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BEVEZETES

Bevezetés

Huméan malignus melanoma

A heterogén fenotipusi melanocita erédetalignus melanomat a legagresszivalis b
daganatok kozott tartjak szamon, mely az 0sszek késélbellil 20%-ért feléls. A or
daganatok okozta halalozasok donbbbsége is az attétes melanomaknak tulajdonithato
Kialakuldsuk soran a transzformalt sejtek altalatmegtartjak pigment termeképességiiket
barnas léziokat eredményezve &@rdm. A melanoma progresszié morfolégiailag és
biologiailag eltéé fazisokra tagolhato: 1.) benignus nevus: velesetilevagy Ujonnan
kialakult, szimmetrikus anyajegy, 2.) diszplaszéknevus: morfologiailag megvaltozott,
atipusos anyajegy, 3ip situ melanoma: nem invaziv, a daganat az epidermisébiel
rétegeiben lokalizalédik, 4.) radialis novekedésiis (RGP): az epidermisz felszinén sugar
irAnyban novekd 1€zié mikroinvazidval a dermiszbe, 5.) vertikatisvekedési fazis (VGP):
vertikalisan, a mélyebb szovetekbe tedjdézid, 6.) metasztatikus melanoma: helyi és/vagy

tavoli szervi attéteket képzumor.

A jelenlegi WHO klasszifikacié a klinikai és szotami jellem®bk alapjan 4 altipust
kulonboztet meg: 1.) felszinesen tefjedelanoma (SSM), a leggyakoribb forma, az esetek
kordlbelll 75%-a ide sorolhatdé, 2.) nodularis melma (NM), 3.) lentigo malignus
melanoma (LMM), mely leggyakrabban kronikus napszg@gnak kitett érfellileteken jelenik
meg, 4.) akrélis lentigo melanoma (ALM), mely tipgan a tenyér és a talgrbn, korom
alatt vagy a nemi szervek és szajureg nyalkahamyaljpkul ki. A klasszikus felosztas mellett
azonban a molekularis szinkarakterizalas is egyre nagyobb teret kap, medp\aben 2
tipust kulonboztet meg a @&@zel fedett lorfellleteken kialakuld6 melanomak esetében: 1.)
kronikus napsugarzasnak nem Kkitetbrdn megjeled melanoma (non-CSD), melyben
gyakran megfigyelhétBRAF mutacio, 10q vesztés (PTEN) vagy az NRAS wiatgelenléte
Onmagaban, 2.) CSDslbn kialakul6 melanoma ritka BRAF mutaciokkal, st az esetek
kb. 20%-aban KIT mutéciok jelennek meg. A simé&dm vagy korom alatt kialakuld
tumorokat genetikai jellenéik, mint az onkogén amplifikaciok és az esetek eggt40%-
aban kimutathaté KIT amplifikacio vagy mutacio agéap akralis melanomaknak tekintik.
Ezzel szemben a mukodzalis melanomak kilon csopdwpeznek kromoszoma eltérés

mintazataik alapjan.

Nemzetkdzi szervezetek ajanlasaval 2002-ben kdxéNezetésre egy Uj, a progndzist
befolyasolo legibb ténye#ket is figyelembe veay stadium besorolasi rendszer, a TNM

(tumor - nyirokcsomoé - metasztazis). Léiglh ebnye a szentinel nyirokcsomo biopszia
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bevezetése, mellyel elkerilbigé valt a sokszor felesleges és invaziv, prevecéivattal
tortérd lokalis nyirokcsomo eltavolitas.

Etiologia és a 6 kockazati tenyesdk

A malignus melanoma multifaktorialis etiologiavallgemezhei, mely szamos genetikai és
kornyezeti ténye kdlcsbnhatasa révén alakul ki. Az elmult évtizededenziv kutatasai
szamos, a malignus melanomadd@sében fontos szerepet jatszé exo- és endogémdiait
tartak fel. Az exogén faktorok kozé tartozik a témretes €s mesterséges forrasbdl (pl.
szolarium) szarmaz6 UV sugérzés és az élet sosmereledett napégések szama. Mig az
endogén faktorok kozott szerepel a természetes vééigermm és DNS hibajavitasi
mechanizmusok meghibasodasa, a fényérzekenységebd ayogyszerek és kozmetikumok
hasznalata, valamint a csaladi anamnézis vagy Diish@rfizmusok és mutaciok jelenléte.
Az akut nap expozicid, kiléndsen a gyerekkori tabhdeégés, dobtszereppel bir a legtébb
melanoma tipusu daganat kialakulasdban. A napsagi@an jelenley kornyezeti karcinogén
minden esetben az UV sugarzas, azon belldl is adhdilédma UVB (280-320 nm)
komponens, de az UVA (320-400 nm) melanoma geneaibltoltott kisebb mértélkszerep

is bizonyitott mar. A betegség kialakulaséat ésfeérését kovéen a prognozist leginkabb a
Breslow vastagsag, felszini kifekélyesedés megkeinfiltralt nyirokcsomok szama és az
infiltracid mértéke (mikro- és makro metasztazisb&jarozza meg. A beteg tulélés aranya és

a terapia hatékonysaga altalabéh asetében a jobb.

A melanoma molekuléaris hattere

A malignus melanomat nagyfoku genomialis heteragsnjellemzi. Az eltér Gtvonalak
érintettsége és az ezek kozotti interakciok konifsa azt sugallja, hogy az egyedi genetikai
és molekularis eltérések dnmagukban nem rendelkedimt befolyassal a betegség
kialakulasdban és progresszidjdban. Azonban a kélbnalteraciok halmozddasa, a tumor
sejt és mikrokdrnyezete kozotti specialis parbedebegyutt mar képes elteklinikai-
biolégiai kimenetelek kialakitasara. Igy a molekisatulajdonsagok figyelembe vétele

segithet a jelenleg lété@klasszifikacids rendszerek pontositasaban.

A melanomas betegek mintegy 10%-a4nél mutathatosiladi hajlam, melyben olyan
csirasejtes eltérések jatszanak szerepet, mintkd\NQEB gén delécidja és mutacidja az esetek
10%-40%-aban a foldrajzi elhelyezkedédstiggéen, a CDK4-et ériit mutaciok, és néhany,
eddig még nem karakterizalt gén eltérése az 1p220641.22 lokuszokon. A legujabb
tanulmanyok méar az egy nukleotidas polimorfizmuaok8NP) fékuszélnak a melanoma
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fogékonysag kapcsan, és néhany olyan gén lehetkégkazat noveél szerepére vilagitanak
ra, melyek a DNS hibajavitas vagy oxidativ stragspnalakban téltik be funkciojukat.

Szamos jelatviteli utvonal kulcs szerepét bizortdto mar ade novo melanomak
progressziojaban. Néhany kozulik régota ismertt mipl6INK4a-CDK4/6-RB és pl4ARF-
MDM2-p53 utvonalak, melyek eltérése hozzajarul ja Gklus deregulacidjahoz, masrészt a
pl6 meghibasodésa altal fokozott érzékenység alakag UV indukalt DNS karosodéasra és
oxidativ stresszre. De ide tartoznak a tirozin kireéceptor jelatviteld targetei a RAS/MAPK
és PI3K/AKT datvonalak is, vezét szereppel birva a melanoma genezisben, a sejt
proliferacioban és a sejtek tulélésében. A fentitethl molekularis kaszkadok kozotti
interakcidk is tovabb segithetik a tumor genezisgjtnbévekedést, kemorezisztencia
kialalulasat, invazioét, migraciot és a sejtcikllegulacio zavarat. A klasszikus utvonalak
mellett szerepet kap még a kanonikus WNKatenin és MSH-PKA-MITF jelatvitel is,
rendre hozzgjarulva a melanoma sejtek tulélésélmitdpaciojdhoz vagy a pigmetaciohoz.
Tovabbi, nemrég azonositott Utvonal a Notchl stigh@eid, mely tumorszuppresszor és
onkogén hatassal egyarant rendelkezik a sejt-sigrakcioktol vagy az extracellularis
kornyezetbl fliggéen, és az INOS kaszkad, hozzajarulva a reaktiveoxés nitrogén gyokok
eliminalasahoz.

Korabbi array CGH tanulmanyaink szamos kromosz@mnaljié, mint a 7q31 vagy 11913
eltéréesének a melanoma agressziv viselkedésébéhotieszerepére vilagitott ra. A 7931
lokusz magaban foglalja a FRA7G térékeny pontotlynek kozvetlen kozelében talalhatok
olyan gének (CAV1 és TES), amik lehetséges célpbmatjtumor genezis soran kialakulo
genetikai alteracidknak. A CAV1, a membran lipidtgjainak” & komponenseként a
kulonbod fehérje interakciok, mint EGFR, H-RAS vagy eNOSém a sejt életének szamos
aspektusat befolyasolja. Azonban daganat progd@dsszi betoltott szerepe vitatott;
apoptotikus és anti-apoptotikus hatassal egyaréantelkezik daganat tipus és stadium
fuggvényében. Mig a TES, a fokalis adhéziok kulagdekuldjaként befolydsolhatja a tumor
sejtek motilitasat.

A 11ql3-as lokuszon taldlhat6 CCND1 onkogén a ik Gi/S fazis atmeneto6f
szabalyoz6 molekulaja. Transzkripcios aktivalasasselrban tirozin kinaz recepetorok
kozvetitésével a Ras—MAPK jelatviteli kaszkadoneketil valosul meg. Emellett egyéb
citokinek, transzkripcios faktorok és extracellidamatrix fehérjék PI3K-Akt—-mTOR
kaszkadd stimulacidja, valamint a csokkent proteiagrddacio szintén hozzajarul a

megndvekedett CCND1 szinthez.
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Ezek alapjan, az 0] genetikai alteraciok identifilsd €s szerepének azonositasa a gén
expresszid szabalyozasdban 06sszehangoltan az efkgenfolyamatokkal, tovabba a
malignus transzformacioban és daganat progresszi®zerepet jatszo jelatviteli utak

azonositasa (] tavlatokat nyithat a daganat ellerapiaban.

Jelenlegi és Uj célzott terapidk a melanoma kezekie
A leghatékonyabb melanoma ellenes terapia a magraaprimer tumor sebészi eltavolitasa,
valamint az ezt kovét szentinel nyirokcsomd biopszia. A legtdbb gond&bzn attétes
daganatok esetében a Dacarbazine (DTIC) valt dkéris elfogadott kemoterapias szerré
15%-25%-0s valaszadasi arannyal és a mindodssze sS%omplett valasszal. A magas
kockazati melanomak esetében a DTIC mellett nagsdadinterferont is alkalmaznak
adjuvans kezelésként, melyet bizonyos esetekberritsugpiaval egészitenek ki tobb-
kevesebb sikerrel. Az elmult néhany évben a US Famd Drug Administration szamos
korlatozassal jovahagyott 3 olyan () hatéanyagotlyek igéretes alapot jelenthetnek a
melanoma jo§beni kezelésére:
1. vemurafenib (PLX4032) BRAF inhibitor az inoperabilis vagy metasztatikus
BRAF'°°E mutéaciét hordozé melanomaknal
2. ipilimumab, immunstimuladtor &agens az inoperdbilis vagy metdkas
melanomaknal

3. pegilalt interferon alfa-2b, lll-as stddiumid melanomaknal

A Vemurafenib (PLX4032) egy nagy szelektivitasu BR#&hibitor, mely képes gatolni a
mutans BRAF molekulat, ugyanakkor kevés hatassabvaad tipusura. A terapia korlatjat

a viszonylag gyorsan Kkialakulo rezisztencia jeletdtlag 6 honap), emellett toxikus
mellékhatasként fokozza a pikkelysejtes karcinomgkCC) és keratoachanthomak
novekedését a kezelt beteg kb. 20%-aban. Az ipitiatu egy immunostimulans antitest a
citotoxikus T-sejtek negativ kostimulator antigen(@TLA4) molekulaja ellen, melyet
komplex kezelésekben és monoterapiaként egyar&atnazni probalnak szamos daganat
esetében. Azonban a valaszadasi arany és a tdgéssben elért novekedés mérseékelt, és sok
a mellékhatds, mint az immunrendszerrel 0Osszéflggterokolitisz, hepatitisz vagy
dermatitisz. Emellett, szdmos egyéb célzott terépiklinikai kiprobalas fazisdban jar (pl.
imatinib, lapatinib, anti-VEGF kezelés vagy immuamak tovabb fejlesztése)
monoterapiaként vagy komplex kezelések részekemagyfoku fejbdés ellenére a terapias

lehett'ségek még mindig korlatozottak, sirgetve () hatabangizmusu szerek felfedezését.
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Célkitizéesek

A kutdn melanomak citogenetikai heterogenitasa g®saziv metasztatikus viselkedése
komoly problémakat okoz nem csak a szoOvettanildagepen diagnosztizalhaté melanomak
klasszifikadcidjdban vagy a melanomak egyéb |ézigkitként Spitz, kék vagy proliferald
kongenitalis nevusoktdl val6 megkulonboztetésébanem a daganat prognosztizaciéban és
a hatékony kezelésben is. A tumor genezis és msgie hatterében allé molekularis
eltéréesek mélyebb megértése és az ismert molekukingetek evalualasabmté szereppel
birhat olyan egyedi biol6giai tulajdonsagokkal reikdz melanoma betegcsoportok
azonositasaban, akik keddeben reagalhatnak adott célzott targetekkel szenbeipiakra.
Ezért munkankban olyan génalteraciok identifikalastkuszaltunk, melyek a kilonb#z
melanomak eltér biologiai viselkedésével tarsultak, és lehetségkagnosztikai és

prognosztikai jelerdiséggel birhatnak.

A tanulmany specifikus céljai az alabbiak voltak:

A 7q931-es régio vizsgalata:
1. A 7q31l-es lokusz genetikai eltéréseinek vizsgatatafazisos FISH technikaval primer
melanoma szdveti mintakban és az edekimlakuld nyirokcsomo attétekben, valamint
kilonbd® biolégiai viselkedés melanoma sejtvonalakban. A FISH eredmények

0sszevetéese a tumorok klinikopatoldgiai paramétetei

2. A 7g31-en lokalizalédé CAV1 és TES mRNS eés fehésmnt valtozasainak
meghatarozasa primer melanomakban és sejtvonalaldRin-PCR és szoveti
microarrayken végzett immunhisztokémia alkalmazals&vz expressziés eredmeények
0sszevetése a tumorok klinikopatologiai paramétetei

3. A 7031 alteraciok és génexpressziés valtozasoktidapcsolat vizsgalata.

A CCND1 gén vizsgalata:
1. A CCND1 onkogén genetikai eltéréseinek vizsgalatarfazisos FISH technikaval. A
FISH eredmények 0sszevetése a tumorok klinikopgi@ilgparamétereivel, valamint a
BRAF és NRAS mutacids statusszal.

2. A CCND1 mRNS és fehérje expresszidés valtozasok atégbzasa primer
melanoméakban gRT-PCR és szdveti microarrayken vegzemunhisztokémia
alkalmazasaval. Az expresszidés eredmények Ossaevatéumorok klinikopatologiali

paramétereivel, valamint a BRAF és NRAS gének esqaiés és mutécios statuszaval.
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Anyagok es modszerek

Melanoma szoveti mintak

Valamennyi melanoma szovet a Debreceni Egyeténgy®gyaszati Klinikgjarél szarmazott.
A vizsgalatban szerepbetegek nem kaptak kezelést a primer tumorok gehiésdtavolitasat

megebzéen. A disszertacioban ismertetett kutatas a DehreEgyyetem Regionalis és
Intézmeényi Etikai Bizottsaganak jovahagyasaval éritrt a vonatkozé szabalyozasok
figyelembevételével. A betegek alairtdak a kutatdbbieegyeé& nyiltkozatot. A tumorok

diagnosztizélasa formalin fixalt paraffinba agyazZ&FPE) sztveti metszetek hematoxilin-
eozin festését kovéen tortént a Brgydgyaszati Klinikan. A klasszifikaciohoz a TNM
besorolasi rendszer legujabb verziojat alkalmaziikel a 7931 és CCND1 kisérletek nem

egy idbben torténtek, igy a vizsgalt melanoma mintak neitalx komplett atfedésben.

Melanoma sejtvonalak és sejttenyésztés

A kisérletekben az aldbbi melanoma sejtvonalakatalaztuk:

« WM35: Egy 24 éves & RGP fazisu, nem metasztatikus, SSM altipusu, lewogak
lokaliz&cioju primer daganatabdl szarmazik, melyBeéslow vastagsaga 0.69 mm volt.

- WM983A: Egy 54 éves ferfi VGP fazisu, agressziv attétképasi lokalizacioju primer
daganatabdl szarmazik, melynek Breslow vastagsagan volt.

« WM983B: Az elbz6 beteg nyirokcsomo attété@lszarmazo sejtvonal.

+ A2058-HT168-HT168MI Egy melanoma modell rendszer tagjai. Az erede20%8
sejtvonal egy 43 éves férfi amelanotikus melanoryieokcsomoé attétjel szarmazik. A
HT168 az A2058 nude egérbe tortént beoltasat kéwetialakult xenograftbdl ered. Mig a
HT168M1 a HT168 immunszppresszalt egér lépébe rbriv vivo adaptaciojabdl
szarmazik.

« HT199: Egy 23 éves & RGP fazisu, metasztatikus, NM altipusu primer datgEbol

szarmazik. A tumor m4j attétet képezett SCID egerbe

Az dsszes sejtvonal RPMI 1640 médiumban volt fetvaa mely FBS-sel, L-glutaminnal és
antibiotikummal volt kiegészitve. Az egyrétegbervegrtett adherens sejteket tripszin/EDTA
oldattal kezeltik és PBS-sel (pH 7.2) mostuk kétsaesejt pelletet ezt kovéen KCl-dal
kezeltik (hipoténias kezelés), targylemezre csdgpieik €s Carnoy fixaloval fixaltuk. A
lemezeket felhasznalasig -20°C-on taroltuk. Az ésszegyszert a Sigma-Aldrich céigt

szereztik be (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MCGA). A WM35, WM983A és WM983B
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sejtvonalak a Coriell Cell Repositoriesbdl (Coriektitutes, Camden, NJ, USA) szarmaznak.
Az A2058 sejtvonalat az American Type Culture Cdlentl (LGC Standards GmbH,
Wesel, Németorszag) szereztik be, mig a HT168, BW16és HT199 sejtvonalakat a
budapesti Magyar Onkologia Intézétajandékba kaptuk.

Array komparativ genom hibridizacio
Az array CGH kisérletek HumanArray 3.1 arraykenezték (University of California, San
Francisco Cancer Center array Core, USA). A jdliliS-eket Cot-1 DNS-sel keverték. Az

arrayk hibridizacioja, szkennelése és analizissolgéltato labor protokollja szerint tortént.

Kromoszomapreparalas normal limfocitakbol

A normal limfocitdk kromoszém preparatumat egéesesédonorokbdl szarmazo vétb
EuroClone Chromosome kit ,P” (EuroClone S.p.A., aib, Olaszroszag) segitségével
végeztik a gyartd altal meghatarozott protokolligteA citoplazma mentes szuszpenziét ezt
kovetben nedves targylemezekre cseppentettilk, majd azékee szaritottuk és -20-on

taroltuk.

DNS specifikus prébak
A FISH vizsgalatokhoz alkalmazott DNS specifikuélpik az alabbiak voltak:
» 7-es kromoszoma centroméra-specifikus / 7931 lokpszifikus DNS prébak

* 7-es kromoszoma centroméra-specifikus / CCND1 géniBkus DNS probak

A DNS specifikus probékat a Vysis, Inc. (Abbott Maollar, Des Plaines, IL, USA) cébt
szereztik be. A centroméra-specifikus probak $pectGreen konjugalt dUTP-vel (zdld
fluoreszcencia), mig a lokusz és gén specifikubgkd&Spectrum Orange konjugalt dUTP-vel
(piros fluoreszcencia) voltak jelolve. A sejtmagbkaantifade oldatban oldott
diaminofenilindollal (DAPI, kék fluoreszcencia) fettiik (Vectashield, Vector Laboratories
LTD, Peterborough, UK). A DNS specifikus prébak ridpatésagat egészséges emdlerb

szarmazo6 normal limfocitak kromoszoma preparatutegrieltik.

Fluoreszcencian situ hibridizacio

A viszgalatokat friss-fagyasztott tumorokbol késttittenyomat preparatumokon hajtottuk
végre. A targylemezeket dédetesen 3-aminopropyltrimethoxy-silane-nal kezel{&kgma-
Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) a gyartd protokal alapjan. A prébas mixet és target
sejteket egyidéjeg denaturaltuk és hibridizacios kamraban hibélligk (HYBrite). Az
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aspecifikusan vagy nem Kitott DNS probakat mosoé pufferrel tavolitottuk &l.szaradast
kovetben a sejtmagokat antifadeben oldott DAPI festékkedtettik. A kiértékelést
fluoreszcens mikroszkoppal végeztik (ZEISS Axiopl&arl Zeiss, Jena, Németorszag)
mintanként 100-200 sejtet szamolva. A haromskigpeket digitalis képanalizalé rendszerrel
készitettik (ISIS Metasystem GmbH, Altlussheim, M&érszag). A 7q31 és CCND1

kopiaszam kategoridk az aldbbiak szerint keriltegimatarozasra:

1. Delécio: a lokusz/gén kopiaszdma kevesebb a atextaz6 kromoszoma
kopiaszamanal a sejtefl 0%-aban.

2. Latszolagos amplifikacio: a kromoszéma kopiaszamegegyezik a lokusz/gén
koOpiaszamaval, de tobb mint 2.

3. Kismértéki amplifikacio: a gén kdépiaszam maximum 5x nagyobkranoszoma
kopiaszamanal, de nem haladja meg a sejtenkékidi@t.

4. Nagymertélk amplifikacio: a gén kopiaszam tbbb mint 5x nagyabkromoszoma

kopiaszamanal, és meghaladja a sejtenkénti 10 kagidjtek>10%-aban.

A kopiaszam indexet (CNI) az aldbbi szerint hathrbaneg: fluoreszcens jelek 6ssz szama /
mintanként szamolt sejtek szama. A CCND1 vizsgllabalkalmazott statisztikai interakcio
és logisztikus regresszios analizisekhez az alkbpiaszam csoportokat alkottuk meg a
kalkulalt CNI értékek alapjan: nem CCND1 amplifik@CNI<2.5) és CCND1 amplifikalt
(CNI>2.5). Az optimalis ,cutoff’ értéket ROC gorlamalizissel hataroztuk meg.

RNS extrakcio és valos iddj gRT-PCR

A total RNS izolalast RNeasy Mini kit segitségéwageztik (Qiagen GmbH, Hilden,

Németorszag), és a mintakat NanoDrop ND-1000 UVsgiektrofotométerrel kvantifikaltuk

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). TagMan égyéses RT-PCR-t alkalmaztunk a
CAV1, TES, BRAF, NRAS és CCND1 mRNS szintek megietasara reakcionként 3
ismétléssel ABI-PRISM 7000 készuléken (Life Teclogids Corporation, Carlsbad, CA,
USA). A reverz-transzkriptazt, Master Mixet €s g&eh a Life Technologiestol szereztik be.
Az adatelemzést Livak modszerrel végeztik, adoktstroll GAPDH, a kalibrator minta 3

kUlonbod személydl szarmazo nevus minta illetve tenyésztett melaaoalt.
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Szd6veti microarrayk és immunfestés

Az eredeti blokkokbdl szarmazo szbveti metszetekematoxili-eozin festést kouin
patolégusok segitségével behataroltuk a tumorsejteftleteket, €s ahol lehetett, mintanként
hdrom 1 mm atméji blokkot vagtunk ki automatikusan TMA Master (C&iiss, Jena,
Németorszag) segitségével. Az igy elkésziult TMA kkbikbol készitett metszeteken
immunhisztokémiai vizsgalatokat vegeztink hemat@dkin festéssel tortént validaciot
koveten. A paraffin eltavolitasat, az endogén peroxidags nem specifikus kéhelyek
blokkolasat kovdten az antigéneket forrasban deeitrat pufferrel tartuk fel (pH 6). A
HMBA45, CAV1 és TES elleni elslleges antitesteket a Santa Cruz Biotechnology(8anta
Cruz, CA, USA) cégll, mig a CCND1 elleni antitestet a Thermo Fisheefdfic (Waltham,
MA, USA) cégbl szereztik be. A primer antitestekkel tortént in&ciot kbveben a fehérje
expressziot Envision/HRP detekcidos rendszerrel (DAHKnc.,Glostrup, Déania) és VIP
peroxiddz szubsztrat kittel (Vector LaboratoriesDl. TPeterborough, UK) vizualizaltuk. A
sejtmagokat metilzélddel festettik (Vector Labor&® LTD, Peterborough, UK). Negativ
kontrolloként kihagytuk a primer antitestet. A pdzikontrollok az alabbiak voltak: A541
human tiddaganat eredétsejtvonal és endotelialis sejtek CAV1 esetéberkalisejtek TES
esetében és MCF7 humén éddganat eredet sejtvonal CCND1 esetében. A festett
lemezeket MiraxScan szkennerrel digitalizaltuk (Caeiss, Jena, Németorszag). Az igy
kapott képekete MiraxViewer szoftver segitségéwenitettik meg (Carl Zeiss, Jena,
Németorszag), majd a kiértékelést 2, a mintak kinpatologiai adataira vak
dermatopatolégus végezte. A reakcid pozitivithsfokozatl skalan értékeltik: 0, nincs
festbdés; 1+, hatarozott, de enyhe éelis; 2+, kdzepes mériekestidés; és 3+, és
festbdés. A mintankeénti triplikdtumok egyedi eredménysgietlen értékké O0sszesitettik. A
CCND1 esetében a kiértékelést quickscore modszieredi/égeztik, mely figyelembe veszi
mind a festdés mértékét, mind pedig a pozitiv sejtek szazaleanyat, és ez alapjan a
mintakat 0-t6l 2-ig terje@l csoportokba kategorizaltuk. Az additiv quickscorédszerrel az
alabbi csoportokat definialtuk: 0, 1-3 pont; 1, 46nt; és 2, 7-9 pont. A multiplikativ
quickscore modszernél pedig az alabbi csoportdkattak meg: 0, 0-6 pont; 1, 7-12 pont; €s
3, 13-18 pont. Az additiv quickscoret az ,A” katego(festidést mutatd sejtek szazalékos
aranya) és ,B” kategéria (fégtés intezitdsa) 6sszege, mig a multiplikativ quiokst az ,A”

és ,B” kategoriak szorzata adja meg. Mivel a kuldztbquickscore metodikak eredményei
erds pozitiv korrelaciot mutattak (R=0.996, p<0.00@pearman korrelacid), ezért a

multiplikativ megkozelitést alkalmaztuk a kébi analizisekben, mivel az additiv
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megkozelités elfedte a fehérjére negativ eredmé@tyelnit az esetek 13%-aban (7/54)

megfigyeltiink, és a pontozasi skéla iskebbnek bizonyult.

Fehérje extrakcié melanoma sejtvonalakbdl és westerblot analizis

Harom, eltéé biologiai viselkedés melanoma sejtvonal (WM35, HT199 és WM983B) vett
részt a western blot vizsgélatokban. A sejteketegdo és foszfataz inhibitorokat tartalmazé
RIPA pufferben szreteltiik (Thermo Fisher ScieatifiValtham, MA, USA). A totél protein
koncentracidkat Bradford assayvel hataroztuk megp-Bad Hungary Ltd., Budapest,
Magyarorszag). Az izolalt fehérjét felhasznalasig°C-on taroltuk. A denaturalt és redukalt
(2-B-mercaptoethanol) mintdkatéegégyartott 5-14% gradiens SDS-polyacrylamide géieke
szeparaltuk, félszaraz transzferrel polyvinylidetituoride (PVDF) membranra vittik at
(Bio-Rad Hungary Ltd., Budapest, Hungary) és spacfprimer antitestekkel inkubaltuk. A
GAPDH (loading kontroll), CAV1 és TES elleni étleges antitesteket a Santa Cruz
Biotechnology Inc(Santa Cruz, CA, USA), mig a CCND1 elleni antitest&fThermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA) cége#tt szereztik be. A jel detektalasara peroxidaz-
konjugalt masodlagos antitesteket alkalmaztunkke¥ailumineszcenciaval tettik lathatova
(ECL, GE Healthcare, IL, USA). A kész immunblotoka-800 Kalibralt Denzitométerrel
kvantifikaltuk (Bio-Rad Hungary Ltd., Budapest, Magorszag), és az egyes fehérje
szinteket 6sszehasonlitottuk.

A BRAF és NRAS gének mutacios analizise

A genomi DNS izolalast a G-Spin Genomic DNA ExtractKit (iNtRON Biotechnology,
Kyunggi, Korea) segitségével végeztiuk friss/fagy@szszoveti mintakbol, és a mintakat
NanoDrop ND-1000 UV-Vis spektrofotométerrel kvaik@ituk. A DNS mintak midségét
1.2%-0s agar6z gélelektroforézissel ebertiik. A BRAF®® és NRAS® kodonokban
eléforduld mutacidkat LightCycler rendszeren (Rocheadbiostics, GmbH, Mannheim,
Németorzsag) olvadaspont analizissel detektaltukrdélszcens probakat alkalmazva (TIB
Molbiol, Berlin, Németorzsag). A szenzor proba feszceinnel, mig az anchor proba
LCRed640 festékkel volt konjugalva. Az igy nyere@gményeket a PCR termékek direkt
szekvenaldsaval &sitettiik meg (BIOMI Kft, Godold, Magyarorszég).

Statisztikai analizis
Az eredmények kiértékelését SPBE0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) és R-2.15.0 moy

csomagok segitéségével vegeztik. Az adatok noéasatitShapiro-Wilk teszttel, a variancak
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egyenbségét pedig Leven teszttel hataroztuk meg. Miveltaidk nem normal eloszlast
mutattak, ezért nem parametrikus teszteket alkdlm&z Ahol sziikséges volt, az adatokat
reciprok (CNI) vagy log (MRNS szint) transzformalassal normalizaltuk. Resreoperating
characteristic (ROC) goérbe analizissel hataroztidg m tulélési analizisnél az optimalis
CCND1 CNI cutoff értéket. A modell magaban fogla#ta ismert melanoma prognosztikai
faktorokat is, mint az ulceracié és az attétképz2esiqg31l és CCND1 kopiaszadmok és a
vonatkoz6 kromoszom kopiaszamok (rendre 7 és Hlamint a primer daganatok klinikai-
patolégiai paraméterei kozotti dsszeflggések fedtina Fisher egzakt, Kruskal-Wallis,
Mann-Whitney-Wilcoxon teszteket, és logisztikus resgziot alkalmaztunk. Statisztikai
interakcidt (egyvaltozés variancianalizis) szint@msgaltunk annak kideritésére, hogy a
BRAF vagy NRAS mutacios statusz modositja e a CCNPalteracidok hatasat a vizsgalt
kimeneti paraméterekre. A CAV1, TES vagy CCND1 g@mnesszio és a primer daganatok
klinikai-patologiai paraméterei kozoétti dsszefuggét Kruskal-Wallis és Mann-Whitney-
Wilcoxon tesztekkel hatédroztuk meg. A CCND1, BRAS MRAS mRNS szintek kodzotti
korrelcio kimutatadsara Pearson korrelaciot alkabmakz Az additiv és multiplikativ
quickscore kiértekelési modszerek korrelaciojahpeadman tesztet hasznaltunk. A talélési
analizist Kaplan-Meier, Log Rank és Cox regresstadgtekkel végeztik. A 0.05-nél kisebb
p értékeket tekintettik statisztikailag szignifisdak. Az irodalommal 6sszhangban, a tébb
mint kétszeres expresszio szintbeli valtozast afadyy felllexpresszioként definiéltuk.

11
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Eredmények

A 7qg31l-es région elhelyezkadl CAV1 és TES gének, mint a human
melanomak lehetséges prognosztikai markerei

7931 alteraciok és primer tumorok Klinikai-patologiai paraméterei kozotti 6sszefliggések

Osszesen 75 primer melanoma vett részt a FISHzastah. A kalkulalt 7931 lokusz CNI
korrelalt a 7-es kromoszéma kopiaszam eltérés€ped.001), és szignifikansan magasabb
volt azon primer daganatokban, melyeket metasalatinajlam (p=0.012) és kifekélyesed
felszin (p=0.002) jellemzett. Tovabba, az 50 évdétebb betegek szintén magasabb 7g31
kopiaszammal voltak jellemeziéek a fiatalabb korcsoportokhoz viszonyitva (p=0)038

CAV1 és TES mRNS és protein expresszio primer melamakban

Osszesen 33 primer melanoma esetében voltdledgta CAV1 és TES mRNS expresszid
vizsgalatara. A CAV1 mRNS szint szignifikAnsan nssddb volt vastag daganatokban
(p=0.002), mig a TES mRNS szintek eltérést mutatakilénb6d helyen lokalizalodo
attétekkel rendelkézprimer tumorokban (p=0.011).

Osszesen 60 primer melanoma CAV1 és TES fehérjessgids vizsgalatat végeztik el
szoveti microarrayk segitségével. A vizsgélt nevomtak egyik fehérje esetében sem
mutattak efs pozitivitast. A melanoma szovetek altaldnossagbaws CAV1
membranfesidés mellett, gyenge és diffuz citoplazma ddsst is mutattak. Mig a TES
fehérje gyakran képzett plakkokat a membranbamleag egy gyenge plazma pozitivitas is
megfigyelhed volt. A CAV1 fehérje a primer melanomak 83%-aba#l/%1) volt
detektalhat6. A fennmarado6 10 minta negativ va@®a/1 festdésre. A vizsgélt paraméterek
kozul a Breslow vastagsag mutatott egyedil Ossgéfiiga CAV1 fehérje szintekkel
(p=0.038). A vastag melanomak ugyanis cstkkent esgzmidval voltak jellemezhik;
azonban fontos megjegyezni, hogy a vékony lézidk @&gsoportja szintén nem mutatott
fehérje fesidést. A TES fehérjét a primer tumorok 76%-a (42/Bspresszalta. Azonban
egyetlen vizsgalt klinikai-patologiai paramétersem talaltunk szignifikdns dsszefliggést.

A 731 genetikai eltérések, CAV1 és TES mRNS valaniifehérje expresszios valtozasok
kozotti korrelacio vizsgalata primer melanomakban é melanoma sejtvonalakban

Osszesen 14 primer melanoma esetében voltisdgiink mind a 7q31 kdpiaszam alteraciok,

mind pedig a CAV1 és TES expresszios szintek kbkégicsolat elemzésére. Az eredmények
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vilhagosan mutatjak, hogy a lokusz amplifikaciéjameagy gyenge korrelacioban all az itt

lokalizalodd CAV1 és TES gének mRNS és fehérjetgirel.

Hét, eltét bioldgiai viselkedés melanoma sejtvonal (WM35, WM983A, WM983B,
HT199, A2058, HT168 és HT168M1) esetében is megbztidk a 7q31-es lokusz kdpiaszam
eltéréseit, valamint a CAV1 és TES gének mRNS Bsérfe expresszios szintjét. A lokusz
kismérteki amplifikacidja és delécidja minden vizsgalt seftaliban kimutathaté volt
kilonbd® frekvenciaval. A régié vesztését 3 sejtvonalbarMi®83B, HT199 és WM35)
figyeltik meg gyakran, a WM983A és HT168 kisméiitakmnplifikacioval volt jellemezhét
mig az A2058 és HT168M1 sejtvonalak esetében a ngg8ymeértélk amplifikacioja volt a
legkarakterisztikusabb kdépiaszdm kategoria. A CAlativ mMRNS expresszidja hasonlé
mintazatot mutatott a legtdébb sejtvonalban (WM3M983A, WM983B, HT199 és HT168).
Jelenés asszociaciot figyeltink meg a 7931 nagymértainplifikacidé és a CAV1 mRNS
szint k6zott 2, agressziv fenotipusu sejtvonall#tDb8 és HT168M1). A fehérje expressziot
tekintve, eltéé mértékben, de valamennyi vizsgélt sejtvonal exga@sa a CAV1 molekulat.
Magas fehérje szintet tudtunk kimutatni az invazie nem metasztatikus WM35-ben,
valamint az attétkégz hajlammal rendelkéz WM983B, HT199, A2058 és HT168
sejtvonalakban, mig a WM983A CAV1 fehérje szintjacaony volt. Ezzel szemben a
HT168M1 nem mutatott semmiféle protein pozitivitaédt TES mMRNS expresszié minden
sejtvonalban nagyfokd novekedést mutatott a kdntrwlanocitakhoz viszonyitva, mely
fokozédas a fehérje szint emelkedését vonta maga. & WM35, HT199 és WM983B
sejtvonalak esetében az immunhisztokémiai vizsglalaredmeényeit western blottal is

megedbsitettik.

CCND1, a human kutan melanomak lehetséges prognogai markere

CCND1 kopiaszam alteraciok primer melanomakban és a eltérések 6sszefliggése a
BRAF és NRAS mutaciokkal

Osszesen 76 primer melanoma FISH analizisét végesttuA kalkulalt CCND1 CNI jol
korrelalt a 11-es kromoszéma kdpiaszamaval (p=0,@¥8szignifikansan alacsonyabb volt a
végtagokon kialakulé (p=0.043) és nem ulceralt (p48) melanomékban. Mig magasabb
kopiaszam jellemezte a tavoli szervi illetve toliés attétet kégz primer daganatokat
(p=0.029).

A logisztikus regresszidés analizis szintén gyako@ND1 amplifikaciot mutatott ki
ulceralt felszit [esély hanyados (EH) =2.934; 95% konfidencia wda#um (KI) =1.155—
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7.454; p=0.024] és tobbszoros attétkegEH=11.538; 95% KI=1.297-102.654; p=0.028)
tumorokban. A kedvéitlen klinikai kimenetel ismert prediktoraira, mirsz ulceracio,
Breslow vastagsag és metsztatizalé hajlam valéekordt koveten a CCND1 amplifikalt
melanoméak (CNI>2.5, a ROC gorbe analizis alapjamtegy 1.6-szor nagyobb eséllyel
okoztak az egyén betegség specifikus halalat, hakamz 6sszefliiggés nem bizonyult

szignifikansnak (p=0.278), valoszinlileg a viszogWavés adatnak koszonben.

A vizsgélt 55 primer melanomabol 24 (44%) hordozottitaciot a BRAF 600-as
kodonjaban. Ezek kozul 21 (88%) Iézibban V600E,8%) tumorban V600K és 1 (4%)
melanomaban V600R mutéaciét tudtunk kimutatni. Mg MRAS 61-es kodon mutacioi
dsszesen 8 (15%) primer melanomaban fordultélaelalabbi tipusokban: 5 (63%) Q61K, 2
(25%) Q61R és 1 (2%) Q61L mutaciét hordozo 1€ziIBRAF és NRAS mutéciok egyetlen
vizsgalt mintdban sem fordultak 6ekegyittesen. A mutaciot hordozé mintadk viszonylag
alacsony szdma és ugyanazon Gtvonalra gyakoratibazeatasa miatt a kilondpBRAF®%

és NRAS® mutaciokat egylitt kezeltiik az analizis soran.

A CCND1 kopiaszam eltérések és BRAF/NRAS mutacidkokti interakcios vizsgéalatok
nem mutattak ki semmilyen modositdo hatast a CCNDAréseknek a primer melanomak
klinikai-patologiai paramétereivel valdé OsszefuggBen. Viszont korrigdlva a BRAF és
NRAS mutéaciokra, a CCND1 amplifikdcié tovabbra isszefliiggésben allt a felszini
kifekélyesedéssel (EH=3.185; 95% KI=1.025-9.89@).p45) és a tobbszo6ros attétképzéssel
(EH=7.817; 95% KI=0.753-81.175; p=0.085). Azonbarutdbbi asszociacio hem bizonyult
szignifikansnak, feltehékeg a széles konfidencia intervallum vagy a visiagyalacsony
mintaszam miatt. Tovabba, a CCND1 amplifikaciovahdelked, de BRAF vagy NRAS
mutéciot nem hordoz6 primer melanomék 4.4-szer rgyddan alakultak ki krénikus
napsugarzasnak kitetéiieltileteken (95% Kl1=1.195-16.491, p=0.026).

CCND1 mRNS expresszio primer melanoméakban

Osszesen 28 primer melanoma esetében volt sedgta CCND1 mMRNS expresszid
vizsgalatara. Tobb mint 2-szeres expresszidbeklesigst az esetek 39%-aban (11/28), mig
MRNS szintndvekedést a vizsgalt melanomak csupdp-dldan (5/28) mutattunk ki. A
génkifejeddés és a Klinikai-patologiai paraméterek kozottiszesiiggések analizise
ravilagitott arra, hogy a CCND1 mRNS expresszidositaziata primer melanomakban
befolyasolhatja az attétképzés helyét (p=0.013pb$aoros attétképamintak (33%) ugyanis
csokkent CCND1 mRNS szinttel jellemezbiet mig a csak kutan és/vagy nyirokcsomo
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metasztazist képzléziokban (40%) fokozott CCND1 expresszio figyétheneg. Veégll, a
tavoli szervi (tud, agy, csont vagy maj) attéteket képprimer daganatok (27%) nem
mutattak eltérést a CCND1 mRNS szintben a kontr@us mintakhoz képest.

A CCNDL1 expresszios valtozasok kdzepes mérfitiv korrelaciét mutattak a BRAF
(B=0.553, p=0.002) és NRAS (B=0.678, p<0.001) mRattekkel. Ugyanakkor a BRAF
expresszio és pozitiv korrelaciéban allt az NRAS mRNS szintjé{g=0.832, p<0.001). A
CCND1 mRNS szint mértéke szignifikdnsan dsszefigg®@RAF és NRAS gének mutacios
statuszaval is (p=0.009, kétoldali egzakt Mann—Wéyi+Wilcoxon teszt). A fenti mutaciokat
nem hordoz6o primer melanomak ugyanis megkditetit 2.3-szer nagyobb CCND1
expresszios szinttel rendelkeztek a mutaciot haraointdkhoz viszonyitva.

CCNDL1 fehérje expresszio primer melanomakban és natoma sejtvonalakban

Osszesen 54 primer melanomaban vizsgaltuk a CCKDdrie kifejeddését. A melanomak
erds magi fesidést és néhany esetben gyenge plazmapozitivitastiiattak a fehérjére. A
kiértékelés sordn csak a magi 8ekist tekintettiik specifikusnak, igy a melanoma akint
87%-a bizonyult pozitivnak. A nagy intratumordlistérogenitas nem jellemezte a vizsgalt
mintakat. A CCND1 fehérje kifejédés meértéke szignifikhnsan 6sszefliggott a Breslow
vastagsaggal, attétképzeéssel és a betegek tulélésénvdre p=0.047, p=0.028 és p<0.001). A
nagymeéret, metasztazis kepzés a beteg halalat okozé primer tumorokésebb CCND1
festbdés jellemezte. Azonban a pozitiv sejtek szdméatfiggelembe véve, a tumor
vastagsaggal valé dsszefliggésiralt A CCND1 fehérje kifejeimésre nem volt szignifikans

hatassal sem az mRNS szint, sem pedig az atlagdsdgéaszam.

Harom, eltéé bioldgiai viselkedés human melanoma sejtvonal (HT199, WM35 és
WM983B) esetében is meghatédroztuk a CCND1 fehérjpteket immunhisztokémia és
western blot technikdk segitségével SEICCND1 expresszid karakterizlta az agressziv
tulajdonsagu HT199-et. Ezzel szemben az invazidenegérben nem tumorképXVM35
sejtvonal viszonylag alacsony CCND1 fehérje exmiésal volt jellemezhét, de a
legkevesebb CCND1 proteint a melanoma aftészarmaztatott WM983B expresszalta. A
western blot analizis eredményei mégétették az immunhisztokémiai eredményeket.
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Megbeszélés

Habar az elmult évtizedekben a melanoma incidefiotyamatosan étt, a klinikai diagnozis
pontossaga tovabbra is limitalt, és a mai napigleeszi eltavolitas, az azt kofetzetinel
nyirokcsomo vizsgalattal a leghatékonyabb terapimellett tovabbi probléma az egyre
fiatalabb korosztalyok jeleés érintettsége is. Eppen ezért a primer 1€zi6 Ketsmerése és
mielébbi sebészi eltavolitasa jelenleg az egyedilli eaddgtegséd valo tartos feléplésre.
A melanomas betegek tulélési esélye ugyanis dkasatn csokken az attétek megjelenésével.
A tavoli szervi attétek kialakulasa 10% ala csokkem 5 éves tulélést. Jol ismert, hogy a
kutan melanoma, hasonléan mas lagyrész daganatogkoertikai betegség, melynek
kialakulasanak hatterében szamos, a daganatiésjlés progresszié soran létréj@enetikai
eltérés felhalmozodasa all. Ezek az eltérések kuldlgs szinten befolyasoljak a genom
integritast szabalyozo folyamatokat, mely kdvetkémgesen onkogének aktivalodasat illetve
tumorszuppresszor gének inaktivalodasat eredménkgeért a daganat progresszio mogott
megbuvé molekularis alterdciok megértése jésen hozzajarulhat a klasszifikacio
fejlédéséhez, kilondsen a szovettanilag kétes mintakélese tovabba ébegitheti a

pontosabb diagndzis felallitasat vagy hatékonypiasatargeteket szolgaltathat agoen.

A 7931-es lokusz eltéréseinek kapcsolata a melanomeogressziéval

Jelen disszertacid egyik célja volt a 7q31-es rdgipiaszam eltéréseinek meghatarozasa
viszonylag nagyszamu mintan, primer melanomakb#iHRechnika segitségével. Tovabba
az igy kapott genetikai eredmények és a klinikaoidgiai paraméterek korrelacios analizise.
A tanulmany egyik dissége, hogy a kdpiaszam alteraciok mellett anktlbzal6dé FRA7G
fragilis pont kordli gének (CAV1 és TES) mRNS éhdg expresszids vizsgalatat is
elvégeztik, ravilagitva melanoma progressziobailtiigt lehetséges szerepikre. ,Common
fragile site”-ok (CFS) valamennyi egyén genomjabmagtalalhatd, nem random maddon
elhelyezked, nagymérdt (megabazis vagy nagyobb) DNS régiok, melyek a Bkigtézis
részleges megakadasa soran helyspecifikus toraggtjei a metafazisos kromoszomakon. A
normal kromoszéma struktlra részeiként szomatilajiekden altaladban stabilitas jellemzi
6ket. Azonban tumorsejtekben a CFS-ok és a hozzagskocialodd gének igen gyakran
deléci6, atrendémés vagy amplifikadcié elszenwdid utalva a daganatok genom
instabilitasaban betdlt6tt fontos szerepikre. Gkaeinstabilitasuk specialis szerkezetiiknek
koszonhet: ezek a szekvenciak ugyanis G-sav kardileregy R-sav struktaraju DNS

szakaszon beliil. igy a CFS-ok és a szomszédoskrdginotti szerkezeti killonbségek

16



MEGBESZELES

hatassal lehetnek a DNS replikacio és kromatin &omdcié szabalyozasara, hozzajarulva
torékenységukhoz. Ugyanakkor megfigyetheéhany szembité hasonlésag a kiléndbdz
CFS-ok kozott, mint a nagy méret vagy hasonlé gémresszids profil, mely azt sugallja,
hogy e réegiok és az itt lokalizalodo gének fontmsrepet jatszhatnak a sejtek kdrnyezeti és

kognitiv stresszre adott normal valaszaiban is.

A FRA7G egy gyakori aphidicolin-indukalt fragilisety a 7931.2 kromoszdmadlis
lokuszon, mely a negyedik leggyakrabban expresszBRA3B (FHIT), FRA16D (WWOX)
és FRAGE utan. Az 544kb méiiaegidé szamos gént foglal magaban, mint a viruegidtciok
egyik célpontja, a TES, és a lagyrész tumorokbaakigyn amplifikalt CAV1. Hasonl6an
amplifikaciojat egyarant nagyfelbontasu technikéitségével, mely az itt zajlé folyamatok
komplex és egyedi mintazatara vilagit ra. A lokusgztése feltehéen nem a teljes szakasz
vesztéseét jelenti, hanem a région belul kilonabénbzigéta deléciok vagy transzlokaciok
eredménye. Mig a FRA7G asszocialt gének amplifi§acia ,breakage-fusion-bridge”
mechanizmus révén azoéethaladott stadiumi daganatok alapvétlajdonsaga, és mind
prognosztikai, mind pedig terapias jelésdggel bir. Az intrakromoszomalis amplikonok
akkumulacidja tehét felelossé tobbek kozott a daganatok gydgyszer rezisAi@eci.
Feltételezéseink szerint az instabilitas okozta FRAalteraciok, melyek megzavarjak a
régiohoz asszocialodé gének normalikadését is, hozzajarulhathnak a melanomak
progressziojahoz hasonléan a mas daganatokban gyegfi FHIT és WWOX
tumorszupresszor gén eltérésekhez, melyeket kidngpénetikai €s epigenetikai (promoter

hipermetilacio vagy hiszton hipoacetilacio) folyantaeredményeznek.

FISH technika segitségével a 7g31-es régido deblicid@s kulonbdz mértéki
amplifikaciojat is sikerult kimutatnunk. A lokuszlkécidja kedvedbb klinikai kimenetellel
tarsult, szemben az amplifikacioval, mely kapcdmzatallt a primer daganatok attétkepzési
hajlamaval. A fokozott CAV1 fehérje expresszidgsdiikans kapcsolatban allt a tumor

vastagsaggal. A TES expresszids valtozasok hatasdan tovabbi vizsgalatokat igényel.

Korabbi tanulmanyok a CAV1 multifunkciondlis vazéefe vitatott szerepét mutattak ki
szamos human daganat éeifesében. Sajat vizsgalatainkban a CAV1 mRNS exqitess
fokozddasa a fehérje szint emelkedését vonta miga mely éként a daganat vastagsaggal
mutatott dsszefliggést. Masrészt a CAV1 fehérjet sxokkenését is megfigyeltiik a vékony
tumorok egy alcsoportjaban és a kedieln klinikai kimenetel primer mintakbol
szarmaztatott sejtvonalakban, mely a CAV1 moleKelzetséges keéis szerepére utal a
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melanoma progresszioban. Tovabba a CAV1 fehérjestdélianya az agressziv HT168M1
sejtvonalban a magas CNI és mRNS szint ellenéreetfela kilonbo# epigenetikai
folyamatok részletesebb feltérképezésének igérsyéEiek fontos megfigyelések, mivel a
CAV1 fehérjét a melanoma prognozis potencidlis l@darének tekintik a szoveti invazidban
€s metasztazis képzésben betoltott feltételezetege miatt. A csokkent CAV1 expresszio a
tumor sejtek fokozott proliferacios képességévelyva kaszpaz-3 atvonal sérlilése révén az
apoptézissal szembeni rezisztenciaval tarsulhaty m&bbi végul attétek kialakuldsahoz
vezet. Azonban a fehérje teljes elvesztése a dagmsadvet csokkent neovaszkularizaciojat
€s a tumor szupressziojat is eredményezheti aigit@kceptor kozvetitette jelatvitel gatlasa
vagy a fokdlis adhézidos domén szerkezet reguldstajailizalasa altal csdokkent tumor sejt
motilitas révén. igy a CAV1 molekula daganat sejelkyyakorolt dozisfiigs hatasa is
elképzelhei. Mivel a CAV1 szamos interakcios partnerrel rekdeik, ezért a partner
molekulak alteracioi szintén jeldist hatassal lehetnek a CAV1 melanoma progressziéban
bet6ltott szerepére, hasonléan a Galectin-3 feheézjemely képes felllirni a CAV1 tumor
szupresszor hatasat pajzsmirigy daganatokban. A3GalCAV1 molekulaval egyilttesen
eléseqgiti a fokalis adhézi6 megbomlasat, igy a tumgtels migracidjat és invazidjat
eredményezi. Végul, egy nemrég megjelent tanulmamutat a két caveolin 1 varians, a vad
tipusu hosszabb lancu CA¥Es a csonka CAVBLforma eltéé funkcidjéra is. Ez utébbi N-
termindlis végéil ugyanis hianyzik egy Tyr-14 régid, mely a vadusSpan foszforilaciot
koveten ebsegiti a mitokondrialis apoptozist, igy kovetkezyesen noveli az erfildaganat
sejtek paclitaxel érzékenységét. Ezért a tumorelseffAV1 Osszetétele fontos szerepet

jatszhat a terapias szerekkel szembeni reziszteatia

Az altalunk vizsgalt primer melanoma tumorokban fitggglt TES mRNS és fehérje
expresszio csbtkkenéséet mar korabban kimutattakyii pikkelysejtes karcinomakban,
gyomor karcinomakban és afnldaganatokban is. Habar a TES molekula eltérései
altaldnossagban nem mutattak szignifikans ©sszéfiigg primer Iéziok metasztatizalo
hajlamaval, az mRNS szint valtozott annak fliggvéeye hogy a primer tumor hova adott
attétet. Ez a megfigyelésdsiti azt a hipotézist, hogy a TES hatassal lehetetanoma
progressziora az invazid befolyasolasa révén. Azontovabbi, melanoma metasztazisok

vizsgalatat is magaban foglalé tanulmanyokat igeagaek kideritése.

A 7g31-es lokusz eltérései a CAV1 és TES expressziint valtozasat vontak maguk
utdn bizonyos esetekben, ez azonban nem bizongighiBkansnak. Ennek egyik oka a

viszonylag kevés elérhetatfedd minta. Tovabbi ok, hogy a vizsgalt tumorokban csak
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heterozigdta 7931 vesztést tapasztaltunk, igy anfi@anadé gén képia még elegénehet a
zavartalan mRNS szintézishez. Az iéfetdulhat, hogy az amplifikacié nem a teljes lokusz
érinti, igy az eltérés nem feltétlen fed le gérdt,a& érintett szakaszok méretét is nehéz
meghatarozni. Végul az epigenetikai szabalyozasleanvetkezett hiba szintén befolyasolja
a régiorol atirodé gének mRNS és fehérje szintjét.

Osszegezve az eddigieket, a 7931 amplifikacio keidlen prognodzissal tarsul, és a
TES szerepet jatszhat a cirkuldlo tumor sejtek rgboyzasaban meghatarozva az attét
lokalizaciojat. Mindamellett a régid6 melanoma gesleegn bet6ltott szerepe tovabbi
vizsgalatokat igényel. Mivel a daganatok kialakal&s fejpdése egy rendkivil dsszetett,
nagyszamu gént és molekuléris Gtvonalat érfotyamat, ezen alteraciok egyittes, rendszer

szemlélei vizsgalata szintén fontossa valhat asjden.

CCND1 gén alteraciok, BRAF és NRAS mutaciok szerepe primer melanoma
progresszidban

Gast és munkatarsai molekularis szinten két kildéhbgtvonalon kialakulo melanoma
alcsoportot azonositottak. Az &lgsoport azokat a melanomakat foglalja magaba, ekely
BRAF vagy NRAS mutaciot hordoznak egyuttesen a CRKMNs PTEN tumorszupresszor
lokuszok eltéréseivel éKént a I6r napsugarzasnak kitett fellletein alakulnak kigNi
mésodik csoportba tartozé Iéziok szamos onkogédifapioval, mint MYC vagy CCND1
jellemezhetik, melyek egyuttesen fordulnakbed 13q és 16q régiok vesztésevel. A kildriboz
molekularis karaktér melanoma tipusok feltérképezése adyien leheivé teheti olyan
betegcsoportok azonositasat, akik adott molekulaélrz6 terapiakra kedvézvalaszt
adhatnak.

A CCND1 koépiaszam eltéréseinek szerepét egyitteseRREB, MYC és 6-0s
kromoszoma kopiaszam valtozasaival széles korbertelk a melanocita eredetéziok
diagnosztikdjaban és klasszifikaciojaban FISH técinalkalmazva. A korabbi genetikai
tanulmanyok a CCND1 gén amplifikaciéjat @derban akralis melanoméakhoz kapcsoltak.
Tovabba a kronikus napsugarzasnak kitett testfedgein kialakuld melanomakban is gyakori
CCND1 koépiaszam novekedeést figyeltek meg, mely imvmodon korrelalt a kulonbéz
BRAF mutaciok jelenlétével. Mivel a CCND1 szamo<lamoma progresszidban jol ismert
és ujonnan feltart molekularis Utvonal fontos tekmgpcios targete, ezért jelen disszertaciod

céljai koze tartozott a CCND1 képiaszam és exprésszltozasok tanulmanyozasa primer
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kutan melanomakban a BRAF és NRAS gének mutaciarisstat és expresszidjat is
figyelembe véve. Célunk volt tovabba a CCND1 ani#igio BRAF és NRAS eltéréseit
fuggetlen lehetséges prognosztikai szerepénekalatsyis.

Az American Joint Committee on Cancer (AJCC) tagaaltal kiadott megegyezeés
alapjan a Breslow tumor vastagsag és a felszimké&lfyesedés a tulélés leghatékonyabb
flggetlen prediktora. Sajat eredményeink azt akathogy a CCND1 genetikai és gén
expresszios valtozasai befolyasoljdk a metaszwfiatencialt, Breslow vastagsagot, tulélést,
ulceraciét és a korabban meég nem vizsgalt atté8sepmnddjat is. A tobbszords attéttel
rendelked léziok ugyanis szignifikans emelkedést mutatnak gan kopiaszamban,
ugyanakkor csokkenést a CCND1 mRNS szintben. Hazarutobbi esetben tovabbi
vizsgélatok szilkségesek a viszonylag alacsony srata miatt. Az attétképzés lehetséges
helyének molekularis eltérés mintazatok alapjamétdr predikcioja a josben kiemelked
fontossagu lehet. A CCND1 genetikai alteraciok, ntRBks fehérje expresszios eltérések
kozott nem talaltunk szignifikans osszefliggést. dknegyik oka lehet az atfédmintak
viszonylag alacsony elérltetszama. Masrészt, hasonléan a 7q31 vizsgalatokreh
tapasztaltuk a CCND1 gén homozigoéta vesztéséta fgmnmaradd gén kopia még elegénd
lehet a zavartalan mMRNS szintézishez. Tovabbapgtifikacid nem feltétlen érinti a teljes
gént vagy az amplifikalt szakaszok/gén képidk nemkéiondlnak megfeléen. Veégul az
ebben a tanulmanyban nem vizsgélt CCND1 expresbkeiotyasolo epigenetikai folyamatok

is szerepet jatszhatnak a kapott eredményben.

A CCNDL1 fehérje szint szignifikdns asszociaciobdna Breslow tumor vastagsaggal
(fokozott protein mennyiség a vastag |éziGkban, ohEmn Oba és munkatarsai
megfigyeléseihez). Azonban, a fehérje megoszléasrdgén volt a kilonbédzkategdriakban
és a szignifikancia, a protein fédési eésseg mellett a pozitiv sejtek szamanak figyelembe
vételét is kovedien (quickscore kiértekelés) it. Az eredmények tisztazasara ezeért
kilénb6d bioldgiai tulajdonsdgu melanoma sejtvonalakon zége vizsgalatokat, melyek
azt mutattak, hogy az agressziv, nagy kolonizalgakadsu primer tumor eredetHT199
erdsebben expresszalta a CCND1 fehérjét, az invamile kgérben nem tumorkieNVM35-
hoz viszonyitva. Mig a metasztazisbdl szarmaztadu983B-t viszonylag gyenge fehérje
festbdés jellemezte. Korabbi tanulmanyok a CCND1 prot&xrpresszid progressziv
fokozédasat irtdak le a malignus transzformacié soezzel ellentétben az éehhaladott
tumorokra a fehérje szint csokkenése volt inkalbralitarisztikus. Sajat eredményeink szerint
a tobbszoros attétképzprimer melanomakban csdokkent CCND1 mRNS és fehsxiet
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mutathaté ki, mely a molekulanak a melanoma pragiéskorai stadiumaiban bet6ltott
szerepére utalhat. A CCND1 expresszi6 szintjénel élmktuacidjat a tumor sejt proliferacio
és migracié kozotti specialis kapcsolat is eredreghgti, hasonléan a nem rég émi
daganatokban talalt jelenséghez. Miszerint a nyngéG0/G1 fazis) allapotban lévsejtek

fokozott migracios kapacitassal rendelkeznek, szsd proliferald sejtekhez, mely utébbi
folyamatban a CCND1 molekulanak kézponti szerepe ¥a&onban, a tumor sejt migracio
CDK fliggetlen modulacidjat is leirtdk mar, mely sms transzkripcids faktor altali kozvetlen
szabalyozason keresztll valosul meg. Ezért a CCpiDtein egy komplex multimolekularis
mechanizmus tagjaként hatasat molekularis inted&tkei keresztil, precizen kontrollalt

maodon fejti ki a melanoma sejtek életére.

A BRAF és NRAS gének mutacios statuszat is figybleméve, a vad tipust géneket
hordoz6, CCND1 amplifikalt léziok gyakrabban aldkil ki napsugarzasnak kitett
borfelileteken, és a CCND1 mRNS szint szintén madasaiit a vad BRAF és NRAS
génekkel rendelkéz melanomakban. Ezek az eredmények migjek azon korabbi
elméleteket, miszerint a CCND1 alteraciok mas @akulnak ki, mint a BRAF vagy NRAS
mutaciok, igy efordulasuk kilonbd& melanoma alcsoporthoz kotheAzonban, a CCND1
amplifikacio illetve BRAF/NRAS mutaciok nem voltakljesen kizarolagosak, valamint a
CCND1 mRNS expresszio is mutatott kozepes ménpékitiv korrelaciot a BRAF és NRAS
expresszids szintekkel. Ez arra utal, hogy mind GND1 molekulanak, mind pedig a
szignalizacios kaszkadban felette szdrapblekulaknak létezhet egymastdl fliggetlen hatasa
a progressziora vagy e€epp kooperacidjuk révéen fokgak tobbek kozott a
gyogyszerrezisztenciat. Sajat mintainkat vizsgahem talaltunk jeles korrelaciot a
CCND1 mRNS és fehérje szintek kdzott. Ennek toba isklehet, melyeksként az egyéb
szabalyoz6 molekuldknal bekdvetkezett valtozasoknsizhatasai. Egyrészt a protein
degradacio deregulacioja, melyet a ROC1 fehérjetrathal, igy a ROC1 expresszio
csokkenése emelkedett CCND1 szintet eredményezhenRNS expresszido fokozddasa
nélkil is. Masrészt zavar thmadhat a CCND1 mRNi& semrég felfedeztt miR-193b mikro

RNS Altal vezérelt poszttranszkripcios degradabaijas.

Habar a CCND1 genetikai alteraciok és gén exprésszltozasok hatassal lehetnek a
kutan melanoma progressziora, érdemes lenne a alatslgat nagyobb esetszamu
mintapopulacion is elvégezni a borderline 6sszedggy tisztdzasara. Hasznos lenne tovabba
a primer dagantokban feltart CCND1 alteraciok Osstése a bélik szarmazod attétekben
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talalhatd eltérésekkel is. Végul a melanomara Karadztikus intratumoralis heterogenitas

szamos problémét vet fel és elfedhet néhany faigesefliggést.

Szamos kutatocsoport folytat jelenleg is olyan géatokat, melyek a malignus
melanomak molekularis hatterének mélyebb megértdérzak meg. Azonban a betegség
nagy komplexitasanak koszonbem az eredmények limitaltak és szamos kérdés var
tisztazasra. Ezért kiemelk&sh fontos olyan bioldgiai markerek identifikalasaelyek
elésegitik a daganat agressziv vislekedésének pragatdéZEredményeink szerint mind a
CCND1 alteraciok, mind pedig a 7931-es lokusz attiéi, az itt lokalizalodo CAV1 és TES
gének eltéréseivel egyltt prognosztikai jedegggel birhatnak a melanoma progresszioban és
az attétkéepz hajlamban. Veégil a CCND1 genetikai eltéréesek &RAF/NRAS aktivalo
mutéciok kozott feltart interakcidk kihangsulyozzakmalignus melanoma rendszer skint
szemléletének fontossagat is.
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Fobb megallapitasok és eredmeények

A doktori disszertacioban dsszefoglalt vizsgalatéka volt olyan gének (CCND1, BRAF,
NRAS) illetve lokuszok (7q31) genetikai és gén esggrios eltéréseinek vizsgalata, melyek
szerepet jatszhatnak human melanomak progressaitjél#lunk volt tovabba a fent emlitett
eltérések és a primer daganatok klinikai-patologeiemzi kozotti dsszefliggések atfogo

analizise is.

1. A 7931 kopiaszam eltéréseinek primer melanomakbaratéétekben végzett FISH

analizise szignifikans 6sszefliggést mutatott kedviebtlen klinikai kimenetellel.

2. A 7q3l-es lokuszon elhelyezkedCAV1 és TES gének mRNS expresszids analizise
csokkent CAV1 kifejeédést tart fel vastag melanomakban, és a TES mRN#$ sz
csokkenését a tobbszoros attétkeprimer mintakban; mig azok a 1ézidk, melyek
csupan kutan vagy nyirokcsomé metasztazissal rearelk, emelkedett TES mRNS

szinttel jellemezhék.

3. A CAV1 fehérje szint szignifikhnsan magasabb vékprigner tumorokban, mig a TES

fehérje expresszié nem mutatott dsszefliggést egyeitsgalt paraméterrel sem.

4. A 7931 amplifikacié nem vagy csak gyenge korrelbaio allt a CAV1 és TES gének

MRNS és fehérje expresszios valtozasaival.

5. A CCND1 gén kopiaszam eltéréseinek primer melandiasdlszignifikans 6sszefliggést
tart fel a kedvedtlen klinikai kimenetellel. Ezt az dsszefluiggéstdbgisolta a BRAF és

NRAS gének mutacids statusza a napsugarzasnakitettS§ég esetében.

6. CCND1 mRNS szint csOkkenés figyelbaheg azokban a primer tumorokban, melyek
tobbszoros attétképzéssel jellemetkpts a gén expresszié korrelaciot mutat mind a
BRAF és NRAS mRNS szintekkel, mind pedig ez utd@#nek mutacidés statuszaval.

7. A CCND1 protein fokozott expresszidja attétképzEeserovidebb tuléléssel tarsul,

valamint a fehérje szint dsszefliggést mutat a Bnelimor vastagsaggal is.

Eredményeinket 6sszefoglalva, a 7q31-es lokuszGNIO gén amplifikacidja prognosztikai

jelenbséggel birhat kutan melanomak kediten klinikai kimenetelével kapcsolatban.
Tovabba, az eredmények azt mutatjdk, hogy a CAES Bs CCND1 gének expressziis
eltérései is szamos szempontbdl befolyasolhatjaknar biologiai viselkedését.
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