito genom hibridizacié (comparative genomic hybridization; CGH)

A CGH a fluoreszcencia in situ hibridizacido elvén alapulé molekularis genetikai
modszer. CGH-el a tumor sejtek genomjaban eléforduld kromoszémalis eltérésekrdl (relativ
DNS-amplifikéaciokrdl és -deléciokrol) nyeriink informaciot.

Array komparativ genom hibridizacio
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metafazisos kromoszoémak helyett pontosan ismert lokalizacidju klonozott DNS szekvencidk
ezreit, vagy kiilonboz6é méretil, oligokat rogzitenek (1. abra).

Microarray alapu génexpresszios analizis

Kisérleteinkhez az Affymetrix cég altal kifejlesztett human Genechip U133 2.0 plus
array-t hasznaltuk, mely a jelenleg forgalomban 1év6 génexpresszios array-ek koziil az egyik
legnagyobb felbontast, 6sszesen 47400 transzkriptum analizisére alkalmas egyetlen hibridizacio
soran. Harminchét primer tumor és 6 melanoma metasztazis génexpresszidos mintazatat
elemeztilk. Az RNS preparalast friss és fagyaszott szovetekbél RNeasy Mini kit-el (Qiagen,
GmbH, Németorszag) végeztiik a gyarto altal megadott protokol alapjan. A p16 génre specifikus
QRT-PCR-al valamennyi mintandal vizsgaltuk, hogy a hibridizalédott mintdk mentesek-e az
RNS A rztranszkripcidjat gatld bioldgiai inhibitoroktol. Az RNS min B. reverz
transz...pui0jat, fluoreszcens jelolését és array hibridizacidjat a heildelberg: curopean
Molecular Laboratory Genomics Core Facility Genechip laboratériumaban végezték el. A
hibridizacié soran nyert fluoreszcencia intenzitdsi adatokat az Agilent Genespring 7.3.1
software segitségével analizaltuk.

Microarray adatok statisztikai elemzése

A génexpresszids eredmények elemzésének elsd 1épése a nyers fluoreszcencia intenzitas
adatok tobbszoros normalizalasa volt. A chipen 1évé 47 400 transzkript koziil csak azokat vettiik
figyelembe, amelyekhez a tumor mintak megfeleléen hibridizaltak. A program az egyes array
elemekben, ,,spot”-okban taldlhato megfelelé (,,match”) és nem megfeleld (,,mismatch”)
probaparok intenzitasi értékébdl a hattér érték korrekciojaval szamol egy valdszintiségi értéket,
amely alapjan értékeli a hibridizaci6 sikerességét az adott spot-hoz. Az analizis soran csak
azokat a géneket vettiikk figyelembe, amelyek a 43 mintabdl 22-ben jelen (,,present”) illetve
megfeleld (,,marginal”) indexel szerepeltek. A tovabbi statisztikai analiziseket az ily modon
szurt, 25 886 transzkriptet tartalmaz6 génlistdn végeztikk el. A 37 primer melanoma globalis
analiziséhez egy un. nem szabdlyozott (,,unsupervised”) klaszter elemzést, a ,,Principal
Component Analysis (PCA)”-t hasznaltuk, mely lehet6éséged ad a tumorok csoportositasara
génexpresszios mintazatuk alapjan.

Tovéabbi elemzéseinkhez a primer tumorokat klinikopatologiai tulajdonsagaik alapjan
csoportokra osztottuk. Az egyes csoportokon beliil az un. ,,Volcano plot” elemzést alkalmaztuk,
amely lehetdséget ad egy 1épésben a minimum kétszeres expresszios kiilonbséget mutatd gének
detektalasara tigy, hogy kozben jeloli a szignifikdns mértékben eltéré expresszidju géneket is
(p<0,05, hibas talalatok korrekciojara: ,,Benjamini and Hochberg false discovery rate”).

Jelatviteli atvonal analizis

Az analizist a daganatok felszinének kifekélyesedésével Gsszefiiggd szignifikans eltérést
mutatd gének csoportjan (1095) végeztik el. A génlistakban szerepld gének funkcionalis
szerepét az ,Ingenuity Pathways Analysis software (IPA, Ingenuity Systems,
www.ingenuity.com) és Database for Annotation Visualization and Integrated Discovery
(DAVID, http://david.abcc.nciferf.gov)” programokkal elemeztiik. Ezzekkel a programmal
lehetévé valik a gének kiillonboz6 jelatviteli utvonalakban vald részvételének és
kolcsonhatdsanak azonositésa.
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Tagqman Low Density Array (TLDA)

A microarray analizis eredményét 94 kivalasztott génnél g-PCR alapti Tagman Low
Density Array alkalmazéasaval erdsitettiik meg. Az alkalmazott gének listajat az 5. tablazatban
foglaltuk 0ssze. A kisértekhez 600 ng RNS reverztranszkripcidjat végeztiik el High Capacity
cDNA Archive Kit-el a gyartd protokolljanak megfeleléen (Applied Biosystems). A
génexpresszid mennyiség meghatarozasat ABI Prisme 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, USA) késziilékkel hataroztuk meg, a qPCR reakciot a gyartd
utmutatasai szerint végeztiik el.

DNS kopiaszam vizsgalata kvantitativ real-time PCR-el 11q13-as génklaszterben
lokalizal6d6 gének eltéréseinek analizisére

A rendelkezésre all6 szekvencidk alapjan a Primer Express 2.0.0 software (Applied
Biosystems, Foster City, USA) ¢és Primer3 (Whitehead Institute, Cambridge, USA) program
segitségével megterveztiik a lehetdségek szerinti legidealisabb primereket a kisérletek
elvégzéséhez. A masodlagos strukturdk — példaul ,,hajtli” formaciok — elkeriilésének érdekében,
melyek csokkentik a PCR reakcid specificitasat, hatékonysagat igénybe vettiik a halozatrol
elérhetd6 MFOLD version 3.2 szoftvert (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/). A PCR
reakcio optimalizalasa soran, empirikus uton meghataroztuk a primerhibridizacios 1épés
hémérsékletének, illetve a primer mennyiségének optimalis paramétereit.

A vizsgalatok soran alkalmazott daganat szévetmintak

A human tumor szovetek a DOTE Bérgyogyaszati Klinikdjaval torténd kollaboracid
révén keriilnek feldolgozasra szdvettani analizist kovetden, az intézet molekularis morfologiai
laboratériumaban, a DE OEC Etikai Bizottsaganak engedélye alapjan €s irdnyelvei szerint. A
betegek klinikai adatait a kdzlemények részletesen ismertetik.

Malignus melanomabdl eddig kézel 100 primer daganatot elemeztiink az el6zéekben
ismertetett modszerekkel . A vizsgalati anyagokbdl a CGH és génexpresszids analizisekre ugy
keriiltek kimetszésre, hogy a normal sejt kontaminacié a mintakban minél kisebb legyen. A
mitét utdn, a szovettani diagnozist kovetden, amennyiben lehetdség volt ra a friss szovetbol
azonnal tumorlenyomat preparatumot készitettiink, a targylemezeket fixalas utdn FISH
analizisig -20 °C -on taroltuk (targylemezre fixalt sejtek). Minden szovet mintabol a késébbi
interfazisos kromoszdma analizishez legalabb 30 targylemezt készitettiink. A szévetekb6l DNS-t
preparaltunk. A DNS-t — 20 °C-on taroltuk késébbi analizisekhez. Ha a tumor szdvetbdl nem
tudtuk frissen kipreparalni a DNS, RNS és lenyomat preparatum mintdkat, a szdveteket
TissueTek-ben lefagyasztottuk (tarolas — 80 °C-on). Az igy tarolt mintdk egyarant alkalmasak
voltak késébb DNS ¢és RNS prepardlasra, valamint tumorszévet lenyomat preparatumok
készitésére is. A tumorlenyomat preparatumok készitésénél az irodalomban leirt modszereket
modositottuk, az altalunk kidolgozott modszerrel a sejtek adherencidja megnédtt és az
interfazisos FISH kozel 90%-ban sikeres lett.
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Eredmények
Primer melanomdk gén kopiaszam eltéréseinek analizise DNS mikroarray-ken

Array CGH vizsgalataink a teljes human genom jelentds részét lefedé 2464 BAC klont
tartalmazé HumArray3.1 chipen torténtek. Az array CGH eredmények validalasara FISH és Q-
PCR modszereket alkalmaztunk. Az adatok statisztikai elemzéséhez CGHanalyzer,
CGHexplorer 3.2 és az SPSS programokat hasznaltunk. Figyelembe véve, hogy melanomakban
a BRAF és NRAS onkogének mutaciéi gyakran eléforduld muticiok és prognosztikai
jelentOségiliknek tisztdzdsa még jelenleg is folyamatban van, valamennyi primer melanoma
mintanal elvégeztiik a két onkogén jellegzetes mutacidinak elemzését €s igy lehetdségiink volt
az array CGH adatoknak ¢és a mutacids analizisek eredményeinek egyiittesen elemezésére.
BRAF-600 mutéaciot a primer melanomak 58%-an talaltunk, mig az NRAS mutacio sokkal
kisebb frekvenciaval fordult el6 (16%). A két mutacid egyiittesen soha nem fordult eld. A 4.-es
abra szemlélteti azt a megfigyelésiinket, melynek értelmében a BRAF nutaciét hordozok
daganatokban szignifikdnsan magasabb volt a genom eltérések szdma hasonlitva a mutaciot nem
tartalmaz6 melanomakhoz (13).
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4. abra Primer melanomak genom eltérései array CGH analizissel. A.) DNS tobbletek (gains) és
B.) DNS hidnyok (losses) BRAF mutéciot (BRAF*), NRAS mutaciot (NRAS*) és az eldzo
mutécidkat nem tartalmazo6 (W7) tumorokban. . (Mann-Whitney test; p=0.0433 és p=0.0122, a
DNS tobbletekre ¢s hianyokra kiilon-kiilon).

Elemeztiikk az eltérések frekvencia eloszlasat a ,,mutdciés csoportokon” beliil valamennyi
kromoszomara vonatkoztatva. ,,Fisher exact” teszt alkalmazasaval megallapitottuk, hogy az
egyedi BAC klonok koziil a BRAF mutacids csoportba tartoz6 daganatokban a 7p22.3-p13,
7q921.3 és 7q31.2-7q36.3 lokuszok tobblete, és a 10g921.3, 10926.13 és 10g26.3. 16kuszok
hianya (delécioja) szignifikansan gyakrabban fordult el6, valamint ebben a csoportban volt a
legynagyobb az eltérések szama. A leggyakoribb DNS tobbletet az 1q22-1q41, 6p23-6p12.3,
8pl12-8q12.1, 8q22.2-8q24.23 ¢és 20p12.3-20p12.1 lokalizacioju BAC klonokon, mig a
leggyakoribb DNS vesztést a 4q34.3-4q35.1, 9p21.3-9p13.2, 11ql4.2-11923.3, 14qll.2-
14q32.13 és 17q21.31-17q22 szekvencidkon figyeltik meg. Az NRAS mutaciét hordozé
mintdkban a 6q25.2-6q26, 11g25 és a 17p13.3 lokuszok alteracidi voltak a leggyakoribb

crer

tobbletek a 14q24.1-14.q32.3 és 17q11.2-17q12 16kuszokon, és DNS vesztések a 7p21.1-7p14.3
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¢s 7q31.31-7q31.33 DNS szakaszokon ezekben a daganatokban gyakrabban fordultak eld, mint
a masik két, mutacios csoportban (5. abra).
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5. abra Primer melanomak genom eltréseinek frekvencia diagramja. A.) BRAF és NRAS
mutaciot nem tartalmaz6 csoport, B.) BRAF mutaciot hordozé daganatok, C.) NRAS mutéciot
hordoz6 tumorok. *-al a szignifikans eltérést mutatd kromoszéma szakaszokat jeloltiik.

Array CGH eredményeinket a betegek klinikai €és a daganatok patologiai adataihoz
hasonlitottuk. A kliniko-patologiai adatok koziil kivalasztottunk azokat a paramétereket, melyek
egyértelmiien rossz prognozist jeleznek és igy meghatarozzak a magas rizikdju csoportot. Ezek
a >2.00 mm Breslow tumor tumorvastagsag, IV.-V. Clark szint, kifekélyesedett tumor felszin,
nudularis melanoma altipus, metasztazis a primer tumor eltavolitasat/észlelést kovetden 3 éven
beliil vagy a beteg 3 éven beliil elhaldlozott. A fentiek koziil a legalabb 3 paramétert tartalmazo
faganatokban szgnifikansan gyakrabban figyeltiink meg a 2p14, 6p24.3, 6p22.2-6p21.1, 6p22.3,
7p12.2, 8q24.22 and 20pl12 lokuszokon DNS tobbletet jelentdésen nagyob frekvenviaval az
1p13, 1p21, 1p31.3, 2q37, 4q21.22-q21-23, 5q33.1, 9p13.3-13.2, 9p21.2-p21.1 és 11q22-q25
szakaszokon DNS vesztéseket. Ezek a régidok szamos, a melanoma tumorigenezisben
megahtaroz6 szerepet jatszo gént hordoz, melyek CDKNIA (6p21.31), CYP24A1 (20q13.1),
EGFR (7pl11.2) gének amplifikacioit, vagy a CDKN2A (9p21.3) és OPCML (11q25) gének
deléciodit jelentik. Nagyon fontos megfigyelés, hogy ezek az eltrések sokkal gyakoribbak a
BRAF vagy NRAS mutaciot hordozé mintakban.

Az array CGH eredmények klaszter analizise (unsupervised hierarchical clustering) két
meghatarozé alcsoportjaban legjobban a Clark szint IV-V (A.) és L-1I1. (B.) csoportja kiiloniilt
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el (6. abra). A jobb prognoézissal jellemezhetd csoportot a DNS tobbletek, génamplifikaciok
(6A 4bra), mig a rosszabb prognozisu csoportot a deléciok jellemezték (6B. abra).
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6. abra Primer melanomak genom eltéréseinek klaszter analizise. A.) a klaszterbe a Clark IV-V
szinttel, B.) a Clark I-III szinttel jellemzett tumorok sorolédtak (p=0.032).

Mivel a melanomak kilakuldsdban meghatarozé etiologiai faktor az UV sugarzés, a
primer melanomak gemon eltéréseit analizaltuk abbol a szempontbol is, hogy talalunk-e olyan
szignifikans eltéréseket, melyek kapcsolatba hozhatok a kronikus napsugar expozicioval.
Megfigyeltilk, hogy a kronikus napugarzassal jellemzhet6 daganatoknal a fokuszalt
génamplifikaciok sokkal gyakoribbak a 11q13.4, 20q13.2 és 13q12 lokuszokon, mig a deléciok
els@sorban a a 3p, 5q €s 8p kromoszoma karokat érintik.

Array CGH eredményeinket szamos gén és lokusz specifikus probaval egyedi sejtek
szintjén is igazoltuk, valamint jo korrelaciot talaltunk PCRe- tortént validacio soran is.

Osszefoglalva: eredményeink korreldlnak az eddig lekozolt adatokkal, de szdmos 1j
megfigyelést is tartalmaznak. Fenti eredményeink jelenleg vannak kozlésre elkiildve, a
zéarbjelentésben a legfontosabb megfigyeléseinket emeltiik ki.

Eltérd biologiai viselkedésii primer melanomdak FISH analizise kromoszoma centoméra,
valamint EGFR és 9p21 lokusz, specifikus DNS probakkal

7-es kromoszoma és az EGFR gén FISH-el kimutatott szambeli eltérései

Kisérleteink ebben a szakaszdban tanulmdnyoztuk az EGFR gén, valamint a 7-es
kromoszoma szambeli eltéréseit, azok kapcsolatat a sporadikus melanomak klinikai és
hisztopatoldgiai paramétereivel (4). Kisérleteinkhez friss és fagyasztott tumorokbdl készitett
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lenyomat preparatumokat hasznaltunk. Nyolcvanegy primer melanoma minta interfazisos FISH
analizisét végeztiik el (44 férfi és 37 nod), 61 tumornal a kdvetési id6 tobb mint 5 év volt. FISH
kisérleteinkben fluoreszcens dUTP-vel modositott 7-es centroméra- és EGFR génspecifikus
DNS probakat parhuzamosan hibridizaltuk. Az EGFR gén eltéréseit az alabbiak szerint
csoportositottuk: i.) EGFR deléciéo: ha az EGFR képiaszama kevesebb a 7-es centroméra
kopiaszdmanal a sejtek tobb mint 10%-aban, ii.) latszolagos amplifikacio: 7-es centroméra €s az
EGFR gén kopiaszdma megegyezett, de tobb mint kettdé (latszolagos amplifikacio, ahol a
amplifikacio: a gén kopiaszama maximum O6tszordse volt a centroméra szignalszdmanak, de
nem haladta meg a sejtenkénti tiz kopiat, iv.) nagymértékii amplifikacio: az EGFR szignélszdma
tobb mint 6tszordse a centroméra szignal szdmanak és meghaladta a sejtenkénti tiz kopiat a
sejtek tobb mint 10%-aban. Az EGFR génindexet az aldbbiak alapjan hatiroztuk meg: Osszes
fluoreszcens szignal szdma/a FISH-el értékelt sejtmagok szama. A tumorok ploiditdsanak
meghatarozasahoz a 7-es kromoszoman kiviil 1-es, 3-as, 6-0s, 8-as, 9-es, és 10-es kromoszoémak
szambeli eltérését is vizsgaltuk centroméra specifikus probakkal. Minden tumornal legalabb
harom kiilonb6z6 kromoszomanal detektaltunk szambeli eltérést, mely magaba foglalta a 9-es és
aneuszomidjat a 1éziok 70%-aban mutattuk ki.

Az EGFR gén szambeli eltérését 64 (79%) 1ézioban figyeltiik meg. Az EGFR gén index
1,0 és 8,9 kozott valtozott. A primer melanomak tobbségére a gén kismértékli amplifikécidja
volt jellemzd. Tizenhdrom melanoméban detektaltunk nagymértékii amplifikaciot, de ez az
elvaltozas csak hat tumornal érintette a sejtek tobb mint 10%-at (15. tablazat). Az EGFR
tobblete a 7-es kromoszoma poliszomiajaval tarsult (p<0,0001). A gén amplifikacidja mellett
asszocialodott. Az EGFR gén FISH-el kimutatott jellegzetes kopiaszam eltéréseit a 7. abran
foglaltuk Gssze.

7. abra Primer melanoma sejtek
interfazisos FISH analizise EGFR gén
(piros szignal) és 7-es kromoszoma
specifikus (zold szignal) probaval, a
sejtmagok DAPI-val jeloltek (kek)

A.) EGFR delécio, B.) latszolagos
amplifikacio, C.) klaszteres amplifikdcio,
D.) ,,scattered” gén amplifikacio

EGFR mRNS és EGFR fehérje expresszio és EGFR gén kopiaszam eltérés kapcsolata

Tizenhat FISH-el analizalt melanoma mintanal az EGFR génkopiaszam eltéréseket
génexpresszios adatokkal is Ossze tudtuk hasonlitani. Az EGFR mRNS mennyiségi
meghatarozasahoz az Affymetrix array-en 1évo 201984 s at proba log, transzformalt
expresszios értékeit hasznaltuk. Az array-en kapott génexpressziés eredményeket qPCR-al
erdsitettiik meg. Hét 1ézidoban nem talaltunk EGFR kopiaszam eltérést, ezen mintak expresszios
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értékeinek atlagat valasztottuk viszonyitasi értéknek. A tovabbi mintak koziil 5-6t kismértéki
amplifikacio, 3-at latszolagos amplifikacio, és 1-et nagymértékli amplifikacio jellemzett. Ezen
mintakbol 6t 1ézidban tobb mint kétszeres mRNS szintet mutattunk ki a 7 nem amplifikalt
mintdhoz viszonyitva. Az egyik laszolagos amplifikaciot hordozd mintdban (7-es minta) tobb
mint 6tszorés mRNS szintet figyeltiink meg, ugyanakkor a 1ézidt a receptor fehérje gyenge
kifejezddése jellemezte. A 9-es mintdban kismértéki amplifikaciot és kozepes fehérje
expressziot detektaltunk.

Az immunhisztologiai vizsgalatokra a FISH eredmények alapjan latszolagos-, kismértékii és
nagymértékii amplifikaciét hordozd, valamint normal kopiaszamii és EGFR delécidval
jellemezheté mintdkat valasztottunk ki. Az EGFR fehérje kimutatasara a fehérje extracellularis
részére specifikus direkt jelzett antitestet alkalmaztunk. Annak érdekében, hogy a mintadkban a
melanoma sejteket elkiilonitsiik a bérben talalhatd egyéb sejtektél CD63 melanoma antigénre
specifikus monoklonalis antitestet hasznaltunk. A kontroll mintaként hasznalt normal bérben az
epidermisz réteg keratinocitainak erdteljes EGFR expresszidjat, ugyanakkor a CD63 festodés
teljes hianyat mutattuk ki. Ezzel szemben a tumor mintdkban a melanoma sejteket erbteljes
membran és citoplazmatikus CD63 kotddés jellemezte. A 1ézidkban az EGFR fehérje gyenge
vagy expressziojanak teljes hianya volt megfigyelhet6 fiiggetleniil a mintakban detektalt EGFR
kopiaszamtol és az mRNS expresszidjanak mértékétdl. Kismértékli amplifikaciot hordozo
melanomakban gyenge illetve kozepes mértékii fehérje expressziot tapasztaltunk. A szambeli
eltérést nem tartalmazé melanomakban EGFR fehérjét nem tudtunk kimutatni. Nagymértéki
amplifikacié nem tarsult fehérje expresszidval (8-es abra).

8. abra EGFR amplifikacio és CD63
és EGFR expresszio ugyanabbol a
beteghbdl szarmazo interfazisos sejten
(A) és széveti metszeten(B) A.) Az
EGFR gén nagymértékii amplifikacioja
(piros fl.), 7-es kromoszoma (zéld fl.),
sejtmag DAPI-val jelolt (kék fl.) B.) az
epidermisz sejtekben erdteljes EGFR
expresszio (zold), a melanoma sejteket
CD63 porzitivitas (piros) és az EGFR
fehérje kifejezédésének hianya

Tekintettel arra, hogy szamos szolid daganatban gyakori eltérés az EGFR gén
amplifikacioja mellett a gén 19-es exonjanak mutacioja, mely a receptor fehérje intracelluldris
tirozinkindz egységének folyamatos aktivaciojahoz vezet fliggetleniil az extracellularis rész
ligand altali stimulacidjatol, huszonhét melanoma mintandl megvizsgaltuk a 19-es exon

crer

egyetlen melanoma mintanal sem tudtunk kimutatni.
Klinikopatologiai paraméterek és az EGFR gén kopiaszam eltérései kozotti kapcsolat

Betegek kora és neme: A melanomas betegek tobbsége az 50 évnél iddsebb
korosztalyhoz tartozott. Ezekbdl a betegekbdl eltavolitott daganatokban gyakrabban mutattunk
ki EGFR gén tobbletet, de ez az eltérés nem volt szignifikans az 50 évnél fiatalabb betegekbdl
szarmaz6 melanomakhoz képest. A férfiak €s nék melanoma mintai kozott az EGFR atlagos
kopiaszama kozel azonosnak adodott, bar kismértéki amplifikaciot és delécidt nagyobb
szazalékban detektaltunk a férfi betegekbdl eltavolitott melanomakban (p = 0,05).

Hisztologiai altipus: Az EGFR gén szambeli eltérései kozel azonos mértékben fordultak
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mutattuk ki, ugyanakkor ez az elvaltozas csak egy SSM 1€ziot érintett. Az atlagos génkdpiaszam
szignifikdnsan magasabb volt a rosszabb prognédzisi NM melanomaknal (17. tablazat, p =
0,023).

Daganat vastagsag: A daganat vastagsag és az EGFR alteracio kozotti Osszefiiggést
vizsgalva, az atlagos EGFR kopia szignifikansan magasabb értékiinek adodott a 4,01 mm-nél
vastagabb tumorokban a vékonyabb tumorokhoz képest (p < 0,0001, 1. tdblazat). A gén
kimutattuk, de az EGFR nagymértéki amplifikacioja csak a >4,01 mm-nél vastagabb
melanomakra volt jellemz6 (p =0,05).

Metasztazis képzés és tulélés: Az EGFR kopiaszam index az 5 éven beliil metasztazist
képz6 daganatokban szignifikdnsan magasabbnak adddott a nem metasztatizald tumorokéhoz
képest (p=0,038). Nagymértékti amplifikaciodt csak az attétet képz6 melanomdkban mutattunk
ki. Ugyanakkor a gén tobblet mellett 4 metasztatizalé 1ézioban az EGFR gén 7-es
kromoszomahoz viszonyitott vesztését is megfigyeltik. A kifekélyesedd felszini
daganatokban szintén szignifikansan magasabb EGFR génindex volt jellemzd (p<0,0001). Az
EGFR extrakopia rovidebb ttiléléssel is tarsult. Osszességében, adataink alapjan elmondhatjuk,
hogy az EGFR gén tdobblete, a magasabb EGFR génidex primer melanomakban rossz
prognozissal tarsul.

7-es kromoszoma és az EGFR gén kopiaszam eltérése, az EGF receptor sejtfelszini részének
expresszioja és intracellularis foszforilalt formdjanak szintje melanoma sejtvonalakban

A primer melanoma mintdk FISH analizise mellett nyolc kiilonb6zé metasztatikus
tulajdonsagu melanoma sejtvonalat elemeztiink EGFR és 7-es centroméra specifikus probaval.
Az in vitro rendszer vizsgalata lehetOséget ad a génkoOpiaszam és a fehérje kifejezodés
mértékének meghatarozasan tul, a receptor aktivacios allapotanak megallapitisara is. Mind a
nyolc melanoma sejtvonalra jellemz6 volt a 7-es és az EGFR eltérések mintan beliili
heterogenitasa. A WM983A és HT168 sejtvonalakban az EGFR amplifikaciot hordozo sejtek
kis szazaléka mellett nagyszamu diszomias sejtet figyeltiink meg. Kismértékti amplifikaciot az
Osszes sejtvonalban kimutattunk. Nagymértékii amplifikaciot csak a M24met, WMO983A ¢s
WMI83B sejtvonalaknal detektaltunk, de ezen alteraciot hordozo sejtek szazalékos aranya nem
haladta meg a 15 %-ot egyik mintdnal sem.

Az EGFR foszforilalt tirozinkinaz részének (pEGFR) mennyiségét EGF liganddal
torténd stimulacid elétt és utan egyarant tanulmanyoztuk. Az EGF receptor fehérje
extracellularis részének mennyiségét aramlasi citometriaval és Western blot analizissel egyarant
vizsgaltuk. A kontroll A431-es epidermoid karcindma sejtvonalat az EGF receptor fehérje
magas expresszioja jellemezte, ugyanakkor a melanoma sejtvonalakban a fehérje extracellularis
részének kifejezddését nem mutattuk ki.

Egyediil az M24 és annak metasztazis parjaban (M24met) detektaltuk a receptor fehérje
gyenge expressziojat (9A. abra). Az analizalt sejtvonalak koziil, fiiggetleniil a 7-es kromoszoma
¢s az EGFR gén koépiaszamatol, csak az M24 sejtvonalban tudtuk kimutatni az EGFR
intacellularis tirozinkinaz részének foszforilacigjat, melynek mennyisége ligand kezelés hatasara
nem valtozott (9B. abra). Ezzel ellentétben a nagymértékii EGFR amplifikaciot hordozo A431
kontrol sejtvonalban kétszer magasabb volt a pEGFR-el szintje stimulacio elétt az M24
sejtvonalhoz képest, ez a mennyiség ligandkezelés hatdsara szignifikans mértékben
megndvekedett (9B. abra).
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9. abra melanoma sejtvonalakon az EGFR fehérje expresszio meghatarozdsa aramlasi
citometridaval és western blot technikdval. A. a receptor extracellularis expressziojanak
mértéke. B. a foszforilalt EGFR mennyisége a receptor liganddal torténd aktivacio elott és utan.

Osszefoglalva megallapithatjiuk, hogy eredményeink alapjan, a korabbi irodalmi
adatokkal egyezden, primer melanomakban a 7-es kromoszdma poliszomidja rossz prognozissal
tarsul. Elsoként irtuk le az EGFR gén sejtszintii eltéréseit és klinikopatologiai paraméterek
kozotti kapcsolatot nagyszdmi melanoma mintan. A primer 1éziok tobb mint 50 %-aban EGFR
gén tobbletet talaltunk. A génstatuszra jellemzé extrakopia legtobbszor kismértékii fehérje
expresszioval tarsult, a génamplifikacid, mas daganatokkal ellentétben, nem eredményezte az
EGFR fehérje fokozott mértéki kifejezodését. Eredményeink alapjan az EGFR amplifikacio
primer melanomdk metasztazis képzé hajlamara prognosztikai jelentéséggel birhat. Primer
melanomak EGFR eltéréseinek klinikai relevancidjahoz sziikséges az mRNS- fehérje- és
génkopiaszam eltérések szimultan analizise, kiilonosen azokban a mintakban melyek EGFR
extra kopiat tartalmaznak. Az EGFR extra kopiaszdmmal Osszefiiggd molekularis eltérések
tovabbi vizsgalatokat siirgetnek, melyek célja lehet, annak kideritése, hogy azoknal a
melanomas betegeknél, akik daganata EGFR kopiaszam eltérést hordoz, hasonléan, mint
ahogyan az bebizonyosodott més daganatoknal, hatdsos lehet-e az anti EGFR immun illetve
gefitinib terapia.

Ip21 lokusz és a 9-es kromoszoma kdpiaszam eltérései primer malignus melanomdban

Kisérleteink célja a 9p21 régio6 kopiaszam eltéréseinek analizise interfazisos melanoma
sejtekben fluoreszcencia in sifu hibridizaciéval, valamint az eltérések és a daganatok
klinikopatoldgiai tulajdonsagai kozotti kapcsolat vizsgalata. Nyolcvanegy primer melanomat
analizaltunk 9p21 lokusz és 9-es centroméra specifikus probakkal. A daganatokat klinikai és
patologiai tulajdonsagaik alapjan csoportokra osztottuk.A 9p21-es lokusz €és 9-es centroméra
specifikus szignalokat valamennyi sejtben egyiittesen értékeltiikk. Monoszomiasnak tekintettiik
azt a daganatot, amelyben a vizsgalt sejtek tobb mint 20%-a egy jelet, poliszomiasnak,
amelyben a vizsgalt sejtek tobb mint 15%-a két 9-es centroméra szignalt hordozott.
szazalékban kimutattuk. A 9-es kromoszoma vesztését a felszinesen terjedé (SSM) mintak 44%-
aban, mig a nodularis altipusba (NM) tartozé tumorok 24%-aban detektaltuk. A kromoszoma
poliszomidjat 25 1ézidban az analizalt sejtek tobb mint 20%-aban figyeltiik meg, ez az elvaltozas
16 tumor esetében a sejtek tobb mint 50%-at érintette. Ezekben a tumorokban a poliszémias
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sejtek mellett monoszomias sejtpopulacido nem volt kimutathato. Egy 1ézidban tobb mint hat 9-
es centroméra szignalt talaltunk a sejtek jelentds részében. A 9-es kromoszoma poliszomiaja
mindkét hisztoldgiai altipusban hasonl6 frekvenciaval fordult el6 (31%).

A 9p21 lokusz delécidjat 67 melanomaban (83%) mutattuk ki, mely 22 esetben a 9-es
kromoszoma vesztésével tarsult (27%). Mindossze 7 minta hordozta a sejtek tobb mint 60%-
viszonyitott relativ vesztése volt, melyet a mintdk 57%-ban detektaltunk. Tizennégy
melanomaban a 9p21 homozigota delécioval jellemezhetd sejtcsoportok mellett heterozigota
deléciot hordozo sejtpopulaciok jelenlétét is megfigyeltiik. Dominans homozigota delécioval (a
sejtek 63-86 %) és 9p21 tobblettel rendelkezd sejteket 5 tumornal figyeltiink meg. Kilenc
melanomanal a sejtek 40-76% szazalékaban 9p2l-es extra kopiat detektaltunk ugyanakkor a
sejtek kis hdnyaddban a lokusz homozigdta deléciodja is jelen volt. Hét 1ézidoban nem tudtunk
kimutatni 9p21-es lokuszt érint6 eltérést FISH-el.

A 11. &bra szemlélteti a primer melanomakban FISH-el kimutatott jellegzetes 9p21-es
eltéréseket. Az 11.A abran 3 kiilonboz6 9p21 szambeli eltérést hordozo sejt lathatd. Az egyik
sejtben két 9-es kromoszoéma szignalt és egy 9p21 szignal lathaté ami heterozigota deléciot
jelent, a masik sejt egy 9p21 lokusz és egy 9-es kromoszoma specifikus jelet tartalmaz. A
harmadik sejtre a 9p21-es lokusz extra kopiaszama jellemz6. Az 11.B abran a 9p21 régio teljes

A melanoma mintdk klinikai paraméterei és a 9p2l-es eltérések kozotti Osszefiiggést
elemezve megallapitottuk, hogy a 9-es kromoszéma aneuszoémiajanak mértéke szignifikdnsan
eltért a hisztoldgiai altipusok kozott. Ezzel szemben, a 9p21-es lokusz alteracional nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a két altipus kozott. Bar a noduldris melanomakba a lokusz

10. abra FISH fluoreszcens
mikroszkop felvételen 9p21
kopiaszam tobblet  és
heterozigota és homozigota
delécioval rendelkezd
melanoma sejtek lathatoak.
A 9-es centroméra zold a
9p21  lokusz  specifikus
szignal piros szinnel latszik.

Megfigyeltiik, hogy a 2 mm-nél vékonyabb daganatokban a lokusz homozigoéta delécioja
nem fordult el6. A 9p21 régid hianya az Osszes késdi stadiumil melanomara jellemz6 volt.
Adatainkat 0Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a 9p2l-es lokusz szambeli eltérései nem
mutatnak szoros 0sszefiiggést a tumorok klinikopatologiai paramétereivel (Fisher teszt).

A 9p2l-es régid szambeli rendellenességei mellett, vizsgaltuk azt is, hogy a lokusz
kopiaszam  eltérései milyen hatdst gyakorolnak az itt lokalizdloddo CDKN2A
tumorszuppresszorgén expresszidjara. Tizennyolc melanoma FISH-el és génexpresszios adatait
tudtunk Osszehasonlitani. A kisérletekhez kvantitativ valos idejii PCR technikat alkalmaztunk,
kontrollként naevus mintdt hasznadltunk. Négy mintdban a CDKN2A gén kontrollhoz
viszonyitott tobb mint kétszeres expresszios szintjét mutattuk ki. Ezek koziil harom 1ézioban a
sejtek tobb mint 65%-a hordozott 9p21 tobbletet. Kilenc melanoméban csékkent a CDKN2A
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expresszioja, két tumorban a sejtek 71% valamint 91%-a 9p21 homozigdta deléciot hordozott.
Tovabbi harom tumorban a sejtek 40-70%-aban a lokusz teljes hianyat tapasztaltuk.

FISH adataink alapjan megéllapithatjuk, hogy a 9p21-es kromoszéma szakasz vesztése
mind progresszid a korai, mind a késOi stadiumaban 1évé primer melanomakban gyakori
eltérésekkel egyiitt nemcsak a daganat kialakuldasaban, de a progresszidjaban is szerepe van.
Eredményeinket dsszefoglalva, interfazisos FISH analizissel kimutattuk, hogy a 9p21 lokusz
delécidja nemcsak melanoma sejtvonalakra jellemz6, de gyakori citogenetikai eltérés sporadikus
primer melanomakban is. Eredményeink nemcsak megerdsitik az eddigi irodalmi adatokat,
hanem bizonyitékot is szolgaltatnak arra, hogy a lokusz delécidja kilobazis nagysagih mar a
korai stadiumu daganatokban is.

Eddig nem koz6l1t 0j megfigyelés, hogy a 9p21 tumorszuppresszor lokusznak nemcsak a
delécidja hanem a kismértékli amplifikacidja is jelen van a melanoma mintakban.

Malignus melanomak génexpressziés mintazatanak vizsgalata microarray technikaval

Kisérleteink soran célunk volt primer melanomak ¢és metasztdzisok globalis
génexpresszios mintazatanak vizsgalata microarray technikaval, a génexpresszios valtozasok és
a daganatok klinikai viselkedése kozotti kapcsolat elemzése (14). A kisérleteinkhez az
Affymetrix cég altal kifejlesztett human Genechip U133 2.0 plus array-t hasznaltuk, 43 tumor
(37 primer melanoma, 6 metasztazis) génexpresszids mintazatat elemeztiik. Eredményeink
koziil az alabbiakat emeljiik ki:

Melanomak klinikopatologiai paramétereivel osszefiiggé génexpresszios valtozasok

Elemzéseink ezen szakaszaban a primer tumorokat klinikopatoldgiai tulajdonsagaik
alapjan csoportokra osztottuk. Az egyes csoportokon beliil az Un. ,,Volcano plot” elemzést
alkalmaztuk, amely lehetdséget ad egy 1épésben a minimum kétszeres expresszios kiilonbséget
mutatd gének kimutatdsara tigy, hogy kozben jeldli a szignifikans mértékben eltérd expresszidju
géneket is (p<0,05, ,,Benjamini and Hochberg false discovery rate”). A statisztikai analiziseknél
az egyes gének csoportokon beliili atlagintenzitasi értékével dolgoztunk. Elemeztiik a daganatok
kor, nem, Breslow vastagsag és Clark szint kategoéridk szerinti megoszlasaval, valamint a
felszini kifekélyesedéssel (ulceracid) €s metasztazis képzéssel Osszefiiggd génexpresszids
valtozasokat. Az egyes klinikopatologiai csoportok kozott szignifikansan eltéré expresszioji
géneket csak a metasztazis képzés €s a daganatok felszinének kifekélyesedése alapjan képzett
csoportoknal tudtunk kimutatni.

11. dabra ,,Volcano plot” elemzés: felszini
kifekélyesedés  alapjan  csoportositott
daganatok kozott szignifikans mértékben
eltérdé gének azonositasa. A vizszintes zold
vonal a p=0,05 értéket, a fiiggdleges zold
vonal a 2x génexpresszios szint valtozdst
jeloli. A kiilonbozo szinii pontok a géneket
reprezentaljak, pirossal vannak jelolve a
min. kétszeres expresszios kiilonbséget
mutato  szignifikans — mértékben  eltérd
gének.
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Meglepd, hogy a rosszabb prognozisu ulceralt mintdkban a gének nagyrészének alulmikodését
figyeltik meg, ugyanakkor ezen gének megndvekedett expresszidja jellemezte a jobb
progndzisi mintakat. A jobb attekinthetdség érdekében az 1095 transzkript mintdnkénti
expresszios mintdzatat hierarchikus klaszter analizissel vizsgaltuk.

A két listaban szerepld gének 90%-ban megegyeztek egymassal. Ennek magyarazata,
hogy a microarray vizsgalatokban tanulmanyozott 37 primer melanoma minta koziil a 2 éves
kovetési id6 alatt 7 metasztazist képzett 16zi6 egyben ulceralt felszinnel is rendelkezett. fgy a
tovabbiakban az elemzéseinket az ulceracioval Osszefiiggd génexpresszios valtozasokra
fokuszaltuk.

12. Abra Primer melanoma mintik hierarchikus
klaszter —analizise, az ulceracioval oOsszefiiggd
expresszios valtozdst mutato 1095 gént tartalmazo
listan. Piros szinnel a megemelkedett, kék szinnel a
csOkkent, sargdaval a normadl génexpresszios szint
van dbrazolva. A fenti dendogramm mutatia a
mintak hasonlosagi fokat. A dendogrammon az
ulceralt felszinli mintakat kék, mig a nem ulceralt
felszinii mintak sarga fiiggdleges vonal jelzi. A lila
kapcsos zardjelek a nagy klasztereken beliili
szorosabb  kapcsolatban lévé minta csoportot
mutatjak.

I
I |I |

III [T I‘II In

m—

.

A daganatok  kifekélyesedése  rossz
progndzissal tarsul, jelenléte nyirokcsomd attétek
kialakulasanak val6szinliségét noveli. A
prognosztikus faktor fontossagat tiikrozi a 2002-es
TNM- beosztasba vald bekeriilése is. A daganatok
felszinének kifekélyesedéséhez tarsuld szignifikans
mértékli génexpresszios valtozast 1095 génnél
mutattunk ki ,,Volcano plot” elemzéssel.

A génlista valamint a daganatok klaszter analizisével a hasonld expresszios profillal
rendelkez6 géneket és mintdkat csoportokba rendeztik, az egyes mintak expresszios
mintazatanak hasonlosagi fokat dendogrammon abrazolva.

Melanoma metasztazisok génexpresszios mintdzata

Hat melanoma metasztazis génexpresszios mintazatat elemeztiik microarray technikaval.
T-teszttel vizsgaltuk a primer melanomak és a metasztazisok kozotti génexpresszios
kiilonbségeket. Nem talaltunk szignifikdns eltérést a metasztazisokban a primer lézidkhoz
képest. Ez azzal magyarazhaté, hogy mind a primer tumoroknidl mind a metasztazis
melanomaknal az egyes 1éziok expresszios mintazata eltér egymastol, nem egységes.

Mivel a program a statisztikai elemzéseknél a gének csoporton beliili atlagintenzitasaval
szamol, igy a konkrét kiilonbségek nem keriilnek felszinre, ezért a metasztazisokat klaszter
elemzéssel hasonlitottuk a primer melanomékhoz az ulceracioval Osszefiiggd génlista alapjan
(1095 gén). Megfigyeltiik, hogy a metasztazisok (dendogrammon lila szinnel jel6lve) koziil
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négy génexpresszios mintdzata szoros kapcsolatban all a rossz progndzisu primer melanomak
mintazataval, mind a négy nyirokcsomod metasztazis. A négy metasztazisban, a primer 1ézidkhoz
hasonlodan, a vizsgalt gének nagyrésze csokkent expresszios szinttel rendelkezett. A tovabbi két,
kutan metasztazis expresszids profilja a jobb progndzisi melanomak expresszids mintdzataval
mutat hasonlosagot. A rossz prognozissal jellemezhetd primer melanomak génexpresszios
mintazata hasonl6 a nyirokcsom6 metasztazisok génexpresszios profiljahoz (13. abra).

13. Abra Primer melanoma és melanoma
metasztazis mintik klaszter diagrammja az
ulceracioval dsszefiiggé 1095 gén lista szerint.
A dendogrammon kék fiiggdleges vonal az
ulceralt, sarga a nem ulcerdlt, lila a
metasztdazis melanoma mintdkat jelzi.

A fenti analizisekkel kapott génlistakon kiviil
az 1095 gén intenzitasértékeinek atlaga alapjan
meghataroztuk a  két  klaszterben a
legmagasabb fluoreszcencia intenzitasi
értekkel rendelkezd (10-10) géneket is. A
rosszabb  prognoézisi  csoportba  tartozd
mintakban, hasonléan a PCA analizis
eredményéhez, a legmagasabb intenzitasi
értéket az osteopontin (OPN) génnél figyeltiink
meg. A jobb progndzisi melanomakban a
legnagyobb intenzitasi értéket a defensin beta,

a keratin 16 és az IL1F7 géneknél mutattunk ki.

A gének funkciondlis analizise

Tovabbi elemzéseinkben vizsgaltuk a melanoma mintak felszini kifekélyesedésével
Osszefiiggo szignifikans mértékill expresszios eltérést mutatd gének (1095) sejt €letében betoltott
szerepét az interneten hozzaférhetd ,,Ingenuity Pathway Analysis 5.01 (IPA) és Database for
Annotation Visualization and Integrated Discovery (DAVID)” programokkal. A programok
lehetéséget adnak a kiilonbozo jelatviteli Gtvonalak érintettségének vizsgalatara, kiilonb6zo
funkciokban szerepet jatszo komplex molekularis hal6zatok azonositasara.

Az analizis elsé 1épéseként az agressziv viselkedésii melanomakban megemelkedett
expresszios szinttel rendelkezd gének jelatviteli utvonalakban betdltott szerepét vizsgaltuk
DAVID programot hasznalva. A modszer nagy elonye, hogy az 0Osszes jelenleg hasznalt
szignalizacios tutvonalat tartalmazo adatbazisban keresi a gének funkcigjat. A fokozott
expressziot mutaté 74 génbol a DAVID program a gének Affymetrix kodja alapjan 67 gént
azonositott, melybdl 22 gén tartozik az ismert jelatviteli itvonalakhoz (KEGGQG).

Az analizalt gének tobbsége, kiilonbozd receptor medidlt jelatviteli folyamatokban
jatszik szerepet, pl: JAK-STAT, TGF-béta és a Toll-like receptorok altal szabalyozott
molekularis halézatokban. A citokin Gtvonalhoz a listabol tobb gén is tartozik: CCL3L3, CCRI,
EPOR. A legmagasabb fluoreszcencia intenzitasi értékkel rendelkez6 osteopontin gén a fokalis
adhézio, sejtkommunikécié és extracellularis matrix kolcsonhatasat szabalyozo folyamatokban
vesz részt. Az adherens kapcsolatokra az ostepontin génen kiviil az shc, syndecan 3 illetve a
catenin is hatast gyakorolnak.
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Az IPA adatbéazisa az eddig ismert Osszes gén-gén kolcsonhatast, a gének jelatviteli és
funkciondlis folyamatokban betoltott szerepét tartalmazza, és ezen informacidk alapjan alkot
csoportokat a génlistdban szerepld génekbdl. A kiilonb6z6é funkcidk kialakitasaban,
fenntartasaban szamos jelatviteli folyamat egyiittesen mikodik kozre.

A csoportokban szerepld gének a bor- szorfejlodésben, a sejtciklus, sejtosztodas, sejt-sejt
interakcid, a sejtmozgast szabalyozo valamint a kardiovaszkularis rendszer fejlodésében
szerepet jatszé Utvonalakhoz tartoznak, tovabba kiilonb6z6 metabolikus folyamatok résztvevoi.
A tablazatban szerepld els6 négy funkcioban (bor- és szorfejlodési funkcid; sejt-és
szervfejlodés, bor- és szorfejlodési funkcid dermatologiai  betegségek; daganat, sejt
szignalizacio, fejlodési rendellenességek; génexpresszid, dermatoldgiai betegségek, daganat)
résztvevo gének kolcsonhatasat részletesen is tanulmanyoztuk.

14. abra Daganat, sejt szignalizdcio,
fejlodeési rendellenességek;
Génexpresszio, dermatologiai betegségek,
daganat betegségek csoportba tartozo
s VLS e gének halozata. Zold szin a gének
el e N\ ), alulmiikodését, a szin erdssége a , fold
AN change” érték novekedését jeloli. A
o folytonos vonallal a direkt hatdst, a
N T e szaggatott nyillal a gének indirekt
QYR L £ ST interakcidjat abrazoltuk.

74\ N \ Az IPA analizissel kimutattuk,
| 22 3 N\ = o hogy a gének tobbsége elsésorban a p53,
el A\ AVl Nf-kB, WNT/ p-catenin kaszkadhoz
S ' A\ } kapcsolodik. A halézatban a CDKN2A,
/A TP63, NFkB, gének jatszanak kozponti
szerepet (14. abra). A vizsgalt gének
koziil a fent emlitettetekkel kapcsolatban 1évé gének az ulceralt felszinii, rosszabb prognozisu
daganatokban csokkent expresszios szinttel rendelkeznek, ugyanakkor megndvekedett
expressziojuk jellemzi a jobb prognozisi daganatokat. Daganat, sejtszignalizacio, fejlodési
rendellenességek; génexpresszid, dermatologiai betegségek, daganat betegségek csoportba
tartoz6 gének az FGF, PPAR jelatviteli utvonalakban, tovabba az LXR/RXR és VDR/RXR
aktivacioban jatszanak szerepet, hatast gyakorolva a MAP és AKT kinaz kaszkadokra.

Genom eltérések és a génexpresszios valtozdasok

Vizsgaltuk, hogy a rosszabb progno6zisii melanomakban a gének nagy részénél tapasztalt
milyen genom eltérésekkel asszocialddik. Tizenegy primer és 2 melanoma metasztazisnal tudtuk
Osszehasonlitani az aCGH (BAC array) és génexpresszios adatokat. az interneten hozzaférhetd
Matchminer programot hazsnaltuk. Ezzel lehet6ség nyilt, hogy a két kiilonb6z6é array
platformon szereplé kozos géneket azonositsuk. A Matchminer program az 1095 génbdl 593
gén esetében ismert fel olyan forgalomban 1évé BAC klont, melyek az Affymetrix array-en
talalhat6 génspecifikus szakaszokat fedik le. Ezek koziil, az altalunk hasznalt aCGH platform 16
BAC klont tartalmaz.

A megemelkedett expresszids szinttel rendelkezé gének koziil az altalunk hasznalt CGH
array csak a SULF-1 gént reprezentaldo RP11-120N14 BAC klont (8q13.2) tartalmazta. A
csokkent expresszioji gének tobbsége az egyes kromoszoman az 1p21-22.3, 1p36, 121 1q36
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régiokon, tovabba a 6p21, 6q21-6q23 valamint a 10q, 11q, 15922 szakaszokon lokalizalodik. A
génkopiaszam valtozas génexpressziora gyakorolt hatasat szemlélteti a 9-es abra. Egy nodularis
melanoméban a 11-es kromoszéman kimutatott, a 11q szakaszt érinté génamplifikacid az itt
lokalizal6odd gének megnovekedett expresszidjat eredményezte. A 1lqtert érinté delécio, a
gének expresszidjanak csokkenését vonta maga utdn, a normal kopiaszamu daganatok
expresszios szintjéhez képest.

Az amplifikalt klaszterben lokalizdalodo gének
megnovekedett expresszios szintje
v Csokkent expresszio

Affymetrix

microarrav

&Ii Gén amplifikacio

aCGH

15. abra Egy nodularis primer lézio 11-es kromoszoma Affymetrix és aCGH eredményei. Az aCGH profil

crer

vannak jelolve megnovekedett expresszioju gének, a kékszin a csékkent expressziora utal.

Folyamatban vannak azok a vizsgalataink, melyek az array CGH adatok és a
génexpresszios valtozasok kozotti kapcsolat pontosabb feltérképezését célozzak meg, nagy
felbontasu oligo-alapu array CGH chipeken (NimbleGen 72k) nyert adatok alapjan.

Taqman Low Density Array (TLDA) analizis

A microarray eredményeinket 35 primer melanoma mintan qPCR alapi Tagman Low

Density Array alkalmazasaval ellendriztiikk. Kisérleteink soran a microarray analiziseink
adataibol kivélasztott 65 gén, tovabba 29 az irodalomban mar leirt, a melanoma progresszioval
Osszefliggésbe hozhatd gént tartalmazd TLDA-n végeztiik el, kontrollként glicerinaldehid-3-
foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) és B-actin géneket alkalmaztunk.
A gPCR eredmények jo korreldciét mutatnak a microarray adatokkal. qPCR-al 47 génnél
figyeltiink meg az ulceracioval Osszefliggd minimum kétszeres expresszids valtozast, ez a
valtozas 25 génnél volt szignifikdns mértékli (4. tablazat). A két melanoma csoport kozott a
legnagyobb expresszids szintbeli valtozast az interleukin 8 gén esetében figyeltiink meg (119-
SZOros).

Génexpresszios eredményeinket Osszefoglalva: primer melanomak klinikopatologiai

paramétereivel Osszefiiggd szignifikans mértékii expresszios valtozast cask a daganatok
felszinének kifekélyesedésével (ulceracio) €s a melanomak metasztatazisképzo tulajdonsagaval
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Osszefliggésben mutattunk ki. Irodalmi adatok szerint a Breslow vastagsag és bizonyos gének
expresszioja kozott kapcsolat all fent. A kiilonb6zé analizisek eredményei viszont nehezen
hasonlithatok 6ssze, aminek oka, hogy az egyes tanulmanyokban eltéré tumor vastagsagi
kategoridkat alkalmaztak, melyek nem azonosak a TNM klasszifikacioban hivatalosan hasznalt
Breslow kategoridkkal. Az expressziés eredmények heterogenitasat jelzi, hogy a 2000-ben
elsonek kozolt, melanoma biopszidkon elvégzett microarray tanulmanyban egyik klinikai
paraméterhez sem tudtak tarsitani szignifikans mértékii expressziods valtozast.

A rosszabb prognoézisu léziokban a legmagasabb expresszios intenzitasi atlagértéket
(11.82) a 4921-g25 kromoszomalis szakaszon lokalizalddé osteopontin (OPN) génre mutattunk
ki. Az osteopontin egy gliikofoszfoprotein, mely az integrin utvonalon keresztiil befolyasolja a
tumorsejtek és az extracelluldris matrix fehérjéi kozotti kapcsolatot, ezéltal hatast gyakorolva a
sejt migraciéra ¢és a metasztazis képzésre. Legljabb tanulmanyok megerdsitettették
megfigyeléseinket, mely szerint az osteopontin melanomék prediktiv biomarkere, kiemelve,
hogy az osteopontin fontos terapias target molekula lehet melanomékban.

Az utobbi években szamos munkacsoport kiillonb6zé metasztatizald képességgel
rendelkez0 sejtvonalak, valamint eltéré agresszivitasi daganat csoportok kozotti génexpresszios
eltéréseket vizsgalva, a mi eredményeinkhez hasonldéan, kimutatta, hogy a melanoma
progresszio korai stadiumaban, a jobb prognoézisii mintakban a gének fokozott mikodése, a
kés6i stadiumi mintakban a gének alulmiikodése jellemzo. Ez arra utal, hogy a kiilonb6z6
utvonalakban bekovetkezett specifikus génexpresszios mintazat elvesztése kulcslépés lehet az
elérehaladott stadiumu, rossz prognézisu melanoma kialakulasaban.

A kutatasi eredmények osszefoglalasa, a kutatas tovabbi lehetséges iranyai, az eredmények
felhasznalasanak, hasznositasanak lehetdségei:

L Megallapitottuk, hogy a melnomak jellegzetes BRAF és NRAS onkogén mutaciéi a
vizsgalt primer melanomakban egyiittesen soha nem fordult el6. BRAF-600 mutaciot a
primer melanomék 58%-an talaltunk, mig az NRAS mutéacio sokkal kisebb frekvencidval
fordult el6 (16%). Array CGH adataink szerint a BRAF nutaciét hordozok daganatokban
szignifikansan magasabb a genom eltérések szadma hasonlitva a mutaciot nem tartalmazo
melanomékhoz.

1. Szamos a progresszidval Osszefiiggd genom eltérést talaltunk, melyek a legtobb esetben
deléciot jelentenek.

II. Megfigyeltilk, hogy a kronikus napugarzassal jellemzhet6 daganatoknal a
génamplifikaciok sokkal gyakoribbak a 11q13.4, 20q13.2 és 13q12 lokuszokon, mig a
deléciok elsésorban a a 3p, 5q és 8p kromoszoma karokat érintik.

IV.  Interfazisos FISH analizissel kimutattuk, hogy az EGFR génkdpiaszam tobblete, primer

melanomakban rossz prognézissal tarsul.

- Deléci6 és kismértékti amplifikacid szignifikansan nagyobb mértékben fordult eld férfi
betegekbdl szarmazd melanomakban.

- Az EGFR gén kopiaszama szignifikdnsan magasabb a 4,01 mm-nél vastagabb Breslow
vastagsagu daganatokban.

- A kovetési idén beliil metasztazist képzo 1ézidkra a gén kis- és nagymértéki
amplifikacidja egyarant jellemzo elvaltozas. A tumorsejtekben kimutatott EGFR extra
kopia a betegek rovidebb talélésével tarsul.

- Hasonldan szignifikdns asszocidciot mutattunk ki a daganatok felszini kifekélyesedése,
valamint az EGFR gén tébblet kozott.
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Megfigyeltiik, hogy a 9p21 delécid gyakori eltérés sporadikus primer melanomakban.

- A 9p21-es lokusz delécigjat mind a korai, mind a késéi melanomakban megfigyeltiik.

- A 9p21 delécioja mellett a lokusz kopiaszam tobbletét is kimutattuk.

- Nem taldltunk szoros korrelaciot a 9p21-es lokusz genetikai eltérései és a daganatok
klinikopatoldgiai tulajdonsagai kozott.

Primer melanomak klinikopatologiai paramétereivel 0Osszefliggd génexpresszios
eltérésekre szignifikdns expresszios valtozast figyeltiink meg a daganatok felszinének
kifekélyesedésével (ulceracio) és a melanomak metasztatazisképzo tulajdonsagaval.

- Ulceracioval 0sszefiigd mRNS szint valtozast 1095 génnél figyeltiink meg, gének
tobbsége az ulceralt felszinii melanomakban csokkent expresszioval tarsult. Ugyanezen
gének megnovekedett expresszids szintjét detektaltuk a nem kifekélyesedd felszint
melanoma mintakban.

- A rossz prognézisu melanomakban a legmagasabb expresszids atlagértéket az osteopontin
génre mutattunk ki. A jobb prognoézisi daganatokban legnagyobb mértékben a defenzin
B szintje emelkedett meg, mind az OPN mind a defenzin § az Nf-kB transzkripcios
faktor indukcidjat okozza.

- Az ulceralt felszinli melanomakban csokkent expresszioju gének funkciojat vizsgalva
kimutattuk, hogy tobbségiik a bor- és szorfejlodési funkcio, dermatologiai betegségek,
daganatfejlédés, sejtosztodas a sejtciklus, sejt-sejt interakcid és sejtmotilitds szabalyozo
folyamatokhoz tartozik, a p53, ERK/MAP, IP3/AKT ¢s WNT/ [ katenin, Nf-xB
molekularis Gitvonalakon hatva.

Hiearchikus klaszter analizissel kimutattuk, hogy a nyirokcsomé metasztazisok
génexpresszidos mintazata rossz prognozissal jellemezhetd primer melanomak
génexpresszios profiljahoz hasonlo.

Eddigi eredményeink szamos olyan kérdést vetettek fel, melyekre a valaszt mar ujabb OTKA
tamogatas keretein beliil keressiik valaszt. Olyan fontos molekularis targeteket ,,jeloltek ki”,
melyek részletes vizsgalatara tovabbi kutatasi forrasokat keresiink. Elsddleges céljaink kozott
szerepel az aggressziv viselkedés hatterében molekularis halozat részletes megismerése.

A Kutatas megvaldsitasahoz kapott egyéb tamogatasok: Jedlik Anyos palyazat

»Hozzajarulok ahhoz, hogy a T 048750 OTKA nyilvantartasi szamu kutatas eredményei alapjan késziilt
zardjelentésemet, az OTKA Bizottsdg nyilvanossagra hozza, illetve a tudomanyos kozdsség szamara
ismert, elérhet6 archivumban archivalja.

Debrecen, 2009. november 30.

Dr. Balazs Margit
témavezeto
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