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BEVEZETES

1. BEVEZETES

A daganatos megbetegedések korai felismerése és az idejében torténd beavatkozésok
jelentds mértékben novelik a beteg tUlélésének és teljes gydgyuldsdnak esélyeit. A
daganatkutatds tobb mint egy évszadzados multra tekint vissza, és bar az utdbbi évtizedben
a fejlédés latvanyosan felgyorsult és fontos felfedezések lattak napvildgot, melyek haszna
ma mar a klinikai gyakorlatban is megnyilvanul (pl. erbb2-pozitiv invaziv eml&daganatok
kezelése), a metasztdzisban szenvedd betegek Jjelentds része még mindig nem szédmithat
tartés gydgyuldsra. Ez kiilondsen vonatkozik a bdér legrosszindulatibb elvaltozisara, a
malignus melanomdra, ahol minden erdéfeszités ellenére a metasztdzisos betegek &téves
thlélése 50 $ alatt marad. A melanoma agressziv viselkedésére jellemzd, hogy a tumor igen
korai stddiumaban mér megjelenhetnek attétek, és akdr egy 1 mm vastagsdgot alig elérd
daganat roévid idén bellil a beteg haldldt okozhatja. A melanoma kialakuldsdban és
progresszidjdban a daganatra prediszpondld gének alterdcidi mellett, kiemelten fontos
szerepet Jjétszanak a kornyezeti tényezdk. A kornyezeti faktorok k&ziil az ultraibolya
sugarzads daganat indukdlé hatdsdra utal, hogy az elmult 10 évben a melanoma
incidencidjanak ugrésszerl novekedését elsésorban azokban az orszdgokban figyelték meg,
melyekben az elvékonyodott oézonréteg miatti kdros UV sugdrzds aranya jelentdsen
mege melkedett.

A melanoma kialakuldsdnak és progresszidjdnak klinikai, hisztopatoldégial és
biolégiai aspektusai jél ismertek, de a folyamatban résztvevd  molekuldris
mechanizmusokkal és a metasztatikus szdrddassal Osszefliggésben &lld genetikai
markerekkel kapcsolatos tudasunk igen korldtozott. A melanoma progresszidjat leird
modellek alapjdt hosszu ideig kizdrdlag metasztizisokbdl eldallitott in Vitro sejtvonalak
képezték, csak kis szAmu primer daganat eltéréseit elemezték. A legismertebb melanoma-—
specifikus géneket familidris eredetd daganatok tanulméanyozdsa soran fedezték fel. A
daganat kialakuldsdnak tobblépcsdés folyamata szdmos gén alterdcidjét foglalja magéba,
ugyanakkor a melanoméara mar az elsé 1épéstél ellemzd a kromoszdmdalis instabilitds, a
kromoszdéméak nagyfoku aneuploididja és a genetikail heterogenitds. A malignus melanoma
klinikopatoldégiali szempontbdl tdbb altipusra kiilonithetd el, melyek eltérd bioldgiai
viselkedéssel, és feltételezhetden eltérd genetikai markerekkel Jjellemezhetdk. Ezeknek a
genetikai markereknek a megismerése és klinikai paraméterekkel torténd Ssszehasonlitdsa
alapvetéen fontos nemcsak a progndzis feldllitdsdban, hanem a hatdsos terdpia

megtervezésében is.
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A daganatok kialakuldsdnak és progresszidjidnak héatterében 4116 genetikai eltérések
megismerése éveken & a kromoszdma eltérések vizsgdlatdnak klasszikus citogenetikan
alapulé mobdszerére korldtozddott, melynek hatrdnyai kozismertek. A 90-es évek elején
jelentek meg azok az alternativ, nagyfelbontdst mddszerek, melyekkel a tumorgenom in
Vitro manipuldldsa nélkiil lehetséges a kromoszémélis eltérések kimutatdsa. Ezek koziil
kiemelkedd jelent&ségii a fluoreszcencia in Situ hibridizacié (FISH) és az Osszehasonlitd
genomidlis hibridizacié (comparative genomic hybridization: CGH). FISH-sel interfazisos
sejtekben szinte valamennyi kromoszdémélis eltérés (aneuszdmia, transzlokacid,
génamplifikadcid és delécid) kimutathatd. CGH-el a tumorgenom gyors és atfogd genetikai
analizise wvalésithaté meg, egyetlen kisérlet sordn a genetikal elvaltozdsok sorozata
derithetd fel azok elbzetes ismerete nélkiil. A CGH-el felismert eltérések azokra a
kromoszdémélis régidkra irdnyithatjdk a figyelmet, melyek egy adott daganattipusra, a
daganatprogresszié egyes lépéseire lehetnek specifikusak. Ezek részletes megismerése
hozzdjarulhat a daganatprogresszié mechanizmusédnak molekuldris szintl megértéséhez.

Ph.D. értekezésemben a FISH és CGH mddszerek klasszikus és legmodernebb
mdédszertani megkdzelitéseit alkalmazva célom volt a humdn malignus melanoma két
eltérd bioldgiai viselkedésl altipusdban kimutathatd kromoszdmélis eltérések analizise, a
c-myc onkogén amplifikdcié mértékének meghatdrozdsa, az eltérések klinikopatoldgiai
paraméretekkel torténd korrelaciés analizise, primer és metasztatikus melanoma
tumorpdrok genetikai eltéréseinek cDNS-alapu array elemzése, valamint egy felszinen

terjedd melanomdbdl szadrmaztatott Gj seftvonal komplex genetikai vizsgélata.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A malignus melanoma

A melanocitdk a bdér neurocektodermdlis eredetl pigment-termeld sejtjei. Fejlddésiik
sordan a bérbe vandorolnak és normdlis esetben a bdér bazdlis rétegének seijtjel kdzdtt
véletlenszertien helyezkednek el. Eldgazd dentrit—nyulvanyaik segitségével kapcsolatot
tartanak a bér bazdlis és felszini rétegének keratinocitdl kozott. Minden melanocita
pigment-tartalmi melanoszdéméakat kiild dendritnyulvanyain keresztiill koriilbeliil 36
bazdalis vagy szuprabazilis keratinocitdnak, melyek egylittese az Un. epidermdlis melanin-
egység. A keratinocitdkba igy eljuttatott melanin elnyeli és védi a bdért a kéros
napsugarzastél. A melanocitdk proliferdcidijdc, pigment-termelését és a dendritek
novekedését a szomszédos keratinocitdk szabdlyozzak (1).

A melanoma kialakulhat meglévd anyajegy talajan, vagy kelezkethet de novo. A
daganat kialakuldsa sordn az aldbbi &t, morfoldgiailag és bioldgiailag jol elk{iloniild fazis
kiildnbdztethetd meqg: [1.) sziiletéskor mar meglévd vagy késdbb kialakult szabdlyos
(tipusos) szerkezet(i névusz, 2.) morfoldgiailag atipidt mutatd tn. diszplasztikus névusz, 3.)
radidlisnévekedési iranyu (radial growth phase: RGP), 4.) vertikilisndvekedési irdnyu
wertical growth phase: VGP), 5.) metasztatikus melanoma (1). A de nOVO melanoma
kialakuldsdnak elsé lépésére a keratinocita-melanocita—egység megbomléasa Jellemzé, ami
a melanocitdk keratinocitdkhoz viszonyitott ardnydnak megndvekedését vonja maga utéan.
Ezt koOveti a melanocitdk hiperpldzidja, majd a sejtek diszplazidja és kialakulhatnak az un.
prekurzor 1ézidk, melyek kdzvetleniil az in SitU melanoma kialakuldsdhoz vezetnek, ami
elsésorban lapszerint ndévekszik és az epidermiszen bellil marad. Ez a szakasz felel meg az
RGP-nek. A daganat vertikdlis irdnyu ndvekedése sordn a melanoma sejtek a bazalis
me mbrant keresztiiltdrve behatolnka a dermiszbe és a béralatti zsirszdvetbe. Feltételezések
szerint a melanoma  metasztatikus potencidljanak és agressziv  viselkedésének
kialakuldsdban a radidlis—fazis - vertikdlis-fazis kozotti &menet a dontd 1lépés. Ennek
megfeleléen a primer melanoma vastagsidga sokdig a progndzis feldllitdsdnak egyik
legfontosabb paramétere volt (2,3). Mig a radidlis novekedési féazisban 1évé
melanomasejtek viselkedését a kdrnyezd seftek exogén ndvekedési faktorai befolyasoljak
és jellemz&jlk, hogy im mundeficiens egerekben nem képeznek daganatot (4), addig a
vertikdlis ndvekedési fazisti melanomasejtek szinte teljesen fliggetlenednek a kornyezd

keratinocitdktdl, fibroblasztoktdl, névekedési-faktor- és kihorgonyzas—fiiggetlen (anchor-
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fiiggetlen) ndvekedésre tesznek szert, immunhidnyos egerekben tumor kialakuldsat idézik
eld, tovdbbd mind betegekben, mind kisérleti &llat modellekben nagyfoku metasztatizald

hajlammal rendelkeznek (1).

2.2. A melanoma etiolégiaja és rizikofaktorai

A melanoma malignum incidencidja a 70-es évek déta a vildg valamennyi orszadgdban
rohamosan ndvekszik (5), bar az utdbbi években, elsésorban Ausztrdlidban és a skandindv
orszagokban, ennek megtorpandsat tapasztaltdk, amit elsésorban az UV-sugarzas—elleni
védelem fontossdganak tudatositdsa érdekében folytatott kampéanynak tulajdonitanak (6).
Az elmult néhany évtizedben a melanoma okozta mortalitas szintén emelkedést mutat a
vildgos bdérd populacidkban (7). Az emelkedd incidencia és mortalitds ellenére szerencsére
a tilélési esélyek javultak, ami nem magyardzhaté a melanoma kezelésében bekdvetkezett
fejlédéssel — hiszen ezen a téren Jjelentds valtozds nem tortént —, hanem elsésorban annak
k6szbnhetd, hogy a primer tumort gyakrabban ismerik fel kordbbi stadiumban, amikor a
gyogyulasi esélyek még sokkal jobbak (7,8).

Napjainkig szadmos vizsgdlat foglalkozott a melanoma kialakuldsdra hajlamosité
kockazati tényezdk megismerésével. Ez utdbbiak kozilil a legfontosabb a nagyszamu
melanocitds anyajegy (n>50), vagy atipusos anyajegyek megléte, a familidris melanoma
el6fordulésa, a betegnél kordbban mar kialakult melanoma, a tllzott napozads (napégés), és
a vildgos bértipus. A legfontosabb kornyezeti tényezbdnek a napsugdrzast tartjék, azonban
fontos megjegyezni, hogy pusztdn UV-sugdrzdssal csak specidlis keresztezést kovetden
elSallitott kisérleti dllatokban, vagy igen nagy, a természetben nem eléforduld ddzist UV-
sugarzassal lehet melanomat indukdlni (9,10). A gyakoribb hdm eredetd bdérdaganatokkal
szemben, melyek kialakuldsdért az UV A sugdrzas tehetd feleldssé, a melanoma kialakulésa
az intenziv UV B-expozicid kdvetkezménye, ami elsésorban gyermekkorban éri az embert
(11). Epidemioldgial vizsgdlatok szerint a nagyszamu anyajeggyel rendelkezd egyéneknek
nagyobb esélylik van melanoma kialakuldsara. A klinikailag atipusos vagy ,diszplasztikus”
névuszok megléte tovabb emeli a melanoma kialakuldsanak kockéazatédt, klildondsen, ha a
csalddban méar eléfordult ilyen daganatos megbetegedés. Tovabbi hajlamositd tényezdk a
vildgos bér—, szem— és haijszin (7).

A malignus melanoma, Osszehasonlitva més daganatokkal, kiemelkedd

metasztazisképzd hajlam mal rendelkezik. A daganat agressziv viselkedésére jellemzd,
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hogy sokszor a kisméretd tumorbdl is megindulhat a metasztazis képzddésre hajlamos
settek szdérddasa. A metasztizisképzés esélyére és ezel a daganat varhatd kérlefolyadséra a
prognosztikai faktorok alapjan kovetkeztethetiink.

2001-ben lé&tott napvildgot annak a 13 vezetd melanoma kdzpontnak a véleménye,
melyben azonos kritériumok figyelembevételével tobb mint 30000 azonos sebészi elvek
szerint elldtott, egyeztetett szdvettani szempontok alapjan értékelt, és megfeleld ideig
kovetett melanomds beteg adatait elemezték. A vizsgdlat eredményei értelmében a
diagnéziskor attét nélkiili primer melanomék klinikopatoldgiai paraméterei koziil a tulélést
befolyasolja a beteg életkora, neme és a primer tumor lokalizdcidja. Tapasztalataik szerint
a fiatalabb korosztdlyba tartozdéknak és a ndéknek Jobbak a tulélési esélyei, mint a
férfiaknak és az iddsebb betegeknek. Erdekes megfigyelés, hogy a lokalizacid
szempontjidbdél a végtagokon elhelyezkedd daganatok a jobb progndzist csoportba
tartoznak. A tumorvastagsdg és a daganatok kifekélyesedése is kapcsolatot mutat, és azt
jelzi, hogy a vastagsdggal (Breslow vastagsdg) parhuzamosan nd az ulceracid
valdszinlsége is. Fontos prognosztikai paraméternek taldltdk a tumorsejtekkel infiltralt
nyirokcsomdk szadméat és az infiltrdcié mértékét is. A fenti, a melanoma kdrlefolyasat
alapvetéden  befolydsold  paraméterek meghatdrozdsdn kiviil a melanoma aj

stddiumbeosztdsara is javaslatot tettek (12).

2.3. A melanoma klinikai altipusai

Klinikai megjelenése és viselkedése alapjan a melanomékat az aldbbi négy csoportba
osztjuk:

1. felszinen terjedé vagy szuperficidlis melanoma (superficial spreading melanoma:
SS M), a melanomdk leggyakoribb altipusa, a test barmely részén kialakulhat, de
férfiakndl leggyakrabban a tdrzsdn, néknél az alsd végtagokon fordul eld. Az SSM
gyakran mar meglévé névusz talajan keletkezd aszimmetrikus, valtozatos szinlG és
szabalytalan szél( 1ézid.

2. noduldris malignus melanoma (nodular malignant melanoma: NMM), a daganat
méasodik leggyakoribb és egyben legagresszivebb viselkedésl forméja, mely egyuttal
a melanoma legrosszindulatibb altipusa. A noduldris melanoma tébbnyire épp bérdn
megjelened gyorsan ndévekvd csomd, mely vérzékeny, gyakran amelanotikus. Mivel

a tumor pigmentdltsdga lehet egyenletes, és széle nem feltétleniil szabalytalan,
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kdnnyen Osszetéveszthetd a bazdlsejtes karcindémaval, a szeborreds keratdzissal, vagy
akéar jéindulatt anyajegyekkel.

3. lentigo maligna melanoma (LMM), a melanomdk harmadik altipusa, a
napsugarzasnak kitett bdérfeliileten, gyakran az arcon, &altaldban id&sebb korban
jelentkezik. Az eldzd két altipustdl eltérden, az LM M kialakuldsdban egyértelmid
Osszefliggés taldlhatd az UV-expoziciéval. A daganat ndvekedése lassy, gyakran
évekig az epidermiszre korldtozddik és a dermdlis invazid akdr 10-15 év elteltével
indul meg. Megjelenésében az SS M-hez &ll kbzel.

4. akrdlisan lokalizdlt melanoma (ALM), a nem kaukédzusi népességben eléforduld
leggyakoribb melanoma altipus. A kordbbi elnevezéssel (acrolentiginosus
melanoma) szemben ez az akrdlisan lokalizalt tumor nemcsak lentigo maligna
melanoma lehet, hanem noduldris, illetve felszinen terjedd melanoma is. Altaldban a
tenyéren és a talpon, vagy a kordm alatt, esetleg a genitdlis vagy az oralis
nyalkahartyan, pigmentalt foltként jelenik meg. A nodulédris melanoma mellett ez a
tipus a legagresszivebb lefolyadsy, mivel &ltaldban késdédn keriil felismerésre, és a

helyzetébdl fakadd gyakori traumdk szintén kedveznek a metasztazis képz&désnek.

2.4. A melanoma TNM-klasszifikacidja

A melanoma kimenetelét befolydsold klinikai és patoldgiai paramétereket szadmos
vizsgélatban tanulményoztdk és az eredményeket figyelembe véve az American Joint
Committee on Cancer (AJCC) a melanoma bioldgidjét pontosabban leird, az emldéradk
analdgidjara kialakitott, tumor-nyirokcsomd—-metasztazis (TN M) staddiumbesoroldst hozott
létre, melynek értelmében az O&rszemnyirokcsoméd-biopszia eredménye kritikus a
melanoma progndzis feldllitdsdban (12).

A djelenlegi TN M-klasszifikdcié szerint a tumorok besoroldsdnak £f6 szempontial (I.
tabldzat): a) atumor mm -ben megadott vastagsdga (T1l: <1 mm, T2: 1-2mm, T3: 2-4 mm,
T4: > 4 mm) és a primer tumor kifekélyesedése (kordbban nem szerepelt a besorolas
kritériumai kozdtt) (,T” klasszifikdcid); b) a regiondlis nyirokcsomdk érintettsége, ami
statisztikai elemzések szerint a melanoma progresszidja szempontjidbdl a legfontosabb
koral prediktor, ezért a nyirokcsomdstdtusz patoldgial felmérésére bevezették az érintett
nyirokcsomdk szdménak meghatédrozdsat, illetve az 1UJ osztdlyozds prognosztikailag

elkliloniti a klinikailag felismerhetd ("makrometasztazis") és a csak patoldgiai vizsgélattal
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kimutathatd attéteket ("mikrometasztazis") (,N” klasszifikdcid); c) tavoli &ttétek megléte

és azok lokalizacidja (,M” klasszifikacid).

1. tablazat A melanoma malignum TNM-klasszifikdcioja

» T7 klasszifikdcio N7 klasszifikdcio »M” klasszifikdcio

T1:<1,00 mm N1: 1 regiondlis nyirokcsomé MI1: tavoli kutdn-, szubkutan-,
a: mikrometasztazis* nyirokcsomé metasztazis
b: makrometasztazis**

T2: 1,01 - 2,00 mm N2: 2-3 regiondlis nyirokcsomé M2: tiildOmetasztizis
a: mikrometasztazis*

T3:2,01 — 4,00 mm b: makrometasztdzis** M3: egyéb belszervi metasztazis/

c: in transit/szatellita metasztazis M1-M2 + emelkedett LDH-szint
nyirokcsomo-érintettség nélkiil

T4: > 4,00 mm N3: 4-nél tobb nyirokcsomd/
N2c + nyirokcsomo-
metasztazis

a: kifekélyesedés nélkiil
b: kifekélyesedéssel

* szentinel nyirokcsomo-biopszidval igazolt nyirokcsomdodttét (nem tapinthaté nyirokcsomo esetén)
** klinikailag észlelhetd és szovettanilag igazolt dttét

2.5. Genetikai eltérések malignus melanomaban

A melanomédk mintegy 8-12% Ordkletes, a Jjelenleg elfogadott melanoma-
progresszids modellek alapjadul is csalddi halmozddast mutatd esetek szolgdlnak. Bar
etioldégiai, klinikai és hisztoldgiail szempontbdl a melanomdkat a fentebb ismertetett négy
alcsoportba soroljuk (SSM, NM, LMM, ALM), ezeket a melanoma genetikdjival
foglalkozé irodalomban eddig alig néhany kozleményben kiildnitették el, azonban a
melanoma altipusok genetikai kiilonbségeinek fontossdgidt ma mar kezdik felismerni (13,
14).

A bér melanoméja a legagresszivebb humén daganatok k&zé tartozik, ha kezelését
elhanyagoljdk, gyakorlatilag valamennyi melanoma képessé valik metasztazis(ok)
kialakitdsdra. Az elérehaladott vagy disszemindlt tumorok adjuvans terdpiat igényelnek, ez
azonban, az intenziv kutatadsok ellenére, még mindig messze nem kielégitd, és a betegek
jelentds tobbsége a metasztazis kdvetkeztében halmegq.

A tavoli szovetek sikeres kolonizdldsdhoz a metasztatikus sejtnek be kell jutni a
véraramba, tul kell élnie a kiinduldsi helyéhez képest gydkeresen megvaltozott

koriilményeket, és a megfeleld szovetben ki kell tapadnia, majd osztddnia kell. Ha a
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daganatselt ezen lépések barmelyikén nem képes tiljucni, metasztdzis nem Jdhet létre. A
még nem metasztatizdlt, de mér minimalis invazids képességet mutacd daganatok
megallitdsdra az egyetlen biztos mdd olyan dgensek alkal mazdsa lehetne, melyek magukat
a metasztatizdlni képes sejteket elimindljdk. Ahogy a legtdbb daganatndl, a melanoménal
sem &ll egyeldre rendelkezésre ilyen terdpia. Ennek oka, hogy a daganatprogresszid,
kiilondsen a nem-invaziv-invaziv hatar atlépésének bioldgiai markereit még pontosan nem
ismerjik.

A daganat keletkezésének pontos mechanizmusa maig tisztdzatlan, annyi azonban
bizonyos, hogy a tumor kiinduldsédt képezd seijt/sejtek Ordkitdanyagadban olyan valtozdsok
kovetkeznek Dbe, melynek eredményeként a sejt elveszti kontrolljadt a sejtciklus
szabdlyozdasa felett, megallithatatlannak tlind osztddasnak indul, mikdzben tjabb-, és Gjabb
mutacidkat szerez, tovadbb novelve ezzel a genom instabilitdsét. Ez az instabilitds a legtSbb
szolid tumorban mind kromoszdémélis-, mind génszinten megnyilvanul (15). Az 1. dbra a
melanoma kialakuldsdnak és progresszidjanak kiilonbozd lépéseiben eddigl ismereteink
szerint szerepet Jécszd kulcsfontossdgl kromoszdéméalis 1dkuszokat és géneket foglalja Ossze

(14).

9p21

braf 6q, 11q, 1p36, 7q
IR e
B G @ >
1p36 —>l<— 10q / pten

> =

6q

pten

1. abra Melanoma-progresszio modell. NMC: normdl melanocita; DP S: feltételezett
diszplasztikus prekurzorsejt; RGP: radidlis novekedési fdazis; VGP: vertikdlis novekedési fazis;
MSZ: metasztatikus szorodds.

A melanoma kialakulasaval és invazidjaval leggyakrabban az 1p, 69, 79, 10g és 11g
kromoszdémakarokon lokalizdldédd, Joérészt még azonositatlan tumor-szuppresszor és

metasztazis—szuppresszor (azaz a tumor keletkezést nem, de a metaszdzis kialakuldséat
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gatolni képes) géneket hoztdk Osszefiiggésbe (16). Ezek kozil eddig a 9p2l1 ldékuszon
elhelyezkedd inkda (cdkn2a) ciklin-dependens-kindz inhibitor gén szerepe tiinik
egyértelmiinek mind sporadikus, mind familidris melanoméban. A 9p21 régid és a 10-es
kromoszdéma hosszl karjanak elvesztése feltételezhetfen a melanoma-progresszid korai
szakaszdban Jjatszik szerepet (16). A radialis és vertikdlis ndvekedési fazis kozdtti
dtmenetben a 69 és a 11gq karoknak tulajdonitanak jelent8séget, mig az 1p36 ldékuszon
megfigyelt delécié és a 7q karon észlelt amplifikdcié a legutolsd szakaszra jellemzd

genetikai eltérés (16).

A melanoma-progresszio sordn bekovetkezo genetikai vdltozdsok
Korai események

Normdl sejtekben a CIKLIN-D1 fehérjével komplexet képzé CDK4 és CDK6
fehérjék foszforildljdk a retinoblasztéma fehérjét (pRB), ezdltal lehetdvé teszik a sejt
belépését az S-fazisba. A 9p21 kromoszdéma régién elhelyezkedd inkda gén &ltal kédolt

INK4: P . . .
plé ! fehérje ehhez a komplexhez kotddik és inaktivalja azt, aminek eredményeként a

sejt nem képes tlljutni a G1 fazison és belépni a szintézis szakaszdba. Ha a pl 6INK4a
fehérje hibéds, vagy hidnyzik, a sejt akkor is belép az S-fazisba, ha a sejt normdal
mikodéséhez szilkséges javitd mechanizmusok még nem fejezbddtek be. A melanoma
csaladi halmoz6dasat mutatéd esetekben taldlt cdkn2a germinalis mutdcié - kiilldndsen az
ink4a kédolésédért felelds exont érinté — egyértelm bizonyitékot szolgdltatott arra, hogy a
pl 6INKa fehérje fontos szerepet tdlt be a melanoma szuppressszidjdban (17,18). A 9p2l-es
lékuszon, az Inkda génnel szoros kapcsolatban helyezkedik el egy masik tumor-
szuppresszor gén is, az arf (pl4) (mindkettét a cdkn2a régié kédolja alternativ leolvasési
keretben), mely szintén fontos szerepet jdtszhat amelanomdk kialakulasaban (19).

Szamos daganatndl  heterozigdtasdg-vesztés vizsgdlatokkal (LOH) gyakran
megfigyelték a 10g24—gter 1dkusz delécidjdt (20-22). A 10-es kromoszdma hosszukarjanak
hidnyadt a sporadikus melanoma progresszidjadval hoztdk kapcsolatba (23, 24). Ezen a
kromoszéma ldékuszon taldlhaté a pten/mmacl gén, melynek transzkripciéjst a TGF-B
downreguldlja. Egy ilyen tenzin-homoldg régid és foszfatdz domén kombindcid, mint a
PTEN/MMAC1, illetve ennek jelenléte a citoplazmaban, olyan fehérjére utal, mely

specifikusan képes az aktin filamentumokhoz kétddni a fokélis adhezids helyeken, és

defoszforildlhatja az integrineket, a fokalis adhézids kindzokat, és a fokdalis adhézids
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komplexben Jjelen 1évé SRC fehérjét, vagy ndvekedési faktor receptorokat, ezdltal szerepe
lehet a seftndvekedés, az invazid, az angiogenezis, és a metasztazis szabdlyozdsdban (25).
A melanoma kialakuldsdban a braf onkogén szerepére egyre tobb kisérletes adat
létezik. A gén mutacidit a melanomdk és melanoma sejtvonalak 60-70%-ban sikeriilt
kimutatni (26). A mutacidé lehetséges szuppresszidja siRNS-sel, valamint a RAF-utvonalat

befolydsold hatdanyagok felfedezésével aterdpia Uj lehet8ségét jelentheti.

A radidlis és vertikdlis novekedési fdazis kozotti dtmenetben szerepet jdtszo kromoszomdlis
régiok

A 6-0s kromoszdma hosszukarjdnak delécidjardl gyakran szdmolnak be vastag
primer melanomédk és melanoma metasztdzisok analizisét kovetbden (27). Megfigyelték,
hogy a kromoszdémadefektust mutatd, erdsen tumorigén humédn melanoma sejtvonal
settjeibe normdl 6-os kromoszdédmét bejuttatva a fenotipus dramaian megvéltozik, a
transzfektdlt melanomasejtekben helyredll a kontakt—gétlas, és a sejtek nem képesek tdbbé
tumor létrehozasara nude egérben (28). Ennek magyardzatdul szolgdlhat, hogy a 6q21
régién lokalizalédik az aiml (absent in melanoma 1) gén, melynek teméke hasonld az
aktin—ko&td fehérjékhez, ami azt sugallja, hogy hatdsét a citoszkeletonnal térténd interakcidn
keresztil érvényesiti (28). Ugyanennek a kromoszdménak a rovidkarjadn taldlhatd egy
masik lehetséges metasztdzis-szuppresszor gén, az mda-6/waf], mely az univerzalis CD K—
inhibitor p2 lMDA6/WAF1 fehérijét kédolja. Az mda-6 mRNS és fehérje expresszidia szamos
tumorndl forditott ardnyban 4ll a metasztatizdld képességgel (29).

A  regiondlis és a méar szdérddott metasztatikus melanoméknak mintegy
egyharmadédban a 11g23—-gter régié delécidjat tapasztaltdk (30). Tobb kutatdcsoport is
kapcsolateot figyelt meg a 11-es kromoszdéma hosszukarjanak dtrendezd8dése és a melanoma
rossz progndzisa, illetve a melanoma agyi metasztdzis képzése kozdott (31,32). Szintén a
ll-es kromoszéma hosszukarjan taldlhatd a firozindz gén, melynek miik&édése kritikus a
melanocitdk normdl funkcidjdhoz (33), igy majdnem biztosra vehetd, hogy részt vesz a
melanoma progresszidjdban.

Az RGP-VGP dtmenetben feltételezheten ugyancsak szerepe van a ras onkogénnek,
bar erre vonatkozdan ellentétes véleményekkel is taldlkozhatunk (34,35). A
napsugarzasnak kitett bérfeliileten keletkezett 1ézidkndl gyakran megfigyelték a ras

onkogén mutacidjdt, ami az ultraibolya sugdrzds és a gén aberricidja kozotti kapcsolatra

13



IRODALMI ATTEKINTES

hivija fel a figyelmet (35). Ball és mtsai. invaziv melanomak 38 %$-anal ras mutécidt

mutattak ki (36).

A progresszio késoi fdazisanak genetikai torténései

A melanoma genetika kutatdsdnak kordbbi szakaszdban a legelterjedtebb technika a
heterozigdtasdg-vesztés vizsgdlat volt, igy érthets, hogy a legtdbb eltérést delécidként
tartjuk szdmon. Amplifikdcidra is akad azonban példa: a melanoma-progresszié késdi
eseményeil kO6zé sorolhaté a 7-es kromoszdéma egészének, vagy bizonyos régidinak
megtdbbszdrdzddése, ami az ezen a kromoszéman kddolt metasztdzis kialakuldst eldsegitd
gén Jjelenlétére utal (16,37). Ezen a kromoszdémdn taldlhatd legismertebb onkogén az
epidermdlis novekedési faktor-receptor (EGF-r) kédolaséért felelés gén, melynek szerepe
melanomédkban még nem pontosan tisztdzott.

A  melanoma kialakuldsdval és progressziéjaval elséként kapcsolatba hozott
kromoszdémdalis régidé az 1p36 volt (38), bar az ezt kdvetd vizsgdlatoknak nem minden
esetben sikeriilt ezt aldtdmasztani. Fluoreszcencia in Sifu hibridizaciéval az 1g32-qg41l
1ékuszra lokalizdlt kiss-1 génrél rendelkezésre 4116 adatok azonban mar egyértelmiibbek és
arra utalnak, hogy egy melanomdban fontos metasztdzis—szuppresszor génnel allunk
szemben (39).

Az eddig bemutatott Utvonalak és gének a melanoma familidris és sporadikus
eseteinek csupdn egy részében jétszanak szerepet, jelezve, hogy tovabbi gének léteznek,

melyek alapvetd fontossdguak a melanoma kialakuldsdban és progresszidjdban.
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3. CELKITUZESEK

A Ph.D. dolgozatot megalapozo kisérletes munka célkitiizései:

3.1.

3.2.

3.3.

Eltérd biologiai viselkedésii primer melanomadk interfdazisos FISH analizise

kromoszoma centoméra- és c-myc gén-specifikus DNS szonddkkal

Kordbbi CGH eredményeinkre tdmaszkodva vizsgdlataink elsédleges célja a
primer és metasztatikus melanomdk jelentds részében amplifikdciét mutatd
8g22-qgter régidn lokalizdldédd c-myC onkogén szerepének részletes vizsgalata

felszinen terjedd és noduldris melanoma altipusokban és azok metasztizisaiban.

Az aneuploidia, valamint a cMyYC onkogén szadmbeli alteracidi és a primer

tumorok klinikopatoldgiai paraméteri k6zotti kapcsolat elemzése.

Egy uj, metasztazisképzéd humdn melanoma sejtvonal eltéréseinek komplex

genetikai analizise

Felszinen terjeddé melanomdbdl szarmaztatott sejtvonal (M35/01) és a primer

tumor genetikai aberrdciéinak Osszehasonlitdsa kromoszdmélis CG H-el.

A sejtvonal szdmbeli és strukturdlis eltéréseinek részletes analizise kiillonbozd

felbontdst FISH mddszerekkel és array-CGH technikaval.

Primer melanomdk és melanoma metasztazisok cDNS alapi array vizsgdlata

cDNS-alapl array vizsgdlatok ugyanabbdl a betegbdl szadrmazd primer és

metasztatikus tumorok genetikai eltéréseinek Osszehasonlitasa.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Melanoma szovetmintak

A dolgozatban szerepld humédn melanoma szOveteket a Debreceni Egyetem, Orvos és
Egészségtudomanyi Centrum Bdérgydgyaszati Klinikdjardl és az Orszagos Onkoldgiai
Intézet Bérgydgyaszati Klinikajardl (Budapest) szereztilk be az intézetek etikai
bizottsdgainak jévahagyasat kdvetden. Minden betegnél biopszidval igazolt diagndzis allt
rendelkezésre, melyet a DE OEC BOrgydgyaszati Klinika és az Orszdgos Onkoldgiai
Intézet szovettani laboratériumaiban Aallapitottak meg. A betegek a primer tumor
eltdvolitdsa elétt, egy kivételtdl eltekintve, nem kaptak sem kemoterdpidt, sem

sugérkezelést. A daganatok klinikopatoldgiai jellemz Sit a 2. tdbldzatban foglaltuk Sssze.

2. tablazat Primer melanomdk klinikopatologiai paraméterei

Noduldris melanomadk

Minta szima  Nem Kor  Lokalizdci6  Breslow-vastagsdg Clark szint TNM-besorolas

1, Im* F 60 labszar 1,50 v T2aNOMO
2,2m F 79 csipd 12,00 v T4bNOMO
3,3m F 39 hat 13,00 A% T4bNOM?2
4, 4m F 40 vall 3,00 111 T3aNOMO
5,5m N 62 has 40,00 A" T4bN2bMO
6 N 46 derék 8,00 v T4bNOMO
7 F 76 1ab 4,00 VvV T3bNOMO
8 F 58 mellkas 5,00 v T4bNOMO
9 F 68 torzs 8,00 v T4bNOM3
10 F 63 torzs 8,00 A% T4bNOMO
11 N 86 labszar 6,20 II-1v T4bNOMO
12 N 45 b 7,50 Il T4bNOMO
13, 13m N 23 fejbor 10,00 v T4bN2bMO
14 F 73 kar 4,00 v T3bNOMO
15 F 73 mellkas 3,20 111 T3aNOMO
16 F 51 mellkas 14,00 v T4bNOMO
17 N 58 labszar 6,10 v T4bN1aMO
18 F 80 hat 6,10 111 T4aN2aMO
19 N 40 kulcscsont 5,00 v T4bN?M3
20 F 49 - 4,70 v T4aNOMO
21 F 57 vall 4,70 111 T4bNOMO
22 F 32 arc 11,00 v T4?NOMO
23% F 58 hat 9,00 v T4bNOMO
24 F 60 kar 11,00 v T4bNOMO
25 N 85 labszar 4,00 v T3aNOMO
26 F 72 - 4,70 v T4aNOMO
27 N 52 térdhajlat 2,90 111 T3aNOMO
28 N 50 csukld 2,00 v T2aNOMO

a: metasztdzis; az azonos szamok ugyanarra a betegre utalnak.
b: nincs adat
*: a beteg a primer tumor eltdvolitdsa elott DTIC kezelést kapott

16



ANYAGOK ES MODSZEREK

2. tablazat Primer melanomdk klinikopatologiai paraméterei (folytatds)

Felszinen terjedd melanomdk

Minta szima Nem Kor Lokalizaci6  Breslow-vastagsdg Clark szint =~ TNM-besorolas

29, 29m N 70 labszar 2,60 v T3bNOMO
30, 30m F 43 has 4,00 v T3bNOMO
31,31m F 59 torzs 11,00 v T4bNOMO
32,32m N 24 labuyjj 1,50 11 T2aNOMO
33, 33m F 44 labszar 12,00 v T4bN1aMO
34, 34m F 58 lapocka 5,10 v T4bN3bM1
35 F 80 torzs 6,00 v T4aNOMO
36, 36m F 54 has 6,00 v T4bNOMO
37 F 28 csipd 1,70 v T2bNOMO
38 F 60 torzs 2,50 v T3bNOMO
39 F 69 maxillaris régié 0,40 II T2aNOMO
40 F 51 vall 1,95 v T2aNOMO
41 F 38 torzs 1,20 111 T2aNOMO
42 N 66 vall 2,70 v T3aNOMO
43 F 48 eml6bimbd 3,10 111 T3bNOMO
44 N 77 arc 1,30 II-1v T2bNOMO
45 N 51 nyak 6,00 v T4bNOMO
46 F 39 torzs 4,00 v T3aNOMO
47 N 80 csuklo 3,10 v T3bNOMO
48 N 54 hat 0,70 11 T1aNOMO
49 N 72 fej 6,00 \" T4bNOMO
50 N 49 hat 0,30 II T1aNOMO
51, 51m N 53 sarok 3,60 111 T3bN1bMO
52 F 55 hat 2,40 v T3bNOMO
53 N 69 talp 2,80 v T3bNOMO
54 N 68 lab 0,50 111 T1aNOMO

a: metasztdzis; az azonos szamok ugyanarra a betegre utalnak.
b: nincs adat

A tumorok stddium- és a vastagsdg-besoroldsét az Gj melanoma-TN M klasszifikdcié
alapjan végeztik (12). Mivel az analizdlt melanomédk Jjelentds részének eltdvolitdsa 2002
eldtt tortént, amikor még nem szamitott alapkdvetelménynek a daganathoz legkdzelebbi
nyirokcsomd stdtuszanak megallapitdsa, a tumorok egy részénél a TN M-osztidlyozas nem
teljes, ezt atdbldzatban Jeldltiik.

A melanoma szdvetek toObbségét felhaszndldsig fagyasztédfolyadékba (Cryomatrix,
Shandon, PA, USA) agyazva —86°C-on taroltuk; néhany esetben formalin-fixalt, paraffinba
agyazott szdvet &llt rendlelkezéslinkre. A friss vagy fagyasztott tumorokbdl lenyomat-—
prepardtumokat vagy sejtszuszpenzidt készitettiink; a formalin fix4lt szdvetekbdl standard
protokoll alapjan nyertiik ki a sejteket (40). A hibridizdciékhoz minden esetben egészséges

donorbdél szarmazd limfocita kontrollt haszndltunk. A limfocitdkbdl rovid tenyésztés és
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kolcemid-kezelést kovetden az irodalomban ismertetett protokoll alapjan metafdzisos és

interfazisos magokat egyardnt tartalmazd prepardtumokat készitettiink (41).

4.3. Sejttenyésztés

Az M35/01 sejtvonalat 10% magzati borji szérumot tartalmazé RPMI 1640
médiumban (GIBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA) tenyésztettiik
(37°C, 5% CO3). Az egyrétegben névd sejteket 0,2 $—0s tripszin/EDT A oldattal kezeltiik
(0,53 mM, Sigma Aldrich Co., Munich, Németorszcig), majd foszfat pufferes fizioldgids
séoldattal (phosphate buffered saline: PBS) mostuk (pH: 7,2). Ezt kdvetden a sejtek egy
részébd&l DN S-t prepardltunk fenol-kloroform—-izoamilalkohol (25:24:1) extrakciéval CGH
analizishez, a sejtek méasik részét hipotdnids kezelést kdvetben metanol:ecetsav 3:1 ardnyu
keverékével fix4ltuk FISH analizishez. A sejtvonalbdél standard protokoll alapjan
kromoszdédma prepardtumot  készitettiink a kromoszdémafestd szondékkal torténd

hibridizadcidhoz (41).

4.4. Fluoreszcencia in situ hibridizacio
4.4.1. Kromoszéma- és gén-specifikus DNS-szondak

FISH vizsgédlatainkhoz centroméra—, 1ékusz-specifikus, valamint teljes
kromoszdémafesté6 DNS-szonddkat alkalmaztunk. A centroméra-specifikus szondakat
részben a Vysis (Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA) cégtél vaséaroltuk, részben magunk
prepardltuk a Bari-i Egyetemtdél kapott baktérium kldénokbdl a V-gene (V—gene
Biotechnology Ltd., Hangzhou, Kina), vagy a Qiagene (Qiagen Inc., CA, USA) plazmid-
preparald kitek segitségével. A c-myc (8924.12-g24.13) 1lokusz-specifikus szondat a Vysis
cégtél szereztiltk be. Az M35/01 sejtvonal karakterizaldsdhoz alkalmazott szondék (Ip36,
egr-1) a Qbiogene (Qbiogene GmbH, Heidelberg, Németorszdg), illetve a Vysis (egf-r,
cyclin-D1, 9p21, Rbl) cégtél szarmaztak. A kiilénbszé kromoszémék (2, 4-7, 11, 13, 15,
20-22), illetve a 6p2l régid-specifikus szondakat szintén a Qbiogene, vagy a Vysis
cégekt8l szereztitk be. A DNS-szonddk Jelzése direkt (SpectrumGreen dUTP és
Fluoreszcein dUTP, TexasRed és SpectrumRed dUTP, VySiS Inc.), vagy indirekt Jjelzett
nuklectidokkal (bictin-dU TP és digoxigenin-dUTP, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Németorszdg) nick-transzlaciéval tértént a gyartd cég lefrdsédnak megfelelden (BioNick kit,

GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, USA). A bictinnal médositott DNS-szondakat Texas
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Red- vagy Fluoreszcein-avidinnel (Vector Laboratories Ltd., Peterborough, Nagy-
Britannia), a digoxigeninnel médositott DNS-szondékat monoklondlis antitestekkel (anti-
digoxigenin—fluoreszcein vagy antidigoxigenin-rhodamin, Vector Laboratories Ltd.),
indirekt immun—-fluoreszcencidval tettilk 1ldthatéva az irodalomban leirtaknak megfeleléen

(24).

4.4.2. FISH hibridizaci6

A FISH-t az irodalomban leirt protokoll alapjan, kisebb mdédositidsok alkalmazasaval
végeztiik (24). Roviden: a térgylemezen rogzitett, fixdlt sejtmagokat és
kromoszémaprepardtumokat denaturdlé oldatban (70 $ formamid/2xSSC, pH: 7,0) 75°C-
on 2,5-5 percig denaturdltuk, a sejteket emelkedd koncentracidja (70 %, 85%, 100 %) hideg
etanolban dehidrdltuk (2 perc kildn-kiiloén), majd levegédn megszaritottuk. A
tumorszdvetbdl késziilt lenyomat-prepardtumokat a denaturdcié elétt 3 percig 95° C-on
50 $glicerol/0,1% SSC oldatban elbkezeltik a DN S-szonddk  penetracidjanak
megkodnnyitése érdekében. Centroméra-specifikus szonddkndl a hibridizdcidés elegy
mintdnként 4-20 ng DN S-szondét és 10 ng jeldletlen hering sperma DN S-t, 10 % dextrdn—
szulfatot, 50 $ formamidot és 2xSSC-t Sigma-Aldrich Co.) tartalmazott. A hibridizaciés
keverék denaturdlasdt 73C°-on 5 percig végeztiik. A hibridizdcié nedves kamraban 37° C-
on tortént egy éjszakdn &t. A nem kdotddott DN S—-szonddk eltavolitdsdra mosdoldatot (50 %
formamid/2XSScC, 45°C, 3x10 perc), majd 2xSSC oldatot (10 perc) haszndltunk. A
hibridizdlédott szondékat a 4.4.3. részben lefrtaknak megfeleléen detektdltuk. A sejtmagok
Jelzésére antifade-ben oldott diamino-fenilindolt (DAPI, kék fluoreszcencia), vagy
propidium-jodidot (PI, vo&rds fluoreszcencia) alkalmaztunk (Vectashield, Vector

Laboratories Ltd.).

4.4.3. Fluoreszcens mikroszkopia

A FISH eredményeket Zeiss Axioplan fluoreszcens mikroszképpal (Carl Zeiss, Jena,
Németorszdg) értékeltiik (100 x nagyitds (NA 1.3) olaj-immerzids objektiv). A gerjesztd
fény (fényforras: 100 W teljesitményl higanygdz-ladmpa) hulldmhosszit megfeleld optikai
szlrdk alkalmazéasdval valasztottuk meg. Emisszids szlrdédnek a Pinkel-féle harmas
emisszids filterblokkot haszndltuk, ami alkalmas a kéken fluoreszkdld, sejtmagot jelzd

DAPI, a z6lden fluoreszkald fluoreszcein és SpectrumGreen, a vOrdsen fluoreszkald
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TexasRed és SpectrumRed, valamint az ugyancsak magfestést szolgdld vordsen
fluoreszkdld propidium—jodid megjelenitésére. A fluoreszcens képek rdgzitésére a
Metasystems (Metasystems GMBH, Althlusseim, Németorszdg) altal forgalmazott
képanalizdld rendszert alkalmaztuk. A fluoreszcens képek rogzitése automatikus
expozicids iddvel tortént. Minden esetben 100-300 sejtmagot, illetve a festé-szondak
hibridizdciéjat kdvetden 20-25 metafdzist értékeltink. A hibridizdcié megbizhatdsidganak
ellenérzésére kisérleteinkben kontrollként egészséges egyén periférids vérébdl prepardlt
limfocitdkat alkalmaztunk. A tumormintdk hibridizdciéjdt csak akkor értékeltiik, ha a
kontroll hibridizdcid sordn a diploid setek ardnya 95 $-ndl magasabb volt.

Kromoszoma-index: A  kromoszéma-indexet  (8sszes  fluoreszcens — szignal
szdma/értékelt sejtmagok szama) tekintettilk a kromoszdma képiaszdm kvantitativ
mérdészamanak. A kdépilaszdm kategdridk az adott mintdban legnagyobb ardnyban (> 50 %),
vagy Jelentds ardnyban (20-50 %) megtaldlhatd sejpopuldcidt tiikrdzik (41). Egy adott mintat
akkor tekintettiink poliszé midsnak, ha az értékelt sejtek tobb mint 15 %—-dban tobb mint két
autoszédma—specifikus szigndl volt jelen; monoszémidsnak ha a sejek tébb mint 10 $-a egy
autoszé ma-specifikus jelet tartal mazott.

Génamplifikcicio’: A kisérleteinkben vizsgdlt gének amplifikdciéjdnak mértékét
Kraehn és mtsai. szerint definidltuk. Abban az esetben tekintettiik emelkedettnek a c-myc
gén kdépiaszdmat a 8-as kromoszdéma centromérdhoz (C8) viszonyitva, ha az adott minta
sejtjeinek >25 $-4dban extra cMmycC koépiat talaltunk (42). A 8-as centromérahoz viszonyitott
c-MYC extra képia-tartomédny kiszdmitdsdhoz az x = cMYC szigndlok szdma/C8 szigndlok
szdma (a vizsgalt minta Osszes sejtiében) Osszefliggést alkal maztuk. “Nem-amplifikdltnak"
azokat a mintdkat tekintettiik, ahol ez az ardny < 1,5. Azokban a daganatokban, melyeket
az “amplifikdlt” csoportba soroltunk, a c#1yc/C8 ardny elérte vagy meghaladta az 1,5-6t;

nagyfokunak tekintettiik az amplifikdcidt, ha az elébbi ardny meghaladta a 3, O-at.

4.5. Spektralis kariotipus analizis (SKY-FISH)

A spektralis karictipizdlast az irodalomban leirtak szerint a QBiogene Molecular
Cytogenetics  (Németorszdg) koézremikddésével végeztiik: 4ramlési citométerrel
szortirozott human kromoszémdkbdl polimerdz lancreakcidval eldallitott kromoszdma
specifikus konyvtérak jelzése kdzvetleniil 5 kiilonb6zé festékkel (FITC, Rhodamine, Texas
Red, Cy5 és Cy5.5) tortént, majd mind a 24 kromoszdma-specifikus szondét egyidejlleg

metafidzisokhoz hibridizdltuk. A lemezek mosdsa utdn a DNS-tartalom megjelenitéséhez

20



ANYAGOK ES MODSZEREK

antifade-ben oldott DAPI-t haszndltunk. A k{ilonbdzd spektrumok kozdétti elkiildnités
SD300 spektralis bio-imaging rendszerrel valésult meg Applied Spectral Imaging Ltd,
Migdal Ha ’emeg, Izrael). n rendszer Sagnac interferométer segitségével lehetévé teszi a
teljes léthatd fényspektrum pixelenkénti mérését. A felvételeken a kiilonbozd
spektrumoknal és a hasonlé spektrdlis tulajdonsdgokkal bird valamennyi pixelnél az
dtmeneti szinek elkiilonitésére klasszifikdcids algoritmust haszndlt. A DAPI kép rogzitése
kilon tortént, a kromoszdédmék azonositdsdhoz a DAPI-sdvozds szolgdlt alapul. A

kromoszdémékat ezt kdvetden a rendszer automatikusan kariotipus téblazatba sorolta (43).

4.6. Komparativ genomialis hibridizacié (CGH)
4.6.1. Kromoszomalis CGH

A DNS hibridizadciét Kallionemi és mtsai. (44) &ltal leirt mdédon végeztiik, kisebb
mddositdsokkal, az aldbbiak szerint. A tumorbdl és egészséges egyén periférids
mononukledris sejtjeibdl szadrmazd normdl DNS-t fenol:kloroform:izo—amilalkohol
(26:25:1) oldattal extrahdltuk proteindz—K kezelést kdvetden, standard protokoll alapjan. A
DNS mintdk koncentrdciéjét fluori méterrel hatdroztuk meg. A tumor és normdl DNS-t
nick-transzlacidval, Spectrum Green-12-dUTP-vel, illetve SpectrumRed-5-dUTP-vel
megijeldltiik a gyartd (Vysis Inc. Downers Grove, IL USA) protokollja alapjan. A kisérleti
korliilményeket ugy allitottuk be, hogy a Jjelzett DN S fragmentumok hossza 300 és 2000
bazispar kozott legyen. A 200 ng jelzett tumor vagy normal DNS-t és 20 g jeldletlen
huméan Cot-1 DNS-t (GIBCO) tartalmazé DNS keveréket 1 térfogat 0,3 M néatrium—
acetéttal (pH: 5,3) és 100 $—o0s hideg etanollal kicsaptuk. A DNS-t levegdn megszaritottuk
és 10 Ul hibridizaciés oldatban (50 % formamid, 10 % dextran-szulfdt, és 2xSSC (1xSSC
0.15 M NaCl, 0.015 Na-citrd, pH: 7.0)) feloldottuk. A hibridizdciés elegyet 73°C-on 5
percig denaturdltuk, majd 37° C-on 30 percig &llni hagytuk (preannealing 1épés). A normdl
kromoszémakat tartalmazé CGH lemezeket (Vysis Inc.) 73°C-on 3-5 percig denaturaltuk,
majd emelkedd koncentraciéji etanol sorban (70%, 85%, 100%) dehidraltuk. A
hibridizdcids elegyet targylemezre cseppentettiik és légmentesen lezartuk. A hibridizacid
37°C-on 72 ¢érédn & nedves kamrdban tortént. A hibridizdciés lemezekrdl a nem
hibridizdlédott DNS-t hibridizdlé-mosdoldat segitségével eltdvolitottuk (50 % formamid,
2xSSC, pH: 7,0), majd kétszer 2xSSC-ben (pH: 7,0, 45° C), ezt kdbvetbden egyszer 2xSSC—

ben, és kétszer PN-pufferben (0,1 M NaHpPO4, 0,2 M Nap HP O4, Nonidet P40, pH: 8,0,
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szobahédmérséklet, 10 perc) mostuk, majd a lemezeket ultratiszta vizben ledblitettiik és
levegdn megszaritottuk. A sejtmagokat antifade-oldatban (Vysis Inc.) oldott 0,15 HLg/ml
D API-val festettiik. A CGH eredmények validdldsdhoz negativ kontrollként kiilonbozd
Jelzési normdl-normdl D N S-t, pozitiv kontrollként SpectrumGreen-dUTP Jelzett, az
irodalomban elfogadott, részletesen Jjellemzett MPE-600 emlétumor sejtvonalat és

SpectrumRed jelzett norm&l DN S-t hasznaltunk.

4.6.2. Digitalis képanalizis

A CGH hibridizdcié értékelésére Zeiss Axioplan fluoreszcens mikroszképhoz (Carl
Zeiss, Jena, Németorszdg) kapcsolt szamitdégép-vezérelt kvantitariv képfeldolgozd
rendszert alkalmaztunk (ISIS, Metasystems GmbH). A fluoreszcens képek rdgzitése
(mintdnként 8-10 metafdzis) monokrém CCD kamerdval tortént (Compulog, IMAC-CCD-
230, 8 bit felbontdas, Metasystems GmbH). Minden metafédzisrél 3 fluoreszcens képet
rogzitettiink: a kék fluoreszcencia a kromoszéméak azonositdsdra szolgdl (D API festés); a
z6ld fluoreszcencia a hibridizdlédott tumor D NS-tél, mig a piros fluoreszcencia a
hibridizdlédott normdl D NS-tél szdrmazik. Automatikus héattérkorrekciét kovetben a
D API-sdvozas alapjan megszerkesztettilk a kromoszéméak kariogramijét. A kromoszdméalis
eltérések meghatarozasa a z06ld és vords fluoreszcencia intenzitdsok aradnya alapjan tortént.
Az egyes kromoszdma-profilokat &tlagolva az adott tumorra Jellemz$ &tlag eltérések
térképét kaptuk meg. Az irodalomban leirt definicidé szerint DNS tobbletnek azokat az
eltéréseket tekintettilk, melyeknél a z0ld/vords fluoreszcencia intenzitdsarany >1,15; DNS
vesztésnek pedig azokat, melyeknél ez az ardny <0,85. Ezeket az un. diagnosztikai
hatérértékeket normél-normdl hibridizdcidk atlagértékeibdl hatdroztuk meg (44). Mivel a
hibridizdcié sordn haszndlt Cot-1 DNS a kromoszémék centroméra kdzeli heterokromatin
régidjat blokkolja, ezeket a kromoszdmaszakaszokat a CGH analizisben figyelmen kiviil

hagytuk.

4.6.3. Array-CGH

Az M35/01 sejtvonal array-CGH vizsgdlatdt a teljes humén genomot lefedd 2460
BAC (bacterial artificial chromosome: mesterséges bakteridlis kromoszéma) klént
tartalmazéd krémlemezen végeztilkk a Kaliforniai Egyetem Comprehensive Cancer Center

intézetével egyiittmiikddésben (University of California, San Fransisco, USA). A tobbi
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array-CGH kisérlethez 12300 cDNS elemet tartalmazé chipet haszndltunk, ez utdbbi
kisérleteket a Biomedicum, Biochip Center intézetében (Helsinki, Finnorszdg) végeztiik el.
A BAC- és a cDNS-alapu array kisérletek kivitelezése megegyezik, roviden: 1 ug teszt és
referencia (Promega, Madison, WI, USA) genomidlis DN S-t random-priming mddszerrel a
Bioprime Labeling Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével Cy3 dUTP-vel vagy
Cy5-duTP-vel (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) megieldltiink a
gyartd haszndlati it mutatdjdt kovetve. A be nem éplilt nuklectidokat a Qiagen QI Aquick
PCR Purification Kittel (Qiagen, Valencia, CA, USA) eltévolitotuk. A jeldlt teszt és
referencia DNS-eket Cot-1 DNS (Roche, Indianapolis, IN, USA) -elenlétében etanollal
kicsaptuk. A kicsapott D N S-t hibridizdcidés pufferben (50% formamid, 10% dextran—
szulfét, 2xSSC, 4% SDS, és 10ug/ul élesztd tRNS) Ujra feloldottuk. A prébakat 72°C-on
10 percig denaturdltuk, majd 37°C-on 1 déraig inkubdltuk a jeldlt DNS-ek jobb koétédése
érdekében (preanneling). A hibridizdcids keveréket az array-en 48 déran & 37°C-on
hibridizdltuk. A lemezeket ezt kovetdéen 50% formamid/2xSSC oldatban 45°C-on 15
percig, 2xSSC/0,1%SDS oldatban 45°C-on 20 percig, végil 0,1 mol/L natrium-foszfat
puffer és 0,1 % Nonidet P-40 keverékében 10 percig mostuk. A BA C-array-eket DAPI-val
jeloltiik.

A BAC array-CGH felvételeket Cy3, Cy5 és DAPI szlrdvel elldtott CCD kameraval
rogzitettiik. A kapott képek feldolgozdsa a SPOT 1.2 és SPROC 1.1.1 szoftvercsomaggal
tortént. A 0,5 értéknél nagyobb, illetve -0,5 értéknél kisebb Log2 értékeket tekintettiik
kromoszdéméalis tébbletnek, illetve hidnynak (45).

A cDNS array-CGH lemezeken a targetek fluoreszcencia intenzitasat konfokdélis
lézer szkennerrel rogzitettiik és DEARRAY szoftver segitségével elemeztiik (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA). n nhattérkorrekcié utén minden elemre a teszt—-DNS
dtlagintenzitdsét elosztottuk a megfeleld klén kontroll hibridizdcids &tlagintenzitdsaval. A
génkodpiaszam analizishez a kapott hdnyadosokat az array-en taldlhatd Osszes target
kalibraciés hadnyados—eloszldsa alapjan normalizdltuk. A gyenge mindségl hibridizacids
Jeleket (a 100 fluoreszcens egységnél kisebb referencia intenzitdst kdépiaszdm adatok) az
elemzésnél figyel men kiviil hagytuk, és ezeket hidnyzé adatokként kezeltiik. A kdpiaszam
emelkedés/csdkkenés meghatdrozdsdra a fluoreszcens hanyadosok eloszlasdt haszndltuk.
Az 1,2-nél nagyobb értékeket amplifikdcidnak, mig a 0,8-nél kisebb értékeket delécidnak

tekintettiik (46).

23



ANYAGOK ES MODSZEREK

4.7. Statisztikai analizis

Az egyes melanoma altipusok kozotti dtlagos kromoszdma kdpiaszédm/sejt kdzdotti
eltérést a két-mintds Wilcoxon rank-sum (Mann-W hitney) teszt segitségével elemeztiik. A
kiilénbdzdé altipusba tartozd mintdk kozdtti cimyc képiaszadm eltérések és cmyc/C8 arany
Osszehasonlitdsahoz a Fisher-féle egzakt tesztet  alkalmaztuk. Statisztikailag

szignifikdnsnak a p=0, 05 alatti értékeket tekintettiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. A c-myc onkogén amplifikaciéjanak vizsgalata nodularis és felszinen terjed6 primer
melanomakban és melanoma metasztazisokban

Intézetiinkben kordbban végzett kromoszdédmélis CGH vizsgdlatok eredményei szerint
primer melanomék kozel 50 $—4ban a 8-as kromoszdma eltérése 8g22—-gter amplifikdcidval
tarsul. Mivel ezen a kromoszémaszakaszon lokalizalddik a c-mycC onkogén, célunk volt a
gén kdépiaszadm eloszldsdnak vizsgdlata primer és metasztatikus melanoméak interfdzisos
sejtjeiben. Ennek az eltérésnek a részletes tanul manyozaséat indokolta az is, hogy a c-myc gén
amplifikdcidja szdmos tumortipusndl rossz progndzissal tarsul, melanomdra vonatkozd
irodalmi adat azonban alig &ll rendelkezésre, a génamplifikdcid mértékét kevesebb mint 10
primer tumorndl irtdk le (42,47). A kordbbi vizsgdlatok elsésorban a MYC fehérje

expresszidjat tanul manyoztdk, és az eredmények ellent mondasos adatokat szolgaltattak.

5.1.1. Primer és metasztatikus melanomak klinikopatoldgiai jellemzo6i

Vizsgdlataink sordn 54 primer és 14 melanoma metasztdzist analizdltunk FISH
moédszerrel. A daganatok klinikopatoldgial adatait a 2. tdbldzatban tiintettiik fel. A noduldris
melanoma (N M) altipusba 28, a felszinen terjedé melanoma (SS M) altipusba 26 primer tumor
tartozott. A betegek életkor és nem szerinti megoszldsa, valamint a primer tumorok
lokalizacidja a két alcsoportban hasonld volt. A daganatok vastagsdga az NM altipusnél 1,5-
40,0 mm, az SSM tumorokndl 0,3-12,0 mm kozdtt valtozott. A kifekélyesedett tumorok
szdma a két alcsoportban szintén hasonld volt. A két alcsoport kzdtt nem volt kiilonbség a
kialakult nyirokcsomdé metasztdzisok szdmaban, azonban a noduldris melanomdban
szenvedd betegeknél kdzel kétszer tobb zsigeri metasztdzis alakult ki a kdvetési periddus
alatt. Tizennégy betegnél a primer tumor metasztdzis parja is rendelkezésre 4llt a genetikai

vizsgélatokhoz.

5.1.2. Centroméra képiaszam valtozasok primer melanomakban

A daganatsejtekben a kromoszémak szadmbeli eltéréseit interfazisos FISH analizissel
hatédroztuk meg. Vizsgélatainkhoz hét kiilonbozd8 centroméra specifikus szondat (l-es, 3-as,
6—0s, T-es, 8-as, 9-es és 10-es kromoszdméak) alkalmaztunk. A 28 nodularis és 26
szuperficidlis melanoma, valamint a 14 metasztdzis FISH-eredményeit a 3. és 4.
tabldzatban foglaltuk &ssze. Mindkét alcsoportban féként poliszémids sejtpopuldcidkat

taldltunk. Megfigyeléseink szerint minden tumorndl legkevesebb hérom kromoszdma
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Jelentds szambeli eltérést mutatott, a 68 megvizsgdlt tumorbdl minddssze egy felszinen
terjedd melanoma volt diszdédmids.

3. tablazat A noduldris melanomdk FISH adatainak osszefoglaldsa

DNS-szondék étlagos

Kromoszémak” sejtenkénti kopiaszama
c-myc/

No.  Stidium® 1 3 6 7 8 9 10 KI* C8Y  c-myc C8°
1 T2aNOMO m/p p p p p m/p m 2,8 2,2 3,5 1,6
Im' p p nd nd p m  nd 3,0 31 4,9 1,6
2 T4bNOMO p p P P p m m 3,2 2,2 6,8 3,1
2m 4 p p p D p m 4,4 7,4 8,0 1,1
3 T4bNOM?2 p p P P p m m 2.9 4.0 4.6 1,1
3m p p p p p m m 3,9 4,6 3,7 0,8
4 T3aNOMO p nd p p p m/p m 2,7 2,4 3,9 1,7
4m p p m p m mp m 1,8 1,1 1,3 1,2
5  T4bN2bMO p p p p mp m p 2,5 2,1 34 1,7
Sm )4 p p p m m 4 2,9 1,2 14 1,2
6 T4bDNOMO m/p p p d m d p 2,4 1,6 5,4 34
7 T3BNOMO p p p p p p P 3,6 57 1.7 1,4
8 T4bNOMO m/p p p p p p d 3,3 34 49 1,4
9  T4bNOM3 p P P P P d m 3,4 37 39 1,1
10 T4bNOMO m/p p p p Pp p P 3,3 3,8 43 1,1
I T4bNOMO p p p p p p P 35 35 65 1.9
12 T4bNOMO d p d d »p d m 1,8 2,2 2,6 1,2
13  T4bN2bMO p p P P p d p 3,0 2,5 3,7 1,5
13m 14 p p p D p p 3,2 2,7 4,0 1,5
14 T3bNOMO p p p p m d d 2.4 1,2 3,7 3,1
15  T3aNOMO p p d d »p m d 2,3 2,4 4,3 1,8
16  T4bNOMO p p p p P p m 2,9 3,0 3,6 1,2
17 T4bNl1aMO p P p p p mp p 3,1 3,2 3,6 1,1
18 T4aN2aMO p p p p p m/p m 2,7 2,7 3,3 1,2
19 T4bN?*M3 p P p p P p d 2.9 3,0 3,6 1,2
20  T4aNOMO m d p d m m m 1,7 1,9 2,0 1,1
21 T4bNOMO p m/p p p p p m 3,2 3,0 3,3 1,1
22 T47NOMO p m p d d m m 2.0 2,0 2,1 1,1
23 T4bNOMO p mp p p m m d 2,3 1,7 2,9 1,7
24  T4bNOMO p m p p p p m/p 3.1 3,5 3,7 1,1
25 T3aNOMO p m p p p p P 25 22 32 1,5
26 T4aNOMO m p p d d d m 1,9 2,0 2,1 1,1
27  T3aNOMO p m d p mp m m 2,0 2,1 2,4 1,1
28 T2aNOMO p m/p p d p m m 2,1 2,3 2,6 1,2

* A TNM-klasszifikdci6 a jelenlegi American Joint Committee on Cancer szerinti stddium-beosztdson alapul.
® m: monosz6émiés-; d: diszémids-; p: poliszémids sejtpopuldcié.

“KI: kromoszoma-index (6ssz szigndlszdm/megszdmolt sejtmagok szdma).

4(C8: 4tlagos 8-as centroméra képiaszam.

¢ c-myc/C8 arény.
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f ‘- p
m: metasztdzis; az azonos szdmok ugyanarra a betegre utalnak.

€ nincs adat.

4. tablazat A felszinen terjedé melanomdk FISH adatainak dsszefoglaldsa

DNS-szonddk atlagos

Kromoszémak” sejtenkénti kopiaszdma
c-myc/
No. Stadium® 1 3 6 7 8 9 10 KI° C8¢ c-myc C8§
29 T3BNOMO p° m m m/p m mlp p 24 21 30 1,4
29m’ p p p P p p d 32 21 28 1,3
30 T3bNOMO m/p p m/p d m/p m d 23 29 33 1,1
30m p p p p p p mp 36 48 3,9 0,8
31 T4bNOMO m d d d m m p 21 1,8 2,0 1,1
3Im m d p p p m p 26 11 2,4 2,2
32 T2aNOMO m m d d p m m 21 27 3,2 1,2
32m m d d d m d m 20 07 1,9 2,5
33  T4bNlaMO m m m p m m m 1,6 1,3 2,3 1,8
33m m m m p m m m/p 1,9 08 1,1 1,4
34  T4bN3bMl m p p p m/jp m m 22 21 2,1 1,0
34m m p p p p m m 25 14 1,6 1,1
35 T4aNOMO p m/p m/p p d p p 24 21 2,7 1,3
36  T4bNOMO p p p p p m/p d 43 52 56 1,1
36m m p m p p m m 23 37 2,7 1,3
37 T2bNOMO p p p p p m m 20 2,1 2,4 1,1
38  T3bNOMO p m/p mp p mlp p d 24 44 456 1,1
39 T2aNOMO d p p p m/p m p 24 22 3,1 1,4
40  T2aNOMO p p p p p p p 41 31 4,4 1.4
41 T2aNOMO p m/p m/p p p m d 29 35 4.4 1,3
42 T3aNOMO p m m p d m m 22 20 2,2 1,1
43  T3bNOMO d d d p m m m 18 1,9 2.4 1,2
44  T2bNOMO d nd d p p p d 24 22 26 1,2
45  T4bNOMO p d p p p p p 32 33 4,1 1,2
46 T3aNOMO p p p p p m d 22 25 2,8 1,2
47  T3bNOMO p p p p p p p 28 22 25 1,1
48 T1aNOMO p p nd p m P d 23 20 5,1 1,3
49  T4bNOMO p m m d p p m 35 4,6 2,2 1,1
50 T1aNOMO d m m p m m d 20 20 2,2 1,1
51 T3bN1bMO d d d nd d d d 23 20 3,0 1,1
S5Im p p p p p m p 29 29 3,4 1,2
52 T3bNOMO p nd nd p d nd nd 21 2.1 272 1,1
53 T3bNOMO p d nd p p m m 23 25 3,8 1,5
54  T1aNOMO d d nd nd d d d 20 20 20 1,0

* A TNM-klasszifikécio a jelenlegi American Joint Committee on Cancer szerinti stddium-beosztdson alapul.
® m: monosz6émiss-; d: diszémids-; p: poliszémids sejtpopulacio.

“KI: kromoszoma-index (6ssz szigndlszdm/megszdmolt sejtmagok szdma).

4(C8: 4tlagos 8-as centroméra képiaszam.

€ c-myc/C8 ardny.

"m: metasztazis; az azonos szdmok ugyanarra a betegre utalnak.

€ nincs adat.
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A noduldris alcsoportba tartozd valamennyi daganatban az Osszes vizsgalt
kromoszdédma eltért a normdl sejtekre jellemzd& kodpiaszamtdl. A tdbladzatokban az egyes
kromoszémék dominédns populdcidi mellett feltliintettilk a kromoszé ma—-indexet (KI), a 8-as
kromoszédma (C8) és a cMmyYC gén atlagos koépiaszamét, valamint a cmyYC gén és a 8-as
centroméra &t-lagdnak aranyat (c/myc/C8). A noduldris melanomdkban a KI 1,9 és 3,6
kozott, mig a felszinen terjedd daganatokban ez az érték 1,6 és 4,3 kdzott valtozott.

Az egyes altipusokra Jellemzd& centroméra koépiaszdmok 0Osszehasonlitdsdnak
statisztikai elemzését kdvetden kapott adatokat az 5. tdbldzatban foglaltuk &ssze. A
noduléris altipusba tartozdé tumorokndl a kromoszdédma kdpiaszdm eltérés a daganatok 78—
96 $—4&ban fordult elé, mig a felszinen terjedd melanomékndl a daganatok 56-92 $—4t érintette.
A 7-es kromoszdma kivételével a felszinen terjedd melanomdkban jelentés szadmban
taldltunk monoszémids sejteket. Az 1l-es, 3-as, 6-0s, 7T-es és 8-as kromoszdédméak
poliszémidja a nodulédris altipusban gyakoribb volt. A 6-os kromoszdéma poliszdémidjat
szignifikansan tébb N M-ben mutattuk ki (p=0,01) . Az egyik 9-es kromoszdma elvesztése a
szuperficidlis altipusndl kifejezettebb volt (SSM: 52 %; NM: 32 %), ugyanakkor a noduléris
altipusban a 10-es kromoszdéma egyik centromérdjinak delécidjst figyeltink meg
gyakrabban (NM: 52% és SSM: 28%). A noduldris altipusba tartozé melanoméak
ploiditdsdnak mértéke, amit a kromoszdé ma-index tiikkrdz, kromoszémanként nagyobb volt,
mint a felszinen terjedd csoportba tartozéd lézidké (6. tdbldzat), azonban ez a kiillénbség

egyetlen kromoszdméandl sem érte el a statisztikailag szignifikdns mértéket.

5.1.3. Centroméra kopiaszam valtozasok primer-metasztazis tumorparokban

A vizsgdlt kromoszédmak tdbbségénél a primer tum orokban és metasztdzisaikban
hasonld képiaszdm megoszlast figyeltiink meg, azonban a daganatprogresszid soran
bizonyos mértékd képiaszadm ndévekedést észleltiink (3. és 4. tdbldzat). Tizenegy melanoma
metasztiazisban a kromoszémak dtlagos képiaszédma (kromoszdma-index) nagyobb volt,
mint az ugyanabbdl a betegbdl szarmazd primer daganaté. Minddssze egy metasztizisnal
(36m) figyeltiink meg tébb mint egy kromoszdmandl delécidt, ezek az l-es, 6-0s, 9-es és a
10-es kromoszdmékat érintették. A 9-es kromoszdéma monoszémidjét, ami a primer
tumorokban domindns eltérésnek szadmitott, hArom beteg metasztdzisdban (29m, 30m és

32m) nem lehetett kimutatni.
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S. tablazat

Kromoszomdk szdambeli megoszldsa noduldris és szuperficidlis melanomdkban interfdzisos FISH modszerrel

Szambeli eltérések

No.* elenléte’ Monoszémids® Poliszémids Mono- és poliszémids®

NM/SSM NM (%) SSM (%) NM (%) SSM (%) NM (%)  SSM (%) NM (%)  SSM (%)
Chr1  28/26 27(96) 21 (81) 2(7) 4 (15) 21(75)  16(62) 4(14) 1(4)
Chr3 2724 26 (96) 18 (75) 4(15)  6(25) 19(70)  9(38) 3(11) 3(13)
Chr6' 2722 25(92) 17(77) 0 (0) 5(23)" 25(93) 8(36)" 0 (0) 4(18)
Chr7 27125 21(78) 21 (84) 0 (0) 0 (0) 21(78) 20 (80) 0 (0) 1(4)
Chr8  28/26 25(89) 21 (81) 5(18)  6(23) 18 (64) 11 (42) 2(7) 4(15)
Chr9  28/25 22(79)  23(92) 9(32) 13(52) 9(32)  8(32) 4(14) 2 (8)
Chr10  27/25 23(85) 14 (56) 14(52)  7(28) 8(41)  7(28) 1(4) 0 (0)

* A vizsgalt tumorok szdma; NM: noduldris melanoma; SSM: felszinen terjed6 melanoma.

®Szambeli eltérést mutaté tumorok szdma.

¢ Jelentds vagy domindns sejtpopuldcié 0 vagy 1 szignéllal.

4 Jelent6s vagy dominéns sejtpopuldcié > 3 sejtenkénti képidval.

¢ Mind monosz6mids, mind poliszémids sejtek jelen voltak.

" A Fisher-féle egzakt tesztet haszndlva szignifikans kiilonbség volt kimutathaté a két altipus kozott a 6-os kromoszéma esetén.
£p=0,01

"p=0,01
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5.1.4. A 8-as kromoszoma és a c-myc gén képiaszamanak osszehasonlitisa melanoma
altipusokban
A 8-as kromoszdma interfadzisos FISH analizise a primer melanomdk 85 % -dban (25
NM = 89% és 21 SSM = 81%), mig a melanoma metasztazisok 100 % -dban szadmbeli
eltérést mutatott. A 8-as kromoszdéma poliszémidjat a primer 1ézidk 56 $—adban (19 NM =

68% és 11 SSM = 42 %), a metasztazisok 79 $-aban detektdltuk (3. és 4. tdbldzat)

6. tablazat

A sejtenkénti dtlagos kromoszoma kopiaszdm és a c-myc gén kopiaszdmdnak
osszehasonlitdsa FISH modszerrel noduldris és szuperficidlis

melanomdkban

n’ SSM NM P!

NM/SSM® KI° + SD KI+ SD
Chr 1 28/26 2.5+0.7 27406 0,28
Chr 3 27/25 2,4+0,7 2,540,5 0,35
Chr 6 28/22 26+12 2,740,8 0,54
Chr 7 28/24 2,7+08 32+1,0 0,10
Chr 8 28/26 2,5+1,0 2,708 0,37
Chr 9 28/26 1,9+0,6 2,104 0,12
Chr 10 28/25 2,1£0,6 2,0+£0,5 0,47
c-myc 28/25 28%1,0 3,7+1,3 0,02

*Vizsgélt tumorok szdma.

° NM: noduldris melanoma; SSM: felszinen terjedé melanoma.

¢KI: dtlagos kromoszéma-index.

4 p-érték (a két altipus kozotti kromoszéma és c-myce képiaszdm Ssszehasonlitdsara Wilcoxon
probat alkalmaztunk).

A cmyc onkogén litszdélagos amplifikacidjét (azaz sejtenként ketténél tébb
fluoreszcens szigndlt) harom kivételével (20, 31 és 54) minden primer tumorban
megfigyeltiik. A két melanoma altipus sejtenkénti c#1yC kdépiaszamanak Osszehasonlitasara —
az irodalomban is alkalmazott — 23,5 gén képiaszdm/sejt kiiszObértéket hasznaltunk.
Noduléris melanoméknél ez 2,0-7,7 kdzott valtozott, a daganatok 61 $-4ban 3,5 vagy annal
nagyobb volt (2. tdbldzat) . A felszinen terjeds melanomak minddssze 27 $-aban detektaltunk
emelkedett cmyc koépiaszamot. Szignifikans kiilonbséget figyeltlink meg a sejtenkénti c-

myc onkogén képiaszamban a két altipus kozdtt: az NM altipusban a c7yc onkogén
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képiaszam emelkedése gyakoribb volt, mint a jobb progndzisi SS M altipusban (p=0,02)
(6. tdablazat).

A két melanoma altipusndl nemcsak a cMyC onkogén kdpiaszamanak atlagértéke
volt eltérd, hanem a valddi génamplifikdcid mértékét jellemzE c-myc/C8 ardny emelkedés
is, amit a nodularis melanomaknél gyakoribbnak talaltunk (p=0,01). A daganatok tdbbségét
a mérsékelt fokt génamplifikdcié jellemezte (c-myc/C8 <1,5). A c-myc/C8 >1,5 értéket a
noduldris melanomék 36 %$-&ban, a felszinen terjedd daganatok 8 $—aban mutattunk ki.
Nagymértékd c-myc génamplifikaciét csak a rosszabb progndzist noduldris altipusban
taldltunk.

A metasztazisokban a c-myc amplifikacié mértéke 6 tumorban kdzel azonos volt az
ugyanabbdl a betegbdl eltdvolitott primer tumor génamplifikdcidjdval. Ezekben a
daganatokban az atlagos 8-as kromoszdémaszadm a metasztazisokban nagyobb volt, mint a
primer tumorokban. Hat tumorparndl a c-myYC gén képiaszadm csdkkenése egyiitt jart a 8-as
kromoszdéma elvesztésével is. A primer tumorhoz viszonyitva 7 metasztdzisban (50 %) a c-
myc/C8 ardny csdkkent. A primer-metasztdzis tumorpdrok cImyc koépiaszam eloszlasdnak
vizsgdlata szerint a metasztazisok Jjelentds részében (8 a 14 tumorbdl) az dtlagos sejtenkénti c-
myc képiaszam alacsonyabb volt, mint a primer szdvetben, ez az érték 1,1 és 8,1 kdzott
véltozott. Az dtlagos sejtenkénti c#nyc képiaszdmhoz hasonldan, emelkedett c-myc/C8 aranyt
is rtkdn figyeltink meg a metasztdzisokndl. A 8-as kromoszdéma centromérajdhoz
viszonyitott cmyc képiaszam ndvekedést csak 4 melanoma metasztdzisban detektdltunk (1m,
13m, 31m és 32m). A c-myc/C8 ardny relativ emelkedése két esetben (31lm és 32m) a 8-as
kromoszdédma teljes vagy részleges elvesztésével tarsult. A primer tumorhoz viszonyitva 7
metasztazisndl (50 %) a c#myc/C8 ardny csSkkent. A génamplifikdcidénak ez az ,eltlinése” nem
tulajdonithaté normdl sejtek &ltal okozott kontamindcidénak, mivel a tumorok kozil egyiket
sem Jellemezte normdl eloszlds a kiilonbdzé kromoszdmékra, ami a szbvetmintdk magas

tumorsejt-tartal mat bizonyitja.

5.1.5. Interfazisos melanoma sejtek c-myc eltéréseinek osszehasonlitasa CGH
adatokkal
El&zetes kromoszdémalis C G H vizsgdlatainkban 8 primer melanoma (a CGH-el vizsgalt
tumorok 50 %-a) és 5 metasztatikus 1ézid6 (a CGH-el vizsgalat esetek 42 %-a) a 8qg
kromoszdéma régién DNS -tdbbletet mutatott. Egy ilyen jellegzetes CGH profilt szemléltet a
2./A dbra. Annak megvalaszoldsa, hogy a cMyc amplifikdcié mellett milyen mas k&zeli

régidk lehetséges amplifikdcidja jarul hozzd a gyakori 8g22-gter DN S tdbblethez, 1d6kusz—
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specifikus szondak alkalmazdsdval lehetséges. A CGH-el analizalt mintdk kozil 8
melanomdndl a 8g22-gter régidra kapott CGH eredményeket interfazisos FISH adatokkal
hasonlitottuk OGssze. Hat primer tumorban és 2 metasztdzisban a 8g22-gter amplifikacid
magéban foglalta a cMyc onkogén amplifikacidjat.

A 2. dbra egy noduldris melanoma (2. sz. minta) CGH-el felismert 8q22-gter
amplifikdcidijdt mutatja; ugyanebbdl a daganatbdl szdrmazd interfizisos sejtekben a 8-as
centroméra két képidban, a cmyC onkogén 5-10 képidban volt jelen. A cnyc onkogén
(8g24.12-g24.13 régidra specifikus DN S-szonda) FISH vizsgélata mellett 6 tumorndl (3 NM
és 3 SSM) elegendd interfdzisos minta &llt rendelkezésre tovabbi hibridizdcidhoz. Ezeken a
tumorlenyomat prepardtumokon a FISH analizis eredményei egyértelmiien azt mutattdk, hogy
a CGH-el megfigyelt DNS tobblet c/myc amplifikacidtval térsult; a 8q teloméra régidjéra
specifikus szondaval nem taldltunk extra koépiat egyik mintdnal sem. A c7MYC génre

vonatkozd FISH-eredményeink 6 Osszhangban vannak kordbbi CG H-eredményeinkkel.

A

2. abra 8q22-gter amplifikdcio noduldris melanomdban. A) CGH-el felismert 8q22-qter
amplifikdcio; B) Ugyabbdl a tumorbdl szdrmazo interfdzisos sejtmagok FISH analizise 8-as
kromoszoma- (zold) és c-myc génspecifikus szonddkkal.

5.1.6. Klinikopatologiai paraméterek és a c-myc gén képiaszam eltérései kozotti

kapcsolat vizsgalata

A Dbetegek, valamint a két killonb6zd alcsoportba tartozd melanomék klinikopatoldgiai
paraméterel és a cIMyC onkogén eltérései kozotti kapcsolatct vizsgalva az alabbiakat
&llapitottuk meg. A statisztikai analizis eredménvyeit a 7. tdbldzatban foglaltuk Sssze.

Betegek életkora. 2 primer tumorok cmyc alterdciéjanak mértéke és a betegek

életkora k&zdtt nem taldltunk Osszefliggést. A cYyC képiaszam mindkét altipusban az 50
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évesnél idésebb korcsoportban magasabb volt, mint az 50 évesnél fiatalabb korcsoportban,
azonban a kiilonbséqg statisztikailag nem volt szignifikdns.

Daganatok lokalizéci(’)ja. A végtagokon, illetve a toérzsdn vagy a fejnyaki régidén
(axialis régid) lokalizdlédd tumorok és az extra cmMycC képiaval jellemezhetd daganatok kdzott
nem taldltunk Gsszefliggést, azonban a c7/Myc/C8 ardny a két alcsoportban jelentdsen eltért: 22
olyan nodulédris melanomabdl, mely a test axidlis régidjan alakult ki, nyolctumornal (36 %) az
ardny >1,5; a szuperficidlis daganatokndl egyetlen 1ézid sem mutatott hasonld értéket.
Szignifikdnsan gyakoribb volt viszont a c-myc/C8 arany emelkedése a torzsdn, illetve a fej-
nyaki régidn elhelyezkedd nodularis melanomék kézdétt @ =0,004).

Daganat vastagsaga. Nem taldltunk kiilénbséget a kisebb vastagsdg-katégéridba
tartozd nodulédris és szuperficidlis alcsoport kdzdott (1,01-2,0 mm és 2,01-4,0 mm), sem az
extra cMyc koépiaszam, sem a cMyC amplifikacié (c-myc/CS >1,5) elemzésekor. A
nagyobb tumorvastagsagu alcsoportban (> 4,01 mm) az extra cMyC kdpiaszam kozelitette
a szignifikdnsan eltérd mértéket, de azt nem érte el (dlagos ctyC kdépiaszam/seit >3.5;
p=0,08). A cmyc/C8 arany elemzésekor a 4,01 mm-nél vastagabb melanomék két
alcsoportja kozdtt szintén nem taldltunk statisztikai kiilonbséget. Fontos azonban
megjegyezni, hogy az SSM csoportba tartozd két primer melanoma kozil (33. és 53. sz.
mintdk), melyeknél valédi génamplifikdcidt figyeltiink meg, az egyik tumor vastagsdga 12
m m—-nél nagyobb volt.

Primer tumorok felszinének kifekélyesedése. » c-myc gén szambeli eltérését mind
ulcerdlt, mind ulceraciét nem mutatd daganatokndl megfigyeltiik. A noduléris
melanomaknal az extra cMYC koépidt hordozd, kifekélyesedett tumorok szama
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a felszinen terjedé daganatoknél (p=0,0]). A
kifekélyesedett tumorok kozll tébb emelkedett c-myc/C8 arannyal Jellemezhetd daganat
tartozott a nodulédris altipusba, mint a szuperficidlis altipusba, azonban a kiilonbség
statisztikailag nem volt szignifikans (8. tabldzat).

Metasztazis képzodés. A nyirokcsoméd metasztazist képzd nodularis melanomék
kozUl szignifikansan tdbb tumorndl taldltunk emelkedett cmyc gén koépiaszamot,
Osszehasonlitva az ugyanebbe a csoportba tartozd felszinen terjedd daganatokkal (p=O, 04);
ez a kiilonbség a c-myc/C8 képiaszdm ardnyra nem érte el a statisztikalilag szignifikans
mertéket =0,08).

Betegek tulélése. Az emelkedett c-myc/C8 arany és a révidebb, tiinet mentes tilélési

id6 kozott szintén killdnbséget taldltunk az NM és SSM altipusok koézdtt. A c-myC gén
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képiaszam eltérését jelentdsen tobb noduldris melanoméndl figyeltilk meg azoknidl a

betegeknél, akik a primer tumor eltdvolitdsdt kdvetden 5 éven belill meghaltak (p=0,02).

7. tablazat A c-myc gén kdpiaszdm vdltozdsdnak dsszehasonlitdsa a betegek klinikopatoldgiai
paramétereivel noduldris és szuperficidlis melanomdkban

Atlagos c-myc képia/sejt > 3.5 c-myc/C8 > 1.5
SSM* NM? P SSM NM P
(%) (%) (%) (%)
Osszes tumor 726 (27)  17/28 (61) 0,02" 226 (8) 1128 (39) 0,01
Nem
NS 3/12 (25)  5/10 (50) 0,38 1/12(8)  5/10(50) 0,06
Feérfi 4/14 29)  12/18 (67) 0,13 1/14(7)  6/18(33) 0,20
Elezﬂgf’;o(evek) 1/8(13)  5/9(56) 0,13 1/8(13)  3/9(33) 0,58
> 50 6/18 (33)  12/19 (63) 0,13 1/8(13)  8/19(42) 0,20
Elh\‘;éy‘izkgﬁes 1/6 (17) 5/6 (83) 0,08 2/6(33)  3/6(50) 1,00
glag 6/20 (30)  12/22 (55) 0,13 020 (0)  8/22(36) 0,004
Axialis
Tumor vastagsaga
S‘g‘) 2/4 (50) 0/0 (0) ; 0/4 (0) 0/0 (0) ;
L0120 1/6 (17) 1/2 (50) 0,46 0/6 (0) 1/2 (50) _
50140 2/9 (22) 3/6 (50) 0,33 1/9(11)  46(67) 0,09
Tior 2/7(29)  14/20 (70) 0,08 1/7(14)  6/2030) 0,63
Ulceracio
Nem volt 3/10 (30)  3/9 (33) 1,00 0/10 (0)  4/9(44) 0,03
Volt 4/16 25)  14/19 (74) 0,01 216 (13)  7/19(37) 0,13
Metasztazis kialakulasa
Nem képzett
it 411 36)  3/9 (33) 1,00 1/119)  3/9(33) 0,28
Nyirokesomo 1/8(13)  5/7(71 0,04 0/8 (0)  3/7(43) 0,08
metasztazis
Visceralis
s 27(29)  9/12(75) 0,073 1/7(14)  5/12(42) 0,33
E;‘;‘lﬁs 5 éven 2/11(18)  11/16 (69) 0,02 /119  6/16(38) 0,18

*SSM: szuperficialisan terjedd melanoma; NM: noduléris melanoma.

® Fisher egzakt teszt (kétoldald p-értékek).

¢ Metasztdzis a primer tumor eltdvolitdsat kovetd 5 éven beliil kialakult.
4 Exitus a primer tumor eltdvolitdsat kovetd 5 éven beliil.
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5.2. Egy Gj melanoma sejtvonal atfogé citogenetikai karakterizalasa

Az Uj melanoma sejtvonalat egy 69 éves férfibeteg felszinen terjedd, wvertikalis
névekedési fézisban 1évé melanomédjabél Dr. Ladanyi Andrea (Orszdgos Onkoldgiai
Intézet, Tumorprogresszio Osztdly, Budapest) hozta létre 2001-ben, a se’tvonal elnevezése:
M35/01. A betegben a primer tumor eltdvolitdsit kdvetden egy év mulva méajmetasztazis
alakult ki. Az RPMI 1640 médiumban tenyésztett sejtvonal tobb évig tartd folyamatos
fenntartds utdn is megtartotta osztéddképességét. A melanoma sejtek immunszuppresszalt
(SCID) egerekbe toérténd subcutan (1-3x1 O6 sej) beoltdsdt kovetden metasztdzis nem
alakult ki, azonban lépbe oltds (2x1 O6 sett) utdn majmetasztézis jott létre. Az M35/01
sejtek intraperitonealis oltdsat kovetden peritonedlis szdrddas volt megfigyelhetd.

Immunhisztokémiai Jjel6léssel HLA-A2, HLA 1II, HMB45 antigén expresszidt
figyeltiink meg, ugyanakkor a MART-1 antigén expressziéja nem volt egyértelmli, S100B
antigént pedig nem tudtuk kimutatni. A fehérje expresszié mértékét dramldsi citométerrel
hataroztuk meg (Orszdgos Onkoldgiai Intézet).

Az 1U]J sejtvonal molekuldris genetikai karakterizaldsédt tobb moddszer (CGH, G-
sédvozéds, SKY-FISH, FISH interfdzisos sejtmagokon és kromoszdédma prepardtumokon)

egylittes alkal mazasdval végeztiik el.

Az M35/01 sejtvonal és az eredeti primer melanoma genetikai eltéréseinek
osszehasonlitdsa

A primer daganat és az abbdl lérehozott sejtvonal genetikai eltéréseinek
Ssszehasonlitdsdra CGH vizsgdlatot végeztiink. A 3. dbra A) része a primer tumor, B) része
az M35/01 sejtvonal CGH profiljdc mutatja be. Amint az a CGH profilok
kromoszédméankénti Osszehasonlitdsdbdl 14thatd, az eredeti tumor és az M 35/01 sejtvonal
szdmos azonos genetikai elvaltozdst mutat, ami a k6z0s eredetet jelzi, ugyanakkor olyan
eltérések is ldthatdak, melyek arra utalnak, hogy a) az eredeti tumor genetikailag heterogén
sejtklénokat tartal mazott, b) az in Vitro tenyésztés sordn genetikai szinten valtozasok jéttek
létre, illetve az eredeti heterogén tumorban voltak olyan eltérések, melyek a nativ sejtekben
kisebb szdzalékban fordulnak elé. A CGH-el megfigyelt legjellemzdébb k&z0s eltérések a —
4p, + 6p22-pter, +7g2l-gter, -9, -10, -14g32-qgter, +15glb-cgter, -16qg, -17p, -19pl2-pl3
kromoszémaszakaszokat érintették. A csak a sejtvonalban megjelend eltérések az Splé-—
pter, és a 12pl12-gl3.12 kromoszdmaszakaszok és a 18-as kromoszdma delécididt, illetve a

20-as kromoszdéma tdébbletét jelentetik 3. dbra).
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3. abra Felszinen terjedd primer melanoma és az abbdl szdrmaztatott melanoma
sejtvonal (M35/01) kromoszomadlis CGH profilja

A) Eredeti tumor kromoszomadlis CGH profilja

1.8 Z.8 3.4 7 5.8 X3
i
]
B L4l 1 B
6.6 7,10 8.4 9,6 109 117 12,5
E _ E E
13,6 14,9 15,14 16,11 17,10 18.8
T 19.8 288 216 22-5 T vz
B) A fenti tumorbol kialakitott sejtvonal
(M35/01) kromoszomadlis CGH profilja
|
|}
I E
19 212 3,18 4,13 5-9 = X4
6.9 711 8.8 9,10 10.13 119 12.6
13,8 14,11 15-15 16,17 17,13 16-10
: = - 5 =k
=R = |
19.9 Z8/17 Z1-11 229 v5
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Tekintettel arra, hogy a kromoszdémalis CGH maximalis felbontasa 10 Mb, sokszor
azonban csak a 20 Mb-ndl nagyobb eltéréseket lehet csak kimutatni, vizsgélatainkat 2460,
pontosan lokalizdlt BAC klént tartalmazé CGH microarray—en is elvégeztiik. A 4. dbra A)
részlete a 6-os kromoszdéma array-CGH, B) részlete a sejtvonal kromoszémélis CGH, mig
C) részlete az eredeti primer melanoma kromoszémalis CGH hibridizaciéjst szemlélteti.
Az &brédn jél lithatd a kromoszdmélis CGH és az array-CGH kromoszdma profiljainak
egyezése. Array-CGH-el tébb DNS szekvencia amplifikdcidjét figyeltiik meg. Ezek koziil
a legnagyobb mértékd amplifikdcidt az aldbbi szekvencidk mutattdk: 6p24 (Log2 = 0,69),
6p22-p23 (Log2 = 0,59), 6p21 (Log2 = 0,57). A sejvonalban deléciét a 6-o0s kromoszdméan
array—-C G H-el sem talaltunk.

Az 5. dbrdn valamennyi kromoszéma array-CGH analizise léthaté. A klasszikus
CGH-el kapott kromoszdémdlis eltéréseket az array-CGH eredményei nemcsak
megerdsitették, hanem szdmos egyedi 1ékusz amplifikdcidjara is felhivtdk a figyelmet. Az
array—-C G H—el azonositott alteracidk sokszor 600-1200 bazisparra terjedtek ki, melyeket
kromoszdémélis CGH—-el nem lehet kimutatni. Az M35/0l-es sejtvonalban a BAC alapu
array-CGH technikdval tdbb mint 200 DNS szegment (pontosan lokalizdlt DNS klén)
amplifikacidjét, és 150-nél tébb 1dkusz delécidijét figyeltiik meg.

A melanomdkndl gyakran eltéréseket mutaté kromoszémdk (6, 7, 9 és 10) mellett
mindkét CGH mddszerrel jelentds mértékii amplifikdciét mutattunk ki a 15-0s és a 20-as
kromoszomadkon, illetve nagyfokud deléciét a 4-es, 14-es, 16-os, és 18-as kromoszomdakon. Az
array-CGH 1ényegesen nagyobb felbontdsdnak koszonhetden a kromoszomadlis CGH-el
kimutatott eltérések finomabb megkiilonboztetése is lehetséges volt. Az array-CGH alapjin a
legnagyobb mértékii amplifikaciot (Log2 > 0,6) a 7q (7q22-q31), 15q (15921-g25), 20q
(20q13) kromoszomakarokon, a legnagyobb mértékii delécidt (Log2 < -0,6) a 4q (4q12, 4q28-
q31, 4932-g33), 9p (9p21, 9p23, 9p24), 9q (9q21), 10q (10g23-q25), 12q (24.3), 16q (16q13-
q21, 16921, 16923) 18p (18p11, 18q21-23), 17p (17p12) kromoszéma szakaszokon figyeltiink
meg.

A sejtvonal array-CGH kisérlethez kontrollként alkalmazott, normél DNS hibridizaciéjat
kovetden valamennyi kromoszémandl a Log2 érték + 0,2 k6zott maradt, ami azt jelenti, hogy
az 4altalunk alkalmazott amplifikdciés és delécids szintek valamennyi eltérésre valddi

amplifikécidt ill. deléciot jelentettek.

37



EREDMENYEK

6-0s kromoszoma
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4. abra Melanomdban gyakori 6-os kromoszoma-eltérés az M35/01 sejtvonalndl
array-CGH-el (A) és kromoszomdlis CGH-el (B), valamint az eredeti tumoron
kromoszomdlis CGH-el (C). X-tengely: genomidlis pozicio; Y-tengely: Log2
kozépérték.
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5. abra Az M35/01 sejtvonal kromoszoma profilja az array-CGH alapjdn
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abra Az M35/01 sejtvonal kromoszoma profilja az array-CGH alapjdn

(folytatds)
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A legnagyobb kromoszémaszakaszt érinté amplifikdcidt a 15-6s kromoszé mén taldltuk 6.
dbra). Mindkét médszerrel teljes 4-es, 9-es, és 18-as kromoszdma vesztést figyeltiink meg.
Kromoszdémalis CGH-el a 10-es kromoszdma esetében is teljes kromoszdmavesztést
tapasztaltunk, azonban array-CGH-el olyan nem-deletdlt kldénok is elki{ilonithetbekké
valtak, melyek hagyoményos CGH mddszerrel nem mutathatdak ki.
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6. abra A 15-0s kromszoma eltérései nem tartoznak a gyakori kromszomdlis elvdltozdsok
kozé melanomdban, az M35/01 sejtvonalndl azonban jelentos mértékii amplifikdciot
mutattunk ki mind array-CGH (A), mind kromoszomdlis CGH technikdval (B). Az dbra C)

részén az eredeti tumor 15-0s kromoszomdjdanak CGH-képe ldthato.X-tengely: genomidlis
pozicio; Y-tengely: Log2 kdzépérték.
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Kromoszomdk szambeli eltéréseinek analizise interfdzisos sejtekben

A l4-es és 19-es kromoszdmdkon kiviil valamennyi centroméra hibridizadcidjat
elvégeztilk, e két kromoszdédma centroméra régidinak azonossdga olyan nagyfoku, hogy
centroméra-specifikus FISH szonddkkal megkiilonbdztetésiik nem lehetséges. Hasonld
probléma a 13-as és 21-es kromoszédmédkndl is fenndll, azonban ezen kromoszdémék
szdmbeli eltéréseinek analizisére a diagnosztikdban ma mar altaldnosan haszndlt 13gl4 és
21922.13-g22.2 szonddkat alkalmaztuk. FISH adataink szerint a sejtvonalra a
kromoszdémék triszémidja vagy tetraszémidja jellemzE. Az l-es, 3-as, 4-es, 6-0s, 8-as, 10—
es, 1l-es, 16-0s és 21-es kromoszdémanédl a sejtek tobb mint 50 $—4ban hdrom, mig a 2-es,
5-8s, 7-es, 15-0s, 17-es kromoszédmandl négy fluoreszcens szignalt figyeltiink meg. A 12—
es kromoszdéma a sejtek 42 $—-4dban triszémids, 48%—-aban tetraszdémids volt. Az autoszdm
kromoszémédk kozlil csak a 9-es, a 18-as, és a 20-as volt diszémids, de a diszémids sejtek
ardnya egyediil a 18-as kromoszdéméndl haladta meg a 90 %-ot. A 20-as kromoszdma
triszémidja a sejtek 31 %-dra volt jellemzé. A legheterogénebb eloszldst a 9-es
kromoszéménal figyeltik meg, ahol a domindns (2 szignal/sel) sejtpopuldcié mellett
monoszdémids (8%), triszdémids (16 %), és tetraszémids (18 %) selteket is taldltunk. A nemi
kromoszdémékra a domindns sejtpopuldcid egyértelmiien diszémids volt (X kromoszdma

98 %; Y kromoszdma 94%).

Kromoszomadlis dtrendezodések vizsgdlata: SKY-FISH analizis

Az M35/01 sejtvonal karictipusdnak meghatdrozdsdhoz kromoszdma prepardtumot
készitettiink. G-sdvozés alapjan a kromoszdmaszam 65 és 82 kdzott valtozott, ami kdzel
triploid kariotipust jelez. Megfigyeltiink szdmos kromoszdémélis dtrendezédést is, melyek

Jelent8s részének eredetét a sdvozas gyenge felbontdsa miatt nem tudtuk meghatérozni.

7. abra FISH az M35/01 sejtvonalon 2-es
kromoszoma centroméra specifikus-
szonddval (piros) és 15-0s kromoszoma
specifikus festé szonddval.

42



EREDMENYEK

A  strukturdlis eltérések kimutatdsdra kromoszdmafesté-szondédkat alkalmaztunk,
azonban a rendelkezéslinkre 4116 fest8szonda kombindcidkkal (Spectrum Green jelzett 2-es,
4-es, 5-0s, 6-0s, 7-es, 15-0s, és SpectrumRed jelzett 1ll-es, 13-as, 20-as, 21l-es és 22-es
kromoszdéma-specifikus szondak), illetve festdé— és centroméra-specifikus szondéakkal
transzlokacidt kevés esetben sikeriilt egyértel mien azonositani (7. dbra). A G-savozéas ma
rendelkezésre 4116 legmodernebb alternativ mddszerének alkalmazdsaval, SKY-FISH

technikdval a kromoszdma é&trendezddések, transzlokdcidk és marker kromoszdédméak

sorozata tarhato fel 8. dbra).

8. dbra A M35/01 melanoma
sejtvonalon  elvégzett  SKY-FISH
analizisrol  késziilt  mikroszkopos
felvétel (A), és a sejtvonal szines
kariotipusa (B). Centroméra- és
festoszonddk  sorozatdval — torténo
hibdirizdciok jo egyezést mutattak a
SKY-FISH eredményeivel.
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A kromoszdémdk szadmbeli eltérésein kiviil a SKY-analizis a vizsgdlt metafdzisokban
ugyanazokat a tdbbszords dtrendezddéseket mutatta. Az atrendezddések 12 kromoszdédmat
érintettek, és legaldbb 15 kiilonbdzd toréspontot foglaltak magukban. A kromoszdédméak
komplex Ujrarendezdédését figyeltilk meg a 2-es és 15-6s (der(2)t(2;15), a 2-es és 12-es
(der(2)t(2;12;2)), a 13-as, 21-es és az Y (der(13)t(Y;13;21)), a 6-o0os és 15-0s
(der(15)t(6;15)), a 7-es és 17-es (der(17)t(7;17), valamint a 19-es és a 22-es
(der(19)t(19;22;19) kromoszdédmak kozétt. A metafdzisokban megfigyelt eltérések kozil a
6-0s és a 7-es kromoszdédméak tobblete, valamint a 9-es és 10-es kromoszémak hidnya
melanomdkra gyakran leirt elvéltozdsok. Jelen esetben ez utdébbi kromoszémék relativ
veszteségét tudtuk kimutatni, azaz amig a kromoszdmak tdbbsége 3, illetve 4 példanyban
volt jelen, addig a 9-es és a 10-es kromoszdma csupan két képidban. Marker kromoszdmat
sem savozdassal, sem a SKY-analizissel nem taldltunk. A SKY-FISH eredményeként a
settvonal kariotipusa a kdvetkezd: 68, XXY, 3Xder(2)t(2;15), -4, +5, -9, -10, -11,
der(2;12;2), +der(13)t(Y;13;21), 2Xder(15)t(6;15), =16, der(17)t(7;17), -18,

der(19)t(19;22;19), add(20), +add(20), 21, -22.

Onkogének és tumorszuppresszor gének szdmbeli eltéréseinek vizsgdlata gén- és
lokuszspecifikus szonddkkal

Az onkogének és tumorszuppressszor gének koziil a cyclin—D] (]]q]3), c-myc
(8424.12-q24.13), egrl (5q31), egf-r (7p12), p16-p14 (9p21) és Rb1(13q14) amplifikacis,
ill. delécid klilonboz8 daganatokban gyakran rossz progndzissal térsul. Mivel az M35/01
settvonalban ezeket a géneket tartalmazd kromoszdémédk abnormdlis szdmban voltak Jjelen,
megvizsgdltuk, hogy a gének kdépiaszdma hogyan viszonyul a centroméraszdmhoz. A fenti
gének szambeli eloszldsa hasonld volt a megfelel§ kromoszdéméak centromérdira kapott
értékekhez, ami azt jelzi, hogy a sejtvonal seftriben ezek a gének sem delécidt, sem
amplifikdciét nem szenvedtek.

A teljes kromoszdémafestd szonddk mellett a 6p2l-es kromoszdmédlis régidra
rendelkezéslinkre allt un. savfesté DN S-szonda. Ennek a lékusznak elsdsorban a radidlis-—
vertikdlis fazis kozottdi dtmenetben tulajdonitanak szerepet. Eredményeink szerint a 6-os
kromoszéman egy tdréspont pontosan ezen a lékuszon kdvetkezett be (9. dbra).

A fentiek alapjan az M35/01 sejtvonal alkalmas a felszinen terjedd melanomék
bioldégiai viselkedésének tovdbbi vizsgdlatdra, melyet a metasztatizdld képességgel

Osszefliggésben szeretnénk a kdzeljovében részletesen tovabb folytatni.
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9. abra Hibridizdcio a 6p2l [okusz-
specifikus  szonddval —az M35/01
sejtvonal egy metafdzisin. A 6-os
kromoszomadt érinto torés a
kromoszoma  rovidkarjinak — 21-es
savjaban tortént. A fehér szinii nyilak
egy-egy 6-os kromoszoma '"végén"
ldthato 6p21 sdvdarabra mutatnak; a
sdrga nyilak a kisebb transzlokdlodott
részt jelolik.

5.3. Primer melanomak és melanoma metasztazisok cDNS alapi array-CGH
vizsgalata

A dolgozat utolsd részében azokrdl a vizsgdlatainkrdl szeretnék beszdmolni, melyek
célja a melanoma-progresszidban szerepet Jdszd onkogének és tumorszuppresszor gének
azonositdsa, majd ezt kdvetden azok expresszids szintiének vizsgdlata ugyanazon a cDNS
chipen. cDNS alapt array-CGH mddszerrel eddig 9 melanoma (4 primer, 3 metasztazis, 1
sejtvonal), és 1 eredetileg melanoménak diagnosztizdlt fibrosus histiocytoma és
metasztiazisa eltéréseit elemeztiink. A c¢DNS array vizsgdlattal analizdlt daganatok

klinikopatolégiai adatait a 9.-es tdbldzatban tiintettiik fel.

9. tablazat Array-CGH vizsgdlattal analizdlt daganatok klinikopatologiai jellemzoi

Szovetszdm  Tipus Nem  Eletkor a Breslow  TNM- Lokalizaci6
diagnéziskor  vastagsdg besorolds
(mm)
280/00 SSM N6 62 40,0 T4bN2MO  Has
298/00* nyirokcsomé
114/04 ALM N6 49 3,6 T4aNIMO  Sarok
115/04* nyirokcsomé
873/98 Fibrosus Férfi 40 Hat
histiocytoma
874/98* nyirokcsomo
244/98 NM N6 23 10,0 T4bN2bMO Fej
247/98%* nyirokcsomé
141/04 ALM Férfi 73 7,0 T4bN1MO  Sarok

*298/00: a 280/00, a 115/04: a 114/04, szdmii primer melanoma nyirokcsomo metasztdzis pdrja
874/98:a histiocytoma nyirokcsomo metasztdazisa (kordbban melanomdnak karakterizdlt); 247/98: a 244/98
szdmii daganat nyirokcsomo metasztdzisa
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A 12233 cDNS elemd chipek (http://www.helsinki.fi/biochipcenter/index.htm,

Biochip Biocenter, Helsinki, Finnorszdg) egyenként 379 random elhelyezett ismétlédd
elemet tartalmaztak (46). A belsé kontrollként haszndlt elemekre kapott kalibracids
hényadosok 99,62 $-ban megegyeztek (a 7 chipen minddssze 6 olyan elem volt, melynek a
hibridizdcidja ellentmonddsos eredményt  adott). Az array—-CGH hibiridizacié
eredményességét jelzi, hogy a tdbb mint 12000 cD NS elembdl a mintdk tébbségében 9000
£518tt volt a sikeresen hibridizalédott elemek szama (10. tdbldzat).

A 10. tdbldzatban kék szinnel emeltiik ki a hibridizdlédott, pirossal a deletélt, és
z6lddel az amplifikdlt cD NS elemek szamit. A ¢cDNS alapu array-CGH hibridizaciénal 3
beteg esetében a primer tumort tekintettiik referencia DN S-nek és az array hibridizacidét
egyszerre végeztiik el a metasztdzisbdl szdrmazd DN S-el. Ezekben a mintdkban a primer
és metasztdzis genomjanak nagy mértékl hasonldsdga miatt, a tébbi hibridizdciéhoz képest,
kevesebb eltérést taldltunk. A primer tumorban a genetikai eltérések olyan mértékd
halmozddasa alakult ki, melyhez kisszaAml Ujabb eltérés létrejdtte is elegendd volt, hogy a

metasztazis makroszkdéposan is megfigyelhetévé valijon.

10. tablazat cDNS array-CGH eredmények dsszefoglaldsa

Minta szdma 280/00 114/04 873/98

2 2% 2 2

Sikeresen hibridizalodott

) , 10974 9647 8 250 9817 10119 8197 9277
klonok szama

Sikeresen hibridizalédott

Kl6nok ardnya (%) 90 79 67 80 83 67 76
Deletdlt klénok szdma’® 344 110 653 705 1216 1123 2151
Deletalt klonok 3,1 1,1 7,9 7,2 120 13,7 232
aranya (%)

Amplifikdlt klénok szama® 184 355 987 683 1220 1209 1918
Amplifikalt klonok 1,7 3,7 12,0 7,0 120 147 207

aranya (%)
Eltérések aranya

ssszesen (%) 4,8 4,8 19,9 14,2 24,0 28,4 43,9

! az array hibridizdcié sordn a metasztdzist kizvetleniil a primer daganattal hasonlitottuk dssze
2az array hibridizdcié sordn a referencia DNS normdl humdn vérbél szdrmazé DNS volt

? Kalibrdcids rdta < 0,8

? Kalibrdcids rdta > 1,2

*metasztatikus potencidllal rendelkezd primer melanoma sejtvonal

A primer tumorok normdl DNS-hez toérténd hibridizdcidéja, a 141/04 szédmu

melanoma kivételével, klentds szaAmu genetikai alterdcidt mutatott. A legtdbb eltérést a
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244/98 primer melanomdban és 247/98 metasztdzisdban figyeltiik meg. A 23 éves
nébetegbdl szarmazd primer melanoma az agressziv noduldris altipusba tartozott. A
metasztazisban a primer tumorhoz képest kdzel kétszer tdbb c¢cDNS elem amplifikdcidjt és
delécidijét figyeltiink meg. Az értékelhetd eredményt add kdzos elemek kozil 3315 mind a
primer daganatban, mind a metasztazisban normélnak bizonyult (kalibracids rdta (KR):
0,8-1,2); a primer tumorhoz viszonyitva 1358 elem a metasztdzisban delécidt (metasztizis
KR <0,8, primer KR >0,8); 1418 elem pedig amp lifikdciét mutatott (metasztdzis KR >1, 2,
primer <1,2).

A primer tumorok array-CGH eredményeinek Osszehasonlitdsakor 58 olyan ismert
gént mutattunk ki, melyek minden mintdban deletdlva (31 gén), illetve minden mintdban

amplifikdlva (27 gén) voltak (]]. és 12. tciblcizat).

11. tablazat Kovetkezetesen deletdlt gének és kromoszomdlis lokalizdcidjuk

Deletalt
Gének Kromoszomalis Kalibdrcios hdanyados
lokalizacio 35/01 141/04 244/98

RBBP4 1p34.3 0,7546 0,6833 0,1095
ACP6 1921 0,6988 0,7648 0,7714
RAB13 1q21.2 0,5947 0,6933 0,7766
CCT3 1923 0,4535 0,6552 0,7501
EXOl 1q42-q43 0,5732 0,6376 0,6168
CPSF3 2p25.2 0,4971 0,5779 0,6638
WNT6 2q35 0,7529 0,6126 0,7493
EIF4EL3 2q37.1 0,7625 0,6120 0,7233
MAIL 3pl2-ql2 0,7394 0,4616 0,7352
LOC201895 4pl4 0,6746 0,7190 0,7516
CASP6 4q25 0,6924 0,7911 0,6797
FLJ11539 4q34.1 0,6111 0,6486 0,7997
RPS10 6p21.31 0,7083 0,5226 0,0737
SWAP70 11pl5 0,4486 0,5524 0,5222
PSMAL1 11p15.1 0,3767 0,5949 0,6466
RAB6A 11q13.3 0,7795 0,7662 0,0831
MGC14839  11q23.2 0,5333 0,7649 0,7423
RICS 11q24-q25 0,6474 0,6329 0,1898
MGCI15416  16p13.3 0,5987 0,6868 0,6814
CHD3 17p13.1 0,4613 0,7654 0,6733
BCL2 18g21.33 0,7640 0,7432 0,7889
VAVI1 19p13.2 0,3759 0,6675 0,6762
SNRPD2 19q13.2 0,6078 0,7313 0,1809
GMFG 19q13.2 0,7596 0,4959 0,5298
CHAF1B 21g22.13 0,5851 0,5498 0,7905
COMT 22q11.21-q11.23 00,5985 0,7895 0,6212
HMG2L1 22q13.1 0,4761 0,1600 0,2933

47



EREDMENYEK

12. tablazat Kovetkezetesen amplifikdlt gének és kromoszomdlis lokalizdciojuk

Amplifikalt
Gének Kromoszomalis Kalibrdcios hdnyados
lokalizacié 35/01 141/04 244/98
HHLA3 1p31.2 2,5683 1,6784 1,4787
FLJ20277 1p34.1 1,8054 1,2561 1,4065
KIAA1724 2p24.1 2,8436 1,4605 2,1753
ERCC3 2q21 1,9557 1,2513 1,2305
BZW1 2q33 2,1193 1,2328 1,4125
ENDOGL1 3p21.3 2,4838 1,4679 1,3858
ATP1B3 3q22-q23 2,5488 1,4002 1,8334
KIAA0746 4p15.31 2,4598 1,2559 1,4586
ICF45 5q33.3 1,2524 1,2404 1,2650
ETEA 5935.3 1,2033 1,2595 1,3957
C6orf110 6p21.1 1,5712 1,2791 1,4955
MRPL2 6p21.3 1,3395 1,4636 1,4643
RNF39 6p21.3 2,2666 1,2630 1,5568
ARHGAPI18 6q22.33 2,7943 1,3127 1,8425
LRRN4 7q22 2,6582 1,2173 1,6568
COPG2 7q32 2,2486 1,6820 1,2631
LHX3 9q34.3 1,6064 1,2698 1,4366
CLIC3 9q34.3 2,3987 1,4809 1,5231
DPP3 11q12-q13.1 1,3722 1,2115 1,2354
PFKM 12q13.3 1,9021 1,2469 1,4257
POLE 12q24.3 1,3552 1,3061 1,2908
RNF6 13q12.2 1,5132 1,2559 1,2361
REC14 15g24.1 1,9918 1,3732 1,4114
FLJ12484 15q25.3 2,1208 1,2763 1,4018
CYB5-M 16q22.1 1,7772 1,3558 2,0750
FN3KRP 17q25.3 1,2914 1,2543 1,5178
THIL 20q13 2,8052 1,3696 1,2484
IL10RB 21q22.1-q22.2 1,2825 1,3212 1,2080
DNMT3L 21g22.3 1,2280 1,2110 1,6271
DKFZp761A052 Xpl1.23 1,2569 1,2374 1,2457
RBMX Xq26 1,8913 1,3216 1,7805
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6. MEGBESZELES

Az elmult két évtizedben a melanoma incidencidja vildgszerte rohamos novekedést
mutat. A gyakran agressziv lefolyasy, fokozott kitjuldsi és &attétképzési hajlammal
Jjellemezhetd daganat komoly kihivast jelent a kezelborvosnak. Sajnos a terapias
beavatkozdsok sok esetben sikertelenek, a metasztdzisban szenvedd betegeknél csupén az
esetek 15-20 $-adban hoznak &tmeneti eredményt. A hagyomanyos, komplex kemo-,
immun-, és sugarterdpids kezelések mellett egyre jelentdsebbek az Uj, tumorbioldgiai
ismeretekre épiild kezelési stratégidk, ezek kombindlasa a kezelés hatdsossagét fokozhatia,
igy pl. metasztatikus melanomédk kezelése sordn igen hatdsos véalasz érhetd el az un.
biokemoterdpia alkal mazasaval (48).

A melanoma metasztazis kialakuldsanak megjdslésa, és ezzel szliikség esetén a korai
és/vagy agresszivebb kezelés megkezdése, esélyt jelenthet a tartdsabb gydgyulésra,
azonban az ilyen jellegd beavatkozasok alapjét képezd molekulédris bioldgiai, genetikai
markerek szdma igen kevés. Annak ellenére, hogy a melanoma két leggyakoribb tipusa
(felszinen terjedd és noduldris melanoma) bioldgiai viselkedés szempontjabdl lényeges
kiilonbséget mutat, kevés olyan tanul madny jelent meg, melyben ennek molekuldris hatterét

kutattdk (14,49). Tanul manyunk sordn vizsgaltuk:

® a7z eltérd bioldgiai viselkedésl primer melanomdk kromoszdédmélis eltéréseit;

® korabbi CGH eredményeinkre tamaszkodva a cmyC onkogén amplifikacid

szerepét felszinen terjedd és noduléris melanomékban;

® cgy felszinen terjedd primer melanoma és az abbdl Gjonnan szarmaztatott

sejtvonal genetikai eltérései kozotti azonossadgokat és eltéréseket;
® CcDNS alapu array-CGH  Thibridizdciéval primer-metasztdzis tumorparok

genetikai eltéréseit.

6.1. A c-myc onkogén amplifikaciojanak vizsgialata nodularis és felszinen terjedo
primer melanomakban és melanoma metasztazisokban

Humédn melanomédkban standard citogenetikai mddszerekkel a kromoszdédmdalis
eltérések sorozatdt deritették fel, ezek kozil az l-es, 6-0s, 7-es, 9-es és 10-es kromoszdmék
szdmbeli és stukturdlis eltéréseit irtdk le leggyakrabban (27,50,51). A klasszikus
citogenetikdval nyert megfigyeléseket sajdc és masok CGH adatai sok szempontbdl
aldtdmasztottdk, de szdmos Uj, savozdsos technikdval nem észlelt eltérést is sikerilt
kimutatni (24,51). Ezek kozll az elviltozdsok kdzil szembetlind volt a 8-as kromoszdma

hosszukarjanak amplifikdcidéja (8g22-gter), amit standard citogenetika mddszerekkel
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végzett kisérletekben csak ritkdn figyeltek meg. A CGH analizissel felismert DNS tdbblet
a 8-as kromoszdédma hosszukarjadnak disztdlis szakaszdra esett, érintve a 8g22-gter régidt
(24). Tekintettel arra, hogy a C-myC gén a 8g24.12-g24.13-as 1ldkuszon lokalizalédik, és
amplifikdcidja szdmos daganattipusndl rossz progndzissal tarsul, a 8g22-gter eltérések
sejtszintl analizisét a c-mycC onkogén amplifikiciéjédnak részletes vizsgilatdval kezdtiik. A
génamplifikdcié mértékének részletes tanulményozdsdt az is indokolta, hogy eddig
kevesebb mint 10 primer melanoma cYC analizisét irtak le (42,47). A cmyc onkogén
melanoma-progresszidban betdltdtt szerepét jelzi, hogy a c—MY C fehérje expresszidjdnak
csOkkenését eredményezd cIMYC antiszensz oligonuklectidokkal a melanomasejtek
novekedése gatolhatd, ami arra utal, hogy a génexpresszié blokkoldsa antiszensz
technikdval 0j génterdpids stratégidt jelenthet az eldérehaladott stddiumti melanomék
kezelésében (53).

A c-myc onkogénre vonatkozd vizsgdlataink £6 célja a gén képiaszdm eloszldsdnak
seftszintd analizise volt kiilonbdzé bioldgial viselkedésd melanoma altipusokban
(noduléaris- és felszinen terjedé melanomdk) és melanoma metasztdzisokban. Interfazisos
FISH analizissel 68 melanoma mintd (26 NM, 28 SSM és 14 metasztazis)
tanulményoztunk. A primer melanomdk és melanoma metasztazisok kromoszdéma-ploiditas
szintjének meghatdrozdsdhoz az 1l-es, 3-as, 6-0s, 7-es, 9%es és 1l0-es kromoszdémik
sejtenkénti megoszldsét is elemeztiik centroméra—specifikus DN S-szondakkal.

A 68 tumorbdl minddssze egy felszinen terjedd melanoma sejtjeiben nem taldltunk a
vizsgdlt kromoszémékra eltérést; a noduldris alcsoportba tartozd valamennyi daganatndl
legaldbb harom kromoszdéma szambeli eltérést mutatott. Az l-es 3-as, 6-0s, 7-es és 8-as
kromoszdémédk poliszémidja a nodulédris altipusban gyakoribb volt. Szignifikdnsan tobb
N M-ben mutattuk ki a 6-os kromoszdéma poliszdmidjat (p=0,0]). Erdemes megjegyezni,
hogy a 6-os kromoszdéma delécidjardl gyakrabban szédmoltak be kromoszdédmasdvozast
kovetd analizisekben (54), mint annak tdbbletérdl (55), ugyanakkor CGH vizsgdlatok a 6-
os kromoszdédma amplifikdcidjat valdszinlsitik (24,52). MA&s citogenetikai és FISH
vizsgélatokkal &sszhangban azt tapasztaltuk, hogy az egyik 9-es kromoszdéma elvesztése a
szuperficidlis altipusndl, mig a 10-es kromoszdéma egyik centromérdjdnak delécidja a
noduléris melanomaknél gyakoribb elvaltozéds (14,56). Osszességében a noduldris altipusba
tartozd melanomdk ploiditds értéke, amit a kromoszé ma-index tiikrdz, nagyobb volt, mint a
felszinen terjedd csoportba tartozd 1ézidké, azonban ez a kiildnbség nem érte el a
statisztikailag szignifikdns mértéket. Szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg azonban a C-

myc onkogén képiaszdm eltérésre a két melanoma altipus kdzdtt. Megdllapitottuk, hogy az
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agresszivebb bioldgiai tulajdonsdgu N M-ben a C-mycC onkogén képiaszdm emelkedés
szignifikdnsan gyakoribb volt, mint a jobb progndzist SS M-ben. A noduldris melanomék
61 $-aban, mig a felszinen terjedd melanoméknak csupdn 27 $—aban volt kimutathaté extra
c-myc szignal (p=0,02). A c-myc/C8 koépiaszém aradny, ami lehetévé teszi a valddi
génamplifikdcié és a poliszémia elkiilonitését, szintén gyakoribb wvolt a noduléris
altipusban (p=0,0]). A cmyC génamplifikdcié mértéke &ltaldban alacsony vagy kdzepes
mértékl volt, viszonylag magas foku amplifikdcids szintet (c-myc/C8 kdpiaszadm ardny >3)
csak a nodulédris altipusban tudtunk kimutatni. Eredményeink arra utalnak, hogy az
emelkedett ¢MMyCc génddzis, mas genetikai eltérésekkel térsulva, hozzajarulhat az eltérd
bioldégiai viselkedés kialakuldsdhoz és az invaziv ndvekedéshez.

Tizennégy betegnél a primer melanomédkban megfigyelt c#myC gén kdpiaszdm
eltéréseket a metasztdzisok eltéréseivel is sikerlilt Osszehasonlitani, ilyen vizsgélatokra
irodal mi adatok szerint még nem keriilt sor. Az ugyanabbdl a betegbdl szdrmazd primer—
metasztazis tumorparok molekulédris eltéréseinek Osszehasonlitdsa a daganatprogresszid
kiiléndsen fontos aspektusaira vildgithat rd. A primer tumorban még nem, de a
metasztdzisban mar meglévd domindns eltérések a metasztdzis kialakuldsdhoz vezetd
aberracidkra hiviadk fel a figyel met (24).

Vizsgalatunk sordn tanulmanyozott melanoma metasztdzisok minddssze 21%-a&ban (14
tumorbdél 4) sikeriilt kimutatni alacsony vagy mérsékelt foku cmyC amplifikdcidt.
Hasonldan kismértékd génamplifikdcidt taldltak 32 melanoma metasztdzis interfazisos c-
myc FISH analizise sordn Kraehn és mtsai. Eredményeik szerint a c-myc/C8 ardny a
melanoma metasztazisokban 0,9 és 2,9 kozott valtozott, és minddssze a metasztizisok
10 $—-&nél volt >1,5, ami mérsékelt amplifikdcids szintet jelent (42). A primer melanomédk
és metasztdzisaik kozdtt fenndlld ilyen tipust genetikai divergencia oka lehet az a
nagyfoku kromoszdémdlis heterogenitds, ami a primer melanomdk méar viszonylag korai
stddiumara is Jellemzd& (57). Ha a metasztatikus tumorsejtek a daganatprogresszid
viszonylag korai szakaszdban elhagyjdk a primer daganatot, eléfordulhat, hogy a primer
tumorban meglévd heterogén sejtpopulacidk koziil az, amelyik a daganat lokalis
kialakuldsdban 3jatszik szerepet. Ez azt a lehetéséget is felveti, hogy a daganat
metasztatizdld képessége mar a primer tumor igen koral stddiumdban eldél. Primer
daganatok és metasztdzisaik ellent mondasos c-MyC amplifikdcids mintdzatdrdl emld—, tiids—
és hasnydlmirigy daganatokndl is beszdmoltak (58,59). Ezen vizsgdlatok szerint a

metasztazisokban a cmMyc onkogén extra képiaszamanak eléfordulasi gyakorisdga, a
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megfeleld primer 1lézidhoz viszonyitva, alacsonyabb, vagy egydltaldn nincs cnyc
amplifikdcidé. Ez azt Jelzi, hogy a cmMyC gén amplifikdcidja elsédlegesen nem a
metasztatikus folyamatban, hanem az invaziv potencidl kialakuldsdban Jjétszhat szerepet
(58). Az extra cmyc koépia kialakulasanak hatterében kiilonbdzd molekularis
mechanizmusok &llhatnak: 1i.) szdrmazhat a gént hordozdé egész kromoszdma
megtdbbszordzddésébdl; ii.) eredménye lehet a 8-as kromoszdma hibés szétvaldsanak; iii.)
létrejbhet izokromoszdma kialakuldsa révén; és iv.) kialakulhat intra- és extra—
kromoszémélis amplifikdcidét kovetden (42). Az amplifikdlt szekvencia maradhat eredeti
kromoszémélis poziciéjdban, azonban transzlokdlddhat mdasik kromoszdémdara is. Az
amplifikdcidé helye és mechanizmusa nem hatdrozhaté meg interfazisos citogenetikdval. Ha
a daganat progresszidja soran épp a c7MyC gént tartalmazd kromoszdédma vagy kromoszdma
szegmens szenved delécidt, a gén kdépilaszdma és az amplifikdcidé mértéke csdkkenni fog.
Elképzelhetd azonban az 1is, hogy a 8-as kromoszdéma centroméra-régidjinak
megtobbszordzéddése nincs linedris kapcsolatban a c-MyC gén megtdbbszdrdzddésével, ami
a cMmyc/C8 koépiaszadm ardny csdkkenését, vagy akdr emelkedését vonhatja maga utdn. A
vizsgdlt melanoma metasztazisok kozilll 6 daganatban cmyc kdépiaszdm emelkedést
tapasztaltunk a primer tumorhoz képest, ami az &dtlagos 8-as kromoszdma centroméra
régidra specifikus szigndlszdm novekedésével tarsult. Hat metasztidzisndl a 8-as
kromoszédma vesztést cIMYC koépiaszam csdkkenés kisérte, Jjelezve a cmMyYC gén
feltételezhetd intra—kromoszdémalis lokalizacidjée. A c7MyC gén megoszlasa szinte
valamennyil mintdban heterogén volt, ami azt sugallja, hogy a daganatsejtek eltérd
novekedési potencidllal rendelkeztek (56).

A c-myc amplifikdcié jelenségét nodularis melanomaban Greulich és mtsai. irtak le
elészbr, munkdjuk sordn egyetlen primer melanoma CGH és FISH eltéréseit elemezték
(47). Ebben a primer melanoméban a 89 kromoszdémakar megtdbbszordzddését a cmyc
onkogén kdépiaszdm nodvekedésével hoztdk kapcsolatba (47). Ez az eset kiilonlegesnek
szadmitott abbdl a szempontbdl, hogy a tumor 5,25 mm vastagsdga rossz progndzisra utalt,
azonban a daganat eltdvolitdsadt kovetd 3 éven beliil a betegnél nem alakult ki metasztizis.
A Kraehn és mtsai. 33 melanoma metasztdzist, és minddssze 8 primer daganatot
analizdltak FISH mdédszerrel (42). A primer tumorok k&ziil négynél a 8-as centromérahoz
viszonyitva extra cmMyC koépidt taldltak. Fontos megjegyezni, hogy mind a négy 1ézid
nodularis melanoma volt, ami aldtamasztia azt a feltécelezéslinket, hogy a cmyC onkogén
fokozott jelenléte melanomdkban invaziv potencidllal tarsulhat. Az emlitett tanul médnyban

a cmyc gén amplifikdcidja (cmyc/C8 ardny) az &ltalunk megfigyelthez hasonld mértékd
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volt (42). A metasztdzisok kozll egyik mintdban sem figyeltek meg nagymértékd
amplifikdciét. A c-myc/C8 ardny 3,0 alatt maradt, bar két metasztazis, melyek primer
tumorpdrjainak vastagsaga 0,74 illetve 1,13 mm volt, emelkedett c—myC/C8 aradnyt mutatott.
A szerz8k arra a kOvetkeztetésre jutottak, hogy ezeknek a daganatoknak a klasszikus
besorolds alapjan nem vVAart, gyors progresszidja az emelkedett cmyc képiaszdmmal is
kapcsolatban &llhat (42). A primer tumorokra vonatkozé FISH adatokat a szerzék nem
kdzolték. Az altalunk analizdlt metasztédzisokban a legmagasabb c-myc/C8 ardny 2, 5-nek
addédott. Hasonldan a Kraehn és mtsai. dltal lefrtakhoz, ennek a betegnek a primer daganata
is viszonylag vékony (1,5 mm), felszinen terjedé melanoma volt, és a metasztdzist a primer
tumor diagndzisit kdvetden 3 hdénap mulva észlelték, ami tovabbi példdja annak, hogy a 8-
as centromérahoz viszonyitott cmyC gén képiaszam emelkedés rossz progndzissal tarsul,
még akkor is, ha a primer 1ézidé klinikopatoldgiai paraméterei alapjdn a betegség
kedvezd&bb lefolydsa lenne varhatd (42).

Kordbbi vizsgidlatok arra utaltak, hogy a c#YC onkogén overexpresszidja Jobb
prognosztikus marker lehet, mint a kordbban hasznédlt klinikopatoldégiai faktorok (Breslow—
vastagsag és nodalis statusz) (60,61). Felvetették, hogy a cmyC kdépiaszém aberracid c-
M Y C fehérje overexpresszidval tarsulhat, és a cmMyC gén az eldérehaladott stadiumu
bérmelanomakban nagyobb szdmban lehet jelen (61). Ezzel ellentétben Boni és mtsai. a c-
MY C fehérje expresszidé mértékét a metasztatikus potencidltdél és a metasztdzis
kialakuldsatdl fliggetlennek taldltdk, i1igy azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy
bérmelanomandl nem haszndlhatd prognosztikus im munhisztokémiai markerként (62).

Interfdzios FISH eredményeink statisztikai analizise nem mutatott dsszefliggést a két
primer melanoma altipus Osszehasonlitdsakor sem a betegek életkora, sem azok neme és a
c-MyC génalteracié mértéke kozdtt. A primer daganat lokalizacidja és a cIMYC eltérések
kdzdtt azonban Osszefliggést figyeltiink meg. Megdllapitottuk, hogy a cmyc/C8 arany
szignifikdnsan gyakoribb volt a tdrzsdn, vagy a fejnyaki regién kialakult noduldris
melanomdkndl (56). Kismértékd Osszefliggést a tumor vastagsdga és a cMYC gén
képiaszaménak valtozdsa kozott is felfedeztiink, ez azonban nem érte el a statisztikailag
szignifikdns mértéket a kiilénbdzd vastagsdg-kategéridk kozott. Az emelkedett c-myc/C8
koépiaszdmmal jellemezhetd daganatok ardnyadban azonban szignifikdns eltérést tapasztaltunk,
ha a két daganat altipust kifekélyesedett és kifekélyesedést nem mutatd alcsoportokba
soroltuk. Eredményeink szerint az ulcerdlt noduldris melanomdkndl az emelkedett c-myc/C8

ardny szignifikdnsan eltért. Az emelkedett c-yc/C8 ardny és a csdkkent tlinet mentes tulélési

53



MEGBESZELES

id6 kozott szintén Osszefiiggést taldltunk. Ross és mtsal. hasonld adatokat ko&zdltek a
fehérjeexpresszid szintjén primer melanomédk vizsgélatdt kdvetden (60).

A génamplifikdcié és az emelkedett gén és/vagy fehérjeexpresszié melanoma-—
progresszidban betdltdtt szerepének pontos megdllapitdsdhoz tovadbbi vizsgdlatokra van
szlikség. A c-myc/C8 koépiaszdm arany kritikus elemzése, mas markereket is figyelembe
véve, segitheti kiemelni a Dbetegek metasztazisképzés szempontjdbdl kiiléndsen
veszélyeztetett csoportjit. Eredményeink arra utalnak, hogy a felszinen terjedé és a
noduldris melanomédk  daganatsejtjeinek  kiilénbdzd bioldgiai  viselkedése, méas
kromoszémalis eltérések mellett, kapcsolatba hozhatd a cmyCc onkogén eltérd kdpiaszadm
mintdzatdval, azonban ennek végleges tisztdzdsdhoz tovabbi, részletesebb, a gén-, és

fehérjeexpresszidt is magdban foglald vizsgdlatokra van szlikség.

6.2. Egy 4j melanoma sejtvonal atfogé citogenetikai jellemzése

A daganatok eltérd bioldgiai viselkedésének hdtterében 4116 molekuldris eltérések
megismerésében a sejtvonalak fontos szerepet tdltenek be, sok esetben a legkdnnyebben
hozzaférheté és legolcsébb modellt jelentik a kutatdsokhoz. Az M35/01 sejtvonal
karakterizdldsaval célunk egy genetikailag részletesen analizdlt melanoma sejtvonal leirdsa
volt, az alkalmazott molekuldris genetikai mddszerek sokfélesége azonban arra is
ravilagitott, hogy a genetikai eltérések pontosabb meghatdrozdsa szdmos moddszertani
megkdzelités egyidejl alkal mazasat koveteli meg.

A kromoszdmasavozds, kromoszémélis és array-C G H, interfdzisos FISH, valamint
SKY-FISH mddszerekkel az M35/01 sejtvonal szdmos, melanomdékra jellemzd eltérései
mellett olyan alterdcidkra is felfigyeltiink, melyeket eddig nem kozdltek. Vizsgdlataink
szerint a sejtvonal komp lex karictipussal jellemezhetd, a kromoszdéméak szdmbeli eltérései
mellet szdmos strukturdlis elvaltozas is megfigyelhetd. A teljes tumorgenomban fellelhetd
genetikai aberracidk elemzésére két, eltérd felbontastii CGH mddszert alkal maztunk.

Kromoszdémélis CGH technikaval az eredeti tumorbdl szarmazd DNS CGH-profiljat
a sejtvonal CGH-profiljaval Osszehasonlitva szdmos azonos eltérést figyeltiink meg,
azonban taldltunk csak a sejtvonalra jellemz$ alterdcidkat is. Mind a primer tumorban,
mind a sejtvonalban DNS tobbletet detektdltunk a 6p22-pter, 7g2l-gter, 15gl5-qgter
lékuszokon, DNS hidnyt mutattunk ki a 9, 10, 14g32-gter, 16qg, 17p szakaszokon. A csak a
sejtvonalban megjelend eltérés a 12p12-gl3.12 szakasz és a 18-as kromoszdéma delécidia,

valamint a 20-as kromoszdéma tobblete volt. A primer tumorban a 4-es és a 16-0s
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kromoszémén megfigyelt eltérések a sejtvonalban a kromoszémék teljes hosszéra
kiterjedtek. A primer tumor és a sejtvonal genetikal eltérései kozotti kiilonbség
magyarazhatd egyrészt azzal, hogy az eredeti tumorban azok a sejtklénok, melyek az
eltéréseket tartal maztdk, kisebb szizalékban voltak jelen, mésrészt Osszefliggésben lehet
azzal, hogy az eredeti daganatban meglévd normdl sejtek kontamindcidja csokkenti a
genetikai eltérések kimutathatdsdgat, igy egy genetikailag heterogén tumorban a kevésbé
domindns eltéréseket elfedi (63). Természetesen nem zarhaté ki az sem, hogy a csak
sejtvonalban észlelt eltérések az In VIfro tenyésztés eredményeként jéttek létre. A sejtvonal
kromoszdémdélis és array-C GH eredményel nagyon jé korreldciét mutattak. A két mddszer
kozdétt az alapvetd, és igen lényeges ki{ilonbség, a mddszerek felbontdsa mellett
(kromoszdémélis CGH >20 Mb, array-CGH = 600bp-1Mb), hogy array-CGH-el az
amplifikdlt DNS szakaszok pozicidja, illetve az amplifikdlt vagy deletdlt gének, pontosan
meghatdrozhaték (64). Ezzel fligg Ossze az is, hogy array-CGH-el lényegesen tobb
genomidlis eltérést taldltunk, mint kromoszémdalis CGH-el (array-CGH-el az amplifikdlt
klénok szama meghaladta a 200-at, mig a deletdlt klénok szdma tobb mint 150 volt).

Mind a primer tumorban, mind a sejtvonalban jelentds amplifikaciét figyeltiink meg
a 6-os kromoszdéma rovidkarjan, ami hagyoményos kariotipus analizissel és CG H-el is az
egyik leggyakoribb kromoszdémdalis eltérés melanomékban (24,51,52). Array-CGH-el a 6p
kromoszdédma karon 47 klénbdl 9 amplifikdcidt mutatott, ezek kozil 5 k1dn lokalizacidija a
6p22-es, 2 a 6p22-p23-as, 1 a 6p24-es, és 1 a 6p24-p25-0s szekvencidra esett. Ebben a
régidban deléciét egyik mddszerrel sem sikeriilt kimutatni. Ezeken a ldékuszokon
melanoma-specifikus géneket még nem irtak le. A teljes genomban CGH —el felismert 6p
amplifikdcié kromoszdémélis szinten a 6-os kromoszéma révidkarjanak tdbbszdrds torését
és transzlokdcidjét jelentette. A 6p21 sadv-specifikus szondaval sikeriilt egy a 6p21 1ékusz
proximédlis régidjdt érintd toréspontot azonositani. Ezen a kromoszdémdalis szakaszon
helyezkedik el a ciklin-D1 és ciklin-D2 protoonkogénekkel homolégidt mutatd ciklin-D3
(CCND3) fehérjét kédold gén. Kimutattdk, hogy UV besugdrzast kévetéen a CCND 3-hoz
kapcsolddd CD K4 aktivitdsa szlikséges ahhoz, hogy a sejtciklus tuljusson a G2 fazison és
igy megkezd&dhessen a mitdzis. A legljabb megfigyelések szerint a CCND3
expresszidjadnak mértéke fontos szerepet jétszik kiilonbdz8 daganatok kialakuldsdban
(65,66), tovabba egyes adatok arra utalnak, hogy fontos faktor lehet a felszinen terjedd
melanomédk klinikai viselkedésének megjdslasdban (67).

A 7-es kromoszdéma eltérései malignus melanomdban eddigi ismerteink szerint rossz

progndzissal tarsulnak, és mivel szdmos eltéréssel asszocidldédva Jelennek meg
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feltételezhetd, hogy a daganatprogresszid késdéi szakaszéra jellemzd&ek (32). Array-CGH
vizsgdlataink szerint jelentds szdmu amplifikdlédott DNS szekvencia taldlhatéd a 7-es
kromoszdémén, melyek leggyakrabban a 7g31-g36 kozétti DNS szakaszok alterdcidit
foglaljédk magukban. Nap jainkban ismerték fel, hogy az ezen a szakaszon lokalizadldédd braf
onkogén mutacidja, ami gyakran a gén kismértékd amplifikdcidjét jelenti, a melanoméak
kétharmaddban kimutathatd, ugyanakkor a mutacié a szem pigmentsejtes daganatdban nem
detektdlhatd (68). A sejtvonalban a 7-es kromoszdéma eltérése nemcsak szdmbeli eltérést és
DNS tobbletet, hanem strukturdlis eltérést is jelent. SKY-FISH-sel a 7-es és l7-es
kromoszdémédk kozdtt transzlokdcidét figyeltlink meg, mindkét 17-es kromoszdma
rovidkarjdra a 7-es kromoszdmardl egy-egy D NS -darab transzlokdldédott. A transzlokacid
érinthette a 7gq34-es szakaszt is, hiszen mind az eredeti, mind a sejtvonal C GH analizise a
7g22—-gter régidén Jelentds mértékd DN S-tdébbletet mutatott. Ennek bizonyitdsa
sdvspecifikus DNS-szonddval oldhaté meg. A 7pl2 lékuszon lokalizdlddd egf-l” gén,
melyrdél feltételezik, hogy fontos szerepe van a melanoma metasztdzisok kialakuldsédban, az
&ltalunk alkalmazott médszerekkel a sejtvonalban nem mutatott eltérést (24).

A melanomdk progresszidjadban valdszinlleg szerepet jatszd 1ldkuszok kdzil a 9p21 a
legintenzivebben tanulményozott. Ezen a 1dkuszon lokalizdlddik a ciklin-dependens kindz
inhibitor 2A (pl6/cdkn2/ink4/mtsl) és 2B gén (ink4b/mts2/p15), melyek szerepe familiaris
melanomédkban mar régdta ismert (69). A sejtvonalban a kromoszdémédlis CGH adatok
szerint a 9-es kromoszdéma jelentds része delécidt mutatott, ugyanakkor az array-CGH
szerint a delécié a 9g szakaszra nagyobb mértékben terjedt ki. FISH-sel 9p21 1ldékusz-—
specifikus szondaval 2 szigndlt taldltunk, ami a centoméra szdmhoz képest a ldkuszon
delécidt jelent. A 9p2l-es lékusz alterdcidja, ami melanomakban legtdbbszor ap]6—os gén
aberracidjét jelenti, sok esetben a gén pontmutdcidjat, vagy kisebb DN S-szekvencidk
elvesztését, ill. promdter metilaciét foglal magdban. Primer melanomék CGH analizisét
kovetben teljes 9-es kromoszdmavesztésrél Bastian és mtsai. is beszdmoltak, és a
tumorigenezis korai lépéseivel hoztdk kapcsolatba (52). Ez utdbbit olyan vizsgdlatok is
aldtdmasztottdk, melyek diszplasztikus névuszokban mutattdk ki nagy gyakorisdggal a 9-es
kromoszdma vesztést (70).

Tovébbi, melanomdkra jellemzd kromoszémalis eltérésnek szamit a 10-es kromoszdéma
delécidja, ami feltételezhetfen a 9-es kromoszéméhoz hasonldan a progresszid korai
szakaszdban kovetkezik be. LOH vizsgdlatokkal primer melanomdk 30-50 $—4ban taldltak
10gq delécidt, féként vékony tumorokban (14). A 10g23.3 régidé muticidjst szamos

daganatban kimutattdk, késébb kideriilt, hogy ezen a ldkuszon helyezkedik el a Cowden

56



MEGBESZELES

betegségben kialakulé kiildnféle daganatok progresszidjadban szerepet jatszd pten/mmacl
tumorszuppresszor gén (71). Melanoma sejtvonalak tébb mint 40 $-aban a gént vagy nem
tudtdk kimutatni, vagy a génben mutacidét detektdltak (71). Apten/mmac] hibds mikodése
a szintén crista neuralis eredet gliomakban is megfigyelhetd (72, 73).

Bastian és mtsai. melanoma altipusok genetikai eltéréseit hasonlitottédk Gssze CG H-el
és megfigyelték, hogy a felszinen terjedd és a lentigo maligna melanoma altipusoknél,
melyek a krénikus napsugdrzasnak kitett testfeliileteken gyakrabban alakulnak ki, a 13g és
17p régid eltérései sokkal gyakoribbak (74). A 17p delécié mind a primer melanomdban,
mind az M35/01 sejwonalban CGH-el a ko&zds eltérések kozdtt szerepelt, és
Osszefliggésben &llhat a 17p ldékuszon elhelyezkedd, a DNS-hibajavitdsban alapvetd
szerepet Jétszd p53 gén mutacidjival. SKY-FISH-sel a 13-as kromoszdéméan tobbszords
transzlokacidt figyeltiink meg, ami a 21-es és az Y kromoszdédméat is érintette. Schulten és
mtsai. tobbszinG-FISH-sel és sdvozassal hét melanoma sejtvonalbdl négynél a 13-as
kromoszémét is érintd Osszetett atrendezddést mutattak ki (75). A 13-as kromoszdma
transzlokdcidja mind a négy sejtvonalndl mas-més kromoszdméat érintett, ami a 13-as
kromoszdéma magas transzlokdcids hajlamara hivija fel a figyel met.

Az eredeti tumorban és a sejtvonalban a legnagyobb mértékl amplifikdciét a 15-0s
kromoszdémén figyeltitkk meg mind kromoszdémdalis, mind array-C G H-el. Interfadzios FISH-
sel a sejtvonal sejtjeinek 81 $—a a 15-6s kromoszdméra tetraszémids volt. A kromoszdma
szambeli eltérése strukturdlis dtrendezddéssel is tarsult, a transzlokacidban a 2—-es és 6-0s
kromoszdma is részt vett. Az array-CGH adatok alapjan figyeltiink fel a 15gq15 szekvencia
amplifikdciéjéra. Ezen a 1ldkuszon mér tdbb gént azonositottak, de melanoma-
progressziéhoz rendelhetd elvaltozdst viszonylag keveset irtak le. Hasonldan az M35/01
sejtvonalhoz, tobben a 15-6s kromoszdma strukturdlis eltérését figyelték meg, érdekes
médon Guan és mtsai. ugyancsak a 6-os 15-6s kromoszémak transzlokdcidjat taldltédk (76).
A 15gl5-6s ldékuszon lokalizdlddd gének koziil részletesen elemezték a trombospodin—]
(tsp]) gént, melynek temméke az extracelluldris matrixhoz kapcsolddik és szamos bioldgiai
folyamat szabdlyozdsdban jatszik szerepet. A melanoméakban valtozatos expresszidt mutatd
tsp] fokozott stréméalis expresszidja rossz progndzissal térsul (77). Fontos szerepe lehet
még a 15g15-g21 lokalizdciéju fibroblaszt névekedési faktor 7 (fgf7: keratinocyte growth
factor) génalteracidjanak is, azonban a gén melanoma-progresszidban betdltdtt szerepe ma
még ismeretlen (78).

Mind a primer tumorban, mind a sejtvonalban megfigyeltiik a 16-os kromoszdma

eltéréseit, aminek jelentéségét az ezen a kromoszdéman lokalizdlddd E-cadherint kédold

57



MEGBESZELES

gén (16g22) adja. Norma&l humén bdérben az E-cadherin valamennyi epidermédlis sejt
(keratinocitdk, melanocitdk, Langerhans-sejtek) felszinén expresszdlddik, a P-cadherin
csak a bazdlis réteg keratinocitdin, az N-cadherin pedig fibroblasztok és endotél sejtek
felszinen fejezd6dik ki. Herlyn és mtsai. a melanoma kialakuldsa sordn a cadherin—
expresszié megvaltozdsara hivtdk fel a figyelmet (4). Kimutattdk, hogy a keratinocitdk
kozvetlen selft-sejt interakcidén keresztiil szabdlyozzdk a melanocitdk ploriferdcidjac. A
szabdlyzds szempontjidbdl az E-cadherin medidlt adhézid kritikusnak tint a két seljttipus
kozdott. Ezzel ellentétben a keratinocitdk novekedésgitldsa a melanomasejtekre nem volt
hatdssal, feltételezhetéen a kontakt-medidlt szabdlyozds elvesztése miatt. Egy masik in
Vitro modellben az E-cadherin sejtfelszini expressziéja meggitolta a melanomasejtek
invazidjdt a dermiszbe a folyamatban fontos szerepet jétszd adhézids receptorok, a Mel-
CAM és a B3 integrin alegység, down-regulacidja &ltal (79). Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a melanocitdk kiszabaduldsa a keratinocitdk E-cadherin-reguldlt kontrollja
aldl fontos esemény lehet a melanomagenezisben.

A 19-es kromoszdéma SKY-FISH-sel kimutatott strukturdlis &trendezddése mellett,
mind kromoszdémélis, mind array-CGH-el ezen a kromoszéman DNS tdbbletet mutattunk
ki. A strukturdlis é&trendezddés a 19-es kromoszdma rdvidkarjanak centoméra kozeli
régidjét érintette, ahova a 22-es kromoszdéma egy szakasza éplilt be. A 22-es kromoszdma
transzlokdcidja a 19pl3-as 1ldkusz kbzelében az ott elhelyezkedd gének (mint pl. a
nukleédris stabilitds és a kromatin struktura fenntartdsdban, valamint a génexpresszid
szabdlyozdsdban résztvevd lamin B2 (19pl13) gén) normél funkcidjit megzavarhatia, és igy
hozzdjarulhat a sejtmag szerkezetének destabilizdlédasdhoz és a kromatin szerkezet
megbomléasdhoz.

A 19-es kromoszdémdhoz hasonldan a 20-as kromoszdman is DNS tobbletet
detektdltunk CGH-el, ez a SKY-FISH alapjan négy 20-as kromoszdémat Jelentett: két,
feltételezhetéen normdl 20-as kromoszdéma  mellett, két tovabbi valdszinlleg
izokromoszémélis adtrendezdé8dés eredményeként létrejott 20-as  kromoszdmat  is
megfigyeltiink. Extra 20-as kromoszdédma melanoma sejtvonalakban és nativ tumorok
genomjdban nem ritka jelenség. A 20gq amplifikdciét Barks és mtsai. tSbb melanoma
settvonalban megfigyelték CGH-el (80). A 20-as kromoszdman kdédolt gének kozil a
normdl fizioldgids folyamatokban, példaul az embriondlis fejlédés, a reprodukcid, vagy a
metalloproteindz protein (M MP) csalddhoz tartozd gén szerepe vetddik fel (MMP-9,

20gl1-gl3). Melanomédkndl kiilénbtz8 M MP-k emelkedett expresszdjit figyelték meg az
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invaziv fenotipussal Osszefiiggésben. Elérehaladott stddiumi melanoma sejtvonalakban
kimutattdk az MMP-9 expresszidjadt, mig korai stddiumt daganatokbdl létrehozott
sejtvonalakndl ez nem volt lehetséges (81). A jelentds M MP-9 expresszidt mutatd humén
melanoma sejtvonal egerekbe oltva tidé metasztédzis kialakuldsdhoz vezetett.

Melanomédk genetikal eltéréseinek elemzése sordn gyakran felfigyeltek teljes
kromoszdémédk, kromoszéma szegmensek, és tumorszuppresszor gének elvesztésésére
(14,24,74). Az Gj melanoma sejtvonal FISH és SKY-FISH analizisének eredményei arra
utalnak, hogy az M35/01 seftvonal genomjéra a relativ kromoszdmavesztések jellemzbek.
Feltételezéslink szerint a primer daganatsejtekben a tumorprogresszid korai stddiuméban a
teljes genom megtdbbszordzddése kovetkezett be, majd az igy kialakult tetraploid
sejtvonalbdl elbszor teljps kromoszdméak vesztek el, mely a 9-es, 10-es, 16-0s és 18-as
kromoszdémékat érintette, ezekbdl a kromoszémédkbdl a seftvonalban FISH mddszerrel csak
két-két koépidt tudtunk kimutatni. CGH-el az emlitett kromoszémédk mellett més
kromoszdmaszakaszok hidnyéat is megfigyeltiik.

A kromoszdédma szintl eltérésekkel szemben azokra a génekre, melyekrdl
feltételeztiik, hogy génszintl eltéréseik hozzdjarulnak a melanoma progresszidéhoz, FISH-
sel nem taldltunk a centromérdhoz viszonyitott eltérést. Mindez arra utal, hogy a primer
tumor progressziéja sordn a kromoszémak megtdbbszorszédése (aneuploidia) a korai
elvaltozdsok k&zé tartozott. A daganatok kialakuldsdban szerepet jétszd genetikai mutécidk
szerepére Tyzzer mar 1916-ban utalt (82), azonban még ma sem egyértelml, hogy a
tumorigenezisben a nagyobb genomszakaszok aneuploididjanak, azaz a
kromoszdédmaegyensuly felboruldsnak, vagy a génmutdcidk létrejdttének van-e elsédleges
szerepe. Az aneuploidia-hipotézis szerint a daganatkeletkezésnek harom f6 1lépése van, az
elsé 1épésben a karcinogének a kromoszémadk megtdbbszordzddését eredményezik, ami a
genom destabilizdcidéjdhoz vezet, ezt kdvetden preneoplasztikus, majd végll neoplasztikus
kariotipus alakul ki (83). Mivel annak valdszinlsége, hogy egy uUjonnan keletkezd
aneuploid seit életképesebb legyen, mint egy diploid seijt, igen alacsony, a neoplasztikus
sejtek evolucidja lassu és klondlis folyamat. A daganatra jellemzé genetikai eltérések, a
daganatok tulnyomd tdbbségénél, az egyedi daganatsejtek szintjén meglévd szamos
génamplifikdcét és delécidt tiikrdzik. Gyakorlatilag ez a rendkiviili heterogenitas
akaddlyozza meg a sikeres daganatellenes terdpidt is (83).

Az M35/01 melanoma setvonalban felismert genetikai eltérések szamos, a felszinen
terjedd altipusra jellemzd, irodalomban is kozdlt eltérést foglalnak magukban, igy az 0j

seftvonal alkalmas ennek a daganattipusnak kiilonbdzd koriilmények kdzdtti in vitro
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tanul médnyozasara is. A sejtvonal jelentdségét tovadbb emeli, hogy kromoszdmalis CG H-el
sikeriilt kimutatni, hogy az In Vitro koriilmények k&zdtt fenntartott sejtek eltéréseinek

Jelentds része mar a primer tumorban is jelen volt.

6.3 Primer melanomak és melanoma metasztazisok cDNS alapu array-CGH vizsgalata

A cDNS alapu array analizissel célunk annak tanulményozasa, hogy a génszinten
felismert eltérések milyen génexpresszids szint valtozdsokkal térsulnak. Dolgozatomban
azokrdl a vizsgdlatokrdl szdmolok be, melyek célja a cDNS alapu array-CG H hibridizacid
melanomédkra toérténd adaptdldsa volt. Vizsgdlatainkat a jovében expresszids array
analizisekkel tervezziik kiterjeszteni.

A cDNS-fragmenteket tartalmazé chipek elénye, hogy a mRN S-ként megjelend DNS
szekvencidk eltéréseit jelenitik meg (84). Bar a cDNS-chipen alapuldé CGH-mdbdszer a
kisméretl, génen bellili mutédcidk felismerésére nem alkalmas, mégis j megoldast jelent a
normélseft kontamindcié zavard hatdsdnak kikliszObolésére, mivel minddssze egy
génkoépidnyl valtozas kimutatdsét is lehetdvé teszi olyan mintdbdl, melynek akdr 60 $—at is
normédl sejtek alkotjdk (85). A jelentds mennyiségl informdacidt tartalmazd adatbizisok
seqgitségével a kisérletekben azonositott gének kromoszomdlis elhelyezkedése kdnnyen
meghatdrozhatd.

cDNS alapt array-CGH mddszerrel eddig 9 daganat (4 betegbdl a primer és
metasztatikus tumor ugyanabbdl a betegbdl szadrmazott) hibridizdcidjdt és analizisét
végeztiik el sikeresen. Az alkalmazott chip tdébb mint 12000 cDNS fragmentet tartal mazott.
Mivel a primer tumor és a metasztdzisa k6zotti genetikai kiilonbségek megéllapitdsdra igen
hatékony mddszer, ha referencia DNS-nek a primer tumor genomjat tekintjik, ezért 3
mintapdrndl ezt a kisérleti megkdzelitést alkal maztuk. Megfigyeléseink szerint azoknak a
cDNS elemeknek a szdma, melyek csak a metasztdzisokban amplifikdlédnak wvagy
deletdlddnak, az eddig vizsgdlt 3 betegnél eltéréek. A legkevesebb eltérést anndl a
tumorparndl taldltuk, amelyiknél a primer tumor a TNM besorolds alapjdn a
legelérehaladottabb stddiumu volt (T4bN2 MO). Ennek az lehet a magyardzata, hogy a
primer tumorban a genetikai eltérések olyan mértékd halmozddésa alakult ki, melyhez mar
kisszamu 07 eltérés létrejdtte is elegendd volt, hogy a metasztdzis makroszkdéposan is
megfigyelhetévé valjon (86). Abban az esetben, ha referens DNS-ként normdl DNS-t
haszndltunk, a primer tumorban tébb mint hatszdz cDNS elemen amplifkdcdt, és hasonld

szdmu elemen deléciét figyeltiink meg. Az ugyanebbdl a betegbél szadrmazd
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metasztdzisban mind a deletdlt, mind az amplifikdlt cDNS-fragmentek szdma kozel
megduplazddott. Ezek a daganatok egy fiatal betegbdl szarmaztak, és a primer tumor a
TN M beosztds alapjan elérehaladott stadiumt volt. Ezek a megfigyelések is aldtdmasztidk
azokat a kromoszdémélis CGH-el kapott eredményeinket, melyek szerint a genetikai
aberrdcidk  fokozatos akkumuldcidéja  Osszefiigg, illetve ardnyos a melanoma
agresszivitdsaval (24).

A primer tumorok cDNS alapu array-CGH eredményeinek Osszehasonlitdsa sordn 58
olyan ismert gént taldltunk, melyek minden mintdban deletdlva (31 gén), illetve minden
mintdban amplifikdlva (27 gén) voltak. Erdemes kiemelni a Rho csalddba tartozé ,Rho
GTPase-activating protein” gént, melyrél kideriilt, hogy cstkkent mértékd kifejezddése
6sszhangban &llhat a gén részleges, vagy teljes delécidjaval (87). Irodalmi adatok szerint a
Rho fehérjék fontos szerepet jétszanak a daganatok kialakuldsdban és a csaldd kiilonbozd
tagjal a tumorprogresszié kiildnbdzd8 szakaszaiban, igy a metasztdzis képzésben is
kozremikddnek. Melanoma sejtvonalak metasztdzisképzd tulajdonsdgdnak szisztematikus
analizise soran Clark és mtsai. figyeltek fel arra, hogy a Rho C gén alterdcidija megndveli a
melanoma sejtek motilitdsédt és a kevésbé metasztatikus sejtek invaziv tulajdonsagat (88).
A cDNS alapu array-CGH vizsgdlataink ezt a megfigyelést aldtdmasztidk.

cDNS alapu array-CGH vizsgdlatot melanomédkon eddig még nem végeztek, BAC
alapu array-CGH eredményeket melanoman pedig egyediil Harvell és mtsai. kdzdltek (89).
Ez utdbbi munkdban a tapasztalt bdérgydgydsz-onkoldégus szdmdara is nehezen
megkiildnbdztethetd Spitz névuszt és a melanoméat hasonlitottdk Ossze formalin fixalt,
parafinba agyazott szovetekbdl szdrmazd DN S—m intdk segitségével, és kimutattdk, hogy a
kromoszdémélis CGH-nél érzékenyebb array-CG H-el a Spitz névusz elkiilonithetd a

melanomatdl.

Dolgozatomban megprobdltam rdvildgitani a melanomadkban kialakulo rendkiviili
mértékii genetikai heterogenitds jelenségére, a heterogenitds feltérképezéséhez sziikséges
tobbféle modszer egyiittes haszndlatdnak fontossdgdra, és arra, hogy még szamos, eddig
még nem, vagy csak kevéssé vizsgdlt potencidlis onkogén és tumorszuppresszor gén
melanoma-progresszioban betoltott szerepének tanulmdnyozdsa a jovobeli kutatdsok célja

lehet.
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A dolgozatban szerepld vizsgdlatok f& célja a kiilonbdzdé bioldgiai viselkedésd

malignus

melanoma altipusok progresszidjdban szerepet Jatszd genetikal eltérések

tanul manyozasa volt in Situ hibridizadcidés médszerek segitségével.

1. Interfadzisos FISH analizissel kimutattuk, hogy primer melanomék és melanoma

metasztdzisok genetikailag heterogén sejtpopulacidkat tartal maznak.

2. A bioldégial viselkedés szempontjdbdl elkiilonlilé noduléris és felszinen terjedd

melanomék koézdtt az aldbbi kromoszdma eltéréseket figyeltilk meg:

A 7-es kromoszoma kivételével, a felszinen terjedd melanomékban jelentds
szdmban fordult el6 monoszomids sejtpopulicid.

Az 1-es, 3-as, 6-0s, 7-es és 8-as kromoszémak poliszomidja a nodularis altipusban
gyakoribb volt.

A 6-0s kromoszéma poliszomidjat szignifikdnsan tébb noduldris melanomédban
mutattuk ki.

A 9-es kromoszéma vesztést a szuperficidlis altipusban, a 10-es kromoszdéma
egyik centromérijdnak delécidjait a noduléris altipusban figyeltik meg
gyakrabban.

3. Megallapitottuk, hogy a C G H-el korabban felismert 8g22-gter DN S tobblet &sszefligg

a cMyc onkogén koépiaszamanak ndvekedésével. Jelentds mértékd c-myc amplifikacidt

4.

csak a rosszabb progndzist nodularis melanomékban tudtunk kimutatni.

A c-myc gén amplifikdcidja és a daganatok klinikopatoldgiai paraméterei kozdtt az
aldbbi Gsszefliggéseket taldltuk:

A tOrzson, illetve a fej-nyaki région elhelyezkedd daganatok koziil szignifikdnsan
tobb noduldris melanomdndl mutattunk ki comyc amplifikdciét, mint a
végtagokon elhelyezkedd 1€zidknal (p=0,004).

A nodularis melanomak kozdétt az extra cMyC koépildt tartalmazd
kifekélyesedett tumorok szdma szignifikdnsan nagyobb volt, mint a felszinen
terjedd daganatoknal (=0,01).

A nyirokcsomd metasztdzist képzd noduldris melanomék kozdtt szignifikdnsan
tobb daganat mutatott cMyC gén koépiaszam emelkedést, Osszehasonlitva az
ugyanebbe a csoportba tartozd felszinen terjedd daganatokkal (p=0,04).

Azokndl a betegeknél, akik a primer tumor eltdvolitdsdt kdvetden 5 éven beliil
meghaltak, a cMyC gén koépiaszadm emelkedés gyakoribb volt a noduléris
melanomékban, Osszehasonlitva az ugyanebbe a csoportba tartozd felszinen
terjedd daganatokkal (=0,02).
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5. A felszinen terjedd melanomébdl szarmaztatott Gj sejtvonal genetikai elemzése soran
megallapitottuk:

® A sejtvonal és az eredeti tumor eltéréseinek tobbsége a CGH profilok alapjan
megegyezett, ami arra utal, hogy a sejtvonal genetikai elvaltozédsai domindltak

az eredeti tumorban is.

® Az M35/01 sejtvonal karictipusa komplex, a kromoszémak szdmbeli eltérései
mellett szdmos strukturdlis eltérés is jellemezte.

® A sejftvonal analizise centroméra- és gén-specifikus szondakkal felveti az
aneuploidia szerepének fokozott fontossdgidt a daganatprogresszid sordn a

génamplifikdcidval/delécidval szemben.

® Az Uj melanoma sejtvonal genetikai elemzése bizonyitja, hogy a kiilénbdzd
szintl genetikai eltérések felismerése tobb mddszer parhuzamos alkal mazasat

igényli.

6. A BAC (genomidlis DNS szekvencia) és cDNS array alapt komparativ genom
hibridizdcidés mddszerekkel a kromoszdémdalis CGH-hez képest pontosabban
meghatdrozhaté az amplifikdlt és deletdlt szekvencidk lokalizdcidéja. cDNS array—el
lehetévé valik a genetikai eltérések és a génexpresszié parhuzamos analizise

ugyanazon a chipen.

® Az array-CGH alapjan a sejtvonalban a legnagyobb mértékd amplifikacidt
(Log2z > 0,6) a T7g (7922-931), 159 (15g21-9g25), 20g (20913)
kromoszdémakarokon, a legnagyobb mértékl deléciét (Log2 < -0,6) a 4q (49l2,
4g28-9g31, 4932-g33), 9p (9p21, 9p23, 9p24), 99 (9921), 10g (10g23-g25), 12g
(24.3), 16g (169l13-g21, 16921, 16g23) 18p (18pll, 18g21-23), 17p (17pl2)
kromoszdmaszakaszokon figyeltiik meg.

® A primer tumorok array-CGH eredményeinek Osszehasonlitdsakor 58 olyan

ismert gént taldltunk, melyek minden mintdban deletdlva (31 gén), illetve
minden mintdban amplifikdlva (27 gén) voltak.
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