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BEVEZETES

A daganatos megbetegedések korai felismerése és az idejében torténd
beavatkozasok jelentds mértékben novelik a beteg talélésének és teljes
gyogyulasanak esélyeit. A daganatkutatds tobb mint egy évszazados multra
tekint vissza, és bar az utobbi évtizedben a fejloddés latvanyosan felgyorsult és
fontos felfedezések lattak napvildgot, melyek haszna ma mar a klinikai
gyakorlatban is megnyilvanul (pl. erbb2-pozitiv invaziv emldédaganatok
kezelése), a metasztazisban szenvedd betegek jelentds része még mindig nem
szamithat tartds gyodgyulasra. Ez kiilondsen vonatkozik a bdr legrosszindulatiibb
elvaltozasara, a malignus melanomara, ahol minden eréfeszités cllenére a
metasztazisos betegek otéves tulélése 50% alatt marad. A melanoma agressziv
viselkedésére jellemzé, hogy a tumor igen korai stddiumaban mar
megjelenhetnek attétek, és akar egy 1 mm vastagsagot alig eléré daganat rovid
idon belill a beteg haladlat okozhatja. A melanoma kialakulasdban és
progresszidjaban a daganatra prediszponald gének alteracidi mellett, kiemelten
fontos szerepet jatszanak a kornyezeti tényezOk. A kornyezeti faktorok koziil az
ultraibolya sugarzds daganat indukalé hatasara utal, hogy az elmult 10 évben a
melanoma incidencidjanak ugrasszeri novekedését elsésorban azokban az
orszagokban figyelték meg, melyekben az elvékonyodott 6zonréteg miatti karos
UV sugarzas aranya jelentésen megemelkedett.

A melanoma kialakuldsdban és progresszidjaban klinikai, hisztopatologiai
¢s biologiai aspektusai jol ismertek, de a folyamatban résztvevd molekularis
mechanizmusokkal és a metasztatikus szorodassal 6sszefliggésben 4ll6 genetikai
markerekkel kapcsolatos tudasunk igen korlatozott. A melanoma progressziojat
leiré modellek alapjat hosszu ideig kizarolag metasztazisokbol eldallitott in vitro
sejtvonalak képezték, csak kis szdmu primer daganat eltéréseit elemezték. A
legismertebb melanoma-specifikus géneket familiaris eredetli daganatok

tanulmanyozasa sordn fedezték fel. A daganat kialakuldsanak tobblépcsos

oy



mar az elsd lépéstdl jellemzé a kromoszomalis instabilitds, a kromoszoémak
nagyfoki aneuploididja és a genetikai heterogenitds. A malignus melanoma
klinikopatoldgiai szempontbdl tobb altipusra kiilonithetd el, melyek eltérd
biologiai viselkedéssel, ¢és feltételezhetden eltérd genetikai markerekkel
jellemezhetdk. Ezeknek a genetikai markereknek a megismerése €s klinikai
paraméterekkel torténd Osszehasonlitasa alapvetden fontos nemcsak a prognozis
felallitasaban, hanem a hatdsos terapia megtervezésében is.

A daganatok kialakuldsanak €s progressziojanak hatterében alldé genetikai
eltérések megismerése hosszu éveken at a kromoszoma eltérések vizsgalatanak
klasszikus citogenetikan alapulé modszerére korlatozodott, melynek hatranyai
kozismertek. A 90-es évek elején jelentek meg azok az alternativ,
nagyfelbontdst modszerek, melyekkel a tumorgenom in vitro manipulalasa
nélkil lehetséges a kromoszomalis eltérések kimutatasa. Ezek koziil kiemelkedd
jelentdségliek a fluoreszcencia in situ hibridizacid (FISH) €s az 6sszehasonlito
genomialis hibridizacidé (comparative genomic hybridization: CGH). FISH-sel
interfazisos sejtekben szinte valamennyi kromoszoémalis eltérés (aneuszomia,
transzlokacio, génamplifikacié és delécio) kimutathat6. CGH-el a tumorgenom
gyors ¢és atfogd genetikai analizise valdsithatd meg, egyetlen kisérlet soran a
genetikai elvaltozasok sorozata derithetd fel azok eldzetes ismerete nelkiil. A
CGH-el felismert eltérések azokra a kromoszomalis régidkra iranyithatjak a
figyelmet, melyek egy adott daganattipusra, a daganatprogresszié egyes
lIépéseire lehetnek specifikusak. Ezek részletes megismerése hozzajarulhat a
daganatprogresszid mechanizmusanak molekuldris szintli megértéséhez.

Ph.D. értekezésemben a FISH ¢és CGH moddszerek klasszikus ¢és
legmodernebb modszertani megkozelitéseit alkalmazva célom volt a human
malignus melanoma két eltérd biologiai viselkedésii altipusaban kimutathato
kromoszémalis eltérések analizise, a c-myc onkogén amplifikdcid6 mértekének
meghatdrozasa, az eltérések klinikopatologiai paraméretekkel torténd

korrelacios analizise, primer és metasztatikus melanoma tumorparok genetikai



eltéréseinek cDNS-alapu array elemzése, valamint egy felszinen terjedd

melanomdbol szarmaztatott Uj sejtvonal komplex genetikai vizsgalata.



CELKITUZESEK
A Ph.D. dolgozatot megalapozo kisérletes munka célkitiizései

1. Eltéré biologiai viselkedésii primer melanomadk interfazisos FISH
analizise kromoszoma centoméra- és c-myc gén-specifikus DNS
szonddkkal
e Korabbi CGH eredményeinkre tamaszkodva vizsgélataink elsédleges
célja a primer ¢és metasztatikus melanomak jelentdés részében
amplifikdciot mutaté 8q22-qter région lokalizalodd c-myc onkogén
szerepének részletes vizsgalata felszinen terjed6 ¢és nodularis
melanoma altipusokban és azok metasztazisaiban.

e Az aneuploidia, valamint a c-myc onkogén szambeli eltérései és a
primer tumorok klinikopatologiai paraméteri kozotti  kapcesolat

elemzése.

2. Egy uj, metasztazisképzd humdn melanoma sejtvonal eltéréseinek
komplex genetikai analizise
e Felszinen terjedd melanomabdl szarmaztatott sejtvonal (M35/01) és a
primer tumor genetikai eltéréseinek Osszehasonlitasa kromoszomalis
CGH-el.
e A sejtvonal szambeli és strukturdlis eltéréseinek részletes analizise

kiilonbozo felbontastt FISH modszerekkel és array-CGH technikaval.

3. Primer melanomdk és melanoma metasztazisok cDNS alapu array
vizsgdlata
e cDNS-alapu array vizsgalatok ugyanabbol a betegbdl szarmazo6 primer

¢s metasztatikus tumorok genetikai eltéréseinek 6sszehasonlitdsa.



ANYAGOK ES MODSZEREK
1. Melanoma szovetmintak

A human melanoma szoveteket a Debreceni Egyetem, Orvos ¢és
Egészségtudomanyi Centrum BOrgyogyaszati Klinikajarol és az Orszagos
Onkologiai Intézet Borgyogyaszati Klinikdjarol szereztiik be az intézetek etikai
bizottsagainak jovahagyasat kovetden. Minden betegnél biopsziaval igazolt
diagnozis allt rendelkezésre, melyet a DE OEC Borgyogyaszati Klinika és az
Orszagos Onkologiai Intézet szOvettani laboratériumaiban allapitottak meg. A
betegek a primer tumor eltavolitasa eldtt, egy kivételtdl eltekintve, nem kaptak

sem kemoterapiat, sem sugarkezelést.

2. Fluoreszcencia in situ hibridizacio

FISH vizsgélatainkhoz centroméra-, lokusz-specifikus, valamint teljes
kromoszdémafestd DNS-szondakat alkalmaztunk. A DNS-szondak jelzése direkt,
vagy indirekt jelzett nukleotidokkal, nick-transzlacioval tértént. A FISH-t az
irodalomban leirt protokoll alapjan, kisebb mddositasok alkalmazasaval
végeztik Roviden: a targylemezen rogzitett, fixalt sejtmagokat és
kromoszomapreparatumokat denaturdlo oldatban 75°C-on 2,5-5 percig
majd levegdn megszaritottuk. A hibridizacids keverék denaturdlasat 73C°-on 5
percig végeztiik. A hibridizacié nedves kamraban 37°C-on tortént egy éjszakan
at. A nem kotédott DNS-szondék eltavolitasdra mosooldatot hasznaltunk. A
sejtmagok jelzésére antifade-ben oldott diamino-fenilindolt (DAPI), vagy
propidium-jodidot alkalmaztunk.

A FISH eredményeket Zeiss Axioplan fluoreszcens mikroszképpal
ertékeltiilk (100x nagyitds (NA 1.3) olaj-immerzios objektiv). A hibridizacid
megbizhatosadganak ellendrzésére kisérleteinkben kontrollként egészséges egyén

periférids vérébdl preparalt limfocitakat alkalmaztunk.



Kromoszoma-index: a kromoszOoma-indexet (0sszes fluoreszcens szignal
szdma/megszamolt sejtmagok szama) tekintettlik a kromoszoéma koépiaszam
kvantitativ mérészamanak. Egy adott mintat akkor tekintettiink poliszomiasnak,
ha a megszamolt sejtek tobb mint 15%-aban tobb mint két autoszéma-specifikus
szignal volt jelen; monoszdémiasnak ha a sejtek tobb mint 10%-a egy autoszdéma-
specifikus jelet tartalmazott.

A génamplifikacio definicioja: a c-myc gén kopiaszdmat a 8-as
kromoszdéma centromérahoz (C8) viszonyitva emelkedettnek tekintettiik, ha az
adott minta sejtjeinek >25%-4ban extra c-myc koépiat taldltunk. A 8-as
centromérahoz viszonyitott c-myc extra kopia-tartomany kiszdmitdsahoz az x =
c-myc szignalok szama/C8 szignalok szama (a vizsgalt minta Osszes sejtjében)
Osszefliggést alkalmaztuk. “Nem-amplifikaltnak" azokat a mintakat tekintettiik,

ahol ez az arany < 1,5.

3. Spektralis kariotipus analizis (SKY-FISH)

A spektralis kariotipizalast az irodalomban leirtak szerint a QBiogene
Molecular Cytogenetics kozremikodésével végeztik. Roviden: dramlasi
citométerrel szortirozott human kromoszoémakbol polimerdaz lancreakcioval
eldallitott kromoszoma specifikus konyvtarak jelzése kozvetleniil 5 kiilonb6zo
festékkel tortént, majd mind a 24 kromoszoma-specifikus szondat egyidejlileg
metafizisokhoz hibridizaltuk. A lemezek mosisa utan a DNS-tartalom
megjelenitéséhez antifade-ben oldott DAPI-t haszndltunk. A kiilonb6zo
spektrumok kozotti elkiilonités SD300 spektralis bio-imaging rendszerrel

valosult meg.
4. Komparativ genomialis hibridizacio
Kromoszomalis CGH

A DNS hibridizéciot Kallionemi és mtsai. altal leirt médon végeztiik,

kisebb modositasokkal, az aldbbiak szerint. A tumor ¢€s egészséges egyén



periférids mononukleéris sejtjeibdl szarmazd normal DNS-t fenol:kloroform:izo-
amilalkohol oldattal extrahaltuk proteindz-K kezelést kovetéen, standard
protokoll alapjan. A tumor és normal DNS-t nick-transzlacidval, direkt jelzett
dUTP-vel jeloltiik. A jelzett tumor vagy normal DNS-t és jeloletlen human Cot-
1 DNS-t tartalmaz6 DNS keveréket natrium-acetattal és etanollal kicsaptuk,
megszaritottuk, majd hibridizacids oldatban feloldottuk. A denaturaciot 73°C-on
végeztik. A hibridizacio 37°C-on 72 6réan at nedves kamraban tortént. A
hibridizacids lemezekrél a nem hibridizalodott DNS-t hibridizadlo-mosdoldat
segitségével eltavolitottuk. A sejtmagokat antifade-oldatban oldott DAPI-val
festettilk. A CGH eredmények validalasdhoz negativ (normal-normal DNS) és
pozitiv kontrollt (MPE-600 emlétumor sejtvonal) hasznéltunk.

A CGH  hibridizacio értékelésére Zeiss Axioplan fluoreszcens
mikroszkophoz  kapcsolt szadmitogép-vezérelt kvantitativ  képfeldolgozo
rendszert alkalmaztunk. A fluoreszcens képek rogzitése (mintanként 8-10
metafazis) monokrom CCD kamerdval tortént. Automatikus hattérkorrekciot
kovetéen a DAPI-sdvozas alapjan megszerkesztettik a kromoszémak
kariogramjat. A kromoszomalis eltérések meghatarozasa a zold és voOros
fluoreszcencia intenzitdsok aranya alapjan tortént. DNS tobbletnek azokat az
eltéréseket tekintettiik, melyeknél a z6ld/vords fluoreszcencia intenzitasarany
>1,15; DNS vesztésnek pedig azokat, melyeknél ez az ardny <0,85. Az Un.
diagnosztikai hatarértékeket normal-normdl hibridizaciok atlagértékeibdl

hataroztuk meg.

Array-CGH

Az M35/01 sejtvonal array-CGH vizsgalatat a teljes human genomot lefedd
2460 BAC klont tartalmazd kromlemezen végeztik a. A tobbi array-CGH
kisérlethez 12300 cDNS elemet tartalmazo hagyomanyos chipet hasznaltunk. A
BAC- ¢s a cDNS-alapu array kisérletek kivitelezése megegyezik, roviden: 1 pg



teszt és referencia genomidlis DNS-t random-priming modszerrel Cy3 dUTP-vel
vagy Cy5-dUTP-vel megjeloltiink, a be nem épiilt nukleotidokat eltavolitottuk.
A jelolt teszt és referencia DNS-eket Cot-1 DNS jelenlétében etanollal
kicsaptuk. A kicsapott DNS-t hibridizacios pufferben ujra feloldottuk. A
probakat 72°C-on 10 percig denaturaltuk, majd 37°C-on 1 6raig inkubaltuk a
jelolt DNS-ek jobb kotddése érdekében (preanneling). A hibridizacios keveréket
az array-en 48 oran at 37°C-on hibridizaltuk, majd moso6oldat sorozattal mostuk.
A BAC-array-eket DAPI-val jeloltiik.

A BAC array-CGH felvételeket Cy3, Cy5 és DAPI szlirdvel ellatott CCD
kameraval rogzitettiik. A kapott képek feldolgozésa a SPOT 1.2 és SPROC 1.1.1
szoftvercsomaggal tortént. A 0,5 értéknél nagyobb, illetve -0,5 értéknél kisebb
Log?2 értékeket tekintettiik kromoszomalis tobbletnek, illetve hidnynak.

A cDNS array-CGH lemezeken a targetek fluoreszcencia intenzitasat
konfokalis lézer szkennerrel rogzitettiik és DEARRAY szoftver segitségével
elemeztiik. Az 1,2-nél nagyobb értékeket amplifikacionak, mig a 0,8-nél kisebb
értekeket delécionak tekintettiik.

5. Statisztikai analizis

Az egyes melanoma altipusok kozotti atlagos kromoszoma kopiaszam/sejt
kozotti  eltérést a  két-mintds Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) teszt
segitségével elemeztiikk. A kiilonbozd altipusba tartozd6 mintdk kozotti c-myc
kopiaszam eltérések és c-myc/C8 arany Osszehasonlitdsahoz a Fisher-féle egzakt
tesztet alkalmaztuk. Statisztikailag szignifikdnsnak a p=0,05 alatti értékeket
tekintettiik.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A c-myc onkogén amplifikaciojanak vizsgalata nodularis és felszinen terjedo
primer melanomakban és melanoma metasztazisokban

A c-myc onkogénre vonatkozd vizsgalataink f6 célja a gén kopiaszdm
eloszlasanak sejtszintii analizise volt kiilonb6z6 biologiai viselkedésli melanoma
altipusokban és melanoma metasztazisokban. Interfazisos FISH analizissel 68
melanoma mintat (26 NM, 28 SSM ¢és 14 metasztazis) tanulmanyoztunk. A
primer melanomdk ¢és melanoma metasztazisok kromoszoma-ploiditas
szintjének meghatdrozasdhoz az 1-es, 3-as, 6-o0s, 7-es, 9-es ¢s 10-es
kromoszomak sejtenkénti megoszlasat is elemeztiik centroméra-specifikus DNS-
szondakkal.

A 68 tumorbol minddssze egy felszinen terjedd melanoma sejtjeiben nem
talaltunk a vizsgalt kromoszémaékra eltérést; a nodularis alcsoportba tartozo
valamennyi daganatndl legalabb négy kromoszoma szambeli eltérést mutatott.
Az 1l-es 3-as, 6-0s, 7-es és 8-as kromoszomak poliszomiaja a noduléris
altipusban gyakoribb volt. Szignifikdnsan tobb NM-ben mutattuk ki a 6-os
kromoszoma poliszémiajat (p=0,01). Az egyik 9-es kromoszoéma elvesztése a
szuperficidlis altipusndl, mig a 10-es kromoszoma egyik centromérijanak
delécidja a nodularis melanoméaknal volt gyakoribb elvaltozas. Szignifikans
kiilonbséget figyeltink meg a c-myc onkogén koOpiaszdm eltérésre a két
melanoma altipus kozott. Megallapitottuk, hogy az agresszivebb biologiai
tulajdonsagu NM-ben a c-myc onkogén kopiaszam emelkedése szignifikdnsan
gyakoribb volt, mint a jobb prognézisit SSM-ben. A noduléris melanomak 61%-
aban, mig a felszinen terjedd melanomaknak csupan 27%-aban volt kimutathato
extra c-myc szignal (p=0,02). A c-myc/C8 kopiaszdm arany, ami lehetéve teszi a
valodi génamplifikacio és a poliszomia elkiilonitését, szintén gyakoribb volt a
nodularis altipusban (p=0,01). A c-myc génamplifikdci6 mértéke altalaban
alacsony vagy kozepes mértékli volt, viszonylag magas foku amplifikécids

szintet (c-myc/C8 kopiaszdm aradny >3) csak a nodularis altipusban tudtunk



kimutatni. Eredményeink arra utalnak, hogy az emelkedett c-myc génddzis, més
genetikai eltérésekkel tarsulva, hozzajarulhat az eltérd biologiai viselkedés
kialakulasahoz és az invaziv novekedéshez.

A jelen vizsgélatban tanulmanyozott melanoma metasztazisok minddssze
21%-aban (14 tumorbdl 4) sikertilt kimutatni alacsony vagy mérsékelt foku c-
myc amplifikdciot. A primer melanomdk ¢€s metasztazisaik koézott fennallo
genetikai divergencia oka lehet az a nagyfoki kromoszémalis heterogenitas, ami
a primer melanomak mar viszonylag korai stddiumara is jellemzd. Ha a
metasztatikus tumorsejtek a daganatprogresszid viszonylag korai szakaszaban
elhagyjdk a primer daganatot, eléfordulhat, hogy a primer tumorban meglévé
felelds, nem feltétleniil egyezik meg azzal a klonnal, amelyik a metasztazis
kialakuldsaban jatszik szerepet. Ez azt a lehetdséget is felveti, hogy a daganat
metasztatizaldo képessége mar a primer tumor igen korai stddiumaban elddl.
Primer daganatok ¢és metasztazisaik ellentmondasos c-myc amplifikéacids
mintdzatar6l mas daganatoknal is beszamoltak. Ezen vizsgélatok szerint a
metasztazisokban a c-myc onkogén extra kopiaszdmanak el6fordulési
gyakorisaga, a megfeleld primer 1ézidhoz viszonyitva, alacsonyabb, vagy
egyaltalan nincs c-myc amplifikdcio. Ez azt jelzi, hogy a c-myc gén
amplifikéacioja elsddlegesen nem a metasztatikus folyamatban, hanem az invaziv
potencidl kialakuldsaban jatszhat szerepet. Az extra c-myc kdpia kialakulasanak
hatterében kiilonb6zé molekularis mechanizmusok allhatnak: i.) szarmazhat a
gént hordoz6 egész kromoszéma megtobbszorozddésébdl; ii.) eredménye lehet a
8-as kromoszoma hibds szétvalasanak; 1iii.) létrejohet izokromoszoma
kialakuldsa révén; ¢és iv.) kialakulhat intra- ¢és extra-kromoszémalis
amplifikaciot kovetden. A c-myc gén megoszlasa szinte valamennyi mintaban
heterogén volt, ami azt sugallja, hogy a daganatsejtek eltérd novekedési

potenciallal rendelkeztek.



Interfazios FISH eredményeink statisztikai analizise nem mutatott
Osszefiiggést a két primer melanoma altipus 6sszehasonlitdsakor sem a betegek
¢letkora, sem azok neme és a c-myc génalteracid6 mértéke kozott. A primer
daganat lokalizéacioja és a c-myc eltérések kozott azonban Osszefiiggést figyeltiink
meg. Megallapitottuk, hogy a c-myc/C8 arany szignifikdnsan gyakoribb volt a
torzson, vagy a fej-nyaki region kialakult nodularis melanoméaknal. Az emelkedett
c-myc/C8 kopiaszammal jellemezhetd daganatok aranyaban szignifikans eltérést
tapasztaltunk, ha a két daganat altipust kifekélyesedett és kifekélyesedést nem
mutatd alcsoportokba soroltuk. Eredményeink szerint az ulceralt noduléris
melanomékndl az emelkedett c-myc/C8 ardny szignifikansan eltért. Az emelkedett
c-myc/C8 arany és a csokkent tiinetmentes talélési 1d6 kozott szintén Osszefliggest
talaltunk.

Eredményeink arra utalnak, hogy a felszinen terjedd €és a nodularis
melanomdk  daganatsejtjeinek  kiilonbozd  bioldgiai  viselkedése, mas
kromoszémalis eltérések mellett, kapcsolatba hozhaté a c-myc onkogén eltérd
kopiaszdm mintazataval, azonban ennek végleges tisztazasdhoz tovabbi,
részletesebb, a gén-, és fehérjeexpressziot is magaban foglald vizsgalatokra van

sziikség.

Egy uj melanoma sejtvonal atfogo citogenetikai jellemzése

A daganatok eltérd bioldgiai viselkedésének hatterében allé6 molekuléris
eltérések megismerésében a sejtvonalak fontos szerepet toltenek be, sok esetben
a legkonnyebben hozzaférhetd €s legolcsobb modellt jelentik a kutatasokhoz. Az
M35/01 sejtvonal karakterizalasdval célunk egy genetikailag részletesen
analizalt melanoma sejtvonal leirdsa volt, az alkalmazott molekularis genetikai
modszerek sokfélesége azonban arra is ravilagitott, hogy a genetikai eltérések
pontosabb meghatdrozdsa szamos modszertani megkozelités egyidejli

alkalmazésat kdveteli meg.



Kromoszomalis CGH technikaval mind a primer tumorban, mind a
sejtvonalban DNS tobbletet detektaltunk a 6p22-pter, 7q21-qter, 15ql5-qter
lokuszokon, DNS hianyt mutattunk ki a 9, 10, 14q32-qter, 16q, 17p
szakaszokon. A csak a sejtvonalban megjelend eltérés a 12p12-q13.12 szakasz
¢s a 18-as kromoszoma delécidja, valamint a 20-as kromoszoma tobblete volt. A
primer tumorban a 4-es €s a 16-os kromoszoman megfigyelt eltérések a
sejtvonalban a kromoszomék teljes hosszara kiterjedtek. A primer tumor és a
sejtvonal genetikai eltérései kozotti kiilonbség magyarazhatd egyrészt azzal,
hogy az eredeti tumorban azok a sejtklonok, melyek az eltéréseket tartalmaztk,
kisebb szdzalékban voltak jelen, masrészt Osszefliggésben lehet azzal, hogy az
eredeti daganatban meglévd normal sejtek kontaminacidja csokkenti a genetikai
eltérések kimutathatdsagat, igy egy genetikailag heterogén tumorban a kevésbé
dominéns eltéréseket elfedi. Természetesen nem zarhato ki az sem, hogy a csak
sejtvonalban észlelt eltérések az in vitro tenyésztés eredményeként jottek létre.

Mind a primer tumorban, mind a sejtvonalban jelentds amplifikaciot
figyeltiink meg a 6-os kromoszoma rovidkarjan, ami hagyomanyos kariotipus
analizissel ¢s CGH-el is az egyik leggyakoribb kromoszémalis eltérés
melanomdkban. A teljes genomban CGH-el felismert 6p amplifikdcio

kromoszémalis szinten a 6-os kromoszoma rovidkarjanak tobbszords torését és

e
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kromoszomalis szakaszon elhelyezkedd ciklin-D3 (CCND3) fehérjét kodold gén
expresszidjanak mértéke a legujabb megfigyelések szerint fontos szerepet jatszik
kiilonb6zd daganatok kialakuldsaban, €s egyes adatok arra utalnak, hogy fontos
faktor lehet a felszinen terjedd melanomédk klinikai viselkedésének
megjoslasaban.

A 7-es kromoszoma eltérései malignus melanomaban eddigi ismerteink
szerint rossz prognozissal tarsulnak, és mivel szdmos eltéréssel asszocialodva

jelennek meg, feltételezhetd, hogy a daganatprogresszid késdi szakaszara



jellemzoéek. Array-CGH vizsgalataink szerint jelentds szdmt amplifikalodott
DNS szekvencia talalhaté a 7-es kromoszéman, leggyakrabban a 7q31-q36
kozotti DNS szakaszon. Az itt lokalizdlodd braf onkogén mutacidja, ami
melanomdk kétharmaddban kimutathat6. SKY-FISH-sel a 7-es ¢és 17-es
kromoszdémak kozott transzlokaciot figyeltiink meg.

A melanomdk progressziojaban szerepet jatszd lokuszok koziil a 9p21 a
legintenzivebben tanulmanyozott. Ezen a lokuszon lokalizdlédik a ciklin-
dependens kinaz inhibitor 2A (p16, cdkn2, ink4, mtsl) és 2B gén (ink4b, mts2,
pl5), melyek szerepe familidris melanomékban mar régbdta ismert. A
sejtvonalban a kromoszomalis CGH adatok szerint a 9-es kromoszoma jelentds
része deléciot mutatott, ugyanakkor az array-CGH alapjan a delécié a 9q
szakaszra nagyobb meértékben terjedt ki. FISH-sel 9p21 lokusz-specifikus
szondaval 2 szignalt talaltunk, ami a centoméra szamhoz képest deléciot jelent.

Az eredeti tumorban és a sejtvonalban egyarant a legnagyobb mértékii
amplifikaciot a 15-6s kromoszéman taldltuk mind kromoszémalis, mind array-
CGH-el. Ez utobbi adatok alapjan figyeltiink fel a 15ql15 szekvencia
elemeztek a trombospodin-1 (tspl) gént, melynek terméke az extracellularis
matrixhoz kapcsolddik és szdmos biologiai folyamat szabdlyozisaban jatszik
szerepet. A melanomdakban valtozatos expresszidt mutatd tspl fokozott stromalis
expresszioja rossz prognozist jelent.

A 20-as kromoszoman CGH-el DNS tobbletet detektaltunk, amit a SKY-
FISH eredmények is megerdsitettek. Extra 20-as kromoszoéma melanoma
sejtvonalakban és nativ tumorok genomjadban nem ritka jelenség. A 20-as
kromoszéman kodolt gének koziil a normal fizioldgias folyamatokban az
extracellularis matrix lebontasdban szerepet jatszé matrix metalloproteinaz
protein (MMP) csaladhoz tartozé gén szerepe vetddik fel (MMP-9, 20q11-q13).

Eldérehaladott stadiumi melanoma sejtvonalakban kimutattdk az MMP-9



expresszidjat, mig korai stddiuma daganatokbodl létrehozott sejtvonalaknal ez
nem volt Iehetséges.

Az M35/01 melanoma sejtvonalban felismert genetikai eltérések szamos, a
felszinen terjedd altipusra jellemzd, irodalomban is kozolt eltérést foglalnak
magukban, igy az 10j sejtvonal alkalmas ennek a daganattipusnak kiilonb6z6

koriilmények kozotti in vitro tanulmanyozasara is.

Primer melanomak és melanoma metasztazisok ¢cDNS alapu array-CGH

vizsgalata

A cDNS-fragmenteket tartalmaz6 chipek eldnye, hogy az érett mRNS-ként
megjelend DNS szekvencidk eltéréseit jelenitik meg. Bar a c¢cDNS-chipen
alapul6 CGH-modszer a kis, génen beliili mutaciok felismerésére nem alkalmas,
mégis 1) megoldast jelent a normalsejt kontaminicié zavaré hatdsanak
kikiiszObolésére, mivel mindossze egy génkopidnyi valtozas kimutatisat is
lehetdvé teszi olyan mintabdl, melynek akar 60%-at is normal sejtek alkotjak. A
jelentés mennyiségli informaciot tartalmazod adatbazisok segitségével a
kisérletekben azonositott gének kromoszomalis elhelyezkedése konnyen
meghatéarozhato.

cDNS alapt array-CGH modszerrel eddig 9 daganat (4 betegbdl a primer €s
metasztatikus tumor ugyanabbol a betegbdl szadrmazott) hibridizacidjat és
analizisét végeztik el sikeresen. Az alkalmazott chip t6bb mint 12000 cDNS
fragmentet tartalmazott. Mivel a primer tumor €s a metasztdzisa kozotti
genetikai kiilonbségek megallapitdsara igen hatékony moddszer, ha referencia
DNS-nek a primer tumor genomjat tekintjiik, ezért 3 mintaparnal ezt a kisérleti
megkozelitést alkalmaztuk. Megfigyeléseink szerint azoknak a cDNS elemeknek
a szama, melyek csak a metasztdzisokban amplifikdlédnak vagy deletdlédnak,
az eddig vizsgalt 3 betegnél eltéroek. A legkevesebb eltérést annal a tumorparnal
taldltuk, amelyiknél a primer tumor a TNM besorolds alapjan a

legeldrehaladottabb stadiumu volt (T4bN2MO). Ennek az lehet a magyarazata,



hogy a primer tumorban genetikai eltérések olyan mértékii halmozddasa alakult
ki, melyhez mar kisszdmi 1j eltérés létrejotte is elegendd volt, hogy a
metasztazis makroszkoposan is megfigyelhetdvé valjon. Abban az esetben, ha
referens DNS-ként normal DNS-t hasznaltunk, a primer tumorban tobb mint
meg. Az ugyanebbdl a betegbdl szdrmazd metasztazisban mind a deletalt, mind
az amplifikalt cDNS-fragmentek szdma koézel megduplazodott. Ezek a
daganatok egy fiatal betegbdl szarmaztak ¢és a primer tumor a TNM beosztés
alapjan eldrehaladott stadiumu volt. Ezek a megtigyelések is aldtdmasztjak
azokat a kromoszomalis CGH-el kapott megfigyeléseinket, melyek szerint a
genetikai aberraciok fokozatos akkumuldcidja Osszefiigg, illetve aranyos a
melanoma agresszivitasaval.

A primer tumorok cDNS alapt array-CGH eredményeinek
0sszehasonlitdsakor 58 olyan ismert gént talaltunk, melyek minden mintaban
deletdlva (31 gén), illetve minden mintaban amplifikdlva (27 gén) voltak.
Erdemes kiemelni a Rho csaladba tartozé ,,Rho GTPase-activating protein”
gént, melyrdl kideriilt, hogy cs6kkent mértékii kifejezodése 6sszhangban allhat a
fontos szerepet jatszanak a daganatok kialakuldsaban és a csalad kiilonbozo
tagjai a tumorprogresszié kiilonb6zd szakaszaiban, igy a metasztazis képzésben
1s kozremiikodnek. Melanoma sejtvonalak metasztazisképz6 tulajdonsadganak
szisztematikus analizise soran Clark ¢és mtsai. figyeltek fel arra, hogy a Rho C
gén alterdcioja megnoveli a melanoma sejtek motilitdsat €és a kevésbé
metasztatikus sejtek invaziv tulajdonsdgat. A cDNS alapu array-CGH
vizsgélataink ezt a megfigyelést alatimasztjak.

cDNS alapt array-CGH vizsgalatot melanomakon eddig még nem
végeztek, BAC alapt array-CGH eredményeket melanoman pedig egyediil
Harvell és mtsai. kozoltek. Ez utobbi munkdban a tapasztalt borgyogyasz-

onkologus szamara is nehezen megkiilonboztethetd Spitz névuszt és a



melanomdt hasonlitottak Ossze formalin fixalt, parafinba dgyazott szovetekbdl
szdrmazd DNS-minték segitségével, és kimutattak, hogy a kromoszémalis CGH-

nél érzékenyebb array-CGH-el a Spitz névusz elkiilonithetdé a melanomatol.



OSSZEFOGLALAS

1. Interfazisos FISH analizissel kimutattuk, hogy primer melanomak és
melanoma  metasztazisok  genetikailag  heterogén  sejtpopuldciokat

tartalmaznak.

2. A biologiai viselkedés szempontjabol elkiiloniild noduldris és felszinen
terjedd melanomak kozott az aldbbi kromoszoma eltéréseket figyeltiik meg:

e A 7-es kromoszéma kivételével, a felszinen terjedd melanomakban
jelentds szdmban fordult el monoszomids sejtpopulacio.

e Az l-es, 3-as, 6-0s, 7-es ¢és 8-as kromoszomak poliszomidja a
noduldris altipusban gyakoribb volt.

e A 6-0s kromoszoma poliszomiajat szignifikdnsan tobb nodularis
melanomaban mutattuk ki.

e A 9-es kromoszoma vesztést a szuperficialis altipusban, a 10-es
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figyeltiik meg gyakrabban.

3. Megallapitottuk, hogy a CGH-el korabban felismert 8q22-qter DNS tobblet
Osszefligg a c-myc onkogén kopiaszdmanak novekedésével. Jelentds mértékii
c-myc amplifikacido csak a rosszabb prognozisu noduldris melanomakban

volt kimutathato.

4. A c-myc gén amplifikicidja €és a klinikopatologiai paraméterek kozott az
alabbi 0sszefiiggéseket talaltuk:

e A torzson, illetve a fej-nyaki région elhelyezkedd daganatok koziil
szignifikdnsan tobb nodularis melanomanal mutattunk ki c-myc
amplifikaciot, mint a végtagokon elhelyezkedd 1€zioknal.

e A nodularis melanomak kozott az extra c-myc kopiat tartalmazéd
kifekélyesedett tumorok szdma szignifikansan nagyobb volt, mint a
felszinen terjedé daganatoknal.

e A nyirokcsomd metasztazist képzé nodularis melanomak kozott
szignifikdnsan tobb daganat mutatott c-myc gén kopiaszam
emelkedést.



5.

6.

e Azoknal a betegeknél, akik a primer tumor eltavolitasat kovetéen 5
éven beliil meghaltak, a c-myc gén képiaszam emelkedés gyakoribb
volt a nodularis melanomakban (p = 0,02).

A felszinen terjedd melanomdbol szarmaztatott 0 sejtvonal genetikai
elemzése soran megallapitottuk:

e A sejtvonal és az eredeti tumor eltéréseinek tobbsége a CGH profilok
alapjan megegyezett, ami arra utal, hogy a sejtvonal genetikai
elvaltozasai dominaltak az eredeti tumorban is.

e Az M35/01 sejtvonal kariotipusa komplex, a kromoszémak szambeli
eltérései mellett szamos strukturalis eltérés is jelen volt.

e A sejtvonal analizise centroméra- és gén-specifikus szondakkal felveti
az aneuploidia szerepének fokozott fontossagat a daganatprogresszio
soran a génamplifikacioval/delécidval szemben.

e Az ) melanoma sejtvonal genetikai elemzése bizonyitja, hogy a
kiilonbozé szintli  genetikai eltérések felismerése tobb modszer
parhuzamos alkalmazasat igényli.

A BAC és cDNS array alapi komparativ genom hibridizaciés modszerekkel
a kromoszomalis CGH-hez képest pontosabban meghatarozhaté az
amplifikalt és deletalt szekvenciak lokalizacioja.

o Az array-CGH alapjan a sejtvonalban a legnagyobb mértékil
amplifikaciot a 7q (7q22-q31), 15q (15921-g25), 20q (20ql13)
kromoszomakarokon, a legnagyobb mértékli deléciot a 4q (4ql2,
4q28-q31, 4932-933), 9p (9p21, 9p23, 9p24), 9q (9g21), 10q (10g23-
q25), 12q (24.3), 16q (16q13-g21, 16921, 16923) 18p (18pl1, 18q21-
23), 17p (17p12) kromoszoémaszakaszokon figyeltiik meg.

e A primer tumorok array-CGH eredményeinek 0sszehasonlitasakor 58
olyan ismert gént taldltunk, melyek minden mintdban deletadlva (31
gén), illetve minden mintaban amplifikalva (27 gén) voltak.
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