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|. BEVEZETES

A melanoma malignum (MM) kialakulasaban kornyezeti
¢s genetikai faktorok egyarant jelent6séggel birnak;
emellett a tumor gyakorisaga és a prediszponal6 faktorok
aranya jellegzetes foldrajzi megoszlast is mutat. A legje-
lentsebb kornyezeti tényezéként az ultraviola (UV) su-
garzas tekinthet6. Az UVB mellett az UVA szerepét epi-
demiologiai adatokon feliil azon 0j eredmények is felve-
tik, miszerint az UVA hatas sokkal gyengébb cellularis
DNS javitd6 mechanizmusokat indukal, mint az UVB,
fibroblastokon. Egyéb extrinsic faktorok szerepe is felve-
todik, mint az elektromagneses ¢és ionizald sugarzasok,
valamint bizonyos foglalkozasi artalmak (pl. tiizoltok,
pilotak). Immunszupprimalt allapotban (pl. szervtranszp-
lantaltakban) a MM kockazata 3-8-szorosara nohet.

A genetikai faktorok szerepe tobbszoros primer
melanomak (MPM), illetve MM csaladi halmozddasa
esetén mindenképpen felmeriil. Nagy penetrancidji, nagy
rizik6t hordozo génként ismert a CDKN2A és a CDK4,
mig a melanocortin 1 receptor (MC1R) gén variansai
kozepes rizikofaktort jelentenek. Az un. 'R’ variansok
(R151C, 1155T, R160W, D294H) a voros haj, vilagos-,
fényérzékeny bor fenotipus kialakitasaban szerepelnek,

2



szemben az un. ’r’ variansokkal (V60L, V92M, R163Q),
melyek szerepe kevésbé jelentds. Az 'R’ variansok MM
rizik6t nével6 hatasa er6sebb, mint az ’r’ variansoké, de
emellett a variansok tipusatdl fliggetleniil azok szama
szintén noveli a MM-ra val6 hajlamot. A varidnsok el6-
fordulasa jellegzetes foldrajzi kiilonbséget mutat. Az
MITF gén csiravonal eredetii pontmutacidja (p.E318K)
kozepes rizikofaktorként szerepel MPM, familiaris MM
és MM vesesejtes carcinomaval (renal cell cancer, RCC)
val6 egyiittes el6fordulasaban.

A MM-s betegek magasabb rizikoval birnak to-
vabbi tumorok kialakuldséra; leggyakrabban jabb MM-
ra (MPM), azonban tébbek kozott a nem-melanoma
bértumorok (féleg basalioma: BCC), valamint pancreas-
(PaC) és emldcarcinoma gyakoribb el6fordulasa is igazo-
lodott. A MM ritkan tumor-prediszponal6 szindroémakban
is el6fordulhat; igy BRCA-asszocialt csaladi emlé és
petefészekrak esetekben, és raritasként pl. a PTEN
hamartoma tumor szindroma (PHTS) spektrumban

(Cowden szinromaban-CS) is megfigyelték.



1. CELKITUZESEK

Mivel hazai MM-s beteganyagrol nem alltak rendelke-
zésre genetikai adatok, ezért elsddleges céljainkat az
alabbi vezérfonalak mentén terveztiik:

11.1. MPM vizsgalat

a. Feldolgoztuk a betegek Klinikopatholdgiai jellemzdit:
fenotipus, egyéni és csaladi tumoros anamnézis, a MPM-
k részletes hisztoldgiai jellemzdi, a betegség lefolyasa és
kimenetele.

b. Elvégeztik a legjelentésebb MM-ra prediszponald
gének (CDKN2A, CDK4, MCI1R, MITF E318K) csiravo-
nal szintli szekvendldsat, majd statisztikai mdodszerekkel
Osszefliggéseket kerestiink a klinikai, hisztologiai és ge-
netikai eredmények kozott fokuszalva az MCIR varian-
sokra, valamint ezek frekvenciajat/megoszlasat mas or-
szagokbol publikalt eredményekhez hasonlitottuk.

c. A MCI1R varidns genotipusok tekintetében a ’r’
(00,r0,rr) és °R’ allél hordozok (RO,rR,RR) azonositasat
kovetden ezen csoportok Osszehasonlitasaval arra keres-
tiink valaszt, hogy a fenti genotipusok determinalnak-e
bizonyos klinikai és/vagy pathologiai jellemzoket a
MPM-s betegek korében?



11.2. Unikalis MM-asszocialt esetek

A betegek vizsgalata és adataik feldolgozasa soran né-
hany szerteagazé onkologiai anamnézissel bir6 MM-s
beteg kiilon figyelmet érdemelt. Harom ilyen eset sajat-
sagait részleteiben elemeztiik a csaladi hattér, klinikai
kortorténet, valamint

a. a legvaldszinlibb pathognomikus gének csiravonal
szintii szekvenalasat

b. elemeztiik az elvégzett genetikai eredmények tiikrében
az unikalis onkoldgiai esetek hatterében felmeriil6 tovab-

bi genetikal, illetve kornyezeti faktorok szerepét.

I11. MODSZEREK

111.1. Klinikai adatok

111.1.1. MPM vizsgalat

A Semmelweis Egyetem Bor-, Nemikortani ¢és
Boronkologiai Klinika 11 évnyi MM-s beteganyagan
108/1855 MM-s betegnél alakult ki MPM (5,8%); ebbdl
43 vett részt a genetikai vizsgalatban. Naluk Osszesen
106 MM alakult ki (atlag: 2,47/f6). Az atlagos kovetési
id6 6,7 (0-34,2) év volt. A szokasos egyéni és csaladi

adatokon kiviil rogzitettiik a pigmentacios fenotipus jel-
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lemz0it, a hozzavetdleges naevus-, és dysplasids naevus
szamot, dohanyzasi szokasokat és foglalkozast. A MM-k
részletes szovettani elemzését, valamint a betegség lefo-
lyasat, a kezeléseket, ¢s a MM-val 6sszefliggd halalese-
teket is dokumentaltuk.

111.1.2. Unikalis MM-asszocialt esetek

111.1.2.1. Két tumorokkal terhelt csalad

Két tumorokra hajlamos csaladot vizsgaltunk (A- és B
csalad), tekintettel arra, hogy a kozos utodoknal egyre
korabban jelentkeztek malignus tumorok. Az A-
csaladban vizsgdlataink kdzéppontjaban egy nem iker
testvérpar allt (egyikiik az un. ,,index” személyiink), akik
mindegyikénél négy azonos primer malignus daganat
alakult ki: MPM (mindkét esetben n=2), BCC, PrC és
TR. Tovabba a csaladban tobb esetben fordult el6 TR és
neuralis daganat, valamint 1-1 RCC és gyomorrak is.
Tobben dohdnyoztak, és szamos tlizoltd volt a férfiak
kozott. Az index személy felesége a B-csalad tagja volt,
ahol PaC aggregaci6o dominans 6roklésmenetet mutatva
jelentkezett. K6zos gyermekeik koziil az egyikiik 37 éve-
sen exitalt PaC miatt, a masiknal szintén fiatal életkorban

RCC alakult ki.



111.1.2.2. Hat primer MM

59 éves, vese transzplantacion atesett ndbeteget vizsgal-
tunk, akinél az immunszuppressziv kezelés 7 éve alatt hat
primer MM ¢és to6bb BCC alakult ki. MM-ra vulnerabilis
cutan fenotipusba tartozott (vords haj, vilagos bor), me-
lyet a kedvezdtlen napozasi szokasok és a nem megfeleld
bérgyogyaszati compliance is terhelt. Bar a negyedik
MM-t kévetden az immunszuppressziv kezelés modosult
egy, a malignus daganatok kialakulasa szempontjabol
kedvezébb kombinéciora, a betegnél ennek ellenére ala-
kult ki még tovabbi két MM, ¢és egy évvel kés6bb MM
propagatio miatt exitalt.

111.1.2.3. MM és PHTS/ CS-t felveté tiinetegyiittes:
Tumorokkal terhelt csaladbol (TR, BCC, uterus daganat)
szarmazd nodbeteget vizsgaltunk lem atméréji in situ
MM-mal a homlokan, akinél a jelentds testdeformitasok
mellett (sulyos scoliosis, koponyacsonti hyperostosis,
dolichocephalia, bizonyos testrészek hemihypertrophiaja,
mas részek atrophidja) szerteagazd tumoros anamnézist
detektaltunk: igazolt mamma carcinoma, myoma uteri,
pajzsmirigy és mellékpajzsmirigy adenoma, lipomak és
kotészoveti naevusok. Mindezek mellett erdsen felmertilt

RCC ¢és tobb, a genitourinaris rendszerben talalt
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malformatio lehetdsége, melyeknek a verifikalasara
azonban nem keriilhetett sor a beteg tovabbi egyiittmi-
kodésének hidnyaban. A fenti fenotipus és kortorténet
felvetette a PHTS koziil CS lehet6ségét.

111.2. Mutacié analizis

Sanger-féle szekvenalas: A DNS izolalas a periférids
vér lymphocytaib6él (Roche Magna Pure System), mig
egyes esetekben paraffinba agyazott blokkokbdl (Qiagen)
tortént. A PCR amplifikacidhoz sziikséges primereket
korabbi publikaciokbol vettiik, vagy online programok
segitségével terveztiik. Az amplifikacio sikerességét 2%-
os agardz gélen elektroforézissel ellendriztiik GelGreen®
(Biotium) segitségével. A PCR reakciok termeékeit tiszti-
tottuk  (ExoShap-IT, USB), majd elvégeztik a
szekvenalasi reakciot (BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, Abi), melyet végiil gél-filtracios techni-
kaval tisztitottunk  (NucleoSEQ, Macherey-Nagel
GmbH). A szekvenalast két iranyban végeztik ABI
PRISM 3100 Genetic Analyser szekvenald rendszeren. A
kapott szekvencidkat FinchTV Szoftverrel vizualizaltuk,
majd az aktualis NCBI referencia szekvencidhoz hasonli-
tottuk.

Az alabbi gének vizsgalatat végeztiik el:
8



Az MPM vizsgalat alanyai esetében vizsgaltuk a
CDKN2A ¢s a MCI1R gén teljes kodold hosszat, azt
mindkét irdnyban kissé talhaladva, valamint az exon-
intron atmeneteket. Ezen feliill a CDK4 gén 2. exonjat,
valamint az MITF E318K pontjat. Az Unikalis MM-
asszocialt esetek mindegyikénél elvégeztiik a fenti MM-
ra prediszponald gének analizisét. Ezen feliil kiegészités-
ként: a Két tumorokkal terhelt csaladnal egyes tagjai-
nal a BRCA 1/2 gének hot-spot régioit (BRCAL: 2. exon,
11 és 20-as exonok egyes szakaszai; BRCA2: 11-es exon
egy szakasza), mig masoknal a BRCA 1/2 gének teljes
kodolo szakaszat, valamint a PTEN gén kodolod részét
teljes vagy részleges modon szekvenaltuk. A Hat primer
MM esetben a PTEN gént vizsgaltuk teljes hosszaban,
mig a MM és PHTS/ CS-t felveté tiinetegyiittes kap-
csan az SDHB és SDHD géneket vizsgaltuk.

Az ¢észlelt 1) eltéréseket lokusz-specifikus restrikcios
endonukledz enzimekkel torténd emésztés segitségével
verifikaltuk (MC1R D117G: Psyl (Tth111l) (200 allél);
MITF V320A: BsrBI (Mbil) (100 allél) (Fermentas Life
Science). Mindkét esetben egészséges kontroll allél vizs-

galatok is torténtek a fenti modszerekkel.



111.3. Statisztikai modszerek

A MPM vizsgalat sordn a folyamatos valtozok esetén a
csoportokat t-teszt segitségével hasonlitottuk dssze, mig a
kategorikus valtozok esetén a khi-négyzet-, vagy a
Fisher-féle egzakt probat alkalmaztuk. A szignifikancia

hatarértékét p<0,05-ben hataroztuk meg.

IV. EREDMENYEK

IV.1. MPM vizsgalat eredményei

IV.1.1. Klinikopatholégiai jellemzok

A 43 MPM beteg atlagéletkora az els6 MM diagndzisa-
kor 61 év volt. Szignifikansan alacsonyabb életkort ész-
leltiink a n6knél, mint a férfiaknal (55,3 versus 65,4 év;
p=0,016), valamint azon betegeknél, akiknek i.) volt
egyéb malignus daganat a korel6zményében, ii.) a csa-
ladban el6fordult MM, iii.) a MM-k szama magasabb
volt. Négy betegnél volt MM-ra pozitiv a csaladi anam-
nézis (9,3%). Az esetek 49%-aban (21/43) a masodik
MM egyidejlileg keriilt diagnosztizalasra az elsével. A
betegek 51%-anal észleltiink vagy 20-nal tobb naevust,
vagy legalabb egy dysplasias naevust; tovabba ezen bete-
geknél szignifikansan tobb MM alakult ki (2,8 versus 2,4
MM; p=0,026).
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Szovettani vizsgalatok. Gyakrabban észleltiink in situ
MM-t a masodik (37%)-, illetve tovabbi MM-k kozott
(25%), mint az elsék esetében (9%). A leggyakoribb
hisztoldgiai altipus a szuperficialisan terjedd6 MM (SSM)
volt (60,4%), mig nodularis MM mindossze 4 esetben
fordult el6 (6sszes MM 3,8%-a). Az els6 MM-K i.) szig-
nifikdnsan vastagabbak voltak (Breslow 2,16 versus 1,16
mm; p=0,013), ii.) gyakrabban voltak ulceraltak, és iii.)
gyakrabban mutattak regressziot, mig a tumort infiltrald
lymphocytak (TIL) tekintetében nem volt Iényegi kii-
16nbség az elsd és a masodik MM-k kozott.
Egyéb malignus daganatok kialakuldsa: A 42 beteg ko-
ziil 18-nal (42%) alakult ki egyéb daganat; ezen esetek
83%-4ban nem-melanoma bérdaganat jelentkezett, 17%-
ban extracutan malignus tumor, mig a 28%-uknal mind-
ketto kialakult.
IV.1.2. Genetikai eredmények:
CDKNZ2A: Két betegnél sikeriilt CDKN2A mutaciét azo-
nositani  (4,7%): ¢.296G>C-p.R99P ¢és  C.206A>G-
p.E69G. A leggyakoribb SNP-k tekintetében a cC.-
191G>A 88,3%-ban, a ¢.*29 C>G 25,6%-ban, mig a
c.*69 C>T 16,3%-ban volt azonosithat6. Az A148T
SNP-t minddssze 2 beteg hordozta (4,6%).
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CDK4: Senkinél nem azonositottunk mutaciét a 2-es
exon 24-es aminosav pozicioban (R24H, R24C).
MITF: A ¢.1075 G>A-p.E318K mutéciot egy beteg sem
hordozta, azonban azonositottunk egy ugyanezen
exonban elhelyezkedé SNP-t, a ¢.1082 T>C-p.V320A-t
(rs2055006) egy betegnél, amit 50 egészséges kontroll
egyike sem hordozott.
MC1R: A betegek 86%-anal talaltunk MCIR varianst; 8
non-szinonim ¢és 1 szinonim varians fordult eld. Az ’r’
variansok Osszesitett allél frekvenciaja 30% volt, mig az
"R’ variansoké 33%. Az R151C (30%) fordult el6 legy-
gyakrabban. Azonositottunk egy 1j varianst (¢.350 A>G-
p.D117G) egy MPM betegnél, ami 100 egészséges kont-
rollban nem volt jelen. Az R163Q a betegek 16,2%-anal,
ill. 8,1%-os allél frekvenciaval fordult eld.
1V.1.3. MCI1R varians statusz analizis
Osszehasonlitva a ’r’(n=20) és 'R’(n=23) hordozo beteg-
csoportokat, az 'R’ hordozoknal fiatalabb atlag-életkort
és gyakoribb tarsuld6 malignus daganatot, vagy tobbszo-
r6s BCC-t észleltiink. Hisztologia tekintetében az 'R’
hordozoknal nem szignifikansan, de gyakoribb volt a(z)
I.) invaziv masodik MM ii.) ulceralt els6 MM, illetve
iii.) nem ulceralt masodik MM; mig szignifikansan gya-
12



koribb volt a masodik MM-ben a TIL jelenléte (67% ver-
sus 27%; p=0,035). Regresszio és mitdzis index tekinte-
tében a két betegcsoport kozott nem mutatkozott kiilonb-
ség. Bar az R’ hordozoknal tobb esetben alakult ki
propagatio és MM-asszocialt halaleset, az 5 éves tulélés-
ben nem volt mérhetd kiillonbség.
IV.2. Unikalis MM-asszocialt esetek
1V.2.1. Két tumorokkal terhelt csalad
Az index személynél (A-csalad) azonositottunk egy csi-
ravonal eredet(i mutaciot a CDKN2A génben (p.R99P),
mely kimutathato volt a PaC altal érintett utdd tumoraban
is. Az index személy ezen tul két MCIR ’r’ varianst
(V60L és VI2M) és egy szinonim varianst (T314T) is
hordozott. SNP-k tekintetében a CDKN2A génben kettd
(c.-191 G>A, c¢.*69 C>T), a PTEN génben szintén kettd
(c.80-96 A>G, ¢.1026+32 T>G), mig a BRCAL génben
egy (c.1067 A>G; p.Q356R) SNP-t hordozott. A B-
csaladban nem sikeriilt mutacidt azonositani, de szamos
SNP-t detektaltunk. Ezek a CDKN2A génben (c.-191
G>A, c.193+174 A>G), a BRCAL génben (c.2311 T>C;
p.L771L) és a BRCA2 génben (c.-26 G>A, ¢.631+183
T>A, ¢.3396 A>G; p.K1132K, ¢.3807 T>C; p.V1269V,
€.5744 C>T; p.T1915M, c.7242 A>G; p.S2414S, ¢.7806-
13



14 T>C, ¢.8755-66 T>C, ¢.*105 A>C) fordultak el6, me-
lyek koziil a BRCAL L771L és a BRCA2 K1132K kizaro-
lag a PaC altal érintett csaladtagban voltak azonosithatok.
IV.2.2. Hat primer MM

A betegnél a magas rizik6ja MM-ra prediszponalo gé-
nekben (CDKN2A, CDK4). nem talaltunk mutaciot Két
SNP-t hordozott a CDKN2A génben (c.-191 G>A, ¢.*29
C>G), valamint egy MC1R ’R’ varianst (R151C) homo-
zigbta forméban.

1V.2.3. MM és PHTS/ CS-t felvet6 tiinetegyiittes
Csiravonal eredetli mutaciot nem sikeriilt azonositani a
vizsgalt génekben, de szamos SNP-t detektaltunk: a
CDKN2A génben (IVSIB+174 A>G, c.*69 C>T), a
PTEN-ben (c.80-96 A>G, ¢.1026+32 T>G), az SDHB-
ben (c.18 C>A) és az SDHD-ban (c.52+136 G>T,
c.314+15 T>A). Emellett egy MCIR °R’ varianst
(R160W) is hordozott. Az SDHD gén 3-as intronjaban

1évo ¢.314+15 T>A varianst els6ként azonositottuk.

V. KOVETKEZTETESEK
V.1. MPM vizsgalat
Az els6 magyarorszagi MPM vizsgalat sordn megallapi-

tottuk, hogy:
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1. Szamos eredményiink megfelelt az eddigi irodalmi

adatoknak:

MPM el6forduléds ardanya a MM-s betegek korében.
Nagyszamu naevus vagy dyspladsias naevus jelenléte
hajlamosit MPM kialakulasra.

No6knél alacsonyabb életkor az els6 MM kialakulasa-
kor.

A tovabbi MM-kra jellemzd, hogy vékonyabb
Breslow vastagsaggal birnak, gyakrabban in situ
melanomak, és gyakran alakulnak ki az els6 MM-val
megegyez0 testtajon.

A CDKN2A gén mutatios rata.

Egyes CDKN2A SNP-k eldfordulasi gyakorisaga
(c.*29 C>G, c.*69 C>T).

A nem-szinonim MC1R variansok el6fordulasa

A MCIR ‘R’variansok (R151C, R160W, D294H)
gyakorisaga.

2. Szamos megfigyelésiink djnak, vagy az eddigi koz-

lésektol eltéronek bizonyult:

Ritkabban volt MM-ra pozitiv csaladi kortorténet

Gyakrabban detektaltuk egyidejileg az elsé két MM-t.

15



Gyakrabban észleltiik nem-melanoma daganatok
egylittes el6fordulasat.

Két magyar MPM betegnél azonositottunk CDKN2A
mutaciot (p.E69G, p.R99P).

A CDKN2A A148T SNP eldfordulasat ritkabbnak

A CDKN2A c.-191 G>A SNP-t gyakoribbnak talaltuk.
A MCIR R163Q, Azsiaban gyakori varians joval
gyakoribbnak bizonyult, mint az eddigi eurépai kozlé-
sekben. Ezen megfigyelés alatimasztja a MC1R vari-
ansok megoszlasanak foldrajzi kiilonbségeit.

Elsként azonositottunk egy 1j MC1R varidnst ember-
ben (c.350 A>G-p.D117G), melynek jelentGségét
azonban még nem ismerjiik.

MCI1R °R’ varians hordozoknal észleltiink par olyan
jellemzdt, mely sugallhatja, hogy ez a genotipus rosz-
szabb prognosztikai jelent6séggel birhat az ’r’ varians
hordozokkal 6sszehasonlitva:
— fiatalabb atlagéletkor az els6 MM diagndzisakor
— egyéb malignus tumorok, illetve tobbszoros BCC-k

gyakoribb el6fordulasa

— gyakoribb ulcerélt els6 MM, invaziv méasodik MM,

illetve kevesebb ulceralt masodik MM
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— szignifikansan gyakoribb TIL a masodik MM-ban
Mindezek alapjan feltételezziik, hogy mint ahogy mas
MM-ra hajlamosité gén esetében is felmeriilt (CDKN2A),
bizonyos MC1R genotipusok (’R’ allélok) prognosztikai
jelentdséggel birhatnak a MPM betegek esetében, ameny-
nyiben ez nagyobb beteganyagon is igazolodik.

V.2. Unikalis MM-asszocialt esetek

V.2.1. Két tumorokkal terhelt csalad

Két unikélis, tumorokra hajlamos csaladot, és k6zos uto-
daikat vizsgaltuk. Az A-csaladban a feltételezett kornye-
zeti és Oroklott (mutaciok, SNP-K) hajlamosité faktorok
kedvezétlen egyiittallasa kovetkeztében alakult ki egy
unikalis tumor-konstellacio a testvérparnal (MPM, BCC,
PrC, TR). A B-csaladban a dominans 6rokl6dés menettel
jelentkezé PaC halmozodas hatterében szamos SNP-t
azonositottunk, melyek koroki szerepének azonban még
kérdéses. A két csaladnal részben az azonositott geneti-
az utdédokban korai manifesztacioval a malignus dagana-
tok, egyikiiknél haldlos kimenetellel. Az eset ravilagit a
tumorokra hajlamos csaladok azonositasanak és koveté-

sének jelentdségére.
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V.2.2. Hat primer MM
Az immunszupprimalt allapot dacara kialakult hat primer
MM felvetette a genetikai prediszpozicid lehetségét. A
beteg esetében a kornyezeti (immunSzuppresszid, napo-
zasi szokasok, rossz compliance), valamint a genetikai
hajlamosité faktorok (MC1R R’ varians) egyiittese ve-
zethetett a nagyszamu primer MM és BCC kialakuldsa-
hoz. Az eset kapcsan fontos hangsilyozni a szervtranszp-
lantalt, betegek rendszeres bérgyogyaszati kontrollalasa-
nak fontossagat, valamint a fokozottan vulnerabilis bete-
gek tovabbi kornyezeti hajlamositd faktorok irdnyaban
torténd felvilagositasanak elengedhetetlenségét.
V.2.3. MM és PHTS/ CS-t felvet6 tiinetegyiittes
Bar a fenotipus nagymértékben ramutatott egy PHTS
(CS) lehetoségére, sem az asszocialt jelatviteli utvonal
leggyakoribb génjében (PTEN), sem egyéb génekben
(SDHB, SDHD) nem sikeriilt csirasejt eredetli mutaciot
talalnunk. A tovabbiakban uj-generacidos szekvenalasi
metodusok (exom, genom szekvenalas), és Proteus szind-
kimutatasa lenne célszerti.
Az Unikalis MM-asszocialt esetek konklaziojaként felté-
telezziik, hogy a parallel 6roklott SNP-k és a kornyezeti
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tényezOk interakcioi jelentésen hozzajarulhatnak a primer

daganatok és daganat-konstellaciok kialakulasahoz.
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