EGYETEMI DOKTORI
(Ph.D) TEZISEK



EGYETEMI DOKTORI (Ph.D) TEZISEK

Melanoma progresszioval osszefiiggo
genetikai és génexpresszios valtozasok

Rakosy Zsuzsa

Témavezeto:

Dr. Balazs Margit
tanszékvezeto egyetemi tanar

Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum
Népegészségiigyi Kar Megel6z6 Orvostani Intézet

MTA Népegészségiigyi Kutaté Csoport

2008



Koszonetet mondok témavezetomnek, Prof. Dr. Baldzs Margit

tanszékvezeto egyetemi tandrnak, hogy szakmai tandcsaival munkdmat
irdnyitotta, és Ph.D munkdm elkészitését segitette.

Kiilon koszonetet mondok Prof. Dr. Addny Réza intézetvezetd egyetemi
tandrnak, hogy a Debreceni Egyetem, Orvos és Egészségtudomdnyi Centrum
Népegészségiigyi Kar, Megelozo Orvostani Intézetében dolgozhattam.
Készonettel tartozom tovdbbd Dr. Bégdny Agnesnek, Ecsedi Szilvidnak,
Vizkeleti Laurdnak valamint az intézet valamennyi dolgozojdnak a munkdm

sordn nyujtott segitségiikért.



Tartalomjegyzék

BEVEZEIES.....eeiieee e e e 5
TrOdalmi AHEKINES ...........oeeveeeeeeceeeeceeeeceeeeeeeeeeee e 7
A humdn malignus melanoma.............cccceeviiiiiriiiiiee e 7
A melanoma etioldgidja €s rizikd faktorai..........ccccoeeevriiiiiiiiii e e 8
A melanoma klinikai altipusal ........coeeeieeeeriiiiir i 9
A melanoma TNM-KIasszifiKaciOja ........ccovvuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 9
Malignus melanoma genetikai eltérései........cuerriniiiiinniiieiiniiiiiniieceeeee e 11
In situ hibridizéciés mddszerek szerepe a melanoma kutatdsban ...................... 12
CEIKITUZESEK .ttt et ettt et et eabt e st 17
ANYagok €5 MOASZETEK .....ccoovuuiiiiiiiiiiiiiiie ettt 18
Melanoma szévetmintdk FISH analizisekhez..........cccoocceeiiiiiiiinniiiinininnne, 18
Melanoma sejtvonalak, SejttenyESZIES ......cvvuuriiiiiieeiiiiiiiiie e e e eeiiieeee e 21
Normal limfocitdk prepardlasa............occceeeviiieiiiiiiiiiiiiiiee e 21
DINS PIODAK. .....euiiiiieeeieiie ettt e et e e e e e et ee e e e s e anseees 22
A fluoreszcencia in situ hibridiZaCIO .......cooovuveiiiiiiiiiiii e 22
EGFR gén és a 9p21 lokusz képiaszam eltéréseinek elemzése ......................... 23
FISH eredmények statisztikai analiziSe ............cceecuieereiiiereiiiie e 23
Microarray alapu génexpresszids analizis ...........cccceeveeieereiiiieeeiiee e 24
Microarray adatok statisztikai elemzEése..........oevrriuiiirniiieeiiiie e 24
Jelatviteli utvonal analizZis...........coooveiiiiiiiiiiiiiiiiiiicee e 25
Tagman Low Density Array (TLDA)......coooiiiiiiiieeeeee e 25
AITay-CGH (ACGH) ... 26
EGFR mutacio analiZis ........cocveeeiuiiiiiiiiiieiieceiiceieceeceee e 27
ImmunhiSZtOKEMIA .......oeeriiiiiiiiiii e 28
Aramlasi CIOMELIIA ............ovoveeveeeeeeceeeeceeeeeeeeeeee e 29
Western blot analizis és immunprecipitdcio .......ccoouveierriieeeiniiieeinieeeenieeens 29
Konfokdlis 1ézer pasztdzd mikroszkOpos mérések..........cccovvuvieiinniieiiniiicennnnne. 30
EredmeEnyek ......coooiiiiiiiei e 31
Malignus melanomdk génexpresszids mintdzatdnak vizsgdlata microarray
tEChIIKAVAL .....eiiiiiiiiiiie e e 31
Melanomadk klinikopatoldgiai paramétereivel dsszefiiggd génexpresszids
VAILOZASOK . ...eeeeiiiie ettt e 33
A gének funkciondlis analiziSe..........ccueeeevviieiiniiiiiiniiiie e, 37
Array CGH adatok és a génexpresszids VAItOZASOK ............ceeveeviveeeeerennnne 42
Tagman Low Density Array (TLDA) analizis .........cocccceeeviiieeeiniieeennnneen. 45
EGFR és 7-es kromoszéma eltéréseinek vizsgalata primer malignus
MElaNOMAKDAN ....cccuiiiiiiiiiiiiie e 47
9p21 lokusz és a 9-es kromoszéma képiaszam eltérései primer
malignus MelanomADAN ..........ooiviiiiiiiiii e 54
MEEDESTZEIES ..ottt et e ettt e e et ae e e 58
OSSZEEOZIALAS ...ttt ee et 69
KOZIEMENYEK JEZYZEKE ..ottt et e 71
TrodalomJEEYZEK .......ooiiieiiii et 77

FUGEEIEKEK ...ttt et e et e e 83



Bevezetés

Az €16 szervezetet felépitd sejteket, a sejtek genetikai dlloméanyét szdmos kdrosodds
érheti. A gének szerkezeti és funkciondlis valtozdsai legtobbszor kéros kovetkezményekkel
jarnak. Ezen génhibdk a szabdlyozds zavarain keresztiil — egyéb betegségek mellett —
daganatok keletkezéséhez vezethetnek. Ma mar széleskorbe elfogadott, hogy daganatok
genetikai betegségek, kialakuldsukban orokletes és kornyezeti tényezOk egyardnt szerepet
jatszanak, legjellemzobb tulajdonsaguk a folyamatos de nem feltétleniil egyenletes iitemii
novekedés. A szabdlyozatlan sejtproliferaci6 a sejtkeletkezés és —pusztulds homeosztazisanak
felborulasabol fakad, melyet a proliferacid, génexpresszid, DNS-javitd, valamint a sejt-sejt,
sejt-matrix kolcsonhatdsaban kulcsszerepet jatszo gének hibai eredményeznek. A daganatos
megbetegedések az utébbi évtizedekben vilagszerte népbetegséggé valtak, és annak ellenére,
hogy néhdny daganat esetében rendelkezésiinkre &ll hatékony terdpia (pl: emlddaganat,
Herceptin terdpia) tobbségiikkel szemben az orvostudomdny jelenleg tehetetlen. Ennek egyik
oka a mar forgalomban 1év6é kemoterdpids szerek ellen kialakulé tumorrezisztencia, valamint
az, hogy a tumorok nagyrészénél még nincsennek azonositva azok a tumorigenezis hatterében
all6  konkrét molekularis elvaltozasok, melyek hatékony terdpids célpontként
funkciondlhatndnak. Kiilonosen igaz ez a bdr festéksejtjeinek rosszindulati daganatdra, a
melanoméra. A melanomagenezisben szerepet jatszd eltérések karakterizaldsat megneheziti,
hogy a daganat kialakuldsa szamos alternativ utvonalon lehetséges, kiilonbozo jelatviteli
folyamatok zavarat okozva, megneheziti a daganat progresszioban meghatirozo szerepet jatsz
aggressziv sejtklonok azonositasat a genetikai eltérések intratumoralis heterogenitdsa is.

A melanoma incidencidja vildgszerte, igy hazankban is, szinte évrol évre novekszik és sajnos
egyre fiatalabb korosztilyokat érint. Magyarorszdgon az utébbi idoben is évente kb. 300
ember halt meg attétes melanomaban. A malignus melanoma jelenlegi kezelése a daganat
sebészi eltavolitdsa. Ugyanakkor a festéksejtes rosszindulatd daganat korai felismerésével és
az idoben elvégzett korrekt sebészeti kezelés ellenére is a betegek csak kis szdzaléka
gyogyithaté eredményesen. Ezen adatok feltétleniil indokoljdk, hogy felhivjuk a figyelmet a
»melanomakérdés” fontossagara €s aktualitdsara, hiszen kialakuldsdnak invazivitdsanak €s a
gyors metasztatizdld képességének hatterében 4ll6 molekuléris bioldgiai folyamatok az
intenziv kutatdsok ellenére még ma is tisztdzatlanok.

Az elmult évtizedben tért hoditott microarray technikdkkal lehet6vé valt a tumor genom
genetikai eltéréseinek és a gének expressziés mintdzatdnak atfogd analizise, dj, eddig

ismeretlen betegség specifikus genetikai alterdcidok azonositdsa. JelentOségiik elsdsorban



abban rejlik, hogy alkalmazdsukkal a tumor genom eltérései, és az Osszes ismert
transzkriptomra vonatkozé gyors és dtfogd molekuldris analizise valdsithaté meg. A
modszerrel egyetlen kisérlet sordn genetikai, illetve génexpresszids elvaltozdsok sorozata
hatdrozhaté meg. Ezek az eltérések azokra a kromoszomadlis régidkra, génekre hivjdk fel a
figyelmet, melyek eltérései specifikusak lehetnek egy adott daganat tipusra, tovabba a tumor
progresszié meghatarozott stddiumdra. Ezekkel a technikdkkal nyert informéaciék méar tobb
tumorndl diagnosztikai és prognosztikai értékiiek.

A nagyfelbontdsu modszerek mellett kiemelkedd jelentdségli a daganatspecifikus eltérések
azonositdsidban a fluoreszcencia in situ hibridizacié (FISH) technika, mellyel az interfazisos
sejtekben a kromoszomdk szinte valamennyi eltérése (aneuploidia, transzlokacio, gén
amplifikicié €s delécié) kimutathatd, és az eltérések daganaton beliili heterogenitdsa is
tanulmanyozhato.

Doktori disszerticiomban a FISH és a microarray modszerek modszertani
megkozelitéseit alkalmazva célom volt a humdn malignus melanoma genetikai és
génexpresszids eltéréseinek analizise. Interfazisos FISH vizsgélattal az EGFR onkogén és a
9p21-es tumorszuppresszor lokusz szdmbeli eltéréseinek meghatdrozdsa egyedi sejtek
szintjén, az alteraciok klinikopatoldgiai paraméretekkel torténd korrelaciés analizise. Primer
és melanoma metasztdzisok génexpresszids mintdzatdnak elemzése microarray technikaval,
valamint a génexpresszids valtozasok és a tumorgenom genetikai eltérései kozotti osszefiiggés

vizsgélata.



Irodalmi attekintés

A human malignus melanoma

A melanoma malignum a bdérdaganatok mintegy 20%-at kitevd, a bor bazilis
rétegében elhelyezkedd festékes sejtekbdl, a melanocitdkbdl, egyes esetekben pedig
valamelyik festékes anyajegy (naevus) teriiletérél kiindulé rosszindulatd daganatos
elvdltozas" 2. A daganat agressziv viselkedésén kiviil igen heterogén bioldgiai tulajdonsagarol
ismert. Az egyénre vonatkoztatott korjéslat értéke a folyamatosan boviil ismeretek ellenére
még napjainkban is alacsony. A neoplasztikus melanocitdk az esetek tobbségében megtartjak
pigment termeld tulajdonsagukat, igy a melanomdk tobbsége barnds szinezddésiu 1€zi6
formdjaban jelentkezik. El6fordulhat azonban az is, hogy a transzformacié sordn elveszitik
festékképzd képességiiket’.

A daganat kialakuldsa sordn az aldbbi 6t, morfoldgiailag és bioldgiailag jol elkiiloniild
fazis kiilonboztethetd meg: 1.) sziiletéskor mar meglévé vagy késobb kialakult szabalyos
(tipusos) szerkezetli naevus, 2.) morfoldgiailag atipidt mutaté Un. diszplasztikus naevus, 3.)
radidlis-novekedési irdnyd (radial growth phase: RGP), 4.) vertikdlis-novekedési irdnyu
(vertical growth phase: VGP), 5.) metasztatikus melanoma. A de novo melanoma
kialakuldsanak elsé 1épésére a keratinocita-melanocita—egység megbomldsa jellemz6, ami a
melanocitdk keratinocitdkhoz viszonyitott ardnydnak megndvekedését vonja maga utdn. Ezt
koveti a melanocitdk hiperpldzidja, majd a sejtek diszplazidja és kialakulhatnak az un.
prekurzor 1ézidk, melyek kozvetleniil az in situ melanoma megjelenéséhez vezetnek. Az in
situ melanomak, melyek a radidlis novekedési fazisnak felelnek meg, elsésorban lap szerint,
az epidermiszen beliil novekednek. A daganat vertikdlis irdnyd novekedése sordan a melanoma
sejtek a bazdlis membrant attérve behatolnak a dermiszbe és a bdralatti zsirszdvetbe.
Feltételezések szerint a melanoma metasztatikus potencidljanak és agressziv viselkedésének
kialakuldsdban a radidlis-fazis — vertikdlis-fazis kozotti atmenet a dontd 1épés. Ennek
megfelelden a primer melanoma vastagsiga sokdig a progndzis feléllitisdnak egyik
legfontosabb paramétere volt* °. Mig a radidlis novekedési fazisban 1év6 melanomasejtek
viselkedését a kornyezd sejtek exogén novekedési faktorai befolyasoljak és jellemzdjiik, hogy
immundeficiens egerekben nem képeznek daganatotﬁ, addig a vertikdlis novekedési fazisu
melanomasejtek szinte teljesen fiiggetlenednek a kornyezd keratinocitdktol, fibroblasztoktol,

novekedési-faktor- és kihorgonyzas-fiiggetlen (anchor-fiiggetlen) novekedésre tesznek szert,



immunhidnyos egerekben tumor kialakuldsit idézik eld, tovdbba mind betegekben, mind

kisérleti dllatmodellekben nagyfoki metasztatizalé hajlammal rendelkeznek’.
A melanoma etiolégiaja és rizikoé faktorai

A melanoma incidencidja az elmult évtizedekben vilagszerte folyamatosan névekedett.
A novekedési rata populdcionként, korcsoportonként és foldrajzi elhelyezkedés alapjan eltéro,
de évente atlagosan 4% a vilagos bérii populdcidkat tekintve™ 2. Az elmult évek intenziv
kutatdsainak eredményeként szdmos, a melanoma kialakulasidban fontos szerepet jatszo
etioldgiai tényezd keriilt napvildgra. Az akut napsugirzdsnak, kiilondsen a gyermekkorban
elszenvedett tobbszori, amely szoros korreldcidban all az egyén bdrszinével meghatdrozo
szerepe van® 1A nap ultraibolya-sugirzdsa, els6sorban annak rovidebb hulldmhosszi
ultraibolya B (UVB, 280-320 nm) komponense, emellett kisebb mértékben az ultraibolya A
(UVA, 320-400 nm) sugarzas tehet6 leginkabb feleldssé a betegség létrejbttébeng’ BA
fokozott napsugérzds hatdsara génkarosodds alakulhat ki a bdr sejtjeiben, amelyet a sejt DNS-
hibajavité rendszere legtobbszor kijavit. Amennyiben a DNS hibajavitdas nem mikodik
tokéletesen, olyan génhibak jonnek létre, melyek halmozddasa révén daganat kialakuldsat
eredményezheti. A tartés naphatasndl sokkal veszélyesebb a napégés okozta kdarosodas. A
statisztika szerint, ha az élet sordn elszenvedett napégések szama meghaladja az 6t6t, a
festékes daganat el6forduldsi gyakorisdga lényegesen megemelkedik. Az UV sugérzds
azonban nem csak természetes forrdsbol szarmazhat. A napjainkban oly divatos szoldrium
mesterséges UV forrdst jelent, azonban eddig nem sikeriilt egyértelmii bizonyitékot felmutatni
a melanoma kialakuldsdban betoltott szerepére vonatkozdan.

Tovabbi fontos riziké faktornak tekinthetdk a csalddban el6fordult melanomds esetek.
Az tjonnan diagnosztizalt betegek koriilbeliil 5-12%-andl el6fordult egy vagy tobb elséfoku
rokonndl ilyen tipusi malignus elvaltozds. A kutatdsok sordn két, melanomara hajlamositd
gén 0roklott mutdcidjat mutattdk ki, a 9p21-es lokuszon lokalizal6do p16 (a vizsgélt csalddok
kozel 20%-aban) és a 12ql13-as lokuszon elhelyezkedé CDK4 muticiéjat, de megfigyelések
szerint az INK4a csfravonal muticidja is szerepet jitszhat a familidris melanomdk
kialakuldsdban® '+,

Meghataroz6 tényezOk tovabbd a bor-, haj-, szem szine, a naevusok szdma és
pigmentaltsiga valamint a nem™ ® '®. A betegség megjelenését és felismerését kovetéen a
prognozist befolyasolja az €letkor, a daganat lokalizaciéja és vastagsaga, a tumor felszinének

kifekélyesedése, az infiltrdlt nyirokcsomok szdma és az infiltricié mértéke (mikro- és



makrometasztizisok). A beteg tilélési esélyei és az alkalmazott terdpia sikere ndk esetében

jobb'?,
A melanoma klinikai altipusai

A malignus melanomdk 4 klinikai-patoldgiai altipusba sorolhatdk. Az egyik
legelterjedtebb, az daganatok kozel 75%-at kitevd kevésbé rosszindulatd, felszinesen terjedd
melanoma (superficial spreading melanoma: SSM). Az SSM gyakran mar meglévd naevus
talajan keletkez6 aszimmetrikus, véltozatos szinil és szabdlytalan szEli 16zi6.

A madsodik leggyakoribb tipus a noduldris melanoma (NM), mely a melanomds
betegek kozel 10-20%-4ndl figyelhet6 meg. A daganatos sejtek ennél az altipusndl azonnal a
mélybe terjednek, igy ezek a tumorok rosszabb indulatdak és nagyobb az attétképzés
Valészinﬁségezo. A noduléris melanoma tobbnyire ép béron megjelend gyorsan névekvd 1€zid,
mely vérzékeny, gyakran amelanotikus. Mivel a tumor pigmentaltsdga lehet egyenletes és
széle nem feltétleniil szabdlytalan, konnyen Osszetéveszthetd a bazdlsejtes karcindmdval, a
szeborreds keratézissal vagy akar jéindulatd anyajegyekkel.

A lentigo maligna melanoma (LMM), a melanomak harmadik altipusa, a
napsugdarzasnak kitett borfeliileten, gyakran az arcon, dltaldban idésebb korban jelentkezik.
Az eldz6 két altipustdl eltérden, az LMM kialakuldsaban egyértelmt 6sszefiiggés taldlhat6 az
UV-expozicidval. A daganat novekedése lassu, gyakran évekig az epidermiszre korlatozdédik
és a dermdlis invazi6o akar 10-15 év elteltével indul meg. Megjelenésében az SSM-hez all
kozel.

Az akrélisan lokalizalt melanoma (ALM), a nem kaukazusi népességben eléfordulé
leggyakoribb melanoma altipus. Altaldban a tenyéren és a talpon vagy a korom alatt, esetleg a
genitélis vagy az ordlis nydlkahdartyan, pigmentalt foltként jelenik meg. A noduldris melanoma
mellett ez a tipus a legagresszivebb lefolydsu, mivel dltaldban késon keriil felismerésre, és a

helyzetébdl fakadd gyakori traumék szintén kedveznek a metasztazis képzddésnek.
A melanoma TNM-klasszifikacidja

Az egységes stddiumbesorolds a daganat bioldgiai viselkedésével kapcsolatos tj
tudomanyos felismerésekben alapvetd fontossidgu, nélkiilozhetetlen a betegség korjdslatanak
meghatdrozdsidban és az ennek megfeleld leghatékonyabb kezelési terv feldllitisdban. Az
elmilt 60 évben szdmos munkacsoport tanulmdnyozta azokat a klinikai és patoldgiai

faktorokat, melyek a melanoma kimenetelére hatdst gyakorolnak. A betegség progndzisat



befolyasolé fé faktorokat figyelembe véve 2002. janudrjaban szdmos nemzetkdzi szervezet
ajanlasdval az American Joint Committee on Cancer (AJCC) a melanoma bioldgidjat
pontosabban leird, az emldrdk analdgidjara kialakitott, tumor-nyirokcsomoé-metasztizis
(TNM) stadiumbesoroldst hozott 1étre, melynek értelmében az érszemnyirokcsomd-biopszia
eredménye kritikus a melanoma prognézis felallitasaban'®. Az osztilyozds f6 szempontjait az

1. tdblazatban foglaltuk ossze.

1. Tablazat
A melanoma malignum TNM-osztcilyozdsa] 8

T (primer tumor)

PR P N (nyirokcsomo érintettsé, M (metasztazis
Vastagsag és ulceraci6” (ny g) ( )
T1 stddium: 1,0mm > N1 stddium: 1 regiondlis nyirokcsomé ~ M1 stadium:

a. ulceracio nélkiil a. mikrometasztazis® tavoli kutan,

b. ulcericidval b. makrometasztizis® szubkutan,

nyirokcsomé metasztazis
T2 stddium: 1,01-2,0mm N2 stddium: 2-3 regiondlis nyirokcsomé M2 stddium:
a. ulceracid nélkiil a. mikrometasztazis tiidé metasztazis
b. ulceraciéval b. makrometsztdzis
c. ,in transit” / ”satellita”
metasztazis, nincs
nyirokcsomo érintettség

T3 stadium: 2,01-4,0mm N3 stadium: M3 stadium: egyéb belszervi
a. ulcerécié nélkiil 4< regiondlis nyirokcsomo / metasztazis /
b. ulcericiéval N2c+nyirokcsomd emelkedett LDH?
metasztazis szint

T4 stadium: 4,0mm<
a. ulceracio nélkiil
b. ulceraciéval

ulceraci6: a daganat felszinének kifekélyesedése

°mikrometsztdzis: nem tapinthatd, ,,sentinel” nyirokcsomé biopszidval igazolt
‘makrometasztazis: klinikailag észlelhetd, szovettanilag igazolt

LDH: laktatdehidrogenaz

A jelenlegi TNM-klasszifikacio szerint a tumorok besorolasanak f6 szempontjai (/. tdbldzat):
a) a tumor mm-ben megadott vastagsidga (T1: < Imm, T2: 1-2mm, T3: 2-4mm, T4: > 4mm)
és a primer tumor kifekélyesedése (kordbban nem szerepelt a besorolds kritériumai kozott)
(, T” klasszifikacid); b) a regiondlis nyirokcsomok érintettsége, ami statisztikai elemzések
szerint a melanoma progresszidja szempontjabdl a legfontosabb korai prediktor, ezért a
nyirokcsomdstitusz patoldgiai felmérésére bevezették az érintett nyirokcsomok szamanak
meghatdrozdsit. Az 0j osztilyozds prognosztikailag elkiiloniti a klinikailag felismerhetd
("makrometasztizis") és a csak patologiai  vizsgdlattal kimutathaté Aattéteket
("mikrometasztazis") (,,N” klasszifikdcid); c) tdvoli attétek megléte és azok lokalizacidja
(,M” klasszifikacio).
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Malignus melanoma genetikai eltérései

Klinikai szempontbdl alapvetd fontossdgi a tumor korai felismerése és minél el6bbi
eltavolitisa. A primer melanoma és a hozzd tartozd metasztazis genetikai aberracidinak
feltérképezése a daganat progresszidjanak és terjedésének jobb megértésén tul, a
»~biomarkerek” alkalmazasaval lehetévé valhat a daganat viselkedésének megjoslasa ig> 2l 22,
A tumor kialakuldsanak és progresszidjanak hatterében szdmos kromoszéma aberricio 4ll.
Standard citogenetikai- illetve in situ hibridizdciés moddszerekkel (fluoreszcencia in situ
hibridizacié és komparativ genom hibridizacié) az 1-es, 6-o0s, 7-es 8-as 9-es, 10-es és 11-es

kromoszémak gyakori eltéréseit mutattdk ki.

1. Abra A malignus melanoma progressziojanak molekuldris modellje23
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Ezek az aberraciok kromoszémdk szambeli eltéréseit, kiilonb6z6 onkogének
amplifikécidit, tumorszuppresszor gének delécidit foglaljak magukbal’ 13, 20,22, 2425 A
melanoma progresszidoban érintett molekularis utvonalakat az 1-es dbran foglaltuk Gssze.

Sporadikus melanomdkban gyakori megfigyelés az INK4A/ARF, KIP1 (p27), TP53 és a
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PTEN (10g23) tumorszupresszor lokuszok deléci6ja valamint a BRAF vagy H- és N-RAS
GTPaz-ok aktivaciés muticidja, az NF-«xB, ATF2 transzkirpciés faktorok megemelkedett
szintje, a B-catenin expresszié csokkent expresszidja és a B3 integrin alegység eltérései' > 1> 1
20.22.25 A jelenleg elfogadott melanoma progressziés modell szerint, a melanocitdkbdl a
diszplasztikus naevus, radidlis novekedési fazis (felszinesen terjedd), vertikalis novekedési
fazis (noduldris) 1épésein keresztill a metasztdzishoz vezetd ut sordn: a (del)9p21 (pl6-

INK4A); az N-RAS, BRAF és p58 gén muticidk; a 10q, 6q, 1p és a 3. kromoszoma hidnya;

8q, 6p és 7q tobblet jtszanak dontd szerepet'”.

In situ hibridizaciés médszerek szerepe a melanoma kutatasban

Jelenleg a lokalizalt, kutin melanoma kezelése elsOdlegesen radikélis sebészi
beavatkozdson alapul. Sajnos a sebészeti beavatkozdsok extrém mértékii fokozdsa nem
eredményezte a lokdlis recidivdk és a nyirokcsomé vagy tdvoli metasztdzisok kialakuldsdnak
megakadalyozasat. Az eldrehaladott vagy disszeminalt tumorok adjuvans terdpiat igényelnek,
ez azonban, az intenziv kutatdsok ellenére, még mindig messze nem kielégitd, és a betegek
jelentés tobbsége a metasztazis kovetkeztében hal meg. Ennek oka lehet az, hogy a tumor
sejtek agressziv proliferacios tulajdonsaga erdteljes invazivitassal illetve motilitassal tarsul, és
mdar igen kordn kiszabadulnak, és tdvolra vadndorolnak a primer tumortél a metasztizis
kialakulasaért felel6s tumor sejtek. Hasonldan szamos szolid tumorhoz, a melanoma is olyan
genetikai betegség, melynek kialakuldsa és progresszidja sordn a genetikai eltérések sorozatos
akkumulacidja révén sérillnek a génexpresszidt szabdlyozé molekuldris mechanizmusok,
melyek onkogének aktividloéddsat és onkoszuppresszor gének inaktivaléddsat eredményezik. A
gyakori alterdciot mutaté géneknek, az intenziv kutatdsok ellenére is, még csak kis hanyadat
ismerjiik. Jelenleg még ismeretlenek azok a molekuldris elvdltozdsok vagy elvéltozas
sorozatok, melyek sikeresen funkciondlhatndnak terdpids célpontként.

Az elmilt évtizedben tért hoditott microarray technikdk olyan lehetdséget
szolgéltatnak a malignus betegségek kialakuldsdnak és progresszidjdnak héatterében 4allo
genetikai hibdk megismerésére, melyek lehetové teszik a daganatok pontosabb stadium
beosztasat, olyan altipusok azonositisit, melyek sokkal jobb 0Osszefiiggést mutatnak a
megbetegedések klinikai lefolydsdval, a kiilonboz6 terdpidk irdnti érzékenységgel. Ezekkel a
nagyfelbontasu és nagyhatékonysagi mddszerekkel lehetové vélik dj molekuléris célpontok
azonositdsa. A microarray-k meghatdrozott mintdzatban felvitt és kihorgonyzott nagyszamu

25-60-mer oligo, BAC (bacterial artificial chromosomes) vagy cDNS szakaszokat tartalmazé
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szilard hordozdk (legtobbszor iiveg, de lehet arany vagy specidlis miianyag feliilet is). A
micoarray technolégia DNS vagy RNS in situ hibridizdcidjan alapul, a fluoreszcens festékkel
jelolt RNS vagy DNS mintdk a szintetikus prébdkhoz a komplementaritds szabdlyai szerint
kapcsolédnak. Minden egyes kolcsonhaté minta egy génre vagy DNS szakaszra specifikus,
amelynek poziciéjat ismerjiik a szilard feliileten.

A melanomdk génexpresszids vizsgalatai eddig elsdsorban melanoma metasztazisokra
és melanoma sejtvonalakra korldtoz6dtak®®™'. Szdmos 4tfogé tanulmany sziiletett melanoma
sejtvonalak és primer sejtkultirak microarray eredményeib8l’?, ugyanakkor egy in vitro
rendszer kisérletes eredményeinek extrapoldldsa in vivo rendszerre nem konnyu feladat. A
tumorszovet sejtjeinek haromdimenzids térben torténd kommunikacidéja mellett szamolnunk
kell a daganatsejtek és a tumormadtrix, valamint a gazdaszovet sejtjeinek interakcidjdval is.
Ezek a kapcsolatok, legyen sz6 akar endokrin- parakrin szabdlyozasi folyamatokrol
madsodlagos hirvivé molekuldk és jeldtviteli dtvonalak aktivaldsaval, illetve sejt-sejt adhézids
valamint sejt-mdtrix adhéziés molekuldk fizikai interakcidjardl, szervesen befolydsoljdk a
melanoma génexpresszids mintdzatat, hatdssal vannak a tumorsejtek viselkedésére.

Kevés irodalmi adat 4ll rendelkezésiinkre primer melanomdk génexpresszids
mintazatira vonatkozéan. Melanoma mintdk expresszids analizisét megneheziti az egységes
kontroll minta hidnya. A kozlemények egy részében naevus mintat™, masok a tumor mintdk

RNS elegyét haszndljdk viszonyitdsi alapként’ *

. Primer melanoma biopszidkon eddig
elvégzett expresszios analizisekben kimutatott progresszioval Osszefiiggd génexpresszids
vatozasok nem fednek it egymassal. Az adatok Osszehasonlithatdsdgat megneheziti az eltérd
kontroll mintdk haszndlatan kiviil, a kiillénb6z6 array platform és bioinformatikai rendszerek
alkalmazasa is.

A microarray kisérletekkel azonositott génexpresszids valtozasok hatterében szdmos
molekularis defektus allhat. Génexpresszié szint ndvekedést okozhat pl.:DNS szekvencidk
képiaszam tobblete, ugyanakkor az adott DNS lokusz vesztése génexpresszié csokkenést
eredményezhet. Eml6 €s prosztata daganatokon elvégzett génexpresszids és komparativ
genom hibridizaciés array (aCGH) kisérletekben szoros korreldciét mutattak ki a gén
képiaszdm és a gén expresszi6 szintje kozott’™ ¥, Az emlitetteken kiviil szamos egyéb mis
aberraci6 is éllhat a génexpresszid megvaltozdsanak hétterében. Mutdcidk, transzlokéciok
valamint transzkripcids faktorok szintjén jelentkezd szabdlyozdsi folyamatok vezethetnek a
gén konstitutiv aktivicidjdhoz illetve csendesitéséhez.

A daganatok citogenetikai eltéréseinek meghatdrozasara évtizedekig a klasszikus

citogenetika volt az egyetlen moddszer. A legtobb szolid tumorndl azonban az in vitro
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sejttenyésztési, kromoszOomaprepardldsi modszerek alkalmazdsa sikertelennek bizonyult. A
fluoreszcencia in situ (FISH) és komparativ genomidlis hibridiz4cié (comparative genomic
hybridization: CGH) technikdk kombinalt alkalmazasdval a daganatsejtek genetikai eltéréseit
azok in vitro manipuléldsa nélkiil tudjuk tanulmeinyozni3 ® A FISH-el (centroméra és lokusz
specifikus DNS probdkkal) a sejtek kromoszémadlis eltéréseit interfazisos sejtekben
vizsgdlhatjuk, fiiggetleniil azok proliferativ tulajdonsédgaitél. Nagyon fontos, hogy ezzel a
modszerrel a daganatsejtek kozotti genetikai heterogenitds is tanulmanyozhat6 és a normaél
sejtek kontaminécidja kevésbé zavard, mint mas molekularis modszereknél.

A CGH moédszer elve hasonlé a FISH-hez, de tovabbi eldnye, hogy a tumorsejtek
genetikai analizisét a teljes genomra biztositja. CGH-el specifikus, az adott tumor tipusra
jellemz6, nem véletlenszerti genetikai eltéréseket tudunk meghatarozni azok eldzetes ismerete
nélkiil”®. Jelenleg a legegyszeriibb és leggyorsabb molekuldris citogenetikai médszer a
viszonylag nagyméretli genetikai eltérések kimutatdsdra. A CGH moddszernél a jelzett DNS
prébéakat a tumor és normdl sejtek teljes genomidlis DNS-ei helyettesitik. A normaél sejtekbdl
szdrmaz6 genomidlis DNS referencia DNS-ként szolgdl. A kromoszomadlis CGH-nél a target
DNS minden esetben normél egyénbdl szdrmazé kromoszéma prepardtum.

A CGH ismert és kordbban ismeretlen genetikai eltérések felismerésén tul, lehetoséget
szolgaltat a daganatprogresszié klondlis expanziéjat kiséré genetikai eltérések felismerésére,
daganat specifikus gének azonositdsara, tovabba a médszerrel a génexpresszié megvaltozasat
eredményez6 genomidlis alteraciok is felismerhetdk.

A microarray technika lehetdséget nytjt tobb tizezer gén vizsgilatival 1) eddig
ismeretlen eltérések karakterizalasara, ugyanakkor a médszer nehézségét és bizonytalansagat
éppen a tobb tizezer paraméter egy reakcidban torténd vizsgalata okozza. Ez egyrészt nagy
mennyiségli adathalmazt jelent, masrészt bonyolult, tobbvéltozos statisztikai fiiggvényeket
igényel az elemzéshez. Igy tehdt a microarray-el azonositott Gj eltérések mellett, nagyon
fontos a mar azonositott alterdcidk és a melanoma progresszié kozotti kapcsolat fokuszalt
elemzése nagyszamud melanoma mintan.

Kordbban intézetiinkben primer melanomdkon végzett kromoszomadlis CGH-el
gyakori eltérésként figyeltik meg a 7-es kromoszdma rovid karjanak DNS tobbletét, mely
egyes léziokban az egész rovidkart érintette, a daganatok tobbségében a 7pl2 lokusz
amplifikdcigjat foglalta magéba24. A 7Tpl2-es région lokalizdlédd epidermélis novekedési
faktor (EGFR) a tirozinkindz receptor csaldd tagja. A receptor extracelluldris régidja
specifikus ligand megkotésével a receptor homo- illetve heterodimerizdcidjat eredményezi,

mely az intracelluldris rész tirozinkindz foszforilicijaval az aktiv receptorforma
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kialakuldsdhoz vezet. Az aktivdlt receptor a RAS/RAF/MEK/MAPK ¢és PI3K/Akt ttvonalon
hatva eredményezi a ligand éltal kivéltott sejt szintll vdlasz kialakuldsat.

Az EGF receptor megndvekedett expresszidjat, a receptor gén amplifikdcidjat és mutacidjat
szdmos daganatban megfigyelték. Az utébbi évtizedben az EGF receptor a daganatellenes
terdpia fontos célpontjava valt. Olyan molekularis terapiat fejlesztettek ki (gefitinib, erlotinib,
cetuximab), melyek az EGFR fehérje extra- illetve intracelluldris részéhez kapcsolddva a
receptor inaktivacidjat eredményezi. Annak ellenére, hogy az EGFR molekula els6ként
szerepelt a daganatellenes terdpia célpontjaként, a mai napig nem tisztazott a receptor fehérje
expresszi6s szintje és a terdpia hatékonysag molekuldris hdttere kozotti dsszefiiggés ™.

A melanoma sejtek felszinén el6szor Koprowski és munkacsoportja mutatta ki az EGFR
fehérje talzott mértéki kifejezodését késdi stddiumi daganatokban, mely a 7-es kromoszéma
poliszémidjaval asszocidlodott. Feltételezték, hogy a 7-es kromoszéma aneuszomidjabol
ad6dé EGFR gén tobblet a daganatsejtek szdmadra szelekcids eldnyt jelent a tumorigenezis
késdi szakaszdban, bar nem tanulmanyoztdk a génkdpiaszam eltérés és a betegség kimenetele
kozotti bsszefiigést41. Koprowskiék megfigyelése nyomén tobb tanulmany vizsgélta az EGFR
melanoma progresszidban betdltott szerepét. Immunhisztokémiai kisérletekkel de Witt és
munkacsoportja az EGFR fehérje emelkedett expresszidjat taldlta a melanoma progresszi6
kiilonbdz6 szakaszaiban™. Megfigyelésiik szerint a kiillonb6z6 stadiumok kozotti kiillonbség
azonban nem szdmottevd. Tovdbbad Mueller €s mtsai. eredményei szerint metasztatikus
melanoma sejtvonallal SCID egérben indukélt spontdn metasztizis képzodés anti-EGFR
antitesttel szuppresszalhat6, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a vizsgdlt antitestnek
antimetasztatikus  hatdsa  van™. Ugyanakkor mdas munkacsoportok sem melanoma
sejtvonalakban sem melanoma mintdkban nem tudtak kimutatni EGFR fehérje expresszi6t**
¥ A 7-es kromoszéma koépiaszdm eltérését vizsgdlva megillapitottdk, hogy a 7-es
kromoszoma poliszémidja melanomékban rossz prognézissal, csokkent tiléléssel szignifikans

oy L (46, 47
mértékben tarsithaté™ ™.

Annak ellenére, hogy az EGF receptor sejtfelszini tdlzott
expresszidjat el6szor melanomaban irtdk le, a génamplifikaciot egyedi sejtek szintjén, tovabba
a gén szintl eltérések mRNS és fehérje expressziora gyakorolt hatdsit eddig még nem
tanulmanyoztak.

Irodalmi adatok a 9p2l-es lokusz eltérések melanomagenezisben betoltott fontos szerepét
hangstilyozzdk. Sporadikus és familidris melanomdkra egyarant jellemz6 a 9p21-es lokusz
aberrdcidja, amely magdban foglalhatja a lokusz pontmuticiéjit, prométer metildcidjat vagy
delécidjat. Ez az alterdcié a lokuszon kédolt tumorszupresszor gének (p161NK4A, p14ARF ,

INK4B
5

pl ) expresszidjanak valtozasat vonhatja maga utdn. Ha a p16INK4A fehérje hibds vagy
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hidnyzik, a sejt akkor is belép az S-fazisba, ha a sejt normal miikddéséhez sziikséges javitd
mechanizmusok még nem fejezddtek be. A melanoma csalddi halmozddasat mutaté esetekben
taldlt CDKN2A germindlis muticié — kiilondsen az INK4A a kédolaséért felels exont érintd
egyértelmii bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy a pl6™ " fehérje fontos szerepet tolt be a
melanoma szupresszi(’)jéban48’ YA 9p21-es lokuszon, az INK4A génnel szoros kapcsolatban
helyezkedik el egy mdsik tumorszuppresszor gén is, az ARF (p14) (mindkettét a CDKN2A
régié kodolja alternativ leolvasdsi keretben), mely szintén fontos szerepet jatszhat a
melanomdk kialakuldsdban.

Intézetiinkben kromoszomaélis CGH-el a 9-es kromoszéma rovid karjanak delécidjat mutattuk
ki a primer melanomakban (48%) és a melanoma metasztdzisokban (58%)**. Eredményeink j6
korrelaciét mutatnak az irodalmi adatokkal (Bastian 1998). Szamos tumorban a delécié csak a
rovid karra terjedt ki, mig mds esetekben a teljes kromoszéma delécigjat figyeltik meg.
Nagyobb felbontdstd array CGH adataink a 9p21-es régién 1év6 klénok delécidja mellett, a
lokusz extra kdpiaszdmadra is felhivtdk a figyelmet.

A 9p21 lokusz delécidjanak mértékérdl és a melanoma inicidciéban és progresszidban
betoltott szerepérdl ellentmonddsos LOH és immunhisztokémiai adatokat kozoltek. A
rendelkezésre all6 LOH adatok egy adott 1ézi6 atlagos kopiaszam eltérésérdl nyujtanak csak
felvildgositdst, nem adnak informdciét az alterdciok tumoron beliili heterogenitdsara
vonatkozdan. Nincsenek adatok a 9p21 sejtszintii eltérésérdl és a kopiaszdm valtozasok
génexpressziora gyakorolt hatdsarol.

A fentiek alapjan doktori disszerticiomban az array technikdk alkalmazdsaval célom volt a
human malignus melanoma progresszidjdhoz rendelhetd genetikai és génexpresszos
valtozasok karakterizdldsa, a génexpresszios valtozasok €s gén képiaszam eltérések kozotti
Osszefiiggés tanulméanyozasa. Az azonositott gének funkciondlis csoportositdsa, jelatviteli
utvonalakban betoltott szerepének vizsgalata. FISH moédszerrel az EGFR onkogén
amplifikdcid mért€kének meghatarozdsa, az eltérések korrelicidja a daganatok
klinikopatolégiai paramétereivel, valamint az amplifikdcié gén- és fehérjeexpressziora
gyakorolt hatdsdnak megdllapitdsa. Tovdbba célom volt a 9p21 lokusz -eltéréseinek
azonositdsa egyedi sejtek szintjén primer melanomakban, a 9p21 melanoma progresszidban
betoltott szerepének vizsgélata, a génkopiaszam eltérések és a 9p21-en lokalizdlédé CDKN2A

génexpresszidja kozotti 0sszefiiggés tanulmanyozésa.
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Célkituzések

A malignus melanomdk agressziv metasztazis képzd tulajdonsdgénak genetikai hétterérdl az
intenziv kutatdsok ellenére is még viszonylag keveset tudunk. Jelenleg még nincsenek olyan
molekuldris elvaltozdsok azonositva, melyek sikeres terdpids célpontként funkciondlhatnanak.
Ezért kutatasaink soran kiemelten fokuszalunk azoknak az alteracidknak az azonositasara,
melyek a kiilonbozd bioldgiai viselkedésti melanomdkra karakterisztikusak, célunk olyan
eltérések keresése, melyek diagnosztikus értékiivé valhatnak és hozzajarulhatnak a betegség

kimenetelének pontosabb megjoslasdhoz vagy terapias targetként szolgdlhatnak.

Vizsgalataink soran célkitiizéseink az alabbiak voltak:

1. Az agressziv bioldgiai viselkedéssel jellemezhetd humédn malignus melanoma kiilonb6z6
klinikopatoldgiai tipusai és melanoma metasztdzisok génexpresszids eltéréseinek

tanulményozdsa microarray technikéval.

2. Primer melanomdk array komparativ hibridizaciés (aCGH) és microarray alapd
génexpresszids eredmények Osszehasonlitisa. A génexpresszids valtozdsok hatterében

allo génkopiaszam eltérések azonositisa.
3. Eltéro bioldgiai viselkedésii primer melanomak FISH analizise 7-es és 9-es kromoszoma
centoméra, valamint EGFR gén (7p12) és 9p21-es lokusz specifikus DNS probdkkal. A

gének kopiaszam eltéréseinek elemzése nagyszamu primer melanoma mintan.

4. A Tpl2 és 9p21 lokusz eltéréseinek €s a betegek klinikopatoldgiai adatainak korrelacids

analizise.

5. A kimutatott génkodpiaszdm véltozasok gén- és fehérjeexpresszidora gyakorolt hatdsanak

vizsgélata qPCR és immunhisztoldgiai technikakkal.
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Anyagok és modszerek

Melanoma szovetmintak FISH analizisekhez

FISH analiziseinket 81 friss és fagyasztott primer melanoma mintabol készitett lenyomat
preparatumon végeztiik el. Az EGFR és 9p21 FISH kisérletek nem azonos idében torténtek,
igy a mintdk a két elemzés sordn nem fedtek at. A melanoma mintdk klinikopatoldgiai

tulajdonsagait a 2-es €s 3-as tablazatban foglaltuk Ossze.

2. Tabldazat
Primer melanoma mintdk klinikai adatai az EGFR gén kopiaszdmdnak meghatdrozdsdhoz

A melanoma minték kliniko-

patolégiai adatai Eset szdm
Tumor tipus®

NM 39

SSM 42
Nem

Férfi 43

N9§ 38
Kor (év)

20-50 23

>50 58
Breslow vastagsdg (mm)”

<2,00 21

2,01-4,00 16

>4,01 44
Clark invazios szint

L II, III 27

v, v 54
Ulceracid

Nem 40

Igen 41
Lokalizacié

Torzs 42

Végtagok 27

Fej 10
Metasztédzis képzés®

Nem metasztatizal 20

Metasztazist képez 41
Tulélés’

El 28

Meghalt 33

*NM: nodulédris melanoma, SSM: superficial spreading melanoma
"Tumor vastagsag kategéria

“Metasztazis képezés 5 év kovetési idd beliil.

45 éves kivetési idén beliili tiilélés.
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3. Tablazat

Primer melanoma mintdk klinikai adatai a 9p21-es lokusz kdpiaszdam eltéréseinek
analiziséhez

A melanoma mintak kliniko-

patolégiai adatai Eset szdm
Tumor tipus®

NM 42

SSM 39
Nem

Férfi 47

N6 34
Kor (év)

20-50 25

>50 56
Breslow vastagsdg (mm)®

<2,00 17

2,01-4,00 14

>4,01 50
Clark invazios szint

I II, 11 30

v, v 51
Ulceracid

Nem 35

Igen 46
Lokalizacié

Torzs 45

Végtagok 28

Fej 8
Metasztazis képzés*

Nem metasztatizal 38

Metasztazist képez 43

“NM: noduldris melanoma, SSM: superficial spreading melanoma
"Tumor vastagsag kategéria
“Metasztazis képezés 5 év kovetési id6 beliil.

A melanoma mintdk a Debreceni Egyetem OEC, Borgydgyaszati Klinikarél szarmaztak. A
vizsgélatokhoz sziikséges intézményi Etikai Bizottsdg engedélyével rendelkeziink.

A FISH kisérleteinket tumor mintdkbdl késziilt lenyomat prepardtumokon végeztiik el. A
tumor szovetet, a sejtek jobb adhézidjdnak érdekében feliiletkezelt tirgylemezhez érintettiik,
majd 10 percig Carnoy’s fixdléval (3:1 metanol:ecetsav) fixaltuk, és szobahdmérsékleten
megszaritottuk. A lenyomat prepardtum elénye a hagyomanyos metszetekkel szemben, hogy
nem kell szdmolnunk a szignilvesztést eredményezhetd metszet készitésbol szarmazod
genetikai anyag veszteséggel, ily modon a FISH értékelése még pontosabba valik.

A microarray analizisehez alkalmazott mintdk klinikai adatait a 4. tdblazatban foglaltuk

Ossze.
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Microarray technikdval elemzett melanoma mintdk klinikai adatai

4. Tabldzat

Breslow

Ml}l ta HlSZt?l()glal Nem  Kor (év) vastagsag Clark Lokalizacié Ulceraci Metasztazis
szam altipus
(mm)

1 in situ M° >50 végtag
2 NM! F* >50 >4,01 I végtag X
3 NM M 20-50 >4,01 v torzs X
4 NM M >50 >4,01 v végtag X
5 NM F >50 >4,01 \Y végtag X
6 NM M 20-50 >4,01 \Y fej X
7 NM M >50 >4,01 v végtag X
8 NM M >50 2,01-4,00 v torzs X
9 NM M >50 >4,01 v fej X
10 NM F >50 2,01-4,00 I végtag X
11 NM F >50 2,01-4,00 I végtag X
12 NM M >50 >4,01 v torzs
13 NM F >50 2,01-4,00 v végtag
14 NM F >50 >4,01 \Y végtag X
15 NM M >50 <2,00 v végtag X
16 NM F >50 >4,01 \Y végtag X
17 NM M >50 >4,01 -1V fej X
18 NM M >50 >4,01 \'% torzs X
19 SSMm°® M >50 <2,00 11 torzs X
20 SSM F >50 <2,00 I végtag
21 SSM F 20-50 >4,01 v torzs X
22 SSM M >50 <2,00 v végtag
23 SSM M >50 <2,00 I végtag
24 SSM F >50 <2,00 I végtag
25 SSM F >50 <2,00 -1 torzs
26 SSM F >50 <2,00 I végtag
27 SSM F >50 <2,00 v végtag X
28 SSM F >50 <2,00 I végtag
29 SSM F >50 <2,00 I végtag
30 SSM M >50 2,01-4,00 M-IV végtag X
31 SSM F 20-50 >4,01 I végtag X
32 SSM M >50 <2,00 11 torzs
33 SSM F >50 <2,00 II torzs
34 SSM F 20-50 <2,00 I végtag
35 SSM F >50 <2,00 I torzs
36 SSM F 20-50 <2,00 I torzs
37 SSM M 20-50 <2,00 I végtag
38 metasztazis F <20 végtag
39 metasztazis F >50 fej
40 metasztazis F 20-50 torzs
41 metasztazis M >50 fej
42 metasztazis F >50 torzs
43 metasztazis F >50 fej

*ulcerdci6: a daganatok felszinének kifekélyesedése

°M: férfi

°F: nd

d ‘.
NM: nodularis melanoma

°SSM: superficial spreading melanoma
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Melanoma sejtvonalak, sejttenyésztés

Kisérleteink sordn az aldbbi kiillonb6z6 metasztatizdlé tulajdonsdggal rendelkezd
sejtvonalakat alkalmaztunk:

- WM3S5: benignus, nude egérben nem-tumorkeltd, korai (RGP) fazisi human melanoma
sejtvonal

- M24: nyirokcsomé metasztazisbdl izoldlt nude egérben tumorkelté humédn melanoma
sejtvonal

- M24-met: az M24-bdl szdrmaztatott agressziv, metasztatizdld sejtvonal43

- WM9I83A: késdi (VGP) fazisu primer tumorbdl szdrmaztatott metasztatikus képességgel
rendelkez6 humdn sejtvonal

- WM983B: a WM983A-bdl szarmaztatott agressziv, metasztatizalé human sejtvonal5 0

- HT168: az A2058-bol in vivo adapticidjaval kialakitott HT168 tumorbdl szarmaztatott
sej tvonal’’,

-HT168-M1: a HT168 sejtek immunszupresszalt egér 1épébe torténd injektalast kovetden
létrehozott aggressziv melanoma sejtvonal

- 35/01: egy 69 éves férfi SSM altipusu daganatiabdl izolalt agressziv melanoma sejtvonal,

mely egy éven beliil maj attétet képezett. Nude egérbe oltva a sejtvonal méjattétet képzett™.

Valamennyi sejtvonalat 10% foetalis borji szérumot tartalmazé RPMI 1640 médiumban
(GIBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA) tenyésztettiik (37°C, 5% CO,). A
,monolayer”’-ben nov6, adherens sejteket 0.2%-os tripszin/EDTA oldattal tortént kezelést
kovetéen (0.53 mM, Sigma Aldrich, Németorszdg) PBS-el 2x mostuk (pH: 7.2), majd a
sejtpelletet 0.75mM-os KCl-al kezeltiik (hipoténids kezelés), 20 perc 37 °C. A tiargylemezre
torténd kicseppentést kovetden Carnoy’s fixdldval (3:1 metanol:ecetsav) fixaltuk, és -20°C-on

taroltuk..
Normal limfocitak preparalasa

Egészséges egyén periférids vérébol szarmazé normdl limfocitdkbdl kromoszoma
prepardtumot késziettiink a EuroClone® Chromosome kit ,,P” segitségével az aldbbiak
szerint: 500 pl vért a heparinos médiumba pipettaztunk és steril koriilmények kozott 72 éran
at tenyésztettiik (5% CO,, 37°C). Ezt kovetden a mintdkhoz colchicint (10 pg/ml) adtunk és 4
oran 4t a sejteket tovabb tenyésztettilk, majd lecentrifugaltuk, 0,5 ml feliiliszoban a pelletet
felszuszpendéltuk, és a sejtszuszpenzié 4llandd mozgatisa mellett Ovatosan S5 ml,

szobah6tmérsékletli 75 mM-os KCl-ot adtunk. A mintakat ezt kovetéen szobahdmérsékleten
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20 percig inkubdltuk, majd lecentrifugdltuk. A 0,5 ml-t feliiliszéban a sejteket ismét
felszuszpendéltuk és 5 ml mddositott Ibraimov desztilldlt viz, ecetsav, metanol) oldatot
adtunk. A sejteket lecentrifugdltuk. A mintdkat 5 ml frissen készitett Carnoy’s fixadldoval
fixaltuk. Az utébbi fixdldst mindaddig ismételtiik, amig a citoplazma jelen volt. A
sejtkoncentraciot optimdlisra allitottuk és a sejteket magas pdaratartalom biztositdsa mellett

nedves targylemezre cseppentettiik, szobahomérsékleten megszaritottuk és -20°C-on taroltuk.
DNS proébak
A kisérleteink sordn alkalmazott DNS specifikus probédk az aldbbiak voltak:

7-es kromoszéma centroméra-specifikus/ EGFR génspecifikus DNS préba

9-es kromoszéma centroméra-specifikus / 9p21 lokuszspecifikus DNS préba

A DNS specifikus probdkat a Vysis cégtdl szereztik be. A centroméraspecifikus probak
zo6lden fluoreszkald ,,Spectrum Green”-nel konjugalt dUTP-vel, mig a génspecifikus probdk a
narancs fluoreszcens fényt kibocsité ,,Spectrum Orange”-val kapcsolt dUTP-vel voltak
jelolve. A sejtmagok jelzésére diaminofenilindolt (DAPI, kék fluoreszcencia) hasznaltunk,

mely antifadeben (Vectashield, Vector USA) volt oldva.
A fluoreszcencia in situ hibridizacio

A FISH-t az irodalomban leirt protokoll alapjdn végeztiik el, ahol sziikséges volt a
fluoreszcens szigndl intenzitdsanak novelésére, protokoll médositasokat vezettiink be™.
A FISH kisérleteket hibridizaciés kamriaban (HYBrite) végeztiikk el. A DNS probat és a
melanoma mintdkat 73°C-on 2 percig egyiitt denaturdltuk, majd egy éjszakdn 4t 37°C-on
hibridizaltuk. A nem ko6t6dé DNS prébak eltavolitisa 45°C-on, hibridizdld6 mosé oldattal
tortént (3 x 10 perc kiilon-kiilon). A sejtmagokat 200 ng/ml antifade-ben oldott DAPI-val
jeloltiik. Az antifade a floureszcens jelek kioltdsat akaddlyozza meg. Minden kisérlettel
parhuzamosan kontrollként normél limfocitabdl késziilt prepardtumot alkalmaztunk, a kontroll
hibridizacié eredménye a vizsgélt lokuszra és kromoszémara a sejtek 98%-aban diploidnak
addédott. A normal sejtekben elenyészd szdzalékban detektalt, a normadlistol eltérd érték a
préba target szekvencidhoz torténd nem megfelelé hibridizacidjabol vagy a szignédlok

atfedésébol szarmazott.
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Kiértékelésnél 100-300 sejtben szdmoltuk meg a fluoreszcens jeleket. A FISH-el
kapott eredményeket ZEISS Axioplan (Zeiss, Germany) fluoreszcens mikroszképpal
értékeltiik ki. Az alkalmazott objektiv nagyitdsa minden esetben 100-szoros volt. A gerjesztd
fény (fényforrds 100 W-os higanygdzlampa) hulldmhosszat megfeleld optikai szlrdk
alkalmazasaval valtoztattuk. Emissziés sziirének a ,,Pinkel féle” triple bandpass emisszios
filterblokkot hasznaltuk, mely alkalmas a kéken fluoreszkdld, sejtmagot jelz6 DAPI, a zolden
fluoreszkéld spektrum zold és a narancsszinli floureszcenciat kibocsaté ,,Spectrum Orange”
megjelenitésére. A fluoreszcens képek rogzitésére a METASystem (Germany) Aaltal
forgalmazott, FISH analizisre kifejlesztett munkadllomast (DE, Megel6z6 Orvostani Intézet)
alkalmaztuk. A fluoreszcens képek rogzitése az altalunk bedllitott expozicids idOvel tortént

nagy felbontasi CCD (Charge Couple Device) kamera segitségével.
EGFR gén és a 9p21 lokusz képiaszam eltéréseinek elemzése

Az EGFR génamplifikdciés mintdzat ellenérzésére az irodalomban leirt gén kdpiaszdm
kategéridkat alkalmaztuk az aldbbiak szerint: EGFR génkoOpiaszdm eltérések: i.) EGFR
delécio: ha az EGFR kopiaszdma kevesebb a 7-es centroméra kdpiaszdmandl a sejtek tobb
mint 10%-4aban, ii.) ldtszolagos amplifikdcio: 7-es centroméra és az EGFR gén kdépiaszdma
megegyezett, de tobb mint kettd (latszolagos amplifikacié, ahol a kromoszéma
sokszorozdddsa vonja maga utin a lokusz amplifikdcidjat), iii.) kismértékii amplifikdcio: a gén
képiaszdma maximum Otszorose volt a centroméra szignalszamanak, de nem haladta meg a
sejtenkénti tiz kopiat, iv.) nagymértékii amplifikdcio: az EGFR szigndlszama tobb mint
OtszOrose a centroméra szigndl szaméanak és meghaladta a sejtenkénti tiz kopiat a sejtek tobb
mint 10%-daban. Az EGFR génindexet az aldbbiak alapjan hataroztuk meg: Osszes
fluoreszcens szignal szama / a FISH-el értékelt sejtmagok szdma.

9p21-es kategoridk: i.) Homozigota delécio: csak 9-es centroméra szigndl van jelen a sejtek >
20%-aban, ii.) a 9p21 deléciot az irodalomban leirt kategéria alapjan definidltuk: a 9p21-es

képiaszam kevesebb a 9-es centromére szigndlszamanal a sejtek > 20%-dban.>*
FISH eredmények statisztikai analizise

Az egyes melanoma altipusok és a génkdpiaszam eltérések (EGFR génindex) kozotti
Osszefiiggést két-mintds Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) teszt segitségével elemeztiik. A

kiilonbozo altipusba tartozé mintdk kozott EGFR képiaszam eltérések és EGFR/c7 ardny

23



0sszehasonlitdsdhoz a Fisher-féle egzakt tesztet alkalmaztuk. Statisztikailag szignifikdnsnak a

p<0,05 alatti érté€keket tekintettiik.
Microarray alapu génexpresszios analizis

Kisérleteinkhez az Affymetrix cég altal kifejlesztett human Genechip U133 2.0 plus
array-t hasznaltuk, mely a jelenleg forgalomban 1év6 génexpresszids array-ek koziil az egyik
legnagyobb felbontdstd, 0Osszesen 47400 transzkriptum analizisére alkalmas egyetlen
hibridizaci6 sordn.

Harminchét primer tumor és 6 melanoma metasztizis génexpresszids mintdzatt elemeztiik. A
mintdk részletes klinikai adatait a 4. tdbldzatban foglaltuk 6ssze. Az RNS preparélast friss és
fagyaszott szovetbol RNeasy Mini kit-el (Qiagen, GmbH, Németorszdg) végeztiikk a gyartd
altal megadott protokol alapjdn. Az RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 UV-Vis
Spektrofotométer (NanoDropTechnologies, Wilmington, Delaware USA) berendezéssel
hatdroztuk meg, az RNS integritisat az Agilent 2100 Bioanalizétor késziilékkel, az RNA 6000
Nano Kit-el (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) ellendriztilk. A pl6 génre specifikus
QRT-PCR-al valamennyi mintdnal vizsgaltuk, hogy a hibridizalédott mintdk mentesek-e az
RNS reverztranszkripcidjat gatld bioldgiai inhibitorokt6l. Az RNS mintdk reverz
transzkripcidjat, fluoreszcens jelolését €s array hibridizacidjat a heildelbergi European
Molecular Laboratory Genomics Core Facility Genechip laboratériuméban végezték el.

A hibridizacié sordn nyert fluoreszcencia intenzitasi adatokat az Agilent Genespring 7.3.1

software segitségével analizaltuk.
Microarray adatok statisztikai elemzése

A génexpresszios eredmények elemzésének elsé 1épése a nyers fluoreszcencia intenzitds
adatok tobbszords normalizdlasa volt. Az Un. ,,per chip” normalizdlds lehet6vé teszi a nem
bioldgiai természetii, a hibridizacié technikai 1épéseibdl ad6dd variancidk kikiiszobolését, a
»per gene” normalizalasi 1épéssel a kiilonbozo mintdk osszehasonlitdsa vélik lehetové.

A normaliziciés 1€pések utdn a hibridizadcié min6ségét ellendriztiikk, ez az tgynevezett
»quality control”. A chipen 1évd 47400 traszkript koziil csak azokat vettilk figyelembe,
amelyekhez a tumor mintdk megfeleléen hibridizaltak. A program az egyes array elemekben,
»Spot’-okban taldlhaté megfeleld (,,match”) és nem megfeleld (,,mismatch™) prébaparok

//////

alapjan értékeli a hibridizacid sikerességét az adott spot-hoz. Az analizis sordn csak azokat a
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géneket vettiik figyelembe, amelyek a 43 mintdbdl 22-ben jelen (,,present”) illetve megfeleld
(,,marginal”) indexel szerepeltek. A tovabbi statisztikai analiziseket az ily médon sziirt, 25886
transzkriptet tartalmazé génlistin végeztiik el.

A 37 primer melanoma globdlis analiziséhez egy Un. nem szabdlyozott (,,unsupervised”)
klaszter elemzést, a ,,Principal Component Analysis (PCA)”-t hasznaltuk, mely lehetdséged
ad a tumorok csoportositdsara génexpresszids mintdzatuk alapjan.

Tovabbi elemzéseinkhez a primer tumorokat klinikopatoldgiai tulajdonsdgaik alapjan
csoportokra osztottuk. Az egyes csoportokon beliill az tn. ,,Volcano plot” elemzést
alkalmaztuk, amely lehetOséget ad egy Iépésben a minimum kétszeres expresszios
kiilonbséget mutaté gének detektdldsara ugy, hogy kozben jeloli a szignifikdns mértékben
eltér6 expresszidju géneket is (p<0,05, hibds taldlatok korrekcidjara: ,.Benjamini and

Hochberg false discovery rate”).

Jelatviteli atvonal analizis

Az analizist a daganatok felszinének kifekélyesedésével Osszefiiggd szignifikdns eltérést
mutaté gének csoportjan (1095) végeztiik el. A génlistakban szereplé gének funkcionalis
szerepét az ,lIngenuity Pathways Analysis software (IPA, Ingenuity Systems,

www.ingenuity.com) és Database for Annotation Visualization and Integrated Discovery

(DAVID, http://david.abcc.nciferf.gov)” programokkal elemeztiik. Ezzekkel a programmal
lehetové valik a gének kiillonbozd jelatviteli utvonalakban vald részvételének és

kolcsOnhatasanak azonositasa.
Tagman Low Density Array (TLDA)

A microarray analizis eredményét 94 kivélasztott génnél g-PCR alapi Tagman Low Density
Array alkalmazasaval erdsitettik meg. Az alkalmazott gének listajat az 5. tablazatban
foglaltuk Ossze. A kisértekhez 600 ng RNS reverztranszkripcidjat végeztiik el High Capacity
cDNA Archive Kit-el a gyarté protokolljanak megfeleléen (Applied Biosystems). A
génexpresszid mennyiség meghatirozasit ABI Prisme 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, USA) késziilékkel hatdroztuk meg, a qPCR reakcidt a

gyartd utmutatdsai szerint végeztiik el.
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5. Tablazat
A microarray analizis eredményeinek megerdsitésére alkalmazott gének listdja

AB azonosité® . Géfl AB azonosito . Géfl AB azonosito . Géfl
szimbo6lum szimbo6lum szimbolum

Hs99999903_m1 ACTB Hs00193306_m1 EGFR Hs00234676_m1 | MMP16
Hs00374507_m1 AKAP12 Hs00171917_m1 EHF Hs00233958_m1 | MMP1
Hs00178289_m1 AKT1 Hs00171580_m1 ENC1 Hs00234422_m1 | MMP2
Hs00209783_m1 ARHGAPS Hs00214645_m1 | EPS8L1 Hs00153408_m1 |MYC
Hs00209702_m1 ARHGEF4 Hs00224346_m1 EPS8L2 Hs00211656_m1 | MYEF2
Hs00269212_m1 AURKA Hs00266645_m1 | FGF2 Hs00169851_m1 |NCAMI1
Hs00269944_m1 BRAF Hs00240796_m1 FGFR2 Hs00707120_s1 NES
Hs00201637_m1 CASP14 Hs00179829_m1 | FGFR3 Hs00818842_m1 | NR2F1
Hs00234142_m1 CCL3 Hs00170630_m1 FOS Hs00180035_m1 | NRAS
Hs00428422_g1 CCLS8 Hs00181830_m1 | FPR1 Hs00187290_m1 | NRP2
Hs00193177_m1 CCNC Hs99999905_m1 GAPDH Hs00261284_m1 |PARD6G
Hs00277039_m1 CCND1 Hs00192999_m1 GNG7 Hs00248288_s1 PEG10
Hs00174298_m1 CCRI1 Hs00212116_m1 GPRCS5B Hs00751717_s1 PERP
Hs00210453_m1 CD207 Hs00212681_m1 GTSE1 Hs00705810_s1 PHLDAI1
Hs00156390_m1 CD63 Hs00193435_m1 HAS2 Hs00180679_m1 |PIK3CA
Hs00153168_m1 CDC25A Hs01866140_g1 HSPD1 Hs00829813_s1 PTEN
Hs00207976_m1 CDC42BPA | Hs00164932_ml ICAM1 Hs00177193_m1 |PTPRG
Hs00169953_m1 CDH2 Hs00155517_m1 IL18 Hs00220628_m1 |RAB25
Hs00233365_m1 CDKN2A Hs00367201_m1 IL1F7 Hs00188156_m1 |RAB27B
Hs00265824_m1 CTAGI1B Hs00174103_m1 IL8 Hs00199313_m1 |RAB31
Hs00170025_m1 CTNNB1 Hs00236216_m1 ITGB4 Hs00368156_m1 | RHOJ
Hs00952036_m1 CTSL2 Hs00158408_m1 JUP Hs00544666_m1 | RHPN2
Hs00154661_m1 CXADR Hs00358836_m1 KLF4 Hs00174579_m1 |SDC1
Hs00171138_m1 CXCL11 Hs01100849_m1 KLKI11 Hs00167093_m1 | SPP1
Hs00171135_m1 CXCL14 Hs00202752_m1 KLK5 Hs00174970_m1 |STC1
Hs00236937_m1 CXCL1 Hs00202347_m1 | LPHN2 Hs00172983_m1 |TBX2
Hs00236966_m1 CXCL2 Hs00606323_m1 MAGEA2 Hs00171257_m1 | TGFB1
Hs00607029_g1 CXCL5 Hs00605615_mH | MAP2K1 Hs00419101_m1 |TLE4
Hs00607978_s1 CXCR4 Hs00174838_m1 MCAM Hs00153349_m1 | TP53
Hs00154599_m1 CST6 Hs00179845_m1 MET Hs00186613_m1 | TP73L
Hs00175474_m1 DEFB4 Hs00165156_m1 MITF Hs00853610_gl1 | UBE2C
Hs00154858_m1 EFNA2 Hs00153519_m1 MME Hs00608224_m1 | WNT2

“*génspecifikus Tagman assay azonositéja (Applied Biosystems)

Array-CGH (aCGH)

Az array-CGH vizsgédlatokat a teljes humdn genomot lefed6 2460 BAC (bacterial
artificial chromosome: mesterséges bakteridlis kromoszéma) klént tartalmaz6 krom-bevonati
lemezen végeztik a Kaliforniai Egyetem Comprehensive Cancer Center intézetével
egylittmitkodésben (University of California, San Fransisco, USA). A BAC-alapu array
kisérletek kivitelezéséhez a primer tumorokbél DNS-t prepardltunk Gspin Genomic DNA
extraction kit (Intron Biotechnology, Sangdaewon-Dong, Korea) alkalmazasaval. A DNS-ek
koncentracidjat és tisztasdgat NanoDrop késziilékkel hataroztuk meg. Array CGH analizisre

csak fehérjétdl (260/280> 1,80), olddszertdl és sétdl (26/230 > 1,90) mentes DNS mintdkat
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hasznéltunk. A hibridizdci6é sordn 1 pg teszt és referencia (Promega, Madison, WI, USA)
genomidlis DNS-t random-priming mddszerrel a Bioprime Labeling Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) segitségével Cy3 dUTP-vel vagy Cy5-dUTP-vel (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ, USA) jeloltiik a gyarté haszndlati dtmutatéjat kdvetve. A be nem
épiilt nukleotidokat a Qiagen QIAquick PCR Purification Kit-tel (Qiagen, Valencia, CA,
USA) eltavolitottuk. A fluoreszcensen jelolt teszt és referencia DNS-eket Cot-1 DNS (Roche,
Indianapolis, IN, USA) jelenlétében etanollal kicsaptuk. A kicsapott DNS-t hibridizacids
pufferben (50% formamid, 10% dextran-szulfat, 2xSSC, 4% SDS, és 10ug/pl éleszto tRNS)
oldottuk fel. A prébakat 72°C-on 10 percig denaturaltuk, majd 37°C-on 1 6rdig inkubdltuk a
jelolt DNS-ek jobb kotodése érdekében (preanneling 1épés). A hibridizacios keveréket az
array-en 48 6ran it 37°C-on hibridizaltuk. A lemezeket ezt kdvetden 50% formamid/2xSSC
oldatban 45°C-on 15 percig, 2xSSC/0,1%SDS oldatban 45°C-on 20 percig, végiil 0,1 mol/L
natrium-foszfat puffer és 0,1% Nonidet P-40 keverékében 10 percig mostuk. A BAC-array-
eken a klénokat DAPI-val jeloltiik. A BAC array komparativ genom hibridizicié eredményeit
Cy3 (zold fluoreszcencia), Cy5 (piros fluoreszcencia) és DAP (kék fluoreszcencia) szlirdvel
ellatott CCD kameraval rogzitettiik. Az adatok feldolgozdsa a SPOT 1.2 és SPROC 1.1.1
szoftvercsomaggal tortént. A 0,25 (+ 3SD) értéknél nagyobb, illetve -0,25 (- 3SD) értéknél
kisebb Log?2 értékeket tekintettiik kromoszomalis tobbletnek, illetve hiénynakss.

Az aCGH és génexpresszios adatok osszehasonlitasa

A kiilonb6z6 array platformokon végzett kisérleti eredmények Osszehasonlitisidhoz az
interneten hozzaférheté , MatchMiner” programot haszndltuk™. Ezzel a programmal lehetévé
valik a kiilonbozd felbontdsd array vizsgilatok kombindldsa, az aCGH-n 1évé BAC klénokkal

atfedd Affymetrix szekvencidk azonositdsa.
EGFR mutécié analizis

Az EGFR gén 19-es exonjanak muticié analizisét huszonkét primer melanoma DNS mintan
végeztiik el olvadds pont elemzéssel’’. A 19-es exon 170 bazisparnyi fragmentumat
amplifikdltuk 2 pL. FastStart Mastermix (Roche, Germany), 4 uM MgCI2 , 0,5 uM forward
primer  (5-TCTGGATCCCAGAAGGTGAG-3"), 0,5 pM reverz primer (5'-
CAGCTGCCAGACATGAGAAA-3"), 0,2 uM 3'FL-jelolt hibridizaciés proba (5'-GCA
ACATCT CCGAAAGCCAA-3FL) és 0,2 uM 5' LC Red640- jelolt hibridizacids préba (5'-
LCRed640-GGAAAT CCT CGATGTGAGTTTCTG C-3'pH), 2 pL templat DNS (1 pg) mix
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haszndlatdval. Az alkalmazott PCR ciklusok: inkubdcié: 95°C 10 perc; denaturéacié: 95°C 10
madsodperc, olvadds: 60°C 10 mdasodperc, az F2-es csatorndn jelgyiijtés: extenzié 72°C 8

madsodperc, 55 ciklus.
mRNS expresszié meghatarozasa qPCR technikaval

Az EGFR és a CDKN2A gének mRNS szintjét ABI Prisme 7900HT Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Foster City, USA) késziilékkel hatiroztuk meg, az EGFR
esetében 16, a CDKN2A génnél 30 primer melanoma mintidban. A reverztranszkripciot 600
ng RNS-bdl a High Capacity cDNA Archive Kit-el a gydrté protokollja alapjdn végeztiik el
(Applied Biosystems). Az EGFR mRNS mennyiségi meghatdrozasahoz a Hs00193306_ml1, a
CDKN2A-hoz a Hs00233365_m1 TagMan® Gene Expression Assay-eket hasznéltuk
standard koncentracidban ,,Universal TagMane PCR” mastermixben. Az mRNS mennyiségi
meghatdrozasat az in. AACT mdédszerrel végeztiik, kontrollként a B-actin (Hs99999903_m1)
és glicerinaldehid-3-foszfdt dehidrogendz (GAPDH; Hs99999905_ml) geometriai

//////

Immunhisztokémia

Az EGF receptor fehérje expresszios vizsgalatira FISH eredményeink alapjan valasztottunk
ki kis és nagymértékit EGFR génamplifikdciét hordozé mintdkat. A fagyasztott szdvetbdl
kriosztéittal (Leica CM1850, Németorszdg) 6 um vastagsdgd metszeteket készitettiink. A
metszeteket 4 %-os paraformaldehidben fixdltuk. Az EGFR fehérje kimutatdsdhoz két
kiilonbozd antitestet haszndltunk:1.) Erbituxe humanizalt antitestet (Merck KgaA, 64271
Darmstadt, Németorszag). 2.) a 528 (IgG2a) antiEGFR monoklondlis antitestet (mAb). Az
528 (IgG2a) jelli antitestet az 528: a.k.a. HB-8509 (ATCC, Manassas, VA) hibridéma
sejtvonal feliilisz6jabol kinyertiink és protein A kromatografidval tisztitottuk meg, mindkét
antitest az EGF receptor sejtfelszini részéhez kotddik.

A melanoma sejtek kimutatisira melanoma specifikus CD63 monoklondlis antitestet
haszndaltunk.

A metszeteket fixdlds utdn elszor a FITC-el jelolt EGF receptor elleni (1:100) antitesttel
jeloltik egy éjszakan keresztiil 4 °C-on. Mosds utdn 1%-os PBS-ben oldott BSA oldattal
blokkoltuk és CD63 melanoma antigénre specifikus antitesttel 1:50 (Vector Laboratories, Inc.,
USA) inkubdltuk 1 6rdan keresztil 4°C-on, majd anti-egér-CyS-IgG (1:100) jeloltiik

szobah6émérsékleten 60 percig. A jelolt metszeteket kétszer mostuk PBS-ben, szdradés utin a
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sejtmagokat DAPI-val jeloltik. Az EGFR fehérje expresszié6 mértékének megallapitdsiara az
irodalomban is haszndlt kategéridkat alkalmaztuk: O: nem volt festddés; 1+: részleges
membranjelzés; 2+: gyenge teljes membranjelzés; 3+: intenziv komplett membranfestddés a

sejtek > 10%-aban.

Aramlisi citometria

A sejteket 3 ml 0,05 % (w/v) tripszin, 0,02 % (w/v) EDTA oldat keverékével felvalasztottuk a
tenyésztdedény aljardl, 10 % FBS-ben szuszpendaltuk és haromszor mostuk (10 min, 600 x g)
PBS oldatban (pH: 7,2). 1x10° sejtet 50 ul PBS —BSA elegyben felvettiink és 10-20 pg direkt
jelzett anti EGFR monoklondlis antitesttel (mAb 528) jeloltik 4 °C-on 1 6ran keresztiil.
Jelolés utdn a sejteket hdromszor mostuk PBS-ben és fixdltuk 500 pl 1% formaldehid-PBS
oldatban. A foszforildlt EGFR méréséhez a sejteket eloszor 10 pg/mL EGF-al stimulaltuk 10
percig 37°C-on, majd 3,7% folmaldehid-PBS-ben fixéltuk 30 percig. A fixalt sejteket kétszer
mostuk  PBS-0,1M Tris-ben és 50 pg/mL primer antitesttel (anti-phospho-EGFR, Cell
Signaling Technology, Danvers, USA) inkubéltuk, majd A488-kapcsolt GaMIg 0,1%TritonX-
100, 0,1% BSA-PBS eleggyel jeloltiik 1 6rdn 4t jégen. A sejteket ez utdn kétszer mostuk
PBS-sel majd 300 ml 1% formaldehidben fixaltuk.

A receptor fehérje mennyiségének mérését FACScan dramldsi citométerrel (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) végeztiik. Mintanként 20 000 sejt fluoreszcens jelét
detektaltuk az FL-1 csatornaban (késziilékben a fluoreszcens molekuldkat az argon-ion 1ézer
488 nm-es vonaladval gerjesztettiik, az emittalt fényt egy 530 nm-es band pass sziiron keresztiil
detektéltuk), linedris médban. A mért eredményekbdl levontuk a jeloletlen mintdk mérésével

meghatarozott hattér fluoreszcencia intenzitasokat.

Western blot analizis és immunprecipitacio

A sejtlizitumot a sejtek PBS-sel torténé mosdsit kovetden lizis puffer felhasznaldsaval
készitettiik. A lizis puffer a sejtek teljes feltarasara alkalmas, mely a kdvetkezd Osszetevokbol
allt: 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl, 10% glicerol, 1 mM EGTA, 1 % Triton X-100,
1 Complete Mini (Roche, Mannheim, Germany) protedz inhibitor koktél tabletta/10 mL, 1
mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 10 mM NaF. A lizis pufferel valé 10 perces jégen vald
inkubdlast kdvetden a sejtlizatumot centrifugaltuk. A vizsgaland6 fehérjék molekularis szintl
kapcsolatdnak elemzéséhez immunprecipitdcidt alkalmaztunk, melynek sordn a sejtlizatumot

1 6ran at 4 fokon a megfeleld antitestekkel inkubdltuk. ErbB1 ellen F4 (E3138, Sigma,
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Schnelldorf, Germany) antitestet alkalmaztunk. Az immunoprecipitdlt fehérjéket Sepharose
4B Fast Flow Protein G gyongyok (Sigma) felhaszndldsdval, tovdbbi 1 6rds inkubdldssal
kotottik meg majd SDS-poliakrilamid gél elektroforézissel vdlasztottuk  szét
molekulatomegiik alapjan és nitrocellul6z membrdnra blottoltuk. A membridnhoz kotott
ErbB1 molekulét elsédlegesen az F4, a foszforildlt tirozint a PY99-sc7020 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) antitestekkel jeloltiik meg a gyartd javaslatinak megfeleld
higitast alkalmazva. A jelolt molekuldk detektdlasira peroxidazzal konjugalt egér elleni IgG-t
és a kemilumineszcencia kimutatdsara kifejlesztet gyorstesztet (enhanced chemiluminescence

kit, Amersham, Freiburg, Germany) alkalmaztunk.

Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopos mérések

A metszetekrdl Zeiss LSM 510 konfokélis 1ézer pasztazé mikroszképpal (Carl Zeiss AG,
Gottingen, Germany) készitettiik a felvételeket egy 63x (NA=1,4) olajimmerzids objektivvel.
A FITC fluoreszcens festéket az argon-ion lézer 488 nm-es vonaldval gerjesztettiik, az
emisszidjat egy 505-530 nm-es bandpass sziiron keresztiil detektaltuk. A Cy5 a He-Ne 1ézer
633 nm-es vonaldval gerjesztettiik, emisszi6jat egy 650 nm-es longpass sziiron keresztiil
detektdltuk. A DAPI-t egy higanygéz lampa UV emisszidjaval gerjesztettiik, az emisszidjat
pedig (ugyanannak a konfokalis térfogatnak a pdsztizdsiaval, amelynek pdsztizdsdval a FITC
és a Cy5 emisszidjat detektdltuk) egy 390 nm-es dikroikus tiikkron és egy 395 nm longpass

szur6n keresztiil detektaltuk.
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Eredmények

Malignus melanomak génexpresszios mintazatanak vizsgalata microarray

technikaval

Kisérleteink sordn célunk volt primer melanomédk és metasztazisok globdlis génexpresszids
mintdzatdnak vizsgdlata microarray technikaval, a génexpresszids valtozasok és a daganatok
klinikai viselkedése kozotti kapcsolat elemzése.

A kisérleteinkhez az Affymetrix cég altal kifejlesztett human Genechip U133 2.0 plus array-t
hasznéltuk, 43 tumor (37 primer melanoma, 6 metasztizis) génexpresszids mintdzatat
elemeztiik. A mintdk részletes klinikai adatait a 4. tidblazatban foglaltuk 6ssze.

Az elemzéseinket a nyers fluoreszcencia intenzitdsi adatok tobbszords normalizdldsa és
mindségellendrzése sordn kapott 25886 gént tartalmazd listin végeztik el. A 25886
transzkript expresszidjat az tun. ,Principal Component Analysis (PCA)” analizissel
tanulmanyoztuk. Az analizis lehetdséged ad a tumorok génexpresszidés mintdzatuk alapjan
torténd csoportositasara a hasonlé expresszids profillal rendelkezé mintdkat egy csoportokba
rendezve. A 2. dbra szemlélteti a PCA elemzés eredményét, a daganatok két csoportra

kiiloniiltek el génexpresszids mintazatuk alapjan.

2. Abra Primer melanoma PCA analizisének eredménye 3D koordindtarendszerben
dbrazolva. A pontok reprezentdljdik a melanoma mintdkat, kékkel az ulcerdlt felszinii tumorok,
sdrgdval a nem ulcerdlt felszinii tumorok vannak jelolve. A pontok tdvolsdga a mintdk
génexpresszios mintdzatdnak hasonlosdgdt mutatja. Piros vonallal vannak koriilhatdrolva a
génexpresszios mintdzat hasonlosdg alapjdn egy csoportba tartozo léziok.
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A hiaromdimenziés koordindtarendszerben pontok reprezentdljdk az egyes melanoma
mintdkat, a pontok kozotti tdvolsdg jeloli a tumor mintdk génexpresszids mintdzatdnak
hasonlésagat. Jol 1athatd, hogy a 37 mintdbdl 10 (1-es csoport) illetve 12 (2-es csoport) minta
egymdshoz kozel helyezkedik el két kiilonallo csoportot alkotva, ami egyértelmiien az egyes
csoportokban expressziés profilok kozotti hasonldsagot jelzi 25886 génre vonatkozo.

A csoportokban 1évé mintdk klinikai paraméter szerinti megoszlasat vizsgélva, szignifikans
kiilonbséget tudtunk kimutatni a tumorok felszinének kifekélyesedése (ulceracid) és a 1ézidk
csoportok kozotti megoszlasa kozott (Fisher teszt, p < 0,001).

Az 1-es csoport mintdi egy kivétellel mind kifekélyesedett felsziniiek, mig a kettes klaszterbe
tartozé mintdk felszine egy mintatdl eltekintve nem kifekélyesedett (2. dbra). A két csoport
kozott 2846 gén expresszidja szignifikdns eltérést mutatott (p <0,05 ,,Volcano plot”,
»Benjamini and Hochberg false discovery rate”). Az 1-es klaszter mintdiban a 2-es csoportba
tartozé 1ézidkhoz képest szignifikdns mértékben megndvekedett expresszidju gének koziil, a
20 legnagyobb viltozdsi értékkel (fold change) rendelkezd gének listijat a 6. tablizat
tartalmazza. Az 1-es klaszter mintdiban csokkent expresszidji gének koziil a 20 legkisebb

,fold change” értékkel rendelkezd géneket a 7-es tablazatban foglaltuk 6ssze.

6. Tablazat

Az I-es klaszter mintdiban szignifikdns mértékben megnovekedett expresszioju gének koziil a
20 legnagyobb vdltozdsi értékkel rendelkezo gén.
Affymetrix ,,Fold Gén

"y 9 e 2 Leiras Ref.Seq azonosit
azonosito change” szimbolum
209875_s_at 22,94 SPP1, OPN secreted phosphoprotein 1, osteopontin ~ NM_000582
212094 _at 13,8 paternally expressed 10 XM_496907
214974 _x_at 13,3 CXCLS chemokine (C-X-C motif) ligand 5 NM_002994
223723 _at 12,99 MFI2 antigen p97 (melanoma associated) NM_005929
209504 _s_at 11,47 PLEKHB1 pleckstrin homology domain containing NM_021200
209859_at 9,326 TRIMO tripartite motif-containing 9 NM_015163
228384 _s_at 8,625 C100rf33 chromosome 10 open reading frame 33  NM_032709
209686_at 7,847 S100B S100 calcium binding protein B NM_006272
228494 at 7,82 CDNA FLIJ37573 fis
205334 _at 7,643 S100A1 S100 calcium binding protein Al NM_006271
221911 _at 7,42 ETV1 ets variant gene 1 NM_004956
230831 _at 7,001 FERM domain containing 5 NM_001031729
235911 _at 6,853 hypothetical gene XM_498955

231535_x_at 6,574 ROPNI1 ropporin, rhophilin associated protein 1 ~ NM_017578
202976_s_at 6,325 RHOBTB3 Rho-related BTB domain containing 3 NM_014899

205234 _at 6,322 SLC16A4 solute carrier family 16, member 4 NM_004696
236599 _at 6,233 SERPINE2 serpin peptidase inhibitor, clade E NM_006216
207012_at 6,192 MMP16 matrix metallopeptidase 16 NM_005941
225566_at 5,834 NRP2 neuropilin 2 NM_003872
206898 _at 5,679 CDH19 cadherin 19, type 2 NM_021153

A mintacsoportok kdzott kimutatott génexpreszids valtozds.
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Az 1-es klaszter mintdiban a megnovekedett expresszidju gének koziil a legnagyobb véltozast
(22,94-szeres) az osteopontin (OPN) génnél figyeltiink meg. Szintén magasabb expresszids
szintet detektaltunk a CXCLS, és MMP16 géneknél, melyek génexpresszids eltéréseit
irodalmi adatok is aldtamasztjdk. Erdekes jelenség, hogy a melanoma progressziéval
Osszefiigg6 FGFR2 gén expresszi6 novekedéssel szemben, az daltalunk analizalt 1-es
klaszterbe tartoz6 rosszabb prognézisi melanomdkban a gén csokkent expresszidjat figyeltiik
meg, ugyanakkor a gén emelkedett mRNS szintje jellemezte a 2-es klaszter jobb prognézisu
mintdit.
7. Tablazat
Az 1-es klaszter mintdiban a 2-es csoportba tartozo léziokhoz képest csdkkent expresszidjiu

gének koziil a 20 legkisebb ,,fold change” értékkel rendelkezd gének
Affymetrix ,,Fold Gén

A y9a e 1 4 Leiras Ref.Seq azonosit

azonosito change” szimb6lum

206177 _s_at 0,0169 ARG1 arginase, liver NM_000045
206642 _at 0,0163 DSG1 desmoglein 1 NM_001942
213369 _at 0,016 PCDH21 protocadherin 21 NM_033100
207720_at 0,0159 LOR Loricrin NM_000427
206276_at 0,0157 LY6D lymphocyte antigen 6 complex NM_003695
203638_s_at 0,0152 FGFR2 fibroblast growth factor receptor 2~ NM_000141
219936_s_at 0,0151 GPR87 G protein-coupled receptor 87 NM_023915
235272 _at 0,015 SBSN Suprabasin NM_198538
220620_at 0,0145 CRCT1 cysteine-rich C-terminal 1 NM_019060
206595_at 0,014 CST6 cystatin E/M NM_001323
206884 _s_at 0,0138 SCEL Sciellin NM_003843
207324 _s_at 0,0137 DSC1 desmocollin 1 NM_004948
203453 _at 0,0136 SCNNI1A sodium channel NM_001038
224329_s_at 0,0131 CNFN Cornifelin NM_032488
207908 _at 0,013 KRT2 keratin 2 NM_000423
204734 _at 0,0129 KRT15 keratin 15 NM_002275
219995_s_at 0,0127  ZNF750 zinc finger protein 750 NM_024702
206421 _s_at 0,0124 SERPINB7 serpin peptidase inhibitor, clade B NM_001040147
214599 _at 0,0122 IVL Involucrin NM_005547
220414 _at 0,0112  CALMLS5  calmodulin-like 5 NM_017422
206193 _s_at 0,0075 CDSN Corneodesmosin NM_001264

*A mintacsoportok kozott kimutatott génexpreszids véltozds.

Melanomak klinikopatologiai paramétereivel osszefiiggé génexpresszios valtozasok

Tovabbi elemzéseinkhez a primer tumorokat klinikopatoldgiai tulajdonsdgaik alapjan
csoportokra osztottuk. Az egyes csoportokon beliill az tn. ,,Volcano plot” elemzést
alkalmaztuk, amely lehetOséget ad egy Iépésben a minimum kétszeres expresszios
kiilonbséget mutaté gének kimutatdsara igy, hogy kozben jeloli a szignifikdns mértékben
eltérd expresszidju géneket is (p<0,05, ,,.Benjamini and Hochberg false discovery rate”). A
statisztikai analiziseknél az egyes gének csoportokon beliili 4tlagintenzitdsi értékével
dolgoztunk. Elemeztiik a daganatok kor, nem, Breslow vastagsidg és Clark szint kategdridk

szerinti megoszldsdval, valamint a felszini kifekélyesedéssel (ulcericid) és metasztazis
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képzéssel Osszefiiggd génexpresszids valtozdsokat. Az egyes klinikopatoldgiai csoportok
kozott szignifikdnsan eltérd expresszidju géneket csak a metasztzis képzés és a daganatok
felszinének kifekélyesedése alapjan képzett csoportokndl tudtunk kimutatni. A két listdban
szerepld gének 90%-ban megegyeztek egymadssal. Ennek magyardzata, hogy a microarray
vizsgélatokban tanulméanyozott 37 primer melanoma minta koziil a 2 éves kovetési id6 alatt 7
metasztzist képzett 16zi6 egyben ulcerdlt felszinnel is rendelkezett. Igy a tovabbiakban az
elemzéseinket az ulceracioval Osszefiiggd génexpresszids valtozasokra fokuszaltuk.

A daganatok kifekélyesedése rossz prognézissal tarsul, jelenléte nyirokcsomé attétek
kialakuldsanak valészinliségét noveli. A prognosztikus faktor fontossagat tiikkrozi a 2002-es
TNM- beosztisba valo bekeriilése is. A daganatok felszinének kifekélyesedéséhez tarsuld
szignifikdns mértékli génexpresszids valtozdst 1095 génnél mutattunk ki ,,Volcano plot”

elemzéssel (3. abra).

3. Abra ,,Volcano plot” elemzés: felszini kifekélyesedés alapjdn csoportositott daganatok
kozott szignifikdns mértékben eltérd gének azonositdsa. A vizszintes zold vonal a p=0,05
értéket, a fiiggoleges zold vonal a 2x génexpresszios szint vdltozdst jeloli. A kiilonbozo szinii
pontok a géneket reprezentdljdk, pirossal vannak jelolve a min. kétszeres expresszios
kiilonbséget mutato szignifikdns mértékben eltérd gének.

Meglepd, hogy a rosszabb progndzisi ulcerdlt mintdkban a gének nagyrészének
alulmiikodését figyeltilk meg, ugyanakkor a gének megnovekedett expresszidja jellemezte a
jobb prognézisii mintdkat. A jobb attekinthetdség érdekében az 1095 transzkript mintankénti
expresszids mintdzatat hierarchikus klaszter analizissel vizsgéltuk. A génlista valamint a
daganatok klaszter analizisével a hasonl6 expresszids profillal rendelkez6d géneket és mintdkat
csoportokba rendeztiikk, az egyes mintdk expresszids mintdzatdnak hasonldsdgi fokat
dendogrammon 4brdzolva. Az 4-es dbra szemlélteti a primer melanomék és az 1095 gén
klaszter analizisének végeredményét. A primer 1€zidk a génexpresszids mintdzat hasonldsiga

alapjan két nagy klaszterbe csoportosultak. A bal oldali klaszterbe tartoz6 20 minta koziil 16

kifekélyesedo felszinii, a jobb oldali klaszterbe 14 nem ulceralt felszini és 3 ulceralt felszint
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minta tartozott. Mindkét klaszteren beliil megfigyelhetiink egy-egy kisebb, szorosabb
kapcsolatban 1év0 minta csoportot (az dbrdn lila kapcsos zdrdjellel jelolve). A két kisebb
csoport minta Osszetétele megegyezik a mar kordbban a teljes génlistin elvégzett PCA
analizissel azonositott csoportok oOsszetételével (2. dbra). A klaszterek kozotti eltérd
expresszidju gének (2846) és az ulcerdcidval kapcsolatos expresszids valtozast mutaté 1095
génbdl 1056 gén atfedett egymassal. Rosszabb prognézisi mintdkban az 1095 génbdl 1021-et
a génexpresszid csokkenése jellemezte, mig ugyanezen gének megemelkedett génexpresszios

szintjét figyeltilk meg a jobb prognézisii mintakban.

1-es csoport 2-es csoport

4. Abra Primer melanoma mintdk
hierarchikus klaszter analizise, az
ulcerdcioval dsszefiiggd expresszios vdltozdst
mutato 1095 gént tartalmazo listdn. Piros
szinnel a megemelkedett, kék szinnel a
csokkent, sdrgdval a normdl génexpresszios
szint van dbrdzolva. A fenti dendogramm
mutatja a mintdk hasonldsdgi fokdt. A
dendogrammon az ulcerdlt felszinii mintdkat
kék, mig a nem ulcerdlt felszinii mintdk sdrga
fiiggdleges vonal jelzi. A lila kapcsos
zdrojelek a nagy klasztereken beliili
szorosabb kapcsolatban 1évé minta csoportot
mutatidk.

B
E

Melanoma metasztdzisok génexpresszios mintdzata

Hat melanoma metasztazis génexpresszios mintizatit elemeztilk microarray technikdval. T-
teszttel vizsgéltuk a primer melanomdk és a metasztazisok kozotti génexpresszids
kiilonbségeket. Nem taldltunk szignifikdns eltérést a metasztazisokban a primer 1ézidkhoz
képest. Ez azzal magyardzhat6, hogy mind a primer tumorokndl mind a metasztizis
melanomdkndl az egyes 1ézidk expresszids mintizata eltér egymadstol, nem egységes. Mivel a
program a statisztikai elemzéseknél a gének csoporton beliili 4dtlagintenzitdsdval szamol, igy a
konkrét kiilonbségek nem keriilnek felszinre, ezért a metasztdzisokat klaszter elemzéssel

hasonlitottuk a primer melanomdkhoz az ulcerdciéval osszefiiggd génlista alapjan (1095 gén).
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Megfigyeltilk, hogy a metasztazisok (dendogrammon lila szinnel jeldlve) koziil négy
génexpresszids mintdzata szoros kapcsolatban 4ll a rossz progndzisi primer melanomak
mintdzatdval, mind a négy nyirokcsomd metasztizis. A négy metasztizisban, a primer
1ézidkhoz hasonldan, a vizsgélt gének nagyrésze csokkent expresszids szinttel rendelkezett (5.
abra). A tovabbi két, kutdn metasztazis expresszios profilja a jobb progndézisi melnomak
expresszids mintdzatdval mutat hasonlésagot.

A 6. édbra alapjan elmondhatjuk a rossz prognézissal jellemezhetd primer melanomak

génexpresszids mintidzata hasonlé a nyirokcsomé metasztazisok génexpresszios profiljahoz.

5. Abra Primer melanoma és
melanoma metasztdzis mintdk
klaszter diagrammja az
ulcerdcioval osszefiiggo 1095 gén
lista szerint. A dendogrammon kék
fiiggdleges vonal az ulcerdlt, sdrga
a nem ulcerdlt, lila a metasztdazis
melanoma mintdkat jelzi.

A fenti analizisekkel kapott génlistakon kiviil az 1095 gén intenzitasértékeinek atlaga alapjan
meghataroztuk a két klaszterben a legmagasabb fluoreszcencia intenzitasi értékkel rendelkezo
(10-10) géneket is (8-9. tablazat).

A rosszabb progndzisi csoportba tartozd mintdkban, hasonléan a PCA analizis
eredményéhez, a legmagasabb intenzitdsi értéket az osteopontin (OPN) génnél figyeltiink
meg. Megnovekedett expresszids szintet detektdltunk tovdbba a melanoma antigén 6, az
interleukin 8 és CXCLS5 géneknél, expresszids értékeinek ndvekedését melanomdban szamos
irodalmi adat is aldtimasztja. A jobb prognézisi melanomdkban a legnagyobb intenzitdsi

értéket a defensin beta, a keratin 16 és az IL1F7 géneknél mutattunk ki.
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8. Tablazat
A rossz prognozisi melanomdkban a legmagasabb fluoreszcencia intenzitdssal rendelkezd

gének
Affymet/rl’x . Atla}gf)s. l? g Gén szimbo6lum Leiras
azonosito intenzitasi érték
204475_at 4,444 CLG matrix metallopeptidase 1
212092 _at 4,811 PEG10 paternally expressed 10
203561_at 5,185 CD32 Fc fragment of IgG
223723 _at 6,217 MTF1 antigen p97 (melanoma associated)
232010_at 6,802 KIAA1263;  follistatin-like 5
214612_x_at 6,971 MAGE®6 melanoma antigen family A, 6
202859_x_at 8,883 18 interleukin 8
209504 _s_at 9,109 KPL1 pleckstrin homology domain
214974 _x_at 10,82 CXCL5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5
209875_s_at 11,82 OPN secreted phosphoprotein 1

9. Tdbldazat
A jobb prognozisu melanomdkban a legmagasabb fluoreszcencia intenzitdssal rendelkezd

gének
Affymetrix Normalizalt atlagos log Gén
azonosito intenzitasi érték szimbolum Leiras
209772_s_at 4,291 (1,497 to 8,303) CD24 CD24 molecule
229103_at 4,303 (0,549 to 11,79) WNT3 wingless-type MMTV member 3
232170_at 4,384 (0,347 to 41,8) NICE-2 S100 calcium binding protein A7A
209905_at 4,448 (1 to 10,52) HOX1 homeobox A9
211906_s_at 4,604 (0,938 to 14,4) PI11 serpin peptidase inhibitor
239430_at 4,622 (1 to 27,54) IGFL1 IGF-like family member 1
221470_s_at 4,631 (0,264 to 12,21) IL1F7 interleukin 1 family, member 7 (zeta)
227736_at 5,003 (0,787 to 37,37) UNQI1833 chromosome 10 open reading frame
209800_at 5,981 (0,645 to 15,47) KRT16 keratin 16
207356_at 9,004 (0,313 to 165,9) DEFB4 defensin, beta 4

A gének funkciondlis analizise

Tovabbi elemzéseinkben vizsgiltuk a melanoma mintdk felszini kifekélyesedésével
Osszefliggd szignifikdns mértékli expresszids eltérést mutaté gének (1095) sejt életében
betoltott szerepét az interneten hozzaférhetd ,Ingenuity Pathway Analysis 5.01 (IPA) és
Database for Annotation Visualization and Integrated Discovery (DAVID)” programokkal. A
programok lehetdséget adnak a kiilonbdzd jeldtviteli utvonalak érintettségének vizsgélatdra,
kiilonbozo funkcidkban szerepet jatszo komplex molekularis halézatok azonositaséra.

Az analizis els6 1épéseként az agressziv viselkedésii melanomikban megemelkedett
expresszids szinttel rendelkezd gének jelatviteli ttvonalakban betoltott szerepét vizsgaltuk
DAVID programot haszndlva. A mddszer nagy elénye, hogy az Osszes jelenleg hasznalt
stzignalizdcids utvonalat tartalmazé adatbédzisban keresi a gének funkcidjat. A fokozott
expressziot mutatd 74 génbd6l a DAVID program a gének Affymetrix kédja alapjan 67 gént
azonositott, melybdl 22 gén tartozik az ismert jeldtviteli ttvonalakhoz (KEGG), az adatokat a
10-es tablazatban foglaltuk Ossze. Az analizalt gének tobbsége kiilonbdzd receptor medidlt

jelatviteli folyamatokban jatszik szerepet pl: JAK-STAT, TGF-béta és a Toll-like receptorok
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altal szabdlyozott molekuldris hdl6zatokban. A citokin dtvonalhoz a listdbol tobb gén is

tartozik: CCL3L3, CCR1, EPOR.

10. Tdblazat

Az agressziv viselkedésii melanomdban megemelkedett expresszios szinttel rendelkezé gének
Junkciondlis azonositdsa

Affymetrix azonosité

Gén név

KEGG szignalizaciés atvonal

205099_s_at

216958_s_at
206129_s_at
1554638 _at, 203651_at
205119_s_at

201660_at,
201661_s_at

224341 _x_at

211429 _s_at

223679_at

202898 _at

221489_s_at

235238_at

205114 _s_at

204044 _at

215054 _at, 37986_at

1555772 _a_at

209875_s_at

201272 _at

202043 _s_at

222240_s_at

202954 _at

chemokine (c-c motif) receptor 1

isovaleryl coenzyme a dehydrogenase
arylsulfatase b
zinc finger, five domain containing 16

formyl peptide receptor 1

acyl-coa synthetase long-chain family
member 3

toll-like receptor 4

serpin peptidase inhibitor, clade a
(alpha-1 antiproteinase, antitrypsin),
member 1

catenin (cadherin-associated protein),
beta 1, 88kda

syndecan 3 (n-syndecan)
sprouty homolog 4 (drosophila)
she (src homology 2 domain containing)

family, member 4

chemokine (c-c motif) ligand 3
quinolinate phosphoribosyltransferase
erythropoietin receptor

cell division cycle 25a

secreted phosphoprotein 1 (osteopontin,
bone sialoprotein i, early t-lymphocyte
activation 1)

aldo-keto reductase family 1, member bl
(aldose reductase)

spermine synthase

myo-inositol 1-phosphate synthase al

ubiquitin-conjugating enzyme e2c

Citokin-citokin kolcsonhatas

Valin, Leucin, Isoleucin degradicié
Gliitkozaminoglikdn degradécio
TGF-beta szignalizdcids ttvonal

Neuroaktiv ligand-receptor kolcsonhatds

Zsirsav metabolizmus, adipocitokin
szignalizacids dtvonal

Toll-like receptor szignalizacids ttvonal
Komplement és Koagulaciés kaszkad

WNT szignalizacids ttvonal, Fokalis
adhézidé, Adherens junction, Tight
junction

ECM-receptor kolcsonhatds, Sejt
adhéziés molekula

JAK-STAT szignalizacids utvonal

Fokalis adhézids, Natural killer sejt
medialta citotoxicitas, Inzulin
szignalizacids dtvonal

Citokin-Citokin receptor kolcsonhatas,
TOLL-like receptor szignalizdcios
utvonal

Nikotinamid metabolizmus

Citokin-Citokin receptor kolcsonhatas,
JAK-STAT szignalizacids ttvonal,
Hematopoézis

Sejt ciklus

Sejt komunikdcid, Fokalis adhézid,
ECM-receptor kolcsonhatds
Frukt6z és mann6z metabolizmus,

Galakt6z metabolizmus, Piruvat
metabolizmus

Urea ciklus, Arginin and Prolin
metabolizmus, Béta-alanin
metabolizmus

Streptomycin bioszintézis, Inozitol
foszfat metabolizmus

Ubiquitin medidlt proteolizis
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11. Tabldzat
Csokkent expressziojii gének funkciondlis csoportositdsa

Bor- és szorfejlodési funkcio,
dermatolégiai betegségek

A2MLI1, ALOX12, ALOX12B,ALOXE3, B3GNTS5,
CARD14, CDSN, CITED4, CLCA2, DSC1, DSG,
DSG3, DSP, FLG, GNA15, IL1FS, IL1F9, ITGB4, JUP,
KLF3, KLKS5, KLK7, KRTS, KRT14, LGALS7, NFkB,
NUAK?2, PKP1, POU2F3, PPP1R13L, PTK6, STAP2,
VSNLI

Sejt-és szerv fejlodés, bor- és szorfejlodési
funkcio

ALDH, ALDH2, ALDH3A1, ALDH3A2, ALDH3B2,
CDH13, CDKNIA, CXADR, DST, EFNA4, EVPL,
FAT2, FOXNI1, FRZB, FZD10, HES1, ID1, IVL, JAGI,
JAG2, KRTI, LOR, P53AIP1, PIK3C2B, PPL, SDCBP2,
TP63, Wnt, WNT3, WNT4, WNT16, WNTSA

Daganat, sejt szignalizacio, fejlédési
rendellenességek

Akt, AKTIP, ANK3, BTC, CDCP1, CLDN1, FABPS,
FCERIA, Fgf, FGF11, Fgfr, FGFR2, FGFR3, FLNB, G
alphai, GJB2, GRB7, Ige, INADL, KRT10, MAF, MAFB,
MAGI1, NTRK2, OCLN, Pdgf, PLC gamma, PTPRF,
S100A7, SDCI1, SPINT2, ST14, TIAM1, TJP2, VAV3

Génexpresszio, dermatolégiai betegségek,
daganat

Apl, BAGI1, CD36, CIDEA, CRABP2, CST6, CTSL2,
DACH1, DUSP1, EPHA4, EPHA/B, EPHB3, EPHB6,
FOSL2, GJAL, HR, IL1, IL1F7, JINK1/2, Mapk,
MAPK13, MEI, N-cor, PLAGL1, Rar, RGS13, RORA,
Rxr, RXRA, SPRR1B, THBD, THRB, TPD52L1, VDR,
VitaminD3-VDR-RXR

Gyégyszer metabolizmus, lipid
metabolizmus, kis molekulak

AKRI1C2, COL7A1, DEGSI1, EDN1, EGFR, EGR3,
GDA, GPC1, LMO7, Mek, Mmp, MMP28, MYO6,
OMD, Pak, PAK6, PALLD, PAWR, PDGF BB, PDLIMI1,
PDLIM2, Pka, PLC, PLEKHA1, PTGER3, PTGS1,
PTPN3, SERPINB2, SH2D3A, SLC2A1, Tgf beta,
TPSABI1, ZFP36L1

Sejt fejlodés, sejt osztodas,
kardiovaszkularis rendszer fejlodés és
funkcio

ACVR2A, ASPN, ASS1, BLNK, BMP2, BTG2, CSDA,
Cyclin A, Cyclin E, DCN, DLXS5, E2f, FBXW7, Hdac,
HLA-DQB2, HOPX, ID3, KLF4, KLF5, KLF10,
LAMA3, LIMK2, MAP3K6, MAP3KS8, NFATC3, P38
MAPK, PPAP2C, Rapl, Ras, RASSF5, Rb, SMADI,
TOB1

Inflamatorikus betegségek

14-3-3, ARHGEF4, CA2, CA12, CA13, CA6, CALMLS,
CAMKID, Cbp/p300, CITED2, Cyclin B, DUSP14,
ETS2, GNAIL, GPSM2, HOXA9, HPGD, Hsp70, Hsp90,
Jnk, JUNB, LTB4R, NEB, NR3C2, PBX1, PIM1, REL,
SERPINB3, SFN, STAT, TACC2

Karbonhidrat metabolizmus, kis molekulak

ARG1, ARHGEFS, BCL11B, CEBPA, CYP2E],
CYP3AS, CYP4B1, CYP4X1, F2RL1, GATA3, Gsk3,
Histone h3, HMGCR, HSD11B1, IDE, IKK, Insulin,
KLKS8, LDL, NDRG2, NF-&kappa;B, Nfat, NOD2,
PGDS, Pkc(s), PRSS2, PRSS3 SMPDL3A, STAT5a/b,
TGM1, TNESF10, VAMPS, WWCl1

Sejt morfologia, sejt organizacio, sejt-sejt
kolcsonhatas

ABLIMI1, Actin, ATYPICAL PROTEIN KINASE C,
BDKRB?2, Cofilin, DAPP1, ENaC, EPSSL1, EPSSL2,
GPLD1, HOMER?2, Integrin, ITGA2, JUB, NDFIP2,
PARD3, PI3K, Pld, PP2A, PPP2R2C, PPP2R3A, PRSSS,
PVRL1, PVRL4, RHOD, SCNNIA, Sos, SSH3, TCR,
UTRN, VAV

Gyoégyszer metabolizmus, lipid
metabolizmus, kis molekulak

ACSBG1, AHNAK, ANXA2, Ca2+, CCR4, CLEC3B,
CYB5A, GPC1, HGS, HPCALL1, IL18, IL18RAP, IVL,
KRT10, LOR, MAL2, MYO5B, NMUR?2, PKC
ALPHA/BETA, PLG, PTGER3, PTGS2, SBSN,
SERPINB2, SERPINB12, SH3GLB2, SPINKS, TACRI,
TNFRSF25, TPD52, TRIM3, TRPM4
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A legmagasabb fluoreszcencia intenzitdsi értékkel rendelkezd osteopontin gén a fokalis
adhézi6, sejtkommunikdcié és extracelluldris mdtrix kolcsOnhatdsat  szabdlyozé
folyamatokban vesz részt. Az adherens kapcsolatokra az ostepontin génen kivill az shc,
syndecan 3 illetve a catenin is hatdst gyakorolnak.

Az 1021 alulmikodé gént funkcidjuk alapjan az IPA program 26 molekuléris hdldzatba
rendezett. A legtobb gént magdba foglalé elsé tiz csoportot, a 11-es tdbldzatban foglaltuk
Ossze. Az IPA adatbazisa az eddig ismert 0sszes gén-gén kolcsonhatast, a gének jelatviteli és
funkcionalis folyamatokban betoltott szerepét tartalmazza, €s ezen informdacidk alapjan alkot
csoportokat a génlistiban szerepld génekbdl. A kiilonb6zé funkcidk kialakitdsaban,
fenntartasdban szdmos jelatviteli folyamat egyiittesen muikodik kozre. A csoportokban
szerepld gének a bor- szOrfejlodésben, a sejtciklus, sejtosztddds, sejt-sejt interakcid, a
sejtmozgast szabdlyozd valamint a kardiovaszkularis rendszer fejlodésében szerepet jatszo

utvonalakhoz tartozik, tovabba kiilonb6zé metabolikus folyamatok résztvevai.
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6. Abra Bér- és szdrfejlédési funkcid; Sejt-és szervfejlédés, bor- és szérfejlédési funkcid
dermatologiai betegségek csoportba tartozo gének hdlozata. Zold szin a gének alulmiikodését,
a szin erossége a ,fold change” érték novekedését jeloli. A folytonos vonallal a direkt hatdst,

a szaggatott nyillal a gének indirekt interakciojdt dabrdzoltuk.
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A tablazatban szerepld els6 négy funkcidban (bOr- és szdrfejlodési funkcid; sejt-és
szervfejlodés, bor- és szorfejlodési funkcié dermatoldgiai betegségek; daganat, sejt
szignalizacid, fejlodési rendellenességek; génexpresszid, dermatoldgiai betegségek, daganat)
résztvevd gének kolcsonhatisat részletesen is tanulmédnyoztuk. A konnyebb attekinthetOség
érdekében a gének hdlozatat két dbran tiintettik fel. A 6-es dbran lathaté az els6 két
funkcioban résztvevd gének kapcsolata, a 7-as dbran a harmadik és negyedik csoportban 1év6
interakciok lathatéak. Az IPA analizissel kimutattuk, hogy a gének tobbsége elsdsorban a p53,
Nf-kB, WNT/ B-catenin kaszkadhoz kapcsolddik. A hdlézatban a CDKN2A, TP63, NFkB,
gének jatszanak kozponti szerepet. Az altalunk vizsgélt gének koziil a fent emlitettetekkel
kapcsolatban 1évé gének az ulcerdlt felszinii, rosszabb prognoézisi daganatokban csokkent
expresszids szinttel rendelkeznek, ugyanakkor megndvekedett expressziéjuk jellemzi a jobb
progndzisu daganatokat.
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7. Abra Daganat, sejt szignalizdcio, fejlodési rendellenességek; Génexpresszio, dermatologiai
betegségek, daganat betegségek csoportba tartozo gének hdlozata. Zold szin a gének
alulmiikodését, a szin erdssége a ,,fold change” érték novekedését jeloli. A folytonos vonallal
a direkt hatadst, a szaggatott nyillal a gének indirekt interakciojdt dabrdzoltuk.
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Daganat, sejt szignalizicié, fejlodési rendellenességek; génexpresszid, dermatoldgiai
betegségek, daganat betegségek csoportba tartozé gének az FGF, PPAR jelatviteli
utvonalakban, tovdbba az LXR/RXR és VDR/RXR aktiviciéban jitszanak szerepet, hatds
gyakorolva a MAP és AKT kinaz kaszkadokra.

Array CGH adatok és a génexpresszios vdltozdsok

Kivéancsiak voltunk, hogy a rosszabb prognézisi melanomdkban a gének nagy részénél
tapasztalt csokkent kifejez6dés tarsul-e az adott gének delécidjaval, illetve az emelkedett
génexpresszid milyen genom eltérésekkel asszocidlodik. Tizenegy primer és 2 melanoma
metasztazisnal tudtuk Osszehasonlitani az aCGH és génexpresszids adatokat. Bussey KJ és
munkatérsai’® dltal kifejlesztett, az interneten hozzaférhetd Matchminer programmal lehetdség
nyilt, hogy a két kiilonb6z6 array platformot sszehasonlitsuk, a kozos géneket azonositsuk.
A Matchminer program az 1095 génbdl 593 gén esetében ismert fel olyan forgalomban 1évo
BAC klont, melyek az Affymetrix array-en taldlhaté génspecifikus szakaszokat fedik le. Ezek
koziil, az altalunk hasznalt aCGH platform a 16 BAC klént tartalmaz (12. tdblazat).
A kordbban leirt gének kromoszémdlis lokalizdciéjat a 7-es dbrdn tiintettiik fel. A
megemelkedett expresszios szinttel rendelkezd gének koziil az altalunk haszndlt CGH array
csak a SULF-1 gént reprezentdlé6 RP11-120N14 BAC klént (8q13.2) tartalmazta. A SULF-1
génnél hdrom, a rossz progndzisi csoportba tartoz6 mintdban mutattunk ki a kiiszobérték
feletti (log,> 0,25) logy=0,3 értékeket (13-es tablazat, zolddel jelolve), azonban ez az érték
kicsi ahhoz, hogy a kromoszomadlis szakasz egyértelmii tobbletét jelentse. Mivel a CGH
sejtpopulaciok DNS-ében taldlhat6 atlag képiaszamrol nydjt informdciot, a 8q13.2 szakasz
eltéréseinek pontosabb vizsgilatdhoz FISH sziikséges.

A csokkent expresszidju gének tobbsége az egyes kromoszomén az 1p21-22.3, 1p36,
1921 1g36 régidkon, tovabba a 6p21, 6q21-6q23 valamint a 10q, 11q, 15922 szakaszokon
lokalizalédik.
A jobb attekinthetdség érdekében a 16 gén primer és metasztazis mintdkban kimutatott
expresszids mintdzatat a 8. abran tiintettiik fel. A bal oldali klaszterbe tartozé melanomakban
a SULF-1 kivételével a gének alulmiikodését, mig a jobb oldali klaszterbe tartozé
daganatokban a gének megnovekedett expresszidjat detektaltuk. A bal oldali klaszterbe
tartozd 1€zidk koziil nyilakkal jeloltiik meg azokat a mintdkat, melyekre array CGH adat éllt a

rendelkezésiinkre, a 16 gén CGH adatait a 13. tdbldzatban foglaltuk Ossze. A tdblazatban
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z0lddel vannak kiemelve a DNS tobbletet jelold (1og:>0,25) értékek, pirossal a logx<-0,25
DNS hidnyt jelz6 intenzitdsi adatok.

A szulfatdz-1 gén hdrom mintdban kimutatott log,=0,3 koriili értékei mellett, a 6-0s mintdban
az EGFR génnél figyeltiink meg a kiiszob érték feletti intenzitdsi értéket (log,=0,8), mely
EGFR extra kopidra hivja fel a figyelmet, de nem utal nagymértékii amplifikdciéra. A
daganatbdl késziilt lenyomat prepardtumon az EGFR eltérését egyedi sejtek szintjén is

vizsgéltuk FISH-el.
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7. Abra 1095 gén kromoszémdlis lokalizdcidja. A zold szin drnyalatai a kromoszéma sdvokat
jelzik. A rossz progndzisi mintacsoport dtlagintenzitds értékeinek megfelelden kékkel a
csokkent expresszioju, narancs-piros szinnel a megnovekedett expresszioji gének vannak
jelolve.

A szulfatdz-1 gén harom mintdban kimutatott log,=0,3 koriili értékei mellett, a 6-0s mintaban
az EGFR génnél figyeltiink meg a kiiszob érték feletti intenzitdsi értéket (log,=0,8), mely
EGFR extra kopidra hivja fel a figyelmet, de nem utal nagymértékii amplifikdcidra. A
daganatbol késziilt lenyomat preparatumon az EGFR eltérését egyedi sejtek szintjén is
vizsgiltuk FISH-el. A tumorsejtek 39%-dban kismértékii amplifikdciot, 2%-dban
nagymértékii amplifikdciét mutattunk ki a 7-es kromoszéma poliszémidjaval asszocidlédva. A
6-os mintdban kimutatott EGFR gén tobblete az expresszids szint ndvekedését vonta maga

utan (8. 4bra).
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12. Tdabldzat
Affymetrix és BAC alapii array CGH kozos gének

Affymetrix || o alizacio | %€M | BAC kiénok

azonosité szimbolum

218736_s_at | 1p21.2 PALMD _ |RP11-138K16
PALM 201983_s_at | 7p11.2 EGFR RP11-14K11
NEBL 201984 _s_at |7pi1.2 EGFR RP11-14K11
FGFR2 212353_at | 8q13.2 SULFT RP11-120N14

R 212354 _at | 8q13.2 SULFT RP11-120N14

NTKR2 208228 s_at | 10q26.1 FGFR2 RP11-7P17
— 221796 _at  [9q21.33 | NTRK2 RP11-20B20
LI 212848 s at [9gq22.32 | C9orf3 RP11-54015

203962 s at |10p12.31 | NEBL RP11-34I5
ISV 209602 s_at | 10p14 GATA3 RP11-197K17
— 209604_s_at | 10p14 GATA3 RP11-197K17

210461 s at [10g25.3 | ABLIM1 | RP11-3219
BBOX

200965_s_at |10925.3 | ABLIM1 _ |RP11-3219
ALDH3 219850_s_at | 11p13 EHF RP11-3E12
— 205363 at  |11p14.2 | BBOXi RP11-1L12

204942 s at [11q13.2 | ALDH3B2 |RP11-160L9
HAL

206643 at  |11g23.3 | HAL RP11-69E3
RORA 210479_s_at | 15g22.2 RORA RP11-18B17
KRTI5 210426 x_at |15922.2 | RORA RP11-18B17
LAMA 204734 at  [17921.2  |KRT15 RP11-29C11

203726_s_at | 18g11.2 LAMAS3 RP11-59E12

SULF1

8. Abra 16 gén expressziés mintdzata primer és
metasztatikus melanomdkon. A dendogrammon 1évd nyilak
és a szamok a 13-as tdbldzatban szereplo mintdkat jelolik.

13. Tabldzat
A rossz prognozisu mintdk CGH adatai. Zolddel a DNS tobbletet, piros szinnel a DNS hidnyt
jelzo log, intenzitdsi értékek vannak jelolve.

1 2(meta) 3 (meta) 4 5 6 7

Gének BAC klénok aCGH aCGH _ aCGH aCGH aCGH aCGH  aCGH
PALMD  RPI1-138K16 -0,0189  0,12151  -0,04281  0,03468 nd -0,09032 0,01041
EGFR RP11-14K11 0,05310  -0,0485  -0,13044  0,03075 0,0084 (838463 -0,1371
SULF1  RPI11-120N14 -0,0513 039204 -3,00E-06 0,08885 -0,0722 0,359636 0127079
FGFR2  RP11-7P17 0,10462  -0,0983  -0,00128 -0,03499 -0,0535 -0,08305 -0,0703
NTRK2  RP11-20B20 0,0468 037256  -0,04627 -0,08593 -0,2240 -0,01889 0,01846
CYorf3 RP11-54015 0,0950 -0,0015  -0,04562 -0,03274 -0,2174 -0,03941 -0,0917
NEBL RP11-3415 -0,0918  0,03703  -0,03545 -0,10658 -0,1085 -0,08338  0,0310
GATA3  RP11-197K17 0,05507 -0,0092  -0,0208c [BEEGE 0.0087 -0,10842 -0,0618
ABLIM1  RP11-3219 0,04848 0,12280  -0,05952 -0,07279 -0,0195 -0,10844  0,0288
EHF RP11-3E12 -0,0749  -0,1073  0,00209  0,11481  0,0290 -0,07648  0,0097
BBOX1  RPI11-1L12 0,00807 0,07016  -0,08489 -0,09927 -0,0066 -0,07368  0,0081
ALDH3B2 RP11-160L9 0,17489 0,08810  0,00588 -0,20791 -0,0502 -0,09967  0,0655
HAL RP11-69E3 -0,0085  -0,0096 031143 -0,1091 -0,0167 -0,02267  0,2580
RORA RP11-18B17 -0,0342  0,05428  -0,06373 [EBEEEE -0.0472 0393917

KRTI5S  RP11-29C11 0,15355  0,1098  0,01611  0,16611 -0,0301 -0,15824  0,3902
LAMA3  RPI11-59E12 0,02813  -0,1698  -0,04633  0,01862 0,07191 [OOSR 0,0186
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Hérom mintdban detektdltunk logy<-0,25 intenzitasi értéket. Az irodalomban a heterozigéta
delécionak megfeleld log,=-0,5 értéket a 6-os mintdban a LAMA3 gént kodold 18q11.2 és a
7-es mintdban a 15g22.2 (RORA) szakaszokon figyeltiink meg.

A tobbi mintdban nem tudtunk kimutatni a vizsgélt szakaszokon DNS hidnyt, a gének
expresszid csokkenésének hatterében valdszini nem a kromoszomalis szakasz vesztése all.

A génképiaszdm valtozds génexpresszidra gyakorolt hatdsit szemlélteti a 9-es dbra. Egy
noduldris melanomaban a 11-es kromoszéman kimutatott, a 11q szakaszt érintd
génamplifikacié az itt lokalizal6dé gének megnovekedett expresszidjat eredményezte.

A llqtert érintd delécid, a gének expresszidjanak csokkenését vonta maga utdn, a normal

koépiaszamu daganatok expresszids szintjéhez képest.

Az amplifikdlt région lokalizdlodo gének
megnovekedett expresszios szintje

Affymetrix
microarray

aCGH °

0OQ
O—

9. Abra Egy noduldris primer 1ézié 11-es kromoszoma Affymetrix és aCGH eredményei. Az
aCGH profil a 11q tobbletét és a 1lqgter deléciojdt dbrdzolja. A kromoszomadlis szakaszokon a
narancs szinnel vannak jelolve megnivekedett expresszioji gének, a kékszin a csokkent
expressziora utal.

Tagman Low Density Array (TLDA) analizis
A microarray eredményeinket 35 primer melanoma mintdn qPCR alapi Tagman Low Density
Array alkalmazdsaval ellendriztiik. Kisérleteink sordn a microarray analiziseink adataibol

kivalasztott 65 gén, tovdbbd 29 az irodalomban mdr leirt, a melanoma progresszidval
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Osszefiiggésbe hozhatd gént tartalmazé TLDA-n végeztiik el, kontrollként glicerinaldehid-3-

foszfat-dehidrogendz (GAPDH) és B-actin géneket alkalmaztunk. A qPCR reakcié 7 gén

esetében konzekvensen egyik mintdban sem volt sikeres. A qPCR eredmények j6 korrelaciot

mutatnak a microarray adatokkal. QPCR-al 47 génnél figyeltiink meg az ulceracidval

Osszefiiggd minimum kétszeres expresszids viltozdst, ez a valtozds 25 génnél volt

szignifikdns mértéki (14. tablazat).

14. Tdbldzat

QPCR-al kimutatott a melanoma ulcerdcioval dsszefiiggd génexpresszios vdltozdsok

Gén szimb6lum  "Fold change'® Gén szimbélum '"Fold change'®
1L8 119,2 EGFR 0,196
CDC25A 7,07 EPSS8L2 0,178
AKAPI12 6,805 SDCl1 0,167
GPRC5B 4,618 CCLS8 0,157
STC1 4,086 ITGB4 0,153
CTNNB1 2,878 ICAMI1 0,137
MMP1 2,801 FGFR3 0,128
WNT2 2,647 MMP16 0,124
MYEF2 2,627 EFNA2 0,12
CXCL2 2,46 ARHGEF4 0,117
TP73L 2,204 PERP 0,0933
JUP 2,201 RAB25 0,0825
CCL3L3 2,166 FPR1 0,0811
CD207 0,492 CCRI1 0,0761
CNNC 0,46 KLKS5 0,068
RHOJ 0,418 CASP14 0,0646
FOS 0,411 CXADR 0,0627
MYC 0,411 KLKI11 0,0586
TGFB1 0,39 KLF4 0,0532
ARHGAPS 0,346 NCAM1 0,0474
CXCLI11 0,314 FGFR2 0,0455
TBX2 0,293 CTSL2 0,0448
LPHN2 0,254 CST6 0,0176
CDH2 0,253

*A mintacsoportok kozott kimutatott génexpreszids véltozds

A két melanoma csoport kozott legnagyobb expresszids szintbeli valtozast az interleukin 8

gén esetében figyeltiink meg (119-szoros).
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EGFR és 7-es kromoszoma eltéréseinek vizsgalata primer malignus

melanomakban

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

Kisérleteink madsik szakaszdban célunk volt a kordbbi vizsgélataink sordn CGH-val

kimutatott 7p12 tobblet sejtszinti eltéréseinek vizsgalata, a 7pl2-es lokuszon lokalizal6do
EGFR génamplifikdci6 mértékének karakterizdldsa primer melanomédkban, valamint a
génamplifikacid és daganatprogresszid kozotti kapcsolat elemzése. Tanulmanyoztuk az EGFR
gén, valamint a 7-es kromoszoma szdmbeli eltéréseit, azok kapcsolatit a sporadikus
melanomdk klinikai és hisztopatoldgiai paramétereivel. Kisérleteinkhez friss és fagyasztott
tumorokbol készitett lenyomat preparatumokat hasznaltunk. A mintdk a Debreceni Egyetem
Boérgyogyaszati Klinikdjardl szarmaztak, szovettani diagndzist kovetden. Nyolcvanegy primer
melanoma minta interfazisos FISH analizisét végeztiik el (44 férfi €s 37 nd), 61 tumorndl a
kovetési id6 tobb mint 5 év volt. A tumorok klinikopatoldgia tulajdonsigait az 1-es
tablazatban foglaltuk ©Ossze. FISH kisérleteinkben fluoreszcens dUTP-vel moédositott 7-es
centroméra- és EGFR génspecifikus DNS probdkat parhuzamosan hibridizaltuk. Az EGFR
gén eltéréseit az Anyagok és Mddszerek részben ismertetett kategdridkba csoportositottuk.
A tumorok ploiditdsanak meghatarozasahoz a 7-es kromoszoman kiviil 1-es, 3-as, 6-0s, 8-as,
9-es, €s 10-es kromoszémdk szdmbeli eltérését is vizsgdltuk centroméra specifikus probak
alkalmazdsdval. Minden tumorndl legaldbb hirom kiilonb6z8 kromoszémdanal detektdltunk
szambeli eltérést, mely magdba foglalta a 9-es és 10-es kromoszémadk delécigjat, valamint a 6-
os és 8-as poliszomidjat. A 7-es kromoszéma aneuszomidjat a 1€zidk 70%-aban mutattuk ki
(15. tablazat).

15. Tabldzat
7-es kromoszoma és az EGFR gén szambeli eltéréseinek kapcsolata

EGFR gén képiaszam eltérései

Amplifikacids statusz

7-es . Normal Delécio Latszolagos  Kismértékli  Nagymértékil
kromoszoma " (%) n (%) n (%) n (%) n (%) N (%)
Monosz6mia 33,7 0(0) 3 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Diszémia 24 (29,6) 17 (71) 1(6) 0 (0) 6 (33) 0 (0)
Poliszémia 54 (66,7) 0 (0) 3(6) 12 (22) 33 (61) 6(11)

*kategéridkba tartozé primer melanomak szdma
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Az EGFR gén szambeli eltérését 64 (79%) 1ézidban figyeltiik meg. Az EGFR gén index 1,0 és
8,9 kozott véltozott. A primer melanomdk tobbségére a gén kismértékii amplifikdcidja volt
jellemz6. Tizenhdrom melanomdban detektdltunk nagymértékii amplifikdciot, de ez az
elvaltozads csak hat tumorndl érintette a sejtek tobb mint 10%-at (15. tdblazat). Az EGFR
tobblete a 7-es kromoszdma poliszomidjaval tarsult (p<0,0001). A gén amplifikacidja mellett
harom mintdban a gén delécidjat is kimutattuk, mely a 7-es kromoszoma monoszémidjaval
asszocidlodott.

Az EGFR gén FISH-el kimutatott jellegzetes kopiaszam eltéréseit a 10-es dbran fogaltuk

0ssze.

10. Abra
Primer melanoma sejtek interfdzisos FISH analizise EGFR gén (piros szigndl) és 7-es
kromoszoma specifikus (z0ld szigndl) probdval, a sejtmagok DAPI-val jeloltek (kék)
A.) EGFR delécio, B.) ldtszolagos amplifikdcio, c.) klaszteres amplifikdcio,
d.) , scattered” gén amplifikdcio

EGFR mRNS expresszio, EGFR fehérje expresszio és EGFR gén kopiaszdm eltérés
kapcsolata

Tizenhat FISH-el analizdlt melanoma mintandl az EGFR génképiaszam eltéréseket
génexpresszids adatokkal is Ossze tudtuk hasonlitani. Az EGFR mRNS mennyiségi
meghatdrozdsdhoz az Affymetrix array-en 1évé 201984_s_at proba log, transzformdlt
expresszids értékeit haszndltuk. Az array-en kapott génexpresszids eredményeket qPCR-al
erOsitettiik meg. Az expresszid és a génkoOpiaszdm eltéréseire vonatkozd adatokat a 16.

tablazatban foglaltuk ossze.
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Hét 1ézidban nem taldltunk EGFR képiaszdm eltérést, ezen mintdk expresszids értékeinek
atlagat valasztottuk viszonyitasi értéknek (0,61; tartomany: 0,51 — 0,73). A tovdbbi mintdk
koziil 5-6t kismértékti amplifikdcid, 3-at ldatszolagos amplifikdcid, és 1-et nagymértékii
amplifikicié jellemzett. Ezen mintdkbdl o6t 1ézidban tobb mint kétszeres mRNS szintet
mutattunk ki a 7 nem amplifikdlt mintdhoz viszonyitva. Az egyik laszélagos amplifikaciot
hordozé mintdban (7-es minta) tobb mint 6tszoros mRNS szintet figyeltiink meg, ugyanakkor
a léziot a receptor fehérje gyenge kifejezddése jellemezte. A 9-es mintdban kismértéki
amplifikacidt és kozepes fehérje expressziot detektaltunk.

16. Tdbldzat
EGFR gén kopiaszam eltérés, mRNS- és fehérje expresszio kapcsolata
EGFR

Melanoma . Immunhisztokémiai EGFR . képiaszam Atlzigos
. mRNS ey amplifikacios oz . gén
mintak kategéridk ., eltérést mutatd LS

statusz . képiaszam
sejtek %-a
1 1,17 0 nagymértékii 95 8,0
2 4,83 + kismértéki 98 5,9
3 3,44 + kismértéki 92 4.9
4 3,12 0 kismértékii 92 5,4
5 1,58 ++ kismértéki 97 7,4
6 0,51 0 kismértékii 50 2,6
7 5,05 + latszolagos 64 33
8 3,60 ++ latszélagos 24 2.4
9 0,77 ++ latszélagos 31 2.4

* EGFR specifikus Affymetrix 201984 _s_at proba expressziGs szintjének véltozasa (,.fold-change” értékek)
melanoma mintdkban a 7 EGFR eltérést nem hordozé 1€zi6 dtlag expresszids értékéhez viszonyitva (0,61).

Az immunhisztolégiai vizsgilatokra a FISH eredmények alapjan latszélagos-, kismértékii és
nagymértékii amplifikdciét hordoz6, valamint normél kopiaszamu és EGFR delécidval
jellemezhetd mintdkat vélasztottunk ki. Az EGFR fehérje kimutatisira a fehérje
extracelluldris részére specifikus direkt jelzett antitestet alkalmaztunk. Annak érdekében,
hogy a mintdkban a melanoma sejteket elkiilonitsiik a borben taldlhat6 egyéb sejtektél CD63
melanoma antigénre specifikus monoklondlis antitestet haszndltunk. A kontroll mintaként
hasznélt normdl bérben az epidermisz réteg keratinocitdinak erdteljes EGFR expresszidjit,
ugyanakkor a CD63 festddés teljes hidnyéat figyeltiik meg. Ezzel szemben a tumor mintdkban
a melanoma sejteket erdteljes membran és citoplazmatikus CD63 kotddés jellemezte. A
1éziokban az EGFR fehérje gyenge vagy expresszidjanak teljes hidnya volt megfigyelhetd

fiiggetleniil a mintdkban detektidlt EGFR koépiaszamtdl és az mRNS expresszidjdnak
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mértékétdl. Kismértékii amplifikdciot hordoz6 melanomédkban gyenge illetve kozepes mérték
fehérje expressziot figyeltiink meg. A szdmbeli eltérést nem tartalmaz6 melanomakban EGFR
fehérjét nem tudtunk kimutatni. Nagymértékli amplifikdcié nem tarsult fehérje expresszidval

(11-es abra).

11. Abra
EGFR amplifikdcio és CD63 és EGFR expresszio ugyanabbdol a betegbdl szdrmazo
interfdzisos sejten (A) és szoveti metszeten(B)

A.) Az EGFR gén nagymértékii amplifikdacioja; EGFR gén (piros fluoreszcencia), 7-es
kromoszoma (zold fluoreszcencia), sejtmag DAPI-val jelolt (kék fluoreszcencia) B.) az
epidermisz sejtekben erdteljes EGFR expresszio ldthato (z0ld), a melanoma sejteket CD63
pozitivitds (piros) és az EGFR fehérje kifejezodésének hidnya jellemezte.

Tekintettel arra, hogy szdmos szolid daganatban gyakori eltérés az EGFR gén amplifikicidja
mellett a gén 19-es exonjanak muticidja, mely a receptor fehérje intracellularis tirozinkinaz
egységének folyamatos aktivacidjahoz vezet fiiggetleniil az extracelluldris rész ligand altali
stimulacigjatol, huszonhét melanoma mintdndl megvizsgaltuk a 19-es exon muticidjanak
jelenlétét is olvaddspont analizissel. A mutéicié jelenlétét az adott szakaszon egyetlen

melanoma mintanal sem tudtunk kimutatni.

Klinikopatolégiai paraméterek és az EGFR gén kopiaszam eltérései kozotti kapcsolat
vizsgalata

Betegek kora és neme: A melanomds betegek tobbsége az 50 évnél iddsebb korosztilyhoz
tartozott. Ezekbdl a betegekbdl eltavolitott daganatokban gyakrabban mutattunk ki EGFR gén
tobbletet, de ez az eltérés nem volt szignifikdns az 50 évnél fiatalabb betegekbdl szarmazo
melanomdkhoz képest. A férfiak €s ndék melanoma mintdi kozott az EGFR atlagos

képiaszama kozel azonosnak adddott, bar kismértékii amplifikaciot és deléciét nagyobb
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szdzalékban detektdltunk a férfi betegekbdl eltdvolitott melanomédkban (p = 0,05, 17-18.
tablazat).

Hisztologiai altipus: Az EGFR gén szambeli eltérései kozel azonos mértékben fordultak eld
az SSM és NM tumorokban. A gén nagymértékii amplifikdcidjat 5 noduldris tumorndl
mutattuk ki, ugyanakkor ezt az elvaltozast csak egy SSM 1€zional figyeltilk meg. Az atlagos
génkdpiaszdm szignifikdnsan magasabb volt a rosszabb prognézisi NM melanomdkndl (17.
tablazat, p = 0,023).

17. Tdbldzat
A sejtenkénti dtlagos EGFR kopiaszdm és a melanomdk klinikopatologia
tulajdonsdgai kozotti kapesolat

Klinikai paraméterek Analizalt tumorok Eci;fifen +SD* P érték*
NMP 39 3,85 1,92 0,023
SSM° 42 3,01 1,29

Férfi 43 3,54 1,76 0,458
N6 38 3,27 1,57

Fiatalabb 50 évnél 23 2,97 1,26 0,170
50 éves vagy idésebb 58 3,42 1,57

Breslow vastagsdg < 4 mm 37 2,74 0,87 <0,0001
Breslow vastagsdg > 4 mm 44 3,98 1,95

Nem ulcerélt 40 2,82 1,01 <0,0001
Ulcerilt 41 3,98 1,97

Nem metasztatizal 20 2,79 0,93 0,038
Metasztazis képzés 41 3,50 1,64

To6bb mint 5 éves tulélés 28 2,99 1,69 0,151
Exitus 5 éven beliil 33 3,51 1,46

38D, széréas; °NM, noduldris melanoma; °SSM, superficial spreading mealanoma
“Mann-Whitney-Wilcoxon teszt

Daganat vastagsdg: A daganat vastagsdg és az EGFR alterdcié kozotti Osszefiiggést
vizsgélva, az atlagos EGFR koépia szignifikdnsan magasabb értékiinek adddott a 4,01 mm-nél
vastagabb tumorokban a vékonyabb tumorokhoz képest (p < 0,0001, 17.tdbldzat). A gén
latszélagos és kismértékti amplifikacidjat az Osszes vastagsagi kategdridba tartozé daganatnal
kimutattuk, de az EGFR nagymértékii amplifikiciéja csak a >4,01 mm-nél vastagabb
melanomdkra volt jellemz6 (p =0,05, 18. tablazat).

Metasztdzis képzés és tilélés: Az EGFR koépiaszdm index az 5 éven beliil metasztazist képzd
daganatokban szignifikdnsan magasabbnak adddott a nem metasztatizalé tumorokéhoz képest
(17. tablazat, p=0,038). Nagymértékii amplifikdciét csak az attétet képz6 melanomakban
mutattunk ki. Ugyanakkor a gén tobblet mellett 4 metasztatizal6 1ézioban az EGFR gén 7-es
kromoszéméahoz viszonyitott vesztését is megfigyeltik. A kifekélyesedd felszinli
daganatokban szintén szignifikdnsan magasabb EGFR génindex volt jellemz6 (p<0,0001). Az
EGFR extraképia rovidebb tdléléssel is tarsult. Osszességében, adataink alapjan

elmondhatjuk, hogy az EGFR gén tobblete, a magasabb EGFR génidex primer
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melanomdkban rossz prognézissal tarsul.

18. Tabldzat
EGFR kopiaszdm eltérés és a malignus melanoma klinikai paraméterei kozotti osszefiiggés

. Py g Kis- Nagy-
Mintaszdm (db) I\Lozgj‘l ael(fg;" Latflz("%f‘)gos mértékti mértéki P
n (%) n (%)
Tumor tipus 0,4

NM 39 7 (18) 4 (10) 4 (10) 19 (49) 5(13)

SSM 42 10 (24) 3(7) 8 (19) 20 (48) 12
Nem 0,05

Férfi 44 5(11) 6 (14) 5(11) 25 (57) 3(7)

N6 37 12 (32) 1(3) 7 (19) 14 (38) 3(8)

Eletkor (évek) 0,1

20-50 22 5Q3) 4 (18) 14) 9 (41) 3(14)

>51 59 12 (20) 3(5) 11 (19) 30 (51) 3(5)

Clark invazié 0.4

I, 11, 11T 27 9 (33) 1) 3(11) 12 (45) 2(7)

v,V 54 8 (15) 6(11) 9(17) 27 (50) 4 (7)

Vastagsdg (mm) 0,05

<2,00 21 8 (38) 2 (10) 3(14) 8 (38) 0(0)

2,01-4,00 16 531 1(6) 4 (25) 6 (38) 0 (0)

>4,01 44 4(9) 4 (9) 5(11) 25 (57) 6(14)
Lokaliz4cio 0,1

Torzs 42 6 (14) 6 (14) 7(17) 21 (50) 2(5)

Végtagok 27 8 (30) 1) 5(18) 12 (44) 1(4)

Fej 10 3 (30) 0(0) 0 (0) 4 (40) 3(30)

Ulceraci6 0,004

Nincs 40 14 (35) 3(8) 7(17) 16 (40) 0 (0)

Van 41 3(7) 4(10) 5(12) 23 (56) 6(15)
Metasztazis képzés 0,04
Nem metasztatizal 21 8 (38) 1(5 209 10 (48) 0 (0)
Metasztatikus 40 3(7) 4(10) 7 (18) 22 (55) 4 (10)

7-es kromoszoma és az EGFR gén kopiaszdm eltérése, az EGF receptor sejtfelszini részének
expresszioja és intracelluldris foszforildlt formdjdnak szintje melanoma sejtvonalakban

A sporadikus melanoma mintdk FISH analizise mellett nyolc kiilonb6z6 metasztatikus
tulajdonsdgd melanoma sejtvonalat elemeztink EGFR és 7-es centroméra specifikus
prébaval. Az in vitro rendszer vizsgilata lehetOséget ad a génkoOpiaszdm és a fehérje
kifejezodés mértékének meghatarozasan tidl, a receptor aktivacios dllapotanak megallapitasara
is. Mind a nyolc melanoma sejtvonalra jellemzo volt a 7-es és az EGFR eltérések mintan
beliilli heterogenitisa (12. 4bra). A WMO983A ¢és HTI168 sejtvonalakban az EGFR
amplifikicidt hordozé sejtek kis szazaléka mellett nagyszamui diszomids sejtet figyeltiink
meg. Kismértékli amplifikdciét az 0Osszes sejtvonalban kimutattunk. Nagymértéki
amplifikicidt csak a M24met, WM983A és WMI83B sejtvonalaknal detektaltunk, de ezen
alteraciot hordozo sejtek szdzalékos ardnya nem haladta meg a 15 %-ot egyik mintdndl sem.

Az EGF receptor fehérje extracelluldris részének mennyiségét dramldsi citometridval és
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Western blot analizissel egyardnt vizsgaltuk. A kontroll A431-es epidermoid karcinéma

sejtvonalat az EGF receptor fehérje magas expresszidja jellemezte, ugyanakkor a melanoma

sejtvonalakban a fehérje extracelluldris részének kifejezddését nem mutattuk ki. Egyediil az

M24 ¢és annak metasztizis parjdban (M24met) detektdltuk a receptor fehérje gyenge

expresszidjat (13A. abra).
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12. Abra Melanoma sejtvonalakban az EGFR gén és 7-es kromoszéma szdmbeli eltérései

Az EGFR foszforildlt tirozinkiniz részének (pEGFR) mennyiségét EGF liganddal torténd

stimulacié elott és utdn egyarant tanulmanyoztuk.
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13. Abra melanoma sejtvonalakon az EGFR fehérje expresszié meghatdrozdsa dramldsi
citometridval és western blot technikdval. A. a receptor extracelluldris expresszidjdnak
mértéke. B. a foszforildlt EGFR mennyisége a receptor liganddal torténd aktivdcio elott és
utdn.
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Az analizédlt sejtvonalak koziil, fiiggetleniil a 7-es kromoszoma és az EGFR gén
képiaszamatdl, egyediil csak az M24 sejtvonalban tudtuk kimutatni az EGFR intacelluldris
tirozinkindz részének foszforildcidjat, melynek mennyisége ligand kezelés hatdsdra nem
valtozott (13B. dbra).

Ezzel ellentétben a nagymértékii EGFR amplifikdciét hordozé A431 kontrol sejtvonalban
kétszer magasabb volt a pEGFR-el szintje stimulécio6 eldtt az M24 sejtvonalhoz képest, ez a

mennyiség ligandkezelés hatdsara szignifikdns mértékben megnovekedett (13B. abra).

9p21 lokusz és a 9-es kromoszoma kopiaszam eltérései primer malignus
melanomaban

Kisérleteink célja a 9p21 régié kopiaszam eltéréseinek analizise interfazisos melanoma
sejtekben fluoreszcencia in situ hibridizacioval, valamint az eltérések és a daganatok
klinikopatoldgiai tulajdonsdgai kozotti kapcsolat vizsgdlata. Nyolcvanegy primer melanomat
analizaltunk 9p21 lokusz és 9-es centroméra specifikus probakkal. A daganatokat klinikai és
patoldgiai tulajdonsédgaik alapjan csoportokra osztottuk (3. tabldzat). A 9p21-es lokusz és 9-es
centroméra  specifikus  szigndlokat valamennyi sejtben egyiittesen  értékeltiik.
Monoszémidsnak tekintettiik azt a daganatot, amelyben a vizsgélt sejtek tobb mint 20%-a egy
jelet, poliszémidsnak, amelyben a vizsgdlt sejtek tobb mint 15%-a két 9-es centroméra
szignalt hordozott.

A 9-es kromoszdma delécidjit a korai és a késdi stidiumi melanomdkban egyardnt nagy
szazalékban kimutattuk. A 9-es kromoszoéma vesztését a felszinesen terjedd (SSM) mintak
44%-aban, mig a noduldris altipusba (NM) tartozé tumorok 24%-aban detektaltuk. A
kromoszoma poliszémidjat 25 1ézidban az analizalt sejtek tobb mint 20%-aban figyeltiikk meg,
ez az elvaltozas 16 tumor esetében a sejtek tobb mint 50%-at érintette. Ezekben a tumorokban
a poliszomiéas sejtek mellett monoszémids sejtpopuldcié nem volt kimutathat6. Egy 1éziéban
tobb mint hat 9-es centroméra szigndlt taldltunk a sejtek jelentds részében. A 9-es
kromoszéma poliszomidja mindkét hisztoldgiai altipusban hasonlé frekvencidval fordult el
(31%).

A 9p21 lokusz delécigjat 67 melanomdban (83%) mutattuk ki, mely 22 esetben a 9-es
kromoszéma vesztésével tarsult (27%). Mindodssze 7 minta hordozta a sejtek tobb mint 60%-
dban a lokusz homozigéta delécidjat. A régid legjellemzobb eltérése a 9-es kromoszoméhoz
viszonyitott relativ vesztése volt, melyet a mintdk 57%-ban detektdltunk. Tizennégy

melanoméban a 9p21 homozigdta delécioval jellemezhetd sejtcsoportok mellett heterozigéta
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deléciét hordozé sejtpopulaciok jelenlétét is megfigyeltiik (19. tablazat).

19. Tabldzat
Primer melanomdk 9p21-es FISH adatainak dsszefoglaldsa

n (%)
homozigéta delécié” 7 (8,6)
homozigéta delécié és 9p21 <CEP 9° 14 (17,3)
9p21 <CEP 9 46 (56,8)
9p21 =CEP ¢° 5(6,2)
9p21 > CEP 9° 1(1,2)
nincs 9p21 eltérés 7 (8,6)

“nincs 9p21 szignél

*homozigéta és a 9-es centromérahoz viszonyitott relativ 9p21 vesztést hordozé sejtpopulaciok jelenléte
‘szignél/sejt >2 mindkét probanal

4 9p21 lokusz 9-es cetromérahoz viszonyitott relativ tobbletét hordozé domindns sejtpopulacié

Domindns homozigéta delécioval (a sejtek 63-86 %) és 9p21 tobblettel rendelkezd sejteket 5
tumorndl figyeltiink meg. Kilenc melanoméndl a sejtek 40-76% szazalékaban 9p21-es extra
képiat detektdltunk ugyanakkor a sejtek kis hanyadiban a lokusz homozigéta delécidjat is
megfigyeltiik. Hét Iézidban nem tudtunk kimutatni 9p21-es lokuszt érintd eltérést FISH-el.

A 14. dbra szemlélteti a primer melanomakban FISH-el kimutatott jellegzetes 9p21-es

eltéréseket. Az 14.A dbran 3 kiilonbdzd 9p21 szdmbeli eltérést hordozo sejt lathato.

14. Abra FISH fluoreszcens mikroszkdp felvételen 9p21 képiaszdm tébblet és heterozigdta és
homozigota delécioval rendelkez6 melanoma sejtek ldathatéak. A 9-es centroméra zold a 9p21
lokusz specifikus szigndl piros szinnel ldtszik.

Az egyik sejtben két 9-es kromoszéma szignalt és egy 9p21 szigndl lathaté ami heterozigdta
deléciot jelent, a masik sejt egy 9p21 lokusz és egy 9-es kromoszoma specifikus jelet
tartalmaz. A harmadik sejtre a 9p21-es lokusz extra kdpiaszdma jellemzd. Az 14.B 4brin a

9p21 régié teljes hidnyét, homozigéta delécidjat szemlélteti.
A melanoma mintdk klinikai paraméterei és a 9p21-es eltérések kozotti Osszefiiggést a 20.

tdblazatban foglaltuk Ossze. A 9-es kromoszéma aneuszomidjanak mértéke szignifikdnsan
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eltért a hisztologiai altipusok kozott. Ezzel szemben, a 9p21-es lokusz alterdciéndl nem
taldltunk szignifikdns kiilonbséget a két altipus kozott.

20. Tdbldzat
Primer melanomdk klinikopatolégiai tulajdonsdgdval dsszefiiggd
9p21-es kopiaszdm vdltozdsok

Melanoma mintdk n 9p21 eltérések
Homozigéta op21 <CEP9
. a Py 9p21<CEP 9 és homozigéta 9p21 tobblet
Tumor tipus delécié P
(%) (%) delécid (%)
(%)

NM 42 6 (14,3) 25 (59,5) 6 (14,3) 3(7,1)

SSM 39 1(2,5) 21 (53,4) 9 (23,0) 3(7,6)
Nem

Férfi 47 4(8,5) 28 (59,6) 10 (21,2) 24,2

N§ 34 3(8.8) 18 (52,9) 5(14,7) 4(11,7)
Eletkor (év)

20-50 25 1 (4,0) 15 (60,0) 6 (24,0) 1(4,0)

>50 56 6 (10,7) 31 (55.4) 8 (14,3) 5(8.9)
Breslow vastagsdg (mm)°

<2,00 17 0(0) 12 (70,6) 3(17,6) 1(0,1)

2,01-4,00 14 3(21.4) 7 (50,0) 4(28.5) 0(0)

>4,01 50 4(8,0) 27 (54,0) 8(12) 5(5,8)
Clark szint

LI 1T 30 2(6,7) 16 (53,3) 6 (20,0) 1(3,3)

v, v 51 509.8) 30 (58.8) 9 (17,6) 509,8)
Ulcericié

Nincs 35 2(5,7) 20 (57,1) 6(17,1) 1(6)

Van 46 5(10,9) 26 (56,5) 9 (19,6) 5(13)
Lokalizaci6

Torzs 45 3(6,7) 23 (51,1) 10 (22,2) 3(6,7)

Végtagok 28 4(14,3) 12 (42,3) 4 (14,3) 2(7,1)

Fej 8 0(0) 6 (75,0) 0(0) 1(12,5)
Metasztézis képzés®

Nem metasztatizdl 38 3(7,8) 20 (52,6) 6 (15,8) 3(7,9)

Metasztdzis képzd 43 49,3) 26 (60,0) 9 (20,9) 3(7,0)

*NM: noduldris melanoma, SSM: superficial spreading mealanoma
"Breslow vastagsagi kategéridk
“Metasztézis kialakulds a primer tumor eltdvolitdsa utdn két éven beliil.

Bér a noduldris melanomékba a lokusz homozigéta delécigjat gyakrabban figyeltiik meg, a
régi6 tobblete kozel azonos gyakorisdggal fordult elé mindkét altipusban. Erdekes jelenség,
hogy a 2 mm-nél vékonyabb daganatokban nem detektdltuk a lokusz homozigéta delécidjat. A
9p21 régié hidnya az Osszes késéi stddiumi melanomdra jellemzd volt. Adatainkat
osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a 9p2l-es lokusz szambeli eltérései nem mutatnak
szoros Osszefiiggést a tumorok klinikopatolégiai paramétereivel (Fisher teszt).

A 9p21-es régié szambeli rendellenességei mellett, kivancsiak voltunk arra is, hogy a
lokusz képiaszdm eltérései milyen hatdst gyakorolnak az itt lokalizdlod6 CDKN2A

tumorszuppresszor gén expresszidjara. Tizennyolc melanoma FISH-el és génexpresszids
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adatait tudtunk 6sszehasonlitani (21.tablazat)

21. Tdabldazat
CDKN2A mRNS expresszio és a 9p21 alterdciok kapcsolata

Minta  Génexpresszids Homozigéta 9p21 vesztés” 9p21 extra
sz4m véltozds® delécié ® (%) (%) képia® (%)
1 -51,12 0,0 7.9 79,2
2 2,22 0,0 0,0 71,4
3 6,76 0,0 20,9 67,8
4 3,47 1,8 20,2 66,1
5 -20,42 1,7 63,0 14,3
6 1,45 0,0 0,0 12,1
7 -2,10 0,0 43 10,9
8 -1,02 1.9 41,9 10,5
9 1,26 0,0 523 7,2
10 -1,18 2,7 73 6,4
11 6,65 0,0 0,8 5,8
12 -1,85 0,0 0,6 5,6
13 1,08 0,0 92,0 5,3
14 1,21 0,0 43,1 1,8
15 1,04 0,0 93,1 1.4
16 -1,25 0,0 69,2 1,2
17 -3,24 90,6 1,9 0,6
18 -58,28 70,6 11,8 0,0

*Naevus p16 mRNS szintjéhez viszonyitott génexpresszids valtozds
A 9-es és a 9p21-es szignal hidnya

°A 9p21 régi6 9-es kromoszéméhoz viszonyitott relativ vesztése
d9p21=9-es centroméra>?2 a sejtek tobb mint 15%-dban

A kisérletekhez kvantitativ valds idejii PCR technikét alkalmaztunk, kontrollként naevus
mintdt hasznaltunk. Négy mintdban a CDKN2A gén kontrollhoz viszonyitott tobb mint
kétszeres expresszios szintjét mutattuk ki. Ezek koziil harom 1ézidban a sejtek tobb mint 65%-
a hordozott 9p21 tobbletet. Kilenc melanoméanal a CDKN2A expresszidjanak csokkenését
figyeltik meg, két tumorban a sejtek 71% valamint 91%-a 9p21 homozigéta deléciot
hordozott. Tovabbi hiarom tumorban a sejtek 40-70%-dban a lokusz teljes hidnyat figyeltiik

meg.
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Megbeszélés

A melanoma emelkedd incidencidja és az eldrehaladott betegség hatdsos kezelésének hidnya
vilagszerte fokoz6dé egészségiigyi problémat jelentsg. A melanoma a novekedd incidencidja
mellett egyre fiatalabb korosztilyot érint. A daganat korai stidiumban torténd detektdldsa és
az idOben elvégzett korrekt sebészeti kezelése jelenleg az egyetlen esély a beteg tartds
gyogyuldsara. Az elso attétek kialakuldsaval a beteg tilélési esélyei dramaian csokkennek és
az elsd tavoli metasztazis megjelenésével az Stéves talélés 10 % ala zuhan™.

Hasonléan szdmos szolid tumorhoz, a melanoma is olyan genetikai betegség, melynek
kialakuldsa és progresszi6ja soran a genetikai eltérések sorozatos akkumulicidja révén
sérillnek a genom integritdsit szabdlyozé molekularis mechanizmusok, melyek onkogének
aktivalédasat és onkoszuppresszor gének inaktivalodasat eredményezik®. A gyakori mutdciét
vagy kromoszomalis alteraciét mutaté géneknek, az intenziv kutatisok ellenére még csak kis
hanyadat ismerjilk. Kutatdsaink sordn kiemelten fokuszalunk azoknak az alterdcidknak az
azonositasdra, melyek a kiilénb6z0 bioldgiai viselkedésti melanomdkra karakterisztikusak,
tovabbd célunk olyan eltérések keresése, melyek diagnosztikus értékiivé valhatnak és
jelentdségiik lehet a betegség kimenetelének megjosldsdban, vagy akdr terdpids targetként

szolgalhatnak.

Malignus melanomak génexpressziés mintazatinak meghatarozasa microarray
technikaval

A microarray-ek tobb ezer gén expresszidjdnak genomi alterdcidjanak kimutatisara
alkalmasak, a technika 4ttorést jelent a betegségek hatterében 4ll6 molekuldris torténések
megismerésében. A moddszerekkel feltart ismeretek hozzdjarulnak a kiilonbdzd klinikai
lefolyast mutatd, de ma még azonos csoportba sorolt betegségek molekularis osztdlyozasahoz,
ami segit a pontosabb progndzis megjosldsdban és a hatékonyabb, a betegre szabott célzott
terdpia kivélasztdsdban. Ma mdr szdmos lehetOséget rejt magaban a microarray technoldgia,
tobbek kozott médot ad pl. a génexpresszid, génamplifikdcid, géndelécid, fehérjeexpresszio,
metildciés mintdzat stb. tanulminyozdsira. A normdl és daganat szdvetben 1évo eltérések
Osszehasonlitdsa fontos informécié forrdsa, hiszen a malignus daganatok viselkedését, a
daganatsejtek terdpidra torténd valaszat sok esetben a hibds gének miikddése hatirozza meg.
Igy jogos az a feltételezés, hogy a normalistél eltéré génexpresszié mintdzat a jelenlegi, a

daganatok viselkedését jellemz6 paraméterek koziil sokkal pontosabb informaciét
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hordoznak®. A génexpresszids mintdzat alapjan lehetdvé vdlik a melanomék bioldgiailag
eltérd csoportokba torténd osztilyozdsa, ez a klasszifikdcid hozzdjarulhat a jelenlegi
klinikopatolégiai paraméterek alapjan nem értelmezhetd daganatok klinikai viselkedésének
megértéséhez. Annak ellenére, hogy a daganatok diagnosztikai klasszifikdcidja sok esetben
eléggé elérehaladott, a molekularis mechanizmusok, melyek a génexpresszids véltozasok
hatterében dllnak sok szempontbdl nehezen megfoghatdk és a génexpressziés mintdzat
alapjan torténd specifikus terdpids targetek azonositdsa ezért még korlatozott.

Kisérleteink sordn 37 primer és 6 metasztdzis melanoma génexpresszios eltéréseit vizsgaltuk
microarray technikdval. Tekintettel arra, hogy a melanoma génexpresszids vizsgalatait
megneheziti a relevans, egységes kontrol minta hidnya, ezért a melanomak klinikopatoldgiai
paraméterei alapjan képzett csoportok génexpresszids mintdzatat hasonlitottuk dssze.

Primer melanomak klinikopatoldgiai paramétereivel Osszefiiggd génexpresszios eltéréseket
vizsgédlva, szignifikdns mértékii expresszids valtozdst egyediil a daganatok felszinének
kifekélyesedésével (ulceracid) €s a melanomdk metasztatdzisképzd tulajdonsigaval
Osszefliggésben mutattunk ki. Irodalmi adatok szerint a Breslow vastagsag és bizonyos gének

3962 A kiilonboz6 analizisek eredménye viszont

expresszidja kozott kapcsolat all fent
nehezen hasonlithaté 0ssze, aminek oka, hogy az egyes tanulmanyokban eltérd vastagsagi
kategéridkat alkalmaztak, melyek nem azonosak a TNM klasszifikdcié hivatalosan hasznalt
Breslow kategéridkkal. Az expresszids eredmények heterogenitasat jelzi, hogy a 2000-ben
elsének kozolt, melanoma biopszidkon elvégzett microarray tanulmanyban egyik klinikai
paraméterhez sem tudtak tarsitani szignifikans mértékii expresszios valtozast®.

Ulceraciéval kapcsolatos mRNS szint valtozast 1095 génnél mutattunk ki. A gének tobbsége
az ulcerdlt felszini melanomdkban csokkent expressziéval, mig ugyanezen gének
megnovekedett expresszids szintjét figyeltiik meg a nem kifekélyesedd felszinli melanoma
mintdkban. A rosszabb prognézisi 1ézidkban a legmagasabb expresszids intenzitasi
atlagértékkel (11.82) a 4q21-q25 kromoszomalis szakaszon lokalizal6d6 osteopontin (OPN)
génre mutattunk ki. Az osteopontin egy gliikofoszfoprotein, mely az integrin utvonalon
keresztiil befolydsolja a tumorsejtek és az extracelluldris matrix fehérjéi kozotti kapcsolatot,
ezaltal hatdst gyakorolva a sejt migriciéra és a metasztazis képzésre. Zhou és mitsai.
melanoma sejtvonalakon megfigyelték, hogy az osteopontin expresszié novekedés a sejtek
migricios €s invaziv képességének fokozddasaval tarsul®. Smith és mtsai. a melanoma
progresszid egyes 1épéseit reprezentdld: normél bor, naevus, atipusos naevus, korai és késo
fazisi melanoma mintdkat elemezve a késéi stddiumd melanomdkban szintén kimutattdk az

osteopontin magas expresszios szintjét, mely tobb mint 50-szerese volt a progresszié korai
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szakaszdban 1év6 melanomdkhoz viszonyitva®. Az OPN az Nf-kB transzkripcids faktort
indukdlja, a gatlo (IxkB-a) molekuldjanak foszforildlasaval, mely az inhibitor degradiciéjdhoz
vezet™. Ez a jelenség magyardzatot adhat a késéi stddiumid melanomédkban kimutatott
emelkedett Nf-kB szintre®®. Az Nf-kB 4ltal regulalt gének kozott szerepel szdmos kemokin
ligand és receptor, melyek a faktor folyamatos aktiviacidja miatt konstitutivan
expresszdlédnak. Kisérleteinkben a kemokin csaldd tagjai koziil megemelkedett expresszids
szintet: CXCL8, CXCLI11, CXCL14, CXCLI1, CXCL2, CXCLS, CXCR4 génekneknél
figyeltiink meg. Az array adatok hitelesitéséhez hasznalt qPCR kisérletekben a két kiilonb6z6
prognozisu csoport kozott a legnagyobb valtozast a CXCLS8 vagy masnéven IL8 mutatta (119-
szeres valtozas).

Hasonléan hozzank, irodalmi adatok a CXCL8, CXCLI, CCLS5 és CCL2 génekre
vonatkozéan szamolnak be magas expressziés szintr81®”7°. Schaider és munkatdrsai az IL8
megnovekedett mennyiségét teszik felel6ssé a metasztatikus tumorsejt klonok kialakulasaért,
tovabba az RGP-VGP atmenetért’'. Az IL8 multifunkciondlis, szerepet jatszik, a tumorsejtek
migriciGjaban és az angiogenezis medidlasdban "*. Ezt a megfigyelést aldtdimasztani ltszik,
hogy a CXCLS elleni antitest alkalmazdsaval gitolni lehet az angiogenezis folyamatét73.

A jobb prognézisti daganatokban legnagyobb mértékben a defenzin béta szintje emelkedett
meg. Erdekes, hogy a gén prométer régidja szintén az Nf-kB transzkripcids faktor specifikus
kotéhelyét tartalmazza’. Az irodalmi adatokkal megegyezéen a génexpresszids vizsgdlataink
soran kimutatott valtozasok az Nf-kB transzkripcids faktor szerepére utalnak.

Primer melanoma microarray vizsgalatibdl szirmaz6é melanoma progressziéhoz kapcsolhat6
génexpresszids valtozasrdl az utébbi 2 évben hdrom jelentOsebb tanulmdny sziiletett.
Winnepenninckx és munkacsoportja 58 primer melanomat elemzett, eredményeik alapjan 254
gén expresszids valtozdsadt tarsitottdk rossz progndzishoz, rovidebb tilélési idéhoz™.
Mandruzzato és munkacsoportja 43 primer 16zié microarray analizisét végezte el, 70 génre
mutattak ki a progresszidhoz kapcsolhat6 eltéréseket”. A 2007-es év elején publikalta Jaeger
és mtsai 19 primer és 20 metasztazison elvégzett microarray eredményeit, 6k 308 gén
expresszids valtozdsat tarsitottdk a melanoma metasztatizald képességéhezﬁz. A hirom
munkacsoport altal azonositott gének kozott egyetlen egy elvaltozas sem k6z0s.

Mindharom tanulmany génlistdjaval Osszehasonlitottuk az elemzéseink sordn azonositott
ulceracioval 0sszefiiggd expresszids valtozast mutatd 1095 gént.

Winnepenninckx altal kozolt génlistabol 8 kozos gént talaltunk sajat adatainkkal.
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22. Tabldzat Az irodalmi adatokkal kdzos melanoma progresszioval dsszefiiggd expresszios
vdltozdst mutato gének funkciondlis csoportositdasa (IPA)

Molekulak funkcio szerinti
csoportositasa

F6 funkciok (IPA)

Jelatviteli utvonalak (KEGG)

ANK3, CLCA2, DSC1, DSGI,
DSG3, DSP, DST, EVPL, FGFR2,
FGFR3, FLG, IRF6, ITGB4, IVL,
JUP, KLK7, KRTS5, KRT10,
MAPK13, NTRK2, PKP1, POU2F3,
PPL, S100A7, SDC1, SERPINBS,
SEN, SULF1, TP73L

Bor- és szorfejlodési
funkcid,
dermatolégiai betegségek

Olfaktoérikus transzdukcio: CLCA2
Sejt kommunikacié: DSCI1, DSG,
DSG3, ITGB4, KRT5, KRT10
MAPK utvonal: FGFR2, FGFR3,
MAPK13

Sejtadhézié: SDC1

ALDH?2, ARHGEF4, ASS1,
AURKA, BCL11B, CA2, EGFR,
ETS2, GATA3, GJA1, KLF4, KLF5,
LAMA3, LGALS7, MAF, PTGS1,
SCNNI1A, SERPINB3, SLC2A1,
SPP1, THBD, TPSABI, WNT5A

Daganatfejlodés,
sejtmozgas, sejtosztédds

Metabolizmus: ALDH2, ASS1, CA2,
PTGS1

Citoszkeletalis atrendez6dés:
ARHGEF4

Sejtciklus: AURKA

Adherens kapcsolat:EGFR
Axonfejlodés:ETS2
Sejtkommunikaci6:GJA1,LAMA3,
SPP1

Hemosztazis: THBD

WNT utvonal: WNTSA

AHNAK, ANKRD57, CA12, CD24,
CXADR, DEFB1, EPHB6, EPPK1,
EVAL, FGFR2, FZD10, GABRE,
GJB3, GRHL2, PRSS, SDC1,
SERPINBS5, SPINKS

Daganatfejlodés,
morfoldgia, sejtmozgas

Metabolizmus: CA12
Hemopoetikus sejt: CD207
Axon: EPHB6

MAPK dtvonal: FGFR2

WNT ttvonal: FZD10
Neuroaktiv ligand-sejt interakcio:
GABRE, PRSS3
Sejtkommunikécié: GIB3
Sejtadhézié: SDC1

BICD2, C200RF42, CD207,
CDKNI1C, COL4A6, COL7AL,
CST6, CSTA, FCER1A, KLK11,
KRTI1, LADI, LY6D, PDZK1IP1,
SPINT2, SPRR1A, ST14

Sejtosztddds és novekedés

Sejtkommunikdcié: COLA7A1, KRT1

ABLIM1, AKR1B10, CENTDI,
CXCL14, DSC3, EFS, F2RL1, FGF2,
GJA1, IMPA2, KLKS8, KRT15,
LTB4R, MAP7, RORA, VSNL1

Sejt-sejt interakcio,
jelatvitel, sejtproliferacié

Axon: ABLIM1

Metabolizmus: AKR1B10, IMPA2
Citokin-ligand interakci6é: CXCL14
Sejtkommunikécié: DSC3, GJAL,
LFRT15

MAPK utvonal: FGFR2

Neuroaktiv ligand interakcié: F2RL1,
LTB4R

AKRI1CI1, AKR1C2, AQP3,
BCL11A, CKMT1B, CTNNBIP1,

Metabolizmus: AKR1C1, AKR1C2,
CTKMTI1B

PERP, PTGS1,TUBB4

EHF, GNA15, IGF1, JUP, LOR, Sejtfejlodés , )
NMU, PKP3, SCEL, SPRRIB, glf T “W.O‘l‘?tl' ?TNgﬁgé
TACSTD2 dlcium jelatvitel:

Huntington betegség: CLTB
AIM1, CLTB, CPA3, DGKA, FAT2, Sejtkommunikécié: KRT15
KRT15, LYPD3, MYO6, PAKS6, Sejtciklus Metabolizmus: DGKA, PTGS1

Fokalis adhézié: PAK6
Gap junction: TUBB4

CALML3, CALMLS, CCRLI,
PRSS8, SDC1, SPP1, THBD

Sejtmozgas, sejt-sejt
interakcié

Kalcium jelatvitel: CALML3
Sejtadhézié: SDC1
Sejtkommunikacié: SPP1
Hemosztdzis: THBD
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Mandruzzato 4altal azonositott elvaltozdsokkal nem taldltunk kozos alterdciot. Az
eredményeink Jaeger tanulmdnydval mutattdk a legnagyobb hasonldsdgot, az daltaluk
kimutatott 308 gén koziil 212 volt a k6zos gén a mi adatainkkal. Jaeger és munkacsoporja a
primer melanomdk és metasztazisok génexpresszids eredményeit hasonlitotta Ossze.
Haromszaznyolc szignifikdnsan eltéré expresszioju gént detektaltak a két csoport koztt.
Hasonléan a mi eredményeinkhez, a melanoma metasztdzis mintdk expresszds mintdzata a
rosszabb prognézisi csoportéhoz hasonlitott, és a 308 gén nagyrészének alulmiikodését
figyelték meg a metasztazisokban.

A 212 k6z06s génbdl minddssze harom: az aurora kindz (AURKA), a szulfatdz 1 (SULF-1) és
az osteopontin (OPN) mRNS szintje nott meg a rossz prognézisi daganatokban. Koziiliikk az
altalunk analizalt mintdkban a legnagyobb, 5.622-szeres expresszids valtozdst az osteopontin
esetében figyeltink meg. A tobbi gén alulmiikodése jellemezte a rossz progndzisu
daganatokat, ugyanakkor a génexpresszids szint emelkedést detektaltunk a jobb prognézisu
nem ulcerdlt felszinli melanomédkban. A 212 gén funkciondlis szerepét a 22-es tabldzatban
foglaltuk ©ssze. A gének funkcidjat vizsgdlva kimutattuk, hogy tobbségiik a bor- és
szOrfejlédési funkcid, dermatoldgiai betegségek, daganatfejlodés, sejtmozgds, sejtosztédas a
sejtciklus, sejt-sejt interakcié és sejtmotilitds szabalyozé folyamatokhoz tartozik, a p353,
ERK/MAP, IP3/AKT és WNT/P katenin, Nf-kB molekuldsi dtvonalakon hatva.

A sajat és irodalomban leirt génexpresszids vizsgalatok eredményeit Osszefoglalva
megallapithatjuk, hogy a melanoma génexpresszids vizsgdlataira vonatkozé adatok igen
heterogének. Ennek oka az eltér6 microarray platformok és biostatisztikai megkozelitések
hasznélatdn tdl, a daganatok expresszidés adatainak kiilonb6z6 kontrol mintdkhoz torténd
hasonlitasa, valamint az analizis soran a melanoma mintak eltérd, nem a TNM besorolasnak
megfeleld csoportositasa.

Az utébbi években szdmos munkacsoport kiilonbozé metasztatizald képességgel
rendelkezé sejtvonalak, valamint eltéré agresszivitdsi daganat csoportok kozotti
génexpresszids eltéréseket vizsgilva, a mi eredményeinkhez hasonléan, kimutatta, hogy a
melanoma progresszié korai stddiumdban, a jobb progndzisi mintdkban a gének fokozott
mukodése, a késoi stadiumui mintdkban a gének alulmiikodése jellemzd.. Ez a megfigyelés
arra utal, hogy a kiilonbozd utvonalakban bekovetkezett specifikus génexpresszids mintdzat
elvesztése kulcslépés lehet az elérehaladott stddiumid, rossz progndzisi melanoma

kialakulasaban.
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EGFR genetikai és expresszios eltéréseinek melanoma progressziéban betoltott szerepe

Az aktivalt EGFR receptor kiilonbozd jeldtviteli titvonalakon keresztiil hatva serkenti a
sejtosztodas, angiogenezis folyamatdt, tovabba szerepet jatszik a daganatsejtek invazidjéban,
metasztazis képzésében és gitolja a sejtek apoptézisat’®. A daganatsejtek felszinén taldlhato,
gyakran megndvekedett expressziot mutatd sejtfelszini novekedési faktorok receptorai, koztitk
az EGF receptor, a daganat ellenes terdpia fontos target molekuldja. Egyes tiidédaganatoknal
kolorektalis daganatoknal sikerrel alkalmazott, ma mar gyogyszernek min6siild gatldszerek és
kis molekuldk alkalmasak lehetnek a hasonld eltéréseket (EGFR amplifikdcié, muticio)
mutaté melanomdk kezelésére is.

Annak ellenére, hogy az EGF receptor sejtfelszini tilzott expresszidjit el6szér melanoméban
irtak le, a fehérje expresszio eltéréseire, illetve azok melanoma progresszidban betoltott
szerepére vonatkoz6 irdalmi adatok ellentmondésosak™. Egyes kutatok a primer melanomak

44, 45 <
™, ezzel szemben mas

illetve melanocitdk sejtfelszini EGFR fehérje hidnyardl szdmolnak be
munkacsoportok primer és metasztdzis melanomdkon az EGFR fehérje tilzott mértéka
kifejezédését figyelték meg’” ®. Az EGFR gén a 7p12 lokuszon lokalizalédik. Trent és mtsai.
a 7-es kromoszoéma képiaszam eltérését vizsgilva megallapitottdk, hogy a kromoszéma
poliszomidja melanomdkban rossz prognézissal és csokkent tiléléssel szignifikdns mértékben
tarsul®’.

A 7-es kromoszoma eltéréseinek prognosztikai jelent0ségét szamos mas tanulmanyban is
bizonyitottdk, ugyanakkor az EGFR onkogén amplifikdcidjat egyedi sejtek szintjén nem
vizsgaltak*® ¥ 7 % Kisérleteink soran célunk volt az EGFR génamplifikdcié mértékének
karakterizdldsa primer melanomdkban FISH-el, a génamplifikdcié és daganatprogresszi6
kozotti kapcsolat elemzése, valamint a DNS szintli eltérések gén- és fehérjeexpressziora
gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

FISH vizsgalataink sordn a 7-es kromoszoma poliszomidjat mutattuk ki a daganatok 57%-
aban, mely szignifikdns mértékben asszocidlédott a génamplifikacigjaval (p<0.001). Az
EGFR gén szdmbeli eltérését 64 (79%) 1ézidban figyeltik meg, a primer melanomak
tobbségére a gén kismértékli amplifikiciéja volt jellemz6. Az EGFR nagymértéki
amplifik4cidja ritka jelenség melanomdkban, minddssze az esetek 7%-ét érintette a szigndlok
jellegzetes, klaszteres elrendezddése. Hasonl6 amplifikdciés mintdzat jellemzi a kissejtes tiidod
és nyeldcsd karcinémakat®', mig a gyomor és vastagbél daganatokndl, valamint

glioblasztoménal az EGFR szigndlok tn. ,,aprd, pardny” kromoszéma fragmentek forméjéban

amplifikél(’)dnakgz.
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Az EGFR gén emelkedett képiaszdma mellett, a gén 7-es kromoszomdhoz viszonyitott
vesztését is lefrtdk. Az EGFR gén deléciét eldszor vastagbél daganatokban mutattdk ki a
vizsgdlt mintdk 8%-4dban, mindegyik 1ézidban a fehérje tilzott mértékli expresszidjaval
tarsult®. Az EGFR gén deléci6 magasabb szdzalékban fordult el6 emldkarcindmdkban
(16.6%), ebben az esetben nem taldltak Osszefiiggést a gén vesztés és a fehérje kifejez6dés
mértéke kozott™.

Primer melanoma mintdk 9%-aban mutattuk ki az EGFR gén relativ delécidjat, mely nem
tarsult a gén- illetve fehérje expresszidjanak valtozdasaval. Ha az extra képidval rendelkez6
melanomdk mRNS expresszids szintjét hasonlitottuk a nem amplifikalt mintak génexpresszids
szintjéhez, a mintdk 77%-ban az mRNS szint emelkedését figyeltiikk meg. A legnagyobb, tobb
mint hdromszoros expresszids véltozdst mutaté minta sejtjeinek 64%-dban EGFR extra kopidat
talaltunk FISH-el. Hasonld tendenciat figyeltink meg tovabbi 4 1ézidban, bar a gén
amplifikicidjdnak az EGFR mRNS és a fehérje expressziéo mértéke kozott a korreldcié nem
volt linedris.

A legtobb primer mintdban annak ellenére, hogy sokszor a daganatsejtek jelentds szdzaléka
EGFR gén tobbletet hordozott a gén altal kodolt fehérje sejtfelszini expresszidjat nem tudtuk
kimutatni. A fehérje expresszio hidnyanak egyik lehetséges oka a gén prométer régidjat érintd
aberrdns metildciés mintdzat. Ez az epigenetikai védltozds megakaddlyozza a transzkripcids
faktorok kotodését a prométer régidhoz, ezéltal a génr6l nem szintetizalédik mRNS, igy az
extra kopidk jelenléte nem eredményezi az mRNS illetve a fehérje szintjének emelkedését. Az
EGFR gén prométerének hipermetilacidjat szamos daganatban lefrtdk mar, melanomara
vonatkozéan még nem 4ll rendelkezésre adat ** . Egy mdsik elmélet szerint a jeltviteli
utban egy ,,downstream” génben bekovetkezé muticié (pl:RAS) mar elegend6 az EGFR
kozvetlen érintettsége nélkiil, az EGFR ttvonal folyamatos aktivacidjahoz.

Chung CH. és mtsai. szerint az is elképzelhetd, hogy az EGFR FISH-el kimutatott
prognosztikai jelentéségén tdl, a genetikai instabilitisbol adédéan a 7-es kromoszéman
elhelyezkedd tovabbi gének koamplifikdcionak is jelentds szerepe van. Ezt a feltételezést
aldtdmasztjdk azok a kromoszomasdvozdsos és CGH adatok, melyek a 7-es kromoszomat
érinté gyakori, rossz prognoézissal tarsuld elvaltozasokrél szdmolnak be a melanoma
progresszidja soran.

Az EGFR melanoma progresszidban betoltott szerepére vonatkozdan fontos megfigyelés,
hogy a melanomds betegek 91%-dban megemelkedett EGF szintet taldltak a betegek

szérumdban, ez az EGF receptor sejtfelszini részének levdldsa miatt kdvetkezhet be, melyet

64



proteolitikus hatds idézhet eld. A mechanizmus hatterében 4ll6 pontos mechanzimus még nem
tisztazott™.

A sporadikus melanoma mintdk mellett, kiilonb6z0 metasztatizalé képességgel rendelkezd
melanoma sejtvonalak EGFR és 7-es kromoszoma koépiaszdm eltéréseit, valamint a
sejtfelszini €s a sejten beliili foszforildlt fehérje expresszidjat is vizsgaltuk. Két sejtvonalban a
gén nagymértékli amplifikdciéjat mutattunk ki, ehhez az EGFR mérsékelt expresszidja tarsult.
Az aktivalt receptor jelenlétét mindossze egy sejtvonalban detektaltuk, a pEGFR nagyon
alacsony mennyisége EGF ligand kezelést kovetéen sem emelkedett. Hasonléan a mi
eredményeinkhez Ivanov és mtsai. sem tudtak kimutatni fehérje expresszit az analizalt
melanoma sejtvonalaikon®. Ennek alapjdn feltételezhetjiik, hogy a gén képiaszam eltérései és
a receptor sejtfelszini domén expresszié illetve intracelluléris foszforildltsdga kozott nincs
szoros Osszefiiggés.

Az EGFR gén kdpiaszam eltéréseire elemzett primer melanoma mintdk szdma elegendd nagy
volt ahhoz, hogy statisztikai mddszerekkel analizaljuk a gén szdmbeli eltérései és a daganatok
klinikopatoldgia paraméterei kozotti Osszefiliggéseket. Megfigyelésiink szerint delécié és
kismértékli amplifikdcié szignifikidnsan nagyobb mértékben fordult eld férfi betegekbdl
szdrmazé melanomdkban. Hasonléan szignifikdns asszocidciét taldltunk a 4 mm-nél
vastagabb tumorvastagsdg és a felszini kifekélyesedés valamint az EGFR gén tobblet kozott.
Szignifikans Osszefiiggést figyeltink meg a daganatok metasztazisképzése és az EGFR
emelkedett géndozisa kozott. A kovetési idon beliil metasztazist képzo 1€zidkra a gén kis- és
nagymértékii amplifikicidja egyarant jellemzo elvéltozas. A tumorsejtekben kimutatott EGFR
extra koépia a betegek rovidebb tiléléssével tarsult. A fenti adatok alapjan megallapithatjuk,
hogy az EGFR gén tobblete Osszefiiggésben all malignus melanomak rossz prognézisaval.

Az utébbi idében a nem kis sejtes tiid6 tumorok EGFR terdpia irdnti érzékenységét vizsgalva
megfigyelték, hogy az EGFR gén FISH-el kimutatott amplifikiciés statusza is fontos
prediktor lehet a receptor tirozinkindz aktivitdsa mellett a terdpia hatékonysagat illetéleg®’.
Azoknak a betegeknek sokkal jobb a gefitinib irdnti érzékenysége és ezdltal a tilélési esélyei,
akiknek daganatai EGFR amplifikéci6t és a 7-es kromoszéma poliszémiat tartalmaznak®’ .
Osszefoglalva megillapithatjuk, hogy eredményeink alapjdn, a kordbbi irodalmi adatokkal
egyezden, primer melanomdkban a 7-es kromoszéma poliszomidja rossz progndzissal tarsul.
Elséként irtuk le az EGFR gén sejtszintli eltéréseit és klinikopatoldgiai paraméterek kozotti
kapcsolatot nagyszdmd melanoma mintdn. A primer 1ézik tobb mint 50 %-aban EGFR gén
tobbletet taldltunk. A génstituszra jellemzd extrakdpia legtobbszor kismértéki fehérje

expresszidval tarsult, a génamplifikacid, mas daganatokkal ellentétben, nem eredményezte az
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EGEFR fehérje fokozott mértékii kifejezodését. Eredményeink alapjdn az EGFR amplifikaci6
primer melanomdk metasztizis képz0 hajlamdra prognosztikai jelentdséggel birhat. Primer
melanomdk EGFR eltéréseinek klinikai relevancidjdhoz sziikséges az mRNS- fehérje- és
génkopiaszam eltérések szimultdn analizise, kiillondsen azokban a mintdkban melyek EGFR
extra kopidt tartalmaznak. Az EGFR extra képiaszammal 6sszefiiggd molekularis eltérések
tovabbi vizsgdlatokat siirgetnek, melyek célja lehet, annak kideritése, hogy azokndl a
melanomds betegeknél, akik daganata EGFR kopiaszdm eltérést hordoz, hasonléan, mint
ahogyan az bebizonyosodott mds daganatoknadl, hatasos lehet-e az anti EGFR immun illetve

gefitinib terdpia.

9p21 lokusz delécio karakterizalasa floureszcencia in situ hibridizacioval intrefazisos

melanoma sejtekben

Az EGFR gén eltéréseket a daganat progresszidé késdi szakaszahoz rendelik, ugyanakkor a 9-
es kromoszéma rovid karjdnak delécidja korai elvdltozdsnak szdmit a melanoma
tumorigenezisében. Nemcsak a korai stddiumil primer melanomédkban de mar az atipusos
naevusokban is megfigyelték. A gén eltéréseit legtobb tanulmdnyban melanoma
sejtvonalakon és melanoma metasztazisokon vizsgaltdk kiilonb6z6 molekuléris bioldgiai
médszerekkel®® ®.

Diszplasztikus és melanoma asszocidlt naevusban a 9p21 lokusz kiilénb6z6 régidinak
delécidjardl, heterozigéta vesztésér6l szamos tanulmany beszamolt, ezek az eredmények a
9p21 melanoma genezisben betdltott kozponti szerepére hividk fel a figyelmet *°. Eddig
osszesen két FISH tanulmany jelent meg a 9p2l eltéréseinek sejt szinten torténd
vizsgalataval® %, Casorco és mtsai. 30 melanocitds naevust analizaltak 9-es és 9p21
specifikus DNS prébaval, eredményeik a melanoma asszocidlt naevusokban a 9p21
nagyaranyu vesztését mutattdk. Ez a 9p21 delécié informativ szerepét hangsilyozza a
malignusan traszformdlt kozonséges €s diszplaszikus naevusok azonositdsdban, mivel a 9p21
vesztés egy korai torténés a melanoma progresszidjaban és mar azeldtt bekovetkezik miel6tt a
szovettanilag a malignus fenotipus kialakulna. Az irodalmi adatok a 9p21 melanoma
progresszidban bedltott szerepére vonatkozdan ellentmondésosak. Egyes tanulmanyok szerint
a CDKN2A expresszid csokkenése a melanomasejtek invazivitdsdnak és metasztatizald
képességének novekedését vonja maga utdn’', ezzel szemben mds analizisek nem figyeltek

meg ehhez hasonl6 korreldci6t™.
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Nagyon kevés adat 4ll rendelkezésiinkre primer melanomdk 9p21 citogenetikai
alteracidira vonatkozdan. A 9p21-es régid eltérései és a klinikopatoldgiai parméterek kozotti
Osszefiiggést melanoma mintdkon eddig még nem vizsgéltdk. Ezért kisérleteink célja volt a
9p21 lokusz jellemzd eltéréseinek karakterizdldsa azonositdsa egyedi sejtek szintjén, az
alterdciok melanoma progresszidban betoltott szerepének elemzése. Vizsgaltuk tovabba a
9p21-es tumorszuppresszor lokuszon lokalizal6do, a sejtciklus szabdlyozdsaban alapvetd
szerepet jatszd pl6 (CDKN2A) gén, mRNS szint és a lokusz képiaszam eltérései kozotti
kapcsolatot.

Az irodalmi adatokkal egyezden a 9-es kromoszéma delécidjat a daganatok jelentds
szdzalékdban kimutattuk® *> %3, A deléci6 jellegzetessége, hogy a progresszi6 korai és késéi
fazisdban egyardnt megfigyelhetd. Alapvetd jelentdéségli a daganatok molekularis
klasszifikacidja szempontjabol az a megfigyelés, hogy a felszinesen terjed6 melanomdkban
gyakrabban mutathat6é ki a 9-es kromoszéma vesztése, mint a noduldrisban, ami arra utal,
hogy a bioldgiai viselkedés szerint elkiiloniild hisztoldgiai altipusok a molekuldris alterdcidk
szintjén is eltérnek. A Koyonova és mtsa. dltal nemrég kozolt adatok szerint azok a noduldris
primer melanomdk, amelyekre egyidejilleg a CDKN2A gén delécidja és a CMYC gén extra
képia szdma jellemzo kevésbé malignus tulajdonségﬁakgg. Sajnos az SSM melanomakra nem
kozoltek adatokat. Az analizalt melanoma mintdinkban, masok adataihoz hasonléan o, 94,
egyértelmii homozigéta deléciét a daganatok kis szdzalékdban (8.7%, 6 NM és 1 SSM)
mutattunk ki. Ugyanakkor ez a megfigyelés nem ziarja ki, azoknak a delécidknak,
pontmuticidknak a jelenlétét, melyeket FISH-el nem lehet kimutatni. A 9p21 régié 9-es
kromoszomahoz viszonyitott relativ vesztése hasonld gyakorisdggal fordult el mindkét
altipusban. A 9p21 deléciéjat a melanoma mintdk 82%-aban figyeltilkk meg. Kvantitativ-PCR
adataink alapjan a lokusz homozigéta delécidja az itt lokalizalod6 CDKN2A
tumorszuppresszor gén csokkent expresszidjat vonja maga utan.

Szolid tumorok kozil a CDKN2A gént érintd elvaltozdsok gyakoriak a
glioblasztomdk, hasnydlmirigydaganatok, hoélyagrakok, melanomédk esetében. Ezek az
eltérések a gén szomatikus muticidjat, delécidjat, epigenetikus modifikdcidjat foglalja
magédba . A gén orokletes mutdciéjat 10-20%-ban lehet kimutatni azokban a csalddokban,
ahol melanomds megbetegedés halmozottan fordul elé " 1% Habér melanomara hajlamosit6
muticié még nincs azonositva, a familidris melanomék tobb mint fele kapcsolatban all a
9p21-es lokusz rendellenességeivel. 101103 Bzek az adatok azt sugalljék, hogy a 9p2l-es
lokuszon a CDKN2A tumorszuppresszor gén mellett, mds melanoma kialakuldsara

hajalmosité gén(ek) szerepével is szimolnunk kell'™.
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FISH adataink alapjan megdllapithatjuk, hogy a 9p21-es kromoszéma szakasz vesztése
mind progresszié a korai, mind a késéi stddiumdban 1évé primer melanomdkban gyakori
jelenség, ¢és nagymértékii szekvencia delécidjat jelenti. Feltéltelezziikk, hogy mas
kromoszomadlis eltérésekkel egyiitt nemcsak a daganat kialakuldsdban, de a progresszidjadban
is szerepe van. Eredményeinket 6sszefoglalva interfazisos FISH analizissel kimutattuk, hogy
a 9p21 lokusz delécidja nemcsak melanoma sejtvonalakra jellemzd, de gyakori citogenetikai
eltérés sporadikus primer melanomakban is. Megfigyeléseink nemcsak megerdsitik az eddigi
irodalmi adatokat, hanem bizonyitékot is szolgaltat arra, hogy a lokusz delécidja kilobazis
nagysagd mar a korai stidiumu daganatokban is.

Eddig nem kozolt 4j megfigyelésiink, hogy a 9p21 tumorszuppresszor lokusz nemcsak

delécidja  hanem a  lokusz  kismértékli  amplifikdciéja is  megfigyelhetd.
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Osszefoglalas

A dolgozatban szerepld vizsgélatok f6 célja a humédn melanoma progresszidjadban szerepet

jatszd genetikai és génexpresszids eltérések tanulmdnyozdsa, az eltérések klinikopatoldgiai

paraméterekkel torténd korreldcids analizise volt.

1.

Primer melanomdk klinikopatoldgiai paramétereivel 0Osszefiiggd génexpresszios
eltéréseket vizsgdlva, szignifikidns mértékli expresszids vdltozdst mutattunk ki a
daganatok  felszinének  kifekélyesedésével (ulcerdcio) és a  melanomdk
metasztatizisképz0 tulajdonsdgival.

e Ulceracidval 6szefiigd mRNS szint valtozast 1095 génnél figyeltiink meg,
gének tobbsége az ulcerdlt felszinii melanomdkban csokkent expresszidval
tarsult. Ugyanezen gének megndvekedett expresszids szintjét detektaltuk a nem
kifekélyesedd felszinli melanoma mintdkban.

® A rossz prognézisi melanomdkban a legmagasabb expresszios atlagértéket az
osteopontin génre mutattunk ki. A jobb prognézisi daganatokban legnagyobb
mértékben a defenzin B szintje emelkedett meg, mind az OPN mind a defenzin
B az Nf-xB transzkripcios faktor indukcidjat okozza.

e Az ulceralt felszini melanomdkban csokkent expresszidju gének funkcidjat
vizsgilva kimutattuk, hogy tobbségiikk a bor- és szorfejlodési funkcid,
dermatoldgiai betegségek, daganatfejlodés, sejtosztédds a sejtciklus, sejt-sejt
interakci6 és sejtmotilitds szabdlyozé folyamatokhoz tartozik, a p53,
ERK/MAP, IP3/AKT és WNT/B katenin, Nf-kB molekuldsi tdtvonalakon
hatva.

e Array CGH és génexpresszios adatainkat Osszehasonlitva, a génexpresszios
szint csokkenés hatterében a vizsgélt géneknél megallapitottok, hogy nem az

adott kromoszémalis szakasz delécidja all.
Hiearchikus klaszter analizissel kimutattuk, hogy a nyirokcsomé metasztazisok

génexpresszids mintdzata rossz prognézissal jellemezhetd primer melanomdk

génexpresszids profiljdhoz hasonl6.
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3. Sajat adatainkat Osszehasonlitva irodalmi génexpressziés eredményekkel, 212
melanoma progresszioval Osszefiiggd génexpresszids véltozast mutaté koézos gént

azonositottunk.

4. Interfazisos FISH analizissel kimutattuk, hogy az EGFR génkodpiaszdm tobblete,
primer melanomakban rossz progndzissal tarsul.

e Deléci6 és kismértékti amplifikécié szignifikdnsan nagyobb mértékben fordult
elo férfi betegekbdl szarmaz6 melanomékban.

e Az EGFR gén kdpiaszama szignifikdnsan magasabb a 4,01 mm-nél vastagabb
Breslow vastagsidgu daganatokban.

® A kovetési idon belill metasztazist képzo 1€zidkra a gén kis- és nagymértéki
amplifikicidja egyardnt jellemzd elvéltozds. A tumorsejtekben kimutatott
EGFR extra kopia a betegek rovidebb tilélésével tarsul.

e Hasonléan szignifikdns asszocidciét mutattunk ki a daganatok felszini

kifekélyesedése valamint az EGFR gén tobblet kozott.

5. A gén amplifikdcids statusza és az EGFR mRNS valamint a fehérje expresszio
mértéke kozott nem volt linedris korrel4cio.

e A léziokban az EGFR fehérje kismértékli expresszidjat vagy annak teljes

hidnyat figyeltilk meg fiiggetleniil a mintdk EGFR gén képiaszdmatdl és az

mRNS expresszid szintjétol.

6. A 19-es exon aktiviciés mutéciot, ami mas daganatok jellegzetes alterdcidja, egyetlen

melanoma mintaban sem detektaltuk.

7. FISH vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy a 9p21 vesztés gyakori eltérés sporadikus
primer melanomakban.
® A 9p2l-es lokusz delécidjat mind a korai, mind a késéi melanomdkban
megfigyeltiik.
® A 9p21 delécidja mellett a lokusz képiaszam tébbletét is kimutattuk.
e Nem taldltunk szoros korrelaciot a 9p21-es lokusz genetikai eltérései és a

daganatok klinikopatoldgiai tulajdonsdgai kozott.

70



Kozlemények jegyzéke
Az értekezés alapjaul szolgalé in extenso kozlemények

Rikosy Zs., Vizkeleti L., Ecsedi Sz., Voké Z., Bégany A., Gallai M., Szentirmay Z.,
Barok M., Krekk Zs., Addny R. and Baldzs M.: EGFR gene copy number alterations in
primary cutaneous malignant melanomas are associated with poor prognosis (International
Journal of Cancer, 2007 Oct 15;121(8):1729-37.)

IF: 4.693

Rékosy Zs., Vizkeleti L., Ecsedi Sz., Bégany A., Emri G., Adany R. and Baldzs M:
Characterization of the 9p21 copy number alterations in human melanoma by fluorescence
in situ hybridization (nyomtatds alatt, Cancer Genetics and Cytogenetics, 2008)

IF: 1.544

Réakosy Zs., Bégany A., Adany R. and Baldzs M.: Characterization of global gene
expression and gene copy number alterations in human malignant melanoma by

microarray techniques (kézirat)

Egyéb in extenso kozlemények

Treszl A., Adany R., Rakosy Zs., Kardos Bégany A., Gilde K., Baldzs M.: Extra copies
of c- myc are more pronounced in nodular melanomas than in superficial spreading
melanoma has revealed by fluorescence in situ hybridisation. Cytometry. 2004;60B(1):37-
46.

IF: 2.065

Toida M., Balazs M., Treszl A., Rakosy Zs., Kato K., Yamazaki Y., Matsui T., Suwa T.,
Hatakeyama D., Makita H., Mori S., Yamashita T., Shibata T., Adény R.: Analyses of
Ameloblastomas by Comparative Genomic Hybridization and Fluorescence in situ
Hybridization. Cancer Genetics and Cytogenetics, 2005; 159(2):99-104

IF: 1.544

71



Juhdsz A, Balizs M., Sziklay I, Rakosy Zs., Treszl A., Répassy G., Adany R: Genetic
divergence between laryngeal and hypopharyngeal tumors by comparative genomic
hybridization and fluorescence in situ hybridization Cytometry 2005; 67(2):151-160.

IF: 2.065

Treszl A., Rakosy Zs., Ladanyi A., Adany R., Baldzs M.: Complex cytogenetic analysis
of a new metastatic melanoma cell line. Frontiers in Bioscience 2006;11:1844-1853.

IF: 2.771

Székvolgyi L., Rakosy Zs., Bélint L B., Kokai E., Imre L., Vereb Gy., Bacs6 Zs., Goda
K., Varga S., Baldzs M, Dombradi V., Nagy L. and Szab6 G.: Ribonucleoprotein-masked
nicks at the borders of interphase chromatin loops (Proc Natl Acad Sci U S A. 2007 Sep
18;104(38):14964-14969)

IF: 9.643

Barok M., Balazs M., Nagy P., Rakosy Zs., Treszl A., Téth E., Juhasz 1., John W. Park,
Jorma Isola, Vereb Gy., Sz6lldsi J.: Trastuzumab decreases the number of circulating and
disseminated tumor cells despite trastuzumab resistance of the primary tumor (nyomtatds

alatt, Cancer Letters 2007)
IF: 3,227

Juhdasz A., Sziklai 1., Rakosy Zs., Ecsedi Sz., Ada’my R. and Balazs M.: Characterization

of the role of tenascin and MMP-9 during cholesteatoma progression (elbiralas alatt)

Torocsik D., Széles L., Paragh Gy., Rakosy Zs., Balazs M., Nagy L., Inbal A. and Adény
R.: Evidence for a role of Factor XIII-A in gene expression regulation in alternatively

activated human macrophages (elbiralas alatt)

Barok M., Balazs M., Lazar V., Rakosy Zs., Té6th E., Treszl A., John W. Park, Vereb
Gy., Szoll6si J.: Characterization of a trastuzumab resistant novel breast cancer cell line

by CGH and FISH (kézirat)

Ecsedi Sz., Rakosy Zs., Vizkeleti L., Juhdsz A., Sziklay 1., Addny R. and Baldzs M.:
Chromosomal imbalances are associated with increased proliferative activity and might

play an important role in the bone destruction of acquired cholesteatoma (kézirat)

72



Idézhet6 absztraktok

Baldzs M., Rakosy Zs., Treszl A., Bégany A., Adany R: Interphase cytogenetic analysis
shows frequent hemizygous and homozygous deletions of pl6/MTS1/CDKN2A

tumorsuppressor gene in sporadic primary melanomas. Cytometry,2004;59A:69

Rékosy Zs., Vizkeleti L., Bégany A., Adany R., Baldzs M.: Amplification of the EGFR
gene and the 7q31 locus are associated with metastasis formation of malignant melanomas

The FEBS Journal Volume 272 Supplement 1, July 2005

Rékosy Zs. Vizkeleti L. Treszl A., Adany R., Baldzs M.: Az EGFR gén (7p12) és a 7q31
lokusz amplifikacié szerepének tanulmanyozasa primer melanomak

metasztazisképzésében; Onkoldgia 2005, 49

Ecsedi Sz., Vizkeleti L., Rakosy Zs., Juhdsz A, Addny R., Balizs M: Cholesteatomdk

kromoszdoma eltéréseinek vizsgalata interfazisos sejtekben; Onkoldgia 2005, 49

Eléadasok és Poszterek

Rakosy Zs: Melanoma sejtvonalak interfazisos FISH analizise centroméra- és
génspecifikus DNS prébakkal; Eldadds; XXVI. Orszdgos Tudomédnyos Didkkori
Konferencia, 2003. Debrecen, Morfolégia-Pathomorfolégia, Cellularis és Képalkotd
Diagnosztika szekci6

Treszl A, Laddnyi A, Rakosy Zs, Buczké Zs, Addny and Baldzs M’ Establishment and
cytogenetic characterization of a new melanoma cell line by CGH and FISH; Poszter; 31
EUROSKIN Conference, Stockholm 2003

Rékosy Zs., Treszl A., Béginy A., Adany R. és Baldzs M.: Az EGFR gén (7pl2)
amplifikdcié szerepének tanulmdnyozdsa primer melanomdk metasztizisképzésében;
Poszter; IV. Sejtanalitikai Konferencia 2004. majus 6-8. Budapest

Baldzs M, Rékosy Zs., Treszl A., Bégany A., Addny R..:Interphase cytogenetic analysis
shows frequent hemizygous and homozygous deletion of pl6 tumorsuppressor gene in
sporadic primary melanomas; Eldadas; XXII International Congress of the International
Society for Analytical Cytology (ISAC) Montpellier, Franciaorszag, 2004

Treszl A., Rakosy Zs., Ladanyi A., Ade’my R., Baldzs M.: Comparative analysis of

melanoma cell lines; Poszter; XVIII Conference of the European Association for Cancer
Research, Innsbruch, Ausztria 2004

73



Rakosy Zs:, A 9p21-es lokusz homo- és heterozigdta delécidja malignus melanomakban;
Eldadas , Helyi Ph.D. konferencia, 2005. februar 17. Debrecen

Molnar Zs., Rakosy Zs., Treszl A., Balazs M., Bazsané Kassai Zs., Kovacs T., Jakab A.:
Spermiumon végzett FISH vizsgdlatokkal szerzett tapasztalataink; El6adds , Magyar
Asszisztalt Reprodukcids Tarsasdg -MART- V. Nemzeti Kongresszusa 2005. dprilis 22-
23 Visegrad

Rakosy Zs.: Primer melanomak genetikai eltéréseinek analizise kromoszomalis és array
CGH technikaval; Eldadas; Tavaszi Sz€l konferencia, 2005. m4jus 5-8 Debrecen

Rékosy Zs., Treszl A, Béginy A., Adany R., Balizs M : Characterisation of 9p21
deletion in late stage primary melanomas; Poszter; FEBS Forum of Young Scientists June
30-July 2, Visegrad

Rakosy Zs, Vizkeleti L., Bégany A, Addny R és Baldzs M: Amplification of the EGFR
gene and the 7q31 locus are associated with metastasis formation of malignant
melanomas; Poszter; 30th FEBS Congress and 9th IUBMB Conference 2-7 July 2005
Budapest

Rakosy Zs, Vizkeleti L., Bégany A., Adany R. and Balazs M: Amplification of the 7q31
locus is a frequent event in malignant melanoma and associated with extra copies of
EGFR gene; Poszter; ECCO 13 EACR Congress- Paris, 30 October - 3 November 2005

Ecsedi Sz., Vizkeleti L., Rakosy Zs., Juhdsz A, Adany R., Baldzs M: Cholesteatomak
kromoszéma eltéréseinek vizsgdlata interfazisos sejtekben; Poszter; A Magyar
Onkolégusok Tarsasdgdnak XXVI. Kongresszusa 2005. november 10-12. Budapest

Rékosy Zs., Vizkeleti L., Treszl A., Adany R., Baldzs M.: Az EGFR gén (7p12) és a
7q31 lokusz  amplifikdcié szerepének tanulminyozdsa primer melanomak
metasztizisképzésében; FEldadds; A Magyar Onkologusok Térsasdganak XXVI.
Kongresszusa 2005. november 10-12. Budapest

Baldzs M., Rakosy Zs., Treszl A., Bégany A., Adény R.: Whole genome screen of
primary melanomas by arry CGH; Poszter; ISAC XXIII International Congress May 20-
24,2006 Québec City Convention Center, Québec City, Canada

Rakosy Zs.: Malignus melanomédkban az EGFR-gén amplifikaciéja rossz prognézissal
tarsul, és nem asszocidlédik az EGF-receptor sejtfelszini fehérje overexpresszidjaval;
Eldadas, Helyi Ph.D. konferencia, 2006. dprilis 10-14 Debrecen

Békési Gy., Horvath G., Rakosy Zs.: Humdn spermiumok diploidia gyakorisdgdnak
meghatdrozdsa dramldsi citometridval; Eldadds; Helyi Ph.D. konferencia, 2006. aprilis
10-14 Debrecen.

Székvolgyi L., Rakosy Zs.: A sejtmag matrixon kimutathat6 nick-klaszterek szerepe a
kromatin hurok szervezddésében és a hurok-méretli DNS fragmenticioban; Eldadas;
Helyi Ph.D. konferencia, 2006. aprilis 10-14 Debrecen.

74



Rakosy Zs., Vizkeleti L., Ecsedi Sz., Bégany A., Ada’my R., Baldzs M.: Primer malignus
melanomdk génexpresszids mintdzatdnak elemzése microarray technikdval; Poszter; V.
Magyar Sejtanalitikai Konferencia, 2006, majus 4-6, Budapest

Vizkeleti L., Ecsedi Sz., Rakosy Zs., Bégany A., Adény R., Balazs M.: A 7q31-es lokusz
altericiéi humdn malignus melanomdkban; Poszter; V. Magyar Sejtanalitikai
Konferencia, 2006, méjus 4-6, Budapest

Ecsedi Sz., Vizkeleti L., Rakosy Zs., Juhdsz A., Ad4ny R., Baldzs M.: Az eltéré bioldgiai
viselkedésii cholesteatomdk citogenetikai elemzése interfazisos FISH analizissel; Poszter;
V. Magyar Sejtanalitikai Konferencia, 2006, majus 4-6, Budapest

Vida A., Rakosy Zs., Treszl A., M. Toida, Adény R., Baldzs M.: Gyakori deléciok ritka,
joindulatd szdjiiregi daganatokban; Poszter; V. Magyar Sejtanalitikai Konferencia, 2006,
majus 4-6, Budapest

Baldzs M., Lazir V., Rékosy Zs., Adany R. Genome-wide array comparative genomic
hybridization reveals novel alterations in malignant melanoma. Eléadds; EACR
conference, July 4-8 2006 Budapest

Baldzs M., Lazar V., Rakosy Zs., Barok M., Treszl A., Park J., Szollosi J.
Characterization of a Herceptin® resistant novel breast cancer cell line by CGH and
FISH. Poszter; Marie-Curie Conferences and training courses on arrayCGH and
molecular cytogenetics, 13 - 16 September 2006, Leuven

Székvolgyi L., Rakosy Zs., Balint L. B., Bacsé Zs., Goda K., Balazs M., Nagy L. and
Szabé G. Regularly spaced nicks delimit chromatin loops. Poszter; Conference on
Dynamic Organization of Nuclear Function, New York, Cold Spring Harbor Laboratory
2006:

Réakosy Zs., Adiny R., Baldzs M.:, Primer melanoma malignum Kklasszifikdciéja
génexpresszids mintdzat alapjan; Poszter; VII. Magyar Genetikai Kongresszus /XIV.
Sejt- és Fejlodésbioldgiai Napok, 2007. 4prilis 15-17 . Balatonfiired

Székvolgyi L., Rakosy Zs., Balint L B., Bacso6 Zs., Goda K., Vereb Gy., Varga S., Balazs
M., Nagy L. and Szab6 G..:, Egyszdl folytonossdgi hidnyok szerepe a kromatinhurkok
kialakitdsaban és pathologids génatrendezddésekben; Eldadds; VII. Magyar Genetikai
Kongresszus /XIV. Sejt- és Fejlodésbioldgiai Napok, 2007. dprilis 15-17 . Balatonfiired

Baldzs M., Lazar V., Rakosy Zs., Bégany A., Emri G., Addny R.: Melanoma progresszié
genetikai markerei; El6adds; VII. Magyar Genetikai Kongresszus /XIV. Sejt- és
Fejlodésbioldgiai Napok, 2007. 4prilis 15-17 . Balatonfiired

Baldzs M., Lazar V., Rakosy Zs., Vizkeleti L., Ecsedi Sz., Bégany A., Emri G., Adany
R.: Array CGH and fluoreszcence in situ hibridization analyses reveal new genomic
alterations in malignant melanoma Saltzburg 2007

Rakosy Zs., Bégany A., Emri G.,Vizkeleti L., Ecsedi Sz., Addny R., Baldzs M.: EGFR
génamplifikdcié szerepe a melanoma progresszid sordn; Eldadds, 2007. december 13-15.
Magyar Dermatoldgiai Tarsulat 80. Nagygytilése, Budapest

75



Koszonet

Koszonettel tartozom témavezetbmnek, Prof. Dr. Baldzs Margitnak, aki bevezetett a
daganatkutatds és az in situ hibridizdcios modszereK csoddlatos vildgdba, mindvégig

irdnyitotta és segitette Kutatomunkdmat.

Koszonom Addny Réza professzornének, hogy lehetbvé tette, hogy intézetében

dolgozhassam.

Koszonom Dr. Béginy Agnesnek a melanoma szovettana és Klinikuma Kapesin nyijtott
utmutatdsait.

Koszonom a Nepegeszségiigyi Iskola Megel6zd Orvostani Intézete minden munKatdrsinak,
hogy munkdmat segitették. Kiilon Koszonettel tartozom Kovdcs Gyorgynének_ asszisztensi

segitségeert.

Szeretnék_Kiilon Koszonetet mondani Ecsedi Szilvia és VizKeleti Laura Ph.D. hallgatok.

segitbkész munkdjdért.

76



Irodalomjegyzék

1. Elder D. Tumor progression, early diagnosis and prognosis of melanoma. Acta
Oncol 1999;38:535-47.

2. Gilde K. [Naevus pigmentosus and melanoma]. Magy Onkol 2003;47:19-26.

3. Houghton AN, Real FX, Davis LJ, Cordon-Cardo C, Old LJ. Phenotypic
heterogeneity of melanoma. Relation to the differentiation program of melanoma cells. J Exp
Med 1987;165:812-29.

4. Allen AC, Spitz S. Malignant melanoma; a clinicopathological analysis of the
criteria for diagnosis and prognosis. Cancer 1953;6:1-45.

5. Gershenwald JE, Buzaid AC, Ross MI. Classification and staging of melanoma.
Clin Lab Med 2000;20:785-815.

6. Herlyn M, Berking C, Li G, Satyamoorthy K. Lessons from melanocyte
development for understanding the biological events in naevus and melanoma formation.
Melanoma Res 2000;10:303-12.

7. Mancianti ML, Herlyn M. Tumor progression in melanoma: the biology of
epidermal melanocytes in vitro. Carcinog Compr Surv 1989;11:369-86.

8. Lens MB, Dawes M. Global perspectives of contemporary epidemiological trends
of cutaneous malignant melanoma. Br J Dermatol 2004;150:179-85.

9. Geller AC, Annas GD. Epidemiology of melanoma and nonmelanoma skin cancer.
Semin Oncol Nurs 2003;19:2-11.

10. de Vries E, Steliarova-Foucher E, Spatz A, Ardanaz E, Eggermont AM, Coebergh
JW. Skin cancer incidence and survival in European children and adolescents (1978-1997).
Report from the Automated Childhood Cancer Information System project. Eur J Cancer
2006;42:2170-82.

11. Pearce J, Barnett R, Kingham S. Slip! Slap! Slop! Cutaneous malignant melanoma
incidence and social status in New Zealand, 1995-2000. Health Place 2006;12:239-52.

12. Wu XC, Chen VW, Steele B, Roffers S, Klotz JB, Correa CN, Carozza SE. Cancer
incidence in adolescents and young adults in the United States, 1992-1997. J Adolesc Health
2003;32:405-15.

13. Alonso SR, Ortiz P, Pollan M, Perez-Gomez B, Sanchez L, Acuna MJ, Pajares R,
Martinez-Tello FJ, Hortelano CM, Piris MA, Rodriguez-Peralto JL. Progression in cutaneous
malignant melanoma is associated with distinct expression profiles: a tissue microarray-based
study. Am J Pathol 2004;164:193-203.

14. Chin L, Merlino G, DePinho RA. Malignant melanoma: modern black plague and
genetic black box. Genes Dev 1998;12:3467-81.

15. Boukamp P. UV-induced skin cancer: similarities--variations. J Dtsch Dermatol
Ges 2005;3:493-503.

16. Bardeesy N, Kim M, Xu J, Kim RS, Shen Q, Bosenberg MW, Wong WH, Chin L.
Role of epidermal growth factor receptor signaling in RAS-driven melanoma. Mol Cell Biol
2005;25:4176-88.

17. Hurks HM, Metzelaar-Blok JA, Barthen ER, Zwinderman AH, De Wolff-
Rouendaal D, Keunen JE, Jager MJ. Expression of epidermal growth factor receptor: risk
factor in uveal melanoma. Invest Ophthalmol Vis Sci 2000;41:2023-7.

18. Olah J, Dobozy A. [The new TNM classification of malignant melanoma]. Magy
Onkol 2003;47:59-61.

19. Somlai B. [Clinical characteristics of melanoma metastasis]. Magy Onkol
2003;47:85-8.

77



20. Slominski A, Wortsman J, Carlson AJ, Matsuoka LY, Balch CM, Mihm MC.
Malignant melanoma. Arch Pathol Lab Med 2001;125:1295-306.

21. Fuchs SY. De-regulation of ubiquitin-dependent proteolysis and the pathogenesis
of malignant melanoma. Cancer Metastasis Rev 2005;24:329-38.

22. Torabian S, Kashani-Sabet M. Biomarkers for melanoma. Curr Opin Oncol
2005;17:167-71.

23. Palmieri G, Casula M, Sini MC, Ascierto PA, Cossu A. Issues affecting molecular
staging in the management of patients with melanoma. J Cell Mol Med 2007;11:1052-68.

24. Balazs M, Adam Z, Treszl A, Begany A, Hunyadi J, Adany R. Chromosomal
imbalances in primary and metastatic melanomas revealed by comparative genomic
hybridization. Cytometry 2001;46:222-32.

25. Rodolfo M, Daniotti M, Vallacchi V. Genetic progression of metastatic melanoma.
Cancer Lett 2004;214:133-47.

26. de Wit NJ, Rijntjes J, Diepstra JH, van Kuppevelt TH, Weidle UH, Ruiter DJ, van
Muijen GN. Analysis of differential gene expression in human melanocytic tumour lesions by
custom made oligonucleotide arrays. Br J Cancer 2005;92:2249-61.

27. Pavey S, Johansson P, Packer L, Taylor J, Stark M, Pollock PM, Walker GJ, Boyle
GM, Harper U, Cozzi SJ, Hansen K, Yudt L, et al. Microarray expression profiling in
melanoma reveals a BRAF mutation signature. Oncogene 2004;23:4060-7.

28. Mirmohammadsadegh A, Baer A, Nambiar S, Bardenheuer W, Hengge UR. Rapid
identification of dysregulated genes in cutaneous malignant melanoma metastases using
cDNA technology. Cells Tissues Organs 2004;177:119-23.

29. Wang E, Panelli MC, Zavaglia K, Mandruzzato S, Hu N, Taylor PR, Seliger B,
Zanovello P, Freedman RS, Marincola FM. Melanoma-restricted genes. J Transl Med
2004;2:34.

30. Hoek K, Rimm DL, Williams KR, Zhao H, Ariyan S, Lin A, Kluger HM, Berger
AlJ, Cheng E, Trombetta ES, Wu T, Niinobe M, et al. Expression profiling reveals novel
pathways in the transformation of melanocytes to melanomas. Cancer Res 2004;64:5270-82.

31. Nambiar S, Mirmohammadsadegh A, Doroudi R, Gustrau A, Marini A, Roeder G,
Ruzicka T, Hengge UR. Signaling networks in cutaneous melanoma metastasis identified by
complementary DNA microarrays. Arch Dermatol 2005;141:165-73.

32. Gyorffy B, Lage H. A Web-based data warehouse on gene expression in human
malignant melanoma. J Invest Dermatol 2007;127:394-9.

33. Zhou Y, Dai DL, Martinka M, Su M, Zhang Y, Campos EI, Dorocicz I, Tang L,
Huntsman D, Nelson C, Ho V, Li G. Osteopontin expression correlates with melanoma
invasion. J Invest Dermatol 2005;124:1044-52.

34. Haqq C, Nosrati M, Sudilovsky D, Crothers J, Khodabakhsh D, Pulliam BL,
Federman S, Miller JR, 3rd, Allen RE, Singer MI, Leong SP, Ljung BM, et al. The gene
expression signatures of melanoma progression. Proc Natl Acad Sci U S A 2005;102:6092-7.

35. Winnepenninckx V, Lazar V, Michiels S, Dessen P, Stas M, Alonso SR, Avril MF,
Ortiz Romero PL, Robert T, Balacescu O, Eggermont AM, Lenoir G, et al. Gene expression
profiling of primary cutaneous melanoma and clinical outcome. J Natl Cancer Inst
2006;98:472-82.

36. Hyman E, Kauraniemi P, Hautaniemi S, Wolf M, Mousses S, Rozenblum E,
Ringner M, Sauter G, Monni O, Elkahloun A, Kallioniemi OP, Kallioniemi A. Impact of
DNA amplification on gene expression patterns in breast cancer. Cancer Res 2002;62:6240-5.

37. Pollack JR, Sorlie T, Perou CM, Rees CA, Jeffrey SS, Lonning PE, Tibshirani R,
Botstein D, Borresen-Dale AL, Brown PO. Microarray analysis reveals a major direct role of
DNA copy number alteration in the transcriptional program of human breast tumors. Proc
Natl Acad Sci U S A 2002;99:12963-8.

78



38. Gray JW, Kuo WL, Liang J, Pinkel D, van den Engh G, Trask B, Tkachuk D,
Waldman F, Westbrook C. Analytical approaches to detection and characterization of disease-
linked chromosome aberrations. Bone Marrow Transplant 1990;6 Suppl 1:14-9.

39. Kallioniemi A, Kallioniemi OP, Sudar D, Rutovitz D, Gray JW, Waldman F,
Pinkel D. Comparative genomic hybridization for molecular cytogenetic analysis of solid
tumors. Science 1992;258:818-21.

40. Arteaga CL, Baselga J. Clinical trial design and end points for epidermal growth
factor receptor-targeted therapies: implications for drug development and practice. Clin
Cancer Res 2003;9:1579-89.

41. Koprowski H, Herlyn M, Balaban G, Parmiter A, Ross A, Nowell P. Expression of
the receptor for epidermal growth factor correlates with increased dosage of chromosome 7 in
malignant melanoma. Somat Cell Mol Genet 1985;11:297-302.

42. de Wit PE, Moretti S, Koenders PG, Weterman MA, van Muijen GN, Gianotti B,
Ruiter DJ. Increasing epidermal growth factor receptor expression in human melanocytic
tumor progression. J Invest Dermatol 1992;99:168-73.

43. Mueller BM, Romerdahl CA, Trent JM, Reisfeld RA. Suppression of spontaneous
melanoma metastasis in scid mice with an antibody to the epidermal growth factor receptor.
Cancer Res 1991;51:2193-8.

44. Grahn JC, Isseroff RR. Human melanocytes do not express EGF receptors. J Invest
Dermatol 2004;123:244-6.

45. Ivanov VN, Hei TK. Combined treatment with EGFR inhibitors and arsenite
upregulated apoptosis in human EGFR-positive melanomas: a role of suppression of the
PI3K-AKT pathway. Oncogene 2005;24:616-26.

46. Udart M, Utikal J, Krahn GM, Peter RU. Chromosome 7 aneusomy. A marker for
metastatic melanoma? Expression of the epidermal growth factor receptor gene and
chromosome 7 aneusomy in nevi, primary malignant melanomas and metastases. Neoplasia
2001;3:245-54.

47. Trent JM, Meyskens FL, Salmon SE, Ryschon K, Leong SP, Davis JR, McGee
DL. Relation of cytogenetic abnormalities and clinical outcome in metastatic melanoma. N
Engl J Med 1990;322:1508-11.

48. Liu L, Dilworth D, Gao L, Monzon J, Summers A, Lassam N, Hogg D. Mutation
of the CDKN2A 5' UTR creates an aberrant initiation codon and predisposes to melanoma.
Nat Genet 1999;21:128-32.

49. Kumar R, Smeds J, Berggren P, Straume O, Rozell BL, Akslen LA, Hemminki K.
A single nucleotide polymorphism in the 3'untranslated region of the CDKN2A gene is
common in sporadic primary melanomas but mutations in the CDKN2B, CDKN2C, CDK4
and p53 genes are rare. Int J Cancer 2001;95:388-93.

50. Li S, Fang W, Zhong H. [Expression of tumor metastasis suppressor gene
KAI1/CD82 in human cancer cell lines with different metastasis potential]. Zhonghua Yi Xue
Za Zhi 1999;79:708-10.

51. Ladanyi A, Timar J, Paku S, Molnar G, Lapis K. Selection and characterization of
human melanoma lines with different liver-colonizing capacity. Int J Cancer 1990;46:456-61.
52. Treszl A, Ladanyi A, Rakosy Z, Buczko Z, Adany R, Balazs M. Molecular
cytogenetic characterization of a novel cell line established from a superficial spreading

melanoma. Front Biosci 2006;11:1844-53.

53. Juhasz A, Balazs M, Sziklay I, Rakosy Z, Treszl A, Repassy G, Adany R.
Chromosomal imbalances in laryngeal and hypopharyngeal cancers detected by comparative
genomic hybridization. Cytometry A 2005;67:151-60.

79



54. Perry A, Banerjee R, Lohse CM, Kleinschmidt-DeMasters BK, Scheithauer BW.
A role for chromosome 9p21 deletions in the malignant progression of meningiomas and the
prognosis of anaplastic meningiomas. Brain Pathol 2002;12:183-90.

55. Pinkel D, Segraves R, Sudar D, Clark S, Poole I, Kowbel D, Collins C, Kuo WL,
Chen C, Zhai Y, Dairkee SH, Ljung BM, et al. High resolution analysis of DNA copy number
variation using comparative genomic hybridization to microarrays. Nat Genet 1998;20:207-
11.

56. Bussey KJ, Kane D, Sunshine M, Narasimhan S, Nishizuka S, Reinhold WC,
Zeeberg B, Ajay W, Weinstein JN. MatchMiner: a tool for batch navigation among gene and
gene product identifiers. Genome Biol 2003;4:R27.

57. Harari PM. Anti-EGFR therapy update: clinical experience and adverse event
insights. Oncology (Williston Park) 2006;20:3-4.

58. Rager EL, Bridgeford EP, Ollila DW. Cutaneous melanoma: update on prevention,
screening, diagnosis, and treatment. Am Fam Physician 2005;72:269-76.

59. Bajetta E, Del Vecchio M, Bernard-Marty C, Vitali M, Buzzoni R, Rixe O, Nova
P, Aglione S, Taillibert S, Khayat D. Metastatic melanoma: chemotherapy. Semin Oncol
2002;29:427-45.

60. Vogelstein B, Kinzler KW. Cancer genes and the pathways they control. Nat Med
2004;10:789-99.

61. Hampton GM, Frierson HF. Classifying human cancer by analysis of gene
expression. Trends Mol Med 2003;9:5-10.

62. Jaeger J, Koczan D, Thiesen HJ, Ibrahim SM, Gross G, Spang R, Kunz M. Gene
expression signatures for tumor progression, tumor subtype, and tumor thickness in laser-
microdissected melanoma tissues. Clin Cancer Res 2007;13:806-15.

63. Bittner M, Meltzer P, Chen Y, Jiang Y, Seftor E, Hendrix M, Radmacher M,
Simon R, Yakhini Z, Ben-Dor A, Sampas N, Dougherty E, et al. Molecular classification of
cutaneous malignant melanoma by gene expression profiling. Nature 2000;406:536-40.

64. Smith AP, Hoek K, Becker D. Whole-genome expression profiling of the
melanoma progression pathway reveals marked molecular differences between
nevi/melanoma in situ and advanced-stage melanomas. Cancer Biol Ther 2005;4:1018-29.

65. Philip S, Bulbule A, Kundu GC. Osteopontin stimulates tumor growth and
activation of promatrix metalloproteinase-2 through nuclear factor-kappa B-mediated
induction of membrane type 1 matrix metalloproteinase in murine melanoma cells. J Biol
Chem 2001;276:44926-35.

66. Huang S, DeGuzman A, Bucana CD, Fidler 1J. Level of interleukin-8 expression
by metastatic human melanoma cells directly correlates with constitutive NF-kappaB activity.
Cytokines Cell Mol Ther 2000;6:9-17.

67. Singh SK, Morbach H, Nanki T, Girschick HJ. Differential expression of
chemokines in synovial cells exposed to different Borrelia burgdorferi isolates. Clin Exp
Rheumatol 2005;23:311-22.

68. Richmond A, Lawson DH, Nixon DW, Chawla RK. Characterization of
autostimulatory and transforming growth factors from human melanoma cells. Cancer Res
1985;45:6390-4.

69. Mrowietz U, Schwenk U, Maune S, Bartels J, Kupper M, Fichtner I, Schroder JM,
Schadendorf D. The chemokine RANTES is secreted by human melanoma cells and is
associated with enhanced tumour formation in nude mice. Br J Cancer 1999;79:1025-31.

70. Bottazzi B, Walter S, Govoni D, Colotta F, Mantovani A. Monocyte chemotactic
cytokine gene transfer modulates macrophage infiltration, growth, and susceptibility to IL-2
therapy of a murine melanoma. J Immunol 1992;148:1280-5.

80



71. Huang S, DeGuzman A, Bucana CD, Fidler 1J. Nuclear factor-kappaB activity
correlates with growth, angiogenesis, and metastasis of human melanoma cells in nude mice.
Clin Cancer Res 2000;6:2573-81.

72. Singh RK, Gutman M, Radinsky R, Bucana CD, Fidler 1J. Expression of
interleukin 8 correlates with the metastatic potential of human melanoma cells in nude mice.
Cancer Res 1994;54:3242-7.

73. Huang S, Mills L, Mian B, Tellez C, McCarty M, Yang XD, Gudas JM, Bar-Eli
M. Fully humanized neutralizing antibodies to interleukin-8 (ABX-ILS) inhibit angiogenesis,
tumor growth, and metastasis of human melanoma. Am J Pathol 2002;161:125-34.

74. Mineshiba J, Myokai F, Mineshiba F, Matsuura K, Nishimura F, Takashiba S.
Transcriptional regulation of beta-defensin-2 by lipopolysaccharide in cultured human
cervical carcinoma (HeLa) cells. FEMS Immunol Med Microbiol 2005;45:37-44.

75. Mandruzzato S, Callegaro A, Turcatel G, Francescato S, Montesco MC, Chiarion-
Sileni V, Mocellin S, Rossi CR, Bicciato S, Wang E, Marincola FM, Zanovello P. A gene
expression signature associated with survival in metastatic melanoma. J Transl Med
2006;4:50.

76. Arnold D, Peinert S, Voigt W, Schmoll HJ. Epidermal growth factor receptor
tyrosine kinase inhibitors: present and future role in gastrointestinal cancer treatment: a
review. Oncologist 2006;11:602-11.

77. Szabad G, Kormos B, Pivarcsi A, Szell M, Kis K, Kenderessy Szabo A, Dobozy
A, Kemeny L, Bata-Csorgo Z. Human adult epidermal melanocytes cultured without chemical
mitogens express the EGF receptor and respond to EGF. Arch Dermatol Res 2007;299:191-
200.

78. Mirmohammadsadegh A, Hassan M, Gustrau A, Doroudi R, Schmittner N,
Nambiar S, Tannapfel A, Ruzicka T, Hengge UR. Constitutive expression of epidermal
growth factor receptors on normal human melanocytes. J Invest Dermatol 2005;125:392-4.

79. Kraechn GM, Schartl M, Peter RU. Human malignant melanoma. A genetic
disease? Cancer 1995;75:1228-37.

80. Yin M, Yoshida MA, Tonomura A, Kasuga T. Cytogenetic studies of human
malignant melanoma cell lines. Bull Tokyo Med Dent Univ 1992;39:43-54.

81. Suzuki S, Dobashi Y, Sakurai H, Nishikawa K, Hanawa M, Ooi A. Protein
overexpression and gene amplification of epidermal growth factor receptor in nonsmall cell
lung carcinomas. An immunohistochemical and fluorescence in situ hybridization study.
Cancer 2005;103:1265-73.

82. Hanawa M, Suzuki S, Dobashi Y, Yamane T, Kono K, Enomoto N, Ooi A. EGFR
protein overexpression and gene amplification in squamous cell carcinomas of the esophagus.
Int J Cancer 2006;118:1173-80.

83. Sauer T, Guren MG, Noren T, Dueland S. Demonstration of EGFR gene copy loss
in colorectal carcinomas by fluorescence in situ hybridization (FISH): a surrogate marker for
sensitivity to specific anti-EGFR therapy? Histopathology 2005;47:560-4.

84. Chung CH, Ely K, McGavran L, Varella-Garcia M, Parker J, Parker N, Jarrett C,
Carter J, Murphy BA, Netterville J, Burkey BB, Sinard R, et al. Increased epidermal growth
factor receptor gene copy number is associated with poor prognosis in head and neck
squamous cell carcinomas. J Clin Oncol 2006;24:4170-6.

85. Montero AJ, Diaz-Montero CM, Mao L, Youssef EM, Estecio M, Shen L, Issa JP.
Epigenetic inactivation of EGFR by CpG island hypermethylation in cancer. Cancer Biol Ther
2006;5:1494-501.

86. Mouawad R, Soubrane C, Rixe O, Khayat D, Spano JP. An unexpected inverse
correlation between soluble epidermal growth factor receptor and interleukin-6 in metastatic
malignant melanoma patients. Melanoma Res 2006;16:335-40.

81



87. Cappuzzo F, Hirsch FR, Rossi E, Bartolini S, Ceresoli GL, Bemis L, Haney J,
Witta S, Danenberg K, Domenichini I, Ludovini V, Magrini E, et al. Epidermal growth factor
receptor gene and protein and gefitinib sensitivity in non-small-cell lung cancer. J Natl Cancer
Inst 2005;97:643-55.

88. Koynova D, Jordanova E, Kukutsch N, van der Velden P, Toncheva D, Gruis N.
Increased C-MYC copy numbers on the background of CDKN2A loss is associated with
improved survival in nodular melanoma. J Cancer Res Clin Oncol 2007;133:117-23.

89. Casorzo L, Luzzi C, Nardacchione A, Picciotto F, Pisacane A, Risio M.
Fluorescence in situ hybridization (FISH) evaluation of chromosomes 6, 7, 9 and 10
throughout human melanocytic tumorigenesis. Melanoma Res 2005;15:155-60.

90. Tran TP, Titus-Ernstoff L, Perry AE, Ernstoff MS, Newsham IF. Alteration of
chromosome 9p21 and/or p16 in benign and dysplastic nevi suggests a role in early melanoma
progression (United States). Cancer Causes Control 2002;13:675-82.

91. Fujimoto A, Morita R, Hatta N, Takehara K, Takata M. pl16INK4a inactivation is
not frequent in uncultured sporadic primary cutaneous melanoma. Oncogene 1999;18:2527-
32.

92. Bastian BC, Olshen AB, LeBoit PE, Pinkel D. Classifying melanocytic tumors
based on DNA copy number changes. Am J Pathol 2003;163:1765-70.

93. Poetsch M, Dittberner T, Woenckhaus C. Microsatellite analysis at 1p36.3 in
malignant melanoma of the skin: fine mapping in search of a possible tumour suppressor gene
region. Melanoma Res 2003;13:29-33.

94. Wagner SN, Wagner C, Briedigkeit L, Goos M. Homozygous deletion of the
pl6INK4a and the p15INK4b tumour suppressor genes in a subset of human sporadic
cutaneous malignant melanoma. Br J Dermatol 1998;138:13-21.

95. Maitra A, Kern SE, Hruban RH. Molecular pathogenesis of pancreatic cancer. Best
Pract Res Clin Gastroenterol 2006;20:211-26.

96. Ushio Y, Tada K, Shiraishi S, Kamiryo T, Shinojima N, Kochi M, Saya H.
Correlation of molecular genetic analysis of pS3, MDM2, p16, PTEN, and EGFR and survival
of patients with anaplastic astrocytoma and glioblastoma. Front Biosci 2003;8:e281-8.

97. Schulz WA. Understanding urothelial carcinoma through cancer pathways. Int J
Cancer 2006;119:1513-8.

98. Wentzensen N, Braumann UD, Einenkel J, Horn LC, von Knebel Doeberitz M,
Loffler M, Kuska JP. Combined serial section-based 3D reconstruction of cervical carcinoma
invasion using H&E/p16INK4a/CD3 alternate staining. Cytometry A 2007;71:327-33.

99. Gruis NA, Bergman W. [From gene to disease; from p16 to melanoma]. Ned
Tijdschr Geneeskd 2000;144:2100-2.

100. Bishop DT, Demenais F, Goldstein AM, Bergman W, Bishop JN, Bressac-de
Paillerets B, Chompret A, Ghiorzo P, Gruis N, Hansson J, Harland M, Hayward N, et al.
Geographical variation in the penetrance of CDKN2A mutations for melanoma. J Natl Cancer
Inst 2002;94:894-903.

101. Aviles JA, Lazaro P. [Genetic predisposition in cutaneous melanoma]. Actas
Dermosifiliogr 2006;97:229-40.

102. Fargnoli MC, Argenziano G, Zalaudek I, Peris K. High- and low-penetrance
cutaneous melanoma susceptibility genes. Expert Rev Anticancer Ther 2006;6:657-70.

103. Newton Bishop JA, Bishop DT. The genetics of susceptibility to cutaneous
melanoma. Drugs Today (Barc) 2005;41:193-203.

104. Laud K, Marian C, Avril MF, Barrois M, Chompret A, Goldstein AM, Tucker
MA, Clark PA, Peters G, Chaudru V, Demenais F, Spatz A, et al. Comprehensive analysis of
CDKN2A (p16INK4A/p14ARF) and CDKN2B genes in 53 melanoma index cases considered
to be at heightened risk of melanoma. J Med Genet 2006;43:39-47.

82



Fiiggelékek

83



