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BEVEZETES

A malignus melanoma az egyik legagresszivabb human daganat, mely kiilonb6z6
szerveket érint6 fokozott metasztazis képzésérol ismert. Bar el6fordulésa ritka, mindossze
az 0sszes bordaganat 3—5%-4t teszi ki, ennek ellenére a bérdaganatok okozta haldlozasok
megkozelitéleg 75%-aért felelés. Evente 230.000 1Uj esetet regisztralnak vildgszerte,
amelybdl 55.000 végzdédik halallal; azonban a kormegoszlasra standardizalt eléfordulasa
(esetetek szama/100.000 f6) eltérd. Bar a fiatalabb korosztalyt érintd melanomas esetek
szama az elmult években kismértékben csokkent, eléfordulasa vilagszerte névekvo
tendenciat mutat, beleértve Magyarorszagot is.

Epidemiologiai vizsgalatok magas kockazati tényezéként azonositottak az ultraibolya B
(UVB) sugarzds, valamint a gyermekkorban elszenvedett napégés és a melanoma
kialakuldasa kozotti Osszefiiggést. A novekvd szamu terdpias lehetdségek ellenére
napjainkban is a korai diagnozis €s a tumor teljes sebészeti eltavolitasa a legeredményesebb

kezelési lehetdség a melanomas betegek szamara.

A melanoma malignum és metasztatikus terjedése

A melanoma a bor epidermalis melanocitaibol kiinduld malignus daganat. A melanocita
sejtek neuroektodemdlis eredeti melanoblasztokbdl differencidlodnak, melyeket
nagymértékli migracié jellemez az egyedfejlodés soran. A melanocita sejtek
differencialodasa kiilonboz6é transzkripcios faktorok iranyitasa alatt all, mint pl. a
microphthalmia-asszocialt transzkripciés faktor (MITF), mely a SOX10 ¢és PAX3
transzkripcios faktorokkal egyiittmiikodve befolyasolja melanomagenezisben szerepet
jatszd gének expresszidjat.

Az attétképzés egy tobblépcesds folyamat, mely a kdvetkezd 1épésekbdl all: (1) tumor sejtek
invazidja a kdrnyez6 szovetekbe (2) a transzendothelidlis migracio (intravazacio), (3) a
sejtek talélése a keringési rendszerben, (4) extravazacio és (5) proliferacio, ami
metasztatikus kolonizaciohoz vezet. Az eredményes metasztazis képzéshez az invaziv
melanoma sejtek képesek a citoszkeletalis rendszeriik, valamint az extracellularis

matrixhoz (ECM) és a kornyezé sztromahoz vald kotodésiikk modositasara. A kdrnyezd
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membrant.

A melanoma sejtek plaszticitasa

sy
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epitelidlis fenotipusukat, beleértve az apicalis-basolateralis polarizaciot, a bazalis
membran integritasat és a sejt-sejt adhéziot, aminek kovetkeztében 1étrejon az invaziv
fenotipust daganatsejt. A tumor sejtek kiilonb6z6 migracios stratégiaval rendelkeznek.
Amellett, hogy a sejtek képesek kollektiv invaziora, vagyis tobbsejtes egységként mozogva
bejutni a kdrnyezé szovetekbe, képesek oOnalldan is kozlekedni a bazalis membranon
keresztiil a kiillonb6z6 szoveti tipusok kozott. Az egysejtes invazios stratégian beliil két
tipust kiilonboztetliink meg, a mesenchymalis és az amoeboid migraciot.

A kiilonb6z6 jelatviteli utvonalak, melyek hozzédjarulhatnak az invaziv sejtek plasztikus
tulajdonsagahoz, szamos korabbi kutatas témajat képezik. A Rho GTP-az jelatviteli
utvonal egy specifikusan vizsgalt molekularis Gtvonal ezen a teriileten, mivel a Rho
molekulacsalad kulcsfontossagu szerepet jatszik a citoszkeletdlis mozgds, az aktomiozin
kontrakcid, az adhézio, a proliferacid és a sejthaldl kontrollalasdban. Az amoeboid tipust
sejtmozgas a Rho-ROCK ¢és a Cdc4?2 jelatviteli Gtvonalak iranyitasa alatt all, melyek az
aktomiozin kontrakciot befolyéasoljak, mig a mesenchymalis migraciot hasznalo sejtekben

a Racl utvonal iranyitasa alatt zajlik az aktin molekuldk Osszeszerelése.

Genetikai eltérések invaziv melanomakban

A melanomak kialakulasa soran gyakran megfigyelheték a MAPK utvonal aktivitasat
kiséré szomatikus mutaciok, mint a KIT-9®P NRAS6IK vagy BRAFV6E gének mutécioja,
vagy a PTEN, P14ARF ¢s P16INK4a tumorszupresszor gének delécidja, melyek a
sejtciklus szabalyozasdban jatszanak szerepet. Az intenziv kutatasok ellenére az invaziv
képességgel Osszefliggd mutaciokrol és kopiaszam eltérésekrél ismereteink tovabbra is

hianyosak.
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képzés folyamataval is 0sszefliggésbe hoztak.

Egy melanoma progressziot leir6 modell szerint a melanomagenezis folyamataban a
MAPK utvonalat érintd mutaciok (BRAF és NRAS) mar a kaszkad legelején jelen vannak,
mig a PTEN és TP53 tumorszupresszor gének mutacioi inkdbb az elérehaladottabb primer
tumorokat jellemzik. A modell szintén kiemeli a CDKN2A funkcidvesztését az invaziv

fenotipussal Osszefiiggésben.

Az invaziv melanomak génexpresszios mintazata

A génexpresszios mintazatuk alapjan a melanomak két nagy csoportba sorolhatéak. Az
egyik csoportba a proliferativ fenotipussal jellemezheté daganatok tartoznak, melyeket a
MITF ¢és mas melanocitak differencialodasaért felelés gének (TYR, DCT és MLANA),
valamint veldcsd eredetli sejtek differencidlodasaért felelés gének (SOX10, TFAP1A és
EDNRB) overexpresszidja jellemez. A masik csoportba az ugynevezett invaziv fenotipust
melanomak tartoznak, melyekre a fent emlitett gének csokkent kifejezddése jellemzd, és
olyan géneket expresszalnak, melyek az extracellularis matrix bontasaért (TGFB utvonal)
¢s az epitelidlis-mesenchymalis tranziciéért (EMT) feleldsek (ZEB1, COL5A1, SERPINE1
¢s WNTDS). Ez az invaziv génexpresszids mintazat lasstibb proliferacioval és fokozottabb
motilitassal tarsul. A melanoma sejtek a kiilonb6z6 kornyezeti hatdsok eredményeképpen
képesek valtani a proliferativ és invaziv fenotipus kozott.

A proliferativ és invaziv fenotipus megkiilonboztetésére leirt genetikai mintdzatot tovabb
bovitették olyan szabdlyzd transzkripcidos faktorok azonositasdval, melyek {6
regulatorokként szerepet jatszanak az egyes mintazatok kialakitasaban. Ennek megfeleléen
proliferativ fenotipus esetén a SOX10 és MITF transzkripcios faktorokat, mig az invaziv

sejtekben a TEAD és AP1 géneket azonositottak, mint kozponti szabalyozo faktorok.

Invaziv képességgel osszefiiggo DNS metilacios mintazat



Kiilonb6z6 daganat tipusok, igy a melanoma esetében is a daganat genom globalis
hipometilacids mintazata figyelhetd meg. Masrészrdl azonban a transzkripcionalisan aktiv
gének promoéter hipermetilacidja a gének csendesitésével tarsul, amit tobb
tumorszupresszor génre vonatkozéan megfigyeltek. A proliferativ és invaziv
Osszefiiggésben, ami elOrevetiti az epigenetikai szabalyozd folyamatok fontossagat az
invaziv képességgel rendelkez0 sejtek vizsgalataban.

A teljes epigenomot vizsgalo (EWAS) kutatasok lehetdséget adnak az olyan potencidlis
biomarkerek azonositasara, melyek klinikai szempontbol is hasznosak lehetnek. Az ilyen
kutatdsoknak koszonhetden szamos, a melanocita differencidlodéas folyamatat érintdé gén
metildciojat azonositottak, koztiik a KIT, PAX3, SOX10 géneket, a HOX molekula csalad
kiilonbozé tagjait és a MITF gént. Fontos megjegyezni, hogy ezeket az EWAS
vizsgalatokat foként metasztatikus melanoma mintadkon végezték, igy kiilondsen fontos az
olyan korai molekularis eltérések azonositasa, melyek hozzajarulhatnak az invazio

folyamatanak megértéséhez

CELKITUZESEK

A kutatasunk célja olyan molekularis eltérések azonositasa volt, melyek Osszefliggést
mutatnak a melanoma sejtek invaziv képességével, ami a metasztazis képzés egyik elso
Iépése. Célunk volt tovabba az invazidhoz kothetd DNS metilacios eltérések

meghatarozasa és ezek hatasanak vizsgalata a gének kifejezodésére, az invaziv sejtek

Vizsgalataink céljai:

1. A kromoszoma koépiaszam eltérések és az invaziv képesség kozotti kapcsolat
meghatarozasa melanoma sejtvonal modellrendszerekben array komparativ genom
hibridizacio (array CGH) technikaval azzal a céllal, hogy a sejtek invaziv

képességével Osszefliggd eltéréseket ismerjiink meg.



2. A BRAF és NRAS mutaciokkal tarsuld genetikai eltéréseket azonositasa invaziv
sejtekben.

3. Melanoma sejtvonalakbol szelektalt invaziv sejtpopulacio izolalasat kdvetden az
invaziéval Osszefiiggd genomikai eltérések azonositdsa, az invaziv sejtek
geénexpresszids €s metilacios mintdzatanak meghatarozasat kovetden a metilacios
eltérések génexpressziora gyakorolt hatdsanak elemzése.

4. A nyilvanosan elérhetd adatbazisok felhasznaldsaval annak elemzése, hogy a
szelektalt invaziv sejtvonalakban megfigyelt kopiaszam valtozasok és metilacids

eltérések koziil melyek talalhatok meg melanoma szovetekben.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

Vizsgalatainkat 12 primer tumor (WM35, HT199, WM1789, WM793B, WM3211,
WM1361, WM902B, WM39, WM278, WM983A, WM1366, WM3248) és 6 metasztazis
eredeti melanoma sejtvonalakon (WM1617, WM983B, A2058, HT168, M24, M24-MET)
végeztiik. A sejteket RPMI 1640 (Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland) vagy MCDB153-
L15 tapfolyadékban (Sigma-Aldrich Co. LCC, St Louis, Missouri, USA) tenyésztettiik 5-
10%-os foetal bovin szérum (Gibco, Carlsbad, California, USA) tartalommal, 37°C-0s
termosztatban 5% COxz tartalom mellett.

Invazios assay

Az invazios képesség meghatarozdsdhoz BD Biocoat Matrigel invazidés kamréakat
hasznaltunk (pérus méret: 8§ um; BD Biosciences, Bedford, Massachusetts, USA). A fels6
karma 500 ul sejtszuszpenzidt tartalmazott szérummentes tapfolyadékban, (5 x 10*
sejt/kamra). Az alsé kamraban 10% szérumot tartalmazo6 tapfolyadékot hasznaltunk
kemoattraktansként. 24 o6ra inkubacid utdn az als6 kamraba atjutd sejteket metanollal
fixaltuk és hematoxylin-eosinnal festettiik. Az invaziv sejteket fénymikroszkdp alatt 200x

nagyitason 7 kiilonb6z6 latotérben szdmoltuk le és atlagoltuk.



Az invaziv sejtek szelektalasa

A BD Biocoat Matrigel invazios karma als6 kamréjaba atjutéd sejteket 0.5% trypsin/0.2%
EDTA oldattal (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) kezeltiik, hogy a sejteket
visszanyerjilk a membranrol. Az igy szelektalt sejteket tovabb tenyészettiik DNS és RNS

izolalas céljabol.

Sejtproliferacios assay
A sejtek proliferaciojat WST-1 assay-el (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA)
hataroztuk meg. Az abszorbanciat 450 nm-en mértik NanoDrop UV-Vis

spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware, USA).

Array CGH analizis

A DNS mintak izolalasat G-spin Genomic DNA izolal¢ kittel (Intron Biotechnology Inc.,
Seongnam, Korea) végeztiikk. A DNS mintakat Cytochip ISCA 8 x 60 array-re (BlueGnome
Ltd, Cambridge, UK) hibridizaltattuk, az adatok kiértékeléséhez a BlueFuse Multi v2.2
(BlueGnome Ltd) és a Nexus Copy Number 6.1 (BioDiscovery Inc., Hawthorne,
California, USA) szoftvereket hasznaltuk. A kopiaszam csokkés ¢és novekedés
detektalasahoz + 0,3 logz értéket hasznaltuk, mig a nagymértékti amplifikacio kiiszobértéke
0,6 volt, a homozigdta deléciot pedig -1,0 érték jelentette. Fisher’s exact tesztet
hasznaltunk az invaziv és nem invaziv sejtvonalak kozotti, valamint a szelektalt invaziv
sejtpopulacié és az eredeti sejtvonalak kozotti szignifikdns kopiaszam kiilonbségek

meghatarozasahoz.

DNS metilacios elemzés

A metilacios vizsgalatokhoz biszulfit konvertdlt (EZ DNA Methylation kit; Zymo
Research, Irvine, CA, USA) DNS mintdkat hasznaltunk. A moédositds mindségét PCR
(HotStarTaq Master Mix kit; Qiagen GmbH, Hilden, Germany) technikaval ellendriztiik

modositott és eredeti GAPDH primerek alkalmazasaval. A DNS-metilom profil



meghatarozasat lllumina Infinium 1l Human Methylation 450K (HM450K) BeadChip
assay-vel (Illumina, San Diego, CA, USA) veégeztiik.

Az adatok feldolgozasa kiilonb6z6 Bioconductor alprogramok segitségével és az R v.3.2.2
hasznalataval tortént, mely soran a metilacios beta értékeket logaritmikusan transzformalva
megkaptuk az M értekeket, és ezekkel veégeztiik a tovabbi parametrikus statisztikai
elemzéseket. A DNS metilacids valtozasokat akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha az FDR

korrigalt p értékek 0,05 alatt voltak.

Gén expresszios és DNS metilacios eredmények korrelacidja

Az RNS minték izolaldsdhoz RNeasy Plus Mini kitet (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
hasznaltunk. A génexpressziés mintdzat meghatarozasat Affymetrix Human Gene 1.0
microarray-vel (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA) végeztik el. A nyers CEL
dokumentumokat R v.3.2.2 szoftver segitségével elemeztiik Oligo csomag haszndlataval.
A korrelacid meghatarozdsdhoz Pearson’s korrelacios koefficienst szamoltunk a

génexpressziods log2 értékek és a DNS metilacios (AB) értékek kozott.

The Cancer Genome Atlas (TCGA)

Genomikai elemzéseinket a Skin Cutaneous Melanoma (SKCM) adatbazisban talalhato
melanoma szoveti mintdk adataival egészitettiik ki (TCGA, Provisional). A felhasznalt
adatok egy része a TCGA Research Network altal generalt eredményekbdl szarmazott

(http://cancergenome.nih.gov). Masrészrél, 437 melanoma minta [llumina Methylation

450K array-bdl szarmazo metilacios értékét toltottik le a TCGA-GDC portalrdl
(https://portal.gdc.cancer.gov/), melyeket az R szoftver TCGAbiolinks csomagjaval ¢s a

GDCquery ¢s GDCprepare funkciodival elemeztiink.

TagMan assay

Valos ideji kvantitativ PCR (qPCR) technikaval validaltuk a 18 melanoma sejtvonal array
CGH eredményeit. A GLIPR1, COL1A2 ¢s RELN gének kopiaszamait TagMan® Copy
Number assay-vel (Applied Biosystems Inc., USA) hataroztuk meg. Az assay
kivitelezés¢hez TagMan® Universal PCR Master Mix-et hasznaltunk.


http://cancergenome.nih.gov/

Valos idejii kvantitativ PCR
A kandidans gének relativ expresszids szintjeinek meghatarozasa valos ideji PCR
modszerrel tortént, LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics,

GmbH, Mannheim, Germany) berendezéssel.

Statisztikai elemzések

SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) szoftvert hasznaltuk a tovabbi statisztikai
elemzéseinkhez. Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztunk az adatok normal eloszlasanak
meghatarozasahoz. Pearson’s korreldcioval elemeztiik az array CGH és qPCR adatok
kozotti Osszefliggést. Mann-Whitney-Wilcoxon tesztet hasznaltunk az invaziv és nem
invaziv sejtvonalak mRNS expresszios adatainak sszehasonlitdsdhoz. Minden esetben a

p<0.05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

EREDMENYEK

A melanoma sejtvonalak genom profilja

Array CGH elemzés

A vizsgalt 18 melanoma sejtvonal (12 primer tumor eredetli és 6 metasztazis eredetil)
kopiaszam eltéréseit array CGH technikaval hataroztuk meg CytoChip ISCA arrayvel. A
teljes genomot érinté nagymértékii kdpiaszam variaciot figyeltiink meg, mely elsésorban
a 1q, 6p, 7, 8q, 17q, 20 és 22q kromoszoma Szakaszokon megjelend kopiaszam
novekedésben, és a 6q, 9p és 10p kromoszoma szakaszok kopiaszam csokkenésében
nyilvanult meg. Szamos, a melanoma kialakulasaban bizonyitottan szerepet jatszo gén (pl.
NEDD?9, EGFR, BRAF és MYC) kopiaszam eltérését figyeltiik meg.



Invaziv melanoma sejtvonalak ismétlodo genetikai eltérései

Osszehasonlitva az invaziv (n=4) és nem invaziv (n=8) primer tumor eredetii, valamint a
metasztazis eredetll (n=6) sejtvonalak genom eltéréseit megfigyeltiik, hogy a 7q és 12q
kromoszomalis régidk kopiaszdm valtozésai kizarolag az invaziv képességgel rendelkezd
sejtvonalakat érinették, és nem jelentek meg a nem invaziv illetve metasztazis eredetii
sejtvonalakban. Emellett az 5p13 és 8q24 lokuszok kdpiaszam novekedése az invaziv
sejtek mellett a metasztazis eredetli sejtvonalakban is megjelent, olyan invazidval
Osszefiiggd géneket hordozva, mint a GDNF (5p13.1), GPAALl, PLEC és SHARPIN
(8924.3). Ezeknek az adatoknak a validalasat valds idejii kvantitativ PCR modszerrel
végeztiik el TagMan® Copy Number Assays haszndlataval. Ez az elemzés a két adatsor

szoros Osszefiiggését tarta fel.

Kandiddans gének kopiaszam eltérései melanoma tumor mintdikban

Az invazioval Osszefliggést mutatd gének szerepét nativ melanoma szdvetekben is
vizsgaltuk a Skin Cutaneous Melanoma adatbdzis (TCGA, Provisional) hasznalataval.
Azon génekre fokuszaltunk (GDNF, GPAAL, PLEC és SHARPIN), melyek kopiaszam
eltérést mutattak mind az invaziv és mind a metasztazis eredetli sejtvonalainkban. Az
emlitett génekre vonatkozoan kizérolag a metasztazisokban figyeltiink meg koépiaszdm
novekedést, szemben a primer melanoma mintdkkal. Emellett a GPAAL, PLEC ¢és
SHARPIN gének egyiittes amplifikacidja 26 metasztatikus melanoméban is megfigyelhetd
volt. A GDNF gén amplifikacioja kevesebb (n=14) metasztatikus mintaban volt

kimutathato.

BRAF és NRAS mutdcio az invazioval dsszefiiggésben
A BRAFY®9E mutaciét hordozé sejtvonalainkban a 7q kromoszoma kopiaszam
novekedését tapasztaltuk a 7q34 lokuszon lokalizdlodd6 BRAF génnel egyiitt. Tovabba,

szintén a BRAFV®%E mutacidval egyiittesen eléforduld 1q és 6p kopiaszam ndvekedését

FVGOOE

detektaltuk, mig a 9p és 10p régiok delécioja a BRA vad tipusu sejtvonalakat

FV600E

jellemezte. Emellett a 19p12 lokusz delécidja szintén csak a BRA mutans
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sejtvonalainkban volt megfigyelhet6. Az NRAS mutacioval Osszefiiggésben a 4q
A BRAFV5E mutans invaziv sejtvonalak (WM983A és HT199) 6p25.3-p22.3 16kuszon
kopiaszam novekedést mutattak, ami tobbek kozott a RREB1 (6p25) and NEDD9 (6p24)
géneket is érintette. A vad tipusu invaziv sejtvonalakban (WM3211 és WM1366) a 7p

kopiaszam novekedése volt a jellemzo eltérés.

Szelektalt invaziv sejtek fenotipusos jellemzo6i

Az invazidval Osszefliiggd genetikai €s epigenetikai elérések tovabbi vizsgalatihoz
Iétrehoztunk négy szelektalt invaziv melanoma sejt alpopulaciot (WM9S3A-INV,
WM1366-INV, WM3211-INV és WM793B-INV) Matrigel invaziés kamra
alkalmazasaval.

Az invaziv sejtek morfologiaja eltért az eredeti sejtvonalaktol. A szelektalt sejtek
szignifikansan magasabb invazids képességgel rendelkeztek az eredeti sejtvonalak
sejtjeihez képest. Emellett a szelektalt sejtek proliferacios rataja alacsonyabbnak bizonyult,

bar ez az eltérés nem volt statisztikailag szignifikans.

A szelektalt invaziv sejtek genetikai mintazata

Az invazidval 0sszefiiggd kromoszomalis eltérések azonositasa céljabol CGH array-el a 4
szelektalt invaziv sejtvonal (WM983A-INV, WM3211-INV, WM1366-INV ¢s WM793B-
INV) kromoszoma eltéréseit az eredeti sejtvonalak eltéréseivel hasonlitottuk Ossze.
Eredményeink alapjan a szelektalt invaziv sejtekben az 1p, 2q és 8q kromoszdéma régiok

kopiaszam eltérései gyakrabban fordultak eld az eredeti sejtvonalakhoz viszonyitva.

Szelektalt invaziv sejtek metiliciéos mintazata

Az invaziv képességgel osszefiiggo metilacios eltérések a szelektalt invaziv sejtekben
Osszességében 1249 szignifikans, régi6 szintli metilaciods eltérést (DMR) mutattunk ki az
invaziv és az eredeti sejtvonalak kozott. A hipermetilalt DMR régiok (n=1216) szdma jéval
meghaladta a hipometilaltakét (n=33), melyek &sszesen 8733 hipermetilalt és 165
hipometilalt CpG helynek feleltek meg. A szignifikansan eltéré régiokat ABmean>10%
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kritériumnak  megfeleléen  szikitettik a tovabbi  eclemzéseinkhez, aminek
eredményeképpen 416 hipermetilalt (384 gén) €s 3 hipometilalt (1 gén) régid szintl eltérést
kaptunk.

A legnagyobb eltérést (APmean>20%) mutatd régio osszesen 15 eltérd probat tartalmazott,
¢s a BAALC gén és annak nem kdodoldo RNS parjara (BAALC-AS2) terjedt ki. Emellett
szamos olyan gént is azonositottunk a szignifikans eltérést mutatd régiok kozott, mint a
melanomak progresszidjaban szerepet jatsz6 MITF, CYP27Al ¢és GRIA2 gének.
Utvonalelemzést alkalmazva a szignifikdnsan eltér§ régiokhoz tartozd génekkel
Osszefiiggésben azt talaltuk, hogy hipermetilacio tobbek kozott a veldcsd eredetli sejtek
differencialodasaban szerepet jatszo6 utvonalat (WP2064; NOTCH3, PAX7, HEY2, MITF,
FGFR2, FGFR3, RHOB, MSX2, TLX2 és ZIC5) és az aktin filamentum regulacidjaért
felelds utvonalat (WP51; MOS, GSN, ACTN1, WASF2 ¢és VAV1) érintette.

A metildacios és génexpresszios eltérések integrdldasa

A DNS metilacios eltérések génexpresszidora gyakorolt hatdsanak vizsgalatara
osszehasonlitottuk a DNS metilacios és a génexpresszids adatainkat. Osszesen 886
szignifikans korrelaciét mutatd CpG helyet azonositottunk, melyek 392 génnek feleltek
meg. Ezek koziil 220 génnél talaltunk negativ korreldciot, vagyis a metilacids valtozas
ellentétes irdnya volt a génexpresszios valtozashoz viszonyitva;, mig 172 génnél a
hipermetilacioja 4 génnél (RHOB, 1D4, ST8SIAL, és GRIA2) is csokkent expresszidval
tarsult.

Szigoribb kritérium rendszert alkalmazva (az invaziv és eredeti sejtvonalak kozott
legaldbb 1x expresszios eltérés és APmean >10% metilacios eltérés) tovabbra is a gének
tobbségénél negativ korrelaciot figyeltiink meg a metilacios és génexpresszios adatokra
vonatkozéan. A hipermetildci6 csokkent expresszioval tarsult példaul a IL12RB2,
LYPD6B, CHL1, SLC9AS3, BAALC, FAM213A, SORCS1, GPR158, FBN1 és ADORA2B
génekre, ugyanakkor néhany génre a korrelacid pozitiv volt, €s a hipermetilacio

megnovekedett génexpresszioval jart egyiitt (MCC, PTCHD4, EGFR, RBP4 ¢és FAR2).

12



Emellett 2 hipometilalt gén koziil az egyik csokkent (NNMT), a masik megnovekedett
(NBPF8) expressziot mutatott.

Invazioval osszefiiggo metildcios eltérések melanoma tumor mintakban

Az invaziv sejtek elemzése soran megfigyelt invazioval Osszefliggést mutatd gének
metilacios eltéréseit melanoma tumor mintakon is vizsgaltuk a TCGA-SKCM adatbéazisbol
letoltott adatok felhasznaldsaval. Eldszor meghataroztuk a metasztazisok (n=349) és
primer melanoma mintak (n=88) kozotti metilacios eltéréseket, aminek eredményeként 28
kozos geént talaltunk, melyek atfedést mutattak a sajat eredményeinkkel.

Az atfedd gének koziil tobb olyat is azonositottunk, melyek szerepet jatszhatnak az
invazidéban ¢és metasztazis képzésben, mint példaul a TP73, HOXD13, PAX6, ITPKA,
NR2F2, SLC17A7, SPTBN1, AHNAK, CCL23, NFE2L3 és SLC9A génck. Emellett a
CBFA2T3, TP73, CTSK, NAV2, PAX6, ARHGAP22, SDK1, ATP11A, RASA3 ¢és SLC9A3
géneknél a metilacids valtozas szignifikans expresszios eltéréssel is egyiitt jart.

A primer melanoma mintékat a Clark osztalyozas alapjan besorolva tovabbi 448 metilacids
eltérést mutatd gént (1 269 proba) talaltunk, amibdl 18 gén fedett at a sajat adatainkkal
(példaul MECOM, CHD5, TRIM55, FZD6, TPBG és TRPC4).

Az eredményeink TCGA adatbazissal vald dsszehasonlitasa soran két gén (ARHGAP22 ¢és
NAV2) mind a Clark szerinti beosztas, mind a metasztazis és primer melanomak felosztasa

¢s Osszehasonlitasa soran is szerepelt a kozos gének kozott.

DNMT, UHRF és TET enzimek expresszioja a szelektalt invaziv sejtekben

A metilaciés mintazat létrehozasaban, fenntartdsdban és eltavolitasaban szerepet jatszo
kiilonb6z6 enzimek, DNS metiltranszferazok (DNMT1, DNMTI13A és DNMT13B),
ubiquitin ligdzok (UHRF1 és UHRF2), és metilcitozin dioxigendzok (TET1 és TET2)
invaziv sejtekben csokkent a DNMT1 és DNMT3B gének expresszidja az eredeti
sejtvonalakhoz képest. Az UHRF1 ¢és UHRF2 gének esetében szintén down-regulaciot
figyelhettiink meg az invaziv sejtekben. Emellett a TET1 és TET2 gének szintén jelentsen
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alacsonyabb expresszidja jellemezte az invaziv sejteket. A TET2 gének hipermetilacidjat

c s

DISZKUSSZIO

Az invazid — az egyik elsO 1épése a primer tumor metasztazis képzésének — folyamatat
befolyasold genetikai és epigenetikai eltérésekrél az intenziv vizsgalatok ellenére is
hianyos a tudasunk.

Az melanoma sejtek invaziv képességét elemezve a kisérleteink soran vizsgalt melanoma
sejtvonalakat két csoportba soroltuk. Célunk volt az invaziv és nem invaziv sejtvonalak
kopiaszam eltéréseinek meghatarozasa array CGH-el. Az invaziv sejtekben szamos olyan
gén kopiaszam eltérését talaltuk, melyek irodalmi adatok alapjan fontos szerepet jatszik
kiilonboz6 daganatok invaziv képességének kialakulasaban; ugyanakkor melanoma sejtek
Az invaziv sejtvonalak genetikai profiljaval osszefiiggésben vizsgaltuk a sejtek BRAF ¢és
NRAS mutacios statuszat is. A BRAF mutaciot hordozo és vad tipusba tartozd invaziv
sejtvonalakat Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy a 6p25.3-p22.3 régido kopiaszam
novekedése kizardlag a BRAF mutans sejtvonalakban fordult eld. Ezen a région
lokalizalodik a melanoma progresszidjaban fontos szerepet jatsz6 NEDD9 (6p24) és
RREB1 (6p25) gén. A NEDD9 gén amplifikacidjat korabbi kutatasok osszefliggésbe hoztak
a mesenchimalis invadzio folyamataval melanoma sejtekben, azonban a BRAF mutacioval
Osszefiiggésben eddig még nem mutattak ki.

Tovabbi vizsgalatainkhoz az invaziv sejteket szelektaltuk a teljes sejtpopulaciotol, majd
szelektalt invaziv kloénokat hoztunk 1étre. A MITF (microphthalmia-asszocialt
transzkripcios faktor) régota a kutatasok targyat képezi, mivel a melanin termelés egyik f6
szabalyoz6 molekuldja és szerepet jatszik az invdzid mechanizmusdnak gatldsdban
valamint a proliferativ fenotipus kialakitasaban. Metilacios eltéréseit szintén kimutattak a
melanoma tumorok agyi metasztazis képzésével dsszefiiggésben, igy valdszinlisithetéen

nem csupan az invazid folyamataban, de a metasztazis tobbi 1épésében is fontos szerepet
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jatszik. Ezekkel a vizsgalatokkal Osszhangban, az altalunk vizsgalt szelektalt invaziv
sejtekben is hipermetilacié jellemezte a MITF gént az eredeti sejtvonalakhoz viszonyitva.
Emellett az utvonal elemzésiink soran a hipermetilalt gének a veldcsd eredetli sejtek
differencidlodasaban szerepet jatszo utvonalat (WP2064) érintették elsdsorban, melynek
egyik regulatora szintén a MITF.

potencialis DNS metilacios markereket (TFI2, HCK, MGMT ¢és TP73) is azonositottunk,
melyeket korabbi vizsgalatokban az elGrehaladott klinikai stadiummal, rovid talélési
idovel ¢és a metasztazis meglétével Osszefliggésben mutattak ki melanomdakban.
Eredményeink szerint az emlitett gének a primer tumorok invaziv képességének meglétére
is utalhatnak.

A legijabb tanulmanyok szerint a DNS hipermetildcioja nem kizaldlag a gén
csendesitésével tarsulhat, hanem a géntestbe nyulva a génexpresszido novekedését is
eredményezheti. Ezt a jelenséget a szelektalt invaziv sejtekben mi is megfigyeltik az
EGFR ¢és RBP4 géneknél, ahol a géntestbe nyuld hipermetilacio szignifikans korrelaciot
mutatott a megnovekedett expresszioval. Az EGFR expresszid szerepe a melanomaban
vitatott, bar tobb szerzd is leirja, hogy nincs egyértelmi 6sszefliggés az EGFR expresszid
¢s a melanoma kliniko-patologiai jellemzdi kozott, ugyanakkor szamos vizsgalat utal a
melanoma mintdk EGFR szintjének eltéréseire.

A szelektalt invaziv sejtek vizsgalata sordn kapott eredményeink validalasa céljabol
adatainkat a TCGA-SKCM adatbazisban nyilvanosan elérheté metilacios eredményekhez
hasonlitottuk. Szamos olyan k&zds eltérést azonositottunk, melyek funkciondlisan
hozzéjarulhatnak a melanoma tumorok invaziv képességéhez, koztik a HOXDI13 gén
metilacios eltérését, mely gén a tumorok kialakuldsaban jol ismert mester regulatorként
mikodik. A HOX géncsalad tagjait vizsgalva tovabbi nyolc gén (HOXA5, HOXBL,
HOXB2, HOXB3, HOXB4, HOXC5, HOXC9 és HOXD11) metilacios eltérését figyeltiik
meg, ami megerdsiti a homeobox gének epigenetikai vizsgalatanak jelentségét a
diagnozisban, a predikcioban és a prognozisban egyarant.

A legjelentdsebb eredményiink a TCGA adatbazis és a sajat eredményeink

Osszehasonlitasa soran két olyan gén (ARHGAP22 ¢s NAV2) volt, melyek promoter
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crer

mint az invaziv melanoma tumorokban €s metasztizisokban. Irodalmi adatok alapjan
mindkét gén szerepet jatszik a kiillonbdz6 tipusu tumorok invaziv folyamatiban. A NAV2
szamos funkciondlis doménnel rendelkezd fehérje, melyek a citoszkeletonhoz kapcsolodva
vezérlik a sejtek mozgasat és ezaltal az invazio €s metasztazis képzés folyamatat. Emellett
egy kozelmultban megjelent kutatds annak a lehetdségét is felvetette, hogy a NAV2
befolyasolhatja az epitelialis-mesenchilalis tranziciot a GSK-3p/B-catenin-SNAI2
utvonalon keresztiil. Tovabbda az ARHGAP22 csendesitésével 0Osszefiiggésben
megfigyelték, hogy novekszik a mesenchimalis fenotipusi melanoma sejtek szdma, vagyis
a gén a mesenchimalis-amoeboid tranzicié vezérlésében jatszhat szerepet. Mindkét
tranzicids folyamat hozz4jarul a sejtek morfoldgiai valtozasaihoz, a kiilsd koriilményekhez
adaptalodva biztosithatjdk a sejtek mozgéasat, invazidjat, ezaltal megteremthetik a
metasztazis képzés feltételeit. Eredményeink alapjan az ARHGAP22 és NAV2 gének
metilacios eltérései a génexpresszios valtozasokkal tarsulva befolyassal lehetnek a primer

melanoma tumorok invaziv képességére és metasztazis képzésére.
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FOBB MEGALLAPITASOK ES EREDMENYEK

A doktori disszertacié f6 célja olyan genomikai eltrérések (kromoszoma kopiaszam

valtozasok, DNS metilacidos €s geénexpresszios eltérések) azonositasa volt, melyek a

crr

A kromoszoma képiaszam valtozasok kapcsolatanak vizsgalata a melanoma sejtek
invaziv képességével:

— A GDNF (5p13.1), GPAAL, PLEC és SHARPIN (8q24.3) gének amplifikacidja
sziginifikdnsan gyakrabban fordult el6 a primer eredetii invaziv sejtvonalakban a
nem invazivakhoz viszonyitva, és emellett a metasztazis eredetli sejtvonalakat is
jellemezte, ami feltételezi ezen eltérések szerepét a metasztazis képzésben.

A képiaszam valtozasok kapcsolatanak vizsgalata a BRAF és NRAS mutaciokkal
invaziv sejtvonalakban:

— A 6p25.3-p22.3 régi6 amplifikacidja kizarélag a BRAF mutéaciot hordozo invaziv
melanoma sejtvonalakban jelent meg, mely 16kuszon a NEDD9 (6p24) és RREB1
(6p25) gének is lokalizal6dnak.

Az invaziv képességgel Osszefiiggo genetikai és epigenetikai eltérések vizsgalata
szelektalt invaziv melanoma sejtekben:

— Az invaziv sejtekben hipermetilalt mintazatot mutattak az eredeti sejtvonalakhoz
viszonyitva.

— Az invaziv sejteket a veldcso eredetli sejtek differencidlodédsaban szerepet jatszo
utvonal génjeinek, koztliik a MITF génnek a hipermetilacidja jellemezte.

— A metilacios €és génexpresszids eredmények integralasadval az invaziv sejtekben
szdmos gén hipermetilacidja csokkent expresszidval tarsult.

— A géntestbe nyuld hipermetilacid megndvekedett génexpresszidval tarsult az EGFR

¢s RBP4 gének esetében a szelektalt invaziv sejtekben.

Az invazidval osszefiiggo eltérések validalasa melanoma tumor mintakon:
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— Az ARHGAP22 és NAV2 gének promdter metilacidja egyarant jellemezte az invaziv

primer melanoma tumorokat és a metasztazisokat.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az invaziv sejtek kopiaszdm valtozasai
lehetdséget adnak 1) kandiddns gének vizsgalatara irdnyuld funkcionalis kutatasokhoz.
Emellett eredményeink ramutatnak az invaziv sejtek hipermetildcids mintdzatanak

jelent6ségére, mely 0sszefliggésben allhat a melanoma sejtek invaziv tulajdonsagaval.
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