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BEVEZETES

A bordaganatok legagresszivabb formaja a melanoma malignum, incidenciaja vilagszerte
folyamatosan emelkedik, a letalis daganatok kozott incidencidjanak novekedési liteme a
masodik helyen all. Attétképzési hajlama rendkiviil gyors, gyogyszer rezisztenciaja fokozott,
igy korai felismerése és pontos diagndzisa a betegség kimenetele szempontjabol rendkiviili
jelentéséggel bir. Kialakuldsaban a kornyezeti faktorok koziil kiemelten fontos szerepet
jatszik az ultraibolya (UV) sugarzas, mely szamos eldny0s biokémiai hatdsa mellett sulyos
DNS karositd, 0.n. genotoxikus mellékhatassal is rendelkezik. Ezen hatdsat mind kozvetleniil,
pirimidin dimerek kialakitdsaval, mind kozvetett mechanizmusokkal, példdul az oxidativ
stressz altal medialt mutaciok indukalasaval kifejtheti. A melanoma progresszidja soran a
genetikai eltérések sorozatos akkumuldcidja kovetkeztében sériilnek a genom integritasat
szabalyozd molekularis mechanizmusok, a sejtek normalis miikodését szabalyozo jelatviteli
folyamatok. A sorozatosan felhalmoz6dd genetikai eltérések szamos Kulcsfontossagh
jelatviteli utvonalat érintenek, melyek eredményeként a keratinocitak melanocitakra gyakorolt
szabalyozasa sériil, ez folyamatos melanin termeléshez és kontrollalatlan sejtosztddashoz
vezet. Ismert ugyan, hogy a tumor sejtek evolucidja diverz, megjosolhatatlan és
sztochasztikus folyamat, ugyanakkor szamos alkalommal bizonyitast nyert, hogy kiilonb6z6
kromoszémalis eltérések nem véletlenszerli mintazatokban, hanem jol elkiilonitheté modon
jelennek meg. Utobbi megfigyelést tamasztja ala a széles korben elfogadott u.n. klonalis
evoluciés elmélet, mely szerint a tumoros sejtek osztodasa soran azoknak a rosszindulath
klonoknak a pozitiv szelekcidja valosul meg, melyek a mar felhalmozott genetikai és
epigenetikai eltérések altal elkeriilhetik az immunrendszer védelmi vonalait és képessé valnak

attét kialakitasara tavoli szovetekben.

A human genom szekvenalasa, a microarray technologia és bioinformatika napjainkban
torténd ugrasszerli fejlddése lehetévé tette egy Uj tudomanyag, a genom léptékii molekularis
genetika 1étrejottét. A genomika forradalmian j eredményeket hozott, Uj modszertani
megkozelitések alkalmazédsaval, integralt genomikai analizisekkel lehetdvé valt a betegségek
kialakulasaban és progresszidjaban szerepet jatszo specifikus eltérések, molekularis célpontok
azonositasa. Az elmult évtizedek intenziv molekularis genetikai/genomikai kutatasainak
eredményeként szamos daganatban tobb olyan célmolekulat fedeztek fel, melyekre alapozva
sikeres személyre szabott terapiat lehetett tervezni. Példaként emlithetjiik a mar klinikai
gyakorlatban is alkalmazott terapids eljardsok koziil az EGFR receptor célzott gatlasan
alapulo, vastagbél daganatos betegeknél alkalmazott terapiat, vagy emlédaganatos betegek

kezelésére alkalmazott HER2 receptorok gatlasat célzo trastuzumab-terapiat.
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Szamos kutatas foglalkozott a primer melanomak tumorigenezisének korai fazisaban
tanulmanyozasaval, hogy ezeknek az onkogén alteracioknak milyen szerepe van a melanoma
progresszid soran. Mindkét onkogén a MAP-kinaz foszforilacids kaszkadrendszer tagja,
aktivacios mutacioik nagy jelent6séggel birnak a melanoma progresszidjaban, azonban még
tovabbra is nyitott az a kérdés, hogy milyen genom eltérésekkel egyiittesen vesznek részt a
daganat kialakulds és progresszid folyamatdban. A mutaciok jelenléte vagy hidnya alapjan
harom melanoma alcsoport kiilonithetd el: BRAF mutéaciot hordozo, NRAS mutaciot hordozo,
illetve mindkét mutaciora vad allélt hordozé melanomak alcsoportjai. Irodalmi adatok alapjan
a két aktivacidés mutacié nagyon ritkan fordul el egyazon tumorban. A BRAF és az NRAS
mutaciok igéretes terapias targetek lehetnek, jelen pillanatban is tobb szamos célzott kutatas
folyik a raf kinaz fehérje gatlasat eredményez6 vegyiiletek klinikai tesztelésére. A biztatd
eredmények ellenére is igen gyakran 1ép fel a kinaz gatlokkal szemben rezisztencia, ami azt is
jelenheti, hogy tobb célpont egyidejii gatlasa sziikséges a daganat progresszidjanak
megallitasara.

Vizsgélataink soran kiemelt figyelmet szenteltink a BRAF és NRAS mutéaciot hordozé
primer melanomak jellegzetes molekularis eltéréseinek megismerése mellett annak
kideritésére, hogy a két onkogén mellett melyek azok a gének, amelyek modosithatjdk a
MAPK jelatviteli utvonal miikodését. Célunk volt olyan genetikai eltérések azonositasa,
melyek akar 0j specifikus terapids targetet is szolgaltathatnak, a mutaciok hatasanak

gyengitését célzo kezelések mellett.

Munkank masodik részében a 11q13 régioban lokalizalodé onkogének koamplifikacios
mintazatat vizsgalatuk, hiszen ennek a génszakasznak a gyakori amplifikaciojat a primer
melnoma progresszidjaval Osszefliggésbe mar tobb fliggetlen vizsgalat, beleértve sajat
munkankat is kimutatta. A régio feltételezhetd target génje, a CCND1 mivel nagyon gyakran
figyelték mar meg nagymértékli expresszidjat tobb kiillonbozd szolid tumor esetében, mint
eml6-, fej-nyak- valamint holyagdaganatok. A CCND1 mellett azonban szamos mas onkogén
illetve daganat kialakulasaval Osszefiiggésbe hozhaté gén taldlhatdé még ebben az
amplikonban, mint a TAOS1, FGF3, FGF4, FGF19 ¢és EMS1. Ez utobbi gének szerepét a
11q13 kromoszoémalis régidban még nem vizsgaltak részetesen primer melanoméakban. Ennek
okan ceélul tiztik ki, hogy ezen gének genetikai eltéréseit illetve a melanoma progresszidban

betoltott szerepliket részletesen megvizsgaljuk primer illetve metasztdzis melanomak esetében

egyarant.



CELKITUZESEK

Irodalmi adatok alapjan a BRAF és NRAS mutaciok a melanoma tumorigenezis korai
szakaszaban jelennek meg, majd a tumor progresszid soran a szamos mas genetikai eltéréssel
Vizsgalataink soran célul tliztiik ki a BRAF és NRAS mutaciot hordozé daganatokra jellemz6
specifikus genetikai eltérések beazonositasat, valamint a 11ql13 amplifikacios régiod
géneltéréseinek részletes tanulményozasat, melyet korabbi CGH vizsgalataink soran a

melanoma egyik leggyakoribb genetikai eltéréseként azonositottunk.
Célunk volt:

1. BRAF vagy NRAS mutaciét hordozo, illetve vad BRAF/NRAS genotipusu

melanomakra jellemzd genetikai eltérések dsszehasonlitasa array CGH analizissel,

2. annak felderitése, hogy a BRAF és NRAS mutaci6 mellett mely gének eltérései
modosithatjak a MAPK jelatviteli utvonal miikodését,

3. az eltéré genotipust melanomakban a kiilonb6zd jelatviteli utvonalakban és Gtvonalak

kozotti interakcioban résztvevo gének eltéréseinek vizsgélata,

4. 11913 lokusz génjeinek (CCND1, FGF3, FGF19, FGF4, EMS1, TAOS1) ko-

amplifikacids mintazatanak feltérképezese,

5. a 11ql3 lokusz génjeinek melanoma prognozisban betdltott szerepének, valamint a
kopiaszam-eltéréseik és a BRAF-, illetve NRAS-mutaciok jelenléte kozotti korrelacionak a

vizsgélata.

ANYAGOK ES MODSZEREK
Melanoma szovetmintak

A human melanoma szdvetek a DE OEC Borgyogyaszati Klinikarol szarmaztak, ahol
eldzetes szOvettani analizisiiket is elvégezték. A vizsgalat a DE OEC Etikai Bizottsaganak
engedélye alapjan és irdnyelvei szerint tortént.

Negyven hét primer melanoma szdvetbdl izolaltunk DNS-t array CGH elemzésre, majd
ezt kdvetden 68 és 6 metasztazis daganatnal térképeztiik fel részletesebben a 11q13 régidban
lokalizalodo gének kopiaszam eltéréseit Q-PCR analizissel. DNS-t friss vagy fagyasztott
daganat mintabol preparaltunk DNS-t G-spin Genomic DNA Extraction Kit-tel (Macherey-
Nagel, Diiren, Germany), melyet NucleoSpin® Extract II kit-tel (Macherey-Nagel)

crer
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Wilmington, Delaware USA) spektrofotométer berendezéssel hataroztuk meg. A primer
daganatok kozel 60%-a ulceralt felszinli, 45% >4mm vastagsagl, 40%-a nodularis altipusu

rossz prognodzissal jellemezhetd 1ézi6 volt.

BRAF és NRAS mutacio detektalasa

A BRAF kodon 600 és NRAS kodon 61 mutacidinak genotipizalasat LightCycler real time
PCR rendszerben (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) végeztiik, valdsideji
polimeraz-lancreakciot (real-time PCR) kovetd olvadaspont analizissel, flureszcensen jelolt
oligonukleotid probakkal (primerek ¢és probak: TIB Molbiol, Berlin, Németorszag). A
mutaciot hordozé mintak pontos genotipusat szekvenaldssal allapitottuk meg. A szekvenalast
a BIOMI kft. (G6doll6) végezte, az eldzetes PCR soran hasznalt egyik, a célnak megfeleld
PCR primer segitségével.

Array komparativ genom hibridizacio (array comparative genome hybridization, array
CGH)

A CGH a fluoreszcencia in situ hibridizacié elvén alapuld molekularis genetikai modszer,
melynek segitségével a tumor sejt genomban eléforduld ismert és ismeretlen génamplifikacios
¢s geéndelécios események egyarant detektalhatdak, valamint lehetdség nyilik a genetikai
eltérések kromoszomalis szintli feltérképezésére is. Az array CGH moddszer sordn a
targylemezre pontosan ismert lokalizacidju, klonozott DNS szekvenciak ezreit, vagy
kiilonboz6 méretii oligonukleotidokat rogzitenek, és ehhez hibridizaljak hozza az eltérd
modon jeldlt normal és tumor DNS-t. Az array CGH analizis a teljes human genomot lefedd
2464 BAC (bacterial artificial chromosome, mesterséges bakterialis kromoszéma) klont
tartalmaz6 array chip lemezen tortént (HumArray3.1 chip) a Comprehensive Cancer Center
intézetével egyiittmiikodésben (University of California, San Fransisco, USA). Az array CGH
adatok feldolgozéasa a SPOT 1.2 és SPROC 1.1.1 szoftvercsomaggal tortént.

Az Array CGH adatok elemzése

Az UCSC genome browser weboldal (http://genome.ucsc.edu/) segitségével az array CGH

soran hasznalt BAC klonokat a human genomra térképeztik. Az X és Y kromoszéman
lokalizalodo oligonuleotid probéakat és az ismert genom varidnsokat (Database of Genomic

Variants: http://projects.tcag.ca/variation/) kizartuk a tovabbi elemzésbdl. A log, transzformalt

adatokat a CGH-Explorer software 3.2 segitségével értékeltiik ki. Szignifikans eltérésnek a
tobbszords Osszehasonlitdsi korrekciot (FDR, false discovery rate) kovetd P<0,01 értéket

tekintettik. Hatarértékként egy, az irodalombdl ismert és gyakran hasznalt értéket
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alkalmaztunk a nagymértékii amplifikaciot (>0,55 log, rate), illetve a homozigéta deléciot (<-
0,8 log, rate) mutatod régiok azonositasara.

Fisher’s exact tesztet végeztiink azoknak a BAC klonoknak az azonositasara, melyek az
eltér6 BRAF ¢és NRAS genotipusti primer melanoma alcsoportok kozott szignifikdns eltérést
mutattak. Annak érdekében, hogy az alcsoportok kozott eltérést mutatdé nagyobb
kromoszomalis régidkat is azonositsuk, 5 BAC klon log, transzformalt értékein egy mozgod
atlagolast is elvégeztiink, majd Student féle t-teszttel 6sszehasonlitottuk a két csoport atlagos
log, értékeit. A nagyszamu vizsgalt tulajdonsag miatt, az alpozitiv esetek kizarasa érdekében,
szintén alkalmaztunk FDR korrekciot.

Azoknak a régioknak a feltérképezésére, melyek alteracioi nagy gyakorisaggal, egyiittesen
fordulnak el6 a kiilonb6z6 melanoma altipusokban, Pearson féle korrelacid analizist
végeztiink. Az analizis soran kizarolag azokat a BAC klonokat vettiik be az analizisbe melyek
kopia szam gyakorisaga eltérést mutatott az egyes melanoma alcsoportokban (>40% vagy

P<0,3). Valamennyi analizist az R statisztikai programmal végeztiik el (http://www.r-
project.org/).
Jelatviteli utvonalakhoz rendelhet6 genetikai eltérések elemzése

A jelatviteli itvonalakhoz kothetd eltérések elemzése soran a kiilonb6z6 Gtvonalak adatait

a SignaLink adatbazisbol (http://signalink.org/) toltottikk le, majd ezeknek a géneknek a

kopiaszam eltéréseit a legkozelebbi BAC klon (<2MB) segitségével becsiiltik meg. Egy
jelatviteli utvonalban, illetve utvonalak kozotti kapcsolatot biztositod jelatviteli interakciot
akkor tekintettiink sériiltnek, ha legalabb az interakcioban résztvevo egyik fehérjét kodold gén
melanoma alcsoportokban a sériiltnek definialt jelatviteli interakciok gyakorisagat, az egyes

utvonalakban és kiillonboz6 utvonalak kozott is.

Random Forest analysis

Munkank soran a microarray vizsgalatok tovabbi elemzéséhez a fent emlitett statisztikai
szamitasok mellett Random Forest algoritmust hasznaltunk, mely az adatbanyaszatban egy
gyakran alkalmazott prediktiv modellez6 technika. Az R statisztikai program Random Forest
csomagjat hasznalva kivalasztottuk, hogy a BRAF mutaciok mellett mely gének eltérései
modosithatjak a MAPK jelatviteli Gtvonal mikodését (a BRAF onkogén az EGF/MAPK
utvonal f6 aktivatora, a melanoma kialakulasaért foként ennek az Utvonalnak az aktivalasa

felel). E16szor a modszerrel kivalasztottuk a tizenot legfontosabbnak jeldlt u.n. klasszifikatort


http://www.r-project.org/
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(géneket) az EGF/MAPK jelatviteli utvonalbodl, majd keresztvalidacioval megbecsiiltiik, hogy
mekkora valosziniiséggel tudja a modelliink csupan ezen klasszifikatorok eltéréseire alapozva

a megfelel6 daganat tipusba (BRAF mutaciot hordoz6 daganatok) sorolni a mintainkat.

Klaszter analizis

A cluster 3.0 programmal végeztiink hierarchikus klaszter analizist majd a TreeView java
programot hasznaltuk a klaszterek vizualis megjelenitéséhez. Az analizis soran Pearson

korrelaciot €s centroid vagy sulypont médszert alkalmaztunk.

DNS képiaszam vizsgalata kvantitativ real-time PCR-el (Q-PCR)

A kisérletek soran hasznalt primereket a Primer Express 2.0 (Applied Biosystems, Foster
City, USA) és Primer3 (Whitehead Institute, Cambridge, USA) programok segitségével
terveztiilk. A mésodlagos struktardk — példaul ,,hajtli” formaciok — elkeriilésének érdekében
igénybe vettik a  halozatrél  elérhet6 ~MFOLD  version 3.2 szoftvert IS
(http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/).

A Q-PCR reakci6 kivitelezéséhez a Power SYBR-Green PCR Master Mix-et (Applied
Biosystems) hasznaltuk a gyartd utasitasainak megfeleléen. A reakcioelegy az altalunk
tervezett primereket 100-300nM koncentracioban tartalmazta. Az ABI PRISM® 7000
késziiléken kivitelezett reakcido bedllitdsai a kovetkezOk voltak: 95°C-on egy 10 perces
aktivacids szakaszt egy 40 ciklusbol allo reakcid kovetett: 95°C-on 15 masodperc, 60°C-on 1
perc.

Eredményeink kiértékelését két belsd kontroll génnel kiegyenlitett relativ mennyiségi
meghatarozassal végeztiik. A vizsgélni kivant target gén mennyiségét két, altalunk validalt
referencia gén (GNS, UBEZ2EL) kopiaszamara vonatkoztattuk, melyek fluoreszcencia-
intenzitasa egyenesen aranyos VoIt a kiindulasi sejtszammal. Elvégeztiink tovabba egy, a
kalibracios gorbét nélkiilozé, hatékonysag korrekcioval modositott relativ mennyiségi
meghatarozast is, mely lehetdséget adott a kiilonboz6 hatékonysaggal miikodé reakciok
korrekt 6sszehasonlitasara. A standard gorbe meredekségébdl szamitottuk ki az egyes reakcio
elegyek PCR hatékonysagat (E= efficiency).

A relativ nukleinsav mennyiség (Ratio) meghatarozasara az alabbi képlet szolgalt:

(1+E

_ACT target gene
target gene

1 E ’ACT reference genel l E 7ACT reference gene2
+ reference genel X\t reference gene2

E target gene = a PCR reakcid hatékonysaga a target génre nézve,

Ratio =



http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/

E reference gene = @ PCR reakcid hatékonysaga a referencia génre vonatkozva,

ACT target gene = killonbség az attorési ciklusszdmban (Ct = threshold cycle) a tumor és
kalibrator DNS ko6z6tt (Applied Biosystems) a target génre vonatkozva.

ACT reference gene = Killonbség az attorési ciklusszamban (Cr = threshold cycle) a tumor és
kalibrator DNS ko6z6tt (Applied Biosystems) a referencia génre vonatkozva.

Ezt kévetéen az u.n. tolerancia intervallum (T1=2+2xSDAC;, ahol SD: standard

deviation) szamitasaval meghataroztuk, hogy a target gének kopiaszama + a standard error
(SE) a tumor mintakban szignifikansan kiilonbo6zott-e a kontroll mintakban lemért értékektol.

Ehhez felhasznaltuk a kontroll DNS mintakban mért ACt értékek atlagos szorasat.

EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK
BRAF és NRAS onkogén mutaci6 el6fordulasi gyakorisaga melanomakban

A BRAF 600 kodon a mintak 37%-ban, az NRAS 61 kodon a szévetek 19%-ban hordozott
mutaciot. A vizsgalt primer melanomak 56%-a hordozott BRAF vagy NRAS mutaciot,
ugyanakkor a két mutacio egyiittes eléfordulasara egyetlen mintaban sem volt példa.

Négy esetben volt lehetdségiink a primer tumor és a hozza tartozo metasztazis daganat
mutacids genotipusanak egyidejii meghatarozasara. Megfigyeltiik, hogy a BRAF vagy NRAS
aktivaciés mutacidt hordozo primer daganatok metasztdzisaiban is eléfordulnak a mutaciok.
Szignifikansan gyakrabban figyeltiink meg NRAS mutaciot azokban a daganatokban, melyek
szOvettanilag igazoltan kronikusan napnak kitett teriiletekrél szarmaztak (p=0,005). Ezt az
eredményt magyarazhatja, hogy az NRAS 61 kodonjaban egy TT szekvencia talalhato, ahol az
UV sugérzas indukalta cikloaddicié nagyobb valdszintiséggel torténik meg.

Eredményeink megerdsitik az eddigi tudomanyos megfigyeléseket, melyek szerint ezek a
mutaciok gyakoriak a primer melanomakban és valdszintileg a tumor progndzisa soran végig

fennmaradva hozzajarulnak a daganat agressziv viselkedéséhez.

Primer melanomak gén kopiaszam eltéréseinek analizise array CGH-val

Array CGH eredményeink szerint a vizsgalt primer melanomakban leggyakrabban
nagymértéki (>5MB) amplifikacio az 1q, 6p, 7931, 8qll- 8ql2, 8921 - 8924, 11913, 15q22-
15925, 17925, 19p13, 20p11-20q13 és 22q11-22q13 kromoszoma régidkon, delécid pedig az
1p36 - 1p35, 2q, 4q, 5922 - 5923, 6q, 11q14.1 - 11924.2, 13914 - 13g31 and 17p13 - 17921
kromoszdma régidokban és a 9 és 10-es kromoszémakon fordul eld.
Megfigyelésiink szerint a BRAF mutéciot hordozé daganatokban szignifikdnsan magasabb a
kopiaszam eltérések szama a BRAF és NRAS mutaciot nem hordozé melanoma szovetekhez

képest (Mann-Whitney teszt; p=0,04 és p=0,01, a DNS tobbletekre és hidnyokra kiilon-



kiilon).

Elemeztiik tovabba genom szinten az eltérések frekvencia eloszlasat a mutacios
csoportokon beliil. Megéllapitottuk, hogy a BRAF mutaciés csoportba tartozé daganatokban a
7-es kromoszoma DNS tdbblete, tovabba a 10-es kromoszoma DNS hidnya dominal, mely
minden esetben érinti a BRAF (7q34) onko- és PTEN (10g23.3) tumorszupresszor gén
kromoszomalis 16kuszat is. Mindebbdl az kovetkezik, hogy a BRAF gén a korai stadium
mellett feltételezhetéen a daganat progressziv eldérehaladdsaban is jelentéséggel bir. A 10q
kromoszoma kar hierarchikus klaszter analizise ugyancsak ravilagitott, hogy az itt
megfigyelhetd nagymértékii delécidos mintazat (~40 MB) féleg az elérehaladott stadiumd,
illetve BRAF mutaciot hordoz6 daganatokra jellemz6. Korabbi tanulmanyok is foglalkoztak
mar a PTEN (10g23.3) tumorszupresszor gén szerepével melanomakban, igy ezek alapjan
feltételezhetjiik, hogy a 10q kromoszoma karon bekovetkezd deléci6 a BRAF mutacidval
egylittesen vesz részt a melanomagenezisben. A leggyakoribb nagymértékii amplifikacio a
7q36.3 régioban figyelheté meg, ami ugyancsak a BRAF mutaciot hordozé melanomakra
jellemzd elsésorban. Ezen a région lokalizalodik a PTPRN2 onkogén, amelynek szerepét
kiterjedten vizsgaltak eml6 daganatokban, hiszen mas tipusu daganatok esetében a gén termék
inhibicioja altal mar sikeresen tudtadk csokkenteni a metasztatikus attétek szamat. NRAS
mutaciokat hordozo primer tumorokra elsésorban a 11023.3-11q25 16kusz delécidja volt
jellemz6. Ezen a 16kuszon talalhatd az egyik ismert tumorszupresszor gén, az OPCML, mely a
Osszefliggésbe hozhatd gyakori deléciot a 17p13.3 kromoszdmalis régioban figyeltiik meg,
ahol eddig két 10j tumorszupresszor gént azonositottak (HIC1 ¢és OVCA1L), illetve
megfigyelték, hogy ez a lokusz hemizigota allapotban sejtciklus deregulaciot valt ki és
tumorigenezist indukalt. Mind a BRAF, mind az NRAS mutaciot hordozo melanomak gyakran
hordoztak amplifikaciot a 6p22.3 (E2F3) és deléciot a 9p21 (CDKN2A) kromoszomalis
tobbletet talaltunk a 17924-17q25 kromoszomalis szakaszon, illetve DNS hianyt a 4q23-q25

régioban.
Kromoszomalis alteraciok korrelacios elemzése

Er6s pozitiv korrelaciot (korrelacios koefficiens >0,7) mutattunk ki a BRAF mutaciot
hordoz6 daganatokban az 1p-4q és 14q kromoszoma kar és a 4q-11q13 delécidés mintazatai,
illetve a 79-20p12 kromoszoma kar amplifikaciés mintazatai kozott.

A BRAF ¢és NRAS mutaciét nem hordozé vad tipust daganatokban viszont erds negativ
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korrelaciot talaltunk (korrelacids koefficiens <-0,7) a 4913 DNS hiany, 14q és 17q
kromoszoma kar DNS tdbblete, valamint a 7q delécidja és a 17p amplifikacioja kozott.

Emellett pozitiv korrelacio volt a 14q és 17q25 régiok amplifikacios mintazata kozott.

A BRAF mutacio jelenlétével osszefiiggésbe hozhato gén alteraciok felderitése a MAPK

jelatviteli atvonalban

A MAPK ttvonalbol a Random Forest osztalyozo segitségével kivalasztottunk 15 BRAF
mutacioval Osszefliggésbe hozhato gén kopia szam eltérést szamos ismert (pl: EGFR, PI3K,
INKK?2) és kevésbé ismert (pl: PEA15, ELK4, SHC1) onkogénnel. Tovabba detektaltunk egy
érdekes delécids mintazatot, amely a BRAF mutacio jelenlétével 6sszefiiggésbe hozhatd. Ezek
koziil kiemelném a PTEN, JNK1 és HVH-3 ismert tumorszupresszor gének egyiittes
JNK1 gének melanomaban betdltott szerepérdl igen kevés informdacié all rendelkezésre. Az
irodalomban fellelheté legijabb eredmények alapjan a HVH3 génrdl ismert, hogy az ERK2
gén inaktivacigjaért és specifikus lokalizaciojaért felelés, melyet célzottan tamadva mar
sikeriilt a daganatok novekedését sikeresen gatolni. A JNK1 / transzformalt egerekben

pedig spontan bels6 szervi daganatok kialakulasat detektaltak.

A jelatviteli utvonalak kozotti interakciok eltéréseink vizsgalata BRAF mutaciot

hordozo6 primer melanomakban

Egy jelatviteli utvonalban, illetve utvonalak kozotti kapcsolatot biztositod jelatviteli
interakcidt akkor tekintettiink sériiltnek, ha legalabb az interakcidban résztvevd egyik fehérjét
BRAF mutaciét hordozd daganatokban, a MAPK-JAK jelatviteli utvonalak kozotti jelatviteli
interakciok gyakrabban sériiltek, mint a vad tipusu BRAF gént tartalmaz6é melanomakban.
Hasonlé mintdzatot taldltunk a MAPK-IGF ¢és JAK-IGF utvonalak kozott is. Tovabba
ravilagitottunk a Hedgehog (HH) utvonal alteracidinak jelentdségére is a BRAF mutans

melanomakban.

11q13 kromoszémalis région lokalizalod6 onkogének ko-amplifikaciés mintazata és ezek

prognosztikai jelentosége

Az array-CGH eredményeink alapjan az egyik gyakori genetikai eltérésként azonositott
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11q13 lokusz amplifikécios klaszter génjeinek vizsgalatara Q-PCR mddszert dolgoztunk ki. A
esetben lehetéségiink volt a beteg primer daganat, valamint a metasztazis profiljanak
Osszehasonlitasara. Eredményeink alapjan mind a 4 primer melanoma, azonban minddssze
egy metasztazis hordozott CCND1 amplifikaciot, melynek jelenléte nem mutatott szignifikans
Osszefiiggést egyik prognosztikailag fontos klinikopatoldgiai paraméterrel sem. A CCND1
gén amplifikacié jelenléte nem mutatott szignifikdns Osszefliggést egyik prognosztikailag
fontos klinikopatologiai paraméterrel sem.

A CCND1 amplifikaciét hordozé mintakban tovabb vizsgaltuk a 11ql3 10kusz ot
potencialis onkogénjének (TAOS1l, FGF3, FGF4, FGF19 ¢és EMS1) ko-amplifikacios

crer

crer

Bar szignifikans kiilonbséget nem taldltunk a 11q13 régidban lokalizdlodé onkogének ko-
amplifikacidos mintazatdt vizsgalva a kiilonbozé6 BRAF vagy NRAS mutaciét hordozéd
daganatcsoportokban, megfigyeltiik, hogy ezeknek a géneknek a CCND1-¢l torténd egyiittes

amplifikacidja a vastag daganatokban (>9mm Breslow vastagsag) gyakrabban fordult eld

crer

crer

szignifikansan gyakoribb a rosszabb prognozisu és kifekélyesedd felszinli daganatokban
(p<0,028).

Eredményeink szerint a 11q13 régioban lokalizaléddé kandidans onkogének eltérései
illetve a BRAF vagy NRAS mutaciok jelenléte a CCND1 emelkedett géndozisaval tarsulva a

daganatok rosszabb prognozisat eredményezik.

OSSZEFOGLALAS

A malignus melanoma a legagresszivabb malignus daganatos elvaltozas, melynek jelentés
része rendkivill rossz prognozissal jellemezhets. Tobbségiikben a MAP-kindz utvonal
konstitutivan aktivalodik, melyet az NRAS vagy BRAF onkogének mutacidja okoz a
melanomak tumorigenezisének korai fazisaban. Ezen mutaciok végig fennmaradnak a daganat
progresszio soran, egyiittes el6fordulasuk azonban ugyanabban a 1ézioban rendkiviil ritka.
Korabbi tanulméanyok sordn mar bizonyitast nyert, hogy a BRAF vagy NRAS mutaciok

egyediili jelenléte nem elegendd a daganat kialakuldsdhoz.

Vizsgalataink soran f6 célunk volt a BRAF és NRAS mutaciok prevalencidjanak

meghatarozasa, tovabba azoknak a specifikus genetikai eltéréseknek a feltérképezése, melyek
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alapjan a BRAF vagy NRAS mutaciot hordozé primer daganatok a két onkogén vad tipust

formajat hordozé daganatoktol elkiilonithetoek. A teljes genom eltéréseinek analizisére array-

CGH moddszert alkalmaztunk. A mutaciok jelenlétét fluoreszcensen jelolt oligonukleotid

probak segitségével, olvadaspont analizissel vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy:

= A BRAF mutéciot hordoz6 daganatokban a leggyakoribb eltérés az 1-es kromoszoma
hosszl karjanak (1q23-1925), illetve a teljes 7-es kromoszomanak a DNS-tobblete és a
10-es kromoszéma hosszu karjanak (10q213-10q26) hidnya. Az NRAS mutéciot hordozo
daganatokra a 11022.3-11g25 régiot érintd delécid a jellemz6. Hierarchikus klaszter
analizis alapjan a 10-es kromoszoma hosszu karjanak delécidja szignifikdnsan gyakrabban

fordult el6 a BRAF mutaciot hordozoé és elérehaladott stadiumt primer daganatokban.

= Korrelacids analizissel tovabbi kromoszoéma l6kuszokat azonositottunk, amelyek genetikai
eltérései nagy gyakorisaggal, egyiittesen fordulnak elé a kiilonbdzd genotipusu primer

daganatokban.

» Eredményeink elemzése soran, egy 0j adatbazis (SignaLink) segitségével, a genetikai
eltéréseket kiilonbozo jelatviteli utvonalakban szerepet jatszo génekhez kapcsoltuk. A
kiilonbozo jelatviteli Utvonalak dinamikus kolcsonhatasainak részletes vizsgalataval
felderitettiik, hogy a BRAF mutaciot hordoz6 daganatokban leggyakrabban a MAPK-JAK

szignalizacios utvonalak kozotti interakcioban résztvevo gének sériilnek.

= Random Forest analizis segitségével azonositottuk a BRAF mutaciohoz tarsuld gén

kopiaszam eltéréseket a MAPK tutvonalbol.

= A 11ql3 régié részletes vizsgalatat kovetden feltételezziik, hogy az ebben a régioban
lokalizalodo kandidans gének ko-amplifikacioja, a BRAF vagy NRAS mutacioval és a
CCND1 emelkedett géndozisaval tarsulva gyakrabban jellemzd rossz prognozisu

daganatokra, mint ezen genetikai eltérések jelenléte kiilon-kiilon.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy annak ellenére, hogy az NRAS és a BRAF onkogén
aktivacios mutaciéi ugyanazon szignaltranszdukcios utvonalat aktivaljak, a primer
melanomak tumorigenezise soran eltéré genetikai alteraciokkal kooperalnak. Ez a melanoma
progresszio soran tapasztalt jelenség rendkiviil figyelemre méltd, hiszen arra utalhat, hogy a
BRAF ¢és NRAS mutédciok egyfajta vezérld eréként funkciondlnak az alternativ genetikai

utvonalakat feltételez6 melanomagenesis soran. Ezen eltérések felfedezése 0 specifikus
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terapias targetek azonositisira nyljt lehet6séget a mutaciok hatasanak gyengitését célzo

kezelések mellett.
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