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1. BEVEZETES

A bor daganatos megbetegedései koziil az epidermis melanocitdinak koros
burjanzasabdl szarmazé melanoma a legmalignusabb elvaltozas. Az utobbi négy évtizedben
gyakorisaga, a nok tiidodaganatanak kivételével, vilagszerte, beleértve hazankat is, minden
mas malignus betegségnél gyorsabban emelkedett. Kialakulasanak leglényegesebb
rizikotényezdje az intenziv, ismételt ultraibolya sugarzds, de a veszélyeztetettséghez mas
paraméterek is hozzajarulnak (pl. a bor tipusa, kémiai karcinogénekkel torténd expozicio,
genetikai prediszpozicid, a DNS-javitas kapacitdsat befolydsold genetikai faktorok).
Agressziv viselkedésére jellemzd, hogy mar a tumor korai stddiuméaban attét képzésére
hajlamos, nemcsak a kornyez0 borbe és a regiondlis nyirokcsomédkba, hanem tavoli
szovetekbe, szervekbe is. A tavoli metasztazisok megjelenése rossz prognozist jelent, a
betegek hosszu tava tulélési esélye nagyon lecsokken.

Molekularis biologiai és citogenetikai tanulmanyok eredményei igazoltdk, hogy a
genetikai elvaltozasok 1épcsOzetes megjelenése a normalis sejtnovekedés és a sejthalal
szabalyozdsanak = megvaltoztatasdval hozzdjarul a  carcinogenezis folyamatahoz.
Bebizonyosodott, hogy specifikus genetikai elvaltozasok jelenléte a terapia megvalasztasaban
alapvetd jelent0ségii lehet. Ennek tudatiban melanomdban a metasztatikus progresszio
molekularis mechanizmusanak megértése rendkiviili jelentGséggel bir, fontossaga nem
hangstulyozhato eléggé, hiszen a metasztatikus szubklonok primer tumorokban valo
jelenlétének kimutatasaval a betegség lefolyasat elére tudjuk jelezni. Ez uj, a tumorok
genetikai eltéréseit is magaba foglald, osztalyozasi rendszer kialakitasat eredményezheti,
illetve genetikai kockazatbecslést tesz lehetové.

A melanoma metasztatikus szorédasahoz vezetd genetikai eltérésekrdl jelenleg nem
birunk elegendd ismerettel, nem all rendelkezésiinkre a betegség patologiai jellemzdihez, a
tumor kialakuladsanak ¢€s progressziojanak egyes lépéseihez tarsuld genetikai valtozasok
részletes leirasa annak ellenére, hogy a metasztazis kialakulasa a beteg tulélését meghatarozo
legfontosabb faktor. Az irodalomban megjelent nagyszami tanulmany eredményei ellenére, a
melanomara jellemz0 nagy mértékii genetikai heterogenitas kizarja, hogy egyszerii modell
segitségével a metasztatikus viselkedés hatterében allé genetikai torténésekre magyarazatot
talaljunk.

A klasszikus citogenetika kromoszdmasavozason alapuldé modszere a tumorban
eléfordulo genetikai eltérésekrdl csak korlatozott informaciot szolgaltatott, ami els6sorban az
in vitro sejttenyésztés technikai nehézségeivel hozhaté kapcsolatba. A 80-as évek végét

kovetden egyre jelentdsebbé valtak azok a molekularis genetikai metodikak, melyek
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segitségével a kromoszomalis szinti genetikai eltérések megismerése a tumor sejtek in vitro
tenyésztése nélkiil is megvalosithatd. Kiemelkedd jelent6ségii ezek koziil a technikak koziil a
fluoreszcencia in situ (FISH) és komparativ genomidlis hibridizaci6 (CGH). A CGH elonye a
tumorok teljes genomra kiterjedd gyors és atfogd genetikai analizisében ma mar vitathatatlan,
hiszen ezzel a mddszerrel felismert genetikai elvaltozasok azokra a kromoszomalis régiokra
mutatnak ra, melyek specifikusak lehetnek egy adott daganat tipusra, tovabba a tumor
progresszié meghatarozott stadiumara. Ezen specifikus kromoszoma szakaszok részletesebb
analizise sziikséges ahhoz, hogy az adott régioban elhelyezked6 géneket, melyek sokszor
eddig ismeretlen onkogének vagy tumor szuppresszor gének lehetnek, felismerjiik.
Melanomara vonatkozoéan ez idaig minddssze harom olyan kézlemény jelent meg, ahol
a szerzOk ezt a molekularis genetikai modszert alkalmaztdk. Mindharom tanulmanyban csak
primer tumorok tanulmédnyozasara keriilt sor, a metasztdzisokban detektalhato eltérésekrol és
az esetleges kiilonbségekrél igy nem allt rendelkezésre informaci6. A melanoma
kialakulasahoz ¢és progressziojahoz tarsuld genetikai eltérések feltérképezése ¢€s ezen
eltérések, valamint a daganat agressziv metasztazisképzd tulajdonsdga kozti klinikailag

relevans Osszefiiggések vizsgalata tehat alapvetden fontos a melanoma kutatasaban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Epidemiologia

Az utdbbi négy évtizedben a bor melanomajanak gyakorisaga, a nék tiidétumoranak
kivételével, vilagszerte minden mas malignus betegségnél gyorsabban né (1). Hazai
viszonylatban is a malignus melanoma (MM) az egyik leggyakrabban el6fordulé tumor, a
tumor jelenlegi eléfordulasi gyakorisaga 9.2/100000 lakos szinten van. Szdveti tipus szerint
hazénkban leggyakoribb az SSM és ezt koveti a nodularis MM, amely a legrosszabb
prognoézisu a melanomak koziil. A hazai vizsgalatok szerint az észlelt esetek kozott
gyakorisagban a Clark III. és IV. stadium vezet, ez eredményezi a viszonylag nagymértékii
elhalalozast (2).

Jelenleg a primer tumoroknal a progndzis osztilyozasanak alapjat a tumor
hisztopathologiai paraméterei, a Breslow tumor vastagsag €s az invazid Clark szintje képezik.
Ha azonban a betegnél mar kialakult a regionalis metasztazis, a primer tumor hisztopatologiai
képe tovabb nem jarul hozzd szignifikdnsan a talélés elérejelzéséhez (3). Ebben a tumor
fazisban a nyirokcsomé metasztazis kiterjedése a f6 prognosztikus tényez6. A betegek azon
részében, akinél a tumor vastagsaga kisebb, mint 1.5 mm, kb. 25-30% (vagy még e {olotti)
azoknak a betegeknek az ardnya, akiknél a tumor mikrometasztazissal bir a regionalis
nyirokcsoméban. Mivel a tavoli metasztazis kisebb esélyét figyelembe véve a betegek
nyirokcsomo-negativ csoportja kevésbé toxikus terapiat kap, ez a populacié altalaban
Osszemosodik a betegek azon 70-75%-aval, akiknek kivaldé a prognoézisa, elrejtve igy az

adjuvans kezelés potencialis hasznat (4).

2.2. Patoldgia

A boOr daganatos megbetegedései koziil az epidermis neuroektodemalis eredetii
melanocitainak kords burjanzasabol szarmazdé melanoma a legmalignusabb elvaltozas. A
tumor altalaban de novo keletkezik, de mar meglévé premalignus elvaltozas, nevus talajan is
kialakulhat annak koros irdnyba torténé fejlodésével. A malignus melanoma megjelenése
idésebb korban (30-60 év) gyakoribb, pubertas el6tt rendkiviil ritkan alakul ki.

Szovettanilag a tumor a dermoepidermalis junctio teriiletén keletkezik, ahol irreguléris
aktivitas figyelheté meg, atipikus és malignus nevus sejtek vandorolnak a borben lefelé a
dermis iranyaba (ilyen “lecsepegés”, junctionalis aktivitds a gyermekkorban rendszeresen

eléfordulo jelenség, ami pubertas koriil befejezddik, és késobbi jelenléte mar premalignus
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elvaltozasnak tekintendd). A melanoma tumor sejtek mérete és alakja valtozo, jellemzé a
mitozisban 1évo sejtek emelkedett szama (5).

Kliniko-patologiai szempontb6l a melanoma aldbbi négy tipusat kiilonboztetjiik meg:
superficialis malignus melanoma (SSM), nodularis malignus melanoma (NMM), lentigo
maligna melanoma (LMM) és acralis lentigo melanoma (ALM). A melanoma kialakuldsanak
¢€s progressziojanak Ot 1épése van: nevus; diszplazids nevus; radialis ndvekedési fazis (RGP);
vertikalis novekedési fazis (VGP) és metasztazis. A melanoma prognézisat befolyasolo
klinikai és hisztopatologiai faktorok kozé tartozik a tumor anatomiai lokalizacidja, vastagsaga
(Breslow vastagsag), az invazio szintje (Clark klasszifikacio), a mitotikus index, tumort
infiltralo limfocitdk, kifekélyesedés, vérzés €s a metasztazisok jelenléte. Ezek kozil
elsddleges fontossaguak a Breslow vastagsag, a Clark szint és a metasztazis jelenéte (6, 7).
Clark osztalyozasa alapjan az invazionak 5 szintjét kiilonitik el aszerint, hogy a tumor sejtek I.
csak az epidermisben vannak jelen (in situ melanoma, nem invaziv), II. a papillaris dermisben
is megjelennek, II1. kitoltik a papillaris dermist (de nem penetral a reticularis dermisbe), I'V.
infiltraljak a reticularis dermist (de nincs invazidé a subcutan szdvetbe) és V. behatolnak
subcutan szoveti rétegbe.

A legtobb malignus melanoma mar korai stadiumban is hajlamos a metasztazis
képzésre, a metasztazisok elsdsorban a kornyezdé bdérben és a regionalis nyirokcsomokban
jelennek meg. A progresszid késobbi szakaszaban hematogén uton terjed szét a testben.
Mjjban a melanoma metasztazisok szama igen nagy lehet. Egyes kutatok szerint ha kifejlodik
tavoli metasztazis, a melanoma hisztopatologiai jellemz6i mar nem segitenek a talélés
elérejelzésében, és a betegség par éven beliil végzetes (3, 8). Az SSM ¢és az LMM aéltalaban
jobb prognézist mutat mint a nodularis tipus, az invazié mélységét tekintve pedig az elso
harom szint rendelkezik a legjobb prognézissal (5, 8). Altalanosan elfogadott nézet, hogy a
0.75 mm-nél vékonyabb tumorok (Breslow vastagsiag) prognozisa jO, a metasztazisok
kialakuldsa viszonylag ritka (6). A melanoma kezelésében tovabbra is a 1ézi6 idejekordn

torténd sebészi eltavolitasa foglalja el a f6 helyet.

2.3. Molekularis eltérések malignus melanomaban

Az eukariota sejtek DNS készlete az allando karosodasok miatt folyamatos javitdsnak
¢és reszintézisnek van kitéve. A genom kiterjedt DNS karosodasai ellenére a homeosztatikus
ekvilibrium fenntartasara tobb DNS javitdsi utvonal van, s igy normal sejtekben a legtobb

DNS karosodas hiba nélkiil kijavitasra keriil. A tumorsejtekben azonban az egyensuly
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megbomlik, a genetikai karosodasok nem lesznek kijavitva és a genomban mutaciok
halmozodnak fel. A halmoz6dé mutaciok képezik a tumor kialakulasanak alapjat, és
meghatarozzak tovabbi fejlédésének tutvonalat. Egyre inkabb elfogadott nézet, hogy a
tumoros sejtek instabil genommal rendelkeznek, és az instabilitds eredményezi azt a mutacios
kaszkadot, mely képessé teszi a tumorsejteket arra, hogy kikeriiljenek a normalis szabalyozas
alol. A genetikai instabilitds a tumoros sejtek nagyfokt heterogenitasdban manifesztalodik
egyrészt nukleotid szinten, masrészt kromoszémalis szinten, transzlokaciok, deléciok,
amplifikaciok és aneuploidia formajaban. A nukleotid szintli és kromoszémalis elvaltozasok
megvaltozott protein expressziot/funkciot és géndozishoz kotott eltéréseket eredményeznek.

Az egyik leggyakrabban megfigyelt jelenség a human tumorokban az aneuploidia,
azaz a kromoszémaszamban bekovetkezd valtozds. A kromoszomak szambeli valtozésa
altalaban aranyban all az adott tumor malignus potencialjdval, ami azt jelenti, hogy a
mutaciok egyre tobb genetikai eltéréshez vezetnek a carcinogenezis soran (9, 10).
Aneuploidia keletkezhet kromoszoma toredezés, transzlokacio, amplifikacié vagy non-
diszjunkcioé eredményeként, és lehet korai, vagy akar inicialis esemény a genetikai instabilitas
kialakulasaban. Tekintve, hogy egyetlen kromoszoman szdmtalan gén helyezkedik el, a
kisebb kromoszoma szegmentumokat érintd DNS ujrarendezddések, deléciok, inszerciok,
transzlokaciok jelentdés része a megfigyelési modszerek korlatai miatt rejtve marad.
Elképzelhetd, hogy az aneuploidia progressziv fokozodasa a genetikai instabilitas f6
kialakulasi Gitvonalat reprezentalja, és mas tipustt mutacioktol fliggetlen jelenség.

Altalanos nézet, hogy a strukturalis kromoszomalis elvaltozasok illetve teljes
kromoszoma vesztések a tumor fejlédés korai fazisaban fellépnek, és a daganat egy atmeneti
hipodiploid 4allapotba keriil. Ezutdn a DNS tartalom megdupldzodik, ami elméletileg
megmagyarazza a leggyakrabban megfigyelt hipotetraploid képet. Egy masik verzio szerint a
DNS tartalom megduplazodasa kovetkezik be hamarabb, majd ezt kovetéen sorozatos
kromoszoma eltérések biztositanak novekedési elényt a tumoros sejteknek. Ezekre az
elméletekre azonban kevés direkt kisérleti bizonyiték van. Tumorokban genetikailag
leggyakoribb a tumorsejtek hipotetraploid allapota, ami azt jelenti, hogy a tumor egyrészt
tetraploidizalodik, masrészt deléciot szenved bizonyos kromoszémakon (11, 12). Hipodiploid
emlorakos mintak vizsgalata soran kimutattdk, hogy a strukturalis eltérések (DNS
nyerés/vesztés) korabban bekdvetkeznek, még az aneuploidizacié eldtt. Valosziniileg mindkét
eltérés nagyon koran kialakul, mivel preinvaziv emlérak mar tobbnyire aneuploid (13). Ennek
ellenére nem tisztazott még, milyen sorrendben kovetkeznek egymas utan az eltérések, vajon

elobb tetraploidizalddik a tumor €s utana jonnek a deléciok, vagy forditva.



A genetikailag heterogén primer tumorban — kezdetben valosziniileg random modon —
keletkez6 mutaciok €s ezzel egylitt a kiilonbozé génallomannyal rendelkezo sejtklonok szama
folyamatosan né. A tumoros masszaban a rengeteg genetikailag kiilonb6z6 sejtpopulacio
koziil az erds szelekcidos nyomas hatasara nagyon koran kivalasztodik €s levalik az idegen
kornyezetben is tulélni képes metasztatikus sejtklon, vagy sejtklonok; ezek lokalisan a bérben,
vagy tavolabb a nyirokcsomodkban, esetleg tavoli szervekben megtapadva nének tovabb (14,
15, 16). Szamos tumornal megfigyelték specifikus, az adott szovettipusra és tumortipusra
jellemzé nem-random genetikai eltérések megjelenését, melyek a tumor fennmaradasnak
biztositasaban jatszanak szerepet — colon karcindmanal ismert a tumor progresszié soran a
genetikai eltérések megjelenésének nem-random lancolata (17, 18).

A tumorok tobbségében, koztilk melanomaban, még nem 4ll rendelkezésiinkre a
betegség patoldgiai jellemzOihez, a tumor kialakuldsanak ¢€s progresszidjanak egyes
Iépéseihez tarsuld genetikai valtozasok részletes leirasa (19). Malignus melanomaban a
klasszikus citogenetikai tanulmanyok a kromoszomalis elvaltozasok egész sorat deritették fel,
melyek els6sorban a kromoszomak strukturalis és szambeli eltéréseinek formajaban
jelentkeznek. Ezek az elvaltozasok a leirasok alapjan leggyakrabban az 1-es, 6-os, 7-es, 8-as,
9-es és 10-es kromoszomat €rintik (20, 21). Annak ellenére, hogy az emlitett kromoszomak
elvaltozésait viszonylag koran leirtdk, a melanomara jellemzé nagy mértékii genetikai
heterogenitds kizarja, hogy egyszerii modell segitségével a metasztatikus viselkedés
hatterében all6 genetikai torténésekre magyarazatot talaljunk. Kovetkezik ez abbdl is, hogy
jelen tudasunk szerint a melanoma kialakulasanak tobb alternativ ttvonala is lehet (22, 23).
Raadasul a jelenlegi modellek a primer és metasztatikus melanomat kiilon-kiilén vizsgalo
keresztmetszeti tanulmanyokra és melanoma sejtvonalakbdl szarmazé kovetkeztetésekre
épiilnek, igy nem egyértelmii ezek Kkiterjeszthetosége az emberben in vivo bekdvetkezd
valtozasokra (24, 25).

Az emlitett kromoszoémak strukturdlis és szdmbeli valtozésai koziil a 9-es kromoszoma
elvesztését a melanoma korai fazisédval hozzdk kapcsolatba, elsdsorban azért, mert gyakori a
0.75 mm-nél kisebb tumorokban — sokszor mar az RGP fazisban is kimutathato — illetve
bizonyos eltérések csak a 9-es kromoszoma teljes vagy részleges delécioja esetén
jelentkeznek. A melanoma korai staidiumaban bekdvetkezd 9p kromoszomakar-vesztést és a
kapcsolt elvaltozasnak tartjak. Ugy vélik, a melanoma kialakuldsénak korai szakaszéban talan
ennek a génnek a karosodasa a legfontosabb faktor (26). LOH tanulmanyok alapjan felmeriilt
az is, hogy a CDKN2/p16INK4, mint tumor szuppresszor gén, sporadikus melanomaban a

progresszi6 soran a késdi fazisban jatszik szerepet (27, 28).
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és a heterozigdtasag elvesztését is megfigyeltek. A 10q23.3 lokuszon elhelyezkedd
PTEN/MMACI gén delécioja a jelenlegi elképzelések szerint szerepet jatszik a melanoma
progresszidjaban (26, 29, 30).

A kromoszomavesztések koziil ezek mellett kiemelendd a 6-os kromoszéma hosszi
karjanak delécioja. Ezt a valtozast a progresszio késobbi fazisaval hozzak kapcsolatba, és tigy
tiinik, 6sszefiiggésben all a rosszabb klinikai lefolyassal. Ez magyarazhaté azzal, hogy a 6q
kromoszdma-szakaszon tobb olyan tumor szuppresszor gént is feltételeznek, ami a melanoma
patogenezisében érintett lehet. Ezek kozé tartozik az AIM1 a 6g21 régidban (31). Ugyanezen
kromoszoma rovid karjara ellenben DNS tobblet megjelenése jellemzd, ami onkogén
jelenlétére, vagy ha a rovid és hosszii kar elvaltozasa egyszerre jelentkezik, esetleg
izokromoszomalis atrendezddésre utalhat (32).

A 7-es kromoszoman talalt eltérések sokkal Osszetettebbek, ami szdmos DNS 16kusz
érintettségét foglalja magaba. A 7p kar amplifikdcidja gyakori eltérés, ami tobbek kozott a
7p12-13 régiora lokalizalt EGFR gén fokozott expressziojaval hozhatod kapcsolatba (33, 34).
A 7-es kromoszoma gyakori aneuploidiaja is utal erre. A kromoszoéma elvéltozasat a
vastagabb tumorokban torténd gyakoribb megjelenése és mas kromoszomalis eltérésekhez
valo kotédése alapjan a progresszio késébbi fazisara teszik (33, 34).

A 8-as kromoszdma alteraciojat szamos rakban megfigyelték, és azt talaltak, hogy a 8-
as kromoszoma triszomiaja rossz prognozissal tarsul (35). Melanoma vonatkozasaban ezek az
adatok hidnyosak, a CGH-val is leirt 8q amplifikaciot csak mostandban hozzék kapcsolatba a
C-MYC onkogén amplifikacioval. A C-MYC expresszido fokozodasat RT-PCR-ral és
immunhisztokémiai modszerrel is kimutattdk késéi melanomaban (36). Tobb munkacsoport a
C-MYC mellett mas, a 8q-karon lokalizalodd, onkogén szerepére is utal (36, 37).

Melanoméaban az 1-es kromoszéma rovid karjan részleges vagy teljes deléciot
figyeltek meg. Poetsch és munkatarsai szerint ez a kromoszomalis eltérés fokozott
metasztatizalo hajlammal tarsul. Az LOH és FISH adatok alapjan az 1p31-1p36 DNS
lokuszon a melanoma progresszioval tarsulo — feltehetéen tumor szuppresszor — gén
lokalizalodik (38, 39).

Mindenképpen emlitésre méltd, a 1ényegesen ritkdbban megjelend eltérések koziil a
20-as kromoszoma tobblete. Ezt az eltérést melanoma sejtvonalakban, primer melanomakban
€s szamos mas human tumorban megtalaltak, ¢s ezek alapjan feltételezik, hogy a kromoszdéma

q karjan — 20ql13 — fontos onkogén helyezkedik el (40). A 17-es kromoszémat érintd
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elvaltozasok citogenetikai tanulmanyok szerint tobbnyire deléciok, de primer tumorok CGH
vizsgalata soran DNS tobblet ugyancsak kimutathatd ezen a kromoszoman (20, 41).

Az irodalomban nagyszamu tanulmany jelent meg azokrol a genetikai eltérésekrdl,
amelyek a melanoma metasztatikus szorédashoz vezetnek, de még mindig keveset tudunk a
folyamatrol, annak ellenére, hogy a metasztdzis a legfontosabb faktor, ami meghatdrozza a
beteg talélését. A metasztatikus progresszid molekularis mechanizmusanak megértése
rendkiviili jelent6séggel bir, fontossaga nem hangsulyozhato eléggé, mert akar
forradalmasithatja a terapiat, mivel a metasztatikus szubklonok primer tumorokban valo
jelenlétének kimutatasaval a betegség lefolyasat elore tudjuk jelezni.

Ahogy korabban is emlitettiik, a progressziot kutatd vizsgalatok tobbsége in vitro
tenyésztett melanoma sejteken tortént, ezért az in vivo lezajlo primer és szekunder genetikai
elvaltozasokat ez alapjan meglehet6sen nehéz megitélni (megjegyzendo, hogy a modellként
hasznalt sejtvonalaknak van egy igen komoly el6nye, hogy ti. nagyon jol karakterizaltak, igy
az eltérések felismerése és kovetése sokkal egyszeriibb). A molekularis modszerek fejlodése
azonban lehet6ve teszi, hogy az agressziv viselkedés hatterében allo genetikai valtozasokat a
tumor sejtek in vitro manipuldldsa nélkiil vizsgaljuk. Kiilonds jelentoséggel bir ezek koziil a
technikak koziil a CGH, mely mind az ismert, mind az ismeretlen kromoszomalis eltérések
kimutatasara igen hatékony modszernek bizonyult (42, 43). A CGH modszer elénye, hogy
egyetlen kisérlet soran képes a teljes genomot atfogd kromoszomalis alteraciok relativ
szamardl informacidt adni. Kozel diploid vagy aneuploid hattérrel rendelkezd sejtekben a
CGH a legalkalmasabb modszer a nagy gyakorisaggal bekovetkezd kromoszoéma eltérések,
illetve a sejtpopulaciokban jelenlévé domindns eltérések kimutatisira. A CGH modszer
kiegészitésére jol alkalmazhato a FISH modszer, melynek segitségével képesek vagyunk adott
lokuszok el6fordulasanak abszolit szamat meghatarozni egyedi sejtek szintjén, tovabba
alkalmazasaval a csak alacsony sejtszammal jellemezhetd kis szubklénok kromoszomalis
alteracioit is ki lehet mutatni (44).

Melanomara vonatkozoéan minddssze harom olyan kézlemény jelent meg, ahol a
szerz0k a CGH modszert alkalmaztak (41, 45, 46). Mindharom tanulmanyban csak primer
tumorok tanulmanyozasara keriilt sor, a metasztazisokban detektalhato eltérésekrol és az

esetleges kiilonbségekrdl igy nem allt rendelkezésre informacio.
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3.

CELKITUZESEK

Munkdm soran vizsgalni kivantam Magyarorszagon a molekularis diagnosztika legtijabb
vonalat képvisel6 CGH ¢és FISH moddszereket kiilon-kiilon, illetve kombinalt
alkalmazhatosagukat, elényeiket melanoma sejtvonalakon, amihez természetesen

hozzatartozott a két modszer adaptalasa és validitdsanak biztositasa.

Az irodalomban ritka hipodiploid kromoszéma készlettel rendelkezd tumoros esetek
genetikai adatdllomanyanak bovitésére egy hipodiploid melanoma primer tumorban és
metasztazis parjaban FISH modszer segitségével kivantam karakterizalni a megjelend
genetikai aberraciokat, amelybdl a tumor iniciacid és progresszid genetikai eseményeire

kovetkeztethetiink.

Munkam soran célom volt a malignus melanomaban megfigyelheté genetikai
heterogenitas és klonalis fejlodés kimutatasa és elemzése, a progresszido soran fellépd
genetikai eltérések, kromoszomalis deléciok és amplifikaciok részletes leirdsa primer
melanoma tumorok, melanoma metasztazisok €s ugyanabbol a betegbdl szarmazd primer

¢és metasztatikus 1¢ziok esetén CGH modszer segitségével.

A malignus melanoma egyik veszélye a korai attétképzés, s progresszidjanak eldrejelzése
igen nehéz feladat. Hogy idében meg tudjuk mondani, ki az, akinél ez a veszély fennall,
CGH-val azonositani kivantam a metasztatikus szorodasra hajlamositd vagy azzal
kapcsolatba hozhatd genetikai elvaltozdsokat. Olyan genetikai markereket kerestem,
amelyek segitségével a melanoma progndzisa korabban megjosolhatd, és idoben

megfeleld terdpia mellett donthet a beteg kezeldorvosa.
A téavoli szervekben 1étrejovo attét tehetd felelossé a melanoma halalozéas nagy részéért.

Tanulmanyomban sejtvonal modellen vizsgdltam a melanoma maj-metasztazis

kialakulasahoz kapcsol6do genetikai eltéréseket.
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Human melanoma szovetmintak

A primer melanoma tumorok és metasztazisok FISH és CGH vizsgalatdhoz felhasznalt
friss szovetmintak a DE OEC Borgyogyaszati Klinikajanak miitéti anyagabol szarmaztak.
Munkadm soran dsszesen 41 tumoros human szdvetmintat vizsgaltam. A szovetmintakat OCT-
be agyazva —86 C°-on taroltuk. A diagndzis hematoxilin-eozin festéssel végzett szovettani
vizsgalat alapjan tortént. A CGH analizishez csak azokat a daganatokat dolgoztuk fel, melyek
tumorsejt tartalma meghaladta a 70%-ot. A mintakbol a genomialis DNS preparalasa standard

modszerrel tortént (47).

4.2. Melanoma sejtvonalak

Kisérleteink sordn az alabbi hat, kiilonb6z6 metasztazis képzd hajlammal rendelkezd
melanoma sejtvonalat vizsgaltuk. A sejtvonalak karakterizalasat Dr. Timar Jozsef és Dr.

Ladanyi Andrea végezte el (Orszagos Onkologiai Intézet, Budapest).

= A2058 — egy 43 éves beteg agyi metasztazisabol szdrmazo human amelanotikus
melanoma sejtvonal (48).

= HTI168 — az A2058 xenograftként vald in vivo adaptaciojaval kialakitott HT168 tumorbol
kialakitott sejtvonal (49).

= HTI168-M1 — a HT168 sejtek immunszuppresszalt egér 1épébe {iltetésével létrehozott
sejtvonal (50).

=  WM35 — benignus, nude egérben nem-tumorkeltd, korai (RGP) fazisii human melanoma
sejtvonal (51).

= M24 — nyirokcsomd metasztazisbol izoldlt, nude egérben tumorkelté human melanoma
sejtvonal (52).

= M24met — az M24 sejtek altal nude egér nyirokcsomdjaban 1étrehozott metasztazisbol

kialakitott agressziv viselkedésii sejtvonal (53).
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4.3. Kisérleti melanoma maj-metasztazis modell

Az elézoekben ismertetett sejtvonalak kozil harom (A2058, HT168, HT168-M1)
jellegzetessége, hogy egymadssal szoros kapcsolatban allnak. Az A2058 sziil6i sejtvonal
xenograftként torténd in vivo adaptacidja vezetetett a HT168 tumor, illetve abbdl a HT168
sejtvonal kialakitdsahoz, majd a HT168 sejtek immunszuppresszalt egér 1épébe iiltetése
eredményezte az agressziv metasztatizalé hajlammal rendelkez6 HT168-M1 sejtvonalat. A
HT168-M1 sejtek maj-kolonizald képessége extrém magas, immunszuppresszalt egér 1épébe
injektalva tobb mint 250 metasztazist hozott 1étre (50). Ezzel ellentétben, az eredeti A2058 és
az ebbol szarmaztatott HT168 sejtvonal ugyanazon kisérleti koriilmények kozott nem, vagy
csak kevés maj-metasztazist adott. A HT168-M1 megndvekedett maj-kolonizalé képessége

nem jart egyiitt a sejtek in vivo vagy in vitro proliferativ kapacitasanak fokozodasaval (50).

4.4. Sejttenyésztés

A fenti sejtvonalakat 10% foetalis borju szérumot tartalmazé RPMI 1640 médiumban
(GIBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA) tenyésztettiik (37 °C, 5% CO,).
A monolayer-ben novo sejteket 0.2%-os tripszin/EDTA oldattal kezeltiik (0.53 mM, Sigma
Aldrich, Németorszag), és standard PBS oldattal mostuk (pH: 7.2). Ezt kdvetden a sejteket két
részre osztottuk, egyik résziikkbdl genomialis DNS-t preparaltunk CGH analizishez, a sejtek
masik részét pedig FISH analizishez készitettikk el6. A kromoszoma prepardtumokat
kromoszémafesté probaval torténd hibridizalashoz standard protokollnak megfeleléen

készitettlik és —20 °C-on taroltuk (47).

4.5. Komparativ genomialis hibridizacié (CGH)

4.5.1 CGH-hibridizacié

A DNS hibridizaciot Kallioniemi és mtsai. (54) altal leirt modon végeztiik, kisebb
modositasokkal, melyeket roviden az aldbbiakban ismertetek. Tumor €és normal DNS-t
fenol:kloroform:izo-amilalkohol (PCI, 26:25:1) oldattal extrahaltuk proteindz K kezelést

kovetden, standard protokoll alapjan (47). Normal DNS-t egészséges egyén periférias

[ NEV4
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meg. A tumor ¢és normal DNS-t nick-transzlacioval, direkt jelzett d-UTP-vel megjelltik a
gyarto (Vysis Inc. Downers Grove, IL USA) protokollja alapjan. A tumor DNS jelzése z6lden
fluoreszkald SpectrumGreen-12-dUTP-vel, a normal DNS jelzése pedig vorosen fluoreszkalod
SpectrumRed-5-dUTP-el tortént. A kisérleti koriilményeket tigy allitottuk be, hogy a jelzett
DNS fragmentumok hossza 300 és 2000 bazispar kozott legyen. A 200 ng jelzett tumor és
normal DNS-t (kiilon-kiilén) 20 pg jeldletlen human Cot-1 DNS-t (GIBCO) tartalmazo DNS
keveréket 1 térfogat 0.3 M natrium-acetat (pH: 5.3) és 100% hideg etanollal kicsaptuk. A
DNS-t levegdn megszaritottuk és 10 ul hibridizacios oldatban (50% formamid, 10% dextran-
szulfat, és 2 X SSC (1 X SSC 0.15 M NaCl, 0.015 Na-citrat, pH: 7.0)) feloldottuk. A
hibridizacids elegyet 73 C°-on 5 percig denaturaltuk, majd 37 C°-on 30 percig allni hagytuk
(preannealing 1épés). A normal kromoszomakat tartalmazé CGH lemezeket (Vysis Inc.) 73
100%) dehidrataltuk. A hibridizacids elegyet targylemezre cseppentettilk és légmentesen
lezartuk. A hibridizacié 37 C°-on 72 oran at nedves kamrdban tortént. A hibridizacios
lemezekrdl a nem hibridizalodott DNS-t az aldbbiak szerint tavolitottuk el: a lemezeket harom
egymast kovetd 1épésben hibridizacids mosofolyadékban (50% formamid, 2 X SSC, pH: 7.0),
majd kétszer 2 X SSC-ben (pH: 7.0, 45 C°), ezt kdvetden egyszer 2 X SSC-ben ¢és kétszer PN
pufferben (0.1 M NaH,PO4, 0.2 M Na,HPO,4, Nonidet P40, pH: 8.0, szobahomérséklet, 10
perc) mostuk, majd a lemezeket ultratiszta vizben ledblitettiik és levegén megszaritottuk. A
sejtmagokat anti-fade oldatban (Vysis Inc.) oldott 0.15 pg/ml 4,6-diamino-2-fenilindollal
(DAPI) festettiik. Egy negativ (kiilonb6z6 jelzésii normal-normal DNS) és egy pozitiv
kontrollt (SpectrumGreen-dUTP jelzett citogenetikailag részletesen jellemzett MPE-600

emldtumor sejtvonal) hasznéaltunk a CGH eredmények validitdsanak biztositasara.

4.5.2. Digitalis képanalizis

A CGH hibridizacio értékelésére Zeiss Axioplan fluoreszcens mikroszkophoz
mikroszkophoz (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) kapcsolt szamitogép-vezérelt kvantitativ
képfeldolgoz6 rendszert alkalmaztunk (ISIS, Metasystem GmbH, Altlussheim, Németorszag).
A fluoreszcens képek rogzitése (mintanként 8-10 metafazis) monokrom CCD kameraval
tortént (Compulog, IMAC-CCD-230, 8 bit felbontds, Metasystem GmbH). Minden
metafazisrol 3 fekete-fehér fluoreszcens képet rogzitettink. A kék fluoreszcencia a

kromoszomak azonositasara szolgal (DAPI festés), a zold fluoreszcencia a hibridizalodott
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tumor DNS-t6l, mig a piros fluoreszcencia a hibridizalodott normal DNS-t6]l szarmazott.
Automatikus hattérkorrekciot kovetéen megszerkesztettiik a kromoszomak kariogramjat a
DAPI festés alapjan. A kromoszomalis eltérések meghatdrozasa a zold ¢és voOrds
fluoreszcencia intenzitdsok aranya alapjan, automatikusan minden metafazisra vonatkoztatva
kiilon-kiilon tortént. Az egyes metafazisokra vonatkozo kromoszéma profilokat 4tlagolva az
adott tumorra jellemz0 atlag eltérések térképét kaptuk meg. A DNS tébbletként definialtuk
azokat az eltéréseket, melyeknél a zold/vords fluoreszcencia intenzitdsarany meghaladta az
1.15-6t. DNS vesztésnek definidltuk azokat az eltéréseket, melyeknél ez az arany 0.85 alatti
értéknek adodott. Ezeket az Un. diagnosztikai hattér értékeket normal-normal hibridizaciok
atlagértékeibdl hataroztuk meg. Tekintettel arra, hogy a Cot-1 DNS hatékonyan blokkolja a
kromoszomak centroméra kozeli heterokromatin régioit, ezeket a kromoszomalis szakaszokat

a CGH analizis soran nem értékeltuk.

4.6. Fluoreszcencia in situ hibridizacié (FISH)

4.6.1. DNS-probak eredete, jelzése és detektalasa

Kisérleteink soran centroméra és DNS-lokusz specifikus probakat alkalmaztunk. Az
alabbi probakat a Resource for Molecular Cytogenetics-t6l (University of California, San
Francisco, Cancer Center, San Francisco, USA) kollaboraciés kapcsolat keretében szereztiik
be: pUC1.77 az 1-es, p7atet a 7-es, pHU98 a 9-es, pLC11A a 11-es, pD15Z1 a 15-6s, pl 7H8
Tp12-p13 lokuszra specifikus DNS-probat ugyancsak az UCSF-rdl szereztilk be. A 4-es
kromoszoma festd, valamint a 6-o0s, 8-as, 10-es, 12-es és Y kromoszomakra specifikus probak
az ONCOR-t6l szarmaztak (Gaithersburg, MD, USA). A DNS probak moédositasa direkt
jelzett (SpectrumGreen dUTP és fluoreszcein dUTP, TexasRed és SpectrumRed dUTP) vagy
indirekt jelzett nukleotidokkal (biotin-dUTP ¢és digoxigenin-dUTP), nick-transzlacioval
alkalmaztuk (BioNick kit, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA) tortént a gyartd cég
leirasanak megfelelen (9, 10, 36, 37). A biotinnal mddositott DNS-probakat TexasRed vagy
fluoreszcein-avidinnel, a digoxigeninnel mobdositott DNS szondakat monoklonalis
antitestekkel (anti-digoxigenin-fluoreszcein vagy antidigoxigenin-rhodamin), indirekt immun-

fluoreszcenciaval tettiik lathatova.
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4.6.2. FISH-hibridizacio

A FISH-t az irodalomban leirt protokoll alapjan végeztiik el (55, 56, 57), kisebb
modositasokkal. Roviden: a targylemezen rogzitett, fixalt sejtmagokat és kromoszdéma
preparatumokat denaturalé oldatban (70% formamid/2 X SSC, pH: 7.0) 75 C°-on 2.5-5 percig
etanol sorozatban dehidraltuk és levegdn megszaritottuk. Centroméra specifikus probaknal a
hibridizacids elegy mintanként 4-20 ng DNS-probat és 10 ng jeldletlen human placentalis
DNS-t (Sigma) tartalmazott, melyet 73 C°-on 5 percig denaturaltunk és a szintén denaturalt
target DNS-hez adtuk. A hibridizaciéo 37 C°-n nedves kamraban tortént egy éjszakan at. A
nem kotédott DNS-probakat a denaturald oldatban (50% formamid/2 X SSC, 45 C°, 10 perc,
haromszor) és 2 X SSC-ben (10 perc) torténd mosassal tavolitottuk el. A hibridizalodott
probakat a korabban leirtak alapjan detektaltuk. a lemezeket 50% formamid/2 X SSC oldatban
mostuk 45 C°-n majd 2 X SSC-ben szobahdn (10 percig minden esetben). A sejtmagok
jelzésére antifade-ben oldott diamino-fenilindolt (DAPI, kék fluoreszcencia), vagy propidium-

jodidot (voros fluoreszcencia) hasznaltunk (Vectashield, Vector, USA) (58).

4.6.3. Fluoreszcens mikroszkopia

A FISH-sel kapott eredményeket Zeiss Axioplan fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss,
Jena, Németorszag) értékeltiik 100 x nagyitasi (NA 1.3) olaj-immerzids objektivvel. A
gerjesztd fény (fényforras 100 W teljesitményii higanygdz-lampa) hulldmhosszat megfeleld
optikai szlirok alkalmazasaval valtoztattuk. Emisszids szlironek a Pinkel-féle triple bandpas
emisszios filterblokkot hasznaltuk, mely alkalmas a kéken fluoreszkald, sejtmagot jelzo
DAPI, a zolden fluoreszkald fluoreszcein és SpectrumGreen, a vordsen fluoreszkalo
TexasRed és SpectrumRed, vagy csak az ugyancsak magfestést szolgald vordsen fluoreszkalo
propidiumjodid vizualizdlasara. A fluoreszcens képek rOgzitésére a Metasystems
(Németorszag) altal forgalmazott, FISH analizisre is alkalmas képanalizald rendszert
alkalmaztuk. A fluoreszcens képek rogzitése automatikus expozicioés idével tortént. Az
értékeléshez az irodalomban leirt metodikat kovettiik: a sejtmagokban 1évé fluoreszcens
szignalok sejtenkénti szdma alapjan csoportositottuk a sejteket, mintanként 100-200 sejtmagot
analizaltunk. Minden hibridizacidt kontroll hibridizacidval egészitettiink ki, azaz egészséges
egyénbdl szarmazod periférids limfocitakon is elvégeztiik a hibridizaciot. A tumor mintdk

hibridizacidjat csak akkor értékeltiik ki, ha a kontroll hibridizacidé sordan a diploid sejtek
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aranya 95%-nal magasabb volt. A 4-es kromoszoma festd proba esetében 60 metafazist
értékeltiink ki. A centroméra specifikus probakra vonatkozoan a kromoszéma indexet (0sszes
szignal szama/sejtmagok szdma) mint a kromoszomak mérdszamat Dhingra és tsai. (59)

modszerével szamoltuk ki.

4.7. DNS tartalom meghatarozasa aramlasi citométerrel

A melanoma sejtvonalak DNS tartalmanak meghatarozasa az irodalomban leirt
protokoll alapjan tortént (10). A 2.2.-ben leirtak alapjan a sejteket feltripszineztiik, hideg
PBS-el 1 x mostuk, lecentrifugaltuk, majd 70% etanolban fixaltuk 1 6ran &t 4 C°-on. A
sejteket 50pug/ml RNAse-zal (Sigma) kezeltik (37 C°-on 1 o6ra) majd ezt kdvetden a
sejtmagokat 10 mg/ml propidiumjodiddal (PI) megjeldltiik. A DNS index meghatarozésa

Becton-Dickinson FACScan aramlasi citométeren CellFit szoftver alkalmazasaval tortént.

4.8. Immunhisztokémia

A feltripszinezett sejteket PBS-el 2 x mostuk, 50 ul PBS-ben felszuszpendaltuk és
FITC-cel jelzett monoklonalis anti-EGFR antitesttel 1 6ran at inkubaltuk (45). A sejteket
PBS-el mostuk, majd 1%-os formaldehid/PBS oldatban (pH:7.00) fixaltuk és a mintakat

fluoreszcens mikroszkoppal elemeztiik.

4.9. Statisztikai analizis

A kromoszomaszambeli elvaltozasok és a kliniko-patologiai paraméterek (tumor méret,
betegek kora, metasztazis megjelenése, stb.) kozotti kapcsolat vizsgalatdban kontingencia-
tablazat analizist végeztiink, az adatokat Student t-teszt, ANOVA ¢és a Fisher egzakt teszt
segitségével hasonlitottuk ossze. A kiilonbségeket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik

ha a p érték egyenld vagy kisebb volt, mint 0.05.

17



5. EREDMENYEK

5.1. FISH és CGH modszerek adaptilasa, melanoma sejtvonalak genetikai

eltéréseinek analizise, a genetikai eltérések dsszehasonlitiasa

A FISH ¢és CGH modszerek laboratoriumunkban torténd beallitasdhoz és az eredmények
irodalmi adatokkal torténd Osszehasonlitasdhoz harom citogenetikailag karakterizalt melanoma
sejtvonalat valasztottunk ki. A vizsgalt sejtvonalak metasztazisképzés szempontjabol eltéréen
viselkedtek, a WM35 korai stadiumu attétet nem képzo6 sejtvonal, az M24 kismértékii metasztazis
képzéssel jellemezhetd, mig az M24 sejtvonalnak a leszarmazottja, az M24met igen aggressziven
metasztatizalo sejtvonalnak bizonyult. A hdrom sejtvonal irodalomban k6zolt citogenetikai adatai,
valamint az altalunk végzett aramlasi citometrias mérések bizonyos tampontot nyujtottak a sejtek
ploiditasa és a varhatdo genetikai eltérések tekintetében. A sejtek DNS indexe aramlasi
citométerrel tortént meghatarozast kovetden a WM35 sejtvonalra 1.47-nek (kozel triploid), az
M24 sejtvonalra 2.8-nak (hipertetraploid), az M24met-re pedig 1.89-nek (hipotetraploid)
adodott.

FISH-sel mindharom sejtvonal genetikailag heterogénnek mutatkozott, és a DNS index-el
jO Osszhangban magas volt az emelkedett ploiditast klonok aranya (1. Tablazat). A DNS index
alapjan kozel triploid WM3S5 sejtvonal FISH-sel az 1-es, 7-es és 15-0s kromoszomara
vonatkozdan triszOmiat mutatott a sejtek tilnyomo tobbségében. A 9-es kromoszomara 91%-
ban monoszomia, a 17-esre 95%-ban diszomia volt jellemzd. A vizsgalt kromoszomak koziil
a 7-esnél két, a 15-6snél harom kiilonb6z6 kromoszomaszammal jellemezhetd sejtpopulaciot
talaltunk. Az M24 ¢és M24met sejtvonalakban szinte valamennyi altalunk vizsgalt
kromoszomara dontéen az aneuszomia volt jellemzé, a dominans populacio
kromoszoémankeént eltért. Az M24 sejtvonalban 17-es és az X kromoszoma alapvetéen harom,
az l-es kromoszoma négy, a 7-es €s 15-0s kromoszoémak hat-hat fluoreszcens szignalt
mutattak sejtenként, mig a 9-es kromoszoéma heterogén eloszlast mutatott, kett6tol hét szignalt
sejtenként. Az M24met utodd sejtvonalban az X kromoszoéma alapveten egy, az 1-es €s 17-es
kromoszomak kett, a 9-es kromoszoma 3, a 7-es kromoszoéma 6t, a 15-6s kromoszoma hat
fluoreszcens szignalt mutatott sejtenként. Az M24 és M24met jelent6s kiilonbséget mutatott a
9-es kromoszoma eloszlasaban, mig az eredeti sejtvonalban szdmos populécio (2-t61 és >7

kopia/sejt) jelen volt, addig az M24met-et a 9-es kromoszomaszam csdkkenése jellemezte.
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Ebben a sejtvonalban a 9-es kromoszoma két populacioban volt jelen kozel azonos

megoszlasban.

1. Tablazat

Kromoszomak kopiaszam-eloszldasa human melanoma sejtvonalakban

Kromoszomak 1 7 9 15 17 X
Szignal/sejt

WM 35

0 0* 0 1 0 1
1 1 1 91" 12 1 92
2 15 4 8 30 95 7
3 72 89 0 48 1 0
4 4 1 0 5 3 0
5 4 1 0 2 0 0
6 4 3 0 2 0 0
>7 0 0 0 0 0 0
M24

0 0 0 2 0 2 0
1 0 0 5 1 16 10
2 10 2 12 5 11 15
3 16 3 10 12 71 75
4 69 16 14 16 0 3
5 3 15 20 30 0 0
6 0 54 18 32 0 0
>7 0 7 20 4 0 0
M24met

0 0 0 1 0 0 1
1 1 1 0 0 5 95
2 53 1 8 0 93 4
3 35 5 48 0 1 0
4 11 20 31 4 1 0
5 0 59 1 24 0 0
6 0 13 1 52 0 0
>7 0 2 0 20 0 0

Az adott kromoszoma %-o0s megoszlasa. Mintanként legalabb 200 sejtet analizaltunk.
°A dominans populaciok vastag betiivel vannak kiemelve.

A hérom sejtvonalra vonatozo6 CGH eredményeinket a 2. Tablazatban tiintettiik fel. CGH-val
a kovetkez0 eredményeket kaptuk: a WM35 sejtvonalban DNS tdbbletet vagy vesztést
mutatott az 1-es, 3-as, 4-es, 5-0s, 6-0s, 7-¢s, 8-as, 9-es, 11-es, 12-es, 15-0s, 16-0s, 17-es ¢és a

19-es kromoszoma. M24-ben és utddsejtvonalaban kozos genetikai eltérés volt a 7pter-q31.1,
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8q, llpter-q13.3 kromoszoma szakaszok DNS tobblete és a 4q, 6q, 7q31.3-qter, 9p, 10p,

11ql14.1-gter kromoszéma szakaszok delécioja. A 8p, 9q, 10q, 15q és 17q kromoszoma

karokon mutatkozé DNS tobblet csak az M24 sziil6i sejtvonalban volt jelen.

2.

Tablazat

CGH-val kimutatott genetikai elvaltozasok harom melanoma sejtvonalban

Sejtvonalak DNS nyerés DNS vesztés Eltérések szama
(DNS vesztés/nyerés)
WM35 3p21.2-qter, 4q22-qter, 1p, 4p, 6q16.2-qter, 8p, 17
Spter-q31.3, 6pter-q16.2, 7q, 9pl2.1-qter, 15q, 16, (8/9)
8q, 11p, 12pter-q23.3 17p-q24.3, 19
M24 Tpter-q31.1%, 8, 9q, 10q, 4q, 6q, 7q31.1 -qter, 9p, 13
11pter-q14.1, 15q, 17q 10p, 11q14.1-qter (7/6)
M24met 3q22-qter, 5, 7pter-q31.3, 1p, 2pl6-pter, 4q, 6q, 18
8q, 11pter-q13.3 7q31.3-qter, 9, 10, (5/13)

11q13.3-qter,
12g21.2-qter, 16, 17, 20, 22

*Vastag betlivel kiemeltiik azokat a genetikai elvaltozasokat, amelyek az M24 sziil6i és az M24met

utddsejtvonalban kdzosek voltak

Az M24met sejtvonalban tjonnan megjelend eltérés volt az 1p, 2p, 4p, 9q, 10q, 12q, 16p, 16q,

17p, 17q, 20p, 20q és 22q kromoszéma karokat érintd delécié és a 3q, 5p, 5q kromoszoma

karok DNS tobblete. Az M24met-ben a 9q, 10q és 17q kromoszoma delécidt mutatott

amplifikacio helyett (mindharom kromoszéma szakasz a sziilo sejtvonalban amplifikalt volt).

Tekintettel arra, hogy a 7pl11-12 szakasz regionalis DNS amplifikaciot mutatott az

M24met sejtvonalban CGH-val, FISH-sel is tanulmanyoztuk az ezen a szakaszon lokalizalodo

EGFR-gén és a 7-es kromoszoma kopiaszam eloszlasat. FISH-sel kapott adataink szerint az

EGFR-gén a WM35 sejtvonal sejtjeiben nem amplifikalodott, de amplifikaciot mutatott az

M24 ¢és az M24met sejtvonalban. Az utdbbi két sejtvonalon a sejtfelszini EGF receptor

crer

20



5.2. Kromoszéma vesztés szerepe a human malignus melanoma progresszi6jaban és a

metasztazisképzésben (I. melléklet)

Az irodalomban alig néhany ugyanazon betegbdl szarmazd primer tumor &és
metasztazisanak genetikai eltéréseit hasonlitottdk Ossze, valamint haploid kromoszéma
készlettel rendelkezd metasztatikus melanoma esetet kozoltek. Ezért érdekesnek talaltuk
annak a primer melanomanak és metasztazis tumor parjdnak a részletes interfazisos FISH
analizisét, melyben a primer tumor kozel diploid volt, de ugyanazon betegben a primer
tumorral egyidoben felismert cutan metasztazis hipodiploidnak bizonyult. FISH vizsgalatunk
soran azoknak a kromoszomaknak a tanulmanyozasara koncentraltunk, melyeket savozasos

citogenetikdval gyakori eltérésként irtak le melanomaban.

3. Tablazat

A kromoszomdak szambeli eloszlasa primer melanoma tumorban és a tumor daltal adott cutan
metasztazisban

Kromoszomak 1 7 9 10 11 12 15 17 X Y
Szignal/Sejt

Primer tumor

0 1? 2 0 4 0 3 2 2 0 92
1 3 3 33 31 9 6 3 30 29 8
2 62 8 63 65 79 33 57 66 65 0
3 6 3 4 2 6 20 6 2 1 0
4 1 5 0 2 6 38 1 0 0 0
Metasztazis

0 0 0 96 5 7 2 1 0 2 14
1 61 4 1 75 17 26 78 68 80 83
2 33 83 3 13 69 53 21 31 19 3
3 1 2 0 4 9 1 0 0
4 11 0 3 1 10 0 0 0 0

*Adott kopiaszamot tartalmazo sejtek szdzalékos aranya. Minden kisérletben legalabb 200 sejtmagot
értékeltiink.
Az aneuploid sejtpopulaciokat (>10%) vastag betiivel kiemeltiik.

A 10 centromera specifikus DNS proba primer és metasztatikus melanoman
végrehajtott in situ hibridizacids eredményeink Osszefoglaldsa a 3. Tablazatban lathatd. A

primer tumorban a sejtmagok tobbsége az 1-es, 7-es, 9-es, 10-es, 11-es, 15-0s és 17-es
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kromoszoma esetében diszomias volt, bar fellelheték voltak olyan sejtpopulaciok is
melyekben csak egy szignalt figyelhettiink meg. A 7-es, 11-es €s 12-es kromoszoma esetében
a monoszoémias kromoszoma frakcid a teljes populacié kevesebb, mint 20%-at alkotta,
ugyanakkor az 1-es, 9-es, 10-es, 15-0s és 17-es kromoszomanal ez az arany megkozelitdleg
30% volt. A 12-es kromoszéma minddssze a sejtek 33%-ban volt diszémids, a fennmarado
populacioban a sejtekben harom vagy négy szignalt detektaltunk. A primer tumorban szex-
kromoszoémak megoszlasa abnormalis volt, minddssze a sejtek 29%-a volt monoszomids az X
kromoszomara, a dominans populacio két X kromoszomaval rendelkezett. Az Y kromoszéma
a primer tumor sejtjeinek 92%-aban delécidt mutatott. A maradék 8% sejtenként egy intenziv
szignalt adott, ami kizarja annak lehetOségét, hogy a 92%-ban deletdlt Y kromoszoma
hibridizacidés hibanak lenne az eredménye. Ismételt hibridizdcié hasonld eredményt
szolgéltatott, tovabba a kontroll mintdk hibridizdcidja minden esetben 100%-osnak adddott,
normalis  kromoszoémaszdm  eloszlassal. Primer tumor sejteken dupla-target
(kiilonbozoképpen jelzett DNS probak) hibridizaciot is elvégeztiink azzal a céllal, hogy
vizsgaljuk a 9-es kromoszoma ¢s 3 kiilonb6z6 kromoszoma egy sejten beliili
eloszlasviszonyat. Erre a célra az 1-es, 15-6s és 17-es kromoszomakat valasztottuk ki, mert
ezekre a kromoszomakra jellegzetes volt egy-egy monoszoémias populacid. Péaronként
tanulmanyoztuk a 9-es kromoszéma eloszlasat az 1-es, a 15-0s és a 17-es kromoszomakkal. A
biotinnal jelzett 9-es kromoszomat FITC-avidinnel, mig a digoxigennel jelzett 1-es, 15-0s,
vagy 17-es kromoszomakat TRITC-el jelzett anti-digoxigeninnel jelenitetiik meg. Két {6 klont
talaltunk, egyikben mindkét kromoszoéma két kopidban volt jelen (kb. a sejtek 45%-aban), mig
a masik populaciéo monoszomias volt (kb. a sejtek 25%-aban). Eredményeinket szemléletesen
mutatja be az 1. Abra.

A cutan metasztazisban az 1-es, 10-es, 11-es, 12-es, 15-es és 17-es kromoszoma
monoszoémiaja emelkedett volt a primer tumorhoz viszonyitva. A legfeltiindbb deléciot a 9-es
kromoszoman talaltuk, egyik 9-es centroméra sem volt kimutathatd. A masik 6 kiilonbség a
szex-kromoszomak eloszldsaban jelentkezett, a metasztdzisban ezek eloszlasa részben
normalis volt. A metasztatikus sejtek tobb mint 80%-aban az X és az Y kromoszéma is egy
szignalt adott. A 12-es kromoszoéma fluoreszcencia mintazata szintén kiilonb6zott, a tri- és
tetraploid sejtek szama lényegesen lecsokkent ¢és a diszomia valt dominanssa a
metasztazisban.

Ugyanezen beteg periférids limfocitain FISH-el nem talaltunk eltérést, a sejtek tobb
mint 90%-aban az 1-es, 7-es, 9-es, ll-es, 12-es, 15-0s és 17-es kromoszomara két
fluoreszcens szignalt detektaltunk. A szex-kromoszémdak ugyancsak normal szamban voltak

jelen. A metafazisban 1évé normal sejtek hibridizacioja bizonyitotta, hogy az adott kisérleti
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koriilmények kozott minden proba specifikusan kotddott a megfeleld pericentromérikus DNS
régidhoz.
1. Abra

Melanoma sejtek kromoszoma kopiaszam eloszlasa

60
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O chr 9/15
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A primer tumoron tortént kettds jelzésii hibridizacié eredményeként a 9-es és az 1-
es, 15-0s vagy 17-es kromoszomak szubpopulacidinak eloszlasa lathato a szignalok
szama szerint.

5.3. Kromoszoma instabilitas vizsgalata primer és metasztatikus melanoman CGH
modszerrel (II. melléklet)

Annak ellenére, hogy malignus melanomak genetikai hattere még ma is kevéssé
ismert, a CGH mobdszer bevezetése Ota minddssze harom kozleményben foglakoznak a
melanomak teljes genomot atfogd genetikai analizisével. Ezek a tanulmanyok a primer
melanomaban el6forduld genetikai eltérések leirasara iranyulnak, metasztazisokra, primer és
metasztazis tumor parokra nincs még CGH adat.

Vizsgalatunkban ezért CGH-t alkalmaztunk primer melanomakon, melanoma
metasztazisokon ¢és primer metasztazis tumorparokon a fellelhetd genetikai eltérések

analizalasara. A felhasznalt tumorok klinikopatologiai adatait a 4. Tablazatban tiintettiik fel.

23



4. Tablazat

Primer melanoma tumorok és melanoma metasztazisok klinikopatologiai adatai

Minta szama Nem Kor Lézio helye  Breslow Clark  Tumor
években vastagsag szint  stadium

Primer tumorok

1 Férfi 79 csip6d 12 v TANIMO
2 N6 82 csipd 4 v T4NOMO
3 Férfi 68 has 3 v T3NIMO
4 N6 39 hat 6 \Y T4NOMO
5 Férfi 58 mellkas 5 v TANOMO
6 Férfi 73 hat 4 v TANIMO
7 Férfi 54 hat 6 v TANOMO
8* N6 51 nyak 6 v TANOMO
9 Férfi 39 mellkas 13 A% TANIMO
10 Férfi 39 mellkas 4 v T4NOMO
11 N6 46 hat 8 v T4NOMO
12 N6 23 arc 10 v T4ANIMO
13 N6 24 lab 1.5 111 T3NOMO
14 Férfi 68 hat 6 v T4ANOMO
15 Férfi 76 nyak 4 v T4ANOMO
16 Férfi 63 nyak 4 \Y T4NOMO
Metasztazisok
8m* N§ 51 nyirokcsomo
9m Férfi 39 cutan
12m N6 23 nyirokcsomo
13m N6 24 nyirokcsomo
17 N6 63 nyirokcsomo
18 N6 73 nyirokcsomo
19 Férfi 59 nyirokcsomo
20 Férfi 45 nyirokcsomo
21 Férfi 84 nyirokcsomo
22 Férfi 63 nyirokcsomo
23 Férfi 60 nyirokcsomo
24 Férfi 63 nyirokcsomo

"A8¢é 8m, a9 és9Im,al2és 12m, valamint a 13 és 13m jelzési mintdk ugyanazon betegbdl
szarmazo tumor parokat reprezentdlnak: a 8m és a 13m jelzésli nyirokcsomd metasztazisok 6
illetve 3 honappal a primer tumor sebészi eltavolitdsa utan, a 9m jelzésli cutan és a 12m jelzésii
nyirokcsomo metasztazisok pedig a primer tumorral egyidoben keriiltek eltavolitasra.

5.3.1. Primer melanomaban CGH-val kimutatott genetikai elvaltozasok

A CGH-val tanulméanyozott primer melanomak kromoszémalis eltéréseit a 2. Abra

szemlélteti. A leggyakrabban el6forduld genetikai elvaltozasokat az 5. Tablazatban foglaltuk
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0ssze. Eredményeink szerint a primer tumorokban az eltérések atlagos szama 6.3-nak adodott,
ami tumoronként valtoz6 szamban oszlott meg 1-14 eltérés/tumor tartomanyban. A
kromoszomalis szakaszokon kimutathato DNS tdbblet gyakoribb volt, mint azok hidnya. A
DNS tobbletek atlagos szama tumoronként 3.6-nak (tartomany1-10), a DNS vesztések atlagos
szdma 2.7-nek adodott (tartomany: 0-6). A 18-as és 22-es kromoszomak kivételével
valamennyi kromoszéman eltérést talaltunk. Kis DNS szakaszra kiterjedd nagyfoku
amplifikaciot (z6ld/piros fluoreszcencia intenzitas arany nagyobb, mint 1.5) is kimutattunk a
kovetkezo régiokban: 1p12-p21, 1p22-p31 (mindketté a 12-es szamu mintaban), 4q12-q13.3
(a 7-es szamu mintaban), 7q21.3-qter (a 11-es szdmu mintaban) és 8q23-qter (a 15-6s szamu
mintaban). A 7-es kromoszoma hosszu karjanak nagymértékii DNS tobblete, ami gén

amplifik4ciora utal 3 tumorban volt talalhato.

5. Tablazat

Kromoszoma specifikus genetikai eltérések primer melanomdban és melanoma

metasztazisban
Eltérés tipusa Kromoszéma Primer tumorok Melanoma metasztazisok
kar Gyakorisag Gyakorisag
Eset/Ossz (%) Eset/Ossz (%)

DNS tobblet 6p 10/16 (63) 6/12 (50)
8q 8/16 (50) 5/12 (42)
1q 6/16 (38) 4/12 (33)
Tp 5/16 (31) 2/12 (17)
7q 4/16 (25) 4/12 (33)
Ip 5/16 (31) 4/12 (33)
DNS vesztés 10q 10/16 (63) 6/12 (50)
9 7/16 (44) 7/12 (58)
10p 5/16 (36) 4/12 (33)
9q 4/16 (25) 6/12 (50)
Y 4/10" (40) 4/7* (57)

* A férfi betegek szama 10 volt a primer tumorok és 7 a metasztazisok esetén.

A leggyakoribb CGH-el lathat6 elvaltozas a 6-os kromoszoma rovid karjanak tobblete
(63%) volt, ami egy tumorban (13-as beteg) a 6q kar elvesztésével tarsult. A 8q kromoszoéma
szakasz tobbletét a tumorok 50%-&ban regisztraltuk, a legkisebb kozos régio a 8q23-qter
szakaszt érintette. Két tumorban (a 6-os €s 7-es minta) a 8q tobblet meghaladta 1.5 aranyt,
ami ugyancsak génamplifikaciora utal. Hat tumorban az elvaltozasok az 1-es kromoszéma

hosszu karjat érintették (a legkisebb kozos teriilet az 1q32-qter volt). Tovabbi, gyakori
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nyerések voltak a 7p és az 1p kromoszéma karokon (mindkettd 31%). Négy tumorban (1-es,
6-0s, 7-es, 11-es beteg) az 1q, 6p, 7p és 8q eltérés egyiitt fordult eld. A csak primer
tumorokban kimutathaté DNS tobblet a 2p és 15q szakaszokat érintette. Ezeket az

amplifikaciokat a 3. Abra mutatja be.

3. Abra

A kivalasztott CGH profilok a kiilonb6z6 primer melanoma tumorokban adott kromoszémakon
megjelené DNS amplifikaciokat demonstraljak. A: 1-es kromoszoma (12-es szamu minta), B: 4-
es kromoszoma (7-es szamu minta), C: 7-es kromoszéma (11-es szdmu minta), D: 8-as
kromoszéma (7-es szamu minta), E: 8-as kromoszéma (15-6s szdmu minta).

A leggyakoribb kromoszémavesztést a 10-es kromoszomdan lattuk (63%, a legkisebb
elveszett rész a 10g25-qter volt). Ot tumorban a teljes 10-es kromoszoma elveszett, egyben
csak a 10g25-qter szakasz. A 9-es kromoszoma a tizenhat primer tumorbol hétben volt érintett
(44%). Négy tumorban teljes deléciot detektaltunk, haromban a delécio a 9p-re lokalizalodott
(a legkisebb kozos rész a 9p23-pter régid volt). Négy tumorban, ahol a 9-es kromoszoma nem
volt érintve, a 10-es kromoszoma teljes vagy részleges vesztését detektaltuk. Az Y
kromoszoma a férfi tumorok 40%-aban deléciot mutatott. Tovabbi, a DNS vesztés
szempontjabol kevésbé frekventalt kromoszémalis szakaszok az 1p, 4q, 6q és 14q (mindegyik

két-két esetben jelent meg). Egy tumorban a 6-os kromoszoma hosszl karjanak DNS vesztése
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csak a kar egy részét érintette (6q22-qter a 15-6s mintaban). A kovetkezé kromoszomalis

vesztések csak a primer tumorokban voltak kimutathatok: 1p, 3p, 12p, 14q, 19p és X.

5.3.2. Melanoma metasztazisokban CGH-val kimutatott genetikai elvaltozasok

Tizenkét melanoma metasztazist elemeztiink CGH-val. Ezek koziil 4 esetben
ugyanazon betegb6l szarmazo primer tumor is rendelkezésre allt az analizishez. Egy
metasztazis CGH hibridizacié mikroszkopos felvételét (4A) és a tumorra jellemzé CGH

kromoszdéma profilt (4B) a 4-es abran mutatjuk be.

4. Abra

A: Férfi paciens tumoros szdvetmintdjabol szarmazo metafazis kromoszomak CGH képe (18-as
minta). A z6ld szinben feltiind kromoszoma régidk a tumorban relativ DNS tdbblettel rendelkezd
szekvencidkat reprezentaljak, a voros teriiletek pedig azokat, ahol a tumorban a DNS mennyisége
csokkent a referencia DNS-hez képest. Az eltérést nem mutatd kromoszémak a piros és zold szinek
keveredése miatt narancssarga szinben tiinnek fel. B: CGH profil. A kromoszéma ideogramok
mellett a zold és a vords fluoreszcencia aranyéanak atlagat abrazoltuk a kromoszéma hosszanak
fliggvényében, a kozépsd fliggdleges vonal az 1:1 aranynak felel meg. Ahol a relativ DNS
tobblet/vesztés mértéke meghaladta a kiiszobértéket (a kozépséd fliggbleges vonaltol jobbra/balra
esO azzal parhuzamos vonalak) DNS képiaszam valtozasrol beszéliink, amit az adott szakaszok
mellett megjelend vastag vonal jelez. Minden profil alatt lathatd a kromoszéma szama és hogy
ebbdl hanyat értékeltiink.

Az 5. Abran a melanoma metasztazisokban eléforduld kromoszomalis eltérések
Osszegzését tiintetiik fel. Bar a genomot érintd eltérések atlagos szama a metasztazisokban
magasabb volt, mint a primer tumorokban (7.8 a metasztazisokban és 6.3 a primer
tumorokban), a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans (p=0.43). A metasztazisokban

a DNS tobblet atlagos szdma kissé magasabb volt (4.0/tumor), mint a DNS vesztéseké
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(3.5/tumor). A primer tumorokhoz hasonléan a leggyakoribb kromoszéoma eltérések a 6-os
kromoszéma rovid karjanak és a 8-as kromoszoéma hossza karjanak tobblete (50% ¢és 42%)
volt. Az 1p, 1q és 7q kromoszdma kar amplifikacioja 4 tumorban (33%) volt jelen, mig a 3-as
kromoszoma révid karjan 3 tumorban talaltunk DNS tobblere utald jelet. Kis DNS szakaszra
kiterjedd nagyfoku amplifikéciot a kdvetkezd régiokban taldltunk: 1p12-p21, 1p22-p31, lq,
Xq2l.1-gter és 20ql3.1-qter, ezeket az eltéréseket a 6. Abra mutatja be. Harom
metasztazisban (a 13m, 18 és 20-as szamu minta) a 6p nyerés €s 6q vesztés egyiittesen jelent

meg. A kovetkezo eltérések csak a metasztazisokban voltak: 5p, 5q21-g23, 10p és 18q.

A B

1,108 - 1,15 L X/7 ' 206

6. Abra

A kivalasztott CGH profilok a kiilonbdzé melanoma metasztazisokban adott kromoszémakon
megjelend DNS amplifikaciokat demonstraljak. A: 1-es kromoszoéma (12b jeli minta), B: 1-es
kromoszoéma (18-as szamu minta), C: X kromoszdéma (18-as szamu minta), D: 20-as kromoszéma
(17-es szamu minta).

A metasztdzisokban a 6-0s kromoszoma rdévid karjanak DNS tobblete mellett a 9-es
kromoszomat érint6 delécio volt a masik frekventalt genetikai eltérés, a tizenkét tumorbdl tiz
(83%) mutatott részleges vagy teljes 9-es vesztést. Hirom tumorban a teljes 9-es kromoszéma
elveszett, négy esetben csak a p kar, mig a maradék harom esetben a q kar részleges
legkisebb k6zos szakasz a 10q25-qter volt. A 20-as szami mintaban a 10q vesztés és a 10p
tobblet egybeesett. A 17-es kromoszoma DNS vesztése metasztazisokban gyakoribb volt, 4

esetben fordult el. Az Y kromoszdma elvesztése a 7 férfibdl szarmazé tumor koziil négyben
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jelen volt (57%). A csak metasztazisban eléfordulod eltérések kozé tartoznak a 2p21-pter,

11q13-q23, 12q24.1-qter, 19q13.1-qter és 22qter szakaszok delécioi.

5.3.3. Ugyanazon betegb6l sziarmazé primer melanoma és metasztazisanak

osszehasonlito elemzése

A genetikai kiilonbségek felmérése céljabol megvizsgaltunk 4 primer tumor-metasztazis part.
Az elvaltozasok Osszefoglalasa a 6. Tablazatban talalhatd. Valamennyi metasztazisban
megjelentek a primer tumorhoz képest 0 eltérések. A 8-as szami tumor a diagnézis
felallitasakor csak 1 eltéréssel rendelkezett (a 10g25-qter szakasz delécidja), mig a hat
honappal késébb megjelend metasztdzisban mar 15 0j eltérés is megjelent a 10-es
kromoszoma delécidja viszont nem volt kimutathat6. A 9-es szamu primer tumorban ezzel
szemben 7 eltérés volt, a vele egy idoben eltavolitott bor metasztazisban pedig 9. A k6zds
eltérés a 7q nyerés és a 9p vesztés volt. A harmadik tumor parban (12-es primer tumor)
majdnem minden eltérés megegyezett a primer €s metasztatikus 1ézi6 kozott. Metasztazisban
talalt 4j eltérés mindossze kettd volt, a 2p21-pter vesztés és a teljes 3-as kromoszoéma
tobblete. Metasztazisban a teljes 10-es kromoszdéma elveszett, mig a primer tumorban csak
részleges delécio volt (10g24-qgter). Az 1pl2-p21 szakaszon mutatkozd kiemelkedd
amplifikacido hasonld volt mindkét tumorban. A 13-as szdmu primer tumorban el6fordulo
kromoszoma aberraciok a metasztazisban is megvoltak. A k6zos eltérésekhez tarsult a 7-es

kromoszoma amplifikacidja és a 9p21-pter régiod delécidja metasztazisban.
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6. Tablazat

CGH-val kimutatott kromoszomalis elvaltozasok primer melanoma tumorokban és metasztazis

parjukban
Tumor- DNS tobblet DNS vesztés _ Eltérések szama
minta Ossz(tobblet/vesztés)
jelzése
8 10g925-qter 1 (0/1)
8m 2q25-q32%, 4q22-q28, 5q21-q23, 1p33-pter, 9q34-qter, 15 (5/10)
8q21-q23, 13q14-q32 12q24-qter, 16p, 16q23-
qter, 17, 19q, 20, 21, 22
9 1q, 7q, 11q13-q21, 17q, 9p,16q, Y 7 (4/3)
9m 7q, 8, 11q21-q22, 13g21-qter, 6q25-qter, 9, 10q, 14q 9 (5/4)
15q
12 Ip12-p21, 1p21-p31.1, 1p36-pter, 4ql13-ql2, 5q23-qter, 9, 13 (7/6)
4p15-p12, 5921-922, 6p, 17q 10g24-qter, 12q12-qter, 17p
12m 1p12-p21, 1p21-p31.1, 1p36-pter,  2p21-pter, 4q13-ql2, 5q23- 15 (8/7)
3,4pl5-p12, 5921-q22,, 6p, 17q  qter, 9, 10, 12q12-qter, 17p
13 6p, 8q 6q, 10 4 (2/2)
13m 6p, 7, 8 6q, 10, 9p21-pter 6 (4/2)

*Vastag betlivel vannak kiemelve azok a genetikai eltérések, amelyek csak az egyik 1ézioban fordultak el6.

5.3.4. A kromoszoma elvaltozasok és kliniko-patolégiai paraméterek osszehasonlitiasa
primer melanomakban

Tumor vastagsag: A kromoszoéma eltérések atlagos szama a 4 mm vagy annal
vékonyabb tumorokban (n=7) kevesebb volt (4.4 + 4.5 eltérés/tumor), mint a 4 mm-nél
vastagabb tumorokban (n=9, 7.4 £ 3.7 eltérés/tumor), de a kiilonbség statisztikailag nem volt
szignifikans (p=0.16). A 7-es kromoszoma tobblete a vastagabb tumorokban gyakrabban
fordult el6, 7 tumor, melyek vastagsdga 4 mm-nél nagyobb volt, mutatta ezt az eltérést és a 7-
es amplifikacié mas kromoszomalis eltérésekkel is tarsult.

A betegek életkora: Nem taldltunk korrelaciot a kromoszoma eltérések tumoronkénti
szama ¢és a betegek életkora kozott. A 60 év alatti és folotti betegekben az eltérések atlagos
szama kozel azonos volt (6.3 £ 4.5 per tumor <60 év alatt (n=9; és 6.3 + 4.7 per tumor > 60
év (n=7). A 60 évnél Oregebb betegeknél minden tumorban felfedezheté volt a 8q

kromoszéma tobblete.
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Metasztazis képzés: A primer tumorok sebészi reszekciojat kovetd egy éven beliil
metasztatizald melanomakban és azon primer tumorokban ahol metasztazis szinkron jelen
volt, az eltérések szama statisztikailag szignifikans mértékben nagyobb volt (7.8 £ 4.1, n=12),
mint azokban az esetekben, ahol nem vagy csak késébb jelent meg a metasztazis (2.0 + 1.4,

n=4, p=0.017).

5.4. Melanoma metasztazis kialakuldasahoz kapcsolodé genetikai eltérések azonositasa

A genetikai eltérések nagy szama ¢és a melanomara jellemzd jelentés mértéki
genetikai instabilitas és heterogenitas igen megneheziti az elvaltozasok értékelését. Ez azzal
jar, hogy a metasztatizalé fenotipus szempontjabdl 1ényeges genetikai eltérések rejtve
maradhatnak. Timar és munkatarsai metasztazishoz kapcsolédé marker-fehérjék expressziojat
vizsgdlva malignus melanomaban azt talaltdk, hogy a betegség klinikai stddiuma és a
Breslow-féle tumor vastagsdig nem mutat Osszefliggést a fehérjék expresszidjaval.
Szignifikans kiilonbség volt észlelhetdé azonban akkor, ha a tumorokat biologiai viselkedésiik
alapjan csoportositottd. Hasonld eredményre vezetett Petersen és mtsai.-nak a daganatok
biologiai viselkedése alapjan torténd csoportositas, melyet a genetikailag nagyon heterogén
tiidétumorokon végeztek el. CGH adatainkra a Petersen és munkatarsai altal alkalmazott
csoportositast mi is elvégeztiik. Attétet nem add tumornak tekintettiik azon primer tumorokat,
melyeknél a diagndzis idopontjaban a betegnek nem volt kimutathatdé metasztdzisa, mig a
metasztazisképzd csoportot a diagndzis idépontjaban mar metasztazissal rendelkezé primer
tumorok és cutdn valamint nyirokcsomo metasztazisok alkottak (tovabbiakban metasztatizalo
csoport).

Az esetszamot ndveltiik €és biologiai viselkedésiiknek megfeleléen csoportositva
elemeztiik a tumorokat. Tizenhét, a mutét idépontjaban attétmentes tumorbol 15-ben talaltunk
CGH-val kimutathato genetikai eltérést (88%). A metasztatizaloé csoportban 8 primer tumor
volt, melyeknél a primer tumor diagnoézisakor mar a metasztazis is jelen volt. Ezt a csoportot
még tizenkét nyirokcsomo és négy cutdn metasztdzis egészitette ki. CGH-val minden
metasztatizald tumor mutatott kromoszomalis eltérést.

A diagnodzis idépontjaban attétet nem add tumorok csoportjadban atlagosan 4.35
(+4.27) elvaltozas/tumor volt kimutathat6. A csoporton beliil ezen atlagos elvaltozasszam
megoszlasa kiilonb6zé volt azon tumorok esetében, ahol 1 éven beliil nem fejlodott ki
metasztazis (7 primer tumor) és ahol kialakult az attét (10 primer tumor). A metasztazist egy

éven belill nem képezé tumor csoportban 1.7 (£2.07), az ugyanezen id0 alatt metasztazist
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képz6 csoportban 6.2 (£5.51) volt az atlag kromoszoma-eltérés. A metasztatizaldo tumorok
csoportjaban atlagosan 7.7 (£6.61) elvaltozas/tumor volt kimutathato. A leggyakrabban
el6fordulo eltérések a metasztazist nem add csoportban a 6p (53%), 8q (47%) és a 7q (29%)
DNS szakaszok tobblete és a 6q (35%), 10q (35%), 9p (29%), 9q (29), 10p (29%) DNS
szakaszok elvesztése volt. A metasztatizald csoportban a leggyakrabban el6fordulo eltérések a
7q (67%), Tp (54%), 8q (54%), 1q (46%), 6p (42%), DNS régiok tobblete és a 10q (63%), 9p
(58%), 9q (50%), 6q (38%), kromoszéma karokon talalt DNS vesztések voltak. A 6p €s 8q
kromoszoma-szakaszok DNS tobblete mindkét csoportban kozel hasonld gyakorisaggal jelent
meg. Annak kimutatdsdra, hogy van-e eltérés a genetikai aberraciok gyakorisagaban a két
csoport kozott a Fisher egzakt tesztet hasznaltuk. A statisztikai analizis alapjan a
metasztatizaldo képességhez kapcsolodd szignifikans eltérésnek bizonyult a 7p és a 7q
régiokban mutatkozdé DNS tébblet (p=0.025 és p =0.027), illetve a teljes 7-es kromoszoman
talalt amplifikacio (p=0.039). Jelentds kiilonbség volt a két csoport kozott a 9p és 10q
kromoszoma szakaszok delécioja tekintetében is (mindkét eltérés gyakoribb volt az attétet ado
csoportban), de ez statisztikailag nem volt szignifikans. A 10q kromoszomavesztés 7p és/vagy
7q kromoszéma tobblettel vagy a teljes 7-es kromoszomat érintd amplifikacioval valo
egylittes el6fordulasa statisztikailag szignifikansan gyakoribb volt a metasztatikus csoportban
(p=0.053, illetve p=0.050).
7. Tablazat

Kromoszoma specifikus eltérések kiilonbozo biologiai viselkedésii melanoma

léziokban
A CGH alteracick Kromoszéma Attétet nem ado Metasztatizalo
tipusai kar melanomak® melanomak”
gyakorisaga gyakorisaga
eset/0sszes (%) eset/0sszes (%)
DNS tébblet 7' 3/17 (18) 13/24 (54)
7q° 5/17 (29) 16/24 (67)
73 2/17 (12) 11/24 (46)
DNS vesztés 9p 5/17 (29) 14/24 (58)
10q 6/17 (35) 15/24 (63%)

“ttétet nem adé tumornak tekintettiik azon primer tumorokat, melyeknél a diagnozis
idépontjaban a betegnek nem volt kimutathato metasztazisa.

4 metasztatizdlé csoportot a diagnézis iddpontidban mdr metasztizissal rendelkezé primer
tumorok és cutan valamint nyirokcsomo metasztazisok alkottik, tovabbiakban metasztatizalo
csoport (Petersen és mtsai. szerint).

'A " Fisher egzakt teszt alapjin a 7p régié DNS tobbletének eléfordulisi gyakorisiga
szignifikansan kiilonbozott a nem-attétéképzo és az attétékepzo leéziok csoportjaban (p=0.025),
csakigy, mint a *7q (p=0.027) és a ‘teljes 7-es kromoszéoma DNS tobbletének frekvencidja
(p=0.039).
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5.5. A maj-metasztatizalé képesség és a kromoszomalis eltérések tanulmanyozasa
CGH és FISH modszerekkel (I11. melléklet)

A tavoli melanoma metasztazis molekuldris aspektusainak vizsgalatdhoz héarom,
egymasbol kialakitott ¢és immunszuppresszalt egérben kiilonb6zé maj-metasztatizalo
képességgel rendelkezd sejtvonalat tanulmanyoztunk modellként. A CGH, FISH és aramlasi
citometria modszereket kombinaltuk annak érdekében, hogy az egyik sejtvonal extrém magas
metasztatikus potencialjanak hatterében allo genetikai elvaltozasokat kideritsiik. CGH-val

kapott eredményeinket a 8. Tablazatban foglaltuk 6ssze.

8. Tablazat
Melanoma sejtvonalakon CGH-val kimutatott genetikai elvdltozdasok és a sejtvonalak dltal

immunszuppresszalt egérben létrehozott mdj-metasztazisok szama

Sejtvonalak ~ DNS tiobblet DNS vesztés Osszes eltérés ~ Majmetasztazisok szaima
(tobblet/vesztés) immunszuppresszalt
egérben (tartomany)
A2058 1q34-qter, 5p, 1p33-pter, 5q32- 15 (6/9) 0-22
6p22-pter, 7, qter, 8p, 9q, 10,
8q,13q 14q, 15q, 16p, 17p
HT168 5p, 6p21.3-pter, 4 (4/0) 0-5

8q21-qter, 13¢q

HT168-M1  5p, 6p21.1-pter, 4, 9p21.3-pter, 7 (4/3) >250
8q21-qter , 13q, 10p

*A vastag betlivel vannak kiemelve azok a genetikai eltérések, amelyek mind a harom melanoma sejtvonalban
kozosen eléfordultak.

A legtobb genetikai eltérést a sziilo sejtvonalnal (A2058) talaltuk, 15 kiillénb6zé DNS
lokusz volt érintett. Az 6sszes sejtvonalban kdzdsen megjelent az Sp, 6p22-pter, 8q21-qter és
13q kromoszomak tdbblete, ami a sejtvonalak kozotti klonalis kapesolatra utal. A szelekcios
folyamat soran a leszarmazott sejtvonalakban nem jelent meg uj DNS tobblet. Olyan
kromoszomavesztést, ami minden sejtvonalban k6zos lett volna, nem talaltunk. DNS tobblet
mutatkozott a 6p régioban, ami a sziiloi sejtvonalban (A2058) a 6p22-pter, az elsd leany-
sejtvonalban (HT-168) a 6p21.3-pter, mig a nagyon metasztatizalo sejtvonalon (HT-168M1)
volt a legkiterjedtebb, a 6p21.1-pter régioban. A kiilénb6z6 mintazat valdsziniileg melanoma
sejtvonalakban jelenlévo genetikailag heterogén szubklonoknak tulajdonithatd. A ko6zos
eltéréseken tal, az A2058 sejtvonalban az 1q34-qter kromoszomaszakasz és a 7-es

kromoszoma mutatott DNS tobbletet, DNS szekvencia-vesztést az 1p33-pter, 5q32-qter, 8p,
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9q, 10, 15q, 16p és 17p kromoszéma lokuszokon detektaltunk. A HT168 csak a kozos

kromoszoma-tobbleteket mutatta, de ebbdl a sejtvonalbdl szarmazd agressziv metasztatizalo

hajlammal jellemzhet6 HT168-M1 sejtvonalban tovabbi elvaltozasok jelentek meg. Ezek az

eltérések magukba foglaltak a 4-es kromoszom, a 9p21.3-pter és 10p kromoszoma szakaszok

crcr

variansban megvolt, de az els0 leszarmazott sejtvonalbol hidnyzott a 10p kromoszéma

régioban talalt DNS vesztés volt.
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A kivélasztott CGH profilok a harom melanoma sejtvonalban adott kromoszémakon
megjelend DNS amplifikaciokat és deléciokat demonstraljak. A: 1-es kromoszoma,
B: 4-es kromoszdéma, C: 5-6s kromoszoéma, D: 6-os kromoszoma az A2058, HT168
és HT168-M1 sejtvonalakon. (A CGH profil alatt elhelyezked6 szamok koziil az els6

az adott kromoszomat a masodik az analizalt kromoszoma mennyiséget jelenti).

Az A2058-ban a teljes 10-es kromoszoma elveszett, mig a HT168-Ml-ben csak a

kromoszoma rdvid karja. A 4-es kromoszoma delécidja, a 9p21.3-pter kromoszdéma

szakaszokon kimutatott DNS vesztés csak az agressziven metasztatizalo

sejtvonalban volt jelen.
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9. Tablazat

Kromoszoma kopiaszam eloszlas melanoma sejtvonalakban

Kromoszomak 1 6 7 8 9 10 11 13 15 17 18 X Y

Szignal/sejt

A2058

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 10
1 8 1 60" 1 2 4 3 0 0 0 6 93 83
2 81 95 38 13 90 91 84 15 94 94 88 6 7
3 7 4 2 82 3 5 4 1 1 3 0 0
4 4 0 0 0 5 0 9 2 5 5 3 0 0
>5 0 0 0 4 0 0 0 4 0 0 0 0 0
HT168

0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
1 4 2 1 1 1 3 11 0 2 1 1 92 0
2 78 90 92 8 8 79 79 7 90 90 95 8 0
3 9 1 7 1 3 4 2 38 2 5 3 0 0
4 9 7 0 9 13 10 6 41 5 4 1 0 0
>5 0 0 0 3 0 4 0 14 0 0 0 0 0
HT168-M1

0 5 0 1 0 0 3 0 1 1 0 0 0
1 5 4 3 4 | 3 8 1 25 4 2 92 0
2 99 8 93 87 91 8 8 3 73 90 92 8 0
3 0 4 2 5 1 3 1 8 1 1 2 0 0
4 0 6 1 4 7 12 1 2 0 4 4 0 0
>5 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0

*Vastag betlivel kiemeltiik az aneuploidiat mutaté sejtklonokat.

A kromoszoémdk aneuszOmidjanak értékelésére centroméra kozeli DNS szakaszokra
specifikus FISH probéakat alkalmaztunk (9. Tablazat). A sziild sejtvonalban, amiben a
legnagyobb szami CGH eltérést detektaltuk, a kromoszomak tobbségére diszomia volt
jellemzo, kivételt képezett a 7-es, 8-as €s 13-as kromoszéma. A 7-es és 8-as kromoszomak
tiintek el a leszdrmazott sejtvonalakbol. A sziilo és a HT168-M1 sejtvonalak jelent6s hanyada
13-as kromoszoma triszomiat mutatott (79% és 89%). A HT168 sejtvonal heterogénebb volt
erre a kromoszomara, a sejtek 38 9%-a triszomias, 41 %-a tetraszomias volt. A 13-as
kromoszéma aneuszomidja a CGH eredményekkel jo egyezést mutatott, mindharom
sejtvonalban a 13-as kromoszéman DNS tobbletet talaltunk. Habar az A2058-ra két f0 sejt

populécid volt jellemzo a 7-es kromoszdmara (60% monoszdémia és 38% diszomia), meg kell
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jegyezniink, hogy a diszomias sejtekben a két szignal koziill az egyik normal méreti, fényes
szignalfolt volt, mig a masik 3-8 kisebb fluoreszcens pottybdl allt, ami centroméra
fragmentacio jele.

A 10 kiilonbségek a sziil és a két szarmaztatott sejtvonal kozott az Y kromoszoéma
vesztés és az 1-es kromoszoma megnovekedett centromera szignalja volt. A HT168-M1-ben a
15-6s kromoszoéma monoszomia a sejtek 25%-aban volt jelen, mig a masik két sejtvonalban a
15-6s monoszomia elhanyagolhat6 volt. A FISH adatokbol meghatarozhat6 és a kromoszoma
szam kvantitativ mérészamaként alkalmazott kromoszéma index az A2058-ban 1.90-2.10, a
HT168-ban 2.00-2.22 ¢s aHT168M1-ben 1.70-2.04 kozotti értékeknek adodott.
4-es probat is alkalmaztunk. A HT168-ban két normal képiat talaltunk, az A2058-ban két
kiilonbo6zd klont figyeltiink meg. Egyikben két normal kopia volt jelen (89%), a masikban
csak egy 4-es kromoszoma festédott (11%). A HT168-M1 tulnyomdéan monoszémias volt
(84%) a 4-es festd probaval de egy hosszu kar deléciot mutatod klont is megfigyeltiink (16%).
Ennek a két klonnak az egyiittes jelenléte nagyon jo Osszhangban all CGH-val kapott

kromoszéma profillal.
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6. MEGBESZELES

Az elmult évtizedben a kromoszomalis eltérések kimutatasat célz6 molekularis
genetikai modszerek a daganat kutatasban egyre jelentésebb szerepet kaptak (60). Ezek koziil
a metodikak koziil kiemelend6 a FISH és CGH technika. Tanulmanyaink soran ezt a két
modszert alkalmaztuk a primer €s metasztatikus melanomakban el6forduld genetikai eltérések
leirasara €s annak kideritésére, hogy milyen a tumor progressziéval és az agressziv

metasztazis-képzéssel 6sszefiiggd kromoszomalis eltérések vannak malignus melanomakban.

6.1. FISH és CGH modszerek adaptilasa, melanoma sejtvonalak genetikai
eltéréseinek analizise

Harom, kiilonb6z6 metasztatikus potenciallal rendelkezd, sejtvonalat vizsgaltunk
molekularis genetikai modszerekkel. Célunk a CGH ¢és FISH moddszerek bedllitasa, az altaluk
nyert informaciok 0sszehasonlitdsa, valamint a sejtvonalak részletes genetikai jellemzése volt.
CGH-val mindharom sejtvonalra a genetikai eltérések magas szdma volt jellemzd. A legtobb
kromoszomalis aberraciot az M24met sejtvonalndl regisztraltuk (az Osszes eltérések szama
18), mig az M24 sziil6 sejtvonalban kevesebb amplifikaciot és delécidt lehetett megfigyelni
(6sszesen 13 eltérés).

Az alacsony metasztatikus hajlama triploid WM35 sejtvonalon feltiinben sok eltérés
mutatkozott CGH-val (6sszesen 17). Ez azzal magyarazhat6, hogy a CGH a sejtek
kromoszomakészletének atlagos valtozasat mutatja meg. Mivel a CGH-val kimutatott DNS
vesztések ¢és nyerések értékelésénél az elvaltozasokat egy atlagosan négy vagy tobb kopiat
tartalmazo alapkészlethez kell viszonyitani, ily modon bizonyos eltérések nem is keriilnek
észlelésre. Olyankor fordul ez eld, ha a kiegyenlitetlen kromoszdémakészletet hordozo sejtek
nem képviseltek elegendden nagy populacidt abban a szovetben, amelybdl a vizsgalt DNS
szarmazott. A FISH-sel kapott adatok szerint mind a harom sejtvonal aneuploid volt. WM35-
ben az adott kromoszémakra az aneuszoémia aranya kisebb volt, mint a melanoma progresszid
elérehaladottabb stadiumat képviseld6 M24 ¢s M24met sejtvonalak esetében. Az egyedi sejtek
DNS tartalmanak mérésével az aramlasi citometria megfeleld hattér informaciot biztositott és
jo egyezést mutatott a FISH eredményekkel.

A kiilonb6z6 moddszerekkel észlelt genetikai eltérések megjelenése kiterjedt DNS mutaciok

eredménye. A genetikus kiegyensulyozatlansagbdl ered6 mutdciok tobbsége valdsziniileg
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random esemény, és csupan kis része szolgal rakos sejtklon kialakulasdhoz elegend6
szelekcios elonnyel. Ezek mellett molekularis (cito)genetikai tanulmanyok melanomaban
tobb, nem-random modon el6forduld genetikai eltérést is talaltak az 1-es, 6-os, 7-es, 9-es és
10-es kromoszoman (20, 21).

Mind az M24-ben, mind az M24met-ben jelen volt a 7p (és a 7q részleges) amplifikacidja. A
7p12 kromoszéma régio tartalmazza az EGFR proto-onkogént, ami azért fontos, mert az
EGFR expresszi6 korreldl a melanoma agresszivitasaval (33, 61, 62, 63). A korabbi
tanulmanyokkal egybehangzoan, a kevésbé metasztatikus WM35-ben nem volt 7p (EGFR)
amplifikacio, mig a metasztatikus M24 ¢és az agressziv metasztatikus M24met-ben 7p
M24met sejtvonalon FISH segitségével kimutattuk az EGFR gén emelkedett szamat,
monoklondlis antigén segitségével pedig a sejtek felszinén az EGF receptort mindkét
sejtvonal esetén.

Irodalmi adatok alapjan a metasztatizald képesség kialakitasdban jelentds szerepet jatszo
masik eltérés a 10-es kromoszoma részleges vagy teljes vesztése, amit igazolni latszik, hogy a
WM35 nem mutatta ezt az elvaltozast, ellenben a metasztatikus M24 sejtvonalban 10p régio
delécidja az agressziven metasztatikus M24met-ben pedig a teljes 10-es kromoszoma
elvesztése volt kimutathatd. A 10q23.3 és a 10q24-q25 ismert tumor szuppresszor gének
vannak, ugymint PTEN és MXI1 gén (30, 64). Valdszinii, hogy az ismert onkogének és tumor
szuppresszor gének mellett a 7-es és 10-es kromoszoman még tobb olyan gén is helyet foglal,
melynek elvesztése hozzajarul a metasztatizalo-képesség kialakulasdhoz és a tumor
agresszivitasahoz (41, 65).

A kapott CGH ¢és FISH eredményekbdl arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a metasztatikus
képesség megszerzéséhez a 7-es és 10-es kromoszoéma aberracidja kiillondsen fontos, emellett
pedig a metasztatikus hajlam kialakitdsdban szerepet jatszik még a sejtvonal aneuploiditasa és
a jelenlévo szubklonok szama. Utobbi fontossdgat az adja, hogy a tumoron beliili
heterogenitds fokozodasaval né a metasztazis kialakulasdhoz vezetd szubklonok
megjelenésének valoszintisége. A CGH modszer értéke a kromoszoma eltérések
azonositasaban mutatkozik, illetve segithet tumor-specifikus FISH probak el6allitasaban.
Mindez lehetové teszi, hogy a prognosztikai szempontbdl fontos genetikai informaciokhoz par

napon beliil hozzajussunk.
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6.2. Kromoszoma vesztés szerepe a human malignus melanoma progresszidjaban és a
metasztazisképzésben

A tumor progresszioban szerepet jatszo genetikai eltérések kideritésére az egyik
leghatékonyabb megkozelités az, ha ugyanazon betegbdl szadrmazd primer tumor ¢és
metasztazisa kozotti genetikai eltéréseket hasonlitjuk Ossze. Melanomakra vonatkoztatva
ezen a teriileten az ismeretek rendkiviil hidnyosak, kisérleteink megkezdésekor mindossze 4
tumorpar analizise valosult meg (66, 67). Ezen tilmenden, az irodalomban alig néhany
hipodiploid kromoszéma készlettel rendelkez6 metasztatikus melanoma eset jelent meg (68,
69), mivel mas tumorokhoz hasonldéan, melanomaban is a hipotetraploid allapot a
leggyakoribb. Mivel ennél a primer €s metasztazis tumor parnal a primer tumor koézel diploid
volt a metasztatikus parja pedig hipodiploid volt, részletes analizisiik kiilondsen érdekesnek
igérkezett. A férfi betegbdl szdrmazo primer melanomaban és annak bor metasztdzisdban
megjelend kromoszomalis eltéréseket tiz kiilonb6z6 centroméra specifikus proba
alkalmazasaval tanulmanyoztuk interfazisos FISH-sel. A tumorok kromoszémalis eltéréseinek
Osszehasonlitasa egyértelmiien jelzi a klonalis progresszidt. Eredményeink szerint a primer
tumorban megfigyelhetd kromoszomavesztés a metasztazisban ugyancsak megjelenik. A
metasztazisban és a primer tumorban is detektalt 1-es, 10-es, 12-es, 15-0s és 17-es
kromoszoéméak monoszémidja azt jelzi, hogy a primer tumorban még ha kis szazalékban is, de
jelenlévd hipodiploid sejtklonok fontos szerepet jatszanak az agressziv viselkedésben, és
jelenlétiik prediktiv értékli lehet a tumor késobbi viselkedésére nézve (21, 70, 71). Az
altalunk talalt kromoszémalis vesztések nemcsak erre a tumor parra jellegzetesek, Wiltshire
és munkatdrsai a melanoma eldrehaladott stddiumahoz tartoz6 daganat sejteken a tumor
mikrodisszekcidjat kovetden CGH-val ugyanezeken a kromoszomakon mutatott ki DNS
vesztéseket (45). Ezeknek a kromoszomaknak a teljes vagy részleges elvesztése utalhat a
melanoma progresszidban szerepet jatszo onko-szuppresszor gén alteraciok jelentétére. Az
intenziv kutatasok ellenére az egyetlen gén, melynek dontd szerepet tulajdonitanak a cutan
lokalizaciéja a 9p2l-es régido (72). Az éaltalunk tanulmanyozott primer tumorban is
megfigyeltiink egy sejtpopulaciot, melyre jellemzd volt ennek a kromoszomanak a
melanoméban korai genetikai eseménynek tekintik, de arra vonatkozoan is jelentek meg mar
kozlések, hogy szerepet jatszik a tumor progresszioban is (25, 73, 74, 75) Feltételezhetjiik,
hogy hipodiploid klénokban olyan kritikus genetikai eltérések akkumuldlodnak, melyek

egyiittes jelenléte fokozott ndvekedéssel tarsul.
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A fentiekben emlitett kromoszomaszam eltérések mellett érdekes eloszlast mutatott a
tanulmanyozott tumorparban a szex kromoszomak megoszlasa. Az X kromoszéma diploid
volt a primer tumorban, de normalis eloszlast mutatott a metasztazisban. Az Y kromoszéma a
primer tumorban csak a sejtek kis szdzalékaban volt jelen, ugyanakkor a metasztazisban ez a
primer tumorban alulreprezentédlt klon jelent meg dominansan. Feltételezziik, hogy az Y
kromoszoma elvesztése inkdbb a korral 0sszefliggd alteracid és nem jarul hozza a malignus
fenotipushoz, delécidja elhanyagolhatd az attétképzés folyamatdban. Ezt a feltételezést mas
tanulmanyokban kozolt eredmények is alatamasztjak (76).

A FISH modszer alkalmazasaval elséként sikeriilt leirnunk ugyanazon betegbdl szarmazo
primer €s metasztatikus melanoma tumor-par interfazisos citogenetikai analizisét. Az
elvégzett interfazisos citogenetikai vizsgalat azt mutatta, hogy a kiilonb6z6 kromoszoéma
vesztések nem csak az altalunk vizsgalt tumor progressziojaban, de annak iniciacidéjaban is

szerepet jatszott.

6.3. Kromoszéma instabilitas vizsgalata primer és metasztatikus melanoman CGH

modszerrel

Tanulmanyunk az elsé olyan CGH kozlemény, melyben primer és metasztatikus melanomak
egyiittes analizise valosult meg (41, 45, 46). Eredményeink konzisztensek a korabban primer
melanomara k6zolt CGH adatokkal (41, 45, 46), hasonloan a Bastian és munkatarsai altal
talalt eltérésekhez a leggyakoribb kromoszomalis alteraciok az 1-es, 6-0s, 7-es, 9-es €s 10-es
kromoszoémékon jelentkeztek (41, 46). Ugyanakkor olyan kromoszomalis eltéréseket is
azonositottunk CGH-val, melyek ezekben a tanulmanyokban nem szerepeltek. Kiemeljiik a
melanoméakban eddig még nem detektalt regionalis amplifikaciokat, melyeket az 1pl12 és
1p22-p31 Id6kuszokon fedeztiink fel. Megallapitottuk, hogy mind a primer mind a
metasztatikus melanomakban a 6-0s kromoszéma rovid karjanak DNS tobblete a
leggyakoribb eltérés és hasonloan a korabbi megfigyelésekhez ez az alteracidé szamos mas
eltéréssel asszocialodott, jelezve ezzel azt, hogy ennek a lokusznak az érintettsége a tumor
progresszio kés6i 1épésének tekinthetd. A klasszikus citogenetikai vizsgalatok soran
egyiitt jelentkezett, ezért feltételezték, hogy az ilyen tipusi CGH mintdzat izokromoszéma
kialakulasdval, vagy mas strukturalis eltéréssel hozhato osszefliggésbe (32). A 6p szakaszon a
DNS tobblet fokozott gyakorisdga onkogén jelenlétére utal a kromoszoma rovid karjan, bar

melanoma-progresszioval Osszefiiggésbe hozhatd onkogént még nem talaltak ezen a
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kromoszomalis szakaszon. Thompson €s munkatarsai metasztatikus melanomak kromoszéma
savozassal torténd analizise soran gyakorinak talaltak a 6-os kromoszoma eltéréseit (20).
CGH eredményeinkkel ellentétben azt figyelték meg, hogy a 6q szakasz elvesztése gyakoribb
volt, mint a 6p szakasz DNS tobblete. A CGH és citogenetikai adatok kozotti hasonlo
ellentmondast irtak le uvealis melanomakban, melyekben a 6p szakasz DNS tobblete CGH-
val gyakoribbnak adodott, mint kromoszoma-savozassal (77). Ez az ellenmondast az in vitro
sejtttenyésztésben rejlo szelekcios folyamatnak tulajdonithatd. A 6-os kromoszoman talalt
eltérések mellett gyakori kromoszoémalis alteracionak mutatkozott a 8-as kromoszoéma hosszi
karjan megjelend DNS tobblet. Ez a megfigyelés azért is jelentds, mert ezt a kromoszomalis
szakaszt a citogenetikai vizsgalatokban nem emlitik, mint melanomaban gyakran megjelend
kromoszomalis alteraciot. A 8q szakaszon lokalizal6do onkogének koziil a C-MYC szerepe
vetddik fel. Erre vonatkozo irodalmi adatok azonban eléggé ellentmondéasosak (36, 78). A
kérdés megvalaszolasa csak nagyszami, kiilonboz6 stadiumui tumor analizisével lehetséges.
Az a megfigyelésiink, melynek értelmében a 8-as kromoszoma alteracioja gyakran 6p, 7 és 1q
kromoszomalis szakaszokkal egyiittesen jelentkezik, arra utal, hogy ezeknek az eltéréseknek
az egyiittes jelentkezése Osszefliggésbe hozhatd a melanoma agressziv bioldgiai
viselkedésével.

Az irodalomban megjelent tanulmanyok alapjan feltételezhetd, hogy a 7-es
kromoszéman jelentkez6 DNS tobblet a tumor progresszid késoi 1épése, hiszen gyakrabban
jelentkezett a vastagabb tumorokban (41, 46). A 7p kromoszéma kar DNS tobblete
mint arra melanoma sejtvonalak vonatkozasdban mar utaltunk. Trent és munkatarsai
ramutattak arra, hogy azok a betegek, akinek tumoraban abnormalis 7-es vagy 11-es
kromoszoma volt jelen, szignifikansan révidebb talélést mutattak (79). Tanulmanyunk mérete
¢s a kovetési id0 rovidsége miatt a genetikai elvaltozasok és a klinikai adatok kozotti
korrelacid kimutatasdra nem volt lehetdség, ugyanakkor meg kell jegyezniink, hogy négy
beteg 2 évvel a betegség diagnosztizalasa utan elhunyt és hét masik betegben a metasztazis
vagy szinkron jelen volt a primer tumor diagndzisanal, vagy a primer tumor eltavolitdsa utdn
1 éven beliil kialakult. Ezen tumorok mindegyikében kimutathaté volt a 7-es kromoszoma
eltérése, ezek a megfigyelések tovabbi adatokat szolgaltatnak arra vonatkozodan, hogy a
malignus melanoméaban a 7-es kromoszoma €s az agressziv fenotipus kdzott szoros kapcsolat
all fenn.

CGH analizisiink tobb regiondlis amplifikaciora hivta fel a figyelmet, ezek kozil a
4q12-q13.1, a 7q21.3-qter és a 8q23-qter amplifikaciok csak a primer tumorban, mig a

20q13-qter amplifikacid6 csak melanoma metasztazisban fordult el6. Mindkét vizsgalt
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alcsoportban kiemelt amplifikaciot talaltunk az 1p12-p21 és az 1p22-p31 DNS lokuszokon. A
legkisebb atfedést mutaté kromoszoma szakaszok, vagy fokozott amplifikaciot mutato
l6kuszok részletes vizsgalata magédban rejti 11j, a melanoma patogenezisével dsszefliggd tumor
szuppresszor gének és onkogének felfedezésének lehetdségét is. A DNS szakaszok tobblete
mellett a korabbi adatok figyelembevételével varhatd volt a 9-es €s 10-es kromoszémakon
jelentkezo deléciok emelkedett gyakorisaga. CGH eredményeink szerint mas tanulmanyokhoz
hasonldan ezek a kromoszomalis szakaszok mind primer mind metasztatikus melanomaban
frekventalt eltérések (41, 46). Megfigyeltik, hogy a 9p kromoszéma kar és a 10-es
kromoszoma elvesztése gyakran fordult eld egyiitt a primer tumorokban €s metasztazisokban
is, ezért ugy gondoljuk, a két DNS szakasz szimultan elvesztése Osszefligg a tumor
inicidcioval, a tumor progresszidval és a metasztazisképzéssel is. A CGH-val vizsgalt egyik
primer tumorban a 10q25-qter szakasz elvesztése volt az egyetlen kimutathato eltérés, ami
szintén a 10q kromoszoéma kar melanoma iniciacidban betoltott szerepére utal. Ez a
megfigyelés ugyancsak jo 6sszhangban van mas CGH és molekularis genetikai tanulmanyok
eredményeivel, ahol a 10q kromoszéma régié terminalis szakaszanak elvesztését a melanoma
keletkezésének korai eseményének tekintik (73). A 9p delécioval kapcsolatban kordbban mar
utaltunk a CDKN2A tumor szuppresszor gén melanomaban betdltott szerepére, a 10-es
kromoszoman a PTEN gén érintettségére pedig tobb tanulmany felhivta a figyelmet, de
emellett mas gének szerepe sem kizart (72).

Vizsgalatunk soran lehetdségiink volt arra is, hogy ugyanabbdl a betegbdl szarmazo
primer tumor és metasztazis parjanak CGH analizisét is megvalositsuk. Ilyen jellegli analizist
az irodalomban malignus melanomakra még nem kozoltek. Ezzel a megkdzelitéssel lehetoség
adodik azoknak az eltéréseknek a genom szintli felderitésére, melyek segitséget nyljtanak a
tumor prognoézissal 0sszefiiggd genetikai esemény sorozatok tisztazasaban. A tanulmanyozott
tumorparok egyikében a primer tumorban minddssze egy genetikai eltérést sikeriilt kimutatni,
a primer tumor eltavolitasat kovetden néhany hénap mulva megjelend metasztazisban viszont
a genetikai eltérések halmozddasa mutatkozott. A primer tumorban kimutatott 10q15 delécio
nem jelent meg a metasztazisban, mely egyértelmiien az agressziv viselkedésii klon szelekcios
elényére hivja fel a figyelmet. Ugyanakkor, a tobbi tumor parban mind a metasztazisban mind
a primer tumorban jelenlévé azonos eltérések arra hivjak fel a figyelmet, hogy ezek a
valtozasok még azelott kialakultak miel6tt a metasztatikus szubklon kiszabadult a primer
tumorbél. Erdekes volt az egyik tumor par abbdl a szempontbél, hogy a szamos CGH-val
talalt eltérés koziil a primer 1ézidban és metasztazis parjaban két eltéréstdl eltekintve 11
kromoszomalis szakasz eltérése azonos volt, beleértve az 1-es kromoszoman talalt dupla

amplifikaciot is. A csak a metasztdzis parban megjelend eltérés a teljes 3-as kromoszoma
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DNS tobblete és a 2p2l-pter delécidja volt, adataink alapjan megallapithat6, hogy az
elérehaladott malignus melanomak genetikai profilja nagyon heterogén, nemcsak a kiilonb6z6
beteg egyének tekintetében, hanem ugyanazon beteg primer tumora ¢és metasztazisa
vonatkozasaban is.

A CGH eredmények egyértelmilen demonstraljdk a kromoszoma aberraciok
felhalmozodasat a melanoma progresszidja soran. A metasztazisokban atlagban tobb eltérés
volt, mint a primer tumorban. Az ugyanabbol a betegb6l szarmazo6 primer tumor-metasztazis
paroknal mind a 4 par esetétben a metasztazis tobb eltérést tartalmazott. A
legfigyelemreméltobb kiilonbség a sebészi kezelés utan egy éven belill metasztatizalé primer
tumorok és az ezen periodus alatt metasztazist nem képezd primer melanomak kozott volt
megfigyelhetd, a genetikai eltérések szdma statisztikailag szignifikdnsan magasabb volt az
elsé csoportban. Eredményeinkbdl megallapithatd, hogy a genetikai aberraciok fokozatos
akkumulacidja Osszefiigg, illetve ardnyos a melanoma agresszivitasanak novekedésével. A
metasztazisban hangsulyozottabb eltérések valosziniileg a genetikailag heterogén primer
tumor sejtjeinek egy részében mar jelen vannak és a metasztikus szorodas iranyaban

szelekcids elonyt biztositanak.

6.4. Melanoma metasztazis kialakulasihoz kapcsolodé genetikai markerek

azonositasa

A melanomas betegek kezelésének eredményesebbé tételéhez elengedhetetlen a metasztazis
genetikai kockazatanak meghatarozédsa. Ennek vizsgalatara a tumorokat, az el6zéekben nem
alkalmazott csoportositasat valdsitottuk meg Petersen és munkatarsai leirdasahoz hasonléan
(80). A két csoportot az attétet-nem-ado primer tumorok csoportja és a diagndzis idépontjaban
mar metasztazissal rendelkez6 primer tumorok valamint cutan és nyirokcsomo metasztazisok
képezték, ez utdobbi csoport a metasztatizaldo tumorok csoportja. Ez a megkozelités a tumoros
heterogenitas befolyasanak csokkentésével megkonnyiti a metasztatikus fenotipus hatterében
allo genetikai elérések felismerését (80). Természetesen a gyakori eltérések az el6zo
fejezetben leirt DNS tobbletekhez/vesztésekhez hasonldéan az 1q, 6p, 7pq, 8q, Ipq és 10q
kromoszoma szakaszokon mutatkoztak. A biologiai viselkedésen alapuld csoportositassal
megjelend genetikai kiillonbségek koziil statisztikailag szignifikans kiillonbséget mutatott, ezért

kiemelkedden fontos a 7p és 7q kromoszéma régiok, illetve adott esetben a teljes 7-es
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kromoszoma DNS tobblete, mely elvaltozasok a metasztatizald csoportban Iényegesen
gyakoribb volt. Megfigyeléseink tokéletes Osszhangban vannak azzal az elmélettel, mely
szerint a 7-es kromoszoma amplifikacidé és melanoma agressziv fenotipusa szoros
kapcsolatban van, és ez illeszkedik a 7-es kromoszoma-eltérésekhez mas tumor tipusokban
tarsuld rossz prognozist mutatd képbe (35). Megfigyeléseink szerint elorehaladott melanoma
tumorokban a 9p és 10q régioban a DNS vesztés eléfordulasi gyakorisaga az attétet-nem-
képz6 és a metasztatizald csoportban 1ényegesen kiilonb6zott. A metasztatikus csoportban a
két eltérés volt a leggyakoribb a deléciok kozott, és el6fordulasi gyakorisaguk statisztikailag
kozel szignifikans mértékben meghaladta a nem-attétképzé csoportban megfigyelt értéket.
Ugyanakkor a nem-attétképz6 csoportban megjelend DNS vesztések kozott is gyakori volt a
9p és 10q kromoszémak delécidja, ami azt jelenti, hogy ezek az eltérések mar a melanoma
korabbi szakaszaban kialakulnak, és végig kisérik a progresszio soran. Az irodalomban t6bb
tumor szuppresszor gént is feltételeznek az adott kromoszémakon, de mas-mas tumor
szuppresszor gén jatszik szerepet az iniciacioban, illetve a metasztazisképzés folyamataban
(41, 65, 72, 73). Puig és munkatarsai a 9p kromoszoéma szakaszon észlelt nagy kiterjedésii
deléciot prognosztikus értékiinek talaltdk a metasztazis kialakulasanak eldrejelzésében.
Vizsgalatukban a 9p kromoszoma szakaszon 8 vagy tobb mikroszatellita markerrel talalt LOH
100% szenzitivitast mutatott a metasztazis elérejelzésében a diagnozistdl szamitott 5 éven
beliil (81). A 10-es kromoszéoma hosszu karjan bekdvetkezo deléciot is kapesolatba hozzak a
metasztatikus hajlammal tobb tumorban is, pl. fej-nyaki és prosztata daganatban (35).

Erdekesnek és tanulmanyozasra érdemesnek tartjuk 7p, 7q régioban mutatkozod
amplifikacio és a 10q kromoszoéma vesztés egyiittes eldforduldsat is, amely statisztikailag
szignifikans mértékben gyakoribb volt a metasztatizalé csoportban Az egyiittes eléfordulas
ugyanis arra enged kdvetkeztetni, hogy ezek valoszintileg kapcsolt eltérések, s mint ilyenek, a
tumoros progresszio egyik utvonalat képviselik.

Bar tanulmanyunkban a 9p ¢és10q kromoszéma karok elvesztése nem volt
statisztikailag szignifikdns eltérés a két csoport kozott, azonban jelentds kiilonbség volt az
emlitett eltérések el6fordulasa tekintetében. Mivel a 9p szakaszt Puig és munkatarsai érzékeny
prognosztikus faktornak talaltdk melanomaban, a 10q szakasz kotédése a 7-es kromoszéma
megfontoland6 a 9p kromoszémakar delécioja mellett a 7-es kromoszoma valamint a 10q
kromoszdma régid prognosztikai jelentdségének alapos vizsgalata, e szakaszok eltéréseinek a
melanoma prognosztikdban genetikai markerként torténd alkalmazésa. A 3 metasztazis-
asszocialt genetikai marker egyiittes alkalmazasa javithat a tumor progresszio elérejelzésében,

mivel a tapasztalatok szerint tobb marker hasznalata hatékonyabb predikciot biztosit (82). Ez
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kiilondsen hasznos melanomaban, ahol a tumor fejlédése tobb lehetséges utvonalat kovethet
(22, 23).

A CGH-val talalt metsztazishoz kapcsolodd genetikai markerek vizsgalata FISH-sel
alkalmas a primer tumoron beliili szubpopuladcidk kimutatidsara, ezaltal a progresszid
megitélésére. Eppen ezért elengedhetetlen melanomaban a metasztazishoz kapcsolodo
kromoszomalis eltérések tovabbi vizsgalata a progresszidoban szerepet jatszé onkogének és

tumor szuppresszor gének azonositasaban, ami kijel6li a jovobeli kutatasi atvonalat.

6.5. Melanoma sejtvonal maj-metasztatizalé képessége osszefiigg a 4-es kromoszoma,

9p21-pter és 10p kromoszéma szakaszok elvesztésével

Tanulmanyunk ezen szakaszaban melanoma sejtvonal modellrendszeren kivantuk
nyomonkoOvetni azokat a genetikai eltéréseket, melyek a melanoma maj-metasztazis
kialakulasdban szerepet jatszanak. A melanoma metasztazis modellben a sziildi sejtvonalak az
A2058 tekinthetd, melynek utddsejtvonala a HT168, utobbinak pedig leszarmaztatott vonala a
HT168-M1 sejtvonal. A harom sejtvonal koziil a HT168-M1 mé4j-metasztazis-képzo hajlama
messze kiemelkedik a masik kett6hoz viszonyitva, ezért gondoltuk gy, hogy ez a rendszer
alkalmas a metasztazisképzést kisérd genetikai eltérések karakterizalasara. A sejtvonalak
CGH analizise szamos koz0s eltérést mutatott, de voltak olyan kromoszomalis szakaszok,
melyek csak az agressziven metasztatizaloé sejtvonalban tlintek fel. A kozos eltérésekrol
feltételezziik, hogy mar az eredeti, nativ tumorban is jelen voltak és mivel mindharom
sejtvonalban kimutathatok ezek nem jarultak hozza lényegesen a HT168-M1 meg novekedett
metasztazis képzo hajlaméhoz, természetesen szépen demonstraljak az A2058, a HT168 ¢és a
HT168-M1 sejtvonalak kozott fennalld klonalis kapcsolatot.

Ilyen ko6zos eltérés volt a 6-os kromoszéma rovid karjanak a DNS tobblete, ami a
sejtvonalak kialakulasanak sorrendjében egyre kiterjedtebb kromoszomalis szakaszt foglalt
magéba. Ugy gondoljuk, a DNS tobbletnek a sejtvonalak fejlédésével parhuzamosan mutatott
egyre nagyobb kromoszomateriiletre valo kiterjedése az ismételt strukturalis atalakulasoknak
¢és ujrarendezddéseknek, valamint a kromoszoma karon 1év0 gének egyre nagyobb mérték

crcr

(41). A tobbi kozos eltérés, mint az 5q, 8q21-qter €s 13q, ritkdbb melanomaban, és, bar 8q24-
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re lokalizalhaté C-MYC-en kiviil tobb onkogént is feltételeznek ezekben a régiokban,
szereplik nem ismert.

Eredményeink koziil azok kiilondsen érdekesek, melyek csak az agressziv
metasztatizalo sejtvonalban jelentek meg, ezek a 4-es kromoszoma, a 9p21.3-pter és a 10p
DNS szakaszok vesztése volt, jelezve ezen valtozasok kiemelt szerepét a
metasztazisképzésben. A 4-es kromoszomavesztés jellegét teljes kromoszomafestd probaval
FISH-el tanulmanyoztuk tovabb. Ezek szerint a sejtek dontd tobbségében az egyik
kromoszoma teljes deléciot mutatott, de kis szdzalékban jelen volt egy olyan klon is, melyben
az egyik rovid kar még jelen volt. A CGH-val megfigyelt 4-es kromoszémavesztését szolid
tumorokban is megfigyelték, pl. a hipodiploid mellrakban (13), malignus mesotheliomaban
(82) és oligodendrogliomaban is felfigyeltek ra (83). Shivapurkar és munkatarsai. mellrakon
végzett vizsgalataik alapjan tigy vélték, valoszinlileg tobb lehetséges tumor szuppresszor gén
is rejtozhet ezen a kromoszéman (84).

A 4-es kromoszdmavesztés az erOsen metasztatikus sejtvonalban a 9p21.3-pter és a
10p vesztéssel tarsult. Ezeknek a kromoszéma szakaszoknak az alulreprezentalt volta
malignus melanomdban gyakori jelenség. Mindazonaltal, nem lehet kizarni annak a
valoszinliségét, hogy a kozos, vagy a kizardlag a sziil6 sejtvonalban meglévd genetikai
eltérések is érintettek a metasztazisképzés folyamatanak bizonyos fazisaiban.

Osszességében az alkalmazott melanoma metasztazis-modellben talalt kromoszoma
elvaltozdsok jO egyezést mutattak a korabbi citogenetikai vizsgéalatok megfigyeléseivel.
Ugyanakkor eddig kevesebb figyelmet kapott kromoszoma régiok is eldtérbe keriiltek most a
metasztatikus ndvekedéssel valo kapcsolatuk miatt. A 4-es kromoszoma-vesztés megjelenése
a fokozottan metasztatikus sejtvonalban a régidoban 1év0e tumor szuppresszor gének
inaktivacidjanak a melanoma agressziv viselkedésének kialakitasaban jatszott szerepére hivta
fel a figyelmet.

Napjainkban a daganatdiagnosztikdban ¢és terapidban egyre nagyobb szerephez jutnak
a molekularis alapokon nyugvo vizsgaldmodszerek, ezért kiillonosen fontos, hogy ismerjiik a
kiilonb6z6 daganat tipusok genetikai profiljat. A molekuléaris markerek azonositasaval sokkal
precizebb és objektivebb kritériumok figyelembe vételére nyilik moéd, ami megbizhatobba
teszi a differencial diagnozist és a prognodzist. Annak ellenére, hogy CGH-val egyedi gének
nem vizsgalhatok, a CGH modszer haszna a tumorok teljes genomra kiterjed6 gyors és atfogo
genetikai analizisében kétségtelen. Dolgozatomban ennek az iranyvonalnak megfeleléen
igyekeztem malignus melanomaban is demonstralni a CGH és FISH modszer jelentOségét a
melanomaéra specifikus genetikai biomarkerek kimutatisaban. Tanulmanyunk primer és

metasztatikus malignus melanomara az els6 részletes, teljes genomot atfogo6 vizsgalat a tumor
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progresszidjaban  megjelend DNS  kopiaszdm  valtozadsok  gyakorisdganak  és
elhelyezkedésének leirdasara. A vizsgalat soran sikeriilt metasztazis-specifikus markert
talalnunk, ami segitséget nyujthat a klinikusnak és a patolégusnak a dontéshozatalban. A
CGH-val melanomaban kimutatott Osszetett genetikai elvaltozdsok azt jelzik, hogy a tumor
malignus potencialjanak elbiralasdhoz nagyszamu gént kell tekintetbe venni, amelyek

felfedezése ¢és szerepiik leirdsa a tovabbi kutatasok nagy kihivasa.
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OSSZEFOGLALAS

A betegekbdl szarmazé melanoma szovetmintadkon ¢€s sejtvonalakon végzett kisérleteink
soran alkalmazott CGH ¢és FISH érzékeny és hatékony mddszernek bizonyult a melanoma

kromoszomalis eltéréseinek kimutatasaban.

Primer melanoman €s metasztazisan interfazisos FISH modszerrel bizonyitottuk, hogy a
kromoszomalis deléciok nemcsak a tumor progresszioban, de a tumor iniciacidjaban is

szerepet jatszanak.

Megallapitottuk, hogy a genetikai aberraciok fokozatos akkumulacioja egyiitt jar a
melanoma agresszivitdsanak novekedésével. CGH adataink alapjdn a genetikailag
heterogén primer tumor szamos sejtpopulacidja kozott a klonalis szelekcio eredményeként

megjelenik a metasztatikus sejtklon.

A 7-es kromoszoma tobblete a malignus melanomédban rossz prognodzissal tarsul,
eredményeink szerint aneuploididja vagy a kromoszoman lokalizalodd gének

amplifikacidja kapcsolatban allhat a fokozott metasztazisképzd potenciallal.

Az agressziv, maj-metasztazist képzo sejtvonalban a metasztazisképzo hajlamhoz tarsuld
genetikai eltérések koziil eddig ismeretlen 4-es kromoszoma delécidja ijabb fontos, az
attétképzéssel Osszefiiggésbe hozhatdé onko-szuppresszor gének jelenlétére hivhatja fel a

figyelmet.

Megallapitottuk, hogy a 9-es és 10-es kromoszoma vagy ezeknek a kromoszémaknak
bizonyos szakaszai a metasztatikus progresszid korai fazisaban deletalédnak és ezek a
genetikai eltérések a tavoli metasztazisok kialakulasaban is szerepet jatszanak. A 6p €s a
8q szakaszok amplifikacioja késobbi eltérések és elsdsorban a tumor novekedésében és az
invazioban jatszanak szerepet, a 7-es kromoszoma aberracid6 a metasztazis
megjelenéséhez, a 4-es kromoszéoma elvesztése pedig a tavoli maj-metasztazis
kialakulasahoz kothetd. Ezeknek a kromoszomaknak az aberracioi igy egy progresszios

sort képviselnek.
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7. Sajat és az irodalomban megjelent tanulmanyok alapjan a 7-es kromoszoma tobblet és a
9p és 10q kromoszoéma karok vesztése a metasztazis kialakulasdhoz kapcsolodo genetikai

markereknek tekinthetok.
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8. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ALM Acralis lentigo melanoma

ANOVA Variancia analizis

CDKN2A Ciklin dependens kinaz 2A gén
CGH Komparativ genomialis hibridizacio
C-MYC Celluléaris myc onkogén

DAPI Diamino-fenilindol

DNS Dezoxi-ribonukleinsav

d-UTP Dezoxi-uridin-trifoszfat

EDTA Etilén-diamin-tetraacetat

EGFR Epidermalis ndvekedési faktor
FCM Aramlési citometria

FISH Fluoreszcencia in situ hibridizacio
FITC Fluoreszcein-izotiocianat

LMM Lentigo maligna melanoma

LOH Heterozigotasag elvesztése

MM Malignus melanoma

NMM Nodularis malignus melanoma
OCT Orto-krezil-toluol

PBS Foszfat pufferoldat

PCI Fenol:kloroform:izoamilalkohol keverék
PI Propidium-jodid

RGP Radialis novekedési fazis

RNAse Ribonukledz enzim

RT-PCR Reverz-transzkripcion alapu polimeraz lancreakcio
SSM Superficialis malignus melanoma
TRITC Tetra-rodamin-izotiocianat

VGP Vertikalis novekedési fazis
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