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BEVEZETES

Az emelkedd incidencidju és rendkiviil agressziv human
malignus melanoma, mas szolid daganatokhoz hasonloan,
akkumulal6do genetikai és epigenetikai eltérések altal alakit ki
olyan megvaltozott génexpressziés mintdzatot, mely lehetdvé
teszi a daganat gyors alkalmazkodasat és talélését a bor
hamrétegeiben, tovabba terjedését mas szovetek felé. Sajat
eredményeink ¢és irodalmi adatok alapjan a melanomak
progresszidjat tobb szaz gén funkcidvesztése jellemzi, melynek
DNS szintli okait kutatva a mutaciok és a kopiaszadm-valtozasok
mar régota ismert jelenségek.

A genetikai eltéréseken kiviil a daganatok kialakuldsdban
€s progresszidjaban igen fontos szerepet jatszhatnak az
epigenetikai  valtozasok, melyek kozil a legjobban
tanulmanyozott és legstabilabb, 6roklodé forma a DNS
metilaci6. A gének promoter régidin gyakori un. CpG
szigeteken  eléforduld  hipermetilaci6  direkt ~ moddon
akadalyozhatja a génatirast, ezért jelenleg intenziv kutatdsok
targya. A melanomdk hipermetilaciojanak vizsgalata eddig
azonban mindossze kandidans gén megkozelitéssel vagy olyan
globalis, de indirekt modszerekkel tortént, melyek soran
elsOként vizsgaltdk a teljes genom génexpressziojat, majd egy
agressziv demetilacios kezelést kovetden ujra elemezték a
génexpresszids mintazatot, ezzel kozvetve azonositottdk az
eredeti allapotban hipermetilalt géneket. A genom nagyobb
részét analizdld metilacios tanulmanyok tobbsége a melanomak
¢s a szomszédos normal szovetek vonatkozdsdban végez
Osszehasonlitd vizsgalatokat, igy jelenleg nincs informacionk
arrol, hogy a melanomak epigenetikai mintdzata valtozik-e a
daganat progresszidjanak kiilonbozd szakaszaiban. Tovabbi
kutatasok targyat képezheti annak felderitése, hogy a gének



adott csoportjanak megvaltozott metilacios allapota milyen
jelatviteli Gitvonalakat aktival.

A lokalizalt hipermetilacié mellett maig alabecsiilt az Gn.
genomszintli  hipometilacido jelensége, melyet sokdig a
karcinogenezis passziv kovetkezményeként irtak le, késébb
azonban emlddaganatokban sikeriilt bizonyitani, hogy egy aktiv
¢és iranyitott folyamat, mely a tumorigenezis korai szakaszaban
is jelentkezhet, ezért tovabbi vizsgalatokra érdemes kandidans
diagnosztikai markerként értelmezhetjiik. A genomszintii
hipometilacio — kialakulasanak okatol fliggetleniil — hozzajarul a
valamennyi daganattipust jellemzd genetikai instabilitdshoz az
un. ismétlédd szekvencidk demetilacidja 4altal. Ezek az
ismétlédé szekvencidk olyan mozgékony genetikai elemek,
melyek az evolicid soran épiiltek a human genomba, ahol a
teljes genetikai anyag tobb mint 40%-at képviselik. A human
genomban metilaltsdguk révén maradhatnak védve a
génatirddastol, metilacidjuk megszilinése egytttal aktivaciojukat
is jelenti, mely erds homologidjukat tekintve rekombinacios
események sorozatit inditja el, tovabbi deléciokat, ¢és
inszercidkat kialakitva jelentésen hozzdjarul a kariotipusos
instabilitashoz.

Korabbi tanulméanyaink soran nagyfelbontasu Affymetrix
chip segitségével a melanomak mRNS expressziojat vizsgalva, a
kedvezotlen klinikai tulajdonsagokkal tarsuld mintakban 1080
megvaltozott expresszidju  gént azonositottunk, melyek
tulnyom6 tobbsége downreguldlodott. Ez, a tobb szaz gént
érintd expresszios alulmiikodés bar az irodalomban is ismert
jelenség, napjainkban a gének tilnyomd tSbbségének
melanomakat tanulmanyozoé irodalomban jelenleg nem talalhato
egyetlen olyan tanulmany sem, mely kiilonb6z6 klinikai
tulajdonsagu primer melanomaban integraltan vizsgdlnd a



megvaltozott génexpresszioval Osszefliggd genetikai- és
epigenetikai eltéréseket. Az integralt gondolkodasmod és
vizsgalati moddszerek konnyebben ravildgithatnak azokra a
molekuléris defektusokra, melyek valoban szerepet jatszanak a
melanomak agressziv biologiai viselkedésében. Ilyen modon 1j
molekuléris célpontokat azonosithatunk mind diagnosztikai
mind terdpias célokra, mely a malignus melanoma esetében
kiilonosen siirgetd, hiszen jelenleg a primer melanomak kezelése
els6dlegesen sebészi, azonban a gyors ¢és radikalis
beavatkozasok ellenére a betegek tobbsége attétképzés
kovetkeztében meghal.



CELKITUZESEK

Vizsgalataink céljait az aldbbi csoportositdsban foglaljuk
0ssze:

Genomszintii hipometilacios vizsgalatok

- Vizsgaltuk a LINE 1 transzpozon szekvencia 6 CpG
pontjanak demetilacidjat. Elemeztik a transzpozonalis
hipometilacié és a melanomas betegek 5 éves tulélése,
tovabba a mintak bioldgiai tulajdonsagai kozotti kapesolatot.

Lokalizalt metilacios mintazatok tanulmanyozasa

- Tobb mint 800, daganat progresszidban szerepet jatszd gén
DNS metilaciés mintazatat tanulmanyoztuk un. bead esszé
segitségével kiilonbozd bioldgiai  tulajdonsagii  primer
melanoma mintén.

- Vizsgaltuk, hogy milyen Osszefliggés van a DNS metilacios
mintazata és a szomatikus DNS valtozasok génkopiaszam-
eltérések, gyakori mutaciok) kozott.

Integralt génexpresszids és génképiaszam vizsgalatok

- Célunk volt a nagyfelbontasu array CGH-val kimutatott
kopiaszdm- és génexpresszids eltérések kozotti kapcsolat
analizise. A cisz-helyzetli génkopiaszam-eltérések hatasanak
vizsgalata mellett, célul tiztiik ki annak elemzését, hogy az
eltérések hatassal vannak-e tavolabbi gének expresszidjara.

- Osszehasonlitottuk @ DNS metilacids vizsgalataink célgénjei
€s a korabbi génexpresszids tanulményaink soran detektalt
eltéréseket, tanulmanyoztuk, hogy a DNS metilacié milyen
hatassal van a génexpresszidra.



ANYAGOK ES MODSZEREK

MELANOMA MINTAK

Valamennyi melanoma szovet (n=46) a Debreceni
Egyetem  Borgyogyaszati  Klinik4jarol — szarmazott. A
disszertdcioban ismertetett kutatds a Debreceni Egyetem
Regiondlis és Intézményi Etikai Bizottsagdnak jovahagyasaval
tortént a vonatkoz6 szabdlyozasok figyelembevételével. A
betegek  beleegyez6  nyilatkozatival —minden  esetben
rendelkeztiink. A tumorok diagnosztizalasa formalin fixalt,
paraffinba agyazott (FFPE) szoveti metszetek hematoxilin-eozin
festését kovetden tortént a Borgyogyaszati Klinikdn. A
klasszifikaci6é soran, a TNM besorolasi rendszernek megfeleléen
a Breslow vastagsagot, az ulceracidt és az attétképzést vettik
figyelembe. Emellett vizsgaltuk a szdveti altipust, tovabba a
statisztikai elemzések soran — az attétképzéshez hasonloan — 5
éves kovetési idot alkalmaztunk. Terapids jelentGsége miatt a
klinikai adatokkal parhuzamosan a melanoma szévetek BRAF
mutacids statuszat is meghataroztuk.

A friss vagy -80 °C-on, folyékony nitrogénben fagyasztott
primer melanomakbol genomi DNS (G-spin izolal6 kit, Intron,
Korea), és total RNS-t (RNeasy Mini kit Qiagen GmbH,
ND-1000 UV-Vis spektro-fotométerrel hataroztuk meg
(NanoDrop  Technologies, Wilmington, DE), a DNS
preparatumok integritasat 1,2%-os agardz gélektroforézissel,
mig az RNS mintdk mindségét Agilent 2100 Bioanalyser
(Agilent Technologies, CA, USA) rendszerrel ellendriztiik.



LABORATORIUMI TECHNIKAK

Na-biszulfit piroszekvenalas

A genomszintli hipometilaciot 46 primer melanoma
mintdn tanulmanyoztuk a human genomban 10* koépiaban
szétszort, 5-6 kb hosszisagh LINE 1 (long interspersed
nucleotide element 1) transzpozon szekvencia promoter
(PSQ 96MA, Biotage, Svédorszag). Az eredmények kvantitativ
értékelését, Biotage cég Q-CpG szoftverének segitségével
végeztik el. A piroszekvendlast megelézéen a genomi DNS
mintakon Na-biszulfit kezeltiik (EZ DNA Methylation-Gold kit,
Zymo Research, CA, USA). Ez az cljaras a metilalatlan
citozinokat uracilla konvertalja, mig a metilaltakat valtozatlanul
hagyja. Ez a kiilonbség teszi lehetové, hogy eredményeinket
egynukleotidos C/T polimorfizmusként értelmezziik.

DNS metilacios bead esszé

Lokalizalt DNS metilacidés tanulmanyainkat [llumina
GoldenGate Cancer Panel 1 metilacios esszén végeztiik
(Illumina, CA, USA). Az eljarashoz az eldzetesen Na-
biszulfittal kezelt DNS mintakbdl 42 primer melanoma DNS
mintat hasznaltunk. A modszer dsszesen 807 — irodalmi adatok
alapjan daganatokkal asszocialoddo — gén, fOként promoter
régioira specifikus, dsszesen 1.505 CpG probat tartalmaz 3 mm
atmér6jii szilika gyongyokhoz kotve. Elemzéseink sordn a
metilacios értékek (Avg-beta) log, értékeit, az in. M-értékeket
hasznaltuk. Az irodalmi adatokkal egyezéen a nemi
kromoszomakra specifikus, tovabba a mintak t6bb mint 10 %-
aban alacsony p-értéket (p <0.01) ad6 CpG eredményeket
kizartunk az analizisb6l. Eredményeinket BRB Array Tools
szoftver segitségével analizaltuk.



Kvantitativ RT-PCR

DNS metilaciés Bead esszé eredményeink alapjan az
FGFR3, IL8 ¢s MCAM géneket valasztottuk eredményeink
génexpresszids szinten torténd validalasahoz. A reakciokhoz
TagMan egy Iépéses kvantitativ RT-PCR-t alkalmaztunk.
Mintanként 3 parhuzamos elemzést végeztiink ABI-PRISM
7000 késziiléken (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA,
USA). A reverz-transzkriptazt, Master Mixet és génexpresszios
esszéket a Life Technologies cégtdl szereztik be. Az
adatelemzést az Un. Livak modszerrel végeztiik; belsd
kontrollként GAPDH-t, kalibratorként pedig harom egészséges
donorbdl izolalt benignus nevus mintat hasznaltunk.

Fluoreszcencia in situ hibridizacio (FISH)

A vizsgalatokat fagyasztott tumorokbol készitett lenyomat
preparatumokon hajtottuk végre. A négy régiora specifikus (6-0S
centroméra, 6p25-RREB1; 6g23-MYB és 11q13-CCDN1) DNS
proba mixet (Abbott Molecular Inc., USA) és target sejteket
egyszerre  denaturaltuk, majd  hibridizaciés  kamraban
hibridizaltuk a protokollnak megfeleléen. A kiértékelést
konfokalis mikroszkoppal (ZEISS LSM 710) végeztiik, melynek
soran legalabb 50 sejtet szamoltunk meg az irodalomban leirt
kritériumoknak megfeleléen. A négyszinii FISH-r6l késziilt
felvételeket digitalis képanalizalo rendszerrel készitettiik.

------

analizis

A komparativ genom hibridizacids (angol neve utan CGH)
vizsgéalatokat a NimbleGen Kozponti Szolgaltato Laborat6-
riumaban végezték (Reykjavik, Izland) a teljes huméan genomot
lefed6, HG18 CGH 4x72 Whole Genome Tiling v2.0 tipust
mikroarray platformon 26 primer melanoma szdévetbdl izolalt



genomi DNS mintdn. A fluoreszcencia intenzitas eredmények
log, értékeit a Nexus Copy Number 5.1 Discovery Edition
szoftver segitségével elemeztiik (BioDiscovery, CA, USA). A
kopiaszam-eltéréseket un. GISTIC algoritmus segitségével
detektaltuk, melyet kifejezetten daganat mintdk elemzésére
fejlesztettek ki. Az array CGH eredményeket integralt genom
analizishez hasznaltuk fel, melynek sordn megvizsgaltuk a
genomi eltérések és a DNS metilacidés valtozasok kozotti
kapcsolatot (n=26 primer melanoma), tovabba részletesen
elemeztiik a cisz- és transz irany(i génkopiaszam-eltéréseket (ld.
Statisztikai modszerek fejezet).

STATISZTIKAI MODSZEREK

Genom szintii DNS metilacios elemzések

LINE 1 piroszekvenalds eredményeink normal eloszlasat
,»D’Agostino and Pearson omnibus normality” teszt segitségével
ellendriztiik. Mivel a hat CpG pontra kapott metilacios értékek
nem bizonyultak normalis eloszlastnak, tovabba transzformacio
segitségével sem sikeriilt normalizdlni adatainkat, ezért a
tovabbiakban nem-paraméteres statisztikai teszteket
alkalmaztunk. ,,Receiver Operating Characteristic” (ROC)
gorbek segitségével allapitottuk meg azokat a hatarértékeket,
melyek segitségével kialakitottuk az n. hipometilalt és nem-
hipometilalt mintacsoportokat a tulélési analizishez. A
csoportokra Kaplan-Meier tulélési gorbéket alkottunk, a tulélési
es¢lyeket pedig Log-Rank teszttel ¢és Cox regresszioval
vizsgaltuk.

A genom szintll hipometilaciés és a mintdk biologiai
tulajdonsaga kozotti kapcsolatot logisztikus regressziés modell
segitségével és Kruskal Wallis teszttel tanulményoztuk; utébbira
Dunn’s féle poszt-tesztet végeztilkk az 5 éven beliill kialakuld



attétek szama alapjan. Valamennyi elemzést GraphPad Prism
5.0 (CA, USA) és MedCalc (Ostend, Belgium) statisztikai
szoftverekkel végeztiink, és a 0,05-nél kisebb p értékeket
tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

Lokalizalt DNS metilacios elemzések

Az Illumina GoldenGate Cancer Panel I metilacios esszé
segitségével kapott eredményeinket BRB Array Tools szoftver
segitségével  elemeztik. @~ A  mintacsoportok  kozotti
szignifikansan eltérdé metilacioju CpG pontokat FDR korrigalt t-
teszt segitségével (a haromkategorias Breslow vastagsag esetén
f-tesztet hasznaltunk) allapitottuk meg. A mintacsoportok
kozotti  eltérések megerdsitésére fokomponens analizist is
végeztink. Az  egyes csoportok  kozotti  atfedések
megallapitaisahoz Venn-diagramokat hasznaltunk. A metilalt
gének jelatviteli funkcidjanak tanulmdnyozasihoz Efron-
Tibshirani teszteket végeztiink. Vizsgaltuk a DNS metilacios
mintdzat és a melanomas betegek 5 éves tilélésének kapcsolatat
Kaplan-Meier gorbék és Cox regresszio segitségével.

Integralt genom analizis

Array CGH eredményeink feldolgozasat kovetden
integralt génexpresszios és génkopiaszam elemzést végeztiink,
melynek soran szignifikdns kopiaszam-valtozasokat mutattunk
ki, majd ezeket az eredményeket korabbi génexpresszios
eredményeinkkel hasonlitottuk ssze. Mivel néhany éve meriilt
fel annak lehetdsége, hogy a kopiaszam-eltérések nemcsak cisz-
iranyban befolyasoljak a génexpressziot, hanem képesek transz-
iranyba hatva mas gének kifejez0dését is szabalyozni, ezért a
Yuan és mtsai. altal kidolgozott un. ,,LOL” (Lots of Lassos)
algoritmust felhasznalva R-programnyelvben sajat mintainkat is
elemeztiik.



EREDMENYEK
A GENOMSZINTU HIPOMETILACIO VIZSGALATA

Az evoliucid6 soran a human genomba integralodott
retrovirus eredeti LINE 1 transzpozon génexpresszids

crer

crer

biztositott. Vizsgalataink soran a LINE 1 promoter régidjan
talalhatd 6 CpG pont metilaciojat hataroztuk meg Na-biszulfit
piroszekvenalassal. Eredményeink alapjan valamennyi LINE 1
transzpozonalis CpG pont metilacios szintje alapjan alkotott
hipometilalt és nem-hipometilalt csoportok talélési gorbéi kozott
szignifikans kiilonbséget mutattunk Ki.

A Cox regresszios modell alkalmazasaval azonban, a
klinikai adatok figyelembe vételével ezek a veszélyhanyadosok
minden esetben lecsokkentek és eltiint a szignifikans kiilonbség.
A Cox regresszios analizis ,,Stepwise” modszere a metasztazisok
jelenlétére hivta fel a figyelmet, mint a tulélési kiilonbségeket
alakit6 f6 paraméterre, melyet a logisztikus regressziés modell
1s megerdsitett. Analizisiinket tovabb bontottuk a kialakulo
attétek szama alapjan: az egy vagy tobb attétet képzé mintak
szignifikdns  demetilacigjat  allapitottuk meg a nem
metasztatizalo daganatokhoz képest.

A REGIONALIS DNS METILACIOS MINTAZATOK
TANULMANYOZASA

A regiondlis vagy lokalizdlt DNS  metilacios
eredményeink értékelése sordn részletesen tanulmanyoztuk az
ismert klinikai paramétereket (Breslow vastagsag, attétképzés,
ulceracio és szoveti altipus) jellemzd metildcidos mintdzatot.
Osszesen 111 egyedi gént érintett az egyes csoportok kozott
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eltéré metilacidos mintazat. Eredményeink Szerint, a progresszid
folyamatat leginkdbb a metilacié csokkenése jellemzi, DNS
hipermetilaciora lényegesen kevesebb példat talaltunk.
Megallapitottuk, hogy az egyes klinikai paramétereket egyedi
metilaciés mintdzat jellemzi.

Terapias jelent6sége miatt, részletesen vizsgaltuk a

BRAFY™F  mutaci6 és a DNS metilacié kapcsolatat. A
mutacioval asszocidldoddé megvaltozott metilacioji  gének
tobbsége hipermetilalodott, és a sejtkommunikécioban, tovabba
az extracellularis matrix receptor interakcioban jatszott szerepet,
ugyanakkor kevés atfedést mutatatott a négy klinikai
paraméterrel Osszefliggd, Osszesen 111, metilat génnel (Id.
fentebb). A jelenség igy a mutacié egyedi vezérld szerepét veti a
fel a DNS metilaci6 szabalyozasaban.
Harom kivalasztott génre (FGFR3, IL8 ¢és MCAM)
megvizsgaltuk, hogy a DNS metilacios véaltozasok hogyan
hatnak a génexpressziora. Mindharom génnél a két
mechanizmus inverz kapcsolatat mutattuk ki, mely az IL8 és az
MCAM géneknél szignifikansnak adodott, azaz a rossz
progndzisu melanomdk csoportjdban magasabb génexpressziot
talaltunk.

Vizsgéaltuk a DNS metilacié és a melanomas betegek 5
éves tulélése kozotti kapcsolatot. A klinikai paraméterekre
korrigalva egyetlen génnél, a KIT génnél lattunk példat arra,
hogy a hipermetilacié csokkent talélési eséllyel tarsul.

Promoter metilacios eredményeinket génkopiaszam
adatainkkal integralva, megallapitottuk, hogy a 6q23-as
szakaszon lokalizalod6 MYB és az EYA4 géneknél a két
kiilonb6zé szomatikus DNS alteracié (delécio és DNS
hipermetilacio) a ,,Knudson’s two hit” hipotézis értelmében
egylittesen alakitja ki a melanomék megvaltozott génexpresszids
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fenotipusat. A 6023-as szakasz deléciot FISH vizsgalattal is
megerdsitettiik.

A primer melanomékra jellemzé legmarkénsabb
génkopiaszam eltéréseket (MYB delécidé és RREB1 és CCND1
amplifikacid) FISH technikéval erdsitettiikk meg.

Génkopiaszam  vizsgalatainkkal —kimutattuk, hogy a
metilacios mintazatot fenntarté enzimet (DNMT1) kodold gént
tartalmazé 19pl13.2-es szakasz a vastagabb daganatokban
(Breslow vastagsag > 4mm) deléciot szenved.

INTEGRALT, GE;\JEXPRESSZI()S, GENKOPIASZAM ES
DNS METILACIOS VIZSGALAT

Korabbi, nagyfelbontasu mikroarray tanulmanyunk soran
detektalt, rossz prognozissal tarsuldo €és megvaltozott
expresszioju  gének tilnyomo  tobbsége (n=987  gén)
downreguléltnak bizonyult, ezért tovabbi vizsgalatainkat ezen
génexpresszios jelenség lehetséges genetikai  tényezoinek
megallapitasara terveztiik. Nagyfelbontasu Tiling Array CGH
segitségével vizsgaltuk a mintak DNS kopiaszdm eltéréseit,
hogy olyan genom szakaszokat, un. genomi forropontokat
azonositsunk, melyeken nemcsak szignifikdns kopiaszambeli
kiilonbség lathato a jo €s rossz prognozisu mintak kozott, hanem
ugyanakkor szignifikans korrelacid6 mutathato ki a kopiaszam-
¢s a génexpresszios eredmények kozott.

Munkank sordn, a 6q kromoszéman 5 szakaszt (6ql4.1-
gl4.2; 6016.3-921; 6022.31-022.32; 6023.3; 60g24.2), a 10q
kromoszoman egyetlen szakaszt (10q25.3) azonositottunk,
melyeken az ulceraciora jellemzd, statisztikailag szignifikans
delécid korrelalt a génexpresszios eredményekkel. Ezeken a
szakaszokon osszesen 36 gén lokalizalodik, melyek kozil
vizsgalataink soran 10 gén (ELOV24, ME1, TPBG, AIM1,
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TPD52L1, IL20RA, HEPB2, PERP, UTRN, ADLIM1)
downregulaciojat azonositottuk. A felsorolt gének eltérd
biologiai funkcioi koziil kiemelendd, hogy a TPBG, PERP,
URTN és az ADLIM1 a sejt-sejt kontaktusban és a sejt-matrix
adhézioban vesz részt, tovabba a PERP a p53 molekula altal
indukalt apoptozis effektor. A TPD52L1 szintén az apoptotikus
nuklearis fragmentacioban vesz részt. Irodalmi adatok szerint az
IL20RA szovet specifikus interleukin receptorként a normal
boérben nagymértékben termelddik.

Elséként allapitottuk meg, hogy a 6q27, 7qll és 9p2l
szakaszok delécioinak transz-iranyt hatdsa is van, azaz mas
DNS szekvencidkon elhelyezkedd gének expresszidjat is
képesek befolyasolni, hasonldéan, mint a 6p25.3-p25.2, 17q22 és
17q24.3 régiok amplifikacioja, melyek szamos transz-iranyban
kodolt gén eltérd expresszidjat okozzak.

Génexpresszios ¢és DNS  metilacios eredményeink
Osszehasonlitdsa soran 45 olyan gént taldltunk, melyekre a
gének promoter metilacios profiljat is meghataroztuk, igy a két
modszer adatait integralt analizissel elemeztiik. Tizenegy
promoternél (CDH13, DST, EPHB3, EPHB6, ETS2, FGFR2,
FGFR3, ITGA2, JAGL, PTGS1, TIAM1) a génexpresszid és a

crer

transzkripcids inaktivitas lehetséges epigenetikai okara utal.
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DISZKUSSZIO

Vizsgalataink sordn a rendkiviil agressziv bioldgiai
tulajdonsagu, gyorsan metasztatizal6 malignus elvaltozés, a
melanoma atfogd genetikai és epigenetikai analizisét végeztiik.

Az epigenetikai vizsgalataink célja a két eltérd tipusu
DNS metilaciés mechanizmus tanulmanyozasa volt. Elemeztiik
a LINE 1, aktiv transzpozicidora képes retrovirdlis eredeti
szekvenia promoter régidjdban taldlhato 6 CpG pont
metilaciojat. Eredményeink szerint az 5 éven beliil attétet képzo
melanomakat markans transzpozonalis demetilaci6 jellemezi. Ez
a jelenség képezheti a jovoben egy LINE 1 transzpozon
metilaciot célzd6  diagnosztikai vagy predikcids  teszt
kidolgozasat.

A transzpozonalis, mas széval genomszinti DNS
metilacio tanulméanyozéasa mellett, a jol reprodukalhaté Illumina
bead esszé rendszer segitségével primer melanomak (n=42)
daganatokkal asszocidlodd gén (805 gén) — elsdsorban promoter
régidinak — DNS metilacios valtozasait vizsgaltuk. Célunk volt,
annak megallapitasa, hogy milyen DNS metilacios eltérések
jellemzik a primer melanomak eltérd progresszids kategoriait.

Szamos 1), az irodalomban eddig nem emlitett génnél
detektaltunk DNS metilacios eltérést a melanomak biologiai
tulajdonsagaival  Osszefiiggben, azonban a  progresszio
elérehaladasaval, sokkal jellemzobbek bizonyult a promoter
régiokon bekovetkezd hipometilaci6 — az irodalomban
lIényegesen jobban hangstlyozott — hipermetilacioval szemben.
Erdekes modon, a BRAF'*™F muticioval Osszefliggésben
szamos hipermetildlt gént talaltunk. Bar hasonld jelenséget mar
leirtak vastagbél daganatokban is, a jelenség oka eddig
ismeretlen, ugyanakkor a BRAFY*®F mutacié DNS metildcioban
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betoltott vezérld szerepét veti fel, melynek bizonyitasa tovabbi
vizsgalatokat igényel.

A Kklinikai paraméterekre korrigalva egyetlen génnél, a
KIT génnél talaltunk kapcsolatot a metilacios valtozasok és a
betegek csokkent 5 éves tulélési esélyei kozott. Mivel az
altalunk talalt jelenség hipermetilacio, a KIT gén pedig tirozin-
kinaz aktivitassal rendelkezé onkogén, melyet napjaink egyik
reménykeltd célzott terapias lehetdsége, az imatinib céloz meg,
ezért eredménylinket nem konnyli értelmezni. Elképzelheto,
hogy az ellentmondasos jelenség hatterében egy masik
epigenetikai jelenség all: egy 2009-ben ujra felfedezett
mechanizmus, az un. 6. bazis, az 5-hidroxi-metil-citozin (5-hm-
C) az 5-metilcitozinnal (5-m-C) ellentétesen hatva gének
aktivaciojat okozhatja. Bar pontos hatasmechanizmusa ¢és
szabalyozasa napjainkban intenziven kutatott, az 1j bazis
jelenléte 2012-ben mar melanomédkban is bizonyitast nyert.
Mivel a 2-3 éve alkalmazott metilacios detektaldo modszerek
még nem tettek kiilonbséget a 2 eltérd tipusti metilacio kozott,
ezért el6fordulhat, hogy wvalojaban a KIT gén hidroxi-
metilacidjat mutattuk ki, mely a gén talmikodését okozhatja. Az
uj tipus metilacio, az 5-hm-C esetleges jelenléte, sajat
eredményeink — csakligy, mint az Osszes hasonlo 2012 el6tt
végzett metilacios tanulmany — részleges limiticigjat jelzi. A
jovOben mindenképpen sziikséges egy arra alkalmas modszerrel
a KIT gén 5-hm-C mennyiségének ellenérzése, és a tulélési
statisztika ismétlése.

Vizsgalataink soran a teljes genomot atfogo array CGH -el
nyert adatok felhasznalasaval integralt genom analizist
végeztiink. Tanulmanyoztuk a DNS metilacié kapcsolatat a
kopiaszam-eltérésekkel. Eredményeink alapjan meglehetsen
ritka a két mechanizmus egylttes jelenléte, a melanoma
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genomban minddssze a 6023-as région azonositottuk a DNS
hipermetilacio és a delécid 6sszehangolt eltéréseit.
azonositottuk. A genomi lokusz érdekessége, hogy a fenntarto
metiltranszferaz gént kodolja (DNMT1). Ez az a molekula, mely
elsésorban biztositja hemimetilat DNS metildcidos mintdzatanak
tovabb orokitését a DNS replikaciok soran. Figyelemre mélto,
hogy ez emlitett deléciot kizardlag a vastagabb, eldérehaladott
stadiumiu daganatokban mutattuk ki, mely felveti annak
lehetdségét, hogy mind a transzpozon szekvencidkon, mind a
promoter régiokon tapasztalt demetilacids tendencia ennek a
delécionak a kovetkezménye. Munkacsoportunk a jelenség
igazolasara jelenleg funkcionalis vizsgalatokat végez.

Az integralt genom analizis soran kerestiik tovabba azokat
a kopiaszam-eltéréseket, melyek kapcsolatba hozhatok a
munkacsoportunk  korabbi  vizsgéalatai  sordn  detektalt
génexpresszids eltérésekkel. Két olyan genomi forropontot
azonositottunk a 6q és a 10q régiokon, melyeken az mRNS
szinten detektalt funkciovesztés oka genomi delécio lehet. Az itt
lokalizal6do gének tobbsége a sejt-sejt kontaktusban és a sejt-
matrix adhézidban, tovabba a p53 indukalt apoptdzisban vesz
részt.
A cisz-iranyl kopiaszam-eltérések mellett, az irodalomban
egyediilalloan, olyan genom szakaszokat is detektaltunk,
melyeken bekovetkez6 amplifikdciok vagy deléciok tavoli
gének expresszidjat befolyasolhatjak.
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FOBB MEGALLAPITASOK ES EREDMENYEK

A doktori disszertacio egyik fo célja volt, hogy atfogd
képet kapjunk a primer malignus melanoma agressziv bioldgiai
viselkedésével — Osszefliggd  genetikai  és  epigenetikai
valtozasokrol.

Genom szinti (transzpozonalis) DNS metilacios analizis:

- Eredményeink szerint a LINE 1 transzpozon szekvencia
hipometilacidja kapcsolatba hozhaté a primer melanomak
attétképzo képességével.

Regionalis (lokalizalt) DNS metilacids vizsgalatok:

- A BRAFY®*E mutaciot hordozod mintakat, tovabba a korai
stddiumi melanomékat egyedi hipermetilaciés mintazat
jellemzi, mely csokken a daganat progresszioja soran.

- Lokalis, dsszehangolt génkopiaszam csokkenést és DNS
hipermetilaciot figyeltink meg a MYB1 és EYA4 géneket
kodold 6q22-q23 kromoszoma szakaszon.

- A DNMT1 gént (fenntarté metiltranszferaz, mely a kialakult
metilaciés mintazat orokitéséért felel a DNS replikécio
soran) kodolo szakasz gyakran szenved deléciot a 4 mm-nél
vastagabb daganatokban.

- Megallapitottuk, hogy a KIT gén hipermetilacija a
melanomas betegek csokkent 5 éves talélésével tarsul.

Integralt genom analizis:

- A kifekélyesedd felszinli melanoméakban szamos kopiaszam
csokkenést detektaltunk a 6q ¢és 10q kromoszéma
szakaszokon. A gének tObbsége a sejt-sejt, sejt-matrix és az
apoptozisban résztvevo fehérjéket kodolnak.
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- Els6ként mutattunk ki a melanoma genomban transz-iranyba
hat6 kopiaszam-valtozasokat.

- Megfigyeltik a génexpresszid €és DNS metilacid inverz
transzkripcids szabalyozasat erdsitik melanoma progresszid
soran.

Eddigi eredményeink alapjan mind a genom szintii, mind a
regionalis metilacids valtozasok hozzajarulnak a melanoma
progressziojahoz. Kimutattuk, hogy a DNS metilacios
valtozasok a kopiaszam-eltérésekkel egyiittmiikodve jarulnak
hozza a daganat megvaltozott fenotipusahoz. Integralt genom
analizis segitségével un. genomi forrépontokat azonositottunk,
valamint a kopiaszam-valtozasok hatasat tavolabbi génekre is
kimutattuk.
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