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Genetikai elteresek karakterizalasa
BRAF- és NRAS-mutaciot hordozo
human primer melanomakban

Ldzdr Viktéria
Debreceni Egyetem, Egészségtudoméanyok Doktori Iskola, Debrecen

A malignus melanéma a legrosszabb indulatu bérdaganat, mely fokozott metasztdzisképzéssel és gyogyszer-rezisztencidval
jellemezheté. Kialakuldsdaban és progressziéjaban szdmos genomeltérést azonositottak. Ezek koziil kiemelkedé jelentd-
ségli a MAP-kindz jeldtviteli Gtvonal konstitutiv aktivdcidjat eredményezé NRAS és BRAF onkogének mutdcidja, melyek
a tumorgenezis korai fdzisdban jelennek meg. Ezekhez a mutdciokhoz a daganatprogresszié sordn (jabb genomikai el-
térések tdrsulnak, melyek egyiittesen eredményezik az agressziv fenotipust. Vizsgdlataink soran elsédleges célunk volt
a BRAF- és NRAS-mutdciét hordozo primer melanomdkat jellemzé molekuldris eltérések feltérképezése. A melanémagenom
genetikai alterdcidinak analizisére array komparativ genomhibridizdciot (array-CGH) alkalmaztunk. Eredményeink szerint
a BRAF-mutdciot hordozo daganatok leggyakoribb eltérései az 1-es kromoszéma hosszu karja (1q25-1g25), valamint a tel-
jes 7-es kromoszoma DNS-tobblete, és a 10-es kromoszoma hosszu karjdnak (10g23-10g26) DNS-hidnya voltak. Az NRAS-
mutdciot hordozo daganatokat a 11q22.3-11q25 régio gyakori delécioja jellemezte. Eddigi adataink alapjdn feltételezhetjiik,
hogy annak ellenére, hogy az NRAS és a BRAF onkogének aktivdciés mutdcidi ugyanazt a szigndltranszdukcios utvona-
lat aktivdljdk, a primer melandmdk tumorgenezise sordn eltérd genetikai eltéréseket hordozd molekuldkkal kooperdlnak.
Eredményeink elemzése sordn a kiilénb6z6 szigndltranszdukcids Utvonalak részletesebb vizsgdlatdval felderitettiik, hogy
a BRAF-mutdcidt hordozo daganatokban leggyakrabban a MAPK-JAK jeldtviteli Utvonalak kozotti interakcioban részt vevo
fehérjék génjei sériilnek, majd kiilonbézé adatbdnydszati algoritmusok segitségével tovdbbi BRAF-mutdcioval dsszefiiggésbe
hozhato géneltéréseket azonositottunk a MAPK-Utvonalbdl. Vizsgdlataink mdsik szakaszdban részletesen tanulmdnyoztuk
a 11q13 amplifikdcios klaszter géneltéréseit, melyet array-CGH vizsgalataink sordn a melanoma egyik leggyakoribb genetikai
eltéréseként azonositottunk. Eredményeink arra utalnak, hogy a 11q13 régiéban lokalizdlodo onkogének koamplifikdcidja,
a BRAF- vagy NRAS-mutdcié CCND1-amplifikdcioval tdrsulva gyakrabban jellemzé rossz progndzisu daganatokra, mint e ge-
netikai eltérések jelenléte kiilon-kiilon. Magyar Onkologia 57:96-99, 2013
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Human malignant melanoma is one of the most aggressive forms of skin cancer with an exceptionally bad prognosis.
Melanoma often displays constitutively activated MAPK pathway through BRAF or NRAS mutations. It is also known that
these mutations are almost never simultaneously present and that they appear at early stages and preserved throughout
tumor progression, although it is proved that these alterations alone are insufficient to cause tumor progression. Therefore
the first aim of our study was to evaluate those distinct genetic alterations which can properly differentiate the three
important molecular subtypes of primary melanomas with a) BRAF, b) NRAS mutation and c) WT (wild type for both loci).
High-resolution array comparative genomic hybridization (array CGH) was used to assess genome-wide analysis of DNA copy
number alterations. Primary melanomas with BRAF mutation more frequently exhibited losses on 10q23-10q26 and gains on
chromosome 7 and 1g23-1q25 compared to melanomas with NRAS mutation. Loss on the 11g23-11q25 sequence was found
mainly in conjunction with NRAS mutation. Based on these results, we proved the existence of marked differences in the
genetic pattern of the BRAF and NRAS mutated melanoma subgroups, which might suggest that these mutations contribute
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to the development of malignant melanoma in conjunction with distinct cooperating oncogenic events. In general, it is an
interesting phenomenon suggesting that these mutations provide probably the ‘quiding force’ for these tumors and it also
suggests that there are alternative genetic pathways to melanoma. These additional oncogenic events which are associated
with BRAF or NRAS mutations can provide rational additional targets for a combination therapy with kinase inhibitors. In
this study we also investigated the specific dynamic activities among different signalling pathways highlighting the frequent
alterations of genes involved in the signalling interactions between the MAPK-JAK pathways in BRAF mutated melanomas.
Using a data mining algorithm we also found a gene alteration signature in the MAPK pathway that was commonly related
to the presence of BRAF mutation in our melanoma cohorts. The second aim of this study was to develop an accurate Q-PCR
method for determining the co-amplification pattern of six candidate genes that reside in the 11q13 amplicon core. We
found that co-amplification of these candidate genes or the CCND1 amplification along with either BRAF or NRAS mutations
might be more important for prognosis than the presence of these alterations alone.

Lazar V. Characterization of genetic alterations in primary human melanomas carrying BRAF or NRAS mutation. Hungarian
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BEVEZETES

A bérdaganatok legagresszivabb formdja a melanéma malig-
num, incidencidja vilagszerte folyamatosan emelkedik.
Attétképzési hajlama rendkiviil gyors, gydgyszer-rezisztenci-
dja fokozott, igy korai felismerése és pontos diagnozisa a be-
tegség kimenetele szempontjabol rendkiviili jelent6séggel bir.
Kialakulasaban a kornyezeti faktorok koziil kiemelten fontos
szerepet jatszik az ultraibolya sugarzas, mely stilyos DNS-ka-
rositd, un. genotoxikus mellékhatassal is rendelkezik. E ha-
tasat mind kozvetlenill, pirimidindimerek kialakitaséval,
mind kozvetett mechanizmusokkal (pl. oxidativ stressz dltal
medialt mutdciok indukalasaval) kifejtheti.

A melandéma progresszidja sordn a tumorgenom insta-
bilitdsdnak koszonheten kilonbozd genetikai eltérések
sorozatos akkumuldcidja kovetkezik be, mely sordn sé-
riilnek a genom integritasat szabdlyozé molekularis me-
chanizmusok, a sejtek normalis miikodését szabalyozo
jelatviteli folyamatok. Ismert ugyan, hogy a tumorsejtek
evolucidja diverz, megjosolhatatlan és sztochasztikus fo-
lyamat, ugyanakkor szdmos alkalommal bizonyitast nyert,
hogy a tumorsejtek osztodasa soran azoknak a rosszindula-
taklonoknak a pozitiv szelekcidja valdsul meg, melyek a mar
felhalmozott genetikai és epigenetikai eltérések altal elke-
ritlhetik azimmunrendszer védelmi vonalait és képessé val-
nak attét kialakitasara tavoli szovetekben. A humén genom
szekvenaldsa, a microarray technoldgia és bioinformatika
napjainkban torténé ugrasszert fejlédése lehet6vé tette egy
Uj tudomdnyag, a genomléptékt molekularis genetika lét-
rejottét. A genomika forradalmian 4j eredményeket hozott,
Uj modszertani megkozelitések alkalmazasaval, integralt
genomikai analizisekkel lehetévé valt a betegségek kialaku-

ldsaban és progresszidjaban szerepet jatszé specifikus elté-
rések, molekularis célpontok azonositasa.

Szamos kutatas foglalkozott a primer melanémak tumor-
genezisének korai fazisdban megjelené BRAF és NRAS
onkogének aktivaciés mutdcidjanak vizsgalatdval, annak ta-
nulmdnyozasaval, hogy ezeknek az onkogénalteracioknak
milyen szerepe van a melandma progresszidja soran. Mindkét
onkogén a MAP-kinaz foszforilaciés kaszkadrendszer tagja,
aktivacios mutdcidik nagy jelentdséggel birnak a melanéma
progresszidjaban, azonban még tovabbra is nyitott az a kér-
dés, hogy milyen genomeltérésekkel vesznek részt a daganat-
kialakulds és -progresszi6 folyamataban. A mutéciok jelenléte
vagy hidnya alapjan harom melanéma-alcsoport kiilonitheté
el: BRAF-mutaciét hordozd, NRAS-mutaciét hordoz, illetve
mindkét mutacidra vad allélt hordozé melandémak alcsoport-
jai. Irodalmi adatok alapjan a két aktiviciés mutacié nagyon
ritkan fordul elé egyazon tumorban. Még pontosan nem is-
mert ennek a jelenségnek a hattere, de az egyik legvaldszi-
nibb oka, hogy az egyiittes mutacidénak nincs a tumorsejtek
proliferacidjara, tulélésére tovédbbi hatidsa. A BRAF- és az
NRAS-mutdciok koziil a BRAF-mutans fehérjét célz6 terdpia
igéretes klinikai eredményeket szolgéltatott, jelen pillanatban
is szamos célzott kutatds folyik a raf-kinaz fehérje gatlasat ered-
ményezd vegyiiletek klinikai tesztelésére. A biztaté eredmé-
nyek ellenére is igen gyakran 1ép fel a kindzgatlokkal szemben
rezisztencia, ami azt is jelentheti, hogy tobb célpont egyidejii
gatlasa sziikséges a daganat progresszidjanak megallitdsara.

CELKITUZESEK

1. A BRAF-vagy NRAS-mutaciét hordozd, illetve vad BRAF/
NRAS-genotipust human primer melanémdk jellegzetes
molekularis eltéréseinek megismerése. Célunk volt olyan
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genetikai eltérések azonositdsa, melyek akar uj specifikus
terapids targetet is szolgaltathatnak, a mutaciok hatdsa-
nak gyengitését célzé kezelések mellett.

2. Adatbanydszati algoritmusok (,data mining algorithm”)
alkalmazasaval annak felderitése, hogy a két onkogén
mutdcidja milyen génkopiaszam-eltérésekkel tarsul. Me-
lyek azok a molekuldris alteraciok, amelyek tovabb médo-
sithatjak a MAPK jelatviteli atvonal mtikodését.

3. Az eltér6 genotipust melanomakban a tumorprog-
resszidban szerepet jatszo jelatviteli utvonalak kozotti
interakcidban részt vevé gének azonositdsa.

4. A 11q13 amplifikaciés klaszterben lokalizal6dé onko-
gének koamplifikdciés mintazatanak felderitése, a mela-
némaprogresszidban betoltott szerepiik részletes vizsga-
lata primer humén melanémakban.

MODSZEREK

A human melandémaszovetek a DE OEC Bérgyogyaszati Kli-
nikardl szarmaztak, ahol el6zetes szovettani analizisiiket is
elvégezték. A BRAF kodon 600 és NRAS kodon 61 mutécio-
inak genotipizéldsat LightCycler real time PCR rendszerben
végeztiik, valos idejli polimerdz-lancreakciot (RT-PCR) kévetd
olvadaspont-analizissel, fluoreszcensen jelolt oligonukleotid
probakkal. A mutaciot hordozé mintak pontos genotipusat
szekvenalassal allapitottuk meg. A teljes genom eltérései-
nek analizisére array-alapi komparativ genomidlis hibri-
dizéciét (array-CGH) alkalmaztunk, melynek segitségével
a tumorsejtgenomban el6forduld ismeretlen génamplifikacios
és géndelécios események detektalhatdak. Az array-CGH ana-
lizis a teljes human genomot lefedé 2464 BAC (mesterséges
bakterialis kromoszéma) klént tartalmazé array chip lemezen
tortént (HumArray3.1 chip). Az array-CGH-adatok feldol-
gozasat kovetden a transzformdlt adatokat a nyilt forraskoda
CGH-Explorer 3.2, cluster 3.0 és az R statisztikai programmal
elemeztiik tovabb. A jelatviteli itvonalakhoz kothet eltérések
elemzése soran a kiilonb6z utvonalak adatait a SignaLink
adatbdzisbdl (http://signalink.org/) toltottiik le, majd ezeknek
a géneknek a kopiaszam-eltéréseit a legkozelebbi BAC klén (<2
MB) segitségével becsiiltitk meg. A 11q13 lokusz onkogénjei
koamplifikacios mintazatanak feltérképezésére SYBR-Green
festésen alapuld kvantitativ RT-PCR mddszert dolgoztunk ki.

EREDMENYEK

A BRAF 600-as kodon a primer melanémak 37%-aban, az
NRAS 61-es kodon a szévetek 19%-4dban hordozott mutaciot.
A vizsgalt primer melanémak 56%-a hordozott BRAF- vagy
NRAS-mutaciot, ugyanakkor a két mutdcié egytittes eléfor-
duldsdra egyetlen mintdban sem volt példa. Négy esetben
volt lehet8séglink a primer tumor és az ugyanabbdl a be-

tegbdl szdrmazd metasztazis mutacios genotipusanak egy-
idejli meghatarozasara. Megfigyeltiik, hogy a BRAF vagy
NRAS aktivaciés mutacidjat hordozé primer daganatok
metasztazisaiban is eléfordulnak a mutaciok. Szignifikan-
san gyakrabban figyeltiink meg NRAS-mutaciét azokban
a daganatokban, melyek szovettanilag igazoltan kréniku-
san napnak kitett testfeliiletekrél szarmaztak. Ezt az ered-
ményt magyarazhatja, hogy az NRAS 61-es kodonjaban egy
TT szekvencia talalhato, ahol az UV-sugarzds indukalta
cikloaddicié nagyobb valdszintiséggel torténik meg.

Primer melanémak génkopiaszam-eltéréseinek genom-
szintli analizise sordn megfigyeltiik, hogy a BRAF-mutécios
csoportba tartozé daganatokban a 7-es kromoszéma DNS-
tobblete, tovabba a 10-es kromoszéma DNS-hidnya dominal,
mely minden esetben érinti a BRAF (7q34) onko- és PTEN
(10923.3) tumorszuppresszor gén kromoszomalis 16kuszat is.
A 10q kromoszémakar hierarchikus klaszteranalizise ugyan-
csak ravilagitott arra, hogy az itt megfigyelhet6 nagymérté-
ki deléciés mintdzat féleg az elérehaladott stadiumg, illetve
BRAF-mutaciét hordoz6 daganatokra jellemz6. A leggyako-
ribb amplifikdciot a 7q36.3 régioban figyelhettiik meg, ami
ugyancsak a BRAF-mutdci6t hordozé melanémakra jellem-
z6. Ezen a DNS-szakaszon lokalizdlédik a PTPRN2 onkogén,
melynekszerepétkiterjedten vizsgaltdk emlédaganatokbanis,
mas tipusu daganatok esetében a géntermék gatlasaval sikere-
sen tudtdk csokkenteni az attétek szamat. NRAS-mutdciokat
hordozé primer tumorokban a 11q23.3-11q25 l6kusz delécidja
volt a leggyakrabban megfigyelt eltérés. Ezen a lékuszon ta-
lalhat6 az egyik ismert tumorszuppresszor gén, az OPCML,
mely a receptor-tirozinkinazok negativ regulacijan at fejti ki
hatdsat. A masik, NRAS-mutaciéval dsszefiiggésbe hozhatd
gyakori deléciot a 17pl13.3 kromoszomalis régioban figyel-
tik meg, ezen a szakaszon eddig két Uj tumorszuppresszor
gént azonositottak (HICI és OVCAI), valamint megfigyelték,
hogy ez a 16kusz hemizigéta dllapotban sejtciklus-dereguld-
ciot valt ki és tumorgenezist indukal. Mind a BRAF-, mind
az NRAS-mutaciot hordozé melandémak gyakran hordoztak
amplifikaciot a 6p22.3 (E2F3) és deléciot a 9p21 (CDKN2A)
kromoszomilis régiokban. A két onkogén mutdcidjat nem
hordozé vad tipusi mintakban gyakori DNS-tobbletet ta-
laltunk a 17q24-17q25 kromoszomalis szakaszon és DNS-hi-
anyt a 4q23-q25 régioban.

A MAPK jelatviteli utvonal molekuldinak egy adatbanya-
szati algoritmussal (Random Forest) torténé analizise soran
BRAF-mutacidval 6sszefliggésbe hozhaté deléciés mintézatot
ismertiink fel, mely magaba foglalta a PTEN, JNKI és HVH-3
ismert tumorszuppresszor gének egyiittes deléciojat. A PTEN
egy jol ismert tumorszuppresszor gén melanémakban, ellen-
ben a HVH3 és JNKI gének melandémaban bet6ltott szere-
pérél igen kevés informacié all még rendelkezésre. Az iro-
dalomban fellelhet$ legtjabb eredmények alapjan a HVH3
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génrdl ismert, hogy az ERK2 gén inaktivacidjaért és specifi-
kus lokalizacidjaért felel6s, melyet célzottan tdmadva mar si-
kertilt a daganatok novekedését gatolni. A JNKI null mutans
transzformalt egerekben pedig spontan belsé szervi dagana-
tok kialakuldsat detektéltak.

A jelatviteli dtvonalak kozotti interakciok eltérései-
nek vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy a BRAF-mutaciot
hordozé daganatokban a MAPK-JAK jelatviteli utvonalak
kozotti jelatviteli interakciok gyakrabban sériiltek, mint
a vad tipusi BRAF gént tartalmazé melanémakban. Ha-
sonlé mintézatot taldltunk a MAPK-IGF és JAK-IGF ut-
vonalak kozott is. Tovabba ravildgitottunk a Hedgehog
(HH) utvonal alterdcidinak jelentéségére is a BRAF-mutans
melanémakban.

Munkank masodik részében a 11q13 régioban lokali-
zal6do onkogének koamplifikacids mintdzatat vizsgaltuk
részletesebben, mivel ennek a génszakasznak a gyakori
amplifikdcidjat a primer melanéma progresszidjaval 6sz-
szefiiggésben mar tobb fiiggetlen vizsgalat (beleértve sajat
munkdnkat is) kimutatta. A génklaszter feltételezett target
génje a CCNDI, melynek nagymértékl expresszidjat tobb
szolid tumorban (emld-, fej-nyaki, valamint hdlyagdaga-
natok) is megfigyelték. A CCNDI onkogén mellett azonban
szamos mas onkogén talalhaté ebben az amplikonban, mint
a TAOSI, FGF3, FGF4, FGF19 és EMSI gének, melyek szere-
pét még nem vizsgaltak részletesen primer melanémékban.
Eredményeink szerint a vizsgalt primer melanomak 32%-a
CCNDI-génamplifikacioval jellemezhetd. Négy eset-
ben ugyanabbdl a betegbél szdrmazd primer daganat és
metasztdzis profiljat is Ossze tudtuk hasonlitani. Mind
a négy primer melanémdaban a CCNDI amplifikalt volt,
ugyanakkor csak egy metasztazismintdban volt a CCNDI
onkogén amplifikalva. A CCNDI-amplifikaciét hordozé
mintakban tovabb vizsgaltuk a 11q13 amplikon 6t poten-
cidlis onkogénjének (TAOSI, FGF3, FGF4, FGF19 és EMSI)
eltéréseit. Megallapitottuk, hogy a mintak 18%-aban ez az
6t onkogén egyiittesen amplifikalédik. A daganatok 46%-
aban a TAOSI gén amplifikacidjat figyeltitk meg. Ezeknek
a géneknek a CCNDI-gyel torténé egytittes amplifikdcidja
a vastag daganatokban gyakrabban fordult el8. Eredménye-
ink szerint a TAOSI gén amplifikdcidja, a BRAF vagy NRAS
onkogén muticidja és a CCNDI emelkedett géndodzisa
egylittes el6forduldsa szignifikdnsan gyakoribb a rosszabb
progndzisu és kifekélyesedd felszinli daganatokban.

KOVETKEZTETESEK

1. A BRAF- és NRAS-mutaciok gyakoriak a primer mela-
némakban, és valdszintileg a tumor progresszidja soran
végig fennmaradva hozzédjarulnak a daganat agressziv
viselkedéséhez.

Genetikai eltérések BRAF- és NRAS-mutans melanomaban

2. Annak ellenére, hogy az NRAS és a BRAF onkogén ak-
tivaciés mutaciéi ugyanazon jeldtviteli dtvonalat ak-
tivaljak, eredményeink szerint a primer melanémék
tumorgenezise soran eltéré genetikai alteraciokkal ko-
operalnak. Ez arra utal, hogy a BRAF- és NRAS-mutaciok
vezérlé szereppel funkciondlnak az alternativ genetikai
utvonalakat érinté melandmagenezis soran.

3. Feltételezziik, hogy a 10q kromoszémakaron bekovet-
kezé delécid a BRAF-mutdcidval egyiittesen vesz részt
a melandmagenezisben.

4. Adatbanyaszati mddszerekkel BRAF-mutacidhoz tarsuld
3 ismert tumorszuppresszor gént (PTEN, JNK1, HVH3)
érint6 deléciés mintdzatot azonositottunk.

5. A genetikai eltéréseket kiilonbozé jelatviteli dtvonalak-
ban szerepet jatszé génekhez kapcsoltuk, felismertiik,
hogy a BRAF-mutaciét hordozé daganatokban leggyak-
rabban a MAPK-JAK jelatviteli utvonalak kozotti inter-
akcidban részt vevo gének sériilnek.

6. Allql3amplifikdcidsklaszterbenlokalizalédé kandidans
gének koamplifikacidja, a BRAF- vagy NRAS-mutéciéval
és a CCNDI emelkedett génddzisaval tarsulva gyakrab-
ban jellemzé rossz prognoézisu daganatokra, mint e gene-
tikai eltérések jelenléte kiilon-kiilon.

KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, prof. Baldzs Margit-
nak, akinekazirdnyitasa és tudomanyos Gtmutatasa segitettea PhD-munkam
elkészitését. Koszonettel tartozom prof. Addny Réza intézetvezetdnek, hogy
tamogatasaval lehetévé tette, hogy a Megel6z6 Orvostani Intézetben dolgoz-
hassak. A melanémaminték és részletes adataik 6sszegyjtésében, a szovetek
dermatopatoldgiai karakterizalasaban nyujtott szerepéért kiemelt koszonet-
tel tartozom dr. Bégany Agnesnek és dr. Emri Gabrielldnak.

A PhD-tézisekben szereplé publikaciok elkészitését és a tézisek Osz-
szedllitasat az OTKA K75191, a TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0024 és
a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0031 szdmu projektek tdmogattak.
A projekt az Eurdpai Uni6 tdmogatasaval, az Eurépai Szocialis Alap térs-
finanszirozasaval valdsult meg.

SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE

Lazar V, Ecsedi S, Szoll6si AG, et al. Characterization of candidate gene
copy number alterations in the 11q13 region along with BRAF and NRAS
mutations in human melanoma. Mod Pathol 22:1367-1378, 2009

Lazér V, Ecsedi S, Vizkeleti L, et al. Marked genetic differences between
BRAF and NRAS mutated primary melanomas as revealed by array com-
parative genomic hybridization. Melanoma Res 22:202-214, 2012

Barok M, Baldzs M, Lazéar V, et al. Characterization of a novel, trastu-
zumab resistant human breast cancer cell line. Front Biosci (Elite Ed)
2:627-640, 2010

Vizkeleti L, Ecsedi S, Rakosy Z, et al. The role of CCND1 alterations dur-
ing the progression of cutaneous malignant melanoma. Tumour Biol
33:2189-2199, 2012

Rékosy Z, Ecsedi S, Toth R, et al. Integrative genomics identifies gene sig-
nature associated with melanoma ulceration. PLoS One; 8:¢54958, 2013

99

Magyar Onkolégia 57:96-99, 2013





