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BEVEZETES

Ismert, hogy az elmilt két évtizedben a melanoma incidencidja, a ndk tiidd
daganatdnak kivételével, minden mds malignus betegségénél gyorsabban emelkedett. A bor
melanocitdibdl  kiindulé rosszindulatdi daganat - mds malignus elvéltozasokkal
Osszehasonlitva - kiemelked6 attétképzési tulajdonsagokkal rendelkezik, ezért az elkovetkezd
években korai felismerése és hatékony gydgyitdsa szignifikdns népegészségiigyi problémava
valhat vildgszerte. A melanoma prognézisanak megitélését jelentOsen rontja a hatékony
terdpia hidnya. Jelenleg a lokalizélt, kutin melanoma kezelése els6dlegesen radikdlis sebészi
beavatkozdson alapul. Sajnos a sebészeti beavatkozdsok extrém mértékii fokozdsa nem
eredményezte a lokdlis recidivak €s a nyirokcsomo vagy tavoli metasztazisok kialakuldsanak
megakaddlyozdsat. Ennek oka lehet az, hogy a tumor sejtek agressziv proliferacids
tulajdonsdga erdteljes invazivitdssal illetve motilitdssal tarsul, és mar igen Kkordn
kiszabadulnak és tdvolra viandorolnak a primer tumort6l a metasztizis kialakuldsiért felelos
tumor sejtklénok. Hasonléan szdmos szolid tumorhoz, a melanoma is olyan genetikai
betegség, melynek kialakuldsa és progresszidja sordn a genetikai eltérések sorozatos
akkumulacidja révén sériilnek a génexpresszidt szabdlyozé molekuldris mechanizmusok,
melyek onkogének aktividldddsat és onkoszuppresszor gének inaktivaléddsat eredményezik. A
gyakori alterdciot mutaté géneknek, az intenziv kutatdsok ellenére is, még csak kis hanyadat
ismerjiik. Jelenleg még nincs olyan molekularis elvdltozds, vagy elvdltozds sorozat
karakterizdlva, melyek sikeresen funkciondlhatndnak terdpids célpontokként. Ezért
kutatdsaink sordn kiemelten fokuszalunk azoknak az alterdcidknak az azonositisara, melyek a
kiilonbozo bioldgiai viselkedésti melanomakra karakterisztikusak, célunk olyan eltérések
keresése, melyek diagnosztikus értékiiekké valhatnak és hozzdjarulhatnak a betegség
kimenetelének pontosabb megjoslasiahoz, vagy akar terdpids targetként szolgalhatnak.

Az elmult évtizedben tért hoditott microarray technikdkkal lehetévé valt a tumor
genom genetikai eltéréseinek €s a gének expresszids mintdzatanak atfogd analizise, Gj, eddig
ismeretlen betegség specifikus genetikai alterdciok azonositdsa. JelentGségiik elsdsorban
abban rejlik, hogy alkalmazdsukkal a tumor genom eltérései, és az Osszes ismert
transzkriptomra vonatkozé gyors és atfogd molekuldris analizise valdsithaté meg. A
moédszerrel egyetlen kisérlet sordn genetikai, illetve génexpresszids elvaltozdsok sorozata
hatdrozhaté meg. Ezek az eltérések azokra a kromoszomilis régidkra, génekre hivjdk fel a

figyelmet, melyek eltérései specifikusak lehetnek egy adott daganat tipusra, tovabba a tumor



progresszié meghatarozott stidiumara. Ezekkel a technikdkkal nyert informdciék mar tobb
tumorndl diagnosztikai és prognosztikai értéktiek.

A nagyfelbontdsi modszerek mellett kiemelkedd jelentségli a daganatspecifikus eltérések
azonositdsdban a fluoreszcencia in situ hibridizacié (FISH) technika, mellyel az interfazisos
sejtekben a kromoszomdék szinte valamennyi eltérése (aneuploidia, transzlokdci6, gén
amplifikdcié €s delécié) kimutathatd, és az eltérések daganaton beliili heterogenitdsa is
tanulmanyozhato.

Doktori disszertaciomban a FISH és a microarray modszerek modszertani
megkozelitéseit alkalmazva célom volt a humdn malignus melanoma genetikai és
génexpresszios eltéréseinek analizise. Interfazisos FISH vizsgélattal az EGFR onkogén és a
9p2l-es tumorszuppresszor lokusz szambeli eltéréseinek meghatirozasa egyedi sejtek
szintjén, az alterdcidk klinikopatoldgiai paraméretekkel torténd korrelacids analizise. Primer
€s melanoma metasztazisok génexpresszios mintdzatanak elemzése microarray technikaval,
valamint a génexpresszids valtozdsok és a tumorgenom genetikai eltérései kozotti dsszefiiggés

vizsgélata.



CELKITUZESEK

A malignus melanomdk agressziv metasztizis képzd tulajdonsdgénak genetikai
hatterérdl az intenziv kutatdsok ellenére is még viszonylag keveset tudunk. Jelenleg még
nincsenek olyan molekuldris elvdltozdsok azonositva, melyek sikeres terdpids célpontként
funkciondlhatndnak. Ezért kutatdsaink sordn kiemelten fokuszalunk azoknak az alterdcioknak
az azonositdsara, melyek a kiilonb6z6 bioldgiai viselkedésti melanomakra karakterisztikusak,
célunk olyan eltérések keresése, melyek diagnosztikus értékiivé valhatnak és hozzdjarulhatnak

a betegség kimenetelének pontosabb megjoslasahoz vagy terdpids targetként szolgalhatnak.
Vizsgalataink soran célunk volt:

1. Az agressziv bioldgiai viselkedéssel jellemezhetd huméan malignus melanoma kiilénb6z6
klinikopatoldgiai tipusai €s melanoma metasztizisok génexpresszios eltéréseinek

tanulmanyozésa microarray technikaval.

2. Primer melanomdk array komparativ hibridiziciés (aCGH) és microarray alapu
génexpresszids eredmények Osszehasonlitisa. A génexpresszids valtozdsok hatterében

allé génkdpiaszam eltérések azonositisa.

3. Eltérd bioldgiai viselkedésii primer melanomak FISH analizise 7-es és 9-es kromoszéma
centoméra, valamint EGFR gén (7p12) és 9p21-es lokusz specifikus DNS prébdkkal. A

gének kopiaszam eltéréseinek elemzése nagyszamu primer melanoma mintéan.

4. A Tpl2 és 9p21 lokusz eltéréseinek €s a betegek klinikopatoldgiai adatainak korrelacids

analizise.

5. A kimutatott génkopiaszam valtozasok gén- és fehérjeexpressziora gyakorolt hatasanak

vizsgélata qPCR és immunhisztoldgiai technikakkal.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Melanoma szovetmintak FISH analizisekhez

FISH analiziseinket 81 friss és fagyasztott primer melanoma mintabol készitett lenyomat
preparatumon végeztiik el. Az EGFR és 9p21 FISH kisérletek nem azonos idoben torténtek,
igy a mintdk a két elemzés sordn nem fedtek 4t.

A melanoma mintdk a Debreceni Egyetem OEC, Borgyogyaszati Klinikardl szarmaztak. A
vizsgélatokhoz sziikséges intézményi Etikai Bizottsdg engedélyével rendelkeziink. A FISH
kisérleteinket tumor mintdkbdl késziilt lenyomat prepardtumokon végeztiik el. A lenyomat
prepardtum elénye a hagyoményos metszetekkel szemben, hogy nem kell szdmolnunk a
szignalvesztést eredményezhetd metszet készitésbdl szirmazd genetikai anyag veszteséggel,

ily modon a FISH értékelése még pontosabba valik.
DNS prébak
A kisérleteink soran alkalmazott DNS specifikus probak az alabbiak voltak:

7-es kromoszoma centroméra-specifikus/ EGFR génspecifikus DNS préba

9-es kromoszoma centroméra-specifikus / 9p21 lokuszspecifikus DNS proba

A DNS specifikus probdkat a Vysis cégtdl szereztik be. A centroméraspecifikus probdk
zdlden fluoreszkald ,,Spectrum Green”-nel konjugalt dUTP-vel, mig a génspecifikus prébdk a
narancs fluoreszcens fényt kibocsité ,,Spectrum Orange”-val kapcsolt dUTP-vel voltak
jelolve. A sejtmagok jelzésére diaminofenilindolt (DAPI, kék fluoreszcencia) hasznéltunk,
mely antifadeben (Vectashield, Vector USA) volt oldva. A FISH-t az irodalomban leirt
protokoll alapjdn végeztiik el, ahol sziikséges volt a fluoreszcens szigndl intenzitdsanak

novelésére, protokoll modositasokat vezettiink be.
EGFR gén és a 9p21 lokusz kopiaszam eltéréseinek elemzése

Az EGFR génamplifikdciés mintdzat ellendrzésére az irodalomban leirt gén kopiaszam
kategoridkat alkalmaztuk az aldbbiak szerint: EGFR génkoOpiaszdm eltérések: i.) EGFR
delécio: ha az EGFR kopiaszdma kevesebb a 7-es centroméra kdpiaszdmandl a sejtek tobb
mint 10%-aban, ii.) ldtszolagos amplifikdcio: 7-es centroméra és az EGFR gén kdpiaszama

megegyezett, de tobb mint kettd (latszolagos amplifikdcid, ahol a kromoszéma



sokszoroz6ddsa vonja maga utan a lokusz amplifikacidjat), iii.) kismértékii amplifikdcio: a gén
képiaszdma maximum Otszordse volt a centroméra szignédlszdmanak, de nem haladta meg a
sejtenkénti tiz kopidt, iv.) nagymértékii amplifikdcio: az EGFR szignilszdma tobb mint
OtszOrose a centroméra szigndl szaménak és meghaladta a sejtenkénti tiz kopidt a sejtek tobb
mint 10%-dban. Az EGFR génindexet az aldbbiak alapjdn hatidroztuk meg: Osszes
fluoreszcens szigndl szdma / a FISH-el értékelt sejtmagok szdma.

9p21-es kategoridk: i.) Homozigota delécio: csak 9-es centroméra szigndl van jelen a sejtek >
20%-aban, ii.) a 9p21 deléciot az irodalomban leirt kategéria alapjan definidltuk: a 9p21-es

képiaszdm kevesebb a 9-es centromére szignalszdmandl a sejtek > 20%-aban.

FISH eredmények statisztikai analizise

Az egyes melanoma altipusok és a génkdpiaszam eltérések (EGFR génindex) kozotti
Osszefiliggést két-mintds Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) teszt segitségével elemeztiik. A
kiilonboz6 altipusba tartozé mintdk kozott EGFR képiaszam eltérések és EGFR/c7 ardny
Osszehasonlitdsdhoz a Fisher-féle egzakt tesztet alkalmaztuk. Statisztikailag szignifikdnsnak a

p<0,05 alatti érté€keket tekintettiik.

Microarray alapu génexpresszios analizis

Kisérleteinkhez az Affymetrix cég altal kifejlesztett huméan Genechip U133 2.0 plus
array-t hasznaltuk, mely a jelenleg forgalomban 1év6 génexpresszids array-ek koziil az egyik
legnagyobb felbontdsd, Osszesen 47400 transzkriptum analizisére alkalmas egyetlen
hibridiz4cié sorn.
Harminchét primer tumor és 6 melanoma metasztazis génexpresszids mintazatat elemeztiik. A
mintak részletes klinikai adatait a 4. tdblazatban foglaltuk 6ssze. Az RNS preparalast friss és
fagyaszott szovetbol RNeasy Mini kit-el (Qiagen, GmbH, Németorszag) végeztiikk a gyartd
altal megadott protokol alapjan. Az RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 UV-Vis
Spektrofotométer (NanoDropTechnologies, Wilmington, Delaware USA) berendezéssel
hatdroztuk meg, az RNS integritdsat az Agilent 2100 Bioanalizator késziilékkel, az RNA 6000
Nano Kit-el (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) ellendriztilk. A pl6 génre specifikus
QRT-PCR-al valamennyi mintdndl vizsgdltuk, hogy a hibridizdl6dott mintdk mentesek-e az
RNS reverztranszkripcidjat gatld bioldgiai inhibitorokt6l. Az RNS mintdk reverz
transzkripcidjat, fluoreszcens jelolését és array hibridizdcidjat a heildelbergi European

Molecular Laboratory Genomics Core Facility Genechip laboratériuméban végezték el.



A hibridizacié sordn nyert fluoreszcencia intenzitasi adatokat az Agilent Genespring 7.3.1

software segitségével analizaltuk.

Microarray adatok statisztikai elemzése

A génexpressziés eredmények elemzésének elsdé 1épése a nyers fluoreszcencia
intenzitds adatok tobbszords normalizaldsa volt. Az Un. ,,per chip” normalizdlas lehetové teszi
a nem bioldgiai természetli, a hibridizaci6 technikai 1épéseib6l adédd variancidk
kikiiszobolését, a ,,per gene” normalizélasi 1€péssel a kiilonb6z6 mintdk dsszehasonlitdsa valik
lehetové.
A normaliziciés lépések utin a hibridizacié mindségét ellendriztiikk, ez az tgynevezett
»quality control”. A chipen 1évd 47400 traszkript koziil csak azokat vettiik figyelembe,
amelyekhez a tumor mintdk megfeleléen hibridizaltak. A program az egyes array elemekben,
,»Spot’-okban taldlhaté megfeleld (,,match”) és nem megfeleld (,,mismatch”) prébaparok
alapjan értékeli a hibridizacid sikerességét az adott spot-hoz. Az analizis sordn csak azokat a
géneket vettiik figyelembe, amelyek a 43 mintdbdl 22-ben jelen (,,present”) illetve megfeleld
(,,marginal”) indexel szerepeltek. A tovabbi statisztikai analiziseket az ily médon sziirt, 25886
transzkriptet tartalmazé génlistan végeztiik el.
A 37 primer melanoma globdlis analizis€hez egy tUn. nem szabdlyozott (,,unsupervised”)
klaszter elemzést, a ,,Principal Component Analysis (PCA)”-t hasznaltuk, mely lehetdséged
ad a tumorok csoportositasira génexpresszids mintdzatuk alapjan.
Tovabbi elemzéseinkhez a primer tumorokat klinikopatoldgiai tulajdonsdgaik alapjan
csoportokra osztottuk. Az egyes csoportokon belill az tn. ,,Volcano plot” elemzést
alkalmaztuk, amely lehetOséget ad egy Iépésben a minimum kétszeres expresszios
kiilonbséget mutaté gének detektdldsdra gy, hogy kozben jeloli a szignifikdns mértékben
eltéré expressziéju géneket is (p<0,05, hibds taldlatok korrekcidjara: ,,Benjamini and

Hochberg false discovery rate”).

Jelatviteli itvonal analizis

Az analizist a daganatok felszinének kifekélyesedésével Osszefiiggd szignifikdns
eltérést mutatdé gének csoportjan (1095) végeztik el. A génlistdkban szerepld gének
funkciondlis szerepét az ,Ingenuity Pathways Analysis software (IPA, Ingenuity Systems,

www.ingenuity.com) és Database for Annotation Visualization and Integrated Discovery




(DAVID, http://david.abce.nciferf.gov)” programokkal elemeztiik. Ezzekkel a programmal
lehet6vé vélik a gének kiillonbozd jeldtviteli utvonalakban valé részvételének és

kolecsonhatasanak azonositasa.

Tagman Low Density Array (TLDA)

A microarray analizis eredményét 94 kivalasztott génnél q-PCR alapi Taqman Low
Density Array alkalmazédsaval erdsitettiik meg. Az alkalmazott gének listajat az 5. tiblazatban
foglaltuk Ossze. A kisértekhez 600 ng RNS reverztranszkripcidjat végeztiik el High Capacity
cDNA Archive Kit-el a gydrtéd protokolljdnak megfeleléen (Applied Biosystems). A
génexpresszid mennyiség meghatarozasat ABI Prisme 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, USA) késziilékkel hatiroztuk meg, a qPCR reakciét a

gyartd utmutatisai szerint végeztiik el.

Array-CGH (aCGH)
Az array-CGH vizsgdlatokat a teljes humdn genomot lefed6 2460 BAC (bacterial

artificial chromosome: mesterséges bakteridlis kromoszoma) klont tartalmaz6 krom-bevonati
lemezen végeztik a Kaliforniai Egyetem Comprehensive Cancer Center intézetével
egylittmikodésben (University of California, San Fransisco, USA). A BAC-alapi array
kisérletek kivitelezéséhez a primer tumorokbdl DNS-t prepardltunk Gspin Genomic DNA
extraction kit (Intron Biotechnology, Sangdaewon-Dong, Korea) alkalmazdsaval. A DNS-ek
koncentraciéjat és tisztasdgat NanoDrop késziilékkel hataroztuk meg. Az array CGH adatok
feldolgozasa a SPOT 1.2 és SPROC 1.1.1 szoftvercsomaggal tortént. A 0,25 (+ 3SD) értéknél
nagyobb, illetve -0,25 (- 3SD) értéknél kisebb Log2 értékeket tekintettiik kromoszémalis

tobbletnek, illetve hidnynak.

Az aCGH és génexpresszios adatok osszehasonlitasa

A Kkiilonb6z6 array platformokon végzett kisérleti eredmények Osszehasonlitisihoz az
interneten hozzaférhet6 ,,MatchMiner” programot hasznaltuk. Ezzel a programmal lehetové
vélik a kiilonbdzd felbontésu array vizsgalatok kombindldsa, az aCGH-n 1évé BAC klénokkal

atfedo Affymetrix szekvencidk azonositasa.



EGFR mutacio analizis

Az EGFR gén 19-es exonjanak mutdcid analizisét huszonkét primer melanoma DNS mintan
végeztiik el olvadds pont elemzéssel. A 19-es exon 170 bazisparnyi fragmentumat
amplifikdltuk 2 pL. FastStart Mastermix (Roche, Germany), 4 pM MgCl2 , 0,5 pM forward
primer  (5'-TCTGGATCCCAGAAGGTGAG-3"), 0,5 uM reverz primer (5'-
CAGCTGCCAGACATGAGAAA-3"), 0,2 uM 3'FL-jelolt hibridizaciés préba (5-GCA
ACATCT CCGAAAGCCAA-3'FL) és 0,2 uM 5' LC Red640- jelolt hibridizdcids proba (5'-
LCRed640-GGAAAT CCT CGATGTGAGTTTCTG C-3'pH), 2 pL templat DNS (1 pg) mix
haszndlatdval. Az alkalmazott PCR ciklusok: inkubdcié: 95°C 10 perc; denaturéacié: 95°C 10
madsodperc, olvadds: 60°C 10 mésodperc, az F2-es csatornidn jelgy(ijtés: extenzié 72°C 8

madsodperc, 55 ciklus.

Immunhisztokémia

Az EGF receptor fehérje expresszios vizsgdlatira FISH eredményeink alapjan
vélasztottunk ki kis és nagymértékii EGFR génamplifikéciot hordozé mintdkat. A fagyasztott
szovetbdl kriosztattal (Leica CM1850, Németorszdg) 6 Wm vastagsdgi metszeteket
készitettiink. A metszeteket 4 %-os paraformaldehidben fixdltuk. Az EGFR fehérje
kimutatasdhoz két kiilonbozé antitestet hasznaltunk:1.) Erbituxe humanizalt antitestet (Merck
KgaA, 64271 Darmstadt, Németorszag). 2.) a 528 (IgG2a) antiEGFR monoklondlis antitestet
(mAb). Az 528 (IgG2a) jelti antitestet az 528: a.k.a. HB-8509 (ATCC, Manassas, VA)
hibridéma sejtvonal feliilisz6jabol kinyertiink és protein A kromatografidval tisztitottuk meg,
mindkét antitest az EGF receptor sejtfelszini részéhez kotodik.
A melanoma sejtek kimutatisira melanoma specifikus CD63 monoklondlis antitestet
hasznaltunk.
A metszeteket fixdlds utdn eldszor a FITC-el jelolt EGF receptor elleni (1:100) antitesttel
jeloltik egy éjszakan keresztiil 4 °C-on. Mosas utdn 1%-os PBS-ben oldott BSA oldattal
blokkoltuk és CD63 melanoma antigénre specifikus antitesttel 1:50 (Vector Laboratories, Inc.,
USA) inkubdltuk 1 O6rdn keresztil 4°C-on, majd anti-egér-CyS-IgG (1:100) jeloltiik
szobahdmérsékleten 60 percig. A jelolt metszeteket kétszer mostuk PBS-ben, szdradds utén a
sejtmagokat DAPI-val jeloltiik. Az EGFR fehérje expresszié mértékének megdllapitdsiara az
irodalomban is hasznalt kategéridkat alkalmaztuk: 0: nem volt festddés; 1+: részleges
membranjelzés; 2+: gyenge teljes membranjelzés; 3+: intenziv komplett membranfestddés a

sejtek > 10%-4aban.



Aramlasi citometria

A sejteket 3 ml 0,05 % (w/v) tripszin, 0,02 % (w/v) EDTA oldat keverékével
felvalasztottuk a tenyésztéedény aljardl, 10 % FBS-ben szuszpendaltuk és haromszor mostuk
(10 min, 600 x g) PBS oldatban (pH: 7,2). 1x10° sejtet 50 ul PBS —-BSA elegyben felvettiink
és 10-20 pg direkt jelzett anti EGFR monoklondlis antitesttel (mAb 528) jeloltiik 4 °C-on 1
oran keresztiil. Jelolés utdan a sejteket haromszor mostuk PBS-ben és fixaltuk 500 pl 1%
formaldehid-PBS oldatban. A foszforilalt EGFR méréséhez a sejteket el6szor 10 pg/mL EGF-
al stimulaltuk 10 percig 37°C—on, majd 3,7% folmaldehid-PBS-ben fixaltuk 30 percig. A
fixalt sejteket kétszer mostuk PBS-0,1M Tris-ben és 50 pg/mL primer antitesttel (anti-
phospho-EGFR, Cell Signaling Technology, Danvers, USA) inkubéltuk, majd A488-kapcsolt
GaMlIg 0,1%TritonX-100, 0,1% BSA-PBS eleggyel jeloltik 1 6rdn at jégen. A sejteket ez
utdn kétszer mostuk PBS-sel majd 300 ml 1% formaldehidben fixaltuk.
A receptor fehérje mennyiségének mérését FACScan dramldsi citométerrel (Becton

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) végeztiik.

Western blot analizis és immunprecipitacio

A sejtlizdtumot a sejtek PBS-sel torténd mosdsat kovetden lizis puffer felhasznalasaval
készitettiik. A lizis puffer a sejtek teljes feltardsdra alkalmas, mely a kdvetkezd OsszetevOkbol
allt: 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl, 10% glicerol, 1 mM EGTA, 1 % Triton X-100,
1 Complete Mini (Roche, Mannheim, Germany) protedz inhibitor koktél tabletta/10 mL, 1
mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 10 mM NaF. A lizis pufferel valé 10 perces jégen vald
inkubdldst kdvetden a sejtlizdtumot centrifugéltuk. A vizsgaland6 fehérjék molekuldris szintt
kapcsolatdnak elemzéséhez immunprecipiticidt alkalmaztunk, melynek sordn a sejtlizdtumot
1 6ran at 4 fokon a megfeleld antitestekkel inkubaltuk. ErbB1 ellen F4 (E3138, Sigma,
Schnelldorf, Germany) antitestet alkalmaztunk. Az immunoprecipitalt fehérjéket Sepharose
4B Fast Flow Protein G gyongyok (Sigma) felhaszndldsaval, tovabbi 1 o6rds inkubdldssal
kotottik meg majd SDS-poliakrilamid gél elektroforézissel valasztottuk  szét
molekulatomegiik alapjan és nitrocellulé6z membranra blottoltuk. A membranhoz kotott
ErbB1 molekulét elsédlegesen az F4, a foszforildlt tirozint a PY99-s¢7020 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) antitestekkel jeloltiik meg a gyartd javaslatinak megfeleld
higitast alkalmazva. A jelolt molekuldk detektdlasira peroxidazzal konjugélt egér elleni IgG-t
és a kemilumineszcencia kimutatdsédra kifejlesztet gyorstesztet (enhanced chemiluminescence

kit, Amersham, Freiburg, Germany) alkalmaztunk.
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EREDMENYEK

Malignus melanomak génexpresszios mintazatanak vizsgalata microarray

technikaval

Kisérleteink sordn célunk volt primer melanomdk és metasztiazisok globalis
génexpresszids mintdzatdnak vizsgilata microarray technikdval, a génexpresszids véltozasok
€s a daganatok klinikai viselkedése kozotti kapcsolat elemzése. A kisérleteinkhez az
Affymetrix cég éltal kifejlesztett human Genechip U133 2.0 plus array-t hasznaltuk, 43 tumor
(37 primer melanoma, 6 metasztazis) génexpresszios mintazatat elemeztiik. Az elemzéseinket
a nyers fluoreszcencia intenzitdsi adatok tobbszords normalizdlasa és mindségellendrzése
soran kapott 25886 gént tartalmazd listan végeztiik el.

A primer tumorokat klinikopatolégiai tulajdonsigaik alapjan csoportokra osztottuk.
Az egyes csoportokon beliil az un. ,,Volcano plot” elemzést alkalmaztuk, amely lehetdséget
ad egy 1épésben a minimum kétszeres expresszids kiilonbséget mutaté gének kimutatisara
ugy, hogy kozben jeloli a szignifikdns mértékben eltérd expresszidji géneket is (p<0,05,
,Benjamini and Hochberg false discovery rate”). Az egyes klinikopatoldgiai csoportok kdzott
szignifikdnsan eltérd expresszidju géneket a metasztizis képzés és a daganatok felszinének
kifekélyesedése alapjan képzett csoportokndl tudtunk kimutatni. A két listdban szerepld gének
90%-ban megegyeztek egymdssal. Ennek magyardzata, hogy a microarray vizsgilatokban
tanulmanyozott 37 primer melanoma minta koziil a 2 éves kovetési id6 alatt 7 metasztazist
képzett 16zi6 egyben ulceralt felszinnel is rendelkezett. Igy a tovabbiakban az elemzéseinket
az ulcericidval Osszefiiggd génexpresszios valtozdsokra fokuszaltuk.

Meglepd, hogy a rosszabb prognézisi ulcerdlt mintdkban a gének nagyrészének
alulmiikodését figyeltilk meg, ugyanakkor a gének megnovekedett expresszidja jellemezte a
jobb prognézisti mintdkat. A jobb attekinthetség érdekében az 1095 transzkript mintankénti
expresszios mintazatat hierarchikus klaszter analizissel vizsgaltuk. Az 1-es dbra szemlélteti a
primer melanomék és az 1095 gén klaszter analizisének végeredményét. A primer 1ézidk a
génexpresszios mintazat hasonlésdga alapjan két nagy klaszterbe csoportosultak. A bal oldali
klaszterbe tartoz6 20 minta koziil 16 kifekélyesedd felszindi, a jobb oldali klaszterbe 14 nem
ulcerdlt felszinli és 3 ulcerdlt felszinii minta tartozott. Rosszabb progndzisi mintdkban az
1095 génbdl 1021-et a génexpresszié csokkenése jellemezte, mig ugyanezen gének
megemelkedett génexpresszids szintjét figyeltik meg a jobb progndzisi mintdkban. A

rosszabb prognézisi csoportba tartozé mintdkban, a legmagasabb intenzitdsi értéket az
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osteopontin (OPN) génnél figyeltiink meg. Megnovekedett expresszids szintet detektaltunk
tovabbd a melanoma antigén 6, az interleukin 8 és CXCLS géneknél, expresszids értékeinek
novekedését melanomdban szdmos irodalmi adat is aldtdmasztja. A jobb prognézisi
melanomdkban a legnagyobb intenzitdsi értéket a defensin beta, a keratin 16 és az IL1F7

géneknél mutattunk ki.

1-es csoport 2-es csoport

1. Abra Primer melanoma mintdk
hierarchikus klaszter analizise, az
ulcerdcioval 0sszefiiggd expresszios vdltozdst
mutato 1095 gént tartalmazo listdan. Piros
szinnel a megemelkedett, kék szinnel a
csokkent, sargdval a normdl génexpresszios
szint van dbrdzolva. A fenti dendogramm
mutatja a mintdk hasonlosdgi fokdt. A
dendogrammon az ulcerdlt felszinii mintdkat
kék, mig a nem ulcerdlt felszinii mintdk sdrga
fiiggdleges vonal jelzi. A lila kapcsos
zdrdjelek a nagy klasztereken beliili
szorosabb kapcsolatban 1évé minta csoportot
mutatidk.

Melanoma metasztdzisok génexpresszios mintdzata

Hat melanoma metasztazis génexpresszios mintdzatit elemeztilk microarray technikaval. A
metasztazisokat klaszter elemzéssel hasonlitottuk a primer melanomdkhoz az ulcerdcidval
Osszefiiggd génlista alapjan (1095 gén). Megfigyeltiik, hogy a metasztazisok koziil négy
génexpresszids mintdzata szoros kapcsolatban 4ll a rossz progndzisi primer melanomdk
mintazatdval, mind a négy nyirokcsomé metasztazis. A négy metasztizisban, a primer
1€ziokhoz hasonléan, a vizsgalt gének nagyrésze csokkent expresszids szinttel rendelkezett. A
tovabbi két, kutdn metasztdzis expresszids profilja a jobb progndzisi melnomdk expresszids
mintazatdval mutat hasonlosdgot. Az analizis eredménye alapjan elmondhatjuk a rossz
prognézissal jellemezhetd primer melanomdk génexpressziés mintdzata hasonlé a

nyirokcsomé metasztazisok génexpresszids profiljdhoz.
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A gének funkciondlis analizise

Tovabbi elemzéseinkben vizsgaltuk a melanoma mintdk felszini kifekélyesedésével
Osszefliggd szignifikdns mértékli expresszids eltérést mutaté gének (1095) sejt életében
betoltott szerepét az interneten hozzaférheté ,,Ingenuity Pathway Analysis 5.01 (IPA) és
Database for Annotation Visualization and Integrated Discovery (DAVID)” programokkal. A
programok lehetdséget adnak a kiilonboz0 jelatviteli dtvonalak érintettségének vizsgalatéra,
kiilonb6zd funkcidkban szerepet jatszé komplex molekuldris hdlézatok azonositdséra.

A fokozott expressziot mutatd 74 génbdl a DAVID program a gének Affymetrix kédja alapjan
67 gént azonositott, melybdl 22 gén tartozik az ismert jelatviteli ttvonalakhoz (KEGG). Az
analizalt gének tobbsége kiilonboz6 receptor medidlt jelatviteli folyamatokban jatszik szerepet
pl: JAK-STAT, TGF-béta és a Toll-like receptorok altal szabdlyozott molekularis
halézatokban. A citokin titvonalhoz a listabdl tobb gén is tartozik: CCL3L3, CCR1, EPOR.

A legmagasabb fluoreszcencia intenzitasi értékkel rendelkezd osteopontin gén a fokalis
adhézié, sejtkommunikdci6 és extracellularis matrix kolcsonhatdsat szabdlyozd
folyamatokban vesz részt. Az adherens kapcsolatokra az ostepontin génen kiviil az shc,
syndecan 3 illetve a catenin is hatdst gyakorolnak.

Az 1021 alulmikodd gént funkcidjuk alapjan az IPA program 26 molekuldris
halézatba rendezett. Az IPA adatbédzisa az eddig ismert 6sszes gén-gén kolcsonhatést, a gének
jelatviteli és funkciondlis folyamatokban betdltott szerepét tartalmazza, és ezen informécidk
alapjan alkot csoportokat a génlistiban szerepld génekbdl. A kiilonbozd funkcidk
kialakitdsaban, fenntartisidban szdmos jeldtviteli folyamat egyiittesen miikodik kozre. A
csoportokban szerepld gének a bor- szorfejlédésben, a sejtciklus, sejtosztodds, sejt-sejt
interakci6, a sejtmozgést szabdlyozé valamint a kardiovaszkuldris rendszer fejlodésében
szerepet jatszo utvonalakhoz tartozik, tovabba kiilonb6z6 metabolikus folyamatok résztvevoi.
A fent emlitett folyamatok koziil a bor- és szorfejlodési funkcid; sejt-és szerviejlodés, bor- és
szOrfejlodési funkcié dermatoldgiai betegségek; daganat, sejt szignalizacid, fejlodési
rendellenességek; génexpresszid, dermatologiai betegségek, folyamataiban résztvevd gének
kolcsonhatését részletesen is tanulmanyoztuk. Az IPA analizissel kimutattuk, hogy a gének
tobbsége elssorban a p53, Nf-kB, WNT/ B-catenin kaszkddhoz kapcsolodik. A hdlézatban a
CDKN2A, TP63, NFkB, gének jatszanak kozponti szerepet. Az altalunk vizsgalt gének koziil
a fent emlitettetekkel kapcsolatban 1évé gének az ulcerdlt felszinii, rosszabb progndzisi
daganatokban csokkent expresszids szinttel rendelkeznek, ugyanakkor megnovekedett

expresszidjuk jellemzi a jobb prognézisi daganatokat.
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Daganat, sejt szignalizacio, fejlodési rendellenességek; génexpresszid, dermatoldgiai
betegségek, daganat betegségek csoportba tartozé gének az FGF, PPAR jeldtviteli
utvonalakban, tovdbba az LXR/RXR és VDR/RXR aktivicioban jitszanak szerepet, hatds
gyakorolva a MAP és AKT kindz kaszkddokra.

Array CGH adatok és a génexpresszios vdltozdsok

Tizenegy primer és 2 melanoma metasztizisndl tudtuk 6sszehasonlitani az aCGH és
génexpresszids adatokat. A megemelkedett expresszids szinttel rendelkezé gének koziil az
altalunk hasznalt CGH array csak a SULF-1 gént reprezentilo6 RP11-120N14 BAC klont
(8913.2) tartalmazta. A SULF-1 génnél hdrom, a rossz progndzisu csoportba tartozé mintdban
mutattunk ki a kiiszobérték feletti (logx> 0,25) log,=0,3 értékeket, azonban ez az érték kicsi
ahhoz, hogy a kromoszomadlis szakasz egyértelmii tobbletét jelentse. Mivel a CGH
sejtpopulaciok DNS-ében taldlhaté atlag képiaszamrol nyujt informacidt, a 8q13.2 szakasz
eltéréseinek pontosabb vizsgalatihoz FISH sziikséges.

A csokkent expresszioju gének tobbsége az egyes kromoszomén az 1p21-22.3, 1p36,
1921 1g36 régidkon, tovabba a 6p21, 6q21-6q23 valamint a 10q, 11q, 15922 szakaszokon
Az irodalomban a heterozigéta delécidnak megfelel log,=-0,5 értéket a egy mintdban a
LAMA3 gént kédol6 18q11.2 és a 7-es mintdban a 15q22.2 (RORA) szakaszokon figyeltiink
meg. A tobbi mintdban nem tudtunk kimutatni a vizsgélt szakaszokon DNS hidnyt, a gének

expresszio csokkenésének hatterében valdszinii nem a kromoszomalis szakasz vesztése 4ll.

Tagman Low Density Array (TLDA) analizis

A microarray eredményeinket 35 primer melanoma mintdn qPCR alapti Tagman Low
Density Array alkalmazasaval ellendriztiik. Kisérleteink sordn a microarray analiziseink
adataib6l kivélasztott 65 gén, tovabba 29 az irodalomban mar lefrt, a melanoma
progresszidval Osszefiiggésbe hozhaté gént tartalmazé TLDA-n végeztiik el, kontrollként
glicerinaldehid-3- foszfat-dehidrogendz (GAPDH) és B-actin géneket alkalmaztunk. A gPCR
eredmények j6 korreldciét mutatnak a microarray adatokkal. QPCR-al 47 génnél figyeltiink
meg az ulcerdcidval Osszefiiggd minimum kétszeres expresszids vdltozdst, ez a véltozds 25
génnél volt szignifikdns mértéki. A két melanoma csoport kdzott legnagyobb expresszids

szintbeli véltozast az interleukin 8 gén esetében figyeltiink meg (119-szoros).
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EGFR és 7-es kromoszoma eltéréseinek vizsgalata primer malignus

melanomakban

7-es kromoszoma és az EGFR gén FISH-el kimutatott szambeli eltérései

Kisérleteink masik szakaszaban célunk volt a kordbbi vizsgédlataink soran CGH-val
kimutatott 7p12 tobblet sejtszintii eltéréseinek vizsgdlata, a 7pl12-es lokuszon lokalizal6dé
EGFR génamplifikdci6 mértékének karakterizdldsa primer melanomédkban, valamint a
génamplifikdcid és daganatprogresszid kozotti kapcsolat elemzése.

A 7-es kromoszéma aneuszomidjat a 1éziok 70%-aban mutattuk ki. Az EGFR gén szdmbeli
eltérését 64 (79%) 1ézidban figyeltiik meg. Az EGFR gén index 1,0 és 8,9 kozott valtozott. A
primer melanomdk tobbségére a gén kismértékli amplifikacidja volt jellemzd. Tizenhdrom
melanomdban detektaltunk nagymértékii amplifikicidt, de ez az elvéltozds csak hat tumorndl
érintette a sejtek tobb mint 10%-at. Az EGFR tobblete a 7-es kromoszéma poliszémidjaval
tarsult (p<0,0001). A gén amplifikdcidja mellett hirom mintdban a gén delécidjat is

kimutattuk, mely a 7-es kromoszdma monoszémidjaval asszocidlodott.

EGFR mRNS expresszio, EGFR fehérje expresszio és EGFR gén kopiaszdm eltérés
kapcsolata

Tizenhat FISH-el analizdlt melanoma mintdndl az EGFR génképiaszam eltéréseket
génexpresszios adatokkal is Ossze tudtuk hasonlitani. Hét 1éziéban nem taldltunk EGFR
képiaszdm eltérést, ezen mintdk expresszids értékeinek 4atlagat vélasztottuk viszonyitési
értéknek (0,61; tartomany: 0,51 — 0,73). A tovabbi mintdk koziil 5-6t kismértékii amplifikacio,
3-at latszélagos amplifikacid, és 1-et nagymértékii amplifikacio jellemzett. Ezen mintdkbdl 6t
1ézidban tobb mint kétszeres mRNS szintet mutattunk ki a 7 nem amplifikdlt mintdhoz
viszonyitva. Az egyik l4szélagos amplifikdciét hordozé mintdban (7-es minta) tobb mint
Otszordos mRNS szintet figyeltiink meg, ugyanakkor a 16zi6t a receptor fehérje gyenge
kifejezodése jellemezte. A 9-es mintdban kismértékii amplifikaciot és kozepes fehérje
expressziot detektaltunk. Az immunhisztoldgiai vizsgidlatokra a FISH eredmények alapjan
latszdlagos-, kismértéki €s nagymértékii amplifikaciot hordozd, valamint normél képiaszamu
€s EGFR delécidval jellemezheté mintakat valasztottunk ki. Az EGFR fehérje kimutatdsara a
fehérje extracelluldris részére specifikus direkt jelzett antitestet alkalmaztunk. Annak

érdekében, hogy a mintdkban a melanoma sejteket elkiilonitsitk a borben taldlhaté egyéb
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sejtektél CD63 melanoma antigénre specifikus monoklondlis antitestet hasznaltunk.

2. Abra
EGFR amplifikdcio és CD63 és EGFR expresszio ugyanabbol a betegbdl szdrmazo
interfdzisos sejten (A) és szoveti metszeten(B)

A.) Az EGFR gén nagymértékii amplifikdacioja; EGFR gén (piros fluoreszcencia), 7-es
kromoszoma (zold fluoreszcencia), sejtmag DAPI-val jelolt (kék fluoreszcencia) B.) az
epidermisz sejtekben erdteljes EGFR expresszio ldthato (z6ld), a melanoma sejteket CD63
pozitivitds (piros) és az EGFR fehérje kifejezodésének hidnya jellemezte.

A kontroll mintaként hasznalt normdl bérben az epidermisz réteg keratinocitdinak erdteljes
EGFR expresszigjat, ugyanakkor a CD63 festddés teljes hidnyat figyeltik meg. Ezzel
szemben a tumor mintdkban a melanoma sejteket erdteljes membran és citoplazmatikus CD63
kotodés jellemezte. A 1ézidkban az EGFR fehérje gyenge vagy expresszidjanak teljes hidnya
volt megfigyelhetd fiiggetleniil a mintdkban detektdlt EGFR koépiaszdmt6l és az mRNS
expresszidjanak mértékétdl. Kismértékt amplifikaciét hordozé melanomédkban gyenge illetve
kozepes mértékli fehérje expressziot figyeltink meg. A szambeli eltérést nem tartalmazé
melanomédkban EGFR fehérjét nem tudtunk kimutatni. Nagymértékti amplifikdci6é nem tarsult
fehérje expresszidval (2.4bra).

Tekintettel arra, hogy szdmos szolid daganatban gyakori eltérés az EGFR gén amplifikicidja
mellett a gén 19-es exonjadnak muticidja, mely a receptor fehérje intracellularis tirozinkinaz
egységének folyamatos aktivdcidjdhoz vezet fiiggetleniil az extracelluldris rész ligand altali
stimuldcidjatol, huszonhét melanoma mintandl megvizsgaltuk a 19-es exon muticidjanak
jelenlétét is olvadaspont analizissel. A muticié jelenlétét az adott szakaszon egyetlen

melanoma mintanal sem tudtunk kimutatni.
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Klinikopatologiai paraméterek és az EGFR gén kopiaszdm eltérései kozotti kapcsolat
vizsgdlata

Betegek kora és neme: A melanomds betegek tobbsége az 50 évnél idosebb korosztilyhoz
tartozott. Ezekbdl a betegekbdl eltavolitott daganatokban gyakrabban mutattunk ki EGFR gén
tobbletet, de ez az eltérés nem volt szignifikans az 50 évnél fiatalabb betegekbdl szarmazo
melanomdkhoz képest. A férfiak €s ndék melanoma mintdi kozott az EGFR atlagos
képiaszdma kozel azonosnak adddott, bar kismértékii amplifikaciét és delécidt nagyobb
szazalékban detektaltunk a férfi betegekbdl eltavolitott melanomakban (p = 0,05).
Hisztologiai altipus: Az EGFR gén szdmbeli eltérései kozel azonos mértékben fordultak eld
az SSM és NM tumorokban. A gén nagymértékii amplifikdcidjat 5 noduldris tumornél
mutattuk ki. Az 4tlagos génkodpiaszdm szignifikdnsan magasabb volt a rosszabb prognézisu
NM melanoméknal (p = 0,023).

Daganat vastagsdg: A daganat vastagsig és az EGFR alterdcié kozotti Osszefiiggést
vizsgélva, az dtlagos EGFR koépia szignifikdnsan magasabb értéklinek adddott a 4,01 mm-nél
vastagabb tumorokban a vékonyabb tumorokhoz képest (p < 0,0001). A gén latszélagos és
kismértékli amplifikdcidjat az Osszes vastagsagi kategdridba tartoz6 daganatndl kimutattuk, de
az EGFR nagymértékli amplifikdciéja csak a >4,01 mm-nél vastagabb melanomdkra volt
jellemz6 (p =0,05).

Metasztdzis képzés és tilélés: Az EGFR koépiaszam index az 5 éven beliil metasztazist képzd
daganatokban szignifikdnsan magasabbnak adddott a nem metasztatizalé tumorokéhoz képest
(p=0,038). Nagymértékii amplifikiaciét csak az attétet képz6 melanomakban mutattunk ki.
Ugyanakkor a gén tobblet mellett 4 metasztatizdld l€zioban az EGFR gén 7-es
kromoszémdhoz viszonyitott vesztését is megfigyeltik. A kifekélyesedd felszinli
daganatokban szintén szignifikdnsan magasabb EGFR génindex volt jellemzd (p<0,0001). Az
EGFR extraképia rovidebb tdléléssel is tarsult. Osszességében, adataink alapjan
elmondhatjuk, hogy az EGFR gén tobblete, a magasabb EGFR génidex primer melanomakban

rossz progndzissal tarsul.

7-es kromoszoma és az EGFR gén kopiaszdam eltérése, az EGF receptor sejtfelszini részének

expresszioja és intracelluldris foszforildlt formdjanak szintje melanoma sejtvonalakban

A sporadikus melanoma mintdk FISH analizise mellett nyolc kiilonb6z6 metasztatikus

tulajdonsdgd melanoma sejtvonalat elemeztink EGFR és 7-es centroméra specifikus
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probaval. Az in vitro rendszer vizsgilata lehetOséget ad a génkoOpiaszdm és a fehérje
kifejez6dés mértékének meghatarozasan tidl, a receptor aktivacids dllapotinak megdallapitdsara
is. Mind a nyolc melanoma sejtvonalra jellemz6 volt a 7-es és az EGFR eltérések mintdn
beliili heterogenitdsa. A WM983A és HT168 sejtvonalakban az EGFR amplifikdciét hordozo
sejtek kis szdzaléka mellett nagyszdmi diszomids sejtet figyeltiink meg. Kismértéki
amplifik4cidt az 6sszes sejtvonalban kimutattunk. Nagymértékt amplifikdcidt csak a M24met,
WMI83A és WMO83B sejtvonalakndl detektdltunk, de ezen alterdciét hordozd sejtek
szdzalékos ardnya nem haladta meg a 15 %-ot egyik mintdnal sem.

Az EGF receptor fehérje extracelluldris részének mennyiségét dramldsi citometridval és
Western blot analizissel egyarant vizsgaltuk. A kontroll A431-es epidermoid karcindma
sejtvonalat az EGF receptor fehérje magas expresszidja jellemezte, ugyanakkor a melanoma
sejtvonalakban a fehérje extracelluldris részének kifejez0dését nem mutattuk ki. Egyediil az
M24 és annak metasztiazis parjaban (M24met) detektaltuk a receptor fehérje gyenge
expresszidjat (3A. dbra). Az EGFR foszforildlt tirozinkinaz részének (pEGFR) mennyiségét

EGF liganddal torténd stimulacié elott és utdn egyarant tanulmanyoztuk.
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3. Abra melanoma sejtvonalakon az EGFR fehérje expresszié meghatdrozdsa dramldsi
citometridval és western blot technikdval. A. a receptor extracelluldris expressziojanak
mértéke. B. a foszforildlt EGFR mennyisége a receptor liganddal torténd aktivdcio elott és
utdn.

Az analizdlt sejtvonalak koziil, fiiggetleniil a 7-es kromoszoma és az EGFR gén
képiaszamatodl, egyediil csak az M24 sejtvonalban tudtuk kimutatni az EGFR intacelluléris
tirozinkindz részének foszforilaci6jat, melynek mennyisége ligand kezelés hatisara nem
véltozott (3B. édbra). Ezzel ellentétben a nagymértékit EGFR amplifikdciét hordozé A431
kontrol sejtvonalban kétszer magasabb volt a pEGFR-el szintje stimuldcié elétt az M24
sejtvonalhoz képest, ez a mennyiség ligandkezelés hatdsdra szignifikins mértékben

megndvekedett (3B. dbra).

18



9p21 lokusz és a 9-es kromoszoma kopiaszam eltérései primer malignus
melanomaban

Kisérleteink célja a 9p21 régié kopiaszdm eltéréseinek analizise interfazisos melanoma
sejtekben fluoreszcencia in sifu hibridizdciéval, valamint az eltérések és a daganatok
klinikopatoldgiai tulajdonsdgai kozotti kapesolat vizsgdlata. Nyolcvanegy primer melanomat
analizdltunk 9p21 lokusz €s 9-es centroméra specifikus prébakkal. A 9-es kromoszéma
delécigjat a korai €s a kés6i stddiumi melanomékban egyardnt nagy szdzalékban kimutattuk.
A 9-es kromoszoma vesztését a felszinesen terjedd (SSM) mintdk 44%-4ban, mig a nodularis
altipusba (NM) tartozé tumorok 24%-dban detektdltuk. A kromoszéma poliszomidjat 25
1€ziéban az analizalt sejtek tobb mint 20%-aban figyeltilk meg, ez az elvaltozds 16 tumor
esetében a sejtek tobb mint 50%-at érintette. Ezekben a tumorokban a poliszomids sejtek
mellett monoszoémids sejtpopuldcié nem volt kimutathatd. Egy 1éziéban tobb mint hat 9-es
centroméra szignalt taldltunk a sejtek jelentds részében. A 9-es kromoszéma poliszomidja
mindkét hisztoldgiai altipusban hasonl6 frekvencidval fordult el (31%).

A 9p21 lokusz delécigjat 67 melanomdban (83%) mutattuk ki, mely 22 esetben a 9-es
kromoszéma vesztésével tarsult (27%). Mindossze 7 minta hordozta a sejtek tobb mint 60%-
dban a lokusz homozigéta delécidjat. A régid legjellemzObb eltérése a 9-es kromoszoméhoz
viszonyitott relativ vesztése volt, melyet a mintdk 57%-ban detektdltunk. Tizennégy
melanomdban a 9p21 homozigéta delécidval jellemezhetd sejtcsoportok mellett heterozigdta
delécidt hordozd sejtpopuléciok jelenlétét is megfigyeltiik. Domindns homozigéta delécidval
(a sejtek 63-86 %) és 9p21 tobblettel rendelkezd sejteket 5 tumorndl figyeltiink meg. Kilenc
melanomdndl a sejtek 40-76% szdzalékdban 9p21-es extra kopidt detektaltunk ugyanakkor a
sejtek kis hanyadaban a lokusz homozigéta delécidjat is megfigyeltik. Hét 1éziéban nem
tudtunk kimutatni 9p21-es lokuszt érintd eltérést FISH-el.

A 4. dbra szemlélteti a primer melanomdkban FISH-el kimutatott jellegzetes 9p21-es
eltéréseket. Az 4.A abran 3 kiillonb6z6é 9p21 szambeli eltérést hordozé sejt lathatd. Az egyik
sejtben két 9-es kromoszoma szigndlt és egy 9p21 szigndl lathaté ami heterozigota deléciot
jelent, a masik sejt egy 9p21 lokusz és egy 9-es kromoszéma specifikus jelet tartalmaz. A
harmadik sejtre a 9p21-es lokusz extra kdpiaszdma jellemz6. Az 4.B dbran a 9p21 régié teljes
hidnyat, homozigéta delécidjat szemlélteti.

A 9-es kromoszéma aneuszomidjdnak mértéke szignifikdnsan eltért a hisztoldgiai altipusok
kozott. Ezzel szemben, a 9p21-es lokusz alterdcidndl nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a

két altipus kozott.
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4. Abra FISH fluoreszcens mikroszkdp felvételen 9p21 kdpiaszdm tobblet és heterozigéta és
homozigota delécioval rendelkezé melanoma sejtek ldathatéak. A 9-es centroméra zold a 9p21
lokusz specifikus szigndl piros szinnel ldtszik.

Bér a nodularis melanomékba a lokusz homozigéta delécigjat gyakrabban figyeltiik meg, a
régié tobblete kizel azonos gyakorisaggal fordult eld mindkét altipusban. Erdekes jelenség,
hogy a 2 mm-nél vékonyabb daganatokban nem detektaltuk a lokusz homozigdta delécigjat. A
9p21 régié hidnya az 0Osszes késdi stddiumi melanomdra jellemzd volt. Adatainkat
Osszefoglalva megdllapithatjuk, hogy a 9p21-es lokusz szdmbeli eltérései nem mutatnak

szoros Osszefiiggést a tumorok klinikopatolégiai paramétereivel (Fisher teszt).

A 9p21-es régié szambeli rendellenességei mellett, kivancsiak voltunk arra is, hogy a
lokusz kopiaszdm eltérései milyen hatdst gyakorolnak az itt lokalizdlédé CDKN2A
tumorszuppresszor gén expresszidjdra. Tizennyolc melanoma FISH-el és génexpresszids
adatait tudtunk Osszehasonlitani. A kisérletekhez kvantitativ valds idejii PCR technikat
alkalmaztunk, kontrollként naevus mintit haszndltunk. Négy mintdban a CDKN2A gén
kontrollhoz viszonyitott tobb mint kétszeres expresszids szintjét mutattuk ki. Ezek koziil
harom 1€ziéban a sejtek tobb mint 65%-a hordozott 9p21 tobbletet. Kilenc melanomanal a
CDKN2A expresszidjanak csokkenését figyeltilk meg, két tumorban a sejtek 71% valamint
91%-a 9p21 homozigédta delécidt hordozott. Tovabbi harom tumorban a sejtek 40-70%-4ban a

lokusz teljes hidnyat figyeltiik meg.
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OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban szerepld vizsgélatok f6 célja a human melanoma progresszidjdban szerepet
jatsz6 genetikai és génexpresszids eltérések tanulményozdsa, az eltérések klinikopatoldgiai

paraméterekkel torténd korrel4cids analizise volt.

1. Primer melanomdk klinikopatoldgiai paramétereivel 0Osszefiiggd génexpresszids
eltéréseket vizsgdlva, szignifikdns mértékli expresszids valtozast mutattunk ki a
daganatok  felszinének  kifekélyesedésével (ulcerdci6) és a  melanomdk
metasztatiazisképzo tulajdonsagaval.

e Ulceracidval 6szefiigd mRNS szint valtozast 1095 génnél figyeltiink meg,
gének tobbsége az ulcerdlt felszinli melanomdkban csokkent expresszidval
tarsult. Ugyanezen gének megndvekedett expresszids szintjét detektéltuk a nem
kifekélyesedd felszinli melanoma mintdkban.

® A rossz progndzisi melanomdkban a legmagasabb expresszios atlagértéket az
osteopontin génre mutattunk ki. A jobb prognézisi daganatokban legnagyobb
mértékben a defenzin B szintje emelkedett meg, mind az OPN mind a defenzin
B az Nf-xB transzkripcios faktor indukcidjat okozza.

e Az ulceralt felszini melanomdkban csokkent expresszidju gének funkcidjat
vizsgdlva kimutattuk, hogy tobbségiikk a bdr- és szorfejlodési funkcid,
dermatoldgiai betegségek, daganatfejlodés, sejtosztédds a sejtciklus, sejt-sejt
interakci6 és sejtmotilitds szabdlyozé folyamatokhoz tartozik, a p53,
ERK/MAP, IP3/AKT és WNT/B katenin, Nf-kB molekuldsi tdtvonalakon
hatva.

e Array CGH és génexpresszios adatainkat Osszehasonlitva, a génexpresszios
szint csokkenés hatterében a vizsgdlt géneknél megdllapitottok, hogy nem az

adott kromoszémalis szakasz delécidja all.
2. Hiearchikus klaszter analizissel kimutattuk, hogy a nyirokcsomd metasztiazisok

génexpresszids mintdzata rossz progndzissal jellemezhetd primer melanomdk

génexpresszios profiljdhoz hasonld.
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3. Sajat adatainkat Osszehasonlitva irodalmi génexpressziés eredményekkel, 212

melanoma progresszioval Osszefiiggd génexpresszids véltozast mutaté kozds gént

azonositottunk.

Interfazisos FISH analizissel kimutattuk, hogy az EGFR génkdpiaszdm tobblete,
primer melanomékban rossz prognézissal tarsul.
e Delécio és kismértékili amplifikacio szignifikdnsan nagyobb mértékben fordult
el férfi betegekbdl szarmaz6 melanomékban.
o Az EGFR gén képiaszdma szignifikdnsan magasabb a 4,01 mm-nél vastagabb
Breslow vastagsdgu daganatokban.
® A kovetési idon beliil metasztazist képz6 1é€zidkra a gén kis- és nagymértékii
amplifikidcidja egyarant jellemzd elvéltozds. A tumorsejtekben kimutatott
EGFR extra képia a betegek rovidebb talélésével tarsul.
e Hasonléan szignifikdns asszocidciét mutattunk ki a daganatok felszini

kifekélyesedése valamint az EGFR gén tobblet kozott.

A gén amplifikidciés statusza és az EGFR mRNS valamint a fehérje expresszid
mértéke kozott nem volt linedris korreldcio.

e A léziokban az EGFR fehérje kismértékli expresszidjat vagy annak teljes

hidnyat figyeltilk meg fiiggetleniil a mintdk EGFR gén képiaszdmatdl és az

mRNS expresszid szintjétol.

A 19-es exon aktividciés muticidt, ami mas daganatok jellegzetes alterdcidja, egyetlen

melanoma mintaban sem detektaltuk.

FISH vizsgélataink sordn kimutattuk, hogy a 9p21 vesztés gyakori eltérés sporadikus
primer melanomakban.
e A 9p2l-es lokusz delécigjat mind a korai, mind a kés6i melanomédkban
megfigyeltiik.
® A 9p21 delécidja mellett a lokusz képiaszam tébbletét is kimutattuk.
e Nem taldltunk szoros korrelaciot a 9p21-es lokusz genetikai eltérései és a

daganatok klinikopatoldgiai tulajdonsdgai kozott.
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