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A melanoma okozta haldlozdsok legfébb oka a metasztdzisok megjelenése, mely a tilélésen til jelentdésen csokkenti az alkalmazott
terapidk hatékonysagdt is. Ezért sziikséges olyan biomarkerek felkutatdsa, melyek hozzdjdrulnak a melanoma prognézisdhoz, és
sikeresen alkalmazhatdk a terdapids hatékonysdg ndvelésére. Szamos jelatviteli dtvonal szerepét bizonyitottdk mdr a melanoma
progressziojdban. Ezek koziil kiemelkedd jelentdéséqgi a Ras/MAPK dtvonal aktivdcidja. A BRAF- és NRAS-mutdcick korai megje-
lenése mellett fontos, hogy az dtvonal eqyik f6 célmolekuldja a sejtciklus G1/S fazis dtmenetét szabdlyozo CCNDI. Vizsgdlataink
egyik részében a CCNDT genetikai és génexpresszios eltéréseit tanulmdnyoztuk a melanomaprogresszié sordn, figyelembe véve
a BRAF és NRAS gének mutdcios statuszdt. Eredményeink a CCNDI-kopiaszam eltéréseinek szignifikdns dsszefiiggését tartdk fel
a kedvezdtlen klinikai kimenetellel primer melanomdkban, mely dsszefiiggést befolydsolta a BRAF és NRAS gének mutdcios std-
tusza a napsugdrzdasnak vald kitettség fiiggvényében. Génexpresszios vizsgdlataink sordn a CCNDT mRNS-szintiének szignifikdns
csokkenését figyeltiik meg a tobbszords dttétképzd primer tumorokban, mely korreldciot mutatott mind a BRAF és NRAS mRNS-
szintekkel, mind pedig ez utobbi gének mutdcios statuszdval. A CCND1 protein fokozott expresszidja pedig dttétképzéssel, rovidebb
tuléléssel és nagyobb Breslow-vastagsdggal tarsult. A CCND1-et kifejezé sejtek ardnya azonban heterogén eloszIldst mutatott, mely
befolydsolta a klinikopatoldgiai paraméterekkel vald dsszefiiggést. Kisérleteinket ezért eltérd bioldgiai karakterd sejtvonalakon
végzett vizsgdlatokkal egészitettiik ki. Ez alapjdn a progresszio eldrehaladtdval a CCND1-expresszio fokozddik, majd az dttétben
lecsokken. Tovabbi célunk volt az array komparativ genomhibridizacios (aCGH) vizsgdlatok soran gyakori eltérést mutato 7g31-es
régio szerepének vizsgdlata a melanoma progressziojdban. A I6kusz rendkiviil géndenz, mely magdban foglalja a mutdcios forro-
pontként mikodd FRATZG fragilis helyet. Ennek kérnyezetében lokalizalodik a fokdlis adhéziok eqy kulcsmolekuldjat kodold TES gén,
valamint a membran-lipidtutajok multifunkcids alapkéve, a CAV1. Interfdzisos FISH-vizsgdlataink szignifikdns dsszefiiggést mutattak
a 7q31 kopiaszam-eltérései és a kedvezétlen prognozis kozétt. A CAVI mRNS-expresszio lecsékkent vastag melanomakban, mely
vdltozds fehérjeszinten is tapasztalhato volt, mig a TES mRNS-szint csbkkenése a tobbszords dttétképza primer mintdkat jellemezte.
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Metastatic process accounts for the vast majority of melanoma associated mortality, and also results in difficulties in the effective
treatment. Therefore, identification of novel biomarkers could contribute to melanoma prognosis, and may also provide new
opportunities for efficient cancer treatment. Several signaling pathways have been identified as key regulators in melanoma
progression, including the frequent activation of Ras/MAPK signaling pathway through the mutant BRAF or NRAS genes. Besides,
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alterations of CCND1 may also be of great importance. The oncogene plays a significant role in the G1/S phase transition of the
cell cycle, and its transcriptional activation is primarily carried out by the Ras/MAPK cascade. One of our aims was to determine
the genetic and gene expression alterations of CCND1 during melanoma progression, considering the mutation status of BRAF and
NRAS genes. Analysis of CCNDT copy number alterations revealed significant association with poor clinical outcome in primary
melanomas, which was influenced by the mutation status of BRAF or NRAS in the term of sun exposure. Regarding gene expression,
CCNDT mRNA level decreased in lesions with multiple metastases and were correlated with both the mRNA levels and mutation sta-
tus of BRAF and NRAS. CCND1 protein expression was associated with Breslow thickness, metastasis formation and shorter survival
time. However, the proportion of cells expressing the protein showed a heterogeneous distribution, influencing the association with
clinical-pathological parameters. Therefore melanoma cell lines with different biological behavior were also analyzed for protein
expression. These experiments revealed an increasing CCNDT protein level throughout primary cancer progression, which then
decreased in the metastasis. The other purpose of our study was to determine the role of 7q31 region in melanoma progression,
which was found frequently altered using array comparative genomic hybridization (aCGH). 7g31is a gene dense locus, including
the FRA7G fragile site, which serves as a mutation hot spot. In its close vicinity TES (focal adhesions) and CAV1 (lipid rafts) genes
are located. Using interphase FISH, significant associations were found between 7q31 copy number alterations and poor clinical
outcome. Both mRNA and protein levels of CAV1 decreased in thick lesions whereas primary melanomas forming multiple metastases
were featured by decreased TES mRNA level.

Vizkeleti L. Biological role and prognostic significance of genetic alterations in human malignant melanomas. Hungarian Oncology
59:268-272, 2015
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BEVEZETES

A heterogén fenotipusu malignus melanomat korai attétkép-
zés és gyorsan kialakuld terapiarezisztencia jellemzi. A bor-
daganatok okozta haldlozasok dontd tobbsége is az attétes
melanomaknak tulajdonithaté. Multifaktoridlis etiologia jel-
lemzi, szamos genetikai és kornyezeti tényez6 kolcsonhatdsa
révén alakul ki.

A melanoma nagyfoku genomidlis heterogenitdsarol
ismert. Az eltérd utvonalak érintettsége és a kozottiik fel-
1ép6 interakciok komplexitdsa azt sugallja, hogy az egyedi
genetikai és molekuldris eltérések 6nmagukban nem ren-
delkeznek donté befolyassal a betegség kialakuldsara és
progresszidjara. Azonban a kiilonb6z6 alteraciok halmo-
zdddsa, a tumorsejt és mikrokornyezete kozotti specialis
parbeszéddel egyiitt mar képes eltéré klinikai-bioldgiai
kimenetelek kialakitédséra. Igy a molekuldris tulajdonsédgok
figyelembevétele segithet a jelenleg 1étez6 klasszifikacids
rendszerek pontositasaban, jov6beni terapids modszerek
kidolgozasaban.

Szamos jelatviteli utvonal kulcsszerepét bizonyitottak
mar de novo melanomak progresszidjaban. Néhany koziilik
régoéta ismert, mint a Ras/MAPK utvonal, mely a tirozin-
kinaz receptor jelatvitel egyik f6 célpontja. A jelatviteli ut
vezet$ szereppel bir a melanomagenezisben, sejtproliferd-
ciéban és a sejtek tulélésében egyarant. Emellett mas mole-
kularis kaszkaddal torténd interakci6 révén tovabb segitheti

a tumorgenezist, sejtnovekedést, kemorezisztencia kialaku-
lasat, invaziot, migraciot és a sejtciklusszabalyozas megval-
tozasat. Leggyakoribb eltérései kozé tartozik a BRAFV600
és NRASQ61 kodonok mutacidja, mely az utvonal konstans
aktivalodasat eredményezi.

Elézetes aCGH-tanulméanyaink szdmos kromoszomalis
régio, mint a 7q31 vagy 11q13 eltérésének a melanoma ag-
ressziv viselkedésében betoltott szerepére vilagitottak ra.
A 7q31 l6kusz magaban foglalja a FRA7G torékeny pon-
tot, melynek kozvetlen kozelében taldlhatok olyan gé-
nek (CAVI és TES), amik lehetséges célpontjai a tumor-
genezis soran kialakul6 genetikai alteraciknak. A CAV1
a membran ,lipidtutajok” f6 komponenseként kiilonb6z6
fehérjeinterakciok révén a sejt életének szamos aspektusat
befolydsolja. A daganatprogresszidban betoltott szerepe
azonban vitatott; apoptotikus és anti-apoptotikus hatdssal
egyarant rendelkezik a daganattipus és stadium fiiggvényé-
ben. A TES a fokalis adhéziok kulcsmolekuldjaként befo-
lyasolhatja a tumorsejtek motilitasat. A 11q13-as lékuszon
talalhat6 CCNDI1 onkogén a sejtciklus G1/S fazis atmenet
{6 szabalyoz6 molekuldja. Transzkripcids aktivalasa el-
s6sorban tirozinkindz receptorok kozvetitésével, a Ras/
MAPK jelatviteli kaszkddon keresztiil valosul meg. Emellett
egyéb citokinek, transzkripcids faktorok és extracellularis
matrix fehérjék PI3K-Akt-mTOR kaszkad stimuldcidja,
valamint a csokkent proteindegraddcié szintén hozzdji-
rul a megnévekedett CCNDIl-szinthez. Ezek alapjan az (j
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genetikai alteraciok identifikalasa és szerepének azonosi-
tasa a génexpresszio szabalyozasiban oOsszehangoltan az
epigenetikai folyamatokkal uj tavlatokat nyithat a daganat-
ellenes terapiaban is.

CELKITUZESEK

1. A 7q3l-es lokusz genetikai eltéréseinek vizsgalata
interfazisos FISH technikdval primer melanoma szoveti
mintakban és a kialakult nyirokcsomoattétekben, valamint
kiilonbozd bioldgiai viselkedésti melanoma-sejtvonalakban.
A FISH-eredmények dsszevetése a tumorok klinikopatold-
giai paramétereivel.

2. A 7q31-en lokalizal6dé CAV1 és TES mRNS- és fehér-
jeszint valtozasainak meghatdrozasa primer melanomakban
és sejtvonalakban qRT-PCR és szoveti microarray-ken vég-
zett immunhisztokémia alkalmazdsaval. Az expresszids
eredmények 6sszevetése a tumorok klinikopatolégiai para-
métereivel.

3. A 7q31-alterdciok és génexpresszios valtozasok kozotti
kapcsolat vizsgélata.

4. A CCNDI onkogén genetikai eltéréseinek vizsgalata
interfazisos FISH technikdval. A FISH-eredmények 6ssze-
vetése a tumorok klinikopatolégiai paramétereivel, vala-
mint a BRAF- és NRAS-mutdcios statusszal.

5. A CCND1 mRNS- és fehérjeexpresszios valtozasok
meghatarozasa primer melanomakban qRT-PCR és szoveti
microarray-ken végzett immunhisztokémia alkalmazasa-
val. Az expresszios eredmények Osszevetése a tumorok kli-
nikopatoldgiai paramétereivel, valamint a BRAF és NRAS
gének expresszids és mutdcids statuszaval.

MODSZEREK

A friss/fagyasztott melanomaszovetek a Debreceni Egyetem
Bérgyogyaszati Klinikdjardl szarmaztak. A vizsgdlatban
szerepld betegek nem kaptak kezelést a primer tumorok se-
bészeti eltavolitasat megel6z&en. Kisérleteinket eltérd bio-
l6giai karakterti human melanoma-sejtvonalakon (WM35,
WMO983A, WM983B, A2058, HT168, HT168-M1 és HT199)
végzett vizsgalatokkal is kiegészitettiik.

A 7q3l-es és 11ql3-as régiok gyakori amplifikacidjat
aCGH segitségével mutattuk ki. Az eltérések sejtszintii vizs-
gilatat, valamint az aCGH-eredmények validalasat inter-
tazisos fluoreszcencia in situ hibridizacioval (FISH) végeztiik
gyari kettds jelzett probakat (CEP7/7q31 és CEP11/CCND1)
alkalmazva. A kiértékelést két modszerrel végeztiik el: (1) ko-
piaszam-kategorizalas (delécid, latszolagos amplifikdcio, kis-
és nagymértékd amplifikacio) és (2) kopiaszamindex (CNI)
alapjan kialakitott csoportok ROC gorbe analizissel megha-
tarozott ,cut-oft” értéket alkalmazva.

TagMan egylépéses RT-PCR segitségével hataroztuk meg
a CAV1, TES, BRAF, NRAS és CCND1 mRNS-szinteket. Az
adatelemzést Livak modszerrel végeztiik, ahol a belsé kont-
roll gén GAPDH, a kalibrator 3 kiilonb6z6 személytél szar-
maz6 naevusminta, illetve tenyésztett melanocita volt.

A CAV1, TES és CCNDI immunhisztokémiai vizsgalato-
kat sz6veti microarray-ken végeztiik. A detektalas Envision/
HRP rendszerrel tortént VIP peroxiddz szubsztratot al-
kalmazva. A reakci6 pozitivitdsat 4 fokozatu skalan érté-
keltiik (nincs, gyenge, kozepes és erds festédés), valamint
a CCNDI1 esetében a kiértékelést quickscore modszerrel is
elvégeztiik. A fehérjeexpresszids vizsgdlatokat sejtvonala-
kon végzett Western blot analizissel egészitettiik ki. A jel
detektdlasdra peroxidazkonjugdlt masodlagos antitesteket
alkalmaztunk, és kemilumineszcenciaval tettiik lathatova.
A kész immunblotokat denzitométerrel kvantifikaltuk.

A BRAFV600 és NRASQ61 kodonok mutécids statuszat
olvadaspont-analizissel detektdltuk fluoreszcens prébakat
alkalmazva. Az igy nyert eredményeket a PCR-termékek
direkt szekvenaldsaval erdsitettitk meg.

Valamennyi statisztikai analizist SPSS 19.0 és R-2.15.0
programcsomagok segitségével végeztiik.

EREDMENYEK

A kalkulalt 7q31 16kusz CNI jol korrelalt a 7-es kromoszé-
ma kopiaszam-eltéréseivel, és szignifikansan magasabb volt
azon primer daganatokban, melyeket metasztatizal6 hajlam
és kifekélyesedo felszin jellemzett.

Fokozott CAV1 mRNS-szint volt kimutathaté a nagy
Breslow-vastagsagii daganatokban, mig a TES mRNS-
szintek eltérést mutattak a kiilonb6z6 helyen lokalizalodo
attétekkel rendelkezd primer tumorokban. Fehérjeszinten
a vizsgalt naevusmintak egyik fehérje esetében sem mutat-
tak erés pozitivitast. A melanomaszévetek viszont altala-
nossagban erés CAV1-membranfestddés mellett gyenge és
diffuz citoplazmai fest6dést is mutattak, mig a TES fehérje
gyakran képzett plakkokat a membranban. Ugyanakkor
a CAV1 fehérje a primer melanomék 83%-aban volt csu-
pan detektalhat6. A fennmarad6 mintak negativak voltak.
A vizsgalt paraméterek kozill a vastag melanomak csok-
kent CAV1-expresszidval voltak jellemezheték; fontos
azonban megjegyezni, hogy a vékony lézidk egy alcsoport-
ja szintén nem mutatott festdést. A TES fehérjét a primer
tumorok 76%-a fejezte ki, egyetlen vizsgalt klinikai-pato-
logiai paraméterrel sem talaltunk azonban szignifikdns
Osszefliggést.

A kiilonboz6 szintek kozott végzett korrelacids analizis
nem vagy csak gyenge korreldciét mutatott a 7q31-es lokusz
amplifikacidja és az itt lokalizalédé CAV1 és TES gének
mRNS- és fehérjeexpresszidja kozott.
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A kalkulalt CCNDI CNI a 7q31-es régidhoz hasonléan
jol korrelalt a 11-es kromoszoma képiaszamaval, és szigni-
fikdnsan alacsonyabb volt a végtagokon kialakul6 és nem
ulcerdlt melanomakban, mig magasabb képiaszam jelle-
mezte a tavoli szervi, illetve tobbszoros attétet képzd primer
daganatokat. A logisztikus regresszids analizis szintén gya-
kori CCNDI-amplifikdciét mutatott ki ulceralt felszint és
tobbszoros attétképz6 tumorokban. A kedvez6tlen klinikai
kimenetel ismert prediktoraira, mint az ulceracio, Breslow-
vastagsag és metasztatizalé hajlam valé korrekciot kovet6-
en a CCND1-amplifikalt melanomak mintegy 1,6-szer na-
gyobb eséllyel okoztak az egyén betegségspecifikus halalat.
Habar ez az Osszefliggés nem bizonyult szignifikansnak,
valdszintleg az adatszam novelésével ez megvaltozna.

Az dltalunk vizsgalt melanomak 44%-a hordozott muta-
ciét a BRAF 600-as kodonjaban. Ezek tobbségében, kozel
90%-ban V600E mutdciét jelentettek, és csupan 2 tumor-
ban fordult el6 V600K és 1 melanoméaban V600R mutécid,
igy ezeket egyiitt kezeltiik. Az NRAS 61-es kodon mutacidi
ugyanakkor a primer melanomak 6sszesen 15%-aban for-
dultak eld, az alabbi tipusmegoszlasban: 63% Q61K, 25%
Q6IR és 2% Q61L mutdcidt hordozo 1ézid. A BRAF- és
NRAS-mutaciok egyetlen vizsgalt mintdban sem fordul-
tak el egyiittesen. A mutaciét hordozé mintak viszonylag
alacsony szdma és ugyanazon utvonalra gyakorolt azonos
hatdsa miatt a kiillonb6z6 BRAFV600 és NRASQ61 muté-
cidkat egytitt kezeltiik az analizis soran. A CCND1 kopia-
szam-eltérései és a BRAF/NRAS-mutdciok kozotti inter-
akcids vizsgalatok nem mutattak ki semmilyen moédosito
hatdst a CCND1-eltéréseknek a primer melanomak klini-
kai-patologiai paramétereivel vald Osszefiiggéseiben, vi-
szont korrigalva a BRAF- és NRAS-mutacidkra, a CCNDI-
amplifikacié tovabbra is Osszefiiggésben allt a felszini
kifekélyesedéssel és a tobbszoros attétképzéssel. Tovabba,
a CCNDI-amplifikaciéval rendelkezd, de BRAF- vagy
NRAS-mutaciét nem hordozé primer melanomak 4,4-szer
gyakrabban alakultak ki krénikus napsugarzasnak kitett
bérfeliileteken.

A CCNDI1 mRNS-expresszié tobb mint 2-szeres csokke-
nését a melanomak 39%-aban, mig mRNS-szint-novekedést
a vizsgalt tumorok csupan 18%-aban mutattuk ki. A gén-
kifejez6dés és a klinikai-patolégiai paraméterek kozotti
Osszefiiggések analizise ravilagitott arra, hogy a CCNDI
mRNS-expressziés mintazata primer melanomakban befo-
lyasolhatja az attétképzés helyét is. Tobbszoros attétképzo
mintédk ugyanis csokkent CCND1 mRNS-szinttel jellemez-
heték, mig a csak kutan és/vagy nyirokcsomo-metasztazist
képz6 léziokban fokozott CCNDI-expresszié figyelhe-
t6 meg. Végil, a tavoli szervi (tiidS, agy, csont vagy maj)
attéteket képz6é primer daganatok nem mutattak eltérést
a CCNDI mRNS-szintben a kontroll naevusmintakhoz ké-
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pest. A CCNDI1-expresszids valtozasok ugyanakkor koze-
pes mértéki pozitiv korrelaciot mutattak a BRAF és NRAS
mRNS-szintekkel, és szignifikansan Osszefiiggtek a BRAF
és NRAS gének mutacids statuszaval is. A fenti mutaciokat
nem hordozd primer melanomak ugyanis megkozelitdleg
2,3-szer nagyobb CCND1 mRNS-expresszios értékekkel
rendelkeztek a mutaciét hordozé mintakhoz viszonyitva.

A melanomak erds magi fest6dést és néhany esetben gyen-
ge plazmapozitivitast is mutattak a CCNDI fehérjére. A kiér-
tékelés soran csak a magi fest6dést tekintettiik specifikusnak,
igyamintak 87%-a bizonyult pozitivnak. Nagyintratumoralis
heterogenitas nem jellemezte a vizsgalt mintakat. A CCND1
fehérje kifejez6désének mértéke szignifikdnsan Osszefiiggott
a Breslow-vastagsaggal, attétképzéssel és a betegek tulélésével.
A nagyméretd, metasztazisképzd és a beteg halalat okozd pri-
mer tumorokat erdsebb CCND1-festddés jellemezte, azonban
a pozitiv sejtek szamat is figyelembe véve a tumorvastagsaggal
valo Osszefiiggés eltlint. Ezért eltéré bioldgiai viselkedésti
human melanoma-sejtvonalak esetében is meghatdroztuk
a CCND1 fehérjeszinteket immunhisztokémia és Western
blot technikak segitségével. A vizsgalat azt mutatta, hogy
a progresszié elérehaladtaval a CCNDI-expresszi6 fokozodik,
majd az attétben lecsokken. A Western blot analizis eredmé-
nyei is megerdsitették ezen eredményeket.

A kiilonbozé szintek kozotti Osszefiiggést vizsgalva,
a CCNDI fehérje kifejez6désére nem volt szignifikans hatas-
sal sem az mRNS-szint, sem pedig az atlagos génkdpiaszam.

KOVETKEZTETESEK

1. A 7q31 képiaszam-eltéréseinek primer melanomakban
végzett FISH-analizise szignifikans osszefiiggést mutatott
ki a kedvezétlen klinikai kimenetellel.

2. A 7q3l-es lékuszon elhelyezked6 CAV1 mRNS-
expressziés analizise csokkent kifejez6dést tart fel vastag
melanomakban, mely eltérés fehérjeszinten is kimutathaté
volt.

3. A TES mRNS-szint csokkenését tobbszoros attét-
képz6 primer melanoma mintdkban figyeltilk meg, mig
azok a 1ézidk, melyek csupan kutin vagy nyirokcsomo-
metasztazissal rendelkeztek, emelkedett mRNS-szinttel
jellemezheték. Ugyanakkor a TES fehérje expresszidja nem
mutatott 9sszefiiggést egyetlen vizsgalt paraméterrel sem.

4. A CCNDI gén kdpiaszam-eltérései Osszefliggést mu-
tattak a kedvezétlen klinikai kimenetellel primer mela-
nomakban. Ezt az Osszefliggést befolyasolta a BRAF és
NRAS gének mutacids statusza a napsugarzasnak vald ki-
tettség fliggvényében.

5. CCNDI1 mRNS-szint csokkenése figyelheté meg azok-
ban a primer tumorokban, melyek tobbszords attétkép-
zéssel jellemezhetdk, és a génexpresszié korreldciot mutat
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mind a BRAF és NRAS mRNS-szintekkel, mind pedig ez
utobbi gének mutacids statuszaval. Tovabba a CCNDI pro-
tein fokozott expresszidja attétképzéssel, rovidebb tuléléssel
és nagyobb Breslow-tumorvastagsaggal tarsul.
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