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1. Bevezetés

A bor daganatos megbetegedései koziil az epidermis melanocitainak
kords burjanzasabdl szarmazdé melanoma a legmalignusabb elvaltozas. Az
utobbi négy évtizedben gyakorisaga, a ndk tiidddaganatdnak kivételével,
vildgszerte, beleértve hazankat is, minden mdas malignus betegségnél
gyorsabban emelkedett. Kialakuldsanak leglényegesebb rizikétényezdje az
intenziv, ismételt ultraibolya sugdrzas, de a veszélyeztetettséghez mas
paraméterek i1s hozzdjarulnak (pl. a bOr tipusa, kémiai karcinogénekkel
torténd expozicio, genetikai prediszpozicio, a DNS-javitds kapacitasat
befolyasold genetikai faktorok). Agressziv viselkedésére jellemzd, hogy
mar a tumor korai stddiumaban attét képzésére hajlamos, nemcsak a
kornyezd borbe €s a regionalis nyirokcsomdkba, hanem tavoli szovetekbe,
szervekbe is. A tavoli metasztazisok megjelenése rossz progndzist jelent, a
betegek hosszu tavh talélési esélye nagyon lecsokken.

Molekularis bioldgiai és citogenetikai tanulmanyok eredményei
igazoltdk, hogy a genetikai elvaltozasok 1épcsézetes megjelenése a
normalis sejtnovekedés és a sejthalal szabalyozasanak megvaltoztatasaval
hozzajarul a carcinogenezis folyamatdhoz. Bebizonyosodott, hogy
specifikus genetikai elvaltozdsok jelenléte a terapia megvalasztasdban
alapvetd jelentOségli lehet. Ennek tudatdban melanomaban a metasztatikus
progresszi6  molekularis mechanizmusanak  megértése  rendkiviili
jelentdséggel bir, fontossdga nem hangstlyozhato eléggé, hiszen a
metasztatikus  szubklonok primer tumorokban valé  jelenlétének
kimutatasaval a betegség lefolyasat elore tudjuk jelezni. Ez 11j, a tumorok
genetikai eltéréseit i1s magédba foglald, osztalyozasi rendszer kialakitasat

eredményezheti, illetve genetikai kockazatbecslést tesz lehetové.



A melanoma metasztatikus szorodasdhoz vezetd genetikai
eltérésekrdl jelenleg nem birunk elegendd ismerettel, nem 4ll
rendelkezéslinkre a  betegség patologiai jellemzdihez, a tumor
kialakuldasdnak és progresszidjanak egyes lépéseihez tarsuldo genetikai
valtozasok részletes leirasa annak ellenére, hogy a metasztazis kialakuldsa a
beteg talélését meghatarozo legfontosabb faktor. Az irodalomban
megjelent nagyszamua tanulmany eredményei ellenére, a melanomara
jellemzd nagy mértékii genetikai heterogenitas kizarja, hogy egyszerii
modell segitségével a metasztatikus viselkedés hatterében alld genetikai
torténésekre magyarazatot talaljunk.

A klasszikus citogenetika kromoszomasavozason alapuldé modszere a
tumorban eléforduld genetikai eltérésekrdl csak korlatozott informéciot
szolgéltatott, ami elssorban az in vitro sejttenyésztés technikai
nehézségeivel hozhatd kapcsolatba. A 80-as évek végét kovetden egyre
jelentésebbé valtak azok a molekuldris genetikai metodikdk, melyek
segitségével a kromoszomalis szintli genetikai eltérések megismerése a
tumor sejtek in vitro tenyésztése nélkiil i1s megvalosithatd. Kiemelkedd
jelentdségili ezek koziil a technikdk koziil a fluoreszcencia in situ (FISH) és
komparativ genomidlis hibridizaci6 (CGH). A CGH elénye a tumorok
teljes genomra Kkiterjedd gyors ¢és atfogd genetikai analizisében ma mar
vitathatatlan, hiszen ezzel a moddszerrel felismert genetikai elvaltozasok
azokra a kromoszomalis régidkra mutatnak rd, melyek specifikusak
lehetnek egy adott daganat tipusra, tovdbbd a tumor progresszid
meghatarozott stadiumara. Ezen specifikus kromoszéma szakaszok
részletesebb analizise sziikséges ahhoz, hogy az adott régidoban
elhelyezkedd géneket, melyek sokszor eddig ismeretlen onkogének vagy

tumor szuppresszor gének lehetnek, felismerjik.



Melanomara vonatkozéan ez idaig mindossze harom olyan
kozlemény jelent meg, ahol a szerzOk ezt a molekularis genetikai modszert
alkalmaztdk. = Mindhdrom tanulmanyban csak primer tumorok
tanulmanyozasara keriilt sor, a metasztazisokban detektalhato eltérésekrdl
¢s az esetleges kiilonbségekrdl igy nem 4allt rendelkezésre informaci6. A
melanoma kialakuldsahoz és progresszidjahoz tarsuld genetikai eltérések
felterképezése ¢és ezen eltérések, valamint a daganat agressziv
metasztazisképzd tulajdonsaga kozti klinikailag relevans osszefliggések

vizsgalata tehat alapvetden fontos a melanoma kutatdsaban.



2.

Ceélkituzések

. Munkdm sordn vizsgalni kivantam Magyarorszagon a molekularis

diagnosztika legjabb vonaldt keépviseld CGH ¢és FISH moddszereket
kiilon-kiilon, 1illetve kombinalt alkalmazhatosagukat, elOnyeiket
melanoma sejtvonalakon, amihez természetesen hozzatartozott a két

modszer adaptalasa €s validitasanak biztositasa.

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

kovetkeztethetiink.

Munkédm sordn célom volt a malignus melanomédban megfigyelhetd
genetikai heterogenitas €s klonalis fejlodés kimutatasa és elemzése, a
progresszio sordn fellépd genetikai eltérések, kromoszomalis delécidok
¢s amplifikdciok részletes leirdsa primer melanoma tumorok, melanoma
metasztazisok €s ugyanabbdl a betegb6l szdrmazd primer és

metasztatikus 1€zi0k esetén CGH modszer segitségével.

A  malignus melanoma egyik veszélye a korai attétképzés, s
progressziojanak eldrejelzése igen nehéz feladat. Hogy idében meg
tudjuk mondani, ki az, akinél ez a veszély fennall, CGH-val azonositani
kivantam a metasztatikus szérodasra hajlamositoé vagy azzal kapcsolatba

hozhaté genetikai elvaltozasokat. Olyan genetikai markereket kerestem,



amelyek segitségével a melanoma prognozisa kordbban megjosolhato,

¢s 1dOben megfeleld terdpia mellett donthet a beteg kezeldorvosa.

. A tavoli szervekben Ilétrejovo attét tehetd feleldss¢ a melanoma
haldlozas nagy részéért. Tanulmdnyomban sejtvonal modellen
vizsgaltam a melanoma ma4j-metasztazis kialakulasahoz kapcsolodo

genetikai eltéréseket.



3.  Anyagok és modszerek

3.1. Melanoma szovetmintak

A primer melanoma tumorok és a melanoma metasztazisok, a FISH és
CGH vizsgéalathoz felhasznalt friss szovetmintdk, a DE OEC
Borgyogyaszati  Klinikajanak  miitéti  anyagabol  szarmaztak. A
szovetmintakat OCT-be dgyazva —86 C°-on taroltuk. A diagndzis
hematoxilin-eozin festéssel végzett szovettani vizsgalat alapjan tortént. A
CGH analizishez csak azokat a szoveteket dolgoztuk fel, melyek tumorsejt
tartalma meghaladta a 70%-ot. A mintakbol a genomidlis DNS preparalasa

standard modszerrel tortént.

3.2. Sejtvonalak

Kisérleteink soran az alabbi hat, kiilonb6z6 metasztazis képz6 hajlammal
rendelkezé melanoma sejtvonalat vizsgaltuk. A sejtvonalak karakterizalasat
Dr. Timar Jozsef és Dr. Laddnyi Andrea végezte el (Orszagos Onkologiai

Intézet, Budapest).

= A2058 — egy 43 éves beteg agyi metasztazisabol szarmazd human
amelanotikus melanoma sejtvonal.
HT168 tumorbdl kialakitott sejtvonal.

= HTI168-M1 — a HTI168 sejtek immunszuppresszalt egér 1épébe
iiltetésével 1étrehozott sejtvonal.

= WM35 — benignus, nude egérben nem-tumorkeltd, korai (RGP) fazist

humén melanoma sejtvonal.



= M24 — nyirokcsomd metasztazisbol izolalt, nude egérben tumorkeltd
human melanoma sejtvonal.
= M24met — az M24 sejtek altal nude egér nyirokcsomdjaban 1étrehozott

metasztazisbol kialakitott agressziv viselkedésii sejtvonal.

3.3. Kisérleti melanoma maj-metasztazis modell

Az el6zdekben ismertetett sejtvonalak koziil harom (A2058, HT168,
HT168-M1) jellegzetessége, hogy egymassal szoros kapcsolatban vannak.
Az A2058 sziildi sejtvonalbol szarmazott a HT168 sejtvonal, majd ennek
utddjaként alakult ki az agressziv metasztatizald hajlammal rendelkezd
HT168-M1 sejtvonal. A HT168-M1 sejtek maj-kolonizaldo képessége
extrém magas, immunszuppresszalt egér 1épébe injektalva tobb mint 250
metasztazist hozott 1étre. Ezzel ellentétben, az eredeti A2058 és az ebbdl
szarmaztatott HT168 sejtvonal ugyanazon kisérleti koriilmények kozott
nem, vagy csak kevés maj-metasztazist adott. A HT168-M1 megnovekedett
maj-kolonizald képessége nem jart egyiitt a sejtek in vivo vagy in vitro

proliferativ kapacitasanak fokozodéasaval.

3.4. Sejttenyésztés

A fenti sejtvonalakhoz tartozd sejteket 10% foetalis borji szérumot
tartalmazé RPMI 1640 médiumban tenyésztettik (37 C°, 5% CO,). A
monolayer-ben névé sejteket 0.2%-os tripszin/EDTA oldattal kezeltiik, és
standard PBS oldattal mostuk. Ezt kdvetden a sejteket két részre osztottuk,
egyik résziikkbdl genomialis DNS-t preparaltunk CGH analizishez, a sejtek
masik részét pedig FISH analizishez készitettiik el6. A metafazis

kromoszéma preparatumokat kromoszoma festd probaval torténd



hibridizalashoz standard protokollnak megfelelden készitettiik €s —20 C°-on

taroltuk.

3.5. Komparativ genomialis hibridizacio

3.5.1. Hibridizacio

A DNS hibridizaciét Kallioniemi és mtsai. altal leirt mdodon végeztiik,
kisebb moddositasokkal. A tumor és normdl DNS-t fenol:kloroform:izo-
amilalkohol oldattal extrahaltuk proteindz K kezelést kovetden, standard
protokoll alapjan. Normal DNS-t egészséges egyén periférias
mononuklearis sejtjeibdl izolaltunk. A tumor €és normal DNS-t nick-
transzlacidval direkt jelzett d-UTP-vel megjeldltiik. A tumor DNS jelzése
zOlden fluoreszkalo dUTP-vel, a normal DNS jelzése pedig vordsen
fluoreszkaldo dUTP-vel tortént. A kisérleti koriilményeket ugy allitottuk be,
hogy a jelzett DNS fragmentumok hossza 300 és 2000 bazispar kozott
legyen. A sejtmagokat DAPI-t tartalmaz6 anti-fade oldatban festettiik. Egy
negativ (kiilonbozd jelzésti normal-normal DNS) és egy pozitiv kontrollt
(citogenetikailag részletesen jellemzett MPE-600 emlétumor sejtvonal)

hasznaltunk a CGH eredmények validitdsanak biztositasara.

3.5.2. Digitalis képanalizis

A CGH  hibridizaci6 értékelésére Zeiss Axioplan fluoreszcens
mikroszképhoz kapcsolt szamitégép-vezérelt kvantitativ képfeldolgozo
rendszert alkalmaztunk. A fluoreszcens képek rogzitése (mintanként 8-10
metafdzis) monokrom CCD  kameraval  tortént.  Automatikus
hattérkorrekciot kovetden megszerkesztettiik a kromoszomak kariogramjat

a DAPI festés alapjan. A kromoszoémalis eltérések meghatirozasa a zold és
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vords fluoreszcencia intenzitdsok aranya alapjan, automatikusan minden
metafazisra vonatkoztatva kiilon-kiilon tortént. Az egyes metafazisokra
vonatkoz6 kromoszoma profilokat atlagolva az adott tumorra jellemzd
atlag eltérések térképét kaptuk meg. DNS tobbletként definialtuk azokat az
eltéréseket, melyeknél a zOld/voros fluoreszcencia intenzitasarany
meghaladta az 1.15-6t. DNS vesztésnek definidltuk azokat az eltéréseket,
melyeknél ez az arany 0.85 alatti értéknek adodott. Az Un. diagnosztikai
hattér értékeket normal-normal hibridizaciok atlagértékeibdl hataroztuk
meg. A centroméra kozeli heterokromatin régidkat és az akrocentrikus
kromoszomak révid karjat nem vettiik figyelembe, mert ezek a szakaszok

Cot-1 DNS-sel blokkolva voltak.

3.6. Fluoreszcencia in situ hibridizacio

3.6.1. DNS-probak eredete, jelzése és detektalasa

Kisérleteink sordn centroméra és lokusz specifikus DNS-probakat
alkalmaztunk az 1-es, 6-o0s, 7-es, 8-as, 9-es, 10-es, 11-es, 12-es, 15-0s, 17-
es €s X kromoszomara, 16kusz specifikus DNS-prébat a 7p12-p13 régidra.
A 4-es kromoszdma esetén teljes-kromoszoéma-festd probat alkalmaztunk.
A DNS probak modositasa direkt jelzett vagy indirekt jelzett
nukleotidokkal, nick-transzlacidval tortént. A biotinnal moédositott DNS-
probakat Texas-Red vagy fluoreszcein-avidinnel, a digoxigeninnel
modositott DNS szondakat monoklonalis antitestekkel (anti-digoxigenin-
fluoreszcein  vagy  antidigoxigenin-rhodamin),  indirekt  immun-

fluoreszcenciaval tettiik lathatova.



3.6.2. Hibridizacio

A FISH-t az irodalomban leirt protokoll alapjan végeztik el, kisebb
modositasokkal. Roviden: a targylemezen rogzitett, fixalt sejtmagokat és
kromoszdéma preparatumokat denaturald oldatban 75 C°-on 2.5-5 percig
etanol sorozatban dehidraltuk ¢és levegdén megszaritottuk. Centroméra
specifikus probadknal a DNS-probat és jeloletlen human placentalis DNS-t
tartalmaz6 hibridizacios elegyet 73 C°-on 5 percig denaturaltuk és a szintén
denaturalt target DNS-hez adtuk. A hibridizaci6é 37 C°-n nedves kamraban
tortént egy ¢&jszakan at. A nem kotddott DNS-probdkat mosassal
tavolitottuk el. A hibridizdlodott probakat a korabban leirtak alapjan
detektaltuk.

3.7. Fluoreszcens mikroszkopia

A FISH-sel kapott eredményeket Zeiss Axioplan fluoreszcens
mikroszkoppal értékeltik 100x nagyitast (NA 1.3) olaj-immerzids
objektivvel. A fluoreszcens képek rogzitésére a Metasystems altal
forgalmazott, FISH analizisre 1is alkalmas képanalizald6 rendszert
alkalmaztuk. Az értékeléshez az irodalomban leirt metodikat kovettiik: a
sejtmagokban 1évé fluoreszcens szignalok sejtenkénti szama alapjan
csoportositottuk a sejteket, mintanként 100-200 sejtmagot analizaltunk.
Minden hibridizaciét kontroll hibridizacioval egészitettiink ki, azaz
egeszséges egyeénbdl szarmazod periférids limfocitdkon is elvégeztik a
hibridizaciot. A 4-es kromoszoma festd proba esetében 60 metafizist

értékeltiink ki.

10



3.8. DNS tartalom meghatarozasa aramlasi citométerrel

A melanoma sejtvonalak DNS tartalménak meghatarozédsa az irodalomban
leirt protokoll alapjan tortént. A feltripszinezett sejteket hideg PBS-el
mostuk, lecentrifugaltuk, majd 70%-os etanolban 1 oran 4t 4 C°-on
fixaltuk. A sejteket S0ug/ml RNAse-al kezeltiik (37 C°-on 1 6ra) majd ezt
kovetden a sejtmagokat 10 mg/ml propidiumjodiddal (PI) megjeldltiik. A
DNS index meghatirozdsa Becton-Dickinson FACScan 4ramlasi

citométeren CellFit szoftver alkalmazasaval tortént.

3.9. Immunhisztokémia

A feltripszinezett sejteket PBS-el 2 x mostuk, 50 upl PBS-ben
felszuszpendaltuk és FITC-cel jelzett monoklonalis anti-EGFR antitesttel 1
Oordn 4t inkubaltuk. A sejteket PBS-el mostuk, majd 1%-os
formaldehid/PBS oldatban (pH:7.00) fixaltuk és a mintdkat fluoreszcens

mikroszkoppal elemeztiik.

3.10. Statisztikai analizis

A kromoszomaszambeli elvaltozasok és a kliniko-patoldgiai paraméterek
(tumor méret, betegek kora, metasztazis megjelenése, stb.) kozotti
kapcsolat vizsgalatdhoz kontingencia-tdblazat analizist végeztiink, az
adatokat Student-féle t-teszt, ANOVA teszt és Fisher egzakt teszt
segitségével hasonlitottuk 0Ossze. A  kiilonbségeket statisztikailag
szignifikdnsnak tekintettiik, ha a p értek egyenlé vagy kisebb volt, mint
0.05.
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4. Eredmények és kovetkeztetések

1. Hérom, kiilonb6z6 metasztatikus potenciallal rendelkezd, sejtvonalat
tanulményoztunk CGH ¢és FISH moddszerekkel. CGH-val kapott
eredményeink szerint a legtobb eltérés az er6sen metasztatizald M24met-
ben talalhato, az eredeti sejtvonalban (M24) a genetikai eltérések szama
kevesebbnek adodott. Feltlinden sok kromoszomalis eltérést detektaltunk
CGH-val az alacsony metasztatizald képességgel jellemzett WM35
sejtvonalon. Interfazisos FISH-sel, centorméra specifikus probakkal mind a
harom sejtvonalat aneuploidnak taldltuk. Az utébbi modszerrel a WM35-
ben az adott kromoszomakra az aneuszOmia aranya kisebb volt, mint a
melanoma progresszidé eldrehaladottabb stadiumat képviseld6 M24 ¢és
M24met sejtvonalak esetében. A két modszerrel kapott eredményeink
értelmezésénél figyelembe kell venniink, hogy a CGH a sejtek DNS
mennyiségének atlagos valtozasat mutatja meg, és a DNS vesztések és
tobbletek értékelésénél az elvaltozasokat egy atlagosan négy vagy tobb
kopiat tartalmazo alapkészlethez viszonyitjuk. Részben ezzel magyarazhato
a CGH ¢s FISH eredmények kozott megfigyelt diszkrepancia, de
figyelembe kell tovabba venniink azt is, hogy a CGH hibridiz4cional a
kromoszomak heterokromatin régidjar6l nem kapunk informaéciot.
Eredményeink szerint a CGH alkalmas mddszer a sejtpopuldciokban
kialakul6 dominans eltérések kimutatdsara, azonban az 50% alatt jelenlévd
aneuploid szubpopulaciok felderitéséhez sziikség van a FISH és CGH
modszerek kombinalasdra. A FISH segitségével ellendrizni és lokusz
specifikus probakkal karakterizalni tudjuk a CGH-val talalt elvaltozasokat,
¢s képesek vagyunk adott lokuszok eléforduldsanak abszolat szamat

meghatarozni egyedi sejtek szintjén.
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2. Interfazisos FISH analizissel tanulmanyoztuk, hogy milyen szerepe
van a kromoszoma vesztésnek malignus melanoma progresszidjaban.
Kisérleteink soran FISH-el egy, vagy egyszerre két kromoszéma
sejtenkénti eloszlasat vizsgaltuk egy férfi betegbdl szarmazé kozel diploid
primer melanoman és annak hipodiploid bor metasztazisan.

Eredményeink szerint a primer tumorban a leggyakoribb elvaltozas az 1-es,
9-es, 10-es, 15-0s és 17-es kromoszomak elvesztése volt, amit a
metasztazisban fokozottabb mértékben figyeltiink meg. A metasztazisban a
monoszomids sejtpopuldciok ardnya az 1-es, 9-es, 10-es, 12-es, 15-0s és
17-es kromoszomékra vonatkoztatva kétszer magasabb volt, mint a primer
tumorban, mindezek azt jelzik, hogy a primer tumorban a hipodiploid
sejtklonok meglététének komoly jelentdsége lehet a tumor késdbbi,
agressziv viselkedésének eldrejelzésében. Fontos megjegyezniink, hogy a
9-es kromoszéma (melynek melanomaban jelentds szerepet tulajdonitanak
mind a tumor inicidcioban mind a tumor progresszidban) mar a primer
tumorban is a sejtek 33%-aban csak egy kopidban volt jelen, a
metasztazisban pedig gyakorlatilag mar nem volt kimutathato.

Altalanosan elfogadott nézet, hogy a strukturalis kromoszomalis
elvaltozasok illetve teljes kromoszomavesztések a tumor fejlédés korai,
vagy akar mar az iniciacios, fazisaban fellépnek, ezaltal a daganat egy
atmeneti hipodiploid allapotba keriil, amire azonban kevés direkt kisérleti
bizonyiték van, €és az iniciacié soran fellépd genetikai elvaltozasok
vizsgalata igen nehéz. Primer melanoman és metasztazisan veégzett
interfazisos citogenetikai vizsgalatunk arra szolgéltat tovabbi bizonyitékot,
hogy a kiilonb6z6 kromoszémak elvesztése nemcsak a tumor
progressziojaban jatszanak szerepet, hanem az iniciacidban is részt

vesznek.
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3. A malignus melanoma agressziv metasztatikus viselkedéséhez
tarsuld genetikai eltérések felderitése céljabol primer melanomak és
melanoma metasztazisok CGH analizisét valdsitottuk meg. Vizsgalataink
soran megallapitottuk, hogy a primer melanomak és a melanoma
metasztazisok genetikai elvaltozdsainak mintdzata hasonld, de vannak
bizonyos, csak a primerre vagy metasztazisra jellemzd eltérések. Az
eltérések atlagos szama 6.3 volt a primer melanomak és 7.8 a metasztazisok
esetén. Mind a primer mind a metasztatikus tumorokban gyakori eltérésnek
mutatkozott a 9p €s 10q szakaszok DNS vesztése, valamint az 1q, 6p, 7q €s
8q kromoszoma szakaszok DNS tobblete. Ezek koziil a DNS szakaszok
koziil a DNS tobblet gyakorisdga fokozodott a 7q kromoszoma-szakaszon
metasztazisokban. Hasonld emelkedés volt megfigyelhetd 9p és 9q régiok
DNS vesztésére. Mind a primer tumorokban, mind a metasztazisokban
kiemelt amplifikaciot talaltunk az 1p12-p21 és az 1p22-p31 régioban. Csak
a primer tumorra jellemzdé kiemelt amplifikdcié volt a 4ql2-ql13.1, a
7q21.3-qter és a 8q23-qter kromoszoma-szakaszokon. A 20ql3-qter régiod
kiemelt amplifikéacidja csak metasztazisos tumorban fordult el6.

A CGH eredményeink egyértelmiien demonstraljak a kromoszomalis
eltérések felhalmozodasat a melanoma progresszidja sordn. Azoknal az
eseteknél, ahol a primer tumor sebészi eltavolitasatdl szamitott egy éven
beliil metasztazist észleltek szignifikdnsan tobb eltérés volt kimutathato a
primer tumorokban, mint azon betegeknél, akik ezen id6 alatt metasztazis-
mentesek voltak. Megallapitottuk, hogy a genetikai aberraciok fokozatos
akkumulacioja Osszefiigg, illetve ardnyos a melanoma agresszivitasanak
novekedésével. A metasztazisban hangsulyozottabb eltérések valdsziniileg
a genetikailag heterogén primer tumor sejtjeinek egy részénél megjelenve
azoknak a tumoros szorddas iranyaba hatd szelekcios elényt biztositanak.

Azok a kromoszoma régiok, melyek DNS kopiaszdma kiilonbozik a primer
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¢s metasztatikus 1ézidkban, a melanoma metasztatikus progressziojaban

szerepet jatszo fontos géneket tartalmazhatnak.

4. A melanomas betegek kezelésének eredményesebbé tételéhez
elengedhetetlen a metasztdzis genetikai kockazatanak meghatarozasa. A
vizsgalt esetek egyik csoportjat az attétet-nem-add primer tumorok
képezték, a masik csoportba a diagnozis idépontjdban mar metasztazissal
rendelkez6 primer tumorok valamint cutan €s nyirokcsomé metasztazisok
tartoztak. Ez a megkozelités a tumoros heterogenitds befolyasanak
csokkentésével megkonnyiti a metasztatikus fenotipus hatterében allo
genetikai eltérések felismerését. A leggyakoribb eltérések a 6p és 8q
kromoszéma karokon kimutatott DNS tobblet az attétet nem add és a
metasztatizdld tumorokban egyardnt gyakori volt. Ezt alapul véve
feltételezhetd, hogy a 6p és a 8q kromoszdma szakaszok a tumoros sejtek
szaporoddsdban ¢és invazivitdsdban is szerepet jatszanak. A bioldgiai
viselkedésen alapuld csoportositdssal megjelend genetikai kiilonbségek
koziil kiemelkedden fontos a 7p €s 7q kromoszoma régidk (illetve adott
esetben a teljes 7-es kromoszoma) DNS tobblete, ez a genetikai eltérés a
metasztazist képzOé csoportban gyakrabban jelent meg. Megfigyeléseink
Osszhangban vannak a 7-es kromoszoéma amplifikacié és a melanoma
agressziv fenotipusat kapcsolatba hozé elmélettel, €s jol illeszkednek a 7-es
kromoszdma-eltérésekhez mas tumor tipusokban tarsuld rossz prognozist
jelentd képbe.

Megfigyeltiik, hogy elérehaladott melanoma tumorokban a 9p és 10q
régioban a DNS vesztés el6fordulési gyakorisdga a két csoportban eltért. A
metasztazist képz0 tumor csoportban e két eltérés volt a leggyakoribb a
deléciok kozott. Az irodalomban elfogadott, hogy a 9-es és 10-es

kromoszéma vesztése olyan korai genetikai eltérés, mely jelen van az
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iniciaciotol kezdve egészen a késéi progresszids 1épésekig. Ez azzal
magyarazhatd, hogy tobb fontos tumor szuppresszor gén is jelen van
ezeken a kromoszoméakon, melyek alteraciéi a tumor fejlédésének
kiilonbozo fazisaiban jelentkeznek.

Eredményeink alapjdn, javasoljuk a melanomdban érzékeny
prognosztikus faktornak tartott 9p kromoszéma karon megjelend delécid
mellett a 7-es kromoszoman kimutathato tobblet és a 10q kromoszoma
karral asszocidlodott delécid6 melanoma prognosztikaban genetikai
markerként torténd alkalmazasat. A hdrom metasztazis-asszocialt genetikai
marker egyiittes alkalmazasa javithat a tumor progresszio elérejelzésében,
mivel a tapasztalatok szerint tobb marker egyiittes alkalmazasa

hatékonyabb predikciot biztosit.

5. A melanoma madj-metasztazis kialakulasahoz tarsuldé genetikai
eltérések  leirdsat human melanoma sejtvonal modellrendszeren
tanulményoztuk. A vizsgdlt sejtvonalakat kiilonb6z0 mértékli ma;j-
metasztazist képzd tulajdonsaguk alapjan vélasztottuk. Az A2058 sziilo1
sejtvonal xenograftként torténd in vivo adaptacioja vezetetett a HT168
tumor, illetve abbol a HT168 sejtvonal kialakitasahoz, ezt kovetden a
HT168 sejtek immunszuppresszalt egér 1€épébe iiltetése eredményezte az
agressziv metasztatizald hajlammal rendelkez6 HT168-M1 sejtvonalat,
mely utobbi méj-metasztazis-képzd hajlama messze kiemelkedik a harom
koziil.

A CGH analizissel kimutatott genetikai eltérések koziil mindhdrom
sejtvonalban ko6zos kromoszomalis eltérésként jelentkezett az S5p, 6p22-
pter, 8g2l-qter és 13q DNS szakaszok tobblete. A sejtvonalakban
kimutatott k6zos eltérések szembetlinGen jelzik az A2058, a HT168 és a
HT168-M1 sejtvonalak kozott fennalld klondlis kapcsolatot.
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A DNS vesztések koziil a 4-es kromoszoéma €s a 9p21.3-pter és 10p
kromoszdma szakaszok eltérése csak az agressziv metasztatizaldo (HT168-
M1) sejtvonalban volt jelen, jelezve ezen véaltozasok kiemelt szerepét a
metasztazisképzés folyamatiban. FISH analizissel, teljes kromoszdmat
festd probaval tovabb tanulmanyoztuk a 4-es kromoszoman CGH-val
megfigyelt delécid jellegét. Megallapitottuk, hogy a sejtek jelentds hanyada
(89%) a 4-es kromoszoma egyik kopiajat elvesztette, a maradék
populacidban viszont a kromoszoma rovid karja jelen volt, de a hosszu kar
deléciot szenvedett. A FISH eredmények nagyon j6 6sszhangban vannak 4-
es kromoszoéma CGH profiljanak mintdzataval, a kvantitativ értékek jol
tikrozik a két sejtpopulécio jelenlétét a sejtvonalban.

A melanoma-metasztazis sejtvonalakon FISH és CGH modszerekkel
talalt kromoszéma eltérések jo egyezést mutattak a kordbbi citogenetikai
vizsgalatok eredményeivel. Ugyanakkor az eddig kevesebb figyelmet
kapott kromoszéma régidk is el6térbe keriiltek az emelkedett
metasztazisképzé tulajdonsdguk miatt. A 4-es kromoszoma-vesztés
megjelenése a fokozottan metasztatikus sejtvonalban a régidban 1évd tumor
szuppresszor gének inaktivacidjanak lehet a kovetkezménye, s a melanoma
agressziv viselkedésének kialakitasaban jatszott szerepére hivhatja fel a

figyelmet.
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S.

1.

Osszefoglalas

A betegekbdl szarmazd melanoma szovetmintdkon és sejtvonalakon
veégzett kisérleteink sordn alkalmazott CGH és FISH érzékeny és
hatékony modszernek bizonyult a melanoma kromoszomalis

eltéréseinek kimutatasaban.

Primer melanoman ¢és metasztazisan interfazisos FISH modszerrel
bizonyitottuk, hogy a kromoszomalis deléciok nemcsak a tumor

progresszioban, de a tumor inicidcidjaban is szerepet jatszanak.

Megallapitottuk, hogy a genetikai aberraciok fokozatos akkumulacioja
egyiitt jar a melanoma agresszivitdsanak novekedésével. CGH adataink
alapjan a genetikailag heterogén primer tumor szamos sejtpopulacioja
kozott a klondlis szelekcid eredményeként megjelenik a metasztatikus

sejtklon.

A 7-es kromoszéma tobblete a malignus melanomdban rossz
prognézissal tarsul, eredményeink szerint aneuploidiaja vagy a
kromoszoman lokalizalodé gének amplifikacidja kapcsolatban allhat a

fokozott metasztazisképzd potenciallal.

Az agressziv, maj-metasztazist képzO sejtvonalban a metasztazisképzo
hajlamhoz tarsul6 genetikai eltérések koziil eddig ismeretlen 4-es
kromoszoma delécidja ujabb fontos, az attétképzéssel Osszefliggésbe

hozhat6 onko-szuppresszor gének jelenlétére hivhatja fel a figyelmet.
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6. Megallapitottuk, hogy a 9-es és 10-es kromoszéma vagy ezeknek a
kromoszomaknak bizonyos szakaszai a metasztatikus progresszid korai
fazisdban deletdlodnak ¢és ezek a genetikai eltérések a tavoli
metasztazisok kialakulasdban is szerepet jatszanak. A 6p és a 8q
szakaszok amplifikdcioja késObbi eltérések és elsdsorban a tumor
novekedésében €s az invazidban jatszanak szerepet, a 7-es kromoszoma
aberracié a metasztazis megjelenéséhez, a 4-es kromoszoma elvesztése

pedig a tavoli maj-metasztazis kialakuldsdhoz kothetd. Ezeknek a

kromoszomaknak az aberracioi igy egy progresszios sort képviselnek.

7. Sajat és az irodalomban megjelent tanulmanyok alapjan a 7-es
kromoszoma tobblet és a 9p és 10q kromoszoma karok vesztése a
metasztdzis  kialakulasdhoz  kapcsolodd  genetikai  markereknek

tekinthetok.
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